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1. OZET

PPAR'lar ligandla regile edilen transkripsiyon faktérleridir ve cesitli gen
drinlerinin ekspresyonunu saglarlar. Fizyolojik ya da farmakolojik olarak
ligandlar ile aktiflesen PPAR’ lar aktiflenirler. Baslica yol ligand baglayarak
olan aktivasyondur. Takiben retinoid X Reseptdérid (RXR) ile heterodimer

olusturduktan sonra hedef genin DNA’ sinda spesifik bdlgelere baglanirlar.

PPAR'’ lar lipid metabolizmasinda kritik regilatuar role sahiptirler. PPAR’ larin
sentetik ligandlar olarak bilinen tiazolidinedionlar ve fibratlar, diyabet ve
dislipidemi tedavisinde yerlerini almiglardir. Bunun yaninda PPAR’ larin
patolojik yolaklarda da potansiyel rol sahibi olduklan saptanmigtir. Bu sayede
PPAR’ larin kanser, ateroskieroz, inflamasyon, infertilite ve demyelinizan

hastaliklarin tedavisinde nasil bir rol alabilecekleri aragtiriimaktadir.

Tim dinyada kardiyovaskiler hastaliklardan sonra kanserden 6lum orani
ikinci sirada yer almaktadir. Akut I6semilerde, I6semik blastlarin gogalmalari
ve kemik iliginde birikimleri sonucunda kemik ilijinde normal hematopoetik
fonksiyon g0sterecek hiicreler baskilanir ve kemik iliginde yetersizlik

meydana gelir.

Yapilan galigmalarla TZD’ larin insanlarda pek cok kanser hiicre hatlarinda
orta derecede antiproliferatif etki gdsterdigi ve apoptozisi artirdigi

saptanmugtir.



Yapilan bu arastirmada HL-60 hiicre dizisinde saf bir PPARy agonisti olan
roziglitazon maleatin antiproliferatif, apoptozisi ve differansiyasyonu
indiikleyici etkileri, bu etkilerin hangi mekanizmalar tizerinden ortaya ¢iktigi in

vitro kogullarda arastiriimistir.

Roziglitazon maleat igin inhibitér konsantrasyon (ICso) dozu 75 mikroMolar

(mcM) olarak belirlenmigtir.

Bu calisma ile I6semik hiicre hatlarinda apoptozis, differansiyasyon ve hiicre
siklusu ile daha genis bilgi edinilmeye galisiimig ayrica ilerideki ¢aligmalara
yol gosterebilecek sonuglar elde edilmigti. Bu sayede akut [6semi
tedavisinde bir agama daha katdedilebilecektir. Direngli AML-M3 olgularinda
PPARYy agonisti roziglitazon maleatin additif etki yaratip yaratmayacag: ileri

calismalar i¢cin amaglanabilir.



2. GIRIS VE GENEL BILGILER

2.1. Peroksizom- Proliferatér- Aktive Edici Reseptdrier (PPAR’ lar)

21.1. Tanim
PPAR'lar 48 uyesi tanimlanmis nikleer reseptdr siper ailesine bagl bir

niikleer reseptdr grubudur (1, 2, 3).

2.1.2. Tarihge

ik tanimlanan PPAR olan PPAR-a 1980 lerin basinda kesfedildi. ik kez
Xenopus laevis adiyla bilinen Afrika tirnakli kurbagasinda (Resim 1) ve
kemirgen karacier dokusunda instlin duyarlihgini artirmasi yaninda
peroksizom sayisini da artirdigi igin peroksizom proliferatéri olarak
adlandirildi. Peroksizom sayisini artirarak kemirgen karaciger dokusunun agil
Co A oksidaz gibi peroksizomal beta oksidasyon enzimlerini ve bu sayede
yag asidi metabolizma kapasitesini artirdigi gérildi (4). Hemen ardindan

farmakolojik olarak fibratlarla iligkili olduklari gésterildi (2, 5).

2.1.3. Niikleer reseptorler



Nikleer reseptérler DNA' ya baglanarak etki gosterirler. Etkileri gen
transkripsiyonunu regiile etmektir. Bu etki iki farkh sekilde gorilir; ya
reseptér 6nce ligandina baglanir ve daha sonra ikisi birlikte DNA’ ya
baglanirlar ya da reseptér énce DNA’ ya baglanir ve daha sonra ligandi
reseptére bagdlanir. Ligandin niikleer reseptére ulagmadan 6nce plasma
membranindan c¢ekirdege kadar tasinmasi gereklidir. Ligandin hicre
membranindan gegcisi genellikle pasif diffiizyon ile olur, bunun yaninda
tasiyici proteinler de kullanilir. Nikleer reseptérler hiicre iginde endoplasmik
retikulumda sentez edililer ve daha sonra cekirdege gecerler. Nikleer
reseptérler DNA' ya ya monomer olarak ya da dimer olarak baglanirlar.
Dimer baglanma da homodimer ya da heterodimer olarak iki farkli sekilde

gerceklesebilir (6, 7, 8, 9, 10, 11) .

Nikleer reseptérler N terminal ucundan C terminal ucuna kadar doért farkli
bélim icerirfler. A ve B bolgeleri transaktivasyon, C bdlgesi DNA' ya
baglanma bélgesi, D bélgesi mentese bélgesi, E ve F bdlgeleri ise ligand

baglama-dimerizasyon-transaktivasyon bdlgelerini igerirler.

N-terminal Hinge
domain region jorn
AB C D B F
DNA binding Ligand binding
domain (DBD) doman (LDB)

3D

DNA DBD

Sekil 1: Nukleer reseptorlerin bir boyutlu ve t¢ boyutlu sematik bolumleri (12)



Nikleer reseptériere ligand baglanmasinda nikleer reseptorin ylzey yapisi
énemlidir. Ligand reseptér yiizeyinde sekilsel bir uyum gésteren bir kaviteye
baglanir. Baglanmayi takiben reseptérde sekilsel bir degisim gerceklesir ve
reseptér fosforilize olur. Nukleer reseptér DNA' ya C bdlgesi ile baglanir. C
bolgesi DNA (izerine iki adet ginko atomu igeren parmaksi ¢ikinti (zinc finger)
ile oturur. Her bir ¢inko atomu etrafinda dorder adet sistein mevcuttur. Bu
cinko ve sistein yapilan parmaksi cikintilarin gergin bir halde tutulmalarini
saglar. C bélgesinde ayrica iki adet 6zel bolim belirlenmistir. D ve P kutulari
olarak adlandirlan bu bélgelerden P kutusu baglanma 6zgulliginu saglarken
D kutusu ise dimerizasyonda énem kazanmaktadir. Mentese bélgesi olarak D
bélgesi dimerizasyon ve taginmada rol oynar. A-B bélgeleri ise fonksiyonu
saglayan esas bolgelerdir. E-F bélgeleri de transaktivasyonda rol alirlar (6, 7,

8,'9; 18, 11).

Nikleer reseptorler hedef genin DNA’ si (zerinde regilatuar bolime

baglanirlar. Bu yer response element (RE) olarak tanimlanmaktadir.

Nikleer reseptérler etki mekanizmasina gére tip | ve tip Il olarak
simiflandirilirken, dizi  homolojisine gére alt-aile 0-1-2-3-4-5-6 olarak
siniflandirilirlar. PPAR’ lar tip 1l ve alt-ailesi 1'de (tiroid hormon resptdri

benzeri) grup C olarak siniflanmisgtir.

Nukleer reseptorlerin ligandlan endojen hormonlar (tiroid hormonlarn ve
steroid hormonlar gibi), A ve D vitaminleri ve bir takim ilaglar gibi lipofilik

maddelerdir.



PPAR'lar ligandla regile edilen transkripsiyon faktorleridir ve cesitli gen
trtinlerinin ekspresyonunu saglarlar. Dogal PPAR ligandlari, tim arasidonik
asid metabolitleri ve poliansatire yag asitleridir. En iyi bilinen sentetik PPAR
ligandlari ise tiazolidinedionlar (roziglitazon, pioglitazon, troglitazon,

ciglitazon, MCC-555, GW9662) ve fibratlardir.

PPAR-y ve RXR, fosfoenolpiriivat karboksikinaz (PEPCK) geni tarafindan
transaktive edilirler. Yiksek affinitedeki ligandlar kullanilarak PPAR-y hilcre
kulturlerinde fibroblastik htcrelerden tamamen differansiye adipositler

olusturulabilmektedir (Sekil 3).

&
<@
<=
<> Adiposit

Fibroblast
e 5

Sekil 2: PPARy, RXR heterodimerinin adiposit differansiasyonuna etkisi




2.1.4. Peroksizom

Peroksizomlar 0,3-0,5 mikron ¢apinda ve lipid ¢ift membranla gevrili 6karyotik
hiicre organelleridir, prokaryotlarda bulunmazlar (Sekil 3 ve Resim 2).
Peroksizomlar ilk kez 1965 yilinda Belgikal bir sitolog olan Christian de Duve
tarafindan tanimlanmistir. Metabolik aktivitesi fazla olan karaciger, bobrek ve
kalp kasi gibi dokularda yogun olarak bulunurlar. Hiicreyi toksik maddelerden
koruma gérevi tasirlar. Bu baglamda peroksizomlar iginde katalaz, urik asid
oksidaz, d-aminoaisd oksidaz gibi enzimler bulunmaktadir. Bu enzimler
aracilifla oksidasyon-rediksiyon olaylari, purin bilegiklerinin  yikimi,
karacigerde etanol oksidasyonu vb. olaylar meydana gelir. Ayrica
peroksizomlarin en 6énemli gorevierinden biri de mitokondrilerde de yapilan
yag asidlerinin beta oksidasyonudur. Bu surecte yag asidleri 2 karbon atomu
kaybederek Asetil Co-A'ya donisirler. Ayrica myelinde bol miktarda bulunan
bir fosfolipid olan plasmalojenin ilk olusum reaksiyonlari peroksizomlarda
meydana gelir. Eksikliginde santral sinir sistemi myelinizasyonu anormallikleri
ile seyreden norolojik hastaliklar tanimlanmistir. Peroksizomlar ayrica safra
asidlerinin yapiminda da rol oynarlar. Son olarak peroksizomlar bir takim
proteinleri alarak belli islemlerden gegirirler. Bu protein alimi eksikliginde
Zellweger sendromu olarak tanimlanan nérolojik bir hastalik meydana

gelmektedir (13).

Sekil 3: Peroksizomun temel yapisi (12)
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Resim 2: Elektron mikroskobik gérinimu (14)

2.1.5. PPAR’ larin Yapisi

Tum PPAR’ larin fonksiyonel bélgeler iceren temel bir yapisi mevcuttur. Bu
bélgeler igcinde en dnemlileri DNA baglayan bdlge (DNA binding domain-
DBD) ve ligand baglayan bélgelerdir (Ligand binding domain- LBD). Reseptér
aktive olduktan sonra DBD iki adet g¢inko parmak (zinc finger) olarak
adlandirilan ¢inko iceren protein bélgesi ile DNA' nin regllatuar bélgesine
baglanir. LBD ¢ok sayida alfa heliks ve beta katlantidan olugan biyik bir
sekonder protein yapisi gésterir. Dogal ve sentetik PPAR ligandlarn LBD’ e
baglanarak reseptort aktive ederler (16, 17) . PPARY nin LBD kisminin x
isini yapisi diger nikleer reseptérierinkinden daha blyUk bir ligand baglayan
cebi oldugunu ortaya koymaktadir. Bu fiziksel blyiklik sayesinde PPAR’ lar

cok sayida dogdal ve sentetik ligandlari baglayabilmektedir.

2.1.6. Etki Mekanizmasi

Niikleer reseptdr slper ailesine ait bir grup reseptor olan PPAR'’ larin Ggl de
farkli genler tarafindan kodlanir. PPAR’ lar ligand ile regile edilen
transkripsiyon faktérleridir. Transkripsiyon genomik DNA’ nin RNA'ya
aktariimasi islemi olarak tanmimlanir. Fizyolojik ya da farmakolojik olarak

ligandlari ile aktiflesen PPAR'’ lar ayrica fosforilasyonlarini degistiren kovalan

11



modifikasyon ya da bir is1 sok proteini (HSP) ile de iligkiye gegerek de
aktiflenirler (Sekil 4). Baslica yol ligand baglayarak olan aktivasyondur.
Takiben retinoid X Reseptori (RXR) ile heterodimer olusturduktan sonra
hedef genin DNA' si izerinde spesifik boélgelere baglanirlar ($ekil 5) (2). Bu
spesifik DNA dizisi “peroksizom proliferatér response elements” (PPREs)
olarak isimlendiriimiglerdir. RXR, PPAR' lar diginda vitamin D ve tiroid

hormonlari ile de heterodimer olusturmaktadir.

1
e
Al - ' . n.
i}
REGULASYON . R
2diposit differangivasyonu
ingdlin duyarhiig

Lipid metabolizmaszi

inflamaswyon P s W
Atsroskieroz

Karginogenez r

= 4

Sekil 4: PPAR aktivasyonu
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Diyet, yad dokusu Lipoksigenaz,
Siklooksigenaz

~ Hicre
.. membrani

s 1. Prostoglandinier,
Skotrienler

Hiicre
nukleusu

Sekil 5: PPAR alfa ve gama yolagi

Ortak DNA dizisi genellikle AGGTCAXAGGTCA olarak tanimlanmistir. X,
random bir nkleotiddir. Genellikle bu dizi genin promotor bélgesinde
meydana gelir. PPAR kendi ligand! ile baglandi§i zaman hedef genlerin

transkripsiyonu artar ya da azalir.

PPAR'’ larin fonksiyonlari ligand baglayan bélgesinin sekli ile dizenlenir.
Ayrica cok sayida ko-aktivator (SRC-1 ailesi, CBP/p300, TRAP/DRIP
kompleksi) ve ko-represér (SMRT, N-cor), PPAR fonksiyonlarini regiile eder

(Sekil 4) (18).

PPAR' lar lipid metabolizmasinda kritik regiilatuar role sahiptirler. PPAR’ larin
sentetik ligandlari olarak bilinen tiazolidinedionlar ve fibratlar diyabet ve
dislipidemi tedavisinde yerlerini almiglardir. Bunun yaninda PPAR’ larin

patolojik yolaklarda da potansiyel rol sahibi olduklari saptanmigtir. Bu sayede
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PPAR’ larin kanser, ateroskleroz, inflamasyon, infertilite ve demyelinizan

hastaliklarin tedavisinde nasil bir rol alabilecekleri arasgtiriimaktadir.

PPARa baslica karaciger, bdbrek proksimal tubul hicreleri, kalp kasi,

enterositler, diiz kas ve yagd dokusunda eksprese edilir.

PPARY’ nin ayni gen (zerinde dort izoformu tanimlanmistir. Bu izoformlar
promoter kullaniminda degisim ve eklemelerle sonuglanan 5" ucu ile farklilik
gosterirler (20, 21). PPARy1 sekiz ekzon tarafindan kodlanir. Bu ekzonlardan
A1 ve A2 PPARy1 igin spesifiktir, dider alti ekzon tim PPAR izoformlarinin
mRNA’ larinda ortaktir. PPARy2 yedi ekzon tarafindan kodlanir ve ilk ekzonu
B’ dir. PPARy2’ ye 6zgl olan B ekzonu genomik DNA Gzerinde A2’ den sonra
ve ilk ortak ekzondan énce yer almaktadir. PPARy3’ in mRNA’ s1 PPARy1 ile
ayni proteini kodlar ancak buradaki promoter farkhidir. PPARy3’ in promoteri
5" ucundaki A2 ekzonunun yanindaki bir bolgede lokalizedir. PPARy4’ in
mRNA’ si ortak ekzon 1 ile baglar ve PPARy1 ile ayni proteini kodlar (19, 20,

21, 22, 23, 24, 25) (Sekil 6).

PPARYy diger transkripsiyon faktérleriyle de interaksiyondadir. insiilin geninin
regiilatuar kisimlarindan olan CAAT/ enhancer binding protein a (C/EBP-a)
pek cok dokuda eksprese olarak adipogenezisi dizenlemede rol oynar.
PPARy ve C/EBP-a arasinda énemli gapraz regiilasyon mevcuttur. Ayrica
adiposit differansiyasyon ve determinasyon faktér 1 (ADD 1)/ steroid

response element binding protein 1 de PPARYy ile iligki iginde fonksiyon
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gorirler. Bu iligki sayesinde PPARYy'nin transkripsiyonel aktivitesi ortamda

ligand olmasa da artar.

Gene mRNA Prodein

o [REE §EEEEE N -

ATG AUG

12
o |
|
ALd AUG
{3
1
WPPAR 3 Al i 477aa
ATG AUG
74

bPMRH-—-——-JEI—E H - Tea
|

|
ATG AUG

Sekil 6: PPARy gen diizenlemesi

PPARy1, hemen hemen tim dokularda (kalp kasi, diiz kas, vaskiler endotel,
kolon, bdbrek, pankreas beta hiicrelerinde, dalak, vd.) eksprese olur.
PPARy2 baslica yad dokusunda eksprese olur. PPARy3 ise makrofajlarda,
kolonda ve beyaz yag dokusunda eksprese olur. PPARy ekspresyonu,
PPARa ekspresyonunun dominat oldugu dokularda (karaciger, kalp, iskelet

duiz kasi) belirgin olarak azdir.

PPARS da pek ¢ok dokuda eksprese edilmekle birlikte baslica beyin, yag
dokusu ve ciltte eksprese edilir. PPARS knockout micelarda yara

iyilesmesinin geciktigi ve myelinizasyonun azaldigi bildiriimigtir (26).
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PPAR’larin dogal ligandlari serbest yag asitleri ve eikozanoidlerdir. PPARy

basglica prostaglandin-J; ile aktive olurken PPARa l6kotrien-B4 ile aktive olur

(Sekil 7).

Lipoxygenases,
Cyclooxygenases

Dietl. release
from adipose

Macrophage
and other celis

Fatty acids
N
N "
Prostaglandins
Leukotrienes
]
Intermediary
Metabolism

FPRE

Peroxisame
Proliferation, F. Ac
Metabolism ok \

¥
Hepatocarcinogenosis PPRE

Adipocyte
Differentiation, Glucose
and insulin
Homeostasis,
Macrophage Function

Fatty Acid Motabolism,
Lipid Homeostasis,
Skin profiforation

Sekil 7: PPAR yolaklar

2.1.7. PPARa Modiilatérleri

PPARa’ nin dogal ligandlari serbest yag asitleri ve eikozanoidlerdir, baslica
I6kotrien B4. Sentetik ligandlar ise fibratlardir. Fibratlar, amfifatik karboksilik
asitlerdir ve baslicalari klofibrat, gemfibrozil, ciprofibrat, bezafibrat ve

fenofibrattir. Klinik pratikte hiperlipidemi tedavisinde kullaniimaktadiriar.

16



PPARa aktivasyonu ile
« Karacigerde; - apolipoprotein C Il azahr

- apolipoprotein A | ve A |l artar
- yag asidi tasiyici protein 1 artar
- yag asidi translokaz/CD36 artar
- karnitin palmitoil transferaz | ve Il artar
- C-reaktif protein azalir (antiinflamatuvar etki)
- fibrinojen azalir (antiinflamatuvar etki)
-serbest yag asidi oksidasyonu artar

.

% Iskelet kasinda; - karnitin palmitoil transferaz | ve Il artar

<+ Vaskiler endoteliyal hiicrelerde ve duz kaslarda;
- vaskiiler cell adezyon molekili-1 (VCAM-1) azalir
- siklooksigenaz-2 azalir
- nikleer faktér kB artar

- endotelin azalir

- ATP baglayan kaset A1 artar (kolesterol efluksu artar)
- ¢Opcl reseptdr B1 artar (kolesterol efluksu artar)

- tUmor nekrozis faktér a azalir

- interlékin-6 azalir

- doku faktori azalir

PPARa agonistlerinin micelarda ve insanlarda aterosklerozu énledigi veya

geciktirdigi gosterilmistir (19, 27, 28, 29).

17



2.1.8. PPARy Modiilatorleri

PPARY' nin da dogal ligandlari serbest yad asitleri ve eikozanoidlerdir,
bunlarin basinda prostaglandin-J, gelmektedir. Sentetik ligandlar ise
tiazolidinedionlardir (TZD). PPARy, TZD' lar (rosiglitazon (BRL-49653),
pioglitazon, troglitazon (TGZ), ciglitazon (CIG)) (Sekil 8) diginda ayrica
ibuprofen gibi bazi nonsteroid antiinflamatuvar ilaglar, indoller ve non TZD
tirozinler (CDDO, CDDO-im, GW-7845, JTT-501, KPR-297, L-764406, MCC-
555,GW-0072, GW-0207) ile de aktive olur (25). inhibitérii olarak deneysel

calismalari devam eden GW-9662 bildirilmistir.

Ocak 1997’ de ilk TZD olarak kullanilan troglitazon tip 2 diyabetli hastalarin
tedavisinde kullanilmak {zere Amerika’ da piyasaya sunulmustur.
Troglitazon, Mart 2000 de hepatotoksisitesi nedeniyle piyasadan
kaldinimigtir. Ginamuzde klinik pratikte kullanilan pioglitazon ve roziglitazon
1999 yilinda Amerika’ da piyasaya girmislerdir. Roziglitazon ve pioglitazon
icin su ana kadar hepatotoksisiteye bagh élum bildiriimemigtir. MCC-555 ile
ilgili deneysel c¢aligmalar heniiz sonuglanmamigtir. Henlz piyasaya

verilmemis en yeni TZD ise ciglitazondur.

e 15| | 0
@g | 5| (PP

Troglitazon Pioglitazon Rosiglitazon Ciglitazon

Sekil 8: Roziglitazon, pioglitazon, troglitazon ve ciglitazon'un kimyasal

yapilari
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PPARYy aktivasyonu ile;
<+ Karacigerde; - C-reaktif protein azalir (antiinflamatuvar etki)
< Iskelet kasinda; - GLUT 1 ve 4 artar
- fosfatidil-3 kinaz artar
- piriivat dehidrogenaz kinaz-4
¢ Vaskiiler endoteliyal hiicrelerde ve duz kaslarda;
- vaskiler cell adezyon molekiili-1 (VCAM-1) azalir
- intracelliiler adezyon molekild-1 (ICAM-1) azalir
- endotelin azalir
- ATP baglayan kaset A1 artar (kolesterol efluksu artar)
- ¢opgl reseptdr B1 artar (kolesterol efluksu artar)
- indiiklenebilir nitrik oksit sentaz azalir
- interlékin-6 azalir
- monosit kemoatraktan protein-1 azalir

- makrofajlardan képik hicresi olugsumu azalir

Bu etkiler sonucunda insilin direnci azalir, adiposit differansiyasyonu
modifiye olur, vaskiler endoteliyal biytime faktérinin indUkledidi anjiogenez

inhibe olur, leptin seviyeleri azalir, istah artar, inflamasyon azalir.

PPARy hem normal adiposit differansiyasyonu ve proliferasyonunda hem de
yad asidi alimi ve depolamasinda esansiyel role sahiptir. TZD' lar yag
dokusunda yag asidi alimi ve depolanmasini artirirlar; béylece yag dokusu
kitlesini artirirken karaciger ve kas dokusunda ve pankreasta yad asidi

birikimini engellerler (yad asidi galma hipotezi). Bu sayede karaciger, kas ve
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pankreas beta hiicresini lipotoksisiteden korumaktadir. Klinik ¢aligmalarda
TZD' lann aglik ve tokluk kan sekerlerini digurdigl ve plazmada serbest yag
asidi konsantrasyonunu azalttigi gésterilmistir (30, 31). Bununla birlikte
instlin dizeylerinde de azalma saptanmistir. Insanlarda in vivo yapilan
galismalarda TZD' larin bu o6zellikleri insidlin  duyarlastirict olarak
davranmalari ile agiklanmaktadir. Tip 2 diyabetik hastalarin ve non-diyabetik
bireylerin 3-6 hafta boyunca troglitazon, roziglitazon ve pioglitazon ile
tedavileri sonrasinda periferal dokularda insilinle uyariimis glukoz aliminda
artis oldugu, karacigerde (endojen glukoz yapimini suprese edebilmesi) ve
yag dokusunda (insilinin serbest yag asidi konsantrasyonunu supresyonu ile
6lgtilmis) insilin duyarlihdinda artis oldugu saptanmigtir (19, 30, 31, 32, 33,
34, 35). Bununla birlikte instlinin sekretuar yanitlarinda da artis meydana
gelmistir (31). Bu istenen etkiler yaninda subkutan yag dokusunda artisa
bagh kilo alimi saptanmistir. Pioglitazon kullaniminda low-density lipoprotein
kolesterol (LDL-K) diizeylerinde degisiklik olmazken roziglitazon kullanimi
sonucunda LDL-K diizeyinde %8-16" lik artis meydana gelmektedir. High-
density lipoprotein kolesterol (HDL-K) dizeylerindeyse her iki TZD’ un
kullanimiyla yaklasik %10’ luk bir artis meydana gelmektedir. Trigliserid
dizeyleri her iki TZD’ la disiis gdstermekle birlikte bu etki pioglitazonla daha
fazladir. Her ikisi de serum serbest yag asidi diizeylerinde yaklasik %20-30’
luk duisiis saglarlar. in vitro galigmalarda roziglitazon sadece PPARYy agonisti
olarak etki ederken pioglitazon parsiyel olarak PPARa aktivitesi de

gostermektedir (31, 32, 36).
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Bu etkiler sayesinde TZD' lar; tip-2 diyabet, polikistik over sendromu,
metabolik sendrom, non-alkolik steatohepatit (NASH), psoriasis, lipodistrofi
sendromlar tedavisinde rutin olarak kullaniimaktadir. TZD' lar son olarak
ABD' de meme kanserinin bazi tiplerinde de kullaniimak (zere
ruhsatlandir'mistir. Daha sonra ayrintih bahsedilecek olan antiproliferatif,
apoptozisi indikleyici ve differansiyasyonu artici etkileri nedeniyle de kolon
kanseri, meme kanseri ve l6semi tedavilerinde de deneysel galigmalari

devam etmektedir.

2.1.9. PPARB/S Modiilatorleri:
1992 yilinda insanlarda PPARS kesfedildikten sonra bunun daha dnce
Xenopus’larda tanimlanmis olan PPARB oldugu anlasildi ancak tanimlama

daha sonra insanlarda kesfedilen hali olan PPAR®S olarak devam etti.

PPARDS aktivasyonu ile;
% Vaskiler endoteliyal hiicrelerde ve diiz kaslarda;

- ATP baglayan kaset A1 artar (kolesterol efluksu artar)

2.2. Akut Losemi

Tum dinyada kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra kanserden &lum orani
ikinci sirada yer almaktadir. Erigkinlerde akut I6semi insidansi yilda yaklagik
olarak 100000 olguda 3-4’ tiir. ABD' de kansere bagh élimlerin % 1,2' sini
AML hastalari olusturmakta olup yilik 6lim orani 2,2/100000' dir. Tum
yetiskin kanserlerinin %10' unun akut I6semi olduguna inaniimaktadir.

Hastalik 35 yasin 6ncesinde gergeklesen kansere bagl élimlerin de baginda
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gelmektedir. Yetigkinlerde akut miyelositer I6semi (AML), akut lenfositer
I6semiye (ALL) gbére daha siktir ve AML akut |6semilerin %80 ini
olusturmaktadir. Erkeklerde goériilme sikligi daha fazla olup, 20 yas st
populasyonda AML' nin tum I&semilerin %80-85"' ini olusturdugu ortaya

konmustur (37, 38, 39).

Tum neoplazileri kisaca tanimlamak gerekirse normal biiyiime kontrollerine
yanitsizlik olarak &zetlenebilir. Karsinogenezin temelini olugturan genetik
hasar sonucunda protonkogenler, antionkogenler, DNA onarimini ve
apoptozisi diizenleyen genlerin birinde veya birkaginda hasar meydana gelir.
Akut losemiler, tek bir stem cell veya hematopoetik progenitor hicrenin
matiurasyon ve differansiyasyon &zelliklerini  kaybederek anormal
proliferasyon gdstermesi sonucunda ortaya ¢ikarlar. Akut |6semilerde,
I6semik blastlarda differansiyasyon yetenegi bloke olur ancak cogalma
yetenekleri devam eder. Lésemik blastlarin ¢ogalmalan ve kemik iliginde
birikimleri sonucunda kemik iliginde normal hematopoetik fonksiyon
gosterecek hiicreler baskilanir ve kemik iliginde yetersizlik meydana gelir.
Akut [6semi klonal bir hastalik olup kéken aldid1 seriye gére akut miyelositer

I6semi (AML) ve akut lenfositer I6semi (ALL) seklinde adlandirilir (38, 40, 41).

Genetik, cesitli ilaglar, radyasyona ve kimyasal ajanlara maruziyet,
elektromanyetik alanlar ve kronik klonal hastaliklar (kronik myeloproliferatif
hastaliklar, miyelodisplastik sendromlar, paroksismal nokturnal
hemoglobiniri, aplastik anemi) AML gelisiminden sorumlu tutulmaktadir.

Tedavi edilmeyen akut I6semi olgularinda yasam siresi en fazla t¢ aydir.
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Buna karsin uygun tedavi ydntemlerinin ve destek tedavi bigimlerinin
gelismesi ile yetigkin olgularin yaklagik %70-80' inde en azindan bir kez tam
remisyon saglanabilmektedir (42). Ancak bununla birlikte relapslar nedeniyle

hala istenen ilerleme saglanamamigtir (43, 44).

Maturasyon blogu ve I6semik klonal biytimenin neden oldugu proliferasyon
ve differansiyasyon anomalileri genel olarak IS6komogenez olarak
adlandiriimaktadir. Hematopoezde iki 6nemli blytime faktdrd reseptdr ailesi
rol oynamaktadir. Bunlardan ilk grupta yer alanlar intrensek tirozin kinaz
aktivitesine sahip olan ve gogu CD34+ progenitér hicrede eksprese edilen
trombosit kaynakh bilyime faktéri reseptérii (PDGFR) A ve B, monosit
koloni stimile edici faktér (M-CSF) reseptéri, Kit, Flit 3 (fms-like tyrosine
kinase receptor-3) tir. AML patogenezinde Kit ve FIt 3 6nemli role
sahiptirler. Flt 3 kendi reseptériine baglanarak otofosforilasyona neden olur
ve ardindan Ras-MAPK (Mitogen-activated protein kinases) sinyal yolaginin
aktivasyonu gergeklesir. Flt 3 erken myeloid, B-lenfoid ve monositoid
progenitér hiicrelerin proliferasyonunu ve yagsam sikluslarini dizenler. Flt 3
expresyonu AML’ i vakalarin %62-90’ inda yiiksek oranda bulunur ve k&t
prognoza isaret eder. Ayni zamanda yapilan ¢aligmalarda blastik
hiicrelerdeki expresyon oraninin normal progenitor hilicrelere nazaran daha
ylUksek oldugu saptanmistir. Kit reseptériine ait mutasyonlar daha ¢ok mast
hiicre bozukluklari ve gastrointestinal stromal tiimérierde gdsterilmigtir. Kit
Aktive edici mutasyonlar c-kit geninin pek ¢ok farkii ekzonunda ortaya

cikabilmektedir. Sonug olarak hangi mutasyon olursa olsun ligand bagimsiz
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otofosforilasyon ve down-stream sinyal yolaginda aktivasyona yol
acmaktadir. Ozellikle kodon 816' da ortaya c¢ikan ve valin yerine aspartik
asidin gelmesi ile sonuglanan mutasyon tirozin kinaz aktivitesinde 10 kat

artiga sebep olmakta ve akut I6semilerde saptanabilmektedir (45, 46) .

Ikinci grup reseptérler, enzimatik aktivitesi olmayan sitokin reseptor ailesidir.
Bu grupta yer alan Janus Kinases and Signal Transducers and Activators of
Transcription (JAK-STAT) yolaginin hastalik gelisiminde énemli rold vardir.
Hematopoetik hicrelerin gelisimi ve fonksiyonlari ¢ok sayida sitokin ve bu
sitokinlerin reseptérleri ile regile edilen sinyal yolaklari ile iligkilidir. JAK-
STAT yoladi hem normal hematopoezde hem de hematolojik malignitelerde
en 6nemlilerinden biridir. Janus kinase (JAK), intraseliiler non-reseptor tirozin
kinazlar iceren bir ailedir. Molekdl agirliklart 120-140 kDa arasinda
degismektedir. JAK isimlendirmesi baglangi¢ta “just another kinase” in bag
harflerinden tiretilmis ancak daha sonra yolagin fonksiyonlar incelendikge
eski Romalilarda cennetin bekgisi olduguna inanilan ve iki surati olan Janus’a
atfedilmistir. Kinazlar, ATP gibi ylksek eneriili molekiillerden spesifik hedef
molekillere (substratlara) fosfat gruplari transfer eden enzimlerdir. Bu iglem
fosforilasyon olarak tanimlanmaktadir. JAK’ lar hiicre ylizeyindeki bazi sitokin
resptérierine baglanirlar ve tirozin kinaz aktivitesi gésterirler. Janus kinaz’' in
iki ayn fosfat transfer eden bélgesi mevcuttur ancak bunlardan sadece birinin
biyolojik fonksiyonlari bilinmektedir. Janus kinazlar sitokin aracili sinyalleri

JAK-STAT yolagi ile iletirler (Sekil 9) (47, 48, 49, 50, 51, 52).
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Sekil 9: JAK-STAT sematik gériinumi

Sitokinin reseptdriine baglanmasi JAK aktivasyonunu tetikler. JAK’ lar sahip
olduklari tirozin kinaz aktivitesi ile reseptdr Uzerindeki tirozin rezidilerini
fosforillerler. Bu sayede reseptor lGzerinde proteinlerle interaksiyona girecek
bélgeler meydana getirirler. Bu bdlgelerle interaksiyona girecek olan
proteinler fosfotirozin baglayan SH2 bdélgeleri icermektedirler. STAT’ larin da
bu fosfotirozin rezidllerine baglanabilen SH2 bdlgeleri mevcuttur ve bu
bdlgelerde dimerizasyon gercgeklesir. Aktive olan STAT dimerleri hiicrenin
nukleusunda kimelenir ve hedef genlerin transkripsiyonunu baslatir (49).
STAT’ lar ayni zamanda c-src, epidermal blyime faktérl reseptori gibi
bagka non-reseptér tirozin kinazlarca da fosforillenebilir. JAK-STAT yolaginin

negatif reglilasyonu pek ¢ok farkl seviyede gerceklesir (50, 51, 52).

STAT lar, JAK' lar aracihgla tirozin rezidlleriyle fosforillenirlerken
serin/treonin kinazlarin bir gesidiyle de serin rezidllerine fosforillenirler. STAT
proteinleri; hiicre biiytimesi, farklilagsmasi, apoptozisi, transformasyonu ve
diger temel hiicre fonksiyonlarini diizenlerler. Son yillarda neoplastik

klonlarin  proliferasyonunu  yéneten JAK-2 genindeki mutasyonlar
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miyeloproliferatif hastaliklarda tanimlanmistir. Ayrica JAK-STAT yolaginin
AML gibi pek cok lésemi tipinde, multipl myelomda ve T hicreli |16semi-

lenfomalarda da aktif rol oynadigi bildiriimektedir (48, 49, 50, 51, 52, 53).

Her iki resentér grubunun aktive olmasi, hicre igi sinyal iletiminin aktive
olmasina neden olur. Bu sayede hiicrelerin proliferasyonu ve yasam sireci
tizerine etkisi olan gen expresyonlar ve pek ¢ok proteinin posttransiasyonel
modifikasyonumeydana gelir. Tirozin kinaz reseptérlerinin etkilesimi ile
nukleusda Ras-MAPK, PI3-kinaz/Akt (Phosphoinositole 3-kinases/protein
kinase B) yolaklarinin ve STAT proteinlerinin aktivasyonu gergeklesir. STAT

3 ve 5 proteinleri miyeloid hicre farklilasmasinda rol oynar (45, 50, 51).

Hiicre siklusu, olusan genetik hasari saptamayr ve onarmayi, ayrica
kontrolsiiz hiicre béliinmesini engellemek igin ¢esitli kontrol noktalarini iceren
ve hiicre igin hayati 6neme sahip bir déngudir. Hicre siklusu bir kaskad
seklinde ilerler, aktiflesen bir basamak tekrar geri dénemez. Tirozin kinazlar,
hiicre disi biiyiime faktérlerinden nukleusa kadar olan kaskad seklinde
ilerleyen proliferatif sinyal sirecinin ¢ok ©6nemli bir pargasidir. Siklinler,
kendilerine spesifik olan ve siklin-bagimli kinazlar olarak adlandirilan tirozin
kinazlarla kombine olurlar, onlari aktiﬂé§tirirler ve etkilerini dizenlerler. Hicre
siklusu fazlarinda cesitli siklinler sentezlenir ve dizeyleri senkronize bir
sekilde siklusun gesitli fazlan boyunca azalr ya da artar. Siklinler ve siklin
bagiml kinazlar (cyclin dependent kinase -CDK-) hiicre siklusunda anahtar
rol oynayan enzimlerdir. Aktive bir heterodimer halindeyken siklinler

regllatuvar subtniti, CDK' lar katalitik subtniti meydana getirirler. Siklinlerin
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katalitik aktiviteleri yoktur ve CDK’' lar siklin partneri olmadan inaktif
durumdadiriar. CDK' lar siklinle baglandiktan sonra fosforilasyon
reaksiyonlarini meydana getirirler, béylece hiicre siklusunda bir sonraki faza
girecek hedef proteinler koordine bir sekilde aktiflenir ya da inaktive edilirler.
Hucreye promitotik bir sinyal geldikten sonra G1 siklin-CDK (siklin D - CDK4)
kompleksi aktiflesir. DNA replikasyonu igin gerekli enzimlerin ve S faz
siklinlerinin ekspresyonunu saglayacak olan transkripsiyon faktdrlerinin
ekspresyonunu destekleyerek hiicreyi S fazina hazirlar. G1 siklin-CDK
kompleksi ayrica S fazi inhibitérlerininin, ubiquitinlere hedef olacak sekilde
degrade olmalarini saglar. Ubiquitinler hedef proteinlerin proteazomlarda
proteolitik enzimlece degradasyonunu saglarlar. Daha sonra aktiflegen S
siklin-CDK (siklin A - CDK2) kompleksi G1 fazinda DNA Uzerindeki
replikasyon orjinlerinde toplanan prereplikasyon komplekslerini olusturan
proteinleri fosforillerler. Bu fosforilasyon sayesinde mevcut prereplikasyon
komplekslerinin aktivasyonu saglanirken yehi komplekslerin olusumu &nlenir.
Bu sayede genoma ait her parganin sadece bir kez kopyalanmasi garanti
edilmig olur. Mitotik siklin-CDK kompleksi (siklin B - CDK1), S fazi ve G2 fazi
boyunca sentezlenmis ancak inaktif olarak beklemektedir. Daha sonra

aktiflegerek mitozu gergeklestirirler.

Hicrenin kontrolsiiz olarak ¢ogalmasini engellemek amaciyla dogal olarak
hiicre siklusu inhibitérleri de mevcuttur. Cip/kip ve INK4a/ARF (Inhibitor of
Kinase 4 / Alternative Reading Frame) olarak adlandirilan iki gen ailesi hiicre
siklusu inhibitérleridir. Bu genler timér supresér genlerdir. p21, p27, p57

cip/kip ailesine aittirler ve siklin- CDK kompleksine baglanarak onlar inaktive
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ederler ve hicreyi G1 fazinda tutarlar. p21, p53 araciligi ile aktive olurken
p27 ise baglica Transforming Growth Factor B (TGF ) ile aktiflenir.
INK4a/ARF ailesi, p16INK4a ve p1darf yi icerir. p16INK4a CDK4' e
baglanarak hiicreyi G1 fazinda tutarken p14arf ise p532 in degrade olmasini

onler.

Lésemi olusumunda hiicre siklus anomalilerinin de roli oldugu bilinmektedir.
Azalmig timidinle igaretlenme indeksi, digik mitotik oran ve S ve G2+M
fazindaki hiicrelerin orani, I6semik hiicrelerin normallerine oranla daha yavas
prolifere oldugunu dusindartmektedir. Bunun muhtemel agiklamasi, prolifere
olan ve olmayan iki ayr hiicre havuzu bulundugu geklindedir. Degisik ¢apta
ve blyiklikte blastlarin varliginin saptanmasi bu gorist desteklemektedir

(54).

Kanser tedavisinde CDK’ lar 6nemli bir arastirma konusudur. Selektif olarak
kanser  hiicrelerinde CDK aktivitesi engellenerek hiicre siklusu
durdurulabilirse hiicre dlecektir. Klinik caligmalari devam eden seliciclib CDK
inhibitértl olarak denenmektedir. Inflamasyonda rol oynayan nétrofillerde
apoptozisi indikledigi deneysel olarak gdsterilmigtir. Kronik i.nﬂamasyonla

seyreden hastaliklarin tedavisinde de denenmesi olasidir.

Yine karsinogenezde &nemli rol oynayan bir protein ailesi de fosfoinozitid-3
kinaz (PI-3K) ailesidir. Blylime ve yagsama sinyallerinin iletiminden sorumlu
proteinlerdir.  Reseptériniin  uyariimasindan  sonra  PI-3K, hiicre

membraninda inozitol fosfolipidlerin fosforilasyonunu katalizler ve
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fosfotidilinozitol trifosfat (PIP3) meyadana gelir. PIP3, PIP3 bagiml kinazlar
(PDK) ve protein kinaz B (PKB)'nin aktivasyonundan sorumludur. Sitokinler
ve buyime faktdrleri PI-3K ve PKB yolunu aktive ederek hicreler igin
yasama sinyalleri olustururlar. Tumdér baskilayict proteinlerden PTEN
(Phosphatase and Tensin homolog deleted on chromosome Ten) ise, PIP3

olusumunu inhibe ederek negatif diizenleyici rol oynar.

2.2.1. Akut Myeloid Losemi (AML)

Ilk kez 1957’ de farkh bir klinik antite olarak kabul edilen akut promyelositik
I6semi (APL) tim akut miyeloid l6semilerin %5-10" unu olusturmaktadir.
French-American-British (FAB) klasifikasyonuna gére AML-M3 olarak
adlandirilan bu tipte lI6semik hiicreleri promyelositler olugturur. Kemik iligi
incelemesinde blast ve promyelositlerde multipl Auer c¢ubukiar (Fagot
hiicreleri) izlenir. Myeloperoksidaz ve sudan black ile pozitif boyanma
gosterirler. Erigkin akut 16semi hasta populasyonunda akut promyelositik
I6semi en iyi prognozlu olanidir. AML-Ms tedavisinde en dikkat gekici gelisme
nikleer reseptériere etki eden all-trans retinoik asidin (ATRA) tedaviye
girmesi ile yasanmigtir. Yapilan arastirmalarda AML-M3’ de 1(15,17) olarak
bilinen kional bir sitogenetik bozukluk saptanmigtir. 15. kromozomda bulunan
ve promyelositik gen (PML) olarak adlandirilan bir transkripsiyon (bir DNA
sablonundan kendisine komplementer olan RNA dizesinin olugsumudur)
Uinitesinin 17. kromozomda bulunan retinoik asid reseptdrii-a (RAR-q) ile
birleserek bir fiizyon geni olugturmalarindan sonra (retilen bir protein, hiicre
farklilasmasini ve proliferasyonunu bozar. Bu filizyon proteini niikleer

represér protein kompleksine karst artmig bir affiniteye sahiptir. Bu
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kompleksin aktivitesindeki artig, histon deasetilazi (deasetilasyon ile
histonlarin son kisimlarindan asetil gruplari uzaklastirilir. Bu sayede histonlar
DNA’ yla daha siki paketlenirler ve transkripsiyon faktérleri aracilijla gen
transkripsiyonunu o6nlerler. Histon deasetilasyonunun genel sonucu olarak
gen ekspresyonu azalmaktadir) aktive etmekte ve bu da kromatin
konformasyonunu degistirip transkripsiyonu bloke etmektedir. Tedavide
uygulanan yiiksek doz ATRA, bu flizyon proteini-niikleer represér kompleks
iliskisini bozmakta, histon deasetilaz inhibe olmaktadir. Bu sayede kromatinin
yapisi ve transkripsiyon korunmaktadir, yani akut Iésemilerdeki temel
patofizyolojik degisiklik olan matlirasyon blogu olugmasi ve hicrenin bir
sonraki hiicreye differansiyasyonunda ortaya ¢ikan anormallik diizeltiimis ve
differansiyasyon saglanmis olur. Son yillarda arsenik trioksidin de benzer
mekanizmalarla yliksek oranda remisyon sagladidi belirtiimektedir. Bazi
hastalarda farkli mutasyonlar ortaya ¢ikabilmektedir. Morfolojik olarak bunlari
klasik PML-RARa mutasyonuna sahip hastalardan ayirt etmek mimkiin
degildir. Molekler incelemeler, bu hastalarin alternatif flizyon partnerlerine
sahip oldugunu ortaya koymustur. Bu mutasyonlar baglica; promyelocytic
leukemia zinc finger domain (PLZF), nucleophosmin (NPM), nuclear mitotic
apparatus (NuMA) ve STAT5b (signal transducer and activator of
transcription 5b)’ dir. PLZF mutasyonunun saptandigi t(11:17)’ de, ATRA' nin
varhgi ile, ortaya g¢ikan histon deasetilazin inhibisyonu mimkin
olamamaktadir. ATRA' nin etkisiz kaldigi bu tip vakalarda histon deasetilaz

inhibitérlerinin kullanimi faydali olabilmektedir (55, 56, 57) .
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2.3. Apoptozis

“Ayri disme” kelimelerinden tlreyen apoptozis, fizyolojik ve patolojik
streglerde ortaya ¢ikan bir hiicresel 6lum seklidir. Fizyolojik olarak erigkin
dokularin korunmasinda ve embriyogenezde rol oynar (58). Siklikla
programlanmis hiicre 6lumi olarak da ifade edilen apoptozisde hiicresel
diizeyde kabaca baglangigta nikleer kromatin yodunlagmasi ve
parcalanmasi (karyoreksis) meydana gelir. Daha sonra bunu sitoplazmik
tomurcuklanma izler. Apoptotik cisimcikler fagosite edilerek ortamdan
uzaklastinlirlar (59, 60, 61). Nekrozdan farkli olarak membran batanlaginin

bozulmasi apopitozis sirasinda gézlenmez (59, 60) .

Neoplastik hiicre birikim mekanizmalari ile ilgili yapilan ¢alismalar daha gok
hiicre proliferasyonu (zerine yodunlasmis olsa da son zamanlarda
apopitozisin timor geligimi ve hastalik progresyonu {zerinde kritik role sahip
oldugu gosterilmistir. Hiicre blylimesi, bliylimeyi uyaran ve biiyiimeyi inhibe
eden genlerle dizenlenirken hiicrenin yasamasi da apoptozisi uyaran ve
inhibe eden genlerle diizenlenmektedir (61). Apoptotik yolaklarda izlenen
degigikliklerin, kanser geligsimi dahil pek ¢ok hastaligin patogenezinde roli
oldugu gogu calismada gosterilmigtir (62). Kemik iligindeki strekli Gretimi
dengelemek igin her giin ortalama 5x10"! hiicre apopitozis yoluyla ortadan
kaldirtir (58). Bcl-2 anti-apoptotik genlerin, Bax ise apoptotik genlerin
prototipidir. Mutajenik ajana maruz kalan hiicrelerde DNA hasari
onarilamadi§i zaman apoptozisi p53 uyarmaktadir. p53 bu etkisini bax
kopyalanmasini artirarak yapmaktadir. Pek cok kematerapétik ajanin etkinligi

timor hiicrelerinde apoptozisi indiklemeleri ile olmaktadir. p53 mutasyonu
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olan tiimdrierde bu ilaglara daha az yanit ya da hi¢ yanit vermeme sonucu
ortaya ¢ikmaktadir. Antiapopitotik etkili Bcl-xL, Bcl-w, MCL-1, A1, BHRF-1 ve
proapopitotik etkili Bak, Bcl-xS, Bid, Bad ve Bik gibi proteinler mitokondrial
membranda yerlegmistir. Bu genler genellikle Bcl-2 ya da Bax dengesini

degistirerek etki géstermektedirler (61).

Apoptozise giden hicrelerin sitozolik hiicre ekstraktlari ile yapilan
caligmalarda olayin morfolojik ve biyokimyasal iki ayri fazi oldugu ortaya
konmustur. Ik olarak baslangi¢ fazi da adi verilen safhada pro-apoptotik
stimulusun varlii olay! tetikler. Effektér faz da denen ikinci safhada ise,
hicrenin yok edilmesine yol acan, sitozolik hiicre extraktlarinda,
nukleuslarda apopitotik degisikliklerin ortaya c¢ikmasi ile gé&sterilebilen
mekanizmalar aktiflenir. Ancak bu safhadan sonra Uglinci agsamaya yani
degradasyon fazina gegcilebilir ve bu agamada morfolojik degisiklikler ve DNA
fragmantasyonu gibi apopitozisin tim belirtegleri g6ézlenebilmektedir.
Morfolojik agidan, hiicrede ve nukleusda gergeklegsen volim kaybinin
ardindan nilkleer kromatinde ileri derecede kondansasyon ve karyoreksis
gerceklesir. Hiicre gcevre dokudan ayrilir ve plazma membrani bombelegerek
apopitotik cisimleri iceren pargalara ayriiir. Apopitotik hiicreler gogu zaman
yakinindaki makrofajlarca sindirilerek ortadan kaldirilir. Fagosite edilemeyen
hiicreler ise sekonder nekroz olarak adlandirilan bir yol ile inflamatuvar yanit

olusturmaksizin degradasyona udrarlar (63, 64, 65).

ilk kez Robert Horvitz ve arkadaglarinin Caenorhabditis elegans adli

nematod ile yaptiklari incelemeler sonrasinda apoptoziste anahtar rol
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oynayan ¢ farkli gen tammlanmistir (66). Ced-3 (memelilerdeki homologu
Apaf-1) ve Ced-4 apoptozisi indiklerken, Ced-9 (memelilerdeki homologu
Bcl-2) inhibe etmektedir. Memelilerde de iligkili genler tanimlanmigtir. Ced-3
bir takim proteazlari iceren ve kaspazlar olarak tanimlanan bir ailenin
Uyesidir. Aktif bélgelerinde sistein (C) icermeleri ve substrati olan proteinleri
aspartik (asp) asitten sonra kestikleri i¢in kaspazlar (C asp ase) olarak
isimlendirilmiglerdir (58, 59). Apopitozisin bagariyla tamamlanabilmesi igin
anahtor rol oynayan bazi proteinlerin kaspaz enzim sistemi tarafindan
proteolitik yikima ugramasi gerekir. Kaspazlar yaklasik y{z farkli proteini
keserek apoptozisi saglarlar. Bu proteinler icinde ana hedef bir DNAaz
inhibitéridr. Bu inhibitér protein aktif hale gelirse DNA pargalanarak
hiicrenin 6lumi meydana gelir. Bu proteinlerin yikimi ile apopitozisin
morfolojik degisiklerinin nasil ortaya ¢iktigi kesin olarak agiklanamamis olsa
da kaspazlar tarafindan hedef alinan bu proteinlerin, hilcrenin yapisal
batinlGginin ve devamlihdinin saglanmasinda 6éneme sahip hicresel
iskeletin temelini olugturan, membranla iligkili mikrofilaman yapilar olduklari

bilinmektedir (66, 67, 68, 69, 70).

Kaspazlar inaktif proenzim geklinde bulunurlar ve genellikle diger kaspazlar
tarafindan katalizlenen proteoliz ile aktif gekillerine dénustirulirler. Baslatic
kaspazin aktivasyonu sonrasinda zincirleme reaksiyon meydana gelir ve bu
reaksiyon hiicre 6limi ile sonuglanir. Kaspazlar ayrica sitokin Gretimine katki
saglarlar (kaspaz 1, 4, 5, 11, 12, 13, 14), adaptér molekdllere baglanip 6limu
yonlendirirler (kaspaz 2, 8, 9, 10), hiicre siklusunda interfazi gergeklestirirler

(kaspaz 3, 6 ve 7) (66). Kaspazlar baglica iki gekilde aktive olurlar. Birincisi
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Fas, Tumér nekroz faktdér (TNF) reseptorleri gibi 6lim reseptdrierinin
baglanmasi ile daha ¢ok kaspaz 8 lizerinden aktive olan yolaktir. Diger bir yol
mit_okondrial yolak olup p53, aberan onkogenlerin ekspresyonu, cesitli
sitotoksik ajanlar araciligi ile apopitotik sinyallerin uyariimasidir. Bu noktada
hedef, apopitozis lizerine diizenleyici roli olan Bcl-2 ailesinin yeleridir.
Buradaki kilit nokta mitokondriden sitozole sitokrom C ve apopitozis
indikleyici faktér (AIF) gibi diger kaspaz aktivatéri maddelerin salinimidir.
Mitokondrial apopitotik yolakta kritik role sahip olan kaspaz ise kaspaz 9’ dur.
Her iki yolun aktive olmasi sonucu effekidr kaspazlarin (kaspaz 3, 6) ve
niikkleozomlar arasi baglantinin kirilarak DNA fragmantasyonuna yol agan bir
endonilkleaz enziminin aktivitasyonu gerceklesir. Kaspaz 3, kaspaz ile aktive
olan deoksiriboniikleazin inhibitériinden ayriimasini saglamaktadir. Béylece
kromatin, sarmaldaki belirli noktalardan kesilerek DNA fragmantasyonu
saglanabilmektedir (58, 64, 68, 69, 70). Kaspaz 8 tarafindan pargalanan Bid
proteini mitokondriye transloke olarak sitokrom C’ nin salinimina ve kaspaz 9’
un aktivasyonuna aracilik eder. Bcl-2 proteini ise mitokondriyal
membranlardaki 6zel porlarin (PTPC) agiimasini, kaspaz-9 aktivasyonunu ve
serbest oksijen driinlerinin artigini engellemektedir. Normalde hicre sag
kalimi igin sitokrom C mitokondri zarlari arasindaki boglukta, Apaf-1 ve
kaspaz 9 sitozolde yer alirlar. Bdylece kaspaz 9 inaktif kalir. Kaspazlar da
apoptozis protein inhibitdrleri (IAP) olarak adlandirilan ve kaspaz aktivitesini
direkt olarak baskilayan bir protein ailesi tarafindan dizenlenir. Bcl-2 / Bax
dengesinin Bcl-2 lehine olmasiyla hiicre yasarken, Bax lehine bozuimasi

apopitozisle sonuglanmaktadir (61). Apopitozisin fizyolojik yoklugu veya
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patofizyolojik  olarak asir aktivasyonu kanser, otoimmun hastalikiar,

disorganogenez gibi pek ¢ok hastaligin gelisimine katkida bulunmaktadir.

PPARYy ligandlan hematolojik malignitelerde, mitokondrilerde membran
potansiyelinin kaybina ve béylece kaspazlarin aktivasyonu sonucunda

apoptozise yol agmaktadiriar.

2.4. Rosiglitazon Maleate

5- { [ 4- (2- ( methyl -2- pyridinylamino ) ethoxy ) phenyl ] methyl } - 2,4-
thiazolidinedione, (Z)-2-butenedioate (1:1) kimyasal adiyla bilinen rosiglitazon
maleate’ in kimyasal formilli C4gH1gN303S.C4H4O4’ diir. Molekil agirligi ise
473,52 g/mol olarak hesaplanmistir. 1999 yilindan beri ABD’ de kullanimda
olan etken maddenin erime 1sisi 122-123°C’dir ve rengi beyaz ve fildisi olarak
belirtiimektedir. pKa degeri 6,8-6,1 arasindadir. Etanolde ve pH degeri 2,3
olan sulu tampon solisyonlarda ¢ézlnebilmektedir. Cézundrltgu fizyolojik
sinirlar icinde pH degerinin artmasi ile azalmaktadir. Her bir tablet
rosiglitazona es deger miktarda roziglitazon maleat igermektedir. Her bir
tablette ayrica inaktif bilesenler olarak hypromellose 2910, laktoz monohidrat,
magnezyum stearate, microcrystalline cellulose, polyethylene glycol 3000,
sodyum starch glycolate, titanium dioksit, triacetin, sentetik kirmizi ve sari

demiroksit ve talk bulunmaktadir.

Roziglitazonun maksimum plazma konsantrasyonu (Cmax) ve egri altinda
kalan alani (AUC) terapdtik doz araliginda doz arttikga artmaktadir.

Eliminasyon yan émril ise dozdan bagimsiz olarak 3-4 saat kadardir.
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Mutlak biyoyararlanirhg %99 olan roziglitazon pik plazma konsantrasyonuna

oral alimdan yaklasik bir saat sonra ulasir.

Roziglitazon %99,8 oraninda baglica albumin olmak (zere plazma

proteinlerine baglanmaktadir. Ortalama dagilim hacmi 17,6 litre kadardir.

Roziglitazon blylk oranda degismeden %64 oraninda idrarla ve %23
oraninda fegesle atilir. Metabolizmasi baglica N-demetilasyon, hidroksilasyon
ve siiifatlarla ve glukuronik asitle konjugasyondur. Dolagimdaki metabolitleri
blylk oranda daha az potenttir ve roziglitazonun insilin-hassaslastirici
etksine Katkilari yoktur. in vitro calismalarda roziglitazonun bagslica sitokrom
P450 izoenzim 2C8 ve daha olarak da izoenzim 2C9 tarafindan metabolize

edildigi gdsterilmistir.

Farmakokinetigi yas, irk, sigara icimi ve alkol alimi ile iligkili degilken bayan
cinsiyet ve kilo ile iligkili bulunmustur. Ayni kilodaki erkek hastalara gére
bayan hastalarda roziglitazonun ortalama oral klirensi %6 daha disuk

saptanmigtir (71).

Roziglitazon reseptére U seklinde baglanir ve kabaca ligand baglayan
boélimiin %40’ ini kaplar. Baglanma sirasinda H3, H4, H10 aminoasitleri ve
AF-2 (activation function 2) heliksi ile gesitli etkilesimleri SRC-1 baglanmasini

saglar (72) .
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3. AMAG

ilk kez 1827' de Fransiz dokior Velpeau’ nun atesli bir hastalik olarak
tanimladig: akut lésemi tedavisinde glnimizde oldukga uzun bir yol
katedilmistir. Ancak agresfif tedavilere ragmen ancak yalnizca %20-30
oraninda hastada uzun ddénem hastaliksiz sagd kalim mimkiin olmaktadir.
Standart remisyon indiksiyon ve ardindan konsalidasyon tedavileri
sonrasinda glnimiizde hala %50 oraninda relapslar gériiimektedir.
Relapslar siklikla ilk iki yilda izlenmektedir. Relaps AML’ nin standart tedavisi
yliksek doz kemoterapi esliinde kemik iligi transplantasyonudur. Tedavi
etkinligini v:a basarisini artirmak Gzere farkli yontemler denenmektedir. Bu
tedavi yéntemleri arasinda tumd&r immiinoterapisi, yeni kematerapétik ajanlar,
sinyal ileti sistemini hedef alan yeni molekiler ajanlar, apoptozisin hedef
alindigi ilag aragtirmalari, telomeraz aktivitesine yénelik ve benzeri deneysel

caligmalar yer almaktadir.

Karsinogenezin pek gok faktériin etkisi ile olugmasindan yola gikilarak tim
diinyada her basamak icin farkli tedavi ydntemleri arastinimaktadir. insilin
duyarliigini artirici  etkileri bilinen TZD' larin preadipositten adiposit
differansiyasyonu artirici etkileri bildirilmigtir (73). Yapilan ¢aligmalaria TZD’
larin insanlarda pek ¢ok kanser hiicre hatlarinda (prostat, meme, kolon, tirait,
akciger, hipofiz, pankreas, b&brek, karaciger, mesane) orta derecede
antiproliferatif etki gésterdigi ve apoptozisi artirdig: saptanmigtir (75, 76, 77,
78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85). Ayrica yine bir deneysel calismada Ph
kromozomu pozitif lenfoblastik l16semi hiicre hattinda TZD’ larin Imatinib

tedavisinin etkinligini artirdigi ve apoptozisi indikledigi gésterilmistir (85).
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AML-M3 tedavisinde kullanilan ATRA nikleer reseptériere etkili bir ajandir.
PPARYy da ayni reseptér ailesinin bir Gyesir. PPARy agonistlerinin etkileri igin
de retinoik aside gereksinim vardir. Bu noktadan hareketle saf bir PPARy
agonisti olan roziglitazon maleatin AML hicre serisi Gzerinde etkilerinin olup

olmadidinin arastiriimasi hedeflenmisgtir.

Bu preliminer ¢caligma sirasinda yapilan deneylerde tripan mavisi canlilik

testleri ve sitotoksisite degerlendirilmesi 6n gérilmuagtar.
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4. GEREC VE YONTEM

4.1. Lésemik Hiicre Dizisi ve Hiicre Kiiltiiri

Hicre kiltird, izole hiicre populasyonlarinin pek ¢ok fiziksel, kimyasal ve
fizyolojik degiskenlerden uzak tutularak incelenebildigi bir ortamdir. Bu
ortamdaki hiicreler bir dokudan spontan migrasyon mekanik ya da enzimatik
ybntemlerle ayrilir ve in vitro olarak yasatilir ve dretilebilir. Kiltir ortaminda
hiicrelerin in vivo birbirleri ile ve ekstraselliler matriks ile etkilesimi taklit
edilir. Gunlimiizde hasta ve hayvan haklari gibi etik kavramlar gelistikge in
vitro testler oncelik kazanmigtir. Ayrica. hicre Kkiltlrlerinde c¢evresel
faktérlerin cjaha iyi optimize edilebilmesi, deneyin tekrarlanabilmesi ve cani
organizmalara gére daha az oranda test materyali gerektirmesi en dnemli
avantajlarini olugturmaktadir. Ancak deneyim gerektirmesi, asepsi gartlarina
mutlak uyum zorunlulugu, pahali olmasi, pasajdan pasaja hiicrelerin Greme
hizlarinda degiskenlikler olmast ve hiicre orijininin kaybolabilmesi de
dezavantajlaridir. Ayni hiicre tipinden olusturulmus kiltirler histiyotipik
kilttrler olarak adlandirilirken farkl hiicrelerin bir dizen igerisinde beraberce
tretildigi  kiltlrlerse organotipik kulttrlerdir. Genellikler monolayer ve
sUspanse kltirler olmak Gzere iki fakli hiicre kiltlra tipi mevuttur. Monolayer
kltlrlerde (fibroblastlar, epitelyal hiicreler gibi) hticreler bir destek materyalin
ylizeyine tutunarak yayilirlar ve bir hiicre tabakasi olustururlar, sispanse
kiltarler (kan, kemik iligi, 16semik hicreler gibi) ise destek materyaline
ihtiyag duymaksizin ortamda asili olarak kalabilen hiicrelerden olusurlar.

Suspanse kilttr hiicreleri genellikle transforme hticrelerdir (86, 87, 88).
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Giinimizde hiicre ve doku kultirleri; gen ekspresyonlarinin gésteriimesinde,
hicre proliferasyonunun ve transformasyonunun mekanizmalarinin
incelenmesinde, asi gelistiriimesinde, monoklonal antikor, interferon, enzim,
interlokin, hormon, biiyime faktorleri, insektisid tretilmesinde, biyouyumiuluk
ve sitotoksisite deneylerinde, hicre iginde belirli maddelerinin ya da
substratlarinin aktivite ve miktarlarinin élgimiinde, ila¢ ve benzeri etken
maddelerin hiicre icinde etki mekanizmalarinin ve hiicre siklusuna etkilerinin
arastirimasinda, sitogenetik incelemelerde ve embriyonik aragtirmalarda

siklikla kullanim alani bulmaktadir.

Hicre hatlarnnin kiiitiir ortaminda sonsuza dek devam ettirilebilmesi mimkiin

degildir. Bu nedenden dolayi hiicrelerin stoklanmalari gereklidir.

Yapilan bu aragtirmada HL-60 hiicre dizisinde saf bir PPARy agonisti olan
roziglitazon maleatin antiproliferatif, apoptozisi ve differansiyasyonu
indiikleyici etkileri, bu etkilerin hangi mekanizmalar lzerinden ortaya ¢iktigi in
vitro kosullarda arastinlmigtir. Hiicre dizisi Giilhane Askeri Tip Akademisi
(GATA) Kanser Aragtirma ve Geligtirme Merkezi’ nden Prof. Dr. Ali Ugur Ural

dan temin edilmigtir.

Bu ¢aligmada, in vitro kosullarda hiicre kaltird yéntemleri kullanilarak, insan
akut myeloblastik [6semi hiicre dizisi (HL-60) {izerinde c¢aligiimigtir. HL-60
I6semik hiicre dizisi, ilk kez 1976 yiinda AML M2 tanili 35 yaginda bir
bayanin periferik kanindan dretilmigtir. Uzun yillar akut promyelositik [6semi

modeli olarak yanlighkla adlandiriimigtir. Ama PML-RARa veya PZDF-RARa
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fizyon geninin bulunmadiginin anlagilmasi dogasini aydinlatmigtir. AML
I6komogenez c¢aligmalarinda en sik kullanilan hicre serisidir (47-50).
Ozellikle diferansiyasyon indiksiyon arastirmalarinda  yogunlukla
kullaniimaktadir (51-55). DMSO, ATRA ile granilositik diferansiyasyon,
metilprednisolon, vitamin D3 ve arsenik trioksid ile granilositik ve monositik
diferansiyasyon, bir forbol ester tiirevi olan TPA ile makrofaj benzeri
diferansiyasyon gosterir. Orijinal hipodiploid hicrelerin tetraploid turevleridir
ve c-myc onkogeninin amplifikasyonu séz konusudur. Bu hiicre serisinde p53
timor stipressér gen ekspresyonu knock-out'dur. CD3, CD14, CD19, CD34

ylizey markirlan negatif, CD4, CD13, CD15, CD33 pozitiftir (47-50).

4.1.1. Dondurulmus Hiicre Dizisinin Géziilmesi

%10 DMSO ile dondurulmus olan HL-60 hiicre dizisi sivi azot tanki veya -
80°C’ den g¢ikarildiktan sonra 37°C’ de ¢6zildi. Hicrelerin zerine 10-15ml
besi yeri eklenerek 800 devir/dakika’ da 10 dakika boyunca santrifiij edildi.
Bu iglemler DMSO’nun toksik etkilerinden uzak durmak igin mumkin
oldugunca hizli yapildi. Santrifilj sonrasinda olugan siipernant atildi ve daha
sonra kalan hiicre ¢okeltisi tizerine taze besiyeri eklenerek homojenize edildi.
Tekrar toksik maddelerden kurtulmak amaciyla hiicreler 1000 devir/dakika’
da 5 dakika boyunca santrifij edildi. SGpernant atildi ve tekrar ortama taze
besiyeri eklenerek homojenize edildi. Daha sonra hicreler flasklara alindi.
Devam eden galisma boyunca kullanilan hicre dizisinin devaminin

saglanmasi ve canlihdinin korunmasi amaclyla pasajlar yapild1.
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4.1.2. Hiicre Dizisinin Pasaji

Daha énce flasklara alinmis besiyeri icindeki hiicreler 50ml’ lik falcon tiiplere
aktarildi. Falcon tipler 1000 devir/dakika’ da 5 dakika boyunca santrifij
edildi, olugan supernatant ortamdan uzaklastirildi. Dipte kalan hicreler
tizerine 10ml besiyeri eklendi ve yavasca vortekslendi. Bu iglem sonrasinda
hiicreler tekrar flasklara aktarildi, tizerlerine 15ml taze besiyeri eklendi ve

standart hiicre kulttrii ortaminda ¢ogalmalari igin beklendi.

4.1.3. Hiicrelerin Sayimi

Hiicreler pasajlanirken, dondurulurken, ¢ézdirilirken ve deneyler sirasinda
hiicre kilttriniin o andaki durumunun géstergesi olarak sayildi. Sayim iglemi
besiyerinin mililitresi basina veya hiicrelerin tutunduklar ylizeyin cm?® bolgesi
basina hiicre sayisi olarak belirlendi. Neubauer hemositometresi (Resim 3 ve
Sekil 11) ile sayim yapildi. Bu hemositometrede lamel dogru pozisyonda ise
sayma odaciginin derinligi 0.1mm’ dir. Hiicre slispansiyonu, odaciga mikro
pipetler yardimiyla yerlestirilir. Mevcut hiicre sayisina gére hiicreler karelerin
ticli gizgilerle gevrelenmis oldugu merkezi bélmelerde sayilabilir. Sol ve Ust
tclu gizgilerdeki hiicreler sayima dahil edilir. Bu béimelerin alani 1 mm? dir.
Béylece hacmi 0.1 mm?® olur. Bu alandaki tiim hiicreler sayilirsa (N=0.1mm®*

te mevcut hiicre sayisi) 1 ml yani 1cm® teki hiicre sayisi = 2N x 10* olur.

Resim 3: Neubauer Hemositometresi
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1

Sekil 11: Neubauer Hemositometresi

HL-60 hiicre dizisinde, hiicre sayimi yapilarak biyime egrisi ile ikilenme
zamani yaklagik 72 saat olarak bulundu. Hicrelerin pasajlar ikilenme
zamanina uygun olarak 72 saatte bir gerceklestirildi. Her pasaj sirasinda
ortalama 2 x 10° hiicre, 10 ml besiyeri konmus flasklara alindi ve hicreler
tripan mavisi ile boyandi. %90’ in tzerinde canl hiicre saptandiginda igleme
devam edildi. Canh hicreler tripan mavisi boyasina gegirgen olmayip, 6l
hiicreler bu boyayi hiicre igine aldiklarindan mavi renkte gériinmektedirler.
Bu &zellikler dogrultusunda hiicreler, inverted mikroskop kullanilarak, canlilik,

gogalma ve enfeksiyon yéninden degerlendirilmistir.

HL-60 hiicre dizisi Uzerinde roziglitazon maleatin etkilerini géstermek
amaciyla yaptigimiz bu galisma iki agamadan olugmaktadir.
e Hicre canliliginin (viabilite) degerlendirilmesi

¢ Sitotoksisitenin degerlendiriimesi
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4.2. Kullanilan Kimyasal Ajanlar

Roziglitazon maleattan 25mg alinip 2ml DMSO ile stok sollsyon
hazirlanmigtir. RPMI 1640 besi yerinde hicreler uUretilmistir. Roziglitazon
maleattan 10-20-25-30-40-50-55-60-65-70-75-80-90-100 mikroMolar

dilusyonlarda érnekler hazirlanmigtir.

Kullanilan RPMI 1640 besiyeri; esansiyel aminoasitler (L-arjinin, L-sistin, L-
glutamin, L-histidin, L-izolésin, L-I8sin, L-lizin, L-metiyonin, L-fenilalanin, L-
treonin, L-tirozin, L-valin), nikleozid, pirivat, Ca*?, Mg*?, Na*, K*, CI, P?,
HCOg3, Fe, Zn, Se, glukoz, B grubu vitaminleri icermektedir. Besi ortamina
enerji kaynag! ve karbon vericisi olarak glutamin, nonesansiyel aminoasitler
(L-alanin, L-asparajin, L-aspartik asit, L-pirolin, L-glisin, L-serin), enfeksiyonu
6nlemek amaciyla da penisilin ve streptomisin eklenmigtir. Enerji kaynagi
olarak glukoz yerine glutamin tercih edilmesinin sebebi fazla miktarda glukoz
kullanildiginda glikolizis ile laktik asid olusumu ve pH’ in dismesidir. DUslk
pH degerlerinde hiicrelerin iremesi inhibe olacaktir. Glutamin igtktan ve
beklemekle degradasyona ugrayacagi i¢in her onbeg giinde bi mediuma ilave

edilerek igleme devam edilmigtir.
Kiiltivasyon iglemleri Jouan marka Hood ve Stericult 200 marka inkibatérde
yapilimistir. Islem 6ncesi Hood otuz dakika stireyle ultraviyole lambasi ile

sterilize edilmis ve alkol ile silinmigtir.

Tablo 4’ de kullanilan kimyasal ajanlar gérilmektedir.



Kimyasal Ajan Markasi
Roziglitazon maleat US Biological
DMSO Sigma Chemical Co., St Louis Missouri
Tripan Mavisi Sigma Chemical Co., St Louis Missouri

Tablo 4: Kullanilan kimyasal ajanlar

4.3. Kullanilan Cihazlar

Tablo 5 da kiiltivasyon iglemleri ve deneylerde kullanilan cihazlar

izlenmektedir.

Cihaz Markasi
Karbondioksitii Inkiibatér Stericult 200
Otomatik mikropipetler Eppendorf
Laminar Hava Akimii Kabin Jouan
Istk Mikroskobu Olympus, Japan
Steril Kultur Kaplan (Flask) Greiner

Cok kuyucuklu plateler (6, 24, 96) Greiner

Vorteks Electro-mag
Lam Neubauer
Falcon tupler Greiner

Tablo 5: Kullanilan Cihazlar
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4.4, Hiicre Canlilginin Degerlendirilmesi
HL-60 hicrelerinde, roziglitazon maleatin sitotoksik etkisini g&stermek
amaciyla;

1. 24 kuyucuklu platelerde, her kuyucuk igine cift kontrolli olarak
roziglitazon maleatin 10-20-25-30-40-50-55-60-65-70-75-80-90-100
mikroMolar konsantrasyonlari ilave edilmistir.

2. Kuyucuklar Gzerine, iginde 24 x 10° hucre/ml olacak sekilde, 1ml
besiyeri eklenmistir.

3. Negatif kontrol olarak 1 ml besiyeri kullantimigtir.

4. Plateler igindeki hiicreler, 37°C’ de ve % 95 nem % 5 CO;’ li etiivde
inklibe edilmigtir.

5. Hicre canhihidi 0, 24, 48, 72 ve 96. saatlerde Tripan mavisi canlilik

testi ile degerlendirilmigtir.

4.4.1. Tripan Mavisi Canlilik Testi

1. 24 kuyucuklu platelerdeki her bir kuyucukta, farkl konsantrasyonlarda
roziglitazon maleat igeren hiicrelerden 50 pl alinarak 96 kuyucuklu
platelere, her bir konsantrasyon i¢in 2 kez tekrarlanacak sekilde
hicreler aktariimigtir.

2. Hucreler tizerine 50 pl Tripan mavisi eklenerek Neubauer laminda 11k
mikroskobunda degerlendirilmigtir. Canli hicreler Tripan mavisi
boyasini metabolize edip hiicre digina attiklarindan boya almamisg
yani beyaz renkte gériinirken 6lG hicreler boyayr almis yani mavi

renkte goriilmektedir ( Resim 4 ) (89).
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3. Neubauer laminda bir alanda sayilan 1 hiicre ml’ de 2 x 10% hiicreye

esit olacak sekilde hiicre sayimi yapilmistir.

Resim 4: Tripan mavisi boyasi ile hiicre sayimi. O: Olii hiicre, C: Canli hiicre

4.5. Sitotoksisitenin Degerlendirilmesi
HL-60 hicrelerinde roziglitazon maleatin sitotoksik etkisinin degerlendiriimesi

icin Tripan Mavisi ydonteminden sonra XTT ydntemi kullaniimisgtir.

4.5.1. XTT Yoéntemi
Hicreler 24, 48, 72 ve 96. saatlerde XTT (2,3-bis [2-methoxy-4-nitro-5-
sulphophenyl]-2H-tetrazolium-5-carboxanilide ~ inner  salt)  sollisyonu

kullanilarak spektrofotometrik olarak degerlendirilmigtir.

Reaktifler 50 birim XTT ajani (Labelling reagent)/1 birim aktivasyon ajani
(electron coupling reagent) olacak sekilde karigtirilarak XTT solusyonu

hazirlanmigtir. XTT suda ¢bzlinen bir tetrazolium tuzudur ve bu yéntem de
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tetrazolium tuzuna dayanan kolorimertrik bir metoddur. XTT metodu ilk kez
1988 yilinda Scudiero tarafindan tanimlanmigtir. Tetrazolium tuzunun,
metabolik olarak aktif, c¢ekirdekli hicre mitokondrilerinde dehidrogenaz
enzimi ile suda ¢6zinen ve turuncu renk veren formazana doénidsimi
prensibi ile caligan bir metoddur. Basglangigta ortamdaki renk sarn iken,
madde canli hiicrelerde metabolize edildikge turuncuya déner. Canli hiicre
sayist ne kadar fazla ise renkte koyulagma o kadar fazla gdzlenir.
Formazandan kaynaklanan turuncu renk reaksiyonu, spektrofotometrik olarak
okunup, kantite edilmektedir. Boyanin yogunlugu, metabolik olarak aktif
hicrelerin sayisi ile orantihdir. Kuyucuklardaki aktif hicrelerin sayilarinin
coklugu ise, mitokondriyal enzimlerin aktivitesinin coklugu ile dogru

orantilidir.

Tripan mavisi ile canliigi dogrulanan HL-60 hiicre siispansiyonu, 96
kuyucuklu mikroplatelerde her bir kuyucuga 1 x 10° hiicre/ml diisecek sekilde
dizenlenmigtir. Her dlgim asamasi (0, 24, 48, 72 ve 96. saat) igin ayr bir
mikroplate hazirlanmigtir. Her bir kuyucuga 100 pl hiicre siispansiyonu ve
kontrol digindaki kuyucuklara belli konsantrasyonlarda roziglitazon maleat
eklenmistir. Toplam hacim, besiyeri ile 200 I’ ye tamamlanmis, negatif
kontrol olarak hiicre ve reaktif icermeyen 200 pl besiyeri kullantimigtir.
Mikroplateler igindeki hiicreler nemli, 37°C’ de % 5 CO; ortaminda inkiibe
edilmistir. Gruplardan 0, 24, 48, 72 ve 96. saatlerde birer mikroplate alinmis,
her kuyucuga 50 ul XTT sollisyonu eklenmis ve dort saat daha inkibe
edilmigtir. 492 nanometre dalga boyunda ve 630 referans araliginda her bir

kuyucugun absorbans degeri (OD), spektrofotometre (ELISA okuyucusu)
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kullanilarak okunmusgtur. Negatif kontrol sifir absorbans olarak kullaniimistir.

Sitotoksisite ylizdesi agagidaki formul kullanilarak saptanmistir.

Olciilen optik dansite degeri
% Sitotoksisite = 1 -~ x 100

Kontrol optik dansite degeri

4.6. istatistiksel Degerlendirme

Deneyler sonucunda elde edilen veriler Ege Univeristesi Fen Fakiiltesi
Istatistik Béliimiinden Prof. Dr. Hayal Boyacioglu tarafindan istatistiksel
olarak degerlendirilmistir. Istatistiki analiz olarak T test kullanilmistir. T test
sonuclarinda p degeri 0.05 altinda olanlar istatistiksel olarak anlamli olarak

degerlendirilmistir.
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5. SONUCLAR

Roziglitazon maleatin sitotoksik etkileri HL-60 hiicre dizisi Uzerinde

arastinimis ve elde edilen sonuglar grafiklerle gésteriimistir.
5.1. Roziglitazon maleatin hiicre canlilig: lizerine etkisi

5.1.1 Tripan Mavisi Canlilik Testi Sonuglari
Roziglitazon maleatin 10-20-25-30-40-50-55-60-65-70-75-80-90-100
mikroMolar konsantrasyonlari ile deneyler kurulmustur. Sitotoksisite 70

mikroMolar ve izeri konsantrasyonda giderek artan oranda saptanmistir.

Roziglitazon maleat igin inhibitér konsantrasyon (ICsg) dozu 75 mikroMolar
(mcM) olarak belirlenmistir. Cift kontrollii olarak yidr{tilen deneylerde 24.,
48., 72. ve 96. saatlerde Tripan mavisi boyasi ile yapilan canlilik testi

sonuglar Grafif 1-8’ de belirtilmigtir.
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Grafik 1: Roziglitazonun 10, 25, 50, 75 mcM konsantrasyonlarinda tripan

mavisi boyasi ile 0., 24., 48., 72. ve 96. saatlerdeki canlilik degerlendirmesi
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Grafik 2: Roziglitazonun 20, 25, 30, 40, 50, 60, 70, 75 mcM
konsantrasyonlarinda tripan mavisi boyasi ile 0., 24., 48., 72. ve 96.

saatlerdeki canlilik dederlendirmesi
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Grafik 3: Roziglitazonun 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 90, 100 mcM
konsantrasyonlarinda tripan mavisi boyasi ile 0., 24., 48., 72. ve 96.

saatlerdeki canlilik degerlendirmesi
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Grafik 4: Roziglitazonun 10 mcM konsantrasyonda tripan mavisi boyasi ile 0.,

24.,48., 72. ve 96. saatlerdeki canlilik degerlendirmesi
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Grafik 5: Roziglitazonun 25 mcM konsantrasyonda tripan mavisi boyasi ile 0.,

24.,48., 72. ve 96. saatlerdeki canlilik degerlendirmesi
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Grafik 6: Roziglitazonun 50 mcM konsantrasyonda tripan mavisi boyasi ile 0.,

24 ., 48., 72. ve 96. saatlerdeki canlilik degerlendirmesi
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Grafik 7: Roziglitazonun 75 mcM konsantrasyonda tripan mavisi boyasi ile 0.,

24.,48., 72. ve 96. saatlerdeki canlilik degerlendirmesi
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Grafik 8: Roziglitazonun 100 mcM konsantrasyonda tripan mavisi boyasi ile

0., 24., 48., 72. ve 96. saatlerdeki canlilik degerlendirmesi

istatistiksel degerlendirmede 75mcM konsantrasyondaki sitotoksisite kontrol

grubu ile kiyaslandiginda her defasinda anlamli bulundu (p<0.05).
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5.2. Roziglitazon maleatin sitotoksisite iizerine etkisi

5.2.1. XTT Testi Sonuglan
Tripan mavisi testi sonuglan ile benzer olarak XTT testinde de hiicre
proliferasyonunda %50 oranda azalmaya neden olan ICsg dozu 75mcM

konsantrasyonda saptandi.
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6. TARTISMA

Hiicre proliferasyonu, apoptozis ve terminal differansiyasyon arasindaki
dengelerin bozulmasi sonucunda neoplastik hiicre biylimesi ortaya
¢ikmaktadir. Her gegen giin kanser tedavileri ile ilgili pek ¢ok gelisme
kaydedilmektedir. Bunlardan birisi de niikleer reseptérierin ligandlari araciligi
ile differansiyasyon ve apoptozisin indiklenmesidir. Nikleer reseptérler ve
fonksiyonlari tanindikga kanser tedavisi i¢in giderek daha da artan bir hizda
hedef tegkil edeceklerdir, ¢linkli bu molekiller gen transkripsiyonunda
anahtar rol oynamaktadirlar. Bunun klasik tedavide yerini almisg érnegi AML-

M3 tedavisinde kullanilan retinoik asittir.

PPARy agonistleri, hiicresel hemostaz ve differansiyasyonu regiile eden
anahtar genlerin fonksiyonlarini diizenlerler. Altta yatan mekanizmasi halen
tam aciklanamamig olsa da antitimdér aktivitesine sahiptirler. PPARY’ nin
miyeloid ve monositik I6semi hiicre hatlarinda indiklenebildigi ya da
eksprese edildigi gosterilmigtir (90, 91). Ginimizde PPARY' nin ayrica
liposarkom, kolon karsinomu, gastrik karsinom, pankreas karsinomu,
6zefagus karsinomu, meme karsinomu, hepatoma, prostat karsinomu,
mesane karsinomu, renal hiicreli karsinom, akciger karsinomu, astrositoma,
glioma, noéroblastoma, oral skuaméz hicreli karsinom, papiller tiroid
karsinomu, koryokarsinom, osteosakom, lenfoid I&semiler, lenfoma ve

myelomada eksprese edildigi bilinmektedir (25).

Dogal ya da sentetik ligandlan ile PPARY nin aktive edilmesi hicre

proliferasyonunun inhibisyonunu ve/veya apoptozis ve differansiyasyonun
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indiklenmesini saglamaktadir. PPARy agonistleri siklin bagimli kinaz
inhibitérlerini hedef alir ve indikler. Glitazonlarla cip/kip ailesine ait bir CDK
inhibitéri olan p21’ in indiklenmesi sonucunda pankreatik timér hicre
hatlarinda G1 fazinda arrest izienmisgtir (92). Ayrica CDK’ lari da direkt inhibe
ederek hiicre siklusunun durmasina neden olurlar. TGZ tedavisi ile MCF-7
meme kanseri hiicre hattinda hiicrelerin G1 fazinda durduklar gézlenmistir.
Yapilan galigmalaria TGZ' un &zellikle siklin D1’ i hedef aldigt gdsterilmistir.
Ayrica siklin D1’ in overekspresyonu indiklendigindeyse hcrelerin
troglitazonun (TGZ) neden oldudu hiicre dluminden kurtulduklar izlenmigtir

(93).

Yine Shao et al. tarafindan yapilan bir ¢caligmada PPARy aktivasyonunun
hiicre siklusunda G1 fazindaki sireyi uzatti§i ve uzamanin da PI3K/Akt
aktivitesindeki artiga ve ayni zamanda siklin D1 ekspresyonundaki azalmaya

bagli oldugu gésterilmistir (94).

Yukarda deginilen galigmalar PPARy aktivasyonunun antiproliferatif etkilerini
aciklamaya galigmaktadir. Bunun diginda apoptozisi indukledigi de pek gok
calismada gosteriimistir. Insan meme kanseri hticrelerinin troglitazon ve
ATRA' ya maruz birakilmasi sonucunda antiapoptotik genlerin prototipi
sayilan bcl-2 seviyesinin neredeyse diglilemeyecek dizeylerde dugik oldugu
saptanmistir (95). Yine meme kanseri hiicre hattinda PPARY aktivasyonu ile
meme epitelyal gen ekspresyonunda daha ¢ok differansiye, daha az malign

olacak sekilde degisiklikler ve lipid birikimi izlenmigtir (96).
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PPARYy aktivasyonunun sagladidi antineoplastik etkileri 6zetlemek gerekirse;

1. CDK inhibit6rlerinin upregilasyonu, CDK aktivitesinin inhibisyonu ve
PI3K/Akt aktivitesinin inhibisyonu sayesinde antiproliferatif etkiler.

2. Azalmig Bcl-2, artmis Bax ve Bad dizeyleri, kaspaz aktivitesinde
artis. c-myc ve FLIP dizeylerine azalma sayesinde antiapoptotik
etkiler saglar.

3. Progenitor hiicre markerlarinda azalma ve differansiyasyon
markerlarinda artig sayesinde differansiyasyonu indikler.

4. Endotel hiicre proliferasyonunun ve migrasyonunun inhibisyonu ve
VEGF, Fit ve leptin dizeylerinde azalma sayesinde anjiogenezi

inhibe eder (25).

In vivo olarak da troglitazonun intermediate ve yiiksek gradeli liposarkomiu
hastalarda malign hiicrelerin histopatolojik olarak lipojenik

differansiyasyonunun indiiklendigi gosterilmigtir (97).

Solid timérler Gzerine yapilan baslica aragtirmalardan sonra lésemik hiicre
hatlarinda da PPARy aktivasyonu calisiimigtir. Makrofajlarin  ve
myelomonositik Idsemi hiicrelerinin asiri miktarda PPARy eksprese ettikleri
bilinmektedir. Ayrica Tontonoz P et al. tarafindan ydritilen bir galigmada da
monositik I6semi hiicre hatti olan THP-1’ de PPARy’mn ligandia aktivasyonu
sonrasinda CD11b, CD14 ve CD18 gibi differansiyasyon markerlarinin artmis

ekspresyonu gdsterilmigtir (90).
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Hem myeloid hem de lenfoid I6semik hiicre hatlarinda PPARy ekspresyonu
gosterilmistir. PPARY’ nin 15-deoxy-D12,14 — prostaglandin J; gibi bir dogal
ligandi ya da troglitazon gibi sentetik bir ligand: ile aktivasyonu sonucunda
proliferasyonun inhibe oldugu ve apoptozisin induklendigi gézlemlenmistir.
Yapilan incelemelerle apoptozis indiksiyonunun kaspaz 3 aktivasyonu
sayesinde gerceklestii anlasiimigtir. Ayrica troglitazon tedavisinin 24.
saatinde diger apoptozis ile iligkili molekdller degismeden kalirlarken c-myc

ekspresyonu belirgin olarak down-regiile olmustur (98).

Hirase N -et al. promyelositik hiicre hattt HL60 (zerinde yaptiklari
calismalarda TZD’ un hiicre siklusunun GO/G1 fazinda arreste yol acgarak ve
de apoptozisi indikleyerek proliferasyonu belirgin sekilde suprese ettigini
gostermiglerdir (99). Ayrica yine myelositik I6semi hiicre hattinda troglitazon
ve 15-deoxy-D12,14 — prostaglandin J>' nin Bax upregiilasyonu ve Bcl-2 ve
survivin downregllasyonu ile anlamli derecede apoptozisi indukledigi

gosterilmigtir (100).

liging olarak PPARY’ nin ligandla akivasyonundan bagimsiz bir sekilde de
ylksek konsantrasyonlarda fosforilasyonla okaryotik baslatma faktérii-2
(initiation factor 2)' yi inhibe ederek translasyonun baglamasini inhibe ettigi

gosterilmigtir (101).

Akut promyelositer I6semi vakalarinin yaklagik %90’ inda ATRA tedavisi ile
komplet remisyon saglanabilmektedir. Ancak ATRA direngli ve niks

vakalarda arsenik trioksit ve histon deasetilaz inhibit6rleri kullanimi yaninda
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PPARy agonistlerinin kullanimi da bir segenek gibi gérinmektedir. PPARy
aktivitesinin inhibisyonunun, APL patofizyolojisindeki differansiyasyonda
duraklamaya katkisi olabilecedi ve bu bilgiler 1s1ginda PPARY’ nin ligandla
aktivasyonunun APL hiicrelerinin differansiyasyonunu saglayabilecegi

disinalmusgtar.

Glitazonlar 1990 yilinda Isseman ve Green tarafindan nikleer reseptérlerden
gen transkripsiyonuna yol agan ve peroksizom proliferasyonuna neden olan
molekdiiler olarak tanimiandi (102). Bir dekat igcinde PPAR’ larin fonksiyonlari
tanimlandi.” Yine yakin gelecekte bu fonksiyolar tizerinden isleyen
mekanizmalar detaylandinlip hastaliklarin tedavisinde yeni basamaklar

olusturulacaktir.

Tezimizde myelositik I6semi hiicre dizisi olan HL-60 Uzerinde PPARY’ nin
sentetik ligandlarindan roziglitazon maleatin sitotoksik etkisi olup olmadigi

arastirildi. ICsp dozunun 75mcM konsantrasyonda oldugu saptandi.

PPARy agonisti olarak roziglitazon maleat; glitazonlar icinde PPARYy
reseptériine baglanma affinitesinin en yiiksek diizeyde yani ICsp dozunun en
dustk duzeyde olmasindan dolayi segildi. Bilindigi Gzere PPARY reseptdriine
baglanma affinitesi roziglitazonda pioglitazona gére 30 kat, troglitazona gére

ise 100 kat fazladir (103).

Literatirde roziglitazon maleat ile HL-60 hiicre serisinde yiritilen

caligmalarda ICsy dozu saptanamamig, daha dlslk konsantrasyonlarda
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deneyler sonlandinimigtt (104). Bizim yaptiJimiz deneyler sonucunda
literatirde bahsedilen ¢aligmalardan daha yiliksek konsantrasyonda ICsg

dozunu saptadik.

Bundan sonraki agsamada bu dozda hicrelerin differansiyasyon gdsterip

gdstermedikleri ve apoptozise gidip gitmedikleri incelenecektir.

Bu galigma ile I6semik hiicre hatlarinda apoptozis, differansiyasyon ve hicre
siklusu ile daha genis bilgi edinilmeye c¢aligiimis ayrica ilerideki caligmalara
yol gosterebilecek sonuglar elde edilmigti. Bu sayede akut I6semi
tedavisinde bir agama daha katdedilebilecektir. Direngli AML-M3 olgularinda
PPARYy agonisti roziglitazon maleatin additif etki yaratip yaratmayacagi ileri

galismalar igin amagclanabilir.
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