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OZET

CAPE’in Losemi Hiicre Serilerindeki Ila¢ Direncine Etkisi

Amagc: Akut 16semili hastalarda ilaglara kars1 direng varligr veya gelisimi
tedavi basarisizligini etkileyen en 6nemli faktorlerden birisidir. Bal arilari tarafindan
toplanan recineli bir madde olan propolis ve etken maddesi kafeik asit fenetil ester
(CAPE), antiinflamatuar, antiviral ve antikanser 6zellikleri bulunan bir bilesiktir. Bu
calismada, HL60, K562 ve NB4 losemi hiicre serilerinde CAPE’in hiicre serilerine
ve ila¢ direncine etkilerinin arastirilmasi1 amaclandi.

Materyal-Metod: HL60, K562 ve NB4 hicre serileri azasitidin, desitabin,
ara-C ve CAPE ile 37°C’de 4 giin siireyle inkiibe edildi. Hiicre canliligindaki
degisimler CellTiter-glo liiminesan assay ile degerlendirildi. Elde edilen verilerin
istatistiksel analizleri student’s t-test kullanilarak yapildi ve p<0,05 anlamli kabul
edildi.

Bulgular: K562, HL-60 ve NB-4 hicre serilerinin ara-C, azasitidin ve
desitabin ile inkiibasyonu sonrasi yapilan canlilik degerlerdirmesinde, her (¢ hiicre
serisinin ara-C’ye direngli oldugu, buna karsilik azasitidin ve desitabin’e HL-60 ve
NB-4 hiicre serisi duyarli iken K562 hiicre serisinin diregli oldugu gozlendi. K562,
HL-60 ve NB-4 hiicre serilerilerinde ara-C ve CAPE birlikte kullaniminda, tek
basina ara-C’ye gore K562 hiicre serisinde hiicre canlilik orant %66.30’dan
%16.88’e, HL60 hiicre serisinde %83.24’ten %10.05’e ve ara-C ile canlilikta hig
azalma izlenmeyen NB4 hiicre serisinde canlilik oraninin %42.72’ye geriledigi
saptand1 (p<0.001). Benzer olarak K562 hicre serisinde CAPE ile desitabin
birlikteliginde tek basina desitabin’e gore hiicre canlilik oraninin %60.65’den
%23.99’a geriledigi izlendi (p<0.05). Azasitidin ve CAPE birlikteliginde ise hiicre
canlilik oranlarinda degiskenlik saptanmadi.

Sonug: Sonug olarak, CAPE’in K562, HL-60 ve NB-4 hiicre serilerinde
apoptotik, anti-oksidan, MDR gen ve kinaz inhibisyonu veya membran transportuna
etkileriyle hiicre g¢ogalmasini engelledigi, ila¢ direncini diizelttigi, kemoterapik
ilaglarin etkinligini artirabilecegi ve elde edilen sonuglarin ileri arastirmalarla

desteklenmesi gerektigi kanaatine varildi.



SUMMARY

Effect of CAPE on Drug Resistance in Leukemia Cell Lines

Objectives: Existence or development of drug resistance in patients with
acute leukemia is one of major causes affecting the therapeutic failure. A resinous
material collected by honey bees propolis, and its active component CAPE have
antiinflammatory, antiviral and anticancer proporties. In this study, in leukemic cell
lines including HL60, K562 and NB4 investigating the effects of CAPE to cell lines
and drug resistance was aimed.

Method: HL60, K562 and NB4 cell lines were incubated with azacytidine,
decitabine, ara-C and CAPE at 37°C for 4 days. Alteration of cell viability was
evaluated using CellTiter-Glo® luminescent assay. Statistical analysis of obtained
data was applied using the student t-test and p<0.05 was considered statistically
significant.

Findings: Viability assessment of K562, HL60 and NB4 cell lines after
incubation with ara-C, azacytidine and decitabine revealed that all three cell lines
were resistant against ara-C, whereas HL60 and NB4 cell lines were susceptible to
azacytidine and decitabine while K562 cell line was resistant. To compare using ara-
C alone and in combination with CAPE in HL60, K562 and NB4 cell lines, the
viability diminished from 66.30% to 16.88% in K562 cell line and 83.24% to 10.05%
in HLG0 cell line respectively, and also the cell viability in NB4 cell line which has
no reduction with ara-C decreased to 42.72% (p<0.001). Similarly, CAPE and
decitabine concurrence in K562 cell line revealed the viability decrease from 60.65%
to 23.99%, as compared to use decitabine alone (p<0.05). There has been no
alteration in cell viability when used in combining of azacytidine with CAPE.

Conclusion: As a result, in K562, HL60 and NB4 cell lines CAPE inhibits
cell proliferation via its apoptotic, antioxidant effects, as well as by affecting MDR
gene, kinase inhibition or membrane transport, reverses the drug-resistance, therefore
can increase efficacy of chemotherapeutic agents and we believe the results obtained

from our study should be supported by further research.
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1. GIRIS

Akut myeloid I6semi (AML) hematopoez siirecinde farklilasmanin durup,
proliferasyonun artmasina bagl olarak blastik hiicre popiilasyonunun ¢ogalmasiyla
karakterize bir kok hiicre hastaligidir. Hematopoetik hiicrelerdeki bu malign degisim,
fonksiyon kaybina neden olmakta ve tedavi edilmezse haftalar ve aylar igcinde 6limle
sonuc¢lanmaktadir. Son yillarda AML tedavisindeki gelismeler sonucunda 6zellikle
gen¢c AML’li hastalarda %70-80 oraninda tam remisyon saglanmakla birlikte, ileri
yas hastalarda remisyon oranlarinin halen diisiik oldugu goriilmektedir (1, 2).

Coklu ilag direnci [multidrug resistance (MDR)] AML’li hastalarda tedaviye
yanitsizlik ve relapsta rol oynabilen en énemli faktdrlerden birisidir. Ozellikle MDR1
geninin kodladig: bir efliikks pompa proteini olan P glikoprotein (P-gp), MDR iliskili
protein [MDR related protein (MRP)], akciger direng proteini [Lung resistance
protein (LRP)] ve meme kanseri diren¢ proteini [Breast cancer resistance protein
(BCRP)] hiicre igine giren ilaglarin disariya atilmasina sebep olmaktadir. Ayrica
topoizomeraz ve glutatyon sentetaz enzim aktivitelerinde ve apoptozis direng
genlerinden 6zellikle bcl-2 gen aktivitesindeki artig 16semik hiicrelerde sitotoksiteye
kars1 direnci artirabilmektedir (3).

Propolis, ¢esitli bitki kaynaklarindan bal arilar1 tarafindan toplanan recineli
bir maddenin genel adidir. Kafeik asit fenetil ester [caffeic acid phenethyl ester
(CAPE)], propolisin biyolojik olarak aktif bilesenlerinden biri olmakla birlikte
antioksidan, antiinflamatuar, antiviral ve antikanser 6zellikleri bulunan bir bilesiktir.
HelLa, HL-60 ve MCF-7 hiicre serilerinde kimyasal karsinojenler ile hiicre kiltlri
caligmalar1 yapilmis ve CAPE’in oksidatif mekanizmalar {izerinden etki eden kanser
Onleyici bir madde oldugu gosterilmistir. Ayrica promyelositik bir 16semi hiicre hatti
olan HL-60 hicrelerinde CAPE’in bcl-2 down-regilasyonuna, bax up-
reglilasyonuna, kaspaz-3 aktivasyonuna neden olarak apoptozisi indiikledigi
gosterilmistir (4-9).

Bu ¢alismada; HL60, K562 ve NB4 I6semi hiicre serilerinde anti-timor, anti-
inflamatuar, antineoplastik ve antioksidan 6zelliklerinin oldugu bilinen CAPE’in

hicre serilerine ve ilag direncine etkilerinin aragtirilmas: amaglandi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Akut Myeloid Lésemi

Akut myeloid 16semi (AML) farklilagma 6zellikleri bozulmus myeloid oncii
hlcrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasi ile karakterize klonal heterojen neoplastik bir
hastaliktir. Blastik hucrelerin bélinme ve proliferasyon 6zellikleri devam ederken,
matur hiicrelere farklilasma 6zelligi kaybolmaktadir. Kemik iliginde anormal ¢ogalan
I6semik hcreler (blast) hematopoezin yetersizligine yol acarak anemi, kanama ve

infeksiyonlara egilimi artirmaktadir (1).

2.1.1. Epidemiyoloji

Akut myeloid 16semi eriskinlerde goriilen akut 16semilerin yaklasik %80’ini
olusturmaktadir. AML c¢ocukluk doneminde daha az goriilmekte ve 15 yas altindaki
akut I6semilerin %15-20’sini olusturmaktadir. AML her yasta goriilmekle beraber
genel olarak ileri yas hastaligidir ve ortalama goriilme yas1 65°tir. AML’nin yillik
goriilme insidans1 3.7/100.000 olup; insidans yasla birlikte artmakta ve 65 yas altinda
1.8/100.000 iken, 65 yas iizerinde 17/100.000’e ulagsmaktadir. AML erkeklerde
4.6/100.000, kadinlarda 3/100.000 olarak izlenmektedir (10-14).

2.1.2. Etiyoloji
Etiyolojisinde kromozomal degisiklikler 6n planda yer almakta olup; iyonize

radyasyon, kimyasal maddeler (benzen), ilaclar (kemoterapétikler) ve retrovirtsler
de rol oynamaktadir (Tablo 1) (15-21).



Tablo 1. AML Gelisiminde Rol Oynayan/Oynayabilen Faktorler

Cevresel Faktorler

Radyasyon

Benzen

Alkilleyici ajanlar ve diger sitotoksik ilaclar

Edinsel hastaliklar

Klonal myeloid hastaliklar

Kronik myeloid 1ésemi

Idiopatik myelofibrozis

Esansiyel Trombositoz

Polistemia vera

Klonal sitopeniler

Paroksismal nokturnal hemoglobinopati
Aplastik anemi

Myeloma

Konjenital hastahklar
Kardes AML

Konjenital amegakaryositik trombositopeni
Bloom sendromu

Konjenital agranilositoz
Diamond-Blackfan Sendromu
Down Sendromu

Dubowitz sendromu
Diskeratozis konjenita
Ailesel platelet hastalig1
Fanconi anemisi

Noonan Sendromu
Shwachman sendromu

2.1.3. Smiflandirma

Akut myeloid l6semi’de ilk olarak histokimyasal reaksiyonlara, polikromatik

boyamada morfolojik 6zelliklerine, hiicre yuzey belirteclerine goére French-

American-British (FAB) siiflamasi yapilmistir, ancak burada morfoloji ve

immiinolojik fenotip arasindaki iligki zayif olarak izlenmektedir (22).

Bunun iizerine Diinya Saglik Orgiitii (WHO) biinyesinde bir grup patolog ve

klinisyen tarafindan AML siniflandirilmasi yeniden goézden geg¢irilmistir. FAB

siniflamas1 sadece hiicre morfolojisi ve farklilasma derecesine bagli oldugundan

WHO smiflamasina prognoz ve tedavi agisindan tiimor genetigi ile ilgili yenilikler

eklenmistir (23, 24).



2.1.3.1. FAB Siniflamasi

AML-MO (Minimal Farkhilasmms Akut Myeloid Losemi)

AML vakalarinin ortalama %3’linii olusturmaktadir. Morfolojik olarak
ALL’nin L2 varyantindan ayrimda immunfenotipleme 6nemli rol oynamaktadir.
Myeloblastlarin sitoplazmalarinda graniil ve auer rod goriilmemektedir. Blastlarin
%3’tinden azinda myeloperoksidaz (MPO) veya Sudan black B (SBB) pozitif olarak
izlenmektedir. Lenfoid dizi belirteclerinden CD7 %30-40 vakada eksprese edilirken
diger lenfoid belirtegler genelikle negatif olarak izlenmektedir. CD13 vakalarin
%75’inde, CD33 ekpresyonu ise %70’inde bulunmaktadir. AML-MO0’da kompleks
karyotip bozukluk sik olarak saptanmaktadir ve genelikle kotii prognoz ile iliskilidir.

AML-M1 (Olgunlasma Gostermeyen Akut Myeloid Lésemi)

AML vakalarmin %15-20’sini olusturmaktadir. Myeloblastlarda auer rod
nadir olarak izlenmektedir ya da yoktur. Ayrica azurofilik grantller de nadir olarak
saptanmaktadir. Myeloblastlarin %3’ten fazlasinda MPO ve SBB pozitiftir.
Immiinfenotiplemede CD13, CD33, CD34 ve HLA-DR pozitif olup, genetik anomali
olarak inv(3) sik olarak izlenmektedir.

AML-M2 (Olgunlagsma Gosteren Akut Myeloid Losemi)

AML-M2 en sik rastlanan AML alt tipi olup tiim AML olgulariin %25-
30’unu olusturmaktadir. Myeloblastlarda auer rod genellikle bulunmaktadir ve
blastlarin sitoplazmalar1 azurofilik granuller icermektedir. Myeloblastlar kuvvetli
MPO ve SBB pozitifligi gdstermektedirler. Immiinfenotiplemede myeloblastlarda
CD13, CD33, CD34 ve HLA-DR ekspresyonu pozitif olarak izlenmektedir.
Morfolojik olarak promyelositler tim myeloid serinin %3-20’sini olusturmaktadir.
Kemik iliginde monositik hiicreler noneritroid serinin %20’sinden daha az olup,
AML-M2 vakalarmin yaklastk %50’sinde t(8;21)(q22;q22) translokasyonu
izlenmektedir. Olgularin yaklasik %25’inde splenomegali izlenmektedir.

AML-M3 (Akut Promyelositik Lésemi)

AML olgularinin %5-10"unu olusturmaktadir. Kemik iligi ve periferik kanda
atipik promyelosit varlig1 ile karakterizedir. Atipik promyelositler myeloid hicrelerin
%30 veya daha fazlasini olusturmaktadir. AML-M3 olgular1 morfoloji, hastalarin

gen¢ olmasi (medyan yas 30-33 yil), spesifik kromozom anormalligi, koagiilopati



gelisebilmesi ve retinoik asit tedavisine cevap vermesi ile diger AML alt tiplerinden
ayrilmaktadir. Atipik promyelositler kuvvetli MPO ve SBB pozitifligi gostermekte
ve auer rod sik olarak izlenmektedir. Immiinfenotiplemede tipik olarak CD13, CD33
ve CD15 pozitifligi; CD11b, CD14, HLA-DR ve CD34 negatifligi saptanmaktadir.
AML-M3’te karakteristik translokasyon, 15. ve 17. kromozomun uzun kollari
arasindaki resiprokal t(15;17)(q22;q21) translokasyonudur. AML-M3 vakalarinda
graniillerden salinan prokoagiilan maddelerin yol ag¢tigi dissemine intravaskdler
koagiilasyon (DIK) ve kanama bulgular1 sik olarak izlenmektedir. AML-M3’(in 2
varyant1 vardir;

e Hipergraniler varyant: AML-M3 olgularinin yaklasik %75’ini
olusturmaktadir. Atipik promyelositler, biyuk sitoplazmik grandiller veya
auer rodlar (fagot hicreleri) icermektedirler ve hastalarda I6kopeni 6n
planda izlenmektedir.

e Mikrogranuler varyant: AML-M3 olgularinin %25’ini olusturmaktadir.
Atipik promyelositler, kiiclik graniller igeren sitoplazmaya ve katlanmis
cekirdek yapisina sahiptirler. Hipergraniiler varyantta 16kopeni 6n planda
iken, mikrograniler varyantta ise 16kositoz 6n planda izlenmektedir.

AML-M4 (Akut Myelomonositik Ldsemi)

AML’lerin %15-25’ini olusturmaktadir. Kemik iliginde %30’un iizerinde
myeloblast varligi yaninda %20-50 arasinda monositik hticreler gorilmektedir.
Immiinfenotiplemede CD13, CD33, CD14 ve HLA-DR pozitif olarak izlenmektedir.
AML-M4 vakalarinda splenomegali (%30), lenfadenopati (%19-30), diseti tutulumu
ve ekstrameduller tutulum izlenmektedir. AML-M4 vakalarmin 1/3’iini olusturan
anormal eozinofillerle birlikte olan MA4Eo varyantinda ise myelomonoblastik
blastlarin yaninda <%30 morfolojik olarak anormal eozinofiller mevcut olup,
inv(16)(p13.19g22) kromozomal anomalisi gorilebilmektedir ve iyi prognozla
iligkilidir.

AML-M5 (Akut Monositik Ldsemi)

AML’lerin %5-9’unu olusturmaktadir. AML-M5’te CD11b, CD14, CD64 ve
CD68 pozitifligi saptanabilmekte ve karaciger, dalak ve lenf nodu gibi
ekstrameddller tutulumlar diger AML’lere gore daha sik olarak g6zlenmektedir.

AML-MS5 vakalarinin ¢ogunda 16kositoz izlenmekte olup vakalarin %30’unda 16kosit



sayist  100.000/mm*’iin (zerindedir. AML M5’te t(9;11) translokasyonu kot
prognozla iliskilidir. AML-M5a ve AML-M5b olmak (izere 2 alt tipi mevcuttur;

e AML-M5a: Kemik iligindeki noneritroid serinin %80’den fazlasini
monoblastlar olusturmaktadir. Auer rod nadiren goriilmekte ve AML-
M5a’da monoblastlarda NSE pozitifligi gozlenirken, MPO ve SBB
genellikle negatif olarak izlenmektedir. AML-Mb5a’da olgular daha gencg
yasta ve Yylksek 16kosit sayist ile bagvurmaktadirlar. AML-Mb5a
vakalarinda 11923 anomalisi sik izlenen anomali olup kétu prognoz ile
iliskilidir.

e AML-M5b: Daha ¢ok ileri yaslarda goriilmektedir. Kemik iliginde
noneritroid hicrelerin  %80’inden fazlasini monosit, promonosit ve
monoblastlar olugturmaktadir. Auer rod myeloblastlarin az bir kisminda
gortlmektedir. NSE ile pozitif boyanma izlenmektedir.

AML-M6 (Akut Eritrolésemi, Di Guglielmo Sendromu)

AML’lerin %5’ini olusturmaktadir. AML-M6 hastalar1 siklikla ileri yasta
olup kemik iliginde hiicrelerin %50’sinden fazlasini eritroblast ve noneritroid
hiicrelerin %20’den fazlasin1 myeloblastlar olusturmaktadir. MPO ve SBB negatif,
PAS ise genellikle pozitif olup, imminfenotiplemede CD13, CD33, CD41, CD71 ve
glikoforin pozitif olarak izlenmektedir. 5. ve 7. kromozom delesyonu sik olarak
gorilmektedir ve kotli prognoz ile iliskilidir.

AML-M7 (Akut Megakaryositik Losemi)

AML’lerin %3-5’ini olusturmaktadir ve prognozu koétudur. MPO ve SBB
negatif olarak izlenmektedir. Morfolojik olarak ALL-L2 ile karisabilmektedir.
Myeloid belirteclerden CD13 ve CD33 ekprese edilebilir ancak CD34 siklikla negatif
olarak izlenmektedir. Tan1 l6semi hiicreleri tizerinde CD41, CD42b, CD61 veya
faktor VIII iliskili antijenlerin varligina dayanmaktadir. Kemik iligi fibrozis nedeni

ile guclukle aspire edilebilmektedir.

2.1.3.2. WHO Smiflamasi

WHO smiflamasinda morfoloji, sitogenetik, molekiiler genetik ve

immunolojik  6zelliklere dayanarak, Universal olarak prognostik agidan



kullanilabilecek bir siniflandirma yapmak amaglanmistir (Tablo 2). WHO
siniflamasinda, FAB siniflamasia ek olarak birka¢ 6nemli degisiklik yapilmistir.
WHO ve FAB smiflamasi arasindaki en onemli farklilik, WHO siniflamasinda tani
icin kemik iligi ve kanda blast oraninin en az %20 olarak tanimlanmis olmasidir.
Ayrica FAB siniflamasinda myelodisplastik sendrom sinifinda yer alan, blast orani
%20-29 olan asir1 blast transformasyonu olan refrakter anemi [refractory anemia
with excess blast transformation (RAEB-t)] sinifi kaldirilmistir (23-25).

Tablo 2. AML’de WHO Siiflamasi

Tekrarlayan genetik anomalilerle seyreden AML

1(8;21)(g22;922); RUNX1-RUNX1T1

t(15;17) (q22;q12) ile iliskili AML ve varyantlari;; PML/RARA
inv(16)(p13g22) veya t(16;16)(p13;922); CBFB-MYH11
11923 (MLL) anomalileri ile iliskili AML

1(9;11)(p22;923); MLLT3-MLL

t(6;9)(p23;934); DEK-NUP214

inv(3)(g21926.2) veya t(3;3)(q21;926.2); RPN1-EVI1
t(1;22)(p13;q13); RBM15-MKL1

Coklu dizi displazisi gésteren AML

Oncesinde MDS olan AML
Oncesinde MDS olmayan AML

ilaca bagh AML ve myelodisplastik sendromlar

Alkilleyici ajanlarla iliskili
Topoizomeraz II inhibitor ile iliskili

Tammlanan gruplara girmeyen AML

Minimal farklilagma gosteren AML
Olgunlagsma gdstermeyen AML

Akut myelomonaositik 16semi

Akut monoblastik 16semi

Akut eritroid l16semi

Akut megakaryoblastik I6semi

Akut bazofilik 16semi

Myelofibrozla giden akut panmyelozis
Myeloid sarkom

2.1.4. Klinik Ozellikler

Akut myeloid 16semi hastalarinin ¢ogunda tanidan birka¢ ay once baslayan

genel bir yorgunluk mevcut olup, istahsizlik ve kilo kaybr da eslik edebilir. Ancak



hastalar genellikle sitopenilerle (anemi, nétropeni ve trombositopeni) iligkili
semptom ve bulgularla bagvurmaktadirlar (26).

Anemiyle iligkili solukluk ve halsizlik yaygin olarak gézlenmektedir. Ayrica
carpinti, ¢abuk yorulma ve dispne gibi diger anemi ile iligkili semptom ve bulgular
da ortaya ¢ikabilmektedir. Trombositopeniye bagli olarak gelisen petesi, epistaksis,
dis eti kanamalari, konjonktival kanamalar ve deri yaralanmalar1 sonras1 durmayan
kanamalar hastaligin erken bulgularindan olup tani aninda hastalarin yaklasik
yarisinda bulunmaktadir. Daha nadir olarak gastrointestinal, genitolriner,
bronkopulmoner veya santral sinir sistemi kanamalart baglangic bulgusu
olabilmektedir.

Akut myeloid 16semi hastalarinda ALL hastalarinin aksine kemik agrilar1 sik
olmamakla beraber, bazi hastalar (<%20) sternumda daha nadiren de alt
ekstremitelerde, l6semik slrecte meduller kavitenin genislemesine bagli siddetli
agrilar, rahatsizlik hissi ve/veya hassasiyet hissedebilmektedirler. Losemik cilt
infiltrasyonlar1 (I6semi kutis veya myeloid sarkom) hastaligin seyri boyunca
hastalarin %13’iinde meydana gelmekte ve siklikla AML-M4 ve M5 alt tiplerinde
gorulmektedir (27).

Minor kesi ve yaralanmalar sonrasi ortaya ¢ikan piistiiller ve mindr piyojenik
infeksiyonlar oldukga sik olarak izlenmektedir. Sindzit, pnémoni, pyelonefrit ve
menenjit gibi major infeksiyonlar baslangi¢ bulgular1 olarak daha az goriilmekte ve
siklikla kemoterapi sonrast mutlak ndétrofil sayist <500/mm? oldugunda ortaya
cikmaktadir. Kemoterapi sonrasi ndtropeninin uzamasina bagli olarak major
bakteriyel, fungal ve viral infeksiyonlar izlenmektedir. AML hastalarinda ates, biiyiik
cogunlukla notropeniyle iliskili infeksiyonlara bagli gelismektedir. Bununla birlikte
AML-M3’te daha sik olmak iizere AML hastalarinin az bir kisminda l6semiye bagl
ates goriilebilmektedir.

Tan1 sirasinda hepatomegali ve splenomegali AML olgularinin yaklasik
1/3’lnde gorulmektedir. Lenfadenopati monositik alt tipler disinda oldukga nadir
olarak izlenmektedir. Organ tutulumunun en sik izlendigi alt tipler AML-M4 ve M5
vakalar1 olup, AML-M3 basta olmak iizere AML-M4 ve M5’te DiK’e egilim, ayrica
AML-M4 ve MS5’te SSS tutulum bulgulart ve diseti hipertrofisi goriilebilmektedir.

AML hastalarinda SSS tutulum sikligi, tan1 sirasinda SSS semptom ve bulgusu



olmayanlarda rutin degerlendirilme Onerilmedigi i¢in tam olarak bilinmemektedir.
SSS tutulumu; AML-M4 ve M5, hiperlokositoz ve 2 yas altinda daha yaygin olarak
izlenmektedir. SSS tutulumunda hastalar asemptomatik olabilecegi gibi kranial sinir
felgleri, bas agris1 ve gérme bozukluklar1 saptanabilmektedir. Intrakraniyal kitleler
inv(16) ile iliskili FAB M4Eo’de rapor edilmis olup nadiren l16semik menenjitler ile
bir arada gorilebilmektedir. AML ile iliskili Sweet sendromu (nétrofilik dermatoz)
ve piyoderma gangrenosum gibi benign seyirli cilt lezyonlar1 da goriilebilmektedir.
Bu lezyonlar agrili olup genellikle steroide cevap vermektedirler. Obstriiktif sarilik
granulositik sarkoma sekonder olarak gelisebilmekte ve nadiren hepatik yetmezlik
goriilmektedir. Daha nadir olarak da priapizm, hidronefroz ve bobrek yetmezligi gibi

klinik tablolar gelisebilmektedir (28-32).

2.1.5. Laboratuvar Bulgular:

2.1.5.1. Periferik Kan Bulgular

Akut myeloid 16semi hastalarinda kemik iliginde {iretimin azalmasi ve
eritrositlerin yasam siiresinin kisalmasina bagli olarak anemi gelisebilmektedir.
Anemi genellikle normokrom normositer olup, degisik biiyiikliikte ve sekilde
eritrositlerin yani sira eritrosit onciilleri de periferde gorilebilmektedir. Retikilosit
sayis1 normal ya da azalmis olarak izlenmektedir.

Akut myeloid 16semi hastalarinda yetersiz iiretim ve trombositlerin yagam
stirelerinin kisalmasina bagli olarak genellikle trombositopeni bulunabilmektedir.
Tan1 sirasinda hastalarin yaklasik %75’inde trombosit sayist 100.000/mm?’iin,
yaklasik %25’inde ise 25.000/mm?*’iin altindadir. Ayrica trombositlerde morfolojik
ve fonksiyon bozukluklar1 da gériilebilmektedir. Bazen de trombositopeni DIK ile
iliskili olabilmektedir. DIK tablosu tam1 sirasinda (siklikla AML-M3’te) veya
indiiksiyon tedavisi sirasinda goriilebilmektedir. DIK hipofibrinojenemi, artmis D-
dimer, koagiilasyon faktor eksiklikleri (6zellikle faktor 5 ve 8), PT ve aPTT uzamasi,
sizint1 tarzi kanama ve trombositopeni ile seyredebilmektedir (33, 34).

Akut myeloid 16semi hastalarinda l16kosit sayis1 degiskenlik gostermektedir.

Tan1 sirasinda ortalama 16kosit sayist 15.000/mm? olup hastalarin %20’sinden azinda



tan1 sirasinda hiperlokositoz mevcuttur ve I0kosit sayisi 100.000/mm?*’{in iizerinde
olabilmektedir. Bununla birlikte hastalarin 6nemli bir kisminda (%25-40) l6kosit
sayisi tani sirasinda 5000/mm?*’iin altinda izlenmektedir. Bazi olgularda ise mutlak
notrofil sayist 1.000/mm?’ten daha az bulunmaktadir. Blastlarda AML alt tipine bagh
MPO, SBB ve LAP aktivitesi degiskenlik gostermektedir. AML hastalarinin biiyiik
cogunlugunda (%95) periferik yaymada blast tespit edilebilmektedir. Blastlar
periferik yaymada kolayca taninabilmekte ancak bazen myelodisplazik degisikler
gozlenebilmektedir. AML’de blastlarin boyutlar1 ve sitoplazmik graniil sayisi
degisken olup niikleuslar1 diizensiz olarak izlenmektedir. Blast sitoplazmasinda
azurofilik graniillerden olusan ve myeloblastlar i¢in patognomik olan auer rod

goriilme sikligi AML alt tipine gore degisebilmektedir (35, 36).

2.1.5.2. Kemik iligi Bulgular

Akut myeloid 16semi tamisinda kemik iligi aspirasyonu ve biyopsi
degerlendirmesi olduk¢a dnemlidir. Kemik iligi artmis blastik infiltrasyon nedeni ile
genel olarak hipersellilerdir ve biyopside monoton l6semik blast infiltrasyonu
saptanmaktadir. AML alt tiplerinde kemik iliginde saptanabilen blastlar1; myeloblast,
monoblast, promonosit, anormal promyelosit, pronormoblast ve megakaryoblastlar
olusturmaktadir. Kemik iligi 6rneginin AML olarak degerlendirilebilmesi i¢in blast
oraninin %20’nin iizerinde olmas1 gerekmektedir.

Bununla birlikte t(15;17), t(8;21), inv(16) veya t(16;16) varliginda blast sayis1
%20’nin altinda olsa da AML tanis1 konulabilmektedir. AML’de blastlar MPO, SBB
ve NSE gibi histokimyasal boyalarla degisik oranlarda pozitif reaksiyon
vermektedirler. Kemik iligi fibrozisi AML’nin tiim alt tiplerinde degisik oranlarda

olup 0Ozellikle megakaryoblastik 16semide daha belirgin olarak izlenmektedir (37).
2.1.5.3. Sitogenetik Bulgular
Akut myeloid 16semi hastalarinda prognoz ile iligkili en 6nemli parametre

sitogenetik Ozelliklerdir (Tablo 3). Yeni tami eriskin AML hastalarinin yaklagik
%55’inde  kromozom anomalileri tespit edilebilmektedir (38, 39). WHO
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siiflamasinda AML i¢in “tekrarlayan genetik bozukluklarla seyreden AML” alt
bashg: altinda t(8;21), inv(16), t(16;16), t(15;17), t(9;11), t(6;9), inv(3), t(3;3),
t(1;22) ve 11923 yer almaktadir (25).

Tablo 3. AML Hastalarinda Sitogenetik Risk Degerlendirmesi

Risk durumu Sitogenetik
Tyi risk grubu 1(8;21)(g22;922)
inv(16)(p13.922)
t(16;16)(p13.922)
t(15;17)
Normal sitogenetikli olgularda FLT3 yoklugunda NPM1
mutasyonu veya CEBPA mutasyonu olan olgular

Orta risk grubu Normal sitogenetik
+8
t(9;11)(p22q23)
inv(16), t(16;16) veya t(8;21) olup c-KIT mutasyonu olanlar
Normal sitogenetik olup NPM1 yoklugunda FLT3-ITD mutasyonu
Diger tanimlanamayanlar

Kéti risk grubu Kompleks karyotip (>3 anomali)
-5, 50-
-7, 79-
11923
non t(9;11)
inv(3)(g21926.2)
t(3;3)(921026.2)
t(6;9)
t(9;22)

Akut myeloid 16semi diisiiniilen hastalarda tani1 sirasinda sitogenetik
anomalilerin tespit edilmesi hem siniflandirmada hem de tedavi yonetiminde son
derece onemlidir. Eriskin AML hastalarinda t(8;21) varlig1 iyi prognozla iliskilidir.
AML hastalarmin %7’sinde t(8;21)(q22;q22) translokasyonu tespit edilirken, bu oran
AML-M2 vakalarinda yaklasik %40 olarak bildirilmektedir (40-42). Yeni tam1t AML
hastalarinin yaklagik %7’sinde inv(16)(p13.1q22) veya t(16;16)(p13.1g22) tespit
edilmektedir. Bu sitogenetik anomali genc¢ hastalarda goruliir ve iyi prognoz ile
iliskilidir. AML hastalarinda iyi prognozla iliskili diger bir translokasyon AML-M3
icin oldukca spesifik olan ve olgularin ortalama %13’linde saptanan

t(15;17)(q22;q12)’dir (38). Intermediate prognoz ile iliskili olan t(9;11)(p22;023)
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monositik AML’de goriilir ve cocuklarda daha yaygin olarak izlenmektedir. Bu
translokasyonda DIK, vyiiksek 16kosit sayist ve diseti veya cilt tutulumu
goriilebilmektedir. AML hastalarinin yaklasik %1 inde tani sirasinda t(6;9)(p23;q34)
goruliir ve bu translokasyon saptanan AML olgularinda bazofili, pansitopeni ve
displazi tipiktir. Diger bir translokasyon olan inv(3)(q21g26.2) veya
t(3;3)(q21;926.2) yeni tan1i AML ve tedaviyle iliskili MDS/AML olgularinin yaklasik
%1’inde saptanmaktadir. Daha nadir olarak (%0.5) yeni tam1 AML olgularinda
t(1;22)(p13;q13) goriilmektedir. Kotii prognoz ile iliskili olan 11ql3 infant
AML’lerin %60’1mnda bulunmaktadir. Ayrica 11ql3 yeni tan1 geng eriskin AML
hastalarinda %6, ¢ocuk AML hastalarinda ise %12 oraninda saptanmaktadir (40-45).
AML hastalarinda bu anomalilerin disinda -5/del(5q), -7/del(7q), +8, +9, +11,
del(11q), -18, +19, del(20q), +21, X veya Y kromozomu yoklugu gibi sitogetik
anomaliler de saptanabilmektedir (46-50). FAB alt tiplerinde gortilen anomaliler ve
translokasyonlar ile bunlarin karsiigit molekiiler degisiklikler Tablo 4’te

gorulmektedir.

Tablo 4. AML’de Morfolojik Alttipler ve Genetik Degisimler Arasindaki iliskiler

FAB Alt Tipi Sitogenetik Degisim Molekuler Degisim
MO, M1 t(10;11) CALM-AF10

M1 Trizomi 21 MLL duplikasyonu
M2 t(8;21) RUNX1-RUNX1T1
M3 t(15;17) PML-RARA

M4Eo inv(16) CBFB-MYH11

M4 t(8;16) MOZ-CBP

M5 11923 translokasyonlari MLL

M5 t(9;11) MLLT3-MLL

M6 t(3;5) NPM-MLP1

M1, M2, M4 t(6;9) DEK-NUP214

M2, M4 t(7;11) NUP98-HOXA9
M7 t(1;22) RBM15-MKL1
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2.1.5.4. Biyokimyasal bulgular

Serum iirik asit diizeyi AML vakalarinin yaklasik yarisinda yiiksektir. Idrarda
tirik asit atilimi hemen hemen her vakada artmistir. Lokositoz ile seyreden AML
hastalarinda gerekli onlemler alinmadiginda iirik asit nefropatisi gelisebilmektedir.
Urat nefropatisine bagli olarak kan iire azotu ve kreatinin artis1 goriilebilmektedir.
Tan1 sirasinda yiiksek LDH, hipokalemi, hiperkalsemi (nadiren hipokalsemi),
hiperkalemi, laktik asidoz, hipokolesterolemi ve yalanci hipoglisemi
gorulebilmektedir. AML-M4 ve M5 alt tiplerinde serum ve idrarda lizozim
(muramidaz) dizeyi yiksek saptanabilmektedir (51).

2.1.5.5. immiinfenotipleme

Akut losemilerin siniflamasinda hiicre yiizey antijenleri ile reaksiyona giren
monoklonal antikorlar akim sitometre kullanilarak saptanabilmektedir. Pozitiflik igin
antijenin blastlarin %20’sinden fazlasinda eksprese edilmesi gerekmektedir.
AMVL’lerin tan1 ve simiflamasinda en 6nemli gostergeleri CD33, CD13, CD15, CD4,
CD11b, CD34, CD64, CD117, HLA-DR ve cMPO (sitoplazmik myeloperoksidaz)
olusturmaktadir (Tablo 5). Bu antijenlerden CD13, CD33 ve CD117 myeloid seriye
ait saptanabilenen erken belirteclerdir. CD34 AML’de daha immatlr hicrelerin
gostergesi olup, blastlarin yaklasik %40-65’inde CD34 ekpresyonu gorilmektedir.
Halen cMPO myeloid seriye ait hicrelerin en Onemli belirteci olarak kabul
edilmektedir. CD15 daha ¢ok farklilasmis graniilositik l16semilerde goriiliirken, CD14
ise monositler tarafindan eksprese edilmektedir. Eritroid antijenler glikoforin-A ve
CD71 olup, megakaryositik 16semi tanisinda ise CD41, CD42b ve CD61 en 6nemli
belirte¢lerdir. AML’li vakalarin %90’indan fazlasinda CD13, CD33; %80-90’inda
HLA-DR pozitif olarak izlenmektedir. HLA-DR’nin AML-M3’te negatif olmasi
tipiktir (52-55).

13



Tablo 5. AML’de Immunolojik Fenotipler

AML Alt Tipi Belirtecler

Myeloblastik CD13, CD15, CD33, CD34, CD 117, cMPO, HLA-DR
Promyelositik CD11, CD13, CD15, CD33

Myelomonositik CD11, CD13, CD14, CD15, CD32, CD33, HLA-DR
Monositik NSE, CD11c, CD14, CD64, lizozim, CD4, CD111b
Eritroblastik Glikoforin A (CD235a)

Megakaryoblastik CD41, CD42, CD61

2.1.6. Prognostik Faktorler

Akut myeloid 16semi hastalarinda tani1 sirasinda ve tedavi ile iligkili olarak
klinik, morfoloji, yiizey belirtecleri, sitogenetik ve cesitli molekuler faktorler
prognostik dneme sahiptir. Bu prognostik faktérlerden 6nemli bir kismi1 Tablo 6’da
gortlmektedir (56).
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Tablo 6. AML’de Prognostik Faktorler

Faktor fyi Kotii

Klinik

Yas <45 yas < 2 yas, > 60 yas
ECOG 0-1 >1

Losemi De novo Sekonder
Infeksiyon Yok Var

Onceden kemoterapi Yok Var

Lokosit < 25.000/mms3 100.000/mm3
Serum LDH Normal Yiksek
Ekstramedller tutulum Yok Var

SSS tutulum Yok Var

Kemik iligi

Fibrozis Yok Var

Remisyon igin kiir sayisi Tek Cok
Sitorediiksiyon Hizlh Yavasg
Morfoloji

Auer rod Yok Var

Eozinofili Yok Var
Megaloblastik eritroidler Yok Var

Displastik megakaryositler Yok Var

FAB alt tip M2, M3, M4 MO, M6, M7
Belirtegler

Myeloid CD34 -, CD14-, CD13- CD34+
HLA-DR Negatif Pozitif

TdT Yok Var

Lenfoid CD2+ CD7+, CD56+, Bifenotipik
MDR-1 Yok Var

Sitogenetik

Anomaliler t(8;21), t(15;17), inv(16) -7, del(7q), -5, del(5q), 3921,

3026, 1(9;21),
Kompleks karyotip

Molekuler markerlar
FLT3 mutasyonlari Yok Var
VEGF ekspresyonu Yok Var
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2.1.7. Tedavi

Akut myeloid 16semi hastalarinda uzun siireli hastaliksiz sagkalim elde
etmenin sart1 tam remisyonun saglanmasidir. Altmis yas altindaki AML hastalarinda
tedavi “remisyon induksiyon tedavisi” ve saglanan remisyonun siirdiiriilebilmesi i¢in
“remisyon sonrasi tedaviler” olarak iki asamadan olugmaktadir.

Remisyon Indiiksiyon Tedavisi

AML hastalarinda remisyon indiiksiyon (RI) tedavisi birden fazla ilacla
yapilmaktadir. Remisyon indiiksiyonda hedef, kemik iligindeki 16semi hiicrelerini
(10" adet) morfolojik olarak saptanamayacak diizeye (10° adet) indirmek ve normal
hematopoezi saglamaktir. Gliniimiizde standart remisyon indiiksiyon tedavisinde
kullanilan ilaglar sitozin arabinozid (ara-C) ve antrasiklinden olusan “3+7”
kemoterapi rejimidir. Remisyon indiksiyon tedavisinde antrasiklin olarak
daunorubisinin yerine diger antrasiklinler olan idarubisin veya mitoxantron da yaygin
olarak kullanilmaktadir. Bu tedavi ile 60 yas altt AML hastalarinin %60-80inde tam
remisyon saglanirken yashi hastalarin ancak %350’sinde tam remisyon elde
edilebilmektedir (57-59).

AML hastalarinda tam remisyon, mutlak ndtrofil sayist >1000/mms3,
trombosit sayist >100.000/mm? ve kemik iligindeki blast oran1 %5’in altinda olmasi
seklinde tanimlanmaktadir. Ayrica tam remisyonda ekstramediiller hastalik
olmamasi, blastlarda auer rod olmamasi ve hastanin eritrosit transfiizyonundan
bagimsiz olmasi gereklidir. AML hastalarinda birinci indiiksiyon tedavisiyle tam
remisyon saglanamayan hastalara ikinci kez aym indiiksiyon tedavisi
uygulanmaktadir. Remisyon indlksiyon sonrasi tam remisyonun ge¢ saglandigi
hastalarda hem hastaliksiz sagkalim siiresi, hem de tam remisyon orani daha diisiik
olmaktadir (60).

Remisyon Sonrasi Tedavi

Tam remisyon saglanan hastalarda remisyon sonrasi tedavi seceneklerini
konsolidasyon kemoterapisi, otolog kemik iligi nakli ya da allojeneik kemik iligi
nakli olusturmaktadir. Tam remisyon sonrasi tedavi planit prognostik faktorlere

bakilarak yapilir ve en dnemli prognostik faktor hastanin sitogenetik 0zellikleridir.
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Tam remisyon elde edilen iyi sitogenetik risk grubundaki hastalara ylksek
doz ara-C (YDAC) 3-4 siklus uygulamasi standart uygulamadr. Iyi risk grubundaki
AML hastalarinda otolog veya allojeneik kemik iligi transplantasyonunun
kemoterapiye Ustlinliigii yoktur. Orta risk sitogenetik grubundaki hastalara ise HLA
tam uyumlu kardes vericisi olan olgularda allojeneik kemik iligi nakli uygun bir
tedavi se¢imidir. Bu hastalarin uygun vericisi yoksa 1-2 siklus YDAC sonrasi otolog
kok hicre transplantasyonu veya 3-4 siklus YDAC uygulamasi diger tedavi
secenekleridir. Kotl risk sitogenetik grubundaki AML hastalarina ise HLA uyumlu
kardes vericiden veya akraba disi dondrden allojeneik kok hicre nakli Onerilen
tedavidir. Allojeneik kok hucre nakli sansi olmayan hastalar 1-2 siklus YDAC
sonrast otolog kemik iligi nakli ya da klinik arastirma protokollerine
yonlendirilmelidirler (61-64).

Yeni tan1 60 yas tizeri AML hastalarina komorbidite, sitogenetik, yas ve
performans gibi parametrelere gore standart “3+7” ya da “2+5” tedavisi, azasitidin,
desitabin, subkutan sitarabin, klofarabin veya ¢alisma protokoliine dahil edilme gibi
degisik secenekler uygulanabilmektedir (65).

AML-M3 hastalarinda indiiksiyon tedavisinde ATRA (all trans retinoik asit)
ve sitarabin veya ATRA ve idarubicin kombinasyonlari kullanilabilmektedir.
Konsolidasyon tedavisinde ATRA’nin dahil edildigi degisik kombine kemoterapi
tedavileri uygulanabilmektedir (66).

2.1.8. Relaps ve Direncli AML Tedavisi

Son 10 yilda tedavideki gelismeleri takiben AML’de remisyon oranlart %60-
80’e, 5 yillik yasam siireleri %40’larin iizerine ¢ikmistir (67). Bu duzelmede hasta
riskinin belirlenerek uygun tedavi rejimlerinin secilmesi ve yogun kemoterapi
programlarinin iyi bir destek tedavi ile birlikte olmasmin rolii biliyiik olmustur.
Komplet remisyona (CR) giren olgularin %50’sinin relaps yapmasi, bu relapsin da
%60’1mmin ilk 1 yilda karsimiza ¢ikmasi ve ilk tedavilerinde remisyona girmeyen
olgularin varlig1 6nemli bir sorundur. Ciinkii bu hastalarin bugiin i¢in 2 yillik yasam

stireleri %20 dolaylarindadir (2).
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2.1.8.1. Relaps ve Tedavi Direncinde Rol Oynayan Faktorler

Gilinimiizde tedavi direnci ve relapsta rol oynadigi diisiiniilen en 6nemli
faktorlerin basinda MDR yer almakta olup; 6zellikle MDR1 geninin kodladig1 bir
efliks pompa proteini olan P-gp, MRP, LRP ve BCRP hiicre igine giren ilaglarin
disartya hizla atildig1 bir ortam yaratmaktadirlar. Ayrica topoizomeraz ve glutatyon
sentetaz enzim aktivitelerinde, apoptozis diren¢ genlerinden 6zellikle bcl-2 gen
aktivitesindeki artis losemik hiicrelerde sitotoksiteye karsi direnci artirmaktadir.
Ozellikle P-glikoprotein relaps yapan lésemilerde en 6nemli sorun olarak karsimiza
¢ikmaktadir (3).

2.1.8.2. Direngli ve Relaps AML Olgularinda Tedavi

Direngli ve relaps yapmis olgularda optimum tedaviden bahsetmek miimkiin
goérinmemektedir. Bu hastalarda uygulanacak olan kurtarma rejimleri ile %30-70
oraninda 2. tam yanit saglansa da, remisyon genellikle kisa siireli olmakta ve nadiren
kiratif olabilmektedir. Bu nedenle allojeneik kok hiicre nakli hastaliksiz yasam
siresini uzatacak veya kiir yaratabilecek tek tedavi secenegi olarak goriilmektedir.
Bu hastalarin mevcut tedavi rejimleri ile 2 yillik yasam orani %20 dolaylarinda olup,
2 yillik en yiiksek yasam siiresi ¢ocuklarda %35 ve 1yi risk grubundaki cogu geng
olgularda %38 oranindadir (67, 68).

Relaps yapan olgularda tedavi 2. tam yanit saglanmasi ve takiben kok hiicre
nakli ile sonlanan konsalidasyon rejimleri olmak tizere iki kisimda planlanmaktadir.

Reinduksiyon Tedavileri

Ikinci remisyonun saglanmasi igin standart bir tedavi protokoli
bulunmamaktadir. Yapilan ¢aligmalarda tam remisyon siiresinin bir senenin altinda
olan olgularda ilk remisyonu indiiklemek i¢in kullanilan rejimin reindiiksiyon i¢in
kullanilmast halinde yanit olasiliginin %1’°in altinda oldugu gosterilmistir. Relaps ve
refrakter AML olgularinda son yillarda uygulanan rejimler incelendiginde ise
protokollerin ¢ogunun YDAC igerdigi goriilmektedir. Ancak tek basina uygulanan
YDAC rejimleri sadece %20 oraninda tam yanit saglarken bu rejimlere antrasiklin

eklendiginde, bu oranin %50’lerin iizerine yiikseldigi goriilmektedir. Ancak relaps
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stiresi 1 senenin altinda olan olgularda ve 6zellikle primer refrakter hastalarda YDAC
iceren rejimlerin tam yanit oranlart belirgin olarak diisiik olmakta ve ortalama %30
oraninda kalmaktadir (69, 70). Takiben fludarabin iceren rejimlerin relaps olgularda
ara-C ile birlikte kullanimiyla oldukc¢a iyi sonuglar rapor edilmistir. FLAG
[fludarabin, ara-C, G-CSF (granilosit koloni stimulan faktor)] rejimi bu amagla
kullanilan en yaygin kombinasyon olup eriskinlerde ortalama %60-80, gocuklarda
%80 oraninda 2. tam yanit saglanabilmektedir. Ancak bu rejiminde en 6nemli sorunu
erken relapsta ve primer refrakter olgularda basarisinin %30’lara ve 12 aylik yasam
oranlarinin  %20’lere diismesidir. FLAG, antraksilin kombinasyonlarinda ise
kardiyak toksitesi daha az olan mitoxantron ve idarubisin tercih edilirken, 6zellikle
de idarubisinin MDR direncli antrasiklin olmasi ve daunorubisine gore tam yanit ve
yasam siliresine daha olumlu etkilerinin gosterilmis olmasi nedeniyle FLAG-
idarubisin kombinasyonu en sik kullanilan rejim olmustur (71-77). Bir diger rejim
EMA (etoposid, mitoxantron, ara-C) ile de benzer sonuglar alinabildigi, toksisite
acisindan bir fark tasimadigi belirtilmektedir. Bir diger reindiiksiyon rejimi olan
ADE (ara-C, daunorubisin, etoposid) protokolii ile de tam yanit oranlarinin iyi
oldugu MRC AML-R ¢alismasinda gosterilmistir. Bir diger kombinasyon da YDAC-
mitoxantron rejimi olup yapilan bir arastirmada tek basina YDAC rejimi ile sonuglari
karsilagtiritlmis olup tam yanit oranlarinin daha iyi olabilecegi belirtilmistir (78-80).

Relaps yapmis akut promyelositik losemi olgularinda ise ATRA ile
reindlksiyon tedavisiyle yiiksek oranda tam yanit elde edilmesi mimkin ise de, ilk
indiiksiyon tedavisinde kullanilan ATRA-idarubisin kombinasyonu reindiksiyon igin
kullanilabilmektedir. Ancak relaps, refrakter olgularda arsenik trioxide (ATO) uygun
bir tedavi yaklasimidir. Daha 6nce ATRA tedavisi alan relaps-refrakter olgularda
ATO ile %52-92 oranlarinda tam yanit saglanabildigi, tekrarlanan kiirlerinde ise
PML-RARA fiizyon transkriptini negatiflestirdigi rapor edilmistir (81).

Konsolidasyon Tedavisi

Allojeneik veya otolog transplantasyon ile sonlanan iki veya (¢ kirluk
konsolidasyon tedavisi uygulanmaktadir. Uygulanan kiirlerin sayis1 hastanin yasi ve
performans durumuna gore belirlenmekte ve konsalidasyon kurleri de reindiksiyon
icin kullanilan rejim ile yapilmaktadir. Kok hiicre transplantasyonunda ise en gok

tercih edilen relaps oranmin daha diisiik olmasi1 nedeniyle allojeneik transplantasyon
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olup, allojeneik transplantasyon igin yiksek mortalite riski tasiyan veya dondri
olmayanlarda otolog transplantasyon Onerilmektedir. Relaps, refrakter AML
olgularinda allojeneik transplantasyon sonrasi dondr lenfosit inflizyon uygulamasi ile

kismi remisyon durumlarinda %20 oraninda tam remisyon saglanabilmektedir (81).
2.1.9. Refrakter ve Relaps AML’de Devam Eden Calismalar
Yukarida tartisilan kemoterapilerin hala tam remisyon oranlar1 ve hastaliksiz
sagkalim tizerine etkisinin kisitli olmasi yeni tedavileri giindeme getirmistir (tablo 7)

(82).

Tablo 7. AML Tedavisindeki Yeni Ilaglarin Hedefleri

Hedef flag

CD33 Myelotarg (GO), Hum195
CD45 1131 ile kombine
MDR/P-glikoprotein Siklosporin-A, PSC833
Anjiogenezis Talidomid, SU5416
Hipermetilasyon Azasitidin, Desitabin
Histon deasetilaz Fenilbutirat, Desipeptid
Bcl-2 Bcl-2 antisense

S-faz UCNO1

20S proteozom PS-341

Tirozin kinaz STI-571

Farnezil transferaz RH115777, BMS214662

Yeni tedavi yontemleri;

e Coklu ilag direncinin (MDR) yenilmesi

e Yeni sitostatiklerin gelisimi

e Eski ilaglarin yeniden kombinasyonlara girmesi veya  yeni
formiilasyonlari

e Tumor spesifik molekiler hedeflere yonelik ilaclar

e Antianjiogenezis
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e Losemi hiicre ylizeyine spesifik ajanlarin tedaviye girmesi

e Immiinoterapi’yi igermektedir.

Coklu Tla¢ Direncini Etkileyen ilaclar

Coklu ilag direnci AML tedavisinin major ilaglar1 olan YDAC ve
antrasiklinlere direngten sorumludur. Bu alanda kullanima sunulan iki ajan sz
konusu olup bir tanesi siklosporin-A (CsA), digeri PSC833 (Valdospar)’dir.
Valdospar bu alanda kullanima sunulan ilk ila¢ olup CsA’dan farkli olarak ilaglarin
hepatik metabolizmasini etkilememektedir (83). Valdospar’in 60 yasin {izerindeki
hastalarda ara-C, daunorubisin, etoposid kombinasyonuna eklendigi CALGB
calismasinda toksisite nedeniyle ¢alisma sonlandirilmistir (84). Ancak 60 yasin
altindaki relaps ve refrakter olgularda EMA rejiminin etkinligini artirabilecegi rapor
edilmistir (85). Alan F ve ark. tarafindan yayinlanan SWOG ¢alismasinda 226 hasta
randomize edilerek, YDAC-daunorubisin kombinasyonuna daunorubisinin
uygulandigi 6-8. giinlerde CsA uygulanmis ve tam yanit oranlarinda %16°1ik bir artig
saglarken bunun anlamli olmadigi, ancak kemoterapi direncinin %47’den %31’e
diistligii, hastaliksiz yasam siiresi ve genel yasam siiresinin anlamli olarak arttig
rapor edilmistir (86). Bir baska calismada 18 relaps, refrakter olguda sirali YDAC-
idarubisin kombinasyonuna CsA eklendiginde tam yanit oranlarinin %61 gibi yiiksek
rakamlarda oldugu ve bu etkinligin CsA’ya bagl olabilecegi rapor edilmistir (87).
Ancak 213 relaps, refrakter olguda yapilan MRC AML-R c¢alismasinda ADE
tedavisine CsA eklendiginde CsA’nin beklenen etkinligi gostermedigi CsA alan ve
almayan olgular arasinda fark olmadigi rapor edilmistir (79). Bu alanda CsA ve
valdospardan farkli LY-335979, VX710, VX-853 gibi yeni ilaglar da tiretilmis olup

caligmalar devam etmektedir (83).
2.2. Propolis ve CAPE
2.2.1 Propolis
Bal arilarinin gesitli bitkilerden topladigi 6ziitlerle reginemsi bir madde haline

getirdigi propolis, arilar tarafindan kovanlarin onarilmasinda ve dezenfeksiyonunda

kullanilmaktadir. Halk arasinda ve alternatif tipta ise pek cok hastaligin tedavi
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edilmesinde kullanilan propolis, 1950’li yillardan bu yana bilim ¢evrelerince de
ilgilenilen bir maddedir. Ham propolisin kompozisyonu, genel olarak %50 recine ve
bitkisel balsam, %30 balmumu, %10 esansiyel ve aromatik yaglar, %5 polen ve %5
diger organik maddelerden olusmaktadir. Kimyasal yapisini ise aminoasitler, fenolik
asitler, fenolik asit esterler ve flavonoidler, sinamik asit, kumarik asit, terpenler,
hesperatin, nikotinik asit, kafeik asit ve Kkafeik asit fenetil ester (CAPE)
olusturmaktadir. Bu maddelerin analjezik, antiinflamatuar, antibakteriyel, antifungal,

antiviral, antioksidan ve antitimoral etkileri gosterilmistir (88-93).

2.2.2. CAPE

Kafeik asit fenetil ester (CAPE); propolis igeriginde bulunan ve propolisten
izole edilen ¢ok genis spektrumlu etkileri bulunan bir maddedir. Fenolik bir bilesik
olan CAPE, propolisin biyolojik olarak aktif bilesenlerinden biri olmakla birlikte
antioksidan, antiinflamatuar, antiviral, immin uyarici, karsinostatik ve antikanser
Ozellikleri bulunan bir bilesiktir (4, 5). Cok uzun aromatik ve alifatik yapida karbon
gruplart tasidigi i¢in aymi zamanda lipofilik Ozelliktedir. Boylelikle, hiicre

membranindan kolayca gegmesi miimkiin olmaktadir (94).

2.2.3. Propolis ve CAPE’in Antitimoral Etkileri

Propolisin timaor hicreleri Gzerindeki antiproliferatif, antiklonal ve apoptotik
etkileri in vitro ve in vivo olmak iizere pek ¢ok ¢alismada gosterilmistir (95). Yapilan
caligmalarda propolisin antitimoral bir etki gosterdigi izlenmistir. HCT-116
(kolorektal kanser hiicre serisi) ile in vivo tiimor olusturulan farelerde, propolisin
oral yolla aliminin toksisite olusturmadigi ve tiimor kitlesindeki mitotik hucre
oraninin azaldigi gosterilmistir (96). Skuamoz hiicreli bas ve boyun kanseri hiicre
hatlarinda propolisin antitiimoral etkilerinin arastirildigi bir ¢calismada ise, propolisin
doz ve zamana bagimli olarak proliferasyonu ve klonaliteyi baskiladig1 ve apoptozise
yol actigr izlenmis; 3 hiicre hattindan 1’inde propolisin radyoterapiye karsi
duyarliligi artirdigr gosterilmistir (97). Propolis ekstraktlarinin spesifik olarak

apoptozise yol actig1 gosterilen bir diger ¢alismada ise, MCF-7 (meme kanseri hiicre
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serisi) hucrelerinde, propolisin apoptotik etkisinin endoplazmik retikulum stresi ve
kaspaz sinyalizasyonunun indiiklenmesi ile gergeklestigi gosterilmistir (98).

Yapilan pek c¢ok arastirma; CAPE’in timdr hiicreleri lizerindeki oldiirticti
etkisinin sitotoksik olarak degil; apoptozisi indiikleyerek, fizyolojik bir sekilde
gerceklestigini gostermekle beraber, CAPE’in selektif apoptotik etkisinin molekiiler
mekanizmas1 hala tam olarak aydinlatilamamistir. CAPE’in proliferasyonu
indikleyen ve pek cok kanserde artmis olarak bilinen NF-xB (nlkleer faktor kappa
B)’yi inhibe ettigi bildirilmistir. CAPE’in tumor hicrelerinde kemoterapi ve
radyoterapiye karst hassasiyet olusturarak tedavinin etkinligini arttirdigi, bunun
yaninda CAPE’in kanser hiicreleri iizerinde segici antitiimoral etkiler gosterdigi de
literatiirde yer almaktadir (99-107).

Kanser kok hiicreleri ile yapilan ¢alismada, CAPE muamelesine yanit olarak
meme kanseri kok hiicrelerinin klonalite yetenegini kaybettigi goézlenmistir.
Apoptotik etkinin gozlenmemis olmasi, kok hiicrelerin kimyasal ajanlara direnciyle
iliskilendirilmistir. Ancak CAPE ile GO’daki hiicrelerin siklusa devam ederek
farklilasmasi indiiklenmis ve hiicrelerin kimyasal ajanlara hassasiyeti arttirilmistir.
Ayrica bir ¢aligmada CAPE’in MDA-231 meme kanseri hiicre serisinden izole edilen

kanser kok hiicreleri lizerine etkili inhibisyon yaptig1 gosterilmistir (108).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

Calisma igin 04.06.2015 tarihli, 2015/54 no.lu Karadeniz Teknik Universitesi

Bilimsel Aragtirmalar Etik Kurulu onay1 alindi. Calismada kullanilacak olan HL-60
(ATCC®, CCL-155™), NB4 (DSMZ®-207) ve K562 (ATCC®, CCL-243™) hiicre

serileri Giilhane Askeri Tip Akademisi Hematoloji Bilim Dali’'ndan temin edildi.

3.1.1. Hicre Serileri

HL60: Akut promyelositik 16semili hastadan elde edilen HL-60 hcre
serisi in vitro olarak farklilasabilme 6zelligine sahip olup; c-myc, K-ras ve
p53 gibi hiucresel onkojenleri iceren 6zel genomik mutasyonlara sahiptir.
HL60 hiicre serisinin promyelositik olarak adlandirilmasina ve retinoik
asit yanitina ragmen, maturasyonlu bir akut myeloblastik losemiden
derive oldugu kabul edilmektedir (109-112).

NB4: insan promyelositik 16semi derivesi olan NB4 hiicre serisi retinoik
asit ilavesiyle granilositik maturasyon gosterir ve promyelositik l6semi
kromozomal translokasyonu olan t(15;17) eksprese eder (111, 112).
K562: K562 hucreleri kronik myeloid I6seminin blastik kriz evresinden
kaynaklanan myeloid dizi hiicre serileridir. Philadelphia kromozomu
pozitif olup, K562 hiicrelerinde normal kromozom sayisinin yaklasik 1,5
kat1 kromozom bulunmaktadir. Bcr/abl fuzyon geni ekspresyonu

nedeniyle apoptozise karsi direnglidirler (113-115).

3.1.2. Kullanilan Cihaz, Teghizat ve Sarf Malzemeler

Adi/Modeli Projede Kullanim Amaci
Etlv (Heraeus, Almanya) Hucre kiiltiirii ve inkiibasyon islemleri
Buzdolab1 (Bosch, Turkiye) Kimyasallarin saklanmasi

Derin dondurucu (-20) (Bosch, Turkiye) Kimyasallarin saklanmasi
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- 80 Dondurucu (Thermo Scientific,
ABD)

Laminar flow Class Il (Metisafe,
Turkiye

Pastor firmi (NUve, Turkiye)
PipetAid (Gilson, ABD)

Sogutmali yiiksek devirli santrifiij
(Eppendorf 5804, Almanya)

Otomatik pipet seti (HighTech Lab,
Polonya)

Cesitli boyutlarda pipet uglar1 muhtelif
Inverted mikroskop (Zeiss)

Doku kiiltiir flasklar1 (T25, T75)
Thoma lam1 (Marienfeld, Almanya)
10ml enjektor (Ayset, Turkiye)

96 well plates (Clear bottom)

Hiicre saklanmasi

Huicre kaltlrt

Sterilizasyon
Hicre kalturi
Hucre kalturi

Huicre kaltlrt

Hucre kalturd
Hicre kalturi
Hucre kalturd
Hucre sayimi
Hucre kalturd

Hiicre canlilig

3.1.3. Kimyasallar

CAPE

Azasitidin

Desitabin

Sitarabin (ara-C)
Penisilin-Streptomisin

Sigma Aldrich, C8221
Vidaza®

Dacogen®
Cytarabine®
Invitrogen, 15140-148

RPMI 1640 Invitrogen, 21875-034
FBS Invitrogen, 10270-098
3.1.4. Kitler

Adi

Projede kullanim amact

Cell Titer Glo® Luminescent cell viability assay ~ Hiicre canliligi
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3.2. Metod

3.2.1. Hiucrelerin Cogaltilmasi

HL60, K562 ve NB4 hiicreleri 37°C%”de %5 CO,’li inkiibatérde %10 fetal
bovine serum, %1 L-glutamat, %1 penisilin/streptomisin iceren RPMI 1640 besiyeri

kullanilarak ¢ogaltildi.

3.2.2. Hicre Sayimi

5 ml hiicre suspansiyonu 1200 rpm’de 5 dakika santriftlj edildikten sonra,
slipernatant atilarak, pellet 3 ml besiyerinde resiispanse edildi. Takiben hiicre
stispansiyonundan 50 mikrolitre eppendorf tiplerine alinarak 50 mikrolitre tripan
mavisi ile karistirilip, bu karigtmin 10 mikrolitresinin thoma laminda sayimi1 sonrasi
mililitredeki hiicre sayisi asagidaki formiil ile hesaplandi;

Mililitredeki hiicre sayisi= hiicre sayisi x 10* x 2 (diliisyon katsayisi)

3.2.3. Ilaclarin flavesi ve Hiicre Canhlik Degerlendirilmesi

25000 hiicre/ml konsantrasyonda hiicre siispansiyonu hazirlandiktan sonra,
opak duvarli 96-well plate’e ekildi; Uzerilerine azasitidin, desitabin, ara-C ve CAPE
farkli dozlarda ilave edilip, 37°C’de 4 giin inkiibe edildikten sonra; tzerilerine 50 uL
CellTiter Glo solliisyonu eklenerek oda 1sisinda 5 dakika inkiibe edildi ve takiben
CellTiter GLo luminasans assay (ATP testi) ile tretici firmanin direktifleri

dogrultusunda plate reader’da degerleri okunarak hiicre canliligi ¢alisildi.

3.2.4. istatistiksel analiz

Elde edilen verilerin istatistiksel analizleri Graphpad Prism V6 programi ile

student’s t-test kullanilarak yapildi ve p<0,05 anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Huicre Serilerinde ila¢ Direnglerinin Belirlenmesi

[lk asamada deoksisitidin analogu sitarabin (ara-C) ile K562, HL60 ve NB4
I6semi hiicre serilerinde hiicre canliliginin nasil etkilendigi tespit edildi. 1 nM
dozunda K562 hiicre serisinde canlilikta azalma gozlenmezken, HL60 hiicre
serisinde hiicre canlilig1 %96.27, NB4 hiicre serisinde %97.16 olarak tespit edildi. 10
nM dozunda K562 hiicre serisinde canlilik %98.68, HL60 hiicre serisinde %91.14,
NB4 hicre serisinde %94.33 idi. 25 nM dozunda K562 hiicre serisinde canlilik
%97.99, HL60 hcre serisinde %86.94, NB4 hiicre serisinde %68.14 olarak saptandi.
50 nM dozunda K562 hiicre serisinde canlilik %89.45, HL60 hiicre serisinde
%57.39, NB4 hiicre serisinde %76.89 olarak tespit edildi. 100 nM dozunda ise K562
hiicre serisinde canlilik %76.40, HL60 hiicre serisinde %27.81, NB4 hiicre serisinde
%81.86 olarak izlendi (Tablo 8). Bu bulgular 1s18inda hiicre canliliginda meydana
gelen degisim rolatif kat artis1 olarak hesaplandiginda, K562 hiicre serisinde daha

belirgin olmak tizere her (¢ hicre serisi ara-C’ye karsi direngli bulundu (Sekil 1).

Tablo 8. Hicre Serilerinde Farkli Dozlarda Ara-C  Muamelesi Ile Hiicre
Canliliginda G6zlenen Degisimin Yiizde Olarak Gosterilmesi

Hicre Hatlar1

Ara-C Konsantrasyonu % Canlilik + SD (Standart Sapma)
K562 HL60 NB4

0nM 100+3.57 100.00+12.09 100+21.86
1nM 104.64+10.08 96.27+38.24 97.16+2.69
10 nM 98.68+14.39 91.14+30.88 94.33+3.97
25nM 97.99+0.71 86.94+6.66 68.14+12.42
50 nM 89.45+5.30 57.39+6.09 76.89+10.47
100 nM 76.40+4.03 27.81+3.06 81.86+20.14
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Sekil 1. Hicre Serilerinin Farkli Dozlardaki Ara-C ile Muamelesi Sonucu Hiicre
Canliliklarinda Meydana Gelen Degisimin Rolatif Kat Artist Olarak
Gosterilmesi

Hiicreler sitozin niikleozid analogu azasitidin ile muamele edildiklerinde ise
0.1 uM dozunda HL60 hiicre serisinde hiicre canliliginda azalma gozlenmezken,
K562 hiicre serisinde canlilik 9%88.34, NB4 hiicre serisinde %99.63 olarak tespit
edildi. 0.5 uM dozunda K562 hiicre serisinde canlilik %84.56, HL60 hiicre serisinde
%81.32, NB4 hiicre serisinde %55.20 idi. 1 pM dozunda K562 hcre serisinde
canlilik %77.01, HL60 hiicre serisinde %49.29, NB4 hiicre serisinde %29.20 olarak
saptandi. 3 uM dozunda K562 hiicre serisinde canlilik %41.37, HL60 hiicre serisinde
%11.25, NB4 hiicre serisinde %11.09 olarak izlendi. 5 uM dozunda ise K562 hiicre
serisinde canlilik %12.98, HL60 hiicre serisinde %6.6, NB4 hiicre serisinde %4.54
olarak tespit edildi (Tablo 9). Ara-C ile elde edilen sonuglarla benzer olarak K562
hicre serisinin NB4 ve HL60 hiicre serileri ile karsilastirildiginda bu ilaca daha

direncli oldugu tespit edildi (Sekil 2).
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Tablo 9. Hicre Serilerinde Farkli Dozlarda Azasitidin Muamelesi Ile Hiicre
Canliliginda Gozlenen Degisimin Yiizde Olarak Gosterilmesi

Hicre Hatlar1

Azasitidin % Canlilik £ SD
Konsantrasyonu K562 HL60 NB4
0uM 100+8.97 100+1.27 100+47.34
0.1uM 88.34+1.56 102.14+13.07 99.63+60.86
0.5uM 84.56+8.67 81.32+21.59 55.20+26.06
1uM 77.01+7.73 49.29+6.10 29.20+8.39
3uM 41.37+12.45 11.25+1.21 11.09+2.45
5uM 12.98+3.71 6.60+0.48 4.54+0.57
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Azasitidin

Sekil 2. Hicre Serilerinin Farkli Dozlardaki Azasitidin ile Muamelesi Sonucu Hiicre
Canliliklarinda Meydana Gelen Degisimin Rolatif Kat Artist Olarak
Gosterilmesi

Hicreler bir diger sitozin niikleozid analogu desitabin ile muamele
edildiklerinde 0.1 pM dozunda hiicre canlilifi K562 hiicre serisinde %83.73, HL60
hlcre serisinde %35.49, NB4 hiicre serisinde %31.70 olarak tespit edildi. 0.5 pM
dozunda K562 hiicre serisinde canlilik %72.30, HL60 hucre serisinde %24.26, NB4
hicre serisinde %12.71 idi. 1 pM dozunda K562 hiicre serisinde canlilik %57.49,
HL60 hicre serisinde %14.06, NB4 hiicre serisinde %8.89 olarak saptandi. 3 M
dozunda K562 hiicre serisinde canlilik %35.81, HL60 hiicre serisinde %9.75, NB4
hiicre serisinde %6.84 olarak izlendi. 5 pM dozunda ise K562 hiicre serisinde
canlilik %26.82, HL60 hiicre serisinde %6.84, NB4 hiicre serisinde %4.34 olarak
saptand1 (Tablo 10). Bu bulgular 1s1ginda azasitidin muamelesinde oldugu gibi
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hlcrelerin diisiik dozlarda (0.1 pM) desitabin muamelesi ile HL-60 ve NB-4 hiicre
serilerinde %50’den fazla azalma oldugu, K562 hiicre serisinin ise bu ilaca karsi
direngli oldugu bulundu (Sekil 3).

Tablo 10. Hucre Serilerinde Farkli Dozlarda Desitabin Muamelesi ile Hiicre
Canliliginda G6zlenen Degisimin Yiizde Olarak Gosterilmesi

Hucre Hatlar1

Desitabin % Canlilik + SD
Konsantrasyonu K562 HL60 NB4

0 pum 100.00+16.77 100.00+14.96 100.00+11.68
0.1uM 83.73+20.15 35.49+10.41 31.70+6.98
0.5uM 72.30+10.98 24.26+1.97 12.71+4.10
1uM 57.49+17.79 14.06+4.11 8.89+2.56
3uM 35.81+12.47 9.75+1.88 6.84+1.34
5uM 26.82+6.91 6.84+0.55 4.34+0.47
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Sekil 3. Hiicre Serilerinin Farkli Dozlardaki Desitabin ile Muamelesi Sonucu Hiicre
Canliliklarinda Meydana Gelen Degisimin Rolatif Kat Artist Olarak
Gosterilmesi

CAPE ile 1 uM konsantrasyonda hiicre canliligi K562 hiicre serisinde
%87.03, HL60 hicre serisinde %65.98, NB4 hiicre serisinde %83.86 olarak tespit
edildi. 5 uM konsantrasyonda hiicre canliligi K562 hicre serisinde %65.41, HL60
hiicre serisinde %37.54, NB4 hiicre serisinde %32.01 idi. 10 uM konsantrasyonda
hiicre canliligi K562 hiicre serisinde %26.21, HL60 hiicre serisinde %11.14, NB4

hlcre serisinde %3.41 olarak saptandi. 20 UM konsantrasyonda hiicre canliligi K562
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hicre serisinde %14.97, HL60 hucre serisinde %4.13, NB4 hicre serisinde %1.89
olarak izlendi. 30 uM konsantrasyonda ise hiicre canliligt K562 hiicre serisinde
%3.90, HL60 hiicre serisinde %1.49, NB4 hiicre serisinde %0.82 olarak tespit edildi
(Tablo 11). Bu bulgular 1s138inda HL-60 ve NB-4 hiicre serileri icin hucrelerin
%350°den fazlasini 6ldiiren CAPE dozunun 5 pM oldugu tespit edildi. K562 hiicre
serisinde ise hiicrelerin %50’sinden daha fazlasin1 dldiirebilen CAPE dozunun bu
dozdan daha fazla miktarda (10uM’dan az, yaklasitk 7-8 uM; sekil 4) oldugu
belirlendi. Konvansiyonel tedavi ajanlari ile birlikte kombine kullanilacak olmasi
nedeniyle sadece CAPE ile tiim hiicreleri 6ldiirmeden ilag kombinasyonlarinin
etkinligini gorebilmek i¢cin CAPE miktarinin 5 uM konsantrasyonun yeterli olacagi

kabul edildi.

Tablo 11. Hucre Serilerinde Farkli Dozlarda CAPE Muamelesi ile Hiicre Canliliginda
Gozlenen Degisimin Yiizde Olarak Gosterilmesi

Hucre Hatlar1

CAPE Konsantrasyonu % Canlilik + SD
K562 HL60 NB4

0 uM 100+23.75 100+7.86 100+45.71
1uM 87.03£13.25 65.98+16.82 83.86x+19.01
5uM 65.41+10.45 37.54+4.87 32.01£0.79
10 uM 26.21+5.68 11.14+1.62 3.41+0.14
20 uMm 14.97+0.96 4.13+0.07 1.89+0.68
30 UM 3.90+0.19 1.49+0.23 0.82+0.08
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Sekil 4: Farkli Dozlarda CAPE’in Hiicre Canlilign Uzerine Etkisi
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4.2.  Direncli Hicre Serilerinde CAPE’in Birlikte Kullaniminin Hiicre

Canlih@ Uzerine Etkisinin Gosterilmesi

K562 hicre serisi 1 uM desitabin, 1 pM azasitidin, 5 pM CAPE ve
desitabin+CAPE ve azasitidin+CAPE kombinasyonu ile 4 giin sureyle muamele
edildi. 4. giiniin sonunda K562 hiicre serisinde hiicre canliligt CAPE ile %47.88,
azasitidin ile %39.23, desitabin ile ise %60.65 olarak bulundu. Azasitidin ile CAPE
kombine kullanildiginda hiicre canliliginda degisme olmadig1 (yaklasik %39),
desitabin ve CAPE kombine uygulandiginda ise hiicre canliliginin %23.99’a
geriledigi tespit edildi (Tablo 12). Desitabin ile CAPE’in kombine kullaniminin
sadece desitabin kullanimi ile karsilastirildiginda hiicreleri daha fazla 6ldiirdigi ve

bu bulgunun istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi (p<0.05) (Sekil 5).

Tablo 12. Sitozin Niikleozid Analoglar1 ile CAPE’in Birlikte Kullaniminin Hiicre
Canlilig1 Uzerine Etkisi

K562 Hiicre Hatt1

% Canlilik + SD
RPMI 103.07£5.74
CAPE (5 uM) 47.88+3.29
Azasitidin (1 pM) 39.23+14.46
Azasitidin + CAPE 38.99+7.69
Desitabin (1 pM) 60.65+1.20%
Desitabin + CAPE 23.99+3.44

a-b: p<0.05
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Sekil 5. Azasitidin ve Desitabine Karsi Direncli Bulunan K562 Hucre Serisinde
CAPE Muamelesi ile Ila¢ Direnglerindeki Degisimin Gosterilmesi

Ara-C’ye direncli her (g hiicre serisi, 5 nM ara-C ve 5 uM CAPE ile 4 gin
stireyle inkibe edildi ve 4. giiniin sonunda hiicre canlilik testi yapildi. K562 hiicre
serisinde ara-C ile hiicre canliligi %66.30 iken, CAPE muamelesi ile %27.44 olarak
bulundu. Ara-C ve CAPE kombine uygulandiginda ise hiicre canliligi %16.88 olarak
tespit edildi (Tablo 13). Bu bulgu K562 hiicre serisinde tek basina ara-C muamelesi
ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.01) (Sekil 6).
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Sekil 6. K562 Hiucre Serisinde Ara-C ve CAPE’in Kombine Kullaniminin Hiicre
Canlilig1 Uzerine EtKisi
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Ara-C’ye direngli oldugu tespit edilen bir bagka hiicre serisi HL60 serisinde
tek basina ara-C ile canlilik %83.24 iken, tek basina CAPE ile %23.91 olarak
bulundu. Ara-C ve CAPE kombine uygulandiginda ise hiicre canliligi %10.05 olarak
tespit edildi (Tablo 13). Bu bulgu HL60 hiicre serisinde tek basina ara-C uygulamasi
ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.001) (Sekil 7).

HL60
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RPMI Ara-C CAPE Ara-C+CAPE
c-d: p<0,001

Sekil 7. HL-60 Hucre Serisinde Ara-C ve CAPE’in Kombine Kullaniminin Hiicre
Canlilig1 Uzerine Etkisi

Ara-C’ye direncli bulunan bir diger hiicre serisi NB4 serisinde tek basina ara-
C muamelesi ile hiicre canliliginda azalma izlenmezken, tek basina CAPE muamelesi
ile hiicre canlilig1 %76.28 olarak bulundu. Ara-C ve CAPE kombine uygulamasinda
ise hicre canliligi %42.72 olarak tespit edildi (Tablo 13). Bu bulgu NB4 hiicre
serisinde tek basina ara-C ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulundu (
p<0.05; Sekil 8).
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Sekil 8. NB-4 Hucre Serisinde Ara-C ve CAPE’in Kombine Kullaniminin Hiicre
Canlilig1 Uzerine EtKisi

Tablo 13. Hucre Serilerinde CAPE ve Ara-C Birlikteliginde Hiicre Canliliginda
Meydana Gelen Degisimin Yiizde Olarak Gosterilmesi

Hiicre Hatlar1

% Canlilik + SD
K562 HL60 NB4
RPMI 101.15+4.51 100.00+10.16 100.04+18.73
Ara-C (25 nM) 66.30+1.27° 83.24+13.09° 122.25+31.7°
CAPE (5 pM) 27.44+2 54 23.91+1.52 76.28+5.18
Ara-C+CAPE 16.88+3.62" 10.05+1.55" 42.7245,05"

a-b, c-d: p<0.001; e-f: p<0.05
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5. TARTISMA

Farklilagma ozelliklerini kaybetmis, genetik veya epigenetik degisikliklere
sahip olan blastik hiicrelerin kan, kemik iligi ve diger dokularda birikimi ile
karakterize hematolojik bir malignensi olan AML’de tedaviye ragmen geng eriskin
hastalarin yaklasik %30’unda, yasghi hastalarin %50’sinde tedaviye yanitsizlik
mevcuttur (1, 2). Goldie JH. ve arkadaslari AML’li hastalarda direngli hiicrelerin
tanidan itibaren varoldugunu, tedaviye duyarli hiicrelerin ortadan kalkmasiyla
cogaldiklarin1 ve baskin hale geldiklerini gostermislerdir (116). Hastalarin tedaviye
yanitsizlik oranin1 veya yeterli olmayan yanitin1 etkileyen hasta ve hastalik iligkili
bircok faktor olmakla birlikte kullanilan ilaglara karsi direng varhi@ tedavi
basarisizligini etkileyen en onemli faktorlerden birisidir (3, 117).

Deoksisitidin analogu sitarabin (ara-C; 1-fB-D-arabinofuranosilsitosinin) AML
tedavisinde en sik kullanilan ilaglardan birisi olup, DNA polimerazi inhibe ederek
veya yeni sentezlenmis DNA’ya baglandiktan sonra zincirin uzamasini sonlandirarak
etki gostermektedir (118). Ara-C'ye karsi direncin en sik sebebinin molekiiliin
intraselltler aktif metaboliti olan ara-CTP (ara-C-trifosfat) miktarin1 azaltan
faktorlerin oldugu belirtilmesine ragmen, bu durum direng gelisim mekanizmasini
tam olarak agiklayamamaktadir. Nitekim, yapilan bir calisgmada HL-60 ve K562
hiicre serilerinin de i¢inde bulundugu bes farkli hiicre dizisinde ara-C direncli
subklonlar tespit edilmis ve bunlarda ara-C membran transport kapasitesi, ara-C'nin
fosforile edilmesinde hiz kisitlayici enzim olan deoksisitidin kinaz (DCK) ve
defosforilasyonda gorevli enzim sitozolik nikleotidaz-11 (CN-II) aktivitesinde
degisiklikler gézlenmistir (119). Sonug olarak, ara-C’nin l6semi hicresine girmesini
saglayan membran transportu hENTZL1’in (Human equilibrative nucleoside
transporter-1) ve DCK aktivitesinin azalmasi, artmig CN-II aktivitesi ara-C’ye direng
gelisiminden sorumlu olan faktdrler olarak tanimlanmislardir.

Son yillarda sitozin niikleotid analoglar1 azasitidin ve desitabin AML
tedavisinde kullanilmaya baslanmis ve 6zellikle yogun tedavi alamayacak hastalarda
mortalite ve morbiditeyi azaltabilecegi  gosterilmistir.  Diisiik  dozlarda
uygulandiklarinda yeni sentezlenmis DNA ile birlestikten sonra DNA

metiltransferaz’a irreversibl baglanarak genomik DNA metilasyonunu azaltirlar.
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Azalan metilasyona bagli olarak inaktif olan tiimor siipresOr genlerin aktivasyonu bu
ilaglarin etkisinde 6nemli rol oynarlar (120-122).

Biz de ¢alismamizda literatiirle uyumlu olarak K562, HL-60 ve NB-4 hiicre
serilerinin ara-C’ye kars1 direngli oldugunu saptadik. Ozellikle bcr/abl fiizyon geni
ekspresyonu olan K562 hiicre serilerinde bu durumun daha belirgin olmasi,
philadelphia kromozom anomalisi ile seyreden akut losemilerin yiksek tedavi
yantsizlik oranlar1 ile uyumlu idi. Yapilan bir ¢alismada da U937 (histiositik
lenfoma hiicre serisi) ve HL60 hiicre serilerinde ara-C ile 4 saat inkiibasyon sonrasi
apoptozise 0zgli morfolojik degisiklikler gozlenirken, K562 hiicre serilerinde bu
degisiklikler gbzlenmemistir (123).

Ara-C’ye benzer olarak K562 hiicre serisinin sitozin niikleotid analoglari
azasitidin ve desitabin’e karsi direncli olmasi bcr/abl fiizyon geni varliginin ilag
direncinde onemli rol oynadigimi gostermekteydi. Buna karsilik K562 hiicre
serisinden farkli olarak NB4 ve HLG0 hicre serilerinde azasitidin ve desitabin ile
hiicre canlilig1 azalirken, desitabinin bu etkiyi azatidine gére daha da diisiik dozlarda
sagladig1 gozlendi. Hollenbach PW. ve arkadaslar1 THP-1 (monositik 16semi hiicre
serisi) ve HL60 hiicre serilerinde desitabin ve azasitidin aktivitelerini
karsilastirdiklart bir calismada her iki ilacin DNMT-1 deplesyonuna neden oldugunu,
DNA hipometilasyonu ve DNA hasar indiiksiyonu yaptigini ve bu etkileri desitabinin
azasitidinden 2-10 kat daha az konsantrasyonlarda gerceklestirdigini gézlemisler ve
azasitidinin 1 puM {izeri konsantrasyonlarda hiicre canliligi {izerinde desitabinden
daha etkin oldugunu, total protein sentezinin yalnizca azasitidin ile azaldigini,
azasitidinin tiim hiicre siklusu fazlarini1 azaltirken, desitabinin G2-M geg¢isinde artigsa
neden oldugunu ve bu farkli etkilerin azasitidinin RNA inkorporasyonuna bagl
olabilecegini belirtmislerdir (124).

K562, HL60 ve NB4 hiicre serilerine anti-kanser etkileri {izerine ¢aligmalari
devam etmekte olan dogal bir bilesik propolisin etken maddelerinden olan CAPE
ilave edildiginde, HL60 ve NB4 hiicre serilerinde (5 pM) K562 hiicre serisine (7-8
MM) gore daha diisiik konsantrasyonda olmak iizere her ii¢ hiicre serisinin canlilik
oranlarinda azalma saptandi. Ara-C, desitabin ve azasitidin yanitsiz K562 hucre
serilerinde daha yiiksek dozlarda da olsa CAPE ile canliligin azalmasi bize CAPE’in

direncli hiicre serilerinde de farkli mekanizmalarla etkili olabilecegini
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gOstermekteydi. Yapilan c¢alismalarda farkli hiicre serilerinde CAPE’in 1C50
dozunun C6 gliom hicrelerinde 50 uM, MCF-7 meme kanseri ve MDA-MB-435
melanom hiicre serisinde 5,95 uM, J774 makrofaj hiicre serisinde 1,5 uM, CCRF-
CEM insan T-hucreli ALL hiicre serisinde 1 uM olarak bulunmasi, CAPE’in birden
cok yolagi etkileyebildigini desteklemekteydi (125-128).

Calismamizda ara-C, desitabin ve azasitidin direngli K562, ara-C direngli
HL60 ve NB4 hiicre serilerinde ara-C, desitabin ve azasitidin ile CAPE birlikte
kullannominda K562 hicre serisinde azasitidin hari¢ diger tim hicre serilerinde
ilaglara karst mevcut olan direncin diizeldigi gozlendi. Literatiire bakildiginda
oncesinde CAPE ile ara-C, desitabin ve azasitidinin birlikte kullanildigi ¢alisma
bulunmamaktadir. Ara-C, desitabin ve azasitidin direncli hiicre serilerinde CAPE ile
etkinligin artmas1 bize, farkli etki mekanizmalarinin sinerjik etkisi veya mevcut etki
mekanizmasindaki direncin ortadan kaldirilmas: ile iligkili oldugunu gostermekteydi.
Chen YJ. ve arkadaglarinin HL-60 hiicre serilerinde CAPE ile indiiklenmis apoptozis
mekanizmasini agiklamak amaciyla yaptiklar1 ¢alismada CAPE’in 16semi hiicresine
hizla girdigini, konsantrasyon ve zaman bagimli olarak biiyiimelerini inhibe ettigini
gostermisler ve ayn1 zamanda CAPE’in karakteristik DNA fragmantasyonunu ve bu
hiicrelerde ~ apoptozisin  tipik  morfolojik  degisikliklerini  indiikledigini
tanimlamiglardir. Sonug olarak CAPE’in potent bir apoptozis indlkleyici bir ajan
oldugu; aktivitesini bcl-2 down-regulasyonu, bax up-regilasyonu ve kaspaz-3
aktivasyonuna neden olarak gosterdigi belirtilmistir (8). CAPE’in anti-oksidan
etkileri ile apoptozis arasindaki iligkiyi arastiran bir calismada da CAPE’in
glutatyonu azaltarak biylmeyi inhibe ettigi ve bu inhibisyonun N-asetil sistein
muamelesi ile azaldig1 gosterilmistir (9). Mediillablastom hiicre serilerinde yapilan
bir baska c¢alismada da CAPE’in daha Once bahsedilen etkilerine ek olarak
genotoksik ajanlara karsi hiicresel savunmada 6nemli bir rol oynayan NF-xB
(nukleer faktor kappa B) inhibisyonu ile de sitotoksik etkilerini gosterdigi
belirtilmistir (106). Mekanizmasi tam agiklanamamis olsa da CAPE’in kemoterapi ve
radyoterapiye karsi hassasiyeti artirarak tedavi etkinligini artirdigi da bildirilmis
olup, yapilan bir bagka ¢alismada 16semi hiicreleri tarafindan da eksprese edilen
ABC tastyicilar gen ailesine ait Multiple Drug Resistance (MDR1) ekspresyonunun,
MDA-231 meme kanseri hiicre hattinda CAPE tarafindan baskilanabildigi
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gozlenmistir (105-108). Aym1 zamanda yapilan ¢aligmalarda myeloblastik 16semi
hlcrelerinin glutatyon sentetaz enzim aktivitesinde artis sonucunda apoptozisten
korundugu, kemoterap6tik ajanlar tarafindan olusturulan oksidatif strese karsi direng
kazandig1 belirtilmistir (3, 129). Desitabinin HL-60 ve U937 histiositik lenfoma
hicre serilerinde apoptotik ve antiproliferatif etkilerinin arastirildigi bir ¢aligmada
antiproliferatif etkilerinin intraselliiler reaktif oksijen {irlinleri iiretimine bagli oldugu
ve bu etkinin N-asetil sistein ile engelenebildigi gosterilmistir (130). Tum bu
calismalar CAPE’in apoptotik, anti-oksidan ve MDR gen Uzerinden sinerjik etki ile
ila¢c direncinde etkin olabilecegini gostermekte olup, calismamizdan elde edilen
sonuglar CAPE’in ila¢ direncini ortadan kaldirmada bu yolaklar1 kullandigini telkin
etmekteydi.

K562 hiicre serisinde CAPE ile desitabin direnci duzelirken, azasitidin
direncinin diizelmemesi bize sitozin niikleozid analoglarinin birbirleri ile ayni
olmayan etki mekanizmasina sahip olduklarini, antineoplastik aktivitelerinin hiicresel
temelinin muhtemelen DNA hipometilasyonu ile siirli olmadigimi géstermekteydi.
Yapilan c¢alismalarda da desitabin ile ara-C’nin benzer yapilara ve metabolik
yolaklara sahip oldugu, hucre iginde her ikisinin de hiz smirlayici enzim
deoksisitidin kinaz tarafindan monofosfat forma fosforile edildigi ve sonra da diger
hiicresel kinazlar tarafindan difosfat ve trifosfat formlarina doniistiirildigi
gozlenmistir (131). Azasitidine kars1 gelisen direng mekanizmalarini agiklamak igin
yapilan bir c¢alismada ise direncin G2-M kontrol noktasinin  yeniden
olusturulmasindan ve aktivasyon yolaginda hiz kisitlayict enzim olan UCK-2 (liridin
sitidin kinaz 2)’deki nokta mutasyonun varligindan kaynaklandigi belirtilmistir
(132). Desitabin ve ara-C’nin ayn1 metabolik yolaklar tizerinden aktif metabolitlerine
dontlismesi Ve ilaglara kars1 direncin ber/abl fiizyon geni ekspresyonuna bagli olarak
tirozin kinaz aktivitesinin artmis oldugu K562 hiicre serisinde daha belirgin olmast,
CAPE’in bu ilaglara karsi gelisen direnci kinaz inhibisyonu ve membran
transportuna etkiyle diizeltebilecegini diisiindiirmekteydi.

Sonu¢ olarak, CAPE’in K562, HL-60 ve NB-4 hiicre serilerinde hicre
cogalmasimi engelledigi, ilag direncini diizelttigi, kemoterapi ilaclariyla birlikte
kullaniminin etkinligi arttirabilecegi ve elde edilen sonuglarin ileri aragtirmalarla

desteklenmesi gerektigi kanaatine varildi.
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6. SONUC

Propolisin etken maddesi olan CAPE’in HL60, K562 ve NB4 lésemi hiicre

serilerindeki ilag direnci iizerine etkilerinin arastirildigi bu ¢alismada;

Hiicre canlilik oranmi ara-C ile K562 ve NB4 hiicre serilerinde 100 nM
konsantrasyonda sirasiyla %76.40 ve %81.6, HL60 hiicre serisinde 50 nM
konsantrasyonda %357.39 olarak saptanmis olup, K562 hiicre serisinde
daha belirgin olmak zere (¢ hicre serisi de ara-C’ye kars1 direngli idi.
Azasitidin ile 1 pM konsantrasyonda HL60 ve NB4 hiicre serilerinde
hiicre canlilik orani sirasiyla %49.29 ve %29.2, aym1 konsantrasyonda
K562 hiicre serisinde canlilik orani ise %77.01 olarak tespit edildi.
Azasitidin HL60 ve NB4 hiicre serilerinde etkin iken, K562 hucre serisi
azasitidin direncli bulundu.

Desitabin ile 0.5 pM konsantrasyonda HL60 ve NB4 hicre serilerinde
hiicre canlilik oranmi sirasiyla %24.26 ve %12.71, ayn1 konsantrasyonda
K562 hiicre serisinde canlilik %72.30 olarak tespit edilmis olup,
azasitidine benzer olarak K562 hicre serisinin desitabine direngli oldugu
go6zlendi.

K562, HL60 ve NB4 hiicre serileri CAPE ile muamele edildiginde 5 uM
konsantrasyonda hiicre canliligi K562 hiicre serisinde %65.41, HL60 hiicre
serisinde %37.54 ve NB4 huicre serisinde %32.51 olarak tespit edildi.

Her ¢ ilaca da direngli oldugu saptanan K562 hiicre serisinde, hiicre
canlilik oranlarmin desitabin ve CAPE birlikte kullaniminda %60.65’ten
%23.99’a geriledigi ve bu bulgunun istatistiksel olarak anlamli oldugu
saptand1 (p<0.05). Ancak azasitidin ile benzer bulgu izlenmedi.

Ara-C’ye kars1 direngli bulunan K562, HL60 ve NB4 hiicre serilerine ara-
C ve CAPE birlikte uygulandiginda, K562 hiicre serisinde hiicre canliligi
%66.30’dan %16.88’e, HL60 hiicre serisinde %83.24’ten %10.05’e ve
NB4 hucre serisinde ise ara-C ile canlilik oraninda azalma saptanmaz iken,
birlikte kullanim ile canlilik oraninin %42.72’ye geriledigi gozlendi ve

bulgular istatistiksel olarak anlamli idi (p<<0.001) (p<0.05).
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