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ABSTRACT

Phospholipidosis is a lipid storage disorder and it is characterized by excessive
accumulation of phospholipids in tissues such as liver, kidney, brain and lung.
Accumulation of phospholipid in the cells leads to foamy cytoplasm, cytoplasmic
vacuoles and lamellar bodies which are also used as important histopathological
biomarkers of phospholipidosis. Cationic amphiphilic drugs (CADs) are known to
have a potential for development of phospholipidosis. CADs have a hydrophobic ring
structure and hydrophilic side chain which contains an amine group. Because of their
hydrophobic structure, CADs can pass through the membrans easily and get trapped
in the lysosomes thereby become cationic in the acidic environment of lysosomes.
The mechanism and the functional effects of drug induced phospholipidosis are not
fully understood. However, phospholipidosis is thought to be a toxic response due to a
probable relationship between cell death and altered cell functions, and the development
of phospholipidosis is considered as an adverse reaction.

Key words: Drug induced phospholipidosis, cationic amphiphilic drugs, drug advers
effects

OZET

Fosfolipidozis bir lipid depo bozuklugudur ve karaciger, bobrek, beyin ve akciger gibi
dokularda fosfolipidlerin asir1 birikimi ile karakterizedir. Hiicrelerde fosfolipid birikimi
fosfolipidozisin dnemli histopatolojik biyobelirtegleri olarak da kullanilan kopiiklii
sitoplazmaya, sitoplazmik vakuollere ve lamellar cisimciklerin olusmasina neden olur.
Katyonik amfifilik ilaclar (KAI’lar)’in fosfolipidozis gelistirme potansiyellerinin oldugu
bilinmektedir. KAI’lar hidrofobik bir halka yapisi ile amin grubu iceren hidrofilik bir
yan zincire sahiptirler. Sahip olduklart hidrofobik yap1 sayesinde membranlar kolaylikla
gegerler ve lizozomlarin asit ortaminda katyonik hale gecip lizozomlarda tutulurlar.
Ilaglar ile indiiklenen fosfolipidozisin fonksiyonel olarak nasil bir etkiye neden oldugu
ve mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. Ancak, fosfolipidozis ile degismis hiicre
fonksiyonlar1 ve hiicre 6liimii arasinda olast bir iliski bulunmasi nedeniyle toksik bir
yanit olusturdugu disiiniilmekte ve fosfolipidozis gelisimi advers etki olarak kabul
edilmektedir.

Anahtar kelimeler: Ilaclar ile indiiklenen fosfolipidozis, katyonik amfifilik ilaglar, ilag
advers etkileri

dontisim merkezleri olarak gorev
alirlar [1]. 50°den fazla lizozomal en-
zim lipidlerin, fosfolipidlerin, gliko-
lipidlerin, niikleik asit ve sekerlerin
hiicre i¢i yikimindan sorumludur [2].
Lizozomlarda membran gegirgenli-
ginin artmas! sonucunda lizozomal

1. Giris

Lizozomlar hiicresel subselliiler or-
ganeller olup, endozomal lizozomal
sistemin bir parcasidir. Sahip oldugu
asidik pH ve bu pH’da aktivite goste-
ren enzimleri sayesinde hiicresel geri
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icerigin ozellikle katepsin proteazlarin sitozole salinmasi
mitokondriyal apoptotik kaskadin yukar1 yonde regiilas-
yonuna ve nekroz gelisimine katkida bulunur [3]. Ayrica,
lizozomlar bir¢ok hastalik siireci, hiicre 6liimii, adaptif
yanit ile iliskili olan otofaji yolaginda otofogazomlar ile
birleserek hiicre i¢i makromolekiillerin ve organellerin
degredasyonunda rol alirlar [4,5].

Fosfolipidozis, hiicre lizozomlarinda fosfolipidlerin asiri
birikmesi olarak tarif edilen bir lipid depo bozuklugudur.
Nadir goriilen lizozomal lipid depo bozukluklari olan
Niemann Pick ve Tay-Sachs Hastaliklari’'nda oldugu gibi
fosfolipidozis genetik kdkenli olabilir. Ayrica gesitli ilaglar
ve kimyasallar hiicresel metabolizmay1 bozarak fosfolipi-
dozis gelisimine neden olabilirler [6,7]. 50’den fazla ilacin
fosfolipidozise neden oldugu belirlenmistir ve bu ilaglarin
¢ok biiyiik bir kismi1 katyonik amififilik ilaglar (KAI’lar)
dir. Ancak, ilaglarla indiiklenen fosfolipidozis ve advers
ilag etkileri arasindaki iligski tam olarak agiklanamamistir

(8].

2. Katyonik Amfifilik ilaglar

Katyonik amfifilik yapiya sahip birgok ilag hiicrelerde
fosfolipidozis olusumunu indiiklemektedir. KAl’larin fi-
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Q Amin Grubu igeren Hidrofilik Grup

zikokimyasal 6zellikleri benzer olmakla beraber terapotik
hedefleri farklilik gostermektedir. Yapilarinda hidrofobik
ozellikte aromatik veya alifatik halka ve hidrofilik (amin)
bir yan zincir bulunmaktadir [9]. Hidrofobik yapisi
sayesinde membranlardan kolaylikla gecerler ve ilaglarin
zayif bazik yapilari lizozomlardaki asidik ortam sebebiyle
protonize olur. Katyonik hale gegen ilaglar lizozomlarda
tutulurlar ve fosfolipaz aktivitesini inhibe ederek fosfoli-
pid degredasyonunu azaltabilirler. KAT’ler ile fosfolipid-
lerin bu sekildeki etkilesimi sonucu olusan sindirilemeyen
kompleksler fosfolipid yikimimnin azalmasina neden olabi-
lir. Teorik olarak, KAI’ler lizozomlara endositoz, otofaji
veya bir ilag spesifik tastyici araciligl ile alinabilir, ancak
pasif difiizyon KAI’lerin lizozomlarda birikmesi i¢in ana
mekanizmadir. Ayrica KAl’lerin, fosfolipid ve kolesterol
biosentezini artirdigini, lizozomal enzim transportunu
bozdugunu gosteren ¢aligmalar bulunmaktadir [6,10-12].
Bu etkilere bagli olarak, hiicre siklusunda ve intraseliiler
transportta bozulmalar goriilmektedir [11]. KAl’lerin
fosfolipidozisi indiikleme siiresi ilacin hedef dokuya
afinitesine bagl olarak birka¢ giinden birkac aya kadar
degisiklik gosterebilir [7]. Hiicre kiiltiirii modelleriyle
yapilan ¢alismalarda sadece saatler i¢inde fosfolipidozisin
karakteristik 6zellikleri gosterilebilmistir [9,13], (Sekil 1).

Fluoksetin

\
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l Aromatik Halka iceren Hidrofobik Grup

Sekil 1. Cesitli katyonik amfifilik ilaglarin yapisal formiilleri
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3. KAl’ler Tarafindan Indiiklenen Fosfolipidozi-
sin Histopatolojik Ozellikleri

KAT’ler tarafindan indiiklenen fosfolipidozisin bazi temel
ozellikleri bulunmaktadir. Bunlardan ilki hiicrelerde asir1
fosfolipid birikmesidir. Bunun sonucu olarak birgok hiicre
tipinde mikroskop altinda kopiikli makrofajlar ve sitoplaz-
mik vakuoller goriilmektedir [6]. Ikinci ve en 6nemli temel
ozelligi lamellar cisimciklerin olugmasidir. Ayrica olusan
bu lamellar cisimciklerin elektron mikroskobu goriintiileri
fosfolipidozisin patolojik ve morfolojik belirteci olarak
kullanilmaktadir. Ugiincii olarak; fosfolipidozise neden
olan ilacin veya metabolitinin lizozomlarda birikmesi ve
gelisen fosfolipidozisin ilag kullanimi birakildiginda geri
doniigiimlii olmasidir [14].

3.1. Lamellar Cisimcikler

flag-fosfolipid komplekslerinin hiicrelerde birikmesi
sonucu lizozomal lamellar inkliizyon cisimcikleri, mye-
loid cisimcikler, multi-lamellenmis cisimcikler, konsantre

olmus cisimcikler, kivrimli ve membrandz sitoplazmik
cisimcikler olarak da adlandirilan ultrastriiktiirel lamellar
cisimcikler olusur. Fosfolipidozisin karakteristik 6zelligi
olan bu cisimcikler olustuklar1 dokularda transmisyon
elektron mikroskopisi (TEM) aracilig1 ile goriintiilenebi-
lirler [14], (Sekil 2).

Lamellar cisimciklerin nasil olustugu tam olarak bilinme-
mekle birlikte membran fizyonu veya trans-Golgi agindan
tomurcuklanma ile ok tabakali unilamellar vezikiil y1gin-
larindan koken aldig1 6ne siiriilmiigtiir [8].

3.2. Kopiiklii Sitoplazma ve Sitoplazmik Vakuoller

Ik olarak 1948 yilinda Nelson ve Fitzhugh tarafindan
klorokine maruz birakilan siganlarin makrofajlarinda soluk
kopiikli hiicreler saptanmistir. Daha sonra bu durumun
KATI’lere maruziyet sonucu olusan fosfolipidoziste genel
yanit olarak olustugu bildirilmistir [15]. Ayrica hiicre
sitoplazmalarinda biiytiklii kiigtiklii vakuol olusumu ve bu
vakuolleri igeren hiicre sayisinda artis ile karakterizedir
[6], (Sekil 3).

Sekil 2. Trospektomisin uygulanan siganlarda karaciger TEM goriintiisii. Lamellar cisimcikler genis oklarla, golgi
aygitlari ince oklarla, mitokondri M, nukleus N ile gosterilmistir [14].
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Sekil 3. Kopiiklii sitoplazma ve sitoplazmik vakuollerin hematoksilen/eozin ile boyanmig goriintiileri Sekil 3a. 12 ay
stireyle 30 mg/kg Posakonazol’e maruz birakilmis kopek medullasi: Kesitte kopiiklii ve yogun eozonofilik materyal
iceren genislemis aksonlar ok ile gosterilmistir [16]. Sekil 3b. 29 giin siireyle 100 mg/kg Klomipramin'e maruz
birakilmis sigan hepatositleri: Sitoplazmik vakuoller okla gosterilmistir [17].

4. Fosfolipidozisin Toksikolojik A¢idan Onemi

KATl’lerin indiikledigi fosfolipid birikimi siklikla ak-
ciger, karaciger, beyin, okiiler dokular, kalp, adrenal
bezler, hematopoietik doku ve dolagimdaki lenfositlerde
goriilmektedir [7]. Tlacin birikme bolgesi tiire, dokulara
veya hiicrelere bagl olarak degisiklik gosterebilir [18].
Fosfolipidozisin fonksiyonel olarak nasil bir etkiye neden
oldugu ve toksikolojik acidan 6nemi tartigmalidir. KAI’ler
ile indiiklenen fosfolipidozisi organizmadaki bozulmus
hiicresel veya dokusal islev ile direkt olarak iliskilendiren
kesin kanit bulunmamaktadir. Ancak, genel goriis ilag
aracil fosfolipidozisin toksisiteye neden oldugu yoniinde-
dir. In vitro galismalar fosfolipidozisin lizozomal protein
degredasyonun bozulmasi, pinositoz ve endositozun azal-
masi, serbest radikal olusumunun artmasi, immiin cevabin
baskilanmasi gibi 6nemli hiicresel disfonksiyonlara neden
oldugunu gdstermistir [10,15]. Ayrica KAI’ler hiicre
membranlarini etkilemektedir ve bu 6zelligi fosforilasyon
yolaklari, iyon transportu, diger metabolik yolaklar gibi
hiicre fonksiyonu i¢in onemli olan mekanizmalar ile
iligkilidir [7].

Lizozomda metabolize edilmemis KAI substratlarn
birikimi hiicrelerde lizozomal membran gecirgenligini
ve hiicre i¢i trafikte kusurlarin yan1 sira hiicre i¢i sinya-
lizasyonunda ve gen ekspresyonunda degisiklikler de
dahil olmak tizere ¢esitli olas1 zararli sonuglar dogurabilir.
Ayrica, hiicresel homestazin saglanmasinda lizozomal
degredasyon yolaklarinin ¢ok &nemli rolii vardir. Bu
nedenle lizozomlarda fosfolipidozis sonucu ortaya ¢ikan
disfonksiyon birgok hastalik gelisimi ile iligkili olabilir.
Lizozomal disfonksiyon sonucunda otofagozomlarin ve
otofaji substratlarinin lizozomlar ile fiizyonunun bloke
olmasinin otofajik yolaktaki islev bozuklarinin nedeni
oldugu distiniilmektedir [19].

Diger bir goriis, fosfolipidozisin bir hiicresel savunma
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mekanizmasi oldugu yoniindedir. Bu goriise gore; hiicre-
ler ilac1 lizozomal kompartmanlarda lameller fosfolipid
cisimcikleri olarak biriktirir. Daha sonra bu lameller
cisimcikler ekzositozla atilir ve makrofajlar tarafindan
temizlenir. Bu durum ilacin hiicrede yaratabilecegi asiri
oksidasyon, detoksifikasyon ve reaktif oksijen tiirleri
olusumunu o6nleyerek hiicreleri stresten koruyan ve olast
toksik etkilere engel olan adaptif bir yanittir. Ancak bu
birikimin lizozomlarda enzim aktivitesi inhibisyonu gibi
sekonder etkilere neden oldugu ileri stirilmektedir [14].

5. Fosfolipidozis Olusumunu Indiikleyen Katyo-
nik Amfifilik ilaclar

Piyasada bulunan KAl’lerden 50°den fazlasinin, viicutta
bir veya birden fazla dokuda fosfolipidozis gelisimine
neden oldugu bilinmektedir. Bu KAl’ler antidepresanlar,
antibiyotikler, antimalaryaller, antiaritmikler, antihiper-
lipidemikler gibi pek ¢ok farkli terapdtik gruba aittirler.
Fosfolipidozis viicutta birgok dokuda gelisebilir, ancak ge-
listigi doku tiirden tiire, ilacin fosfolipidlere olan afinitesi-
ne, biyokimyasal ve yapisal farkliliklarina gére degisiklik
gosterir [7,18]. KAl’lerden klinik olarak kullanimi bulu-
nan, in vivo ve in vitro ¢alismalarin sonucunda hiicrelerde
fosfolipidozisi indiikledigi bildirilen ilaglar, gruplarina
gore Tablo 1°de ayrintili sekilde gosterilmistir. Ornegin;
SSRI grubuna ait Sitalopram in vitro ortamda [19] ve
hayvanlarin bobrek ve akcigerlerinde [20] fosfolipidozise
neden olurken, insanlarda boyle bir etki gostermez, ancak
ayni gruptan Fluoksetin’in in vitro ortamda [11], hayvan-
larda [21] ve insanlarda [22] fosfolipidozise neden oldugu
raporlanmigtir. Gonzalez-Rothi ve ark. (1995) tarafindan
yayimlanan olgu raporunda Fluoksetin’den dolay1 olusan
fosfolipidozis ile beraber pulmoner alveolit bildirilmis ve
pulmoner alveolit ve fosfolipidozis arasinda nedensel bir
iliski olabilecegine dikkat ¢ekilmistir [22].
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Tablo 1. ilag ile indiiklenen fosfolipidozise neden oldugu bildirilen ila¢ gruplari ve ilaglar

Fosfolipidozise Neden Olan ilaclar In Vitro Hayvan Insan
Anorektik
Klorfentermin v (23-34)
Fenfluramin v (35)
Kloforeks v (36)
Antiaritmik
Amiodaron v (11, 37) v’ (38-44) v’ (42,45-51)
Antianjinal
Perheksilin v (11, 52) v (53) v (54)
4,4'-Dietilaminoetoksihekzestrol v’ (34, 55, 56) v (57)
Antibiyotik
Gentamisin v (58) v’ (28, 58-62,69) v (63)
Azitromisin v (64-66) v (67)
Eritromisin v (68, 69)
Trimetoprim-Sulfametoksazol v (70)
Amikasin v (58) v (58,71) v (63)
Netilmisin v (59, 62)
Neomisin v (59)
Tobramisin v (59) v (63)
Klindamisin v (68)
Trospektomisin v (69, 72, 73)
_Trisiklik Antidepresan
Klomipramin v (11, 74) v (25,26, 34, 75-77)
imipramin v (11,74, 78) v (25,26, 53,75, 77, 19-81)
1-Kloro-Amitriptilin v’ (33,34, 53,76)
Iprindol v’ (26, 33, 34, 75-77)
Selektif Serotonin Geri Alim Inhibitorii
(SSRI)
Fluoksetin v (11) v 21 v (22)
Sitalopram v (19, 74) v (20)
Sertralin v (1)
Zimelidin v (11) v (82)
Antipsikotik
Tiyoridazin v (11) v (75)
Klorpromazin v (11) v (75, 83)
Klozapin v (11)
Antimikrobiyal
Pentamidin v (84) v (85)
mfungal
Posakonazol v (16)
Ketokonazol v (11) v (86, 87)
Antiestrojen
Tamoksifen v (11) v (88)
Statin
Atorvastatin v (89)
Simvastatin v’ (89, 90)
Rosuvastatin v (89)
Antimalaryal
Klorokin v (34,91-94) v (95-98)
Hidroksiklorokin v (99-101)
Sekretolitik
Ambroksol v (102, 103)
Bromheksin v (103, 104)
Antihistaminik
Klorsiklizin v (11) v (27,105)
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Klorfentermin anorektik bir ilagtir. Liillmann-Rauch ve
Reil. (1974) tarafindan kobay, fare ve tavsanlar ile yapilan
uzun siireli maruziyet ¢aligmalarinda hayvanlarda kopiik-
i makrofajlarin gortildiigii, makrofajlarda ve diger pul-
moner hiicrelerde, adrenal korteks hiicrelerinde lamellar
cisimlerin bulundugu saptanmigtir [23]. Ayrica siganlar ile
yaptigt diger iki ¢alismada Klorfentermin’in nefronlarda
ve bobrek toplayici sistemlerinde, gdz pigment epitel
hiicrelerinde multilamellar sitoplazmik inkliizyonlara
neden oldugunu bildirmiglerdir [25,26]. Gloster ve ark.
(1976) Klorfentermin’ in sicanlarin akciger agirliklarini
arttirdigini ve bu agirlik artisiin akcigerlerde fosfolipid
birikiminden kaynaklandigini raporlamislardir [24].

Antiaritmik ilag Amiodaron’un fosfolipidozis gelisimine
neden oldugu in vitro, hayvan ve insan ¢aligmalarinda
bildirilmistir. Fosfolipidozis olusumu ile birlikte insanlar-
da keratopati, nefrotoksisite, néropati ve hepatotoksiste,
kopiikli makrofajlarin  gozlendigi pulmoner toksisite,
gelisimi raporlanmigstir [45-48]. Ayrica insan hepatosit-
lerinde fosfolipidozis [49,50], insan goziinde korneal,
konjuktival ve lens epiteli, konjuktival fibrositler, konjuk-
tival vaskiiler endotelde lizozom benzeri intra sitoplazmik
inkliizyonlar i¢inde lipid birikimi [45] bildirilmistir. Riva
ve ark. (1987) siganlarda kan ve akcigerlerdeki Amiodaron
konsantrasyonu arttik¢a, akciger hiicrelerinde fosfolipid
igeriginin arttigin1 [39], Reasor ve ark. (1988) akciger
hiicrelerinin lamellar cisimciklerle ve amorf, graniiler,
membrandz metaryallerle doldugunu gozlemlemislerdir
[38].

Antimalaryal bir ilag olan Klorokin’in insanlarda fosfo-
lipidozis olugumuna neden oldugu ¢ok uzun zamandir
bilinmektedir. Klorokin insanlarda kardiyotoksik,
nefrotoksik etkiye sahiptir, bunun disinda retinopati ve
myopatiye neden oldugu, bu toksik etkilerin fosfolipido-
zisle es zamanl goriildiigli raporlanmistir. Klorokin’in
insanlarda neden oldugu iskelet kasi, kalp kasi, bobrek
hasarinda ilacin birakilmasindan sonra diizelme goriilebil-
digi ve bu diizelmenin myeloid cisimciklerin yok olmasi
ile uyumlu oldugu sdylenmektedir. Insan ve hayvanlarda
yapilan ¢aligmalar Klorokin’ in retinada lamellar yapilara
neden oldugunu gostermistir, bu yapilarin olusmasini
ganglion hiicrelerinin ve fotoreseptorlerin kaybi izlemis-
tir. Kolorokin’in neden oldugu okiiler toksisitenin ilacin
birakilmasindan sonra da devam ettigi kaydedilmigtir
[95-98]. Baska bir caligmada Klorokin verilen si¢anlarin
akcigerlerinde ve en fazla alveolar makrofajlarda fosfo-
lipid birikimi oldugu belirtilmistir [93]. Hallberg ve ark.
(1990) tarafindan Klorokin’e maruz birakilan farelerde
ndroretina ve retinal pigment epitelyumu morfolojik ve
biyokimyasal olarak incelenmis, lizofosfatidilkolin hari-
cindeki fosfolipidlerde artis saptanmis, fosfolipidozisin
morfolojik belirtecleri yalnizca ndroretinanin ganglion
hiicrelerinde gozlemlenmistir [92]. Ayn1 gruba ait diger bir
ila¢ olan Hidroksiklorokin’e maruz kalan insanlarda renal
fosfolipidozis gelisimi bildirilmistir [99-101].
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Trisiklik antidepresanlardan Imipramin, Klomipramin
ve Iprindol’un fosfolipidozis gelisimine neden oldugunu
bildiren caligmalar literatiirde mevcuttur. Imipramin ve
Klomipramin’in in vitro ortamda [11,74,78], Imipramin,
Klomipramin ve Iprindol’iin sigan modeli ile yapilan
calismalarda [26,75,77] fosfolipidozise neden oldugu gos-
terilmistir. Sicanlarn Imipramin’e maruziyeti sonucunda
ilacin esas olarak pulmoner dokularda biraz da karaciger-
de biriktigi, bu bolgelerde fosfolipidozise neden oldugu
belirtilmistir [79,80]. Geist ve Liillmann-Rauch (1994)
tarafindan yapilan baska bir ¢alismada Imipramin’in sican
vajina ve uterus epitelinde lipidosise neden oldugu belir-
lenmistir [81]. Sicanlarla Klomipramin ve Imipramin’in
gdziin pigment epitelinde [25], Imipramin, klomipra-
min ve Iprindol’iin sicanlarin pulmoner hiicrelerinde,
nefronlarinda, bobrek toplayict kanallarinda, hepatik
hiicrelerinde, lenfositlerde lameller sitoplazmik inkliizyon
cisimcikleri olusumuna neden oldugu, pulmoner hiicreler-
de ve karaciger hiicrelerinde kopiiklii yapilarin goriilldigii
raporlanmustir [26,75,77].

Aminoglikozid grubu antibiyotiklerin fosfolipidozis
olusturduguna dair veriler literatiirde mevcuttur. Dort giin
stireyle Amikasin, Tobramisin veya Gentamisin kullanan
hastalarin bobrek dokularinda erken lizozomal fosfolipo-
dozis saptandigi raporlanmistir [63]. Ayrica, yapilan diger
caligmalar Gentamisin’in sicanlarin renal korteksinde
fosfolipid miktarin artirdigi, alkalen fosfataz ve Na-K
ATPaz enzim aktivitelerinde 6nemli derecede azalmaya
neden oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Bobrek homojenat-
lar1 ve lizozomal fraksiyonlar incelendiginde total renal
fosfolipid konsantrasyon artigt ve fosfolipaz C enzim
inhibisyonu saptanmistir [58-60]. Ayni ilag grubundan
Azitromisin kullanan 3995 insanda yapilan ¢aligmada,
ilag kullanimi ile fosfolipodozis gelisimi arasinda bir
iliski olmadig1 bildirilmistir [67]. Ancak sigan embriyo
fibroblastlar1 ile yapilan diger bir caligmada Azitromisinin
ve Eritromisin’in fosfolipidozise neden oldugu raporlan-
mustir [64]. Trimetoprim-sulfametoksazol kullananan bir
hastada uzamis, ciddi kolestatik reaksiyon gelismis ve
yapilan karaciger biyopsisi sonucunda fosfolipidozisin
karakteristik 6zelligi olan lizozomal inkliizyon cisimeik-
lerinin goriildiigii raporlanmustir [70].

Antimikrobiyal ajanlardan Pentamidin sigcanlarm hepa-
tositlerinde lizozomal lamellar cisimciklerin olusmasina
ve fosfolipid igeriginin artmasina neden olmustur [84].
Immunosupresif bir ilag olan Sirolimus ile birlikte Pen-
tamidin kullanan bir hastada Pentamidin’in Sirolimus’un
neden oldugu akciger toksisitesini artirdigi 6ne siiriilmiis-
tiir [85].

Klinikte olduk¢a yaygin kullanimi olan statin grubu ilag-
lardan Rosuvastatin, Simvastatin ve Atorvastatin’in insan-
larda neden oldugu pulmoner toksisitenin fosfolipidozis
ile iligkili olabilecegi bildirilmistir [89,90].
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6. ila¢ Gelistirme Asamalarinda Fosfolipidozis

Yeni ilaglarin gelistirilmesinde molekiiliin potansiyel tok-
sikolojik degerlendirilmesinin yapilmasi olduk¢a dnem-
lidir. ilk asamada yap1 aktivite analizi ve biyoinformatik
metodlar gibi in silico yontemlerden yararlanilir.

Katyonik amfifilik ilaglar, sahip olduklari amfifilik karak-
terleri sayesinde 6zellikle kan-beyin bariyeri olmak {izere
biyolojik membranlardan kolaylikla gecerler. KAl’lerin
hidrofobik yapilart non iyonize halde plazma memran-
larindan gegisini veya plazma membranlarindan penetre
olmasin artirr, ayrica membran reseptorleri ile etkilesimi
kolaylastirir. fyonize molekiiller membranlar arasinda kal-
maya meyillidirler ve membranoz degisikliklere katkida
bulunurlar. KAl’lerin katyonik yapisi hiicre membrani
boyunca sodyum ve kalsiyum iyonlarinin hareketini ve
bu sekilde reseptor aracili reaksiyonlari etkileyebilir.
Tiim bu 6zellikleri KAI’lerin giiclii farmakolojik aktivi-
tede olmalarina katki saglarken fosfolipodisiz gelistirme
potansiyellerini de artirir. Bu nedenle ilag gelistirilmesi
esnasinda ilaglarm fosfolipidozis olusturma potansiyelini
belirlemede dikkat edilecek en 6nemli 6zellik kimyasal
yapilaridir [6].

Fosfolipidozisin ilaglarin advers etkileri ile iliskisi tam
olarak agiklanmamis olsa da ilag firmalari ilag adaylarini
modifiye ederek fosfolipidozis olusturma potansiyelleri-
nin Oniine gegmeye ¢alismaktadirlar [10,107]. Bu nedenle
basarili bir ilag gelistirme siireci i¢in ila¢ gelistirmenin
erken agsamalarinda fosfolipidozise neden olan ilaglarin
belirlenmesine olanak saglayan metodlarin gelistirilmesi
oldukc¢a 6nemlidir.

flag ile indiiklenen fosfolipidozisi &ngérebilmek igin
gelistirilmis Ploemen modeli [106], Tomizawa modeli
[106], Pelletier modeli [107] ve Hanumegowda modeli
[108] gibi baz1 in silico modeller mevcuttur. Bu modeller
ilaglarin lipofilisitesi (log P) veya iyonizasyon durumu
(pKa) gibi fizikokimyasal 6zelliklerine dayanarak deger-
lendirme yapmaktadir [109]. Son yillarda FDA, ilaglarla
indiiklenen fosfolipidozise neden olan ve olmayan 700’ den
fazla ilacin yer aldig1 bir veri tabani olusturmustur. Bu
veri tabani ilaglarin yapisal benzerlikleri ile fosfolipidozis
olusturma 6zellikleri arasindaki iliskiyi aragtirmak, katyo-
nik amfifilik yapida olmasindan bagimsiz bir sekilde fos-
folipidozisi indiikleyebilecek bilesiklerin belirlenmesine
yardime1 olmak i¢in hazirlanmistir. 2008 yilinda FDA bu
veri tabanini kullanarak ilaglarla indiiklenen fosfolipidozi
ongorebilmek i¢in kantitatif yapr aktivite iliskisi (QSAR)
modellerini gelistirmis ve 2012 yilinda veri tabanindaki
743 bilesigi kullanarak QSAR modellerini giincellemistir
[110,111]. Bu modellerin gelistirilmesindeki amag ilag ile
indiiklenen fosfolipidozise neden olabilecek yeni ilaglarin
belirlenmesinde diizenleyici toksikoloji biliminin ihtiyag-
larin1 karsilamaktir [109].
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7. Fosfolipidozisin Belirlenmesinde Kullanilabi-
lecek Biyobelirtecler

7.1. Isik ve Transmisyon Elektron Mikroskobisi
(TEM)

Istk mikroskobu altinda dokularda ve hiicrelerde lipid
birikimleri belirlenebilmektedir. Ancak lamellar cisim-
ciklerin, koptkli sitoplazma ve sitoplazmik vakuollerin
goriintiilenmesinde yeterli duyarliliga sahip degildir. Bu
nedenle TEMin, fosfolipidozisin belirlenmesinde kullani-
lan en gilivenilir ve hassas yontem oldugu diistiniilmektedir.
Hiicrelerde fosfolipid birikiminden dolay1 olusan myeloid
cisimcikler, doku kesitlerinde, periferal kan hiicrelerinde,
idrar sedimentlerinde TEM kullanilarak goriintiilenebil-
mektedir. Bu myeloid cisimcikler elektron mikroskobunda
tek bir sinirlayict zar tarafindan cevrelenmis, elektron
yogunlugu yiiksek, membrandz konsantrik tabakalar ile
karakterizedir. Elektron mikroskobu, fosfolipidozisin
saptanmasinda 6nemli bir yontem olmasina ragmen pahali
olmast ve teknigin yiliksek verimli taramalara uygun olma-
mas1 gibi dezavantajlart vardir [11,112,113].

7.2. Floresan Problar ve Lizozomotropik Bilesikler

Nil kirmizist (Nile Red), NBD-PE, LipidTOX gibi flore-
san boyalar fosfolipidozis belirlenmesinde kullanilabilir.
Floresan isaretli fosfolipidler hiicrelere ve lizozomlara
pasif olarak alinir. Floresan boyalarin hiicrelerdeki akii-
miilasyonu ile lamellar cisimciklerin miktar1 korelasyon
gosterir. Fosfolipidozis saptanmasinda floresan boyalarin
yogunlugu direkt olarak dlgiilebilecegi gibi akis sitometri-
si yonteminden de yararlanilabilir. Ancak, bu yontemlerin
spesifikligi ve duyarlilig: tartismalidir [114].

LysoTracker Red, zayif baza bagl bir florofordur bu
nedenle lizozom gibi asidik ortamlara kolayca girebilir.
Ortamda diger lipofilik bazik bilesiklerin ve katyonik
amfifilik maddelerin bulunmasit durumunda LysoTracker
Red, bu bilesiklerle yariga girer sonugta pH’tan bagimsiz
olarak boyanin floresan sinyalinde azalmaya neden olur.
Floresan sinyalde azalmanin dl¢iilmesiyle fosfolipidozis
saptanmaktadir. Ancak floresan boyadaki azalmanin tama-
men lizozomlarda biriken bilesiklerle alakali olmamasi bu
yontemdeki en 6nemli dezavantajdir [13].

Ayrica, floresan problar ve lizozomotropik bilesiklerden,
yiiksek igerikli tarama yontemi ile fosfolipidozisin belir-
lenmesinde yararlanilabilir [9,13,115].

7.3. Bismonoagilgliserolfosfat (BMP)

Lizobisfosfatidik asit (LBPA) olarak da bilinen bis (mo-
nogliserol) fosfat (BMP) lizozom membraninin i¢ tarafin-
da bulunan, lizozomal pH’ta eksi yiiklii, lizozoma 6zgii bir
fosfolipiddir. BMP’nin fosfolipidler arasinda lizozomlarda
sentezlenen tek fosfolipid oldugu diistiniilmektedir. Ayrica
BMP’nin lizozomal membran dinamiginin diizenlenme-
sinde ve lipid katabolizmasinin ger¢eklesmesinde 6nemli
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fonksiyonlart vardir [15,116]. Hiicrenin lizozoma ihtiya-
cinin arttigr durumlarda BMP miktarinda artis goriilmek-
tedir. Ayrica BMP’nin ilag ile indiiklenen fosfolipidoziste
insan ve hayvan dokularinda arttig1 gosterilmistir [57,117].
BMP, myeloid cisimciklerin ekzositozu ile dolasima sa-
linmast, kolesterol alimu siiresince lipoproteinlerle birlikte
taginmasi nedeniyle fosfolipidozisite biyobelirteg olarak
kullanilabilmektedir. Plazma/serum ve idrarda monitore
edilebilebilen di-docosahexaenoyl (22:6) BMP (di-22:6-
BMP)’nin non-klinik ¢aligmalarda fosfolipidozis olusan
insan ve hayvan dokularinda giivenilir bir biyomarker
oldugu ile ilgili caligmalar bulunmaktadir [112,117-119].
Ancak, fosfolipidozisin belirlenmesinde idrarda 6l¢iilen
di-22:6 BMP’nin serumdaki di-22:6 BMP’den daha dogru
sonug verdigi gosterilmistir [119]. LC-MS analizi ile idrar
(BMP) diizeyinin 6lgiilmesinin klinikte fosfolipidozisin
belirlenmesinde kullanilabilecek non-invazif bir biomar-
ker oldugu diistiniilmektedir [120].

7.4. Diger yontemler

Yeni yaklagimlara gore, hiicrelerde gen ekspresyonu
seviyelerinde ve fosfolipaz enzim diizeylerinde meydana
gelen degisikliklerden fosfolipidozisin saptanmasinin
miimkiin olabilecegi diisiiniilmektedir.

Abe ve ark. (2007) tarafindan yapilan bir c¢aligmada
MDCK hiicrelerinin Amiodaron’a maruziyeti sonucunda
lizozomal fosfolipaz A2 (LPA2) enziminin substratlarinda
artig saptanmis ve fosfolipidozisin saptanmasinda, fosfo-
lipaz enzimlerinin inhibisyonun 6l¢iilmiiniin kullanilabi-
lecegi distiniilmiistiir [121]. Katyonik amfifilik yapiya
sahip 33 kimyasalla yapilan baska bir ¢aligmada fosfoli-
pidozis ile lizozomal fosfolipaz A1 (LPA1) inhibisyonu
arasinda korelasyon gosterilmistir. Ancak analiz esnasinda
kullanilmast gereken kimyasal madde miktarmin ¢coklugu
nedeniyle analiz maliyetinin yliksek olmasi bu yontemin
dezavantajidir [6].

flaglarin gerek gelistirilme asamasinda gerekse kinikte
kullanimi  esnasinda  fosfolipidozise neden olup
olmadiginin saptanabilmesi i¢in bazi toksikogenomik
calismalar yapilmaktadir [17,122,123]. 2005 yilinda
Sawada ve ark. (2005) tarafindan fosfolipidozis olustur-
dugu bilinen 12 ilacin HepG2 hiicrelerinde fosfolipidozis
olusturmas1 TEM’de goriintiilenerek skorlama yapilmis,
daha sonra gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
(qRT-PZR) ve DNA mikroarray analizi yapilmistir.
Sonugta fosfolipidozis olusturdugu bilinen 12 ilacin
HepG2 hiicrelerine maruziyeti sonucunda gen ekspresyon
profilinin belirlenmesi ile fosfolipidozisin mekanizmasi
ile ilgili daha fazla bilgi edinilmis ayrica fosfolipidozisin
belirlenmesinde kullanilabilecek 17 gen saptanmistir
[11]. Sawada ve ark. (2006) calismalarin1 gelistirmisler
ve in vitro fosfolipidozisin belirlenmesinde HepG2 hiic-
relerinde daha yiiksek verimli (higher-throughput) Array
Plate bazli metodunun qRT-PZR yerine kullanilabilecegi
gostermislerdir [124].
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8. Sonuc¢

flaglar ile indiiklenen fosfolipidozis hiicrelerde ilag ve
fosfolipid birikimi ile karakterize bir durumdur. KAI’lerin
fosfolipidozis olusumuna neden oldugunu bildiren calis-
malar uzun yillardir literatiirde yer almaktadir. Ancak,
ilag aracili toksik etki oldugu diisiiniilen fosfolipidozisin
mekanizmasinin, fonksiyonel ve toksik etkilerinin tam
olarak bilinememesi ilag endiistrisinde ve klinikte onemli
bir sorundur. Ilag endiistrisinde ilag gelistirmenin erken
asamalarinda aday ilacin fosfolipidozise neden olup
olmadigimi saptamak i¢in yliksek verimli ¢esitli metodlar
gelistirilmesine dair ¢alismalar devam etmektedir. Ayrica
fosfolipidozisin klinikte hangi etkilere neden oldugu veya
ilaclara bagl olarak olusan toksik etkiler ile iliskisinin
bulunup bulunmadigimin belirlenmesi i¢in klinikte kulla-
nilabilecek biyobelirteclere ihtiya¢ duyulmaktadir.
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