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OZET
DENEYSEL HAYVAN MODELINDE ASETIL L-KARNITININ, SISPLATINE
BAGLI MiYELOSUPRESIF ETKiYi DEGISTiRiCi ROLUNUN ARASTIRILMASI

Amag: Siganlarda asetil L-karnitin uygulamasinin sisplatine bagli miyelosupresif etkiyi

degistirici rolii olup olmadiginin degerlendirilmesi

Gerecler ve yontem: Wistar Albino tiirii 28 adet disi siganin olusturdugu dort grup ¢alismaya
alindi. Olusturulan gruplar su sekildeydi: Grup 1: Kontrol (serum fizyolojik), Grup 2: Asetil
L-karnitin (ALCAR), Grup 3: Sisplatin, Grup 4: ALCAR+Sisplatin uygulanan gruplardi.
Baslangicta siganlarda herhangi bir kemik iligi baskilanmast olup olmadigin1 gérmek tizere
tiim sicanlardan tam kan sayimi ve periferik yayma bakildi. Tiim si¢anlara 3 giin boyunca (-2,
-1 ve 0. giinlerde) hidrasyon amacli serum fizyolojik (SF) 5 ml/kg/doz/giin intraperitoneal
enjeksiyon seklinde uygulandi. Yine ii¢ giin boyunca (-2, -1 ve 0. giinlerde) grup 2 ve grup
4’teki sicanlara ALCAR 200 mg/kg/doz subkutan; grup 1 ve grup 3’teki sicanlara esit
hacimde SF subkutan olarak uygulandi. Calismanin 3. giiniinde (0. giin) grup 3 ve grup 4’teki
sicanlara sisplatin 8 mg/kg/doz intraperitoneal bir saatlik infiizyonla verildi; grup 1 ve grup
2’deki sicanlara esit hacimde SF intraperitoneal bir saatlik infiizyonla verildi. Sisplatin
uygulamasinin 10. giiniinde tiim sicanlar feda edildi ve femurlar1 disseke edildi. Kemik iligi
preparatlart Wright boyasi ile boyanip selliilarite ve her ii¢ serinin hiicresel elemanlar
(miyeloid, lenfoid ve eritroid seri) degerlendirildi. Kemoterapiye bagli akut hiicresel
degisiklikler Wright boyali imprint preparatlarda degerlendirildi. Hiicrelerde kontiir ve boyut
diizensizlikleri, sitoplazmik cikintilar, niikleer vakuolizasyon, niikleer membranda bozulma;
siddet ve etkiledigi hiicre sayisina gore degerlendirildi. Parafin bloktan hazirlanan kesitler
hematoksilen eozin ile boyanip 151k mikroskobunda selliilarite, kemik iligi elemanlarinin
kompozisyonlari, matiirasyon, fibrosis, nekroz, kanama, adipoz doku orani yOniinden

degerlendirildi.

Bulgular: Calismanin baslangicinda tiim sicanlarin tam kan sayimi ve periferik yaymalar
normal bulundu. Tiim sigan gruplarmin kemik iligi inceleme sonuglar1 su sekildeydi: Grup
1’de (Kontrol) selliilarite ortalama %93.57+3.7 idi; matiirasyon duraklamasi yoktu. Kemik
iligi hiicreleri 151k mikroskobu ile degerlendirildiginde miyeloid seri ortalama %40.85+3.4,
lenfositer seri %47.42+3.7, eritroid seri %11.71£1.7 oraninda goriildii. Grup 2’de (ALCAR)
selliilarite ortalama %9544 idi; matiirasyon duraklamasi yoktu. Kemik iligi hiicreleri 151k
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mikroskobu ile degerlendirildiginde miyeloid seri ortalama %43.14%+2.5, lenfositer seri
%45.42+£2.5, eritroid seri %11.42+1.5 oraninda goriildii. Grup 3’te (Sisplatin) selliilarite
ortalama %61,66+5.1 idi; matiirasyon duraklamasi vardi. Kemik iligi hiicreleri 151k
mikroskobu ile degerlendirildiginde miyeloid seri ortalama %22.33%+1.5, lenfositer seri
%26.66+3.2, eritroid seri %50.66+£4.1 oraninda gorildi. Grup 4’te (ALCAR+Sisplatin)
selliilarite ortalama %71,42+4.7 idi; sisplatin grubuna gore daha ilimli bir matiirasyon
duraklamast vardi. Kemik iligi hiicreleri 151k mikroskobu ile degerlendirildiginde miyeloid
seri ortalama %32.00%1.6, lenfositer seri %36.28£2.6, eritroid seri %31.71+3.3 oraninda
goriildii. Kontrol ve ALCAR gruplari ile karsilastirildiginda sisplatin grubunda selliilaritede,
miyeloid ve lenfositer serilerde hiicre diizeyinde diisme, eritroid seride rolatif yiikseklik
goriildii. ALCAR+Sisplatin  grubu, kontrol grubu ile karsilastirildiginda bir miktar
miyelosupresyon vardi. Sadece sisplatin alan grup ile karsilastirildiginda selliilarite, miyeloid

ve lenfositer serilerdeki hiicre diizeyi anlamli olarak yiiksek saptandi.

Sonu¢: Bu arastirmada sicanlarda sisplatin verilerek olusturulan deneysel miyelosupresyon

modelinde, asetil L-karnitinin sisplatin iligkili kemik iligi toksisitesini azalttig1 gdsterilmistir.

Anahtar kelimeler: Asetil L-karnitin, sisplatin, miyelosupresyon



SUMMARY

THE INVESTIGATION OF PROTECTIVE ROLE OF ACETYL L-CARNITINE ON
CISPLATIN MYELOSUPPRESSION IN EXPERIMENTAL ANIMAL MODEL

Objective: To evaluate the protective role of acetyl L-carnitine on cisplatin-induced

myelosuppression in rats

Materials and methods: Four groups of twenty-eight adult female Wistar albino rats were
taken in this study. The groups were like these: Group 1: Control, group 2: Acetyl L-carnitine
(ALCAR), group 3: Cisplatin, group 4: ALCAR+Cisplatin administered groups. Baseline
complete blood count and peripheral blood smear of all the rats were obtained for confirming
if there was any bone marrow suppression at the beginning of the study. All rats were given 5
ml/kg/dose intraperitoneal normal saline injection once a day for hydration over three days.
Yet over three days (-2, -1 and 0. days) group 2 and group 4 were injected with acetyl L-
carnitine (200 mg/kg) subcutaneously while group 1 and group 3 were injected with same
volumes of normal saline. On the third day (0.day) of study, rats in group 3 and group 4 were
given cisplatin 8 mg/kg/dose by intraperitoneal infusion in one hour; rats in group 1 and group
2 were given intraperitoneal infusion of normal saline in equal volume. All rats were
sacrificed on the tenth day of cisplatin infusion and their femurs were dissected. Bone marrow
samples were painted with Wright stain and all three sequences (myeloid, lymphoid and
erythroid cells) were evaluated. Acute cellular changes related to chemotherapy evaluated on
Wright stained imprints. Contour and size irregularities in cells, stoplasmic bulges, nuclear
vacuolization, disruption on nuclear membrane; all of these were evaluated for severity and
the number of effected cells. Sections of parafine blocs prepared with hematoxilen eosin stain
were evaluated in light microscope for cellularity, bone marrow cell components, maturation,

fibrosis, necrosis, hemorrhage, adipose tissue rate.

Results: All baseline complete blood count and peripheral blood smear of rats were normal at
the beginning of the study. Bone marrow evaluation of all rat groups were like following: In
group 1 (Control) mean cellularity was %93.57+3.7, there was no maturation halt. Bone
marrow cells assessed on light microscope, myeloid colony %40.85+3.4 , lymphoid colony
%47.42+3.7, erythroid colony %11.71+1.7 in this group. In group 2 (ALCAR) mean
cellularity was %95=4, there was no maturation halt. Myeloid colony %43.14%2.5, lymphoid
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colony %45.42%2.5, erythroid colony %11.42%+1.5 in this group. In group 3 (Cisplatin)
mean cellularity was %61.66£5.1, there was maturation halt in this group. Myeloid colony
%?22.33£1.5, lymphoid colony %26.66£3.2, erythroid colony %50.66%4.1 in this group. In
group 4 (ALCAR+Cisplatin) mean cellularity was %71,42+4.7 and maturation halt was more
mild compared to cisplatin administered group. Myeloid colony %32+1.6, lymphoid colony
%36.28£2.6, erythroid colony %31.71+3.3 in group 4. As compared to control and ALCAR
groups; cellularity, lymphoid and myeloid cell rates were lower in cisplatin administered
group. As compared to control group, there was myelosuppression in ALCAR+cisplatin
administered group. As compared to only cisplatin administered group cellularity, lymphoid

and myeloid colonies were significantly high.
Conclusion : In this study, it was featured that the myelosuppressive effect of cisplatin
reduced by using acetyl L-carnitine in experimental myelosuppression model created by

cisplatin administring.

Key words: Acetyl L-carnitine, cisplatin, myelosuppression



1.GIRIS VE AMAC:

Sisplatin, eriskin cagda goriilen pek cok tiimoérde kullanildigi gibi beyin tiimorleri,
noroblastom, Wilms tiimorii, hepatoblastom, germ hiicreli tlimdrler, osteosarkom, nazofarinks
karsinomu gibi pek ¢ok ¢ocukluk ¢agi tlimoriiniin tedavisinde de kemoterapi protokollerinde
yer almaktadir (1-3).  Sisplatin uygulamasina bagli doz smirlayict yan etki olarak
nefrotoksisite ve ototoksisite gelisebilmektedir. Ozellikle klinikte 6nemli olan diger yan
etkileri miyelosupresyon, norotoksisite ve kardiyotoksisitedir (4-8).

Sisplatinin sitotoksik etkilerini, niikleer DNA’ya baglanip transkripsiyon ve DNA
replikasyonunu bozarak, ¢esitli sinyal iletim yolaklarin1 aktive ederek gosterdigi
diisiiniilmektedir (4,5,9,10). Sisplatin DNA’y1 etkileyerek, mitokondri fonksiyonlarini
bozmakta ve apoptoz siirecini baglatmaktadir (11). Hiicre igine girdikten sonra sisplatin
molekiilii i¢indeki klor baglar1 su ile yer degistirerek yiiksek derecede reaktif elektrofilik
aracilar olusturur (12). Bu ajanlar hiicresel DNA, RNA ve proteinlerle reaksiyona girer,
protein sentezi azalir, mitokondri hasari olusur. Buna bagli olarak hiicreler apoptoza gider.
Sisplatin ve diger platin ajanlar1 tiyol gruplari ve makromolekiillerle reaksiyona girer (13).
Tiyol grubu igeren pek c¢ok potansiyel koruyucu ajanin sisplatin toksisitesinde etkinligi test
edilmistir (14). Sisplatin etkisi ile antioksidan savunma sisteminde 6nemli olan GSH ve
NADPH’in azaldigt; lipid peroksidasyon iiriinii olan malondialdehidin (MDA) arttig1
gosterilmistir (15, 16). Toksik etkilerinin gelismesinde reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
olusumu rol oynamaktadir (11).

Sisplatin toksisitesinin mekanizmalar1 g6z Onilinde bulundurularak yan etkilerini
azaltmak amaci ile pek ¢ok strateji gelistirilmistir. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda oksidatif
hasarin 6nemli bir role sahip oldugu anlasilmis ve antioksidan ajanlarla yapilan c¢aligsmalar
artmastir (17,18).

L-karnitin (LCAR), hiicrenin enerji iiretimi i¢in gerekli beta oksidasyona gidebilmek
iizere serbest uzun zincirli yag asitlerinin mitokondri matriksine gegisinde gerekli olup,
serbest uzun zincirli yag asitlerinin agil karnitinlere transformasyonunda kofaktor olarak rol
alir. Asetillenmis koenzim A (CoA) miktarmi diizenleyen ve diger hiicresel metabolik
olaylarda yer alan antioksidan o6zelligi kanitlanmis vitamin benzeri bir bilesiktir (19-33).
Antioksidan 6zelliginin yani sira immiinmodiilator ve antiinflamatuvar 6zellikleri de yapilan
caligmalarla gosterilmistir (34-37).

Asetil L-karnitin (ALCAR), L-karnitinin kisa zincirli bir ester tiirevi olup L-karnitine ait

ozelliklerin yani sira giiclii ndroprotektif ve antiapoptotik 6zellikler de tagimaktadir (20).



Sisplatin toksisitesi ile ilgili yapilan deneysel c¢alismalarda; L-karnitin kullaniminin
sisplatine bagli nefrotoksisite, ndrotoksisite, kardiyotoksisite, hepatotoksisite ve ince barsak
toksisitesini azalttig1 gosterilmistir (38-45).

Asetil L-karnitinin, platinum bilesiklerinin olusturdugu miyelosupresyonu azaltici
etkisini gosteren tek bir ¢alisma vardir (46).

Daha énce Dokuz Eyliil Universitesi Cocuk Onkoloji boliimiinde yapilan iki ¢alismada
asetil L-karnitinin sisplatine bagli nefrotoksisite, ototoksisite ve norotoksisiteye karsi
koruyucu roliiniin oldugu gosterilmistir (43, 47). Bu calismalardan yola ¢ikarak bu caligmada,
siganlarda asetil L-karnitin uygulamasimin sisplatine bagli miyelosupresif etkiyi degistirici

rolii olup olmadiginin degerlendirilmesi amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 SISPLATIN
Sisplatin, 1970°1i yillardan sonra kanser tedavisinde kullanilmaya baslanan en Onemli

antineoplastik ilaglardan biridir. Beyin tiimorleri, néroblastom, Wilms tiimorii, hepatoblastom,
germ hiicreli tiimorler, osteosarkom, nazofarinks karsinomu gibi pek c¢ok g¢ocukluk cagi
tiimoriinlin tedavisinde yer almaktadir (1-3). Eriskin ¢agda goriilen pek c¢ok tiimoérde de
kullanilir.

Sisplatinin biyolojik 6zellikleri, 1960’11 yillarda biyofizik¢i Barnett Rosenberg tarafindan
tesadiifen kesfedilmistir. Elektromanyetik radyasyon uygulamasinin bakteri ve memeli
hiicrelerinin boliinmesi iizerine etkisini aragtiran Rosenberg, Escherichia Coli ile yaptig
deneylerde biiyiime alaninda platin elektrotlar1 kullanmaktaydi. Platin elektrotlarinin
bulundugu bu biiylime alaninda bakterinin normalden 300 kat daha uzun olan filamanlara
sahip oldugunu gozledi. Kisa siirede bu etkinin elektromanyetik alandan degil platin
elektrotlarindan ortaya c¢ikan elektroliz {riinlerinden kaynaklandigini gosterdi. Ayrintilt
kimyasal analiz sonucunda bu biyolojik etkiye yol agan bilesenin ilk olarak 1845 yilinda
Peyron tarafindan sentezlenip tanimlanan ve Peyron kloridi olarak da bilinen ve sonradan
sisplatin adin1 alan platinin ndtral bir sis izomeri oldugu saptandi. Bu bilesenin, bakterinin
hiicre boliinmesini engelledigi ancak diger biiyiime yapilarini engellemedigi i¢in ¢ok uzun
filamanlarin ortaya ¢iktigi gosterildi. Sisplatine ait bu bulgular 1965 yilinda yayinlandi ve
1968 yilinda sarkomlu bir farede intraperitoneal sisplatin uygulamasi sonucunda timor
boyutunda belirgin gerileme oldugu gozlendi. Ilk kez 1971 yilinda kanser hastalarinda bagar1
ile uygulanmaya baslanan ilagc Amerika Gida ve ilag kurumundan 1978 yilinda onay almustir

(9). 1k olarak germ hiicreli tiimérlerde kullanilmistir (48).



2.1.1 SISPLATININ MOLEKULER YAPISI ve OZELLIiKLERI

Sisplatin alkilleyici ajan olarak degerlendirilse de alkil grubu icermediginden alkilleyici
benzeri ajan olarak degerlendirmek daha dogrudur. Platin bazlidir ve bu grupta gelistirilmis
ilk ilagtir. Bu gruptaki diger ilaglar arasinda karboplatin ve okzaliplatin sayilabilir. DDP,
sisplatinyum, CDDP (cis-diamminedichloridoplatinum) sisplatin i¢in kullanilan diger isimler
arasidadir (9,49).

Sisplatinin kimyasal formiili PtCI2(NH3)2 dir ve molekiiler agirligi 300.045 daltondur.
CAR (Chemical Abstract Registry) numarast ise 15663-27-1'dir (49). Sisplatin yatay
diizlemde cis pozisyonda, ortada platin atomu, etrafinda iki klor ve iki amonyum atomunda
olusan inorganik bir platin kompleksidir. Bilesik cis ve trans olmak tizere iki izomere sahiptir.

Sadece cis formu sitotoksik 6zellige sahiptir (Tablo 1, Sekil 1).

Tablo 1: Sisplatinin kimyasal 6zellikleri Sekil 1: Sisplatinin molekiiler yapis1

Sistematik ad: cis- diaminodikloroplatinum
Molekiiler formiil: C12 H6 N2 Pt

Molekiiler agirhik: 300.1

Renk: Koyu sari (kristal kati) ve berrak
(cozelti)

Yapr: Tetragonal (kare) diizlemsel

Erime noktasi: 270°C

Cle,
ol

F1

L MH
“MH-

Sisplatin  uzun yillardir basar1 ile

kanser tedavisinde

kullanilmasina ragmen

biyokimyasal etki mekanizmasi heniiz kesin olarak aydmlatilamamustir. Ilacin sitotoksik
ozelliklerini niikleer DNA’ya baglanip transkripsiyon ve DNA replikasyonunu bozarak, ¢esitli
sinyal iletim yolaklarmi1 aktive ederek sagladigi disiiniilmektedir. Sisplatin hiicre
mitokondrisine zarar verir, hiicre siklusunu duraklatir, ATPaz aktivitesini engeller, hiicresel
transport sistemlerini degistirir ve sonu¢ olarak apoptoz, inflamasyon, nekroz ve hiicre

Oliimiine sebep olur (9,10).



2.1.1.1 Sisplatinin hiicre icine alimisi

Sisplatinin hiicre i¢ine alimigina yonelik mekanizmalar tam olarak anlagilamamistir.
Yapilan ilk ¢caligmalarda sisplatinin pasif difiizyon ile hiicre i¢ine girdigi 6ne siiriilmiistiir. Son
zamanlarda yapilan ¢alismalar ise bakir transport proteini olan ‘copper transporter 1 ’in
(CTR1) sisplatinin hiicre i¢ine aktif olarak alinmasinda etkili oldugunu gostermektedir

(10,50).

2.1.1.2 Biyotransformasyon ve DNA- platin baglarinin olusmasi

Sisplatin suda ¢o6ziinebilen ve niikleofilik bir ajandir. Yapisindaki kovalent baglar
kolaylikla su dahil bagka molekiillere baglanabilir. Viicudun sudan zengin ortaminda, sisplatin
molekiiliindeki klor atomu hidroksil grubu ile yer degistirir ve bu sayede ¢ok reaktif platin
kompleksleri olusur (5,10).

Sisplatin hiicre i¢ine girdikten sonra su ile reaksiyona girerek iki klor iyonunu kaybeder ve
iki su molekiilii kazanir. Olusan bu yeni pozitif yiiklii molekiil, hiicre icindeki DNA, RNA ve
proteinler gibi niikleofilik molekiillerle reaksiyona girme 6zelligini kazanir. Bunlar arasinda
DNA, ilacin sitotoksik ozelliklerini gdstermedeki birinci hedefidir. Ilag DNA’da N7
pozisyonundaki piirin bazlariyla reaksiyona girerek; tekli bag, DNA-protein, interstrand (iki
DNA zinciri arasinda) ve intrastrand (tek DNA zincirinde bazlar arasinda) kovalent ¢arpraz
baglar olusturur. Bu baglarin ¢ogu intrastrand baglardir (4,5,50) (Sekil 2) .

DNA ile kovalent baglarin olusmasi sonucunda DNA’nin yapisi bozulur ve sarmal
tizerindeki bu bozulan yerlere hasar1 farkeden hiicre i¢i proteinler baglanir. Bu proteinler
arasinda en onemlileri; yanls eslesme tamir ‘mismatch repair’ (MMR) kompleksi yapisinda
olan hMSH?2 ve hMutSa proteinleri, histon olmayan kromozomal yiiksek mobilite grup 1 ve 2
‘nonhistone chromosomal high-mobility group’ (HMG1 ve HMG?2) proteinleri, insan RNA
polimeraz 1 transkripsiyon yukar1 baglanma proteini ‘human RNA polymerasa 1 trancrption
upstream binding factor’ (hUBF) ve transkripsiyonel faktér baglanma proteini ‘TATA binding
protein’ (TBP) dir (5).

DNA hasarin1 fark eden ve sarmal iizerine baglanan proteinler bir ¢ok sinyal ileti
yolagini aktive hale getirmek sureti ile hiicre hasar1 ve 6liimiine yol agarlar. Bu baglanma
sonucunda hiicrede DNA  tamir mekanizmalar1 devreye girseler de, tamir

gergeklestirilemediginden hiicre apoptoza gider (5, 10).



Sekil 2: Sisplatinin DNA ile olusturdugu baglar
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2.1.2 SISPLATINE AIT FARMAKOKINETIK OZELLIKLER

Sisplatinin oral emilimi kd&tiidiir, mide barsak kanalindan absorbe olmadigindan sadece
intravendz veya intraperitoneal olarak kullanilir. {lacin %90°dan fazlasi plazma proteinlerine
baglanir. Hidrofilik oldugundan viicut i¢inde dagilimi oldukca iyidir. En ¢ok bdobrek,
karaciger ve prostatta birikir. Anne siitiine gecer, asit, plevral sivi gibi l¢lincii bosluk
stvilarina geger. Plasentayr gecer. Kan beyin bariyerinden gecisi iyl degildir. Eser miktarda
gecisten bahsedilmistir.

Enzimatik olmayan yollarla aktif ve inaktif metabolitlere doniistiiriilir. Cogunlukla
bobreklerden idrar ile (%90) atilir. Tlk alt1 saatte ilacin ¢ok az bir kismi1 bébreklerden atilir.
Yirmidort saate kadar %251 elimine olur ve bes giine kadar alinan dozun %43 kadar1 idrarda
saptanabilir. Ilag, hizl1 enjeksiyon yerine infiizyon seklinde verilirse, plazma yarilanma mrii
daha kisa ve elimine edilen ilag miktar1 daha ¢ok olur. Platin dokularda 180 giine kadar
gosterilebilir. Yarilanma omrii 30 dakikadir, serbest komplekslerin ise bes giinden uzundur

(49,51,52).
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2.1.3 SISPLATIN TOKSISITESI

Sisplatinin bir¢ok sistem tiizerinde toksik etkileri bulunmaktadir. Nefrotoksisite ve
ototoksisite doz sinirlayict iken ndrotoksisite, kardiyotoksisite ve miyelosupresyon gibi yan
etkiler klinikte 6nemlidir (Sekil 3, Tablo 2). Dokuz Eyliil Universitesi Cocuk Onkoloji
boliimiinde yapilan bir ¢aligmada, sisplatin uygulanan cocuk onkoloji hastalarinda %56
oraninda, sisplatintkarboplatin uygulanan hastalarda %47 oraninda ototoksisite gelistigi

saptanmistir (47).

Sekil 3: Sisplatine bagl sik goriilen toksisiteler

OTOTOKSISITE

PERIFERIK
NOROPATI

NEFROTOKSISITE

MIYELOSUPRESYON
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Tablo 2: Sisplatine bagli istenmeyen etkiler (51,53).

ORGAN

YAN ETKI

KARDIYOVASKULER

Bradikardi , sol dal blogu (nadir),
hipertansiyon, serebral arterit,

serebrovaskiiler olay (nadir)

NOROLOJIK

Isitme kaybu, tinnitus * (%31), vertigo

otonomik noropati (nadir), nobet (nadir),
arka kolon néropatisi (nadir), higkirik,
periferik noropati, optik norit, gorme
bulaniklig1 , renk algisinda degisiklik, akut

ensefalopati (nadir)

GASTROINTESTINAL

Bulanti ve kusma*, divare/ishal*,

anoreksi/istahsizhk* ,

tad duyusunda bozukluk

HEMATOLOJIK

Mivelosupresyon * (%25-30),

anemi, hemolitik anemi (Coombs pozitif),

trombositik mikroanjiyopati (nadir)

NEOPLASTIK

Akut 10semi

DERMATOLOJIK

Alopesi/sag dokiilmesi, dokiintii

HEPATIK

Karaciger fonksiyon testlerinde yiikselme,

bilirubin yiiksekligi (ge¢ici, nadir)

HIiPERSENSITIVITE

Tip 1 (anafilaktik)
Tip 2 (hemolitik anemi)

RENAL/METABOLIK

Toksik nefropati * (%28-36),

hipomagnezemi, hipokalsemi, hipokalemi,
hiponatremi, hipofosfatemi, hiperiirisemi,

uygunsuz ADH sendromu

REPRODUKTIF

Infertilite

DIGER

Kas kramplari, serum demir diizeyinde

yiikselme, Raynaud fenomeni (nadir)

*: Doz sinirlayicr etki
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Sisplatin neredeyse tiim hastalarda orta-agir derecede bulant1 ve kusmaya neden olur.
Bulanti kusma ilag¢ infiizyonunu takiben bir saat iginde baglar ve 24 saate kadar devam
edebilir. Yeterli intravendz hidrasyon ve antiemetik kullanimi ile bu yan etkilerin azaldigi
gozlense de istahsizlik ve bulanti bir hafta siireyle devam edebilir.

Sisplatin verilen hastalarin takibinde:

- Diizenli bobrek fonksiyon testlerinin yapilmasi

- Norolojik muayene

- Kan magnezyum, sodyum, potasyum, fosfor, kalsiyum diizeylerinin yakin takibi
- Tam kan sayimi

- Isitmenin sorgulanmasi ve diizenli odyometrik testlerin uygulanmas1 6nerilmektedir (49,51).

2.2 MIiYELOSUPRESYON

Miyelosupresyon, kemik iligi baskilanmasidir. Kemoterapiye bagli miyelosupresyon
kemik iligindeki her ii¢ hiicre serisini (miyeloid, eritroid ve megakaryositer) etkiler.
Miyelosupresyona bagli iic 6nemli durum klinik agidan Onemlidir. Bunlar: Anemi,

trombositopeni ve ndtropenidir.

2.2.1 ANEMI

Eritrosit sayisindaki diisme ve hemoglobin konsantrasyonunda azalma sonucu ortaya
cikan anemi halsizlige yol acarak yasam kalitesini ve performansi diistirmektedir. Kemoterapi ile
iligkili aneminin ana tedavisi eritrosit slispansiyonu transfiizyonlarinin uygulanmasidir. Ancak bu
tedavi uygulamalar1 da transfiizyonla iliskili komplikasyonlara ve ciddi mali yiike neden
olmaktadir. Rekombinan eritropoetin tedavisi ilk kez 1989 yilinda bobrek yetmezlikli hastalarda
kullanima girmis olan ve erigkin kanser hastalarinda KT ile iligkili aneminin tedavisinde etkinligi
gosterilmis alternatif bir tedavi yontemidir (54). Ancak kanserli ¢ocuklarda eritropoetin ile anemi
tedavisinin, tedavi yaniti ve genel sagkalim oranlar tizerindeki etkisi heniiz agiklik

kazanmadigindan rutin kullanima girmemistir.
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2.2.2 TROMBOSITOPENI

Trombositopeni, azalmis trombosit tiretimine bagli trombosit sayisinin 150000’in altina
diismesidir. Kanama ve transfiizyonla iligkili komplikasyonlar nedeniyle ciddi morbidite ve hatta
mortalite nedenidir. Bunun yanisira Onemli ekonomik maliyetlere neden olmaktadir.
Trombositopeninin temel tedavisi trombosit transfiizyonlar1 olup, alternatif tedavi stratejisi

olarak kemoterapotik dozlarinin azaltilmasi giindeme gelmektedir.

2.2.3 NOTROPENI

Notrofiller kandaki l6kositlerin biiyiik bir kismini (>%70) olusturmakta olup, konagin
infeksiyonlara kars1 savunmasinda 6nemli rol iistlenirler. Notropeni, periferik kanda dolagan
nétrofillerin sayisinda azalma olup, mutlak notrofil sayisinin (MNS) <1500 hiicre/mm?3
olmasidir. Notropeni azalmis nétrofil liretimi, artmis kullanim, nétrofillerin kompartmanlara
kaymasi veya bu faktorlerin kombinasyonu sonucu ortaya ¢ikabilir. Notropeninin siddeti
MNS 1000 — 1500 hiicre /mm3 arasinda ise hafif, 500-999 hiicre/mm3 arasinda orta ve
<500 hiicre/mm3 ise agir notropeni olarak degerlendirilir. Giiniimiizde kanser tedavisinde
uygulanan yogun kemoterapi rejimleri agir miyelosupresyona yol agmakta ve hastalarin
notrofil, lenfosit ve monosit sayilari uzun siire ¢ok diisiik diizeylerde seyretmektedir (54).
Notropeni, infeksiyon gelisimine neden olmakta, dolayisiyla tedavi gecikmesi ve maliyet
artisma yol agmaktadir. No6trofil sayisimin <1000/mm3 olmasi durumunda infeksiyon riskinin
arttigi, bu say1 <500/ mm3’e indiginde risk artisinin iyice belirginlestigi gosterilmistir (55).
Notropenik infeksiyonlar destek tedavi olanaklarinin gelisiminden 6nce en 6nemli erken
mortalite ve morbidite nedeni iken giliniimiizde erken donemde ampirik antibiyotik
tedavilerinin baglanmast ve destek tedavi olanaklarinin gelismesi ile bu konuda biiyiik
ilerleme kaydedilmistir. Buna ragmen noétropenik ates ve invaziv infeksiyonlar kanser
hastalarinda halen yasam kalitesini, mortalite oranlarin1 ve tedavi maliyetini etkilemektedir
(56,57).

Notropeni dogumdan itibaren oldugunda konjenital nétropeni ya da ¢esitli faktorler

nedeniyle sonradan gelistiginde edinsel nétropeni olarak tanimlanir (58) .
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2.2.3.1 ilaclara bagh nétropeni

[laca bagli nétropeni ilk olarak 1931 yilinda analjezik piramidene bagli olarak gelisen bir
agraniilositoz olgusunda bildirilmistir. Son on yilda ilaglara bagli nétropeni oraninda belirgin
bir artig goriilmiistiir. Bu artis genel olarak tiim ilaglarin daha yaygin kullaniminin yaninda
kemoterapotik ajanlarin kullanimina da baglidir. Yas arttik¢a ilaglara bagli ndtropeni oraninda
dramatik bir artig goriliir, ilaca bagli nétropeni olgularinin %90°1 geng eriskin doneminden
sonra daha ileriki yaslarda goriilmektedir (59). Ilaca bagl ndtropeni gelisiminden immiinite
sorumlu gibi goriinmektedir; bununla birlikte kemik iligindeki oOnciillerin direkt
supresyonunun da rolii oldugu gosterilmistir. Ilaca bagli immun nétropeni gelisiminde ¢ok
sayida mekanizma rol oynayabilir. Baz1 ilaglar hapten olarak davranarak antikor olusumuna
yol acarlar. ilaglarm hapten olarak davrandigi durumlarda, neden olan ilacin kesilmesi
notropeninin bir hafta iginde diizelmesi ile karakterizedir. Hapten olarak davranabilen
ilaglardan en sik karsilagilanlar arasinda aminopirin, propiltiyourasil, penisilin ve altin
bilesikleri gelmektedir (60). Klozapin gibi bazi antipsikotik ilaglarin nétrofil apoptozunu
hizlandirdig1 gosterilmistir. Apoptoz artisinda ilacin metabolizmasi sonucu ortaya ¢ikan stabil
olmayan metabolitlerin nétrofillere baglanarak intraselliiler glutatyon depolarini azaltmasi rol
oynamaktadir. Baz1 ilaglar immun kompleks olusumuna yol agarak nétrofillere baglanirlar ve
onlar1 yok ederler. Bu mekanizmada ilacin siirekli verilmesi gerekli degildir. Baska bir
mekanizma ise notrofillerin kompleman aracili lizisidir. Otoimmun nétropeniden farkli olarak
antindtrofil antikorlar, kompleman aracili mekanizma ile nétrofilleri yok ederler. Beta laktam
antibiyotiklerin yiiksek dozda uygulanmasi, karbamazepin ve valproik asit gibi bazi
antikonviilzan 1ilaclar, kemik iligindeki graniilosit ve makrofaj Onciillerini inhibe ederler.
Tiklopidin, sulfasalazin ve klorpromazinin de kemik iligindeki miyeloid Onciilleri suprese

ettigi gosterilmistir (60).

2.2.3.2 Kemoterapiye bagh notropeni

Sistemik kemoterapinin en sik karsilasilan ve en ciddi komplikasyonlarindan birisi kemik
iliginin baskilanmasidir. Kemik iligi baskilanmasi sonucu ortaya ¢ikan nétropeni, infeksiyoz
komplikasyonlar agisindan 6nemli bir risk faktorii olusturur. Kemik iligini yaygin olarak tutan
16semi, multipl miyelom, lenfoma ve metastatik solid tiimdrler ndtropeniye neden olabilirler
ve sitotoksik KT sonrasi uzayan noétropeni riski bu hastalarda daha da yiiksektir.
Kemoterapinin ilk kiirlerinden sonra ortaya cikan ndtropeninin agirhigi, sonraki kiirlerde

ortaya ¢ikacak notropeninin derecesi hakkinda fikir vermektedir.
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Kemoterapiye bagli nétropeni gelisiminde hasta, hastalik ve tedavi ile iliskili faktorler rol
oynar. Hasta ile iligkili en Oonemli faktor yastir (61). Yasla iligkili hiicresel degisiklikler
nedeniyle yasghi hastalar KT’nin miyelosupresif etkilerine gen¢ hastalara gore daha
duyarhdirlar. Yapilan ¢alismalarda yasli hastalarin nétrofillerinin fagositoz yeteneklerinin
daha az oldugu ve intraselliiler Oldiirme yeteneklerinde fonksiyon bozuklugu oldugu
gosterilmistir (62). Hasta ile iligkili diger risk faktdrleri ise malniitrisyon, tip 2 diyabet, kronik
obstriiktif akciger hastaligi veya bdbrek disfonksiyonu gibi komorbid durum varligidir.
Notropeni siklikla kanser hastalarina verilen sistemik KT’ nin miyeloablatif etkisi olarak
karsimiza ¢ikmaktadir, ndtropeni ve noétropeniye bagli infeksiydz komplikasyonlar sitotoksik
kanser tedavisinin en sik doz sinirlayici yan etkisidir. Notropenin agirligi verilen KT rejiminin
yogunlugu ve ilaglarin uygulama bigimleri ile iliskilidir (63,64).

Hastalikla iligkili faktorler degerlendirildiginde ise hematolojik maliynitelerde nétropenik
komplikasyonlarin solid tiimorlere gore daha yliksek oldugu bilinmektedir. Hematolojik
maliynitelerde kemik iligi tutulumu varligi ve kemoterapi doz yogunlugunun yiiksek olusu
bunda rol oynamaktadir. Ayrica ileri evre hastalik ve kontrol edilemeyen maliyn hastalik da
notropenik komplikasyonlar agisindan risk faktoriidiir (64).

Radyoterapi (RT) ile es zamanli olarak veya tek basina KT alan tiim maliyniteli hastalar
KT’ye sekonder notropeni gelisimi agisindan risklidirler. Hastalik ile iligkili faktorler ise
kemik tutulumu, kanser tipi ve 6nceki tedaviler sonrasi anemi veya notropeni oykiisiidiir.

Tedavi ile iligkili faktorler KT ile es zamanli veya 6nceden RT uygulanmasi 6ykiisii veya
onceden yogun KT verilmesidir. Bazi KT rejimlerinde tedaviyi alan hastalarin %40-80’inde
agir notropeni gelisme riski vardir. Kemoterapiye baglh notropeni kanser hastalarinin tim
tedavisini etkileyen onemli bir yan etkidir (65). Notropenik atesli kanser hastalarimin en
azindan yarisinda infeksiyonun klinik bulgular1 veya gizli infeksiyon olup, nétrofil sayisi
<100/mm?3 olan hastalarin en azindan beste birinde bakteriyemi geligir (66). Notrofil sayist
<1000/mm3’e diistiigiinde, nétropeninin agirligi ve sikligr ile iligkili olarak infeksiyonlara
egilim artar (67). Notrofil sayis1t <500/mm3’e distigiinde infeksiyon riski daha yiiksektir,
notrofil sayisi <100/mm3’e distiigiinde ise infeksiyon riski daha da artar. Bu hastalarda
ndtropeninin baglangicindan sonraki 1-4 hafta i¢cinde ciddi infeksiyon gelismektedir (57).
Genel olarak noétrofil sayist <100/mm3 olan nétropenik atesli hastalarin  %20’sinde
bakteriyemi saptandigr bildirilmistir (68). Notrofil sayisindaki diistikliige ek olarak
ndtropeninin siiresi de infeksiyon egilimini belirlemede 6nemlidir. Agir ndtropeninin uzun

siire devam etmesi (10 giin siire ile notrofil sayist <500/mm3) infeksiyon gelisimi agisindan
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en onemli risk faktoriidiir. Notrofil sayisindaki degisikliklerin yaninda, nétrofillerin fagositer
fonksiyonlar1 ve immiin yanittaki diger eksiklikler de nétropenik konakta infeksiyona egilimi
arttirir (66). Kemoterapi ile total 16kosit mobilizasyonunun, nitroblue tetrazolium testine
yanitin, fagositozun ve noétrofillerin 6ldiirme yeteneklerinin baskilandig1 da gosterilmistir (69,
70).

Notropeninin tedavisinde rekombinant DNA teknolojisindeki hizli gelismeler ve
hematopoezin daha iyi anlagilmasi aktif hematopoetik biiyiime faktorlerinin klinik kullanima
girmesine yol agmistir. Ulkemizde klinik kullanimda yerini alan rekombinant biiyiime
faktorleri; graniilosit koloni uyarici faktér (G-CSF), graniilosit monosit koloni uyarici faktor
(GM-CSF) ve eritropoetindir (EPO). Hematopoetik biliylime faktorleri ve interldkinler kord
kani, kemik iligi ve periferik kanda kok hiicrelerin aktivitelerini diizenlerler. Periferik kan
progenitdr hiicrelerini mobilize ederler. Notrofil sayisini, kok hiicreden olgun nétrofile gecis
stiresini kisaltarak arttirilar. CSF’lerin klinik kullanima girmesinden 6nce kemoterapiye bagli
notropeniyi kontrol etmekicin ilag dozlari azaltilmakta veya tedavi geciktirilmekteydi. G-CSF
ve GM-CSF’lerin pediatrik kanser hastalarinda kemoterapiye bagli miyelosupresyonu
onlemedeki etkileri bircok ¢alismada gosterilmistir (71-76). Fakat kanser tedavisinde G-CSF
kullanimiyla ilgili cesitli kisithliklar vardir. Kanser tedavisine direkt etkileri yoktur ve bu
nedenle survi ve tedavi bagarisina katki saglamazlar. Sadece uygun kullanimda infeksiyonla
iligkili morbiditeyi azaltirlar. Maliyetleri ¢ok yliksektir (3).

Bu kisithliklar nedeniyle miyelosupresyonu azaltmada farkli maddelerin kullanimi
giindeme gelmistir. Son yillarda Ozellikle antioksidan maddelerle yapilan arastirmalar

artmustir (17,18).
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2.3 KARNITIN

Karnitin hiicrenin enerji liretimi i¢in beta oksidasyona gidebilmek iizere uzun zincirli
yag asitlerinin mitokondri matriksine gecisinde gorev alan, asetillenmis koenzim A (CoA)
miktarin1 diizenleyen ve diger hiicresel metabolik olaylarda yer alan, antioksidan o6zelligi
kanitlanmis vitamin benzeri bir bilesiktir. Viicutta L izoformunda bulunan karnitinin L-
karnitin (LCAR), asetil L-karnitin (ALCAR) ve propiyonil L-karnitin tlirevleri bulunmaktadir
(Sekil 4, 5 ).

Sekil 4 : Karnitinin molekiiler yapisi Sekil 5: Asetil L-karnitinin molekiiler yapisi

(4-N-trimetilamonyum-3-hidroksibiitirik asit)

CH; H CH3
|
OOCCH,CHCH,*N ——— CHj OOCCHZTHCH2+1\‘I CH;
OH CH; COCH; -0 CH;

2.3.1 KARNITIN ve ASETIL L-KARNITININ BIYOSENTEZIi, FiZYOLOJISI,
METABOLIZMASI
Karnitin  (4-N-trimetilamonyum-3-hidroksibiitirik asit) 20. yiizyll baglarinda kas
dokusunda kesfedilen esansiyel olmayan bir amin tiirevidir. Onceleri esansiyel bir vitamin
oldugu diisiiniilmiis ancak daha sonralari karaciger, bobrek ve beyinde aminoasit
onctillerinden sentezlendigi gosterilmistir (19,20).
Karnitin sentezinde iki esansiyel aminoasit gorev alir; lizin ve metiyonin. Sentez, L-
lizin aminoasidinin S-adenozilmetiyonin (SAM) ile metilasyonu ile baglar. Magnezyum, C
vitamini, demir, B3 ve B6 vitaminleri, alfa ketoglutarat ve SAM sentezi i¢in gerekli olan diger
kofaktorler (metiyonin, folik asit, B12 vitamini, betain) endojen karnitin sentezinde gorev
almaktadir (19). Insanda iskelet kasi, kalp, karaciger, bobrek ve beyinde karnitinin bir dnciilii
olan gamma-biitirobetain sentezlenir ancak sadece karaciger bobrek ve beyinde bu madde
karnitine doniistiiriilebilir. Bu reaksiyon gamma-biitirobetain hidroksilaz enzimi tarafindan

gerceklestirilir. Bu enzimin aktivitesi fetus ve yenidoganlarda ¢ok diisiiktiir (20). Insanlarda
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karnitinin %75°1 diyetten saglanir, geri kalan %?25°1 ise endojen olarak sentezlenir (21).
Karnitin kaynaklar1 ¢ogunlukla et, siit gibi hayvansal {irlinler olmakla birlikte pisirilmeye ve
hazirlamaya bagl diyetteki karnitin igerigi degisebilir (19,20).

Disardan alinan ve endojen olarak sentezlenen karnitin L izoformundadir (20). L-karnitin
aktif transport ve pasif diflizyon yollar1 ile barsaklardan emilir. Maksimum kan
konsantrasyonuna oral alimdan ii¢ buguk saat sonra ulagilir ve 15 saatlik bir yar1 émrii vardir
(19). Plazmada ve dokularda serbest ya da yag asitlerine bagli agil karnitin tiirevi olarak
bulunabilir (21). Kalp, iskelet kasi, karaciger, bobrekler ve epididimiste spesifik transport
sistemleri bulunan karnitin bu dokular i¢inde yogunlasir. Kan yoluyla taginan karnitin agirlikli
olarak kalp ve iskelet kasinda depolanir. Karnitinin viicuttan atilimi esasen bobrekler yolu ile
olur (19). Glomeriiler filtrasyondan sonra karnitinin proksimal tiibiillerde bulunan spesifik bir
transport sistemi tarafindan etkin sekilde (filtre edilen karnitinin %90°1) reabsorpsiyonu
yapilir. Bobrek karnitin transportunun sodyum bagimli oldugu ve acil karnitin gibi karnitin
tiirevleri ile engellenebildigi gosterilmistir (22,23).

Karnitin hiicresel enerji metabolizmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Serbest uzun
zincirli yag asitlerinin hiicre enerji iiretimi icin beta oksidasyona gidebilmek iizere mitokondri
i¢c membranindan mitokondri matriksine gecisinde esansiyel bir kofaktor olarak rol alir. L-
karnitin beta oksidasyonu hizlandirarak asetil CoA miktarini arttirir, potansiyel toksik asetil
CoA metabolitlerini tamponlar ve asetil CoA/CoA oranint diizenler. Bu oran sitrik asit
siklusu, glukoneogenez, iire siklusu ve yag asit oksidasyonunda gorev alan bir ¢ok
mitokondriyal enzim aktivitesinin diizenlenmesinde 6nemlidir (19,24,25).

Karnitin sayilan bu 6nemli gorevlerinin yani sira bir ¢ok hiicre i¢i metabolik olayda gorev
alir. Bunlar;
1-Dall1 zincirli aminoasit (valin. 16sin, izoldsin) metabolizmasi
2- Keton cisimlerinin kullanimi1
3-Peroksizomal beta oksidasyonu
4-Eritrosit membranda yag asiti-fosfolipid doniisiimi
5-Yag asit zincir kisaltma islemlerinin yan tiriinlerinin peroksizomlardan disar1 ¢ikarilmasi
6-Antioksidan etki, serbest radikal ¢opeciiliigii (25,26).

Asetil L-karnitin, L-karnitinin kisa zincirli ester tiirevi olup viicutta en ¢ok bulunan agil
karnitin tiiridiir. Bu karnitin tlirevi, L-karnitinin fizyolojik 6zelliklerini tasimasinin yanisira
icerdigi asetil grubu nedeni ile yiiksek enerji metabolizmasi ve anabolik reaksiyonlar sirasinda
onemli bir asetil grubu dondrii olarak gorev alir ve normal mitokondriyal fonksiyonda

stratejik bir rol tistlenir (21). Asetil L-karnitin, yag asidi oksidasyonu sirasinda asetil KoA’ nin
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mitokondriye gecisini hizlandirir, asetilkolin iiretimine katkida bulunur ve protein ve

fosfolipid sentezini uyarir (20).

2.3.2 KARNITININ ANTIOKSIDAN, ANTIAPOPTOTIK ve IMMUNMODULATOR
OZELLIKLERI

L-karnitin ve tiirevlerinin gii¢lii antioksidan 6zelliklere sahip oldugu, in vitro ve in vivo
calismalarda kanitlanmustir.

L-karnitin serbest uzun zincirli yag asitlerinin beta oksidasyona gidebilmek iizere
mitokondri matriksine gecisinde rol alir. Beta oksidasyon sonucu olusan asetil CoA c¢ok
miktarda oksijenin tiiketilip ATP iretildigi trikarboksilik asit sikliisiine girer. Boylelikle bu
siklus sonunda H,O’ya indirgenen oksijenin konsantrasyonu azalir ve reaktif oksijen
tiirlerinin olusumu azalmis olur (27).

Hiicre ic¢i oksidatif hasar lipid peroksidasyonuna, fosfolipid yikimima ve bu yolla
serbest yag asidi miktarinin artisina neden olur (77,78). Serbest uzun zincirli yag asitleri
hidrofobik anyonlar olup anyonik deterjanlarla benzer o&zellikler tasirlar ve doku
diizeylerindeki artiglari mitokondri de dahil olmak {izere hiicre membran yapilarinda ve
fonksiyonlarinda degisiklige yol agar (79,80). Bu uzun zincirli serbest yag asitleri
mitokondrilerdeki voltaj bagimli kanallarla etkilesimde bulunup membran gegirgenliginde
degisiklige ve sitokrom ¢ salinimina ve apoptoza yol acarlar (80-83). Serbest yag asitlerinin
neden oldugu mitokondriyal disfonksiyonun karnitinin tarafindan engellendigi gosterilmistir
(80). Farkl1 hiicre tiplerinde yapilan ¢aligmalar karnitinin, hiicre membran gegirgenligindeki
degisiklikleri, apoptozu, mitokondriyal disfonksiyonu ve lipid peroksidasyonunu giiclii bir
sekilde engelledigini gostermistir (80, 84, 85).

L-karnitin oksidatif stresi engeller, nitrik oksidi ve oksidatif hasardan korunmaya
yonelik enzimlerin aktivitesini diizenler, bir¢ok mitokondriyal toksik ajana kars1 koruyucu
etki saglar (28-30). Siiksinat dehidrogenaz gibi mitokondriyal enzimlerin yani sira katalaz ve
stiperoksit dismutaz gibi antioksidan enzimlerin aktivitelerinde koruyucu rol oynar (31).
L-karnitin bir antioksidan olarak antioksidatif savunma mekanizmasindaki ii¢ enzimin
-glutatyon peroksidaz, katalaz, sliperoksit dismutaz- peroksidatif hasardan korunmasinda ve
esasen serbest radikallerin neden oldugu yasla meydana gelen degisikliklerin normal hale
getirilmesinde énemli bir ajandir (32). Bir ¢alismada yasli sicanlara verilen L-karnitinin giiclii
bir antioksidan ve serbest radikal yakalayicis1 oldugu; askorbik asit, glutatyon ve E vitamini
gibi antioksidanlarin etkisini arttirdigt ve noronlarda peroksidatif hasarin gostergesi olan

lipofuksin birikimini azalttig1 gosterilmistir (26). L-karnitinin propiyonil ester tiirii olan
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propiyonil L-karnitin ile yapilan baska bir ¢alismada ise bu maddenin etkin bir antioksidan
oldugu siiperoksit ¢opciiliigii yaptigt ve DNA’y1 kismen koruyucu etkisi oldugu ortaya
¢ikarilmistir (33). Yakin zamanda iilkemizden bildirilen bir ¢alismada L-karnitin, a-tokoferol
ve troloks gibi referans antioksidanlarla karsilastirilmig, lipid peroksidasyonunu onleyici
etkisi ve antiradikal 6zellikleri bir kez daha kanitlanmistir (32).

Son zamanlardaki ¢aligmalar L-karnitinin antioksidatif —06zellikleri yaninda
immiinmodulatér 6zellikleri de oldugunu gdstermektedir. Karnitin tedavisinin yash
inflamatuvar hiicrelerde kemotaktik ve fagositik aktiveteleri iyilestirdigi, astrositleri oksidatif
stres ve inflamatuvar sitokin maruziyetinden korudugu ve vitamin E ve folatla birlikte
Alzheimer hastaligini 6nlemede faydali olabilecegi bildirilmistir (86-88).

Son donemlerde karnitinin antiinflamatuvar etkinligini kanitlamaya yonelik bir¢ok
caligma yapilmistir. L-karnitinin kardiyoprotektif etkisinde inflamatuvar sitokinlerin roliiniin
calisildigi bir hayvan deneyinde L-karnitin uygulamasinin interldkin-1p, interlokin 6 ve TNF-
a seviyelerini dnemli oranda azaltarak inflamatuvar siireci zayiflattigr gosterilmistir (34).
Bagka bir ¢alismada da siganlarda olusturulan artrit modellerinde L-karnitin ile beraber a—
lipoik asit uygulamasinin TNF-a seviyelerini anlamli oranda diislirdiigli gosterilmistir (35).
Kronik hemodiyaliz hastalarunda yapilan baska bir ¢alismada da intravendz L-karnitin
uygulamasinin inflamatuvar siireglerde artan bir belirte¢ olan serum C-reaktif protein (CRP)
diizeyini anlamli oranda azalttig1 gosterilmistir (36). Yakin zamanda yapilan bagka bir
caligmada ise si¢anlarda karnitinin inaktif bir izomeri olan D-karnitin verilerek karnitin
eksikligi olusturulmus ve beraberinde karboplatin verilerek karnitin eksikliginin karboplatin
nefropatisi lizerindeki etkisi arastirilmistir. Calisma sonucunda ise karnitin eksikliginin
oksidatif hasar1 ve TNF-a ve nitrik oksit gibi inflamatuvar sitokinleri arttirarak karboplatin
nefropatisini daha da arttirdig1 gosterilmistir (37).

Karnitin ve tlirevlerinin bu etkilerine ek olarak, asetil L-karnitinin gii¢lii ndroprotektif ve
antiapoptotik 6zellikleri kanitlanmistir. Noroprotektif 6zelliklerini; antioksidan, antiapoptotik
aktivite, intraseliiler membranlarin stabilizasyonu ve kolinerjik norotransmisyon yolu ile
saglamaktadir (87). Son yillardaki c¢aligmalarda asetil L-karnitinin apoptotik yolaklarda
kaspaz 3 ve 9’u engelleyerek apoptozu etkin bir sekilde onledigi gosterilmistir (89-91).
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2.3.3 KARNITIN EKSIKLiGi VE KARNITININ KULLANIM ALANLARI

Karnitin her ne kadar diyetle alinabiliyor ve endojen olarak sentezleniyor olsa da primer
ve sekonder karnitin eksiklikleri goriilebilir (19). Prematiireler ve yenidoganlarda karnitin
sentezinde yer alan gamma-biitirobetain hidroksilaz enzim aktivitesi diisilk oldugundan
primer karnitin eksikligi goriilebilir. Organik asidiiri gibi bazi1 metabolik hastaliklarda da
primer karnitin eksikligi goriilebilir. Primer karnitin eksikligi ile nadir karsilasirken; sekonder
karnitin eksikligi diyaliz, kronik bobrek yetmezligi, intestinal rezeksiyon, agir infeksiyonlar,
karaciger hastaliklar1 ve kanser ile iliskili gelisebilir (19). Her ne kadar karnitin %99 oraninda
intraselliiler bulunsa da serum agil karnitin (AK) ve serbest karnitin (SK) arasindaki iliski
intramitokondriyal metabolik degisikliklere olduk¢a duyarlidir. Aclik, yaslilik ve hamilelikte
serumda serbest karnitin oran1 azalmaktadir. AK/SK oraninin degistigi ve karnitin eksikliginin
goriildiigli diger durumlar siroz, valproik asit tedavisi, diyabet, kalp yetmezligi, Alzheimer
hastaligidir (19, 20).

Anoreksi, kronik yorgunluk, kardiyovaskiiler hastalik, difteri, hipoglisemi, erkek
infertilitesi, muskiiler miyopati, Rett sendromu gibi durumlarda ekzojen karnitin tedavisinin
faydas1 gosterilmistir. Karnitin tedavisinin hemodiyaliz ve kanser hastalarinda kronik
inflamasyon ve oksidatif hasar1 azalttig1 gosterilmistir (92, 93). Ayrica preterm infantlar,
diyaliz hastalar1 ve HIV pozitif bireylerde de L-karnitin eksikligi goriilebileceginden bu grup
hastalar L-karnitin tedavisinden fayda gorebilirler (19,20). Yapilan bir c¢alismada
hemodiyalize giren hastalarda karnitin uygulamasinin BUN, kreatinin ve fosfor gibi protein
katabolizma iiriinlerinin serum degerlerini anlamli oranda diisiirdiigiinii saptanarak son donem
bobrek hastaliginda karnitinin kritik bir role sahip oldugu gosterilmistir (94). Bir baska
caligmada, hemodiyaliz uygulanan son donem bobrek yetmezligi hastalarinda, L-karnitin
tedavisinin solunum fonksiyonlar: ilizerine kronik etkileri arastirilmistir. L-karnitin kullanimi1
ile serum diizeylerinde anlamli yiikselme ve solunum fonksiyon testlerinde diizelme
saptanmistir. L-karnitinin ¢ocuklarda hemodiyaliz sirasinda gelisen subklinik bronkospazmi
onleyebilecegi diisiintilmiistiir (95).

ALCAR mitokondri fonksiyonlarinda énemli rol oynayan noroprotektif bir ajandir. Asetil
L-karnitinin ndroprotektif o6zelliklerinden dolayr ndorolojik bozukluklarda — kullaniminin
faydali olabilecegi, bir¢ok ¢alismada desteklenmistir (96). Son zamanlarda, bu 6zelliklerinden
dolay1r Alzheimer hastaligi, kronik yorgunluk sendromu, depresyon, HIV enfeksiyonu,
diyabetik noropati, beyine ait iskemi ve reperfiizyon hasari, alkolizm ve yaslilik gibi klinik
durumlarda kullanimi s6z konusudur Ayrica diyabette, antikanser ve antiretroviral tedavi

alanlarda agr1 set noktasini azaltarak antihiperaljezik etkisi oldugu gosterilmistir (20).
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Karnitinin piyasada satilan L-karnitin, asetil L-karnitin ve propiyonil L-karnitin formlar
mevcuttur (97). Giinliik oral doz giinde iki ya da ti¢ kez doz basina 1-2 gram olmak {iizere
toplam 2-6 gr/giin olarak onerilmektedir. Cok az yan etki bildirilmekle beraber bu yan etkiler;

mide bulantisi, kusma, abdominal kramp ve diyare gibi gastrointestinal etkilerdir (19).

2.3.4 KARNITIN VE KANSER iLIiSKiSi
Kanserli hastalarinda yetersiz alim ya da kaseksinin yani sira tedavi ve neoplastik
stirecten kaynaklanan metabolik degisikliklerden dolay1 karnitin eksikligi goriilebilir (98). Bir
cok calismada L-karnitin ve tilirevlerinin kanser hastalarinda kanserin kendisinden ya da
kemoterapi, immiinoterapi gibi uygulanan tedavilerden kaynaklanan yorgunlugu (cancer
related fatigue-CRF) 6nemli dl¢giide azalttigi kanitlanmistir (99-101).
Kemoterapiye bagl periferik noérotoksisitede karnitin kullanimi ile ilgili umut verici
caligmalar mevcuttur (102). Hayvan ¢alismalarinda antrasiklinlerin neden oldugu akut ve gec

kardiyomiyopatinin karnitin tedavisi ile anlaml1 oranda 6nlendigi gosterilmistir (103).

2.3.5 KARNITIN VE SiSPLATIN

Sisplatin toksisitesinde L-karnitin ve tlirevlerinin kullanimi ile ilgili g¢aligmalar
mevcuttur. Bazi hayvan ¢alismalarinda karnitin kullaniminin sisplatine bagl hepatotoksisite,
kardiyotoksisite, ndrotoksisite ve ince barsak toksisitesini azalttigi1 gosterilmistir (38-41).

Sisplatin nefrotoksitesinde karnitin kullanimu ile ilgili az sayida ¢aligma vardir (16, 43, 85,

104). Sisplatin bobrekte proksimal tiibiillerde belirgin hasara yol acar ve oksidatif strese
neden olur. L-karnitin reabsorpsiyonu proksimal tiibiillerden yapildigindan sisplatin
toksisitesinde viicuttan karnitin atilimi artar. Karnitinin renal atiliminin artis1 sisplatine bagl
tiibliler hasarin ilk gostergesi olabilir (105). Ayrica bu durumda sekonder karnitin eksikligi de
goriiliir ki bu da hastalarin bozulmus metabolik durumlarinin daha da kétiiye gitmesine neden
olabilir.

Karnitin eksikliginin sisplatine bagli nefrotoksisitede bir risk faktdrii oldugu
bilinmektedir. L-karnitin ve propiyonil L-karnitin gibi karnitin tiirevlerinin antitimdr etkinligi
bozmadan sisplatin toksisitesine kars1 koruyucu oldugu gosterilmistir ancak koruyucu etkinin

hangi mekanizmalar aracilig ile gelistigi tam olarak anlagilamamistir (16, 85).
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2.3.6 KARNITIN VE MIYELOSUPRESYON

Kemoterapotiklere bagli miyelosupresyon ozellikle klinikte onemli bir yan etkidir.
Yapilan bir ¢calismada platinum bilesiklerinden karboplatine bagli miyelosupresyonun asetil
L-karnitin uygulamasi ile azaltildig1 gosterilmistir. LCAR, karboplatinin indiikledigi apoptozu
onler, diger bir etki mekanizmasi antioksidan ve serbest radikal baglayici o6zelligi
aracilifiyladir. Mitokondrial siiperoksit dismutazi aktive ederek antikanser hiicresel hasari
onleyebilir. (105-108). L-karnitin, CD4+ ve CD8+’lin apoptotik diizeylerini azaltir (109-
111).

Yapilan bir calismada vitamin E ve L-karnitinin antioksidan, antiinflamatuvar ve
sitoprotektif etkilerle hayvan modelinde radyoterapi ile olusturulan miyelosupresyonu

azalttig1 gosterilmistir (112).

24



3.GEREC VE YONTEM

3.1 Deney hayvanlar:

Her biri alti-sekiz haftalik, ortalama agirliklar1 200 — 250 gram olan, i¢ besleme ile
yetistirilen, 28 adet Wistar tiirii Albino susu disi sican Dokuz Eyliil Universitesi T1p Fakiiltesi
Deney Hayvanlar1 Arastirma Laboratuvarindan (DEUTFDHAL) elde edildi. Siganlar ¢alisma
stiresince oda 1sisinda (20 = 2 °C) ve 12’ser saatlik aydinlik / karanlik ortaminda tutulup,
standart pelet sican yemi ile beslendi, suya serbest¢e ulagabilmeleri saglandi. Calismaya
baslamadan Once siganlar bir hafta silireyle bu ortamda izlendi ve ortama uyum saglamalari
gozlendi. Sicanlarin ¢alismadan ¢ikarilma gerekgeleri; sepsis, lokal infeksiyon, katabolizmada
artis ve kanitlanmis travma olarak belirlendi.

Calisma i¢in Dokuz Eyliil Universitesi T1p Fakiiltesi Deneysel Arastirmalar Etik Kurulu
tarafindan 05.03.2010 tarih ve 66 sayili etik kurul onay1 alind1.

3.2 Deney hayvam gruplari:

Sicanlar rastgele segilerek, her biri yedi si¢an i¢ceren dort grup olusturuldu.

Grup 1 (n: 7) : Serum fizyolojik uygulanan sigan grubu

Grup 2 (n: 7) : Asetil L-karnitin uygulanan sican grubu

Grup 3 (n: 7) : Sisplatin uygulanan si¢an grubu

Grup 4 (m: 7) : Asetil L-karnitin verildikten sonra sisplatin uygulanan si¢an grubu

3.3 Sicanlara anestezi uygulanmasi:

Tiim si¢anlara girisimsel islemler dncesinde ketamin hidroklorid (40 mg/kg) ve ksilazin
hidroklorid (5 mg/kg) intraperitoneal uygulanarak anestezi saglandi.

Girisimsel islemler tamamlandiktan sonra siganlar yan yatirilarak uyanmalar1 yakin

gbzlemlendi.

3.4 Sicanlardan kan 6rneklerinin alhnmasi:

Calismanin baslangicinda (-2. giin), ketamin hidroklorid (40 mg/kg) ve ksilazin
hidroklorid (5 mg/kg) intraperitoneal uygulanarak anestezi saglandiktan sonra sicanlarin
kuyruklart 1lik su ile slatilarak tiim sicanlarin kuyruk veninden (vena caudalis) kan alinarak

(yaklasik 0.5-1 ml) tam kan sayimi ve periferik yayma yapildi.
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3.5 Sicanlarin tam kan sayimlarinin ve periferik kan yaymalarin degerlendirilmesi:

Sicanlardan 6zel EDTA’l tiiplere (0.5 cc kan ile tam kan sayimi yapilabilen) alinan
kanlardan 6zel bir laboratuvarda Beckman Coulter LH 750 Analyzer cihazi ile tam kan sayimi
calistirildi.

Her bir sigan i¢in, hemogram alinirken bir damla kan 6nceden alkolle iyice temizlenmis
olan lama damlatildi. Baska bir temiz lamla 45 derece a¢1 olusturacak sekilde ve kan
hiicrelerinin ezilmemesine 0zen gosterilerek ince bir yayma yapildi. Yayma havada iyice
kurutulduktan sonra periferik yaymalar hematoloji laboratuvarinda Wright boyas1 ile boyanda.
Boyama su sekilde yapildi: Kurutulan preparatlar bir dakika metil alkolle tespit edildi. Yayma
havada kurutulduktan sonra tizerine lam1 6rtecek kadar Wright boyas1 dokiildii. Bu sekilde 2.5
dakika bekletildi. Siire sonunda 6nceden hazirlanmis tampondan boyanin 1.5 misli miktarda
boyanin iizerine ilave edildi. 12 dakika beklenerek boya ve tamponun birbirine homojen
dagilmas: i¢in hafifce iiflendi. Siire sonunda da musluk suyu ile yikanip kurutuldu. Boyali
preparatlar 151k mikroskobunda 100’liik biiylitmede toplam 100 beyaz kiire sayilarak; pargali,
lenfosit, monosit, eozinofil olarak formiile edildi. Eritrosit morfolojisi ve trombositlerin

kiimeli olup olmadiklar1 da degerlendirildi.

3.6 Sisplatin

Calismada sisplatin (Cisplatin-Ebewe®, flakon 50 mg/100 ml, Liba ilag, Istanbul)
kullanildi. Ingilizce literatiirde deneysel sican modelinde sisplatinin miyelosupresif etkisi ile
ilgili bir ¢aligmaya rastlanmamigstir. Dolayisiyla sisplatinin si¢anlarda miyelosupresif etki
olusturacak dozu arastirmamiz 6ncesinde yaptigimiz pilot ¢alismalarla belirlendi. Literatiirde
siganlarda olusturulmus sisplatin nefrotoksisite ve ototoksisite modellerinde 10, 13, 16 mg/kg
dozlar ile toksik etki olusturuldugu goriilmiistiir (13,15,114,115). Bolimiimiizde sisplatin
nefrotoksisitesi, sisplatin ototoksisitesi ve nodrotoksisitesi ile ilgili yapilan ¢aligmalarda 16
mg/kg/doz sisplatin uygulanmistt (43,113). Ancak bu nefrotoksisite ve ototoksisite
caligmalarinda sicanlar sadece 3 giin yasatilmis. Bizim olusturmayr planladigimiz
miyelotoksisite modelinde, hem miyelosupresif etkiyi olusturmak hem de siganlar1 10 giin
yasatmak iizere dozu belirlemek i¢in 6n ¢alismalar yapildi.

[k yapilan 6n calismada tek bir sigana 5 mg/kg dozda sisplatin bir saatte intraperitoneal
infiizyonla verildi, on giin sonra sakrifiye edildi, femuru disseke edildi, elde edilen kemik iligi
orneginde hafif derecede miyelosupresyon goriildii. Bunun {izerine ikinci bir 6n ¢alisma
yapildi; iki adet sicana 8 mg/kg ve 10 mg/kg dozlarinda bir saatlik sisplatin inflizyonu

uygulandi. 10 mg/kg’dan sisplatin alan si¢an izlemin 7. giiniinde agir diyare ve dehidratasyon

26



nedeniyle o6ldii. Diger sigan 10. giinde sakrifiye edildi, kemik iliginde orta derecede
miyelosupresyon goriildii. Sisplatin miyelosupresyonu olusturulmasi i¢in sicanlara verilecek
doz, literatiir incelemesi ve 6n c¢alismalar sonrast 0.5 mg/mL konsantrasyonunda 8 mg/kg/doz

olarak belirlendi (116,117).

3.7 intraperitoneal sisplatin veya serum fizyolojik uygulamalari

Sicanlar ketamin hidroklorid ve ksilazin hidroklorid ile anesteziye alindiktan sonra steril
sartlarda 22 nolu damaryolu braniilii ile peritona girildi ve sisplatin (0.5 mg/ml
konsantrasyonda 8 mg/kg/doz) 1siktan korunarak , perfiizor makineleri araciligi ile bir saatlik
intraperitoneal infiizyon seklinde verildi. Plasebo olarak esit hacimde serum fizyolojik (%0.9
NaCl) soliisyonu kullanildi; ayni yolla ve aym siirede verildi (Resim 1,2). Grup 3’teki 6
numarall sican 0. giinde sisplatin infiizyonu sirasinda anestezi altindayken 6ldii, calismaya

alinamadi.

Resim 1: Bir sicana anestezi altinda intraperitonal sisplatin inflizyonu uygulanmasi: Sisplatin
iceren soliisyon 50 cc’lik enjektorlerde hazirlandi, enjektoriin dist aliiminyum folyo ile
kaplanarak 1siktan korundu. Perfiizor kullanilarak 60 dakikalik infiizyonla sisplatin
intraperitoneal uygulandi. Intraperitoneal girisim icin 22 numarali sar1 braniil kullanild:.

Infiizyon setiyle baglant: iiclii musluk kullanilarak saglandi.
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Resim 2: Ayni gruptaki dort sicanin perfiizor makineleri araciligi ile intraperitoneal sisplatin

inflizyonu almalari

3.8 Asetil L-karnitin
Calismada asetil L-karnitin (Sigma®) kullanildi. Toz halinde olan asetil L-karnitin serum

fizyolojik i¢inde ¢oziilerek 100 mg/ml konsantrasyonda soliisyon hazirlandi.

3.9 Subkutan asetil L-karnitin veya serum fizyolojik uygulamalari
Sicanlara asetil L-karnitin (100 mg/ml konsantrasyonda 200 mg/kg/doz) subkutan olarak
uyguland1 (Resim 3). Plasebo olarak esit hacimde serum fizyolojik soliisyonu yine subkutan

verildi.

3.10 Hidrasyon

Calisma siiresince suya serbestce ulagmalari saglanan sicanlara, ¢aligmanin -2, -1 ve 0.
giinlerinde 5 ml/kg/doz serum fizyolojik giinde bir defa intraperitoneal enjeksiyon seklinde ii¢
giin boyunca uygulandi.
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Resim 3 : Bir sigana subkutan asetil L-karnitin uygulamasi

3.11 Gruplarin olusturulmasi ve ¢alismanin yiiriitiilmesi

Calismanin baslangicinda tiim siganlarin vendéz kan Ornekleri alindi ve periferik

yaymalar1 yapildi. Siganlar rastgele secilerek her biri yedi sigandan olusan dort gruba ayrildi.

(Tablo 3).

Tablo 3: Grup uygulamalarinin 6zeti

GRUPLAR -2. giin -1. giin 0. giin
Grup 1 hidrasyon hidrasyon hidrasyon
SF sc SF sc SF sc
(Kontrol) SFip
Grup 2 hidrasyon hidrasyon hidrasyon
(ALCAR) ALCAR sc ALCAR sc ALCAR sc
SFip
Grup 3 hidrasyon hidrasyon hidrasyon
(Sisplatin) SF sc SF sc SF sc
p sisplatin i.p
Grup 4 hidrasyon hidrasyon hidrasyon
(ALCAR+Sisplatin) ALCAR sc ALCAR sc ALCAR sc

sisplatin i.p
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GRUP 1 (Serum fizyolojik uygulanan kontrol grubu):

Calismanin -2. giinii:

Tam kan sayimi i¢in vendz kan 6rnekleri alindi ve periferik yaymalar yapildi.

* 0. DAKIKADA : 5 ml/kg/doz serum fizyolojik gilinde bir defa intraperitoneal
enjeksiyon seklinde uygulandi.

= 30. DAKIKADA : Grup 2 ve 4’teki asetil L-karnitin uygulamasi ile esdeger hacimde

serum fizyolojik subkutan enjeksiyon seklinde uygulanda.

Calismanin -1. giinii:

* 0.DAKIKADA : 5 ml/kg/doz serum fizyolojik gilinde bir defa intraperitoneal

enjeksiyon seklinde uygulandi.
* 30. DAKIKADA : Grup 2 ve 4’teki asetil L-karnitin uygulamasi ile esdeger hacimde

serum fizyolojik subkutan enjeksiyon seklinde uygulandi.

Calismanin 0. giinii:

* 0. DAKIKADA : 5 ml/kg/doz serum fizyolojik gilinde bir defa intraperitoneal
enjeksiyon seklinde uygulandi.

» 30. DAKIKADA : Grup 2 ve 4’teki asetil L-karnitin uygulamasi ile esdeger hacimde
serum fizyolojik subkutan enjeksiyon seklinde uygulandi.

= 60. DAKIKADA : Grup 3 ve 4’teki sisplatin uygulamasi ile esdeger hacimde

serum fizyolojik bir saatlik intraperitoneal infiizyonla uygulandi.

Calismanin 10. giinii:

Anestezi altinda abdominal venden kan alinarak hipovolemi yaratildi. Bu yontem

ile sicanlar feda edilerek femurlar1 disseke edildi.
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GRUP 2 (Asetil L-karnitin uygulanan sican grubu):

Calismanin -2. giinii:

Tam kan sayimi i¢in vendz kan 6rnekleri alindi ve periferik yaymalar yapildi.

* 0. DAKIKADA : 5 ml/kg/doz serum fizyolojik glinde bir defa intraperitoneal
enjeksiyon seklinde uygulandi.

» 30. DAKIKADA : Asetil L-karnitin serum fizyolojik iginde ¢dziilerek 100 mg/ml
yogunlukta soliisyon hazirlandi ve asetil L-karnitin 200 mg/kg/doz  subkutan

enjeksiyon seklinde uygulandi.

Calismanin -1. giinii:

= 0. DAKIKADA : 5 ml/kg/doz serum fizyolojik gilinde bir defa intraperitoneal
enjeksiyon seklinde uygulandi.

» 30. DAKIKADA : Asetil L-karnitin serum fizyolojik iginde ¢oziilerek 100 mg/ml
yogunlukta soliisyon hazirlandi ve asetil L-karnitin 200 mg/kg/doz  subkutan

enjeksiyon seklinde uygulandi.

Calismanin 0. giinii:

* 0. DAKIKADA : 5 ml/kg/doz serum fizyolojik gilinde bir defa intraperitoneal

enjeksiyon seklinde uygulandi.

= 30. DAKIKADA : Asetil L-karnitin serum fizyolojik i¢inde ¢oziilerek 100 mg/ml
yogunlukta soliisyon hazirlandi ve asetil L-karnitin 200 mg/kg/doz  subkutan
enjeksiyon seklinde uygulandi.

= 60. DAKIKADA : Grup 3 ve 4’teki sisplatin uygulamasi ile esdeger hacimde

serum fizyolojik bir saatlik intraperitoneal infiizyonla uygulandi.

Calismanin 10. giinii:

Anestezi altinda abdominal venden kan alinarak hipovolemi yaratildi. Bu yontem ile

siganlar feda edilerek femurlar1 disseke edildi.
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GRUP 3 (Sisplatin uygulanan sican grubu):

Calismanin -2. giinii:

Tam kan sayimi i¢in vendz kan 6rnekleri alindi ve periferik yaymalar yapildi.

* 0. DAKIKADA : 5 ml/kg/doz serum fizyolojik gilinde bir defa intraperitoneal
enjeksiyon seklinde uygulandi.

= 30. DAKIKADA : Grup 2 ve 4’teki asetil L-karnitin uygulamas: ile esdeger hacimde

serum fizyolojik subkutan enjeksiyon seklinde uygulandi.

Calismanin -1. giinii:

* 0.DAKIKADA : 5 ml/kg/doz serum fizyolojik gilinde bir defa intraperitoneal

enjeksiyon seklinde uygulandi.
» 30. DAKIKADA : Grup 2 ve 4’teki asetil L-karnitin uygulamasi ile esdeger hacimde

serum fizyolojik subkutan enjeksiyon seklinde uygulandi.

Calismanin 0. giinii:

= 0. DAKIKADA : 5 ml/kg/doz serum fizyolojik gilinde bir defa intraperitoneal
enjeksiyon seklinde uygulandi.

» 30. DAKIKADA : Grup 2 ve 4’teki asetil L-karnitin uygulamasi ile esdeger hacimde
serum fizyolojik subkutan enjeksiyon seklinde uygulandi.

= 60. DAKIKADA ¢ Sisplatin soliisyonu 0,5 mg/ml konsantrasyonda ve 8

mg/kg/doz bir saatlik intraperitoneal infiizyonla 1siktan korunarak uygulandi.

Calismanin 10. giinii:

Anestezi altinda abdominal venden kan alinarak hipovolemi yaratildi. Bu yontem ile

sicanlar feda edilerek femurlar1 disseke edildi.
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GRUP 4 (Ug giin asetil L-karnitin verildikten sonra sisplatin uygulanan sican grubu):

Calismanin -2. giinii:

Tam kan sayimi i¢in vendz kan 6rnekleri alind1 ve periferik yaymalar yapildi.
* 0. DAKIKADA : 5 ml/kg/doz serum fizyolojik giinde bir defa intraperitoneal
enjeksiyon seklinde uygulandi.
» 30. DAKIKADA : Asetil L-karnitin serum fizyolojik iginde ¢oziilerek 100 mg/ml
yogunlukta soliisyon hazirlandi ve asetil L-karnitin 200 mg/kg/doz  subkutan

enjeksiyon seklinde uygulandi.

Calismanin -1. giinii:

* 0. DAKIKADA : 5 ml/kg/doz serum fizyolojik gilinde bir defa intraperitoneal

enjeksiyon seklinde uygulandi.
» 30. DAKIKADA : Asetil L-karnitin serum fizyolojik i¢inde ¢oziilerek 100 mg/ml
yogunlukta soliisyon hazirlandi ve asetil L-karnitin 200 mg/kg/doz  subkutan

enjeksiyon seklinde uygulandi.

Calismanin 0. giinii:

* 0. DAKIKADA : 5 ml/kg/doz serum fizyolojik gilinde bir defa intraperitoneal

enjeksiyon seklinde uygulandi.

= 30. DAKIKADA : Asetil L-karnitin serum fizyolojik i¢inde ¢oziilerek 100 mg/ml
yogunlukta soliisyon hazirlandi ve asetil L-karnitin 200 mg/kg/doz  subkutan
enjeksiyon seklinde uygulandi.

* 60. DAKIKADA : Sisplatin soliisyonu 0,5 mg/ml konsantrasyonda ve 8

mg/kg/doz bir saatlik intraperitoneal infiizyonla 1siktan korunarak uygulandi.

Calismanin 10. giinii:

Anestezi altinda abdominal venden kan aliarak hipovolemi yaratildi. Bu yontem ile

siganlar feda edilerek femurlar1 disseke edildi.

33



3.12 Sicanlarin feda edilmesi, femurlarinin disseke edilmesi

Sisplatin, asetil L-karnitin veya esdeger hacimde salin uygulamalarindan sonra izlemin
10. giiniinde sicanlar feda edildi. Sicanlar feda edilmeden 6nce ketamin hidroklorid ve
ksilazin hidroklorid ile anestezi uygulandi. Karin 6n duvar1 6nce alkol ardindan batikon ile
silinip orta hat vertikal abdominal insizyon ile karin 6n duvari acildi ve abdominal venden
(vena cava caudalis) 5-8 ml kan alinip hipovolemi yaratilarak sicanlar feda edildi. Sigcanlarin
femurlar1 disseke edilerek serum fizyolojik iginde soguk zincirle DEU Onkoloji Enstitiisii

laboratuvarina ulastirildi (Resim 4,5,6).

Resim 4: Bir sicanin feda edildikten sonra femurunun ortaya ¢ikartilmasi
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Resim S: Bir siganin feda edildikten sonra femurunun ayrilmasi
B

Resim 6: Feda edilen siganin femurlari

=
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3.13 Kemik iligi 6rneklerinin degerlendirlmesi

Disseke edilen femurlar +4°C soguk zincire uyularak Temel Onkoloji laboratuvarina
getirildi. Hemen metafizer bolgeden enine ikiye kesilip kemik iligine ulasildi (Resim 7).
Polilizin kapli lamlara insiilin ignesi ile aspirasyon yapilip lamlara piiskiirtme ve imprint
yapilarak -20 derecede saklandi. Her femurdan birer lam Wright boyasi ile boyandi. Ayni
femurlar 6rnegin 10 kati hacimde %10 luk formalin fiksasyonuna konuldu. 24 saat sonra
dekalsifikasyon i¢in formalin dokiiliip 6rnegin 5 kati hacimde %35 asetik asit soliisyonuna
konuldu. 24 saat sonra bistiiri ile yumusama saptaninca kasetlenip ¢esme suyunda yikanip

tekrar formaline alind1 ve otomatik uzun siireli standart patoloji doku takibi uygulandi.

3.13.1 Kemik iligi 6rneklerinde selliilaritenin degerlendirilmesi
Femurlardan hazirlanan kemik iligi parafin blok kesitlerinde; yani kemik iligi biyopsi

orneklerinde selliilarite ylizdeleri mikroskobik olarak degerlendirildi.

3.13.2 Kemik iligi 6rneklerinde her ii¢ serinin degerlendirilmesi

Her bir sicanin kemik iligi kesitini igerir birer lam Wright boyasi ile boyanip kemik iligi
elemanlarinin morfolojik degerlendirmesi ¢ocuk onkoloji poliklinigindeki 11k mikroskop
(Olympus BH-2) ile yapildi. Isik mikroskobunda once x10 luk biiylitmede selliilarite ve
megakaryositler genel olarak degerlendirildi; ardindan x100 liik biiylitmede kemik iliginde
1000 hiicre sayilip miyeloid, lenfositer ve eritroid seri elemanlarinin yiizde oranlar

hesaplanda.

3.13.3 Kemik iligi orneklerinde kemoterapiye bagh hiicresel degisikliklerin
degerlendirilmesi

Kemoterapiye bagli akut hiicresel degisiklikler Wright boyali imprint preparatlarda
biiyiik biiylitmede degerlendirildi. Hiicrelerde kontiir ve boyut diizensizlikleri, sitoplazmik
cikintilar, niikleer vakualizasyon, niikleer membranda bozulma; siddet ve etkiledigi hiicre
sayisina gore degerlendirildi. S6z konusu degisiklikler gdzlenmezse yok, hafif ve az hiicrede
ise az, artan derecelerde orta ve ¢ok olarak derecelendirildi.

Femurlar 24 saat formalinde fikse edilip, 24 saat %35 asetik asitte dekalsifikasyon islemi
uygulandiktan sonra doku takibi islemi sonrasi parafine gomiildii. Parafin bloktan hazirlanan
5 mikrometre kalinlikta kesitler hematoksilen eozin ile boyanip 151tk mikroskobunda
selliilerite, kemik iligi elemanlarinin kompozisyonlari, matiirasyon, fibrosis, nekroz, kanama,

adipoz doku oran1 yoniinden degerlendirildi.
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Resim 7: Femurdan kemik iligine ulasilmasi. Metafizer bolgeden kesilen femurda insiilin

i8nesi ile aspirasyon

3.14 Verilerin istatistiksel analizi

(Calismada elde edilen veriler ortalama * standart sapma biciminde verildi. Arastirma
sonuclarinin istatistik analizi, SPSS i¢cin Windows istatistik programinin 15.0 versiyonu
kullanilarak p<0.05 anlamlilik diizeyinde incelendi. ikiden fazla grubun varyans analizi ile
degerlendirilmesinde p anlamlilik degeri i¢in Bonferroni diizeltmesi yapildi. Grup
ortalamalarinin gruplar arasi karsilastirmasi Kruskal- Wallis varyans analizi ile yapild1. Ikili

gruplarin karsilagtirilmasi ise Mann Whitney U testi ile yapildi.
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4. BULGULAR

Her grupta yedi sigan olmak iizere toplam 28 si¢anin ¢alisma baglangicinda ortalama
agirliklar1 223.55+15.4 gr idi (Tablo 3). Gruplar arasinda ¢alisma baslangicindaki agirliklar
acisindan anlamli bir fark bulunmamaktaydi (p=0.74).

Tablo 4: Sicanlarin ortalama+standart sapma (SS) agirliklar

VUCUT AGIRLIKLARI (gram)
GRUPLAR Ortalama+standart sapma
Grup 1 (n=7) 226.57£19.9
Grup 2 (n=7) 223.28+12.5
Grup 3 (n=7) 226,50+18.8
Grup 4 (n=7) 218.28+11.2
Toplam (n=28) 223.55+15.4

4.1 GRUPLARIN TAM KAN SAYIMLARI VE PERIFERIK KAN YAYMALARI

Caligma baslangicinda elde edilen tam kan sayimlarinda hemoglobin, kirmiz1 kiire, beyaz
kiire, trombosit degerlerine bakildi. Ortalama hemoglobin, kirmizi kiire, beyaz kiire, trombosit
degerleri si¢anlar i¢in literatiirde belirtilen normal referans degerler arasindaydi (118) (Tablo

4).

Periferik yaymalardaki notrofil, lenfosit, monosit, eozinofil yilizdeleri de siganlar igin
literatiirde belirtilen normal referans degerler igindeydi. Higbir grupta baslangicta

miyelosupresyon yoktu (118) (Tablo 5).
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Tablo 5: Sicanlara ait normal tam kan sayimi referans degerleri ve sican gruplarmin

baslangigtaki ortalama+SS (en diisiik-en yiiksek) hemoglobin, kirmiz kiire, beyaz kiire,

trombosit degerleri

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

Sican Normal (Kontrol) (ALCAR) (Sisplatin) (ALCAR-+Sisplatin)
. Ortalama+SS | Ortalama+SS Ortalama+SS Ortalama+SS
degerler

(en diisiik- (en diisiik- (en diisiik- (en diisiik-

en yiiksek) en yiiksek) en yiiksek) en yiiksek)
Hemoglobin | 11-19 14.41+0.8 13.10+0.3 13.65+0.3 13.47+1.0
(gr/dL) (13.6-16.1) (12.6-13.6) (13.1-14.0) (12.1-14.8)
Kirmizi kiire | 5-10 7.75+0.5 7.07+£0.2 7.15+£0.2 7.04+0.7
(x10° uL) (7.27-8.83) (6.78-7.46) (6.73-7.36) (6.04-8.02)
Beyaz kiire 3-17 13.50+1.8 13.50£3.0 14.9+1.9 14.5+4.4
(x10° pL) (10.2-15.8) (10.3-19.2) (11.3-16.7) (9.3-20.5)
Platelet 200-1500 | 862.42+159 894.14+118 913.00£88 868.71+£169
(x10° uL) (689-1099) (682-1058) (812-1027) (583-1070)

Tablo 6: Sicana ait normal 16kosit formiil referans degerleri ve siganlarin baslangigtaki

ortalama+SS (en diisiik-en yliksek) notrofil, lenfosit, monosit, eozinofil yiizdeleri

Normal | Grup1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
Sican degerler % | (Kontrol) (ALCAR) (Sisplatin) (ALCAR+Sisplatin)
Ortalama+SS Ortalama+SS | Ortalama+SS | Ortalama+SS
(en diistik- (en diistik- (en diistik- (en diistik-
en yiiksek) en yiiksek) en yiiksek) en yiiksek)
Notrofil (%) 13-26 15.00+2.7 14.42+7.1 11.83+3.1 16.71+7.8
(12-20) (8-25) (8-16) (10-28)
Lenfosit (%) 65-83 83.00+2.8 80.42+8.7 84.33+£2.2 77.71+8.8
(78-86) (66-90) (82-88) (64-84)
Monosit (%) 0-4 0.85£1.0 4.144+2.0 3.00+0.8 3.71+£0.7
(0-3) (2-8) (2-4) (3-5)
Eozinofil (%) | 0-4 1.14£1.0 1.00+1.0 0.83+1.3 1.85£1.0
(0-3) (0-2) (0-3) (0-3)
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4.2 KEMIK iLiGi ORNEKLERININ DEGERLENDIRME SONUCLARI
Disseke edilen femurlar uzunlamasina ikiye kesilip kemik iligine ulasildi. On adet

polilizin kapli lamlara imprint yapilip -20 derecede saklandi.

4.2.1 Kemik iligi orneklerinde selliilarite degerlendirme sonuclari

Kemik iligi biyopsi drneklerinde mikroskobik degerlendirme yapildi (Tablo 6,7).

Tablo 7: Sicanlarin kemik iligi biyopsi 6rneklerinde selliilarite yiizdeleri

Selliilarite % Ortalama=SS (en diisiik-en yiiksek)
Grup 1 (Kontrol) 93.57+£3.7 (90-100)

Grup 2 (ALCAR) 95.00+4.0  (90-100)

Grup 3 (Sisplatin) 61.66+5.1 (55-70)

Grup 4 (ALCAR+Sisplatin) | 71.42+4.7 (65-80)

Tablo 8: Kemik iligi biyopsi orneklerinde gruplarin ortalama kemik iligi selliilarite ylizdeleri

100,00 —

80, 00 —

60, 00 —

40, 00 =

20,00 —

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

Dort grubun kemik iligi selliilaritesi Kruskal-Wallis testi ile karsilastirildi ve aralarinda

anlaml fark oldugu saptandi (XzK_W: 21.674, SD:3, p:0.000).
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Kemik iligi selliilaritesinin gruplar arasi karsilagtirmast Bonferroni diizeltmeli Mann-
Whitney U testi ile analiz edildi, istatistiksel anlamlilik gosteren p degeri p<0.0125
(0.05/4=0.0125) alind1.

Grup 1 (Kontrol) ve Grup 2 (ALCAR)’nin kemik iligi selliilarite ortalamas1 arasindaki fark
anlamli bulunmadi (M-W U: 19.5, p:0.493).
Grup 1 (Kontrol) ve Grup 3 (Sisplatin)’iin kemik iligi selliilarite ortalamasi arasindaki fark
anlaml1 bulundu (M-W U: 0, p 0.002).
Grup 1 (Kontrol) ve Grup 4 (ALCAR+sisplatin)’tiin kemik iligi selliilarite ortalamasi
arasindaki fark anlamli bulundu (M-W U: 0, p 0.001).
Grup 2 (ALCAR) ve Grup 3 (Sisplatin)’iin kemik iligi selliilarite ortalamasi arasindaki fark
anlaml1 bulundu (M-W U: 0, p 0.002).
Grup 2 (ALCAR) ve Grup 4 (ALCAR+Sisplatin)’iin kemik iligi selliilarite ortalamasi
arasindaki fark anlamli bulundu (M-W U: 0, p 0.001).
Grup 3 (Sisplatin) ve Grup 4 (ALCAR+Sisplatin)’iin kemik iligi selliilarite ortalamasi
arasindaki fark anlamli bulundu (M-W U: 3.5, p 0.01).

Gruplarin Wright boyali kemik iligi 6rnekleri asagidaki resimlerde goriilmektedir
(Resim 8,9,10,11).

Resim 8: Kontrol grubunun kemik iligi doku incelemesi: (H.Ex40) % 90’larin iizerinde

selliilerite ve kemik iliginde olagan hiicre dagilimi
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Resim 9: ALCAR grubunun kemik iligi doku incelemesi: (H.Ex200) % 90’larin {izerinde

selliilerite ve kemik iliginde olagan hiicre dagilimi

Resim 10: Sisplatin grubunun kemik iligi doku incelemesi: (H.Ex40) Kiiciik biiylitmede
selliileritede azalma dikkati ¢ekmektedir.
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Resim 11: ALCAR + Sisplatin grubunun kemik iligi doku incelemesi: (H.Ex40) %70’lerde

selliilerite

4.2.2 Kemik iligi 6rneklerinde her ii¢ serinin degerlendirilmesinin sonug¢lari

Her bir sicanin kemik iligi kesitini igerir birer lam Wright boyasi ile boyanip kemik iligi

elemanlarinin morfolojik degerlendirmesi yapildi. Kemik iliginde 1000 hiicre sayilip

miyeloid, lenfositer ve eritroid seri elemanlarinin yiizde oranlart hesaplandi.

Kemik iliginde miyeloid, eritroid ve lenfositer seri elemanlarmin yiizde ortalamalari

tablolardadir (Tablo 8,9).

Tablo 9: Sicanlarin kemik iligi miyeloid, eritroid, lenfositer seri ve selliilarite yiizdeleri

% OrtalamaxSS Miyeloid Lenfositer Eritroid Selliilarite
(en diisiik-en yiiksek)

Grup 1 (Kontrol) 40.85+3.4 | 47.42+3.7 11.71£1.7 93.5743.7
(36-46) (42-54) (10-14) (90-100)

Grup 2 (ALCAR) 43.14+2.5 | 4542425 11.42%1.5 95.00:£4.0
(40-48) (42-48) (10-14) (90-100)

Grup 3 (Sisplatin) 2233%1.5 | 26.66+3.2 50.66%4.1 61.66%5.1
(20-24) (22-30) (46-56) (55-70)

Grup 4 (ALCAR+Sisplatin) | 32.00+1.6 | 36.28+2.6 31.71£3.3 71.42+4.7
(30-34) (32-40) (26-36) (65-80)

43




Tablo 10: Gruplarin ortalama miyeloid, lenfositer, eritroid seri yiizdeleri

60

O Myeloid
M Lenfositer
O Eritroid

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

Kemik iligi miyeloid seri yiizdelerinin grup ortalamalar1 dort grup arasinda Kruskal-
Wallis testi ile karsilastirildi ve aralarinda anlamli fark oldugu saptandi (XZK_W: 22.318, SD:3,
p:0.000).

Kemik iligi miyeloid seri ylizdelerinin ikili gruplar aras1 karsilagtirmas1 Mann-Whitney
U testi ile analiz edildi, istatistiksel anlamlilik gosteren p degeri i¢cin Bonferroni diizeltmesi
uygulandi ve p<0.0125 (0.05/4=0.0125) anlaml1 kabul edildi.

Grup 1 (Kontrol) ve Grup 2 (ALCAR)’nin kemik iligi degerlendirmesinde miyeloid seri
yiizdeleri arasindaki fark anlamli bulunmadi (M-W U: 14.5, p:0.192).

Grup 1 (Kontrol) ve Grup 3 (Sisplatin)’iin kemik iligi degerlendirmesinde miyeloid seri
yiizdeleri arasindaki fark anlamli bulundu (M-W U: 0, p 0.002).

Grup 1 (Kontrol) ve Grup 4 (ALCAR+Sisplatin)’iin kemik iligi degerlendirmesinde
miyeloid seri yiizdeleri arasindaki fark anlamli bulundu (M-W U: 0, p 0.002).

Grup 2 (ALCAR) ve Grup 3 (Sisplatin)’lin kemik iligi degerlendirmesinde miyeloid seri
yiizdeleri arasindaki fark anlamli bulundu (M-W U: 0, p 0.002).

Grup 2 (ALCAR) ve Grup 4 (ALCAR+Sisplatin)’iin kemik iligi degerlendirmesinde
miyeloid seri yiizdeleri arasindaki fark anlamli bulundu (M-W U: 0, p 0.002).

Grup 3 (Sisplatin) ve Grup 4 (ALCAR+Sisplatin)’iin kemik iligi degerlendirmesinde
miyeloid seri yiizdeleri arasindaki fark anlamli bulundu (M-W U: 0, p 0.002).
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Kemik 1iligi lenfositer seri ylizdelerinin grup ortalamalar1 dort grup arasinda Kruskal-
Wallis testi ile karsilastirildi ve aralarinda anlamli fark oldugu saptandi (X’kw: 22.201, SD:3,
p:0.000).

Kemik iligi lenfositer seri ylizdelerinin ikili gruplar arasi karsilastirmast Mann-
Whitney U testi ile analiz edildi, istatistiksel anlamlilik gosteren p degeri i¢in Bonferroni
diizeltmesi uyguland1 ve p<0.0125 (0.05/4=0.0125) anlamli kabul edildi.

Grup 1 (Kontrol) ve Grup 2 (ALCAR)’nin kemik iligi degerlendirmesinde lenfositer seri
yiizdeleri arasindaki fark anlamli bulunmadi (M-W U: 17.5, p:0.347).

Grup 1 (Kontrol) ve Grup 3 (Sisplatin)’iin kemik iligi degerlendirmesinde lenfositer seri
yiizdeleri arasindaki fark anlamli bulundu (M-W U: 0, p 0.003).

Grup 1 (Kontrol) ve Grup 4 (ALCAR+Sisplatin)’iin kemik iligi degerlendirmesinde
lenfositer seri ylizdeleri arasindaki fark anlamli bulundu (M-W U: 0, p 0.002).

Grup 2 (ALCAR) ve Grup 3 (Sisplatin)’iin kemik iligi degerlendirmesinde lenfositer
seri ylizdeleri arasindaki fark anlamli bulundu (M-W U: 0, p 0.002).

Grup 2 (ALCAR) ve Grup 4 (ALCAR+Sisplatin)’iin kemik iligi degerlendirmesinde
lenfositer seri ylizdeleri arasindaki fark anlamli bulundu (M-W U: 0, p 0.002).

Grup 3 (Sisplatin) ve Grup 4 (ALCAR+Sisplatin)’iin kemik iligi degerlendirmesinde
lenfositer seri ylizdeleri arasindaki fark anlamli bulundu (M-W U: 0, p 0.03).

Kemik iligi eritroid seri yiizdelerinin grup ortalamalar1 dort grup arasinda Kruskal-
Wallis testi ile karsilastirildi ve aralarinda anlamli fark oldugu saptandi (XZK_W: 22.103, SD:3,
p:0.000).

Kemik iligi eritroid seri yiizdelerinin ikili gruplar arasi karsilastirmast Mann-Whitney
U testi ile analiz edildi, istatistiksel anlamlilik gosteren p degeri icin Bonferroni diizeltmesi
uyguland1 ve p<0.0125 (0.05/4=0.0125) anlaml1 kabul edildi.

Grup 1 (Kontrol) ve Grup 2 (ALCAR)’nin kemik iligi degerlendirmesinde eritroid seri
ylizdeleri arasindaki fark anlamli bulunmadi (M-W U: 22.5, p:0.784).

Grup 1 (Kontrol) ve Grup 3 (Sisplatin)’iin kemik iligi degerlendirmesinde eritroid seri
yiizdeleri arasindaki fark anlamli bulundu (M-W U: 0, p 0.002).

Grup 1 (Kontrol) ve Grup 4 (ALCAR+Sisplatin)’lin kemik iligi degerlendirmesinde
eritroid seri ylizdeleri arasindaki fark anlamli bulundu (M-W U: 0, p 0.002).

Grup 2 (ALCAR) ve Grup 3 (Sisplatin)’iin kemik iligi degerlendirmesinde eritroid seri
yiizdeleri arasindaki fark anlamli bulundu (M-W U: 0, p 0.002).
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Grup 2 (ALCAR) ve Grup 4 (ALCAR+Sisplatin)’iin kemik iligi degerlendirmesinde
eritroid seri ylizdeleri arasindaki fark anlamli bulundu (M-W U: 0, p 0.002).

Grup 3 (Sisplatin) ve Grup 4 (ALCAR+Sisplatin)’iin kemik iligi degerlendirmesinde
eritroid seri ylizdeleri arasindaki fark anlamli bulundu (M-W U: 0, p 0.03).

Gruplarin Wright boyali preperatlarindan goriintii kesitleri resimlerdedir (Resim

12,13,14,15).

Resim 12: Grup 1’e (Kontrol) ait bir sicanin kemik iligi degerlendirmesi: (H.Ex100)

Miyeloid ve lenfositer seri hakimiyeti.

Resim 13: Grup 2’ye (ALCAR) ait bir siganin kemik iligi degerlendirmesi: (H.Ex100) Her

ii¢ seri elemanlar1 da yeterli oranda goriilmekte.
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Resim 14: Grup 3’e (Sisplatin) ait bir sicanin kemik iligi degerlendirmesi: (H.Ex100) Rélatif

olarak yiiksek oranda eritroid seri.

Resim 15: Grup 4’e (ALCAR + Sisplatin grubu) ait bir siganin kemik iligi degerlendirmesi,
(H.Ex100) Kontrol ve ALCAR gruplarina gore rolatif eritroid seri hakimiyeti
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4.2.3 Kemik iligi orneklerinde kemoterapiye bagh hiicresel degisikliklerin
degerlendirilmesinin sonuclari

Kemoterapiye bagli akut hiicresel degisiklikler Wright boyali imprint preparatlarda
bliyiik biiylitmede degerlendirildi. Hiicrelerde kontiir ve boyut diizensizlikleri, sitoplazmik
cikintilar, niikleer vakualizasyon, niikleer membranda bozulma, siddet ve etkiledigi hiicre
sayisina gore degerlendirildi. S6z konusu degisiklikler gézlenmezse yok, hafif ve az hiicrede
ise az, artan derecelerde orta ve ¢ok olarak derecelendirildi. Sadece sisplatin uygulanan grupta
orta ve ¢ok derecelerde akut hiicresel degisiklikler goriiliirken, ALCAR sonrasi sisplatin
uygulanan grupta daha agirlikli olarak az derecede hiicresel etkilenme saptandi (Resim 16).

Femurlar 24 saat formalinde fikse edilip, 24 saat %5 asetik asitte dekalsifikasyon islemi
uygulandiktan sonra doku takibi igslemi sonrasi parafine gomiildii. Parafin bloktan hazirlanan
5 mikrometre kalinlikta kesitler hematoksilen eozin ile boyanip 151k mikroskopunda
selliilerite, kemik iligi elemanlarinin kompozisyonlari, matiirasyon, fibrosis, nekroz, kanama,
adipoz doku oranit yoniinden degerlendirildi. Yine sadece sisplatin uygulanan grupta
maturasyon duraklamasi, fibrozis ve nekroz; ALCAR sonrasi sisplatin uygulanan gruba gore

daha yogun olarak goriilmiistiir (Resim 17).
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Resim 16: Wright boyal1 imprint preparatlarda kemoterapiye bagli akut hiicresel degisiklikler

Yok Az

Orta Cok
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Resim 17: Hematoksilen eozin boyali kemik iligi biyopsi 6rnekleri

(A:Grup 1, B: Grup 2, C: Grup 3, D: Grup 4)
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5. TARTISMA:

Sisplatin, erigkin ¢agda goriilen pek ¢ok kanserin tedavi protokollerinde yer aldig: gibi,
cocukluk cagi kanserlerinden beyin tiimdrleri, néroblastom, Wilms tiimdrii, hepatoblastom,
germ hiicreli timoérler, osteosarkom, nazofarinks karsinomu gibi tiimorlerin tedavisinde de
kemoterapi semalarinda yer almaktadir. (1-3). Sisplatin uygulamasina bagli en énemli doz
siirlayict yan etkiler nefrotoksisite ve ototoksisitedir. Daha once bilim dalimizda yapilan bir
aragtirmada sisplatin iceren kemoterapi semasi uygulanan ¢ocuk onkoloji hastalarinda %56
oraninda, sisplatin ve karboplatin iceren kemoterapi semasi uygulanan ¢ocuk onkoloji
hastalarinda %47 oraninda ototoksisite gelistigi saptanmistir (47). Ototoksisite ve
nefrotoksisitenin yanisira, sisplatinin orta-agir dereceli bulanti-kusma, istahsizlik, anoreksi ve
diyare yapici gastrointestinal yan etkileri; miyelosupresyon (l6kopeni, trombositopeni, anemi)
gibi hematolojik yan etkileri; norotoksisite, periferik noropati, konviilzyon, konusma
bozuklugu, tad kaybi, hafiza kaybi gibi ndrolojik yan etkileri; hafif {rtiker veya agir
anaflaktoid reaksiyon izlenebilen asir1 duyarlilik reaksiyonlari, optik norit, papilodem,
serebral korliik gibi okiiler yan etkileri, bradikardi, sol dal blogu, konjestif kalp yetmezligi,
postural hipotansiyon, hipertansiyon gibi kardiyovaskiiler yan etkileri; karaciger enzimlerinde
yiikselmeye neden olan karaciger toksisitesi gibi yan etkileri de vardir (4,6,51,53).

Sisplatinin sitotoksik O6zelliklerini niikleer DNA’ya baglanip transkripsiyon ve DNA
replikasyonunu bozarak ve cesitli sinyal iletim yolaklarin1 aktive ederek sagladigi
diistiniilmektedir (4,5,9,10). Sisplatin DNA’y1 etkileyerek, mitokondri fonksiyonlarini
bozmakta ve apoptoz siirecini baglatmaktadir (11). Sisplatin miyelosupresyona bu
mekanizmalar ile neden olabilir. Sisplatinin toksisite mekanizmalart g6z Oniinde
bulundurularak yan etkilerini azaltmak amaci ile pek ¢ok farkli strateji gelistirme ¢abalari
stirmektedir. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda oksidatif hasarin énemli bir role sahip oldugu
anlasilmis ve antioksidan ajanlarla yapilan ¢alismalar artmistir (17,18). Masuda ve arkadaslari
yaptiklar1 bir ¢alismada, sisplatine bagli miyelosupresyonu onlemede Grifora frondosa isimli
bir mantarin beta glukan igeren kismini (MD-fraction) kullanmislardir. Bu maddenin,
hematopoetik sitokinlerin azalmasini dnleyerek, yani antiinflamatuvar etki ile, sisplatine bagl

miyelosupresyonu, pansitopeniyi engelledigi gosterilmistir (116).

Dokuz Eyliil Universitesi Pediatrik Onkoloji boliimiinde daha énce yapilmis olan
caligmalarda ALCAR’in sisplatin nefrotoksisite, ototoksisite ve norotoksisitesini dnleyici bir
ajan oldugu elektron mikroskopik olarak gosterilmistir (43,113). Karnitin hiicrenin enerji

liretimi i¢in beta oksidasyona gidebilmek {iizere uzun zincirli yag asitlerinin mitokondri
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matriksine ge¢isinde gorev alan, asetillenmis koenzim A (CoA) miktarini diizenleyen ve diger
hiicresel metabolik olaylarda yer alan, antioksidan 6zelligi kanitlanmis vitamin benzeri bir
bilesiktir. Farkli hiicre tiplerinde yapilan c¢aligmalar karnitinin hiicre membran
gecirgenligindeki  degisiklikleri, apoptozu, mitokondriyal disfonksiyonu ve lipid
peroksidasyonunu gii¢lii bir sekilde engelledigini gostermistir (80, 84, 85). L-karnitin
oksidatif stresi engeller, nitrik oksidi ve oksidatif hasardan korunmaya yonelik enzimlerin
aktivitesini diizenler, bir ¢cok mitokondriyal toksik ajana karst koruyucu etki saglar (28-30).
Asetil L-karnitin, L-karnitinin kisa zincirli bir ester tiirevi olup L-karnitine ait 6zelliklerin
yan1 sira noroprotektif ve antiapoptotik Ozellikler tasimaktadir (19-33). L-karnitin ve
tirevlerinin oksidatif stresi engelledigi, mitokondriyal toksik ajanlara karst koruyucu etki
sagladigi, siiksinat dehidrogenaz gibi mitokondriyal enzimlerin yani sira katalaz ve siiperoksit
dismutaz gibi antioksidan enzimlerin aktivitelerinde de koruyucu rol oynayarak gii¢lii bir
antioksidan ve serbest radikal yakalayicis1i oldugu yapilan bir¢cok calismada kanitlanmistir
(28-32). Bu ozelliklerine ek olarak yag asitlerinin beta oksidasyonunu hizlandirarak uzun
zincirli yag asitlerinin toksik etkilerini azalttigi bilinmektedir. Serbest uzun zincirli yag
asitlerinin neden oldugu mitokondriyal disfonksiyonun karnitin tarafindan engellendigi ve
karnitinin bircok hiicre tipinde mitokondriyal membran gegirgenligindeki degisiklikleri ve

apoptozu giiclii olarak 6nledigi gosterilmistir (80,84,85).

Bilim dalimizda daha 6nce yapilan arastirmalar da dikkate alinarak, bu arastirmada
ALCAR’ nin sisplatin iligkili kemik iligi baskilanmasinit 6nleyici rolii olup olmadiginin
degerlendirilmesi hedeflenmistir. Sisplatin uygulamasindan sonra doza bagli olarak ortalama
5-10 giin igerisinde notropeni gelisebilmektedir (1). Daha 6nce bilim dalimizda siganlarda
yapilmis nefrotoksisite, ototoksisite ve norotoksisite caligmalarindan farkli olarak burada
sicanlara sisplatin verildikten sonra miyelosupresif etkinin ortaya ¢ikmasi i¢in si¢anlarm 10
giin yasatilmasi gerekliligi dogmustur. Literatiirde sisplatinin 10 mg/kg, 13 mg/kg, 16 mg/kg
gibi dozlarda uygulanmasiyla nefrotoksisite ve ototoksisite modelleri olusturuldugu
bildirilmektedir (13,15,114,115). Daha 6nce bilim dalimizda yapilmis arastirmalarda sisplatin
16 mg/kg dozda verilerek, 3 giinliik izlemin sonunda si¢anlar feda edilmis ve organ
toksisiteleri degerlendirilmistir. Ingilizce liretatiirde sisplatinin miyelosupresif etkisi igin bir
doz model bulunamamistir ve bu nedenle bizim arastirmamizda miyelosupresyon yapici etkin
sisplatin dozunu belirlemek iizere 6n c¢aligmalar yapilmasi gerekmistir. Yaptigimiz ilk 6n
arastirmalarda  Smg/kg sisplatin  uygulamast sonrast 10. giinde kemik iliginde

miyelosupresyon olusturulamamus, sisplatin dozu yetersiz kalmistir. ikinci bir én ¢alismada es
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zamanl iki sicana 8 ve 10 mg/kg dozlarinda sisplatin uygulanmistir. Miyelosupresif etkiyi
gormek iizere 10 mg/kg dozda verildiginde sican 10 giin siireyle yasatilamamis daha erken
donemde agir diyare ve dehidratasyon ile kaybedilmistir. Verilen 8 mg/kg dozda sican 10 giin
yasatilabilmis ve kemik iliginde miyelosupresyon izlenmistir. Bu 6n ¢alismalar sonucunda

arastirmamizda miyelosupresyon yapici sisplatin dozu 8 mg/kg olarak belirlenmistir.

Bu arastirmada sigcanlarda sisplatin uygulanarak olusturulmus miyelosupresyon
modellerinde, gii¢lii bir antioksidan oldugu bilinen asetil L-karnitinin, sisplatin iliskili kemik
iligi toksisitesini Onleyici, azaltici rolii olup olmadig: arastirilmistir.

Kemik 1iligi selliilarite yiizdelerine baktigimizda serum fizyolojik uygulanan kontrol
grubu ile ALCAR uygulanan grup arasinda anlamli bir fark saptanmamustir. Bu da tek bagina
ALCAR uygulamasimin kemik iligi selliilaritesini azaltici herhangi bir etkisi olmadigini
gostermistir. Kemik iliginde miyeloid, lenfositer ve eritroid seri elemanlarini mikroskobik
olarak inceledigimizde, kontrol grubu ve ALCAR uygulanan iki grubu karsilastirmali olarak
degerlendirdigimizde; miyeloid, lenfositer ve eritroid seri elemanlarinin yiizde oranlari
arasinda anlamli fark bulunamamistir. Kontrol grubu ve ALCAR uygulanan iki grupta da
miyelosupresyon goriilmemistir, megakaryositler yeterli oranda goriilmiistiir. Yine bu bulgu
da tek basina ALCAR uygulamasimin kemik iliginde miyelosupresyona neden olmadigini
gostermistir. Asetil L-karnitinin miyelosupresyona neden olmamasi literatiirle uyumlu
bulunmustur (20, 21, 33). Bilim dalimizda daha 6nce ALCAR ile yapilmis nefrotoksisite,
ototoksisite ve norotoksisite arastirmalarinda da yine ALCAR’ nin tek basina uygulanmasinin
bobrek, i¢ kulak ve noronlar lizerinde toksik bir etki yapmadigr elektron mikroskopik olarak

gosterilmistir (43, 113).

Tek basina sisplatin uygulanan grup ve ALCAR+Sisplatin uygulanan grubun kemik
iligi selliilariteleri kontrol ve ALCAR gruplarina gore belirgin derecede azalmis bulunmustur.
Ayrica ALCAR+Sisplatin grubunda kemik iligi selliilaritesindeki azalmanin, tek basina
sisplatin uygulanan gruba gore daha 1lmli oldugu gorilmiis ve aradaki fark anlamli
bulunmustur. Bu bulgular ALCAR uygulamasiyla sisplatine bagli kemik iligi baskilanmasinin

azaldigina, kemik iliginin sisplatin iligkili toksisiteden korunduguna isaret etmektedir.

Kemik iliginde miyeloid, lenfositer ve eritroid seri elemanlarin1 mikroskobik olarak
inceledigimizde; tek basina sisplatin uygulanan ve ALCAR+Sisplatin uygulanan gruplarda
miyelosupresyon, megakaryositlerde azalma dikkati ¢cekmistir. Miyelosupresyona bagli olarak
miyeloid ve lenfositer seride azalma ve eritroid seri yiizdesinde rélatif olarak olarak yiikseklik

saptanmistir.  Sisplatin  uygulanan  grupla ~ALCAR+Sisplatin = uygulanan  grubu
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karsilagtirdigimizda bu etkilenmenin ALCAR+Sisplatin grubunda, tek basina sisplatin
uygulanan gruba gore daha az oldugu dikkatimizi ¢ekmistir. Yiizde oranlar1 olarak yine
miyeloid serinin rolatif yiiksekligi s6z konusudur fakat sisplatin uygulanan gruba gore
istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmiistiir. Yine ALCAR+Sisplatin uygulanan grupta
megakaryositlerin azaldigi fakat sisplatin uygulanan gruba gore daha az oranda azaldig
goriilmiistiir. Kemik iligi imprint Orneklerinde kemoterapiye bagl hiicresel degisiklikler
degerlendirildiginde sadece sisplatin uygulanan grupta hiicrede kontiir ve boyut
diizensizlikleri, sitoplazmik ¢ikintilar, niikleer vakualizasyon, niikleer membranda bozulmay1
iceren orta ve c¢ok derecelerde akut hiicresel degisiklikler goriiliirtken; ALCAR sonrasi
sisplatin uygulanan grupta daha agirlikli olarak az derecede hiicresel etkilenme saptanmustir.
Hematoksilen eozin ile boyali kemik iligi biyopsi Ornekleri; selliilarite, kemik iligi
elemanlarinin kompozisyonlari, matiirasyon, fibrosis, nekroz, kanama, adipoz doku oram
yoniinden degerlendirildiginde yine sadece sisplatin uygulanan grupta maturasyon
duraklamasi, fibrozis ve nekroz; ALCAR sonrasi sisplatin uygulanan gruba gore daha yogun
olarak goriilmiistiir. Biitlin bu bulgular sisplatin beraberinde ALCAR uygulanmasiyla
sicanlarda sisplatin iliskili miyelosupresyonun azaldigmni gostermistir. Ingilizce literatiirde
benzer bir sigan modelinde sisplatin ve ALCAR ile yapilmis bir bagka aragtirma bulunmamasi

dolayistyla bizim aragtirmamiz 6zelliklidir.

Caligmamizda ALCAR, sisplatinden 2 giin 6nce baglanarak tam ii¢ giin uygulanmistir;
son, yani 3. doz, sisplatin infiizyonundan 30 dakika once verilmistir. Bu sekilde ALCAR’in
miyelotoksisiteyi azalttig1 goriildii. Sisplatin uygulamasi sonrasi giinlerde yani daha uzun siire
(3 giin ya da 10 giin boyunca, sakrifikasyona dek) verilseydi belki miyelosupresyonu azaltici

etkisi daha da belirgin olabilirdi.

Bizim arastirmamizda ALCAR kullanimmnin sisplatin iligkili miyelosupresyonu
azalttig1 saptanmistir. Ancak bu etkiyi hangi mekanizma ile yaptig1 bilinmemektedir. Sisplatin
nefrotoksisitesinde ALCAR’1n koruyucu etkisi ile ilgili bilim dalimizda yapilan ¢alismada
ALCAR’in etkisini antiinflamatuvar ve antioksidatif Ozellikleri ile ortaya ¢ikardig:
gosterilmistir (43). Sisplatine bagl nefrotoksisitede apoptozun 6nemli rolii vardir, 6zelikle
intrinsik/mitokondriyal yolak énemlidir. Bu yolakta mitokondriden sitokrom c salinir, kaspaz
8 ve 9’un aktivasyonuna yol acar ve bunlarin etkisi ile en dnemli role sahip olan kaspaz 3
aktive olur. Asetil L-karnitin apoptotik yolaklarda kaspaz 3 ve 9’u engelleyerek apoptozu
etkin bir sekilde Onledigi gosterilmistir. Bilim dalimizda yapilan arastirmada sisplatin

uygulanan grupta goriilen, etkilenmis tiibiil etrafindaki makrofaj ve lenfosit infiltrasyonu,
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asetil L-karnitin+Sisplatin grubunda goriilmemistir. Bu bulgu ALCAR’in sisplatin
nefrotoksisitesindeki antiinflamatuvar etkisini gostermektedir (43). Yine bilim dalimizda
yapilan bir diger calismada ALCAR’in sisplatine bagli ototoksisite ve norotoksisiteyi,
nefrotoksisitedeki ayn1 mekanizma ile, yani antiapopitotik etki ile Onledigi gdsterilmistir
(113). Bizim aragtirmamizda kemik iliginde apoptozun hiicresel diizeyde degerlendirilmesi
miimkiin olmamistir, ancak daha ileri teknoloji ve uygun yoOntemlerle antiapopitotik

mekanizmay1 aydinlatmaya yonelik yeni ¢caligmalarin yapilmasina ihtiyag vardir.

Abd-Allah ve arkadaslar1 tarafindan yapilan calismada karboplatinin miyelosupresif
etkisini ve apoptozu L-karnitinin durdurdugu sican kemik iligi hiicre kiltlirlerinde
gosterilmistir. Bu caligmada, sicanlarin femurlar1 disseke edilerek kemik iliklerine salin
eklenerek hiicre slispansiyonu hazirlanip santrifiij edilmistir. Bir kisim sadece karboplatin ile
inkiibe edilirken diger kisim L-karnitin ve karboplatin ile inkiibe edilmistir. Hiicre canlilig1 ve
apoptoz degerlendirilmistir. L-karnitinin eklendigi hiicre kiiltlirlerinde apoptozun ve hiicre
Olimiiniin istatistiksel olarak anlamli oranda azaldigi gosterilmistir. Bu ¢alismada L-karnitin,
antioksidan ve serbest radikal temizleyici etkileri ile oksidatif stresi Onleyerek

miyelotoksisiteyi azalttig1 gésterilmistir (46).

Uciincii ve arkadaslar1 yaptiklar1 c¢alismada deneysel sican modelinde L-karnitinin
radyoterapiye bagli miyelosupresyonu oOnledigini gostermislerdir. L-karnitinin, MDA
diizeylerini azaltip SOD ve katalaz (CAT) enzim aktivitelerini arttirarak, yani antioksidan
ozelligi ile bu etkiyi olusturdu gosterilmistir (112).

Bu calismalarin  sonuglarin1  da  dikkate alirsak ALCAR’in  sisplatin
miyelosupresyonunu azaltict etkisi; antioksidan, antiapopitotik ve antiinflamatuvar
ozellikleriyle iligkili olabilir.

Sisplatin iligkili toksik etkileri azaltmak ve 6nlemek tizere ALCAR kullanimi1 giindeme
geldiginde akla gelen bir diger soru da ALCAR’nin sisplatin toksisitelerini azaltirken,
sisplatinin antitimdral etkisini degistirip degistirmedigi olmustur. Yine bilim dalimizda daha
once yapilan bir arastirmada ndroblastom hiicre dizilerinde ALCAR’nin, sisplatin iliskili
sitotoksik etkiyi Onledigi ve bu etkiyi gosterirken antitiimoral etkiyi degistirmedigi
gosterilmistir.  ALCAR’in  ndroblastom  hiicrelerinde, sisplatinin  indiikledigi lipit
peroksidasyon diizeylerini azaltarak bunu gerceklestirdigi 6ne siiriilmiistiir (42). Bu agidan
literatiire bakildiginda bu konuda baska bir sonuca rastlanmamistir. Ancak ALCAR koruyucu
bir ajan olarak Onerilmeden once farkli tiimorlerde asetil L karnitinin, sisplatin iligkili

antitiimoral etkiyi degistirip degistirmedigini gosterir baska caligmalara ihtiyag¢ vardir.

55



YORUM:

Bu arastirmada sicanlarda sisplatin verilerek olusturulan deneysel miyelosupresyon
modellerinde, asetil L-karnitinin sisplatin iligskili kemik 1iligi toksisitesini azalttig1
gosterilmistir. Asetil L-karnitinin bu koruyucu etkisinin molekiilin antiapopitotik,
antioksidan, antiinflamatuvar ozellikleriyle iliskili olabilecegi diisiiniilmiistiir. Ancak
ALCAR’nin kemik iligi baskilanmasin1 6nleyici etki mekanizmalarin1 gostermek iizere daha

ileri arastirmalara ihtiya¢ vardir.
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6. SONUCLAR:

1- Serum fizyolojik ve asetil L-karnitin uygulanan iki grup karsilastirmali olarak
degerlendirildiginde; gerek kemik iligi selliilariteleri gerekse kemik iliginin mikroskobik
degerlendirmesinde miyeloid, eritroid ve lenfositer seri elemanlarinin yiizde oranlar1 arasinda
anlaml fark bulunmamistir. Bu da sicanlarda tek basina asetil L-karnitinin uygulamasinin

kemik iligi tizerine miyelosupresif etkisinin olmadigin1 gostermistir.

2- Tek basina sisplatin uygulanan grupta ve ALCAR+ Sisplatin uygulanan grupta, kontrol ve
ALCAR gruplarina gore kemik iligi selliilaritesi belirgin derecede azalmis bulunmustur. Bu
bulgu sigcanlarda 8mg/kg dozda sisplatin uygulamasinin 10. giiniinde miyelosupresif etkinin

ortaya ciktigini géstermistir.

3- Tek bagina sisplatin uygulanan grup ile ALCAR+Sisplatin uygulanan grup
karsilastirildiginda; ALCAR+Sisplatin uygulanan grupta kemik iligi selliilaritesinin anlamli
olarak daha az derecede azaldig1 goriismiistiir. Bu bulgu sisplatinin kemik iligi toksisitesini

ALCAR’ nin azalttigini, koruyucu etki yaptigini géstermistir.

4- Tek basma sisplatin uygulanan grup ile ALCAR+Sisplatin uygulanan gruplarda
miyelosupresyon; yani her ii¢ seriye ait hiicrelerde ve megakaryositlerde azalma dikkati
cekmistir. Miyelosupresyona bagli olarak miyeloid ve lenfositer serilerde yiizde olarak
diisiikliik ve rolatif olarak eritroid seride yiizde olarak yiikseklik saptanmigtir. Tek basina
sisplatin uygulanan grup ile ALCAR+Sisplatin uygulanan grup karsilastirildiginda kemik
iliginde her li¢ serideki etkilenmenin ALCAR+Sisplatin grubunda, sisplatin uygulanan gruba
gore anlamli olarak daha az oldugu gosterilmistir. Bu bulgu sisplatinin kemik iligi

toksisitesini ALCAR’ nin azalttigini, koruyucu etki yaptigin1 gostermistir.

5- Kemik iligi imprint Orneklerinde kemoterapiye baglh hiicresel degisiklikler
degerlendirildiginde sadece sisplatin uygulanan grupta orta ve ¢ok derecelerde akut hiicresel
degisiklikler goriiliirken; ALCAR sonrast sisplatin uygulanan grupta daha agirlikli olarak az
derecede hiicresel etkilenme saptanmistir. Hematoksilen eozin ile boyali kemik 1ligi biyopsisi
doku bloklari; selliilarite, kemik iligi elemanlarinin kompozisyonlari, matiirasyon, fibrosis,
nekroz, kanama, adipoz doku orani yoniinden degerlendirildiginde yine sadece sisplatin
uygulanan grupta maturasyon duraklamasi, fibrozis ve nekroz; ALCAR sonrasi sisplatin
uygulanan gruba gore daha yogun olarak goriilmiistiir. Yine bu bulgular da ALCAR’1n

sisplatin toksisitesindeki koruyucu etkisini desteklemektedir.
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