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IN VIiVO NOROBLASTOM TUMOR MODELINDE SISPLATIN VE LIPOPLATININ
SITOTOKSIK, NEFROTOKSIK VE OTOTOKSIK ETKILERININ KARSILASTIRILMASI

Hande EVIN, Dokuz Eyliil Universitesi, Saglik Bilimleri Ensitiisii, inciralt1, IZMIR

OZET
Amag: Bu arastirmada subkutan ksenograft nude fare néroblastom timoér modelinde lipoplatin
(LIPO) uygulamasinin sisplatin (CDDP) uygulamasina gore sitotoksik, sitostatik, ototoksik ve

nefrotoksik etkilerinin karsilastirilmast amaglanmastir.

Yontem: Deneysel olarak planlanan bu ¢alismada 20 gr olan, 5-6 haftalik 21 adet erkek nude
fareye subkutan yolla C1300 néroblastom hiicreleri verilmistir. Tiimor olusup 150 mm?® ¢apa
eristiginde intraperitonel yolla kontrol grubuna 20mg/ kg serum fizyolojik, CDDP 20 mg/kg ve
LIPO 20 mg/kg verilmistir. Ajanlar verilmeden dnce (bazal) ve sonra (72. saat) isitsel fonksiyon
testleri yapilmistir. 72 saat sonunda hayvanlar sakrifiye edilerek tiimor ve koklea ¢ikarilmistir.
Idrar 6rneklerinde kreatinin degerlendirilmistir. Parafine gémiilen doku 6rneklerinde TUNEL
ile apoptoz ve nekroz, imminohistokimya ile de COX2, SOD2 ve INOS anti-oksidan ve anti-
inflamatuar iliskili protein diizeyleri tespit edilmistir. Elde edilen veriler gruplar arasinda SPSS

22.0 versiyonu ile karsilastirilmistir. P degeri 0,05 ‘den kiigiik ise anlamli kabul edilmistir.

Bulgular: Tumorde apoptoz ve nekroz oranlar1 LIPO grubunda CDDP’ye gore daha fazladir
(p=0,035 ve p=0,010). Spiral ganglionda apoptoz ve nekroz LIPO grubunda, CDDP’ye gore
daha diisiiktiir (p=0,002 ve p=0,002). Kokleada LIPO ve kontrol grubunda pozitif COX2 paterni
mevcut iken CDDP’de negatiftir (p=0,001). SOD2 ve INOS2 gruplar arasi fark géstermemistir
(p>0,05). Isitsel fonksiyonlar bazal degerlerde benzer olup, LIPO grubunda CDDP’ye gore

kismen daha iyi isitme esiklerine sahiptir.

Sonug: Néroblastom tedavisinde, CDDP nin doz sinirlayici yan etkilerini gidermek iizere LIPO
kullanimi yararh goziikmektedir. Ayrica LIPO, ayn1 dozda CDDP “den daha yiiksek anti-timor
etkiye sahiptir. ilerleyen ¢aligmalarda LIPO’nun bu iistiin 6zelliklerinin mekanizmasinin timor

mikrogevresi dahilinde de degerlendirilmesi onerilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Noroblastom, Lipoplatin, Sisplatin, Ototoksisite, Sitotoksisite



COMPARISON OF THE CYTOTOXIC, NEPHROTOXIC AND OTOTOXIC EFFECTS OF
CISPLATIN AND LIPOPLATIN IN IN VIVO NEUROBLASTOM TUMOR MODEL

Hande EVIN, Dokuz Eylul University, Institute of Health Sciences, inciralt, IZMIR

ABSTRACT
Aim: The aim of this study was to compare the cytotoxic, cytostatic, ototoxic and nephrotoxic
effects of lipoplatin (LIPO) administration according to cisplatin (CDDP) application in the

subcutaneous xenograft nude mouse neuroblastoma tumor model.

Method: In this experimentally planned study, C1300 neuroblastoma cells were given
subcutaneously to 21 male nude mice, weighted 20 gram. When the tumor reached 150 mm?
diameter, 20 mg / kg of saline to the control group, 20 mg / kg of cisplatin and 20 mg / kg of
LIPO were given intraperitoneally. The auditory function tests were performed before the
agents were given (basal) and after 72 hours of administration. At 72nd hours, the animals were
sacrificed and the tumor and cochlea were removed. Creatinine was evaluated in urine samples.
In paraffin-embedded tissue samples, apoptosis and necrosis (TUNEL) and anti-oxidant and
anti-inflammatory related protein levels (COX2, SOD2 and INOS) were determined by
immunohistochemistry. The data were compared between the groups with SPSS 22.0 version.
P value less than 0.05 is considered significant.

Results: Apoptosis and necrosis rates were higher in the LIPO group than in CDDP (p = 0.035
and p = 0.010). In the spiral ganglion, apoptosis and necrosis were lower in the LIPO group
than in CDDP (p = 0.002 and p = 0.002). COX2 pattern in the cochlea was positive in both
control and LIPO group and negative in CDDP (p = 0.001). SOD2 and INOS2 showed no
difference between groups (p> 0.05). The auditory functions are similar in baseline values and
have a better threshold value in the LIPO group than CDDP.

Conclusion: In the treatment of neuroblastoma, the use of LIPO seems to be beneficial to
eliminate the dose-limiting side effects of CDDP. In addition, LIPO has a higher anti-tumor
effect than CDDP. In further studies, it is recommended that the mechanism of these superior

properties of LIPO should be evaluated within the tumor microenvironment.

Keywords: Neuroblastoma, Lipoplatin, Cisplatin, Ototoxicity, Cytotoxicity



1. GIRIS VE AMAC

1.1. Problemin Tanimi

Noroblastom primordial ndral krest hiicrelerinden gelisen, en sik goriilen ekstrakraniyal
yerlesimli solid bir timdordiir ve tiim pediyatrik onkoloji alanindaki 6liimlerin %15’ini olusturur
(Yiallouros, 2013). Klinik olarak genis bir spektruma; spontan regresyondan dliimle sonuglanan
hizli bir progresyona sahiptir. Noroblastomda tumér dokusundaki bircok sitogenetik ve
molekiiler genetik degisikligin prognoz iizerine etkisi gdsterilmistir. Ornegin; “near triploidi”
iyl prognozla iligkiliyken, MYCN onkogen amplifikasyonu diploidi kotii prognozu isaret
etmektedir. “17q dengesiz translokasyonu (17g+)”, “1p veya 11q allelik kayb1” daha agresif
timor 6zellikleri ve kotli prognozla iligkilidir (Zhijie ve ark, 2010).

CDDP, noéroblastom basta olmak {izere erigkin ve cocukluk c¢agi bircok neoplastik
hastaliklarin tedavisinde kullanilan antineoplastik bir ajandir. Bununla birlikte nefrotoksisite,
ototoksisite, miyelotoksisite, periferik norotoksisite gibi doz kisitlayici ciddi yan etkileri
mevcuttur (Alam ve ark, 2000). CDDP’nin ototoksik mekanizmasi tam olarak bilinmemekle
beraber kokleada dis tiiy hiicrelerini bazaldan apikale dogru reaktif oksijen radikallerinin (ROS)
olusumu ve mitokondrinin oksidatif hasar1 yoluyla progresif olarak hasar vererek etkisini
gosterir (Rybak ve ark, 2000). CDDP’nin doz kisitlayici yan etkilerini gidermek i¢in tiimorde
sitotoksik etki gosterirken normal dokulara zarar vermeyecegi uygun formiilasyonlarina ihtiyag
vardir. LIPO polietilen glikol (PEG) kaplamals, kiigiik, tek lamelli vezikillerin igerisindeki bir
lipozomal sisplatin  formulasyonudur. Lipozomal sisplatin olup 110 nanometre ¢apta bir
nanopartikiildiir ve lipid ile sisplatinden olusur. Literatirde LIPO’nun CDDP’ye gére
nefrotoksisitesinin daha az olduguna dair iki aragtirma bulunmasina ragmen, ototoksik
etkilerinin arastirildig1 in vivo herhangi bir ¢aligma bulunmamaktadir (Rybak ve ark, 2000;
Aydemir ve Ayse, 2011).

1.2. Arastirmanin Amaci
Bu arastirmada subkutan ksenograft nude fare néroblastom timoér modelinde LIPO
uygulamasinin CDDP uygulamasina gore sitotoksik, sitostatik, ototoksik ve nefrotoksik

etkilerinin karsilastirilmas1 amaglanmustir.



1.3. Arastirma Soru ve Hipotezleri
Bu arastirmanin ana hipotezi, LIPO uygulamasinin sonucunda CDDP’nin saglikli
dokularda neden oldugu sitotoksik, sitostatik, ototoksik ve nefrotoksik etkilerinin daha az

olacag seklindedir. Buna dayanarak aragtirmada su sorularin yanitlari aranmistir:

1. Tiimére kars1 LIPO’nun apoptoz ve nekroz (izerindeki etkisi CDDP ile farkli midir?

2. Koklea ve spiral ganglion dokusundaki apoptoz ve nekroz oranlar1 LIPO ile CDDP
uygulanmasina gore farkli midir?

3. LIPO ve CDDP uygulanmasi kokleada COX2, INOS2 ve SOD2 ekspresyonu agisindan
fark gosterir mi?

4. LIPO ve CDDP uygulanmasi spiral ganglionda COX2, INOS2 ve SOD2 ekspresyonu

acisindan fark gosterir mi?



2. GENEL BILGILER

2.1. NOroblastom Tanim

Noroblastom, primordial noral krest hicrelerinden tiiretilmis bir ¢ocuk timaoru olup,
cocukluk ¢aginin en sik goriilen ekstrakraniyal solid tiimoriidiir. Normal kosullar altinda, noral
krest hicresi 6nculeri dorsal noral tipten go¢ eder ve uygun yerlerine sempatik sinir sisteminin
dokularina ve organlarina ulagtiklarinda farklilagir, fakat bazi durumlarda ndéral krest hiicre
gocli, olgunlagmasi1 veya farklilagmasindaki bozukluklar ndroblastomun gelismesine yol

acabilir (Maris ve ark, 2007). Noral krest orjinli hiicre ¢esitleri sekil 1 ‘de yer almaktadir.
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Sekil 1. Noral krest orjinli olan hiicreler (Maris ve ark, 2007)

Noroblastomun ilging 6zelliklerinden biri timdrlerinin benzersiz klinik ve biyolojik
heterojenligidir. Baz1 ¢ocuklarda tamamen gerileyen veya tedavi edilmeden spontan olarak
farklilagsan tiimorler bulunurken, diger ¢ocuklarda agresif multimodal tedaviye ragmen kotii
sonuglari olan yaygin metastatik tiimorler vardir (Whittle ve ark, 2017). Klinik ve laboratuvar
aragtirmalari, noroblastomun biyolojisinin anlasilmasini saglamis ve noroblastom risk
siiflandirmasi, uygun hasta alt kiimelerinde kullanim igin terapiler gelistirmek tzere klinik ve
biyolojik prognostik faktorlerin kullanimi i¢in bir paradigma olarak 6nem tasimaktadir.
Noroblastomun anlamli heterojenligi arastirmacilart etkilemistir ve onlarca yil siiren arastirma

cabalar1 sonucunda hedeflenebilen yeni hiicresel yollarin yani sira, prognoz icin yeni



biyobelirtegler tanimlanmistir. Giiniimiize kadar tanimlanmis olan prognostik faktorler,
hastanin tan1 yasi1 ve tiimor evresi gibi klinik faktorlerin yan1 sira MYCN onkojenin
amplifikasyonu varliginda veya yoklugunda tiimoriin kendisinin biyolojik 6zelliklerini
icermektedir (Stine ve ark, 2015; Huang ve Weiss, 2013). Blyuk gruplar arasindaki hastalik
riski siiflandirma semalarindaki farkliliklarin ele alinmasi ile, diinya ¢capinda tan1 konmus ve
tedavi edilen hastalarin daha tutarli evrelendirilmesi i¢in cerrahi dncesi risk faktorlerini iceren
yeni, daha diizglin bir evreleme sistemini barindiran yeni bir uluslararasi siniflandirma sistemi
benimsenmistir. Segilen klinik, patolojik ve genetik faktorleri kullanarak, hastalar tedavi igin
risk gruplarina ayrilabilir (Whittle ve ark, 2017). Yiksek riskli olmayan néroblastom hastalari
icin mevcut genel sagkalim oranlari (OS), sinirl tedavi ile % 90'dan fazladir ve diisik ve orta
riskli noroblastomlu hastalarda tedavi rejimleri, terapdtik yogunlugu daha da azaltmak ve
iliskili toksisiteyi azaltmak igin tasarlanmistir. (Arakawa ve ark, 2014). Bununla birlikte,
yuksek riskli noroblastomlu hastalarda uzun siireli sagkalim oranlari, agresif, multimodal
tedaviye noroblastom tiimor hiicreleri iizerindeki GD2 antijenine karsi antikorlarla
immiinoterapinin dahil edilmesine ragmen, glinlimiizde % 50'den azdir. Yeni prognostik
faktorleri ve terapotik hedefleri tanimlamaya yonelik devam eden arastirmalar, bu hastalar icin

gelistirilmis tedavi stratejilerinin gelistirilmesine yol agacaktir (Yu ve ark, 2010).

2.2. Noroblastom Epidemiyolojisi

Tahmin edilen néroblastom insidansi, Kuzey Amerika ve Avrupa'da 15 yasin altindaki
milyon ¢ocuk basmna 10,5 vaka olup, en az dizeyde etnik veya cografi degiskenlik
gostermektedir (Irwin ve Park, 2015). N6roblastom tiim pediatrik kanserlerin yaklasik % 10'unu
olusturur ve gocuklarda kanser nedenli 6limlerin % 15'inden sorumludur. N6éroblastom agirlikli
olarak kuguk cocuklarda gortlen bir kanserdir, Bunun nedeni néroblastomlu g¢ocuklarin
cogunlugunun 5 yasindan dnce teshis edilmesidir. 19-aylik tanilar1 olan hastalarin medyan yasi
daha yiiksektir. Noroblastom ayni zamanda bebeklerde biraz daha fazla gorilmektedir.
Genellikle erkeklerde kizlardan daha fazladir. Bu farkliliklarin etiyolojileri belirsiz olmasina
ragmen, Afrikalt Amerikali ve Amerikan yerlilerinin daha diisiik oranda sagkalim oranlariyla
daha agresif hastaliklara sahip olma olasilig1 daha yiiksektir (Henderson ve ark, 2011). Uriner
katekolamin diizeylerinin degerlendirilmesi yoluyla yapilan biylk o6lgekli ulusal tarama
calismalari, daha fazla sayida ¢cocukta néroblastom tanisi yapilmasina yol agmistir. Saptanan
bu tiimérlerin ¢ogu diisiik riskli, iyi Klinik ve biyolojik 6zelliklere sahip bulunmustur (Hiyama
ve ark, 2008; Schilling ve ark, 2002; Woods ve ark, 2002; Yamamoto ve ark, 2002).
Asemptomatik infantlarin tarandigi birgok ¢aligma sonucunda, genellikle ileri yasta ortaya



cikan progresif hastalik tespit edilmemistir. Bununla beraber tarama ile diisiik-riskli hastaligin
erken tespitinin hastaligin daha agresif ve yiiksek-riskli forma ilerlemesini Onlemedigi

goriilmistiir (Maris ve Woods, 2008).

2.3. NOroblastom Etiyolojisi
Cogu noroblastom tiimoriiniin altta yatan etiyolojisi bilinmemektedir ve olasi

nedenler olarak ¢evresel faktorler 6ne stiriilmekle birlikte, dogrudan baglanti tespit edilmemistir
(Cook ve ark, 2004; Menegaux ve ark, 2004). Noroblastom tiimorlerinin biiylik cogunlugu
ailelerde izole olarak ortaya ¢ikar, bu da noroblastomlu hastalarda onkojenik germline
mutasyonlarinin oranlarinin diisiik oldugunu diistindiirmektedir. Tiim néroblastom vakalarinin
yaklagik % 1-2 'sinde, pozitif bir aile dykust bulunmakta ve otozomal dominant kalitimla
birlikte eksik penetrans mevcuttur (Shojaei-Brosseau ve ark, 2004). Ailesel ndroblastom
vakalar1 siklikla multifokal veya bilateral adrenal primer tiimdrlerle bulunur ve 9 aylik bir
medyanda teshis edilir. Noroblastom, Hirschsprung hastaligi ve merkezi hipoventilasyon
sendromu (CHS) gibi norokristopatili hastalarda da ortaya ¢ikmaktadir. Ancak bu iligkilerin
altta yatan nedenleri acik olmasa da, bazi ailesel noroblastom vakalarinda Hirschsprung
hastaligi ve merkezi hipoventilasyon ile iligkili PHOX2B genindeki mutasyonlar da tespit
edilmistir (Trochet ve ark, 2004; Rohrer ve ark, 2002; Morse ve ark, 2004). Ayrica,
norofibromatozisli hastalarda bildirilen birkag noroblastom olgusu olmasma ragmen,
néroblastomun etiyolojisinde germline NF1 mutasyonlarinin rolii belirsizligini korumaktadir.
2.4. Semptomlar

Noroblastomlu ¢ocuklarda ortaya ¢ikan semptomlar, tiimorlerin sayisina ve yerlerine
gore degismekte hem lokal hem de sistemik semptomlar1 igermektedir (Tablo 1). Hastalarin
yaklasik yarisi lokalize veya bolgesel hastaliga sahiptir, geri kalan1 ise uzak metastaza sahiptir.

En yaygin metastaz goriilen yerler kemikler, kemik iligi ve karacigerdir.



Tablo 1. Noroblastom semptomlari

Asemptomatik Kitle
Boyun
Toraks
Abdomen/ pelvis
Homer sendromu
Spinal kord ve kompresyon
Sirt agrisi, giicstizlik
Kemik agrisi
Topallama
Yiirtimekten kacinma
“Bogiirtlenli kek” deri lezyonlari
Sistemik semptomlar
Kilo kaybi1
Irritabilite
Ates
Hipertansiyon
Zor tedavi edilen diyare (VIP)
Opsoclonus / Myoclonus / Ataxia Sendromu
Sitopeni
Anemi- solgunluk, yorgunluk
Trombositopeni- morarma, kanama
Yaygin intravaskiiler koagiilasyon (DIC)

Tumor lizis sendromu

Cogu noroblastom timori abdomende ortaya c¢ikar ve ndroblastom i¢in en yaygin
primer bolge adrenal bezdir. Abdominal kitleler asemptomatik olabilir veya abdominal
organlarda lokal etkilerden hipertansiyon, abdominal agri, distansiyon veya kabizlik ile

sonuclanabilmektedir. Néroblastomlu hastalarin yaklasik % 10-15'inde epidural veya intradural



bosluga, omurilik kompresyonuna ve paraplejiye yol agabilen tiimor uzantisi gériilmektedir (De

Bernardi ve ark, 2005) (Sekil 2).

Sekil 2. Noroblastom timor kitlesi ile spinal kord kompresyonunun spinal MR gérintasu.

Sagital T2-agirlikli goriintiide ok ile tiimor kitlesi gosterilmektedir.

NOroblastom siklikla orbital kemiklere yayilir, bu da néroblastomun karakteristigi olan
perfobital ekimozlar (rakun gozleri) ve bunun yani sira protoz ve nihai gérme bozuklugu ile
sonuglanir. Servikal veya torakal bolgelerden koken alan tiimorler, infantlarda daha sik goriiliir
ve Horner sendromu (tek tarafli pitoz, anhidrozis ve miyoz) ve solunumsal semptomlarla iliskili

olabilir.

Noroblastom ile iliskili ek paraneoplastik sendromlar arasinda refrakter sekretuar diyare
ve opsoklonus-miyoklonus-ataksi (OMA) sendromuna yol agan vazoaktif intestinal peptidin
(VIP) fazla tiretimi yer alir (Scheibel ve ark, 1982). OMA sendromu, néroblastomlu ¢ocuklarin
yaklasik % 2-3 'Unde gOrilir ve siklikla iyi diferansiye ve disiik riskli tiimorlerin ortaya
¢ikmasinda gorilir (Matthay ve ark, 2005; Gorman, 2010). OMA semptomlar1 genellikle
immiin aracili olarak hissedilmekte ve OMA 'li ¢cocuklar bazen ataksi ile iliskili miyoklonik
sarsintilardan ve rastgele goz hareketlerinden muzdariptir. OMA sendromu semptomlari
genellikle rezeksiyon sonrasi devam etmekte ve ayrica dramatik uzun sureli motor bozulma,
konusma- dil gecikmesi ve anlamli biligsel islev bozuklugu ile iliskili olabilmektedir (De

Grandis ve ark, 2009; Catsman-Berrevoets ve ark, 2009).



2.5. Noroblastom Prognozu

Noroblastom tiimorlerinin biyolojik ve klinik heterojenligine gore hasta sonuglari ile

iligkili ¢esitli prognostik ozellikler tanimlanmistir. Noroblastomlu cocuklar icin tedavi

stratejileri, tedaviye ve 40 yildan uzun siiredir relaps riskine gore ongoriilen yanita gore

uyarlanmistir (Zage, Louis ve Cohn, 2012). Bu prognostik faktorler, timdr evresi, hastanin tani

yasi, tlimoriin histolojisi ve DNA ploidi gibi biyolojik 6zelliklerin yan1 sira, MYCN onkogen
amplifikasyonu ve kilit kromozomal delesyon veya kazanclar dahil olmak Uzere sitogenetik

faktorler ve serum tiimor belirtegleri gibi klinik faktorler yer almaktadir (Tablo 2)

Tablo 2. Noéroblastomda prognostik faktorler ve 6zellikler

Iyi prognoz Kotl prognoz
Klinik faktorler
Evre | 1,2, 45 3,4
Tan1 yas1 | <547 gun >547 gun
Biyolojik timor ozellikleri
Shimada histolojisi | Iyi Kotl
Ganglionéroblastom | Intermikst Nodiler

DNA indeksi | Hiperdiploid, near triploid | Near diploid, near triploid
Vaskularite | Diisiik Yuksek
Sitogenetik
MYCN onkogeni | Amplifiye olmayan Amplifiye (>10 kopya)
1p36 kromozomu | Normal Delesyon/ LOH
11q kromozomu | Normal Delesyon/ LOH
17 —q kromozomu | Normal Kazang
Serum tumor belirtecleri
Ferritin | Diisiik Ylksek
LDH | Diisiik Yuksek
NSE | Diisiik Yuksek
Diger belirtecler
Kaspaz 8 | Eksprese Suprese (Metilasyon)
RASSF1A | Eksprese Siprese (Metilasyon)
Trk A | Yiksek Diisiik
Trk B Yuksek
CD44 | Yuksek Diisiik
MRP | Diisiik Yuksek

Bilinen klinik ve biyolojik prognostik faktérler kullanarak, néroblastomlu hastalar ti¢

risk grubundan biri olarak siniflandirilabilir: diisiik risk, orta risk (IR) ve yiiksek risk (HR).
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Cocuk Onkoloji Grubu'nun (COG) risk siiflamasi i¢in yakin zamanda kullandig: faktorler; tani
sirasinda hasta yasi, tiimor evresi, Uluslararasi Noroblastom Patolojisi Siniflandirmasi (INPC)
sistemi ile tlimor histopatolojisini, DNA indeksi (ploidi) ve MYCN amplifikasyonu varligy/
yoklugunu igermektedir (Shimada ve ark, 1999; Peuchmaur ve ark, 2003; Navarro ve ark,
2006). Noroblastomlu bir¢ok ¢ocuk icin, bu risk siniflandirmasi ve sonraki tedavi tespiti basarili
olmustur. Diisiik ve orta riskli noéroblastom olan ¢ocuklarin sonuglari yaklagik % 90 uzun siireli

olaysiz sagkalim oranlari ile mukemmel diizeydedir.

2.6. Noroblastom Tedavisi

2.6.1. Yiiksek risk sinifinda olmayan noroblastom tedavisi

Yiiksek riskli olmayan noroblastom, diisiik ve orta riskli hastali§i olan ve yeni tan
konmus hastalarin yarisindan biraz daha fazlasini temsil eden heterojen bir gruptur. Grup,
MYCN amplifiye olmayan lokalize timorleri olan metastatik hastalikli infantlar1 icermektedir.
Sonuglar, bu ¢ocuklar i¢in genellikle tek basina gozlem, cerrahi rezeksiyon veya cerrahi
rezeksiyonlu orta dereceli kemoterapi gibi degisken tedavi stratejileri ile miikemmeldir (Baker
ve ark, 2010; Strother ve ark, 2012).

Orta riskli noroblastom tedavisi, orta dozda cok-ajanli kemoterapi ve cerrahi
rezeksiyondan olusur. Klinik ve genetik verileri kullanarak, son ¢aligmalar bu hastalar igin
tedavi girisimini azaltmis ve sonucunda basarili bir sagkalim elde edilmistir. Bu ¢alismalarda
risk siiflandirmasi sadece hastanin yasi ve tiimor evresine degil ayn1 zamanda DNA igerigi,
segmental kromozomal aberasyonlar ve histolojik 6zellikler de dahil olmak (lzere timorin

biyolojik 6zelliklerine dayanilarak yapilmistir.

Genel olarak, son yillarda diisiik veya orta riskli noroblastom olan hastalar i¢in tedavi
sonuglari, tedavide onemli azalmaya ragmen miikemmel kalmaya devam etmektedir. Bu
grubun bazi alt kimelerinde kemoterapi maruziyetini ve cerrahi morbiditeyi daha da azaltma

cabalar1 devam etmektedir.

2.6.2. Yuksek risk noroblastom tedavisi

Yiiksek riskli noroblastomlu g¢ocuklar, noroblastom tanisi alan hastalarin yaklagik
yarisini olusturmaktadir. Yillar boyunca yuksek riskli néroblastomlu hastalara yonelik ¢esitli
tedavi stratejilerine ragmen, iyi yanit elde edilememektedir. Sonug olarak, bu grup tedavi
edilmesi en zor olanlardan biri olmaya devam etmektedir. Yuksek riskli néroblastomlu ¢cocuklar
icin uzun siireli sagkalim oranlar1 biiyiik kooperatif grup ¢alismalarinda % 40-50 civarindadir

(Kreissman ve ark, 2013; Yanik ve ark, 2013). Yuksek riskli noroblastomlu ¢ocuklar igin
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kullanilan tedavi rejimleri son on yilda gelisme gostermesine ragmen, standart rejimler 4 ana

bilesene sahip olmaya devam etmektedir:

(1) Indiiksiyon kemoterapisi: Yiksek riskli néroblastomlu ¢ocuklar, néroblastom tanisi alan
hastalarin yaklasik yarisin1 olusturmaktadir. Tedavi stratejisinde cesitli degisikliklere ragmen
“Indiiksiyon” ylksek riskli noroblastomlu cocuklar igin kritik 6neme sahiptir ve énemli bir
prognostik belirtegtir. Halihazirda kullanimda olan spesifik indiiksiyon rejimleri farkhi
kooperatif gruplar1 arasinda farklilik gostermektedir. Yuksek riskli noroblastoma yonelik
halihazirda kullanilan indiiksiyon rejimleri, antrasiklinler, platin iceren bilesikler, alkilleyici
ajanlar ve topoizomeraz Il inhibitorlerinin bir kombinasyonunu icermektedir (Yanik ve ark,
2013).

(2) Lokal Kontrol: Lokal kontrol, hastaligin niiksetmesini Onlemek icin ylksek riskli
noroblastom tedavisinin kritik bir bilesenidir. Lokal kontrol tedavi modaliteleri, genellikle 4—-6
kir indiksiyon terapisi dongisunden sonra cerrahi rezeksiyonu ve primer bolgeye ve aktif,
rezidiiel hastaligin diger bolgelerine harici 151n radyasyonunu icermektedir. Cerrahi rezeksiyona
ek olarak, néroblastom tiimorlerinin mikemmel radyo-duyarliligi g6z 6niine alindiginda, lokal

kontroliin bir bagka 6nemli bileseni radyoterapidir (Yanik ve ark, 2013).

(3) Konsolidasyon tedavisi: Cogu noroblastom tedavi rejiminde konsolidasyon tedavisi,
miyeloablatif kemoterapi ve otolog kok hiicre naklini (ASCT) icermektedir. Yiksek riskli
noroblastom tedavi rejimlerinde ASCT ile miyeloablatif tedavinin yarart bir dizi ¢aligmada
kanitlanmistir ve 2015'ten itibaren yapilan bir meta-analiz, ASCT ile birlikte miyeloablatif
tedavinin hastalar i¢in kullanildig1 zaman, olaysiz sagkalimda (EFS') istatistiksel olarak anlaml

bir iyilesme ortaya koymustur (Yalcin, Kremer ve van Dalen, 2015).

(4) Idame tedavisi: Yiksek riskli noroblastoma sahip hastalar tipik olarak, indiiksiyon
kemoterapisi, cerrahi rezeksiyon, ASCT ile myeloablatif tedavi ve radyasyon terapisi
tamamlandiktan sonra tedavinin idame agsamasina girerler. Bir¢cok hasta yukaridaki multimodal
yaklagimla tam bir klinik remisyona erisirken, relaps hala yaygindir ve minimal reziduel
hastaligin néroblastom niikslinde énemli bir fakt6r oldugunu diistintilmektedir. Yillar gectikge,
rezidliel hastalig1 ortadan kaldirmak ve olaysiz sagkalim oranlarin1 daha da iyilestirmek

amaciyla birka¢ konsolidasyon sonrasi tedavi segenegi iizerinde ¢alisilmistir (Matthay ve ark,
2009).

Genel olarak, yuksek riskli noroblastomlu hastalar igin son birkag yil iginde

immunterapinin tedavi rejimlerine dahil edilmesiyle sonuglar iyilesmistir. Son sonugclar, yliiksek
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riskli noroblastoma sahip hastalarda uzun siireli idame tedavisinin ilk remisyon seklinde
oldugunu gostermektedir. Molekiiler hedefli tedaviler kullanilarak sonuclarin iyilestirilmesine
yonelik cabalar da devam etmekte olup, bilinen ALK mutasyonlar1 olan hastalarda ALK
inhibitorii crizotinib kullanan aragtirmalar ve halen devam etmekte olan baslangi¢ tanisal timor
orneklerinin genomik analizinden belirlenen hedeflenmis tedavilerden yararlanma

calismalarina devam edilmektedir.

2.7. Noroblastom Tedavilerinin Sagkalanlarda Ortaya Cikan Ge¢ Etkileri

Bazi analizler, ndroblastom sagkalanlarinda hastalik siirecinin ge¢ etkilerin
nitelendirilmesine 6zel olarak odaklanmistir. Kuzey Amerika Cocukluk Cagi Kanser Sagkalim
Calismasi (CCSS) dahilinde 1970 ve 1986 yillar1 arasinda teshis edilen 954 adet noroblastom
sag kalanlarimin 5-yillik bir analizine gore, yas ve cinsiyet uyumlu ABD popiilasyonu
kontrollerine kiyasla 8 kat daha yiliksek mortalite ve ikinci malignite oranlarina sahip oldugunu
bulunmustur. En yaygin kronik tibbi durumlar nérolojik, duyusal, endokrin ve kas-iskelet
sistemi ile ilgilidir.

Multimodalite terapiler ile tedavi edilen sag kalanlar, sadece cerrahi ile tedavi edilen
sag kalanlara kiyasla, kronik bir saglik durumu gelistirme olasilig1 2,2 kat daha fazladir. Bu
hastalarin ¢gogunun diisiik veya orta riskli bir hastalig1 olmas1 ve potansiyel olarak ¢ok fazla
tedavi géormiis olmalart muhtemeldir. Yiiksek riskli hastalig1 olanlarda risk siniflandirmasi ve
terapinin yogunlastirilmasiyla birlikte, son analizler sag kalanlarin bu alt kiimesi arasindaki
uzun sureli toksisitelere odaklanmustir.

1970 ve 2001 yillar1 arasinda multimodalite terapi ile tedavi edilen 63 ileri evre
noroblastom sag kalanlar1 igeren tek merkezli bir ¢aligmada, isitme kaybi (% 62), primer
hipotiroidizm (% 24), over yetmezligi (kadinlarda % 41), kas iskelet sistemi anomalileri (% 19)
ve pulmoner anomaliler (%19) olmak iizere, hayatta kalanlarin % 95'inde ge¢ komplikasyonlar
tespit edilmistir (Laverdiere ve ark, 2014). Diger raporlar da bu kohortla benzer sekilde gec
etkilerin yliksek oranda goriilmesini saglamistir; bunlarin ¢ogunlugu endokrin sistemi,
ototoksisite veya sonraki maligniteler ile iligkilidir (Laverdiere ve ark, 2005; Applebaum ve
ark, 2015)

Bu komplikasyonlarin ¢ogu orta derecede siddetli iken, Danimarka, Finlandiya, Izlanda
ve Isvec'teki cocukluk kanseri hastalarinda uzun siireli yatis riskine iliskin yakin tarihli bir
degerlendirmeye gore, néroblastom hastalarinin hayatta kalanlarinin tiim tani1 gruplar1 arasinda
en yiiksek risk altinda oldugunu bulmustur (De Fine Licht ve ark, 2017). Tablo 3'de
ndroblastoma yonelik tedavileri ve potansiyel gec etkilerini 6zetlenmektedir.
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Tablo 3. Noroblastoma yonelik tedaviler ve neden olduklar1 potansiyel geg etkiler

Potansiyel gec¢ etki Terapotik Yaklasim ve Maruziyet
Tiroid konksiyon bozuklugu Boyun bélgesine radyasyon
Tum viicut radyoterapi
Iyodin-131-meta-iodobenzilguanidin (1-131 MIBG)
Transplant 6ncesi yiksek doz alkilleyici ajan
Biiylime hormonu hasari Hipotalamik-pituitary eksene radyasyon (>18 Gy)
Tum vicut radyoterapi
Gonadlarin fonksiyon Alkilleyici ajanlar
bozuklugu CDDP
Gonadlara radyasyon
Iskelet displazisi Omurga ya da uzun kemiklere radyasyon
Cis-retinoik asit
Diabetes Mellitus Abdominal radyasyon
Tum viicut radyoterapi
Isitme kaybi CDDP
Karboplatinin miyeloablatif dozlar1

Ototoksik antibiyotik maruziyeti

Pulmoner fonksiyon Busulfan
bozuklugu Gogiis veya abdomen fistii radyasyon
Kardiyak fonksiyon Antrasiklinler
bozuklugu Goglis veya abdomen {istii radyasyon
Renal fonksiyon bozuklugu Nefrektomi

Platin bazli kemoterapi (CDDP, karboplatin)
Bobregin dahil oldugu radyasyon
Ardindan gelisen Epipodofilotoksinler
maligniteler Alkilleyici ajanlar
Antrasiklinler

Radyoterapi
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2.8. Noroblastomda Ototoksisite

Noroblastomun tedavisinde platin bazli kemoterapinin genis kullanimi goz Oniine
alindiginda, 6zellikle yiiksek riskli hastalik Oykiisii olanlarda derin igitme kaybi yaygin bir
sorundur (Trahair ve ark, 2007; Bertollini v ear, 2004; Grewal ve ark,2010; Knight, Kramer ve
Neuwelt, 2005; Kushner ve ark, 2006; Li, Womer ve Silber, 2004; Parsons ve ark, 1998; Simon
ve ark, 2002). Bu kohortta ototoksisite prevelansi yayinlanan raporlarda %13 ile %95 arasinda
degigsmektedir;, CDDP ve miyeloablatif karboplatin dozlari ile kombinasyon halinde maruz
kalma riski onemli Ol¢iide artmaktadir (Landier ve ark, 2014). Terapi sirasinda ototoksik
antibiyotiklere maruz kalmak, bu riski biiyiikk 6lciide artirmaktadir. Isitme kaybi olan
néroblastom sag kalanlarin 6grenme problemleri ve psikososyal yetersizlikler i¢in artmis risk
altinda oldugu bulunmustur. Bu kohortta egitim ve psikososyal sonuglar1 optimize etmek i¢in,
néroblastom magdurlarinin ototoksisite agisindan taranmasi ve igitme hizmetleri ve igitme
cihazlarina atifta bulunularak, zamaninda belirtilmesi gerekir. Yakin zamanda yayinlanan bir
raporda, derin isitme kayb1 olan néroblastom magdurlarinin, koklear implantasyon igin iyi bir
aday olabilecegi belirtilmistir, bu da etkilenen bazi sag kalanlar igin tedavi edici bir segenek

olabilir (Ryu ve ark, 2015).

2.9. Sisplatin Ototoksisitesine Yonelik Yaklasimlar

Sisplatin, noroblastom basta olmak iizere eriskin ve cocukluk cagi ¢ok g¢esitli
neoplastik hastaliklarin  tedavisinde kullanilan hiicre siklusundan bagimsiz, platin
bilesiklerinden antineoplastik bir ajandir. Bununla birlikte nefrotoksisite, ototoksisite,
miyelotoksisite, periferik ndrotoksisite gibi doz kisitlayici ciddi yan etkileri mevcuttur.

Sisplatinin ototoksik mekanizmasi tam olarak bilinmemekle beraber kokleada dis tiiy
hiicrelerini bazaldan apikale dogru reaktif oksijen radikallerinin (ROS) olusumu ve
mitokondrinin oksidatif hasar1 yoluyla progresif olarak hasar vererek etkisini gosterir (Rybak
ve ark, 2000). Ototoksisite sadece tuyli hicrelerle smirli degildir. Diisiik doz sisplatin
maruziyetinde ilk olarak sterosilialarin u¢ hasar1 ortaya ¢ikmakta ve sonrasinda sterosilia
fiizyonlar1 goriilmektedir. Sisplatin dozu arttirildiginda mitokondri ve endoplazmik retikulum
hasart, sterosilia ve tiiy hiicre kayb1 gozlenmektedir. Yiiksek doza maruz birakildiginda ise stria
vaskiilaris atrofisi, Reissner membrani kollapsi, corti organindaki destek hiicre hasari meydana
gelir (Aydemir ve Ayse, 2011). Sisplatinin hiicre igerisindeki etkisi ilacin alim yoluna baglidir.
[lk baslarda pasif difiizyon yoluyla hiicre igine alindig1 diisiiniilse de son zamanlarda yapilan

aragtirmalarda hiicredeki transport membran proteinleri araciligi ile alindig1 diistiniilmektedir.

15



(Ornegin bakir tastyict CTR-1 ve CTR-2 platin bilesiklerinin hiicre igine transportundan
sorumlu protinler olarak kabul edilmistir ancak kesin mekanizmasi belirsizdir. Ayrica, organik
katyon tasiyicilarinin (OCT'ler) sisplatinin taginmasini kolaylastirdigi kanitlanmistir. Bu
nedenle, pasif, aktif ve kolaylastirilmis diflizyon mekanizmalar sisplatinin hiicre icerisine

aliminda etkilidir (Kalkavan CS, 2009).
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Sekil 3. Sisplatine maruz kalan hiicrelerde gelisen apopitoz siireci i¢in 6ne siiriilen mekanizma

(Ronald P, 2010).

Sisplatin indiiklii isitme kaybini 6nlemek i¢in yeni ajanlar1 degerlendirmek, arastirma
metodolojisi acisindan zorluklarla doludur. Bunlar kemoterapinin antikanser etkilerine
miidahale etmeyen ve hastalar i¢in giivenli olan otoprotektif ajanlar1 tanimlamayi icerir. Bu
ajanlarin insan denemelerine dondistUrilmesini optimize eden uygun preklinik modelleri
kullanmak; ve makul 6rnek biiyiikliikleri ile gerceklestirilebilen pediatrik klinik calismalarin
tasarlanmasi gerekmektedir.

Sisplatinin antikanser aktivitesinin birincil mekanizmast DNA replikasyonu ve
onariminin bozulmasidir (Martin, Hamilton ve Schilder, 2008; Dasari ve Rchounwou, 2014).
Sisplatin indiiklii isitme kaybi1 esas olarak mitokondriyal hasar1 uyaran reaktif oksijen tiirlerinin
olusmasindan ve koklear dis tiiylii hiicrelerinin apoptozisi kaynaklanir (Park, De Leon ve
Devarajan, 2002; Bragado ve ark, 2007). Glutatyon gibi koruyucu endojen antioksidanlarin
havuzlar tikenmistir. Sisplatin ayrica i¢ kulagin stria vaskularisine ve onarici kok hiicrelerine

zarar verir gibi goriinmektedir. Ototoksik ve otoprotektif ajanlarin destekleyici hiicreler,
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noronlar ve merkezi isitsel yollar tizerindeki etkilerinin daha fazla tanimlanmasi, koklear tiiyli
hiicrelerin kaybmin o6tesinde mekanizmalart acgikliga kavusturmak ve hedefe yonelik
mudahaleyi bilgilendirmek icin gereklidir.
2.10. CDDP ve LIPO’nun Ototoksisite Acisindan Degerlendirilmesi

CDDP, cesitli yetiskin ve pediatrik kanserlerin tedavisinde yaygin olarak kullanilan
oldukca etkili bir kemoterapotik ajandir. Bununla birlikte, nefrotoksisite, norotoksisite ve
ototoksisite dahil olmak tizere doz siirlayici ciddi yan etkileri vardir. CDDP'nin birgcok
calismada ototoksik etkileri oldugu gosterilmistir. Bir nanomolekil olan 110 nM ¢apindaki
LIPO, CDDP'nin lipozomal bir formiilasyonudur ve lipidler ile CDDP'den olusur. LIPO,
CDDP'nin sistemik toksisitesini azaltmak i¢in gelistirilmistir Lipozomal platin, klinik kosullar
altinda en ¢ok umut veren ilag formiilasyonudur. LIPO, CDDP'nin lipozom olarak kapsiillenmis
bir seklidir. LIPO'"nun CDDP'den daha diisiik toksisiteye ve tiimdrde daha fazla ilag¢ birikimine
sahip oldugu gosterilmistir. Onceki ¢alismalarda CDDP'nin HEI-OC1 (House inner ear organ
of corti) koklear hiicrelerinde toksik etkileri oldugu gésterilmistir. Onceki in vitro ve in vivo
arastirmalar LIPO'nun CDDP ile karsilastirildiginda daha az nefrotoksik etkiye sahip oldugunu
gostermistir. Ayrica, ilerlemis gastrik kanser tedavisi i¢in LIPO ile hemoradyoterapi, faz 1/2
calismasinda hafif toksisite gostermistir. Bir bagka c¢aligmada LIPO tedavisinin klinik
caligmalarda akciger ve meme kanseri tedavisinde CDDP'den daha az renal toksisiteye sahip
oldugunu gostermistir. Bununla beraber, LIPO, CDDP-duyarli ve direngli yumurtalik kanseri
hlcrelerinde anti-timor etkisi géstermistir. Bu tiimor tipinde apoptoz, kaspazlar 3, 8 ve 9
aktivasyonu ile indiiklenmis, Bax upregulasyonu ve Bcl-2 downregiilasyonu gerceklesmistir.
LIPO, doksorubisin ve albumin-bagli paklitaksel abraksan ile sinerjistik etki kombinasyonuna
neden olmustur. Ayrica, LIPO, over ksenogreft timdr biyumesini, minimum sistemik toksisite
ile inhibe etmistir. Bagka bir in vitro ¢alismada, LIPO'nun anti-timor ve apoptotik etkisi,
CDDP'den daha yiksek bir dozda néroblastom hiicrelerinde belirlenmistir. LIPO “nin, koklear
hicrelerde anti-timoral dozlarda CDDP'den daha az apoptotik hiicre 6lumine neden olarak,
CDDP'ye kiyasla koklear hiicrelerde daha diistik bir toksisiteye neden oldugu diisiiniilmektedir.
CDDP'ye kars1 LIPO'nun ototoksik etki mekanizmasini anlamak i¢in in-vivo karsilastirmali

calismalara ihtiya¢ vardir (Serinan ve ark, 2018; Altun ve ark, 2014).
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2.11. Nude (Ciplak) Fare

Nude fareler Timus bezi olmadigi i¢in T hiicreleri liretemeyen, tiiyleri olmayan ve anne
sUtl Gretemeyen mutant immiin yetmezligi olan farelerdir. ilk olarak, 1962 yilinda Glasgow
Ruchill Hastanesi Viroloji Laboratuvari’nda Dr. N.R. Grist tarafindan kesfedilmistir.
Normal tiirdeslerinden daha biiyiik kulaklar1 olan bir fare olarak tanimlanmistir. Nude farelerin
11. kromozomunda kendiliginden gelisen ¢gekinik bir mutasyon vardir. Bu mutasyon farelerde
timus bezini olusturan epitel hiicrelerinin gelisimini engellemekte ve T hiicrelerinin
olgunlagsmasin1 6nlemektedir. Sizint1 halinde de olsa enfeksiyonlara yanit olarak bir miktar T

hiicresi Uretilebilirler.

Nude farelerin timus bezleri gelismemis oldugu icin olgun T lenfositlerini tretemezler. Bu
nedenle de asagida siralanan bagisik yanitlara iliskin sorunlari yasarlar (Pantelouris et als. 1970,

Schumann et als. 1998).

1. CD4+ yardimci T lenfositleri olmadigi icin patojene Ozgiil antikor iiretiminde sorun
yasarlar.

2. CDA4+ ve/veya CD8+T lenfositleri olmadig icin hiicresel bagisik yanitlar1 veremezler.

3. CD4+ yardimcr T lenfositleri olmadigi icin yiiksek duyarlilikta gecikmis tipte bir bagisik
yanit oluturamazlar.

4. CD8+ sitotoksik T lenfositleri olmadigi i¢in virusla enfekte olmus dokularin ya da kanser
hiicrelerin yok edilmesinde sorun yasarlar.

5. Hem CD4+ hem de CD8+ T lenfositleri olmadig1 i¢in doku nakline sessiz kalir ve

nakledilmis dokuyu red edemezler.

Bu 0Ozelliklerden o6tiri nude fareler laboratuvarlarda 16semi, solid timorler, AIDS ve clizzam

gibi hastaliklara verilen bagisik yanitlarin anlagilmasina yardimci olmaktadir.

Sekil 3. Nude (¢iplak) fare
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Arastirmanin Tipi

Subkutan ksenograft nude fare néroblastom tiimoér modelinde LIPO uygulamasinin
CDDP uygulamasmma gore sitotoksik, sitostatik, ototoksik ve nefrotoksik etkilerinin

karsilastirilmas1 amaglandigi bu ¢alisma deneysel ¢alisma olarak planlandi.
3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Bu arastirma ksenograft in vivo néroblastom tiimér modelinde CDDP ve LiPO’nun

sitotoksik, nefrotoksik ve ototoksik etkilerini karsilagtirmak tizere planlandi.

Aragtirmanin hiicre kiltiirii boliimii, sakrifikasyon sonrast immuinohistokimyasal ve
biyokimyasal analizler Dokuz Eylil Universitesi Onkoloji Enstitiisii’nde, deneysel boliimd,
odyolojik degerlendirmeler ve sakrifikasyon Dokuz Eyliil Universitesi Deney Hayvanlari
Anabilim Dali Laboratuvari’nda gergeklestirildi. Arastirmaya Ekim 2016’da baslandi, Ocak

2019’da tez savunmastyla sonlandi.
3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi/Calisma Gruplar

Dokuz Eyliil Universitesi Deney Hayvanlar1 Anabilim Dali Laboratuvari’nda iiretilen
nude farelerle deneysel olarak gerceklestirildi. Nude farelerin onkoloji arastirmalarinda tiimor
modeli olusturma agisindan sagladigi pratik avantajlar nedeniyle literatiirde yapilan
arastirmalar sonucunda model indiiksiyonu a¢isindan nude farelerin kullanildig: goriilerek bu

model secildi.

Arastirmaya ortalama agirliklar1 20 gr olan, 5-6 haftalik 21 adet erkek nude fare dahil
edildi. Tim nude farelerin isitme Ol¢limiinden Once otoskopik bakisi yapilarak dis kulak
kanallar1 temiz olanlar ile otoskopik bakis1i normal olanlar aragtirmaya dahil edildi. Bazal isitme

degerlendirmesinin ardindan tiimor modeli olusturuldu.
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Deney gruplar1 asagidaki sekilde diizenlendi:

Grup 1 (Serum fizyolojik (20 mg/kg) uygulanan kontrol grubu, n=7)

Kontrol grubunun bazal isitme dl¢iimiiniin ardindan Nude farelere 10° hiicre/mL C1300
néroblastom hiicresinin subkutan enjeksiyonu ile tiimor gelisimi saglandi. Olusturulan tumor
hacmi 150 mm*®’ e ulastiginda 20 mg/kg/giin intraperitoneal (IP) yol ile serum fizyolojik
uygulandi. Tedavinin 3. giiniinde isitme 6lgtimleri gerceklestirildi ve 3. gliniin sonunda eter

anestezisi altinda sakrifiye edildi.

Grup 2 (CDDP (20 mg/kg) uygulanan grup, n=7)

CDDP grubunun bazal isitme dl¢iimiiniin ardindan Nude farelere 108 hiicre/mL C1300
noroblastom hiicresinin subkutan enjeksiyonu ile tiimor gelisimi saglandi. Olusturulan tumdor
hacmi 150 mm®’ e ulastiginda 20 mg/kg/giin intraperitoneal (IP) yol ile CDDP uygulandh.
Tedavinin 3. giliniinde isitme Ol¢timleri gergeklestirildi ve 3. giiniin sonunda eter anestezisi

altinda sakrifiye edildi.

Grup 3 (LIPO (20 mg/kg) uygulanan grup, n=7)

LIPO grubunun bazal isitme 6l¢iimiiniin ardindan Nude farelere 108 hiicre/mL C1300
noroblastom hiicresinin subkutan enjeksiyonu ile tiimor gelisimi saglandi. Olusturulan tumdor
hacmi 150 mm® e ulastiginda 20 mg/kg/giin intraperitoneal (IP) yol ile LIPO uyguland.
Tedavinin 3. giliniinde isitme Ol¢timleri gergeklestirildi ve 3. giiniin sonunda eter anestezisi

altinda sakrifiye edildi.

Deneysel modeller uygun sartlarda ve cerrahi setler ile gerceklestirildi. Sakrifikasyondan
sonra hayvanlar ve ortaya cikan atiklar, tibbi atik torbalarna alinarak Deney Hayvanlari
Multidisipliner Laboratuvari tarafindan hastanenin imha boliimiine gonderilerek kurallara
uygun kosullarda ve sekilde yok edildi. Gruplara yapilan uygulamalar, isitme degerlendirmeleri

ve ratlarin sakrifikasyonunun zamansal ¢izelgesi Tablo 4 “de verildi.
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Tablo 4. Gruplara uygulanan islemlerin zamansal ¢izelgesi.

Grup | Grup 1l Grup 111
Cahsmanin DPOAE ve ABR ile DPOAE ve ABR ile DPOAE ve ABRile
0. guna bazal bazal bazal
degerlendirme degerlendirme degerlendirme
Calismanin  C1300 C1300 noroblastom C1300 noroblastom
1.guna noroblastoma hlcresinin subkutan hicresinin subkutan
hlcresinin subkutan enjeksiyonu enjeksiyonu
enjeksiyonu
Calismanin  Serum  fizyolojik CDDP enjeksiyonu LIPO enjeksiyonu
10.gUnN enjeksiyonu (IP) (iP) (iP)
Cahsmanin ABR 0lcumd, idrar ABR o6l¢imi, idrar ABR 6lgimd, idrar
13. gund alinmasi ve alinmasi ve alinmasi ve

sakrifikasyon

sakrifikasyon

sakrifikasyon
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3.4. Calisma Materyali

Ortalama agirliklar1 20 gr olan, 5-6 haftalik 21 adet erkek nude fare Dokuz Eyliil
Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Laboratuarindan
(DEUTFDHAD) saglandi. Fareler arastirma siiresince oda 1s1sinda (20 £ 2 °C) ve 12
ser saatlik aydinlik / karanlik ortamda hepafiltre ile havalandirmasi olan 6zel bir odada
tutularak standart pellet fare yemi ile beslenmeleri ve suya serbestge ulagabilmeleri
saglandi. Tiim nude farelerin barindiklar1 kafeslerle su ve yiyecek kaplari, yemleri her
kullanimdan 6nce otoklavlandi. Aragtirmaya baslamadan 6nce nude fareler bir hafta

stireyle bu ortamda izlenip ortama uyum gostermeleri saglandi.

3.5. Arastirmanin Degiskenleri
Arastirmanin bagiml degiskeni: Isitme kaybindaki degisim, timér modeli
Arastirmanin bagimsiz degiskeni: Sisplatin, Lipoplatin, timor boyutu, stire

Arastirmanin kontrollii degiskeni: Cinsiyet, agirlik
3.6. Veri Toplama Araglari

Farelerin isitme duyarliliklarinin 0.25 kHz ile 80 kHz arasinda olmasi ve
odyolojik degerlendirmelerinin yiliksek frekans uyaranlarla gergeklestirilmesi
gerekmesi nedeniyle arastirmada ototoksite arastirmalarinda isitsel fonksiyonlarin
degerlendirilmesi icin yaygin olarak kullanilan yiliksek frekans isitsel uyarilmis
beyinsap1 potansiyelleri (IUBP) testi ve distorsiyon iiriinii otoakustik emisyon
(DPOAE) testi uygulandi (45; 97). Ancak mevcut DPOAE test cihazi ile 1 kHz - 8
kHz frekans araliginda 6l¢tim yapilabildigi, yliksek frekans 6l¢iim 6zelliklerine sahip
olmadig1 i¢in 8 kHz {izeri DPOAE degerlendirmesi gergeklestirilemedi.

Gorulebilir bir dis kulak yolu olan, kulak zarinda veya orta kulakta herhangi bir
patoloji olmadig1 otomikroskopi ile dogrulanan, DPOAE testinde sinyal-giiriiltii oran1
elde edilen nude fareler arastirmaya dahil edildi. Isitme fonksiyonlar
degerlendirilmeden o6nce ratlara Ketamin hidroklorid (40mg/kg) ve Ksilazin
hidroklorid (5mg/kg) intraperitonal uygulanarak anestezi saglandi (98). Otoskopik
bakist dogal ve DPOAE testinde sinyal-giiriiltii orani1 elde edilen nude farelere yiiksek
frekans isitsel uyarilmis beyinsap1 potansiyelleri testi uygulandi. Isitmesinin normal
oldugu odyolojik degerlendirme ile belirlenen nude farelere 10° hiicre/mL C1300

noroblastom hiicresinin subkutan enjeksiyonu ile tiimor gelisimi saglandi ve nude
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farelerin rasgele secilmesiyle (i¢ grup olusturuldu. Olusturulan tumér hacmi 150 mm®
e ulastiginda 20 mg/kg/giin intraperitoneal (IP) yol ile gruplara serum fizyolojik,
CDDP ve LiPO uygulandi. Tedavinin 3. giiniinde isitme lgiimleri gergeklestirildi ve

3. giiniin sonunda eter anestezisi altinda sakrifiye edildi.

Noroblastom Tiimor Modelinin Olusturulmasi:
Hucre Kulturi:

C1300 hcreleri, %1 L-glutamin ve %1 penisilin/ streptomisin ilaveli 10% fetal bovin
serum i¢eren RPMI 1640 ve DMEM ortamlarinda kiiltiire edildi. Haftada 2 veya 3 defa
ortamlart tazelenerek 37°C de % 5 CO; ’lik etiivde inkiibasyona birakildi. Kiiltiirler
yaklasik %80 sikisikliga eristiginde Tripsin/EDTA soliisyonuyla kiiltiir kaplarindan
kaldirlarak 1:2 oraninda pasajlandi. Nude farelere 10° hiicre/mL C1300
noroblastomahucresinin  subkutan enjeksiyonu ile timor gelisimi saglandi.
Olusturulan tumédr hacmi 150 mm®* e ulastiginda (1 cm cap alt1) (yaklasik 10 giin) her
bir grupta n=7 olacak sekilde fareler randomize edildi.

(@) (b)

Sekil 4. Hiicre kiiltiirii (a) ve iiretilen C1300 hiicrelerinin 151k mikroskopisi (b)
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(@) (b) (©

Sekil 5. C1300 hiicrelerinin kazinmasi (a), nude fareye enjeksiyonu (b) ve nude

farede tiimor olusumu (c).

Anestezi Yontemi:

Distorsiyon Uriinii Otoakustik Emisyon Testi (DPOAE) ve Isitsel Uyarilmis Beyinsapi
Potansiyelleri Testleri (IUBP) 6ncesinde nude farelere anestezi uygulandi. Oncelikle
40 mg/kg % 10’luk Ketamin (Ketalar flk, Pfizer) ve 10 mg/kg Ksilazin (Basilazin %2,
Bavet Ilag San. ve Tic. A.S) intraperitoneal yolla verilerek anestezileri saglandi. Nude
farelerin ilag tedavisi sonras1 3. giinde IUBP testlerinden sonra yiiksek doz eter

solutularak sakrifikasyonlar: gerceklestirildi.

Isitsel Degerlendirme
Isitme Fonksiyonlarinin Degerlendirilmesi

Distorsiyon Uriinii Otoakustik Emisyon Testi (DPOAE) ve Isitsel Uyarilmis Beyinsap1
Potansiyelleri Testi (IUBP); nude farelere tiimdr enjeksiyonu dncesinde isitmenin
bazal degerlendirmesi amaciyla, IUBP testi ise CDDP, LIPO ve serum fizyolojik
uygulamas: sonrasinda 3. giinde isitsel fonksiyonlar1 degerlendirmek amaciyla
uygulandi. Odyolojik testler anestezi altinda ve ortam giiriiltiisii 40 dB SPL (A)’nin
altinda olan sessiz odada uygulandi. DPOAE testinde 1 kHz sonrasi tiim frekanslarda
sinyal-giiriiltii oran1 elde edilen ve ITUBP testinde isitme esikleri 25 dB SPL ve altinda
elde edilen nude fareler arastirmaya dahil edildi. Test siiresince nude farelerin

hipotermiye girmelerini énlemek amaciyla gozleri spang ile kapatilarak spot 1$181
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kullanildi. Spot 1s181indan gozlerinin kurumamasi i¢in steril serum fizyolojik gozlerine

araliklarla damlatildi.

Distorsiyon Uriinii Otoakustik Emisyon (DPOAE) Testi

DPOAE testleri anestezi altindaki nude farelere yatar pozisyon verilip proba uygun
pozisyon verilmesi saglandi. Sag ve sol kulaklar1 ayr1 ayr1 “Otodynamics ILO-V6
Cochlear Emission Analyzer”, 5.61 (Otodynamics, London) versiyonu kullanilarak
test edildi. DPOAE testi i¢in f2 ve fl frekanslar1 arasindaki oran (f2/f1) 1.22 olacak
sekilde ayarlandi. Li-L seviyeleri arasindaki fark 10 dB SPL (L1 = 65 dB SPL, L, =
55dB SPL) siddetinde tutuldu. DPOAE, f1 ve f2’nin geometrik ortalamalarinda 1000,
1500, 2000, 3000, 4000, 6000 ve 8000 Hz’deki sinyal-giiriiltii oranlar1 kaydedildi
(Sekil 15). DPOAE’lar, 2fi-f, frekansinda 6lgiildii. Her bir frekansta cevabin sinyal
giiriiltii oran1 3 dB pe SPL’den biiyiik olarak elde edilen degerler OAE var olarak
degerlendirildi.

Isitsel Uyarilmis Beyinsapt Potansiyelleri (IUBP) Testi

Isitsel uyarilmis beyinsapi potansiyelleri kayitlamalar1 icin Intelligent Hearing
Systems (IHS, Miami, FL) cihazi Smart-EP 10 versiyonu kullanildi. Cihazin
kalibrasyonu IHS Corp. tarafindan gergeklestirildi. Kayit sirasinda sub-dermal igne
elektrodlar kullanildi. Aktif elektrod vertekse, referans elektrod test kulagina, toprak
elektrod ise kars1 kulagin ventrolateraline (kulak alt1) yerlestirildi. Elektrod direngleri
1 kohm’nin altinda tutuldu. Elektrodlarla toplanan biyoelektriksel yanitlar 31.3
mikrosaniye érnekleme hizinda analogdan dijitale ¢evrildi. TUBP testinde 4, 8, 12, 16,
20 ve 32 kHz’de, uyaranin frekans spektrumunu daha darlastirmak amaciyla Blackman
zarfiyla, inis-¢ikis siiresi 1000 ms olan ton burst uyaran kullanildi. III. dalganin elde
edildigi en diistik siddet diizeyi ratin o frekanstaki isitme esigi olarak kabul edildi. 70
dB SPL siddetinden baslanarak II1.dalga elde edildiginde esik {istii seviyelerde uyaran
siddeti 10 dB, esige yaklastikga uyaran siddeti 5 dB azaltilirken, III. dalga elde
edilmediginde uyaran siddeti 5 dB arttirilarak her iki kulagin igitme esikleri belirlendi.

IUBP testinde kullanilan kayit ve uyaran parametreleri Tablo 5’ te belirtildi.
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Sekil 6. Nude fareye isitsel uyarilmis beyinsapi potansiyel testinin uygulanmasi

Tablo 5. Isitsel Uyarilmis Beyinsap1 Potansiyel testlerinde kullanilan kayit ve uyaran

parametreleri

Kayit-Uyaran Parametreleri

Polarite
Uyaran
Uyaran Sikhgi

Kulakhk

Averaj

Kayitlama

Penceresi

Amplifikasyon

Alterne
8 kHz, 12 kHz, 16 kHz, 20 kHz, 32 kHz Ton Burst uyaran

37.1/sn

Yiksek frekans (8000 Hz-32000 Hz) olcumlerinde
Intelligent Hearing Systems yiiksek frekans insert kulaklik

1024

25ms

05uVv
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Kayitlama 30 - 3000 Hz bant gecirgen filtre

Filtresi

Ila¢ Uygulamas:

CDDP (1mg/ml steril konsantrasyon ONCO-TAIN),) 20 mg /kg /giin olacak sekilde
hazirlanarak intraperitoneal yol (IP) ile tek doz tumér hacmi 150 mm?®’ e ulastiginda
(1 cm ¢ap alt1) (yaklasik 10 giin) Grup 2’ye uygulandi. CDDP i¢in uygun ototoksisite
acisindan IP dozu, 4 nude farede pilot ¢aligma yapilarak belirlendi. Ayn1 kosullarda ve
ayni dozlarda serum fizyolojik ve LIPO Grup 1 ve 3’e IP yolla uyguland.

Arastirmada Alinan Tedbirler:

Nude fareler rutin olarak kilo kaybi acisindan monitorize edildi. CDDP ve LIPO
uygulamalar1 yapilmadan hemen Once arastirmacilar tarafindan eldiven, gozlik ve
Ozel Onliik giyilerek steril sartlarda ve giinliik olarak hazirlanarak, farelere uygulandi.

Tiimdr biiyiikliigii her giin sirttan takip edildi.

Nude Farelerin Sakrifikasyonu, Organ ve Dokularin Disseke Edilmesi

CDDP, LIPO ve esdeger hacimde salin uygulamalarindan 96 saat sonra (izlemin 4.
gununde) nude fareler feda edildi. Fareler feda edilmeden once eter inhalasyon
anestezisi seklinde uygulandi. Nude farelerin organ ve dokular1 disseke edilerek,
dekapitasyon uygulanarak, her iki koklealar ve beyinsapt c¢ikarilip
immiinohistokimyasal olarak degerlendirildi. Tiim organlarin yaris1 ileriki zamanlarda
yapilabilecek biyokimyasal analizler i¢in direkt olarak ayrilip, -80°C’e kaldirildi.
Yaris1 immiinohistokimyasal analizler i¢in formol i¢ine konarak 11k mikroskobik

analizlere ayrildi.

Dokularda Yapilan Histopatolojik Incelemeler:

Steril kosullarda nude fareler sirttan agilarak tiimor dokusu alindi. Alinan tiimérden
bir kisim kesit alinirken, bir kismindan da taze tiimor hiicre siispansiyonu elde edildi.
Disseke edilen dokularin yaris1 formalin iginde fikse edilip doku takibi islemi sonrasi
parafine gdmiildii. Gerekli doku takip islemlerinden sonra ndroblastom dokusunda ve

koklealarda histopatolojik inceleme yapildi. Noroblastom varligi ve kimyasallarin
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etkileri i¢in beyin, adrenal bez, sempatik gangliyonlar, bobrek, karaciger, siyatik sinir
toplandi. Taze tiimor dokusunun fiziksel homojenizasyonu ve filtrasyonu ile tek hiicre
stispansiyonu elde edilerek Annexin V- FITC+PI akim sitometrik analizi ile apoptoz
ve nekroz kantitatif olarak degerlendirildi. Parafin bloktan hazirlanan 5 mikrometre
kalinlikta polilizin kapli lamlardaki TUNEL yo6ntemi ile apoptoz boyamas1 yapildi.
Degerlendirme 5 farkli alanda 1000’er hiicrede sayim yapilip yiizde ortalama olarak
kaydedildi. Tiimor dokusundaki nekrotik ve apoptotik alanlar 151k mikroskobu altinda

degerlendirilerek oranlandi.

TUNEL Yontemi ile Apoptoz Tayini:

Bu teknik icin in situ cell death detection TUNEL system kiti kullanildi. Kesitler
boyama icin bir gece 60 °C’lik etiivde tutulduktan sonra, 3 degisim ksilol ile
deparafinizasyon islemi gergeklestirilip, azalan derecede alkol serileri ile
rehidratasyon saglanarak distile suda 5 dakika bekletildi. Kesitler 15 dakika 20 pg/ml
proteinase K ile enkiibe edildikten sonra, distile su ile 5 dakika yikanip doku endojen
peroksidazini inhibe etmek amaciyla 5 dakika %3’liik H2O2 uygulandiktan sonra 3
defa 5’er dakika fosfat tampon soliisyonu ile yikandi. Kesitler TdT-enzimi 37 °C de 1
saat enkiibe edildi. Ardindan tampon soliisyonu ile oda sicakliginda 10 dakika
yikanacak kesitler anti-streptavidin-peroksidaz ile 30 dakika enkibe edildi. Tampon
soliisyonu ile yikanacak kesitler TUNEL reaksiyonunun goriniirliigiinii saptamak
amaciyla diaminobenzidine ile boyanip yikandiktan sonra Mayers hematoksilen ile
zemin boyamasi yapilacak kesitler %70-%80 ve %96’lik alkollerde dehidratasyon ve
30’ar dakika 3 degisim ksilol ile seffaflagtirma igleminden sonra entellan ile kapatildu.
Isik mikroskobunda koklea ve spiral gangliondaki tiim hiicreler sayilacak bu
alanlardaki pozitif kahverengi boyanan hiicreler ile oranlanip % olarak apoptoz
pozitifligi elde edildi.

SOD2, COX-2 ve INOS Ekspresyonunun Immiinohistokimyasal Tayini

Immiinohistokimya analizleri igin temel onkoloji laboratuvarinda bulunan Ventana
Discovery cihazi kullanildi. Boyamalar otomatik olarak gergeklestirildi. Koklea
dokulardan alinan kesitler 3 mikron capta pozitif yikli lamlar {izerine alindi. 60

derecede bir gece etiivde bekletildikten sonra Ventana Discovery cihazina yiiklenerek

deparafinizasyon, fiksasyon, permeabilizasyon, antijenlerin agiga cikarilmasi gibi
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hazirlik asamalar1 gerceklestirildi. Ardindan blokan ve primer antikor ve devaminda
streptavidin biotin peroksidasyon yontemiyle DAB kromojen ile renklendirme
yapiladi. Bu islem sonrasinda hemotoksidan zemin boyasi yapilip seffaflagtirilan
lamlar entallan ile kapatilip 151k mikroskobunda gézlem yapildi. Incelenen kesitlerdeki

hedeflenenen antijen ekspresyon oranlari ylizdesel olarak kaydedildi.

Idrar orneklerinin analizi

Tiim gruplardaki nude farelerin sakrifikasyon esnasinda kalpten alinan tam kan
ornekleri Serumda kreatinin diizeyleri spektrofotometrik olarak dl¢iildii. Ayrica 24

saatlik alinan idrar 6rneginden de kreatinin diizeyleri ¢alisildi.

3.7. Arastirmanin Plam1 ve Takvimi

Arastirmaya dair plan ve uygulama takvimi Tablo 6’te verildi.

Tablo 6. Arastirma plan1 ve takvim

Literatiir Taranmasi
Mayis 2016-Aralik 2016
Etik Kurul Onaymnin Alinmasi
27 Aralik 2016

N\

Deneysel Calisma
Ocak 2017-Temmuz 2018
Laboratuar ve Veri Analizleri
Eylil 2018

N\

Yazim Asamasi
Eylul - Aralik 2018

3.8. Verilerin Degerlendirilmesi

CDDP, LIPO ve serum fizyolojik uygulanan gruplarin odyolojik test sonuglar
birbiriyle karsilagtirildi. Ayrica tiim gruplarin bazal ve tedavi sonrasi odyolojik test
sonuclart da karsilastirildi. Veriler % 95 persantil tarzinda sunuldu. Arastirma

sonuglarmin istatistik analizi, SPSS icin Windows istatistik programinin 22.0
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versiyonu kullanilarak p<0.05 anlamlilik diizeyinde incelendi. Tiim veriler ortalama +
standart sapma olarak gosterildi. Tanimlayici istatistik ile birlikte, gruplar arasi
farkliliklar Kruskall Wallis ve Friedman varyans analizi ile analiz edildi. Farkliligin
hangi gruptan kaynaklandigini belirlemek igin Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney
U testi kullanildi. Grup ici dlgiimler ise Bonferroni diizeltmeli Wilcoxon Isaretli

Siralar testi ile degerlendirildi.

3.9. Arastirmanin Smirhhiklar

Bu aragtirmada deney hayvani kullanildigi i¢in tiimdr olusum siiresinin
standart olmamasi, isitsel fonksiyon degerlendirmesi sirasinda anesteziye bagl
Oliimler, ila¢ uygulamalar1 ardindan nedeni belirlenemeyen oliimlerin gerceklesmesi,
es zamanl olarak tim gruplarin sakrifikasyonunun gergeklestirilememesi gibi
arastirma sinirliliklar ile karsilasildi. Ancak ksenograft ¢aligmalarinda bu siirliliklar
siklikla karsilasildigr i¢in aragtirma bulgularina olumsuz bir etkisinin olmadigr goz

Oniinde bulundurulmustur.

3.10. Etik Kurul Onay1

Tiim calismalar Dokuz Eyliil Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 75/2016 protokol no’lu 27.12.2016 giin ve 15 sayili
etik kurulu onay1 dogrultusunda gercgeklestirildi (Ek 1).
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4. BULGULAR
Bu boéliimde arastirma dahilinde yapilan degerlendirmelerin istatistiksel olarak analizi

sonucu elde edilen bulgular detayl1 olarak yer almaktadir.

4.1. Timor Dokularinda Tiim Gruplarda Apoptoz ve Nekroz Yiizdelerinin
Dagilim

Kontrol grubunda apoptoz miktar1 %12,70 ile %30,30 arasinda degismekte
olup ortalama %23,21 (£5,72) bulundu. CDDP verilen grupta apoptoz miktar1 %26,10
ile %59,50 arasinda degismekte olup ortalama %37,57 (+11,25) bulundu. LIPO verilen
grupta ise apoptoz miktari %11,20 ile %83,60 arasinda degismekte olup ortalama
%61,16 (£24,58) bulundu.

Kontrol grubunda nekroz miktar1 %1,80 ile %6,40 arasinda degismekte olup
ortalama %3,99 (£1,70) bulundu. CDDP verilen grupta nekroz diizeyi %2,20 ile
%19,50 arasinda degismekte olup ortalama %6,21 (£5,94) bulundu. LIPO verilen
grupta ise nekroz yiizdesi %0,10 ile %4,30 arasinda degismekte olup ortalama %1,39
(x1,46) bulundu (Tablo 7).

Tablo 7. Tiim gruplarda apoptoz ve nekroz diizeylerinin dagilimlari

Grup Min-Max Ortalama £SD
Kontrol Apoptoz  12,70-30,30 21,21 5,72
Nekroz ~ 1,80-6,40 3,99 1,70
CDDP Apoptoz  26,10-59,50 37,57 11,26
Nekroz ~ 2,20-19,50 6,21 5,94
LiPO Apoptoz  11,20-83,60 61,15 24,59
Nekroz ~ 0,10-4,30 1,39 1,46
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4.2. Tiimor Dokularinda Apoptoz ve Nekroz Bulgularinin Kontrol ve CDDP
Uygulanan Gruplar Arasinda Karsilastirilmasi

Kontrol grubu ile CDDP uygulanan gruplar arasinda tiimordeki apoptoz ve
nekroz oranlarinin Mann Whitney U non-parametrik testine gore karsilastirilmasi
sonucunda iki grup arasinda apoptoz diizeyinde anlamli fark tespit edilirken (p=0,006)
nekroz acisindan fark gorilmedi (p=0,655). Buna gore CDDP grubunda apoptoz
miktar1 ortalama %37,57 iken kontrol grubunda %23,21 ile daha diisiik goriildii (Tablo
8).

Tablo 8. Kontrol ve CDDP gruplarinda apoptoz ve nekroz karsilastirilmasi

Grup Ortalama +SD P
Apoptoz Kontrol 23,21 5,72 0,006*
CDDP 37,57 11,25
Nekroz Kontrol 3,99 1,70 0,655
CDDP 6,21 5,94

4.3. Tiimoér Dokularinda Apoptoz ve Nekroz Bulgularimin Kontrol ve LiPO
Uygulanan Gruplar Arasinda Karsilastirilmasi

Kontrol grubu ile LIPO uygulanan gruplar arasinda tiimordeki apoptoz ve
nekroz oranlarinin Mann Whitney U non-parametrik testine gore karsilastirilmasi
sonucunda iki grup arasinda apoptoz diizeyinde (p=0,025) ve nekroz agisindan fark
goriilmiistiir (p=0,018). Buna gore LIPO grubunda apoptoz miktar1 ortalama %61,15
iken kontrol grubunda %?23,21 goriildii. Ayrica nekroz agisindan kontrol grubu
ortalama %3,99 iken LIPO grubunda daha az olarak %4,30 olarak daha yiiksek
gorilda (Tablo 9).
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Tablo 9. Kontrol ve LIPO gruplarinda apoptoz ve nekroz karsilastiriimasi

Grup Ortalama +SD P
Apoptoz Kontrol 23,21 572 0,025*
LIPO 61,15 24,59
Nekroz Kontrol 3,99 1,70 0,018*
LIPO 4,30 1,46

4.4. Tiimér Dokularinda Apoptoz ve Nekroz Bulgularmmin CDDP ve LiPO
Uygulanan Gruplar Arasinda Karsilastirilmasi

CDDP grubu ile LIPO uygulanan gruplar arasinda tiimdrdeki apoptoz ve nekroz
oranlarinin Mann Whitney U non-parametrik testine gore karsilagtirilmasi sonucunda
iki grup arasinda apoptoz diizeyinde (p=0,035) ve nekroz agisindan fark goriilmiistiir
(p=0,010). Buna gore CDDP grubunda apoptoz miktar1 ortalama %37,57 iken LIPO
grubunda %61,15 daha yiiksek olarak goriildii. Ayrica nekroz agisindan CDDP grubu
ortalama %6,21 iken LIPO grubunda daha az olarak %4,30 goriildii (Tablo 10).

Tablo 10. Kontrol ve LIPO gruplarinda apoptoz ve nekroz karsilastiriimasi

Grup Ortalama  £SD P
Apoptoz CDDP 37,57 11,26 0,035*
LIPO 61,15 24,59
Nekroz CDDP 6,21 5,94 0,010*
LIPO 4,30 1,46

33



4.5. Spiral Ganglionda Tim Gruplarda Apoptoz ve Nekroz Yizdelerinin
Dagilimlan

Kontrol grubunda spiral gangliondaki apoptoz duzeyi %0,00 ile %2,00
araligindaolup ortalama %1,15 (£0,90) dir. CDDP verilen grupta apoptoz diizeyi
%9,00 ile %15,00 araliginda olup ortalama %11,43 (£1,90) diizeyindedir. LIPO
verilen grupta ise apoptoz araligr %3,00 ile %5,00 aralifinda ve ortalama %4,00
(x0,82) dlizeyindedir.

Kontrol grubunda spiral gangliondaki nekroz duzeyi %0,00 ile %2,00
araliginda olup ortalama %0,71 (0, 76) dir. CDDP verilen grupta nekroz diizeyi
%10,00 ile %20,00 araliginda olup ortalama %15,43 (£3,46) diizeyindedir. LIPO
verilen grupta ise nekroz aralig1 %3,00 ile %8,00 araliginda ve ortalama %?5,71 (+1,60)
diizeyindedir (Tablo 11).

Tablo 11. Tdm gruplarda spiral ganglionda apoptoz ve nekroz yuzdelerinin

dagilimlar
Grup Min-Max Ortalama £SD
Kontrol Apoptoz  0,00-2,00 1,14 0,90
Nekroz ~ 0,00-2,00 0,71 0,76
CDDP Apoptoz  9,00-15,00 11,43 1,90
Nekroz ~ 10,00-20,00 15,43 3,46
LiPO Apoptoz  3,00-5,00 4,00 0,82
Nekroz ~ 3,00-8,00 571 1,60

4.6. Spiral Ganglionda Kontrol ve CDDP Gruplarda Apoptoz ve Nekroz
Yiizdelerinin Karsilastirilmasi
Kontrol ve CDDP verilen gruplarda spiral gangliondaki apopytoz ve nekroz

oranlarmin karsilagtirllmasina gére Mann Whitney U non-parametrik teste gore
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apoptoz ve nekroz agisindan istatistiksel anlamli fark goriildi (p=0,002 ve p=0,002).
Buna gore CDDP verilen grupta apoptoz ve nekroz daha yuksektir (Tablo 12).

Tablo 12. Spiral ganglionda kontrol ve CDDP gruplarinda apoptoz ve nekroz

yiizdelerinin karsilagtirilmasi

Grup Ortalama  £SD P
Apoptoz Kontrol 0,00 0,00 0,002*
CDDP 11,43 1,90
Nekroz Kontrol 0,71 0,76 0,002*
CDDP 15,43 3,46

4.7. Spiral Ganglionda Kontrol ve LIPO Gruplarda Apoptoz ve Nekroz
Yiizdelerinin Karsilastirilmasi

Kontrol ve LIPO verilen gruplarda spiral gangliondaki apopytoz ve nekroz
oranlarmin karsilagtirllmasina gére Mann Whitney U non-parametrik teste gore
apoptoz ve nekroz acisindan istatistiksel anlamli fark goriildi (p=0,002 ve p=0,002).
Buna gére LIPO verilen grupta apoptoz ve nekroz daha yiiksektir (Tablo 12).

Tablo 13. Spiral ganglionda kontrol ve LIPO gruplarinda apoptoz ve nekroz

yiizdelerinin karsilastirilmasi

Grup Ortalama  £SD P
Apoptoz Kontrol 0,00 0,00 0,002*
LIPO 4,00 0,82
Nekroz Kontrol 0,71 0,76 0,002*
LIPO 571 1,60
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4.9. Spiral Ganglionda CDDP ve LIPO Gruplarda Apoptoz ve Nekroz
Yiizdelerinin Karsilastirilmasi

CDDP ve LIPO verilen gruplarda spiral gangliondaki apopytoz ve nekroz
oranlarinin karsilastirilmasina gére Mann Whitney U non-parametrik teste gore
apoptoz ve nekroz agisindan istatistiksel anlamli fark goriildi (p=0,002 ve p=0,002).
Buna gore CDDP verilen grupta apoptoz ve nekroz daha yuksektir (Tablo 13).

Tablo 14. Spiral ganglionda CDDP ve LIPO gruplarinda apoptoz ve nekroz

yiizdelerinin karsilagtirilmasi

Grup Ortalama  +SD P
Apoptoz CDDP 11,43 1,90 0,002*
LIPO 4,00 0,82
Nekroz CDDP 15,43 3,46 0,002*
LIPO 5,71 1,60

4.10. Kokleada Tiim Gruplarda Apoptoz ve Nekroz Yiizdelerinin Dagilimlar:

Kontrol grubunda kokleadaki apoptoz duizeyi %0,00 ile %0,00 araligindaolup
ortalama %0,00 (+0,00) dir. CDDP verilen grupta apoptoz diizeyi 0,00 ile %0,00
araliginda olup ortalama %0,00 (£0,00) diizeyindedir. LIPO verilen grupta ise apoptoz
aralig1 %3,00 ile %5,00 araliginda ve ortalama %4,00 (+£0,82) diizeyindedir.

Kontrol grubunda kokleadaki nekroz diizeyi %0,00 ile %0,00 araliginda olup
ortalama %0,00 (£0, 00) dir. CDDP verilen grupta nekroz diizeyi %0,00 ile %0,00
araliginda olup ortalama %0,00 (+0,00) diizeyindedir. LIPO verilen grupta ise nekroz
araligr %0,00 ile %0,00 araliginda ve ortalama %0,00 (+0,00) diizeyindedir (Tablo
14).

36



Tablo 15. Tiim gruplarda kokleada apoptoz ve nekroz yilizdelerinin dagilimlar

Grup Min-Max Ortalama £SD
Kontrol Apoptoz  0,00-2,00 1,14 0,90
Nekroz ~ 0,00-2,00 0,71 0,76
CDDP Apoptoz  9,00-15,00 11,43 1,90
Nekroz ~ 10,00-20,00 15,43 3,46
LiPO Apoptoz  3,00-5,00 4,00 0,82
Nekroz ~ 3,00-8,00 5,71 1,60

Tlm gruplardaki TUNEL boyama ile Sekil 3’deki 6rnekte yer aldig: tizere

goriintiilenerek yiizde degerler elde edilmistir. Asagidaki ornekte LIPO verilen

gruptan bir hayvanin koklea dokusundaki o6lii hiicreler goriilmektedir. Kahverengi

boyanmis odaklar apoptozu gostermektedir.
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Sekil 7. Lipoplatin verilmis hayvanda kokleada TUNEL ile elde edilen goriintii

4.11. Tum Gruplarda Kokleada SOD2 ve INOS2 Ekspresyon Dizeylerinin
Karsilastirilmasi

Kokleada Kontrol, CDDP ve LIPO verilen gruplar arasinda SOD2 ve INOS2
ekspresyon diizeyinin (+: hafif ++: orta diizey ekspresyon seklinde) Ki-Kare testi ile
karsilastirilmasi sonucunda istatistiksel anlamli bir fark tespit edilmemistir (p=0,466

ve p=0,350, sirasiyla). Bu nedenle ikili gruplar arasi degerlendirme yapilmamistir
(Tablo 15).
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Tablo 16. Tum Gruplarda Kokleada SOD2 ve INOS2 Ekspresyon Dizeylerinin

Karsilagtirilmasi

Grup ++ P

SOD2 Kontrol 5 0,466
CDDP 3
LiPO 3

INOS2 Kontrol 0 0,350
CDDP 0
LIPO 1

Bu bulgular Sekil 4. ‘de yer alan immiinohistokimya goriintiisiinde yer aldig1

uzere kahverengi ile gorulen ve koklea dokusu igindeki hucrelerin (ekspresyon +)

degerlendirilmesi ile elde edilmistir. Asagidaki drnek doku, LIPO uygulanmis bir

hayvana aittir.
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Sekil 8. Lipoplatin verilmis hayvanda immiinohistokimyasal olarak COX2, INOS2 ve
SOD2 boyama gériintiisii (a: COX2, b: INOS2 ve c: SOD2)

412. Tum Gruplarda Kokleada COX2 Ekspresyon Dizeylerinin
Karsilastirnlmasi

Kokleada Kontrol, CDDP ve LIPO verilen gruplar arasinda COX2 ekspresyon
dizeyinin (-: negatif, +: pozitif ekspresyon seklinde) Ki-Kare testi ile karsilastirilmasi
sonucunda istatistiksel anlamli fark bulundu (p=0,001). Buna gére COX2, CDDP
verilen grupta eksprese olmazken LIPO ve Kontrol grubunda tiim hayvanlarda
eksprese durumda ayni (+) paterne sahiptir.
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Tablo 17. Tiim Gruplarda Kokleada COX2 Ekspresyon Diizeylerinin Karsilastirilmasi

Grup + - P
COX2 Kontrol 7 0 0,001*

CDDP 0 7

LIPO 7 0

4.13. CDDP ve LiPO Gruplan Arasinda Spiral Ganglionda SOD2, INOS2 ve
COX2 Ekspresyonlarinin Karsilastirilmasi

CDDP ve LIPO verilen gruplarda spiral gangliondaki SOD2 (p=0,593), INOS2
(p=0,299) diizeyleri arasinda istatistiksel anlamli fark goriilmemistir (p>0,05). Ayrica
COX2 tiim gruplarda negative ¢iktig1 i¢cin degerlendirme yapilmamistir (Tablo 17).

Tablo 18. Spiral ganglionda Sisplatin ve Lipoplatin gruplarinda SOD2, INOS2 ve
COX2 yiizdelerinin karsilastirilmasi

Grup + ++ P
SOD2 CDDP 4 3 0,593
LIPO 3 4
INOS2 CDDP 7 0 0,299
LiPO 6 1

4.14. Tiim Gruplara Serum ve Idrar Kreatinin Degerleri Dagilim ve Istatistiksel
Karsilastirilmasi
Kontrol grubunda serum kreatinin degerleri 0,20 ile 0,50 mg/dL arasinda

degismekte olup ortalama 0,357 (£0,0976) degerindedir. Idrar kreatinin degerleri ise
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7,80 ile 24,30 arasinda degismekte olup ortalama 14,99 (£6,29) mg/dL dlzeyindedir.
CDDP verilen grupta serum kreatinin 0,30 ile 0,50 arasinda degismekte olup ortalama
0,40 (£0,082) mg/dL “dir. Idrar kreatinin diizeyi ise 5,80 ile 14,70 araliginda, ortalama
8,44 (£3,2) degerindedir. Son olarak LIPO grubunda serum kreatinin 0,20 ile 1,40
mg/dL arasinda olup ortalama 0,47 (+0,42) mg/dL degerindedir. idrar kreatinin diizeyi
3,40 ile 21,60 araliginda ve ortalama 13,69 (+ 8,24) mg/dL olarak tespit edilmistir.
Deney gruplarinda olgiilen serum ve idrar kreatinin dizeyleri Tablo 18 ‘de yer

almaktadir.

Tablo 19. Tiim gruplardaki serum kreatinin ve idrar kreatinin degerleri

SERUM KREATININ  IDRAR KREATININ

(mg/dL) (mg/dL)

Kontrol 0,2 12,1
Kontrol 0,3 7,8
Kontrol 0,4 14
Kontrol 0,3 24,3
Kontrol 0,4 18,1
Kontrol 0,4 8

Kontrol 0,5 20,6
CDDP 0,3 7,4
CDDP 0,4 6,5
CDDP 0,5 6,2
CDDP 0,5 5,8
CDDP 0,4 7,8
CDDP 0,4 10,7
CDDP 0,3 14,7
LiPO 0,2 16,3
LiPO 0,4 21,3
LiPO 0,4 3,4
LiPO 14 21,2
LiPO 0,3 6

LiPO 0,3 6

LiPO 0,3 21,6

Kontrol ve CDDP verilen gruplar karsilastirildiginda Man Whitney U Non-
parametrik teste gore serum kreatinin degerleri arasinda anlamli fark saptanmamaistir
(p=0,456). Ancak idrar kreatinin degerleri acisindan istatistiksel anlamli fark

gorualmektedir (p=0,017). Buna gore kontrol grubunda ortalama idrar kreatinin degeri
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14,99 (+6,29) mg/dL iken CDDP verilen grupta bu deger 8,44 (+3,20) diizeyinde, bir
baska deyisle CDDP verilen grupta idrar kreatinin degeri daha diisiiktiir (Sekil 5).

cbop Kontrol
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Sekil 9. Kontrol ve Sisplatin gruplarindaki idrar kreatinin degerlerinin istatistiksel

anlaml fark goriilen dagilimlari

Kontrol grubu ile LIPO verilen gruplar arasinda serum kreatinin diizeyleri
arasinda (p=0,805) ve idrar kreatinin degerleri arasinda (p=0,805) istatistiksel anlamli
fark saptanmamistir. Ayni sekilde CDDP grubu ile LIPO verilen gruplar arasinda
serum kreatinin diizeyleri arasinda (p=0,303) ve idrar kreatinin degerleri arasinda

(p=0,535) istatistiksel anlaml1 fark saptanmamustir.

4.15. Tiim Gruplarda Isitsel Degerlendirme Sonuclar1 ve Istatistiksel
Karsilastirilmasi

Wilcoxon testine gore tiim gruplarda isitsel fonksiyonlar degerlendirilmistir.
Buna gore serum fizyolojik verilen kontrol grubunda sag kulak ve sol kulakta bazal ve
72. saat [UBP testlerinde 8,12,16,20 ve 32 kHz frekanslarinda istatistiksel olarak
anlaml fark bulunmadi. CDDP verilen grupta sag kulak ve sol kulakta bazal ve 72.
saat [UBP testlerinde 8 kHz’te istatistiksel olarak anlamli fark bulunmazken, 12,16,20
ve 32 kHz frekanslarinda 72. Saatte bazal IUBP bulgularma gore istatistiksel olarak
anlaml fark bulundu. LIPO verilen grupta sag kulak ve sol kulakta bazal ve 72. saat
[UBP testlerinde 8, 12,16 kHz frekanslarinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmazken, 20 ve 32 kHz frekanslarinda 72. saatte bazal IUBP bulgularina gore
istatistiksel olarak anlamli fark bulundu. Ozetle; CDDP grubunda 12,16,20 ve 32
kHz’de, LIPO grubunda ise 20 ve 32 kHz’de isitsel hasar olusmustur. (Sekil 6 ve Sekil
7).
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Sekil 11. Tim gruplarin serum fizyolojik, sisplatin ve lipoplatin uygulanmasindan 72

saat sonraki isitsel uyarilmis beyinsapi potansiyel test sonuglari

Mann Whitney U testine gore, control grubu ile CDDP grubunu
karsilastirildiginda bilateral 8 kHz’de istatistiksel olarak anlamli fark elde edilmezken
12,16,20,32 kHz frekanslarinda ise bilateral anlamli fark elde edildi. (p=0,002).
Kontrol grubu ile LIPO grubunu karsilastirildiginda ise bilateral 8 ve 12 kHz’de
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istatistiksel olarak anlamli fark elde edilmezken, 16,20 ve 32 kHz’de istatistiksel
olarak anlaml fark elde edilmistir (p=0,003). Sonug olarak LIPO grubunda CDDP

grubuna gore kismi olarak daha 1yi isitme esikleri elde edilmistir.
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5. TARTISMA

Noroblastom primordial noral krest hiicrelerinden gelisen, en sik goriilen
ekstrakraniyal yerlesimli solid bir timdrdiir ve tiim pediyatrik onkoloji alanindaki
olumlerin %15 ’ini olusturur. Sisplatin néroblastom basta olmak tizere erigkin ve
cocukluk ¢agi bir cok neoplastik hastaliklarin tedavisinde kullanilan antineoplastik bir
ajandir. Bununla birlikte nefrotoksisite, ototoksisite, miyelotoksisite, periferik
ndrotoksisite gibi doz kisitlayici ciddi yan etkileri mevcuttur. LIPO, PEG kaplamali,
kicuk, tek lamelli vezikullerin igerisindeki bir lipozomal sisplatin formulasyonudur.
Lipozomal sisplatin olup 110-nanometre c¢apta bir nanopartikildir ve lipid ve
sisplatinden olusur. Literatiirde LIPO’nun sisplatine gore nefrotoksisitesinin daha az
olduguna dair iki aragtirma bulunmasina ragmen, ototoksik etkilerinin arastirildigi in
vivo herhangi bir ¢aligma bulunmamaktadir. Bu arastirmada subkutan ksenograft nude
fare noroblastom tiimér modelinde LIPO uygulamasini sisplatin uygulamasina gore
sitotoksik, sitostatik, ototoksik ve nefrotoksik etkilerinin karsilastiriimasi

amagclanmustir.

Bu amacg dahilinde her grupta yedi atimik nude fare olmak Ulzere kontrol,
CDDP ve LIPO gruplarinda subkutan enjeksiyonla ndroblastom modeli
olusturulmustur. Tiimorde ve kulak (koklea, spiral ganglion) dokularinda apoptoz ve
nekroz ylizdeleri ile SOD2, INOS2 ve COX2 ekspresyon paterni degerlendirilmistir.
Ayrica hayvanlarin ajan uygulanmasindan once bazal ve ajan uygulanmasindan 72
saat sonra isitsel fonksiyonlarin degerlendirilmesi ile gruplar arasi farkliliklar

degerlendirildi.

Tiimorde tiim gruplarda da apoptoz ve nekroz goriilmiistiir. Kontrole gére hem
CDDP (p=0,006) hem de LIPO (p=0,025) belirgin olarak apoptoza neden olmustur.
Bu etkinin ajanlardan hangisi ile daha fazla saglandig1 degerlendirildiginde LIPO
uygulanan grupta CDDP uygulanan hayvanlara kiyasla belirgin olarak dah yiiksek
apoptoz yiizdesi (%61,15 vs %37,57) tespit edilmistir. Bir baska deyisle LIPO ‘nun
timordeki oOldiiriicii etkisi CDDP ‘den daha yiiksek bulunmustur. Ototoksik etki
acisindan spiral gangliondaki 6liim miktarlar1 karsilastirildiginda CDDP ve LIPO ‘nun
her ikisinin de kontrole kiyasla belirgin apoptoz ve nekroza neden oldugu goriilmiistiir.
Ancak bu apoptoz ve nekroza neden olan istenmeyen etkinlik, CDDP verilen grupta
belirgin olarak daha yiiksek tespit edilmistir (p=0,002). Bu durum LIPO ‘nin hipotezde
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belirtildigi lizere CDDP ‘ye kiyasla daha az ototoksik etkiye sahip oldugunu
desteklemektedir. Isitsel fonksiyon degerlendirmesi sonucunda da goriildiigii {izere
LIPO verilen grupta CDDP ‘e kiyasla kismi olarak daha iyi isitme esiginin saptanmasi,
CDDP ‘nin ototoksik doz sinirlayict yan etkisini gidermek iizere hem daha iyi
sitotoksik etkisi hem de daha az ototoksik etkisi ile LIPO ‘nin avantajli oldugunu

gostermektedir.

Antioksidan ve anti-inflamatuar mekanizmalarda 6énemli roller olan COX2,
SOD2 ve INOS ekspresyon paternleri degerlendirildiginde COX2, CDDP verilen
grupta koklea dokusunda eksprese olmazken LIPO ve Kontrol grubunda tiim
hayvanlarda eksprese durumda ayn1 (+) paterne sahiptir (p=0,001). SOD2 ve INOS2
‘de boyle bir fark saptanmamistir. COX-2, prostaglandin Gretimi stirecinde kanser
hlcrelerinde pro-apoptotik nitrik oksit (NO) seviyelerini azaltmaktadir (Cao, 2002).
.Bu anlamda literatiirde bir kiyaslama mevcut degildir ancak Santos ve arkadaglarinin
calismasinda (2008) mitokondride Uretilen reaktif oksijen tlrlerinin, CDDP’nin
nefrotoksisitesini agiklayan hiicresel hasarin ana nedeni oldugu One surilmektedir.
Calisma bulgularina gore sicanlara tek bir CDDP (10 mg / kg viicut agirligi, i.p.)
enjeksiyonu, antioksidan savunma molekdilleri NADPH ve glutatyonun tiikenmesine
neden olmus ve proapoptotik kaspaz-3'iin aktivitesini arttirmistir (Santos ve ark,
2008). Yaptigimiz ¢alisma sonucunda LIPO ve kontrol gruplariin koklea dokusunda
COX2 ‘nin aym pozitiflikte olmas1 LIPO ‘nun pro-apoptotik faktorleri azaltarak

koklea hiicrelerinin apoptozunu 6nleyebilecegini diislindiirmektedir.

Literatiirde LIPO ile CDDP ‘nin sitotoksik etkisinin ve yan etki profilinin
kiyaslandigi in vivo ¢alisma sayisi oldukea kisithidir. In vitro ve in vivo arastirmalar
LIPO'mun CDDP ile karsilastirildiginda daha az nefrotoksik etkiye sahip oldugunu
gostermistir. Ayrica, ilerlemis gastrik kanser tedavisi i¢in LIPO ile hemoradyoterapi,
faz 1/2 ¢alismasinda hafif toksisite gostermistir. Bir baska ¢alismada LIPO tedavisinin
klinik calismalarda akciger ve meme kanseri tedavisinde CDDP'den daha az renal
toksisiteye sahip oldugunu gostermistir. Bununla beraber, LIPO, CDDP-duyarli ve
direngli yumurtalik kanseri hiicrelerinde anti-timor etkisi gostermistir. Bu tiimor
tipinde apoptoz, kaspazlar 3, 8 ve 9 aktivasyonu ile indiiklenmis, Bax upregulasyonu
ve Bcl-2 downregiilasyonu gergeklesmistir. LIPO, doksorubisin ve albumin-bagl
paklitaksel abraksan ile sinerjistik etki kombinasyonuna neden olmustur. Ayrica,
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LIPO, over ksenogreft tumor buyimesini, minimum sistemik toksisite ile inhibe
etmigtir. Bagka bir in vitro ¢alismada, LIPO'nun anti-tumoér ve apoptotik etkisi,
CDDP'den daha yiiksek bir dozda néroblastom hiicrelerinde belirlenmistir (Serinan ve
ark, 2018; Altun ve ark, 2014).

Bu arastirma LIPO ve CDDP ‘nin néroblastom in vivo modelinde birgok
mekanizma dahilinde etkilerini karsilagtiran ilk calisma olmustur. Bu 6zgiin degeri
arastirmanin ~ giicli yanmi  olusturmaktadir.  Arastirmanin  sirliliklar
degerlendirildiginde arastirmada deney hayvani kullanildigt i¢in tiimér olusum
stiresinin standart olmamasi, isitsel fonksiyon degerlendirmesi sirasinda anesteziye
bagli oOliimler, ilag uygulamalari ardindan nedeni belirlenemeyen oliimlerin
gergeklesmesi, es  zamanlhi  olarak  tim  gruplarin  sakrifikasyonunun

gerceklestirilememesi gibi arastirma sinirliliklar ile karsilagilmigtir.

Arastirma sonucunda LIPO ‘nin tiimdrdeki apoptoz indiikleyici etkisi,
kokleadaki pro-apoptotik faktorleri inhibe edici COX2 ekspresyonu saglamasi, spiral
ganglionda CDDP ‘den daha az diizeyde apoptoz ve nekroza neden olmasi ve isitsel
esik degerinin CDDP verilen gruptan kismen daha yiiksek olmasi bulgular1 elde
edilmistir. Tiim bu bulgular literatiirle uyumlu olarak LIPO, CDDP ‘nin doz siirlayici
yan etkilerini blylk 6l¢lide gidererek ve bununla beraber timdrde gucli apoptoz
indiikleyici etkinligi ile daha giivenli ve etkin bir kemoterapotik yaklasim imkamn
sunmaktadir. Literatiirde LIPO 'nin CDDP’e kiyasla tiimordeki etkinligi agisindan
avantaji, bilyliyen tiimoriin vaskiilatiiriiniin gegirgenligini kullanarak ve insan
caligmalarinda gosterildigi gibi timor dokusuna normal dokuya kiyasla daha biiytik
bir hasara neden olmak {izere, primer tiimorleri ve metastazlari hedefleme
yeteneginden kaynaklandig1 disiiniilmektedir. Nanopartikiillerin ya fagositoz yoluyla
ya da hiicre zar1 ile dogrudan flizyon yoluyla tiimorler tarafindan alindigi 6ne
surtilmektedir. Arastirma bulgularimizdaki LIPO avantajlarinin tiimdr, mikrogevre ve
diger saglik doku hiicrelerindeki hangi molekiiler yollar tizerinden gergeklestigi bir

sonraki ¢aligmalarda degerlendirilmesi onerilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu arastirmada subkutan ksenograft nude fare ndroblastom timér modelinde
LIPO uygulamasinin CDDP uygulamasina gore sitotoksik, sitostatik, ototoksik ve
nefrotoksik etkilerinin karsilastirilmas1  amaglanmistir.  Ana hipotez, LIPO
uygulamasinin CDDP ‘nin saglikli dokulardaki dldiiriicti etkisinden belirgin diizeyde
daha az olacagi seklinde kurulmus olup arastirma bulgularimiz spiral ganglion, koklea
ve kreatin degerleri ile bu hipotezi desteklemektedir. Bununla beraber arastirmanin alt
sorularma yanitlar elde edilebilmistir. Buna goére LIPO ‘nun tiimordeki apoptoz ve
nekroz etkisi CDDP ‘den farkli ve daha giiclii bulunmus, spiral ganglionda LiPO,
CDDP ‘den farkli olarak daha diisiik 6liime neden olmus, kokleada COX2 ekspresyon
paterni LIPO ile kontrolde ayni1 olup CDDP’den farkli tespit edilmistir.

Tiim bu sonuglar 1s131nda ileri ¢alismalarda LIPO ‘nun CDDP ‘ne kiyasla bu
guvenilir ve gucl etkilerinin timor- timor mikrogevresi dahilinde ve hangi molekuler
mekanizmalar ve yolaklar iizerinden gerceklestigine dair detayli incelemeler yapilmasi

onerilmektedir.
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75/2016 Pratokol Me'lu; yiriticisd eldufunuz Tn wie néroblastom tdmée modelinde
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isimli;  Hotice Mur Clgun, Sofye Aktag, Gunay Kirkm,  Zekive Altun, Csman Yilmaz,
H.Efsun Kolaten. Hende Ewn, Efe Sernemin orozheo sldo§u, 20 adet fore'nin verildigi
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UZMANLIK ALANLARI

Uzmanlik Alanlar

Diger

DiIGER AKADEMIK FAALIYETLER

Son Bir Yilda Uluslararasi indekslere Kayith Makale/Derleme icin Yapilan

Damismanhik Sayisi

Son Bir Yilda Projeler icin Yapilan Damismanlik Sayisi

Yayinlara Alinan Toplam Atif Sayisi
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Tamamlanan
Eden
Yuksek
Damismanhik Yapilan Ogrenci Sayisi Lisans
Doktora
Uzmanhk
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YAYINLARI
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