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SISPLATIN OTOTOKSISITESI VE POLIMORFIiZM ILISKIiSi
OZET

Amag: Sisplatin bir¢ok ¢ocukluk ¢agi kanserinin tedavisinde yaygin bir bigimde
kullanilan antineoplastik bir ajandir. Ototoksisite, ndrototoksisite, nefrototoksisite gibi
yan etkileri yliksek dozlarda kullanimini engellemektedir. Degisik risk faktorlerinin
sisplatin ototoksisitesi gelisiminde rolii olabilecegi diistiniilmektedir. Bu ¢alismanin
amaci sisplatin ototoksistesine yol acan genetik ve non genetik risk faktorlerinin

degerlendirilmesidir.

Gereg ve Yontem: Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi ve Dr Behget Uz
Cocuk Hastaliklar1 Hastanesi pediatrik Onkoloji kliniklerinde ¢ocukluk c¢agi tiimorleri
nedeni ile sisplatin tedavisi alan yetmis iki ¢ocuk ¢alismaya dahil edildi. Tiim ¢ocuklarin
odyolojik degerlendirmeleri tedavi 6ncesinde ve tedaviden en az 3 ay sonra saf ses
odyometrisi, distorsiyon trunt otoakustik emisyon ve isitsel uyarilmis beyinsapi
potansiyelleri testleri ile yapildi. Ototoksisite Brock ve Muenster siniflamalari
kullanilarak degerlendirildi. Alt1 farkli tek niikleotid polimorfizmi ERCC1, GSTP1
Alall4Val, GSTP1 llel05Val, Megalin, TPMT, COMT gerg¢ek zamanli polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) yontemi ile degerlendirildi. Bas boyun bolgesine alinan
radyoterapi, kiimiilatif sisplatin dozu, yas, cinsiyet, furosemid, karboplatin,
aminoglikozidler gibi baska ototoksik ila¢ kullanimi, tedavinin siiresi, verilis sekli gibi
baska non genetik risk faktorleri de degerlendirmeye alindi. Ki- kare testi ve Fischer
kesin testi kullanilarak tiim genetik ve non genetik risk faktorleri her 2 ototoksisite
siiflamasi ile eslestirildi. Yapilan bu univaryant analizler sonucunda ototoksisite
geligimi agisindan riskli bulunan faktorler kullanilarak logistik regresyon modeli

olusturuldu.

Bulgular: 72 hasta i¢inde Brock siniflamasina gore 24 Muenster siniflamasina
gore ise 30 hasta da ototoksisite saptandi. Univaryant analizler sonucunda erkek cinsiyet,
es zamanli aminoglikozid kullanimi1 ve GSTP1 1le105Val mutant genotip ile sisplatin

ototoksisitesi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulundu ( p<0,05). Bu 3 risk
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faktorii kullanilarak yapilan logistik regresyon modeli sonucunda erkek cinsiyet ve es

zamanli aminoglikozid kullanimu ile sisplatin ototoksisitesi arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir iliski mevcuttu. Diger taraftan sisplatin ototoksisitesi ile GSTP1 Ile105Val
mutant genotype arasindaki iliski istatistiksel olarak anlamli degildi ancak istatistiksel

anlamliliga oldukg¢a yakindi.

Sonug: Calismamiz sonucunda erkek cinsiyet ve es zamanli aminoglikozid
kullanimi1 ¢ocuk hastalarda sisplatin ototoksisitesi gelismesi i¢cin 6nemli bir risk
faktoridir. GSTP1 1le105Val mutant genotipe sahip olan hastalarin ototoksisite gelisimi

icin dikkatle izlenmesi ve daha genis serilerde tekrar degerlendirilmesi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Sisplatin, Ototoksisite, Tek niikleotid polimorfizmi
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CISPLATIN OTOTOXICITY AND ITS RELATIONSHIP WITH
POLYMORPHISM

ABSTRACT

Objective: Cisplatin is an antineoplastic agent which is widely used for the
treatment of various pediatric malignancies. Some side effects like ototoxicity,
neurotoxicity and nephrotoxicity hinders its usage at higher doses. Up to date various
risk factors have been accused for cisplatin ototoxicity. The aim of this study is to
analyse genetic and non genetic risk factors contrubuting to cisplatin ototoxicity.

Material and Method: Seventy two children who received cisplatin chemoterapy in
pediatric oncology department of Dokuz Eylul University School of Medicine and
Behcet Uz Children’s Hospital were included in this study. Audiological evaluation of
all children were done before and minimum 3 months after their treatments by pure tone
audiometry, distorsiton product otoacoustic emissions and auditory brainstem response
test. Ototoxicity was evaluated using Brock and Muenster classifications. Six different
single nucleotid polimorphisms including ERCC1, GSTP1 Alall4Val, GSTP1
Ile105Val, Megalin, TPMT, COMT were evaluated by real time PCR method. Non
genetic factors such as cranial irradiation, cumulative doses of cisplatin, age, gender,
administration of other ototoxic drugs such as furosemide, carboplatin or
aminoglycosides, duration of treatment and administration route were also analysed. By
using Chi-square test, all of the risk factors were matched with the two ototoxicity
classifications. Risk factors which were found to be significant for ototoxicity by

univariate analyses were reevaluated using logistic regression modelling.

Results: Of 72 patients, ototoxicity was observed in 24 patients according to Brock and
in 30 patients according to Muenster classifications. In univariate analyses, male gender,
concurrent use of aminoglycosides and GSTP1 Ile105Val mutant genotype were found
to be significantly related with cisplatin ototoxicity ( p<0,05). Logistic regression
modelling analyses with these 3 risk factors showed that, male gender and concurrent

use of aminoglycosides were found to be significantly related with cisplatin ototoxicity.



On the other hand, GSTP1 lle105Val mutant genotype was not found to be significant,
but very close to the level of statistical significance.

Conclusion: Our findings suggest that, male gender and the concurrent use of
aminoglycosides are significant risk factors for cisplatin ototoxicity in pediatric patients.
Patients with GSTP1 lle105Val mutant genotype should be carefully watched for

possible occurence of ototoxicity and re-evaluated in larger series.

Keywords: Cisplatin, Ototoxicity, Single Nuclueotide Polymorpism



1.GIRIS ve AMAC

Sisplatin bir¢cok ¢cocuk ve erigskin malignitesinin tedavisinde kullanilan
antineoplastik bir ajandir. Ototoksisite, nefrotoksisite ve norotoksisite gibi yan etkileri
kullanimini sinirlamakta ve yiiksek dozlara ¢ikilmasini engellemektedir. Nefrotoksisite
hidrasyon ile dnlenebilse de ototoksisite ve ndrotoksisiteyi 6nleyebilen bir ajan bugiine

dek tanimlanamamuistir.

Sisplatin ototoksisitesi cogunlukla yiiksek frekanslarda sensorinoral isitme kaybi
ile kendini gosteren kalic1 ve bilateral bir isitme kaybina yol agar. Kimulatif dozun
artmas1 artmast ile diisiik frekanslarda da etkilenme olabilmektedir. Insidansiin %13 ila
%096 arasinda degisen oranlarda oldugu bildirilmistir (1-6). Sisplatin 6zellikle apoptozun
intrinsik yolu lizerinden etkisini gosterip i¢ kulakta dig tlylu hiicreler, stria vaskularis ve

spiral ganglion hiicrelerinde hiicre 6liimiine yol agmaktadir (1, 3).

Yas, cinsiyet, yiiksek doz kullanimi, bas boyun bolgesine radyoterapi verilmesi,
ek ototoksik ilag kullanimi gibi risk faktorleri tanimlanmis (3, 6-8) olmakla beraber son

yillarda genetik risk faktorleri tizerindeki ¢alismalar dikkat ¢cekmektedir ( 10-15).

Bu genetik ¢alismalarda tek nukleotid polmorfizmlerinin ototoksisite riskini
artirdig1 goriisti giderek daha ¢cok 6nem kazanmakta ve 6zellikle Glutatyon —S-
Transferaz (GST), Megalin, Excision Repair Cross- Complementing Group (ERCC),
Tiyopurin S-Metiltransferaz (TPMT), Katekol-O-Metiltransferaz (COMT) enzim ve
proteinlerini kodlayan genler ile ilgili tek nukleotid polimorfizmleri 6ne ¢ikmaktadir (9-
14).

Megalin stria vaskularisteki marjinal hicrelerde bulunan ve sisplatinin hiicre
igine alimindan sorumlu diisiik dansiteli bir proteindir (9, 10). Glutatyon —S- Transferaz
dis tiiylQ hicrelerde daha belirgin olarak bulunan serbest oksijen radikallerinin

temizlenmesinde sorumlu mitokondriyal bir enzimdir (10, 11). ERCC ise tek niikleotid



eksizyon gorevini yaparak DNA tamirinde yardimei bir gendir (13). Sisplatin piirin
bilesiklerine veya DNA i¢i ¢apraz baglarindaki formlarina baglanarak hiicre 6liimiinii
saglamaktadir. TPMT ve COMT ise azothiopiirin metobolitleri gibi piirin bilesiklerini
inaktive etmekte ve bu enzimlerin inaktivasyonu durumunda DNA c¢apraz baglarina

bagli sisplatin miktar1 artmaktadir (12).

Turkiye’de sisplatin ototoksisitesini etkileyen klinik risk faktorleri Uzerine
yapilmig sinirli sayida arastirma olmakla birlikte genetik polimorfizm iizerine
gerceklestirilmis herhangi bir ¢aligsmaya literatlirde rastlanamamaistir. Bu prospektif
calismanin amaci sisplatin ototoksisitesi igin basta genetik faktorler olmak tizere olasi
risk faktorlerini arastirmak ve planlanacak daha ileri caligmalar i¢in bir basamak

olusturmaktir.



2.GENEL BIiLGIiLER
2.1 Sisplatin

Sisplatin, ““cis diamminedichloro platinum’’(CDDP) pediatrik ve eriskin
malignitelerinin tedavisinde sik¢a kullanilan bir kemoterapétik ajandir. ilk olarak Peyron
tarafindan iiretilmistir. O dénemde {iireticisinin adi ile Peyron’un chloridi olarak
anilmustir (3, 4, 16, 17). Sonrasinda 1965 yilinda sisplatin iizerinde yer alan 2 platinum
elektronu arasindaki elektriksel bagin Esherichia Colinin proliferasyonunun
durdurdugunun saptanmistir. Bunu takiben bazi malignitelerin tedavisinde
kemoterapotik ajan olarak kullanilmaya baglanmis ve hiicre siklusunun da daha net bir
bicimde anlasilmasi ile glinlimiizde oldugu gibi bir¢ok kemoterapi protokoliiniin ana
ilac1 haline gelmistir (4, 16, 17). 1978 yilinda Food and Drug Administration (FDA)
onay1 da alan sisplatin birgok yan etkisine ragmen halen yaygin bir bi¢imde

kullanilmaktadir.

Sisplatin vucuda intraven6z olarak verilmektedir, kan dolagiminda klor
konsantrasyonu yiiksek oldugu i¢in (~100mM) herhangi bir degisiklige ugramadan
hicre icine girebilmektedir. Sisplatin hiicre icine girdiginde ortamdaki Klor
konsantrasyonu diistiigii i¢in (~4mM), klor iyonlarin1 kaybederek 2 adet su molekiilii alir
ve +2 yiik kazanarak DNA’ya baglanabilir hale gelir. Sisplatin DNA Gzerindeki pirin
bazlarina baglanarak tekli zincir ici ve zincirler arasi ¢apraz baglar olusturmakta (Sekil
1) ve bu sayede tumor hicrelerinin transkripsiyon ve replikasyonunu engelleyerek
kanser hicrelerini 6lime goturmektedir ( 3, 18). Bu etki tiimdr hiicreleri disinda
vucuttaki diger hiicrelerde de gerceklestiginden dolay1 ototoksisite, nefrotoksisite,
ndrotoksisite, myelosupresyon gibi yan etkiler ile sik olarak karsilagilmaktadir. Ayrica
hepatotoksisite, kardiyotoksisite de sisplatinin nispeten daha nadir gorulen yan etkilerini

olusturmaktadir.
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Sekil 1. Sisplatin DNA (zerindeki plrin bazlarina baglanarak tekli zincir ici ve

zinciler arasi ¢apraz baglar olusturur. (18 nolu kaynaktan alinmistir.).
2.2. Koklea Anatomisi

I¢ kulak, isitme ve denge organlarini igermektedir. Zar ve kemik labirentten
olusmaktadr. Isitme ile ilgili kismin koklea olusturmaktadir (19, 20, 21). Koklea
modiolus etrafinda 2 tam % doniis yapmaktadir. Orta kulak ile olan baglantisi ise oval ve
yuvarlak pencere araciligi ile olmaktadir. Modiolus diizeyinden alinan bir kesit ile

koklea ii¢ bolime ayrilmistir (Sekil 2).

Skala vestibili

Reissner membrani

2  Skala media
1 o
/// Spiral ligaman

Sinir lifleri

Modiolus Tektoryel menibran

Korti organt

o —
Spiral ganglion. L/

Baziler membran

Skala timpani

Dig tiiylii hiicreler

Koklear sinir —__ illar hiicre

-4

i Ig tilyhi hiscreler

Sekil 2. Koklea transvers kesiti. (www.britannica.com/science/cochlea/images

sitesinden alinmaistir)
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Skala vestibiili, oval pecereden baslayip koklear apekse kadar uzanir. Skala timpani
helikotreama aracilifiyla skala vestibiili ile koklear apekse devamlilik gosteren ve
kokleanin bazal kivrimi diizeyinde yuvarlak pencerenin agildig1 yerdir. Bu 2 perilenfatik
skala arasinda kalan ve i¢i endolenf ile dolu olan boliim ise skala media (duktus
koklearis) dir. Reissner membrani skala media ile skala vestibiiliyi birbirinden
ayirmaktadir. Corti organi skala mediada yeralmaktadir. Skala timpani proksimalde kor
bir kese olarak sonlanmaktadir, burasi yuvarlak pencerenin agildigi yerdri. Skala
vestibiili ise direkt olarak vestibiile agilmaktadir. Akuaduktus koklea skala timpaninin
sonlanma noktasi ile subaraknoid boslugu birlestirir ve BOS ile perilenf arasinda madde

aligverisini saglar.

VIIL sinire ait liflerin hiicre gdvdelerinin yer aldig1 spiral ganglion, Rosenthal
kanali i¢ine yerlesmistir ve ossedz lamina ve modiolus arasinda skala media boyunca yer
alir. Baziler membran 2,5 doniis yaptigi halde spiral ganglion sadece 1,5 doniisii
tamamlar. Boylece apikal kisimdan gelen periferik uzantilar, daha asagida yerlesmis
olan ganglion hiicrelerine ulasir. Spiral gangliondaki bipolar néronlar, koklear
reseptorleri santral sinir sistemine baglar. Bipolar néronlar bir uglar ile habenula
perforata denen acikliktan sensoriyel epitele ulasirken, diger uglart ile de fasikiil halinde
gruplanmig aksonlar olarak Rosenthal kanalindan ¢ikarlar ve VII1.”inci sinirin akustik

komponentini olustururlar.

Skala mediada bunun disinda Reissner membrani, stria vaskiilaris, baziler
membran ve Corti organt bulunmaktadir. Baziler membran, skala mediay1 skala
timpaniden ayirir ve lizerinde Corti orgam yeralir. Stria vaskiilaris skala medianin lateral
duvarini yapar ve 3 sira epitel tabakasi ve yogun bir kapiller agdan olusur. Stria
vaskiilarisin skala mediaya bakan yiizeyinde endolenf iiretiminden sorumlu oldugu
diistiniilen koyu (dark) hiicreleri bulunur. Orta sirada yeralan intermediate hiicreler
fagositik aktivite gosterir ve karbonik anhidraz enzimi icerirler (19). Stria vaskularis
icerdigi Na-K-ATPaz pompasi ile iyon degisiminden ve endokoklear potansiyelin

stirdiiriilmesinden sorumlu bir yapidir ve kokleanin adeta pili gibi ¢caligmaktadir.



Baziler membran iizerinde bulunan Corti organi, isitmenin reseptor organidir.
Burada ortaya ¢ikan elektriksel aktivire spiral ganglion hiicrlerinin dentritlerince
algilanir. Baziler membranin mekianik titresimlerini iist isitsel merkezlere iletilmek
tzere noral impulslara cevirir. Sensoryel ve destek hiicrelerden ve bu hiicrelerin
siirlardir tiinellerden olusur. Bu yapilar distan ice dogru; Hensen hiicreleri, dis Corti
tiineli, dis tiiylii hiicreler, Deiters hiicreleri, Nuel araligi, dis pillar hiicreler, i tiiyli

hiicreler ve i¢ sinir hiicreler olarak siralanmaktadir (20, 21, 22). (Sekil 3)

Dig tiylii hiicreler Tektoryal membran

Hensen hiicreleri

Claudius

hacreleri

! Pillar hiicreleri
Boettcher
hicreleri Corti tineli

Baziler membran Sinir lifler
Deiters hiicreleri

€1 957 Encyclopaedia Britannica, Inc.

Sekil 3. Corti organi. (euronbank.org/wiki/index.php/Cochlea_hair_cell’dan alinmistir)
2.3. Koklea Fizyolojisi

Di1s ortamdan gelen ses dalgalar aurikula tarafindan toplanir, sonrasinda timpan
membran ve kemikgik zincirin titresimleri ile i¢ kulaga iletilmektedir. Stapes tabaninda
olan hareket skala vestibiiliye aktarilir. Ardinan perilenfte olusan dalga baziler membran
ve Corti organinda harekete ve yuvarlak pencere membraninda distansiyona yol

agmaktadir.

Von Bekesy tarafindan yapilan ¢alismalar sonucunda kokleada sesin iletimi i¢in

“‘ilerleyen dalga’’ teorisi tizerine durulmaktadir. Bu teoriye gore ses dalgalar1 kokleanin



bazal kivrimindan bagslayarak apekse dogru ilerler ve baziler membrana titrestirir.
Ilerleyen dalganin amplitidii maksimum diizeye ¢ikana kadar artis gdsterip sonra
zayiflamaktadir. Yiiksek frekansh ses dalgalar1 kokleanin bazal béliimiinde pik yaparken
diisiik frekansli ses dalgalari ise apekste pik yapmaktadir. Bu da kokleada bir

“‘tonotopi’’, frekans segici 6zellik oldugunu gostermektedir.

I¢ ve dis tiiylii hiicrelerin iizerinde sterosilya yapilar1 bulunmaktadir. Dis tiiylii
hiicrelerin sterosilyalar1 tektoryal membran ile temas halindedir. Sterosilyalarin {ist
kisminda iyon kanallar1 bulunur bunlar sterosilyalarin hareketi ile agilip kapanmaktadir.
Normalde endolenf i¢inde +80 m V’luk bir elektriksel potansiyel vardir. Tiiyli
hlcrelerde ise negatif bir elektriksel potansiyel mevcuttur. Bu fark nedeni ile baziler
membran titrestiginde sterosilyalar en uzun sterosilyaya dogru egildiginde, iyon
kanallar1 acilir ve K+ iyonlar1 hiicre igine girer ve hiicre depolarize olur. Sterosilyalarin
aksi yone egilmesi bu iyon kanallarinin kapanmasina ve hiperpolarizasyona yol
agmaktadir (Sekil 4). Sonugta hiicrenin depolarize olmasi ile baziler membranin

vibrasyonuna yol agan mekanik enerji elektriksel bir akima doniisiir ve akustik sinirin

liflerine iletilir.
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Sekil 4. Baziler membranin ve sterosilyalarin hareketi. (isitme

fizyolojisi.blogspot.com.tr sitesinden alinmigtir)

Akustik siniri olusturan aferent lifler iki tiptir. Tiim liflerin %95 ini olusturan
Tipl lifler yalnizca ig tliylii hiicrelerle sinaps yapmaktadir. Myelinsiz olan tip 2 aferent

lifler ise %5’lik bolimii olusturmakta ve dis tiiylii hiicrelerle sinaps yapmaktadir. Tipl



myelinli lifler bipolardir gdvdeleri spiral ganglionda yer alirken aksonlari siiperior oliver
komplekse dek ulasir. Tip 2 lifler ise monopolardir ve dis tiiylii hiicrelerde sonlanirlar.
Akustik sinir boyunca tasinan akustik uyar1 ponsta bulunan dorsal, anteroventral,
posteroventral niikleuslara ulasir. Daha sonrasinda ise siiperior olivar kompleks, lateral
leminiskus, inferior kolllikulus ve medial genikulat cisim boyunca iletilerek stiperior
temporal girusun Sylvian fissiirii kisminda ve parietal operkulumda yeralan isitsel
kortekse ulasir ve burada islenir (23) (Sekil 5).
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Sekil 5. Santral isitme yollari. (http://www.lookfordiagnosis.com/mesh sitesinden

alimigtir)
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2.4. Sisplatin Ototoksisitesi

Sisplatinin i¢ kulaktaki toksik etkisi dis tiiylii hiicreler, spiral ganglion hiicreleri
ve koklea lateral duvari (stria vaskdlaris ve spiral ligaman) izerinde daha belirgindir.
Sisplatin vucuda girdikten sonra kan- endolenf bariyerini geger ve dis tiiylii hiicrelerin
apikal membranlarindan ve stria vaskiilaristen koklea i¢ine alinir (17). Bu siiregte baz1
organik katyon transport proteinleri (OCT2-SLC22A2) ve 0zellikle stria vasklaris
duzeyinde Megalin rol oynamaktadir (6, 17). Koklea anatomik olarak kapali1 bir sistem
oldugu i¢in buraya giren sisplatin ve metabolitleri birikir ve kolayca disar1 atilamazlar.
Biriken bu metabolitler de antioksidan enzimler olan glutatyon peroksidaz, stiperoksid
dismutaz, katalaz ve glutatyon rediiktazin diizeylerinin diismesine neden olur. Es
zamanli toksik lipid peroksidleri ve malondialdehit, 4- hidroksinoneal ve peroksinitrit
gibi enzimler artar. Beraberinde kokleada hticre igine kalsiyum girisi artar ve
mitokondrialardan sitokrom-C salinir, kaspaz 9 ve kaspaz 3 aktivasyonu ile apoptoz
olusur (3-6, 16, 17, 24-29). (Sekil 6)

Sisplatin ototoksisitesi klinige bilateral kalici sensdrindral igitme kaybi seklinde
yansimaktadir. Isitme kayb1 cogunlukla yiiksek frekanslarda ( >4kHz) belirgin olmakla
beraber artan dozlarda diisiik frekanslarda etkilenebilmektedir. Ozellikle kiiglk
cocuklarda gelisen sisplatin ototoksisitesi dil ve psikososyal gelisimde gecikmeye,

norokognitif disfonksiyonlara yola acabilmektedir (2, 24).

Dahas1 ototoksisiteye bagli gelisen isitme kayb1 hem ¢ocuk hem de erigkinlerde
sosyal ve is yasaminda iletisim problemlerine yol agarak hayat kalitesini de bozmaktadir
(2, 24). Sisplatinin viicuttan atilma siireci bazen 20 yila kadar uzayabilecegi i¢in isitme
kaybi ilacin kesilmesinden yillar sonra bile ortaya ¢ikabilmektedir (2). Sisplatin
ototoksisitesi cocuklarda eriskinlere gore daha sik ortaya ¢ikmakta ve ¢cocuklar bu
toksisiteden daha ciddi sekilde etkilenmektedir. Bu durum ozellikle eriskinlerden farkl
olarak yasam siire beklentisi fazla olan ¢ocuklarda ileriye yonelik hayat kalitesini ve
ozellikle de kognitif fonksiyonlar: etkilemektedir. Ozellikle ototoksisite gelisen
cocuklarin %40’ nda isitme cihazi rehabilitasyonu gerekebilecegi belirtilmektedir (25).

Isitme kayb1 disinda tinnitus, kulak agris1 veya vertigo da sisplatin ototoksisitesinin bir



bulgusu olarak ortaya ¢ikabilmekte ve tinnitus sisplatin tedavisi alan hastalarin % 2-

36’sinda goriilebilmektedir (2, 5, 16, 17).
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Sekil 6. Sisplatin ototoksisitesinin apoptotik mekanizmasi.



Sisplatin ototoksisitesinin erken saptanmasi halinde ¢ogunlukla tedavi protokolii
daha az toksik platinum tiirevleri olan karboplatin ile degistirilmektedir. Ototoksisiteyi
saptamak icin hastanin yasina uygun olarak yapilan tonal odyometri, yiuksek frekans
odyometrisi, oyun odyometrisi, transient (TOAE) ve distortion product otoakustik
emisyon (DPOARE), isitsel uyarilmis beyin sap1 potansiyelleri (IUBP) gibi testler ile
isitme esikleri saptanmaktadir. Sisplatin tedavisine baslamadan 6nce tiim hastalarin
mutlaka bazal isitme diizeyinin degerlendirilmesinin yapilmasi gerekmektedir (30).
Ayrica her kiir 6ncesi bu testler tekrarlanmalidir. Sisplatinin ototoksik etkilerinin ge¢
donemde de goriilebilmesi miimkiin oldugundan hastalarin tedavi sonrasi ilk 2 y1l i¢in 6
ayda bir takiben eden 3 yillik siire iginse yillik isitme degerlendirilmesinin yapilmasi
onerilmektedir (2). Hastalarin hem bazal hem de tedavi sonrasi odyolojik
degerlendirmelerinde eger miimkiinse yiiksek frekans odyometrisinin (16000kHz’e

kadar) yapilmasi gerekmektedir (30-33).

Ototoksisitenin erken donemde saptanmasi ve derecelendirilmesi, olugsmast
muhtemel daha ciddi toksisitelerin éniine gecebilmek icin 6nemlidir. Bu ylzden bir ¢cok
ototoksisite siniflamasi tanimlanmistir. Bu konudaki ilk siniflama Khan (34) ve
arkadaslari tarafindan gelistirilmistir. Ardindan Brock tarafindan 1991 yilinda isitme
kaybini ve diizeyini daha net bir bicimde ortaya koyan bir siniflama gelistirilmistir (35).
Bunu takiben birbirinden ufak farklarla ayrilan WHO (36), Muenster (37), National
Cancer Institute Common Terminology Criteria (CTCAE) (38), Chang (30) gibi bircok
yeni siniflama yapilmistir. Ideal bir ototoksisite siniflamasinin ytiksek bir 6zgiilliik ve
duyarliliga sahip olup, onkologlari ototoksisitenin erken saptanmasi agisindan uyarici
olmalidir. Giinlimiizde mevcut siiflamalarin hepsi cesitli calismalarda ve kliniklerde

rutin olarak kullanilmakta olup birbilerine belirgin bir {istlinliikleri bulunmamaktadir.

Sisplatin ototoksisitesi insidansinin ¢aligmalara gore farklilik gostermekle
beraber %13-%96 arasinda degistigi bildirilmektedir (1-6). Benzer tedaviyi alan
hastalarin bir bolimiinde ototoksisite gelismezken diger hastalarda gelismesi

ototoksisiteye yol agan bazi risk faktorlerinin sorgulanmasina yol agmustir. Sisplatin
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ototoksisitesine yol acan risk faktorlerini genetik ve genetik olmayan risk faktorleri
olmak iizere 2 ana gruba ayirabiliriz. Sisplatin ototoksisitesi gelisimi i¢in genetik
olmayan risk faktorleri; kiimiilatif sisplatin dozu, kiigiik yas, erkek cinsiyet, sisplatinin
baska ototoksik ilaglarla es zamanli kullanimi1, bas boyun bolgesine uygulanan
radyoterapi, 6nceden varolan igitme kaybi, hipoalbubinemi ve anemi olarak
belirlenmistir. Kiimiilatif sisplatin dozunun 400 mg/m? “nin iistiine ¢ikt1g1 durumlarda
ototoksisite riski belirgin olarak artmaktadir, dahas1 ototoksisite riskinin, total sisplatin
dozunun her 100 mg/m? artis1 icin %35-7 oraninda arttig1 gdsterilmistir (2, 5, 7). Sisplatin
tedavisinin geng yasta alinmis olmasi da baska bir risk faktorii olarak karsimiza
cikmaktadir. Ozellikle bazi calismalarda 5 yasin altinda sisplatin tedavisi alan hastalarda
daha biiyiik yas grubuna gore ototoksitenin 20 kat daha sik goriildiigii belirtilmektedir
(39). Cinsiyetin sisplatin ototoksisitesine herhangi bir etkisinin (40) olmadigini gosteren
calismalar olsa da ¢aligmalarin bir kisminda erkek cinsiyet sisplatin ototoksisitesi i¢in bir

risk faktorii olarak one ¢ikmaktadir (2, 7, 8).

Karboplatin, vinkristin, aminoglikozidler, vankomisin, furosemid gibi ilaglar da
malignitelerin tedavisi sirasinda kullanilabilmektedir. Kendileri de ototoksik oldugu
bilinen bu ilaglar ayn1 zamanda sisplatinin ototoksik etkisini de arttirmaktadir (2, 8). Bu
faktorler disinda hastanin nutrisyonel durumu, anemi, 6nceden varolan isitme kaybi1 ve
bas boyun bolgesine alinmis radyoterapi, sisplatinin vucuda bolus enjeksiyonlar seklinde
verilmesi gibi baska genetik olmayan risk faktorlerinin de sisplatin ototoksisitesi ile

iligkili olabilecegi gesitli calismalarda g0sterilmistir (2, 5, 7, 8, 25, 30, 31) (Tablo 1).
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Tablo 1. Sisplatin ototoksisitesi ile iligkili genetik olmayan risk faktorleri.

Sisplatin ototoksisitesi ile iliskili genetik olmayan risk faktorleri

Kimiilatif sisplatin dozu(> 400 mg/m?)

Kiciik yas (<Syas)

Erkek cinsiyet

Sisplatin ile es zamanli olarak aminoglikozid, metotreksat, vinkristin, furosemid

gibi baska ototoksik ilaglarin kullanimi

Bas- boyun bolgesine alinmig radyoterapi

Onceden varolan isitme kaybi

Anemi, malnitrisyon, hipoproteinemi

Bolus enjeksiyonlar

Bir ilacin farmakolojik etkinligi ve yan etkileri ilacin vucuda girdigi andan
itibaren baslayan hiicre i¢ine alimi, metabolizmasi, atilim1 ve detoksifikasyon siire¢leri
ile iligkilidir. Bu siireclerde rol oynayan enzimlerin genetigindeki farkliliklar ayni1 ilacin
farkli insanlarda degisik etki ve yan etki profili géstermesinde rol oynamaktadir. Bu
nedenle sisplatinin metabolizmasinda yeralan genlerdeki tek niikletotid
polimorfizmlerinin (SNP) de ototoksisite ile iligkili olabilecegi diisiinlilmektedir.
Literatiir incelendiginde sisplatin ototoksisitesi ile ilgili genetik ¢aligmalar, GSTSs,
Megalin, Excision Repair Cross- Complementing group (ERCC), Tiopurin S-
metiltransferaz (TPMT), Katechol O-metil transferaz (COMT) enzim ve proteinlerini

kodlayan genlerdaki SNP’ler iizerinde yogunlagmuistir.
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Glutatyon S transferaz ( GSTs); GSTs serbest oksijen radikallerini uzaklastirarak

hlcreyi oksidatif stresten koruyan antioksian enzimlerdir. Timor hiicrelerinde artmis
GSTs izoenzim aktivitesinin kemoterapi direncinde 6nemli bir rol oynadigi
distiniilmektedir. GSTs’ 1n insanlarda tanimlanmis ‘““‘GSTA, GSTM, GSTP, GSTT,
GTSZ’’ olmak tizere 5 farkli izoenzimi bulunmaktadir. Sisplatin ototoksisitesi ve GSTs
arasindaki iligkiyi inceleyen ilk farmakogenetik ¢alismalar Peters (11) ve arkadaslari
tarafindan yapilmistir. Pediatrik hasta grubu iizerinde yapilan bu ¢calismada GSTM3 B
allelinde polimorfizm olan bireylerde ototoksisitenin daha az goriildiigii belirtilmistir.
Bu konuda diger bir ¢alismada ise GSTs izoenzimlerinde (GSTM1, GSTP1, GSTT1)
gorlilen SNP ile sisplatin ototoksisitesi gelisimi arasinda bir iligki oldugu, gelisen
polimorfizm sonucunda azalan enzimatik aktivitenin ototoksisite riskini arttirdig

diistintilmistiir (41, 42).

Megalin; lipoprotein ailesinin en biy(k tyelerinden biridir. Megalin protein
tasiyan vitaminler, steroid hormonlari, proterazlar, proteaz inhibitort gibi birgok liganda
baglanmaktadir. Ozellikle bobrekteki proksimal tiibiil hiicrelerinde bulunan megalin ayni
zamanda i¢ kulakta stria vaskiilarisin apikal kisminda da bulunmaktadir (43). Megalin
stria vaskularisteki marjinal hiicrelerde sisplatin ve aminoglikozidlerin hiicre igine
alimini saglamaktadir (41, 44). Son yillarda bu lipoproteinin ile sisplatin ototoksisitesi
arasindaki iliskiyi arastiran ¢calismalar artmaya baslamistir. Megalin rs 2075252 ve rs
2228171 SNP’lerinin sisplatin ototoksisitesi riski lizerine etkisinin arastirildig bir
calismada rs 2075252 A allelindeki SNP’nin sisplatin ototoksisitesi olan grupta daha
yiiksek oranda oldugu gdsterilmistir. Benzer sekilde 68 pediatrik hasta {izerinde yapilan
bir baska ¢alisamada da megalinin rs22281171C alleli tastyan hastalar ile ototoksisite
arasinda iliski oldugu gosterilmis (44).

Katechol-O-metiltransferaz; dopamin,epinefrin, norepinefrin gibi katekolamin

yapisindaki ndrotransmitterlerin inaktivasyonundan sorumlu bir enzimdir. COMT

enzimi katekolaminlere S-adenozil methioninden (SAM) aldig1 bir metil grubu ekler. Bu
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enzimin eksikliginde veya fonksiyonundaki herhangi bir bozuklukta hiicre i¢inde

SAM’in artip, sisplatinin sitotoksik etkilerini arttirabilecegini diistiniilmektedir (45).

Tiopurin S-metiltransferaz (TPMT); enziminin endojen substrati bilinmemektedir.

Sisplatin DNA {izerinde piirin bazlarina baglanip zincir i¢i veya zincirler aras1 baglar
olusturarak hiicrelerin transkripsiyonunu ve replikasyonunu 6nlemekte ve hiicreyi 6liime
gotiirmektedir. Azotiopiirin gibi eksojen piirin bilesiklerini inaktive eden TPMT
enziminin aktivasyonunun azalmasi durumunda ise DNA {izerindeki piirin bazlarina
baglanan sisplatin miktarinin artacagi ve ototoksisitenin gelisebilecegi on gorillmektedir
(12). Ayrica aynt COMT enzimi gibi TPMT enziminin aktivasyonunun azaldigi
durumlarda SAM diizeyinin artip sisplatinin sitotoksik etkilerinin artabilecegi
diistintilmektedir (45). COMT ve TPMT genlerindeki SNP’leri arastiran ¢alismalarda ise
birbiri ile ¢elisen sonugclara ulasilmistir. Ross sisplatin tedavisi almis 54 kisilik hasta
grubu ve 112 saglikli bireyden olusan kontrol grubunu karsilastirildigi ¢alismasinda
TPMT ve COMT genlerindeki SNP’inin sisplatin ototoksisitesi riskini arttirdigini
belirtmektedir (12). iki yiiz onii¢ medulloblastom hastas1 iizerinde yapilan baska bir
calismada ise bu genlerdeki genetik varyasyonlar ile sisplatin ototoksisitesi arasinda bir

iligki saptanamamustir (45).

Excision Repair Cross- Complementing group 1 (ERCC 1); DNA tamir genlerindendir.

Bu gorevini niikleotid eksizyonu yoluyla yapmaktadir. ERCC 1 ve ERCC 2, XPC,
ERCC 4, ERCC 5 G gibi bagka DNA tamir genleri ile sisplatin ototoksisitesi arasindaki
iliskinin incelendigi ¢calismada ERCC gen polimorfizmi ile sisplatin ototoksisitesi

arasinda bir iligki bulunamamustir (13).

2.5. Tek Nukleotid Polimorfizmi (SNP)

Polimorfizm kelimesi ¢ok anlamina gelen ““poli’’ ve form anlamina gelen‘*
morphos’’ kelimelerinin birlesmesinden olusur. Genomdaki DNA dizilerinin bir kismi
yagsam boyunca siirekli korunurken bir béliimiinde sinirl degisiklikler olmaktadir.

Degisikliklerin oldugu bu DNA bolumlerinin polimorfik o kisimlarindaki DNA dizgisi
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ise polimorfizm olarak adlandirilir (46). Bir genin ilgili bolgesindeki degisikligin
toplumun en az %21’inde gorulmesi halinde bu polimorfizm olarak adlandirilmaktadir

(46). iki tip polimorfizm bulunmaktadir.

Birincisi daha nadir olarak gorilen *“ Degisken Sayili Bitisik Tekrarlar’’
(Variable Number Tandem Repats, VTNR) olup bir kromozom uzerinde belli bir
bolgede ardi arda tekrarlayan kisa DNA pargalarinin sayilarinin degismesi ile ortaya
cikabilir. ikincisi ise daha sik olan tek niikleotid polimorfizmi (SNP)’dir (46).

SNP DNA’deki tek niikleotid degisiklikleridir (Sekil 7). Ortalama her
1000 bazda bir goriilmektedirler. SNP’ler direkt olarak bir hastaligin ortaya ¢ikisi ile
iliskili degillerdir ancak bireyler arasindaki tedaviye verilen yanitlardaki farkliliklar,
ayni tedaviyi alan kisilerde farkli oran ve siddette yan etkilerin goriilmesi gibi, bireylerin

hastaliga yakalanma riski gibi durumlardan sorumlu olabilecekleri diigiiniilmektedir

(46).

Tek niikleotid polimorfizmi [SNP)
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Sekil 7. Tek nukleotid polimorfizmi.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1.Arastirma Tipi

Arastirma kesitsel (cross-sectional) bir ¢alisma olup, Dr Behget Uz Cocuk
Hastaliklar1 ve Cerrahisi Egitim Arastirma Hastanesi Ilag Dis1 Klinik Arastirmalar Etik
Kurulundan onay alinarak (30.11.2012-56) yapilmistir.

3.2.Arastirma Yeri ve Zamani

Arastirma i¢in literatiir tarama siireci Subat 2013’te baslamistir. Arastirmanin
verilerinin toplanmas1 Subat 2013- Mart 2015 tarihlerinde Dokuz Eyliil Universitesi
Onkoloji Enstitlisi Temel Onkoloji Laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir. Aragtirma

Haziran 2016°’da sonlandirilmistir
3.3.Arastirmanin Evreni

Dokuz Eyliil Universitesi ve Dr Behget Uz Cocuk Hastaliklar1 ve Cerrahisi
Egitim ve Arastirma Hastanesi Pediatrik Onkoloji kliniklerinde Ocak 2013 — Mart 2015
tarihlerinde pediatrik solid tiimorler nedeni ile sisplatin bazli tedavi almasi planlanan 72
hasta bu ¢aligmaya dahil edilmistir. Tiim hastalarin ebeveynlerinden aydinlatilmig onam
formu alinmis ayrica anlayabilecek yasta olan tiim ¢ocuklara sozel olarak agiklama
yapilmistir. Hastalardan herhangi bir nedenle kan alinirken 3 ml kan da bu ¢alisma i¢in

alinmistir.
3.4. Calisma Materyali
3.4.1 Odyolojik Degerlendirme

Tiim hastalarin ilk sisplatin kiirii 6ncesinde rutin Kulak Burun Bogaz muayenesi
ve odyolojik degerlendirmesi yapilmistir. Otoskopik bakida buson olanlarin dis kulak

yolu temizligi yapildiktan sonra isitmeleri test edildi. Dis ve orta kulaktaki isitme
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kaybina neden olabilecek patolojisi olan ¢ocuklar ¢alisma dis1 birakildi. Bazal odyolojik
degerlendirme sonucunda tedavi 6ncesi donemde isitme kaybi saptanan hastalar
calismaya alinmadi. Odyolojik degerlendirmede distorsiyon Grlinl otoakustik emisyon
(DPOAE), ii¢ yas yas lizeri ¢ocuklara saf ses odyometri, 3 yas alt1 teste uyum
saglayamayanlara ise objektif bir elektrofizyolojik test olan klik, 6 kHz ve 8 kHz ton

burst uyaran ile isitsel uyarilmis beyinsapi potansiyelleri (IUBP) testleri gerceklestirildi.

Sisplatin tedavisi baglamadan hemen 6nce yapilan bu testler her sisplatin kir(
oncesi ve sisplatin tedavisi bitiminden en az 3 ay sonra tekrarlanmistir. Hastalarda
ototoksisite olusup olusmadig1 Brock ve Muenster siniflamalar1 kullanilarak

degerlendirilmistir. ( tablo 2-3).

Tablo 2. Brock ototoksisite siniflamasi.

Evre Brock Ototoksisite siniflamasi
0 Isitme esikleri tiim frekanslarda ‘40 dB”’in altinda
1 8000 Hz’de ““40 dB’’ ve tizeri isitme esikleri
2 4000- 8000 Hz arasinda ““40 dB’’ ve {izeri isitme esikleri
3 2000- 8000 Hz arasinda “*40 dB’’ ve iizeri isitme esikleri
4 1000- 8000 Hz arasinda ““40 dB’’ ve iizeri isitme esikleri
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Tablo 3. Muenster ototoksisite siniflamasi

Evre Muenster Ototoksisite siniflamasi

1 Tinnitus

2a 4 kHz ve lzerindeki frekanslarda 20 dB — 40dB arasi igitme
esikleri

2b 4 kHz ve lzerindeki frekanslarda 40 dB — 60dB arasi igitme
esikleri

2¢ 4 kHz ve lizerindeki frekanslarda 60 dB ve {izeri igitme esikleri

3a 4 kHz altindaki frekanslarda 20 dB — 40dB arasi isitme esikleri

3b 4 kHz altindaki frekanslarda 40 dB — 60dB arasi isitme esikleri

3C 4 kHz altindaki frekanslarda 60 dB ve {izeri isitme esikleri

4 4 kHz altindaki frekanslarda 80 dB ve iizeri isitme esikleri
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3.4.2. Distorsiyon Uriinii Otoakustik Emisyon (DPOAE) Testi

DPOAE testleri “Otodynamics ILO-V6 Cochlear Emission Analyzer”, 5.61
(Otodynamics, London) versiyonu kullanilarak gergeklestirildi. DPOAE testi ortam
giirtiltiisii 40 dB SPL (A)’nin altinda olan sessiz odada uygulandi. DPOAE testi i¢in f2
ve fl frekanslari 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’lar, 2f;-f> frekansinda 6l¢iildii. Her bir frekans igin sinyal giiriiltii orani 3
dB’den biiyiik degerler ‘‘OAE’’ var olarak degerlendirildi. DPOAE, f1 ve f2’nin
geometrik ortalamalarinda 1000, 1500, 2000, 3000, 4000, 6000 ve 8000 Hz’deki sinyal-

giirtiltli oranlar kaydedildi.
3.4.3. Isitsel Uyarilmis Beyinsap1 Potansiyelleri (IUBP) Testi

Tiim isitsel uyarilmis beyinsap1 potansiyelleri testlerinde ICS Chartr EP cihazi
kullanild1. Uyaran olarak 21.1/sn tekrarlama sikliginda, alterne polaritede 6 ve 8 kHz’de,
uyaranin frekans spektrumunu daha darlastirmak amaciyla Blackman zarfiyla, inig-¢ikis
stiresi 1ms olan ton burst uyaran kullanildi. V. dalganin elde edildigi en diisiik siddet
duizeyi bireyin o frekanstaki isitme esigi olarak kabul edildi. 70 dB nHL siddetinden
baslanarak V. dalga elde edildiginde siddeti azaltma, V. dalga elde edilmediginde siddeti
arttirma yontemiyle her iki kulagin isitme esikleri belirlendi. Esik iistii seviyelerde
uyaran siddeti 10 dB, esige yaklastik¢a uyaran siddeti 5 dB azaltilirken, V. dalga elde
edilmediginde uyaran 5 dB arttirildi. Elektrodlarla toplanan biyoelektriksel yanitlar 100 -
3000 Hz bant gecirgen filtreden gecirilerek analogdan dijitale ¢evrildi. 1024 averajlama

sayist ile kayitlanan dalgalar, esigin bulundugu son siddet diizeyine kadar art arda ikiser
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kez kaydedildi. Kayit sirasinda altin kapli tekrar kullanilabilir metal plak elektrodlar
kullanild1. Aktif elektrod vertekse, referans elektrodlar test kulaginin mastoidine, toprak
elektrod ise iki kasin ortasina yerlestirildi. Elektrod direncleri 1 kOhm’nin altinda

tutuldu. Uyaranin sunumunda ICS Chartr EP, ER3A kanal i¢i kulaklik kullanildi.

3.4.4. Risk Faktorlerinin Degerlendirilmesi

Sisplatin ototoksisitesi riskini arttirabilecegi diistiniilen risk faktorleri genetik ve

genetik olmayan risk faktorleri olarak 2 baslik altinda incelenmistir.

3.4.5. Genetik olmayan risk faktorlerinin degerlendirilmesi

Sisplatin ototoksisitesine yatkinlik yaratacagi diisiiniilen yas, cinsiyet, kiimiilatif
sisplatin dozu, bas boyuna uygulanan radyoterapi, tedavinin suresi ( tek giin/ 5 giin
boyunca boliinmiis dozlarda), verilis sekli (bolus/saatlik infiizyon), ek ototoksik ila¢
kullanimi (furosemid, karboplatin, aminoglikozid) gibi faktorler de bu ¢alismada

degerlendirilmistir.

Hastalar kendi iclerinde 5 yas alt1 ve iistii olmak {izere 2 alt gruba ayrilip kiigiik
yasin ototoksisite gelisimi i¢in bir risk faktorii olup olmadig1 degerlendirilmistir. Benzer
sekilde hastalar alman kiimiilatif sisplatin dozunun 400 mg/m? ‘den fazla veya az
olmasina gore iki alt grupa ayirilarak kiimiilatif sisplatin dozunun ototoksisite {izerine

etkisi incelenmistir.
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3.4.6 Genetik risk faktorlerinin degerlendirilmesi

GSTP1 (Alal14Val) [rs1138272], GSTP1 ILE105Val [rs1695], LRP2 Megalin
[rs2075252], COMT [rs9332377], TPMT [rs12201199] , ERCC1 c188t [rs11615],

SNP'leri gergek zamanli PCR (RT-PCR) yontemi ile aragtirilmistir

3.4.7. Periferik Kandan Mononiikleer Hiicre Izolasyonu:

*Olgulardan steril EDTA ‘li hemogram tiiplerine alinan yaklagik 3 ml taze kan
fosfat tamponlu tuz solisyonu (PBS) ile 1:1 oraninda seyreltilmistir. Daha sonra, 15 ml
dibi konik bos falkon tiipe 4 ml Ficoll ayirma soliisyonu (d 1.077 g/ml) eklenmistir.
Uzerine tiipii 45 derecelik a1 ile tutarak tiipiin agzinin kenarinda yavasca pastor pipetiyle
seyreltilmis kan 6rnegi ilave edilmistir. Bu islem sonunda falkon tiiplinde altta seffaf
Ficoll solisyonu ile Gizerinde kan drnegi olmak tizerine ayri iki faz gozlenmistir. Fazlarin
birbirine karistirilmamasina dikkat edilmistir. Daha sonra tip +4°C “de 1650 rpm “de 20
dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda tiiplin dibinde kirmiz1 eritrosit ve graniilosit
tabakasi, biraz iizerinde ortada beyaz flu halde lenfosit tabakasi ve onun da iizerinde

sarimtirak halde trombositler ve monositlerin bulundugu 3 ayri tabaka gozlenmistir.

* fzole edilmek istenen ortadaki flu PBMC tabakasi temiz bir pastdr pipet ile
dikkatlice toplanip bagka bir dibi konik bos 15 ml ’lik falkon tiipe aktarilmistir.

* Elde edilen PBMC °‘lerden istenmeyen artiklarin uzaklastirilmasi i¢in yikama
islemi yapilmistir. Yikama i¢in PBMC ‘ler {izerine yaklasik 8 ml PBS eklenmis ve +4°C
‘de 1200 rpm ‘de 5 dk santrifiij edilmistir. PBMC ‘ler tlpin konik dibinde beyaz bir pellet

olarak gozlenmis ve istenmeyen artiklar uzaklastirilmak iizere siipernatant atilmistir.
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3.4.8. DNA izolasyonu:

Calismaya katilan hastalarin EDTA’l1 tiplerde gelen kan drneklerinden elde edilen
mondukleer hiicrelerden, genotiplemede kullanilmak tizere DNA izolasyonu

gerceklestirilmistir.
*Herbir hasta icin 1,5 ml lik ependorf tiiplere 200 pl kan 6rnegi alimmastir
*200 pl Binding Buffer ve 40 pl Proteinase K eklenerek iyice karistirtlmistir.

*10 dk 72 °C’de inkiibasyona birakildiktan sonra, DNA’larin ¢6kmesi i¢in her tiipe 100
ul isopropanol eklenip pipetleme yapilmaistir.

* Hasta sayis1 kadar toplama tiipleri ¢ikartilip, bu tiiplere filtre tiipleri yerlestirilmistir.
*Hazirlanan karigim filter tiiplerine aktarilip, 8000x g de 1 dk santrifiij edilmistir.

* Toplama tiipleri atilip, filtreli tiipler yeni toplama tiiplerine alinmistir ve her tiipe 500
ul inhibitdr removal tampon soliisyonu eklenmistir. 8000x g de 1 dk santrifiij edildikten

sonra toplama tiipleri atilmis ve filtreli tiipler yeni toplama ttpler

*Her tiipe 500 pul yikama soliisyonu eklenmis, 8000x g de 1 dk santrifiij edilmistir.
*Toplama tiiplerindeki sivi1 atilip, tiipler 13000x g de 10 saniye tekrar dondiirilmiistiir.
*Filtreli tapler 1,5ml lik eppendorflara alinmigtir

*Her tlipe 200 pl, 72 °C’deki eliisyon soliisyonu eklenmistir.

*8000x g de 1 dk santrifiij yapildiktan sonra eppendorf i¢inde kalan DNA’lar

genotipleme i¢in kullanilmistir.

3.4.9. Es Zamanh (Real-time) Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile polimorfizm

saptanmasi (Genotipleme):

PCR i¢in karigim, PCR tiiplerinde hazirlanip, her bir 6rnek igin;
*2.5 pl (200ng) DNA, 7,5 pl TagMan karisim soliisyonu (TagMan karigim
soliisyonu:12.5 pl TagMan Universal PCR master mix, 1.25 pl prob ve primer
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soliisyonu ve 11.25 pl distile su karisimi) kullanilarak gergeklestirilmistir.

* PCR reaksiyonu; 10 dakika 95°C de baslatilmig, daha sonra 40 déngii boyunca; 15
saniye 92°C, 60 saniye 60°C sicaklik sikluslari ile tamamlanmustir.

*Qlgular her bir gen icin wild type, heterozigot ve mutant olarak degerlendirilmistir
ve Megalin [rs2075252], COMT [rs9332377], ERCC1 ¢188t [rs11615], GSTP1
(Alal14Vval) [rs1138272], GSTP1 ILE105Val [rs1695] ve TPMT [rs12201199] tek
niikleotid polimorfizmleri (SNP) Es zamanli PCR yontemi ile analiz edilmistir.

3.5. Arastirmanin Degiskenleri

Bu calisma i¢in bagimli degisken ‘‘Sisplatin Ototoksisitesi’’ iken bagimsiz
degisken ‘‘ sisplatin ototoksisitesi ile iliskili genetik ve genetik olmayan risk

faktorleridir.””
3.6. Veri Toplama Araclari

Hastalarin klinik verileri hasta dosyalar1 incelenerek toplanmistir. Odyolojik
veriler DPOAE testleri icin “Otodynamics ILO-V6 Cochlear Emission Analyzer”, 5.61
(Otodynamics, London) ve IUBP testi icin ise ICS Chartr EP cihazi kullanilarak elde
edilmistir. Hastalarin genetik verileri ise RT PCR Methodu ile toplanmustir.

3.7. Arastirma Plam ve Takvimi

o Literatir taranmasi h
¢ Hastalarin galigmaya dahil edilmesi (n:72)
Subat 2013- ¢ Odyolojik incelemelerinin yapilmasi
\VF\eoodokis - Tek nikleotid polimorfizmlerinin (SNP) belirlenmesi )
~

e Verilerin analizi, tezin sonuglarinin ortaya konmasi
o Caligmanin 37. Turk Ulusal Kulak Burun Bogaz ve Bas Boyun Cerrahisi Kongresi ve International Symposium on

Mart 2015 - Meniere Disease and Inner Ear Disorders isimli toplantilarda sunulmak tizere hazirlanmasi
Agustos 2015 Y,
~
* Tez yazimi ve sonlandiriimasi
Agustos 2015- ¢ Tezin uluslarasi arasi bir dergide yayinlanmak tizere yayin haline donusturilmesi
Haziran 2016 )
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3.8. Verilerin Degerlendirilmesi

Verilerin istatistiksel analizi SPSS 15.0 (IBM, NY, USA) programi kullanilarak
yapilmis ve p<0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Brock ve
Muenster ototoksisite siniflamalarinin birbiri ile uyumu Kappa uyum testi ve Mc Nemar
testleri ile degerlendirildi. Ki-kare testi ve Fischer kesin testi kullanilarak genetik ve non
genetik tiim risk faktorleri Brock ve Muenster klasifikasyonlari ile karsilastirilmis ve ki-
kare testinde anlaml1 bulunan faktorler kullanilarak logistik regresyon modeli
olusturulmus ve multivariate analiz yapilmistir. Ayrica Brock ve Muenster siniflamasina
gore ototoksisite saptanan hastalar kendi iclerinde orta veya siddetli diizeyde ototoksisite
izlenen (Grade 2 ve Uizeri) ve ototoksisite izlenmeyen- hafif izlenen grup (Grade 0-1)

olmak Uzere 2 altgruba ayrilarak ayni istatistiksel analizler tekrarlanmistir.
3.9. Arastirmanin Simirhliklari

Arastirmanin kisitli noktasi tim genomda polimorfizme ekonomik nedenlerle

bakilmamis olmasidir.
3.10. Etik kurul onay1

Bu c¢alisma Dr Behget Uz Cocuk Hastaliklar1 ve Cerrahisi Egitim Arastirma
Hastanesi ila¢ Dis1 Klinik Arastirmalar Etik Kurulundan onay alinarak (30.11.2012-56)
gerceklestirilmistir.
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4 BULGULAR

Calismaya 40’1 erkek 32’si kiz olmak iizere toplam 72 ¢ocuk onkoloji hastast
alind1. Bu hastalarm 66°s1 Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Onkoloji Bilim
Dali’nda, 6’s1 ise Dr Behget Uz Cocuk Hastaliklar1 ve Cerrahisi Egitim Arastirma
Hastanesi Pediatrik Onkoloji kliniginde tedavi alan hastalardi. Ortalama yas 10,2 ( 1-
17) idi. Hastalar tanilarina gore incelendiginde néroblastom, hepatoblastom ve germ
hicreli timorlerin ilk 3 siray1 aldigi goriilmekteydi. Bu tiimorler disinda daha nadir
karsilasilan diger tiimorler ise nazofarenks karsinomu, osteosarkom, Langerhans hiicreli
histiositoz, medulloblastom, sinovyal sarkom, rabdomyosarkom ve malign melanomdu

(Sekil 8).

Sisplatin kemoterapisi alan hastalarin tanilari

11

H Noroblastom

B Hepatoblastom

m Germ Hucreli timor

= Nazofarenks ca

B Osteosarkom

B Langerhans hcreli histiositoz
Medulloblastom
Sinovyal sarkom
Rabdomyosarkom
Malign melanom

Sekil 8. Sisplatin kemoterapisi alan hastalarin tanilari.
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Brock ve Muenster ototoksisite siniflamalari hem Kappa uyum testi (p= 0,031)
hem de Mc Nemar (p=0,001) testine gore degerlendirildiginde birbirleri ile istatistiksel
olarak uyumlu olarak degerlendirildi. Sisplatin tedavisi ile son odyolojik inceleme arasi
gecen sire ortalama 6,36 (3-23 ay) ay idi. Brock klassifikasyonuna gore 24 (%33,3),
Muenster klasifikasyonuna gore ise 30 (%41,6) hastada degisik siddetlerde ototoksisite

saptand1 (Sekil 9-10).

Brock ototoksisite siniflamasi- Otototoksisite saptanan
hastalarin dagilimi

15 14
10 8
5
0 | |
Grade 1 Grade 2 Grade 3 Grade 4

W Hasta sayisi

Sekil 9. Brock ototoksisite siniflamasina gore ototoksisite saptanan hastalarin dagilimi.

Muenster ototoksisite siniflamasi- Otototoksisite
saptanan hastalarin dagilimi

10

o N B O

3
2
1 .
— []
Grade 1 Grade 2a Grade 2b Grade 2c Grade 3a Grade 3c

m Hasta sayisi

Sekil 10. Muenster ototoksisite siniflamasina gore ototoksisite saptanan hastalarin

dagilimi.
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Aragstirilan tiim genetik olmayan risk faktorlerinin Ki kare testi ve Fischer kesin
testi kullanilarak Brock ve Muenster klasifikasyonlari ile ayr1 ayr karsilastirilmast

yapildi.

Brock siniflamasina gore ototoksisite saptanan 24 hastanin 19°u erkek, 5 ’i kizdu.
Ototoksisite Muenster siniflamasina gore degerlendirildiginde ise 22 erkek, 8 kiz hastada
ototoksisite izlendi. Yapilan tek yonli analizler sonucunda erkek cinsiyet ile sisplatin
ototoksisitesi gelisimi arasinda her 2 siniflama ile de yapilan karsilastiriimada

istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptandi (Tablo 4).

Tablo 4. Ototoksisite saptanan hastalarin cinsiyetlerinin Brock ve Muenster

siniflamasina gore dagilimi.

Brock Muenster

siniflamasina

siniflamasina

gore gore
Cinsiyet Hasta sayisi ototoksisite ototoksisite p p
saptanan saptanan (Brock igin) (Muenster icin)
hasta sayisi hasta sayisi
Erkek 40 19 (%47,5) 22 (%52,5) 0.04 0.037
Kiz 32 5 (15,6) 8 (%18,1)

Es zamanli bagka ototoksik ajanlarin kullaniminin sisplatin ototoksisitesi lizerine

etkisi degerlendirildiginde aminoglikozid kullanimin hem Brock hem de Muenster

siiflamasi baz alinarak yapilan analizlerde ototoksisite riskini arttirdigi gézlendi.

Furosemid ve Karboplatin kullanimi i¢in benzer bir iliski mevcut degildi (Tablo 5).
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Tablo 5. Ek ototoksik ilag kullanimi-Sisplatin ototoksisitesi iligkisi.

Brock Muenster
siniflamasina siniflamasina
gore gore
ilag Hasta sayisi ototoksisite ototoksisite p p
saptanan saptanan (Brock igin) (Muenster i¢in)
hasta sayisi hasta sayisi

Aminoglikozid 30 14 (%46,7) 17 (%56,7)
alan hasta
sayisi 0,43 0,29
Aminoglikozid 42 10 (%23,8) 13 (%31.0)
almayan hasta
sayisi
Furosemid 63 23 (%36,5) 28 (%44,4)
alan hasta
sayisi 0,256 0,288
Furosemid 9 1(%11,1) 2 (% 22.2)
almayan hasta
sayisi
Karboplatin 14 6 (%42,9) 7 (%50)
alan hasta 0.529 0.481
sayisi
Karboplatin 58 18 (%31) 23 (39,7)
almayan hasta
sayisi

Yasin sisplatin ototoksisitesi iizerindeki etkisini incelemek icin hastalar 5 yas alti
ve 5 yas ve tizeri olmak tizere 2 altgruba ayrildi. Yapilan analizlerde yas ile sisplatin

ototoksisitesi arasinda anlamli bir iliski izlenmedi (Tablo 6).
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Tablo 6. Yas-ototoksisite iliskisi

Brock

siniflamasina

Muenster

siniflamasina

gore gore
Yas Hasta sayisi ototoksisite ototoksisite p p
saptanan saptanan (Brock igin) (Muenster i¢in)
hasta sayisi hasta sayisi
< Syas 35 11 (%31,4) 14 (%40) 0,739 0,78
> 5 yas 37 13 (%35,1) 16 (%43.2)

Hasta grubu incelendiginde 15 hastanin bas boyun bolgesine sisplatin tedavisi ile
es zamanli radyoterapi aldig1 gézlendi. Ancak bag boyun bdlgesine alinan radyoterapi ile

sisplatin ototoksisitesi arasinda anlamli bir iliski izlenmedi (Tablo 7).

Tablo 7. Bas boyun bdlgesine alinan radyoterapi- sisplatin ototoksisitesi iliskisi

Brock Muenster
siniflamasina siniflamasina
gore gore
Hasta sayisi ototoksisite ototoksisite p p
saptanan saptanan (Brock igin) (Muenster igin)
hasta sayisi hasta sayisi
Bas- boyun 15 5 (%33,3) 7 (%46,7) 1 0,659
bélgesine
radyoterapi
alan
Bas- boyun 57 19 (%33,3) 23 (%40,4)
bélgesine
radyoterapi
almayan

Sisplatin tedavisi alan hastalarda tani, evre ve hastanin yasi gézoniine alinarak
degisik tedavi protokolleri izlendi. Sisplatin hastalarin sadece iki tanesinde bolus
injeksiyon seklinde verilirken, digerlerinin 1, 4, 18 veya 24 saatlik infiizyonlar seklinde
verildi. Benzer sekilde kimi hastalarda sisplatin tek giinliik tedavi seklinde verilirken
kimisinde 5 gunlik dozlara bélinerek verildi. Calismamiz sonucunda gerek sisplatin

verilis metodu gerekse tedavi siiresi ile ototoksisite arasinda anlamli bir iligki
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saptanmadi (Tablo 8-9).

Tablo 8. Tedavi siresi- ototoksisite iliskisi.

Brock Muenster
siniflamasina siniflamasina
Tedavi suresi gobre gobre
Hasta sayisi ototoksisite ototoksisite p p
saptanan saptanan (Brock igin) (Muenster i¢in)
hasta sayisi hasta sayisi
Tek gunluk 27 11 13
tedavi 0,316 0,462
Bes gunluk 45 13 17
tedavi
Tablo 9. Tedavi sekli-sisplatin ototoksisitesi iligkisi.
Brock Muenster
siniflamasina siniflamasina
gore gore
Tedavi sekli Hasta sayisi ototoksisite ototoksisite p p
saptanan saptanan (Brock igin) (Muenster igin)
hasta sayisi hasta sayisi
Bolus 2 0 1 (%50) p degeri p degeri
enjeksiyon hicrelerde hicrelerde
1 saatlik 22 4 (%18,2) 6 (27,3) diigsen hasta diigen hasta
infizyon sayisi az sayisi az
4 saatlik 13 4 (30,8) 4 (30,8) oldugu igin oldugu igin
inflizyon hesaplanamadi | hesaplanamadi
18 saatlik 21 10 (%47,6) 11 (%52,4)
inflizyon
24 saatlik 14 6( %42,9) 8 (%57,1)
infuzyon

Incelenen her bir gen igin SNP sonuglar1 wild type, heterozigot veya mutant
genotip olarak ayr1 ayr1 degerlendirildi (Tablo 10).
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Tablo 10. Incelenen genlerin SNP sonuglari.

Tek nukleotid Heterozigot genotipe Wild genotipe sahip Mutant genotipe sahip
polimorfizmi (SNP) sahip hasta sayisi hasta sayisi hasta sayisi
arastinlan gen
Megalin rs2075252 26 5 41
GSTP1 Alall4Vval 5 67 0
GSTP1 lle105Val 26 39 7
ERCC1 30 22 20
TPMT 7 65
COMT 27 40 5

Real time PCR yontemi kullanilarak galisilan 6 genin SNP’leri incelendiginde

GSTP1 lle105Val mutant genotipe sahip olma ile sisplatin ototoksisitesi arasinda anlamli

bir iliski saptandi. Ancak ¢alismamizda incelenen diger SNP’leri ile sisplatin

ototoksisitesi arasinda anlamli bir iliski izlenmedi (Tablo 11-16).

Tablo 11. GSTP1 1le105Val SNP’i- sisplatin ototoksisitesi iligkisi.

Brock Muenster
siniflamasina siniflamasina
GSTP1 gore gore
lle105Val Hasta sayisi ototoksisite ototoksisite p p
saptanan hasta | saptanan hasta (Brock igin) (Muenster igin)
sayisi sayisi
Wild+ 19 (%29,2) 24 (%36,9)
Heterozigot
genotip 0,037 0,018
Mutant genotip 5 (%71,4) 6 (%85,7)
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Tablo 12. GSTP1 Alal14Val SNP’i- sisplatin ototoksisitesi iligkisi.

Brock

siniflamasina

Muenster

siniflamasina

gore gore
GSTP1 Hasta sayisi ototoksisite ototoksisite p p
Alali4val saptanan saptanan (Brock igin) (Muenster igin)
hasta sayisi hasta sayisi
Wild genotip 5 2 (%40) 3 (%60)
Heterozigot 67 22 (%32,8) 27 (%40,3) 1 0,643
genotip
Mutant genotip 0 0 0
Tablo 13. Megalin SNP’i-sisplatin ototoksisitesi iligkisi
Brock Muenster
siniflamasina siniflamasina
gore gore
Megalin Hasta sayisi ototoksisite ototoksisite p p
saptanan saptanan (Brock igin) (Muenster i¢in)
hasta sayisi hasta sayisi
wild + 31 11 14
Heterozigot 0,803 0,636
genotip
Mutant genotip 41 13 16
. Tablo 14. ERCC1 SNP’i-sisplatin ototoksisitesi iliskisi.
Brock Muenster
siniflamasina siniflamasina
gore gore
ERCC 1 Hasta sayisi ototoksisite ototoksisite p p
saptanan saptanan (Brock igin) (Muenster igin)
hasta sayisi hasta sayisi
wild + 52 16 21
Heterozigot 0,578 0,793
genotip
Mutant genotip 20 8 9
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Tablo 15. COMT SNP’i-sisplatin ototoksisitesi iligkisi.

Brock Muenster
siniflamasina siniflamasina
gore gore
COMT Hasta sayisi ototoksisite ototoksisite p p
saptanan saptanan (Brock igin) (Muenster igin)
hasta sayisi hasta sayisi
wild + 67 23 29
Heterozigot
genotip 0,659 0,393
Mutant genotip 5 1 1
Tablo 16. TPMT SNP’i-sisplatin ototoksisitesi iligkisi.
Brock Muenster
siniflamasina siniflamasina
gore gore
TPMT Hasta sayisi ototoksisite ototoksisite p p
saptanan saptanan (Brock igin) (Muenster i¢in)
hasta sayisi hasta sayisi
Wild genotip 66 22 (%33,3) 27 (%40,9)
Heterozigot 6 2 (%33,3) 3 (%50) 1 0,688
genotip
Mutant genotip 0 0 0

Hem Brock hem de Muenster sinifllamasina gére yapilan univariate analizlerde

erkek cinsiyet, es zamanli aminoglikozid kullanimi1 ve GSTP1 Ile 105Val mutant

genotipe sahip olma ile sisplatin ototoksisitesi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

iligki izlendi (p<0.05). Univariate analizler sonucunda ototoksisite gelisimi ile aralarinda

istatistiksel olaran anlamli bir iliski bulunan bu ti¢ faktor kullanilarak bir lojistik

regresyon modeli olusturuldu ve multivariate analiz yapildi (Tablo 17-18).
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Tablo 17. Brock siiflamasi baz alinarak olusturulan lojistik regresyon modeli.

Risk faktorleri 95.0% ClI p OR
Erkek cinsiyet 1,777-22,495 0,04 6,323
Aminoglikozid 1,181-12,4,76 0,025 3,838
kullanimi1
GSTP1 Ile 105 Val 0,755-37,264 0,093 5,306
mutant genotip

Tablo 18. Muenster siniflamasi baz alinarak olusturulan lojistik regresyon modeli.

Risk faktorleri 95.0% ClI p OR
Erkek cinsiyet 1,127-10,408 0,03 3,424
Aminoglikozid 1,188-10,663 0,023 3,558
kullanimi
GSTP1 lle 105 Val 0,939-93,871 0,057 9,39
mutant genotip

Olusturulan lojistik regresyon modeline gore; Brock siniflamasi baz alindiginda
erkek cinsiyet sisplatin ototoksisitesi gelisme riskini 6.32 kat (95.0% CI; 1.77 to 22.49;
p=0.04) arttirmaktaydi. Ayn1 degerlendirme Muenster siniflamasina gore yapildiginda
ise erkek cinsiyete sahip olmanin sisplatin ototoksitesi riskini 3.42 kat (95.0% CI; 1.12
to 10.4; p=0.03) arttirdig1 goriildii.

Es zamanli aminoglikozid kullanan hastalarda sisplatin ototoksisitesi gelisme
riski Brock simiflamasina gore 3.83 (95.0% Cl, 1.18 to 12.47; p=0.025), Muenster
siiflamasina gore ise 3.55 (95.0% ClI, 1.18 to 10.66; p=0.023 ) kat artmis olarak

bulundu.

Lojistik regresyon modeline gore GSTP1 Ile105Val mutant genotipe sahip olmak

ile sisplatin ototoksisitesi gelisimi arasindaki iligki istatistiksel anlamliliga oldukca
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yakindi. Odds ratio Brock siniflamasina gore 5.3 (95.0% CI, 1.2 t010.4; p=0.093),
Muenstere gore ise 9.39. (95.0% ClI, 0.93 to 93.8; p= 0.057 ) idi.

Brock ve Muenster siniflamasina gore ototoksisite saptanan hastalar kendi i¢inde
orta-siddetli diizeyde ototoksisite (Grade 2 ve Uzeri) ve ototoksisite izlenmeyen-hafif
izlenen grup (Grade 0-1) olmak (izere 2 alt gruba ayrildiginda ise 400 mg/m? lizeri
kiimiilatif sisplatin dozlarinin orta-siddetli diizeyde ( Grade 2 ve iizeri) ototoksisite
saptanan grup icin bir risk faktorii oldugu goriildii (p<0,05). Yine bu alt grup
analizlerinde erkek cinsiyetin de Muenster siniflamasina gore orta-siddetli diizeyde

ototoksisite geligimi igin bir risk faktorii oldugu ortaya ¢ikmisti (p<0,05).
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5. Tartisma

Erken tani1, destek tedavi ve multimodal tedavi yontemleri ile kansere yakalanmis
pediatrik hastalarda yasam siiresi tiim diinyada % 70’leri gegmektedir. Bu oran erigkin
hastalar igin % 66’lara ulagsmaktadir. Amerika Birlesik devletlerinde 13.7 milyon kisi
kanserden kurtulmus olarak yagamaktadir. Bu da niifusun %4 ’iinii olusturmaktadir. Her
yil bu oranin % 2 oraninda artacagi tahmin edilmektedir (47). Ancak kanserden kurtulan
bu hastalar ge¢ yan etkilerle kars1 karsiya kalmaktadir. Bu durum 6zellikle yasam

beklentisi uzun olan ¢ocuk hastalar i¢in 6nem tagimaktadir.

Isitme kayb1 da bu yan etkilerden biri olup sisplatin, karboplatin ve bas boyun bélgesine
alinan radyoterapiye bagl olarak gelisebilir. Bu yan etki 6zellikle cocuklarda énlem
alinmadig takdirde isitme, konusma, anlama gibi fonksiyonlari etkileyerek psiko-sosyal

problemlere neden olabilir.

Sisplatin eriskin ve pediatrik yas grubundaki birgok kanserin tedavisinde
kullanilan kemoterapi protokollerinde yeralan énemli bir antineoplastik ajandir.
Ototoksisite, nefrotoksisite ve norotoksisite gibi 6nemli doz sinirlayci yan etkileri vardir.
Nefrotoksisite iyi bir hidrasyon protokolu ile 6nlenebilse de ototoksisite ve ndrotoksisite
i¢in ayn1 sonucu sdyleyebilmek miimkiin degildir. Amerikan Gida ve ilag dairesinin
(FDA) (US Food &Drug Administration) bugiine dek onayladig: ototoksisiteyi onleyen
bir ajan mevcut degildir. Baslangigta Amifostin ile over kanserlerinde sisplatin alan
hastalarda basarili sonuglar bildirilse de ¢ocukluk ¢agi kanserlerinde beklenen sonuglara
ulagilamamustir (47, 48, 49). Son yapilan Cochrane analizinde de Amifostinin

ototoksisiteyi onleyici bir faydasi gosterilememistir (50).
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Sisplatinin mitokondrial DNA hasari yarattigi son yayinlarda bildirilmekle birlikte asil
antineoplastik etkisi DNA sentezinin bozulmasi ile gergeklesmektedir. ilag hiicre
siklusunu G1 fazinda durdurmaktadir. Bu slre¢ timor supressor genlerden p53’ln ve
siklin-bagiml1 kinaz inhibitori olan p21’in “’up-regulasyonu’’ ile gergeklesmektedir.
Sisplatinin olusturdugu apoptoz ise apoptotik proteinlerden Bax gibi proteinleri aktive
eden p53’e bagimlidir. Temel olarak intrensek yol tizerinden serbest oksijen radikalleri
ortaya ¢ikmakta, mitokondriyal hasar ve caspaz 9 ve 3 iizerinden hicre 6limu
gerceklesmektedir. Sisplatininin i¢ kulakta etkileyip apoptoza gotiirdiigii temel yapilar
dis tiiylii hiicreler, stria vaskiilarisin marjinal hiicreleri ve spiral ganglion hicreleridir (1-

3, 6).

Cesitli galismalarda sisplatin ototoksisitesinin % 13 ile % 96 arasinda degisen
cok genis bir aralikta goriildiigii belirtilmektedir (1-6). Ayrica hastalarin % 19-22’sinde
devamli tinnitus gorilebilmektedir (1-6). Oranlarin bu denli degisken olmasinin bir
nedeni degerlendirmede degisik ototoksisite siniflamalarinin kullanilmis olmasi olabilir.
Ancak benzer sisplatin tedavisi alan kisilerde de toksisite oranlarinin degiskenlik
gostermesi bazi genetik ve non-genetik faktorlerin ototoksisitenin gelisiminde rol aldigi
diisiincesinin 6n plana ¢ikmasina ve arastirmalarin bu risk faktorleri tizerinde

yogunlasmasina yol agmuistir.

Birgok calisma kiimiilatif sisplatin dozlarmin 6zellikle 400 mg/m? lizerine
cikdiginda ototoksisite riskini artirdigini gostermistir. Bu risk total doz her 100 mg/m2
arttiginda % 5-7 oraninda artmaktadir (3, 5, 7, 15). Calismamizda ototoksisite ile yiiksek

doz arasinda direkt bir iliski bulunmamistir. Ancak ototoksisitenin daha belirgin oldugu
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( Grade 2 ve iizeri ) hastalar ayrica ele alindiginda 400 mg/m? tizeri kiimiilatif dozun bir

risk faktorii oldugu gézlenmistir.

Cinsiyetin ototoksite {izerine etkisi bulunmadigin1 gosteren bazi ¢caligmalar olsa
da (16) erkeklerin sisplatin ototoksisitesi agisindan kizlara gore daha ciddi risk altinda
oldugunu gosteren calismalar cogunluktadir (3, 8, 15). Calismamizda da ototoksisite
saptanan olgularda erkek cinsiyet her 2 ototoksisite siniflamasina gore bir risk faktorii
olarak goze ¢arpmaktadir. Ototoksisitenin seviyesine gore yapilan altgrup analizlerinde
de erkek cinsiyet Muenster siniflamasi baz alindiginda orta-siddetli diizeyde ototoksisite

gelisimi i¢in bir risk faktorii olarak ortaya ¢ikmaktadir.

Stria vaskularisin marginal hiicrelerinde dstrojen reseptorlerinin varligi
gdsterilmistir. Ostrojen yoklugu olan insan/fare calismalarinda erken preshiakuzi
bildirilmekte ve bu Ostrojen ile de iliskilendirilmektedir (42). Erkek cinsiyetindeki bu

egilimi Ostrojen ile iliskilendirmek miimkiin olabilir.

Sisplatin tedavisi sirasinda karboplatin, furosemid, aminoglikozid gibi diger
ototoksik ajanlarin kullanim1 bir risk faktorii olarak tanimlanmistir (2, 3, 6).
Calismamizda karboplatin kullanimi1 ve furosemid ile ototoksisite gelisimi arasinda bir
iligki saptanmasa da aminoglikozid kullanimi ototoksisite gelisimi i¢in dnemli bir risk
faktorii olarak ortaya ¢ikmustir. Ozellikle yiiksek dozda kemoterapi uygulanan olgularda
olusan nétropenik enfeksiyonlar Amikasin gibi ototoksik ajan kullanimin gerekli
kilabilmektedir. Bu nedenle bu ajan 6nemli bir risk faktori olarak karsimiza

cikmaktadir.
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Kraniyal irradyasyon, bolus injeksiyonlar, bobrek yetmezligi, kiiclik yas gibi
etkenler sisplatin ototoksisitesi riskini artiran risk faktorleri olarak suglansa da (1-7)
hasta grubumuzda bu parametrelerin ototoksisite {izerine bir etkisi bulunmamaistir.
Sonucumuzu etkileyen en 6nemli neden serimizde bolus enjeksiyon uygulanan hasta
sayisinin (2 hasta) ¢ok az olmasidir. Bu hastalar da eski yillara ait hastalardir. Son
yillarda yan etkileri azaltmak ve hiicre siklusunda antineoplastik etkiyi arttirmak i¢in 4-8

saatlik hatta 18-24 saatlik devamli infiizyonlar uygulanmaktadir.

Bir ilacin farmakolojik etkisi ve yan etkileri bu ilacin vucuda girdigi
andan itibaren baglayan hiicre i¢ine alimi, metabolizmasi, atilimi ve detoksifikasyon
stirecleri ile iligkilidir. Dolayisiyla bu asamalarda rol oynayan genlerdeki bazi
degisiklikler toksisite gelisim riskini arttirabilmektedir. Benzer tedaviyi alan kisilerde
farkli oranda toksisite goriilmesi veya tedaviye degisik oranlarda yanitlarin olmasi
bireysel farkliliklarin sorgulanmasina ve gen polimorfizmlerinin arastirilmasi gereginin

ortaya ¢ikmasina yol agmustir.

Sisplatin ototoksisitesi lizerine yapilan genetik ¢aligmalar tek nukleotid
polmorfizmleri iizerinde yogunlagmaktadir. Ozellikle ERCC, GSTP, Megalin, TPMT,
COMT genleri ile ilgili tek nukleotid polimorfizmleri giderek 6n plana ¢ikmaktadir (9-
14). Daha 0nce de belirtildigi tizere bu ¢alisma iilkemizde gen polmorfizmi {izerine
yapilmig olan ilk prospektif klinik ¢alismadir. Bunun disinda hasta sayist ve ¢alisilan gen
polimorfizmi ¢esitliligi agisindan ele alindiginda pediatrik popiilasyonda literaturdeki en

genis serilerden birini olusturmaktadir.
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Diisiik dansiteli lipoprotein yapisinda bir reseptor olan Megalin bobrekteki
proksimal tibuler hiicrelerde ve kokleada stria vaskilariste marginal hiicrelerde
bulunmaktadir (9,10). Sisplatin ve aminoglikozidlerin hiicre i¢in alimindan sorumludur
(9,10). Riedmann (10) ve arkadaslar1 sisplatin tedavisi alan 50 hasta iizerinde yaptig1 ve
Megalinin rs2075252 ve rs4668123 polimorfizmlerinin arastirdiklar1 ¢alismada
rs2075252 A allelinindeki tek niikleotid polimorfizminin sisplatin ototoksisitesi olan
grupta daha yiiksek oranda goriildiigiinii ve bu durumun ototoksisite ile iliskili
olabilecegini belirtmislerdir. Choeyprasert (9) ve arkadaslari ise 68 ¢ocuk hasta tizerinde
yaptiklar1 ¢alismada Megalinin rs22281171 C allelindeki tek niikleotid polimorfizminin
ototoksisite ile ilintili; olabilcegini vurgulamislardir. Kanada koékenli bir ¢alismada
sisplatin ototoksisitesi ile megalin rs2075252 alleli arasi iliski saptanmamustir (12).
Bizim serimizin sonuglar1 da Kanada kokenli bu ¢alisma ile uyumlu olarak bulundu.
Yine Riedmann ve arkadaslarinin aksine Megalinin rs2075252 tek niikleotid
polimorfizmi ile ototoksisite arasinda belirgin bir iligki saptanmadi. Bu farkli bulgunun
Riedmann’in ¢alismasinda kiigiik yas, bag bolgesine alinmis radyoterapi ve ek ototoksik
ila¢ kullanim1 gibi faktorleri olan hastalarin ¢aligma dis1 birakilmasi, nispeten kiigiik bir
hasta grubunda caligilmas1 (50 hasta) gibi nedenler dolayisiyla ortaya ¢ikmis
olabilecegini diisiinmekteyiz.

Glutatyon S- transferazlar, serbest oksijen radikallerini uzaklagtirararak hiicreyi
koruyan antioksidan enzimlerdir. Glutatyon-S- transferaz enziminin izoformlarindaki
(GSTM1, GSTP1,GSTT1) polimorfizm sonucunda enzimatik aktivitenin azalmasi ve
kaybolmasinin ototoksisite gelisiminden rolii oldugu gosterilmistir (17). Glutatyon S-

transferaz ve sisplatin ototoksisitesi iizerine yapilan genetik ¢alismalarda bu gendeki
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baz1 polimorfizmlerin (GSTT1 wild genotip ve GSTP1 105 AG/GG genotip) sisplatin
ototoksisitesi i¢in bir risk faktorii olabilcegi belirtirilirken (9, 14), Peters (11) ise
GSTM3 B allelinde polimorfizm olan bireylerde ototoksisitenin daha az goriildiigiinii
belirtmistir. Bizim ¢alismamizda degerlendirdigimiz Glutayon S- Transferaz enzimi ile
ilgili 2 polimorfizmden biri olan GSTP1 Alal14Val ile ototoksisite arasinda anlamli bir
iliski ortaya ¢ikmamistir. Ancak GSTP1 Ile105Val tek niikleotid polimorfizmi ile
sisplatin ototoksisitesi arasindaki iliski ki kare testi ile degerlendirildiginde istatistiksel
olarak anlamli bir iligski saptanmistir (p<<0,05). Lojistik regresyon modeli olusturularak
yapilan ¢oklu analizlerde ise bu deger (p=0,057) istatistiksel anlamliliga oldukga yakin
bulunmustur. Bu veriler GSTP1 11e105 Val tek nukleotid polimorfizminin hasta
sayisinin artmasi ya da ¢ok merkezli yapilacak ¢alismalarla ¢ok daha anlamli bir risk

faktorii olarak ortaya ¢ikabilecegini kuvvetle diisiindiirmektedir.

Ross (12) 33’iinde otototoksisite saptanan sisplatin tedavisi almis 54 kisilik hasta
grubu ve 112 saglikli bireyden olusan kontrol grubunu karsilastirdigi ¢calismasinda
TPMT ve COMT enzimlerini kodlayan genlerindeki polimorfizmin sisplatin
ototoksisitesi riskini arttirdigini belirtmistir. Calismamizda TPMT ve COMT ile sisplatin

ototoksisitesi arasinda anlamli bir iliski izlenmemistir.

Sisplatin ototoksisitesinden korunmada bir bagka 6nemli basamakta da DNA
tamir genleri yeralmaktadir. ERCC Sisplatinin yaptig1 DNA hasarini tek niikleotid
eksizyonu yaparak onleyen bir DNA tamir genidir. Caronia ve arkadaslarinin sisplatin
kemoterapisi alan 91 osteosarkom hastasi lizerinde yaptigi ve ERCC1, ERCC 2, XPC,

XPA, ERCC4 ve ERCC 5 gibi bircok DNA tamir geninde polimorfizm varligini
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arastirdiklar1 ¢alismalarinda sadece XPC lys939GIn geninin CC genotipi ile sisplatin
ototoksisitesi arasinda bir iligski saptanmis olup ERCC gen polimorfizmi ile sisplatin
ototoksisitesi arasinda bir iliski bulunamamustir (13). Bu bulgu da bizim ¢alismamizi

destekler niteliktedir.

Her toplumun genetik yapisinda belli farkliliklar oldugu gergegi goz 6niine
alindiginda yerel arastirmalar 6nem kazanmaktadir. Bu baglamda ¢alismamiz
Tirkiye’de bir ilk olma 6zelligindedir. Tiim genom iizerinde ¢ok merkezli ¢alismalarin
gergeklestirilmesi halinde ototoksisite riski tasiyan hastalarin belirlenerek kisiye 6zel
tedavi protokolleri diizenlenebilecektir. Bunun i¢in de Tiirkiye ¢apinda ¢ocuk ve eriskin
hastalar1 kapsayan ulusal farmakogenetik ¢alismalarin eriskin ve pediatrik onkoloji

gruplarinin igbirligi ile ivedilikle planlanmasi gereklidir.
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6.SONUG VE ONERILER

Cocukluk cag1 kanserlerinde erken tan1 ve multimodal tedavi yontemleri ile
yasam siirelerinin uzamasi tedaviye bagl yan etkileri de beraberinde getirmektedir. Bu
yan etkiler arasinda platin gruplarina ve radyoterapiye bagl ototoksisite dnemli bir yer
tutmaktadir. Isitme kaybi ileri yaslarda psikososyal problemlere yol agmakta , kognitif

fonksiyonlar1 ve egitim kalitesini etkileyebilmektedir.

Bu calismada sisplatin ototoksisitesine yol agabilecek genetik ve genetik olmayan

faktorler degerlendirilmistir.
Sonugta;

*Ototoksisite orani; Brock klasifikasyonuna gore % 33.3, Muenster klasifikasyonuna

gore % 41.6 olarak bulunmustur.

*Erkek cinsiyet her iki klasifikasyon baz alinarak yapilan analizler de anlamli bir risk

faktori olarak ortaya konmustur
*Es zamanli Aminoglikozid kullanim1 anlamli bir risk faktortidiir.

*400 mg/m? ve iizeri kiimiilatif sisplatin dozlar1 orta-ileri diizeyde sisplatin

otototoksisitesi gelisimi i¢in bir risk faktoriidiir.

*GSTP1 lle 105 Val mutant genotip ile sisplatin ototksisitesi arasindaki iliski

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

*Logistik regresyonda erkek cinsiyet, es zamanli aminoglikozid kullanimi anlamli olup,

GSTT1Ile105 Val mutant genotip istatistiksel olarak anlamliliga ¢ok yakin bulunmustur.
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* GSTT1lle105 Val mutant genotipe sahip bireylerin tizerinde dikkatle durulmasi ve

daha genis serilerde tekrar incelenmesi gerekmektedir.

Bu ¢alisma say1 ve kapsami nedeni ile Tirkiye’de ilkdir. Literatirde bu konuda
tilkemizde yapilmis bir genetik polimorfizm ¢alismasina rastlanmamustir. Ayrica
literatiirde bu alanda yapilmis ¢ok az sayidaki pediatrik hasta populasyonuna ait
caligmalardan biridir. Bir sonraki agsamada multisentrik merkezli tiim genom
calismalarina gidilmesi, Turkiye’de farmakogenetik bir haritanin ¢ikarilmasi 6énemli bir
ithtiyactir. Clnki bilindigi lizere populasyonlar arasindaki etnik farkliliklar
kemoterapotiklere farkli yanitlara ve toksisitelere neden olmaktadir. Etnik gesitliligin
cok fazla oldugu iilkemizde ¢ok merkezli bu ¢alismalarin yarar1 kaginilmazdir. Eriskin,
Ozellikle pediatrik hasta populasyonunda tilkemize ait genetik harita sonuglari ulusal
protokollerin gelistirilmesinde 6nemli bir basamak olacaktir. Ayrica kisiye 6zel tedavi
protokollerini giindeme getirecek ve yasam beklentisi uzun olan ¢ocuklara daha kaliteli

bir yasam saglanmasina neden olacaktir.
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