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OZET

ASETIL L-KARNITIN’'iN DENEYSEL SISPLATIN NEFROTOK SIiSITESI
UZERINDEKT ETKISININ ARASTIRILMASI

Amagc: Sisplatin nefrotoksisitesi olusturulmus sicanlarda asetil L-karnitinin nefrotoksisiteye

kars1 koruyucu etkisinin arastirilmasi

Gerecler ve yontem: Wistar Albino tirt 28 adet disi sicanin olusturdugu dort grup calismaya
alindi. Calisma baslangicinda tim siganlarda serum kreatinin, 24 saatlik idrar volumi ve 24
saatlik idrarda kreatinin degerleri Olguldi. Caligsmamn ilk guninde birinci gruba bir saat
intraperitoneal serum fizyolojik inflzyonu, ikinci gruba subkitan asetil-L karnitin (200
mg/kg) injeksiyonu sonrasinda bir saat intraperitoneal serum fizyolojik inflizyonu, Gglncu
gruba bir saat intraperitoneal sisplatin (16 mg/kg/doz) inflzyonu, dordinct gruba ise
subkiitan asetil-L karnitin injeksiyonu (200 mg/kg) sonrasinda bir saat intraperitoneal sisplatin
(16 mg/kg) inflizyonu uygulandi. Calismanin ikinci ve tglinct gunlerinde ikinci ve dérdinctu
gruplara subkitan asetil L-karnitin uygulamasi, diger gruplara da aym hacimde serum
fizyolojik uygulamalar1 yapildi. Calismamin tglinct glint 24 saatlik idrar volimleri toplanan
tim sicanlar dordinct gin serum orneklemesi yapilarak feda edildi ve bobrek dokulari
biyokimyasal inceleme, 11k mikroskobi, immunfloresan mikroskobi ve elektron mikroskobik
inceleme igin ayrildh.

Bulgular: Sisplatin ve sisplatin+L-karnitin uygulanan gruplarda tctinct giin ortalama serum
kreatinin degeri baslangi¢ degerlerine gore yiksek bulundu; iki grubun karsilastirmasinda ise
sisplatin grubundaki ortalama serum kreatinin degeri sisplatin+asetil L-karnitin uygulanan
gruba gore daha yilksekti. Uclincii giin toplanan idrarlardan elde edilen idrar total L-
karnitin/kreatinin oranlari, sisplatin uygulanan grupta en distk olup; asetil L-karnitin
uygulanan kontrol grubuna gore azalmis bulundu. Boébrek dokularinin histopatolojik
degerlendirmesinde 11k mikroskobide sisplatin uygulanan grupta peritibller intersitisyel
hiicre proliferasyonu, inflamatuvar htcre infiltrasyonu, proksmal tubillerde hicresel
deskuamasyon, bazi proksimal ttiblllerde tiroidizasyon, glomeriler nekroz ve proksimal tubdil
hiicrelerinde mikrovillis kaybi gozlenirken sisplatint asetil L-karnitin uygulanan grupta ise
proksimal tublllerde az sayida hiicresel deskuamasyon, az sayida tiroidizasyon ve mikrovillUs
kaybi gozlendi; interstisyel hiicre proliferasyonu ve inflamatuvar hiicre infiltrasyonuna

rastlanmadi. Boébrek dokularinin elektron mikroskobik incelenmesinde sisplatin uygulanan



grupta glomertler bazal membran dizensizligi ve ayaksi cikintilarda flzyon gozlendi.
Sigplatint+asetil L-karnitin uygulanan grupta ise yer yer glomeriler bazal membran kalinlig:
mevcut oldugu ancak ayaksi ¢ikintilarin korundugu gozlendi. TUNEL boyasi ile belirlenen
apoptotik hiucre olumi sisplatin ve sisplatintasetil L-karnitin uygulanan gruplarda diger
gruplara gore daha yilksek saptand:. iki grubun karsilastrilmasinda ise sisplatin alan grupta
apoptotik hicre 6lumunun anlamli olarak daha fazla oldugu saptandi. Kaspaz 3,8 ve 9
aktivitelerinin sisplatin grubunda sisplatin+asetil L-karnitin grubuna gore artmus oldugu
saptand.

Sonug: Sisplatin nefrotoksitesinde asetil L-karnitin kullantmimin bdbrek fonksiyonlarinda
dizelme sagladigi, doku diizeyinde bobregi koruyucu ve apoptozu Onleyici etkisi oldugu
gogterilmis olup, asetil L-karnitinin antioksidatif, antiapoptotik ve antiinflamatuvar 6zellikleri
desteklenmis oldu.

Anahtar kelimeler: Asetil L-karnitin, sisplatin, nefrotoksisite



SUMMARY

EVALUATION OF THE EFFECT OF ACETYL L-CARNITINE ON
EXPERIMENTAL CISPLATIN NEPHROTOXICITY

Objective: To investigate the protective effects of acetyl L-carnitine on cisplatin-induced
nephrotoxicity in rats

Materials and methods. Four different groups of 28 adult female Wistar albino rats were
studied. Baseline serum creatinine, 24 hour urine volume and urine creatinine values of all the
rats were obtained at the beginning of the study. Rats in the first group were given one hour
intraperitoneal infusion of normal saline, rats in the second group were given one hour
intraperitoneal infusion of normal saline after subcutaneous injection of acetyl L- carnitine
(200mg/kg), rats in the third group were given one hour intraperitoneal infusion of cisplatin
(16 mg/kg) , rats in the fourth group were given one hour intraperitoneal infusion of cisplatin
(200mg/kg) after subcutaneous injection of acetyl L- carnitine. On the second and third days
of the study, the second and fourth group were injected with acetyl L-carnitine (200mg/kg)
while the first and third group were injected with same doses of normal saline. Following the
collection of 24 hour urine samples on the third day, all rats were sacrificed on the fourth day
after serum sampling and kidney samples were isolated for biochemical and histopathological
examination with light, immuneflourescent and electron microscopy.

Results: Among the four groups; the third day mean serum creatinine values were higher in
the cisplatin and cisplatint+acetyl L-carnitine administered groups. On the comparison of these
two groups the mean serum creatinine value was higher in the cisplatin administered group.
The mean value of total L-carnitine /creatinine in 24- hour urine collected on the third day
was lowest in the cisplatin administered group and found to be significantly decreased
compared to the control group injected with acetyl L-carnitine. The histopathological
examination of the kidney samples of the cisplatin administered group revealed peritubular
intersititial cell proliferation, inflammatory cell infiltration, desquamation of proximal tubule
cells, tubular thyroidisation, glomerular necrosis and loss of microvilli. On the other hand the
findings of proximal tubular desquamation, tubular thyroidisation, glomerular necrosis and
loss of microvilli were much more less in the cisplatint+acetyl L-carnitine administered group
and there was no evidence of intersititial cell infiltration or inflammatory cell infiltration in



this group. Consistent with the light microscopic findings; the electron microscopic
examination of the kidney in cisplatin administered group revealed irregular glomerular
basement membrane and foot process fusion. There was focal thickening of the glomerular
basement membrane in the group administered with cisplatint acetyl L-carnitine but the foot
processes of podocytes were intact. TUNEL positive apoptotic cell death was higher in the
cisplatin and cisplatin+acetyl L-carnitine administered groups. On the comparison of these
two groups the apoptotic cell death was significantly higher in the group administered with
cisplatin. Caspase 3,8 and 9 activities were higher in the cisplatin administered group
compared to cisplatin+acetyl L-carnitine administered group.

Conclusion : Antioxidative, antiapoptotic and antiinflammatory properties of acetyl L-
carnitine were supported by the findings that the use of this agent improves the kidney
function tests and has the effects of tissue protection and inhibition of apoptosis in cisplatin
induced nephrotoxicity.

Key words. Acetyl L-carnitine, cisplatin, nephrotoxicity,



1. GIRIS ve AMAC

Sisplatin solid tumorlerin tedavisinde etkin olarak kullamlan en 6nemli antineoplastik
ilaglardan biridir. Tlacin sitotoksik 6zelliklerini nikleer DNA’ya baglamp transkripsiyon ve
DNA replikasyonunu bozarak ve cgesitli sinyal iletim yolaklarini aktive ederek sagladig:
dustnulmektedir (1-4).

Birgok sistem Uzerinde toksik etkileri bulunan sisplatinin en 6nemli doz sinirlayict yan
etkisi nefrotoksisitedir (5-8). Sisplatin nefrotoksisitesi Uzerinde yogun olarak calismalar
surdurdlmekle beraber nefrotoksisite patogenezi tam olarak aydinlatilamamistir. Sisplatin
nefrotoksisitesine ait in vivo mekanizmalar apoptoz, nekroz, oksidatif stres, inflamasyon,
fibrogenez, hipoksi, mitokondriyal hasar: icerir ve oldukca karmasiktir. ilag hiicre igine
girdikten sonra birgok sinyal ileti yolagim aktive eder ve olusan bir dizi olaylar sonucunda
hlicre apoptoza ya da nekroza gider (9,10).

Oksidatif stres, sisplatine bagli gelisen akut bobrek hasarinda aktif olarak rol alan 6nemli
mekanizmalardan biridir. Sisplatin molekilinun renal tibll hicresi icindeki etkilesimleri
sonucunda olusan reaktif oksijen turleri (ROS) dogrudan lipid, protein ve DNA gibi hicre
komponentleri Uzerinde etki gosterir ve yapilarint bozar (11). Sisplatin ayrica renal damarsal
yapilara hasar vererek azalmis kan akimina ve bobregin iskemik hasarina yol agar ve glomerdil
filtrasyon hizimin (GFR) azalmasina katkida bulunur (9). Tim bu olaylar sonucunda sisplatin
bobrek fonksiyonlarmmnin bozulmasina neden olarak akut bobrek yetmezligi gelismesine yol
acabilir.

Sisplatine ait nefrotoksisite mekanizmalari gz 6niunde bulundurularak bu 6nemli yan
etkiyi azaltmak amaci ile bircok strategji gelistirilmistir. Son yillarda yapilan calismalarda
nefrotoksisite patogenezinde oksidatif hasarin énemli bir role sahip oldugu anlasilmis ve
nefrotoksisiteyi 6nlemeye yonelik antioksidan ajanlarla yapilan calismalar artrmistir (12,13).

L-karnitin hiicrenin enerji Uretimi icin beta oksidasyona gidebilmek tizere uzun zincirli yag
asitlerinin mitokondri matriksine gecisinde gorev alan, asetillenmis Koenzim A (KoA)
miktarim dizenleyen ve diger hiicresel metabolik olaylarda yer alan, antioksidan 6zelligi
kanitlanmig vitamin benzeri bir bilesiktir (14-28). Calismalar L-karnitinin antioksidatif
Ozellikleri yaninda antiapoptotik, immtnmodulatér ve antiinflamatuvar 6zellikleri oldugunu
da desteklemektedir (29-32). Asetil L-karnitin, L-karnitinin kisa zincirli bir ester turevi olup
L-karnitine ait Ozelliklerin yam sira gugli noroprotektif ve antiapoptotik 6zellikler
tagimaktadir (15).

Sigplatin toksisites ile ilgili yapilan deneysel calismalarda L-karnitin kullaniminin
sisplatine bagli hepatotoksisite, kardiyotoksisite, norotoksisite ve ince barsak toksisitesini



azalttig1 gosterilmistir (33-36). Sisplatin nefrotoksitesinde L-karnitin ve tirevlerinin kullanmm
ileilgili az sayida galisma vardir; ulasilabilen ingilizce literatiirde sisplatin nefrotoksisitesinde
asetil L-karnitin ileilgili yapilmis bir ¢calismaya rastlanmamistir (37-39).

Karnitin  eksikliginin sisplatine bagli nefrotoksisitede risk faktord oldugu
bilinmektedir. Bu maddenin, antitimor etkinligini bozmadan sisplatin toksisitesine karsi
koruyucu oldugu, bdbrek fonksiyon testleri, histokimyasal incelemeler ve 1s1k mikroskobisi
ile yapilan histopatolojik incelemelerde gosterilmistir (38). Ancak bu etkinin hangi
mekanizmalar araciligi ile gergeklestigi tam olarak anlasilamamustir. Ayrica bu konuda
ultrastruktirel diizeyde elektron mikroskobi ile yapilmis bir ¢alisma henliz mevcut degildir.

Bu calismada; sisplatin nefrotoksisitesi olusturulmus sicanlarda  asetil  L-karnitin
kullamminin  nefrotoksisiteye karsi koruyucu etkisi arastirilmistir. Bunun icin asetil L-
karnitinin bobrek fonksiyonlari ve nefrotoksisiteye neden olabilecegi duslintlen apoptotik
yolaklar Gzerindeki etkisi calisilmis ve bobrek dokusu; 1sik mikroskobi, immitnfloresan
mikroskobi ve elektron mikroskobi ile incelenmistir.

Sisplatin nefrotoksisitesine yonelik daha detayli arastirmalar yapmak sadece tam olarak
¢cOzulemeyen nefrotoksisite mekanizmalarinin daha iyi anlasilmasim saglamakla kalmayacak
aym zamanda nefrotoksisiteyi engelleyebilecek baska etkin maddelerin kullanim ile ilgili
yeni acilhimlar saglayacaktir. Ayrica antineoplastik etkinligi bozmadan antikanser ilaglarin yan
etkisini azaltmaya yonelik bulunan her yeni madde ve yapilan her yeni girisim, hastalara daha
iyi bir hayat kalitesi sunmasi agisindan blyUk 6nem tasimaktadir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1 SISPLATIN

Sisplatin, 1970'li yillardan sonra kanser tedavisinde kullanilan en 6énemli antineoplastik
ilaglardan biridir. Eriskin ¢agda gorulen pek gok timdrin yam sira, ndroblastom, Wilms
tumord, hepatoblastom, beyin timorleri, germ hicreli tUmor, osteosarkom gibi pek cok
cocukluk cagi tumorunin tedavisinde yer alan sisplatin, kemoterapi protokollerinin
vazgecilmez bir elemanidir.
Sisplatinin biyolojik 6zellikleri 1960’11 yillarda biyofizikgi Barnett Rosenberg tarafindan
tesaduf eseri kesfedilmistir. Elektromanyetik radyasyon uygulamasinin bakteri ve memeli
hiicrelerinin bolinmesi Uzerine etkisini arastiran Rosenberg, Escherichia Coli ile yaptig: ilk
deneylerde buyume alaninda platin elektrodlar1 kullanmaktaydi. Platin elektrodlarimn
bulundugu bu blyime alamnda bakterinin normalden 300 kat daha uzun olan filamanlara
sahip oldugunu gozledi. Kisa sirede bu etkinin elektromanyetik alandan degil platin
elektrodlarindan ortaya ¢ikan elektroliz Grlinlerinden kaynaklandigim gosterdi. Ayrintilt
kimyasal analiz sonucunda bu biyolojik etkiye yol acan bilesenin ilk olarak 1845 yilinda
Peyron tarafindan sentezlenip tanimlanan ve Peyron kloridi olarak da bilinen ve sonradan
sisplatin adim alan platinin notral bir sis izomeri oldugu saptandi. Bu bilesenin bakterinin
hiicre bolinmesini engelledigi ancak diger blytime yapilarim engellemedigi igin ¢cok uzun
filamanlarin ortaya c¢iktigi gosterildi. Sisplatine ait bu bulgular 1965 yilinda yayinland: ve
1968 yilinda sarkomlu bir farede intraperitoneal sisplatin uygulamasi sonucunda tumor
boyutunda belirgin gerileme oldugu gozlendi. 11k kez 1971 yilinda kanser hastalarinda basar
ile uygulanmaya baslanan ilag Amerika Gida ve Ilag kurumundan 1978 yilinda onay al mistir

(1).



2.1.1 SISPLATININ MOLEKULER YAPISI ve OZELLIKLERI

Sisplatin (sis-diaminodikloroplatinum (I1) ) yatay dizlemde sis pozisyonda ortada platin
atomu etrafinda klor ve amonyom atomlari ile gevrili inorganik bir platin kompleksidir (Sekil
1, Tablo 1).

Tablo 1: Sisplatinin kimyasal 6zellikleri Sekil 1: Sisplatinin molekiler yapisi

Molektler formul: Cl2 H6 N2 Pt

Molekuler agirhk: 300.1 Pt
Renk: Koyu sari (kristal katr) ve berrak
(cozelti) Cl

Y apr: Tetragonal (kare) duzlemsel
Erime noktas: 270°C

Sistematik ad:cis- diaminodikloroplatinum c NH3

NH3

Sisplatin uzun yillardir basar1 ile kanser tedavisinde kullanilmasina ragmen biyokimyasal
etki mekanizmas: henliz kesin olarak aydinlatilamamustir. flacin sitotoksik 6zelliklerini
nikleer DNA’ya baglanmp transkripsiyon ve DNA replikasyonunu bozarak ve cesitli sinyal
iletim yolaklarim aktive ederek saglachigi dustnilmektedir. Sisplatin hiicre mitokondrisine
zarar verir, hucre siklusunu duraklatir, ATPaz aktivitesini engeller, hiicresel transport
sistemlerini degistirir ve sonug olarak apoptoz, inflamasyon, nekroz ve hiicre 6lumine sebep
olur (1,2).

2.1.1.1 Sisplatinin hicreigine alimsi

Sisplatinin htcre igine alimsina yonelik mekanizmalar tam olarak anlasilamamustir.
Yapilan ilk ¢calismalarda sisplatinin pasif diftizyon ile hiicre igine girdigi 6ne strdlmistir. Son
zamanlarda yapilan calismalar ise bakir transport proteini olan ‘copper transporter 1 'in
(CTR1) sisplatinin hiicre igine aktif olarak alinmasinda etkili oldugunu gostermektedir (2,40).




2.1.1.2 Biyotransfor masyon ve DNA- platin baglarimin olusmas

Sisplatin hiicre igine girdikten sonra su ile reaksiyona girerek iki klor iyonunu kaybeder ve
iki su molekult kazanir. Olusan bu yeni pozitif yukli molekil, hiicre igindeki DNA, RNA ve
proteinler gibi nikleofilik molekillerle reaksiyona girme 6zelligini kazamr. Bunlar arasinda
DNA, ilacin sitotoksik Ozelliklerini gostermedeki birinci hedefidir. ilag DNA’da N7
pozisyonundaki purin bazlariyla reaksiyona girerek; tekli bag, DNA-protein, interstrand (iki
DNA zinciri arasinda) ve intrastrand (tek DNA zincirinde bazlar arasinda) kovalent carpraz
baglar olusturur. Bu baglarin ¢ogu intrastrand baglardir (3,4,40). (Sekil 2)

DNA ile kovalent baglarin olusmasi sonucunda DNA’'nin yapist bozulur ve sarmal
Uzerindeki bu bozulan yerlere hasar1 farkeden hicre igi proteinler baglanir. Bu proteinler
arasinda en onemlileri; yanlis eslesme tamir ‘mismatch repair’ (MMR) kompleksi yapisinda
olan hMSH2 ve hMutSa. proteinleri, histon olmayan kromozomal yiksek mobilite grup 1ve 2
‘nonhistone chromosomal high-mobility group’ (HMG1 ve HMG2) proteinleri, insan RNA
polimeraz 1 transkripsiyon yukar: baglanma proteini “human RNA polymerasa 1 trancrption
upstream binding factor’ (hUBF) ve transkripsiyonel faktor baglanma proteini ‘TATA
binding protein’ (TBP) dir (4).
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Sekil 2: Sisplatinin DNA ile olusturdugu bagiar



DNA hasarimi fark eden ve sarmal Uzerine baglanan proteinler bir ¢cok sinyal ileti

yolagin aktive hale getirmek sureti ile hlicre hasar1 ve 6limune yol agarlar. Bu yolaklar ve

sitotoksisite mekanizmalart ayrintili  olarak sisplatin  nefrotoksisitesi basligr  altinda

anlatilmgtir.

2.1.2 SISPLATIN FARMAK OKINETIGIi

Sigplatinin farmakokinetik 6zellikleri Tablo 2'de gosterilmistir.

Tablo 2: Sisplatine ait farmakokinetik dzellikler (5)

Oral emilim

Hayir

Dagilhim

Bobrek, karaciger ve prostatta en yuksek
seviyelere ulagir.

Anne sitiine gecer, assit, plevral sivi gibi
tgtinct bosluk sivilarina geger.

Plasentay: geger.

Kan beyin bariyer gegisi bilinmiyor.
( Eser miktarda gegisten bahsedilmistir)

M etabolizma

Enzimatik olmayan yollarla aktif ve inaktif
metabolitlere donlstdr il Gr.

Atilim

Cogunluklaidrar ile (%90)

Renal sekresyon ve atilima ugrar.

Platin dokularda 180 giine kadar bulunur.
Yarilanma 6mri:

Sigplatin: 30 dakika
Serbest kompleksler: > 5 giin
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2.1.3SISPLATIN TOK SISITESI

Sisplatinin bir gok sistem Uzerinde toksik etkileri bulunmakla beraber nefrotoksisite en

Oonemli doz sinirlayici yan etkisidir. Ototoksisite, periferik ndropati ve miyelosupresyon diger

Onemli yan etkileridir (Sekil 3, Tablo 3).

Sekil 3: Sisplatine bagli sik gorulen toksisiteler

OTOTOKSISITE

PERIFERIK
NOROPATI

NEFROTOKSISITE

MIYELOSUPRESYON

11



Tablo 3: Sisplatine bagli istenmeyen etkiler (5)

ORGAN YAN ETKI

KARDIYOVASKULER Bradikardi , sol dal blogu (nadir),
hipertansiyon,serebral arterit,
serebrovaskuler olay (nadir)

NOROL OJiK Isitme kayb, tinnitus * (%31), vertigo

otonomik ndropati (nadir), ndbet (nadir),
arka kolon noropatisi (nadir), higkirik,
periferik ndropati, optik norit, gérme
bulaniklig: , renk algisinda degisiklik, akut
ensefalopati (nadir)

GASTROINTESTINAL

Bulanti ve kusma*, diyare/ishal*,
anoreksi/istahazlik* ,

tad duyusunda bozukluk
HEMATOLOJIK Miyelosiipresyon * (%25-30, nadir donemi
18-23 gun),
anemi, hemolitik anemi (Coombs pozitif),
trombositik mikroanjiyopati (nadir)
NEOPLASTIK Akut |6semi
DERMATOLOJIK Alopesi/sa¢ dokilmesi, dokunti
HEPATIK Karaciger fonksiyon testlerinde yikselme,
bilirubin yiksekligi (gegici, nadir)
HIPERSENSITIVITE Tip 1 (anafilaktik)
Tip 2 (hemolitik anemi)
RENAL/METABOLIK Toksik nefropati * (%28-36),
hipomagnezemi, hipokalsemi, hipokalemi,
hiponatremi, hipofosfatemi, hipertrisemi,
uygunsuz ADH sendromu
REPRODUKTIF Infertilite
DIGER Kas kramplar1, serum demir diizeyinde

yukselme, Raynaud fenomeni (nadir)

*: Doz sinirlayici etki
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2.1.4 SISPLATIN NEFROTOK SISITESI

Nefrotoksisite sisplatinin en Onemli doz sinirlayict yan etkisidir (6-8). Preklinik
calismalarda bu etki saptanmis ve sisplatin tedavisinde yogun hidrasyonun kullamlmachg: ilk
protokollerde hastalarda ciddi ve geri donustimsiz bobrek hasari gordlmustir (41,42). Bir
calismada tek doz 50-100 mg/m? sisplatin verildikten sonra hastalarin %28-36’ sinda doza
bagli nefrotoksisite gelistigi gosterilmistir (43). GUnimiizde de yogun profilaktik onlemlere
ragmen sisplatin alan hastalarin Ugte birinde geri donustimsiiz bobrek hasari olugmaktadir
(44,45).

2.1.4.1 SISPLATIN NEFROTOK SISITESI PATOGENEZI

Sisplatin nefrotoksisitesi Uzerinde son 30 yildir galismalar yuratilmektedir. Sisplatin
uygulamas: renal tubtler hiicrelerde bir ¢cok sinyal yolagimi aktive ederek hiicre hasar1 ve
Olumle sonuclamir. Bu arada doku hasarimi daha da arttiran gugla bir inflamatuvar yant
olusur. Sisplatin ayrica renal damarsal yapilara hasar vererek azalmis kan akimina ve
bobregin iskemik hasarina yol acarak GFR’nin azalmasina katkida bulunur. Tum bu olaylar
sonucunda sisplatin nefrotoksisitesinde bobrek islevini kaybeder ve akut bobrek yetmezligi
gelisir (9,46,47). (Sekil 4)

Bobrek, sisplatini diger organlardan daha fazla oranda tutar ve sisplatinin vicuttan
atilimindaki ana organdir (48). Sisplatinin bobrek dokusunda orantisiz birikimi sisplatin
nefrotoksisitesine  katkida bulunmaktadir (7). Proksimal tubdl hicrelerindeki sisplatin
konsantrasyonu serum konsantrasyonundan bes kat daha fazladir (49).

13



SISPLATIN
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Sekil 4: Sisplatin nefrotoksisitesinde patafizyolojik olaylara genel bir bakis (9)

SISPLATININ BOBREK HUCRELERJZ TARAFINDAN HUCRE ICINE ALINISI

Sigplatinin bobrek hticresi icine alims1 organik transport aracili sistem ile olmaktadir
Sicanda sisplatin atilim agirlikli olarak glomerdler filtrasyonla, az miktarda da tlbuler
sekresyonla olmaktadir, ttbller reabsorpsiyon olduguna dair bir kamt yoktur. Sisplatin
peritubller alimla proksimal ve distal tubdllerde birikir (10). Proksimal tibultin S3 segmenti
sisplatinin en yiksek konsantrasyonda biriktigi yerdir. Distal toplayici ttbul ve proksimal
tubllin S1 segmenti sisplatinin konsantrasyonunun yuksek oldugu diger yerlerdir (50). (Sekil
5)

Sisplatinin htcre igine alinis1 transport protein aracilikli islem yanisira pasif diftizyonla da
olmaktadir (51). Bu her iki alim sekli de yerlere gore degisiklik gostermektedir. Sisplatinin
bobrek hicrelerine esas olarak transport protein aracilikli sistem ile alindigi dustntlmektedir
(50).
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Sekil 5: Nefronun kisimlari

Ote yandan sisplatinin hiicre igine aktif aliminda bakir transport proteini olan CTR1’in rolii
oldugu gosterilmistir (2,40). Bu proteinler renal proksimal tibuler hiicrelerde yiksek oranda
eksprese edildigi bilinmekle beraber renal modellerde sisplatin alimindaki rolti heniiz
bilinmemektedir (52).

Insan ve hayvan calismalar: sisplatinin proksimal ttbillere alinmasinda organik katyon
transporter (OCT ) proteinin kritik bir rol Gstlendigini gostermistir. OCT’ler, renal tubuler
hicrelerde birgok katyonik molekiltin apikal ve bazolateral membrandan transportuna aracilik
ederler (9) .Bu membran proteinleri tarafindan yapilan transport polispesifik, elektrojenik,
voltaj-bagimli, her iki yonlu, pH-bagimsiz ve Na-bagimsiz Gzelliklere sahiptir. insanlarda
OCT'nin Ug izoformu tammlanmstir. BoObrekte gordlen baslhica izoform OCT 2 iken
karacigerde OCT 1, plasentada ise OCT 3 gorultr. Sisplatin OCT 1 tarafindan transport
edilemez ki, bu durum sisplatinin organ spesifik toksisitesini agiklamada yardimci olabilir.
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Sisplatinin daha az nefrotoksik turevleri olan karboplatin ve oksaliplatinin insan OCT 2 ile
reaksiyona girmedikleri gosterilmistir (46). Ludwig ve arkadaslar:1 sisplatinin bobrek tubdl
hicresi bazolateral tarafa uygulanmasimin apikal tarafa uygulanmasindan daha fazla
toksisiteye yol actigim gostermislerdir. insan OCT 2 transportunda bir organik katyon
kompetitori olan simetidinin de proksimal tlbtilde sisplatin iliskili hiicre apoptozunu azalttig:
gogerilmistir (47). Bir diger calismada diyabetik hayvanlarda OCT izotiplerinin gen ve
protein ekskresyonu azalmis bulunup sisplatin toksisitesine daha direncgli olduklar:
saptanmustir (53).

SISPLATIN METABOLIZMASI

Renal hicre hasarimin gergeklesmesi icin sisplatinin proksimal tdbul htcrelerinde
nefrotoksik molekillere donismesi gerekmektedir (54). Bobrek hicresinde en yuksek
sisplatin konsantrasyonlar1 sitozol, mitokondri, nikleus ve mikrozomlarda bulunur (49).
Sigplatin glutatyon ile konjlige edilir ve gama glutamil transpeptidaz ve sistein S-konjugat
beta-liyaz bagimli yollarla etkin bir nefrotoksin olan reaktif tiol molekiltine dontstr. Bu iki
enzimin inhibisyonunun sisplatinin hiicre igine alimina bir etkisi yoktur ancak nefrotoksisiteyi
azaltirlar. Bunun yaninda gama glutamil transpeptidaz inhibisyonun sisplatinin antitimaor
etkinligini azalttigi da gosterilmistir (54,55).

Sigplatin, hidrolitik reaksiyonlarla monohidrat kompleksler olusturur. Monohidrat
kompleks, renal hiicrelere sisplatinin kendisinden daha ¢ok zarar verir ancak bobrege 6zguil
degildir. DUsuk intraseltler klorir konsantrasyonu bu kompleksin olusumuna katkida bulunur.
Hipertonik salin kullammi monohidrat kompleks olusumunu azaltmakla birlikte antitimor
etkinligi degistirebilecegi gosterilmistir (56).

Sisplatin spesifik gen degisikliklerine neden olur. Ilag direncinde, hiicre iskelet yap: ve
fonksiyonunda, hiicre adhezyonunda, apoptozda, doku yeniden sekillenmesinde ve
detoksifikasyonda rol alan bir ¢ok gen, sisplatine bagli hiicre hasar1 sonrasi aktive olur.
Sigplatin; proksimal tiblle lokalize, intraselller kalsiyum hemostazinda gorev alan, biytime
faktorlerini ve bazi baglayici proteinleri kodlayan genlerin de inaktif hale gelmesine neden
olur (10).

SISPLATIN NEFROTOKSISITESINDE MEKANIZMALAR

Sisplatin nefrotoksisitesine ait in vivo mekanizmalar apoptoz,nekroz, oksidatif stres,
Jinflamasyon, fibrogenez, hipoksi, mitokondriyal hasarz icerir ve oldukca karmasiktir (Sekil
6, Tablo 4).
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Sekil 6:Sisplatine bagl akut ttibuler hiicre hasarinda yer alan baglica yolaklar (10)

Sisplatin Nefrotoksisitesinde Huicre Olimii: Nekroz, Apoptoz

Tlbuler hicre olumu ile karakterize renal doku hasari sisplatin nefrotoksisitesinin
histopatolojik 0zelliklerinden biridir. Hiicre 6lumu nekroz veya apoptoz yolu ile olabilir (9).
Bu iki hicre 6lum sekli arasindaki olasi baglantilari aydinlatmaya yonelik calismalar
yapilmaktadir. Hucre kiltur ¢alismalar:, uygulanan sisplatin dozunun miktarinin nekroz ya da
apoptoza gidisi belirtebilecegini gostermistir. Yiksek doz sisplatin  konsantrasyonunun
proksimal tlbtl hicrelerinde nekroza yol acarken daha distk konsantrasyonlarin kaspaz 9
bagiml1 yolak ile apoptoza yol agtiklar1 gosterilmistir (57). Bunun yamsira hayvanlarda in
vivo yapilan calismalarda sisplatin uygulamasimin renal tibullerde hem nekroz hem de
apoptozayol actig1 da gosterilmistir (58-60).

Nekroz ve apoptoz farkli morfolojilerde olmalarina ragmen ortak sinyal yolaklarint
paylasabilirler. Ornek olarak bid ve bax gibi proapoptotik proteinler hiicre élimiine yol
acarlar. Eger apoptoz yollarinda bir sorun ya da eksiklik olursa hiicre pasif hale gelir ve
nekroz ile parcalanir (9). Ayrica sisplatin nefrotoksisitesinde kullamlan renoprotektif ajanlarin
siklikla hem nekroz hem de apoptozu engelledigi gosterilmistir. Bax gibi apoptotik genlerin
eksikliginde tubul hiicrelerinde apoptoz ile beraber nekroz varligi da gosterilmistir (61-63).
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Sisplatin Nefrotoksisitesinde Apoptotik Yolaklar

Apoptoz, normal ve patolojik stireclerde hiicre 6lumunin énemli bir yoludur. Apoptozdaki
baslica yolaklar; hicre 6lum reseptorlerinin aracilik ettigi ekstrinsik yolak, mitokondri
Uzerinden isleyen intrinsik yolak ve endoplazmik retiktulim (ER)- stres yolagidir (Sekil 6, 7).
DNA hasarim fark eden ve sarmal Uzerine baglanan proteinler bir ¢ok sinyal ileti yolagim
aktive hale getirmek sureti ile apoptoza yol agarlar. Ekstrinsik yolaktaki Fas ve TUmaor
Nekroz Faktor Reseptorii 1 ve 2 (TNFR 1 ve TNFR 2) gibi bazi hiicre 6lum reseptorlerinin
aktivasyonu, kaspaz 8 aktivasyonu yolu ile apoptoza neden olur (64). Ramesh ve Reeves (65)
farelerde sisplatinin blyidk oOlciide Tumor Nekroz Faktor-o (TNF-o) indiksiyonuna yol
actigint gostermislerdir. Bu galismay: izleyen diger calismalarda da TNFR1'den ziyade
TNFR2'nin TNF-a’'ya patolojik sinyal iletiminden sorumlu oldugu gosterilmistir (59).
Ayrica 6nemli bir infamatuvar sitokin olan TNF-a’ min apoptoz ekstrinsik yolaginin yan sira
esas olarak ciddi inflamatuvar yanit araciligiyla da renal hasara yol agtigi bilinmektedir (66).

Sisplatin nefrotoksisitesinde esas apoptotik yol intrinsik ya da mitokondriyal yolak
araciligi ile olur. intrinsik yolakta hiicresel stres proapoptotik Bcl-2 ailesinden Bax ve Bak
proteinlerinin aktivasyonuna neden olarak mitokondri membramnda hasar olusmasina neden
olur. Bunun sonucunda organellerden sitokrom-c, apoptoz indikleyici faktor ‘apoptosis
inducing factor’ (AIF), endonikleaz G gibi apoptogenik faktorler salimir. Sitokrom-c, sitozole
salindiktan sonra kaspaz 9 aktivasyonuna ve sonrasinda bir dizi etkilesim sonucunda apoptoza
yol agar. AlF ise kaspaz bagimsiz yollarla apoptoza neden olur (64,67,68).
Ekstrinsik ve intrinsik yolaklarin yam sira ER-stres yolagi da endoplazmik retikilimtin
sitozolik yuztinde bulunan ve ER stres ile aktive olan kaspaz-12 yolu ile apoptozu uyarir
(69). (Sekil 7)
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Sekil 7: Renal tubller hiicrelerde sisplatine bagli gelisen apoptotik yolaklar (9)

Kaspaz 8 ve 9 renal tubller apoptozda kritik bir role sahip olan kaspaz 3'U aktive eder.
Kaspaz 1 sisplatin hasar1 gelismis bobrekte kaspaz 3'U dogrudan aktive etmenin yanisira
interlokin 1B seviyelerini arttirarak inflamasyona katkida bulunur. Kaspaz 1'in bulunmadigi
farelerde sisplatine bagli apoptozun ve akut tubller nekrozun azaldigr gosterilmistir (61).
Calismalarda gucli endonikleaz aktivitesi olan deoksiribonikleaz 1'in  de DNA
fragmentasyonu yolu ile sisplatin nefrotoksisitesinde rol aldig: bildirilmektedir (70).

Apoptotik yolaklarda p21 ve hiicre siklus regulasyonu

Hucre siklus proteinleri sisplatin nefrotoksisitesinde renal hicrelerin 6lumi  ve
korunmasinda yer alan esas regulatorlerdir (71). Normalde hticre siklusu siklin-bagimli kinaz
ailesi (cdk) ve bu aileye ait siklin denen spesifik diizenleyici proteinlerle regtle olur. Spesifik
cdk/siklin - kompleksleri
rollerinden dolay: cdk’'lar INK4 ve CIP/KIP ailesi inhibitorleri tarafindan negatif olarak

regule edilirler (72-74).

hiicre siklusundaki major degisimlerde goérev arlar. Kritik

Bu inhibitorlerin en dnemlilerinden biri p21'dir. P21 ve cdk’lar
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arasindaki bu dengenin bozulmasi sonucu renal tubller hicreler 6lur ya da hayatta kalir.
Sigplatin nefrotoksisitesinde cdk aktivasyonu yolu ile sessiz fazdaki hticreler hiicre siklusuna
girerler, bunun yaminda cdk inhibitérii olan p21 de aktive olur. p21, p53 bagimli ve p53
bagimsiz yollarla aktive olur. (75). (Sekil 8).Y apilan ¢alismalarda p21 bulunmayan farelerin
sisplatin toksisitesine oldukc¢a duyarli olduklar: bulunmus , bu farelerin bobreklerinde ciddi
doku hasar1 ve tubiler hiicre apoptozu saptanmustir (58). P21'in cdk2'yi engelleyerek renal
hicreleri apoptozdan korudugu ve sisplatin nefrotoksisitesinde renoprotektif role sahip oldugu
gogerilmistir (76).

Apoptotik yolaklarda p53 sinyal yolag:

Apoptoza yol acan olaylarda en dnemli ve karmasik rollerden biri de tUmor supresor
proteini p53'e aittir. Bir dizi etkilesim sonucunda p53, ataksi telanjiyektazi mutasyona
ugramig protein ‘ataxia telangiectasa mutated protein’ (ATM) ve ozellikle de ATM ve
Rad3 iligkili protein ‘ATM- and Rad3 related protein’(ATR) kinaz tarafindan fosforile
edilerek aktive hale gelir. Ayrica ATR, mitojen-aktive protein kinaz ‘mitogen-activated
protein kinase' (MAPK) kaskatimin da aktivasyonunda rol alir. TUmor supresor proteini p53,
bax geni gibi proapoptotik genleri aktive ettigi gibi hiicre duraklamas: ve hiicre tamirinde yer
alan gadd45a genini de aktive eder. Bu aktivasyonlar sonucunda Bax sitozolden mitokondriye
transfer olur, kaspaz 3 ve kaspaz 9'u aktive eder ve apoptoz olusur. Bir baska apoptotik yol
olan Fas/FasL ,kaspaz 8 ve kaspaz 3 aktivasyonunda da p53 gorev alir.

Batun bu etkilerin sonucunda sinyal yogunluguna ve yolaklar arasindaki iletisime bagli olarak
hiicre hayatta kalir ya da 6lur (4,40). (Sekil 8)

Apoptotik yolaklarda MAPK Yolaklar:

MAPK yolaklar1 gesitli ekstraseltler fiziksel ve kimyasal stres nedeni ile aktive olan
serin/treonin kinazlarindan olusmus paralel kaskatlar serisidir. Hucrenin proliferasyonu,
farklilasmasim ve canliligim diizenlerler. Ug temel MAPK yolag eksraseliiler regiile kinaz
(ERK), p38, Jun N-terminal kinaz/stres aktive protein kinaz (INK/SAPK) enzimlerinde
sonlanir. ERK yolag ekstraseltler biyume faktorleri tarafindan aktive olup hem hticre yasami
hem de htcre 6limu ile iliskilidir. INK/SAPK ve p38 yolaklar: ise oksidan, ultraviyole isin,
hiperozmolalite, inflamatuvar sitokinler gibi bir cok stres faktori tarafindan aktive hale gelir
ve hticre o6lumu ile iliskilidirler. Sisplatinin in vitro ve in vivo yapilan ¢alismalarda bu g
MAPK yolagim aktive ettigi gosterilmistir (10,77).ERK ve p38 ,TNF- o uyariimasinda da rol
alir. ERK ayrica renal tubiler epitel hiicrelerde apoptozu kontrol eden kaspaz 3' U de aktive
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eder. Fosforile-ERK 0Ozellikle distal nefrona lokalize bulunur, bu yizden de ERK1/2
aktivasyonu distal nefron hasarinda yer alabilir. ERK yolaginin proksimal tubll hasarinda yer
alip amadig1 tam olarak bilinmemektedir ama distal nefrondaki yamit otokrin ve parakrin
islemler sonucunda proksimal tubilu de etkileyebilir (78). P38 aktivasyonu proksimal tubdl
hasarina aracilik eder. P38'in uyarilmas: sisplatinin neden oldugu hidroksil radikaller araciligi
ile olur (62). INK/SAPK vyolaginin sisplatin nefrotoksisitesindeki roltne yonelik yeterli
¢alisma bulunmamaktadir.

Sisplatin Nefrotoksisitesinde Oksidatif Stres

Oksidatif stres hasar1 sisplatine bagli akut bobrek hasarinda aktif olarak rol alir.

Oksidatif streste hiicrelerde ksantin-ksantin oksidaz, mitokondri ve nikotinamid adenin
dinukleotid fosfat oksidaz (NADPH oksidaz) tarafindan reaktif oksijen tirleri (ROS) Uretilir.
Sisplatin varliginda ROS tim bu yolaklarca uretilir. Olusan bu oksidan molekiller dogrudan
lipid, protein ve DNA gibi hticre komponentleri Utzerinde etki gosterir ve yapilarim bozar.
(12).

Sisplatin Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz ve heksokinaz aktivasyonu yolu ile de serbest
radikal Uretiminin artmasina ve antioksidan Uretiminin azalmasina neden olur (79). Sisplatin
intraseller kalsiyum seviyesini arttirarak NADPH oksidazi aktive eder ve hasar gormis
mitokondri tarafindan ROS dretimini uyarir (11). Stperoksid anyon, hidrojen peroksit ve
hidroksil radikal sisplatinle tedavi edilmis bobreklerde artmis olarak bulunmustur (80-82). Bu
serbest radikaller peroksidasyon ile hiicre membraninin lipid yapilarina zarar verirler,
proteinleri denatlire ederek enzimatik inaktivasyona yol acarlar. Serbest radikaller aym
zamanda mitokondriyal disfonksiyona da yol agarlar (79). Antioksidan enzimler sisplatin
tarafindan inhibe edilirler ve siiperoksid dismutaz, glutatyon peroksidaz ve katalazin renal
aktiviteleri onemli dlglide azalir (83,84). Antioksidan sistemlerin hasar gbrmesi sonucunda
lipid peroksidasyon urtini olan malondialdehidin (MDA) arttigi gbzlenmistir (37,85).

Hayvan caligmalarinda hiperbarik oksijen, , vitamin C , vitamin E, glutamin, melatonin
gibi bir gok antioksidanin sisplatine bagli akut nefrotoksisiteyi onledigi gosterilmistir (12,13).
Oksidan ve antioksidan sistemlerinin kronik nefrotoksisitedeki rolt hentiz tam olarak
aydinlatilamamustir.

Reaktif nitrojen turleri de sisplatin nefrotoksisitesinde caligilmistir. Sisplatin verilmis
ratlarda peroksinitrit ve nitrit oksidin renal igeriginin artrms oldugu gosterilmistir.
Peroksinitrit, protein yap: ve fonksiyonunda degisikliklere, lipid peroksidasyonuna, DNA’nin
kimyasal yikiming, tiol havuzlarimin oksidasyonu yolu ile hiicresel savunma sistemlerinin
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zayiflamasina neden olur (86,87). Nitrik oksidin (NO) ise sisplatine bagli bobrek hasarinda
toksk rol oynayip oynamadigi henliz gosterilememistir. Bazi calismalarda NO’nun
nefrotoksisite gelisiminde rol alip nitrik oksit sentez inhibitorinin nefrotoksisiteyi azaltic
etkisinden bahsedilirken bazi ¢alismalarda datam tersi etkiden stz edilmektedir (88-90).
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Sekil 8: Hicrede sisplatine bagli gelisen apoptoz ve apoptotik yolaklarin tumi (4)
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Sisplatin Nefrotoksisitesinde Hipoks ve Mitokondriyal Hasar

Hipoksi ve mitokondriyal hasar sisplatin nefrotoksisitesinde rol alir. Sisplatine bagl
nefrotoksisitede patolojik degisiklikler cogunlukla proksimal tubulin S3 segmentinde
meydana gelir. Bobregin bu kismui iskemiye oldukga duyarlidir (91). Sisplatin
nefrotoksisitesinin incelendigi ¢alismalarda hipoksik hticrelerin nemli bir kismini proksimal
tibul hiicrelerin olusturdugu gosterilmistir. Ote yandan sisplatin hasarinda in vivo olarak
proksimal tibiul S3 segmentinde hipoksi indiklenebilir faktor tn *hypoxia inducible factor 1’
(HIF 1) aktive oldugu gosterilmistir. HIF 1 anjiyogenez, eritropoez ve glikolitik adaptasyon
gibi yollarla hipoksinin hiicresel yanitinda rol alan bir transkripsiyon faktoradur. Dominant
negatif HIF-1a-subunit hayvanlarda sisplatin nefrotoksisitesine duyarliligin apoptoz yolu ile
arttig1 gosterilmistir. Bu durumda sisplatine bagli renal hasarda hipoksinin net etkisi heniiz
kesinlik kazanmamstir (92,10).

Sigplatin Nefrotoksisitesinde I nflamasyon

Yapilan son galismalar sisplatine bagli bobrek hasarinda inflamasyonun dnemli bir rold
oldugunu gostermislerdir. Sisplatin TNF-a’ nin renal ekspresyonunu arttirir. Transkribe edici
blytme faktor p ‘transcribing growth factor-g’ (TGF- ), monosit kemoatraktan protein-1
‘monocyte chemoattractant protein-1' (MCP-1), interseliler adezyon molekull
‘intercelluler adhesion molecule’ (ICAM), hemoksijenaz-1 ‘hemoxygenase-1', TNFR1 ve
TNFR2 gibi sitokinler de bdbreklerde artmis olarak bulunurlar. TNF-a renal hasarda da
merkezi bir rol oynar; apoptozu indikler, ROS uretimine katkida bulunur, bobrekte bir gok
kemokin ve sitokinin aktivasyonunu koordine eder. Calismalar TNF-a inhibitorlerinin
sisplatine bagli renal disfonksiyonu %50 oramnda dizelttigi ve yapisal hasar1 azalttigim
gostermistir (10). TNF-o bulunmayan farelerin sisplatin nefrotoksisitesinden blyik oranda
korundugu gozlenmistir (59).

Sisplatin Nefrotoksisitesinde Fibrozs

Sisplatin, etkilenmis ttblller etrafinda makrofaj ve lenfosit infiltrasyonunun da gozlendigi
fibrozise neden olur. Yapilan bir galismada bir hafta boyunca her giin 2 mg/kg sisplatin
enjeksiyonu alan sicanda bir hafta gibi kisa sirede kortikomedller bileskede fibrotik
lezyonlarin olustugu ve bes haftada maksimuma ulastigi gozlenmis, sisplatin uygulamasi
kesildikten sonra ise yaklasik 19 haftalik gozlem siiresi igerisinde fibrotik dokularin azaldig:
ve renal tublllerin rejenere oldugu godzlenmistir (92). Ayni zamanda BUN ve kreatinin
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seviyelerinde de dusme gordlmistir. Bir cok kez sisplatin kemoterapisi almis insanlarda
yaygin renal tibulointersitisyel nefroz gosterilmistir (93).

Ozet olarak; sisplatin bir cok mekanizma ile nefrotoksisiteye neden olur. Bu farkl: yolaklar
arasinda onemli etkilesimler gergeklesir. Bu yolaklarin ve aralarindaki etkilesimlerin
nefrotoksisiteye ne derecede katkida bulundugu halen tam olarak saptanamamustir (Sekil 6-8,
Tablo 4).

Tablo 4: Sisplatin metabolizmasi ve toksisiteye neden olan olaylar (10)

Olay Tliski
Farmakokinetik ve atilim Renal atilim Tabullerde ilag birikimi
Hicre icine alhm  ve | Transport aracilikli Hucre igine alimin engellenmesi
metabolizma Intraseliiler hidrasyon Artmus toksisite
Genomik etkiler Gen aktivasyonu Kaspaz 3& Apoptoz
Genin inaktif hale gelmesi Slperoksid dismutaz & 1 ROS
Dogrudan toksik etkiler ROS Lipid peroksidasyonu
Mitokondriyal hasar T ROS, |ATP Uretimi
Indirekt toksik etkiler MAPK yolaklar: 1 TNF-a Uretimi apoptozu aktive
eder
Organ etkileri: Histoloji Tubuler hasar Apoptoz, nekroz

Organ etkileri: Fonksiyon | | tubller fonksiyon, | GFR | Na, K, Mg kayb

BOBREKTE SISPLATINE BAGLI PATOFIZYOLOJIK ETKILER

Serbest sisplatin glomertlde filtre edilir ,%80'i ilk 24 saat i¢inde vicuttan atilir. GFR doza
bagimli (kimulatif dozlarla) olarak disebilecegi gibi tek doz uygulamasindan sonra da
azalabilir (7). Sisplatin infizyonundan sonraki ilk U¢ saat icinde bobrek kan akimi azalabilir
ve bunun sonucunda GFR dusebilir. Renal kan akiminin azalmasina ve GFR'’ nin diismesine
neden olan aracilar henliz saptananamamustir (10). Makila densada sodyum klortr aliminin
artmast tubuloglomerdler geribildirim aracilig: ile renal vaskiler direncte artisa neden olur.
Bu olaylarin sonucunda GFR’de ve renal kan akiminda degisiklikler olusur (94). Sisplatin
tedavisi alan hastalarin %25 inde tedaviden sonraki bir iki haftalik sirecte geri dontstumlu
azotemi saptanir (95). Hastalarin 6nemli bir azinliginda renal fonksiyonlarda azalma goralUr.
Geri doniisimsiiz bobrek hasar1 yilksek dozlarda ve tekrarlanan kirlerde olur. ileri yas, renal
radyasyon ve alkol alimi toksisiteyi arttirir (10).
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Sisplatin  nefrotoksisitesinde gorulen proksmal tubuler  disfonksiyon  renal
hemodinamiklerde degisimlere neden olur. Sisplatin uygulamasindan 48-72 saat sonra
proksimal ve distal tubuler reabsorpsiyonda bozulma ve vaskiler direngte artis gorulur (95).
Akut toksisite mitokondriyal fonksiyonda, hicre katyon icerigi ve solit transportunda
azalmaya neden olur (94,95). Sisplatin uygulamas: tibuller reabsorpsiyonda bozulmaya ve
idrar konsantrasyonunda azalmaya neden olur. Proksimal tlbilde sodyum reabsorpsiyonu,
distal ttibllde de sodyum ve su reabsorpsiyonu artisi ile su ve sodyum atilimi artmustir. Polidri
genellikle sisplatin uygulamast ile birlikte goralir ve iki farkli fazda goralir. Birinci faz ilacin
uygulanmasindan 24-48 saat sonra gerceklesir. idrar ozmolalitesi azalir ancek GFR'de
degisiklik gozlenmez. Bu fazin prostoglandin araciligr ile oldugu dustnulmektedir;
vazopressin ve aspirin ile engellenebilir. Erken fazda politiri kendiliginden duzelir. ikinci faz
ise ilag uygulamasindan 72-96 saat sonra gergeklesir ve GFR’ de azalma ile karakterizedir. Bu
fazda mediller tonisitede azalma ve proksimal tubil ve Henle kulpunun ¢ikan kolunda NaCl
transportunda bozulma gordlir. Bu faz herhangi bir ilagla engellenemez. Birgok hasta idrarla
sodyum, potasyum, magnezyum ve kalsiyum kaybeder ve bazilarinda ortostatik hipotansiyon
gordlur (10).

SISPLATIN NEFROTOKSISITESINDE HISTOPATOLOJIK DEGISIKLIKLER
Sisplatin nefrotoksisitesi dncelikle tubulointersitisyel lezyonlara neden olur (10). Hayvan
modellerinde sisplatinin proksimal ttbulin Ozellikle S3 segmentini etkiledigi saptanmustir
(7,10,12). Proksimal tubul hicrelerinde nekroz, apoptoz, sitoplazmik vakUolizasyon,
lizozomlarda degisiklikler, karyopiknozis ve tubillerde silendirler izlenmistir. Ayn zamanda
bazi proksimal tUbil hicrelerinde apikal hiicre membraminda firgams: kenar mikrovillus
hasar1 saptanmistir. Distal ttblllerde de sitoplazmik vakuolizasyon, apoptoz,mitokondriyal
sisme ve nikleer solukluk meydana geldigi gosterilmistir (38,39,96). Yapilan ¢alismalarin
cogunda glomeriler morfoloji ve ultrastruktirel yapr intakt olarak tammlanmakla beraber
glomeriler hasarin saptandigi ¢calismalar da bildirilmistir (39,96,97). Gentamisin ve sisplatin
nefrotoksisitesinin incelendigi bir ¢alismada hem sisplatin hem de sisplatin ve gentamisin
verilen ratlarda tubller hicrelerin yanisira glomertlerde de énemli morfolojik degisiklikler
saptanmistir. Elektron mikroskopik incelemede vaskuler limende endotelyal sitoplazmik
uzantilar, kapiller bazal membranda kalinlasma ve laminasyon, podosit ayaksi ¢ikintilarinda
fokal flzyonlar, epitelyal ve parietal hicrelerin endotelyal hiicre stoplazmalarinda
vakiiolizasyon ve glomeriillerde lipid ve myeloid cisimcikler gézlenmistir (97). Insanlarda

sisplatin nefrotoksisite ile ilgili yapilmis az sayida calisma mevcuttur. Bu ¢alismalarda hasar
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distal ttibul ve toplayici kanallar ya da proksimal ve distal tibiillerde saptanmistir. Doza ve
biyopsi zamanina bagli olarak degisik yerlerde etkilenme gozlenmistir. flag verildikten
sonraki 3-60 gin icinde yapilan biyopsilerde segmental dejenerasyon, nekroz, proksimal
tubllin pars konvolita ve pars rekta kisimlarinda epitel hicrelerin  deskuamasyonu
saptanmisgtir.  Akut bobrek yetmezligi olan hastalarda ise proksimal kivrimli ttblllerde
belirgin nekroz izlenir. Nekroz derecesi doza, konsantrasyona ve zamana baglichr. Intersitisyel
nefrit gorilmez. Kronik nefrotoksisite olan hastalarda ise atipik nikleus ve mitotik figdrlerle,
hyalin silindiri iceren yassi epitelle dosenmis kistik dilate tibuller gozlenmistir. Uzun streli
sisplatin tedavisi tubullerde kist olusumuna ve interstisyel fibrozise neden olabilir (10).

2.1.4.2 SISPLATIN NEFROTOK SISITESININ ONLENM ESI
Sisplatin nefrotoksisitesinin 6nlenmesine yonelik ilacin etki mekanizmasi ve patogenez
g6z Onune alinarak bir ¢cok yaklasim denenmistir.

Atilin ve Metabolizma

Sisplatin uygulamadan 6nce, ilaci verirken ve ilaci verdikten sonra salin (%0.9 NaCl) ile
etkin hidrasyon yapilmasi ve es zamanlt manitol uygulamasinmin sisplatin nefrotoksisitesini
blylk 6lcude azalttigi gosterilmistir (94). Ancak yapilan calismalar didretiklerin kullaniminin
gerekliligi ve hidrasyon sivisinin icerigi hakkinda farkli gorusler bildirmektedir. Mannitol ve
furosemid platinin idrardaki konsantrasyonunu azalttigi igin bu ajanlarin  sisplatin
nefrotoksisitesini azaltabilecegi One slrdlmustir Ancak bu didretiklerin plazma ya da
bobrekteki platin miktar1  ya da hicresel nekroz derecesi Uzerinde olumlu bir etkide
bulunmadiklar: gosterilmistir. Platinin gok onemli bir tubller reabsorpsiyonu olmadigindan
hicredeki platin miktari ilacin liminal konsantrasyonuna bagli olamaz (98). Baz1 calismalarda
mannitol ve furosemidin sisplatin nefrotoksisitesini azalttigi gosterilmisken bazi calismalarda
daha da arttirdig: bildirilmistir. Bir calismada salinin tek ya da furosemid ile beraber
verilmesinin salin ve mannitole gore bobregi daha iyi korudugu gosterilmistir (99). Salin ya
da daha hipertonik sivilarla hidrasyon yapilmasi sisplatinin vicuttan atilimint arttirabilir
(100). Sdlin aym zamanda yuksek Kklorir konsantrasyonlar: saglayarak klorur iyonlarinin
platin molekilunden ayrilmasint engeller ve boylelikle reaktif sisplatin turleri olusmaz (101).
Alternatif olarak, sodyum iyonlarinin da bobrekte koruyucu etkisi olabilir. Son yillarda salinin
sisplatinin hiicresel birikimini degistirmedigi ancak hiicrede sisplatine duyarliligi modifiye
eden stres yanit1 gelistirdigini gosteren bir calisma yayimlanmistir. Bu ¢calismada; stres yaniti
sonucunda sisplatinin DNA’ya ulasip reaksiyona girmesi zorlastigi, proksimal tabtlde
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apoptoza direng gelistigi ve olusan nefrotoksinlerin metabolik aktivasyonunda degisiklikler
gozlendigi bildirilmistir. Ancak bu etkinin sisplatinin timoérisidal etkilerini bloke ederek
antineoplastik aktivitenin azalmasina da neden olabilecegi ileri sirilmustur (102).

Butun bu bilgiler 1s1ginda didretik kullamminin nefrotoksik etkiyi dnledigine dair net bilgi
yoktur ancak sisplatin uygulamasi sirasinda, oncesinde ve sonrasinda etkin hidrasyon
yapilmasi halen kullanilan en 6nemli koruyucu 6nlemdir.

Sisplatin nefrotoksisitesinde GFR’'de meydana gelen dustklik tek bir dozda verilen
miktarla dogrudan orantilicir. Bu ylUzden de sisplatin genellikle fraksiyone dozlar halinde 3-5
gunlik kdrler iginde kullamimaktadir. Dozun bir uygulamada 120 mg/n? ‘yi gectigi
durumlarda bobrek hasar1 kagimlmaz olabilir (7).

Hicresal alim

ikinci ve Uglincli jenerasyon platin ilaglari olan karboplatin ve oksaliplatin daha az
nefrotoksik etkileri oldugundan klinik kullammda yerini almigtir. Bu ilaglar, sisplatinin
bobreklerde hticre igine alinmasinda rol alan OTC 2 ile reaksiyona girmedikleri igin renal
tubller hicrelere alimlart azalmisgtir (46,47). Karboplatinin in vitro antitimér etkinliginin
sisplatine benzer oldugu gosterilmistir. Karboplatin es zamanli baska nefrotoksik ajanlar alan
ya da mevcut renal disfonksiyonu olan hastalarda kullanilabilir (10). Sisplatinden daha az
olmakla beraber karboplatin ile de doza bagiml1 nefrotoksisite gbzlenmistir (94). Oksaliplatin
kullamminin ise bobrek fonksiyonlar: tizerinde olumsuz etkisi bildirilmemistir. ileri evre
kolorektal kanser tedavisinde kullammu onaylanmistir ancak diger timoérlerde etkinligi ve
sisplatin ya da karboplatinin yerini alip alamayacagi hentiz degerlendirme asamasindacdir
(103). Nedaplatin, satraplatin, BBR3464 ve ZD0473 gibi in vitro caligmalarda olumlu
sonuclar veren yeni platin tirevleri ise halen ¢alisma asamasindadir (104).

Diyabetik hayvan modellerinde bobreklerde daha az sisplatin nefrotoksisitesi gozlenmistir.
Bu hayvanlarda organik katyon transport sisteminin fonksiyonel olarak bozulmus olmasi
bobregin sisplatini daha az biriktirmesine ve dolayis ile daha az nefrotoksik etkiye neden
olmustur. Bu durumda insilin tedavisi bu nefroprotektif etkiyi, organik katyon transportunun
fonksiyonunu diizenleyip sisplatinin hiicre igcine alimini ve sitotoksisitesini arttirma yolu ile
tersine gevirebilir. Insanlarda serum glukoz seviyesinin manipulasyonunun sisplatin
nefrotoksisitesi lizerine etkisini arastiran galigmalara ihtiyag vardir (105). Yapilan in vitro
calismalarda simetidinin hOCT2 yolu ile hicre igine girmek icin sisplatin ile yaristigi
gogerilmistir. Simetidine ait bu 6zellik sisplatinin proksimal tibul hicreleri tarafindan alimini
engelleyip sisplatin nefrotoksisitesini azaltabilir (46).Ortak bir yapisal element iceren sistein,
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metiyonin, N-asetilsitein ve DL-homosisteinin proksimal ttbll hicrelerinin S1, S3 kismi ve
distal toplayici tibullerde sisplatin alimini engelledigi gosterilmistir (50).

Intrasdliiler dagiim

Prokainamidin bobrekte biriktikten sonra sisplatin ile reaksiyona girerek daha az toksik bir
kompleks olusmasint sagladigi ve sicanlarda sisplatin toksisitesini azalttigi gosterilmistir
(206).

Antioksidan ilaglar

Nefrotoksisite patogenezinde oksidatif hasar 6nemli bir rol oynadigindan nefrotoksisiteyi
Onlemeye yonelik cok sayida antioksidan ajan ¢alisilmistir (10,12).

Allopurinol ve ebselenin beraber kullamminin  ratlarda nefrotoksisite ve ototoksisiteyi
azalttign gosterilmistir. Ksantin oksidaz inhibitori olan allopirinol ROS (retimini
azaltmaktadir. Ebselen glutatyon peroksidaza benzeyen 6zellikleri nedeni ile peroksinitriti
etkin bir sekilde ortadan kaldirr ve glutatyon ve diger tiyoller varhiginda lipid
peroksidasyonunu engeller. Oral yoldan emilimi iyi olan ebselen akut iskemik stroke olan
insanlarda denenmis ve herhangi bir yan etkiye rastlanmamistir (107).

Erdostein’in G6PD aktivitesini arttirarak oksidatif strese karsi hiicreyi  korudugu
gozlenmistir (79). Edavorone ve N-asetilsistein azalmis glutatyon depolarinin tekrar artmasina
yardimci olurlar (108).

Yapilan hayvan calismalarinda antioksidan 0Ozelliklere sahip olan glutamin, kaspaisin,
silmarin, Vitamin C ve Vitamin E gibi ajanlarin nefroprotektif 6zellikleri saptanmistir (10,12).

Sulfar iceren bilesenlerle yapilan cok sayida calismada da bu ganlarin sisplatinin
antitimoral etkinligini etkilemeden nefrotoksisiteyi azalttigi yonunde kanitlar elde edilmistir
(10).

Bir organik tiyofosfat olan amifostinin maliyn hiicrelere segici olan bir 6zellikle tiyol
grubu bagislayarak sisplatin toksisitesini azalttigi gosterilmistir. Amifostin, sisplatin alan ileri
evre overyen ve kiguk hicreli disi akciger kanserli hastalarda kiimtlatif renal toksisiteyi
azaltmaya yonelik Amerikan Gida ve ilag dairesinin kullanimim onayladig: tek ilagtir (109).
Bu ilag serbest radikalleri baglayarak toksisiteyi onler. Ayrica amifostin platine baglanarak
DNA baglarinin olusumunu azaltabilir. Ancak yan etkileri ve maliyeti nedeni ile simirh

kullanimi mevcuttur (10).
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Sinyal iletimi

Serum timik faktor timustan izole edilen ve T huicrelerinin aktivasyonu ve farklilasmasinda
gbrev alan bir timik hormondur. Serum timik faktor rat modelinde ERK aktivasyonunu
azaltarak sisplatine bagli renal hasar1 Onlemistir (110). Diger selektif MAPK/ERK
inhibitorlerinin de inflamasyon ve apoptozu azaltarak sisplatine bagl: renal hasar1 azalttig:
gogterilmistir (78). Ancak sisplatine bagli tumor hiicrelerinin apoptozu MAPK/ERK yolaklart
ile aktive oldugundan bu inhibitdrlerin kullanilmasimin sisplatinin antitimoral etkinligi
Uzerinde olumsuz bir etkisi olabilir (111).

Antiinflamatuvar ilaglar

Salisitlar bir ¢ok infalamatuvar hastaligi tedavi etmekte kullamilirlar. Antiinflamatuvar
etkinliklerini siklooksigenaz aktivitesini ve prostoglandin sentezini engelleyerek gosterirler.
Sisplatin toksisitesinin gelistirildigi rat modellerinde yiksek doz salisilat kullanimimin TNF-a.
Uretimini zayiflattigi ve renal inflamasyonu azalttigi gosterilmistir. Salisilatlarin sisplatinin
antitimoral  etkinligini bozmadigi da yapilan calismalarla kamtlanmistir (65). Hayvan
modellerinde TNF-a Uretimini baskilayan o- melanosit uyarici hormon ‘a- melanocyte
stimulating hormon€ (a-MSH) ve interlokin 10'un sisplatine bagli renal hasari1 azalttig:
gogerilmistir (112). In vitro modellerde fibratlarin, sitratlarin mitokondriden ¢ikisini ve bax
proteinlerinin sitoplazmadan mitokondriye gegisini Onlemek sureti ile serbest yag asidi
olusumunu engelledigi ve apoptozu baskiladigi bildirilmistir.  Fibratlarin  sisplatin
nefrotoksisitesini azalttigi hayvan calismast ile desteklenmistir (113). Ancak bu ganlarin
nefrotoksisiteyi dnleyip 6nlemedigini ortaya ¢ikarmak igin insan ¢alismalarina ihtiyag vardir.

2.1.4.3 SISPLATIN NEFROTOK SISITE TEDAVIiSI

Sisplatine bagli gelisen bobrek hasarinda spesifik bir tedavi bulunmamaktadir. Sisplatin
verilen hastalarda hidrasyona dikkat edilmelidir. Siklikla magnezyum ve potasyum
replasmanina ihtiyag duyulan bu hastalar elektrolit imbalansi agisindan yakin takip
edilmelidirler. Sisplatin ve magnezyum dis medullada aym sodyum ve su kanallarin
etkilerler. Sisplatin magnezyum kaybina neden olur ve magnezyum eksikligi de sisplatin
nefrotoksisitesini arttirabilir. Sisplatin tedavisi sirasinda ciddi gastrointestinal yan etkiler
gorulebilir ve bu durum anoreksi ve diyare nedeni ile magnezyum eksikligine neden olabilir.
Bu ylUzden magnezyum destegi sisplatin toksisitesini azaltabilir (10). Germ hicreli timort
olup sisplatin tedavisi alan 17 hastanin katildigi bir calismada devamli magnezyum
desteginin renal tubuler hasar1 azalttigi gosterilmistir (114).
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Sisplatin nefrotoksisitesi gelisen diger hastalarda diger nefrotoksik ajanlar da dikkatle
kullanilmalidir. Calismalar sisplatin nefrotoksitesini onlemek amaci ile profilaktik 6nlemler
Uzerinde yogunlasmistir. Ancak bu calismalarda da ilacin antitimoral etkinligini yitirmemesi

de g6z 6nuinde bulundurulmalidir (10).

2.2 KARNITIN

Karnitin hiicrenin enerji Uretimi icin beta oksidasyona gidebilmek tzere uzun zincirli yag
asitlerinin mitokondri matriksine gecisinde gorev alan, asetillenmis Koenzim A (KoA)
miktarim dizenleyen ve diger hiicresel metabolik olaylarda yer alan, antioksidan 6zelligi
kanitlanmis vitamin benzeri bir bilesiktir. Vicutta L izoformunda bulunan karnitinin L-

karnitin, asetil L-karnitin ve propiyonil L-karnitin tirevleri bulunmaktadir.

Sekil 9: Karnitinin molekiler yapisi Sekil 10: Asetil L-karnitinin molekiler yapist
(4-N-trimetilamonyum-3-hidroksibitirik asit)

C|H3 H CHs
. | |
OOCCH,CHCH, * N CHs " OOCCH,CHCH,* N\——CH;
- |
OH CHs COCH; -O CH,

2.2.1 KARNITIN ve ASETIiL-L KARNITiN: BiYOSENTEZ, FizYOLOJIK ROL,
METABOLIZMA

Karnitin (4-N-trimetilamonyum-3-hidroksibitirik asit) 20. yy baslarinda kas dokusunda
kesfedilen esansiyel olmayan bir amin tirevidir. Onceleri esansiyel bir vitamin oldugu
disintlmis ancak daha sonralar1 karaciger bobrek ve beyinde aminoasit Oncillerinden
sentezlendigi gosterilmistir (14,15).

Karnitin sentezinde iki esansiyel aminoasit gorev alir; lizin ve metiyonin. Sentez, L-lizin
aminoasidinin  S-adenozilmetiyonin (SAM) ile metilasyonu ile baslar. Magnezyum, C
vitamini, demir, B3 ve B6 vitaminleri, alfaketoglutarat ve SAM sentezi icin gerekli olan diger

kofaktorler ( metiyonin, folik asit, B12 vitamini,betain) endojen karnitin sentezinde goérev
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almaktadir (14). insanda iskelet kasi, kalp, karaciger, bobrek ve beyinde karnitinin bir onclil i
olan gamma-bitirobetain sentezlenir ancak sadece karaciger bobrek ve beyinde bu madde
karnitine donusturulebilir. Bu reaksiyon gammea-bitirobetain hidroksilaz enzimi tarafindan
gerceklestirilir. Bu enzimin aktivitesi fetus ve yenidoganlarda ok distiktir (15). insanlarda
karnitinin %75’ diyetten saglamir, geri kalan %25'i ise endojen olarak sentezlenir (16).
Karnitin kaynaklar: gogunlukla et, siit gibi hayvansal Urtunler olmakla birlikte pisirilmeye ve
hazirlamaya bagl1 diyetteki karnitin igerigi degisebilir (14,15).

Disardan alinan ve endojen olarak sentezlenen karnitin L- izoformundadir (15). L-karnitin
aktif transport ve pasif difizyon yollart ile barsaklardan emilir. Maksimum kan
konsantrasyonuna oral alimdan ¢ buguk saat sonra ulasilir ve 15 saatlik bir yar1 6mri vardir
(14). Plazmada ve dokularda serbest ya da yag asitlerine bagli agilkarnitin tirevi olarak
bulunabilir (16). Kalp, iskelet kasi, karaciger, bobrekler ve epididimiste spesifik transport
sistemleri bulunan karnitin bu dokular iginde yogunlasir. Kan yoluyla tasinan karnitin agirlikl:
olarak kalp ve iskelet kasinda depolanir. Karnitinin viicuttan atilimi esasen bobrekler yolu ile
olur (14).Glomeruler filtrasyondan sonra karnitinin proksimal ttibillerde bulunan spesifik bir
transport sistemi tarafindan etkin sekilde (filtre edilen karnitinin %90'1) reabsorpsiyonu
yapilir. Bébrek karnitin transportunun sodyum- bagimli oldugu ve agil karnitin gibi karnitin
turevleri ile engellenebildigi gosterilmistir (17,18).

Karnitin hicresel enerji metabolizmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Serbest uzun
zincirli yag asitlerinin hiicre enerji Uretimi icin beta oksidasyona gidebilmek Uizere mitokondri
i¢ membranindan mitokondri matriksine gegisinde esansiyel bir kofaktor olarak rol alir. L-
karnitin beta oksidasyonu hizlandirarak asetil Koa miktarini arttirir, potansiyel toksik asetil
KoA metabolitlerini tamponlar ve asetil KoOA/KoA oramnt dizenler. Bu oran sitrik asit
siklusu, glukoneogenez, Ure siklusu ve yag asit oksidasyonunda gorev alan bir cok
mitokondriyal enzim aktivitesinin diizenlenmesinde 6nemlidir (14,19,20). Karnitin sayilan bu
Onemli gorevlerinin yam sira bir ¢ok hiicre ici metabolik olayda gorev alir. Bunlar;
1-Dall1 zincirli aminoasit (valin. 16sin, izol6sin) metabolizmast
2- Keton cisimlerinin kullanimi
3-Peroksizomal beta oksidasyonu
4-Eritrosit membranda yag asiti-fosfolipid dontisimi
5-Yag asit zincir kisaltma islemlerinin yan drdnlerinin peroksizomlardan disar1 gikarilmast
6-Antioksidan etki, serbest radikal ¢opgulugi (20,21).

Asetil L-karnitin, L-karnitinin kisa zincirli ester turevi olup vicutta en ¢ok bulunan
asilkarnitin taradur. Bu karnitin tirevi, L-karnitinin fizyolojik 6zelliklerini tagimasimn yam
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sra igerdigi asetil grubu nedeni ile , yiksek enerji metabolizmasi ve anabolik reaksiyonlar
srasinda Onemli bir asetil grubu donorti olarak gorev alir ve normal mitokondriyal
fonksiyonda stratejik bir rol Gstlenir (16). Asetil L-karnitin, yag asidi oksidasyonu sirasinda
asetil Ko-A'min mitokondriye gecisini hizlandirir, asetilkolin dretimine katkida bulunur ve
protein ve fosfolipid sentezini uyarir (15).

222 KARNITIN: ANTIOKSIDAN ,ANTIAPOPTOTIK ve IMMUNMODULATOR
OZELLIKLERI

L-karnitin ve turevlerinin guclt antioksidan 6zelliklere sahip oldugu, in vitro ve in vivo
calismalarda kanitlanmustir.

L-karnitin serbest uzun zincirli yag asitlerinin beta oksidasyona gidebilmek izere mitokondri
matriksine gegisinde rol alir. Beta oksidasyon sonucu olusan asetil KoA c¢ok miktarda
oksijenin tuketilip ATP Uretildigi trikarboksilik asit siklistine girer. Bdylelikle bu siklus
sonunda H,O’ya indirgenen oksijenin konsantrasyonu azalir ve reaktif oksijen tdrlerinin
olusumu azalmis olur (22).

Hucre ici oksidatif hasar lipid peroksidasyonuna, fosfolipid yikimina ve bu yolla serbest yag
asidi miktarimin artigina neden olur (115,116). Serbest uzun zincirli yag asitleri hidrofobik
anyonlar olup anyonik deterjanlarla benzer tzellikler tasirlar ve doku diizeylerindeki artislar:
mitokondri de dahil olmak Uzere hiicre membran yapilarinda ve fonksiyonlarinda degisiklige
yol agar (117,118). Bu uzun zincirli serbest yag asitleri mitokondrilerdeki voltaj bagimli
kanallarla etkilesimde bulunup membran gecirgenliginde degisiklige ve sitokrom ¢ salinimina
ve apoptoza yol agarlar (68,118-120). Serbest yag asitlerinin neden oldugu mitokondriyal
disfonksiyonun karnitinin tarafindan engellendigi gosterilmistir (118). Farkl: hiicre tiplerinde
yapilan calismalar karnitinin hiicre membran gegirgenligindeki degisiklikleri, apoptozu,
mitokondriyal disfonksiyonu ve lipid peroksidasyonunu gucli bir sekilde engelledigini
gostermistir (38,118,121).

L-karnitin oksidatif stresi engeller, nitrik oksidi ve oksidatif hasardan korunmaya yonelik
enzimlerin aktivitesini diizenler, bir cok mitokondriyal toksik gjana kars1 koruyucu etki saglar
(23-25). Siksinat dehidrogenaz gibi mitokondriyal enzimlerin yam sira katalaz ve stiperoksit
dismutaz gibi antioksidan enzimlerin aktivitelerinde koruyucu rol oynar (26). L-karnitin bir
antioksidan olarak antioksidatif savunma mekanizmasindaki U¢ enzimin-glutatyon peroksidaz,
katalaz, superoksit dismutaz- peroksidatif hasardan korunmasinda ve esasen serbest
radikallerin neden oldugu yasla meydana gelen degisikliklerin normal hale getirilmesinde
Onemli bir gjandir (27). Bir ¢alismada yash ratlara verilen L-karnitinin gigli bir antioksidan
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ve serbest radikal ¢opciist oldugu, askorbik asit, glutatyon ve E vitamini gibi antioksidanlarin
etkisini arttirdigi ve noronlarda peroksidatif hasarin gostergesi olan lipofuksin birikimini
azalttigi gosterilmistir (21). L-karnitinin propiyonil ester turt olan propiyonil-L-karnitin ile
yapilan baska bir calismada ise bu maddenin etkin bir antioksidan oldugu sliperoksit
¢cOpculigi yaptigr ve DNA'y1 kismen koruyucu etkisi oldugu ortaya ¢ikarilmistir (28). Yakin
zamanda Ulkemizden bildirilen bir calismada L-karnitin, a-tokoferol ve troloks gibi referans
antioksidanlarla karsilastirilmis, lipid peroksidasyonunu onleyici etkisi ve antiradikal
Ozellikleri bir kez daha kanitlanmustir (27).

Son zamanlardaki  calismalar  L-karnitinin - antioksidatif ~ ©zellikleri  yaminda
immunmodulator 6zellikleri de oldugunu gostermektedir. 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 hastaligim 6nlemede faydal1 olabilecegi bildirilmistir (122-124).

Son donemlerde karnitinin antiinflamatuvar etkinligini kanitlamaya yonelik  bir gok
calisma yapilmistir. L-karnitinin kardiyoprotektif etkisinde infalamatuvar sitokinlerin rolinin
calisildig bir hayvan deneyinde L-karnitin uygulamasinin interlokin-18, interlokin 6 ve TNF-
a seviyelerini 0nemli oranda azaltarak inflamatuvar sireci zayiflattigi gosterilmistir (29).
Baska bir calismada da ratlarda olusturulan artrit modellerinde L-karnitin ile beraber a—lipoik
asit uygulamasinin TNF-a seviyelerini anlamli oranda dustrdigt gosterilmistir (30). Kronik
hemodiyaliz hastalariinda yapilan bagka bir ¢alismada da intraventz L-karnitin uygulamasinin
inflamatuvar sureclerde artan bir belirteg olan serum C-reaktif protein (CRP) diizeyini anlaml1
oranda azalttigi1 gosterilmistir (31). Y akin zamanda yapilan baska bir ¢alismada ise sicanlarda
karnitinin inaktif bir izomeri olan D-karnitin verilerek karnitin eksikligi olusturulmus ve
beraberinde karboplatin verilerek karnitin eksikliginin karboplatin nefropatisi Uzerindeki
etkisi arastirilmistir. Calisma sonucunda ise karnitin eksikliginin oksidatif hasar1 ve TNF-a
ve NO gibi inflamatuvar sitokinleri arttirarak karboplatin nefropatisini daha da arttirdig:
gogerilmistir (32).

Karnitin ve tdrevlerinin  kanmitlanmus bu etkilerine ek olarak asetil L-karnitinin gucl
noroprotektif ve antiapoptotik ozellikleri  kanitlanmistir.  NOroprotektif — 6zelliklerini
antioksidan, antiapoptotik aktivite, intraseliler membranlarin stabilizasyonu ve kolinerjik
norotransmisyon yolu ile saglamaktadir (15). Son yillardaki ¢alismalarda asetil L-karnitinin
apoptotik yolaklarda kaspaz 3 ve 9'u engelleyerek apoptozu etkin bir sekilde onledigi
gosterilmistir (125-127).
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2.2.3 KARNITIN:PRIMER VE SEKONDER EK SIKLIK, KULLANIM ALANLARI

Karnitin her ne kadar diyetle alinabiliyor ve endojen olarak sentezleniyor olsa da primer ve
sekonder karnitin eksiklikleri gordlebilir (14). Prematireler ve yenidoganlarda karnitin
sentezinde yer alan gamma-bUtirobetain hidroksilaz enzim aktivitesi dustk oldugundan
primer karnitin eksikligi gorulebilir. Organik asiduri gibi bazi metabolik hastaliklarda da
primer karnitin eksikligi gorulebilir. Her ne kadar karnitin %99 oraminda intraseltler bulunsa
da serum agilkarnitin (AK) ve serbest karnitin (SK) arasindaki iliski intramitokondriyal
metabolik degisikliklere oldukca duyarlidir. Aglik, yaslilik ve hamilelikte serumda serbest
karnitin oram azalmaktadir. AK/SK oraninin degistigi ve karnitin eksikliginin gorildigu diger
durumlar siroz, kronik bobrek yetmezligi, ciddi enfeksiyon, barsak rezeksiyonu, valproik asit
tedavisi, diyabet, kalp yetmezligi, Alzheimer Hastalig1 ve kanserdir (14,15).

Anoreksi, kronik yorgunluk, kardiyovaskuler hastalik, difteri, hipoglisemi,erkek
infertilitesi, muskiler myopati, Rett sendromu gibi durumlarda eksojen karnitin tedavisinin
faydasi gosterilmistir. Karnitin tedavisinin hemodiyaliz ve kanser hastalarinda kronik
inflamasyon ve oksidatif hasar1 azalttigi gosterilmistir (128,129). Ayrica preterm infantlar,
diyaliz hastalar1 ve HIV pozitif bireylerde de L-karnitin eksikligi gorulebileceginden bu grup
hastalar L-karnitin tedavisinden fayda gorebilirler (14,15). Yapilan bir calismada
hemodiyalize giren hastalarda karnitin uygulamasimin BUN, kreatinin ve fosfor gibi protein
katabolizma Urlinlerinin serum degerlerini anlamli oranda diisUrdigini saptanarak son dénem
bdbrek hastaliginda karnitinin kritik bir role sahip oldugu gosterilmistir (130) .

Asetil  L-karnitinin  noroprotektif  ozelliklerinden dolayr ndrolojik  bozukluklarda
kullamminin faydal1 olabilecegi, bircok calismada desteklenmistir. Son zamanlarda, bu
Ozelliklerinden dolay1 Alzheimer Hastaligi, kronik yorgunluk sendromu, depresyon, HIV
enfeksiyonu, diyabetik noropati, beyine ait iskemi ve reperflizyon hasari, alkolizm ve yaslilik
gibi klinik durumlarda kullammi sz konusudur Ayrica diyabette, antikanser ve antiretroviral
tedavi alanlarda agr1 set noktasini azaltarak antihiperaljezik etkisi oldugu gosterilmistir (15).
Karnitinin piyasada satilan L-karnitin, asetil-L-karnitin ve propiyonil-L-karnitin formlari
mevcuttur (131). Gunluk oral doz ginde iki ya da ¢ kez doz basina 1-2 g olmak Uzere
toplam 2-6 g/guin olarak onerilmektedir. Cok az yan etki bildirilmekle beraber bu yan etkiler;
mide bulantisi, kusma, abdominal kramp ve diyare gibi gastrointestinal etkilerdir (14).

2.2.4KARNITIN VE KANSER
Kanserli hastalarinda yetersiz alim ya da kaseksinin yan siratedavi ve neoplastik sliregten
kaynaklanan metabolik degisikliklerden dolay:1 karnitin eksikligi gorulebilir (132). Bir gok



calismada L-karnitin ve tirevlerinin kanser hastalarinda kanserin kendisinden ya da
kemoterapi, imminoterapi gibi uygulanan tedavilerden kaynaklanan yorgunlugu (cancer
related fatigue-CRF) 6nemli Olclide azalttigi kanitlanmigtir (133-135).

Kemoterapiye bagli periferik norotoksisitede karnitin kullammu ile ilgili umut verici
calisgmalar mevcuttur (136). Hayvan calismalarinda antrasiklinlerin neden oldugu akut ve geg
kardiyomiyopatinin karnitin tedavisi ile anlamli oranda 6nlendigi gosterilmistir (137).

2.25KARNITIN VE SISPLATIN

Sisplatin toksisitesinde L-karnitin ve tirevlerinin kullanimu ile ilgili calismalar mevcuttur.
Bazi hayvan calismalarinda karnitin  kullammimin - sisplatine bagli  hepatotoksisite
kardiyotoksisite, norotoksisite ve ince barsak toksisitesini azalttigi gosterilmistir (33-36).

Sisplatin nefrotoksitesinde karnitin kullanim ileilgili az sayida ¢aligma vardir (37-39).
Sigplatin bobrekte proksimal ttibillerde belirgin hasara yol acar ve oksidatif strese neden olur.
L-karnitin reabsorpsiyonu proksimal tublllerden yapildigindan sisplatin  toksisitesinde
vicuttan karnitin atilimi artar. Karnitinin renal atiliminin artisi sisplatine bagli tibtler hasarin
ilk gostergesi olabilir (138). Ayrica bu durumda sekonder karnitin eksikligi de gorulur ki bu
da hastalarin bozulmus metabolik durumlarinin daha da kotiye gitmesine neden olabilir.

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

hangi mekanizmalar araciligi ile gelistigi tam olarak anlasilamamustir (37,38).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1.Deney hayvanlari

Her biri alti-sekiz haftalik ortalama agirliklar: 200-300 g olan, ichesleme yetistirilen , 28 adet
Wistar tiiri Albino susu disi sican Dokuz Eylill Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar:
Arastirma Laboratuvar’ ndan (DEUTFHDAL) elde edildi. Sicanlar calisma siiresince oda
1sisinda (20+£2°C) ve 12'ser saatlik gun sigi/karanlik ortaminda tutulup, standart pelet sican
yemi ile beslendi, suya serbestge ulasabilmeleri saglandi. Siganlarin galismadan ¢ikarilma
gerekceleri; sepsis, lokal enfeksiyon, katabolizmada artis ve kanmtlanmis travma olarak
belirlendi.

Calisma icin Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiltesi Deneysel Arastrmalar Etik Kurulu
tarafindan 18.05.2007 tarih ve 57 sayili etik kurul onay: alinds.

3.2 Deney hayvanlari gruplar:

Sicanlar rastgele secilerek, her biri yedi sican iceren dort grup olusturuldu.

Grup | (n=7): Serum fizyolojik uygulanan sigan grubu

Grup Il (n=7):Asetil L-karnitin uygulanan si¢can grubu

Grup I (n=7): Sisplatin uygulanan sican grubu

Grup IV (n=7):Asetil L- karnitin verildikten sonra sisplatin uygulanan sigan grubu

3.3 Siganlara anestezi uygulanmasi:

Tdm sicanlara girisimsel islemlerden 6nce ketamin hidroklorid (40 mg/kg) ve ksilazin
hidroklorid (5mg/kg) intraperitoneal uygulanarak anestezi saglandh.

Girisimsel islemler tamamlandiktan sonra sicanlar yan vyatirilarak uyamncaya kadar

derlenmeleri izlendi.

3.4 Sicanlardan kan orneklerinin ahinmas

Sicanlarin ilk kan drnekleri calisma baslangicinda (sifirinct gtinde) ketamin hidroklorid (40
mg/kg) ve ksilazin hidroklorid (5mg/kg) intraperitoneal uygulanarak anestezi saglandiktan
sonra kuyruklart 1lik su 1slatilip kuyruk veninden (vena caudalis) venosuction ile (yaklasik
0.5-1 mL) alindh.

Sicanlarin ikinci kan ornekleri Sisplatin, asetil L-karnitin veya esdeger hacimde salin
uygulamalarindan 72 saat sonra (izlemin dérdunct gununde) ketamin hidroklorid (40 mg/kg)
ve ksilazin hidroklorid (5mg/kg) anestezisi altinda feda edilme islemi sirasinda abdominal
venden (vena cava caudalis) venosuction ile (yaklasik 5-8 mL) alindi (Resim 1).
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Resm 1: Bir sicamn feda edilme islemi sirasinda abdominal venden kan alinmast

3.5 Siganlarin serum kreatinin dizeylerinin olgilmes

Serum kreatinin diizeyi DP moduler cihazinda (Roche ®) Jaffe yontemi ile kinetik olarak
Olculdi. Bu yontemde, alkali ortamda olusan kreatinin ve pikrik asid kompleksi fotometrik
olarak 6lguldl. Kreatinin sonuglart mg/dL olarak ifade edildi.

3.6 Siganlarin 24 saatlik idrarlarin toplanmas ve hacim degerlendirmeleri

Calisma baslangicinda ve sisplatin , asetil L-karnitin veya esdeger hacimde salin
uygulamalarindan 48 saat sonra (izlemin Gglncl giniinde) tim sicanlarin 24 saatlik idrarlart
metabolizma kafeslerinde toplandi. Toplanan 24 saatlik idrarlarin hacimleri dlgulda.

3.7 Siganlarin 24 saatlik idrarda kreatinin diizeylerinin 6lgtilmes

Sicanlardan toplanan 24 saatlik idrarlarda kreatinin diizeyi DP moduler cihazinda (Roche ®)
Jaffe yontemi ile kinetik olarak 6lgildi. Bu yontemde, alkali ortamda olusan kreatinin ve
pikrik asid kompleksi fotometrik olarak olguldu. Kreatinin sonuglart mg/dL olarak ifade
edildi.

37



3.8 Sicanlarda GFR hesaplanmas
Sicanlarda GFR; 24 saatlik idrar volim, 24 saatlik idrarda kreatinin ve serum kreatinin
degerleri kullanilarak asagidaki formule gore hesapland.

GFR (pL/dk) = [idrar kreatinini (mg/dL) x idrar volumu (mL/dK)]

plazmakreatinini  (mg/dL) x 1000

3.9 Siganlarin 24 saatlik idrardatotal L- karnitin dizeylerinin olgilmes
Total 6lgimintn prensibi:
Reaksiyon asetil koenzimA’'nmin karnitin asetiltransferaz (KAT) varliginda L-karnitin ile
reaksiyona girerek serbest koenzimA Uretmesine bagli olarak gergeklesir.
KAT

L-Carnitine + asetil-koA « Asetilkarnitine + koA
Serbest koenzimA tiol grubu igerir ve 5,5-ditiyo-(2-nitrobenzoik asit) (DTNB) ile reaksiyona
girer ve olusumu karnitin miktar1 ile orantil1 olup tiopentolat iyonu olusturur.
Calismada idrar drnekleri direkt olarak 6lcimde kullanildi.
120 mikrolitre 5,5-ditiyo-(2-nitrobenzoik asit) (DTNB)ve Asetil Koenzim A igeren reaktif
solusyonu , 200 mikrolitre su ve 250 mikrolitre idrar 6rnegi karistirildi ve Ug dakika inkiibe
edildi (139). Spektrofotometrede (T80+ UV/VIS Spectrometer, PG Instruments Ltd, United
Kingdom) kinetik olarak absorbans degisimi enzimatik olarak 412 nm‘de Olguldi. 0-20

mg/dL araliginda L-karnitin standartlar1 kullanilarak standart grafigi olusturuldu.

3.10 Sisplatin
Calismada sisplatin (CISPLATIN-Ebewe ® Flakon 50mg/100 mL, Libailag) kullanldh.

Sigplatin  nefrotoksisitesi olusturulmasi icin sicanlara verilecek doz 0.5 mg/mL

konsantrasyonunda 16 mg/kg olarak belirlendi.
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3.11 intraperitoneal sisplatin veya serum fizyolojik uygulamalari

Sicanlar ketamin hidroklorid ve ksilazin hidroklorid ile anesteziye alindiktan sonra steril
sartlarda 22 nolu damaryolu brandlt ile peritona girildi ve sisplatin (0.5 mg/mL
konsantrasyonda 16 mg/kg/doz) isiktan korunarak, perflizor makineleri araciligi ile bir saatlik
intraperitoneal inflizyon seklinde verildi .Plasebo olarak esit hacimde serum fizyolojik (%0.9
NaCl) solusyonu kullanildi; aymi yollave ayni siirede verildi (Resim 2, 3).

Resim 2: Bir sicanin anestezi altinda intraperitonal sisplatin inflizyonu almasi

Resm 3: Ayni gruptaki dort sicamin perfizor makineleri araciligi ile intraperitoneal sisplatin
inflizyonu almalar1

39



3.12 Asetil L-karnitin
Calismada asetil L-karnitin (Sigma®) kullamildi. Toz halinde olan asetil L-karnitin serum
fizyolojik icinde ¢ozilerek 10 mg/mL konsantrasyonda solisyon hazirland.

3.13 Subkitan asetil L-karnitin veya serum fizyolojik uygulamalari

Sicanlara asetil L-karnitin (10 mg/mL konsantrasyonda 200 mg/kg/doz) her iki gluteal
bolgeden subkitan olarak uyguland: (Resim 4) . Plasebo olarak esit hacimde serum fizyolojik
soltsyonu kullamld: ve ayni yolla verildi.

3.14 Hidrasyon

Calisma siiresince suya serbestce ulasmalari saglanan sicanlara ¢alismanin bir, iki ve tglnct
gununde 5 mL/kg/doz serum fizyolojik ginde bir defa intraperitoneal injeksiyon seklinde
uyguland:.

Resim 4: Bir sicana gluteal bolgeden subkditan asetil L-karnitin uygulamast
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3.15 Gruplarin olusturulmas ve galismanin yur atilmes
Calismanin basglangicinda tim sicanlarin ventz kan ornekleri alindh ve 24 saatlik idrarlart
metabolizma kafeslerinde toplandi. Sicanlar rastgele secilerek her biri yedi sican iceren dort

grup olusturuldu.

GRUP | (Serum fizyolojik uygulanan kontrol grubu):

Calismanin birinci guni:
§ 0.DAKIKADA : BmL/kg/doz serum fizyolojik giinde bir defa intraperitoneal
injeksiyon seklinde uyguland:.
§ 30. DAKIKADA : Grup Il ve IV’ deki asetil L- karnitin uygulamas ile esdeger
hacimde serum fizyolojik subkttan injeksiyon seklinde uygulandi.

§ 60. DAKIKADA  : Gruplll velV’ deki sisplatin uygulamas: ile esdeger hacimde
serum fizyolojik bir saatlik intraperitoneal inflizyonla uyguland.
Calismanen ikinci guna:
§ 0.DAKIKADA . 5mL/kg/doz serum fizyolojik giinde bir defa intraperitoneal
injeksiyon seklinde uyguland:.
§ 30. DAKIKADA : Grup Il ve IV’ deki asetil L- karnitin uygulamasi ile esdeger

hacimde serum fizyolojik subkitan injeksiyon seklinde uygulandk.

Calismanin dginct gunu:
§ 0.DAKIKADA . 5mL/kg/doz serum fizyolojik giinde bir defa intraperitoneal
injeksiyon seklinde uyguland:.
§ 30. DAKIKADA : Grup Il ve IV’ deki asetil L- karnitin uygulamasi ile esdeger
hacimde serum fizyolojik subkitan injeksiyon seklinde uygulandk.

Caligmanin Uglincl guniinde islemler yapildiktan sonra  sigcanlar metabolizma kafeslerine
konularak 24 saatlik idrarlar1 topland: ve idrar hacimleri dlguldd.

GRUP 11 (Asetil L-karnitin uygulanan sigan grubu):
Calismanen birinci gind:
§ 0.DAKIKADA . 5mL/kg/doz serum fizyolojik giinde bir defa intraperitoneal
injeksiyon seklinde uyguland:.
§ 30. DAKIKADA : Asttil L-karnitin serum fizyolojik icinde goziilerek 10 mg/mL

yogunlukta soliisyon hazirlandi ve 200mg/kg/doz  subkitan injeksiyon seklinde
uyguland.
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§ 60. DAKIKADA  : Gruplll velV’ deki sisplatin uygulamas: ile esdeger hacimde
serum fizyolojik bir saatlik intraperitoneal inflizyonla uyguland.
Calismanen ikinci guna:
§ 0.DAKIKADA . 5mL/kg/doz serum fizyolojik giinde bir defa intraperitoneal
injeksiyon seklinde uyguland:.
§ 30. DAKIKADA : Asttil L-karnitin serum fizyolojik icinde goziilerek 10 mg/mL

yogunlukta soliisyon hazirlandi ve 200mg/kg/doz  subkitan injeksiyon seklinde
uyguland.
Calismann dgunct gund:
§ 0.DAKIKADA . 5mL/kg/doz serum fizyolojik giinde bir defa intraperitoneal
injeksiyon seklinde uyguland:.
§ 30. DAKIKADA : Asttil L-karnitin serum fizyolojik icinde goziilerek 10 mg/mL

yogunlukta soliisyon hazirlandi ve 200mg/kg/doz  subkitan injeksiyon seklinde
uyguland.
Calismanin Uglincti gininde islemler yapildiktan sonra  sicanlar metabolizma kafeslerine
konularak 24 saatlik idrarlar1 topland: ve idrar hacimleri dlguldi.

Grup 11 (Sisplatin uygulanan sican grubu):
Calismanin birinci guni:
§ 0.DAKIKADA . 5mL/kg/doz serum fizyolojik giinde bir defa intraperitoneal
injeksiyon seklinde uyguland:.
§ 30. DAKIKADA : Grup Il ve IV’ deki asetil L-karnitin uygulamasi ile esdeger

hacimde serum fizyolojik subkitan injeksiyon seklinde uygulandk.
§ 60. DAKIKADA : Sisplatin 0,5 mg/mL konsantrasyonda ve 16 mg/kg/doz bir
saatlik intraperitoneal inflizyonla igiktan korunarak uyguland.
Calismanen ikinci guna:
§ 0.DAKIKADA . 5mL/kg/doz serum fizyolojik giinde bir defa intraperitoneal
injeksiyon seklinde uyguland:.
§ 30. DAKIKADA : Grup Il ve IV’ deki asetil L-karnitin uygulamasi ile esdeger

hacimde serum fizyolojik subkitan injeksiyon seklinde uygulandk.
Calismann dglnct gund:
§ 0.DAKIKADA . 5mL/kg/doz serum fizyolojik giinde bir defa intraperitoneal
injeksiyon seklinde uyguland:.
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§ 30. DAKIKADA : Grup Il ve IV’ deki asetil L-karnitin uygulamasi ile esdeger
hacimde serum fizyolojik subkitan injeksiyon seklinde uygulandk.
Calismanin Uglinct guniinde islemler yapildiktan sonra  sicanlar metabolizma kafeslerine
konularak 24 saatlik idrarlar1 topland: ve idrar hacimleri dl¢uldi.

Grup IV( Asetil L-karnitin verildikten sonra Sisplatin uygulanan sigan grubu):
Calismanen birinci gind:
§ 0.DAKIKADA . 5mL/kg/doz serum fizyolojik giinde bir defa intraperitoneal

injeksiyon seklinde uyguland:.

§ 30. DAKIKADA : : Asttil L-karnitin serum fizyolojik iginde ¢oziilerek 10 mg/mL
yogunlukta soliisyon hazirlandi ve 200mg/kg/doz  subkitan injeksiyon seklinde
uyguland.

§ 60.DAKIKADA : Sisplatin 0,5 mg/mL konsantrasyonda ve 16 mg/kg/doz bir
saatlik intraperitoneal inflizyonla igiktan korunarak uyguland.

Calismanen ikinci guna:

§ 0.DAKIKADA : BmL/kg/doz serum fizyolojik giinde bir defa intraperitoneal
injeksiyon seklinde uyguland:.

§ 30. DAKIKADA : : Asetil L-karnitin serum fizyolojik icinde goziilerek 10 mg/mL
yogunlukta soliisyon hazirlandi ve 200mg/kg/doz  subkitan injeksiyon seklinde

uyguland.
Calismann dgiinct guna:
§ 0.DAKIKADA . 5mL/kg/doz serum fizyolojik giinde bir defa intraperitoneal
injeksiyon seklinde uyguland:.
§ 30. DAKIKADA : : Asetil L-karnitin serum fizyolojik icinde ¢oziilerek 10 mg/mL
yogunlukta soliisyon hazirlandi ve 200mg/kg/doz  subkitan injeksiyon seklinde

uyguland.
CGaligmanin Uglincl guniinde islemler yapildiktan sonra  sigcanlar metabolizma kafeslerine
konularak 24 saatlik idrarlar1 topland: ve idrar hacimleri dlguldi.

3.16 Sicanlarin feda edilmes, kan drnegi ahinmasi, her iki bobregin cerrahi olarak
cikarilmas

Sigplatin, asetil L-karnitin veya esdeger hacimde serum fizyolojik uygulamalarindan 72 saat
sonra (izlemin dérdinci guntinde) sicanlar feda edildi. Sicanlar feda edilmeden 6nce ketamin
hidroklorid ve ksilazin hidroklorid ile anestezi uygulandi. Karin 6én duvar: 6nce alkol ardindan
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batikon ile silinip orta hat vertikal abdominal insizyon ile karin 6n duvar: agildi ve abdominal
venden (vena cava caudalis) venosection ile 5-8 mL kan alinip hipovolemi yaratilarak sicanlar
feda edildi. Takiben her iki bobrek imminhistokimyasal ve elektromikroskobik incelemeler
icin ¢ikarildi. Cikarilan bobrek dokulari disseke edilerek histopatolojik calismalar igin
formaldehid, elektromikroskobik galismalar igin glutareldehid, immunfloresan galismalar igin
ise PBS solusyonlarina konuldu ve -20 °C’de saklandi. Biyokimyasal ¢alismalar igin dokular
kuru tipte -80 °C’ de saklandi (Resim 5).

Resm 5: Bir siganin feda edildikten sonra bobrek dokusunun ¢ikariimasi

3.17 Bobrek doku Homojenizasyonu

Bobrek dokulart serum fizyolojik ile yikandiktan sonra +4°C'de 100 mg' l1k parcalara ayrildh.
Bobrek dokulart 100 mg doku icin 900 niL’de %1.15 KCl solusyonu olacak sekilde MDA
Olcimunde kullamimak Uzere sonikatdr ile homojenize edildi . Daha sonra 3000 rpmde
+4°C'de on dk santriftj edildi. Supernatanlar MDA ve protein analizi igin porsiyonlanarak
analize kadar -80°C’ de saklandh.



3.18 Orneklerde Protein Diizeyinin Belirlenmesi
Orneklerin protein miktarlarimin belirlenmesinde duyarlihg: 1ng ‘a kadar inebilen BCA
protein tayin yontemi kullanilmistir. Y ontemin prensibi genel olarak kullanilan Lowry ve

bitret yontemlerine benzerdir. Proteinlerin peptid baglarimn alkali Cu ¢ozeltisi ile reaksiyona

+25 +1,

e indirgenmektedir. Cu™* bicinchoninic
asit (BCA) tarafindan selatlanmaktadir. Acik yesil renkte olan serbest BCA Cu ile selat

girmesi sonucunda ¢ozeltide bulunan Cu™ nin Cu
olusturdugunda pembe renk olusturmaktadir. Olusan renk siddetinim 562 nm’de okunmasi ve
standart egriye gore degerlendirilmesi sonucunda protein konsantrasyonu hesaplanmistir
(140).

3.19 Lipid peroksidasyonunun tiyobarbitirik asit reaktif madde(TBARS) yontemiyle
belirlemes

Lipid peroksidasyonu tiyobarbitirik asit reaktif madde (TBARS) yontemiyle malondialdehit
(MDA) duzeyleri HPLC cihaziyla oOlculerek  degerlendirilmistir.Y ontemde lipid
hidroperoksidleri asit katalizi ile MDA’'ya pargalanmis, meydana gelen MDA’nin
tiobarbitirik asid ile olusturdugu kompleks floresans dedektor ile (eksitasyon dalga boyu 515
nm/ emisyon dalga boyu 553 nm) degerlendirilmistir. Mobil faz olarak %30 etanol igeren 10
mM pH 7.0 fosfat tamponu kullanilmistir. 150-4.6 mm boyutlarinda 5 pum tanecik ¢apinda
C18 kolon ve standart olarak 1, 1, 3, 3 tetragthoks propan kullamilmistir (141). MDA
duizeyleri micromole/mg protein olarak ifade edildi.

3.20 Histopatolojik inceleme
Bobrek dokularimin  histopatolojik ve morfometrik degerlendirmeleri 151k mikroskobi,
immunfloresan mikroskobi ve elektron mikroskobi ile yapildh.

3.20.1 Isik mikroskobi ile inceleme

%10 luk formaldehit ile tespit edilmis bobrek dokularindan rutin histoteknik islemler sonrasi
parafin bloklar hazirlandi. Bu dokulardan alinan G¢ mikronluk kesitler histopatolojik
inceleme icin normal camlara yerlestirilerek Hematoksilen-Eosin, ve Periodik asit-schiff
(PAS) boyamalar yapildh.

3.20.2 immiinfloresan mikroskobi ile inceleme

Direkt immunfloresan icin ayrilan dokular dondurma jeli (OCT embedding matriks 2055
643726) ile ortllip -25°C’de (Leica CM 1200) donduruldu. Dokulardan elde edilen dort
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mikronluk kesitler 20 dakika oda 1sisinda havada kurutulduktan sonra cam sale icinde PBS
solisyonuna alinarak 15 dakika bekletildi. Lamlarin Uzerindeki fazla sivi isaretlendi ve
limiting pen ile dokularin cevresi isaretlendi. Kesitler, florescein-isothiocyanide (FITC) ile
konjuge edilmis anti-rabbit fibrinojen, C3 ve anti-mouse 1gG, 1gA, IgM ve Clq antikorlart ile
oda sicakliginda 30 dakika sire ile muamele edilip, arkasindan PBS ile on dakika yikand: ve
gliserjel akdz mounting medium (Sigma) iceren lamellerle kapatildi. Degerlendirmede
immunfloresan mikroskobundan (Nicon Eclipse E400) yararlanilarak, preparatlar biriken
immun komplekslerin yerlesimi ve miktar: yontnden incelendi

3.20.3 Elektron mikroskobi ile inceleme

Doku ornekleri %2.5'luk gluteraldehitle 6n tespit ve ardindan %1’lik osmiyum tetraoksitle
ikinci kez tespit edildi. Alisilmis elektronmikroskobik takiplerden gegirilen 6rnekler araldit
CY 212-dodesi| siiksinik anhidrite (DDSA) den olusan 6n gdmme materyalinde bir gece oda
sicakliginda bekletildikten sonra araldit CY 212-dodesil siiksinik anhidrit (DDSA) ve benzil
dimetil amin (BDMA) karisina gdmulerek bloklandi. Bloklar, 24 saat 40°C ve 48 saat 60°C
derecede bekletilerek polimerize edildi. Hazirlanan bloklardan alinan kalin kesitler toluidin
blue ile boyanarak 151k mikroskobunda incelendi ve istenen bdlgeler isaretlendi. Isaretlenen
bdlgelerden alinan ince kesitler uranil asetat ve kursun sitratla boyand: ve Carl Zeiss Libra
120 elektron mikroskobuyla incelenerek degerlendirildi.

3.21 Apoptotik Hiicre Olumiiniin Saptanmasi:

Bobrek doku ornekleri TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT)-mediated
dUTP nick end labeling) boyama yontemiyle apoptotik hiicre Olumi agisindan
degerlendirildi (142).

Bu teknik icin DeadEnd Colorimetric TUNEL system kiti (G7130, Promega, USA) kullanildh.
Kesitler boyama icin bir gece 60 C°’lik ettivde tutulduktan sonra, 30'ar dakika iki degisim
ksilen ile seffaflastirma islemi gergeklestirildi. Ardindan azalan derecede alkol serileri ile
rehidratasyon saglanarak distile suda bes dakika bekletildi. Kesitler 15 dakika %4’ 10k
paraformaldehit ile on dakika muamele edildikten sonra, on dakika 20-pg/ml proteinase K ile
inkiibe edildi ve ardindan tekrar (i¢ defa beser dakika tampon solusyonu ile yikand. ikinci kez
%4’ 10k paraformaldehit bes dakika uygulanip yikandiktan sonra, tampon soltisyonu ile bes
dakika yikanan kesitler TdT-enzimi sollisyonu ile 37°C de bir saat inkiibe edildi. On dakika
%22 NaCl ve % 11 sodyum sitrat iceren soltisyon ile (SSC) uygulanan kesitlere tampon
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solusyonu ile yikama yapildiktan sonra endojen peroksidazini inhibe etmek amaciyla bes
dakika %3' Itk H,O, (TA-015-HP, Lab vision, Fremont, CA) uygulandi. Ardindan tampon
solusyonu ile oda sicakliginda on dakika yikanan kesitler anti-streptavidin-peroksidaz enzimi
ile 30 dakika inklbe edildi. Tampon solisyonu ile yikanan kesitler TUNEL reaksiyonunun
goranurligiind saptamak amaciyla diaminobenzidine (DAB) ile boyandi. Distile su ile
yikandiktan sonra Mayer's hematoksilen ile artalan boyamas: saglanan kesitler %80 ve
%95’ lik alkollerde dehidratasyon ve 30 dakika ksilen ile seffaflastirma isleminden sonra
entellan ile kapatildi.

3.22 Kaspaz 3, 8, 9 Aktivite Dlzeylerinin Belirlenmes

Kaspaz 3, 8, 9 aktivite duzeyleri kolorimetrik yontemle Caspase Colorimetric Activity Assay
kitleri kullamlarak calisilmustir.

Kasgpaz 3 aktivite yontemi; isaretli DEVD-p-Nitroanilinin substrattan ayrilmasindan sonra
ortaya ¢ikan kromofor p-Nitroanilinin spektrofotometrik olarak belirlenmesi esasina dayanir
(143).

Kaspaz 8 aktivite yontemi; esasi isaretli IETD-p-Nitroanilin substrattan ayrilmasindan sonra
ortaya gikan kromofor p-Nitroanilinin spektrofotometrik olarak belirlenmesi esasina dayanir
(143).

Kaspaz 9 aktivite yontemi; esasi isaretli LEHD-p-Nitroanilin substrattan ayrilmasindan sonra
ortaya gikan kromofor p-Nitroanilinin spektrofotometrik olarak belirlenmesi esasina dayanir
(143).

3.23 istatistiksel degerlendirme

Calismada elde edilen verilerin istatistiksel degerlendirmeleri “SPSS 11.5 for Windows”
bilgisayar istatistik programu ile yapildh.

Calismanin baglangicinda ve tglnct guniinde serum ve idrar kreatinin, idrar karnitin, 24
saatlik idrar volumu ve apoptoz verilerinin gruplar arasinda karsilastirilmast “Kruskar- Wallis
varyans analizi” ile yapildi. Bu degerlerin iki grup arasinda karsilastirilmas “Mann-Whitney
U testi” ile yapildi.

Her bir grup icinde calisma baslangicindaki ve tglncti ginindeki 24 saatlik idrar volim,
GFR vekreatinin degerlerinin karsilastirilmalar: “Wilcoxon isaretli siralar testi” ile yapildh.
Istatistiksel anlamlilik p<0.05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Her bir grupta yedi sican olmak Uzere toplam 28 sicamn c¢alisma baslangicinda ortalama
agirliklart 266,35+22,3 g idi. Gruplar arasinda galisma baslangicindaki agirliklar agisindan
anlaml1 bir fark bulunmamaktaydi (p=0.218).

Grup 1V'teki 7 numaral1 sigan dordunct glintin sabahi 6ldi. Bobrek dokusu alindi ancak kan
alinamadigindan dordiinct gin serum kreatinin degeri elde edilemedi.

4.1 GRUPLARIN 24 SAATLIK iDRAR VOLUMLERIi, SERUM KREATININ, GFR
VE 24 SAATLIK iDRAR TOTAL L-KARNITIN/K REATININ DEGERLERI

4.1.1 Cahsma baslangicinda elde edilen ortalama 24 saatlik idrar volumleri, serum

kreatinin ve GFR degerleri

4.1.1.1 DOort gruptaki sicanlardan ¢alisma baslangicinda toplanan ortalama 24 saatlik idrar
voluimleri 15,9+4,7 mL idi. Gruplar arasinda 24 saatlik idrar volimleri agisindan anlamli bir
fark bulunmamaktayd: (p=0.137).

4.1.1.2 Calisma baslangicinda siganlarin ortalama serum kreatinin degerleri Tablo 5'de
gosterilmistir.

Baslangictaki ortalama serum kreatinin degerleri sicanlara uygun normal degerler arasindaydi
(144).

Tablo 5: Sigan gruplarimin ¢alisma baslangicindaki ortalama serum kreatinin degerleri

SERUM KREATININ DEGERLERI (mg/dL)
GRUPLAR Ortalamatstandart sapma
Grup | (n=7) 0,42+0,06
Grup Il (n=7) 0,44+0,06
Grup I (n=7) 0,50+0,07
Grup IV (n=7) 0,62+0,03

4.1.1.3 Calisma baslangicinda sicanlarin hesaplanan ortalama GFR degerleri Tablo 6'de
gogerilmistir. Gruplar arasinda GFR degerleri agisindan anlamli fark bulunmamaktayd: (p=
0.11).
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Tablo 6: Sican gruplarinin ¢aligsma baslangicindaki ortalama GFR degerleri

GFR DEGERLERI (uL/dk)
GRUPLAR Ortalamatstandart sapma
Grup | (n=7) 964+403
Grup Il (n=7) 998+307
Grup 111 (n=7) 881+440
Grup IV (n=7) 815+411

4.1.2 Calismamn ugtinclt giniinde elde edilen ortalama 24 saatlik idrar volumleri, serum
kreatinin, GFR ve 24 saatlik idrarda total L-karnitin/kreatinin degerleri

4.1.2.1 Dort gruptaki siganin galismamn tglinct giiniinde toplanan ortalama 24 saatlik idrar
volumleri Tablo 7'da gosterilmistir. Gruplar arasinda 24 saatlik idrar volimleri agisindan

anlaml1 bir fark bulunmamaktaydi (p=0.249).

Tablo 7: Sigan gruplarimin ¢alismamin Ggtincl gunindeki ortalama 24 saatlik idrar volimleri

24 SAATLIK IDRAR VOLUMLERI (mL/giin)

GRUPLAR Ortalamatstandart sapma

Grup | (n=7) 18,4+6,9
Grup Il (n=7) 19,4+4.9
Grup Il (n=7) 15,7+4,3
Grup IV (n=7) 14,4+4.9

4.1.2.2 Calismanin tgtinct guniinde siganlarin ortalama serum kreatinin degerleri Tablo 8'te
gogerilmistir. Gruplar arasinda, elde edilen serum kresatinin degerleri agisindan anlamli fark
bulunmaktayd: (p=0,000). Calismann tglnci ginindeki ortalama serum kreatinin degerleri
Grup | ve Grup II’de normal degerler arasindayken Grup I11 ve Grup IV’ teki ortalama serum
kreatinin degerleri normal degerlerin tstinde yiksek olarak saptanmusti. Grup 111 ve Grup IV
arasinda yapilan karsilastirmada ise grup I11’teki ortalama serum kreatinin degeri anlamli
olarak daha yuksek bulunmustu (p= 0.032).
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Tablo 8: Sican gruplarinin ¢alismanin tglinct giiniindeki ortalama serum kreatinin degerleri

SERUM KREATININ DEGERLERI (mg/dL)

GRUPLAR Ortalamatstandart sapma

Grup | (n=7) 0,55+0,04
Grup Il (n=7) 0,55+0,04
Grup 111 (n=7) 3,50 +£1,08
Grup 1V (n=6) 2,93+0,80

4.1.2.3 Calismanin tglinct giiniinde sigcanlarin hesaplanan ortalama GFR degerleri Tablo 9'te
gogerilmistir.  Gruplar arasinda GFR degerleri agisindan anlamli fark bulunmaktayd:
(p=0.01). Gruplar arasinda yapilan ikili karsilastirmalarda ise Grup | ve Grup Il arasinda fark
bulunmazken; Grup 111 ve Grup 1V’'e ait GFR degerleri diger gruplara gore anlamli oranda
distk bulunmustu (Grup | ve Il p=0.655; Grup | ve Grup Il p=0.002; Grup | ve Grup IV
p=0.007; Grup Il ve I1l p=0.002; Grup Il ve Grup IV p=0.015). Grup Ill ve Grup IV kendi
aralarinda karsilastirildiginda ise Grup Ill'e ait ortalama deger daha distk bulunmasina
ragmen her iki grup arasinda istatistiksel olarak anlaml1 fark bulunmad: (p=0.568).

Tablo 9: Sican gruplarinin ¢aligsmanin tglincti giiniindeki ortalama GFR degerleri

GFR DEGERLERI (uL/dk)
GRUPLAR Ortalamatstandart sapma
Grup | (n=7) 587+315
Grup Il (n=7) 574+467
Grup I (n=7) 69126
Grup IV (n=6) 125+119

4.1.2.4 Caligmamin Uglnct gununde sicanlardan elde edilen 24 saatlik idrarlarda total L-
karnitin/kreatinin oranlar: Tablo 10’ da gosterilmistir. Gruplar arasinda 24 saatlik idrar total L-
karnitin/kreatinin oranlar1 agisindan anlamli fark saptanmadi (p=0.093). Gruplar kendi
aralarinda ikili olarak karsilastirildhiginda ise Grup I11'teki idrar total L-karnitin/kreatinin
degeri en dustk saptanmis olup; Grup Il ile olan karsilastirmasinda anlamli fark elde edildi
(p=0.035). Diger ikili grup karsilastirmalarindaise anlaml1 fark elde edilmedi.
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Tablo 10: Sigan gruplarinin ¢alismann tgiinct gliniinde 24 saatlik idrar total
L-karnitin /kreatinin degerleri

24 SAATLIK IDRARDA TOTAL
GRUPLAR L-KARNITIN/KREATININ DEGERLERI (mg/mg)
Ortalamatstandart sapma
Grup | (n=7) 0,042+0,021
Grup Il (n=7) 0,084+0,052
Grup I1I (n=7) 0,037+0,025
Grup IV (n=7) 0,069+0,033

4.1.3 Calismanin baslangicinda ve Gglincl guninde elde edilen ortalama 24 saatlik idrar

volumlerinin, serum kreatinin ve GFR degerlerinin karsilastiriimas

4.1.3.1 Gruplar arasinda ¢calismanin baslangicinda ve Ugtinct giniinde elde edilen ortalama 24
saatlik idrar volumleri agisindan anlamli fark saptanmamisti. Her bir grup kendi icinde
karsilastirildiginda calisma baslangicinda ve dglncii gundeki 24 saatlik idrar volumleri
arasinda fark yoktu (Grup | p= 0.865; Grup Il p= 0.463; Grup Ill p=1; Grup IV p=0.67).

4.1.3.2 Gruplar arasinda ¢alismanin baslangicinda ve Ugilincti guintinde elde edilen ortalama
serum kreatinin degerleri agisindan anlamli fark bulunmaktayd: (p=0.000). Gruplar kendi
icinde baslangi¢ ve Gglnct giin serum kresatinin diizeylerine gore karsilastirildiginda; Grup |
ve Grup I1’de anlaml1 bir artis saptanmazken; Grup Il ve Grup IV’ Un Gglncl gin serum
kreatinin degerleri baslangic degerlerine gore artmis olarak bulunmustu (Grup 111 p=0.018
Grup 1V p=0.028). Grup III’Un ortalama serum kreatinin degeri yaklasik yedi kat artis
gosterirken, Grup 1V'te dort kat kadar artis saptanmusti.

4.1.3.3 Gruplar arasinda ¢alismanin baslangicinda ve Ugilincti guintinde elde edilen ortalama
GFR degerleri arasinda fark bulunmaktayd: (p=0.000). Her bir grup kendi iginde
karsilastirildiginda Grup | ve 11" nin baslangi¢ ve tguinct gin GFR degerleri arasinda anlaml1
fark saptanmazken; Grup I11 ve Grup IV’teki Uguincl guin GFR degerleri baslangi¢ degerlerine
gore anlamli olarak dusuk bulundu (Grup Il p=0.018; Grup IV p= 0.028).
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4.2 BOBREK DOK USUNDA TBARS YONTEMI iLE ELDE EDIiLEN MDA/PROTEIN
ORANLARI
Calisgmanin  dordinct guni feda edilen siganlarin  bobrek dokularindan elde edilen

MDA /protein degerlerinde gruplar arasinda anlamli fark saptanmad: (p=0.62).

4.3 BOBREK DOKULARININ HISTOPATOL OJiK INCEME SONUCLARI

4.3.1 B6brek dokularinin isik mikroskopi inceleme sonuglari

Grup | ve Grup I1'de glomertl yapisi, proksimal ve distal tubtller normal goriinimde iken
(Resim 6-10), Grup IlI'te peritubtler intersitisyel hticre proliferasyonu, inflamatuvar hiicre
infiltrasyonu, proksimal tdbullerde hicresel deskuamasyon, bazi proksimal tubdllerde
tiroidizasyon ve glomeriler nekroz gozlendi (Resim 10,11) .

Grup 1V'te genellikle subkapsiler proksimal tibiillerde az sayida hiicresel deskuamasyon, az
sayida tiroidizasyon gozlenirken, tek tuk nekroze glomertllere rastland: (Resim 12).

PAS boyasi ile yapilan incelemelerde Grup | ve Grup 11’ de proksimal tubdillerde belirgin PAS
pozitifligi gosteren mikrovillis yapisi varken (Resim13,14), Grup Il1'te mikrovillus kaybi
belirgindi (Resim 15).Grup IV'te ise bazi proksimal tlbtllerde mikrovillts kaybi belirgindi
(Resim16).
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Resim 6 : Grup I'e (kontrol grubu) ait bir sicanda bobrek kesitinin 11k mikroskobi ile incelenmesi:
Normal glomeril (G); proksimal tiibul ( kirmizi ok); distal tibdl (yesil ok), (Hematoksilen-Eosin)

Ressm 7: Grup I’e (kontrol grubu) ait bir sicanda bobrek kesitinin 11k mikroskobi ile incelenmesi:
Normal glomeril (G); proksimal tiibul ( kirmizi ok); distal tibdl (yesil ok), (Hematoksilen-Eosin)




Resm 8. Grup II'ye (asetil L-karnitin grubu) ait bir sicanda bobrek kesitinin 1sik mikroskobi ile
incelenmesi: Normal glomerdl (G); proksimal tobul ( kirmuzi ok); distal tobdl (yesil ok),
(Hematoksilen-Eosin)
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Resm 9: Grup II'ye (asetil L-karnitin grubu) ait bir sicanda bobrek kesitinin 1g1k mikroskobi ile
incelenmesi: Normal glomerdl (G); proksimal tubul ( kirmuzi ok); distal tabul (yesil ok),
(Hematoksilen-Eosin)




Resim 10: Grup |11’ e (sisplatin grubu) ait bir sicanda bobrek kesitinin 151k mikroskobi ile incelenmesi:
Normal glomeriil (G) intersitisyel hiicre proliferasyonu (siyah oklar), proksimal tibilde hiicresel

desquamasyonu (*) (Hematoksilen-Eosin)

Resim 11: Grup I1I’e (sisplatin grubu) ait bir sicanda bobrek kesitinin 11k mikroskobi ile incelenmesi:
a) Glomeriler nekroz (kirmizi oklar) b) tiroidizasyon (mor oklar), proksimal tubllde hicresel
desquamasyonu (*) (Hematoksilen-Eosin)
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Resm 12: Grup IV'e (sisplatin+ asetil L-karnitin grubu) ait bir sicanda bobrek kesitinin 1s1k

Resim 13: Grup I'e (kontrol grubu) ait bir sicanda bobrek kesitinin 1s1k mikroskaobi ile incelenmesi:
Proksimal ttibilde mikrovillis yogunlugu (oklar) (PAS)

56



Resim 14: Grup II'ye (asetil L-karnitin grubu) ait bir siganda bdbrek kesitinin 11k mikroskobi ile

incelenmesi: Proksimal tlibllde mikrovillGs yogunlugu (oklar) (PAS)

Resim 15: Grup I11"e (sisplatin grubu) ait bir sicanda bobrek kesitinin 11k mikroskobi ile incelenmesi:
Glomerililer dgenerasyon (*), proksimal tibillerde mikrovillts kaybr (oklar) (PAS)
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Resim 16: Grup 1V’ e (sisplatin+asetil L-karnitin grubu) ait bir siganda bobrek kesitinin i1k mikroskobi
ile incelenmesi: Proksimal tibdllerde mikrovillUs kayb: (oklar) (PAS)

4.3.2 Bobrek dokularinin elektron mikroskopik inceleme sonuclari

Grup | ve Grup 11" nin ultrastrukttrel incelemesinde diizenli normal yapida ayaksi ¢ikintilar ve
duzenli kalinlikta bazal membran gozlendi (Resim17-18). Grup IlI'te glomertler bazal
membran dizensizligi ve ayaksi cikintilarda fizyon gozlenirken Grup 1V'te yer yer
glomeriler bazal membran kalinligi mevcuttu (Resim 19-20).
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Resim 17: Grup I’ e (kontrol grubu) ait bir sigcanda bobrek kesitinin elektron mikroskopi ile incelenmesi:

Resim 18: Grup II'ye (asetil L-karnitin grubu) ait bir siganda bobrek kesitinin elektron mikroskopi ile
incelenmesi: Normal gorinuimde ayaks: ¢ikintilar (kirmizi oklar) ve glomertler bazal membran (mavi

oklar)
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Resim 19: Grup lIlI'e (sisplatin grubu) ait bir sicanda bobrek kesitinin elektron mikroskopi ile
incelenmesi: Ayaksi ¢ikintilarda flizyon (kirmizi oklar) ve glomertler bazal membran diizensizligi

(mavi oklar)

YT TN
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4.3.3 B6brek dokularinin immunfloresan mikroskobi inceleme sonuglar:

Gruplardaki sicanlarda bobrek dokularimin imminfloresan mikroskobi ile inceleme sonuclar:
Tablo 11’ de gosterilmistir.

Gruplardaki sicanlarda bobrek immunfloresan inceleme sonuclar1 degerlendirildiginde Grup
I’de IgM ve 1gG birikimi yokken; Grup II’de orta diizeyde 1gG birikimi, Grup Il1’te hafif
duzeyde 1gG ve hafif ve az diizeyde IgM birikimi izlenmistir. Grup IV'te hafif diizeyde 19gG
birikimi saptanmigtir. Higbir gruptalgA, C3, C3, Clq, fibrinojen birikimi saptanmamustir.
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Tablo 11: Dort grupta bdbrek dokularinin immiinfloresan mikroskobi ile inceleme sonuglar:

GRUPLAR

Sican

numaras

1gG

1gA

IgM

C3

Clqg

Fibrinojen

Grup |

Grup Il

++

++

++

++

++

++

++

Grup I11

+/-

+/-

+/-

Grup IV

N O O B W N | N O O Al W N | N O O] A W N P N O O & W N|
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4.4 BOBREK DOKULARINDA SAPTANAN APOPTOTIK HUCRE OLUMU

Grup | ve Grup 11 ile karsilastirildiginda Grup 111'te TUNEL boyasi ile pozitif boyanan hiicre
sayist belirgin olarak artmisti. Grup 1V'te ise, Grup IlI’e gore pozitif tutulum gosteren
hicreler sayica azalmisti (Resim 21). Doért gruba ait apoptoz skorlari Tablo 12'de
gogerilmistir. Gruplar arasinda yapilan degerlendirmede dort grup arasinda istatistiksel olarak
anlaml1 fark bulundu (p=0.001). Grup | ve Grup |1’ nin apoptoz skorlar1 arasinda fark yokken
(p=0.234) Grup 11l ve Grup 1V apoptoz skorlar1 diger gruplara gore anlamli oranda yuksek
bulundu (Grup | ve Grup Il p=0.008; Grup | ve Grup IV p=0.008; Grup Il ve Grup Il
p=0.009; Grup 11 ve Grup IV p=0.009).

Grup Il ve Grup 1V kendi aralarinda karsilastirildiginda ise Grup 111’e ait apoptoz skoru
anlaml1 olarak daha yuksek bulundu (p=0:016).

Resim 21: Gruplarda TUNEL pozitif boyanan apoptotik hiicrel er
aGrup | b:Grup Il c:Grup Il d:Grup IV




Tablo 12: Gruplardaki sicanlarin apoptoz skorlari

Grup Sican numaras Bobrek apoptoz skorlari
numar ast

1 numarali sican 3,3,24,2
GRUP 1 2 numaral sican 4,23,2,3

3 numaral: sigan 24341

4 numaral sigan 313,13

5 numaral sican 3,34,32

1 numaralr sican 42,124
GRUPII 2 numaral sican 334,34

3 numaral: sigan 4,2,3,2,4

4 numaral sigan 54,333

5 numaral sigan 24333

1 numarali sigan 12,13,10,11,13
GRUP 111 2 numaral sican 11,13,9,11,10

3 numaral sican 14,14,14,13,11

4 numaral sigan 10,11,13,10,13

5 numaral sican 12,10,13,14,11

1 numarali sican 9,129,11,11
GRUP IV 2 numaral sican 10,10,7,10,8

3 numaral sican 11,11,12)9,12

4 numaral sigan 8,9,10,9,9

5 numaral sican 9,10,10,9,10




45 BOBREK DOKULARINDA BELIRLENEN KASPAZ 3, 8 9 AKTIVITE
DUZEYLERI

Kaspaz 3: Grup | normal gorinimde iken grup |1’ de tek tik proksimal tibll ve interstisyel
hicrelerde pozitif tutulum gozlendi. Grup 1ll'te interstisyel hiicrelerde ve proksimal tubul
hicrelerinde kuvvetli tutulum gozlenirken Grup 1V’'te bu bulgular Grup 1llI'e gore sayica
azalmist1 (Resim 22).

Kaspaz 8: Grup | ve Grup II'de tek tik interstisyel hiicre tutulumu gozlenirken Grup 111’ de
cok sayida proksmal tubil hicrelerinde ve distal tabil ve interstisyel hicrelerde pozitif
tutulum gozlendi. Grup 1V teise Grup |1’ ye esdeger bulgular gozlendi (Resim23).

Kaspaz 9: Grup I'de ¢cok az sayida interstisyel ve proksimal tdbil hicrelerinde pozitif
tutulum gézlenmis olup Grup |1’ deki bulgular bunlarla esdegerdi. Gup I11'te bircok proksimal
tubdl hicresi ve glomertler mezangiyal hicrelerde pozitif tutulum gozlenirken Grup 1V’te
daha az sayida olmakla birlikte proksimal tubul hicrelerinde, glomertler mezangiyal
hiicrelerde ve inerstisyel damar diiz kas hiicrelerinde pozitif tutulum gozlenmistir (Resim24).
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Resim 22: Kaspaz 3 bulgular:: Pozitif immunreaktif proksimal tibdl hicreleri (kirmizi ok), intersitisyel
hicreer (yesil ok) a) Grup | b) Grup Il ¢) Grup I11 d) Grup 1V
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Resim 23: Kaspaz 8 bulgular:: Pozitif immunreaktif proksimal tibul hiicreleri(kirmz: ok),distal tibdl
hicrderi (turuncu ok) intersitisyel hiicreer (yesil ok)
a) Gruplb) Grupll ¢) Grup Il d) Grup IV
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Resim 24: Kaspaz 9 bulgular:: Pozitif imminreaktif proksimal tubdl hicreleri (kirmizi ok), intersitisyel
hicreer (yesil ok), intraglomertler mezangial hiicreler (sar1 ok)
a) Grup | b) Grup 1l ¢) Grup 111 d) Grup IV
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5. TARTISMA

Sisplatin solid tumorlerin tedavisinde kullanilan en dnemli antineoplastik ilaglardan biridir.
En 6nemli doz sinirlayici yan etkisi nefrotoksisitedir.

Sisplatin htcre ici birgok sinyal ileti yolagim aktive ederek apoptoz, nekroz ve
inflamasyona neden olur. Oksidatif hasar, hipoks ve mitokondriyal hasar sisplatin
nefrotoksisitesinin patogenezinde yer alan 6nemli olaylardandir. Bittn bu mekanizmalarin
yant sira sisplatin bobrekte vaskiler hasara yol agarak iskemiye, renal doku hasarina ve
GFR’de azalma sureti ile akut bobrek yetmezligine neden olabilir (9,10).

Sisplatin nefrotoksisitesi Uzerinde yogun calismalar yapilmakla beraber patogenez tam
olarak aydinlatilamamistir. Nefrotoksisite patogenezini aydinlatmaya yonelik yapilan
calismalar sisplatin nefrotoksisitesinin énlenmesinde yeni ¢ozimler sunulmasina yardimci
olacaktir. Nefrotoksisitenin 6nlenmesi ile ilgili; ilacin etki mekanizmas: ve patogenez goz
Onunde bulundurularak birgok yaklasim denenmistir. Patogenezde oksidatif hasar 6nemli bir
rol oynadigindan bunu 6nlemeye yonelik ¢cok sayida antioksidan ajan ¢alisilmistir (10,12).

L-karnitin, hicrenin enerji Uretimi icin beta oksidasyona gidebilmek Uzere uzun zincirli
yag asitlerinin mitokondri matriksine gegisinde gorev alan, asetillenmis KoA miktarim
dizenleyen ve diger hiicresel metabolik olaylarda yer alan, gucgli antioksidan Ozelligi
kanitlanmis vitamin benzeri bir bilesiktir. Asetil L-karnitin, L-karnitinin kisa zincirli bir ester
turevi olup L-karnitine ait 6zelliklerin yam sira guiclii ndroprotektif ve antiapoptotik 6zellikler
tagimaktadir (14-28).

Bu ¢alismada sisplatinin bobrek fonksiyonlar: ve yapisi Uzerindeki etkileri ¢alisilmis ve
guclt bir antioksidan oldugu kanitlanmug asetil L-karnitinin nefrotoksisite Uzerindeki
koruyucu rolu arastirilmstir.

Sisplatin uygulamasindan sonra GFR kumulatif dozlarla disebilecegi gibi tek doz
uygulamadan sonra da dusebilir (7). Sisplatin tedavisi alan hastalarin %25’ inde tedaviden
sonraki bir iki haftalik siiregte geri dontisimli azotemi saptandig: bilinmektedir (95). ilacin
nefrotoksisitesi ile ilgili yapilan hayvan calismalarinda nefrotoksisite indeksleri atnus
bulunmus, serum kreatinin oranlarinda yikseklik saptanmustir (37-39). Bu calismada serum
fizyolojik ve asetil L-karnitin uygulanan kontrol gruplarinda baslangic ve Uglincl gun
ortalama serum kreatinin degerleri normal degerler arasinda bulunmustur. Asetil L-karnitinin
tek basina uygulandiginda bobrek fonksiyonlarim degistirmemesi literatiirdeki bulgular ile
uyumluydu (37,38). Sisplatin uygulanan grupta sisplatin nefrotoksisitesine ait bulgular
saptanmus olup, ortalama serum kreatinin degerinin sisplatin tedavisi sonrasinda yaklasik yedi
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kat arttigi gordlmistir. Sisplatint asetil L-karnitin uygulanan grupta ise ortalama serum
kreatinin degeri baslangic degerlerine gore dort kat artmus bulunmustur. Iki grup kendi
arasinda karsilastirildiginda ise ortalama serum kreatinin degerinin sisplatin uygulanan grupta
sisplatint+asetil L-karnitin uygulanan gruba gore anlamli olarak daha yuksek oldugu
saptanmistir. Benzer sekilde sisplatin ve sisplatint+asetil L-karnitin uygulanan gruplarda
ortalama GFR degerlerinde sisplatin tedavisi sonrasinda anlamli oranda dusuklik
bulunmustur. Sisplatin +asetil L-karnitin uygulanan grupta ortalama GFR degeri daha dustk
olmasina ragmen iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmanustir. idrar
toplamadaki problemler nedeni ile GFR'deki hata oranlarinin  yiksek olabilecegi
bilinmektedir. Bu calismada da serum kreatinin dizeyleri arasinda anlamli fark olmasina
ragmen GFR’ de anlaml1 fark olmayis1 yontemden kaynaklanmyor olabilir. Ote yandan sisplatin
nefrotoksisitesinde karnitin kullanimu ile ilgili yapilan ¢alismalarda karnitinin GFR Uzerindeki
etkisini arastiran bir ¢alismaya hentiz rastlanmamustir. Literattrde sisplatin nefrotoksisitesinde
karnitin kullanimu ile ilgili ilk ¢alisma Chang ve arkadaslari (38) tarafindan yapilmstir.
Sisplatin sicanlara 5 mg/kg dozda intraperitoneal injeksiyonla verilerek nefrotoksisite
olusturulmus ve 200 mg/kg dozda subkiitan olarak uygulanan L- karnitinin serum kresatinin
degerlerini normale dondirerek nefrotoksisiteyi Onledigi gosterilmistir. Sayed-Ahmed ve
arkadaglar1 (37) karnitinin inaktif izomeri olan D-karnitini vererek L-karnitin eksikligi
olusturduklar1 sicanlarda sisplatin nefrotoksisite indekslerinde belirgin artis saptamis ve
karnitin eksikliginin tek basina sisplatin nefrotoksisitesi icin bir risk faktori oldugunu ortaya
cikarmiglardir. Aymi galismada 500 mg/kg/doz L-karnitin verdikleri siganlarda sisplatin
nefrotoksisitesinin 6nemli oranda dnlendigi de gosterilmistir. Aleisa ve arkadaslari (39) ise 7
mg/kg dozda intraperitoneal injeksiyonla verdikleri sisplatinle olusturduklar: nefrotoksisitede
L-karnitinin kisa zincirli bir tirevi olup benzer etkilere sahip olan propiyonil L-karnitin (PLC)
kullanmiglardir. Subkitan uygulama ile 250 mg/kg dozda verdikleri PLC nin sisplatin
nefrotoksisitesini  Onledigini; serum kreatinin  degerlerini  normale  dondurdigint
gogtermislerdir. Bahsedilen U ¢alismada sisplatin 5-7 mg/kg/doz intraperitoneal injeksiyonla;
karnitin ise 200-500 mg/kg dozlarda verilmistir. Bu ¢alismada farkli olarak, sisplatin daha
yuksek dozda (16 mg/kg/doz) ve intraperitoneal bir saat inflzyonla; asetil L-karnitin ise
literatirdeki calismalara benzer 200 mg/kg/doz olarak verilmistir. Sonu¢ olarak bu
arastirmada yUksek doz sisplatin uygulamasi ile beraber asetil L-karnitin uygulamasinin
ortalama serum kreatinin degerlerini tamamen normale cevirmedigi ama anlamli oranda
disUrdigi ve asetil L- karnitinin sisplatin nefrotoksisitesi Uzerinde koruyucu roll oldugu

saptanmustir.
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Daha once sisplatin nefrotoksisitesi ile ilgili yapilan calismalar, sisplatin uygulamasi ile
birlikte ilki 24-48 saat sonra ikincisi de 72-96 saat sonra olmak Uzere iki farkli fazda politri
gorulebilecegini ortaya cikarmustir (10). Bu arastirmada, gruplar arasinda tglincu giinde
ortalama 24 saatlik idrar volimleri agisindan fark saptanmamustir. Her bir grubun kendi iginde
24 sadtlik idrar volimleri birinci ve Uglncu gun karsilastirildiginda da anlamli fark
bulunmamustir. Ote yandan sisplatin ve sisplatin+ asetil L-karnitin uygulanan gruplarda
UcUnct guin GFR degerleri distk saptanmustir. GFR dusuklItgu ile beraber idrar miktarlarinda
da azalma olmasi beklenmektedir. Bu durumda her iki grupta da GFR dusukltgu ile beraber
idrar miktarinda azalmanin olmamasi goreceli olarak sisplatin nefrotoksisitesi ile ilgili politri
lehine degerlendirilebilir.

L-karnitin reabsorpsiyonu proksimal ttbillerden yapildigindan sisplatin toksisitesinde
vicuttan karnitin atilimi artar. Heuberger ve arkadaslari (135) sisplatin alan hastalarda
yaptiklar: ¢alismada renal karnitin atiliminin sisplatin tedavisinin hemen ardindan yaklasik on
kat kadar arttigimi ve idrarda karnitin atiliminin sisplatine tedavisinden yaklasik bir hafta
sonra normale dondigint gostermiglerdir. Bu calismada idrarda total karnitin atilimu
arastirllmig ve GUglincli giin elde edilen idrar total L-karnitin/kreatinin oranlari, sisplatin
grubunda en dusik olup; asetil L-karnitin uygulanan kontrol grubuna gére anlamli oranda
azalmig bulunmustur. Bunun bir nedeni ikinci idrarlarin tglincti gun toplanmast olabilir. Bu
donemde sisplatin verilen sicanlarda GFR azaldigindan idrardaki karnitin atilimi da azalmisg
olabilir. Bu arastrmada doku ve serum karnitin degerleri dlglilememistir. Sisplatin
toksisitesinin vicuttaki karnitin - miktar1 Uzerindeki etkisini anlamak icin idrar karnitin
degerleri ile beraber doku ve serum karnitin duizeylerinin degerlendirildigi baska galismalara
ihtiyag vardir.

Tlbuler hicre olumu ile karakterize renal doku hasari sisplatin nefrotoksisitesinin
histopatolojik 6zelliklerinden biridir. Bu calismada sisplatin nefrotoksisitesinde gerceklesen
histopatolojik degisiklikler ve asetil L-karnitinin bunlar Gzerindeki etkisi arastirilmustir.
Serum fizyolojik ve asetil L-karnitin uygulanan kontrol gruplarinda bobrek morfolojisi
tamamen normaldi. Sisplatin ve sisplatin+asetil L-karnitin uygulanan gruplarda saptanan
histopatolojik degisiklikler ise literatirle uyumlu olarak proksimal tibtlde daha belirgindi
(7,10,12,37-39). Isik mikroskobisi ile yapilan incelemede sisplatin uygulanan grupta
proksimal tubillerde hiicresel deskuamasyon, belirgin mikrovillis kaybir ve yer yer
tiroidizasyon goriildi. Intersitisyel hiicre proliferasyonu, inflamatuvar hiicre infiltrasyonu ve
glomeriler nekroz ise bu grupta gorulen diger bulgulardi. Sisplatint asetil L-karnitin
uygulanan grupta ise proksimal tibil hasari ¢ok daha az olup, bazi proksimal tibtllerde
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mikrovillus kaybi mevcuttu. Bu grupta intersitisyel hticre proliferasyonu ve inflamatuvar
hiicre infiltrasyonuna rastlanmamis olup tek tiuk, nadir nekroze glomeriller gozlendi.
Sisplatin nefrotoksisitesi ile ilgili yapilan calismalarda glomertler morfoloji gogunlukla
saglam tanimlanmakla beraber glomerller hasarin oldugu calismalar da bildirilmistir
(39,96,97). Bu galismada yuksek doz verilen sisplatin, yaygin proksimal tubll hasarinin yam
sira glomeriler hasara da yol agmistir. Ancak sisplatint+ asetil L-karnitin uygulanan grupta
glomertllerin buyik oranda korundugu gdzlenmistir. Tum bu bulgular histopatolojik diizeyde
de asetil L-karnitinin sisplatine bagli bobrek hasarini azaltici etkisi oldugunu gostermekte
olup literatiirde bu konuda 151k mikroskobi ile yapilmis ¢alismalarla uyum saglamaktadir (37-
39). Calismada bobrek kesitlerinin elektron mikroskobik incelemelerinin de bu bulgular:
destekledigi gorulmustir. Serum fizyolojik ve asetil L-karnitin uygulanan ilk iki grupta
bobrek ultrastriktirel yapisi tamamen normalken, sisplatin grubunda glomeriler bazal
membran dizensizligi ve ayaksi c¢ikintilarda fuzyon gozlendi. Sisplatint+asetil L-karnitin
grubunda ise yer yer glomeriler bazal membran kalinligi mevcuttu ancak ayaksi c¢ikintilar
korunmustu. Sisplatin nefrotoksisitesinde karnitin kullanimu ile ilgili yapilan calismalara ek
olarak bu galismada ilk kez elektron mikroskopi ile asetil L-karnitinin ultrastriktirel diizeyde
de koruyucu etkisinin oldugu saptanmustir.

Sisplatin nefrotoksisite patogenezini daha iyi aydinlatmak amaci ile bdbrek dokularinda
imminfloresan mikroskobik inceleme yapilmistir. Serum fizyolojik uygulanan kontrol
grubunda IgM ve 1gG birikimi yokken; asetil L-karnitin uygulanan kontrol grubunda orta
diizeyde 1gG birikimi, sisplatin uygulanan grupta hafif diizeyde IgG ve hafif ve az diizeyde
IgM birikimi izlenmistir. Sisplatin+asetil L-karnitin uygulanan grupta ise hafif dizeyde I1gG
birikimi varken, hicbir grupta IgA, C3, C3, C1q, fibrinojen birikimi saptanmamustir. Sisplatin
uygulanan grupta 1sitk mikroskobik ve elektron mikroskobik nefrotoksisite bulgulari ile
birlikte var olan immunfloresan IgM birikimine diger gruplarda rastlanmamistir. Bu bulgular
151k mikroskobik ve elektron mikroskobik nefrotoksisite bulgularinda azalmamn gozlenildigi
bulgularla birlestirildiginde nefrotoksisiteden koruyuculugu desteklemektedir. Ote yandan
immunfloresan 1gG bulgular1 degerlendirildiginde; hem asetil L-karnitin hem de asetil L-
karnitin+ sisplatin ve sisplatin uygulanan gruplarda direkt immunfloresan incelemede 19G
birikiminin saptanmis olmas: asetil L-karnitinin yol agtigi bir bulguyu distindtrtmemektedir.
Bu durum uygulama ile ilgili nonspesifik bir bulgu olabilir. Ulasilabilen literattirde L-karnitin
ya da turevlerinin 1gG birikimine yol agtigina dair bir bilgiye ulasilamamistir. Ancak 151k
mikroskobik ve elektron mikroskobik olarak asetil L-karnitin grubunda nefrotoksisite
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bulgularimin olmamasi immuinfloresan olarak tek basina 1gG birikiminin nefrotoksisite
yonunden 6nemini desteklememektedir.

Apoptoz normal ve patolojik sireglerde hiicre 6limintn 6énemli bir yoludur. Sisplatin
nefrotoksisitesi ile ilgili yapilan hicre kdltir calismalarinda yiksek doz sisplatin
konsantrasyonunun proksimal tdbul hicrelerinde nekroza yol agarken daha dustk
konsantrasyonlarin apoptoza yol actiklar: gosterilmistir (57). Bunun yam sira hayvanlarda in
vivo yapilan caligmalarda sisplatin uygulamasimin renal tibullerde hem nekroz hem de
apoptoza yol actigi da gosterilmistir (58-60). Hicre 6lim reseptorlerinin aracilik ettigi
ekstrinsik yolak, mitokondri Uzerinden isleyen intrinsik yolak ve endoplazmik retikilim
(ER)- stres yolag1 apoptozdaki baslica yolaklardir. Kaspaz 8 ekstrinsik yolagin aktivasyonu
ile aktive hale gelerek apoptoza neden olurken; sisplatin nefrotoksisitesinde esas apoptotik yol
olan intrinsik ya da mitokondriyal yolagin aktivasyonu ile sitokrom ¢ salinimi olur ve bir dizi
etkilesim sonucu kaspaz 9 aktive hale gelir. Kaspaz 8 ve 9 renal tubuler apoptozda kritik bir
role sahip olan kaspaz 3'U aktive ederek apoptoza neden olur (9). Calismada, bu bilgiler
is1ginda literatirle uyumlu olarak sisplatin nefrotoksisitesinde kaspaz 3, 8 ve 9 aktivitesinin
artmis oldugu gosterilmistir. Serum fizyolojik ve asetil L-karnitin uygulanan gruplarda 6nemli
degisiklik gbzlenmezken; sisplatin uygulanan grupta proksimal tiibllde belirgin kaspaz 3,8 ve
9 tutulumu, distal tiblllerde ve interstisyel hiicrelerde kaspaz 8, bunlara ek olarak glomertler
mezangial hicrelerde de kaspaz 9 tutulumu artrmis olarak saptanmustir. Benzer bulgular
sisplatint+asetil L-karnitin uygulanan grupta da gorildi ancak sisplatin uygulanan gruba gére
cok daha az tutulum mevcuttu. Ozellikle de kaspaz 8 aktivasyonu sisplatin+asetil L-karnitin
uygulanan grupta asetil L-karnitin uygulanan kontrol grubuna benzer 6zellikler tasimaktaydi.

Hucre ici birgok yolagin aktivasyonu sonucu gelisen apoptozu gostermeye yonelik yapilan
incelemede sisplatin ve sisplatin + asetil L-karnitin uygulanan gruplarda, proksimal tiibtillerde
TUNEL pozitif boyanan hiicrelerle, apoptozun artmis oldugu gosterildi. iki grup arasinda
yapilan karsilastirmada ise sisplatin uygulanan grupta apoptotik hiicre oltimtntn anlamli
oranda daha fazla olup asetil L-karnitinin apoptozu 6nleyici etkisi oldugu gosterilmistir.

Asetil L-karnitinin sisplatin  nefrotoksisitesi  Uzerindeki koruyucu etkisi Oncelikle
antioksidatif ve antiapoptotik ozelliklerinden kaynaklamiyor olabilir. Oksidatif stres hasari
sisplatine bagli akut bobrek hasarinda aktif olarak rol alir. Sisplatin nefrotoksisitesine baglt
gelisen oksidatif streste hiicrelerde ksantin-ksantin oksidaz, mitokondri ve NADPH oksidaz
tarafindan Uretilen reaktif oksijen torleri dogrudan lipid, protein ve DNA gibi hicre
komponentleri tzerinde etki gosterir ve yapilarim bozar (11). Sisplatin G6PD ve heksokinaz
aktivasyonu yolu ile de serbest radikal Uretiminin artmasina ve antioksidan Gretiminin
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azalmasina neden olur (79). SUperoksid anyon, hidrojen peroksit ve hidroksil radikal
sisplatinle tedavi edilmis bobreklerde artmus olarak bulunmustur (80-82). Bu serbest radikaller
peroksidasyon ile hicre membramnin lipid yapilarina zarar verirler, proteinleri denatiire
ederek enzimatik inaktivasyona ve mitokondriyal disfonksiyona yol acarlar. Siperoksid
dismutaz, glutatyon peroksidaz ve katalaz antioksidan enzimlerin sisplatin tarafondan inhibe
edildikleri ve bobrekteki aktivitelerinin énemli oranda azaldig1 gosterilmistir (79,83,84). Ote
yandan oksidatif hasarin lipid peroksidasyonu ve fosfolipid yikimina neden olarak hidrofobik,
anyonik deterjanlarla benzer 6zellikler tasiyan serbest uzun zincirli yag asitlerinin olusumuna
ve dokularda birikimine yol agtiklar1 bilinmektedir (115-118). Bu uzun zincirli serbest yag
asitleri  mitokondrilerdeki voltaj bagimli kanallarla etkilesimde bulunup membran
gecirgenliginde degisiklige ve sitokrom ¢ salinimina ve apoptoza yol agarlar (68,118-120).
Sigplatin nefrotoksisitesinde oksidatif hasarin benzer sekilde serbest yag asitlerinin artisina,
membran gegirgenliginde degisikliklere ve sitokrom ¢ salinimina ve apoptoza neden oldugu
gogerilmistir (11,38,79). Sisplatin nefrotoksisitesinde lipid peroksidasyonun sonucu olarak
bobrek dokusunda MDA’ nin arttig1 gosterilmistir (37,85). Bu galismada ise dort grup arasinda
bobrek dokularindaki MDA/protein degerlerinde dort grup arasinda anlamli bir fark
bulunamamustir.

L-karnitin ve turevlerinin oksidatif stresi engelledigi, mitokondriyal toksik gjanlara karsi
koruyucu etki sagladig1, stiksinat dehidrogenaz gibi mitokondriyal enzimlerin yan sira katalaz
ve slperoksit dismutaz gibi antioksidan enzimlerin aktivitelerinde de koruyucu rol oynayarak
gucli bir antioksidan ve serbest radikal ¢Opcglsii oldugu yapilan bircok calismada
kanitlanmistir (23-27). 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 birgok hiicre tipinde mitokondriyal membran gegirgenligindeki
degisiklikleri ve apoptozu gucli olarak onledigi gosterilmistir (38,118,121).

Sisplatin nefrotoksisitesinde inflamasyonun 6nemli mekanizmalardan biri oldugu ve TNF-
o’'min bunun gelisiminde merkezi bir rol oynadigi bilinmektedir. Ayrica etkilenmis tabdl
etraflarinda gorilen makrofaj ve lenfosit infiltrasyonu da sisplatin nefrotoksisitesinde gortlen
Ozelliklerindendir. Bahsedilen bulgular bu calismada sisplatin uygulanan grupta gorilms
olup sisplatint+asetil L-karnitin uygulanan grupta gordlmemistir. Son zamanlarda yapilan
deneysel calismalarda ve insan calisgmalarinda L-karnitin ve tdrevlerinin antioksidan
Ozellikleri yaninda immunmodulator ve antiinflamatuvar 6zellikleri oldugu gosterilmis ve L-

karnitin uygulamasinin TNF-a gibi inflamasyonda dnemli rol alan sitokin dizeylerinde ve
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onemli bir inflamatuvar belirteg olan CRP dizeylerinde azalmaya neden oldugu ve
inflamasyonu baskilayici etkisi oldugu kanmtlanmistir (29-32). Bu hilgiler 1siginda
bulgularimiz asetil L-karnitinin antiinflamatuvar etkinligini de desteklemektedir, ancak bu
konuda daha kapsamli ¢alismalara ihtiyag vardir.
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6. SONUCLAR:

1. Sisplatint+asetil L-karnitin uygulanan grupta, serum kreatinin degerlerinde sisplatin
uygulanan gruba gore istatistiksel olarak anlamli azalma olmasi asetil L-karnitinin sisplatin ile
olusturulmus nefrotoksisitede bobrek fonksiyonlar: Gzerindeki koruyucu etkisini gostermistir.

2. Bobrek dokularimin 1sitk mikroskobi ile incelemesinde sisplatin uygulanan grupta;
peritibtler intersitisyel htcre proliferasyonu, inflamatuvar hicre infiltrasyonu, proksimal
tublllerde hilicresel deskuamasyon, bazi proksimal tdbullerde tiroidizasyon, glomertler
nekroz ve proksimal tibul hiicrelerinde mikrovillus kaybi gdzlenmistir.

Sigplatint+asetil L-karnitin uygulana grupta ise proksmal tubillerde az sayida hicresel
deskuamasyon, az sayida tiroidizasyon ve mikrovillis kaybi gozlenmesi, asetil L-karnitin
uygulamasinin doku diizeyinde koruyucu etkisini gostermistir.

3. Sisplatint+asetil L-karnitin uygulanan grupta intersitisyel hicre proliferasyonu ve
inflamatuvar hicre infiltrasyonuna rastlanmayisi, asetil L-karnitinin antiinflamatuvar
Ozelligini desteklemistir. Bu sonug preliminer bir sonug olup daha ileri calismalara ihtiyag
vardir.

4. Bobrek dokularimin elektron mikroskobik incelenmesinde sisplatin uygulanan grupta
glomertler bazal membran dizensizligi ve ayaks c¢ikintilarda flizyon gdzlenmistir.
Sigplatint+asetil L-karnitin uygulanan grupta ise yer yer glomeriler bazal membran kalinlig:
mevcut oldugu ancak ayaksi cikintilarin korundugu saptanmustir. Bu, asetil L-karnitinin
sisplatine bagli nefrotoksisitede koruyucu bir gan oldugunu ultrastriktirel diizeyde gosteren
ilk ve dnemli bir bulgudur.

5. Asetil L-karnitin, sisplatinin bobrek dokusunda yarattigi apoptotik hticre 6lumuni anlamlt
oranda azaltmistir. Kaspaz 3, 8 ve 9 aktivitelerinin sisplatin+asetil L-karnitin uygulanan
grupta azalmasi da bu sonucu desteklemektedir.

Sonug olarak; sisplatine bagli nefrotoksisite olusturulan sicanlarda asetil L-karnitin
kullaniminin bobrek fonksiyonlarinda diizel me sagladigi ve doku diizeyinde bobregi koruyucu
ve apoptozu Onleyici etkisi oldugu gosterilerek, asetil L-karnitinin antioksidatif, antiapoptotik
ve antiinflamatuvar Ozellikleri desteklenmistir. Bu bulgular ve literatirde bununla ilgili
yapilmis olan ¢alismalar 1s1ginda; ¢ok az yan etkiye sahip, kanser hastalarinda kaseksi ve
yorgunlugu azaltici etkisi de kanitlanmis olan asetil L-karnitinin sisplatin nefrotoksisitesini

Onlemek amact ile insanlarda da kullanilabilecegi distntlmustr.
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