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OZET

Ahmet, O. Steroid’in HL-60 (insan akut miyeloid l6semi) hiicre hattinda
apoptoz ve farklilasma iizerindeki etkisi. Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri
Enstitiisii Tibbi Biyoloji Programm Doktora Tezi, Ankara 2005. Akut miyeloid
16semi (AML), kemik iligindeki normal hiicrelerin azalmasiyla tanman 16semi
tipidir. Hem c¢ocuk hem de erigkinlerde goriilebilen AML, ¢ocukluk c¢agi
l6semilerinin %15’ini olusturur. Bu olgularin %25-30’u 10-15 yas arasindaki
cocuklardir. AML, French-American-British (FAB) siniflandirmasina gore sekiz alt
grupta (M0-M7) siniflandirilmaktadir. AML’nin olusumunda apoptoz ve farklilasma
mekanizmalarindaki bozukluklar O6nemli yer tutmaktadir. Tedaviye yonelik
calismalarda, all-trans retinoik asit (ATRA), vitamin-D tiirevleri, histon deasetilaz
(HDAC) inhibitorleri, arsenik tri-oksit (ATO) ve steroid tiirevleri gibi ajanlar ¢ok sik
kullanilmaktadir. ATRA, AML’nin M3 alt grubuna 6zel bir farklilasma yaratirken,
vitamin-D ve ATO monositik farklilagma yaratmaktadir. HDAC inhibitorleri ise
farklilagma tedavilerinde son yillarda kullanilmaya baslanmis ve c¢aligmalar devam
etmektedir. Ancak, kesin bir tedavi heniiz netlik kazanmamistir. Bu ¢alismada, bir
steroid tiirevi olan 60-metilprednizolonun, HL-60 (insan akut myeloid 16semi)
hiicrelerindeki apoptotik ve farklilasma etkileri arastirildi. HL-60 hiicrelerine
sitotoksisite ve apoptozu gostermek icin 12, 24 ve 48 saat siirelerde 10 M, 5x10* M
ve 10~ M derisimlerde 6a-metilprednizolon uygulandi. inkiibasyon sonucu sayim ve
akim sitometrik incelemelerde, 10> M derisimde uygulanan metilprednizolonun 48.
saatte sitotoksik etkili, 5x10™* M derisimdeki metilprednizolonun ise 24. saatte erken
apoptozu uyardigr ve 48. saatte ge¢ apoptozu uyardigi bulundu. Daha sonra
farklilagsmanin gosterilebilmesi i¢in hiicreler 48, 72 ve 96 saat siirelerde 10° M, 107
M ve 10* M 6o-metilprednizolon ile inkiibe edildiler. inkiibasyonun ardindan
monositik, graniilositik ve makrofaj yiizey belirleyicilerinden CD14, CD11-b ve
CD15 ile boyanip akim sitometrede incelendiler. inceleme sonucunda 10° M ve 107
M derisimdeki 6a-metilprednizolonun 72. ve 96. saatlerde graniilositik farklilagmay1
uyardigr ancak uygulanan biitiin derisimlerin bu saatler i¢inde monositik bir
farklilasma olusturmadigi gozlenmistir. Sonug¢ olarak, 6a-metilprednizolonun
sitotoksisite, apoptoz ve graniilositik farklilasma iizerindeki etkileri istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur. Monositik ve makrofaj farklilagsmasinin gosterilebilmesi
icin HL-60 hiicrelerine metilprednizolonun vitamin-D veya retinoik asit gibi bir
ajanla verilmesi sinerjistik etki yapabilir. Bulunan bu sonuglar, gelecekte yapilacak
in-vitro apoptoz ve farklilasma caligmalar1 i¢in bir temel olusturacaktir. Gelecek
calismalarda, AML’nin diger alt gruplarindan olan K562 (eritrolosemik hiicre hatti),
NB4 (APL hiicre hatt1), U937 (miyelomonositik hiicre hatt1) ve Kasumi-1 (AML-M2
hiicre hatt1) gibi Onemli hiicrelerde metilprednizolonun apoptoz, farklilagma,
cogalma ve sinyal iletimi lizerine etkilerinin mikroarray ¢aligsmalari ile incelenmesi
yeni tedavi ¢calismalarin1 daha da hizlandirip, zaman kazanimi saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: Akut miyeloid l6semi, metilprenizolon, sitotoksisite, apoptoz,
farklilagma tedavisi, akim sitometre.

Destekleyen Kurum:TUBITAK; SBAG-2515 (101S215)



vil

ABSTRACT

Ahmet, O. The Effect of steroid on the apoptosis and differentiation in HL-60
(human acute myeloid leukemia) cell line. Hacettepe University Institute of
Health Sciences, Ph.D. Thesis in the programme of Medical Biology, Ankara,
2005. Acute myeloid leukemia (AML) is a major type of leukemia which is known
about decreasing the normal cells in the bone marrow. It is seen in both children and
adult. AML is the 15% range in the childhood leukemia. The 25-30% of these cases
is among the children between 10-15 years old. AML is classified in eight subgroups
(M0-M7) as a French-American-British (FAB) classification. The defects on
apoptosis and differentiation mechanisms are play a major role in occuring AML. In
the therapy studies, all-trans retinoic acid (ATRA), vitamin-D analogs, histon
deacetylase (HDAC) inhibitors, arsenic tri-oxide (ATO) and steroid analogs are used
in frequent. ATRA causes a specific differentiation in AML-M3 sub-group. Vitamin-
D and ATO cause monositic differentiation in HL-60 cells. HDAC inhibitors is
currently used for AML therapy studies. But all of these agents are not satisfied for
the therapy studies yet. In the recent study, the effect of apoptosis and differentiation
of 6a-methylprednisolone, an analog of steroid, on HL-60 cells was investigated. For
this purpose, HL-60 cells were cultured with 10-10® M concentrations of 6a-
methylprednisolone for 12-48 hours. Cytotoxic effects of 6a-methylprednisolone in
these cells were analysed either tyripan blue dye exclusion method or annexin-V
FITC by flow cytometric method. The cytotoxic and late apoptotic effects of 6a-
methylprednisolone on HL-60 cells were observed at a concentration of 10° M and
5x10™ M in 48th hours respectively. The effect of early apoptosis were observed at a
concentration 5x10™ M in 24th and 48th hours. For differentiation assay, HL-60 cells
were treated with 6o-methylprednisolone at a concentration of 10°-10* M between
48-96 hours. Following incubation, cells were applied with CD14, CD11-b and
CD15 cell surface markers. After analysed by flow cytometry, CD11-b marker
expression was increased at a concentration 10° M and 10* M in 72th and 96th
hours. Never any significant change was observed on the expresion of CD14 marker
for these concentrations and times. But in the level of CD15 marker was observed a
slight changes. As a result of CDI11-b increasing, confirm that 6a-
methylprednisolone differentiate the HL-60 cells to granulocytic form. In order to
show synergistic changes on the expresion of monocytic and macrophage marker,
HL-60 cells could be applied with 6a-methylprednisolone and vitamin-D or ATRA
together. All of these data will be lead for the future works. In investigating of the
apoptotic, differentiation, proliferation and signal transduction effect of 6a-
methylprednisolone on other AML cells such as K562, NB4, U937 and Kasumi-1,
will be bring novel approach for the therapy.

Key Words: Acute myeloid leukemia, methyleprednisolone, cytotoxicity, apoptosis,
differentiation therapy, flow cytometry.

Supported by TUBITAK, SBAG-2515 (101S215)
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1. GIRIS

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Thsan Dogramaci Cocuk Hastanesi,
Pediatrik Hematoloji Unitesi’nde Akut Miyeloblastik Losemi (AML) tams1 alan
hastalara rutin tedavi baslangicinda bir steroid tiirevi olan Prednol-L (60-Metil
Prednisolon 21-Hemi-Siiksinat) yiiksek doz olarak kullanilmakta ve ¢ok iyi sonuglar
elde edilmektedir. Daha Once yapilan c¢aligmalarda Prednol-L’nin etkileri primer
blast hiicrelerinde gosterilmis olmasina karsin, hiicre kiiltiir ¢alismalar1 ile Metil
Prednizolon (MP)’un apoptoz ve farklilasma iizerindeki in vitro etkileri bu ¢alismada

gosterilmek istenmistir.

Bu calismada, AML hiicrelerinde degisik dozlardaki metilprednizolon’un
apoptoz ve farklilasma tizerindeki etkisi in-vitro yontemlerle test edilmistir.
AML’nin 6zdesi (counterpart) hiicre hatt1 olarak HL-60 hiicreleri kullanilmistir. HL-
60 hiicreleri, AML’nin M3 sinifinda yer alan Akut Promiyelositik Losemi (APL) tipi
hiicreler olmasi, hiicre kiiltiir caligmalarinda hizli cogalmasi ve deneysel hematoloji
calismalarinda ¢ok tercih edilen bir hiicre hattt olmasi nedeniyle in vitro ¢alismalar

i¢cin secilmistir.

Bu c¢alismada amag¢; MP’nin HL60 hiicrelerinde, sitotoksisite, apoptoz,
farklilasma tizerindeki in-vitro etkilerinin arastirilmasidir. Boylece bundan sonraki

in-vitro ¢alismalarda kullanilacak dozlar ve siireler belirlenmis olacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Losemi ve Tipleri

Kanser, hiicre 6liim programi bozulmus, kontrolsiiz boliinen hiicrelerin asir
cogalmasi1 sonucu olusan neoplastik bir hastaliktir. Kanser kelime anlami olarak
Yunancada “canceros” yani yenge¢ anlamindadir. Kanser olusumu, genetik
degisimleri, proto-onkogen aktivasyonunu, tiimor baskilayici gen inaktivasyonunu
iceren ¢oklu bir siirectir (1). Kanseri kotii huylu yapan iki 6zelligi vardir. Birincisi;
kanser hiicrelerinin komsu dokular1 isgal etmesi ve ikincisi; viicuttaki diger organlara

yayilmasidir ki en kotii olan1 da budur ve metastaz olarak adlandirilir.

Paleopatoloji bulgularina gore kanser ile ilgili ilk kanitlar tarih Oncesi
devirlere kadar dayanmaktadir. Giintimiizden 100.000.000 yil 6nce yasamis olan
dinazorlarin fosillerinde osteojenik sarkomalara rastlanmistir (2). Aymi sekilde
bunlardan birka¢ milyon yil sonra yagamis olan monosaruslarda osteomalara isaret
edilmektedir. Pleistosen’de yasayanlarin fosillerinde pelvik kemiklerinde de

osteosarkomlarin oldugu goézlenmistir (3).

Eski Misir papiriislerinde insan meme kanserlerine iligkin bilgiler vardir (4).
Bilim adamlar1 kanseri ilk kez 19. yiizyilda siniflamaya baglamislardir. Giiniimiizde,
enfeksiyonlar, kimyasal ve fiziksel ajanlar ve genetik yatkinlik insan kanserlerinin

onemli nedenleri arasinda yer almaktadir (4).

Losemi, Yunancada “Beyaz Kan” anlaminda kullanilan, 16kosit adi verilen
hiicrelerin kanseridir. Ayn1 zamanda bu olgunlagmamis sekilli kan hiicrelerinin kotii
huylu bir hastalig1 olarak da bilinir (5). Losemiler ya da kan kanserleri en sik goriilen
on tip kanser arasinda yer alir. Losemide, ¢ok sayida 16kosit kemik iligindeki kok
hiicrelerden yapilir, ancak olgunlasamazlar (Sekil 2.1) (6). Bu olgunlasamayan

hiicreler normal islevlerini goremezler. Kemik iliginde baslayan kanser, kana, lenf



nodlarina, dalaga, karacigere, merkezi sinir sistemine, testis ve diger organlara

yayilir (6,7).
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Sekil 2.1. Hematolojik Malignitelerin Patogenezi (6).

Losemiler kendi i¢inde akut (hizli ilerleyen) ve kronik (yavas ilerleyen)
olmak tizere iki ana sinifta incelenirler. Etkilenen 16kosit tipine gore ise miyeloid ve

lenfoid olarak da siniflandirilabilirler. Loseminin dort 6nemli tipi vardir (7).

1. Akut Lenfositik Losemi (ALL): En sik ¢ocukluk caginda goriilen 16semi
tipidir. 65 yasin lizerindeki eriskinleri de etkilemektedir.

2. Kronik Lenfositik Losemi (KLL): Genellikle 55 yas ve iizeri eriskinleri
etkiler. Zaman zaman gen¢ erigkinlerde de hastalik goriiliir. Cocukluk
caginda neredeyse hi¢ goriilmez.

3. Akut Miyelositik Losemi (AML): Hem ¢ocuklar hem de erigkinlerde goriiliir.
Bu 16semi tipi bazen akut non-lenfositik 16semi (ANLL) olarak da

adlandirilir. Sekiz farkl alt grubu (M0-M7) vardir.




4. Kronik Miyelositik Losemi (KML): Cogunlukla eriskinlerde goriilmesine

ragmen, nadir olarak ¢ocuklar1 da etkiler.

2.1.1. Loseminin Semptomlari ve Tanisi

Losemi durumunda, kemik iligi 16semik blastlar {irettiginden eritrosit,
trombosit, lokosit gibi saglikli kemik iligi elemanlar1 yeterince iiretilemez. Bu
ylizden anemiye bagli solukluk, zayiflik ve bitkinlik, trombositlerin azalmasiyla
(<50.000/ul) ciiriikkler ve kanamalar ortaya cikar. Blastlar islevsel olarak anormal

olduklarindan hastalar enfeksiyonlara agiktir (8).

Biitiin kan hiicreleri gibi l16semik hiicreler de viicutta dolasirlar. Lésemik
blastlarin sayisina ve bulundugu yere baglh olarak hastalar farkli belirtiler
gosterebilir. Akut l6semide, belirtiler hizli ve agirdir. Anormal hiicreler beyin
(Merkezi Sinir Sistemi) veya omurilikte toplanirsa hastalik bas agrisi, kusma,
konviizyon, kas kontroliiniin zayiflig1 ve kasilmalar ile, testislerde toplanirsa sigsme
ile kendini belli eder. Genel olarak 16semik hiicreler toplandiklar1 yere bagh olarak,
bulunduklar1 doku ve organlar etkilerler. Baz1 hastalarda, deri ve gozde sisme,
sindrim sistemi, solunum sistemi, bosaltim sistemi ve diger sistemlerde islev

bozukluklar1 goriilebilir. Ayrica trombositopeniye bagli kanamalar da olabilir (6-10).

Losemide yaygin goriilen semptomlar (10):
e Anemi sonucu olusan yorgunluk, uyusukluk ve solgunluk

e Lokosit islevlerinin bozulmasit sonucu olusan siklikla ve uzun siireli

tekrarlayan siddetli enfeksiyonlar
e Trombosit azalmasi sonucu kendiliginden kanama ve siklasan morarmalar
e Deri altinda olusan petesi olarak adlandirilan kirmizi noktalar
e Kanamali ve sismis dis etleri
e Gece terlemeleri

e Kemik ve eklem agrilari



e Istah ve kilo kayb1
e Sismis ve hassaslagsmis lenf bezleri
e Karaciger ve dalak biiyltimesi

Losemi tanisinda, mikroskobik inceleme en 6nemli yontemdir. Periferik kan
yaymasi l16semiyi belirleyebilir fakat tipini belirlemede yetersizdir. Kemik iligi
aspirasyon materyali yaymasi, akim sitometre ile immiinfenotipleme, detayl
sitokimyasal boyamalar ve mikroskobik inceleme, sitogenetik ve molekiiler analiz,

16semi tipini belirlemede etkin tan1 yontemleridir (8).

2.1.2. Loseminin Tedavisi

Loseminin tedavisi hastaligin siddetine, 16semik hiicrelerin 6zelliklerine, alt
tipine, daha Once alinan tedavilere, hastanin yasina, semptomlarina bagli olarak

degisiklik gosterir ve kompleks bir tedavi protokolii gerektirir (8-10).

Akut losemilerde kemoterapi ilk tedavi tercihidir ve hastanin durumuna bagl
olarak radyoterapi eklenebilir. Giiniimiizde AML vakalarinda remisyon indiiksiyonu

ve konsolidasyonu takiben hematopoetik kok hiicre nakli ile tedavi sans1 artmaktadir

(8-10).

Genel olarak ¢ocukluk donemi ALL’lerde uzun siireli iyilesme oran1 %70-80
iken, erigskin ALL’lerde bu oran ancak %40-45 dolayindadir. Eski yillarda
AML’lerde, uzun siireli yasam orani ise yaklagik %20 dir. Yiiksek doz kemoterapi,
kemik iligi transplantasyonu, uzun siireli yagam oranini en fazla %50-70’e ¢ikarsa da
ortalama %40-50 dolaylarinda bir iyilesme sansi vardir. KML’lerde, yalnizca
allojenik kemik iligi nakli ile iyilesme miimkiindiir. KLL’lerde ise, tam bir iyilesme

saglanamaz (8-10).

Kemoterapi, kanserli hiicrelerin biiylimesini ve bdliinmesini durduran

sitotoksik ilaclar ile yapilan bir tedavidir. Damar ve agiz yoluyla verildiklerinden



normal hiicrelerin biliyiimeleri ve boliinmeleri iizerinde de etkilidirler (8-10).
AML’de uygulanan tedavi protokolii ¢cok kisa bir siirede yiiksek dozda olmasina
ragmen ALL’de uzun siireli kemoterapi gerekir. Bircok kemoterapi protokoliinde,
remisyonun indiiklenmesini takiben konsolidasyon tedavileri ile anti-losemik yanit

giiclendirilmekte ve daha sonra idame tedavisi ile kemoterapi siirdiiriilmektedir.

2.2. Akut Miyeloblastik Losemi (AML)

Akut miyeloblastik 16semi (AML), dort énemli 16semi tipinden biri olup
kemik iligindeki normal hiicrelerin azalmasiyla taninir. Kemik iligindeki blast
hiicreleri % 30 oranini astiginda 16semi tanisi1 konulmaktadir ve hastaligin siddeti
blast orani ile dogru orantilidir. Hastalik tedavi edilmezse, taniy1 takiben birkag¢ hafta
ya da birka¢ ay i¢inde Sliimle sonuglanmaktadir. Bu ciddi 6liimciil hastaligin bir
cogu heniiz bilinmeyen nedenlerden kaynaklandigi, o6zellikle 1945°te Japonya’da
Hiroshima ve Nagasaki’ye atom bombasinin atilmasindan yillar sonra sayisal artis
gosterdigi gozlenmistir. Radyoterapi alan kanser hastalarinda da remisyondan yillar
sonra losemi gelismesi de, radyasyonun l6semi etiyolojisinde Onemli bir etken
oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Kimyasal ajanlardan benzen ve bazi anti-kanser ilaglari
da AML gelisiminde etkilidir. Viriislerin bazi hayvanlarda 16semiye yol agtig1 ve
ayrica bazi onkojenik viriislerin (Herpesvirus, Human T-cell Lymphoma Virus type-1
gibi) sitoplazmik kinazlar1 fosforile ederek STAT (Signal Transducer and Activation
of Transcription) sinyal yolu iizerinden onkojenik aktivasyon yolu ile, insan
hematopoetik hiicrelerinde farklilagmay1 engelleyerek AML’ye neden oldugunu

dogrulayan bilgiler mevcuttur (11-14).

AML c¢ocukluk cag1 16semilerinin yaklasik %15’ini olusturur. Bu olgularin
%25-30’u 10-15 yas arasindaki c¢ocuklardir. Ayrica, “Down Sendromu, Bloom
Sendromu, Ataxia Telengiectasia, Norofibromatosis, Klinefelter Sendromu, Turner
Sendromu ve Xeroderma Pigmentosum” gibi kromozomal bozukluklarla seyreden
hastaliklarda da AML riski yiiksektir. FAB (French American British Association)
siiflandirmasina gore AML M0-M7 olmak iizere sekiz alt grupta toplanir (14-17).



FAB Siniflandirmasina Gore AML:

MO: Akut miyeloblastik 16semi (minimal farklilagsmais)
M1: Akut miyeloblastik 16semi (farklilagsma yok)
M2: Akut miyeloblastik 16semi (farklilasma olusmus)
M3: Akut promiyelositik 16semi (2 alt tipi vardir)
APL : Hipergraniiler akut promiyelositik 16semi
APL-V (M3V) : Mikrograniiler akut promiyelositik 16semi
M4: Akut miyelomonositik 16semi
AML-MA4Eo : Artmis eozinofili ile seyreden AMMoL
MS5: Akut monositik 16semi
MSa : Akut monoblastik 16semi (hafif farklilagmis)
MS5b : Akut monositik 16semi (farklilagmis)
MG6: Eritroldsemi

M7: Akut megakaryoblastik 16semi

AML’de genetik bulgular, 6zellesmis alt tiplerinde goriilen kromozomal
degisikliklere dayanir. En ¢ok goriilen kromozomal degisiklikler, M3 tipi olan
promiyelositik losemi (PML)’ye 6zgii olan t(15;17) translokasyonu, M2 tipinde
goriilen t(8;21) translokasyonu, eozinofili ile karaterize M4 tipinde inv(16)
inversiyonu, M5a tipindeki t(8;16) translokasyonudur. Resiprokal translokasyonlar
sonucu olusan kirilma noktalarinin analizinde yeni fiizyon gen transkript {iriinlerinin

varlig1 ortaya ¢ikarilmistir(7).

AML nin en belirgin molekiiler mekanizmalar1 arasinda DNA aktivasyonunu
etkileyen 6zel mutasyonlar ve gen amplifikasyonlar1 yer almaktadir. Hematopoetik
hiicrelerde, boliinme, 6liim, farklilasma, hiicre dongiisii kontrol noktalar1 ve tamir
gibi kompleks sistemlerdeki dengeler bozulunca AML ortaya ¢ikmaktadir. Ozellikle
farklilagmada kritik 6neme sahip AML-1 ve c-myc gibi genler bu mekanizmalar ile

etkilenmektedir (6-7, 10, 16-17).



AML o6nciisii olan, miyeloproliferatif bozukluklarda ya da miyelodisplastik
sendrom (MDS)’da etkili olan trizomi 8, tipik bir translokasyon yada inversiyonla
olusur. Trizomi 8 apoptozu diizenleyen genlerin ekspresyonunu azaltmakta, 16semik
kemik iliginde yapisal (konstitiisyonel) mozaisizm meydana getirmektedir. Trizomik
klonlar malign populasyonlarin ¢ogalmasina yol agmaktadir. AML alt gruplarinda

tetrozomi 8 ile iliskili ilk basamak trizomi 8 dir (18).

Losemilerde yapilan molekiiler calismalar, nadir olmasina karsin AML’lerde
bir kromozomal boélgenin {i¢ ve daha fazla kopyasinin olabilecegini ortaya
cikarmistir. Bu bolgeler, 16komojenik etkisi giiclii onkogenlerin aktivasyonuyla
artmaktadir. En ¢ok “homogeneously staining region” (hsr) ve “double minutes”
(dmin) olarak adlandirilan ekstrakromozomal elementlerin bulundugu boélgelerde
amplifikasyonlar gozlenir. Kromozomal bantlarda iki amplikon (8q24 ve 11q23)
gosterilmistir. Bunlar, c-myc onkogenini bulunduran 8q24’de Dmin ve 1123

bolgesinde ise MLL geni amplifikasyonlaridir (18).

FLT3 (fms-like tyrosine) reseptor geni internal tandem duplikasyonlar: (ITD)
ve mutasyonlart AML’de en sik goriilen molekiiler degisikliklerdir (19-22). AML’li
hastalarin %20’sinde FLT3 geninin internal tandem duplikasyonu bulunmakta ve

kotii prognoza isaret etmektedir (23-26).

Yaklagik her ii¢ AML hastasinin ikisinde KIT geni mutant olarak
bulunmaktadir. AML hastalarinin 1/3’iinde ise cesitli tipte delesyon ve insersiyon

mutasyonlart bildirilmistir (27).

AML hastalarinin %15’ inde WT-1 (Willms’ Tumor-1)’in kotii prognozla
iligkili mutasyonlart bulunur. Bu mutasyonlar siklikla heterozigot yapidadir ve

WT1’in DNA’ya baglanmasini engelleyerek genin normal aktivitesini baskilar (28).

CEBP-A geni, CCAAT/ enhancer binding protein-a (C/EBPa)’y1 kodlar ve

timor baskilayict ve proliferasyon inhibitdr olarak bilinen bir transkripsiyon



faktoriidiir (28-29). Hematopoetik hiicrelerin farklilagsmasi sirasinda artig gosterir
fakat AMLI1-ETO ya da BCR-ABL translokasyonlari durumunda bu genin
ekspresyonu azalir. AML vakalarinin %7’sinde bu gende mutasyon bulunmaktadir
ve karyotipik anomalilere neden olur. CEBP-A ekspresyonunda azalmaya neden olan

AMLI1-ETO translokasyonlu vakalarda bu gende mutasyon saptanmamustir (30).

AMLYT’in RunX bolgesinde bulunan yanlis anlamli bir mutasyondan dolay1
DNA baglanma ve transaktivasyonun engellenmesi sonucu, AML-M, fenotipi
gbzlenmektedir. Bu mutasyon sonucu, olgunlasmadan sonlanmig proteinler inaktif

hale gelir (31-35).

Bazi genetik hastaliklarda AML ve Miyelo Displastik Sendrom (MDS)’a
yatkinlik sdézkonusudur. Ornegin, Down sendromlular, monozomi-7’li Fanconi

anemi hastalari, 1(7q)’lu Scwachman sendromlular bu grupta sayilabilir (10).

2.3. Steroidin Mekanizmasi ve Uygulamalari

Steroid kolesterol kokenli bir hormondur. Bu smif igerisinde pregnenolon,
progesteron, aldosteron, testosteron, estradiol, kortizol gibi 6zellikle memeliler i¢in

onemli tiirevleri bulundurur (36).

Steroid reseptorleri hiicre zari, sitoplazma ve ¢ekirdekte bulunurlar.
Cogunlukla ¢ekirdekte bulunan reseptorler, c¢ekirdek i¢i reseptorler alt
siifindandirlar. Steroidin bilinen mekanizmasi g¢ekirdek ici sinyal olarak gorev
yapmast ve gen ekspresyonunu saglamasidir. Steroid hormon yoklugunda,
reseptorler bir kompleks iginde birbirlerine yapisirlar. Bu yapiya “aporeseptor
kompleks” denir ve ayn1 zamanda bu kompleks “Heat shock protein” (Hsp) olarak
bilinen saperone proteinlerini de igerir. Hsp’ler, proteinlerin katlanmasina yardimci
olarak, reseptoriin aktivitesi i¢in gereklidirler. Proteinlerin sinyal dizisi gelen sinyali
cekirdek icerisine gonderir. Steroid reseptorleri, translokasyon domainleri

kayboldugunda gen ekspresyonu iizerinde baskilayict bir etkiye sahip oldugundan
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transkripsiyon aktive olamaz. Steroid reseptor aktivitesi, N-terminal uglarindaki serin
rezidiilerinin fosforlanmasi ile artar (diger sinyal iletim yollarinin 6rnegin, biiylime

faktorlerinin sonucu olarak). Bu davranis “crosstalk” olarak adlandirilir (37).

1984 yilina kadar steroid hormon reseptorlerinin yalnizca sitoplazmada
oldugu diisiiniiliiyordu ve “Iki Adim” hipotezi gegerliydi (38). Schrader ve dig.(39),
steroid hormonlarina ait reseptorlerin ¢ekirdekte olduklarini ortaya koymustur. Bu
reseptorler, hormona bagli olmadiklar1 zaman, ¢ekirdekteki bilesenlerine diisiik bir
ilgiyle bagli durumda bulunmaktadir. Hormonla baglandiginda ise, bu ilgi artmakta
ve kromatin {izerindeki O6zel bolgeler etkilenerek histon asetilasyonu
gerceklesmektedir. Boylece DNA aktivasyonu (gen ekspresyonu) saglanmaktadir.
Sonugta yeni proteinler sentezlenmekte ve bunlar da hormona 06zgiil hiicresel
tepkileri olusturmaktadir (39). Steroid ve tiroid hormon reseptdrlerinin yapilari
benzerdir. Bundan dolay1 bu reseptorler ortak bir reseptor ailesine aittir (40). Her iki
reseptoriin de bir hormon baglanma ve bir DNA baglanma bdlgeleri vardir. Hormon-
reseptor kompleksi, hedef DNA {izerinde 6zgiil motif bulunduran promoter olarak
adlandirilan hormona duyarli bolgeye baglandiginda, gen ekspresyonunun

aktivasyonu saglanir (39-40).

Steroid hormon reseptdrlerinin DNA’ya baglanan bolgeleri sisteince zengin,
“Cinko-Parmak” yapisindadir. Bdlgede iki yerde sisteinler, ¢inko atomuna
tetrahedral bigimde baglanarak “parmak”™ olarak adlandirilan iki ¢ikint1 olustururlar.
Bu ¢ikintilardan birincisi daha hidrofilik olup, az sayida bazik amino asit igerir.
Ikinci ¢ikint1 ise, oldukga baziktir ve ¢ok sayida lizin ve arjinin amino asiti tasir. Bu
bolgelerin yapisi bozulacak olursa reseptor DNA’ya baglanamaz. DNA’ya baglanan
bolgenin bdylesine korunmus olmasina karsin, amino ucu degistirilmis olan mutant

reseptorler hormonu baglayabilseler bile normal aktivite gosteremezler (39-40).

Steroid fonksiyonlar1 hiicre zari, sitoplazma ve ¢ekirdek olacak sekilde ii¢
farkli hiicresel diizeyde etki gostermektedir (Sekil 2.2). Membran hedefli steroid

reseptorleri, ¢ekirdek reseptdor benzeri olup buna karsin klasik steroid
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reseptorlerinden farkli olarak ligand ve voltaj aktive edici iyon kanallarinda bulunan
reseptorlerdir. Bu reseptorlerin aktivasyonu ile sinyal tetiklenerek farkli protein
kinazlarin  aktivasyonu  saglanmaktadir.  Sitoplazma  hedefli  reseptorler
“translocating” reseptorlerdir ve bunlar Src-PI3K-Akt/Src-Ras-ERK sinyal iletim
yollarinin aktivasyonunda onemlidirler. Cekirdek reseptorleri ise, DNA {izerindeki
“hormone response elements” (HRE) ya da transkripsiyon faktorleri ile kompleks

olusturarak dogrudan gen ekspresyonu iizerinde etkili olurlar (41).
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Sekil 2.2. Steroidlerin hiicresel diizeydeki islevleri (41).

Hacettepe Universitesi Pediatrik Hematoloji Unitesi’nde, 1988 yilindan beri
devam eden klinik caligmalarda yiiksek doz metilprednizolon (20-30 mg/kg/giin)
tedavisinin Onemli antilosemik etkisi yaninda, APL (M3) ve diger AML alt
gruplarinda (AML-M1, -M2, -M4, -M6 ve -M7) losemik hiicreyi in vivo olarak
farklilastirdig1 ve apoptotik hiicre O6liimiine neden oldugu gosterilmistir (42-50).
Ayrica yiiksek doz steroid, CD34+ hiicre artisin1 da uyarmaktadir (51-53). Bundan
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baska yiiksek doz steroidin, AML kemoterapi protokollerine ilavesi ile AML’li
cocuklarin remisyona giris yiizdesi arttigi gibi remisyonda kalis siirelerinin uzadigi

da rapor edilmistir (46, 53-54).

Metilprednizolon (MP)’un, in-vitro diisiik (10° M) ve yiiksek (107 M)
derisimlerinde insan miyeloid 16semi hiicrelerinde farklilasma ve apoptotik hiicre
Slimiine yol actig1 gosterilmistir (55). Ancak yiiksek doz MP (10™ M)’nin, in-vitro
calismalarda daha fazla farklilagma ve apoptotik hiicreye neden oldugunun

gosterilmesi yiiksek dozun klinik etkisine isaret etmektedir (55).

Steroid disinda uygulanan klinik ¢alismalarda ise, ATRA (56-62), ATO (63-
64), Vitamin-D;3 (65-68), Vincristin (69), Pycnogenol (70), 5’-aza cytidine(71-72) ve
HDAC inhibitorleri (73-74) bildirilmektedir.

2.4. Apoptoz

**99 ¢

Yunancada “yaprak dokiimii”, “ayri diisme” ya da “sonbahar” gibi anlamlara
gelen apoptoz ile ilgili ilk bilgiler, Kerr tarafindan 1971°de Journal of Pathology’de
Shrinkage Necrosis baslikli makalesiyle saglanmigtir (75). Yasayan her hiicre yagam
ve Oliim i¢in programlanmistir. Bu olay genetik bir program icinde isler. Yaslanan,
islevlerini yitiren, gelismesi bozulan, fazla iiretilen ve DNA’sinda hasar tasiyan
hiicreler, giivenli bir sekilde yok edilirler. (76). Hiicreler 6liime giderken genelde iki
yoldan birini kullanirlar. Hasar verici ajanlarla oOldiiriiliirler ya da intihara
indiiklenirler. Hasar nedeniyle dlen hiicreler, mekanik hasarlar veya toksik ajanlar
nedeniyle Oliirler. Plazma membranlar1 iyon ve su gegis kontroliinii yitirdiginden
hiicreler siserler. Hiicre igerikleri degistiginden dolay1 ¢evre dokularda inflamasyon

olusur (77).

Intiharla 6len hiicrelerde biiziilme, hiicre yiizeylerinde baloncuk benzeri
yapilar, kromatin degredasyonu, parcalanmis membran yapilari, fosfatidil serinlerin

membran ylizeyine c¢ikmasi, apoptotik cisimcikler olarak adlandirilan hiicre
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elamanlarinin olugmasi gibi olaylar meydana gelir. Makrofaj ve dendritik hiicrelerin
tizerindeki reseptorler aracilifiyla bu hiicre pargalar1 yok edilir. Fagositik hiicreler
aynt zamanda inflamasyonu inhibe eden sitokinleri de salgilayip c¢evre dokularin
enflamasyonunu da ortadan kaldirir. Once 16kal daha sonra sistemik giden bu olay

“Programli Hiicre Oliimii”(apoptoz) olarak adlandirilir (77 ve 78).

Apoptozun iki nedeni vardir:

1. Dogru gelisim i¢in; Ornegin, tadpollerin kuyruklarini apoptozla kaybederek
arka ayaklarin metamorfozu, fotiisteki el ve ayak parmaklari arasindaki dokularin
apoptozla yok olmasi, menstruasyon baglangicinda uterus i¢ duvarmin atilmasi,
kastrasyon sonucu prostat atrofisi, beyinde noronlar arasi haberlesme i¢in fazlalik

hiicrelerin eliminasyonu apoptozla olur.
2. Organizmay1 tehdit eden yabanci ajanlar1 bulunduran hiicrelerin yok edilmesi

i¢in; Ornegin, viriislerle enfekte hiicreler, otoimmiin hastaliklara yol agan immiin

sistem hiicreleri, DNA hasarl hiicreler, kanser hiicreleri apoptozla yok olurlar.

2.4.1. Apoptoz Mekanizmalari

Pozitif ve negatif sinyaller arasindaki dengenin bozulmasi hiicrelerin
apoptoza gitmesine neden olur. Pozitif sinyaller hiicrelerin yasami i¢in gerekli olan
biiyiime faktorleri, sitokinler gibi molekiillerdir. Negatif sinyaller ise kimyasal ve
fiziksel etkilere maruz kaldiklarinda hiicrelerin salgiladigi TNF ve Fas-Ligand gibi

Oliimii aktive edici molekiilerdir (77).

Hiicrelerin 6liimii segmesinde iki farkl: tetikleyici mekanizma rol oynar:

Apoptozda hiicre ici sinyallerle tetiklenme: Saglikli hiicrelerin mitokondri
dis zarlarinda Bcl-2 eksprese edilir ve Apaf-1 (apoptotic protease activating factor)

molekiiliine baglanir. Hiicre i¢inde bir hasar olustugunda Bcl-2, Apaf-1 molekiiliinii
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serbest birakir. Bel-2 ile iliskili bir protein olan Bax, mitokondri membranlarindan
girer ve sitokrom c’nin salimimi saglanir. Sitokrom ¢ nin salimimi ve Apaf-1’in
Kaspaz-9 molekiilii ile baglanmasiyla sitoplazmada bir “Apoptozom Kompleksi”
olusur ve bu is icin ATP enerjisi harcanir. Kaspaz-9, bir diizine kaspaz ailesinden
biridir. Kaspazlarin hepsi bir ¢esit proteazdir. Adlarin1 da, proteinleri kesmeleri
(cleavage-C) ve yapilarinda aspartik asit (asp) tasimalarindan dolay1 almiglardir.
Kaspaz-9 proteinleri keser ve diger kaspazlari aktive eder. Kaspazlarin ard arda
aktive olmalariyla diger proteolitik aktiviteye sahip yolaklar da aktive olacagindan,
sitoplazmik proteinler ve kromozomal DNA yikilir. Daha sonra bu hiicre artiklar1 ve

apoptotik hiicreler fagositozla ortamdan uzaklastirilir (79-80).

Apoptozda hiicre dis1 sinyallerle tetiklenme (Oliim Reseptér Yolu): Fas
ve TNF reseptorleri hiicre yiizeylerindeki zar i¢i proteinlerdir. Fas-Ligand ve TNF
gibi Oliim aktivatorlerinin baglanmasi ile sinyal sitoplazmaya iletilir ve kaspaz 8
aktive olur. Ayni kaspaz-9 gibi kaspaz-8 de diger yolaklar1 aktive ederek hiicrelerin
fagositozunu saglar (81-83). Oliim reseptdr yolunda gérevli olan diger bir faktor de
mitokondri igmembran bosluklarinda yer alan bir protein olan apoptoz indiikleyici
faktor (AIF) diir. AIF, hiicre 6liim sinyallerini aldiginda mitokondriden salinir.
Cekirdege goc¢ eder ve DNA’ya baglanarak DNA’nin yikimi ve dolayisiyla hiicrenin

pargalanip 6lmesine neden olur (79-80).

2.4.2. Apoptoz ve Kanser iliskisi

Apoptoz ve kanser arasinda ters orantili bir iliski vardir. Apoptoz kanser
hiicrelerinin zararina ve organizmanin yararina calisir. Bir hiicrenin DNA’sinda
olusan hasar, tamir mekanizmalar ile diizeltilemezse, bu hiicre giivenli bir sekilde
genetik kontrol mekanizmalariin onciiliigiinde yok edilir (84-85). Fakat, genetik
kontrol mekanizmalarini olusturan proteinlerde (6zellikle p53, Rb gibi hiicrelerin
tamir ve Oliim programlarini yoneten) bir hasar sdzkonusu ise, hiicre apoptoza
gidemez ve hasarli bir sekilde boliinlir. Asir1 boliinen bu hiicreler neoplazik

olusumun baslangicini tetikler ve kanser baglar. Kanser hiicreleri, apopitoz karsiti
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olan bcl-2, c-myc gibi sagkalim genlerini asir1 derecede eksprese ederek Oliimden
sorumlu genleri baskilarlar (86-88). Survivin ve bcl-2 proteinlerinin = asiri
ekspresyonlar1 tiimor prognozu ile iliskilendirilmistir. Survivin’in asir1 ekspresyon
diizeyleri ndroblastom ve kolon kanserlerinde ileri evre ve kotii prognozla iliskilidir
(89). Baz1 B hiicre 16semileri ve lenfomalari, prostat tiimorleri ve noroblastomlarda
Bcl-2 proteinini asir1 diizeyde eksprese ederler. Alinmasi gereken 6liim sinyalleri de
bdylece Onlenir. Cogunlukla Bcl-2 geni immunoglobulinin agir zincir bdlgesinin

enhancer kismina birlesir ve t(14;18) translokasyonunu meydana getirir (77 ve 90).

Melanoma hiicreleri de Apaf-1 geninin ekspresyonunu inhibe ederek
apoptozdan kacarlar (91). Akciger ve kolon kanser hiicreleri ortama c¢ok fazla Fas-
liganda baglanan ¢6ziiniir “decoy” molekiiller salgilar ve Fas-ligandin Fas proteinine
baglanmasi engellenmis olur. Bdylece, sitotoksik T-hiicreleri kanser hiicrelerini
Oldiiremezler (77 ve 92). AML hiicrelerinde bcl-2 proteini c-myc ile birlikte asiri
artar ve apoptoz olusumunu Onleyerek asir1 hiicre ¢ogalmasini tetikler. Asir1 bel-2
artist  kemoterapiye de direng gostermekte, 1osemik hiicrelerin  Sliimiini

engellemektedir (93-94).

Steroid, glukortikoid (GC) reseptorleri aracilifiyla cekirdek igine girerek
Olim ve farklilagma mekanizmalarmi diizenleyen genlerin aktivasyonunda rol
almaktadir.Ozellikle bu mekanizmalarin diizenlenmesinde calcineurinin anahtar bir

rol oynadig1 bildirilmistir (63).

2.4.3. Apoptozun Tespiti

Mikroskobik Inceleme : Apoptozun morfolojik degerlendirilmesi acisindan,
hiicreler degisik sitoplazmik ve cekirdek boyalar1 ile boyanip 151k, floresan veya

elektron mikroskop yontemleriyle incelenir.

Akim Sitometrik Analiz: Floresan antikorlar ile isaretlenen apoptotik

hiicrelerdeki floresanin elektronik bir lazer okuyucu sistem ile yakalanarak
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degerlendirilmesidir. Akim sitometre ile apoptotik hiicrede hipodiploit pik ve

anneksin gibi boyalarla isaretleme yapilarak apoptoz Slgiilebilmektedir.

DNA elektroforezi ile Tespit: Apoptotik hiicrelerden elde edilen DNA’nin
jel elektroforezinde 25 Volt direngte 3 saat yiriitiilmesi sonucu olusan 300-50 bg
veya 180 bg arasinda degisik bolgerinden kirilmis pargalara ayrilmig bandlarinin UV

altinda goriintiilenmesidir.

2.5. Hiicre Farkhlasmasi

Farklilasma, hiicrenin bir formdan, yap1 ve islevsel 6zeliklerini degistirerek
daha 6zel bir forma doniisiimiidiir (95). Bu olay canliligin baslangici ile baslar ve
canliligin yararina veya zararina olacak sekilde devam eder (96). Canlilarin gelisim
basamaklarinda devamli bir farklilasma goriiliir ve bu islemler farklilagma genlerinin
durumuna gore olusurlar (97-98). Farklilasma genleri en az iki tip gen seti tarafindan
kontrol edilirler. Farklilasmayr baskilayan genler ve tiimorii baskilayan genler ki
bunlar birbirleriyle zit fonksiyonludurlar. Ornegin, farklilasmay1 baskilayan genlerin
aktif durumda olmasi ve tiimorii baskilayan genlerin inaktif durumda olmasi,
farklilasma geninin ekspresyonunu azaltir ve tiimdr olusumunu uyarir (98). Timor
hiicreleri, farklilasma genlerinde mutasyon yoksa, uygun ajanlarla terminal
farklilasmaya indiiklenebilirler. Fakat bu genlerde bir mutasyon varsa terminal

farklilagsmaya direng kazanarak asir1 ¢ogalmaya giderler (97-98).

2.5.1. Hematopoetik Sistemin Farklilasmasi

Hematopoez, kemik iliginde bulunan o6nciil kdk hiicrenin ¢ok basamakli
yolaklar ile fonksiyonel kan hiicrelerine kadar farklilagmasini saglayan karmasik bir
islemdir. Bu olay, ¢esitli transkripsiyon faktorlerinin ekspresyon diizeyleri, biiyiime
faktorleri ve reseptorleri, sitokinler, enzimler ve heniiz aydinlatilmamis molekiiller

arasindaki iliskileri diizenleyen kontrollii bir islemdir (99).

Hematopoetik hiicrelerin farklilasmasinda transkripsiyon faktorlerinin ve

bunlarla ilintili olarak sinyal iletim yolaklarimin 6nemi biiyiiktiir. Cok karmasik
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olarak goriinseler de son derece diizenli ¢alisirlar. Bu yolaklarda bir sapma olmasi
malignitelere neden olur. AML’de, WTI1, AMLI/ETO, C-myb, MLL/ELL,
CBP/p300, C-myc onemli olan belli bash transkripsiyon faktorleridir. WT1 geni,
16semik hiicrelerde onkogen olarak rol oynamaktadir. Bir cok AML hastasinin rolaps
durumunda asirt artmig goriliir (96 ve 99). AMLI/ETO, kromozom 21g22 de yer
alan AMLI geninin mutasyonlar1 sonucu olusan bir fiizyon proteinidir ve her iki akut
l6semide de normal farklilagmayr baskilamaktadir (100-101). Cmyb, AML’de
ekspresyonu arttiginda 16semi olusumunda 6nemli rol oynamaktadir. SiklinA1 hiicre
dongiisiiniin diizenlenmesinde, hiicre ¢ogalmasinda ve farklilagsma basamaklarinda
etkilidir (100-101). MLL/ELL, kromozom 19p13.1 {izerindeki ELL geni ile
kromozom 11g23 MLL geninin translokasyonuyla olusan bir flizyon proteinidir ve
l6semik fenotipin olusmasinda rol oynamaktadir (100-101). CBP/p300, bir ¢ok
hiicrenin farklilasmasinda ve sinyal ileti yolaklarinda 6nemli rol oynamaktadir. Her
ikisi de tiimor baskilayici proteindir. Bu iki gendeki degisimler 16semik olusumlari
tetiklemektedir (100-102). C-myc, asir1 eksprese oldugunda hiicre ¢ogalmasiyla ve
farklilagmanin  engellenmesi ile iliskilidir. Onkojenik potansiyele sahiptir.
Kromozomal translokasyon, retroviral insersiyon ya da gen amplifikasyonu ile aktive
olmaktadir. Hiicre ¢ogalmasi ve Idsemi gelisiminde rol oynar (/00-101). Kan
hiicrelerinin farklilagmasinda ¢ok karmasik yolaklar olsa da iki yolak ¢ok dnemlidir.

Bunlar: Ras -MAPK ve Jak-Stat yolaklaridir.

Ras-MAPK yolagi: Bu yolak, hematopoetik hiicrelerde, yasamsal, cogalma
ve farklilagsmada sitokin sinyallerinin iletiminde 6nemli bir isleve sahiptir. GTP bagh
Ras’in aktif formu bircok alt sinyal yolaklarinda hedef proteine baglanir. Bir¢ok
reseptor, Ras efektorii olarak bilinir. PIs-Kinaz, P120 Ras-GAP, serin/treonin-kinaz
ve Raf onemli reseptdrlerdendir. Raf, GTP bagli Ras’in aktif formuna baglanir ve
sitoplazmadan hiicre zarna gider. Sitokin reseptorlerinin varliginda Jak-2 ve src-
kinaz ailesinin bir {iyesi Raf’1n tirozin fosforilasyonunu saglayarak MAPK ’lar1 aktive
eder. MAP-Kinaz ERK’leri aktive eder, ERK’ler ¢ekirdege girer ve hedef genlerin
aktivasyonunu saglar (103 ve 104).

Jak-Stat yolag: Stat ve jak faktorleri bu yolagin 6nemli molekiilleridir. Bazi
sitokin reseptorleri tirozin kinazlar1 aktive ederler. Tirozin kinaz aktivasyonu ile Jak

molekiilleri sitokin reseptorleri ile birleserek Stat molekiillerini fosforile ederler.
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Fosforile olan Statlar ¢ogunlukla dimer olusturarak cekirdeg§e yoOnlenir ve 6zgil
DNA bolgelerine baglanarak farklilasmayla ilgili genlerin aktivasyonunu saglarlar

(103, 105-106).

Steroid 16semik hiicrelerin  farklilagsmasin1  saglarken glukokortikoid
reseptorlerinin  etkisiyle, serin/treonin fosfataz olarak bilinen PP1 ve PP2A
proteinlerini fosfarilliyerek sinyal iletimini saglamaktadir. Boylece farklilasma

mekanizmasindaki genlerin diizenlenmesini saglamaktadir (63).

2.5.2. Hiicre Yiizey Belirleyicileri

Hiicreler yiizeylerindeki glikoprotein yapidaki reseptdrler sayesinde
birbirlerinden ayirt edilmektedirler. Monoklonal antikorlarin gelismesiyle, hiicre
ylizey molekiilleri antijen olarak tanimlanmakta ve farkli tipteki hiicrelerin ayirimi
yapilabilmektedir. Hiicre yiizeyindeki bu antijenik yapilar CD (Cluster of
Differentiation) farklilagma kiimeleri olarak adlandirilmaktadir. Sayilar1 gliniimiizde
250 ye ulagan CD yiizey antijenlerinin, 16semi ve lenfoma immunfenotiplemesinde,
hematolojik tlimdrlerin  belirlenmesinde, otoimmiin hastaliklarin tanisinda ve
kemoterapotik gozlemleme asamalarinda kullanilmasinda bir ¢ok yararlar

bulunmaktadir (107-108).

2.6. AkKim Sitometre

Akim sitometre, bir kanalda hareket eden ¢ok sayida hiicrenin biiyiikliik,
graniil igerigini ve aldig1 fléresan yogunlugunu ¢ok hizli bir sekilde nitel ve nicel
olarak olcen elektronik bir sistemdir (109). Hiicreler akim sitometrede 6l¢iim Oncesi
floresan isaretli molekiiller ile boyanirlar ve “Fosfat Tampon Cozeltisi” (PBS) gibi
bir s1v1 igerisinde cihaza okutulur. Bu floresan molekiiler lazer 1sinin1 absorbe ederek
uzun dalga boyunda 1s1n sagarlar. Sagilan 1ginlar degisik ayna ve filtre sistemlerinin

yardimiyla detektorlerle toplanir ve optik sinyaller alinir. Bu optik sinyaller
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elektronik sinyallere dontistiiriiliirek bilgisayara aktarilir ve degisik hiicrelerin sayisal

analizi yapilir (110).

Akim sitometre ile ilgili ilk bilgiler, 1934’de Kanada Montreal’den Andrew
Moldavan tarafindan gelistirilen ilkel bir cihaza dayanir(110). Los Alamos
laboratuvarlarindan Mack Fulwyler, 1949°da eritrositleri ayirarak ilk hiicre ayirici
(sorter) cihazini, gelistirdi (110). 1969°’da Dittrich ve Gohde, hiicrelerin floresan
yogunluklarinin histogramlarini gelistirdiler. 1975°de ise yaptiklar1 ¢alismalardan
dolay1 Nobel alan Kohler ve Milstein’in akim sitometreden ayr1 olarak monoklonal
antikor teknolojisini gelistirmeleri, hiicrelere 6zel monoklonal antikorlarin akim
sitometrede kullanimini ve hizli gelisimini sagladi. Giiniimiizde ise elektronik ve
floresan teknolojisindeki gelismelerle, masa tiistii akim sitometreler ve Sorting yapan

iki ana tip akim sitometre cihaz1 gelistirildi (110-112).

Akim sitometre, akim sistemi, lazer 151k kaynaklari, optik, elektronik ve
bilgisayar sistemi olmak {izere dort bilesenden olugur. Akim sistemi, ornek sivinin
“hidrodinamik odaklama” ilkesine gore aktig1 sistemdir. Bu sistem ile hiicreler akim
odas1 denilen ana kisima gelirler ve burada lazer 11 ile karsilagirlar. Lazerler tek
renkli 151k kaynaklaridir. Akim sitometrede en ¢ok kullanilan lazer 151k kaynagi
“Argon ion lazer” dir. Bunlar, 488 nm dalga boyunda 1s1n yayar ve bir¢ok florokrom
tarafindan emilir. Optik filtreler, belirli dalga boyundaki i1sinlarin ge¢mesini
saglarken, belirli dalga boyunun altindaki ya da iistiindekilerin ge¢gmesini engellerler.
Dichroic filtre ve Band-pass filtre olmak lizere iki tip filtre vardir. Dichroic filtreler,
kisa dalga boyundaki isinlart ayirip, uygun dedektore gonderirken, daha uzun dalga
boyundakilerin ge¢cmesine izin verirler. Band-pass filtreler, spesifik dalga boyundaki
1sinlarin gecmesini saglarlar. Elektronik sistemde, her hiicreden sacilan i1sinlarin
sinyalleri elektronik voltaj atimlarina g¢evrilir ve her sinyalin yiikseklik, alan, genislik
boyutlar1 depo edilen dijital sinyallere donistiiriiliir. Bilgisayar sisteminde, optik ve
elektronik sistemce sagilan 1sinlar ve floresan, elektrik sinyallere ¢evrilir ve bu bilgi

dijital bilgiye ¢evrilerek bilgisayarda analiz edilmek iizere depolanir (110-113).
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Giliniimiizde, akim sitometre bir¢ok tip alaninda rutin olarak kullanilmaktadir.
Hematolojide, ldsemi-lenfoma immiinfenotiplemesinde, hematopoetik progenitor
hiicre analizinde, DNA-hiicre dongiisii analizinde, hiicre ylizey belirleyicisi
analizinde, apoptozun ve nekrozun belirlenmesinde, proliferasyon belirleyici

analizinde kullanilir (111-113).

2.7. Hiicre Kiiltiiri

Hiicre kiiltiirii, bir organ veya dokudan alinan belirli bir grup hiicrenin, uygun
fizikokimyasal ve biyolojik islemler sonucu in-vitro kosullarda iiretilmesi teknigidir.
Hiicre kiiltiirii ile ilgili calismalar 1907 yilinda Ross Harrison’un kurbaga
embriyolarmda yapmis oldugu calismalara dayanir (114). Ilerleyen yillarda uygun
kiiltiir besi ortamlarinin gelistirilmesi ve besi ortaminin igine antibiyotik eklenmesi
kontaminasyon sorununu ¢ozmiis ve bu teknolojinin, hastaliklarin patogenezinin
arastirilmasinda, ilag denemelerinin ve tedavi yontemlerinin gelistirilmesinde birinci
basamak ¢alisma icine girmesinin yolunu agmistir (114). Giinlimiizde yapilan
biyomedikal arastirmalarda primer kiiltiir ya da hiicre hatti olarak, ¢alismalarin ilk
fazin1 olusturur. Primer kiltlirler sinirli pasaj kapasitesinden dolayir fazla uzun
yasatilamazlar ancak, hiicre hatlarinin sinirsiz pasaj yetenegine sahip olduklarindan
dolay1 ¢ok uzun siire (hatta sonsuz) kullanma avantaji vardir (114). Hiicre hatlar1 bir
organ veya dokuya Ozgiil hiicrelerin kuvvetli bir virus antijeninin promoteri ile
immortalizasyon islemlerinden gegtikten sonra olusan ve siirekli boliinme yetenegi

olan 6liimstiz hiicrelerdir (114).

Hiicre hatlar1 genel olarak siispansiyon ve monolayer kiiltiirler olarak iki
grupta toplanirlar. Siispansiyon kiiltiirler daha ¢ok kan ve kemik iligi gibi yumusak
doku tiimoérlerinin hiicre hatlarini olustururlar ve bu hiicreler, i¢cinde bulunduklari
kaba yapigsmazlar. Monolayer kiiltiirler ise fibroblast, epitel, sinir doku gibi

tiimorlerin hiicre hatlaridir ve i¢inde bulunduklar1 kaba yapisirlar (114).
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Hiicreler geldikleri kokene gore farkli zamanlarda boliintirler. Bundan dolay1
kiltlir besi ortami, beslenme, iireme ve yasam ortami gibi sartlar hiicreden hiicreye

degisiklik gosterir(114).

HL-60 Hiicre Hatti (ATCC): Ulusal Kanser Enstitlisii'nden Steven J.
Collins ve ekibi 1977 yilinda ilk kez Beyaz irkdan, 36 yasindaki AML hastas1 bir
kadinin periferik beyaz kan hiicrelerinden HL-60 hiicre hatlarin1 gelistirdiler. Bu
hiicre hattt insan miyeloid 16semik hiicrelerinin ilk uzun siireli pasajlanabilir
siispansiyon hiicre kiiltiiriidiir, malign hiicrelerin 6zelliklerini gosterir ve onkogenleri
eksprese eder (115). Kiiltiir i¢indeki hiicreler oval ve yuvarlak goriintimliidiirler,
nadiren pseudopod bulundurduklarindan heterojendirler. Biiyiikliikleri 9-25 pm
arasinda degisir. Genis bir ¢ekirdege sahip olmasina ragmen nadiren de olsa 2-4
cekirdekli, net kromatin goriinimli yapist vardir. Sitoplazmalar1 azurofilik
graniillerden dolay1 bazofilik yapiya sahiptir. In-vivo graniilositlerin bir 6zelligi olan
PAS (Periodik Asit-Schiff) ve asit fosfataz ile pozitif boyanirlar ama netrofilik
graniilosit ve monositlerin 6zelligi olan alkalin fosfataz ve a-Naftol AS-D asetat

(nonspesifik) esterazlar1 eksprese etmezler (115)
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calismada, insan akut miyeloblastik losemiye 0zgiil, Amerikan Doku
Kiiltiir Kolleksiyonu (ATCC)’ndan saglanan HL-60 hiicre hatti kullanildi. Bu
hiicrelere belirli dozlarda uygulanan steroid Oncesi ve sonrasi, sitotoksisiteyi
gostermek i¢in “Tyripan Blue Exclusion” yontemi ile canlilik deneyi, erken ve geg
apoptozisi gostermek i¢in Annexin-V FITC (Fleuroscein Iso-Thio Cyanate) kiti ile
boyama ve farklilasmay1 gostermek icin AML panelinde 6nemli olan monositik ve
graniilositik hiicre yiizey belirleyicileri (CD11b, CD14, ve CD15) ile akim sitometrik
caligmalar yapildi.

3.1. Kullanilan Kimyasallar ve Cozeltiler
3.1.1. Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Kimyasallar

RPMI-1640 hiicre besi yeri ortam1 (Sigma R-8758)

Fotal dana serumu (BIOCHROM AG S0113)

L-Glutamin (BIOCHROM AG 25030-032)

Penisilin/Streptomisin (10.000U/10.000 ug/ml) (BIOCHROM AG A2213)

3.1.2. ilac ve Sitotoksisite Deneyinde Kullanilan Kimyasallar

Metilprednizolon (6a-Metil-11p,17a,21-trihidroksipregna-1,4-dien-3,20-
dion): Metilprednizolon dogrudan dogruya ve asetat esteri halinde kullanilan bir
ilagtir. Hiroksikortizondan baslanarak elde edilir. Reaksiyonun ilk asamasinda
perbenzoik asitle 5,6-epoksit yapist olusturulup, metilmagnezyum bromiir katimi ile
6 numarali konuma metil grubu baglanir. Daha sonra asitli ortamda, 1s1 karsisinda bu
grubun epimerizasyonuyla f konumuna doniismesi ve su cikisi ile de 4-5 cifte
baginin olusmasi saglanir. Sentezin son asamasinda Sepfomyxa affinis ile enzimatik
dezhidrojenasyon yapilarak 1-2 ¢ifte bagi olusturulur. Tedavide dogrudan dogruya ve
asetil esteri halinde kullanilir. Asetil esteri, asetik anhidrit ya da pridinli ortamda

asetil klortr ile agillenerek hazirlanir (116).
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Metilprednizolonun etkisi prednizolona benzer; ancak antienflamatuar etkisi
biraz daha yiiksek, sodyum tutma 6zelligi biraz daha azdir. Cesitli enflamasyonlu ve

allerjik hastaliklarin tedavisinde kullanilir (116).

6a-Metilprednisolon (Sigma M-0639)
Kimyasal Formiilii:  C;,H300Os
Molekiiler Agirlik:  374.5gr
HL60 hiicrelerine uygulanan ilag derisimlerinin hazirlanisi:
10°M i¢in: 0.375 mg/1ml (Ara stok)

10”M igin: 3.75 mg/1ml (Ara stok)
10"'M igin: 37.5 mg/1ml (Stok)

Di Metil Siilfoksit (DMSO) ( Sigma D2650)
Tiripan Mavi Boyas1 (Appli Chem A0668, 0025)
3.1.3. Apoptoz Deneyinde Kullanilan Kimyasallar
Anneksin-V FITC Apoptoz Tespit Kiti I (BD Pharmingen 556547)
Kit igerigi: ~ Anneksin-V FITC
Baglanma Cozeltisi (10x)

Propidyum Iyodid

PBS Tablet (AMRESCO E404-100 TABS)
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3.1.4. DNA izolasyonunda Kullanilan Kimyasallar

EZ-RNA kit (Biological Industries 20-400-100)
Kit igerigi:  A:Denatiirasyon ¢ozeltisi

B:Ekstraksiyon ve Faz Ayristirmasi ¢ozeltisi

Etanol (Merck)

%75 lik Etanol

0.1 M Sodyum Sitrat

8 mM Sodyum Hidroksit

1 M HEPES (Sigma H0887)

3.1.5. Agaroz Jel Elektroforezinde Kullanilan Kimyasallar

Agaroz (Sigma A4718)

Etidiyum Bromiir (Sigma E 8751)
Yiikleme Boyasi

Tris-EDTA-Asetat (TEA)

50 bp DNA ladder (Fermentas SM0371)

3.1.6. Farklllasma Deneyinde Kullamilan CD Hiicre YiizeyBelirleyicileri

Mouse antiHuman IgG1 FITC (BD-Pharmingen Cat No: 550616)
Mouse antiHuman IgG2a PE (BD-Pharmingen Cat No: 553457)
Mouse antiHuman CD11b PI (BD-Pharmingen Cat No: 552850)
Mouse antiHuman IgG1 PE (BD-Pharmingen Cat No: 555388)
Mouse antiHuman CD15 FITC (BD-Pharmingen Cat No: 332778)
Mouse antiHuman IgM FITC (BD-Pharmingen Cat No: 550883)
Mouse antiHuman CD14 (BD-Pharmingen Cat No: 553739)
Mouse antiHuman IgG2a FITC (BD-Pharmingen Cat No: 553456)
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3.1.7. Wright Boyama Deneyinde Kullanilan Kimyasallar

Wright Boyasi (Sigma W.0625)
Metanol (Merck K 3226 1308.330)
Gliserin (Sigma G 2289)

3.1.8. Kullamlan Cézeltilerin icerikleri

Phosphate Buffer Saline (PBS) (pH 7.4): NaCl (Carlo Erba): 140 mM
KCl (Carlo Eba) : 3 mM
KH,PO4 (Merck) : 0.9 mM
NaHPO4 (Merck) : 6.4 mM

Hiicre Dondurma Vasati: RPMI-1640: %70
FBS: %20
DMSO: %10

Tiripan Mavi Boyast: %0.4’1iik Tripan Mavisi (PBS ile

sulandirilmis)

Tris-EDTA-Asetat (TEA) (pH:8.0) : Tris baz1 (Merck): 2 M
NaEDTA (Merck): 0.5 M
Glasiyel asetik asit (Merck):
1.14 ml

Jel Yiikleme Boyasi: Gliserol (Merck) : 5.5 ml
IXTEA tamponu (Merck) : 5.5 ml

Orange G boya (Merck): 0.01 gr

Etidyum bromiir: 10 mg/ml distile su
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Molekiiler agirlik belirleyicisi: Gene Ruler™ 50 bp DNA Ladder
(1031, 900, 800, 700, 600, 500,
400, 300, 250, 200, 150, 100, 50
baz ¢ifti)

0.1 M Sodyum Sitrat (%10 etanol i¢inde) : Tri sodyum sitrat : 3.57gr
Etanol : 10 ml
Distile su ile 100 ml’ye

tamamlanir.

%75 lik Etanol (100 ml lik ¢6zelti i¢in): 75 ml Saf Etanol
25 ml distile su

Wright Boyast: 1 gr Wright Boyasi (Sigma W.0625)
395 ml Metanol (Merck K 3226 1308.330)
Iml Gliserin (Sigma)
Filtre kagid1 ile siiziiliip bir giin bekletildikten

sonra kullanima hazir hale getiriliyor.

3.2. Yontem

Bu arastirmada kullanilan yontemler asagida siralanmustir.

10°M-10"°M derisimler arasinda metilprednizolon uygulamasi yapilmasi

icin HL-60 hiicreleri laboratuvar sartlarinda ¢ogaltildi.

Metilpednizolonun sitotoksik etkisi i¢in Tripan mavisi boyama ydntemi

kullanilarak HL60 hiicrelerinin canlilik testi yapildi.

HL-60 hiicrelerinin apoptozu gostermek icin, anneksin V boyama teknigi

kullanildi.

HL-60 hiicrelerinde metilperdnisolonun monositik ve graniilositik

farklilagma tizerindeki etkisini test etmek i¢in, farklilasmaya 6zgiil CD
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hiicre yiizeyi belirleyicileri (CD11b, CD14 ve CD15) kullanilarak akim

sitometrede inceleme ¢alismalari yapildi.

e HL60 hiicrelerinin apoptoz ve farklilagsmasinin morfolojik gosterimi igin

Wright boyama yapildi.

e HL-60 hiicrelerine steroid uygulamasmin, farklilasma ve apoptozis
lizerine etkilerini gosteren verilerinin istatistiksel olarak degerlendirilmesi
icin iki veya daha fazla grubun karsilastirilmasina yarayan Kolmogrov

Smirnov ve Kruskal Wallis Non-Parametrik Testleri kullanildi.

3.2.1. Hiicre Kiiltiiri

Bu aragtirmada kullanilan HL-60 hiicreleri hiicre kiiltiiriinde cogaltilarak
laboratuvar sartlarimiza uyumu saglandi. Calisma Oncesi yapilan etkin ve toksik
olmayan dozun belirlenmesi sonucunda bu hiicreler iizerine metilprednisolonun,
sitotoksisite ve apoptoz igin 10* M, 5x10* M ve 10> M, farkhlasma i¢in 10° M, 107
M ve 10* M derisimleri uygulandi. Bu ilacin apoptozis ve farklilasma tizerindeki

etkileri akim sitometri cihazinda degerlendirilerek analiz edildi.

Hiicrelerin Besiyeri Ortami:

RPMI-1640 besi yeri ortami 100ml

Fotal dana serumu 15%
Penisilin 10.000U/ml
Streptomisin 10mg/ml
Amfoterisin-B 0.025mg/ml
L-Glutamin 0.3g/L (1%)

Hiicrelerin Fiziksel Ortam Sartlar:
Sicaklik 37°C
pH 7.0-7.4
COx% 5%
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Hiicrelerin Boliinme ve Pasaj Zamanlari:

HL-60 : 36-48 saatte bir hiicre boliinmesi, 1:3 pasaj 2 giinde bir,

Ureme Ortamu:
T3 (25ml) ve T4 (75ml) ortam kaplari,
4, 6 ve 24 kuyucuklu ortam kaplari

9cm” plastik petri kaplari

Dondurma Kosullar:

Dondurma besi yeri ortami (DMSO:10%, Media:70%,  FBS:20%)
igcerisindeki hiicreler ilk 24 saat Mr Frosty adli kademeli sogutma kabinda 1s1
dakikada 1°C dustrilerek -80°C ye kadar sogutuldu ve siirekli olarak -196°C likit

nitrojen tankinda sakland.

Cozme Kosullar::

Hiicreler —196°C’den alimp 37°C’de ¢oziildiikten sonra, DMSO’yu
uzaklastirmak i¢in taze vasat/PBS ile seyreltilip 1000 rpm de 5 dakika santrifiij
edildi. Siipernatan atildiktan sonra tekrar taze besi yeri ortami ile yikanarak, ayni
kosullarda santrifiij edildikten sonra beslenme kosullarini iceren RPMI-1640 besiyeri
(15% FCS, 0.3gr/L L-Glutamin, 1% Penicillin-Streptomycin) ile seyreltilip, kiiltiir

kaplarina aktarilarak, etiive konuldu.

Hiicrelerin Sayimi:

Hiicreler 1:1 oraninda taze besi yeri ortami/PBS ile seyreltildikten sonra
Neuber-hemositometreye alindi. Hemositometredeki dort karedeki hiicreler sayilip
ortalamas1 alindiktan sonra ¢ikan say1 Diliisyon Etkeni x 10* ile garpilip 1 ml deki

hiicre sayisi (hiicre/ml) bulundu (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Neuber-Hemositometrede hiicre sayimi (117).

3.2.2. In-vitro Sitotoksisite Deneyi

Tiripan Mavisi ile Olii Hiicre Sayim Yontemi: 1x10° hiicre/Iml olacak
sekilde 24 kuyucuklu kaplara metilprednizolon degisik diliisyonlarda (10 M, 5x10™*
M ve 107 M) eklenerek 12, 24 ve 48 saatlik siirelerdeki toksisite Tiripan mavisi
boyasit ile belitlendi. Inkiibasyon sonrasi hiicreler 1:1 oraninda (hiicre

slispansiyonu:tripan mavi boyasi) seyreltildiler ve Neuber Lami’nda 151k
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mikroskobunda sayildilar. Tripan mavisini alan hiicreler 6lii oldugundan, maviye
boyanmis ve boyanmamis hiicrelerin sayimi ile sitotoksisite belirlendi. Cikan say1

(diliisyon faktorii X 10%) ile ¢arpilip 6lii ve canl hiicrelerin yiizde degerleri bulundu.

Olii hiicrelerin yiizdesi: Tiripan mavisini alan hiicreler/Tiim hiicreler x 100

Akim Sitometrede PI ile Boyanan Olii Hiicrelerin Analizi: 10°-10°
hiicre/ml (HL-60) soguk kiiltiir besi yeri ortami ile yikanip, ¢okeltinin iistiindeki sivi
atildiktan sonra geriye kalan ¢okelti “Baglanma Cozeltisi” ile seyreltilip soguk kiiltiir
besi yeri ortamu ile tekrar seyreltildiler. Tiipler buz iizerinde tutuldu. 490 pl hiicre
stispansiyonuna 5 pl kullanima hazir Anneksin-V FITC ¢ozeltisi ve 5 pl Propidyum
Iyodid eklendi. Bu ¢ozelti hafifce karistirildi. Tiipler buz iizerinde 15-20 dakika
karanlikta inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra hiicrelerin iizerine 400 pl buz {izerinde
bulunan baglanma ¢dozeltisi eklendi karistirildi. Hiicre ornekleri “Coulter” Akim

Sitometre’de analiz edildiler. PI ile boyanan hiicreler 6lii hiicreleri gostermektedir.

3.2.3. Akim Sitometre ile Apoptozun Ol¢iilmesi
Apoptozun Slgiilmesinde akim sitometre kullaniminin iki temel amaci vardir:

1. Hiicre oliimiinde rol oynayan molekiiler ve islevsel mekanizmalarin
aydinlatilmasi,
2. Olii hiicrelerin miktarinm tayini, apoptoz ve nekroz ile olusan &liimlerin

ayirt edilebilmesi (118).

Annexin-V Boyama: Annexin V FITC, apoptoza gitmekte olan hiicreleri
ayirt eder. Apoptozun erken evrelerinde, hiicrelerin zar yapisi bozulmaya baslar.
Hiicre zar1 i¢c kismuinda bulunan fosfotidil serinler, zar digina ¢ikarlar. Ortamda Ca™
varliginda annexin V, fosfatidil serin ile baglanir. Annexin V’in fosfotidil serine
yiiksek ilgisi vardir. Propidyum iyodid ise canlilik i¢in standart bir akim sitometre

probudur. Canli hiicreleri 6lii hiicrelerden ayirir. Hiicre zar1 korunmus canli hiicreler
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propidyum iyodidi geciremezler. Zar yapilari bozuldugunda propidyum iyodid, hiicre
icine kolayca girer ve DNA ya baglanir. Hiicreler annexin V-FITC ve propidyum
iyodid ile negatif boyanirsa, bu onlarin saglikli olduklarini isaret eder. Annexin V-
FITC pozitif, propidyum iyodid negatif boyanan hiicreler, erken apoptoza gitmekte
olduklarini gostermektedirler. Hiicreler, hem anneksin V-FITC hem de propidyum
iyodid pozitif boyanirsa, ge¢ apoptoza ya da nekroza gitmektedirler (Sekil 3.3).

Normal hiicre Erken Apoptoz Gec¢ Apoptoz
Annexin VFITC @ 1.\“\{ psfAnnexin v FITC
FS w0 ) «©
e \I& FS ‘ﬂ““
FS A0 pne
FS it
FS @ (P @ @J/@

Sekil 3.3. AnnexinV-FITC ile Fosfatidil Serin iligkisi (119).

10°-10° hiicre/ml (HL-60) soguk kiiltiir besi yeri ortami ile yikamp, stteki
stvi atildiktan sonra geriye kalan g¢okelti, baglanma c¢ozeltisi ile seyreltilip soguk
kiiltiir besi yeri ortamu ile tekrar seyreltildiler. Tiipler buz {izerinde tutuldu. 490 ul
hiicre siispansiyonuna 5 pl kullanima hazir Annexin-V FITC ve 5 pl Propidium
lodide eklendi. Bu soliisyon hafifce karistirildi. Tiipler buz {izerinde 15-20 dakika
karanlikta inkiibe edildi. Hiicre 6rnekleri Coulter Akim Sitometre cihazinda analiz

edildiler.

3.2.4. DNA Fragmantasyonu Deneyi

EZ-RNA Kkiti le DNA izolasyonu: 1-5x10° hiicre iizerine 0.5 ml A ¢dzeltisi
eklenerek, 5 dakika oda 1s1sinda tutuldu. Uzerine 0.5 ml B ¢dzeltisi eklendi. Kuvvetli
calkalama (15 saniye) yapildi ve 10 dakika oda 1sisinda tutuldu. +4° de, 12.000xg de
15 dakika santrifiij edildi. Ustteki berrak siv1 faz RNA icin ayrildiktan sonra, aradaki
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organik faz ve alttaki fenol-klorofrom fazi 0.3 ml saf etanol ile karistirildi. Oda
isisinda 3 dakika santrifiij edildikten sonra +4° de, 2.000xg de 5 dakika santrifiij
edildi. Fenol/Etanol siipernatani atildi. Proteinleri uzaklastirmak i¢in DNA ¢okeltisi,
icinde %10 etanol olan 0.1 M sodyum sitrat ile 2 kez yikandi. Inkiibasyon oda
isisinda, ara sira kanstirilarak 30 dakika yapildi. +4°C de, 2.000xg de 5 dakika
santrifiij yapildiktan sonra DNA ¢okeltisi 1.5 ml %75 lik etanol ile sulandirildi. Oda
1isisinda 15-20 dakika ara sira karigtirilarak inkiibe edildi. +4°C de, 2.000xg de 5
dakika santrifiij islemi sonrast etanol uaklastirildi ve DNA peleti 5 dakika havada
kurutuldu. DNA 8 mM sodyum hidroksit ile ¢oziildii.

%1.5 luk Agaroz Jel Elektroforezi: Elde edilen DNA’nin 40 pl si, %1.5’Iuk
agaroz jelde 25 Volt akimda 3 saat siireyle yiritildi. UV 15181 altinda
degerlendirildikten sonra KODAK-X filmi ile goriintiilendi.

3.2.5. Hiicre Yiizey Belirleyicileri Kullanillarak Akim Sitometrede

Farklilasmanin Olciilmesi

Akim sitometrik olarak hiicre yiizey farklilasma belirleyicilerinden CD11b,
CD14 ve CD15 kullanilarak farklilagsma testleri yapildi. Hiicre kiiltiirlerine, 48, 72 ve
96 saat siirelerle 10° M, 10° M ve 10* M derisimlerde Metil Prednisolon (MP)
uygulamasi yapildi ve inkiibasyonun ardindan hiicreler toplanip 1500 rpm de 10
dakika santrifiij edildiler. Ust s1v1 atildiktan ve c¢okelti iki kez PBS ile yikandiktan
sonra hiicrelerin farklilasma ytlizey belirleyicileri i¢in Becton Dickinson monoklonal
antikorlar1 kullanilarak hiicreler isaretlendiler. Hiicrelerin boyanmasinda ikili
boyama deney yontemi kullanildi. Her &rnek igin iki ornek tiipii kullanildi. ikili
boyama deneyi i¢in: 1. tiipteki hiicreler izotipik kontrolleri olan Mouse anti human
IgG2a-FITC/Mouse anti human IgM FITC ve Mouse anti human IgG1-PE ile, 2.
tiipteki hiicreler ise Mouse anti human CD14 FITC/Mouse anti human CD15 FITC
ve Mouse anti human CD11-b PE antikorlari ile isaretlendiler.

Her tiipe 5x10° hiicre konuldu. Uzerlerine 10 ar ul 6nce FITC li sonra PE i

antikorlar1 konuldu. Elle hafif mix edildikten sonra karanlikta oda 1sisinda 20 dakika

inkiibe edildiler. Inkiibasyon islemini takiben, non-spesifik baglanmalari
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uzaklastirmak i¢in 2 ml PBS ile yikanip 1050 rpm de 5 dakika santrifiij edildiler.
Pelet 1 ml PBS ile seyreltildikten sonra, Akim Sitometrede analiz edildi.

Klinikte yiiksek doz metil prednizolonun farklilagma tizerindeki etkileri 4 ve
7 giinlerde goriildiigi icin ayrica 120, 144 ve 168 saatlerde de incelemeler yapilmis

ve bulgular anlamli bulunmamistir (Ek).

3.2.6. Apoptoz ve Farklllasmanin Morfolojik Degerlendirilmesi

Sitospin Lamlarinin Hazirlanmasi: 2x10° hiicre yikanip sayildiktan sonra
200 pl PBS ile sulandirilip sitosipin i¢in haziralanan lamlara 500 rpm de 2 dakika
cevirilerek tespit edildiler. Hafif kurutulduktan sonra Wright boyasi ile boyamaya
hazir hale getirildiler.

Wright Boyamasi: Lamlarin tizeri Wright ¢ozeltisi ile kaplanip 5 dakika
bekletildi. Daha sonra c¢esme suyu ile yikandi ve kurutuldu. Normal 151k

mikroskobunda incelendi.

3.3. istatistiksel Analizler

Tiim deneyler ii¢ kez tekrarlandi. Ortalamalar1 alindiktan sonra (+) ve (-)
standart sapmalar1 alindi. Istatistiksel analizler Kolmogrov Smirnov ve Kruskal

Wallis testleri ile belirlendi.

Kolmogrov-Smirnov istatistiksel testi, iki farkli deney setinin farkliliginin

onemi i¢in kullanilan non-parametrik bir testtir (120).

Kruskal Wallis istatistiksel testi, Kruskal Wallis tek yonlii varyans analizi
olarak da adlandirilir. Birbirinden bagimsiz 6rnekler i¢in kullanilir ve non-parametrik
bir testtir. 1ki ve daha fazla grubun ordinal ve normal olmayan degiskenleri
arasindaki farkliliklar1 karsilastirmak i¢in kulanilir (121). Bu test ayni zamanda

biiyiikliigii oldukga kiiciik ve normal goriinmeyen gruplar i¢in de uygulanir (122).
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4. BULGULAR

Bu calismada, HL-60 insan akut promiyelositik 16semi hiicre hattinda
6a-metil prednizolonun sitotoksik, apoptotik ve farklilasma tizerindeki etkileri, doz
ve zaman bagiml olarak arastirildi. MP’nin, 48. saatte ge¢ apoptotik ve sitotoksik
etkileri, 12. ve 24. saatlerde erken ve gec apoptotik etkileri gdsterildi. Apoptoz
etkileri DNA-Laddering yontemiyle de gosterildi. MP’nin yiiksek dozunun erken

saatlerde apoptotik, ileri saatlerde ise sitotoksik oldugu bulundu.

Ayrica, MP’nin ileri saatlerde farklilagmaya etkileri i¢cin CD11b, CD14 ve
CD15 hiicre yiizey belirleyicilerinin akim sitometre cihazinda analizi yapildi. Yiiksek
doz MP’nin HL-60 hiicrelerini 72. ve 96. saatlerde graniilositik farklilagmaya

yonlendirdigi ancak monositik farklilagsmaya yonlendirmedigi sonucuna varildi.

4.1. Metil Prednizolonun HL-60 Hiicrelerinde Doz/Zaman Bagimh Olarak

Sitotoksisite ve Apoptoz Etkilerinin Arastirilmasi

Akut promiyelositik 16semi hiicre (HL60)’leri, %10 FBS iceren RPMI-1640
besiyerinde, 37°C, %5 CO, ve %95 nem igeren etiivde Kkiiltir -edildi.
6a-metilprednizolonun, 12, 24 ve 48 saatlerdeki sitotoksik ve apoptotik etkilerini
arastirmak icin hiicreler, 24 kuyucuklu kiiltiir kaplarinda, 10'4, 5x10™ ve 10 molar
derisimlerdeki 6o-metil prednizolon ile inkiibe edildiler. Inkiibasyon bitiminde
hiicreler CBC cihazinda sayilip, 1:1 oraninda tiripan mavisi ile boyanip Neuber
laminda sayilarak canlilik yilizde degisimleri tespit edildi (Tablo 4.1 ve Sekil 4.1).
Daha sonra annexin-V FITC ile boyanarak akim sitometrede canliligi, erken ve geg
apoptotik etkileri (ZTablo 4.2, 4.3, 4.4, ve Sekil 4.2, 4.3, 4.4, 4.5, 4.6 ve 4.7)
degerlendirildi. MP’nun 5x10™ M ve 10 M derisimlerinin 12. ve 24. saatlerde erken
apoptoz, 10~ molar derisiminin 48. saatte ge¢ apoptoz ve sitotoksik etkisi gdzlendi.
Hiicreler ayrica, 500 rpm de 2 dakika cevrilerek lam iizerine tespit edildikten sonra,
Wright boyast ile 5 dakika boyanip morfolojik olarak 151k mikroskobunda
degerlendirildiler (Sekil 4.8). Isik mikroskobunda, 10° molar derisimde MP

uygulanan hiicrelerde hiicre ve ¢ekirdek zarlarindaki bozulmalar gézlendi.
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HUCRELER\SAYIM CBC (X10°/ML) TBE (X10°/ML) % CANLILIK
0. saat 1.0 1.0 96+0.0
Kontrol/12 1.0 1.0 95+3.0
10%/12 1.0 1.0 93+2..5
5x10™ /12 1.0 1.0 8743.0
103 /12 0.8 0.8 81+6.0
Kontrol/24 1.0 1.0 93+1.0
10 /24 1.0 1.0 87+1.5
5x10™ /24 0.9 0.9 79+2.0
102 24 0.5 0.5 6613.0
Kontrol/48 14 1.6 87+1.0
10 /48 1.2 1.3 82420
5x107 /48 1.1 1.1 6342.0
107 /48 0.6 0.7 7+1.0"
*p<0.05
120

2 100 -

@

£ 80 1 — {‘7 * @ Kontrol

- _

% 60 | = m10-4 M

S 05x10-4 M

Z‘_- 40 1 1 ] - 010-3 M

s 20

(&)

0 1
0. saat 12. saat 24. saat 48. saat
Zaman

Sekil 4.1. Doz/zaman bagimli metil prednizolonun HL-60 hiicrelerinde tripan mavisi

ile yilizde canlilik degisimleri. Kontrole goére karsilastirildiginda 24

(p:0.025) ve 48. (p:0.015) saatte anlaml fark vardir.
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Tablo 4.2. Metil prednizolonun HL-60 hiicrelerinde sitotoksik etkilerinin akim

sitometrik degerleri.

ZAMAN/DOZ | KONTROL |10*M 5X10* M 10° M
0. saat 98+0.0 98+0.0 98+0.0 98+0.0
12. saat 98.1+0.85 96.9+1.9 95.3+2.255 90.145.15
24. saat 96.4+0.95 96.5+1.35 89.1+3.45 77.144.05
48.saat 87.2+0.0 84.1+1.5 64.7+0.55 3.5+0.0°
*p<0.05
120
100 -
8 g0 - —E— T Kontrol
i
> 60 1 o o ] e
= 0 5x10-4M
g 40 - 0 10-3M
(&]
20
O 1
0. saat 12. saat 24. saat 48. saat
Zaman

Sekil 4.2. Doz/zaman bagimli metil prednizolonun HL-60 hiicrelerinde annexin-V ve
canlilik degisimleri. Kontrole gore karsilastirildiginda 24 (p:0.025) ve 48
(p:0.015) saatlerde anlamli fark vardir.




Tablo 4.3. Metil prednizolonun HL-60 hiicrelerinde erken apoptoz etkilerinin akim

sitometrik degerleri.

ZAMAN/DOZ | KONTROL |[10*M 5X10* M 10°M
0. saat 1.0+0.0 1.0+0.0 1.0£0.0 1.0+0.0
12. saat 1.16+0.32 2.39+1.80 3.57+1.65 7.09+1.77*
24. saat 2.52+0.87 2.79+1.45 7.23+0.89%* 22.6+4 .24
48.saat 3.2+0.0 3.0+0.0 4.0+0.21 3.3+0.0
*p<0.05
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Sekil 4.3. Doz/zaman bagimli metil prednizolonun HL-60 hiicrelerinde annexin-V ile
erken apoptoz degisimleri. Kontrole gore karsilastirildiginda 12 (p:0.033)
ve 24 (p:0.025) saatlerde anlamli bir fark vardir.



Tablo 4.4. Metil prednizolonun HL-60 hiicrelerinde gec¢ apoptoz etkilerinin akim

sitometrik degerleri.

ZAMAN/DOZ | KONTROL [10*M 5X10* M 10° M
0. saat 1.0+£0.0 1.0+0.0 1.0+0.0 1.0+0.0
12. saat 0.69+0.48 0.63+0.22 1.1+0.63 2.75+3.33
24. saat 1.08+0.7 0.66+0.28 2.36+1.9 0.22+0.3
48.saat 8.8+0.0 11.05+1.85 29.1+0.7 92.5+0.0*
*p<0.05
100
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S 40
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<% 20 |_E | | |O010-3M
§ .
° =D =
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-20
Zaman

Sekil 4. 4. Doz/zaman bagimli metil prednizolonun HL-60 hiicrelerinde annexin-V
ile gec apoptoz degisimleri. Kontrole gore karsilastirildiginda 48 saatte
(p:0.015) anlaml bir fark vardir.
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Aanexin U-FIIC ' Annexin U-FITC
A) Kontrol/12 saat B) 10™/12 saat
g 1 2 g 1 2
; | 1
] |D - i
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3| ¥ 4 3 i 4
e
Annexin U-FITC N Annexin U-FITC e
C) 5x10%/12 saat D) 107/12 saat

Sekil 4.5. MP ile 12 saat inkiibe edilen HL-60 hiicrelerinde canlilifin ve apoptozun
akim sitometrik olarak degerlendirilmesi A) Kontrol B) 107, 0] 5x10 ve
D) 10 molar derisimlerdeki annexin-V ve canlilik oranlari. Kontrole gore
karsilastirildiginda Anneksin V-FITC (2 ve 4 nolu alanlar) ile boyanan

hiicrelerin yogunlugunda artig goriilmektedir.
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Sekil 4.6. MP ile 24 saat inkiibe edilen HL-60 hiicrelerinde canlilifin ve apoptozun
akim sitometrik olarak degerlendirilmesi A) Kontrol B) 10™, C)5x10 ve
D) 10~ molar derisimlerdeki annexin-V ve canlilik oranlar1. Kontrole gére
karsilagtirildiginda Anneksin V-FITC (2 ve 4 nolu alanlar) ile boyanan

hiicrelerin yogunlugunda artig goriilmektedir.
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Sekil 4.7. MP ile 48 saat inkiibe edilen HL-60 hiicrelerinde canlilifin ve apoptozun
akim sitometrik olarak degerlendirilmesi A) Kontrol B) 10, C)SXIO'4 ve
D) 10 molar derisimlerdeki annexin-V ve canlilik oranlari. Kontrole gore
karsilastirildiginda Anneksin V-FITC (2 ve 4 nolu alanlar) ile boyanan
hiicrelerin yogunlugunda artis gériilmektedir. Ozellikle PI (1 ve 2 nolu

alanlar) ile boyanan hiicreler artmis durumdadir.
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Sekil 4.8. MP ile inkiibe edilen hiicrelerin Wright boyas ile boyanarak morfolojik
degerlendirilmesi A) Kontrol/24 saat, B) 10 M/24 saat: erken apoptoz

daki hiicreler, C) 5x10™ M/48saat: ge¢ apoptozdaki hiicreler, D) 107/48
saat: nekrozdaki hiicreler goriilmektedir.
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MP uygulanan (48 ve 96 saat) HL-60 hiicrelerinden elde edilen DNA’nin
%1.5’luk agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmesi sonucu 48. saatteki DNA’larin
pargal1 bandlar olusturdugu, 96 saatteki DNA’larin ise smear goriintiisii olusturdugu

gbzlenmistir (Sekil 4.9).

Sekil 4. 9. MP uygulanan HL60 hiicrelerinde DNA agaroz jel inceleme sonuglari:
A) 48 saat, Kuyu 1: 50 b¢ M, Kuyu 2: B/48, Kuyu 3: Kontrol/48, Kuyu 4:
10/48, Kuyu 5: 10°/48, Kuyu 6: 1048, Kuyu 7: 10°/48 B) 96 saat,
Kuyu 1: 50 b¢ M, Kuyu 2: Kontrol/96, Kuyu 3: 10°/96, Kuyu 4: 10°/96,
Kuyu 5: 10%/96.

Doz ve zamana bagh olarak metilprednizolon uygulanan HL60 hiicrelerinin
canlilik ve apoptoz sonuglar1 Kruskal Wallis (K-W) istatistik programina gore
degerlendirildi. K-W tek yonlii varyans analizine gore, canliligin incelenmesinde 12.
saatte anlamli bir fark (p:0.064) bulunamamistir ancak 24. saatte (p:0.025) ve 48.
saatte (p:0.015) anlaml1 bir fark vardir. 24 saat ve 48 saat deneylerin kontrole gore

ikili karsilagtirmalarinda biitiin gruplar arasinda anlamli bir fark vardir.
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K-W tek yonlii varyans analizine gore, erken apoptoz incelendiginde 12.
saatte (p:0.033) ve 24. saatte (p:0.025) molar gruplar arasinda fark vardir ancak 48.
saatte (p:0.387) dnemli bir fark bulunmamaktadir. Ikili karsilastirmalarda ise, 12.
saat ve 24. saat kontrole gore 5x10* M ve 10° M derisimler arasinda fark

gozlenmektedir.

K-W tek yonlii varyans analizine gore, ge¢ apoptoz incelendiginde, 12. saat
(p:0.760) ve 24. saatte (p:0.192) hi¢ fark goriilmezken, 48. saatte (p:0.015) oldukga
anlamli bir fark goriilmektedir. 48. saatin kontrole gore ikili karsilastirilmalarinda

biitiin gruplar arasinda oldukca énemli bir fark vardir.

4.2. Metil Prednizolonun HL-60 hiicrelerinde Doz/Zaman Bagimh Olarak

Farklilasma Uzerindeki Etkilerinin Arastiriimasi

Akut promiyelositik 16semi hiicre (HL60)’leri, %10 FBS iceren RPMI-1640
besiyerinde, 37°C, %5 CO, ve %95 nem igeren etiivde kiiltir edildi. 6c-metil
prednizolonun, 48, 72 ve 96 saatlerdeki farklilasma etkilerini arastirmak igin
hiicreler, 24 kuyucuklu kiiltiir kaplarinda, 10, 10° ve 10 molar derisimlerdeki
6a-metil prednizolon ile inkiibe edildiler. Inkiibasyon bitiminde hiicrelerin canlili,
1:1 oraninda tiripan mavisi ile boyanip Neuber laminda sayilarak canlilik oranlari
% 70-90 arasinda bulundu ve ardindan monositik ve graniilositik hiicre yiizey
molekiilleri olan CD11b, CD14 ve CD15 monoklonal antikorlari ile boyanarak akim
sitometrede (Tablo 4.5, 4.6, 4.7, ve Sekil 4.9, 4.10, 4.11) analiz edildiler. MP’nun
10* molar derisimi 72 ve 96 saatte HL-60 hiicrelerini graniilositik farlilasmaya
yonlendirdigi gozlendi. Hiicreler ayrica, 500 rpm de 2 dakika ¢evrilerek lam iizerine
tespit edildikten sonra, Wright boyast ile 5 dakika boyanip morfolojik olarak 151k
mikroskobunda degerlendirildiler. Isik mikroskobunda, 10* molar derisimde MP
uygulanan hiicrelerde morfolojik olarak farklilasma gozlendi (Sekil 4.12).
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Tablo 4.5: CD11b hiicre yiizey belirleyicisi ile akim sitometrik inceleme sonuglari.

0. SAAT 48. SAAT 72. SAAT 96. SAAT
10° M 1.80+0.0 0.85+£0.26 6.80+0.9 18.1£11.0
10°M 1.80+0.0 1.06+0.03 9.0+0.0 23.33+13.24%*
10 M 1.80+0.0 1.64+0.8 23.9742.85% | 38.57+4.7*
*K-S>0.20
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Sekil 4.10. Doz/ Zaman bagimli MP uygulanan HL60 hiicrelerinde CD11b yiizde
degisimi. Kontrole gore karsilastirildiginda 72 saatte (K-S:0.27) ve 96
saatte (K-S:0.44) anlaml fark vardir.




Tablo 4.6: CD14 hiicre yiizey belirleyicisi ile akim sitometrik inceleme sonuglari.
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0. SAAT 48. SAAT 72. SAAT 96. SAAT
10°M 0.045+0.0 0.015+0.0 0.445+0.065 0.385+0.165
10*M 0.045+0.0 0.1254+0.025 0.475+0.065 0.295+0.145
5x10* M 0.045+0.0 0.335+0.305 1.31£1.07 0.55+0.37
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Sekil 4.11. Doz/Zaman bagimli MP uygulanan HL60 hiicrelerinde CD14 yiizde

degisimi. Kontrole gore karsilastirlldiginda anlamli  bir fark

gortiilmemektedir.



Tablo 4.7: CDI15 hiicre yiizey belirleyicisi ile akim sitometrik inceleme sonuglari.
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0. SAAT 48. SAAT 72. SAAT 96. SAAT
10°M 85.594+0.0 88.2+0.95 90.68+0.37 87.444+1.02
10° M 85.59+0.0 89.67+£0.02 91.194+0.28 90.82+0.15
10* M 85.59+0.0 88.66+0.9 86.4+1.07 86.45+0.2
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Sekil 4.12. Doz/Zaman bagimli MP uygulanan HL60 hiicrelerinde CD15 yiizde

degisimi.

uygulamalarinda anlamli bir fark goriillmemektedir.

Kontrole gore karsilastirildiginda biitin  doz ve

saat
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Sekil 4.13. MP ile inkiibe edilen hiicrelerin Wright boyasi ile boyanarak morfolojik
degerlendirilmesi A) Kontrol/72. saat, B) 10™* M/72 saat, C) 10° M/96
saat, D) 10" /96 saat M. Okla isaretli hiicreler farklilagsmay1

gostermektedir.



53

Farklilasmanin sonuglar1 akim sitometri cithazinin Kolmogrov-Smirnov

istatistik programinda incelendi.

Graniilositik farklilasma belirleyicisi olan CD11-b incelendiginde, 48. saatte
Kolmogrov-Smirnov (K-S) degerlerinde bir degisiklik goriilmemekte, 72. saatte 10™
M derisimde K-S degeri:0.27 anlamli bir farklilasma gériilmektedir. 96. saatte 10° M
derisimde K-S degeri:0.52 ve 10* M derisimde K-S degeri:0.44 oldukca anlamli bir
fark bulunmaktadir. Bu baglamda, 72. ve 96. saatlerde 10 M ve 10 M derisimlerde
MP uygulanan HL60 hiicrelerinde graniilositik farklilasma goriilmektedir.

Monositik farklilagma belirleyicisi olan CD14 incelendiginde, MP derisimi
bes kat artirilmasina ragmen higbir derisimde anlamli bir fark bulunamadigindan,

HL60 hiicrelerinde monositik farklilasma goriilmemistir.

Diger bir hiicre ylizey belirleyicisi olan CDI15, HL60 hiicrelerinin dogasi
geregi yliksek ekspresyon gostermektedir. Kontrole gore biitiin doz ve inkiibasyon
zamanlar1 karsilastirildiginda ¢ok az bir degisiklik goriilse de, anlamli bir artig

olmadigindan K-S degeri:<0.20’dur.

Klinikte YDMP’nin farklilasmaya yol agic1 etkisi 4-7 giin arasinda gortildiigii
icin, MP’nin HL-60 hiicrelerindeki etkileri 120, 144 ve 168 saatlerde incelendi.

Ancak anlamli degisimler gozlenmedi (Ek).

Sonug olarak metilprednizolonun bu c¢aligmada kullanilan dozlarinin, HL-60
hiicrelerinde graniilositik farklilagsmay1 uyardigi, monositik farklilagma {izerine etkili

olmadig1 saptanmaistir.
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5. TARTISMA

Akut miyeloblastik 16semi, kemik iligindeki normal hiicrelerin azalmasiyla
taninan dort onemli 16semi tipinden biridir. Kemik iligindeki blast hiicreleri %30
oranin1 astiginda hastalik ortaya cikmaktadir. Hem cocuk hem de eriskinlerde
goriilen AML, ¢ocukluk ¢agi 16semilerinin %15 ini olusturur. Bu olgularin %25-30’u
10-15 yas arasindaki ¢ocuklardir. AML, FAB siniflandirmasina gore sekiz alt grupta
(M0-M7) smiflandirilmaktadir (10-17). AML’nin olusumunda farklilasma ve
apoptoz mekanizmalarindaki bozukluklar 6nemli yer tutmaktadir. Tedavinin
¢Oziimiinde ise bu mekanizmalar lizerinde etkili olan all-trans retinoik asit (ATRA),
arsenik tri oksit (ATO), vitamin-D tiirevleri, histon de asetilaz (HDAC) inhibitorleri,
vincristin, piknojenol ve steroit tiirevleri gibi ilaglar kullanilmaktadir. Ozellikle
steroit grubundan olan yiiksek dozlarda uygulanan 6a-metilprednizolon 21-
hemisiiksinatin  antilosemik etkisi daha oOnce yapilan ex-vivo c¢aligmalarda
gosterilmistir. Yapilan ex-vivo ¢alismada AML’nin M1, M2, M3 ve M7 grubundan
olan hastalarin blast hiicreleri kiiltiir edilip, 48 saate kadar olan apoptotik etkileri

elektron mikroskobunda gdsterilmistir (55).

Bu caligmada, bir steroit tiirevi olan 6a-metilprednizolonun (MP) AML hiicre
hattinda, sitotoksisite, apoptoz ve farklilagma iizerindeki in-vitro etkilerinin
arastirilmasi amaclandi. Bu amagtan hareketle, AML’nin M3 alt grubunu temsil eden
ve in-vitro kiiltiir calismalarinda en ¢ok kullanilan HL-60 (insan akut promiyelositik
l6semi) hiicre hattinin kullanilmas: uygun gorildi. MP uygulanan HL-60
hiicrelerinde apoptoz ve sitotoksiteyi arastirmak igin anneksin V-FITC ve
farklilasmay1 arastirmak i¢in ise CD “cluster differentiation” (farklilasma kiimeleri)
olarak bilinen hiicre yiizey antijenleri kullanilarak akim sitometre cihazinda inceleme

calismalar1 yapildi.

Yiiksek doz glukokortikoid’in I6semi ve lenfomalarda etkili oldugunu
gosteren (123-124) oncli  klinik calismalardan sonra, steroid hormonlari

(deksametazon ve prednizolon)’nin miyeloid farklilagmasinda 6nemli oldugunu
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gosteren ilk deneysel ¢alismalar 30 yil dncesine, Lotem ve Sachs’in fareler {izerinde
yaptiklar1 ¢alismalara dayanmaktadir (123). Lotem ve Sachs ilk kez steroid hormon
tiirevlerinin farklilagsmada 6nemli olabilecegini vurgulamislardir. Bu iki arastirmaci,
fare miyeloid 16semi hiicrelerine deksametazon uygulayarak, bu hiicrelerin makrofaj
ve graniilositlere doniisebilecegini gostermislerdir. Yapilan bu ilk c¢aligmalardan
sonra l6semik hiicrelerin farklilasma tedavisinde steroid hormon tiirevlerinin uyarici
bir ajan olarak bulunmasi arastiricilarin steroidlere olan ilgisini artirmistir.
Japonya’dan Honma ve dig. (125)’de normal ve 16semik farklilagsma ¢aligmalarinda
hidrokortizon, dekzametazon ve prednizolon gibi steroid hormon tiirevlerini
kullanmislardir. Ulkemizde ise ilk kez iiniversitemizde, Pediatrik Hematoloji
Unitesi’nde Higsénmez ve dig. (42-53) tarafindan 1988 yilinda baslatilan AML’de
yiiksek doz metilprednizolon tedavisi ¢alismalarindan halen iyi yanit alinmakta ve

caligmalar siirdiiriilmektedir.

Ozbek ve dig. (55)’nin yaptig1 ex-vivo calismalara gore, Metilprednizolon
(MP)’un diisiik (10° M) ve yiiksek (10° M) derisimlerde insan miyeloid 16semi
hiicrelerinde farklilasma ve apoptotik hiicre oliimiine yol actigi bildirilmektedir.
Ancak yiiksek doz MP (10° M)’nun daha fazla farklilasma ve apoptotik hiicreye

neden oldugunun gosterilmesi yiiksek dozun klinik etkisine isaret etmektedir.

Yapilan bu ¢alismada, Ozbek ve dig.(55)’nin calismasindan farkli olarak,
AML’nin M3 grubunda yer alan HL-60 hiicrelerine 10™* M, 5x10* M vel0® M
derisimlerde 6a-metilprednizolon 21-hemisiiksinat yerine 6a-metilprednizolon 12, 24
ve 48 saatlerde uygulandi. Hiicre sayimlari hem CBC tam kan sayim cihazi hem de
tripan mavisi canlilik testi ile yapildi. Her iki yontem ile yapilan sayim sonuglari
birbiriyle uyusmaktadir. Baslangi¢ saatindeki HL-60 hiicrelerinin canliligi TBE testi
ile % 96 iken, anneksin V-FITC ile akim sitometrede degerlendirilen canli alan % 98
olarak bulundu. Sonuglar Tablo 4. 1 ve 4. 2 de de goriildiigii gibi, doz ve inkiibasyon
zaman artist ile birlikte, canlilik ylizdeleri dogru orantili olarak azalmaktadir.
Anneksin-V FITC ile akim sitometrede, 12, 24 ve 48 saat MP ile inkiibe edilen
hiicreler degerlendirildiginde, 12. saatte 10° M derisimde (Tablo 4. 3) ve 24 saatte
5x10™*- 10° M derigimlerde (Tablo 4.3) kontrole gore oldukca belirgin bir erken



56

apoptoz, 48. saatte 5x10*-10° M derisimlerde (Tablo 4.4) ge¢ apoptoz ve nekroz
izlenmistir. Bu sonuglar gostermistirki, MP dozu ne kadar yiiksek ise apoptoz o
kadar erken goriilmiistir. Bu da YDMP tedavisinin AML’li ve ekstramediiller
tutulumu (gdz, cilt vb.) olan c¢ocuklarda kitlenin 3-7 giin gibi kisa siirede
gerilemesinin apaptoz ile oldugunu diisiindiirmektedir. Ozbek ve dig. (55)’nin
sayimlarina gore 24. saatte 10° molar derisim uygulanan hasta kemik iliginden
alinan AML-MI1 hiicrelerinde % 23-74, AML-M2 hiicrelerinde % 6 ve AML-M3
hiicrelerinde ise % 3 apoptoz tespit edilmistir. Buradan da goriilmektedir ki,
metilprednizolonun apoptotik etkisi, doz ve uygulama saatleri yani sira AML alt

gruplarina gore de degisiklik gostermektedir.

Anneksin V-FITC c¢alismasindan farkli olarak hiicreler Wright boyasi ile
boyanip gériintillendiginde, 24. saatte 10~ molar derisimde apopototik cisimcikler,
48. saatte 5x10-10 M derisimlerde hem apoptotik cisimcikler hem de hiicrelerin
pargalandiklar1 gézlemlendi. Buradan hareketle MP’nin 10° M derisimlerinin 24.

saatte apoptotik ve 48. saatte sitotoksik oldugu sonucuna varildi.

Ayrica 48 saat ve 96 saat uygulama yapilan hiicrelerden DNA elde edilirerek,
%1.5’1uk agaroz jel elektroforezi yapildi. Biitiin derisimlerde 48 saat inkiibe edilen
hiicrelerin DNA’smin pargalara ayrildigi ve 96 saat inkiibe edilen hiicrelerin

DNA’sinin smear olusturdugu gozlendi (Sekil 4.9).

Yapilan bu calismada apoptotik etki 12 ve 24 saat gibi daha erken saatlerde
goriilmesine ragmen Omay ve dig. (127)’nin yaptig1 calismada, HL-60 hiicrelerine
10" M derisim uygulanan MP’nin 72. saatte apoptotik etki gosterdigi
bildirilmektedir. Bu ¢alismayla celisen bulgunun farki yaptiklar1 deney yonteminde
ortaya cikmaktadir. Omay ve dig.’nin g¢aligmasinda hiicre kiiltiirleri, baslangic
saatinde 2x10° hiicre/ml olarak kurulmus ve giin asir1 besleme kosullar1 gz 6niine
alindiginda hiicrelerin apoptoza girmesi gec¢ saatlerde gozlenmis olabilir. Oysa
yapilan bu ¢alismada HL-60 hiicrelerinin 36-48 saatte bir boliinmesi ve beslenme

kosulu g6z oniine alindigindan dolayi, deney sonuna kadar besleme yapmadan daha
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az sayida (1x10° hiicre/ml olarak) hiicre ile deney seti baslatilmistir. Ayrica Omay ve
dig.’nin caligmasinda, HL-60 hiicreleri akridin oranj/etidiyum bromiir (AO/EB) ile
boyanip, immun flerésan mikroskopta goriintiilenmis ve yine 72. saatte apoptotik

cisimcikler tespit edilmistir.

Bu caligmada farklilasmay1 gostermek icin, yine HL60 hiicrelerine 48, 72 ve
96 saat gibi ileri zamanlarda 10, 10” ve 10™ molar derisimlerde MP uygulandu.
Calismanin baslangicinda hiicrelerin tripan mavisi ile canlilik sayimlart yapildi ve
canlilik oranlart % 70-90 arasinda bulundu. 5x10* M derisimde MP uygulanan
hiicrelerin canlilik yiizdeleri % 50 ye distiigiinden, ¢alisma 10°-10* M derisimler
arasinda sinirlandirilmistir. Ancak, monositik farklilasma gosterilebilir kuskusuyla
CD14 hiicre yiizey belirleyicisi icin MP dozu bes kat artirilarak 5x10™* M derisime
cikilmigtir Hiicreler 48, 72 ve 96 saatlik inkiibasyon sonunda graniilositik ve
monositik farklilasmay1 gostermek i¢in CD11b, CD14 ve CDI15 hiicre yiizey

belirleyicileri kullanilarak akim sitometride incelendiler.

Akim sitometrik inceleme sonuglarina gére CD11-b diizeyinde (Tablo 4.5),
10* M derisim uygulamasinda 72. saatte, 10” ve 10 M derisim uygulamalarinda 72.
ve 96. saatlerde belirgin bir artis goézlenmistir. Buradan hareketle, MP’nin HL-60
hiicrelerini graniilositik olarak farklilagtirdigi sonucuna varilmistir. Yiiksel ve dig.
(63)’nin  HL-60 hiicrelerine 10° M arsenik tri-oksit ile birlikte 107 M
metilprednizolon uygulamasina gore; 72. saatte % 60 ve 96. saatte % 80 oraninda

CD11-b artis1 metilprednizolonun sinerjistik bir etki gosterdigine isaret etmektedir.

Monositik farklilasmay1 incelemek icin CD14 hiicre yiizey belirleyicisi ile
yapilan baslangi¢ calismalarinda (7Tablo 4.6), biitiin saat ve doz uygulamalarinda
herhangi bir belirgin fark bulunamadigindan ve MP’nin HL-60 hiicrelerinde

monositik farklilagsmay1 saglayamadig1 sonucuna varilmistir.

HL-60 hiicrelerinin pozitif hiicre yiizey belirleyicisi olan CD15 inceleme

sonuclarinda (Tablo 4.7) da 6nemli bir degisiklik gdzlemlenememistir. Zaten, HL-60
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hiicreleri dogas1 geregi CD15 hiicre yiizey belirleyicisini yiiksek diizeyde ekprese
etmektedir. Bu bulgularda da baslangi¢ saatindeki CD15 diizeyi %85°den, 72. ve 96

saat 10° M derisimde ancak %91’¢ ulagmustur.

Hiicre yiizey belirleyici analizlerinden ayrica, 10°-10* M derisimde MP
uygulanan HL-60 hiicreleri Wright boyasi ile boyandiktan sonra mikroskobik
goriintiileri elde edildi. Bu gbriintiilere gore de 72 saat 10 M derisim MP uygulanan
hiicrelerde ve 96 saat 10° M ve 10* M derisim MP uygulanan hiicrelerde
graniilositik farklilasmis hiicreler tespit edildi. Bu sonuglar, yiiksek doz MP ile daha
erken farklilasmanin basladigina dikkati cekmektedir.

Farklilasma sonuclar1t Kolmogrov-Smirnov istatistiksel incelenmesine gore
degerlendirildiginde de graniilositik hiicre ylizey belirleyicisi olan CD11-b’nin
anlamli artisina ragmen monositik hiicre yiizey belirleyicisi olan CD14’te anlaml1 bir
fark bulanamamigtir. Makrofaj ve graniilositik farklilasma belirleyicisi olan CD15’te

ise istatistiksel olarak anlamli olmayan bir artis bulunmustur.

Giliniimiizde AML’de tedavi denemeleri steroid disinda farklilagsmay1 uyaran
diger ajanlar ile de siirdiiriilmektedir. Bunlar i¢inde en 6dnemli olanlardan biri de bir
retinoik asit tiirevi olan all-trans retinoic asit (ATRA) olarak adlandirilan bir
bilesiktir. Tk kez 1988’de Huang ve dig. (126)’nin ATRA’y1 kullanarak AML nin
M3 alt grubundan akut promyelositik 16semi (APL)’li hastalarda 16semik hiicrelerin
normal hiicrelere farklilasabilecegini gostermelerinden bu yana caligmalar hiz
kazanmistir. Ancak yillardan beri devam eden ATRA calismalarindan da goriildiigii

kadariyla heniiz AML’ nin diger altgruplarinda bir farklilagma etkisi bulunamamustir.

Bir bagka farklilasma uyarici ajan olarak bilinen ve tedavi protokollerinde yer
alan Vinkristin (VCR)’nin ATRA ile birlikte gosterdikleri sinerjistik bir etki ile
HL60 hiicrelerinde graniilositik farlilagsmay1 gdstermeleri, tedavi ¢alismalarinda ikili

veya ¢oklu ila¢c denemelerinin daha etkili olabilecegini gdstermektedir (69).
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Farklilagmay1 uyaran diger 6nemli ajanlardan biri de vitamin-D tiirevleridir.
Ozellikle 10,25 dihidroksivitamin-D3, 6zellikle monositik farklilasmay1 sagladigi bir

¢ok in-vitro ve in-vivo ¢aligmada gosterilmistir (68, 128).

Bu calismanin sonunda, MP’nin 10° M derisimlerinin sitotoksik etkili
oldugu, 5x10* M derisimlerinin apoptozu uyardigt ve 10 M derisimlerinin
graniilositik farklilasmay1 gerceklestirdigi gosterilmistir. Bu sonuglar, klinik olarak

YDMP’nin AML’li hastalarin tedavisindeki basarili sonuclarini desteklemektedir.
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SONUCLAR VE ONERILER

1. AML nin M3 alt grubundan HL-60 hiicre hattinda MP’nin 10~ M derisimleri
48. saatte sitotoksik etkili olmaktadir.

2. MP’nin 5x10* M derisimleri HL-60 hiicrelerinde 24. saatte erken apoptozu

ve 48. saatte gec apoptozu uyarmaktadir.

3. MP’nin 10° ve 10* M derisimleri 72. ve 96. saatlerde graniilositik

farklilagmay1 uyarmaktadir

4. MP’nin bu ¢alismada kullanilan derisimlerinin HL-60 hiicrelerinde monositik

farklilagmay1 uyarmadigi gozlendi.

5. MP’nin 10° M derisimi 72. ve 96. saatlerde ¢ok az bir graniilosit-makrofaj
hiicre ylizey belirleyicisi (CD15) tizerinde etki gostermistir.

Gelecek calismalarda, AML’nin diger alt gruplarindan olan K562
(eritrolosemi), U937 (myelomonositik 16semi), Molt4 (monositik 16semi), NB4 (15-
17 translokasyonlu APL) ve Kasumi-1 (AML-M2) gibi hiicre hatlar1 ile primer
blastlardan alinmig kiiltiirlerde karsilastirmali olarak metilprednizolonun etkilerinin
apoptoz, farklilasma ve transkripsiyon faktorleri gen ekspresyon diizeyleri iizerine

etkilerine bakilmasi planlanmistir.
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EK

fleri Saatlerde MP Uygulanan HL-60 Hiicrelerinde CD11-b, CD14 ve CD15

Hiicre Yiizey Belirleyicileri ile Akim Sitometrik inceleme Sonuclari.

0.SAAT:

CDI11-b: 1.80%

CD14 0.045%

CD15 85.59%

120. SAAT

CD11-b CD14 CD15

Sonug¢lar | Ortalama | Sonug¢lar | Ortalama | Sonuclar | Ortalama

10°M | 13.02 13.08 0.52 0.41 98.83 98.77
13.15 0.29 98.71

10°M | 2.35 3.06 0.13 0.17 97.95 98.20
3.78 0.21 98.45

10*M |5.86 5.37 0.12 0.24 92.76 92.33
4.88 0.35 91.89




144. SAAT

CD11-b CDh14 CD15
Sonuclar | Ortalama | Sonuglar | Ortalama | Sonuclar | Ortalama
10°M 2.44 3.70 0.24 0.64 97.06 97.56
4.96 1.04 98.06
10° M 3.47 2.87 1.29 1.31 71.04 71.19
2.26 1.32 71.34
10*M 0.79 0.67 1.33 1.61 49.38 51.52
0.52 1.88 53.67
168. SAAT
CD11-b CD14 CD15
Sonug¢lar | Ortalama | Sonuglar | Ortalama | Sonuclar | Ortalama
10°M 3.20 2.82 0.21 0.31 96.85 92.11
2.45 0.40 86.46
10°M 1.02 1.03 0.21 0.27 92.28 90.11
1.03 0.33 87.94
10*M 1.44 1.64 0.33 0.50 70.41 64.16
1.84 0.67 57.91




