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OZET

THYMOQUINONE VE CYTOSINE ARABINOSIDE’IN AKUT MIiYELOID
LOSEMi HUCRE HATTINDA APOPTOZIiS VE HUCRE COGALMASINA
ETKILERI

Amag: Akut miyeloid 16semi (AML) tedavisi gii¢ olan hematolojik bir kanserdir.
Kullanilan kemoterapik ilaglara diren¢ gelismesi tedaviyi engellemektedir. AML’de
kullanilan sitozin arabinozid (Ara-C) apopitotik etkili bir ilagtir. Timokinon (TQ) ise
antioksidan, antienflamatuvar ve antikansorejen etkili, dogal bir iiriin olan ¢érek otunun
ekstraktidir. Bu ¢alismada ama¢ AML hiicre hatlarinda kemoterapik ajan olan sitozin
arabinozid ve dogal bir antikanserojen olan TQ’nun birlikte ve ayr1 ayr1 kullanilarak
hiicre cogalmasinin baskilanip hiicreleri apopitoza gotiirmek {izerine etkileri
aragtirilarak sonuglar1 gozlemlemektir.

Materyal ve Metod: Calismada Kasumi- 6 AML hazir hiicre hatlar1 kullamldi. Ozgiin
besi ortamina alinan hiicrelere 48 ve 72 saatlik siireler igin {i¢ ayr1 konsantrasyonda
sitozin arabinozid ve timokinon uygulandi. Annexin V ve PI boyama sonrasi flow
sitometride her bir grup i¢in apopitoz, viabilite ve hiicre gogalmasi degerlendirildi.
Bulgular: Calismada 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siirelerinde degerlendirilen her iki
grupta da etken maddelerin tek baslarina ve birlikte kullanimlar1 sonucunda apoptozda
artig, viabilite de ise azalma olmasi, hiicre ¢ogalmasinin baskilandigini ve istatiksel
olarak sonuglarin anlamli (p<0,001) oldugunu gostermistir.

Sonug¢: Yaptigimiz ¢calismamizda TQ ve Ara-C uygulanan her grupta gozlemledigimiz
apoptozun artmasi, viabilitenin ise azalmasi bize hiicre ¢ogalmasmin baskilandiginm
gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Akut miyeloid 16semi; Apoptozis; Sitozin arabinozid; Timokinon

Ash ALTUN, Yiiksek Lisans Tezi

Ondokuz Mayis Universitesi — Samsun, Haziran - 2018



ABSTRACT

THE EFFECTS OF THYMOQUINONE AND CYTOZINE ARABINOSIDE ON
APOPTOSIS AND CELL PROLIFERATION IN ACUTE MYELOID
LEUKEMIA CELL LINE

Aim: Acute myeloid leukemia (AML) is a hematologic cancer that is difficult to treat.
Resistance to used chemotherapeutic drugs prevents treatment. The Cytosine
Arabinoside (Ara-C) is used in AML is an apoptotik drog. Timokinon (TQ) is an extract
of natural black cumin has antioxidant, anti-inflammatory and anticancer effect. The
aim of this study was to investigate the effects of a chemotherapeutic agent Ara-C, and
a natural anticancer agent of TQ, on apoptosis and cell proliferation of AML cell lines
both alone and in combination.

Material and Method: In this study, Kasumi-6 AML cell line was used. The Ara-C
and TQ were applied to the cell sat three different concentrations for 48 and 72 hours.
After anneksin V and PI staining, apoptosis, viability and cell proliferation were
evaluated for each group by flow cytometry.

Results: In the study, AML cell lines showed a statistically significant on singleuse of
the active substances and their combined use showed increase in apoptosis and decrease
in viability in bothgroups at 48 and 72 hour in cubation times (p <0.001).

Conclusion: In this study, in each group AML cell line TQ and Ara-C were applied, it
was observed that apoptosis was increased and viability decreased and consequently cell
proliferation was suppressed.

Keywords: Acute myeloid leukemia; Apoptosis; Cytosine arabinoside; Thymoquinone

Ash ALTUN, Master Thesis
Ondokuz Mayis University - Samsun, June-2018
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1. GIRIS

Akut miyeloid 16semi, normal hiicrelere goére proliferasyon hizi artmis,
apoptozisi azalmis hiicrelerin kontrolsiiz ve klonal proliferasyonu ile ortaya ¢ikan ve
hizla ¢ogalan bu hiicrelerin kemik iligini isgal etmesi ile ortaya ¢ikan bir malign
hastaliklar grubudur (Anak ve Uysaolol, 2012). Lo&kositleri meydana getiren
hiicrelerden graniilosit ve monositler kemik iligindeki blast ad1 verilen geng¢ hiicrelerin
olgunlagmasi sonucu olusurlar. Meydana gelen bu olgun hiicreler blastlarin aksine islev
goren hiicreler olup mikroplarla miicadele eder ve bagisiklik sisteminde 6nemli rol
oynamaktadirlar (Tiirk Hematoloji Dernegi, 2010).

Akut miyeloid 16semide, normal olgunlagma siireci bozulur ve blast ad1 verilen
genc hiicreler olgunlasamaz. Blastlar kemik iligi ve periferik kanda hizla birikmeye
baslarlar. Notrofil, monosit gibi olgun kan hiicreleri meydana gelemediginden viicut
mikroplara karsi savunmasiz kalir. Miyeloblastlarin anormal ¢ogalmasi sonucu kemik
iliginde eritrosit, 10kosit ve trombosit yapimi bozulur. Buna bagli olarak da bu
hiicrelerin sayisinda azalma meydana gelir (Oztiirk, 2018).

AMUL’nin tedavisi i¢in ana diisiince sitozin arabinozid ile kemoterapinin etkili
bir kombinasyonu oldugudur. Kemoterapide amag¢ normal kan hiicrelerinin iiretimini
onarma Ve hastada tam remisyon elde edilmesidir. Ancak kemoterapi normal saglikli
hiicrelerin de Sliimiine yol agar ve bu nedenle AML hastalarinda bulanti, halsizlik,
yiiksek enfeksiyon riski gibi yan etkiler goriiliir. Bu tedavi sonrasi hastalarin énemli bir
kism1 remisyona girer. Ancak bu remisyon siiresi genellikle kisa oldugundan ilave
tedaviye ihtiyag duyulur. Standart tedavi yiiksek oranda toksiktir ve kullanilan
kemoterapik ilaglara diren¢ gelismesi tedaviyi engellemektedir. Bu nedenle AML
hastalarindaki sonuglarda ilerleme kaydetmek i¢in yeni terapatik ajanlarin ve
protokollerin gelismesi acil bir ihtiyagtir. AML’de kullanilan sitozin arabinozid
apopitotik etkili bir ilagtir. Timokinon ise antikanserojen etkili, dogal bir iriin olan
corek otunun ekstraktidir. Tohumlar1 baharat olarak ve geleneksel tipta bir¢cok hastaligin
tedavisinde kullanilabilmektedir. Kanser hastalarinda kemoterapiyle birlikte alternatif
tipta kullanilabilecegi bildirilmektedir (Khader ve Eckl, 2014). Timokinon, yan etkisi
olmayan bitkisel kaynakli bir antikansorejen maddedir. Timokinon kanserli hiicrelerde
timor hiicrelerine kars1 sitotoksik etki gdstermesi agisindan dnemli bir etkiye sahiptir

(Ivankovic ve ark., 2006). AML hiicre hatlariyla yapilacak caligmalar sonucunda anti



kanserojen bitkisel ajanlarin olumlu etkileri g6z 6niine alinarak yardimci tedavi olarak
kullanilabilmesi agisindan onem kazanacaktir. Boylece AML hastalarinda tedavi ve
tyilesme siirecindeki basar1 da artacaktir.

Apoptozis, mitokondrial membran biitiinliigliniin kaybolmasina, hiicre
membraninin bozulmasina, niikkleer kromatin yogunlagsmasina, hiicre biiziilmesine,
apoptotik yapilarin olusumuna ve fagositik hiicreler tarafindan bu apoptotik hiicrelerin
fagositozuna sebep olan, kaspaz aktivasyonu ile karakterize olmus programli hiicre
Oliimiidiir (Baharetha ve ark., 2013).

Apoptozis bir genetik program tarafindan kontrol edilmektedir ki bu program
kayda deger bir bi¢imde gelisim, degisim i¢inde korunmaktadir. Su anda kullanilan tim
sitotoksik ilaglar apoptozisi tetikleyerek timor Sliimiinii baslatir. Buna ragmen bir¢ok
tiimdrde apoptozisi kontrol eden genler mutasyona ugradigi i¢in tiimor olugsmakta ve
ayni zamanda onlar1 kemoterapik ajanlara karsi direngli kilmaktadir (Konopleva ve ark.,
2000).

Timokinon, ¢orek otu (Nigella Sativa) olarak da bilinen ve geleneksel tipta da
kullanilan ¢ok taninan bir bitkidir (Baharetha ve ark., 2013). TQ, Nigella sativa ugucu
yag Oziitiinden ¢ikarilan aktif maddedir. Cesitli ¢caligmalar, iltihaplanma, kanser, seker
hastalig1 ve ateroskleroz gibi c¢esitli hastaliklarda TQ’ nun terapotik roliinii gostermek
icin yapilmistir. Bir dizi c¢alismada, Ozellikle farelerde kimyasal-indiikklenmis
karsinogenezde, bir anti-timor ajani olarak timokinon kullanilmigtir. Timokinon’un
glioma/glioblastoma, meme kanseri, 16semi, akciger kanseri, osteosarkoma, pankreas ve
prostat kanseri gibi bircok kanser tiirlinde yayilmayr engelleyen etkisi oldugu
belirtilmistir (Khan ve ark., 2011; Baharetha ve ark., 2013).

Timokinonun deneysel otoimmiin ensefalomiyelit modelinde NF-Kappa’ nin
aktivasyonunu engelledigi rapor edilmistir. Insan kronik miyeloid 16semi hiicrelerinde,
timokinon fosforilasyon ve gergek niikleer translokasyon inhibisyonu yoluyla TNF
kaynakli NF-kappa-B aktivasyonunu inhibe ettigi bildirilmistir. Bir fare tiimor
modelinde, TQ NF-kappa-B de aktivasyon ile timor biiyiimesini engelledigi ve
romatoid artrit modelinde TNF-alfa ve IL-1 beta iiretimini inhibe ettigi gosterilmistir.
TQ ayrica pankreas kanserinde NF-kappa-B aktivasyonu ve TNF-alfa iretimini
engelledigi ispatlanmistir. Bir baska calismada da timokinonun 16semi hiicrelerinde,

TNF-baskilanmis apoptosise duyarli oldugunu gostermistir (Sakalar ve ark., 2013).



Amacimiz, Kasumi-6 AML hiicre hatlarinda, dogal bir antikanserojen madde
olan timokinon ve kemoterapik bir ilag olan sitozin arabinozid’in tek basina ve birlikte
uygulandiklarinda apoptozis ve hiicre ¢ogalmasina etkileri ve tedaviye olabilecek

katkisin1 degerlendirmektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Hematopoez

Hematopoez, kemik iliginde bulunan multipotent 6zellikteki hematopoietik kok
hiicrelerin farklilasarak kan dokusunun tiim hiicresel bilesenlerini olusturma siirecidir
(Speck ve Gilliland, 2002). Hematopoetik siire¢ uzun Omiirlii pluripotent hiicrelerin
olusumu ile baslar. Tim kan hiicrelerinin Onciilii multipotent hematopoetik kok
hiicrelerdir. Hematopoietik kok hiicreler, farklilagsma isaretlerine yanit olarak kendini
yenileme 6zelligi tasimayan multipotent dnciilleri (MPO) olustururlar. Bu onciiller ise
daha sonra farklilagarak aslinda en yiiksek ozellesme ve farklilasma sergileyen olgun
kan hiicrelerini olustururlar. Bu kan hiicrelerinden monositler, makrofajlar, nétrofiller,
bazofiller, eozinofiller, eritrositler, megakaryositler/plateletler, dendritik hiicreler
miyeloid oncii hiicrelerden farklilasirken, T -hiicreleri, B-hiicreleri, NK hiicreleri ise lenfoid
onciil hiicrelerden farklilasir (Jude ve ark., 2008). Embriyogenez ile baslayan hematopoietik
kok hiicre yapimi timus, fetal karaciger ve kemik iliginde devam eder ve tim yasam
boyunca da kan hiicrelerinin yapimi kemik iliginde ger¢eklesmektedir (Huang ve ark.,
2007).
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Hematopoetlk Kok Hiicre
(Hemositoblast)
v +
Myelold Progenitor Lenfold '717099""0'
[ T t = ®
. Eritrosit  Mast Hiicres! ‘ Biiyiik Graniiler Kugk Lenfosit
Myeloblast Lenfosit oy \
. + } l l T Lenfosit B Lenfosit
.
Megakaryosit . () O @ @
Bazofil = Eozinofil
Nétrofil ozno Monasit
Sal S 1 Plazma Hiicres!
Trombositler
Makrofa)

Sekil 1: Hematopoez (http://www.allthingsstemcell.com/wp-content/uploads/2009/02

hematopoiesis_simplel.png' den uyarlanmustir)

2.2. Programh Hiicre Oliimii( Apopitoz )
Programli hiicre 6liimii anlamina gelen “apopitoz”, hiicresel homeostazisin

sirekliligi, hiicre c¢ogalmasi ve hiicre farklilasmasinda ¢ok Onemli olan hiicre


http://www.allthingsstemcell.com/wp-content/uploads/2009/02

eleminasyonu i¢in gerekli olan fizyolojik bir olaydir. Apopitoz ile hasar gérmiis olan
hiicreler, cevreye zarar vermeksizin ortadan kaldirilir. Apoptozis ¢ok hiicreli
organizmalarda embriyogenezis sirasinda, eriskinlerde bir¢ok dokuda hiicresel ¢ogalma
ve yenilenme arasindaki homeostatik dengenin ve doku igeriginin kararliliginin
korunmasi i¢in gerekmektedir (Arino ve ark., 1995; Cawthon, 2002; Sahaboglu, 2006).
Apoptozis ilk kez iskogyali arastirmacilar olan Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan 1972
yilinda kullanilmis ve canli dokulardaki hiicre azalmalarindan sorumlu olan, yapisal

olarak 6zgiin bir hiicre 6liim tipi olarak tanimlanmistir (Ulukaya, 2001).

2.2.1. Apoptotik Hiicrede Goriilen Degisiklikler
Apopitotik hiicre membranlar1 ¢ogunlukla fosfolipid iceren koruyucu yapilarim

hemen kaybetmezler. Bu koruyucu yapi, hiicre bilesenlerinin salinmasinin 6niine gecer
(Uguz, 2009). Apopitoza ugrayan bir hiicrede laminin ve aktin filamentlerinin kesilmesi
sonucu sitoplazma ¢ekilmeye ve kiigiilmeye baslar. Kromatin ve g¢ekirdekte bulunan
yapisal proteinlerin parcalanmasi sonucu ¢ekirdekte yogunlasma baslar ve ¢ogu zaman
cekirdek, kromatinin ¢ekirdek membraninin i¢ yiiziine yerlesmesi nedeniyle atnali
biciminde goriiliir. Hiicre biiziilmeye ve kiigiilmeye devam ederek makrofajlarin
taniyabilecegi ve normal hiicrelerden daha kolay ayirt edilebilecegi membranla gevrili
kiiciik parcalara ayrilir. Iclerinde sitopldzma ve sikica paketlenmis organeller ve
bazilarinda g¢ekirdek parcalari da mevcut olan apoptotik cisimcikler meydana gelir
(Gandini ve ark., 2000). Olusan apoptotik cisimcikler, plazma zarindaki degisiklikler
sayesinde fagositik hiicreler tarafindan taninabilmektedir. Bu degisikliklerden en
onemlisi fosfatidil serinin yerlesimidir. Normal sartlarda plazma zarimin i¢ ylizeyinde
bulununan fosfotidil serin, apoptozisin erken evresinde zarin dis yiizeyine yerlesir. Bu
degisim sayesinde komsu hiicreler ve makrofajlarin reseptorleri, fosfotidil serinin
hiicrenin dis yiizeyine ¢ikmasi ile hiicreyi tanir ve apoptotik cisimciklerin fagositozu
gerceklestirilir (Yildirim, 2012). Apoptotik hiicrede gerceklesen degisimler Sekil 2’de

gosterilmistir.
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Sekil 2: Apoptozisde goriilen morfolojik degisimler (Abou-Ghali ve Stiban, 2015’dan uyarlanmastir)

2.2.2. Apoptotik Sinyal Yolaklar:
Apoptozis mekanizmasi tam olarak bilinmese de ¢esitli hiicre dis1 ve hiicre ici

sinyallerle baslamaktadir (Reed, 2000). Apoptozis intrinsik (mitokondriyal) ve
ekstrinsik (8liim reseptor yolagi) yolak olmak iizere iki yolla gerceklesir. Oliim uyarisi
hiicrenin i¢inden geliyorsa intrinsik yolak, hiicrenin disindaki kaynaktan geliyorsa
ekstrinsik yolak segilir (Sekil 3).

Intrinsik (Mitokondriyal) Yolak

Intrinsik yolak, hiicre i¢i uyarilar sonucu ve mitokondrinin de katilimiyla
gerceklesen apoptozis mekanizmalarindan biridir. Apoptozise giden hiicrede,
mitokondri dig zarmnda transmembran potansiyelin diismesi sonucunda permeability
transition pore (PT) olarak adlandirilan por olusumu gozlenir ve normalde
mitokondrinin membranlar arasi bolgesinde bulunan iki protein grubunun sitozole
salinmasina neden olur (Elmore, 2007; Dipak, 2012).

Bu gruplardan ilki, sitokrom c, serin proteaz, HtrA2/Omi ve Smac/DIABLO,
ikinci grup proteinler ise, endoniikleaz G, AIF (Apoptoz indiikleyici faktor) ve CAD
(Kaspaz aktive edici DNaz)’ dir. Sitokrom c, Apaf-1 (Apoptotic protease activating

factor-1) olarak isimlendirilen proteine baglanarak apoptozom olusumunu ve Apaf-1 ile



birlikte kaspaz-9’un aktif hale gelmesini saglar (Elmore, 2007). Apoptozom kaspaz-9’u
keserek aktiflestirir. Kaspaz-9 da prokaspaz-3’i aktif kaspaz-3 haline getirir. Aktif
kaspaz-3 de ICAD (inaktif kaspaz aktive edici DNaz)‘1 inaktiflestirerek CAD’1
serbestlestirir. CAD ise ¢ekirdekte kromatin yogunlagsmasina ve DNA’nin nukleozomal
alt birimler halinde fragmante olmasina neden olur (Palmer, 2000; Smaili ve ark., 2000;
Adams, 2001). Bcl-2 gen ailesi iiyeleri, kendi iglerinde birbirlerine antogonist ¢alisarak
apoptozu uyaran veya engelleyen bcl-2 proteinlerini kodlarlar. Bu proteinlerden pro-
apoptotik olanlar (Bax, Bak, Bok, Bad, bid, Bim, Bmf) apoptozu uyarirken anti-

apoptotik olanlar (Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w) apoptozu engellerler.

Ekstrinsik Yolak
Bir diger yolak da oliim reseptorlerinin aracilik yaptigr hiicre dis1 uyaranlar

araciligr ile olusur. Bu reseptorler Fas (CD95), TNF-R1, DR-3 (Apo-3, WSL-1,
TRAMP), DR-4 (TRAIL-R1), DR-5 (TRAILR2), DR-6, EDA-R (ektodermal displazi
reseptorii) ve NGF-R’dir. Oliim reseptoriine kendi ligantlarmin baglanmasi hiicre icinde
adaptor proteinin de (FADD) reseptore baglanmasina yol agar. FADD, bu kompleks
icerisinde sirasiyla pro-kaspaz-8 ve -10’un g¢alismasina olanak verir. DISC (death-
inducible signaling complex)’ deki bu proenzimlerin yakin iligkisi bunlarin katalitik
aktivitesine, muhtemelen bir allosterik mekanizma tarafindan pro-kaspaz-8 veya -10
molekiilleri arasindaki dimerizasyona neden olur. Prokaspaz 8 aktif hale gegince
kaspaz-8 olusur ve kaspaz-8 direkt hedef proteinleri bolerek apoptoza yol agan kaspaz-
3’1 aktive eder. DISC igindeki kaspazlarin aktivasyonu hiicre igi proteinlerden FLICE-
inhibitér proteini (cFLIP) tarafindan inhibe edilebilir. Bu proteinler hem DISC’i
calistirabilir hem de kaspaz-8 vel0’un aktivasyonunu baskilar (Tomatir ve ark., 2003;
Philchenkov ve ark., 2004; Sprick ve ark., 2004; Aydogdu ve ark., 2005; Orrenius ve
ark., 2007).

Ekstrinsik yollardan biriside sfingolipid yoludur. Sfingomyelin, hiicre zari
yapitaslarindan biridir. Radyasyon, kemoterapi, 6lim reseptorleri ile aktive olan
sfingomyelinaz, sfingomyelini seramid’e doniistiiriir. Seramid iseseramidaz ile

sfingozine doniisiir. Sfingozin de Bid yapimini artirarak apoptozu tetikler.



MITOKONDRIYAL (INTRINSIK) YOLAK OLUM RESEPTOR (EKSTRINSIK) YOLAK
I 1

I 1

Hiicre hasan

[J Reseptor-Ligand etkilesimleri
Q3

- Biiyiime faktori i vt } -Fas
eksiklgi - TNF reseptor
pro-apoptotic - P
-DNA hasan protoing /9P BX
-Hatali protein Bci-2 family Initiator
‘5 =3 (Bax, Bak) Intiator Caspases cas

Executioner

Fagositik hiicre
reseptorlen igin
ligandlar

Membran Apoptotik cisim
tomurcuklanmasi

Sekil 3: Apoptotik sinyal yolaklar1 (http://genelpatoloji.blogspot.com/2015/09/hucre-olumu-apoptozis-

Apoptosis html' den uyarlanmigtir)

2.2.3. Apoptoz Mekanizmasi
Kaspazlar (CASPASE; Cysteine-dependent ASPartate specifik proteASEs,

sistein bagimli aspartata spesifik proteaz), apopitoz siirecinin baglatilmasindan
sonlandirilmasina kadar her basamaginda anahtar gorev alan sistein proteazlardir
(Chang ve Yang, 2000). Memelilerde tespit edilmis 14 farkli kaspaz vardir. Bunlarin 11
tanesi insanda bulunur ve bunlardan 7 tanesi apopitozda gorev almaktadir. Apopitotik
kaspazlar, baslatici kaspazlar ve sonlandirict kaspazlar olarak iki farkli grupta
incelenmektedir. Baslatic1 kaspazlar (kaspaz-2, 8, 9, 10) apopitozun baslatilmasindan,
sonlandirict kaspazlar (kaspaz-3, 6, 7) ise apopitotik siirecin sonlandirilmasindan
sorumludur (Riedl ve Shi, 2004). Apoptozu baslatic1 (initiator) kaspazlar, ¢esitli hiicre-
ici ya da hiicre-dis1 sinyalleri proteolitik aktiviteye cevirip aktifleserek kaspaz
kaskadinin baglatilmasindan sorumlu olan kaspazlardir. Hiicre dis1 sinyallerle aktiflesen
baslatic1 kaspazlar (6rnegin kaspaz-8) ekstrinsik yolagi, hiicre i¢i sinyaller aracilig ile
aktiflesen baslatic1 kaspazlar ise (6rnegin kaspaz-9) intrinsik yolagi baslatarak kaspaz
kaskadini tetiklemektedir. Apoptozu sonlandirict (executioner) kaspazlar (kaspaz-3, 6,
7) ise; hiicre igerisindeki spesifik polipeptid hedeflerini proteolitik olarak keserler.

Ayrica inflamatuar kaspazlar (-1, 4, 5, 11, 12 ve 14) pro-inflamatuar sitokinlerin



inflamasyon siirecinde gorev alan kaspazlar olarak siniflandirilmaktadir (Kumar, 1999;
Salvesen, 2002; Heath-Engel ve Shore, 2006; Kim ve ark., 2006).

Kaspaz-3, ICAD’1 keserek serbest kalan CAD enzimi ile DNA (Deoksribo
niikleik asit)’nin fragmantasyonunun ger¢eklesmesini saglar. Kaspaz-3’iin, ayrica aktin
kesici enzim gelsolin’i keserek aktiflestirmesi, plazma membraninda tomurcuklanmaya
neden olmaktadir. Kaspaz-3 ayni zamanda pek ¢ok protein kinaz enziminin inhibitor
bolgelerini keserek bu enzimlerin aktivasyonunu saglamaktadir. Bu protein grubundan
biri olan proteinkinaz C enziminin aktivasyonu ile fosfatidilserinin plazma membraninin
ic kismindan dig kismina dontisiinli gergeklestiren “phospholipid scramblase” enzimi
aktiflesir. Hiicre membraninin fosfolipid yapisindaki bu degisim apoptozun karakteristik
gostergelerinden biridir ve makrofajlarin yiizeylerinde bulunan fosfatidilserin
reseptorleri tarafindan apoptotik hiicrelerin taninmasi ile fagositozu gerg¢eklesmektedir
(Emeto ve ark., 1995; Choen, 1997; Salvesen ve Dixit, 1999; Wolf ve Green, 1999;
Frasch ve ark., 2000; Hoffman ve ark., 2001)

2.2.4. Apopitoz’un Diizenlenmesi

Kalsiyum (Ca)
Apoptozise giden hiicre igine siirekli kalsiyum girisi olur. Kalsiyum iyonlari;
endoniikleaz, proteaz ve transglutaminaz  aktivasyonunda, hiicre iskeleti

organizasyonunda ve gen regulasyonunda rol alir.

Bcl-2 Ailesi

Bcl-2 ailesi antiapoptotik ve proapoptotik etkiye sahip birbirine zit 2 gruptan
olusur (Coskun ve Ozgiir, 2011). Hiicrede proapoptotik proteinler fazla ise hiicre
apoptoza egilimli, antiapoptotik proteinler fazla ise hiicre apoptoza daha az egilimlidir.
Proapoptotik iiyeler Bad, Bax, Bid, BclXs, Bak, Bim, Puma ve Noxa’dir. Proapoptotik
proteinler sitozolde inaktif halde bulunurlar. Aktive edildiklerinde sitokrom ¢ ve AIF '
in salimmmini artirarak apoptozisi indiiklerler. Antiapoptotik liyeler mitokondrinin dig
membraninda, ¢ekirdek zarinda ve endoplazmik retikulumda bulunur ve por olusumunu
saglayarak iyon transportunu diizenlerler (Adams, 2001). Anti-apoptotik proteinler
etkilerini, sitokrom-c  veya AIF’m mitokondriden ¢ikmasint  engelleyerek
gostermektedir ve bu grubun en iyi bilinen iyeleri Bcl-2, Bcl-XL, Mcl-1<dir
(Hockenbery, 1992; Virkajarvi ve ark., 1998).



P53
Apoptozda kritik 6neme sahiptir. Hiicrede DNA hasar1 olustugunda hiicre
siklusunun G1’den S fazina gegisini bloke eder. Boylece DNA tamiri i¢in hiicreye

zaman kazandirir. Tamir miimkiin degilse hasarli hiicre apoptozla yok edilir (Cregan ve

ark., 1999).

2.2.5. Apopitoz’un belirlenmesinde kullanilan yontemler
(Galluzi ve ark.'dan, 2006)

Morfolojik goriintiileme yontemleri
1. Isik Mikroskobu
a. Hematoksilen Boyama
b. Giemsa Boyama
2. Floresan Mikroskobu / Lazerli Konfokal Mikroskop
a. Propidium Iyodiir (PI)
b. Hoechst Dye
3. Elektron Mikroskobu
4. Faz Kontrast Mikroskobu
Immunohistokimyasal yontemler
1. Anneksin V Yontemi
2. TUNEL Yontemi
3. M30 Yontemi
4. Kaspaz-3 Yontemi
Biyokimyasal yontemler
1. Agaroz Jel Elektroforezi
- DNA fragmentasyonu
2. “Western Blotting”
- Substrat kirilmalar
- Aktif kaspaz’in belirlenmesi
- Sitokrom c saliverilmesi
3.“Flow” Sitometri
Immunolojik yontemler
1. ELISA
- DNA Fragmentasyonu
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- M30 Diizeyi

2. Fluorimetrik Yontem

- Kaspaz Aktivasyonu
Molekiiler biyoloji yontemleri

- DNA Microarrays

2.3. Akut Miyeloid Losemi (AML)
AML, erken hematopoetik kok hiicrelerde gergeklesen bir dizi genetik

degisiklik sonucunda normal hematopoetik biiyiime ve farklilasmanin bozulmasi
sonucunda, kemik iligi ve periferik kanda ¢ok sayida anormal olgunlagmamis miyeloid

hiicrenin (miyeloblast) birikimi ile sonuglanan bir hastaliktir (Stone ve ark., 2004).

2.3.1. Epidemiyoloji

AML en sik goriilen losemi tiiriidiir ve 40 yasindan itibaren yasla artar,
prevalansi 100 binde 2,4’den, yas ile 100 binde 17,9’a yiikselir, erkeklerde kadinlara
gore daha siktir (3:2). Insidans oranlar1 gelismis iilkeler ve endiistrilesmis sehirlerde
daha fazladir (Estey ve Dohner, 2006). Akut I6semiler tiim kanserlerin yaklagik olarak
%3’nil olusturur. On yas altt c¢ocuklarda AML insidansi %10’dan azdir (Siegel ve
ark., 2015). Akut lenfoblastik 16semi (ALL), 15 yasin altindaki ¢ocuklarda en sik
goriilen kanser tiirlidiir ve teshis edilen her 5 ALL vakasina karsilik sadece 1 AML
teshis edilmektedir. Cocukluk AML’si en sik hayatin birinci yilinda ortaya ¢ikmakta,
daha sonra 4 yasina kadar azalmakta ve eriskinlik boyunca sabit kalmaktadir (Gurney
ve ark., 1995).

2.3.2. Etyoloji
Akut 16semili hastalarda c¢ok sayida somatik mutasyon olusur ve bu

mutasyonlar hiicrelere proliferasyon ve yasam avantaji kazandirmaktadir. AML’nin
patogenezinde cesitli ¢evresel ajanlar da rol oynamaktadir (Levine ve Bloomfield,
1992).

AML c¢evresel faktorler, genetik anomaliler ve benign ya da malign
hematolojik hastaliklar sonucu olusabilir. Tablo 1’de AML’ye yatkinlik olusturan

durumlar gésterilmistir (Schwartz ve Cohen, 1988).
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Tablo 1. AML gelisiminde rol oynayan faktorler (Schwartz ve Cohen, 1988'den uyarlanmistir)

Radyasyon/
Cevresel Faktorler/

Ilaglar

Iyonize radyasyon

Kimyasallar

Benzen ve tiirevleri

Sigara, Alkol

Alkilleyici ajanlar (Melfalan, karmustin vb.)
Topoizomeraz II inhibitérleri (Etoposid vb.)

Diger ilaglar (fludarabin, prokarbozin vb.)

Genetik anomaliler

Down Sendromu

Fankoni anemisi

Bloom Sendromu

Ailesel RUNX1 mutasyonlari
Kostmann sendromu
Diamond-Blackfan Sendromu

Konjenital amegakaryositik trombositopeni

Diskeratozis konjenita

Norofibromatdz
Werner sendromu
Noonan Sendromu
Shwachman sendromu
Klinefelter Sendromu
Turner Sendromu

Xeroderma Pigmentosu

Hematolojik hastaliklar

Paroksismal nokturnal hemoglobiniiri
Aplastik anemi

Myelodisplastik Sendrom

Idiyopatik miyelofibrozis

Primer trombositemi

Polistemia vera

Kronik myeloid 16semi

2.3.3. Simiflandirma

Ik kez 1976 yilinda bir grup Fransiz, Amerikan ve Ingiliz bilim adami

tarafindan olusturulan French-American-British (FAB) smiflamasi 1985 yilinda tekrar
diizenlenmistir. FAB smiflamasi temel olarak morfolojik bulgular ve histokimyasal
boyama yontemlerine gore yapilir ve AML 8 alt gruba ayrilir (Deschler ve Liibbert,
2006), (Tablo 2). FAB sinflamasinda AML’de morfoloji ve immiinfenotiplendirme
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arasindaki iliski kuvvetli degildir ve bu siniflamada AML tanist i¢in kemik iligindeki
hiicrelerin en az %30’unun blastlardan olusmasi gerekmektedir. Giiniimiizde akut
losemilerde sitogenetik ve molekiiler genetik anomalilerin daha iyi tanimlanmasi ve
bunlarin prognostik 6nem gosterdiklerinin belirlenmesiyle yeni bir siniflandirma
ihtiyac1 dogmustur. 2001 yilinda Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan yapilan
smiflamada (Tablo 3) morfoloji, immiinfenotipleme, sitogenetik ve molekiiler biyolojik

ozellikler degerlendirmeye alinmustir (Vardiman ve ark., 2002).

FAB Siniflamasi

AML-MO (Farkhlasma gostermeyen akut myeloid losemi): AML
vakalarinin yaklagik %3’tinii olusturur. Morfolojik olarak ALL’ye benzer. Blastlarin
%3’tinden azinda myeloperoksidaz (MPO) veya Sudan black B (SBB) pozitiftir.
Yalnizca morfolojik degerlendirme ile ALL’den ayrimini yapmak zordur. AML-MO alt
tipi genelikle kotii prognozludur.

AML-M1 (Olgunlasma gostermeyen akut myeloid losemi): AML
vakalarmin %15-20’sini olusturur. Myeloblastik l6semilerdendir. Blastlarin %3’den
fazlasinda MPO ve SBB pozitiftir. Hastalarin yaklasik %50’sinde 16semik hiicrelerde
kazanilmis genetik anomalilere rastlanir.

AML-M2 (Olgunlasma gosteren akut myeloid losemi): AML-M2 en sik
rastlanan AML alt tipidir ve tiim AML olgularinin %25-30" unu olusturur. Myeloblastik
losemilerdendir. Blastlar kuvvetli MPO ve SBB pozitifligi gosterir. AML-M2
vakalarinin yaklasik %50’sinde t(8;21)(q22;q22) translokasyonu tespit edilmektedir.

AML-M3 (Akut promyelositik losemi): Tiim AML hastalarimin yaklasik
%5-10"unu olusturur. Kemik iligi ve periferik kanda anormal (atipik) promyelosit
hakimiyeti vardir. Kuvvetli MPO ve SBB pozitifligi gosterir. AML-M3 olgularinda,
hastalarin genc¢ olmasi, kanama, spesifik kromozom anormalligi spesifik 6zelligidir.
AML-M3’de karakterisitk translokasyon, 15. ve 17. kromozomun uzun kollari
arasindaki resiprokal t(15;17)(q22;921) translokasyondur. AML-M3’iin 2 varyanti
vardir.

Hipergraniiler Varyant: AML-M3 vakalarinin yaklagik olarak %75’ini

olusturmaktadir. Hipergraniiler varyantta genellikle 16kopeni 6n plandadir.
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Mikrograniiler Varyant (M3v): AML-M3 vakalarmin yaklasik %25’ini
olusturmaktadir. Mikrograniiler varyantta 16kositoz 6n plandadir.

AML-M4 (Akut Myelomonositik Losemi): Hem granulositik hem de
monositik seride gergeklesen farklilasma ile karakterize AML tipidir. Tim AML
hastalarinin %5-10"unu olusturur. Kemik iliginde blast oran1 %20’ den fazladir. AML-
M4 vakalarinda splenomegali (%30), lenfadenopati (%19-30), diseti tutulumu ve
ekstramediiller tutulum gozlenmektedir. Spesifik bir sitogenetik anomalisi yoktur. Alt
tipi olan M4Eo de kemik iliginde biiyilk bazofilik graniilli anormal eozinofiller
bulunur.

AML-M5 (Akut Monositik Losemi): AML’lerin %5-9’ini olusturur.
Karaciger, dalak ve lenf nodu gibi ekstramediiller tutulumlar diger AML’lere gore daha
stk gozlenir. AML-M5 vakalarinin ¢ogunda yiiksek 10kosit sayisi gozlenir. Blastik
hiicreler MPO ile negatif, SBB ile pozitif boyanmaktadir. AML-M5’de t(9;11)
translokasyonu goriiliir. AML-MS5 kéti prognozludur. AML-M5a ve AML-M5b olmak
tizere 2 alt tipi vardir.

AML-Mba: Kemik iligindeki noneritroid hiicrelerin  %80’den fazlasini
monoblastlar olusturur. Daha geng yasta goriiliir.

AML-Mb5b: Kemik iliginde noneritroid hiicrelerin  %80’inden fazlasini
monosit, promonosit ve monoblastlar olusturur. Genellikle ileri yaglarda goriiliir.

AML-M6 (Akut Eritroid Losemi): AML’lerin %5’ini olusturur. Eritroid
hiicreler baskin olarak bulunur. Kemik iligi hiicrelerinin en az %50’sini eritroblastlar
olusturur. MPO ve SBB negatiftir. Tan1 koyabilmek igin non-eritroid hiicrelerin en az
%30’u blastik hiicre olmalidir. AML-M6 kétii prognoz ile iliskilidir. Ileri yaslarda sik
goriiliir.

AML-M7 (Akut megakaryositik losemi): AML’lerin %3-5’ini olusturur.
Blastlarin  %30’undan fazlas1 megakaryositik seri olusturur. MPO ve SBB negatiftir.

Tani i¢in akim sitometrik inceleme gerekir. AML-M7 kotii prognozludur.
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Tablo 2. Akut miyeloid l6semide FAB siiflamasi (Deschler ve Liibbert'den, 2006)

AML Tipi
MO Farklilagma gostermeyen akut myeloid 16semi
M1 Olgunlagma gostermeyen akut myeloid 16semi
M2 Olgunlagsma gdsteren akut myeloid 16semi
M3 Akut promyelositik 16semi
M4 Akut Myelomonositik Losemi
M5 Akut Monositik Losemi
M6 Akut Eritroid Losemi
M7 Akut megakaryositik 16semi

Diinya Saghk Orgiitii (WHO) Siiflamasi

Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO) siniflamasi prognostik ve tedaviye yonelik
anlam1 olan translokasyonlarin varligina gére AML’leri ayirmaktadir. Ayni sekilde bu
siniflamada myelodisplastik sendromlarin varligi ve daha once kemoterapi gdérmiis
olmak (tedaviye bagli AML) gibi faktorler de yer almaktadir. WHO simiflamasinin
FAB’dan 6nemli bir farki FAB’da % 30 olan kemik iligindeki blastik oraninin bu
siiflamada % 20’ye indirilmis olmasidir (Kern, 2004).
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Tablo 3. Akut miyeloid 16semide WHO siniflamas: (Kern'den, 2004)

1. Tekrarlayan genetik anomalilerle seyreden AML
- 1(8;21)(q22;q22); (AMLI/ETO) iligkili AML. RUNX1-RUNX1T1
- t(15;17) (q22;q12) ile iliskili AML ve varyantlar;; PML/RARa
- inv(16)(p13.1922) veya t(16;16)(p13.1;922); CBFB-MYH11
- 11923 (MLL) anomalileri ile iliskili AML
- 1(9;11)(p22;923); MLLT3-MLL
- 1(6;9)(p23;q34); DEK-NUP214
- inv(3)(g21926.2) veya t(3;3)(g21;926.2); RPN1-EVI1
- 1(1;22)(p13;913); RBM15-MKL1
- NPM-1 mutasyonu ile iliskili AML

2. Coklu dizi displazisi gosteren AML: Genellikle k&tii prognozludur.
- Oncesinde MDS olan AML
- Oncesinde MDS olmayan AML

3. flaca bagli AML ve MDS (myelodisplastik sendrom): Genellikle kétii prognozludur.
- Alkilleyici ajanlarla iliskili AML
- Topoizomeraz Il inhibitor ile iligkili AML

4. Siniflandirilamayan grup
- Minimal farklilasma gdsteren AML
- Olgunlagma gostermeyen AML
- Olgunlagma goésteren AML
- Akut miyelomonositik 16semi
- Akut monositik 16semi
- Akut eritroid 16semi
- Akut megakaryositik 16semi
- Akut bazofilik l6semi
- Miyelofibrozla giden akut panmiyeloz
- Myeloid sarkom

2.3.4. AML’de Genetik Etkenler
AML hastalarinda prognoz ile iligkili en Onemli parametre sitogenetik

analizlerdir. Yeni tami almis olan eriskin AML hastalariin yaklasik %55’inde
komozom anomalileri tespit edilmektedir (Grimwade, 2001; Mrozek ve ark., 2004).
AML hastalarinin yaklasik % 45’1 klonal kromozomal anomalilerden yoksundur ve
normal bir karyotipe sahiptir. Bariz bir sitogenetik anomali gostermeyen AML’ler
“intermediate” (orta) prognoza sahip hastaliklar olarak smiflandirilmaktadir (Frohling

ve ark., 2005). Fakat yapilan calismalar bu siniftaki AML vakalarimin molekiiler
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seviyede heterojenite gosterdigi ve bu hastalarin yalnizca %40’ min uzun donem sag
kaliminin miimkiin oldugu ortaya konmustur. Bu nedenle bu hastalarin prognozlarinin
takibi, niiks Ongoriisii ve uzun siireli takipleri i¢cin molekiiler belirteclere ihtiyag vardir
(Ozbek, 2006).

AML o6n tanili hastalarda tani sirasinda sitogenetik anomalilerin tesbiti hem
siiflandirmada hem de tedavi yonetiminde son derece oOnemlidir. Erigkin AML
hastalarinda t(8;21) varlig1 iyi prognozla iliskilidir. AML hastalarinin %7’sinde
t(8;21)(q22;q22) translokasyonu tespit edilmistir. Yeni tan1 AML hastalarinin yaklasik
%7’ sinde inv(16)(p13.1;922) veya t(16;16)(p13.1;922) tespit edilmektedir. Bu anomali
geng hastalarda goriiliir ve iyi prognoz ile iliskilidir. AML hastalarinda iyi prognozla
iligkili diger bir translokasyon ise AML-M3 olgularinin ortalama %13’{inde saptanan
t(15;17)(q22;q12)’dir (Grimwade ve ark., 2010). intermediate prognoz ile iliskili olan
t(9;11)(p22;923) monositik AML’de gériiliir ve cocuklarda daha yaygindir. ikiden fazla
kromozomda sitogenetik anomali, kromozom 5 veya 7 monozomisi, 5. kromozomun
uzun kol delesyonu veya 3. kromozomun uzun kolunda anomali kotii prognozla
iligkilidir (Verhaak ve ark., 2005).

2.3.5. AML’de Uygulanan Standart Tedaviler
AML tedavisi zor birhastaliktir. Cocuklarda tedavi sansi eriskinlere oranla daha

yiiksektir. Erigkinlerin ¢ogunda iyilesme saglanmaz. Fakat son yillarda tedaviden
olumlu sonuglar alinmaktadir.

Ug tip AML tedavisi vardir ve bunlar indiiksiyon tedavisi, konsolidasyon ve
intensifikasyon tedavisi olarak adlandirilir.

Indiiksiyon tedavisi: Indiiksiyon tedavisi kemoterapinin ilk parcasidir.
Indiiksiyon tedavisinin amact miimkiin oldugu kadar fazla AML hiicresini dldiirmek,
kan sayimini normale ¢evirmek ve hastaligin tiim belirtilerini uzun silire ortadan
kaldirmaktir.

Konsolidasyon ve Intensifikasyon Tedavisi: Daha fazla kemoterapi ve bazi
vakalarda kok hiicre transplantt AML’deki intensifikasyon ve konsolidasyon tedavisinin
parcgalaridir. Yapilacak isleme hastanin hangi risk grubuna girdigine gore karar verilir.

Kemoterapi: Kanser hiicrelerinin ilaglarla oldiiriildiigii ve ya harap edildigi
tedavidir. AML hiicrelerini 6ldiirmek igin ¢esitli ilaglar verilir. Her ila¢ farkli yollarla

hiicreleri 6ldiiriir. AML tedavisinde kullanilan bazi ilaglar sunlardir; danorubisin,
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doksorubisin, idarubisin, mitoksantron, sitarabin, kladribin, fludarabin, etoposid,
teniposid, azasitidin, desitabin etken maddeliler (Hematoloji Uzamanlik Dernegi, 2017).

Sitozin Arabinozid

Cryptothetya crypta adli bakteriden elde edilen sitozin arabinozid, cytidine ve
deoksicytidine niikleosidlerinin analogu olup DNA replikasyonunun potent bir
inhibitoriidiir. ilk defa sentez edildigi 1959 yilindan itibaren akut 16semi tedavisinde
kullanilmakta olan en etkili ilag¢lardan birisi olan sitozin arabinozid, oncelikle AML
hastalariin tedavisi igin olusturulan remisyon indiksiyonu ve konsolidasyon
protokollerinde standart, orta ya da yiiksek doz seklinde en 6nemli yeri almistir (Peters
ve ark., 1988; Berkovi¢ ve ark., 1997; Cole ve Gibson, 1997; Nakamura ve ark., 1997,
Smith ve ark., 1997; Burke ve ark., 1999). ilk defa 1979 yilinda, standart remisyon
indiksiyonu tedavisi neticesinde basarisiz kalinmis ve relaps olmus AML’li olgulara,
daha yiiksek dozda Ara-C tatbikinin faydali oldugu goriilmistiir (Peters ve ark., 1988).
Sitozin arabinozid, akut l0semilerin ve lenfomanin tedavisinde kullanilan,
deoksisitidinin arabinosid niikleozid analogudur. Sitarabin, intraseluler metabolik
aktivasyonun ardindan DNA polimerazi inhibe ederek ve DNA’nin yapisina katilarak
DNA replikasyonunu ve tamirini bozar. Sitarabinin kullanildigi doz ve semaya bagh
olarak, DNA yapisina katilarak zincir uzamasini durdurabilir, 6nceden replike olmus
DNA segmentlerini tekrar uzatabilir ya da DNA zincirinde kiriklar olusturabilir
(Burke ve ark., 1982; Kufe ve ark., 1984; Vaughan ve ark., 1984; Grant, 1998).

Radyasyon Tedavisi: Bazen omurga veya beyinde kloroma olarak adlandirilan
biiylik hacimli AML hiicresi kitlelerini tedavi etmek igin radyasyon tedavisi
kullanilabilmektedir.

Hematopoietik Kok Hiicre Nakli: Hematopoetik kok hiicre nakli
(transplantasyonu) (HKHN) i¢in kok hiicreler kemik iliginden, periferik kandan ve ya
kordon kanindan elde edilebilir. Kok hiicre vericisine gore allojenik ve otolog olmak
tizere iki tipi vardir.

Allojenik Kok Hiicre Nakli: Hastaya ilk olarak yiiksek doz kemoterapi
velveya, radyasyon tedavisi verilir. Donorden kok hiicreler alinir. Dondr erkek veya kiz
kardes olabilir. Donér, kok hiicreleri hastanin hiicreleriyle “eslesen” HLA (doku)

uyumlu bagka bir kisi olabilir.
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Otolog Kok Hiicre Nakli: Tedaviye iyi cevap vermeyen hastalarda uygulanir.
Kemoterapi baglamadan once kok hiicreler hastanin kan1 veya kemik iliginden alinir ve
bu hiicreler depolanir. Kemoterapi bittikten sonra bu hiicreler hastanin kanina yeniden

inflize edilir (Hematoloji Uzamanlik Dernegi, 2017).

Alternatif Tedavi Yontemleri: AML’de kullanilan kemoterapdtik ilaglara
direng gelismesi tedaviyi engellemektedir. Kemoterapdtik ilaglar tiimor hiicrelerinin
bliylimesine ve c¢ogalmasma engel olarak tiimoriin 6limiine neden olurlar. Diger
taraftan bu ilaglar viicudumuzda bazi yerlerdeki normal hiicreleri de etkileyerek cesitli
yan etkilere yol acarlar. Bu nedenle alternatif tedavi yoOntemlerine ihtiyag
duyulmaktadir.

Nigella sativa (Corek otu)

Ranunculacea (Diigiingicegigiller) familyasinda yer alan, Giiney Bati Asya,
Avrupa, Kuzey Afrika‘da yetisen ve lilkemizde ¢ogunlukla Afyon, Isparta, Burdur
ve Konya yorelerinde yetistirilen “¢orek otu™ olarak bilinen Nigella sativa L. 20-30
cm uzunlugunda ¢igekli yillik bir bitkidir (Forouzanfar ve ark., 2014; Khader ve Eckil,
2014), (Sekil 4). Nigella sativa igin tilkemizde kullanilan diger isimler; ¢orekotu, ekilen
corek otu, kara ¢orek otu ve siyah kimyondur (Baytop, 1984). Corek otu tohumunun
yapisinda baslica doymus/doymamis sabit yaglar (%31-35,5), ugucu yaglar (%0,4-0,45),
karbonhidratlar (%33-34), proteinler (%16-19,9), amino asitler, alkoloidler, tanenler,
saponinler, lifler, mineraller (kalsiyum, ¢inko, fosfat), vitaminler (askorbik asit, tiamin,
niasin, pridoksin ve folik asit) bulunmaktadir (EI-Tahir ve ark., 2006). Coérek otu, ¢ogu
Orta Dogu ve Uzak Dogu ilkelerinde 2000 yili askin siiredir bir¢ok hastaligin

tedavisinde kullanilan sifali bir bitkidir (Mahfouz ve El-dakhakhny, 1960).

' e

Sekil 4: Corek otu bitkisi ve tohumu (http://www.saturn.web.tr/post-1.asp?no=35' dan)
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Timokinon

Timokinon (CyoH120,; 2—izopropil-5-metil-1,4—benzokinon), ¢orek otu ugucu
yaginin en 6nemli biyoaktif bileseni olup; ¢orek otu ucucu yaginda %18,4-24 oraninda
bulunur (Sekil 5). 164,2 g/mol molekiil agirliginda koyu sar1 renkli kristallere sahip
ucucu bir maddedir (Arslan ve ark., 2005; Cooper, 2010).

Yapilan c¢aligmalarda ¢orek otu tohumu ve bilesenlerinin antitiimoral,
antikanserojenik, antibakteriyel, antiiilserojenik, antienflamatuar ve analjezik
antioksidan, hipoglisemik ve bagisiklik sistemini giliclendirici gibi bir¢ok etkilerinin
oldugunu gostermektedir (Abdel-Fattah ve ark., 2000; Badary ve ark., 2003; Salem,
2005; Kaseb ve ark., 2007; Kanter, 2008; Halawani, 2009). Corek otunun gesitli kanser
hiicrelerine kars1 sitotoksik etkili oldugu, hiicresel aktivasyonu ve tlimore Ozel
antikorlarin {iretimini artirdigi bildirilmistir (Medenica ve ark., 1993; Swamy ve Tan,
2000).

Corek otu’'nun en Onemli biyoaktif bileseni olan TQ’ nun potansiyel bir
kemoterapotik ve kemopreventif bir bilesen oldugu, TQ’nun antiproliferatif etkisiyle
hiicresel dongiide biiyiik 6nemi olan apopitozu uyardigi bildirilmistir (E1-Mahdy ve
ark., 2005).

Sekil 5: Corek otunun kimyasal yapis1 (www.coreklen.com' dan)
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

3.1.1. AML Hiicre Dizisi
Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda Kasumi-6 (ATCC No:CRL-2775) miyeloblast

hiicreleri kullanilmistir. Kasumi-6 hiicre dizisi, akut miyeloid 16semili (AML-M2), 64

yasinda erkek hastanin periferik kanindan elde edilerek hazirlanmis bir miyeloid hiicre

dizisidir.

3.1.2. Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler

BDFACS Calibur (2 lazer, 4 renk)

BIO-RAD TC10™ Automated Cell Counter

Su banyosu (Memmert)

Buzdolaplar1 ve dondurucular (+4 °C, -20 °C ve -80 °C)
(Argelik, Altus,)

Sogutmalr santrifiij (Niive NF 1000R)

Masa {istii mini santrifiij (Heraeus Labofuge Ae)
Hassas terazi (Kern)

Ceker ocak (Holten Lamin Air)

Laminar akish steril kabin (Nuaire Biological Safety Cabinets)
Karbondioksit (CO;)’ li inkiibatér (Heracell 240i)
Invert mikroskop (Zeiss Axiovert 100)

Mikro pipetler (Discovery)

Plate 12 kuyucuklu hiicre kiiltiir kab1

Pipet ucu (10,100 mikrolitrelik) (poset)

Hiicre sayma kamarast Thoma Lami

Filtreli pipetler (2,5,10 mI’lik)

Cam Kaplar (100,500,1000 ml'lik )

Vorteks (Niive)

3.1.3. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Thymoquinone 99% ( Nigella sativa) (Sigma)
Cytarabin (Sitozin arabinozid) 100 mg (Sigma)
FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit I (BD Pharmingen)
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e Trypanblue (%4) steril (Sigma)

e Phosphate Buffered Saline (PBS) (Sigma)

e RPMI-1640 besi ortam1 (Hepes Buffer igeren) (Sigma)

e Fetal Bovin Serum (Heat Inactivated FBS) 100ml (gibco)
e Penicilin- Streptomycin (Sigma)

e L-glutamine 100x (gibco)

e DMSO (CryoSure-WAK)

3.2. Metod

3.2.1. Hiicre Canhhginin Olciilmesi

Kasumi hiicreleri, 37°C’ de su banyosunda ¢6zdiiriildii. Cozliinme isleminden
sonra 15 ml’lik falkon tiipline alindi lizerine s1g1ir serumu (FBS) ve antibiyotik iceren 1
ml RPMI 1640 besiyeri ilave edildi. 2 kez 1200 rpm’ de 10 dk santrifiij edildi.
Siipernatant atildi ve elde edilen pellet iizerine 1 mililitre (ml) antibiyotiksiz
besiyerinden eklendi. Bu siispansiyondan 10 mikrolitre (ul) alinip thoma lamina
pipetlendi. Uzerine ayn1 oranda tripan blue ilave edilerek canlilik tayini yapildi. Canli
ve Olii hiicre oranlari, Bio-Rad Automated Cell Counter cihazinda 6lgiildii. Olgiim

sonucunda %22 oraninda canlilik tespit edildi.

Total canli hiicre sayist x 100

Hiicre canliligi (%) =

Total hiicre sayis1

Cihazla yapilan 8l¢iim sonucunda; Total hiicre = 4,68x10° cells/ml
Live count = 1,02x10°cells/ml

Live cells = %22

Hazir gelen hiicre hattinin, canli hiicre sayist 1,02x10° hiicre/ml olarak 6lgiildi.
Antikanserojen uygulamasi Oncesi, hiicreleri ¢ogaltmak icin yapilan normal hiicre
kiiltiirii sonucunda toplam 7x10° hiicre/ml elde edildi. Kasumi-6 AML hiicre hatti i¢in
onerilen granulocyte macrophage colony stimulating factor (GMCSF) satin alinamadigi
icin hiicre ¢ogalmasi beklenilenin altindaydi. Hiicre sayisinin az olmasi sebebiyle

calismamiz bir 6rnek bir kontrol seklinde devam ettirildi.
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3.2.2. Cozeltilerin Hazirlanmasi

Thymoquinone ve Ara-C solisyonlariin hazirlanmasi;
Thymoquinone : 5 gr (C10H1202) MA: 164,20 gr/mol
Stok TQ =100 mM/ml= 100 pM/ul

1Molar ------- 1000 ml----- 164,20 gr
0,1 Molar 1 ml X
X = 164,20x0,1/ 1000= 0,0164 gr

Sitozin arabinozid : 100 mg (CgH13N305) MA:243,22 gr/mol
Stok Ara-C =100 mM/ml= 100 uM/ul

1Molar ------- 1000 ml-----243,22 gr
0,1 Molar-------- 1ml------- X
X = 243,22x0,1/1000= 0,0243 gr/mol

DMSO (Dimetil siilfoksit)’nun hazirlanmasi (%100°liik)
980ul su +20ul DMSO=1 ml

Thymoquinone hazirlanmasi;
%100’liik DMSO i¢inde 10 gr TQ ¢ozdiiriildi.
(1 ml DMSO igerisine 10 gr TQ)

Sitozin arabinozidin hazirlanmasi;

%1’ lik DMSO i¢inde 0,0243 gr/mol Ara-C ¢ozdiirildii.

Besi Ortam (medium)

ImL HepesBuffer iceren 87 mL RPMI 1640
10 mLFetalBovin Serum

1 mL penisilin streptomisin

1 mL L-glutamin
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3.2.3. Hiicre Kiiltiirii
AML hiicre kiiltiirii calismalar1 Ondokuz Mayis Universitesi, Tip Fakiiltesi,

Tibbi Biyoloji Anabilim Dali, Doku Kiiltiirii Laboratuvarinda gergeklestirildi. Yeterli
hiicre sayisina ulagsmak i¢in {li¢ giinde bir pasaj yapilarak iki ay siiren hiicre kiltiiri
yapildi.

AML hiicreleri, 4’er ml’lik RPMI 1640 besiyerinde iki flask igerisine ekildi.
Kiiltiire edilen hiicreler 37 °C’de %5’ lik CO, inkiibatdriinde ¢ogalmaya birakildi.
Inkiibatérde ¢ogalmaya birakilan hiicrelerin, giinliik olarak mikroskobik kontrolii
yapildi. Besiyeri degisikligine karar verilen hiicreler, falkon tiiplerine aktarildi. 1200
rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Siipernatant atildi, tiip dibindeki hiicreler elle hafifce
vurularak kaldirildi. Hiicrelerin iizerine 5 ml besiyeri konuldu ve tekrar flasklara ekildi.
Ug giin sonra aym islemler tekrarlanarak her bir flasktan yeni birer pasaj yapildi. Iki
aylik hiicre kiiltiirii sonucunda toplam 8 flaskta ¢ogalttigimiz hiicrelerimiz mikroskopta
kontrol edilip hiicre yogunluklarma bakildi. Biitiin flasklar tek bir falkon tiipiinde
birlestirildi ve daha dnce uygulanan yikama prosediiriine uygun olarak yikandi. Tiip
dibinde kalan hiicrelerin iizerine 36 ml besiyeri eklendi. Igerisinden 10 pl alinip canlilik
tayini i¢in Bio-Rad Automated Cell Counter cihazinda 6l¢iim yapildi. Canli hiicre sayisi
beklenilenin altinda oldugu i¢in iki 6rnek bir kontrol grubu olarak planlanan ¢aligma bir
ornek bir kontrol seklinde hazirlandi (Tablo 4). Besi ortamu ile siispanse edilen hiicreler
12 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarma ml’de 2x10° hiicre olacak bigimde 1’er ml her bir
kuyucuga ekim yapildi ve 24 saat boyunca hicbir madde eklenmeden inkiibatérde
birakildi.
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Tablo 4. Etken madde, inkiibasyon siiresi ve konsantrasyonlarina gére deney gruplari

Deney grubu/ Inkiibasyon siiresi Konsantrasyon Ornek Kontrol grubu
(DMSO)

25uM
50 uM

AML-M2+TQ 48 saat
100 pM

25 uM
50 uM

AML-M2+TQ 72.saat
100 pM

0,1 pmol

0,5 pmol
AML-M2+ARA-C 48.saat
1 pmol

0,1 pmol

0,5 pmol
AML-M2+ARA-C 72.5aat
1 pmol

25uM/0,1umol
50 uM/0,5pumol

AML-M2+TQ+ARA-C  48.saat
100 pM/1 pmol

25uM/0,1pumol
50 uM/0,5pmol

AML-M2+TQ+ARA-C  72.saat
100 pM/1 pmol

Orneklerin tiimiine 24. saatin sonunda belirlenen oranlarda TQ (25, 50, 100’er
uM ) ve Ara-C (0,1, 0,5, 1’er pmol), kontrol gruplarina ise ayni oranlarda DMSO ilave
edildi. Tekrar etiive kaldirildi ve 48. saatin sonunda 48 saatlik olan kiiltiirler falkon
tiplerine almarak akim sitometrik analiz ile apoptoz ve canlilik tayini i¢in boyama
yapilmak iizere hazirlandi. 72. saatin sonunda da ayni islemler 72 saatlik olan gruplar

i¢in tekrarlandi.
Flow (Akim) Sitometrik Analiz

Akim sitometrik analizler, Ondokuz Mayis Universitesi, Tip Fakiiltesi, Cocuk

Alerji ve Immiinoloji, Flow laboratuvarinda gerceklestirildi.
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Annexin V Boyama Prosediirii
e Hiicreler 2 defa soguk PBS ile yikanir.
e 1XBaglama Tamponu (Binding Buffer) i¢inde siispansiyon haline getirilir.
e Elde edilen siispansiyondan 100 ul 5 ml’ lik kiiltiir tiiplerine aktarilir.
e 5ul Annexin V ve 5 ul Pl pipetlenir. Yavasca vortekslenir.
e 15 dk, oda 1s1sinda, karanlikta inkiibe edilir.
e Her bir tiipe 400 ul 1X Binding Buffer eklenir.
e 1 saat i¢inde okutulur.
Bu boyama teknigi ile dort ayr1 fenotip belirlenir; canli hiicreler (annexin-V ve
Pl ile boyanmayan), erken apopitotik (sadece annexin-V ile boyanan), ge¢ apopitotik

(annexin-V ve PI ile boyanan) ve dlii/hasarli hiicreler (sadece PI ile boyanan) (Dikmen
ve ark., 2010), (Sekil 6).

vo TQ 25uM 48.Saat.001
2{uL UR
@ ] = Sample ID: TQ 25uM 48.Saat
% Gated % Total
50 UL 1365 099
3 UR 70.82 5.16
-—o LL 12.24 0.89
& LR 3.29 0.24
o ] R
LT S —
100 10! 102 103 104

Annexin V FITC

Sekil 6: Flow sitometrik analiz UL: Nekrotik hiicreler, UR: Geg¢ apoptotik hiicreler, LL: Canli
hiicreler, LR: Proapoptotik hiicreler

Istatistik Analiz
MINITAB Statistical Software 15.0 Twoproportion (iki oran testi) test

uygulanmistir. p< 0,05 anlamli olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Hiicre Kiiltiirii

Hazir gelen hiicre hattinin, canli hiicre sayist 1,02x10° hiicre/ml olarak &lgiildi.
Antikanserojen uygulamasi Oncesi, hiicreleri ¢ogaltmak icin yapilan normal hiicre
kiiltiirii sonucunda toplam 7x10° hiicre/ml elde edildi. Mikroskop goriintiileri Sekil 7a
ve 7b' de verilmistir.

Sekil 7a: Akut miyeloid 16semi (AML-M2) hiicre kiiltiirtiniin 3.gtindeki mikroskop goériintiisii

Sekil 7b: Akut miyeloid 16semi (AML-M2) hiicre kiiltiiriiniin 10.giindeki mikroskop goriintiisi
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4.2. Akim Sitometri Sonuc¢lari
Her bir deney grubunun farkli konsantrasyonlardaki apoptotik (Annexin V) ve

canli (PI) hiicre sayilari kendi kontrolleriyle karsilastirilarak istatistiksel olarak
degerlendirildi (Tablo 5).

TQ uygulanan t¢ farkli konsantrasyona (25, 50, 100’er uM) sahip deney
grubundaki hiicrelerin, birinci mitoz gegcirdikleri 48.saatte apoptotik hiicre sayilarinin
kontroller ile karsilastirildiginda anlamli bir sekilde arttigi (p<0,001), viabilitenin ise
deney gruplarinda kontrollere gore azaldigi gozlendi (p<0,001), (Sekil 8, Tablo 5). Bu
grubun 72. saatlik inkiibasyonunda, deney gruplari kontroller ile karsilastirildiginda
ayn1 sekilde apoptotik hiicre sayisinin arttig1 (p<0,001) viabilitenin ise azaldig1 gozlendi
(p<0,001) (Sekil 9, Tablo 5).

Ara-C uygulanan ti¢ farkli konsantrasyona (0,1, 0,5, 1’er umol) sahip deney
grubundaki hiicrelerin, birinci mitoz gegirdikleri 48.saatte apoptotik hiicre sayilarinin
kontroller ile karsilastirildiginda anlamli bir sekilde arttigi (p<<0,001), viabilitenin ise
deney gruplarinda kontrollere gore azaldigi gozlendi (p<0,001), (Sekil 10, Tablo 5). Bu
grubun 72. saatlik inkiibasyonunda, deney gruplari kontroller ile karsilastirildiginda
ayni sekilde apoptotik hiicre sayisinin arttig1 (p<0,001) viabilitenin ise azaldig1 gozlendi
(p<0,001) (Sekil 11, Tablo 5).

TQ ve Ara-C' nin birlikte uygulandigi ti¢ farkli konsantrasyona sahip deney
grubundaki hiicrelerin, birinci mitoz gegirdikleri 48.saatte apoptotik hiicre sayilarinin
kontroller ile karsilastirildiginda anlamli bir sekilde arttigi (p<0,001), viabilitenin ise
deney gruplarinda kontrollere gore azaldig1 gozlendi (p<0,001), (Sekil 12, Tablo 5). Bu
grubun 72. saatlik inkiibasyonunda da ayni sekilde kontroller ile karsilastirildiginda
apoptotik hiicre sayisinin arttig1 (p<0,001) viabilitenin ise azaldig1 gozlendi (Sekil 13,
Tablo 5).

Her ii¢ grupta da goézlemledigimiz apoptozun atmasi viabilitenin ise azalmasi

bize hiicre ¢ogalmasinin baskilandigini gostermistir.
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Ayni etken maddeyi iceren deney gruplarinin 48 ve 72 saatlik inkiibasyon
stirelerinde kendi aralarinda yapilan karsilagtirmalarinda tablodaki sonuglar elde edildi
(Tablo 6).

TQ uygulanan farkli konsantrasyonlardaki deney gruplarinin 48. ve 72. saatleri
kendi aralarinda karsilastirildiginda birinci mitozun tamamlandigi 48. saatte apoptotik
hiicre sayisinin 72 saate gore daha fazla arttig1 gézlendi (p<0,001). Viabilitenin ise, her
iki inkiibasyon siiresi karsilastirildiginda 72. saatteki canli hiicre sayisinin 48. saate gore
daha fazla oldugu gozlendi (p<0,001), (Sekil 8 ve 9), (Tablo 6).

Ara-C uygulanan farkli konsantrasyonlardaki deney gruplarinin 48. ve 72.
saatleri karsilastirildiginda 48. saatte apoptotik hiicre sayisinin 72 saate gore daha fazla
arttig1 gozlendi (p<0,001). Viabilitenin ise, her iki inkiibasyon siiresi karsilastirildiginda
72. saatteki canli hiicre sayisinin 48. saate gére daha fazla oldugu goézlendi (p<0,001),
(Sekil 10 ve 11), (Tablo 6).

TQ ve Ara-C' nin birlikte uygulandigi farkli konsantrasyonlardaki deney
gruplarinin 48. ve 72. saatleri karsilastirildiginda 48. saatte apoptotik hiicre sayisinin 72
saate gore daha fazla arttig1 gozlendi (p<0,001). Viabilitenin ise, her iki inkiibasyon
stiresi karsilastirildiginda 72. saatteki canli hiicre sayisinin 48. saate gore daha fazla

oldugu gozlendi (p<0,001), (Sekil 12 ve 13), (Tablo 6) .
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4.2.1. Flow Sitometri Goérintiileri

A
< TQ 25uM 48.Saat.001 - Kontrol 48.Saat.002
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3 : "3
- A .
=1 o 23
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i %70,82 - 3 e %61,34
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: = = LR
(=] o, 4
(=] Ty /6.3.’%.9". o ] %4,36
100 10! 102 03 108 B o (A
: 0 1 2 3 4
Annexin V FITC 10 10 10 10 10
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_o T - UR Lo ] : g
2 23 i %82,67 i £ bl dh
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Annexin V -

Sekil 8: Timokinon (TQ) ile muamele edilen Akut miyeloid 16semi (AML-M2) hiicrelerinde apoptozun
flow sitometri goriintiisii UR: gec apoptotik hiicrelerin yiizdesi, LR: proapoptotik hiicrelerin

yiizdesi
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Sekil 9: Timokinon (TQ) ile muamele edilen Akut miyeloid 16semi (AML-M2) hiicrelerinde apoptozun
flow sitometri gériintiisit UR: ge¢ apoptotik hiicrelerin yiizdesi, LR: proapoptotik hiicrelerin

yiizdesi
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Sekil 10: Sitozin arabinozid (Ara-C) ile muamele edilen Akut miyeloid 16semi (AML-M2) hiicrelerinde
apoptozun flow sitometri goriintiisii UR: geg¢ apoptotik hiicrelerin yiizdesi, LR: proapoptotik

hiicrelerin ytizdesi
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Sekil 11: Sitozin arabinozid (Ara-C) ile muamele edilen Akut miyeloid 16semi (AML-M2) hiicrelerinde

apoptozun flow sitometri goriintiisit UR: ge¢ apoptotik hiicrelerin yiizdesi, LR: proapoptotik

hiicrelerin ytizdesi
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Sekil 12: Timokinon (TQ) ve Sitozin arabinozid (Ara-C) ile muamele edilen Akut miyeloid 16semi
(AML-M2) hiicrelerinde apoptozun flow sitometri goriintiisit UR: ge¢ apoptotik hiicrelerin
yiizdesi, LR: proapoptotik hiicrelerin yiizdesi
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Sekil 13: Timokinon (TQ) ve Sitozin arabinozid (Ara-C) ile muamele edilen Akut miyeloid 16semi
(AML-M2) hiicrelerinde apoptozun flow sitometri gériintiisit UR: ge¢ apoptotik hiicrelerin
yiizdesi, LR: proapoptotik hiicrelerin yiizdesi
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Tablo 5: Farkli konsantrasyon ve inkiibasyon siirelerinde apoptoz ve canli hiicre sayilarinin deney gruplari ve kontrollerle kargilagtirilmasi.

AML
Deney Grubu/ fnkiibasyon AML Kontrol AML  AML Kontrol
o ol Uygulanan e (DMSO)
Siiresi Konsantrasyon Apoptoz (DMSO) p Viabilite Viabilite p
10000 hiicre /ml N: hiicre Apoptoz N: hiicre e
T N: Hiicre
N:hiicre
25 uM 7400 6500 <0,001 1200 1600 <0,001
AML-M24TQ 48 saat 50 uM 8500 6800 <0,001 800 2000 <0,001
100 uM 8300 7800 <0,001 1000 1300 <0,001
25 uM 7200 6400 <0,001 1600 1800 <0,001
AML-M24TQ 72 saat 50 uM 6900 6000 <0,001 1700 2100 <0,001
100 uM 6300 7400 <0,001 1400 1700 <0,001
0,1 pmol 8400 8100 <0,001 800 1000 <0,001
AML-M2+ARAC 48 saat 0,5 umol 8400 7700 <0,001 600 1100 <0,001
1 umol 8900 8000 <0,001 400 1200 <0,001
0,1 umol 7400 5900 <0,001 1400 2000 <0,001
AML-M2+ARA-C 72 saat 0,5 pmol 6400 5700 <0,001 2400 2800 <0,001
1 umol 7500 7000 <0,001 1700 2100 <0,001
25 uM/0,1 umol 8200 8000 <0,001 700 900 <0,001
AML- 50 uM/0,5 pmol 8000 7100 <0,001 1300 1600 <0,001
M2+TQ+ARA-C 8 saal
100 pM/1 pmol 8600 7700 <0,001 600 1400 <0,001
25 uM/0,1 umol 7200 6000 <0,001 1900 2100 <0,001
AML-M2+TQ+ 50 uM/0,5 pmol 7100 6800 <0,001 1800 2000 <0,001
ARA-C 72 saat
i 100 pM/1 pmol 7100 6400 <0,001 1300 2200 <0,001

p<0,05 anlaml olarak kabul edilmistir.

36



Tablo 6: AML deney grubunda farkli inkiibasyon siirelerinde apoptoz ve canlt hiicre sayilarinin

karsilastirilmasi.

Deney Grubu/ inkiibasyon Siiresi Uygulanan AML AML
. Apoptoz p Viabilite p
10000 hiicre/ml Konsantrasyon o .
N: hiicre N: hiicre

25 pM* 7400  <0,001 1200  <0,001
AML-M24TQ Sigt 50 uM* 8500  <0,001 800  <0,001
100 pM* 8300  <0,001 1000  <0,001

25 uM 7200 1600

AML-M24TQ 72t 50 uM 6900 1700

Saa 100 uM 6300 1400
0,1 pmol* 8400  <0,001 800  <0,001
AML-MOPARA ¢ 48t 0,5 pmol* 8400  <0,001 600  <0,001
S 1 pmol* 8900  <0,001 400  <0,001

0,1 pmol 7400 1400

AML-M2+ARAC 72t 0,5 pmol 6400 2400

Saa 1 pmol 7500 1700
25 pM/0,1 pmol* 8200  <0,001 700  <0,001

*

AML-M24TQ+ARA-C 48t 50 um/0,5 pmol 8000  <0,001 1300  <0,001
Saa 100 pM/1 pmol* 8600  <0,001 600  <0,001

25 um/0,1 pmol 7200 1900

AML-M2+TQ+ ARA- 72 50 uM/0,5 pmol 7100 1800

c saat 100 pM/1 pmol 7100 1300

AML-M2 Hiicre Hatt1 (Kasumi-6 ATCC No: CRL-2775)

p<0,05 anlamli olarak kabul edilmistir.
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5. TARTISMA

AML tedavisinde farkli stratejiler uygulanmaktadir. Kanser hiicrelerinde
apoptoz, zorunlu olarak wuygulanan baz1 kimyasal ilaglarin kullanimi ile
gerceklestirilmektedir (Bauer ve ark., 1995). Antikanserojen kimyasal ilaglar ile yapilan
tedaviler sirasinda hastalarda belirgin problemler gozlenmistir. Dogal {iriinlerin
antikanserojen potansiyelleri klinisyenler ve temel bilimcilerin dikkatini ¢ekmektedir
(Cakar ve ark., 2010).

Dogal bitkisel triinlerin insan iizerinde uygulanmasi antikanserojen ilaglara
gore daha avantajlidir. Giiniimiizde kanser tedavisinde kullanilan fitokimyasallarin
sentetik ilaclara iyi bir alternatif oldugu gozlenmistir. Son yillarda diyetle alinan
antikarsinojenik ve antimutajenik bir bitkisel iiriin olan timokinon’un yapilan
caligmalarda hiicre ¢ogalmasini baskiladigi saptanmistir (Rajput ve ark., 2013).
Timokinon'un antitiimér etkisi, akciger (Jafri ve ark., 2010), pankreas (Banerjee ve ark.,
2009), prostat (Kaseb ve ark., 2007) ve kolon (Gali-Muhtasib ve ark., 2008) kanserlerini
kapsayan bir¢cok calismada bildirilmistir. Bizim g¢aligmamizda, akut miyeloid l6semi
(Kasumi-6 hiicre hatt1) hiicre dizilerinde Ara-C ile birlikte dogal bitkisel bir iiriin olan

TQ’nun apoptozis, viabilite ve hiicre cogalmasina etkileri incelenmistir.

Kanser hiicrelerinin kontrolsiiz biiylimesi ve ¢ogalmasi, karsinogenezde 6nemli
bir 6zellik olup, timor boyutunda artisa ve tedavide sorunlara yol agmaktadir. Hiicre
dongiistiniin ilerlemesi ve hiicre ¢ogalmasimin diizenleyicilerinin ifadesi ve/veya
aktivitesinin TQ tarafindan engellenebildigi gosterilmistir (Darakhshan ve ark., 2015).
TQ' nun hiicre ¢ogalmasini baskilayici etkisi, ilaca direncli hiicre hatlar1 da dahil olmak
tizere ¢esitli hiicre hatlarinda ve tiimorlerde gosterilmistir (EI-Mahdy ve ark., 2005;
Richards ve ark., 2005; Li ve ark., 2008; Effenberger-Neidnicht ve Schobert, 2011;
Woo ve ark., 2011). Woo ve ark. (2011), TQ' nun MCF-7, MDA-MB-231 ve BT-474
dahil olmak iizere ¢esitli meme kanseri hiicre hatlarmin biiylimesini baskilayabildigi

gozlenmistir (Baharetha ve ark., 2013).

Calismamizda, AML (Kasumi-6) hiicre dizilerine 48 ve 72 saatlik inkiibasyon
stirelerinde TQ (25, 50, 100’er uM) ve Ara-C (0,1, 0,5, 1’er umol) igin ti¢ farkli dozda
uygulama yapilmigtir. TQ ve Ara-C ‘nin tek basina ve birlikte kullanildiklarinda
apoptoz ve hiicre ¢ogalmasma etkileri incelenmistir. Ug farkli konsantrasyonda etken

maddelerin uygulandigi, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siirelerinde 6rnekler kendi kontrol
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gruplart ile karsilastirildiginda apoptoz artmis (p<0,001) viabilite ise azalmigtir
(p<0,001), (Tablo 5). Bunun yanisira, hiicre ¢ogalmasi da baskilanmstir.

Yapilan bazi ¢alismalarda timokinon ile birlikte farkli ila¢ kombinasyonlari
kullanilmistir.  TQ ve doksorubisin kombinasyonunun, bu ajanlarin tek tek
kullanimindan daha biiyiik bir etkiye sahip oldugu goriilmiistiir (Woo, 2013). Benzer bir
bulgu da TQ ve 5-fluorouracil (Lei ve ark., 2012), TQ ve cisplatin (Jafri ve ark., 2010)
kombinasyonlar1 i¢in bildirilmistir. Ancak bizim ¢alismamizda TQ ile birlikte ilk kez
kullanilan Ara-C kombinasyonunun iki maddenin tek basina kullanildigi 6rneklerde
oldugu gibi etkin olmadig1 saptanmustir.

TQ’nun prostat kanseri hiicreleri ilizerine etkisinin arastirildigi bir ¢aligmada,
TQ’nun G1’den S fazina gegisi saglayan diizenleyici proteinler lizerinde etkili oldugu
ve G1’den S fazmma gegen hiicreleri bloke ettigini gézlenmistir (Kaseb, 2007). Benzer
sekilde TQ’nun hiicre dongiisiiniin G1 fazindaki baskilayici etkisi kanser hiicre
hatlartyla yapilan daha onceki g¢alismalarda da gozlenmistir (Gali-Muhtasib ve ark.,
2004). AML’nin tedavisinde kullanilan antikanserojen Ara-C ile yapilan ¢aligmalarda
ise Ara-C’nin, kullanildig1 6rneklerde doza bagli olarak DNA polimerazi inhibe ettigi,
DNA replikasyonunu ve tamirini bozdugu bildirilmistir. Ara-C‘nin DNA yapisina
katilmasit DNA sentezinin sadece sentez fazinda (S fazi) meydana gelir (Burke ve ark.,
1982; Kufe ve ark., 1984; Vaughan ve ark., 1984; Grant, 1998).

Calismamizda AML hiicre dizilerinin TQ, Ara-C ve TQ+Ara-C kombine
gruplari i¢in olusturulan 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siireleri ve ii¢ farkli konsantrasyon
uygulamasimin karsilagtirmalar1 yapildiginda 48.saatte, 72.saate gore apoptotik hiicre
sayisinin daha fazla arttigi ve viabilitenin de aymi sekilde daha fazla azaldig:
gozlenmistir (p<0,001), (Tablo 6). Yapilan ¢alismalarda, TQ uygulamasinin 48. saatte,
sitoplazmada sitokromun saliverilmesi, membran potansiyeli ¢aligmalar ile teyit edilen
mitokondriyal bozukluga yol agtig1, apoptozu indiikledigi ve ayrica, pro-apoptotik (Bad
ve Bax) ve anti-apoptotik proteinlerin (6rnegin, Bcl-2 ve survivin) oranlarini,
sitokromc'nin mitokondri tarafindan serbest birakilmasimi da diizenledigi belirtilmistir
(Kirkin ve ark., 2004; Yuan ve ark., 2012).

Rajput ve ark. (2013) da bizim bulgularimiza benzer sekilde TQ’nun diger
inkiibasyon siirelerinden farkli olarak ilk 48. saatte belirgin bir apoptotik etkisinin

oldugunu saptamislardir.
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Timokinonun hem pH hem de 1518 belirgin etkileriyle sulu ¢ozeltilerde son
derece kararsiz oldugu gosterilmistir (Salmani ve ark., 2014). Timokinonu ¢dzdiirmede
%100 DMSO kullanmamiza ragmen besi ortaminin sulu fazi nedeniyle TQ, 72 saatlik
inkiibasyon siiresinde, 48 saatteki kadar apoptotik etkisini tam olarak gOsterememis
olabilir.

Bu calismada, TQ ve Ara-C tarafindan indiiklenen AML hiicre dizilerinde
apoptoz’un arttigi  veviabilitenin azaldig1 gozlenmistir. Bununla birliktehiicre

¢ogalmasida azalmistir. Calismamizin sonuglart diger ¢alismalarla uyumludur, 6rnegin,

insan miyeloblastik 16semi (EI-Mahdy MA. ve ark., 2005), insan kolon kanseri (El-
Najjar ve ark., 2010), karaciger kanseri (Rooney ve Ryan, 2005) hiicre hatt1 gibi diger
baz1 hiicre hatlarinda TQ’nun apoptozu uyardigi gosterilmistir.

Sonug olarak elde ettigimiz bulgular, TQ’nun antikansorejen bir fitokimyasal
olarak kullanilabilecegini gostermistir. Ancak Ara-C ile birlikte kullanildiginda etkin bir

tamamlayici etkisinin olmadigi gozlenmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Giliniimiizde kanser tedavisinde kullanilan fitokimyasallarin sentetik ilaglara iyi
bir alternatif oldugu gozlenmistir. Bunu destekleyen c¢alismamizda, TQ ve Ara-C
tarafindan indiiklenen AML hiicre dizilerinde apoptoz’un arttigi, viabilitenin ise
azaldig1 ve buna bagl olarak hiicre ¢ogalmasinin da baskilandig1 gézlenmistir.

Bu caligmada AML (Kasumi-6) hiicre dizilerine 48 ve 72 saatlik inkiibasyon
stirelerinde TQ (25, 50, 100’er uM) ve Ara-C (0,1, 0,5, 1’er umol) igin ti¢ farkli dozda
uygulama yapilmistir. TQ ve Ara-C ‘nin tek basma ve birlikte kullanildiklarinda
apoptoz ve hiicre ¢ogalmasina etkileri incelenmistir. Ug¢ farkli konsantrasyonda etken
maddelerin uygulandigi, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siirelerinde 6rnekler kendi kontrol
gruplart ile karsilastirildiginda apoptoz artmis (p<0,001) viabilite ise azalmigtir
(p<0,001), (Tablo 5). Bunun yanisira hiicre ¢ogalmasi da baskilanmigtir. AML hiicre
dizilerinin TQ, Ara-C ve TQ+Ara-C kombine gruplari igin olusturulan 48 ve 72 saatlik
inkiibasyon siireleri ve {i¢ farkli konsantrasyon uygulamasinin karsilagtirmalari
yapildiginda 48.saatte, 72.saate gore apoptotik hiicre sayisinin daha fazla arttigi ve
viabilitenin de ayni sekilde daha fazla azaldig1 gozlenmistir (p<0,001), (Tablo 6).

TQ ile birlikte Ara-C ilk kez bu ¢alismada kullanilmistir. Etken maddelerin tek
basina kullanildiginda gbzlenen apoptoz, viabilite ve hiicre ¢ogalmasina etkileri TQ ve
Ara-C’nin birlikte kullanildigr 6rneklerde de aymidir. TQ ve Ara-C’nin birlikte
kullaniminin apopitoza sinerjistik bir etkisinin olmadig1 saptanmaistir.

AML hiicre dizilerinde, TQ ve Ara-C ile yapilan antiapopitotik ve
antikanserojenik uygulamanin invivo olarak da AML olusturulmus deney hayvanlarinda
olasi etkilerinin gozlenmesi bu tip ¢alismalarin giivenilirlik ve faydali etkisinin ortaya

konmasini saglayacaktir.
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