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TESEKKUR
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asamalarmin ger¢eklesmesinde desteklerini esirgemeyen Tibbi Biyoloji, Histoloji-

Embriyoloji ve Biyokimya Anabilim Dallar’ina tesekkiir ederim.



OZET

Yurttas, G.N. Ratlarda L-asparaginaz ile Deneysel Olarak Olusturulmus
Karaciger ve Pankreas Toksisitesinde N-Asetilsistein’in Etkisi. Eskisehir
Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saghg ve Hastaliklar1 Anabilim
Dalh Uzmanhk Tezi, Eskisehir, 2019. L-asparaginaz (L-ASP), akut lenfoblastik
16semi tedavisinde kullanilan ¢oklu ila¢ tedavisinin bilesenidir. L-ASP iligkili
pankreatit sikliginin %2-18, hepatik toksisite sikliginin %30-60 arasinda oldugu
bildirilmektedir. Bu toksik etkilerin olusum mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir.
Bu ¢alismada L-ASP iliskili karaciger ve pankreas toksisitesinin olusumunda oksidatif
hasarin rolii ve N-Asetilsisteinin’in (NAC) doku hasari tizerine etkisi arastirilmistir.
Calismada 40 adet “Wistar-albino” tiiri erkek sigan kullanildi. Siganlar dort gruba
ayrildi. 1. gruba intraperitoneal (IP) olarak bes giin boyunca 0,02 ml/gr, serum
fizyolojik; 2. gruba IP, 5 giin, 200 mg/kg/giin, NAC; 3. gruba iP 10.000 U/kg, tek doz
L-ASP; 4. gruba IP 10.000 U/kg tek doz L-ASP verildikten 24 saat sonra baslanmak
lizere bes giin, 200 mg/kg/giin NAC verildi. Intrakardiyak yontemle alinan kan
orneklerinden glukoz, aspartat aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz (ALT),
total bilirubin (TB), direkt bilirubin (DB), alkalen fosfataz (ALP), trigliserit (TG),
kolesterol, amilaz, lipaz g¢alisildi. Histolojik inceleme i¢in karaciger ve pankreas
dokusu alindi. Karaciger icin nekrotik hiicre, sinilizoidal dilatasyon, hiicresel
infiltrasyon, konjesyon; pankreas i¢in asiner hiicre hasari, adacik hiicre hasari, hiicresel
infiltrasyon ve konjesyon ve ddem bulgularina gore skorlama yapildi. Kalan doku
orneklerinden oksidatif stres parametreleri (malondialdehit, glutatyon, katalaz)
calisildi. Gruplar arasinda biyokimyasal parametreler, karaciger ve pankreastaki
oksidatif stres parametreleri acisindan farklilik saptanmadi (p>0,05, hepsi i¢in).
Mikroskobik incelemede karaciger ve pankreas doku hasari skorlarinin dagilimi
acisindan anlaml farklilik bulundu. L-ASP grubundaki hayvanlarin hepsinde orta ve
siddetli diizeyde hasar oldugu, L-ASP+NAC grubunda ise hi¢bir hayvanda siddetli
hasar olusmadig1 ve histolojik degisikliklerin normale yakin oldugu gozlendi (p<0,01,
hepsi i¢in). L-ASP’in karaciger ve pankreas toksisitesi lizerinde oksidatif stresin
roliinii gosterilemedi, ancak NAC’in dokudaki hasar1 onemli olgiide azalttig1
gosterildi.

Anahtar Kelimeler: L-asparaginaz, karaciger, pankreas, oksidatif stres, N-asetilsistein



Vi

ABSTRACT

Yurttas, G.N. Effect of N-Acetylcysteine on Experimentally Induced Liver and
Pancreatic Toxicity by L-asparaginase in Rats. Eskisehir Osmangazi University,
Faculty of Medicine, Department of Pediatrics Master Thesis, Eskisehir, 2019. L-
asparaginase (L-ASP) is a component of multidrug regimen of acute lymphoblastic
leukemia. Incidences between 2-18% and 30-60% have been reported for L-ASP
associated pancreatitis and hepatotoxicity respectively. Mechanisms of these toxic
effects are not completely understood. Role of oxidative damage in L-ASP associated
liver and pancreas toxicity and effect of N-acetylcysteine (NAC) on tissue damage is
investigated in this study. 40 male Wistar-albino rats were used for the study. Rats
were divided into four groups. First group received 0.02 ml/g of intraperitoneal (IP)
saline for 5 days; second group received 200 mg/kg/day of IP NAC for 5 days; third
group received 10,000 U/kg of a single dose L-ASP; fourth group received 200
mg/kg/day of IP NAC for 5 days, starting 24 hours after receiving 10,000 U/kg of a
single dose L-ASP. Glucose, aspartate aminotransferase (AST), alanin
aminotransferase (ALT), total bilirubin (TB), direct bilirubin (DB), alkalene
phosphatase (ALP), triglyceride (TG), cholesterol, amilase and lipase levels were
measured from blood obtained via intracardiac route. Liver and pancreas tissues were
extracted for histological evaluation. A scoring was done according to findings of
necrotic cells, sinusoidal dilation, cellular infiltration and congestion for the liver, and
acinar cell damage, islet cell damage, cellular infiltrastion, congestion and edema for
the pancreas. Oxitadive stress parameters (malonaldehyde, gluthation, catalase) were
measured with the remaining tissue samples. No difference between any group was
detected between biochemical parameters or liver and pancreas oxitadive stress
parameters (p> 0.05 for all). Significant difference was found between liver and
pancreas tissue damage scores in microscopic evaluation. In the L-ASP group, all rats
had moderate to severe damage while L-ASP+NAC group had no severe tissue damage
and nearly normal hitologic structure (p<0.01 for all). Role of oxidative stress on liver
and pancreas toxicity via L-ASP could not be demonstrated in our study, however, it

is shown that NAC has significantly reduced tissue damage.

Key Words: L-asparaginase, liver, pancreas, oxidative stress, N-acetylcysteine
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1. GIRIS

Losemi, kemik iliginde hematopoetik kok hiicrelerin klonal proliferasyonudur
(1). Cocukluk ¢agi losemilerinin %97’si akut 16semiler, akut 16semilerin yaklasik
%80'ini ise akut lenfoblastik 16semiler (ALL) olusturur (2, 3). ALL, biyolojik olarak
heterojen bir hastaliktir. Bu nedenle tan1 koymak ve alt tiplerini siniflandirmak igin
16semik lenfoblastlarinin morfolojik, immiinolojik, sitogenetik, biyokimyasal ve
molekiiler genetik Ozelliklerinin tanimlanmasi gerekir (4). Etiyolojisi tam olarak
bilinmemektedir. Benzene maruz kalma, iyonlastirici radyasyon, kemoterapi veya
radyoterapiye maruz kalma gibi nedenlerin etiyolojide rol oynadigi diistiniilmektedir
(5). Asemptomatik bir ¢cocugun rutin kan sayiminda tesadiifen ortaya ¢ikabilecegi gibi
hayati tehlike yaratan kanama problemi ve tekrarlayan enfeksiyon ataklari ile ortaya
cikabilir (3).

ALL, Afrika ve Orta Dogu hari¢ tiim diinyada 20 yas altindaki c¢ocuklar
arasinda en yaygin malignitedir (6, 7). Amerika Birlesik Devletleri’nde (ABD), tiim
cocuk hastalar géz oniinde bulunduruldugunda, ¢ocukluk ¢agi kanserlerinin yaklasik
%25'inden, 16semilerin %79,5'undan, lenfositik 16semilerin %99'undan sorumludur
(7). Ulkemizde 2002-2008 yillar1 arasinda yapilan arastirmada g¢ocukluk c¢ag1
kanserlerinin  %31,3’tinti  16semilerin, l0semilerin  %79,8’ini ise lenfoblastik
16semilerin olusturdugu belirlenmistir. 2009-2016 verilerine gore ise tiim kanserlerin
%28,6’s1n1 16semiler olusturmaktadir (8, 9).

Son 50 yilda, ALL'li ¢ocuklarin prognozunda c¢arpict sekilde bir iyilesme
oldugu dikkat ¢ekmektedir (3). ALL’de ilk remisyon 1947°de Farber ve arkadaslari
tarafindan saglanmis, sagkalimin tan1 anindan itibaren 2 ay oldugu bildirilmistir (10).
Klinik sonuclar, ¢ok ajanli tedavilerin gelisimi, iyi tasarlanmis protokoller ve tedavi
rejimlerine L-asparaginaz’in (L-ASP) girmesiyle c¢arpict sekilde iyilesmistir.
Giiniimiizde ALL tedavisinde kullanilan tedavi rejimleri ile hastalarin %95'inden
fazlas1 tam remisyona ulagmakta olup olaysiz sagkalim orani %85’lere ulagmis
durumdadir (11, 12).

L-ASP, ALL tedavi protokollerinin temel tasidir. Tiim pediatrik ve yetiskin
tedavi protokollerinin ¢ogunda indiiksiyon ve remisyonun yogunlastiriimasi
tedavilerinde kullanilmaktadir (13). L-ASP’in, g¢ogu antineoplastik ajanin

miyelosupresif etkilerinden bagimsiz olarak karaciger, pankreas, bobrekler, dolasim



sistemi ve beyin dahil olmak iizere diger organlar {izerinde genis bir toksik etkisinin
oldugu bilinmektedir (14). Bugiine kadar Escherichia coli’den (E. coli) tiiretilen dogal
asparaginaz (E. coli asparaginaz); bu enzimin pegile edilmis bir formu olan (PEG-
ASP); ve Erwinia chrysanthemi'den izole edilen Erwinia ASP olmak {izere tig
asparaginaz preparatt mevcuttur (15). Bu driinler disinda, yeni bir dordiincii
rekombinant E. coli L-ASP preparatinin klinik c¢alismalari yapilmistir. Veriler
rekombinant E. coli L-ASP preparatinin diger E. coli asparaginazlara benzer bir
etkinlik ve toksisite profilini gosterdigini ortaya koymustur (16). L-ASP tedavisi
sirasindaki advers etkilerin cogu, karaciger ve pankreastaki gegici protein inhibisyonu
ile ilgilidir (17). L-ASP’mn neden oldugu hepatotoksisite en sik transaminazlarda ve
bilirubinde asemptomatik artislar ve fibrinojende azalma olarak ortaya cikar, ancak
karacigerin steatozuna da neden olabilir (18). ALL i¢in ¢oklu ajan tedavisinin bir
parcasi olarak asparaginaz alan hastalarin %30-60"inda yiiksek hepatik transaminaz,
alkalin fosfataz ve bilirubin diizeyleri bildirilmistir. Asparaginaz kullanimi,
hipertrigliseridemi de dahil olmak iizere lipit metabolizmasinda bir dizi anormallik ile
de iliskilidir. Asparaginaz ve kortikosteroidlerle kombine tedavi, ALL tedavisi alan
hastalarin ~ yaklasik ~ %67’sinde  hipertrigliseridemiye ~ yol  ag¢maktadir.
Hipertrigliseridemi gegici bir durumdur ve hastalar asemptomatiktir. Tedavi dozunda
ayarlamalar genellikle gerekli degildir; bununla birlikte, yiiksek trigliserit seviyesine
sahip hastalar pankreatit belirtileri agisindan yakindan izlenmelidir (19). Pankreatit
tablosu hafif, asemptomatik bir kimyasal pankreatitten, asparaginaz tiriinlerinin kalic1
olarak kesilmesine yol acan semptomatik bir pankreatit tablosuna kadar degisebilir
(18). Klinik ¢alismalarda, ALL i¢in asparaginaz tedavisi alan hastalarin %2-18'inde
pankreatit oldugu bildirilmistir (19).

Reaktif oksijen tiirleri (ROS/serbest radikaller) normal hiicresel metabolizma
sonucu canli organizmalar tarafindan iretilir. Diisiik ile orta derecedeki
konsantrasyonlarda, fizyolojik hiicre islemlerinde islev goriirler, ancak yiiksek
konsantrasyonlarda karbonhidratlar, niikleik asitler, lipitler ve proteinler gibi hiicre
yapilarina zarar verebilir ve fonksiyonlarin1 degistirebilirler. Lipidler, proteinler ve
deoksiribo niikleik asit (DNA) gibi hiicre bilesenlerinde olumsuz degisiklikler yaparlar
(20, 21). ROS, hiicrede birgok mekanizma ile tiretilirken gesitli enzimatik ve enzimatik

olmayan mekanizmalar tarafindan hizla detoksifiye edilir. Ancak, oksidan-antioksidan



dengesinin bozulmasi oksidatif strese ve hiicre hasarmma neden olur (22).
Kemoterapinin neden oldugu oksidatif stresin kanserli hastalarda yan etkilere neden
oldugu bilinmektedir. Bununla birlikte, baz1 ¢alismalar antikanser ilaglarin kanser
hiicrelerinde oksidatif stres yaratip yaratmadigini incelemis ve aralarinda baglanti
oldugunu bulmuslardir (22-25). Enzimatik ve enzimatik olmayan korunma
mekanizmasi gerek serbest radikal iiretimini engelleyerek gerekse olusan radikallerin
zararl etkilerini ortadan kaldirarak etki gostermektedirler. Memeli hiicrelerinde,
enzimatik savunma sistemi esas olarak siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon
peroksidaz (GSH-Px), katalaz (CAT) ve glutatyon rediiktazdan (GSSG-R) olusur (26,
27). Enzimatik olmayan antioksidanlar ise vitaminler (C ve E vitaminleri), b-karoten,
glutatyon (GSH), sistein ve iirik asit gibi diisitk molekiiler agirlikli bilesikleri igerir
(28).

N-asetil sistein (NAC), mukolitik bir ajan olup L-sistein ve indirgenmis
glutatyonun 6n maddesidir ve etkili bir antioksidan olan glutatyonun olusumunda rol
oynar. Ayrica NAC"in dogrudan oksidanlar1 temizledigi, zellikle hidroksil radikali ve
hipoklordz asiti azalttigi gosterilmistir. Bu yiizden ROS olusmasindan kaynaklanan
farkli bozukluklar i¢in potansiyel bir tedavi segenegi olarak 6nerilmektedir (29).

Bu ¢alismada, siganlarda L-ASP ile deneysel olarak olusturulan karaciger ve
pankreas hasarinda oksidatif stresin roli ve NAC’m meydana gelen patolojik

degisiklikler tizerine tedavi edici etkisi arastirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

Kanserin ilk yazili tanimi milattan 6nce 1600'li yillarda Misir'a kadar
uzanirken, 16semili bir hastaya ait ilk rapor 1827'de goriilmiistiir (30). Fransiz doktor
Alfred Armand Louis Marie Velpeau, ates ve halsizlikten sikayet¢i Monsieur Vernis
isimli 63 yasinda erkek tizerinde yaptig1 otopsi sonucunda karaciger ve dalagin biiyiik
oldugunu, kanin ‘‘yulaf lapas1” benzeri bir kivama sahip oldugunu belirtmistir (31).
Jan Swammerdam ve Joseph Lieutaud, sirasiyla 1658 ve 1749'da kirmizi hiicreleri ve
beyaz hiicreleri tanimlayan ilk kisiler olup yaklasik 20 yil sonra, William Hewson
lenfosit ve lenf sistemini tarif etmistir (30, 32). John Hughes Bennett 1845 yilinda
kanda gézlemledigi degisimin iltihaptan bagimsiz oldugunu, bu doniisiimiin sistem
boyunca gergeklestigi sonucuna varmis ve hiicrelerin ¢izimlerini yayinlamistir. Bu
cizimler 16semili bir hastanin kan hiicrelerinin ilk illiistrasyonlaridir. Rudolf Virchow,
1847'de “16semi” terimini kullanmig, Henry Fuller, 1850'de, dokuz yasindaki bir kiz
¢ocugunda, kanin mikroskobik incelemesiyle 16semiyi teshis eden ilk kisi olmustur.
1856 yilinda Virchow l6semiyi lenfositozdan ayirmis ve bugiin hala hastaligin
anlasilmasinda esas olan hiicresel kokenleri ile ilgili teorisini 6ne siirmiistiir (30). Ernst
Neumann ilk olarak 1868'de, 16semide kemik iligi degisikliklerini bildirmis ve 1872'de
16seminin kemik iligi hastalig1 oldugu sonucuna varmistir ancak gézlemlerinin yaygin
olarak kabul gérmesi i¢in 20 y1l gegmesi gerekmistir (30, 33). 1900'de miyeloblast ve
lenfoblast tanimlanmis (30), 1913'e gelindiginde, 16semi; ALL, Akut Miyeloblastik
Losemi (AML), Kronik Lenfositik 16semi (KLL) ve Kronik Miyeloblastik Losemi
(KML) olarak smiflandirilmistir (33). Daha sonraki yillarda hastalikla ilgili birgok
calisma yapilmistir ve bu ¢aligmalar gliniimiizde halen devam etmektedir.

Losemi, hematopoetik kok hiicrelerinin malignitesidir. Matiir ya da immatiir
hiicrelerin kemik iliginde kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasiyla ortaya g¢ikar. Akut
l6semiler aniden ortaya ¢ikip, hizli ilerlerken, kronik l6semiler yavasg ilerler ve yillar
sonra ortaya ¢ikarlar, ayrica hastaligi olusturan 6nciil hiicrelerin tipine gére lenfoid ve
miyeloid olarak adlandirilirlar (34). Cocukluk ¢agi 16semilerinin %97’si akut
16semilerdir (2). Ekim 1974 te Fransiz, Amerikal1 ve Ingiliz hematologdan olusan yedi
kisilik bir grup (FAB) 150 akut 16semili olgunun periferik kan ve kemik iligini
incelemis, buyiikligl, cekirdek sekli, ¢ekirdekcik sayisi, stoplazmalarinin bazofili

derecesini esas alarak 1976 yilinda FAB simiflandirmasini yaymnlamistir (35). Bu



simiflandirmaya gore ALL; ALL-L1, L2, L3 olmak iizere i¢, AML de AML-M0’dan
M6’ya kadar olmak iizere yedi alt gruba ayrilmistir (35). 1985 yilinda Bennett ve

arkadaslar1 tarafindan FAB miyeloblastik 16semi siniflandirilmasi modifiye edilmis ve

M7 alt grubu eklenmistir (36).
2.1. Akut Lenfoblastik Losemi

2.1.1. Epidemiyoloji

ALL, olgunlasmamis lenfoid hiicrelerin kemik iligi, kan ve diger organlarda
monoklonal proliferasyonu ile giden heterojen bir hastalik grubudur (37). Cocuklarda
en sik goriilen kanser tiiriidiir. Dogumdan yetiskinlige kadar her yasta ortaya g¢ikar
ancak en sik goriildiigii donem 2 ile 5 yas arasindadir (4, 38). Insidans erkeklerde
kizlara gore daha yiiksektir ve bu fark puberte doneminde daha belirgindir (4).
ALL’nin insidans1 15 yasindan kiigiik ¢cocuklar i¢in 3-4/100.000°dir (39, 40). Her y1l
yaklagik olarak ABD’de 3.000, Avrupa'da 5.000 ¢ocuk ALL tanis1 almaktadir (4). On
bes yasindan kiigiik ¢ocuklarda tiim kanser tiirlerinin yaklasik olarak %25'ini, tim
16semilerin %72’sini olusturur (38, 40). Ulkemizde 2002-2008 yillar1 arasinda yapilan
arastirmada c¢ocukluk c¢ag1 kanserlerinin %31,33’linlin I6semiler, l6semilerin
%79,811nin ise lenfoblastik 16semiler oldugu goriilmistiir. 2009-2016 verilerinde ise
tiim kanserlerin %28,6’sin1 l6semiler olusturmaktadir (8, 9).

Cocukluk ¢agr ALL’sinin 2-5 yas arasinda pik yapmasinin nedeni infeksiyon
temeline dayanan iki ayri hipotez ile agiklanmaya galisilmistir. Bunlardan birisi
Kinlen'in popiilasyon-karigtirma hipotezi, digeri ise Greaves'in gecikmig-infeksiyon
hipotezidir. Kinlen'in hipotezine gore; ALL’nin 2-5 yas arasinda pik yapmasinin
sebebi sik goriilen fakat patolojik olmayan infeksiyonlarin tasiyicilariyla, o
infeksiyona karsi bagisik olmayan bireylerin popiilasyonunun karigtirtlmasi ile
aciklanmaktadir (6, 41). Greaves'in gecikmis-infeksiyon hipotezi, en az iki vuruslu bir
modele dayanmaktadir. Prenatal olarak edinilmis bir prelésemik klonu olan bazi
duyarl bireyler eger hijyenik bir ortamda yasiyorlarsa sik goriilen infeksiyonlar ile
yasamin erken donemlerinde maruz kalma oranlar1 diisilk veya hi¢ olmamaktadir.
Artmis lenfoid hiicre ¢ogalmasina uygun yas doneminde, sik goriilen infeksiyon
ajanlartyla maruziyetin gecikmesi, bu bireylerin immiin sisteminin anormal veya

patolojik tepkiler vermesine sebep olmaktadir (41).



2.1.2. Genetik

Kanserin (onkogenez) gelisimi, hiicre biiylimesini ve programlanmis hiicre
6lumiinii diizenleyen genlerin bir veya daha fazlasindaki mutasyonlardan kaynaklanir
(42). Bir blast hiicresinin 16semik klona dontismesi i¢in olasilikla genomdaki bir veya
birka¢ degisikligin olmasi1 gerekmektedir (43). Bu genler; proto-onkogenler, timor
baskilayici genler ve DNA tamir genleri olmak tizere ii¢ gruba ayrilir (44).

1) Proto-onkogenler: Normal hiicre boliinmesini ve farklilasmasini saglayan
proteinleri tretirler. Bu genlerin mutasyona ugramis formlart onkogenler olarak
adlandirilir.  Bir proto-onkogenin bir onkogene doniisiimii, proto-onkogenin
mutasyonuyla, proto-onkogeni yeni bir konuma tasiyan kromozomdaki genlerin
yeniden diizenlenmesiyle veya normal proto-onkogenlerin kopya sayisindaki artisla
meydana gelebilir. Bazen bir viriis, DNA'sin1, proto-onkogenin i¢ine veya yakinina
ekleyerek onkogene doniismesine neden olur. Onkogenler, sinyalizasyon kaskadini
stirekli olarak harekete gegirerek, biiylimeyi uyaran faktdrlerin artmasina neden olur.
Cogu onkogenler dominant mutasyonlardir (44).

2) Timor baskilayict genler: Hiicre boliinmesini dnleyen veya hiicre 6limiine
neden olan proteinleri iretirler. Bu genlerde meydana gelen mutasyonlar genin
fonksiyonunu kaybetmesine neden olur. Sonugta hiicre biiyiime ve boliinmesi inhibe
edilemez hale gelir. Timdr baskilayici genleri igeren kanserler genellikle kalitsaldir
(44).

3) DNA tamir genleri: Kanserle iligkili tiglincii bir gen tipi, DNA onariminda
ve kromozom yapisinin korunmasinda rol oynayan genlerdir. Iyonlastirict radyasyon,
ultraviyole 15181 ve kimyasallar gibi ¢evresel faktorler DNA'ya zarar verebilir. DNA
replikasyonundaki hatalar da mutasyonlara yol agabilir. DNA tamir genlerinin iirtinleri
kromozom hasarin1 onarir, bdylece hiicre i¢indeki mutasyonlar1 en aza indirir. Bir
DNA onarim geni mutasyona ugradiginda {iriin artik tiretilmez, DNA onarimi1 dnlenir
ve hiicre i¢inde daha fazla mutasyon olusur (44).

Kontrollii hiicre bitylimesi; biiyiimeyi hizlandiran proto-onkogenlerin ve hiicre
biiylimesini yavaslatan tiimor baskilayici genlerin diizenlenmesiyle korunur. Onkogen
tireten mutasyonlar biiyiimeyi hizlandirirken, timor baskilayici genleri etkileyen
mutasyonlar normal hiicre biiytimesini inhibe olmasini engeller. Sonugta kontrolsiiz

hiicre biiytimesi gerceklesir (44).



ALL’nin gelismesine yol agan patojenik olaylar tam olarak bilinmemektedir
(45). Tumor gelisiminden kromozom anomalileri sorumlu tutulmustur (46). KML
patogenezinde o6nemli rol oynayan Philadelphia kromozomunun, mixed lineage
I6semide (MLL) t(12;21) [ETV6-RUNX1], t(1;19) [TCF3-PBX1] geninin yeniden
diizenlenmesinin 6nemi kesfedildikten sonra, kromozomal bozukluklarm  ALL
gelisiminde ¢ok Onemli rol oynadigi anlasilmistir (45). Ancak kromozomal
degisiklikler tek basma losemi olusturmak igin yeterli degildir. Cocukluk c¢agi
l6semilerinin  dortte birinde kromozomal degisiklik bulunmamaktadir ve bu

vakalardaki hastaligin genetik temeli yeterince anlasiimamistir (47).

2.1.3. Patogenez

Pediatrik ALL gelisiminde potansiyel patojenik mekanizmalarla ilgili ¢esitli
hipotezler tanimlanmig olmasina ragmen, halen etiyolojisi tam olarak
aydinlatilamamistir (48). Sadece baz1 vakalarda Down sendromu, Bloom sendromu,
ataksi-telanjiektazi ve Nijmegen Kirik sendromu gibi kalitsal hastaliklarin, radyasyon
veya bortezomib, talidomid, lenalidomid, doksorubisin gibi spesifik kemoterapdtik
ilaglara maruz kalmanin predispozan nedenler oldugu bildirilmistir (45, 49-52).

Iyonlastiric1 radyasyona akut maruziyet, 6zellikle AML olmak iizere 16semi
riskinde gozlenen artislarla etiyolojik olarak baglantili bulunmustur (53-55). Riskin
bliytikliigli; radyasyon dozu, maruziyetin siiresi ve maruz kalma sirasinda bireyin yasi
ile iliskilidir (56). Gebelik oncesi radyasyona maruziyetin ¢ocukluk ¢agi 16semi riskini
artirdig1 gosterilmistir (57, 58). Non-iyonize elektromanyetik alanlara maruziyet ile
cocukluk cag1 16semisi arasinda bir iliskinin var olup olmadigini belirlemek i¢in ¢ok
sayida epidemiyolojik c¢alisma yapilmistir. Calismalardan bazilarinda az sayida
hastada bu iliskinin var oldugu gosterilmis, (59, 60) bazilarinda ise higbir iliski
gosterilememistir (61, 62).

Cocukluk c¢agi losemisi ile en c¢ok iliskilendirilen Kkimyasal maddeler
hidrokarbon bilesikleri (benzin, leke ¢ikarici) ve bocek ilaglaridir (56). Epidemiyolojik
calismanin birinde, paternal hidrokarbon maruziyetinin, bir yas altindaki ¢ocuklarda
hem AML hem de ALL ile iligkili oldugu gdsterilmistir, ancak bu bulgu, daha genis
bir yas araligini kapsayan diger ¢alismalarla dogrulanamamistir (63). Bazi ¢aligmalar,

pestisitlere maruz kalan fetiislerin ve ¢ocuklarin yetiskinlere kiyasla kanser i¢in daha



yiiksek risk altinda oldugunu gostermektedir (64, 65). Dogumdan bir yil 6ncesinden
li¢ yas sonrasina kadar herhangi bir zamanda profesyonel hasere kontrol hizmetlerine
maruz kalan ¢ocuklarda riskin arttigi bulunmustur (66). Fransa’da yapilan bir vaka-
kontrol ¢aligmasinda, ilk kez, insektisidal pedikiilozlu sampuan tedavisinin, ¢ocukluk
ALL ve AML ile iliskili oldugu bulunmustur (67).

Maternal alkol tiiketiminin ¢ocukluk ¢agi 16semi gelisme riski iizerine etkisi
incelendiginde AML i¢in riskin ALL'nin neredeyse iki kat1 oldugu goriilmistiir (68).
Hamilelik 6ncesi veya hamilelik sirasinda anne ya da baba sigara igiminin ¢ocukluk
cag1 1osemi gelisimi i¢in bir risk faktorii olup olmadigi net degildir (69). Hamilelik
oncesi ve hamilelik sirasinda annenin esrar kullanimi, ¢ocukluk donemi AML ve ALL
ile iliskilendirilmistir (70).

Bazi gozlemler, bulasici infeksiyonlarin ¢ocukluk ¢agi 16semisinin onkogenik
stirecine potansiyel olarak dahil oldugu teorisine katkida bulunmaktadir (56).
Cocukluk ¢ag1 16semisi, daha siklikla bagisiklik sistemi gelisiminin en az oldugu 2-5
yas arasinda gelisir (71). Ek olarak, bazi insan kanserlerinde viral etiyoloji

gosterilmistir (72).
2.1.4. Morfolojik Siniflandirma

ALL, biyolojik olarak heterojen bir hastaliktir. Bu nedenle, 16semik
lenfoblastlarin morfolojik, immiinolojik, sitogenetik, biyokimyasal ve molekiiler
genetik karakterizasyonlart ALL alt tiplerini siniflandirmak i¢in gereklidir (4).

ALL, siklikla B hiicresi onciilerinden (B-ALL) veya daha az siklikta T hiicre
onciilerinden (T-ALL) koken almaktadir. Her ikisi de, 16semi olusumuna katkida

bulunan kromozomal degisikliklere sahip ¢oklu alt tipleri igerir (73).

a) Fransiz-Amerikan-ingiliz (FAB) simiflandirmast:

Bu siniflamaya gore l6semiler, hiicre biiytkligi, sitoplazma, cekirdekgik,
vakuolizasyon ve bazofili 6zellikleri dikkate alinarak dayanarak 3 alt tipe (L1, L2 ve
L3) ayrilir (35) (Tablo 2.1).



Tablo 2.1. Akut lenfoblastik 16semilerin Fransiz-Amerikan-ingiliz siniflandiriimasina

gore sitolojik 6zellikleri ve morfolojik tipleri (74)

L1:
ALL'li ¢ocuklarin %85'i

L2:
ALL'li ¢ocuklarin %14"

L3:
ALL'li gocuklarin %1'i

* Hiicre boyutu: kiigiik hiicreler
baskin

* Niikleer kromatin: genellikle
homojen

* Niikleer sekil: diizenli; arada
sirada centikli veya girintili

* Niikleol: Goriinmez veya
kiiciik ve gbze ¢arpmayan

« Sitoplazma: Yetersiz

* Sitoplazmanin bazofili: Cok
az

« Sitoplazmik vakuollesme:
degisken

* Hiicre boyutu: boyut olarak
degisken

* Niikleer kromatin: degisken,
heterojen

* Niikleer sekil: diizensiz,
yaygin ¢entikli ve girinti

* Niikleol: bir veya daha fazla
mevcut; genellikle biiyiik

« Sitoplazma: degisken,
genellikle orta derecede bol

» Sitoplazmanin bazofili:
degisken, bazen derin

« Sitoplazmik vakuollesme:
degisken

* Hiicre boyutu: biiyiik
homojen hiicreler

* Niikleer kromatin: ince
kesimli ve homojen

* Niikleer sekil: diizenli,
ovalden yuvarlaga

* Niikleol: belirgin, bir veya
daha fazla vezikilli

« Sitoplazma: orta derecede bol

* Sitoplazmanin bazofili: ¢ok
derin

« Sitoplazmik vakuollesme:
siklikla belirgin

b) iImmiinolojik simiflandirma:

ALL'nin

immiinfenotipik

alt tiplerinin tanimlanmasi

1970’11 yillarda

baglamistir. ALL’ler, hiicre yiizeyinde ve lenfoblastlarin sitoplazmasinda bulunan

hiicre tiirii ve maturasyon spesifik antijenlerin ekspresyonuna dayanarak alt tiplere

ayrilmistir (75). Normal B ve T hiicre ontogenisi marker ekspresyonu ve gen yeniden

diizenlemesinin varsayimsal semasi sekil 2.1 ve sekil 2.2°de gosterilmistir (76).



=
o

Erken Pre-B Pre-B Gegis Pre-B | Olgunlagsmamis Olgunlagmis
(immatiir) B B

1 yeniden ditzenlenme | N
% yeniden diizenlenme ]
A yeniden diizenlenme |
clg |

slg |
HLA-DR |
CD19 |
CD24 |
CD10 |
CD20 |
cb21 .|
cb22 sitoplazmik EEE——
CD23 I

clg: intrasitoplazmik immiinglobulin; slg: yiizey immiinglobulini, HLA-DR: insan 16kosit antijeni DR
izotipi

Sekil 2.1. B Hiicre Ontogenisi (76)
Cok immatiir B hiicresi dnciisiinden tiiretilmis olduguna inanilan pro-B hiicreli
ALL, CD10-negatif immiinfenotip ve clg yoklugu ile karakterizedir. Erken pre-B
hiicresinin, pro-B hiicresinden daha olgun bir B hiicre onciiliinden tiiretildigi
distintilmektedir. Sitoplazmik immiinglobulin igermeyen CD10-pozitif (ortak 16semi
iliskili antijen-CALLA) 16semilere de common ALL (c-ALL) adi verilir (3).

Protimik Erken Ara timosit Olgun Dolagan T
hiicre timosit timosit hiicresi

TCR 8 yeniden diizenlenme

TCR v yeniden diizenlenme

TCR B yeniden dizenlenme | 7 T
TCR a yeniden diizenlenme ]
co7 ]
cos I
cp2 I
co1 I

cp4 I
cos I
CD3 sitoplazmik I
TCR (of veya v5) sitoplazmik [

TCR: T hiicreli reseptor

Sekil 2.2. T Hiicre Ontogenisi (76)
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Bazi durumlarda, 16semik hiicreler ayn1 anda hem lenfoid hem de miyeloid
yiizey antijenlerini agiga cikartirlar (77). ALL vakalarinin yaklasik %20'sinde
miyeloid antijenleri de bulunur (77). Miyeloid antijen, tan1 sirasindaki geng yas (<12
ay), pro-B immiinfenotipi (CD10-) ve kromozom 11923, Ph kromozomu [t(9;22)] ve
ETV6-RUNXI1 [t(12;21)] flizyonunun yeniden diizenlenmesi gibi bazi kromozomal
anormallikler ile iliskilidir (78-80).

c) Sitogenetik ve Molekiiler Simiflandirma:

1997'de Diinya Saglik Orgiitii, 16semik blastlarmn morfolojik ve sitogenetik
ozelliklerine ti¢ tipe ayirmuistir. Bunlar; B lenfoblastik, T lenfoblastik ve Burkitt hiicreli
I6semilerdir (81). Daha sonra 2008 yilinda Burkitt hiicreli 16semi, Burkitt lenfoma ile
benzer Ozellikler gosterdigi igin bu siniflamadan kaldirilmistir. ALL’ler B ve T
lenfoblastik 16semiler olarak iki ana sinifa, B lenfoblastik 16semiler ise baska sekilde
tamimlanmamis B lenfoblastik 16semiler ve tekrarlayan genetik anormallikleri olan B
lenfoblastik l6semiler olmak iizer iki alt smifa ayrilmistir (82). Diinya Saglik
Orgiiti'niin  yayinladigi ve 2008 yilinda yenilenen siniflama tablo 2.2°de

gosterilmistir.

Tablo 2.2. ALL Diinya Saglik Orgiitii Stmiflandirmasi (76)

B lenfoblastik 16semi
B lenfoblastik 16semi, baska sekilde tanimlanmamis

B lenfoblastik 16semi; tekrarlayan genetik anormallikler ile
B lenfoblastik 16semi; t(9;22) (q34;911.2); BCR-ABL 1 ile
B lenfoblastik 16semi; t(v;11q23); MLL yeniden diizenlemesi ile
B-lenfoblastik 16semi; t(12;21) (p13;922) TEL-AML1 (ETV6-RUNX1) ile
B lenfoblastik 16semi; hiperdiploidi ile
B lenfoblastik 16semi; hipodiploidi ile
B lenfoblastik 16semi; t(5;14) (931;932) IL3-IgH ile
B lenfoblastik 16semi; t(1;19) (q23;p13.3); TCF3-PBX1 ile

T lenfoblastik 16semi
BCR: Breakpoint cluster region, ABL: Abelson Protoonkogeni, MLL: Mixed-lineage 16semi, AMLL:
akut miyeloid 16semi geni 1, ETV6: E twenty-six (ETS) varient geni 6, RUNX1: Runt-related
transkripsiyon faktorii 1, IL3: interlokin 3, IgH: immiinglobulin agir zincir, TCF3: Transkripsiyon
Faktorti 3, PBX1: pre-B hiicreli 16semi transkripsiyon faktorii 1




12

2.1.5. Klinik

ALL, asemptomatik olan hastada rutin olarak yapilan kan sayiminda tesadiifi
olarak veya hayati tehlike yaratan kanama ve infeksiyon gibi olaylarla akut bir sekilde
ortaya ¢ikabilir (3). Ates, hastalarin yaklasik %60'1inda goriiliir ve en yaygin bulgudur.
Progresif kemik iligi yetmezligi solukluga (anemi), kanamaya (trombositopeni) ve
infeksiyonlara duyarliliga (ndtropeni) yol agar. Hastalarin iigte birinden fazlasinda,
periost, kemik veya eklemin 16semik infiltasyonuna ya da 16semi hiicrelerinin kemik
iligi kavitesinin genisletmesine bagli olarak kemik ve eklem agrilar1 gelisir. Losemik
hiicrelerin infiltrasyonuna bagli olarak lenfadenopati ve hepatosplenomegali
gelisebilir (4).

Tan1 aninda santral sinir sistemi (SSS) tutulumu %35 oraninda goriiliir. SSS
tutulumu olan hastalarin biiyiik ¢ogunlugu asemptomatiktir (3). Semptomatik
hastalarda kusma, bas agrisi, papil 6dem ve uyusukluk gibi kafa i¢i basing artigina dair
belirtiler, yaygin veya fokal norolojik belirti ve semptomlar gosterebilirler (83). ALL
nadiren spinal kordu sikistiran lokalize bir epidural 16semik infiltrasyon olarak da
ortaya ¢ikabilir (84).

Timusun 16semik infiltrasyonu, akciger grafisinde 6n mediastende Kitle olarak
goriiniir. Yeni tan1 alan hastalarin yaklasik %10'unda goriiliir ve neredeyse her zaman
T hiicresi immiinfenotipi ile iliskilidir. Mediastinal yapilarin 16semik infiltrasyonu
hayat1 tehdit eden trakeobronsiyal veya kardiyovaskiiler kompresyona neden olabilir
(3).

Testiskiiler ALL'nin klinik prezantasyonu, bir veya iki testisin de agrisiz
biiylimesidir. Klinik olarak saptanabilen testikiiler 16semi %1-2 oraninda goriiliir ve
prognostik 6nemi yoktur (85, 86). Tani sirasinda gizli testikiiler tutulum, 6zellikle
yiiksek tiimor yiikii varliginda daha sik goriiliir (3). Priapizm nadirdir ve genellikle
yiiksek beyaz kiire sayisi ile iligkilidir (87).

Eklem agris1 ve sismesi hastaligin belirtileri olabilir ancak baslangigta tanida
karisikliga neden olabilir (88). Sislik ve hassasiyetle birlikte gelisen eklem agrisi,
juvenil romatoid artrit veya romatizmal ates seklinde yanlis tani alabilir (88, 89).
ALL'li ¢ocuklarin %25'inde tanida osteopeni ve kirik gibi (vertebra fraktiirii kiriklar
da dahil olmak tizere) karakteristik radyografik degisiklikler vardir (88, 90, 91).
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Yeni tan1 konmus hastalarin {icte birinden fazlasinda l6seminin oftalmik
belirtileri goriilebilir (92). Losemi hemen hemen tiim okiiler yapilari tutabilir. En sik
goriilen okiiler anormallik olan retina kanamasi, muhtemelen trombositopeni veya
anemiden kaynaklanir (93). Okiiler motor palsiler ve papil 6dem meningeal 16seminin
gostergesidir ve nadiren optik sinirin 16semik infiltrasyonuyla iliskili olabilir (94).

Yaygin intravaskiiler koagiilopati, yeni tani alan ALL hastalarinda nadiren
goriiliir (3). T lenfoblastlardan salinan tromboplastik maddelerin bir sonucu olarak T
hiicreli ALL'de daha yaygindir (95). Ayrica pre-B hiicre immiinfenotipi ile iliskili

nadir goriilen t(17; 19) translokasyonu olan hastalarda da rapor edilmistir (96).

2.1.6. Laboratuvar Bulgulari

Hastalarin %75'inden fazlas1 genellikle normokromik, normositik olan ve
normal/diisiik retikiilosit sayisi ile iligkili anemi ile kendini gosterir. Periferik yaymada
kemik iligi infiltrasyonuna uygun sekilde gozyasi hiicreleri ve ¢ekirdekli eritrositler
izlenebilir (3).

Tanida 16kositozun derecesi prognozun giiglii bir gostergesidir (4). Yiiksek
miktarda 18kosit say1sinda bile mutlak nétropeni (<500/mm?) yaygin goriiliir ve ciddi
infeksiyon riski ile iligkilidir (3).

Trombositopeni (<50.000/mm?®) genellikle tam sirasinda mevcuttur ve izole
trombositopeni 16semide nadir oldugu igin immiin trombositopeniden kolayca ayirt
edilebilir. Infeksiyon ve atesin olmamasi kosuluyla, trombosit sayist 20.000/mm3
kadar diisiik olsa bile siddetli kanama nadirdir. Genellikle hafif olan koagiilopatiye T
hiicreli ALL'de rastlanabilir ve nadiren siddetli kanama ile iliskilidir (4).

Pansitopeni nadir durumlarda ALL tanisindan 6nce farkedilebilir ve aplastik
anemiden ayrilmalidir. T hiicreli ALL hastalarinda anemi veya trombositopeni
genellikle hafiftir (4).

Hiperlokositoz (>100.000/mm?) hastalarin %10-15'inde goriiliir (4). Belirgin
sekilde yiikselmis 16kosit say1s1 olan hastalarda, mikro dolagimdaki kan akis1, deforme
olabilen blastlarin intravaskiiler kiimelenmesi yiiziinden engellenebilir. Bu, 6zellikle
santral sinir sistemi ve akcigerde lokal hipoksemi, endotel hasar1, kanama ve enfarktiis

ile sonuglanabilir (3). Intraserebral kanama veya solunum yetmezligi ile sonuglanan
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klinik olarak anlamli 16kostasis, AML hiperlokositozunda ALL'den daha yaygindir
(97).

Genellikle reaktif olan hipereozinofili tanida bulunabilir (98). Pre-B hiicreli
ALL'deki eozinofili, 5. kromozom {iizerindeki IL-3 ve IgH genini igeren
t(5;14)(q31;q32) translokasyonu ile iligkilendirilmistir (99, 100)

Blastik hiicreler periferik kan incelemesinde bulunmayabilirler, varsa bile
yaniltict olabilir. Bu yiizden 16seminin kesin teshisi, periferik kanin morfolojik
incelemesi ile yapilamaz (3). Losemi tanisi igin, kemik iligi aspirat siiriintiilerinin
incelenmesi esastir. Normal kemik iliginde %5'ten daha az blast oldugu halde, 16semi
iligi genellikle 16semik blastlar tarafindan infiltre edilmistir. Ilik &rnegi genellikle
hiperseliillerdir ve homojen hiicre popiilasyonu ile karakterizedir. Kemik iliginde blast
sayis1 %5'ten biiyiik olan hastalarda 16semiden siiphelenilmelidir, ancak tani, %25'ten
daha az tek kemik iligi incelemesi temelinde konulmamalidir (4). Bazen kemik iligi
aspirasyonunun tani aninda elde edilmesi zor olabilir (3). Bu genellikle kemik
iligindeki blastlarin yogunlugundan bazen de kemik enfarktiisii, fibroz veya nekrozdan
kaynaklanabilir (101, 102). Bu gibi durumlarda, kemik iligi biyopsisi ile tani
konulabilir (3).

2.1.7. Tedavi

Gegtigimiz 50 yi1l boyunca, ALL tedavisindeki ilerlemeler, ¢ocuklarda %80'in
tizerinde uzun siireli olaysiz sagkalim (EFS) oranlarina ulagilmasini saglamistir (37).
Iyilestirmeler biiyiik olgiide, hastaligin molekiiler genetifi ve patogenezinin
anlasilmasinda, riske uyarlanan tedavinin dahil edilmesinde ve yeni hedeflenen
ajanlarin ortaya ¢ikmasinda yasanan gelismelerden kaynaklanmaktadir (37, 103).

Terapinin risklerini ve yararlarini uygun sekilde dengelemek amaciyla
benimsenen “riske uyarlanmis terapi”’de EFS, klinik ve biyolojik degiskenlere
dayanarak tahmin edilir ve tedavi yogunlugu daha sonra tedaviyi en iist diizeye
cikarmak ve toksisiteyi en aza indirgemek i¢in beklenen EFS'ye gore modifiye edilir
(104, 105)

Pediatrik caligma gruplari, uzun yillar boyunca, risk kategorilerini tanimlarken
farkli prognostik faktorler kullanmislardir. Pediatrik Onkoloji Grubu (POG) ve Cocuk
Kanser Grubu (CCG), 1993 yilinda Ulusal Kanser Enstitiisii (NCI) tarafindan
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desteklenen uluslararasi bir konferansta ortak risk kriterlerini belirlemistir (106). NCI
kriterleri uluslararasi kabul ve tekrarlanabilirligi olan yas, tan1 an1 beyaz kiire sayis1 ve
tanida ekstramediiller hastalik gibi faktorlere dayanmakta idi. Ayrica hem POG hem
de CCG, tedaviyi gelistirmek i¢in hasta sonuglari {izerinde etkili oldugu gosterilen
ilave risk faktorlerini de kullanmislardir (6rnegin; ploidi, blast karyotipi ve erken
morfolojik yanit) (107).

CCG ve POG, 2000 yi1linda Cocuk Onkoloji Grubu'nu (COG) olusturmak i¢in
birlesmiglerdir. Bu birlesme ALL’de yeni bir smiflandirma sistemi ve tedavi
algoritmast gelistirmek icin sagkalimi Ongdren klinik, biyolojik ve erken yanit
verilerinin analizine olanak saglamistir (107). ALL igin bir¢ok basarili tedavi rejimi
vardir. Tim ALL rejimleri, SSS profilaksisi ile indiiksiyon, konsolidasyon,
(remisyonun yogunlastirilmasi) ve uzun siireli koruma gibi belli tedavi unsurlarini
igerir (76). Indiiksiyon tedavisinin amac1 tam remisyonu ve normal hematopoezi tekrar
saglamaktir (108). Cogu indiiksiyon rejiminin siiresi 4 ila 6 haftadir (3). Tedavinin
temelini tipik olarak risk siniflamasina bagli olarak antrasiklinli veya antrasiklinsiz
vinkristin, kortikosteroidler, asparaginaz ve intratekal kemoterapi olusturur. (109,
110). Bu rejim %95-98 oraninda remisyon saglar (76).

SSS tedavisinin baslatilmasi, indiiksiyon tedavisinin ayrilmaz bir bilesenidir.
Kemik iligi incelemesi ile tan1 konulduktan sonra, teshis ve tedavi amaciyla lomber
ponksiyon yapilir. Genellikle meninkslerin periferik kan lenfoblastlariyla yanlislikla
beslenmesinin teorik riskini azaltmak i¢in ilk tanisal lomber ponksiyon ile intratekal
tedavinin verilmesi Onerilir. Teshis lomber ponksiyonuna ek olarak, intratekal
kemoterapi, tedavinin ilk ayinda genellikle en az bir kez daha uygulanir. Ilk alian SSS
orneginde lenfoblastlar1 olan hastalar (SSS-2 veya SSS-3 durumu veya blastlarin
oldugu travmatik lomber ponksiyon), indiiksiyon faz1 sirasinda SSS lenfoblastlar
olmayanlardan (SSS-1 durumu) daha fazla intratekal kemoterapi alir (111).

Kanser ve Losemi Grubu B 8811 ¢alismasinin (CALGB 8811) rejimi 4 haftalik
uzun indiiksiyon programi, 1. giin siklofosfamid, devam eden ii¢ giin ardisik
daunorubisin, haftalik vinkristin, iki haftada bir L-ASP ve ii¢ hafta prednizon
tedavilerini igerir (112).

Medical Research Council (MRC) United Kingdom ALL (UKALL)
Xll/Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG) 2993 rejiminde, indiiksiyon dort
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haftalik iki faza ayrilir. CALGB 8811'in tersine, siklofosfamid, indiiksiyon faz I'de
ithmal edilir, ancak SSS profilaksisi i¢in tek bir doz intratekal metotreksat ilave edilir.
Indiiksiyon fazinda, siklofosfamid, sitarabin, oral 6-merkaptopurin (6-MP), dért ilave
intratekal doz metotreksat dozu ve SSS pozitifse kraniyal radyoterapi ile birlikte
verilir. Indiiksiyon terapisinden sonra hastalara I6kovorin kurtarmali metotreksat ve L-
ASP ile ii¢ kez yogunlastirma tedavisi uygulanir (113).

Hiper-Siklofosfamid,  Vinkristin, ~ Adriamisin ~ ve  Deksametazon
(HCVAD)/Metotreksat-sitarabin rejimi diger yaklasimlara alternatif bir yap1
kullanmaktadir. Dort dongii yiiksek doz sitarabin ve metotreksat ile dontigiimlii olarak
dort dongii  hiperfraksiyone  siklofosfamid, vinkristin, doksorubisin  ve
deksametazondan olusur. Onceden belirlenmis SSS tutulumu riskine bagl olarak 4-16
doz intratekal kemoterapi ile SSS profilaksisi uygulanir (114).

Cesitli ¢aligmalar, deksametazon kullanmanin prednizonun aksine SSS'de daha
yiiksek konsantrasyonlar elde etme giiciinden dolayr daha yarart oldugunu
gostermistir. Ancak genel sagkalimi karsilastiran higbir ¢alisma olmadigindan,
birbirlerine kars1 tistiinliikleri heniiz bilinmemektedir (115, 116).

Genellikle indiiksiyon tedavisi sonrasinda elde edilen tam remisyon; hastaliga
atfedilen semptomlarin (6rnegin, ates ve kemik agris1), hepatosplenomegali,
lenfadenopati veya rezidiiel 16semik doku infiltrasyonunun diger klinik kanitlar1 gibi
hastaliklarla ilgili fiziksel bulgularin olmamasi ve periferik yaymada blast olmadan
normal kan sayimi (minimum diizeyde 500/mm? graniilosit, 75.000/mm? trombosit ve
12 g/dl hemoglobin), %5'in altinda blast hiicreleriyle birlikte uygun megakaryositler,
normal graniilositik ve eritroid prekiirsorlerine sahip orta derecede hiicresel bir kemik
iligi ve normal beyin omurilik sivis1 (BOS) incelemesi (sitoloji dahil) ile tanimlanir
(76).

4-6 haftalik tedavinin ardindan remisyon saglanamamasi (indiiksiyon
yetersizligi) nadirdir (hastalarin %5'inden azinda) ve yiiksek 16kosit sayisi veya T
hiicre fenotipi olan hastalarda daha sik gériiliir (117, 118). Indiiksiyon yetersizligi
Oykiisii olan hastalarda genel sagkalim oranlar1 %20-30’dur (119).

Indiiksiyondan sonra, uygun hastalar allojenik kok hiicre nakline (Allo-SCT)
giderken, diger hastalar yogunlastirma/konsolidasyon ve koruma tedavisine devam

eder (120). ilk remisyondaki Allo-SCT, baslangicta indiiksiyon yetersizligi olan



17

hastalarda sonucu iyilestirebilir (121). Biiyiik retrospektif bir seride, T hiicre 16semili
hastalarin, allojenik kok hiicre nakli ile kemoterapiye gore daha iyi sonuglar verdigi
gbzlenmistir (119).

Konsolidasyon tedavisi, farkli protokollerde degisiklik g0sterir, ancak
genellikle indiiksiyondaki benzer ajanlar kullanilir ve zaman zaman SSS profilaksisi
icin intratekal kemoterapi ve kraniyal radyasyon igerir (37, 120). Amag, hastalik
yukiinii daha da azaltmak ve sonraki niiks riskine dayanarak tedavinin yogunlugunu
ayarlamaktir (3).

Yaygin olarak kullanilan konsolidasyon rejimi ilk olarak Alman Berlin-
Frankfurt-Miinster (BFM) c¢alisma grubu tarafindan tanitilmistir (122). Bu
konsolidasyon semas1 (1) siklofosfamid, diisiik dozlu sitarabin ve bir tiyopurinden
(merkaptoplirin veya tiyoguanin) olusan ilk indiiksiyon fazindan hemen sonra 4
haftalik bir kemoterapi kiirti (bazen "konsolidasyon" veya "indiiksiyon IB" olarak
adlandirilir), ardindan (2) 16kovorin kurtarmasi olan veya olmayan yiiksek dozlu veya
artan dozlarda metotreksat dozlarini i¢eren bir ara bakim asamasini ve daha sonra (3)
tipik olarak baslangictaki indiiksiyon/konsolidasyon dongiileri sirasinda kullanilan
ayni ajanlari igeren bir re-indiiksiyon Kiiriinii igerir. Bir yerine iki gecikmeli
yogunlastirma dongiisiiniin kullanimini iceren bu rejim, baslangigtaki indiiksiyon
tedavisine yavas morfolojik yanit1 olanlar da dahil olmak tizere, yiiksek riskli hastalar
icin iyilestirilmis sonuglara yol agmustir (123, 124).

Dana-Farber Kanser Enstitiisii (DFCI) ALL Konsorsiyumu, 20 ila 30 hafta L-
ASP ve yiiksek riskli hastalar i¢in ilave doksorubisin dozlari igeren alternatif bir
konsolidasyon rejimi kullanmaktadir (125).

Hemen hemen tiim mevcut tedavi rejimleri, daha az yogun kemoterapinin
oldugu bir devam etme veya bakim terapisi agsamasini igerir (3). Koruma tedavisi ile
ama¢ minimal kalint1 hastalik (MRD) degerlendirmesi ile dlgiilen rezidiiel hastaligi
ortadan kaldirmaktir (76). Koruma, indiikksiyon sonrasi 2-3 yil boyunca uygulanir;
bunun Gtesinde faydasi olmadigi gosterilmistir (37, 120).

Bazi farmakolojik ¢aligmalar, 6-MP ve metotreksatin koruma fazi boyunca oral
alimmdan sonra degisken biyoyararlanimlar goéstermistir (126). Bunun O6nemli
prognostik etkileri olabilir, ¢linkii 6-MP ve metotreksatin ana metabolitleri tiyoguanin

niikleotitleri ve metotreksat poliglutamatin diisiik hiire i¢i seviyeleri, niiks riskinin
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daha yiiksek olmasiyla iliskilendirilmistir (127). Degisken biyoyararlanim, eszamanl
yiyecek alimi da dahil olmak tizere ilag emilimini engelleyebilecek ¢esitli faktorlerin
sonucu olabilir (128). Oral 6-MP’in, aksamlar1 yemek veya siit olmadan verildigi
takdirde biyoyararlanimin diizeldigi goriilmiistiir (128, 129). ila¢ metabolizmasinda
yer alan genlerdeki polimorfizmler de ilag aktivasyonu ve klirensini etkiler (130).
Koruma tedavisi sirasinda maksimum tolere edilen metotreksat ve 6-MP dozlarinin
uygulanmasi, kemoterapi siiresince diisiik 16kosit veya notrofil sayimi olan hastalarin
diisiik niiks oranlarina sahip oldugunu gosteren c¢alismalarla onerildigi gibi, sonucu
tyilestirebilir.

6-Tiyoguanin (6-TG), daha yiiksek hiicre i¢i tiyoguanin niikleotitleri
seviyesine yol agan tiyopurindir (131). Ayrica, in vitro lenfoblastlarin hiicre 6liimiinde
6-MP'den daha giiglii oldugu gosterilmistir (132). Bununla birlikte koruyucu tedavi
sirasinda 6-TG kullanimi, veno-okluzif hastalik, hepatotoksisite ve sirozun yani sira
enfeksiyonun neden oldugu yiiksek 6liim oranlart ile iligkilendirilmistir (133, 134). Bu
yiizden 6-MP, koruma fazinda tercih edilen tiyopurindir (3).

SSS Tedavisi:

1960'larda, ALL'li hastalarda hematolojik remisyon siiresinin uzatilmasinda
sistemik kemoterapi daha etkili hale geldiginden, niiks bolgesi olarak SSS 16semi
insidans1 daha yaygin hale gelmistir (135, 136). Tiim hastalarin SSS’sinde subklinik
bile olsa 16semik hiicrelerin mevcut oldugu ve bu hiicrelerin sistemik olarak uygulanan
kemoterapiden kan-beyin engeli ile korundugu varsayilmistir (137). Boylece, SSS'nin
"farmakolojik koruma alan1" (yani, sistemik uygulanan kemoterapétik ajanlarin zayif
bir sekilde niifuz ettigi anatomik alan) oldugu kavrami ortaya ¢ikmugtir (138, 139).
1970'lerde subklinik SSS 16semisini tedavi etmek ic¢in radyasyon terapisinin
uygulanmasi, ¢ocukluk ¢agr ALL'sinde %50'ye varan EFS saglamistir (140).

ALL i¢in tim basarili tedavi rejimleri, SSS 16semisine yonelik tedaviyi de
igerir. SSS’ye yonelik tedaviler i¢in secenekler arasinda kraniyal 1sinlama, intratekal
kemoterapi ve SSS penetrant sistemik kemoterapi bulunur (141). Glukokortikoidler,
yiiksek doz metotreksat ve sitarabinin BOS’a penetre oldugu gosterilmistir (142-144).
Ayrica sistemik uygulanan asparaginazin, BOS asparagin seviyelerini etkili bir sekilde

azalttig1 da gosterilmistir (145).
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2.2. L-asparaginaz

L-asparaginaz (L-ASP), L-asparagin'in aspartik asit ve amonyaga donlisiimiini

katalize eden bir enzimdir (146, 147). L-ASP reaksiyonlar1 sekil 2.3’de gosterilmistir.

L — Asparagin + H,0 ——— L — Aspartat + NH;

Asparaginaz

L-Asparaginase L-Asparaginase
Nuc L-Asparaginase Nuc
NH3 [
NH, Nuc NH.!

COO e —_— ’ 0

i \ Co0 (

L-asparagine 0 " A

Beta-acyl-enzyme L-aspartate
NH; intermediate H0

Sekil 2.3. L-asparaginaz reaksiyonlarmin sematik gosterimi (148)

L-asparagin, 16semik hiicreler icin esansiyel bir amino asittir ancak normal
hiicre bilylimesi ve yasayabilirligi i¢cin 6nemsiz olarak kabul edilir (147). Normal
hiicreler L-asparagini sentezleyebilir ve bu nedenle amino asitin L-ASP ile
indiiklenmis tiikenmesinden daha az etkilenir, buna karsin 16semik hiicreler amino
asidi sentezleyemez ve protein sentezini korumak ic¢in eksojen L-asparagin
kaynaklarina bagimlidirlar (146, 147).

Insanlarda asparaginaz kullanilan ilk vaka raporlari, 1960'l1 yillarm ortalarida
rapor edilmistir (149, 150). Her ne kadar ¢esitli 16semik tiimorler L-ASP tedavisine
cevap verse de en yiiksek cevap orami ALL hastalarda gozlenmistir (150-153).
Asparaginazin kesfedilmesine kadar, ALL hastalarinda indiiksiyonda standart
kemoterapi vinkristin ve prednizon kullanimini igermekteydi (150). L-ASP’mn
kesfinden sonra vinkristin ve prednizon gibi ajanlar ile kolayca kombine edilmeye
baglanmis ve kombinasyon kemoterapi rejimlerinde gbéz oOniinde bulundurulmasi
gereken ideal bir ilag haline gelmistir (147). Calismalar asparaginaz igeren tedavi

rejimlerinin klinik sonuglarinin asparaginaz igermeyenlere gore daha iyi oldugunu
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ortaya koymustur (154-157). ALL'li ¢ocuklarda vinkristin ve prednizon
kombinasyonu, hastalarin yaklasik %85'inde remisyonu saglarken L-ASP eklenmesi
remisyon oranini yaklasik %95'e yiikseltmistir (158).

L-ASP’1n aktivitesi ve tolere edilebilirligi, ¢ocuklarda yetiskinlerden daha
iyidir (147). Bununla birlikte, L-ASP kisa eliminasyon yar1 dmriine ve hizli klirense
sahiptir; bu nedenle, klinik etkinligin saglanmasi igin yiiksek dozda ve sik araliklarla
verilmesi gerekir (159, 160). L-ASP ayrica immiinojeniktir ve terapotik dozlarda ciddi
anafilaktik reaksiyonlar ile iliskilendirilmistir (147, 161).

Asparaginaz, c¢esitli bakteri kaynaklarindan elde edilmistir, ancak klinik
uygulamada genis kullanimi1 olan iki tiriin, E. coli ve Erwinia'dan tiiretilmis tirtinlerdir.
E. coli asparaginazin yarilanma omrii yaklasik 24 saat, Erwinia asparaginazin 10
saattir (162). Erwinia asparaginaz, E. coli'den tiiretilmis asparaginazlardan
immiinolojik olarak farklidir, bu nedenle immiinolojik ¢apraz reaktiviteye sahip
degildir (163). Yakin bir zamanda, L-ASP ile kovalent bir polietilen glikol bagi olan
Polietilen Glikol L-asparaginaz (Pegasparaginaz, PEG-ASP) gelistirilmistir (162).
Enzimi birlestirmenin amaci, eliminasyonunu ve immiinojeniteyi azaltmaktir (162,
164). PEG-asparaginazin yaritlanma omrii 15 giindiir (165). L-ASP ile iliskili
istenmeyen etkiler; agir1 duyarlilik reaksiyonlari, hepatik toksisite, pankreatik toksisite
ve diger yan etkiler baslig1 altinda toplanabilir.

1) Asir1 duyarhlik reaksiyonlari:

Tedaviyle iligkili en yaygin toksisitedir (166). Goriilme sikligi %3-45 arasinda
degismekte olup cesitli faktdrlere baglidir (167-169). Immiin yanitlar, hastalarda anti-
asparaginaz antikorlarinin gelisimi ile karakterizedir (169, 170). Bu antikorlar
asparaginaz molekiiliine baglanarak enzimatik aktivitesini ve dolayisi ile asparaginaz
aktivitesini azaltir (169-172). L-ASP’a karsi1 “Kklinik asir1 duyarlilik” ve “sessiz
inaktivasyon/subklinik asir1 duyarlilik” olarak adlandirilan iki tiir asir1 duyarlilik yaniti
vardir. Klinik asir1 duyarlilik, bilinen bir antijene immiin yanit veren belirti ve
semptomlarin oldugu alerjik reaksiyon olarak tanimlanir (173). Alerjik reaksiyonlarin
spektrumu genistir. Bazi hastalarda enjeksiyon bolgesinde lokal reaksiyonlar
gelisirken, bazilarinda bronkospazm ve anafilaksi goriiliir. Duyarlilik reaksiyonlari
IgG veya IgE tipi antikorlar ile iliskilidir. (174). Antikor gelistiren hastalarda Klinik

asirt duyarlilik reaksiyonu goriilme olasiligi daha yiiksek olsa da subklinik asiri
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duyarlilik veya sessiz inaktivasyon denilen alt grupta immiin yanitin belirgin belirtileri
olmadan anti-asparaginaz antikorlar1 gelismektedir (175, 176). Subklinik asir1
duyarliligin belirlenmesi, anti-asparaginaz antikorlarmin veya serum asparaginaz
aktivite seviyelerinin ger¢ek zamanli Ol¢timiinii gerektirir (176). PEG-ASP’1n,
cocuklarda E. coli ve Erwinia asparaginaz'dan daha az immiinojenik oldugu
gosterilmistir (147, 177).

2) Hepatik toksisite:

L-ASP alan hastalarin hemen hepsinde, karaciger fonksiyonu ve hepatik
transaminazlarda anormallikler bildirilmistir (178-180). Bu anormallikler ilag
kesildikten sonra 2-3 hafta icinde diizelir. Karaciger yetmezligi nadirdir (181, 182).
Bununla birlikte, mikrovezikiiler ve makrovezikiiler yaglanma, hastalarin yaklasik
olarak %87'sinde goriilebilir ve L-ASP tedavisinin kesilmesinden sonra sekiz aydan
fazla siire devam edebilir (181). Daha az gbze ¢arpan diger morfolojik degisiklikler,
hepatoselliiler nekroz ve karisik enflamatuar hiicre infiltrasyonudur (183).

Mekanizmas1 tam olarak bilinmemekle birlikte, L-ASP’in neden oldugu
hepatik toksisite, glutamin eksikligi, uzun zincirli yag asitlerinin bozulmus
mitokondriyal B-oksidasyonu ve ardindan hepatositlerdeki yag asidi ve trigliserit
birikimine bagli mikro ve makrovaskiiler steatoz ile karakterizedir (181, 183, 184).

L-ASP tarafindan indiiklenen karaciger protein sentezindeki azalma,
mitokondriyal B-oksidasyonu i¢in gerekli olan proteinlerin eksikligine bagli olarak
geligir (185). B-oksidasyonun inhibisyonu, hiicreleri aglik sirasinda en 6nemli enerji
kaynaklarindan mahrum eder, serbest yag asitleri metabolize edilemez ve laktat ve
reaktif oksijen radikalleri artar ve birikir. Birikmis radikaller glutamin eksikligi sonucu
yikilamaz, aerobik metabolizmada bozulmaya neden olan ve buna bagl olarak laktik
asidoz ve trigliserit birikimine neden olan mitokondriyal DNA hasarina yol acar.
Ayrica bazi ¢aligmalar, hiicre i¢i glutamin eksikliginin mitokondriyi hedef alabildigini
ve apoptotik bir tepkiye neden olabilecegini gostermistir (186).

3) Pankreatik toksisite:

L-ASP ile iligkili pankreatit, pediatrik ALL hastalarin %2-18’inde goriiliir (19,
187-190) ve en sik olarak ilacin 2 ila 44. giiniinde ortaya ¢ikar (190-193). Klinik
spektrum, hafif amilaz/lipaz yiiksekliginden, pankreas yetersizligi, psddokist olusumu

ve kanamay1 iceren hayati tehdit edici komplikasyonlara kadar degisir. Baz1 yayinlar
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pankreatite bagli 6liim oraninin %21 oldugunu ifade etmistir (188). L-ASP tedavisinin
dozu, siiresi veya formiilasyonu ile pankreatit gelisimi arasinda net bir iliski
gozlenmemistir (188, 192). Simdiye kadar yapilan c¢alismalar, L-ASP’a bagh
pankreatit icin tanimlanmus risk faktorlerini belirleyememistir, bununla birlikte yasin
artmasi ve antrasiklinler ve/veya steroidlerle birlikte kombinasyon pankreatit riskini
artirabilir (167). Hematolojik malignensili hastalarda yapilan bir ¢alismada, L-ASP
ile birlikte daunorubisin veya prednizon alan hastalarda pankreatit riskinin arttigini,
ancak L-ASP+deksametazon alan hastalar i¢in bu riskin azaldigini ortaya koymustur
(192). L-ASP ile yeniden tedavi sonrasi tekrarlayan pankreatit riski hakkinda ¢ok az
bilgi bulunmaktadir (167). Cesitli ¢alismalar farkli oranlarda niiks bildirmislerdir.
(188, 192, 194). L-ASP ile iligkili pankreatit gelisimine heniiz tanimlanamayan bir
genetik yatkinligin sebep olabilecegi ve L-ASP ile yeniden tedavinin yiiksek
tekrarlama olasilig1 ile iligkili goriindiigii 6ne siiriilmektedir (167). L-ASP preparatlari
arasinda pankreatit siklig1 agisindan anlamli bir fark bulunmamistir (11, 172, 187,
194). Bir retrospektif inceleme, PEG-asparaginazdan sonra pankreatit insidansinin
arttigini bildirmistir (190).

4) Diger yan etkiler:

L-ASP tedavisi esnasinda non-ketotik hiperglisemi %211-19 oraninda
goriilmektedir (178, 179). L-ASP ile iliskili hiperglisemi, kanda insiilin seviyelerinin
azalmasi, insiilin reseptér bolgelerinin azalmast ve hiperglukagonemi ile
iliskilendirilmistir (195-197). Diyabetik ketoasidoz, ALL'li hastalarin sadece %1-
3'inde goriiliir ve nadiren uzun siireli insiilin tedavisi gerektirir (198, 199).

ALL'li c¢ocuklarda, tromboemboli insidansi %]1,1 ila %36,7 arasinda
degismekte olup L-ASP tedavisi, venz tromboemboli (VTE) gelisimi igin en 6nemli
risk faktorlerinden biridir (200, 201). Pihtilasma faktorleri, asparaginazin etkilerine
kars1 duyarlidir. L-ASP kullanimu ile fibrinojen, faktor 11, VII, VIII, X, antitrombin 3
ve protein C seviyelerinde diisiis oldugu tanimlanmistir (202-204). Koagiilasyon
faktorlerinin tretiminde degisiklik nedeniyle VTE riskini artirsa da, L-ASP ve
kortikosteroidlerin birlikte uygulanmasi da VTE riskini arttirir (200).

ALL hastalarinda asparaginaz toksisitesinin yonetimi i¢in standart bir kilavuz
bulunmamaktadir. Yan etkiler bazen kullanimi simirlamakta, ALL tedavisinde

gecikmeye ve bazen kesilmesine sebep olmaktadir. Bu gereklilik ortaminda yapilan
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calismalarda ilaglar i¢in biyouyumlu ve biyobozunur bir arag olarak kullanilan kirmizi
kan hiicrelerinin L-ASP’1 korudugu, yar1 6mriinii arttirdig1 ve yan etkilerin olusumunu
azalttig1 gosterilmistir. Kirmizi kan hiicreleriyle kapsiillenmis L-ASP (GRASPA)
formiilasyonu, daha az hipersensitivite reaksiyonlar1 ve trombotik olay, daha uzun bir
yar1 omiir ve genel olarak, 6zellikle yasli popiilasyonda genel olarak tolere edilebilirlik

ile iligkili olarak gelistirilmistir ve klinik ¢alismalari devam etmektedir (205).

2.3. Antioksidan Sistem

Memeli yagami, mitokondriyal elektron taginmasinda elektronlarin son alicisi
olarak oksijene baglidir, ancak bu islem ayn1 zamanda toksik metabolitler iiretir (206).
Serbest radikaller ve reaktif oksijen tiirleri, mitokondriden sitoplazmaya sizar, burada
DNA, proteinler, lipitler ve karbonhidratlar dahil olmak {izere ¢esitli biyolojik
molekiilleri okside ederek hiicresel hasara neden olur. Lipid ve protein peroksidasyon
reaksiyonlari, gesitli hastaliklarin patogenezinde 6nemli bir rol oynar (207). Ayrica,
oksidatif stres, oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki dengesizlikten kaynaklanir ve
membran lipidleri, proteinleri ve niikleik asitlere zarar verir (20, 21).

Oksidatif stres, hematolojik hastaliklar (talasemi major, orak hiicreli anemi,
idiopatik trombositopenik purpura gibi) ateroskleroz, diabetes mellitus, romatoid artrit
ve norodejeneratif hastaliklar da dahil olmak {izere, bir¢cok kronik hastalikla iligkilidir
(208). Oksidatif stresteki artis sonucunda olusan reaktif oksijen tiirleri hiicre igi
lipitlerin, proteinlerin ve DNA’daki bazlarin ¢ift baglarina saldirir ve hidrojen
atomunu kopararak zincirleme oksidasyon reaksiyonlarim1 baglatirlar. Serbest
radikallerin etkileri ile makromolekiillerin oksidatif hasar1 sonucunda aciga ¢ikan
malondialdehit (MDA), protein karbonil, propanal, 8-hidroksiguanin, 4-
hidroksinonenal gibi iirlinlerin viicut sivilar1 ve dokularda biyokimyasal yontemlerle
Olciilmesi ile oksidatif hasar varligi tespit edilir (209).

Reaktif oksijen tiirleri biyolojik membranlarda bulunan poliansatiire yag
asitlerinde (PUFA) oksidasyona yol agarak lipit peroksidasyonunu baslatirlar (209).
MDA, hiicrelerde en bol bulunan lipid peroksidasyon iirlinlerinden biridir, ayrica
prostaglandin biyosentezi yoluyla endojen olarak da iretilebilir (210-212).
Tiyobarbitiirik asit (TBA) ile kolay reaksiyonu nedeniyle, omega-3 ve omega-6 yag

asitlerinin lipid peroksidasyonu i¢in uygun bir biyobelirte¢ olarak uzun yillardir
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yaygin olarak kullanilmaktadir (213, 214). MDA'nin insan ve memeli hiicrelerinde
mutajenik (215, 216), farelerde ve siganlarda kanserojen (217, 218) oldugu
gosterilmistir. MDA, DNA ile gesitli mutajenik eklentiler olusturabilir. Pirimido [1, 2-
a] purin-10(3H)-one (M1G), insan hiicrelerinde yiiksek oranda mutajen oldugu
kanitlanan guanin kalintilari ile reaksiyona girerek olusturulan ve kronik oksidatif stres
altindaki insan dokusunda tespit edilen ana bir MDA-DNA eklentisidir (211, 219).
MDA ayrica fizyolojik kosullarda amino asitler ve proteinlerle reaktiftir; bununla
birlikte diger lipid peroksidasyon iiriinleriyle karsilastirildiginda ¢cok daha az reaktiftir
(210, 220). Dokulardaki MDA'nin en az %80'inin proteinlere geri doniisiimlii olarak
bagli oldugu 6ne siiriilmistiir (221, 222).

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu engellemek, meydana getirdikleri
hasarlar1 onlemek ve detoksifikasyonu saglamak {izere goérev yapan savunma
sistemine “antioksidan sistem  denir (223). Viicutta iki tip antioksidan sistem vardir:
(1) toksik maddelerin olusumunu engelleyen antioksidan enzimler ve (2) iretilen
serbest radikalleri ve tekli oksijeni engelleyen antioksidan kiigiik molekiiller (27).

Memeli hiicrelerinde, enzimatik savunma sistemi esas olarak siiperoksit
dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), katalaz (CAT) ve glutatyon
rediiktazdan (GSSG-R) olusur (26, 27). SOD, oksijen toksisitesine kars1 ilk savunma
hattidir (224). Superoksit, iretildigi organelin membranindan gegemedigi igin
hiicresel fraksiyonda birikebilir (27). Bu birikimi dnlemek i¢in insanlarda iic SOD
formu vardir: bakir ve ¢inko igeren siiperoksit dismutaz (Cu/Zn SOD-1) sitozolde,
manganez i¢eren siiperoksit dismutaz (Mn SOD-2) mitokondride ve ekstraselliiler
stiperoksit dismutaz (EC SOD-3) hiicre dist sivilarda bulunur (225). Enzim,
siiperoksitin, dokulara stliperoksitten daha az toksik olan hidrojen peroksite
dontisimiinti katalize eder. Hidrojen peroksit, sitozol ve mitokondride bulunan ve
selenyum igeren bir enzim olan GSH-Px ya da peroksizom organellerinde bulunan
CAT ile metabolize edilir (27).

CAT, bakir1 kofaktdr olarak kullanan, hem igeren bir enzimdir; hidrojen
peroksit i¢in 6zeldir. Hidrojen peroksitin, su ve oksijene doniisiimiinii katalize eder
(27).

GSH-Px enzimi, glutatyonun indirgenmis (rediikte) formunu (GSH),
oksitlenmis hale (GSSG) doniistiirmektedir (226). Bir tiyol bilesigi tasiyan glutatyon,
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serbest radikallerin etkilerini dnleyen/azaltan peroksidaz, transferaz gibi enzimlerin
substrati olarak gorev yapmaktadir ve lipidleri peroksidasyondan korumaktadir. GSH-
Px, rediikte glutatyonu yiikseltgerken (oksitlerken) hidrojen peroksiti de suya gevirir
(227). GSSG-R ise GSSG’yi tekrardan GSH’ye doniistiiren enzimdir. Koenzim olarak
NADPH kullanir (226). Antioksidan enzimlerin sematik goriiniimii sekil 2.4°de

gosterilmistir.

? NADP"*
1/2 H,O, + 1/2 O,
KATALAZ
H,O + 1/2 o, NADPH
H, O + GSSG

Sekil 2.4. Antioksidan enzimlerin sematik gértiniimii (228)

Enzimatik olmayan antioksidanlar, vitaminler (C ve E vitaminleri), 3-karoten,

GSH, sistein ve iirik asit gibi diisiik molekiiler agirlikli bilesikleri igerir (28).
2.3.1. N-asetilsistein (NAC)

GSH’nin onciisii olan NAC, kimyasal formiilii CsHgNO3S ve molekiil agirlig
163,2 gr/mol olan bir tiyol (siilfidril igeren) bilesigidir (229). Esasen mukolitik olarak
30 yildan uzun bir siiredir kullanilmaktadir (230). Mukolitik etkisine ek olarak, akut
zehirlenmeler (akrilonitril, paraquat), siklofosfamid ve ifosfamid kaynakli hemorajik
sistitin Onlenmesi, radyoterapi sonrasi akciger fibrozisi, akut respiratuar distres
sendromu, miyokardiyal iskemiden sonra reperfiizyon sendromu, romatoid artrit,
amiyotrofik lateral skleroz, insan immiin yetmezlik viriisii (HIV) enfeksiyonu gibi
oksidatif stres durumlarinda kullanilmaktadir (231). Intravendz ve oral NAC
uygulamasi, karaciger koruyucu aktivitesi nedeniyle, asetaminofen zehirlenmesinin

tedavisinde de yaygin olarak kullanilmaktadir. (230).
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Oral alimin ardindan hizla emilir; ince bagirsak ve karacigerde yogun ilk gegis
metabolizmasina ugrar ve metabolitlerine doniisiir (232). NAC’n faaliyetlerini ve
koruyucu etkilerinin ¢cogunu olusturan bu metabolitlerdir. (230). Arastirmacilar, NAC
molekiiliiniin oral biyoyararlaniminin %4-10 arasinda oldugunu bildirmislerdir (232-
234). NAC’1n tepe konsantrasyonlari oral uygulamadan sonra bir saatten az bir stirede
goriiliir (232, 233). Serbest NAC'in plazma yar1 dmriiniin yaklasik 2,15 saat olup 10-
12 saat sonra hemen hemen tespit edilemez diizeylere iner (232). NAC’1n antioksidan
etkisi ¢esitli mekanizmalar ile gergeklesir: Hiicre i¢i seviyelerde, NAC, GSH
sentezinin bir Oncisiidiir ve GSH'nin biyosentezini destekleyen sistein havuzunu
saglar. Ikinci mekanizma, NAC 1 hiicre dis1 seviyede bir niikleofil olarak dogrudan
oksidan radikalleri iizerinde etkili olmasidir. NAC ayrica glutatyon-S-transferaz
aktivitesini arttirir (231).

Hem in vitro hem de in vivo olarak kanitlar, NAC'lm GSH'nin hiicre i¢i
biyosentezini artirabildigini gostermektedir (235). NAC, hiicre kiiltiirii deneylerinde,
hiicresel GSH biyosentezi i¢in kiiltiir ortamindan sistin alimim diizenler (235). In vivo
ortamda, eritrositlerde, karaciger ve akciger hiicrelerinde hiicre i¢ci GSH seviyelerini
arttirabilir ve GSH depolarini yenileyebilir (236, 237). Deneysel sonuglar, NAC'in bir
GSH onciisii olarak hareket ederek ve hiicre i¢i GSH konsantrasyonlarini arttirarak bir
herbisit olan paraquatin neden oldugu sitotoksisiteye karsi koruyucu bir etki yaptigini
gostermektedir (238). NAC ayrica, asetaminofen zehirlenmesinde, hiicre i¢i GSH'nin
bir Onciisii olarak glutatyon seviyelerini tiiketir ve sitozolik glutatyon transferaz
aktivitesini inhibe eder, bdylece panzehir olarak gorev yapmis olur (239, 240).
NAC’m, siganlarda deneysel olarak olusturulmus biliyer obstriiksiyona sekonder
karaciger sirozunda, membran akigkanliginin ve katalaz, mitokondriyal SOD ve farkli
GSH-Px aktivitelerinin 6nemli l¢iide korunmasini sagladigi gosterilmistir (241).

NAC ile in vivo tedavi, dogrudan etkili baz1 mutajenlerin karaciger ve akciger
dokusundaki detoksifikasyonunu artirabilir. NAC, GSH sentezini ve metabolizmasini
tesvik ederek ve mutajenik/kanserojen maddelerin biyolojik olarak daha toksik
bilesiklere transformasyonunu kisitlayarak koruyucu etkiler ortaya koymaktadir. NAC
hepatik ve pulmoner mikrozomlardaki sitokrom p450 konsantrasyonlarini etkilemiyor
gibi goriinse de, NADP indirgemesinde (glukoz 6-fosfat dehidrojenaz ve 6-
fosfoglukonat dehidrojenaz), GSH indirgemesinde (GSSG-R) ve ksenobiyotiklerin
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indirgeyici detoksifikasyonunda sitozolik enzim aktivitelerini uyarabilir (236).
Hayvan deneylerinde, NAC'm, akcigerlerde %100 oksijenin uzun siireli
uygulanmasindan kaynaklanan oksijen toksisitesine karsi koruyucu oldugu
gosterilmistir (242).

NAC, radyasyondan koruyucu bir ajan olarak da basariyla kullanilmistir.
Hematopoetik sistemi radyasyonun zararl etkilerden korudugu diisiiniilen IL-1, timor
nekroz faktori-alfa ve interferon-gamay: stimiile ederek bu etkisini

gerceklestirmektedir (243).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu ¢aligmada L-ASP iliskili karaciger ve pankreas toksisitesinin olusumunda
oksidatif hasarin roli ve NAC’m doku hasari lizerine etkisinin ortaya konulmasi
amagland1. Deney hayvanlar1 Eskisehir Osmangazi Universitesi, Tibbi ve Cerrahi
Deneysel Arastirma Merkezi (TICAM) tarafindan temin edildi. Calisma, Eskisehir
Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Hematoloji ve Onkoloji, Tibbi
Biyokimya, Biyoloji ve Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dallari’nin da katilim ile
Helsinki Bildirgesi’nde deneysel arastirmalarda belirtilmis olan esaslara uygun olarak

yuirtitiildi.
3.1. Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul Onay:

Calisma icin Eskisehir Osmangazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik

Kurulu’ndan (HAYDEK) 12.01.2017 tarih ve 571/2017 sayil1 karar ile onay alindu.

3.2. Deney Hayvanlar

Calismada Eskisehir Osmangazi Universitesi, TICAM’dan temin edilen 200-
310 gram agirliginda “Wistar-albino™ tiirti 40 adet erkek sigan kullanildi. Disi
sicanlarin hormonal dengelerinin ¢aligmaya etki etme ihtimali nedeniyle erkek sican
tercih edildi. Deney hayvanlari1 22+2°C ve %40-50 sabit nem oraninda, 12 saat karanlik
12 saat aydinlik ortamda, standart kafeslerde, serbest pelet yem ve su alimi saglanarak
barindirildi. Calisma baslamadan bir hafta 6nce standart kafeslere konularak ortama

alismasi beklendi.

3.3. Calisma Gruplari

Hayvanlar hassas terazi ile tartilarak esit agirlikta gelisi giizel olarak her birinde
10 adet si¢an olacak sekilde dort deney grubuna ayrildi.

Grup 1 (Kontrol Grubu): Intraperitoneal (iP) olarak bes giin 0,02 ml/gr, serum
fizyolojik (Deva Holding A.S., istanbul, Tiirkiye) verildi.

Grup 2 (NAC Grubu): IP, bes giin, 200 mg/kg/giin, NAC (Nacosel®, Haver
Pharma Ilag¢ A.S., Istanbul, Tiirkiye) verildi.

Grup 3 (L-ASP Grubu): IP, 10.000 U/Kkg, tek doz L-ASP (Leunase®, Onko Ilag
Sanayi ve Ticaret A.S., Istanbul, Tiirkiye) verildi.
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Grup 4 (L-ASP+NAC Grubu): iP, 10.000 U/kg’ dan tek doz L-ASP verildikten
24 saat sonra baslanmak iizere bes giin, IP, 200 mg/kg/giin NAC verildi.

3.4. Cerrahi Islem ve Orneklerin Ahnmasi

Sicanlara, her grubun enjeksiyonlarin bitiminden 24 saat sonra cerrahi islem
yapilmasi1 planlandi. Deneyden sekiz saat once a¢ birakildi ancak su alimlari
kisitlanmadi. Denekler IP yolla 50 mg/kg ketamin hidrokloriir (Ketalar®, Eczacibasi,
Istanbul, Tiirkiye) ve 10 mg/kg Xylazine HCL (Alfazyne® %2, 20mg/ml, 30 ml,
Alfasan International B.V., Hollanda) verilerek uyutuldu. Uygun ortam 1sisinda saha
temizligi (%10’luk Povidon Iyodiir (Batticon® soliisyon, Adeka, Tiirkiye) yapildiktan
sonra 21 gauge siyah igneli steril enjektor (5¢cc-3/P, 21 G, Ayset®, Adana, Tiirkiye)
kullanilarak intrakardiyak yontemle 5 ml kan alimini takiben orta hat ii¢ cm’lik kesi
ile batina girildi. Alinan kan 6rnekleri sar1 kapakli, polimer jelli serum tiiplerine (Ayset
Tube, Adana, Tiirkiye) alindi, 4000 rpm’de bes dakika santrifiij edilerek (Yuda 80-2A)
serumlart ayrild1 ve uygun kosullarda Tibbi Biyokimya Laboratuvari’na gonderildi.
Cerrahi islemler Tibbi Biyoloji Anabilim Dali ile ger¢eklestirildi. Her bir sigandan
histolojik inceleme i¢in karaciger ve pankreas dokusu alind1 ve steril serum fizyolojik
soliisyonu ile yikandi. Karacigerin sol lobu ve pankreasin yaris1t %10 formalin i¢ine
konularak Histoloji ve Embriyoloji Laboratuvari’na gonderildi. Kalan doku 6rnekleri
oksidatif stres parametreleri galisilmak igin steril kaplara yerlestirilerek -80° C’de
saklanmak tizere Tibbi Biyokimya Laboratuvari’na gonderildi.

3.5. Biyokimyasal Degerlendirme

Serumda biyokimyasal parametrelerden glukoz, aspartat aminotransferaz
(AST), alanin aminotransferaz (ALT), total bilirubin (TB), direkt bilirubin (DB),
alkalen fosfataz (ALP), trigliserit (TG), kolesterol, amilaz, lipaz kolorimetrik
yontemlerde Roche Cobas 800 (Roche, Mannheim, Almanya) otoanalizoriinde

olgtldii.



30

3.6. Oksidatif Stres Parametrelerinin Degerlendirilmesi

Malondialdehit (MDA) diizeyinin dl¢iimii:

Dokulardan 0,1 gram tartild1 ve 1/10 oraninda %]1,15 potasyum kloriir ¢ozeltisi
ilave edilerek homojenize edildi. Homojenatlar +4°C, 1500x g’de 15 dk. santrifiyj
edildi. Siipernatant kismindan Olgtimler yapildi. Tablo 3.1°de belirtilen ¢ozeltiler
hazirlandi. Stok c¢ozeltisi igin 100 nmol/ml stok lipid peroksit standartr (1.1.3.3.
tetractoksipropan) hazirlandi ve 1:2 oraninda seri diliisyonlar yapild1
Konsantrasyonlar1 bilinen bu standart ¢ozeltilerin absorbansi belirtilen protokol
izlenerek o6l¢iildii, okunan absorbans degerleri ile standart kalibrasyon grafigi cizildi.
Orneklerin konsantrasyonlar1 standart kalibrasyon grafigi kullanilarak hesaplandi.
Ayni homojenattan protein konsantrasyonlar1 dl¢iildi ve MDA konsantrasyonlari
ornek total protein konsantrasyonlarina oranlandi. Doku MDA sonuglari nmol/mg

protein olarak verildi.

Tablo 3.1. Malondialdehit 6l¢iimii deney prosediirii

Kor Ornek Standart
1.1.3.3. tetraetoksipropan standarti - - 0,2 ml
Siipernatant - 0,2 ml -
SDS (%8,1) 0,2ml 0,2ml 0,2ml
Asetat tamponu (%20, pH:3.5) 1,5ml 1,5mi 1,5mi
TBA (%0,8, pH:5.5-7) 1,5 ml 1,5ml 1,5ml
Distile su 0,8 ml 0,6 ml 0,6 ml

95°C de 60 dk. inkiibasyona (pembe renk olusumu) birakilir.
Musluk suyu ile sogutulduktan sonra 1500 xg’de 10 dk. santrifiij edilir.
Siipernatant 532 nm dalga boyunda kore kargi okunur.

SDS: sodyum dodesil siilfat, TBA: tiyobarbitiirik asit

Glutatyon (GSH) diizeyinin ol¢iimii:

Dokulardan 0,1 gram tartildi ve 1/10 oraninda soguk 0,1 M, pH: 7.4 fosfat
tamponu ilave edilerek homojenize edildi. Homojenatlar +4°C 1500x g’de 15 dk.
santrifiij edildi. Stipernatant kismindan 6l¢iimler yapildi. Hazirlanan ¢ozeltiler ile tablo
3.2’de belirtildigi gibi ol¢lim islemi yapildi. Stok ¢ozeltisinin hazirlanmast i¢in 100
mg glutatyon, 100 ml distile suda ¢oziildii ve bu c¢ozeltiden 1:2 oraninda seri
diliisyonlar yapildi. Konsantrasyonlar1 bilinen bu standart ¢ozeltilerin absorbansi
belirtilen protokol izlenerek oOlciildii, okunan absorbans degerleri ile standart
kalibrasyon grafigi cizildi. Ornek konsantrasyonlar: standart kalibrasyon grafigi

kullanilarak hesaplandi. Ayni homojenattan protein konsantrasyonlar1 6l¢iildi ve GSH
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konsantrasyonlar1 ornek total protein konsantrasyonlarina oranlandi. Doku GSH

6l¢iim sonuglar1 nmol/mg protein olarak verildi.

Tablo 3.2. Glutatyon 6l¢limii deney prosediirii

Kor Ornek Standart
Siipernatant - 0,5 ml -
Coktiirme ¢ozeltisi - 0,75 ml -

Karigtirildiktan sonra 1500 xg’de 15 dKk. santrifiij edilir, buradaki siipernatantdan devam edilir.

GSH standart: - - 0,5 ml
Siipernatant - 0,5 ml -
Distile su 0,5 ml - -
Sekonder Sodyum Fosfat 2ml 2ml 2mil
DTNB 1,5ml 1,5ml 1,5ml

Vorteksle karistirilip bes dakika beklenir ve 412 nm dalga boyunda kore kars1 absorbansi okunur.
GSH: Glutatyon, DTNM: 5,5'-Dithiobis (2-nitrobenzoik asit), Coktiirme ¢ozeltisi: 1,67 gram
metafosforik asit, 0,2 gram EDTA ve 30 gram NaCl bir miktar distile suda ¢oziiliir, bu ¢ozeltiler
birlestirilip son hacim 100 mI’ye tamamlanir. %1 Sodyum sitrat ¢dzeltisi: 1 gram trisodyum sitrat tartilip
100 ml distile suda ¢oziiliir. Belirtme reaktifinin hazirlanmasinda kullanilir. Sekonder sodyum fosfat
¢ozeltisi: 10,65 gram NayHPO, distile suda ¢oziilir ve son hacim 250 ml’ye tamamlanir. Belirtme
reaktifi: 0,8 gram DTNB 6nceden hazirlanmis olan %1°lik sodyum sitrat ¢6zeltisinde ¢oziiliir ve son
hacim 200 ml’ye tamamlanir.

Katalaz (CAT) enzim aktivitesinin ol¢iimii:

Dokulardan 0,1 gram kesit alindi, 1/10 oraninda soguk 0,1 M, pH:7 fosfat
tamponu ilave edilerek homojenize edildi. Homojenatlar +4°C 3500x g’de 10 dk.
santrifiij edilip, siipernatant kismindan dl¢timler yapildi. Hazirlanan ¢6zeltiler ile tablo
3.3’de belirtildigi gibi 6l¢lim islemi yapildi. CAT enzim aktivitesinin hesaplanmasinda
Lartillot ve vd. tarafindan bildirilen formiil kullanild1 (Lartillot, Kedziora & Athias,
1988; Nelson & Kiesow, 1972) (Sekil 3.1). CAT spesifik aktivitesi; katalaz
aktivitesinin, ayn1 homojenattan Olgillen Ornek protein  konsantrasyonuna

oranlanmastyla U/mg protein olarak hesaplandi.

A: Enzimatik aktiviteden kaynakli absorbans degisimi, Vt: Toplam reaksiyon hacmi (pl), &: H202“nin
240 nm’deki ekstinksiyon katsayisi (0.0394), t: Reaksiyon siiresi (dk.), Ve: Ornek hacmi (pl)

Sekil 3.1. Enzim aktivitesi formiilii
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Tablo 3.3. Katalaz 6l¢iimii deney prosediirii

Kor Ornek
Tris-EDTA-HCI 100 pl 100 pl
H20; (10 mM) - 1800 pl
Distile Su 1900 ul 60 pl
37°C de 10 dk. inkiibasyona birakilir.
Siipernatant - 40 pl

240 nm dalga boyunda 3 dakika boyunca kore kars1 absorbansi okunur. (Kinetik okuma yapilir.)
Tris: Hidroksimetil, EDTA: etilendiamin tetraasetik asit, HCL: hidrojen kloriir, H,O>: hidrojen peroksit,
Tris-EDTA-HCI ¢ozeltisi: 12,1 gram tris ile 0,186 gram disodyum EDTA tartilarak 40 ml distile suda
¢ozilir. 2 M’lik HCI ile pH’s1 8’e ayarlanir ve son hacim distile su ile 100 ml’ye tamamlanir.
Siipernatant 1/40 oraninda seyreltildikten sonra kullanilir. H2O,, 6rnek tiiplerini inkiibasyona koymadan
hemen 6nce tiiplere konulmalidir.

Kullanilan cihazlar:

o Eppendorf EDOS elektronik pipetleyici (Eppendorf EDOS 5222)

. Hassas terazi (Sartorius)

o Roche Cobas c¢501 otoanalizér cihazi (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Almanya)

o Santrifiij/sogutmali santrifiij (Niive NF800 ve Jouan MR22)

. Spektrofotometre (Shimadzu, UV-1601)

o Su banyosu (Niive BM402)

. Tiiplii 1s1tict

3.7. Histopatolojik Degerlendirme

Alman karaciger ve pankreas orneklerinin %10’luk formalin fiksatifi iginde iki
giin siire ile fiksasyonlar1 saglandi. Fiksasyonlar1 saglanan Ornekler fiksatifin
¢okmesini engellemek amaciyla ilig-dort saat gesme suyunda yikandi. Cesme suyuyla
yikanan doku pargalarinin daha sonra sirasiyla kademeli olarak %70’lik, %80’lik,
%90°lik ve %96°lik alkol serilerinde 45’er dakika bekletilerek dehidratasyonlari
sagland1. Dehidratasyonlarinin ardindan Ornekler seffaflandirilmak tizere iki kez
20’ser  dakika ksilolde bekletildi. Karaciger ve pankreas  ornekleri
seffaflandirilmalarinin ardindan etiiv i¢inde 65°C’de eritilmis parafinlere alinarak 60
dakika stireyle ii¢ ayr1 parafinde bekletildi. Parafinize edilen dokular ayr1 ayr1 parafin
iceren kasetlere gomiilerek bloklandi ve kesit alinmaya hazir duruma getirildi. Parafin
bloklardan kesitlerin alinmasinda kullanilacak mikrotom bigcagi buzdolabinda

sogutularak, mikrotom araciligi ile her bir 6rnekten 5 mikrometre kalinliginda doku
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kesitleri alind1. Kesitlerin 45°C’de su banyosunda agilmalari saglanarak temiz lamlar
lizerine alinmasindan sonra etiiv i¢inde bir saat bekletilmeleri saglandi. Preparatlar
birer saat iki ayr1 ksilolde tutulup deparafinizasyonlar1 saglandiktan sonra boyama
asamasina gecildi. Kesitlerin boyanmasinda Hematoksilen-Eosin ikili boyasi
kullanildi. Deparafinizasyonu yapilmis olan doku kesitleri beser dakika siireyle %96,
%90, %80, %70’lik alkollerde ve distile suda bekletildi. Kesitler Hematoksilen ile iKi
dakika ve Eozin ile on dakika boyandi. Cesme suyu ile fazla boyasi alinan kesitler
hizla alkol serilerinden gegcirilip dehidratasyonlar1 saglandi. Dokular iki ayr ksilolde
30’ar dakika tutularak seffaflastirildi ve seffaflastirilan dokular daha sonra entellan ile
kapatilarak 151k mikroskobik diizeyde Olympus BH-2 mikroskop ile degerlendirmeleri
yapild1 ve tiim preperatlarin Olympus DP-70 dijital kamera ile fotograflar1 ¢ekildi.
Yapilan incelemelerde c¢alisma bulgular1 baz alinarak ve literatiir
taramalarindan da faydalanilarak karaciger o6rnekleri i¢in nekrotik hiicre, siniizoidal
dilatasyon, hiicresel infiltrasyon, konjesyon; pankreas dokusu i¢in asiner hiicre hasari,
adacik hiicre hasari, hiicresel infiltrasyon, konjesyon ve ddem bulgularina bakilarak
degerlendirilme yapildi. Her bir kriter 0-3 arasinda skorlandi. 0 puan hasar yok, 1 puan

az hasar, 2 puan orta diizeyde hasar, 3 puan siddetli hasar olarak tanimlandi (244).

3.8. istatistiksel Yontem

Calisma kapsaminda elde edilen verilerin istatistiksel analizleri SPSS
(Statistical Software for Windows, Version 18.0) paket programi1 kullanilarak yapildi.
Kategorik degiskenler Chi-Square testi ile karsilastirildi. Gruplar arasi karsilagtirmada
tek yonli varyans analizi (One-Way ANOVA) testi kullanildi. Ardindan gruplar arasi
farkliliklarin anlamli olup olmadig: ve anlamlilik diizeyleri Tukey ve Tamhane testi
kullanilarak incelendi. Calisma gruplarina ait veriler ortalama + standart sapma

(mean+SD) bigiminde gosterildi. P<0,05 degeri istatiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Sicanlarin Karakteristik Ozellikleri

Siganlarin ortalama agirliklart 261,58+31,49 (min-mak: 200-310) gram idi.
Davranis bozuklugu ve istah kaybina dair bir bulgu izlenmedi. Calisma boyunca
hayvanlarindan 6len olmadi. Toplam 40 tane si¢an kullanildi. Hayvanlar rastgele, her
grupta 10’ar tane olacak sekilde dort gruba ayrildi. Caligma ve kontrol grubunun

dagilimi sekil 4.1°de gosterildi.

SICAN SAYISI
Grup-4 Grup-1
L-ASP+NAC Kontrol Grubu
Grubu n: 10
n: 10
Grup-3 Grup-2
L-ASP Grubu NAC Grubu
n: 10 n: 10

Sekil 4.1. Calisma ve kontrol grubunun dagilimi

4.2. Biyokimyasal Analizler

Calisma ve kontrol gruplar1 arasinda glukoz, AST, ALT, TB, DB, ALP, TG,
kolesterol, lipaz diizeyleri agisindan farklilik saptanmadi (p>0,05). L-ASP grubunda
amilaz yiiksekligi mevcuttu ancak istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0,05).
Calisma ve kontrol gruplarinin laboratuvar parametrelerinin karsilastirmas: tablo

4.1°de gosterildi.



Tablo 4.1. Calisma ve kontrol gruplarinin laboratuvar parametreleri
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Degiskenler Grup-1 Grup-2 Grup-3 Grup-4 p
Kontrol grubu NAC grubu  L-ASP grubu L-ASP+NAC  degeri
Glukoz (mg/dL) 313,40+65,56 299,70+62,99 320,1+£71,51 343?5r(;1f5u3,20 >0,05
AST (U/L) 128 +33,54 124,20+28,98 105+15,94 101,00+23,43 >0,05
ALT (U/L) 54,20+13,79 45,90+5,78 46,80+6,14 52,20+6,46 >0,05
TB (mg/dL) 0,04+0,016 0,036+0,013 0,04+0,015 0,039+0,015 >0,05
DB (mg/dL) 0,03+0,010 0,032£0,012  0,037£0,006  0,032+0,015  >0,05
ALP (U/L) 213,90+36,91 204,40+51,53 187,5+26.,9 184,20+23,89 >0,05
TG (mg/dL) 28,70+£10.14 21,50+10,22 25,90+10,42 25,80+8,32 >0,05
Kolesterol (mg/dL) 44,00+9,16 43,40+4,19 45,30+5,74 40,50+4,97 >0,05
Amilaz (U/L) 1900,70£167,85  1828,11+x174  2066,6+143,5 1970+141,4 >0,05
Lipaz (U/L) 5,30+0,48 5,50+0,53 5,40+0,51 5,50+0,52 >0,05

AST: aspartat aminotransferaz, ALT: alanin aminotransferaz, TB: total bilirubin, DB: direkt bilirubin,
ALP: alkalen fosfataz, TG: trigliserit

4.3. Oksidatif Stres Parametrelerinin Analizi

Calisma ve kontrol Gruplar arasinda karaciger ve pankreas MDA, GSH, CAT

diizeyleri agisindan farklilik saptanmadi. Calisma ve kontrol gruplarmin karaciger ve

pankreas dokularindaki MDA, GSH, CAT diizeyleri tablo 4.2 ve 4.3’de gosterildi.

Tablo 4.2. Calisma ve kontrol gruplarimin karaciger dokusundaki MDA, GSH, CAT

diizeyleri
Degiskenler Grup-1 Grup-2 Grup-3 Grup-4 p
Kontrol grubu  NAC grubu L-ASP grubu L-ASP+NAC  degeri
grubu
MDA (nmol/mg) 3,80+1,28 3,024,491 3,30+,89 2,90+,75 >0,05
GSH (nmol/mg) 6,57+2,14 5,09+2,140 6,24+2.14 6,01+£2.14 >0,05
CAT (U/mg) 54,73£13,60 50,06+9,55 50,12+11,87 47,25+11,14 >0,05

MDA: malondialdehit, GSH: glutatyon, CAT: katalaz
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Tablo 4.3. Calisma ve kontrol gruplarinin pankreas dokusundaki MDA, GSH, CAT

diizeyleri
Degiskenler Grup-1 Grup-2 Grup-3 Grup-4 p
Kontrol grubu  NAC grubu  L-ASP grubu  L-ASP+NAC  degeri
grubu
MDA (nmol/mg) 5,55+1,72 5,378+1,93 3,90+,97 4,87+2,14 >0,05
GSH (nmol/mg) 8,61+£2,83 7,083+1,48 6,84+1,72 6,93+1,68 >0,05
CAT (U/mg) 49,10+20,65 56,24+20,65 54,57+20,65 53,18+20,65 >0,05

MDA: malondialdehit, GSH: glutatyon, CAT: katalaz

4.4, Histopatolojik Incelemeler

Karacigerin histolojik yapilar1 incelendiginde; grup 1 ve 2 de hicbir sicanda
nekrotik hiicre goriilmedi. Grup 3’de dort sicanda iki puan, alt1 siganda ii¢ puan
diizeyinde nekrotik hiicre izlendi. Grup 4’de iki sicanda bir puan diizeyinde nekrotik
hiicre izlendi, sekiz sicanda ise nekrotik hiicre izlenmedi. Grup 1’de iki sicanda, grup
2’de ti¢ siganda bir puan diizeyinde siniizoidal dilatasyon goriildii. Grup 3’de iki
sicanda iki puan diizeyinde, sekiz siganda {i¢ puan diizeyinde dilatasyon vardi. Grup 4
incelendiginde sadece ii¢ siganda bir puan diizeyinde hasar oldugu goriildi, yedi
sicanda hasar yoktu. Hiicresel infiltrasyon grup 1 ve 2 de goriilmezken grup 3’de li¢
siganda iki puan diizeyinde, yedi siganda {li¢ puan diizeyinde hasar vardi. Grup 4°de {i¢
siganda bir puan, {i¢ sicanda iki puan seviyesinde hiicresel infiltrasyon vardi, dort
sicanda hasar yoktu. Grup 1 ve 2°de konjesyon goriilmedi. Grup 3’de {i¢ sicanda iki
puan, yedi siganda {li¢ puan diizeyinde konjesyon vardi. Grup 4’de {i¢ si¢anda bir puan,
ti¢ siganda iki puan seviyesinde konjesyon goriildii, dort siganda hasar yoktu. Gruplar
arasinda nekrotik hiicre, siniizoidal dilatasyon, hiicresel infiltrasyon ve konjesyon skor
dagilimlan acisindan istatistiksel a¢idan anlamli fark saptandi (Hepsi i¢in p<0,01).
Gruplar arasinda karaciger doku hasari skorlarmin karsilastirmas: tablo 4.4’de

gosterildi.



Tablo 4.4. Gruplar arasinda karaciger doku hasari skorlarinin karsilagtirmasi
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Grup-1 Grup-2 Grup-3 Grup-4 p
Kontrol grubu NAC grubu  L-ASP grubu L-ASP+NAC degeri
n(%6) n(%o) n(%b) grubu n(%)

Nekrotik
Hiicre
0 puan 10 (%100) 10 (%100) 0 8 (%80) <0,01
1 puan 0 0 0 2 (%20) <0,01
2 puan 0 0 4 (%40) 0 <0,01
3 puan 0 0 6 (%60) 0 <0,01
Siniizoidal
Dilatasyon
0 puan 8 (%80) 7 (%70) 0 7 (%70) <0,01
1 puan 2 (%20) 3 (%30) 0 3 (%30) <0,01
2 puan 0 0 2 (%20) 0 <0,01
3 puan 0 0 8 (%80) 0 <0,01
Hiicresel
infiltrasyon
0 puan 10 (%100) 10 (%100) 0 4 (%40) <0,01
1 puan 0 0 0 3 (%30) <0,01
2 puan 0 0 3 (%30) 3 (%30) <0,01
3 puan 0 0 7 (%70) 0 <0,01
Konjesyon
0 puan 10 (%100) 10 (%100) 0 4 (%40) <0,01
1 puan 0 0 0 3 (%30) <0,01
2 puan 0 0 3 (%30) 3 (%30) <0,01
3 puan 0 0 7 (%70) 0 <0,01

0 puan: hasar olmamasi, 1 puan: az hasar olmasi, 2: orta diizeyde hasar olmasi, 3: siddetli hasar

Karaciger nekrotik hiicre, sinilizoidal dilatasyon, hiicresel infiltrasyon ve

konjesyon degerlerinin L-ASP grubunda diger gruplara gére anlamli bir sekilde

yuksek oldugu saptand1 (p<0.01) (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Karaciger dokusunda hasar skoru puan ortalamasi

Mikroskobik incelemede kontrol ve NAC grubunda karacigerin normal
histolojik yapida oldugu gozlenirken, L-ASP grubundaki hayvanlarin hepsinde orta ve
siddetli diizeyde hasar oldugu, L-ASP+NAC grubunda ise hi¢bir hayvanda siddetli
hasar olugmadigi ve histolojik degisikliklerin normale yakin oldugu gozlendi. Calisma

ve kontrol gruplarinin karaciger dokularinin histopatolojik kesitleri sekil 4.3-6’da

gosterildi.

Hepatosit hiicreleri, portal alan ve siniizoidal yapilari ile normal histolojik yapidaki karaciger
izlenmekte (v: vena sentralis) (a-b) (bar: 200 um, bar: 50.0 um, HE).

Sekil 4.3. Kontrol grubunun karaciger kesitleri
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Hepatosit hiicreleri, portal alan ve siniizoidal yapilari ile normal histolojik yapidaki karaciger
izlenmekte (v: vena sentralis) (a-b) (bar: 200 um, bar: 50.0 um, HE).

Sekil 4.4. NAC grubunun karaciger kesitleri

Karacigerin 151k mikroskobik incelenmesinde parankim dokuda hasar gzlenmekte. Piknotik niikleuslu
eozinofilik sitoplazmali nekrotik hepatosit hiicreleri (—) ve dilate vena sentralis yapisi (v) goriilmekte.
Portal alanda ise hiicresel infiltrasyon (P) ve vaskiiler konjesyon (*) dikkat cekmekte (a-d) (bar: 200
pum, bar: 100 pm, bar: 50.0 um, HE).

Sekil 4.5. L-ASP grubunun karaciger kesitleri
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Karacigerin 151k mikroskobik incelenmesinde hasarin azaldig:1 dikkat ¢ekmekte. Kismi siniizoidal
dilatasyon (—) gozlense de parankim dokuda hepatosit hiicreleri, vena sentralis yapisi (v), portal alan
ve siniizoidal yapilari ile normale yakin karaciger yapisi gézlenmekte (a-b) (bar: 200 um, bar: 50.0 um,
HE).

Sekil 4.6. L-ASP+NAC grubunun karaciger kesitleri

Pankreasin histolojik yapilar1 incelendiginde; grup 1 ve 2’de ikiser si¢canda bir
puan diizeyinde asiner hiicre hasar1 vardi, sekizer sigan saglikliydi. Bu hasar grup
3’deki si¢anlarin altisinda iki puanlik, dordiinde {i¢ puanlik diizeydeydi. Grup 4’de bir
sicanda bir puan diizeyinde asiner hiicre hasar1 varken dokuz sigan da hasar yoktu.
Grup 1’de bir siganda adacik hiicre hasar1 goriildii, dokuz si¢an normaldi. Grup 2’de
hasar goriilmedi. Grup 3’de bes sicanda iki puan, bes siganda li¢ puan degerinde adacik
hiicre hasar1 vardi. Grup 4’de bes siganda bir puan, {i¢ si¢canda iki puan seviyesinde
hasar vardj, iki sican da hasar goriilmedi. Hiicresel infiltrasyona bakildiginda grup 1°de
sadece bir siganda bir puan diizeyinde hasar vardi, dokuz sigan da hasar yoktu. Grup
2’de sekiz sigan saglikliyken iki sicanda bir puan seviyesinde infiltrasyon vardi. Grup
3’de hasarsiz sican hi¢ yoktu, ii¢ sicanda iki puan, yedi sicanda {i¢ puan diizeyinde
hasar vardi. Grup 4’de {i¢ siganda iki puan, iki siganda ii¢ puan diizeyinde infiltrasyon
varken bes si¢anda hasar yoktu. Konjesyon ve 6dem grup 1 ve 2 ‘deki farelerin
hi¢birinde yoktu. Grup 3’de iki siganda bir puanlik, sekiz si¢canda iki puanlik hasar
vardi. Grup 4’de alt1 siganda bir puan, bir siganda iki puan seviyesinde hasar varken
ti¢ sicanda konjesyon ve 6dem goriilmedi. Gruplar arasinda asiner hiicre hasari, adacik
hiicre hasari, hiicresel infiltrasyon, konjesyon ve 6dem skor dagilimlari agisindan
istatistiksel acidan anlamli fark saptandi (Hepsi i¢in p<0,01). Gruplar arasinda

pankreas doku hasari skorlarinin karsilastirmasi tablo 4.5’de gosterildi.
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Tablo 4.5. Gruplar arasinda pankreas doku hasari skorlarinin karsilastirmasi

Grup-1 Grup-2 Grup-3 Grup-4 p
Kontrol grubu  NAC grubu  L-ASP grubu L-ASP+NAC degeri
n(%o) n(%6) n(%) grubu n(%)

Asiner Hiicre
Hasarn
0 puan 8 (%80) 8 (%80) 0 9 (%90) <0,01
1 puan 2 (%20) 2 (%20) 0 1 (%10) <0,01
2 puan 0 0 6 (%60) 0 <0,01
3 puan 0 0 4 (%40) 0 <0,01
Adacik
Hiicre Hasar
0 puan 9 (%90) 10 (%100) 0 2 (%20) <0,01
1 puan 1 (%10) 0 0 5 (%50) <0,01
2 puan 0 0 5 (%50) 3 (%30) <0,01
3 puan 0 0 5 (%50) 0 <0,01
Hiicresel
infiltrasyon
0 puan 9 (%90) 8 (%80) 0 5 (%50) <0,01
1 puan 1 (%10) 2 (20) 0 3 (%30) <0,01
2 puan 0 0 3 (%30) 2 (%20) <0,01
3 puan 0 0 7 (%70) 0 <0,01
Konjesyon ve
Odem
0 puan 10 (%100) 10 (%100) 0 3 (%30) <0,01
1 puan 0 0 2 (%20) 6 (%60) <0,01
2 puan 0 0 8 (%80) 1 (%10) <0,01
3 puan 0 0 0 0 <0,01

0 puan: hasar olmamasi, 1 puan: az hasar olmasi, 2: orta diizeyde hasar olmasi, 3: siddetli hasar

Pankreas asiner hiicre hasari, adacik hiicre hasari, hiicresel infiltrasyon ile
konjesyon ve ddem degerlerinin L-ASP grubunda diger gruplara gore anlamli bir

sekilde yiiksek oldugu saptandi (p<0.01) (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Pankreas dokusunda hasar skoru puan ortalamasi

Mikroskobik incelemede kontrol ve NAC grubunda pankreasin normal
histolojik yapida oldugu gozlenirken, L-ASP grubundaki hayvanlarin hepsinde orta ve
siddetli diizeyde hasar oldugu, L-ASP+NAC grubunda ise hi¢bir hayvanda siddetli
hasar olusmadig1 ve histolojik degisikliklerin normale yakin oldugu gozlendi.

L-ASP+NAC grubunda pankreas dokusunda hasar skoru puan ortalamasinin
toplam1 (2,7 puan) karaciger dokusundakine (2,3 puan) gore daha yiiksek oldugu
saptandi  (Sekil 4.2 ve sekil 4.7). Calisma gruplarinin pankreas dokularinin
histopatolojik kesitleri sekil 4.8-11°de gosterildi.

Endokrin (Langerhans adaciklar) (») ve ekzokrin (asiner pankreas) bdlgeleri ile normal histolojik
yapidaki pankreas izlenmekte (a-b) (bar: 100 pm, bar: 50.0 um, HE).

Sekil 4.8. Kontrol grubunun pankreas kesitleri
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Endokrin (Langerhans adaciklari) (P) ve ekzokrin (asiner pankreas) bolgeleri ile normal histolojik
yapidaki pankreas izlenmekte (a-b) (bar: 100 pm, bar: 50.0 um, HE).

Sekil 4.9. NAC grubunun pankreas kesitleri

Pankreasin 151k mikroskobik incelenmesinde parankim dokuda hasar gézlenmekte. Asiner hiicrelerde
(—) ve adacik hiicrelerinde hasar (P) gozlenmekte. Ayrica hiicresel infiltrasyon (inf) ve 6dem ile
vaskiiler konjesyon (*) dikkat cekmekte (a-d) (bar: 200 pm, bar: 100 um, bar: 50.0 um, HE).

Sekil 4.10. L-ASP grubunun pankreas kesitleri
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Pankreasin 151k mikroskobik incelenmesinde hasarin azalmasi dikkat cekmekte. Endokrin (Langerhans
adaciklart) (™) ve ekzokrin (asiner pankreas) bolgeleri ile normale yakin histolojik yapidaki pankreas
izlenmekte (a-b) (bar: 100 pum, bar: 50.0 um, HE).

Sekil 4.11. L-ASP+NAC grubunun pankreas kesitleri
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5. TARTISMA

Asparaginazlar, ALL’de tedavi protokollerinin temel tasidir ve pediatrik
protokollerin ¢ogunda remisyon indiiksiyonu ve yogunlagtirma tedavisinde
kullanilmaktadir (245). 1960'larda pediatrik tedavi protokollerine girdiginden beri,
hastalarin hayatta kalma oranlar1 kademeli olarak yaklasik %95’¢ yiikselmistir (158).
Onceki yillarda asparaginaz toksisitesinin E. coli endotoksinine bagli oldugu
diistiniilirken artik L-asparagin ve glutamin seviyelerindeki azalmaya sekonder
protein sentezinin inhibisyonuna bagli olabilecegi diisiiniilmektedir (246). L-ASP’in
eliminasyon yart Omriiniin kisa olmasi ve hizli klirensi, klinik etkinligin
saglanabilmesi i¢in yliksek dozda ve sik araliklarla verilmesini gerektirmektedir (159,
160). Bu da ilag ile iliskili hepatotoksisite, pankreatit ve tromboz dahil olmak tizere
toksik etkilerinin artmasina, bu yilizden de dozun gecikmesine veya tedavinin
aksamasina sebep olabilmektedir (18).

E. coli L-ASP’1n hem insan hem de hayvanlarda karaciger ve pankreas {izerine
toksik etkileri belgelenmistir. En sik bildirilen biyokimyasal anormallikler amilaz,
AST, ALT, ALP, bilirubin ve TG yiiksekligidir. Bay ve arkadaslarinin L-ASP tedavisi
alan ALL tanili hastalarda yaptigi retrospektif incelemede, en sik goriilen yan etkinin
alerjik reaksiyonlar oldugu (%19,9), daha sonra sirasi ile hipertrigliseridemi-
hiperkolesterolemi (%9,4), hiperglisemi (8,2), pankreatit (%1,1), parotit (%1,1) ve
tromboz (%1,1) oldugu bildirilmistir (247). Akarsu ve arkadaslar yaptiklari ¢alismada
olgularin %11,9’unda alerjik reaksiyon, %211,9’unda hiperglisemi, %10,7’sinde
hipertrigliseridemi gelistigini bildirmislerdir (248). Parsons ve arkadaglari yaptiklar
caligmada L-ASP alan hastalarda hipertrigliseridemi sikliginin %67 oraninda
oldugunu gostermis, ancak TG diizeyi ile pankreatik toksisite arasinda bir iliski
gosterememiglerdir. Ayrica hipertrigliseridemi sikliginin kullanilan L-ASP tiirline
gore (E. coli ASP ve PEG-ASP) degisiklik gostermedigini bildirmislerdir (249).
Cremer ve arkadaslari, prednizon, vinkristin, daunorubisin ve L-ASP verilen (BFM
79) 18 ¢ocuk hasta ile ii¢ ilac1 takiben tek basina L-ASP verilen (BFM 83) 14 ¢ocuk
hastay1 karsilastirdiklari ¢alismalarinda kemoterapiye baslamadan 6nce ve daha sonra
haftalik araliklarla yapilan serum lipid 6l¢iimlerinde BFM 79 protokolii alanlarda total
kolesterol, TG, silomikron seviyelerindeki istatistiksel agidan anlamli artis oldugunu

gostermislerdir. Protokol BFM 83 alan ¢ocuklarda ise L-ASP oncesinde aldiklari
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kemoterapi sirasinda TG ve silomikron seviyelerinde anlamli degisiklikler
olmadigini, ancak L-ASP monoterapisi sirasinda TG ve silomikron diizeylerinin en
yiikksek seviyeye c¢iktigini gostermislerdir (250). Bu bulgu L-ASP ile lipid
metabolizmasi arasindaki iliskiyi en iyi sekilde gostermektedir.

Pediatrik protokollere uygun olarak sekiz dongiiden olusan (iki indiiksiyon,
dort konsolidasyon ve iki re-indiiksiyonda toplam alti doz 2000 IU/m? PEG-asp)
kemoterapi protokolii ile tedavi edilen 152 eriskin ALL hastasindan 82’sinin 148
dongiisiinde transaminazlarda grade 3-4 yiikselme, 36’sinin 49 dongiisiinde grade 3-4
hiperbilirubinemi, 55’inin 123 dongiisinde TG’de grade 3-4 yiikselme oldugu
bildirilmistir. Ayrica 37 hastanin 46 dongiisiinde pankreatit gelistigi, pankreatit ile TG
degerleri arasinda iliski bulunmadig: bildirilmistir (251). Christ ve arkadaslarinin
PEG-ASP ve L-ASP kullanan ALL hastalarinda yaptig1 bir retrospektif ¢alismada,
PEG-ASP alanlarin  %60’inda, L-ASP alanlarin ise %33’iinde grade 3-4
hepatotoksisite saptanmis. Hipertransaminezemi PEG-ASP grubunda %50, L-ASP
grubunda %22; hiperbilirubinemi PEG-ASP grubunda %33, L-ASP grubunda %11
oraninda goriilmiistiir (18). Plotka ve arkadaslari, ALL tedavisi goren 13 yasindaki
erkek hastada protokol I asamasinda deksametazon, vinkristin, doksorubisin ve PEG-
ASP alirken amilaz, lipaz degerlerinin arttigin1 ve akut pankreatit tablosu gelistigini
ve insiilin baslamay1 gerektirecek kadar direngli hiperglisemileri oldugunu
bildirmiglerdir (252). Sahoo ve arkadasglarmmin yayinladiklari olgu serisinde
kombinasyon kemoterapisinin bir pargasi olarak L-ASP verilen dort olguda L-ASP
uygulamasini takiben 2-20 giin igerisinde hepatomegali ve transaminazlarda yiikselme
oldugunu, bu hastalardan tigiiniin kaybedildigini, bir hastanin ise karaciger hasarinin
geri doniisiimlii oldugunu bildirmislerdir (183).

L-ASP’in hepatik ve pankreas toksisitesi ilizerine yapilan bu ve diger
caligmalar, ilacin toksik etkisini azaltmaya ve ortadan kaldirmaya yonelik tedaviler
izerine ilginin yogunlagsmasina neden olmustur. Lu ve arkadaglari, pre-B ALL tanisi
alan 23 yasindaki erkek hastanin indiiksiyon tedavisi esnasinda (25 mg/m?
doksorubisin, 2 mg vinkristin, 2.500 U/m? PEG-ASP) serum bilirubin, AST, ALT ve
ALP degerlerinde yiikselme oldugunu ve ¢ekilen bilgisayarli tomografide karacigerde
yaglanma oldugunu gostermisler. Olas1 diger sebepleri ekarte ettikten sonra ilag

toksisitesine yonelik olarak B vitamini kompleksi ve L-karnitin tedavi basladiktan
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sonra degerlerin hizla normalde dondiigiinii ve karacigerdeki yaglanmanin geriledigini
gostermislerdir (253). Ozdemir ve arkadaslar1 yayinladiklar: vaka sunumunda ALL
tedavisi alan 2,5 yasindaki erkek hastanin indiiksiyon tedavisi sirasinda (60 mg/m?
prednizolon, 1,5 mg/m? vinkristin, 30 mg/m? daunorubisin ve 5.000 U/m? L-ASP
iceren bir kombinasyon) siddetli hepatik toksisite ve pankreatik toksisite gelistigini
intraven6z NAC ile diizelme sagladiklarini, tekrarlayan L-ASP uygulamalarinda daha
disiik siddette hepatik toksisitenin tekrarladigimi ve oral NAC ile diizelme
sagladiklarini bildirmislerdir (254).

Kaya ve arkadaslari, hayvan deneyi ile L-ASP toksik etkilerini azaltmada
karnitinin etkinligini belirlemeye c¢alismislardir. Bu deney icin 32 erkek fare
kullanilmig ve denekler dort gruba ayrilmistir. Grup I’e (kontrol) salin, grup II’ye bes
giin boyunca 500 mg/kg L-karnitin, grup III’e tek doz 10.000 U/kg E. coli ASP, grup
IV’e ise bes giin boyunca 500 mg/kg L-karnitinin ve ardindan tek doz ASP enjekte
edilmistir. Ila¢ uygulamalarinda sonra toplanan 6rneklerde ASP verilen grupta diger
gruplara kiyasla MDA, total sialik asit, glukoz ve TG seviyelerinin anlamli derecede
artt1g1, GSH ve amilaz seviyelerinin anlaml derecede azaldigi tespit edilmistir. Ayrica
GSH, MDA, total sialik asit, glukoz, TG ve amilaz diizeylerinin, ASP sonrasi L-
karnitin verilen grupta kontrol grubununkine yaklastig1 tespit edilmistir. Histolojik
incelemede yalniz ASP alan grupta asiner hiicrelerin vakuoler dejenerasyonu,
koagiilatif nekroz, karisik enflamatuar hiicre infiltrasyonu izlenirken ASP sonrasi L-
karnitin verilen grupta ise doku hasarinda iyilesme oldugu gosterilmistir (244).

Suzuki ve arkadaglar1 yaptiklar1 ¢calismada, siganlara 5 giin boyunca giinde bir
kez 200 U/kg, 500 U/kg ve 1000 U/kg dozlarinda L-ASP vermisler, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda ~ sadece ~ “L-ASP-1000”  grubunda  pankreatik-amilaz
konsantrasyonunda yiikselme oldugunu ancak bu artigin akut pankreatitte goriilen
seviyelere ulasmadigini, Kontrol grubu ile tedavi grubu arasinda serum lipaz
konsantrasyonunda anlamli fark olmadigini géstermislerdir. Isik mikroskobisinde “L-
ASP-1000” grubunda histolojik degisikliklerin, hiicre i¢i vakuolizasyon, 6dem, hiicre
infiltrasyonu seklinde oldugu, diger gruplarda pankreas dokusunda histolojik bir
degisiklik olmadigini bildirmislerdir (255). Liu ve arkadaslarinin yakin zamanda
yapmis olduklar1 bir ¢alismada farelere iki hafta boyunca haftada iki kez 1200 U/kg

dozunda PEG-ASP verilmis ve farelerde hiperbilirubinemi olup transaminit
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olmamasina ragmen histolojik incelemede karacigerde yaglanma oldugu gézlenmistir
(256). Shito ve arkadaslar1 yaptiklari bir ¢alismada siganlara D-galaktozamin vererek
fulminan hepatit tablosu olusturmuslar, enjeksiyondan sonra 1, 3, 6, 12, 24, 36, 48, 72
ve 168. saatlerdeki kan tablosu incelendiginde AST ve ALT degerlerindeki artisin 3.
saat itibari ile basladigi ama pik seviyesine 36. saatte ulastigi goriilmiistiir. TB
degerleri ise ancak 24 saat sonra artmaya baslamistir. Histolojik inceleme de ise 6. saat
itibari ile hepatoselliiler nekroz ve infiltrasyonlar gézlenmistir, hiicresel onarim ise
ancak 72. saatten sonra goriilmeye baslamistir (257).

Biz ¢aligmamizda, L-ASP alan grupta biyokimyasal belirteglere baktigimizda,
diger gruplara gore glukoz, AST, ALT, TB, DB, ALP, TG, kolesterol ve lipaz
diizeylerinde farklilik saptamadik. Sadece L-ASP grubunda istatistiksel olarak anlamli
olmayan bir amilaz yiiksekligi mevcuttu. Karaciger ve pankreas dokusundaki oksidatif
stres parametrelerine baktigimizda; L-ASP alan grup ile diger gruplar arasinda MDA,
GSH, CAT diizeyleri agisindan farklilik saptamadik.

Biyokimyasal toksisite olusturamamis olmamizi iki hipotez ile agiklayabiliriz.
Bunlardan birisi verdigimiz ilag dozu, digeri ise 6rnekleri toplama zamani olabilir. L-
ASP’in organ toksisitesi ile ilgili literatiirde sadece iki tane hayvan calismasi
bulunmaktadir. Kaya ve arkadaslari (244) ¢alismalarinda 10.000 U/kg’dan tek doz L-
ASP vermis, 24 saat sonrasinda ornekleri toplamislar ve oksidatif stres belirtegleri,
glukoz, TG diizeylerinde degisiklikler oldugunu, pankreas dokusunda da toksisitenin
gelistigini, ancak amilaz diizeyinde anlamli yiikselme olmadigini, karnitin ile organ
hasarinda iyilesme oldugunu gostermislerdir. Bizim uyguladigimiz doz ve 6rnekleri
toplama araligi ayni olmasina ragmen biyokimyasal belirte¢ ve oksidatif stres
parametrelerinde degisiklik gosterememis olmamiz kullandigimiz deney hayvam
tirtintin farkli olmasi ile agiklanabilir. Suzuki ve arkadaslar1 (255) ise L-ASP’1 200,
500, 1000 U/kg’dan haftada bes giin verdiklerinde sadece 1000 U/kg dozunda
alanlarda pankreatik toksisite ve amilaz diizeyinde yiikselme oldugunu
gostermislerdir. Oysa ki ¢aligmamizda verdigimiz toplam doz Suzuki ve arkadaglarin
verildigi dozdan iki kat fazla idi. Biyokimyasal belirteg ve oksidatif stres
parametrelerinde degisiklik gdsterememis olmamizin diger nedeni L-ASP’in
yarilanma Omriiniin siganlarda kisa olmasi (yaklasik olarak 90 dk.) olabilir (258).

Cilinkii; eliminasyon siiresinin hizli olmasi enzimlerin seyrini ve pik yapma siiresini
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degistirecektir. Ayrica yiikksek ALT'nin zamanlamasi degiskendir (259) ve bu nedenle
yiiksekligi tespit etmek icin birgok periyodik test gerekebilir. Hiicrelerde olusan
hasarin iyilesmesi biyokimyasal parametrelerin diizelmesinden daha uzun zaman
aldig1 i¢in, organ hasarim tespit edebildigimizi diisiinliyoruz. Bu nedenle L-ASP’1in
tekrarlayan dozlarda yapilmasinin biyokimyasal toksisiteyi belirlememize daha etkili
olabilecegini diisiiniiyoruz. Bizim sonuglarimizdaki farkin, hasarin derecesi, boyutu ve
karacigerde baslayan rejenerasyondan kaynaklandigi varsayildi.

Karacigerin histopatolojik incelemesinde; hasarin derecesini belirlemek i¢in
kullanilan puanlama sistemi ile en yiiksek puanlarin L-ASP alan grupta oldugu, L-
ASP+NAC alan grupta ise hasar derecesinin puan dagiliminda belirgin sekilde azalma
oldugu gosterildi (Tablo 4.4). Mikroskobik incelemede ise kontrol grubunun karaciger
dokusu normal histolojik yapida iken, L-ASP grubunda karaciger parankiminin
hasarli, hepatositlerin nekrotik goriiniimde oldugu, vena sentralisin genisledigi, portal
alanin hiicresel infiltrasyona ugradigi ve vaskiiler yapilarda konjesyon oldugu goriildii.
L-ASP sonrast NAC alan grupta parankimal hasarin azalmig, kismi siniizoidal
dilatasyonlar gozlense de hepatosit hiicreleri, vena sentralis, portal alan ve siniizoidal
yapilart normale yakin yapida izlendi.

Pankreasin histopatolojik incelemesinde; en yiiksek puanlarin L-ASP alan
grupta oldugu, L-ASP+NAC alan grupta ise hasar derecesinin puan dagiliminda
belirgin sekilde azalma oldugu gosterildi (Tablo 4.5). Mikroskobik incelemede ise
Kontrol grubunun pankreas dokusunun normal histolojik yapida oldugu goriildii. L-
ASP grubunun 1s1k mikroskobik incelenmesinde parankim dokuda hasar gozlendi.
Asiner hiicrelerde ve adacik hiicrelerinde hasar, hiicresel infiltrasyon ve 6dem ile
vaskiiler konjesyon dikkat ¢ekti. L-ASP+NAC grubunun incelemesinde parankimdeki
hasarin azaldigi, endokrin ve ekzokrin bolgelerin normale yakin histolojik yapida
oldugu izlendi.

Asparaginazin neden oldugu hepatik toksisite en sik transaminazlarda ve
bilirubinde asemptomatik artiglara sebep olsa da Liu ve arkadaglarinin yaptigi
caligmada oldugu gibi histolojik hasarla paralel seyretmemektedir (256). L-ASP ile
indiiklenen hepatik toksisitenin kesin mekanizmasi bilinmemektedir. Hem protein
sentezindeki azalma hem de siddetli steatoz gelisimi ile iligkili goriinmektedir. Steatoz

karaciger biyopsisi yapilan hastalarin %50-90’1nda belgelenmistir. Ayrica L-ASP’1n
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bir dereceye kadar hepatosit nekrozuna yol actigi, ancak steatozdan daha az belirgin
oldugu da gozlenmistir (183). Hepatik steatozun, asparagin ve glutaminin hiicre iginde
tikenmesi ve mitokondride beta oksidasyonun bozulmas:i ile iliskili ile ilgili
olabilecegi diisiiniilmektedir (260, 261). Glutamin yoksunlugu, normal hiicrelerin
asparagin tiikenmesinin toksik etkilerinden kactig1 biyosentetik yolu engelleyebilir.
Bozulmus mitokondriyal beta oksidasyonunda ise serbest yag asitleri metabolize
edilemez, laktat ve reaktif oksijen radikalleri daha da artar ve birikir. Birikmis
radikaller, hiicrelerde ve aerobik metabolizmada bozulmaya neden olan ve buna baglh
olarak laktik asidoz ve trigliserit birikimine neden olan mitokondriyal DNA hasarina
yol agar. Sonug, hiicre i¢i steatozdur (262). Bir c¢alisma, farelerin, Wolinella
stiksinogen kokenli glutaminaz igermeyen ASP ile uzun bir siire boyunca tedavisinin,
hepatotoksik olmadigini bildirmistir (263).

Akut pankreatitin deneysel modellerinde, asiner hiicrelerde zimojen
graniillerinin birikmesini baglatan olay olarak salgilanmanin engellenmesi 6ne
stiriilmiistiir. Bu olayi, vakuoller iginde sindirim enzimler ile lizozomal hidrolazin
lokalizasyonu ve enzimlerin aktivasyonunu takiben akut hiicre i¢i zedelenmesi izler.
Pankreas asiner hiicrelerinde zimojen proteazin aktivasyonunun, akut pankreatit
gelisiminde 6nemli bir rol oynadig1 diisiiniilmektedir (264, 265). Calismamizda serum
amilaz ve lipaz konsantrasyonlar1 onemli Olgiide artmadigi halde asiner hiicre
hasarinin olmasimin sebebi, bu hiicrelerdeki zimojen graniillerinden sindirim
enzimlerinin ekzositozunun engellenmesi olabilir. Yaptigimiz histolojik incelemedeki
zimojen iceren vakuollerdeki morfolojik degisim, deneysel pankreatitin erken
evresinde goriilene benzerdi. Serum pankreas enzimleri hafifce artmis, ancak akut
pankreatitte goriilen seviyeye ulasmamugtir.

Onceki galismalar, NAC'in, alkolik olmayan steatohepatit hastalarmda lipid
peroksidasyonunu azalttigini ve hepatik glutatyondaki azalmay1 ilimli hale getirdigini
bildirmistir (266, 267). Baumgardner ve arkadaslari, NAC'm, alkolik olmayan
steatohepatit tarafindan indiiklenen lipid peroksidasyonunu ortadan kaldiran, hepatik
glutatyonun azalmasini artiran, TNF-alfa iiretimini inhibe eden ve enflamasyonu
azaltan, boylece hepatosit hasarin1 6nemli 6l¢iide azaltan etkili bir hepatik antioksidan
oldugunu gostermistir (266). Lipid hidroperoksitlerin detoksifikasyonunda 6nemli bir
aract olarak bilinen GSH ve CAT ile lipid peroksidasyonunda MDA seviyeleri,
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oksidatif stres agisindan bir gdsterge olabilir. Calismamiz, oksijen kaynakli serbest
radikallerin, farelerde asparaginaz kaynakli karaciger ve pankreatik hasarinin
patogenezindeki roliinii tam olarak ortaya koyamasa da daha 6nce yapilan galismalar
bunu gostermistir (244).

Toksisitenin ne kadar siirede klinik bulgu verecegi, klinik bulgu olusmayan
hastalarin takibinin hangi araliklarla yapilmasi gerektigi, koruyucu tedavinin
gerekliligi ya da hangi hasta grubunda tercih edilecegi ve diger olasi yan etkileri
acisindan daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ vardir. Calismamizin bu alanda yapilacak yeni

calismalara yol gosterecegini diistinliyoruz.
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6. SONUC VE ONERILER

1- Bu calisma icin Eskisehir Osmangazi Universitesi, TICAM’dan temin edilen
“Wistar-albino” tiirii 40 erkek si¢an kullanildi.

2- Siganlarin ortalama agirliklart 261,58+31,49 (min-mak: 200-310) gram olup
calisma boyunca 6len hayvan olmadi.

3- Biyokimyasal parametreler incelendiginde glukoz, AST, ALT, TB, DB, ALP, TG,
kolesterol ve lipaz diizeyleri agisindan gruplar arasinda anlamli farklilik gosterilemedi
(p>0,05, hepsi igin).

4- L-ASP grubunda istatistiksel olarak anlamli olmayan amilaz yiiksekligi mevcuttu
(p>0,05).

5-Gruplar arasinda karaciger ve pankreas dokusundaki MDA, CAT, GSH diizeyleri
acisindan farklilik yoktu (p>0,05, hepsi i¢in).

6- Histolojik incelemede karaciger nekrotik hiicre, siniizoidal dilatasyon, hiicresel
infiltrasyon ve konjesyon degerlerinin L-ASP grubunda diger gruplara nazaran anlaml
bir sekilde arttigir goriildi. NAC+L-ASP grubunda ise hasar diizeyi anlamli sekilde
azald1 (p<0.01, hepsi igin).

7- Pankreas asiner hiicre hasari, hiicresel, adacik hiicre hasar1 ile konjesyon ve 6dem
degerlerinin L-ASP grubunda diger gruplara nazaran anlamli bir sekilde arttigi
goriildii. NAC+L-ASP grubunda ise hasar diizeyi anlamli sekilde azaldi1 (p<0.01, hepsi
igin).

8- Mikroskobik incelemede kontrol ve NAC grubunda karaciger ve pankreas normal
histolojik yapida iken, L-ASP grubundaki hayvanlarin hepsinde orta ve siddetli
diizeyde hasar vardi. NAC+L-ASP grubunda ise hi¢bir hayvanda siddetli hasar
goriilmedi, normale yakin histolojik degisiklikler mevcuttu.

9- Calismamizda L-ASP’in AST, ALT degerlerinde yiikseklik olmadan karaciger
toksisitesi; lipaz ve amilaz yiiksekligi olmadan pankreas toksisitesi olusturdugu
goriilmiistiir. NAC ise bu toksisiteyi biiyiik oranda geri dondiirebilmistir.

10- L-ASP alan hastalar karaciger ve pankreas toksisitesi agisindan yakindan
izlenmelidir.

11- L-ASP toksisitesine NAC’1n etkisi ile ilgili klinik veriler ¢ok azdir, bu konunun
aydinlanabilmesi i¢in hayvan modellerinde ileri arastirmalarin  yapilmasi
gerekmektedir.
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12- Bu c¢aligmada her ne kadar L-ASP’in karaciger ve pankreas iizerinde yaptigi
biyokimyasal toksisiteyi gosterememis olsak da histolojik incelemelerde L-ASP’in
doku diizeyinde 6nemli hasar olusturdugu, NAC’in ise bu hasari 6nemli Olgiide

azalttig1 gosterilmistir.
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