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ABSTRACT

ANTITUMOR AND ANT IPROLIFERATIVE EFFECTS OF INTERFERON ALPHA
ON SEVERAL LEUKEMIC CELLS

Niliifer GULMEN

M.S. in Biology
Adviser: Assoc. Prof. Dr. O.Nidai OZES
June 1997, 57 + x pages

Interferons play an important roles in inhibition of viral replication, induction of cell
differantiation and proliferation by binding to spesific cell surface receptors. In this study, it
has been found that IFNalpha-con 1, 5-Florouracil, Hydroxyure and their combinations with
each other show significant antiproliferative and apoptosis inducing activity on leukemic

cells
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ONSOZ

Bu calisma, losemili hastalarda IFNa, 5-Florourasil ve Hidroksiiire’nin tedavide

kullamlmasina katki saglamas: amaciyla yapiimistir. Calisma sonucunda iimit verici sonuglar

elde edilmigtir Bu ¢alismammn sonuglarinin tip diinyasina faydali olacag imit edilmektedir

Galisma konumu belirleyen ve ¢aligmalarim boyunca higbir yardimim esirgemeyen
akademik damsmamm Saym Dog¢ Dr. O. Nidai OZES’e tesekkiirlerimi bir borg bilirim

Ayrica Akdeniz Universitesi’ne de teknik donammlanndan otiirit tesekkiilerimi sunanm
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1.GIRIS:
1.1. interferoniar ve Ozellikleri

interferonlar (IFN) ilk kez 1957 yilinda Isaac ve Lindenmann tarafindan antiviral
bir molekiil olarak tamimlandilar (Isaac ve Lindenmann 1957). Yaptiklan deneyde Isaac
ve Lindenmann, tavuk yumurtasinin korioallontoik membramm 1s1 kullamlarak inaktif
edilmis Influenza virtisi ile infekte ettiler Daha sonra bu korioallontoik membran: canli
influenza viriisi ile infekte etmeye galistilar, ancak bunda basarnh olamadilar ve ilk
olarak canli influenza virisi ile infekte edilen korioallontoik membranin viris
iiremesini engelleyen bir madde yapmis olacagim diisinerek bu maddeyi Interferon
olarak tammladilar (Isaac ve Lindemmann 1957). Bu tarihsel bulusun ardindan,
interferonlar bitin omurgali hayvanlann dokulaninda gosterilmistir Her ne kadar
interferontar baslangigta antiviral bir molekiil olarak tammlandilarsa da interferonlann
hicre metabolizmasinin  ve bilyiimesinin  kontrolit ve immin sistemin aktive

edilmesinde de etkili oldukian saptanmistir (Baron vd. 1992)

Interferonlar Tip I ve Tip H olmak tzere iki temel grupta toplamriar. Tip I
interferonlar IFN-o¢ (alfa) ve IFN-B (beta), Tip Il Interferon ise IFN-y (gama) dir
(Cizelge 1.1 1). IFN-a 20 dolayinda bir gen ailesinden meydana gelir, bunlarin 14 tanesi
aym fizyolojik ozellige sahip ancak birkag aminoasit defisiklifi gOsteren IEFN-a
proteinlerini kodlarlar, diger IFN-o genleri “pseudogen” durumundadir Biitin IFN-o
genleri 9 kromozomun kisa kolu iizerinde lokalize olmuglardir ve intron igermezier
IFN-B sadece bir gen tarafindan kodlanir Bu gen de 9 kromozomun kisa kolu lizerinde
lokalize olmustur ve intron igermez IFN-a ve IFN-B 189 aminoasit uzunlugunda bir
polipeptit olarak sentezlenirler, ancak bunlann hiicre digtna salimmi smasinda 23
aminoasitlik sinyal peptidi kopartlir ve fonksiyonel olan 166 aminoasjtlik protein
dolasim sistemine verilir. [FN-y bir gen tarafindan kodlanir ve bu gen 12. kromozomun

uzun kotu tzerinde lokalize olmustur ve ii¢ intron igerir { Weissman ve Weber 1986,

Roberts 1989)

et 202 2. T




interferonlar, saglikh bir insan viicudunda pikomolar konsantrasyonda devaml:

olarak bulunuriar Ancak vicuda giren bakteri, viriis, antijenler ya da vilcutta gelisen
ﬁlmérlere karst bir cevap olarak miktarlan artinhr Boyle bir durumda lokositler IFN-
_-a‘yl, fibroblastlar IFN-B°y1, monosit ve T-lenfositier de IFN-y‘y1 sentezleyerek kan

dolagim sistemine salarlar

_ Interferonlar etkinliklerini hiicre yiizeyinde bulunan ozgin reseptorlere
aglanarak gosterirler. Bu ozellikleri bakimindan bir hormon olarak kabul edilirler.
IFN-o ve IFN-B aym reseptore baglanarak aym: tip sinyalin yaratiimasina sebep olur
- [FN-y ise tamamen farkli bir reseptore baglanir ve farkli bit sinyalin yaratilmasim saglar
_ (Weissman ve Weber 1986, Branca ve Baglioni 1981). Interferonlann spesifik hiicre
yiizeyi reseptorlerine baglanmasi, hicrelerde viral replikasyonun inhibisyonu, hiicre
farklilagmasinin ve hiicre proliferasyonunun indiksiyonu gibi gesitli fizyolojik cevaplar

olusturur ( Xu, Grander, Sangfelt ve Einhorn, 1994)

Cizelge 1.1 Interferon Tipleri ve Ozellikleri

IFN-q IEN-B IEN-y
Gen Sayisi 20 . 1 1
Lokasyon 9 kromozomun 9 kromozomun 12 kromozomun

kisa kolu kisa kolu uzun kolu

Intron Sayisi - - 3
Aminoasit Sayiss 189 189 146
Glikolizasyon - - +
pH Dayankhg + + -
Reseptir Tip! Tipl Tip I .
Molekiil 15-20 20 20

Biiyiikligii (kDa)

R R CNC




interferon Alfa Sinyal iletim Mekanizmas:

flk kesfedildiklerinden ginimiize kadar interferonlar izerinde yapilan
:-¢'é111$malann cogu interferonlarin gen inditksiyonunu nasil bir mekanizma ile yaptiklan
konusunda olmustur Bu calismalar sonucunda Tipl ve Tipll interferonlarn gen

ditksiyon mekanizmalarimn farkh oldugu ortaya ¢ikanlmigtir (Sekil 12 1)

Viicuda giren bakteri, viriis, antijenler ya da vicutta gelisen timérlere karst bir
‘cevap olarak lokositler tarafindan sentezlenip kan dolagimina salinan IFN-o hijcre
yiizeyindeki Tipl reseptor kompleksine baglamr. Darnell ve grubu 1992°de, bu
baglanmanin reseptdrin hitcre igi bolgesine atak yapan “Tirozin kinaz 27 (Tyk 2)
enziminin aktivasyonu sonucunda gerceklestigini gostermistir (Pellegrini ve Schindler
1993) Bu c¢alismamn ardindan Londra’daki “Imperial Cancer Research Fund”
* laboratuvarindan lan M. Kerr, IFN-a‘nin reseptorine baglanmasi, Janus Kinaz 1 (JAK
1) enziminin aktivasyonunun da éncitlik ettiiini gostermigtir (Johnson vd 1994). Bu
kinazlar, molekiil agirigs 113, 91 ve 84 kilodalton olan STAT proteinlerini fosforile
eder Fosforile olan bu proteinler birleserek ISGF3-a tiglit kompleksini olustururlar ve
daha sonra sitoplazmada hazir bulunan 48 kilodaltonluk proteinle (ISGF3-y) birlikte
ISGF3 (Interferon Stimulated Gen Factor 3) transkripsiyon faktoriinii olugtururlar. Bu
faktor nukleusa gegerek buradaki bir genin (JFN ile indiklenebilen gen) promotor
bolgesindeki “Interferon Stimulated Respond Element” (IFN uyansina cevap verebilen
element) anlamina gelen ISRE dizisine baglanarak bu genden transkripsiyonu baglatir.

Transkripsiyon sonucu olusan mRNA’lardan yaklapk 30 yeni protein sentezi

gerceklesir. Interferonlar antiviral ve antiproliferatif 6zelliklerini gosterme igini bu 30

-

yeni proteinin sentezini saglayarak yaparlar (Johnson vd. 1994).




TYPE Il
INTERFERON
(GAMMA)

TYPEI
INTERFERON

TYPE |
RECEPTOR TYPE It
COMPLEX RECEPTORS

. i
m\!\\\&

‘STAT STAT
91 91

PHOSPHATE
L GROUP ~

4B-K|LODALTON
PROTEIN

43-KILODALTON
PROTERN

MESSENGER RNA MESSENGER ANA
TRANSCRIPTS y TRANSCRIPTS

INTERFERON-STIMULATED INTERFERON- GAMMA
- RESPONSE ELEMENT ACTIVATION SITE

Sekil 1.1 Interferon Alfa’nin Sinyal lletim Mekanizmasinin Sematik Gorimumi




3, Kronik Myelogenik Losemi ve
" insan Burkit Lenfoma

Calisma boyunca kullamlan hiicrelerden K562 ve PRO.ML hicreleri Kronik
yelogenik Losemi, Daudi hiicreleri ise Insan Burkit Lenfoma kokenlidirler

1.3.1. Kronik myelogenik lisemi (CML)

_ CML (Kronik Myelogenik Losemi), ilk kez Virchow (1845), Craigie (1845) ve
Bennett (1845) tarafindan tammlanmstw (Sekil 13.1.1). Bu hastalifin Snemh
lﬁzelliklerini iceren en iyi tammlama Craigie’nin yaptifi tarumlamadir: “nesesizlik, . sol
_’épigastrik bolgede sisme ve sertlegme,. . geceleri terleme, . kan damarlanmin lenf ya da
':'irin iceren prht ile kaplanmasi”. Ayrica, CML myeloid hiperplazi ve dalak buytimes;

‘ile karakterize edilir ve son safhasinda blast krizi olarak bilinen akut l6semiye doniigiir

Lokemik hiicrelerin sitogenetik analizlerinde oldugu gibi G6PD (Glikoz 6-Fosfat
Dehidrojenaz)’a heterozigotluk gosteren CML’li kadinlarda yapilan izoenzim
calismalani, tek bir pluripotent hematopoietic kok hucresinin  neoplastik
transformasyonuyla ortya ¢ikan klonal bir hastalik olduguna dair delilleni olugturmugtur.
1960’1arda Fialkow tarafindan yapilan isaretleme caliymalan G6PD’a heterozigotiuk
gosteren CML’li hastalardan izole edilen eritroid ve granulosit hiicrelerinin sadece bir
izoenzimi ekspres ettiklerini gostermistir (Fialkow 1967) Aynca 16kemik hastalardan
alinan bazi B-lenfositler, kirmiz: hicreler, granulositler, monositier, megakaryositler ve

makrofajlar karakteristik olarak Ph kromozom igerme bakimindan pozitiftirter

CML bir kronik myeloproliferatif hastaliktir ve farklilagmmg hiicrelerin agin
bityiimesi ve geniglemesiyle de karakterize edilir. CML’1i hastalarda granulgsiﬂerin ve
eritrositlerin in vitto olarak gogalmas: igin bilylime faktorlerine ihtiyag duymasi, bu
hastalikta normal diizenleme mekanizmalannin kismen islememesini desteklemektedir

{Metcalf 1974).

Poroni: v




| CML, ABD’deki tiim kanser hastaliklarimn yaklagik %0 .4’ int olustururken Bati
kelerinde sadece 16semilerin %207sini olugturmaktadir (Koeffler 1981, Spiers 1984)
cocukluk devresinin hastahifi olarak rapor edilmesine rafmen yag piki 50-60
dadir ve cinsiyet ayrim: yoktur

OB Gl GOV g SLAETT @
2pg O - O Qo
520 0B gui§ IO

&, & o o o Bt

L m '

Sekil 1.2 Kronik Myelogenous Lasemi (Chikkappa 1976)
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. insan burkit lenfoma

Lenfomalar, lenforetikular kék hiicreleri, lemfositler, retikulum hicrelen ya da
tiositler gibi lenfoid sistem hicrelerinin bir veya daha fazla tipinin agin gogalmasiyla
'-kafakterize edilen birbirine yakin hastabklan igeren bir gruptur. Hastahifin ilerlemesi
sirasmda malignant (timér) hiicreler kan dolagimma girebilir Bu girig hastaligin

Cogu lenfomanin etiyolojist (olusma sebepleri) bilinmemesine raZmen
immunolojik, ¢evresel ve genetik faktérleri agiklanmigtir Insan Burkitt lenfoma,
-Epstein-Barr virtis ve genglerde goriilen T-hiicre lenfomalarimin 6grenilmesindeki arti
:'Hodgkin’s hastalifim igeren diger lenfomalann patojenesisinde bir virisiin potansiyel

‘rolii hakkindaki gelecek spekiilasyonlan tesvik eder

Burkitt lenfomanin sitogenetik analizlerinde, 14. kromozomun uzun kolunun
sonunda ek bir bant oldugu gozlemlenmistir. Daha sonra bu ek bant, 14. kromozomila 8.
kromozom arasindaki bir translokasyon olarak aymtedilmistir. 8-14 kromozomiar
arasindaki translokasyon diger bazi lenfomalarda da gortlmesine ragmen bu
translokasyon ozellikle Burkitt  lenfomanin karakteristift  olarak
digiiniilmektedir ( Turgeon 1988)

.
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1 4 Apoptosis Nedir, Nasil Gozlenir ve
Apoptosis Indiikleyicileri ve inhibitérleri

1.4.1. Apoptosis nedir, nasil gbzlenir

 Hicre olimi su anda uzerinde oldukga calisilan bir saha durumundadir
A’?optosisin neden oldugu aktif hiicresel yikimin Wyllie ve ark (1980), tarafindan
;ﬁilsllmwyla programlanms hiicre 6limi olarak bilinen apoptosis, hiicre biyolojisinde
dzellikle immunoloji ve onkolojide ana konulann biyiik bir pargasi haline

gelmigtir ( Williams ve Smith 1993)

Apoptosis embriyogenesis, immin cevap, doku bagimli hormon sentezi ve normal
doku homeostasisi sirasinda hiicre sayismi kontrol eden hiicre olimimin normal
fizyolojik prosesidir (Duvall ve Wyllic 1986, Walker vd 1988) Necrosis’den farkl:
olarak apoptosis sirasinda hiicrede genomik DNA uzunlugu en az 180 niikleotit olan
fragmentlere aynlir (Cohen ve Duke 1984) Apoptotik hicre olumi nekrotik hiicre
olimiinden ayirtedilebilmektedir Nekrotik hiicre 6liimi hiicrenin hizla gigmesi ve lizisi
 ile sonuglanan hiicre 6lumanin patolojik bir formudur. Buna karsilik, apoptotik hiicre
: slimil hiicrenin “oto sindirim” kontrolityle karakterize edilir Hiicreler, hiicre igi
| proteaziarin aktivasyonu ile kendi apoptotik oliimierini baslatmak igin ortaya ¢ikarlar
Bu, hiicre iskeleti bozukluklan, hiicre kayiplar ve membranda kabarciklarla sonuglamr
Apoptosis gekirdekteki karakteristik degisiklikleri de igine alir Cekirdek yoZunlagmaya
baslar ve endonukleazlar aktive olarak DNA’y1 pargalamaya bagslarlar. Cofu hilcre
tiplerinde DNA, oligonukleozomlar halinde DNA fragmentlerine aynhr ( Wylhe vd
1980) Gelisen deliller, immim defans mekanizmalan ya da doku spesifik homeostatik
kontroller boyunca apoptosisin indiksiyonunun gelismemis tiimor hitcrelerinin ehimine
edilmesi igin onemli bir yol oldugunu iddia eden teoriyi destekiemektedir Boylece
apoptosise resistantiifin kazanilmasi, olusan timoérlere bir avantaj saglayacaktir. Bu
hipotez, apoptosisten korunabilen onkogenlerin ekspresyonu (6megin, bcl--fl)jve mutant
timaor baskilayici genlerden p53°in bulunmasiyla desteklenmistir ( Wright vd. 1994)
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- Olmekte olan bir hiicre kendi plazma membraninin bitiinligiing korur. Bununla

jikte apoptotik hiicrelerin plazma membramindaki degisiklikler yakimndaki fagositik
:ﬁ;feiere onlart igine almalan igin bir sinyal olusturur ve béylece hiscresel yikim baglar
_ﬁcreler hemen fagosite olmazlar, 6nce “Apoptotik bodies” denilen kigitk membran-
- d fragmentlerine aynhirlar Apoptosisin énemli bir 6zelligi de herhangi bir tegvik
dici cevap olmaksizin 6lmekte olan hiicrenin eliminasyonuyla sonuglanmasidir Cogu
okularda hiicte caniihify, hilcre dist matriks ve komsu hiicreler tarafindan verilen
énhhk sinyallerinin siirekli olarak saflanmasina bagh olarak gorinmektedir { Raff vd
--1:993). Birgok organdan alinan hiicreler exogenous yasamsal faktorlerin varliginda
kiiltire edildiginde apoptosise maruz kalacaktir Bu durumlarda olim, ¢opu hiicre
tiplerinde apoptosis aracilifiyla express edildigi gosterilen yeni proteinlerin sentezinin
varhfinda bile ortaya ¢ikar Bu sonuglann bir yorumu da gevreden stirekli olarak ya da
‘uygun arahklarla yasamsal sinyaller alinmadipinda gogu hicrelerin toplu intihara

‘programlanmig olmasidir ( Thompson 1995)

Cizelge 1.2 Apoptotik Hiicre Oliimiiniin Regiilasyonu Icin Kuramsal Model

Olim reseptorlerinin Sitotoksik

aktivasyonu T-hiicreleri
Biyime l j Endoniikleaz
faktorii \» ¥ aktivasyonu

Merkezi hilcre ——  Proteaz ——  Hiicresel —> Fagositozis

olimii sinyali T aktivasyonu farkhiliklar
DNA 0 bel-2  (ICE) Hiicre iskeleti
hasan | reorganizasyonu
Metabolik ya da hicre .
dongiisii karigiklikian

]




.(;ok hiicreli organizmalarda, homoestasis hiicre cofalmasi ve hiicre oliimit
indaki bir denge ile saglanmaktadir (Sekil 1.3) Hicre gogalmasi hakkinda ¢ok sey
esine ragmen hiicre 6limil hakkinda pek fazla gey bilinmemektedir Fizyolojik
fe' slomil, baslangigta hiicre intihanimn evrimsel korunmus formu olarak ortaya
..15 ve Apoptosis olarak adlandintmgtir Apoptosis, hiicre bilyiimesinin
dandinldigs sartlar altinda veya disanidan hitcre biiylimesini olumsuz yo6nde
kileyecek mildahalelerin oldugu durumlarda hiicrenin kendi biyimesini durdurarak

r tip 6lime karar vermesi halidir Hiicreyi apoptosise yonlendiren ¢ok sayida faktor

Hicre cofa

Yot

&3%1 Hicre olowd

Dram fir any

|
C . : !

o eoon ; - Hicre kaibg !

— i - I berublgklerr |
|

Sekil 1.3 Hiicre cogalmas ile hiicre 6limi arasindaki denge
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1.4.2. Apoptosis indiikleyicileri ve inhibitdrleri

1.4.2.1. Hiicreyi apoptosise yonlendiren faktorler:

A- Fizyolojik Aktivatorler
1- TNF ailesi
Fas ligand
TNF
2- Transforming(donistiriiclt) Bayume Faktorii B
3- Norotransmiftler
Glutamat
Dopamine
N-metil-D aspartat
4- Bityume faktérii
5- Matriks baginin kaybi
6- Kalsiyum
7- Glukokortikoidler

B- Zarar Yaratan indikleyiciler
1-Is1 soku
2- Viral enfeksiyon
3- Bakteriyel toksinler
4- Onkogenler

c-myc, rel, E1A
5- Timor baskilayicilar
ps3
6- Sitolitik T-hiicreleri
7- Oksidanlar
8- Serbest radikaliler
9. Besin kaybi-antimetabolitler




C- Terapik Ajanlar
1- Kemoterapik ilaglar
Doxorubicin
Cytosine arabinoside b
Vincristine
5-Florourasil
2- Gama radyasyon
3- UV radyasyon
D- Toksinler
1- Etanol
2- R-amiloid peptit

1.4.2.2. Apoptosisi inhibe eden faktorler:

A- Fizyolojik Inhibitorler
1- Btylime faktorleri
2- Hiicre dis1 matriks
3~ CD40 ligand
4- Notral aminoasitler
5- Cinko
6- Ostrojen
7- Androjenler
B- Viral Genler
1~ Calpain inhibitorleri
2- Sistein proteaz inhibitorleri
3- Tiimér promotoriar
PMA(Phorbol Myristat Asetat)
Phenobarbital
a-Hekzaklorosiklo hekzan




1.5. Interferon Alfa’nin Terapide Kallamim

Kemoterapide yaygin olarak kullanilan yukarida isimleri gegen bu kimyasallarin
kanser hiicreleri izerinde vyarattiklari ortak nokta apoptosisi indiklemeleridir. Bu
gergek son yillarda ortaya ¢ikanimig olmakla beraber bu gelismenin ardindaki sebep
heniiz aydinlanmig degildir Son willarda yapilan cahismalar, kemoterapiye bir cevap
olarak apoptosis gdsterebilmeleri igin timor hiicrelerinin p53 gibi timor baskilayic
genleri veya E1A, c-myc gibi bazi onkogenleri aktif olarak ifade etmeleri gerekliligini
ortaya gikarmistir (Lowe vd. 1993). Bunun yaninda son yillarda bir proto-onkogen olan
bel-2"nin de apoptosisi baskiladifa gosterilmigtir (Caron-Leslie vd 1994)

Yukanda ifade edilen kimyasallarla muamele edilen bir hicre eger bu maddelere
cevap olarak apoptosisi segiyorsa; bu hiicrelerde gok carpici ve kolayca saptanabilen
a- hiicre hacminin azaltilmas,
b- hiicre gekirdeginin daha kondanse hale gelmesi,
¢~ hiicre iskeletinin hiicre membranindan ayriimasi ve

d- hitcre DNA’sinin fragmentlere ayritmasi
tamsmlanmasinda bir kriter olarak kabul gormily parametrelerdir.

Rekombinant DNA teknolojisi ile bol miktarda sentezienebilen sitokinler hmzla
malignant ve infeksiyon hastaliklanum tedavisinde bir terapik segenek haline gelmigtir
(von Wussow vd 1991) Rekombinant TFN-alfanin etkisinin en canli ¢rnedi, HCL
(Hairy Cell Leukemia) hiicrelerimn tedavisinde olmustur Istatistik galigmalar, HCL'li
hastalarn %90°1nm rekombinant IFN-alfa ile tedaviye cevap verdigini gostermigtir; ki
buna sistemik terapilerin diger formlanna cevap vermeyen ve dalagy alinan hastalar da
dahildir ( Thompson vd 1985, Golomb vd 1988, Quesada vd 1984) Sﬁreklj cevaplar
tipik olarak rekombinant IFN-alfa terapisinin devamhihif ile olugmaktadir ve cevabin
ortalama siiresi 3 yildan fazladir. Bilinen tedaviye kargihik rekombinant [FN-alfa terapisi
hemen hemen biitiin hastalarda sitopeni’yi hafifletir. HCL’de rekombinant IFN-alfa ile
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hayatin kazanilmasindaki ilerleme ve hayatta kalis sizesinin artigi rekombinant IFN-

alfay1 biyolojik ajanlarin zaman i¢inde klinik kullaniminin en bagarth 6rnedi yapmigtir

Dogal ve rekombinant DNA teknolojisi kullamlarak elde edilen interferoniar
icerisinde oOzellikle IFN-alfa hairy cell leukemia hiicreleri (izerinde oOnemli bir
antiproliferatif 6zellik gostermektedir { Quesada vd 1986, Ratain vd 1985, Ozes vd.
1992). Bundan dolayr son on yildir IFN-alfa bu hastalifin tedavisinde yaygin olarak
kullantimaktadir ( Jacobs vd 1985, Ratain vd. 1985, Worman vd. 1985, Gibson vd
1988, Nielsen vd. 1989). IFN-alfa muamelesi hairy cell leukemia hticrelerinde bazi
onkogenlerin ekspresyonunun azaltiimasina ( Sigaux vd 1987), bu hicrelerin Natural
Killer (NK) hiicrelerine karst daha duyarli hale gelmesine ( Reiter vd 1992, Ozes vd
1992) sebep olmaktadir Ancak bu bulgular hala I[FN-alfanin Hairy Cell Leukemia
hiicreleri tizerindeki direkt sitotoksik etkiyi agiklamaktan uzak gorilmektedir, ¢linkii
NK hiicre aktivasyonu veya fos, myc gibi onkogenlerin ekspresyonunun azaltiimasi
[FN-gama tarafindan da yapilabilmektedir, ancak IFN-gamanin HCL hicrelen tizerinde
hicbir sitotoksik etkisi yoktur ( Vedentham vd 1992). Bu itibarla IFN-alfamn nasit bir
mekanizma ile HCL hiicrelerini 6ldirdiigi hentiz agiklik kazanmig degildir

Interferon alfa immiin sistemde hiicre tipine ve kullamlan mitojenic sinyallere
bagli olarak hiicre proliferasyonunda pozitif ve negatif modulasyon gosterebilir. In vitro
olarak IFN-o. normal insan B hiicreleri i¢in bir B hilcre biiyime faktorii olarak etki
gosterir In vivo’da ise IFN-a Hairy Cell Leukemia (HCL) ve B-CLL hiicrelerimi igeren
B-cell lenfoproliferatif hastahklar igin antitimoral ajan olarak kullanilmaktadir (
Chauchi vd 1994, Rodriguez vd. 1983),

Gimniimiizde IFN-alfa terapisine tabi tutulan l6semili hastalarin ¢ofu bu terapiye
cevap vermektedir In vivo olarak elde edilen sonuglar IFN-alfa’mn bu tekinliBini
immiin sistemi aktive ederek yapmadigim gostermigtir (Vedentham vd 1992) IFN-
alfamn losemi hiicreleri tizerinde direkt sitotoksik etki gostererek hiicre gofalmasin
yavaslattift veya durdurdugu dogtnilmektedir, ancak bu etkimn mekanizmas

bilinmemektedir Bu c¢ahsmada IFN-alfanin ¢esitli 18semik hiicreleri  Apoptosis
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“programlanmig hicre olimi” mekanizmas1 ile mi Oldirdiguniin  cevabi
arastirilacaktir. Caligmada hem IFN-alfaya duyarl: hem de direngli olan iki farkh
losemik  hiicre  tipi  kullanilacagandan  sonuglann  karglagtirmali  olarak
degerlendirilebilmesi miimkin olacak ve IFN-alfaya direngli olmamin bazi sebepleri
tartisilabilecektir.
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2. MATERYAL ve METOD
2.1. Materyal

2.1.1. Hiicreler ve kiiltiirasyonlar:

Calismada kullanutan Daudi ( Insan Burkit Lemfoma, ATCC CLL 213) ve
K562 (Insan Myelogenik Losemi, ATCC CLL 243) hiicreleri Dr. Milton W. Taylor -
Indiana Universitesi, Bloomington INDIANA / ABD’den tedarik edilmistir. Caliymada
kullamlan difer hiicre hatt olan PROML (Promyelocyte) ise Akdeniz Universitesi
Hematoloji Klinifinden Prof Dr Levent Undar tarafindan losemi teshisi konan bir
hastanin kanindan izole edilmistir.

Biitin hicreler % 10 Fetal Calf Serum ve % 1 Antibiyotik karigimu ( Penicilin:
10.000 U/ml, Streptomycin: 10 mg/ml, Amphotericin B: 0025 mg/ml) ihtiva eden
RPMI-1640 ( Sigma R-6504) besiyerinde 37°C’ de % 5 karbondioksitli ortamda kiiltiire
edilmiglerdir

Sekil 2.1 Cahsmada kullanilan Daudi hiicrelerinin inverted mikroskopta gérinimi
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2.1.2. Cahiymada kullanilan sitokin ve kemoterapikler

Interferon: Caligma boyunca kullanilan Interferon a-con 1 AMGEN sirketinden
tedarik edilmigtir

S-Florourasil: Caligmalarda Sigma F- 6627 nolu 5-FU (C4H3;N,0O,F)
kullaniimigtar

O
I
C
/ \
U
0= CH
\
NH

Sekil 2.2 5-FU’in Kimyasal Yapis

Hidroksi Ure: Caligmada kullanilan Hidroksi Ure Antalya Devlet
Hastahanesinden Cocuk ve Kan Hastabklarni uzmam Do¢ Dr. Duran Canatan’dan
tedarik edilmistir.

o

H;N-C-NH,
!
OH

Sekil 2.3 Hidroksi Ure’nin Kimyasal Yapist
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2.2. METOD
2.2.1. PRO.ML hiicrelerinin izolasyonu

Hastadan alinan 10ml kan EDTA’h titpe konulmugtur. Bu kan 3 misli PBS (8gr/it
NaCl, 02griit KCl, 1.15gr/1t Na,HPO,, 0.2gr/it KH,PO, ; pH7 () tamponu ile
sulandirthp kangtinlmigtir Histopaque altta, kan {istte olmak iizere bire-bir oranda
tiplere konmugtur. Daha sonra bu érekler 1700-1900 rpm hizla 30 dakika santrifiy
edilmistir Santrifigasyon sonunda serum ve plazma proteinleri yukanda kalir.
Makrofaj ve eritrositler daha afir olduklan igin tiipin dibine ¢okerler. Ortada beyaz
pamugumsu bir kitle kalir ki; bunlar lenfositlerdir Bu beyaz tabaka pastor pipeti
yardimiyla bir tiipte toplanmigtir. Daha sonra bu tipe toplanan lemfositler 2-3 kez
serum fizyolojik (%0.9 NaCl) ile 2500 rpm hizla santrifiij edilerek yikanmistir Son
santrifigasyondan sonra hiicre kitlesi Ozerine 5-10ml %10 fetal calf serum igeren
RPMI-1640 besiyeri konarak 37°C’de %5 CO;’li inkibatorde kiiltiire birakilmistir.

Tiim bu iglemler doku kiltirii odasinda steril sartlar altinda yapilmugtir.

2.2.2. Biiyiime inhibisyonunun 8iciilmesi

Biitiin hiicreler 1x10° hiicre/m! yogunlugunda RPMI-1640 besiyerinde bir gece 6n
inkiibasyona tutulduktan sonra Interferon-alfa con 1, 5-Florourasil, Hidroksilize ve
bunlann kombinasyonlan verilmis ve bu hicreler 96 saat boyunca 37°C %S

karbondioksitli ortamda inkiibe edilmistir.

Cizelge 2 1 Daudi hiicreleri i¢in kullamilan sitokin ve kemoterapiklerin

konsantrasyonlarn
IFNa-con 1 5-Florourasil Hidroksiiire
0.01ng/mi 45ng/mi 50ng/m}
0 1ng/ml 90ng/ml 100ng/ml
0 2ng/ml 225ng/mil 200ng/ml
0 5ng/ml 450ng/mi 400ng/ml
Ing/ml 900ng/ml 800ng/ml
18
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Cizelge 2.2 K562 ve PRO ML hiicreleri igin kullanilan sitokin ve kemoterapiklerin

konsantrasyonlan
IFNg-con 1 5-Florourasil Hidroksi Ure
50ng/ml 45ng/ml 50ng/mt
100ng/m! S0ng/mi 100ng/ml
250ng/m! 225ng/mi 200ng/ml
500ng/m 450ng/ml 400ng/ml
1000ng/ml 900ng/ml 800ng/ml

96 saatlik inkiibasyon siresi sonunda orneklerden 100°er mikrolitre alinmis ve
100 mikrolitte Trypan mavisi ile kangtnlmistir. Daha sonra canli hiicreler
hemositometre kullanilarak sayilmistir. Elde edilen canh hiicre sayist ve hucrelerin
baslangic zamaminda 1mi’deki sayist agafidaki formile konularak ¢ogalma
inhibisyonunun yiizdest saptanmigtir.

I, -K,
% Olim = ~————— x 100
Kn"Ko

I, = IEN, 5-FU ve HU) ile muamele edilmis hiicrelerin n. giindek: sayist.
K,=Kontrol hiicrelerin n. gindeki sayist.

Ks=Kontrol hiicrelerin 0. giindeki sayist.
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Cizelge 2.2 K562 ve PRO. ML hiicreleri icin kullamlan sitokin ve kemoterapiklerin

konsantrasyonlan
IFNa-con 1 5-Florourasil Hidroksi Ure
50ng/ml 45ng/ml 50ng/ml
100ng/mi 90ng/m! 100ng/ml
250ng/ml 225ng/ml 200ng/ml
500ng/ml 450ng/mi 400ng/ml
1000ng/ml 900ng/mi 800ng/mi

06 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda o6rneklerden 100°¢r mikrolitre alinmis ve

100 mikrolitre Trypan mavisi ile kangtimlmistir. Daha sonra canli hicreler
hemositometre kullamiarak sayilmistir. Elde edilen canlt hiicre sayis1 ve hicrelerin
baslangi¢ zamamnda Imlb'deki sayis1 asafndaki formile konularak ¢ogalma
inhibisyonunun yizdesi saptanmigtir.

I1'1 - Kn
% Olim = ——— — x 100
Kn"Ko

I, = IFN, 5-FU ve HU) ile muamele edilmig hiicrelerin n. giindeki sayist
Kp=Kontrol hiicrelerin n. giindeki sayisi
K,=Kontrol hiicrelerin 0. gindeki sayis1
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2.2.3. DNA izolasyonu ve Jel Elektroforezi

Daudi hiicreleri 1x10° hiicre/m! yoguniugunda toplam 5 ml RPMI-1640
besiyerinde bir gece 6n inkitbasyona fabi tutulduktan sonra Interferon alfa-con 1, 5-
Florourasil, Hidroksi tire ve bunlarin kombinasyonlarindan biyiime inhibisyonunun
olgiilmesi kisminda kullamlan konsantrasyonlarda verilmis ve bu hiicreler 72 saat
boyunca 37°C’de %5 karbondioksitli ortamda inkiibasyona birakilmiglardir

72 saat sonunda Daudi hilcreleri santrifiigasyonla ¢oktirilditkten sonra 3 kez PBS
tamponu ile yikamp santrifilj edilmigtir. Son santrifugasyondan sonra hiicreler 2 ml
ekstraksiyon tamponu ( 10mM Tris HCI pH: 8 ; 0.1M EDTA ; %5 SDS ; 20ug/ml
RNase A ) iginde ¢ozinmis ve 37°C’de su banyosunda bir gece inkibasyona
buakilmustir. Bu ink@basyon stresi sonunda oérnekler izerine 20ug/ml Proteaz K
eklenerek yine 37°C’de su banyosunda bir gece inkiibe edilmiglerdir. Bu inkiibasyonun
ardindan omekler 3-4 kez Fenol : Kloroform : zoamil alkol (25:24:1) ile ekstraksiyona
tabi tutulmus ve bu sayede proteinler uzaklagtinimigtir Ekstraksiyon sonunda omekler
lizerine iginde 0.3M konsantrasyonda olacak sekilde Amonyum asetat ilave edilmis ve
bunun @izerine toplam hacmin iki kati soguk saf etanol konmustur Tuz ve alkol ilave
edilen bu 6mekler -20°C’de 30 dakika bekletildikten sonra 10.000 rpm hizla +4°C*de
30 dakika santrifij edilmis ve DNA fragmentleri ¢oktirilmustir. Cokturilen bu
peletler TE tamponu (10mM Tris HCl ; 1mM EDTA , pH: 8) i¢inde ¢dziulmiis ve
bunlann spektrofotometrede 260nm’deki absorbanslani okunup agafidaki formile
konarak DNA miktarlari tayin edilmistir.

DNA Miktan (ug/ml) = ODag x 50 x SF
OD = 260 nm’deki absorbans degeri.
SF = Sulandirma faktori

DNA miktartar1 hesaplandiktan sonra herbir ornekten 10ug ahnarak %1°lik

Agaroz jel elektroforezine (150V:30mAmp) tabi tutulmugtur Sonuglar UV

transiliminatorde gozlenmis ve jellerin fotograflari ¢ekilmigtir,

et A,




3. BULGULAR
3.1. Cogalma inhibisyonunun Olciiimesi

Cahigmada kullanilan i 16semik hiicrenin IFNu-con 1’e kars: olan duyarlilikian
biyik farklihk gostermigtii. Bu hicreler iginde Daudi en duyarli hicre olarak
saptanmustir TFNo-con 1’in sadece 1ng/ml’lik konsantrasyonu bile Daudi hiicrelerinde
¢ogalmay1 % 83 nispetinde inhibe etmigtir ($ekil 3 1) Bu IFN konsantrasyonu diger iki
hiicre iizerinde hemen hemen tamamen etkisiz kalmigtir. Interferon’un 0.01 ile 1 ng/ml
arasindaki bes farkli dozu zamana bagli olarak Daudi hicrelerinde artan bir biytime
inhibisyonu gostermistir (Sekil 3 1). Diger 16semik hiicre hatti olan K562 ve PRO ML
hiicrelerinde ise IFNa-con 1’in ancak 1ug/ml’lik konsantrasyonu K562 igin % 83 (Sekil
3.6), PRO.ML igin % 71 (Sekil 3 11) oraninda inhibe etmistir. Bu sonuglara gore K562
ve PRO ML hiicreleri Daudi hicrelerine oranla IFNo-con 1’e oldukga bityik direng
gﬁstermislerdir" [FNa-con 1’in 50ng/ml ile 1pg/ml arasindaki 5 farkh dozu zamana
bagh olarak K562 ve PRO ML hiicreleri tizerinde artan bir cogaimayr durdurucu etki
gosterdifi gozlenmigtir,

Calismada kullamlan diger bir kimyasal olan 5-Florourasi'in de cogalmay:
durdurucu etkisinin her ¢ losemik hiicre hattinda da farkl: oldugu gortdmilgtir. 5S-
Florourasil Daudi hiicreleri iizerinde konsantrasyona baglt olarak artan, zamana bagh
olarak azalan bir ¢ogalma inhibisyonu gostermistir 5-Florourasil’in 45 ng/ml’lik dozu
24 saatte %42 copalma inhibisyonu gosterirken aym dozun Daudi hicreleni iizerinde
gosterdipi sitotoksik etki 72. saatte %24’e digmiustir S-Florourasil’in 90 ng/ml'lik
dozunun 24. saatteki sitotoksik etkisi %51 iken 900 ng/ml’lik dozu yine 24. saatte %72
¢ofalma inhibisyonu gostermigtir ( Sekil 3.2) S5-Florourasil K562 hilcreleri tizerinde
konsantrasyon ve zaman bagimli olarak artan bir ¢ogalma inhibisyonu gﬁgtennistir 5-
Florourasil’in 45 ng/mI’lik dozunun K562 hiicreleri iizerinde gosterdifii sttotoksik etki
24 saatte %25, 96 saatte ise %32 olmustur. 5-Florourasil’in 900 ng/ml’lik dozu
sézkonusu hiicreler iizerinde 24. saatte %60 ¢ogalma inhibisyonu gosterirken 96 saatte
%79°luk bir ¢ogalma inhibisyonu gosterdifi gozlenmistir (Sekil 3.7). 5-Florourasil
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PRO ML hiicreleri iizerinde de konsantrasyona ve zaman bagh olarak artan bir ¢ogalma
inhibisyonu gostermistir 5-Florourasil’in 45 ng/mllik dozu 24 saatte PROML
hiicreleri izerinde gosterdii sitotoksik etki %46 iken 96. saatteki sitotoksik etkist ise

%61 olmugtur S5-Florourasil’in 450 ng/ml’lik dozunun ise 24 saatte %64°lik bir ;
copalma inhibisyonu, 96. saatte %73’lik bir ¢ogalma inhibisyonu gosterdifi
gozlenmistir (Sekil 3 12)

Calismada kullamlan u¢ losemik hiicrenin Hidroksi Ure’ve karsi olan
duyarlibklan da farkiiklar gostermistir Hidroks Urenin en farkh etkisi Daudi
hiicrelerinde gortlmastir Hidroksi Urenin 50ng/ml ile 800ng/ml arasindaki 5 farkh
dozu K562 ve PRO ML hiicrelerinde hem konsantrasyona hem de zamana bagh olarak
artan bir copalma inhibisyonu gosterirken Daudi hucrelerinde konsantrasyona bagh
olarak artan, zamana bagh olarak azalan bir ¢ofalma inhibisyonu gostermistir. Hidroksi
Ure’nin 50ng/ml’lik dozu sozkonusu hiicrelerde gogalmayr 24. saatte % 47 inhibe
ederken 72. saatte bu inhibisyon % 33’¢ inmistir (Sekil 3 3). Hidrokst Ure’nin aym dozu
K562 hiicrelerinde 24. saatteki gogalmayi durdurucu etkisi % 4 iken 72. saatte % 36’ya
kadar ¢tkmmgtir (Sekil 3 8). Aym gekilde PROML hicrelerinde de 24 saatte % 27 iken
72 saatte % 46°ya ¢ikan bir artig gorilmustar (Sekil 3.13). Hidroksi Ure’nin diger bir
dozu olan 200ng/mi’lik dozuna bakildiginda Daudi hicrelert iizerinde gosterdifi 24
saatteki sitotoksik etkisi azalarak %S59°dan 72, saatte %54’¢ dismus oldugu
goriiimektedir (Sekil 3 3) Aym dozdaki Hidroksi Ure’nin K562 ve PRO ML hiicreleri
iizerindeki sitotoksik etkisine baktigimizda her iki hiicrede de 24. saatten 96 saate
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dogru gidildiginde Hidroksi Ure’nin bu hilcreler iizerindeki sitotoksik etkisinin arttif

gozlenmektedir. K562 hiicrelerinde 24. saatte %22 olan inhibisyon, 96 saatte %477 ye

¢ikarken (Sekﬂ 3 8) PRO ML hicrelerinde  Hidroksitire’nin 200ng/ml’lik dozunun E
sitotoksik etkisi 24 saatte %34 iken 96. saatie bu etki %58’ gikmigtir (Sekﬂ 3 13) L
Hidroksiiire’nin en yiksek dozu olan 800ng/m!’lik dozunun Daudi hitcrelert aazenndekl
sitotoksik etkisinin diger dozlarninda oldufu gibi zamana bagh olarak azah'hg1
goralmektedir (Sekil 3.3). Soyle ki; Hidroksiire’nin bu dozu Daud1 hucrele' de
saatte %69 inhibisyon gosteritken 96, saatte bu mh1b1syon %67 Y€
Hidroksiiire’nin en yiksek dozunun K562 ve PROML hucrelerl 'uze




sitotoksik etki 24. saatie 96 saat arasinda bir artig gostermektedir. K562 hiicrelerinde
24, saatte %42°lik bir inhibisyon gosteren 800ng/ml’lik Hidroksilire’nin 96. saatteki
inhibisyonunun %66’ya ¢iktifi gozlenmistir (Sekil 3.8). PRO.ML hiicrelerinde de K562
hiicrelerinde oldugu gibi Hidroksitire’nin bu dozunda gosterdigi sitotoksik etkide
konsantrasyon ve zamana bagl olarak artig gorilmektedir (Sekil 3.13) 24. saatte
%61 olan sitotoksik etkisi 96. saatie %71 olarak artmghr (Sekil 3 13) Aym dozun
farkli konsantrasyonlarina bakilacak olursa @i¢ hiicre hattinda da sitotoksik etkinin
konsantrasyon bagimli olarak arttifn gorilmektedir. Omegin; Daudi hucrelerinde
Hidroksitire nin 50ng/ml’lik dozunda %47 olarak gorilen sitotoksik etki 200ng/ml’lik
dozunda %59, 800ng/ml’lik dozunda ise %69 olarak goritmektedir (ekil 3.3) Yine
aym sekilde KS62 hiicrelerinde Hidroksiiire'nin  50ng/ml’lik konsantrasyonunun
gosterdifi sitotoksik etki %4 iken 200ng/ml’lik konsantrasyonunda %22, 800ng/ml’lik
konsantrasyonunda ise %42 olarak goruimugtur (Sekil 3 8). Sekil 3 13°de gorildugi
gibi PRO ML hiicrelerinde konsantrasyon arttik¢a Hidroksitire’nin gosterdigi sitotoksik
etki de artmaktadir

Calismada IFNo-con 1‘in 5-Florourasil ve Hidroksiire ile birlikte gosterdigi
sitotoksik etki de arastirilmustir. IFNa-con 1%in sabit bir dozuyla (0.2ng/mi) 5-
Florourasil’in 45ng/mi ile 900ng/ml arasinda degisen dozlan caligmada kullamdan Gg
hitcre hatinda da farkh sitotoksik etki gostermigtir IFNo-con 1‘in 0 2ng/mi’hik, 5-
Florourasil’in 45ng/mi’lik dozunun Daudi hiicrelerinde birlikte gosterdikleri sitotoksik
etki 4 saatte %43 iken 72 saatte %34°¢ kadar inmigtir (Sekil 3.4). 0 2ng/ml [FNo-con 1
ile 900ng/ml S-Florourasil birlikte Daudi hiicrelerinde 24. saatte %73’liikk bir ¢ogalma
inhibisyonu gosterirken 72. saatte bu inhibisyon %64’¢ inmigtir (Sekil 3 4) Bu verilere
gore IFNa-con 1, 5-Florourasil ile birlikte Daudi hucrelerinde konsantrasyona baglt
olarak artan, zamana bagh olarak ise azalan bir ¢ofalma inhibisyonu gostermigtir. 5-
Florourasil’in tek bagina daudi hcrelerinde gosterdigi sitotoksik etkiyle INe-con 1ile
birlikteyken gosterdigi sitotoksik etki kargilastirtlacak olursa bu iki kimyasalin
birlikteyken sinerjik etki gosterdikleri soylenebilir. §oyle ki; 3- Florourasil’in tek bagina

iken 900ng/mI’lik Daudi hicrelerinde 48 saatte %60 bitylime inhibisyonu gostenrken -
S.Florourasil’in aym dozu IFNa-con 1 ile birlikte iken yine 48. saatte %068 buyume_ >
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inhibisyonu gostermektedir Aymt sekilde 900ng/mi’lik 5-Florourasil’in 72 saatte Daudi
hiicrelerinde gosterdigi sitotoksik etki %59 iken aym dozun IFNo-con 1 ile birlikte
gosterdigi sitotoksik etki %64’ dir (Sekil 3.4) IFNa-con 1%in 250ng/ml’lik dozu ile 5-
Florourasil’in 45-900 ng/mi arasmda degisen 5 farkli dozu K562 hicrelerinde
konsantrasyona ve zamana bagh olarak artan bir ¢ogalma inhibisyonu gostermigtir.
250ng/ml [FNa-con 1 ve 90 ng/ml 5_Florourasil ile muamele edilen K562 hiicrelerinde
24 saatte %37 olan bityiime inhibisyonu 06 saatte %73’ cikmistir. Aym sekilde 900
ng/m! 5-Florourasil’in IFNo-con 1 ile birlikte gosterdigi sitotoksik etk 24 saatte %64
iken 96 saatte bu sitotoksik etki %86 olmugtur (Sekil 3.9) Bu sonuglara gore, K562
hiicrelerinde 5-Florourasil’in IFNa-con 1 ile birlikte verildiginde gosterdigi sitotoksik
etkisinin tek bagina verildiginde gosterdifi sitotoksik etkiden daha fazla oldufu
gorimektedir. [FNa-con 1 ve 5-Florourasil’in aym dozlan PRO ML hiicrelerinde
konsantrasyon ve zaman bagimli ¢ogalma inhibisyonu gostermigtir. 250 ng/ml [FNo-
con 1 ve 45 ng/ml 5-Florourasil’in PRO ML hitcreleri tizerinde 24 saatteki sitotoksik
etkisi %54 iken aym dozun 96 saatteki sitotoksik etkisi %66 otmustur. Aym sekilde
250 ng/ml IFNo-con 1 ve 450 ng/ml 5-Florourasil’in 24 saatteki sitotoksik etkisi %67,
96 saatteki sitotoksik etkisi ise %79’ dur (Sekil 3.14),

Hidroksitire’nin 50-800 ng/mi arasinda degisen dozlarinin [FNa-con 1¢in sabit bir
dozuyla birlikte muamelesi cahgmada kullanilan {i¢ 16semik hiicre hattinda da farklt
sitotoksik etki gostermigtir Daudi hiicrelerinde 0.2 ng/ml  [FNo-con 1 ile
Hidroksiiire nin degisen dozlan konsantrasyon bagl olarak artan, fakat zamana bagh
olarak azalan bir goalma inhibisyonu gostermigtir 24 saatte, 0.2 ng/ml IFNo-con 1 ile
50 ng/ml Hidroksi tre’nin birlikte gosterdipi sitotoksik etki %49 iken yine ayni doz
IFNa-con 1 ile 800 ng/ml Hidroksi tire’nin birlikte gosterdigi sitotoksik etki %69"dur
Fakat sozkonusu dozun 24 saatte %49 olan sitotoksik etkisi 72 saatte %38¢
diismugtir. Hidroksitre’ nin Daudi hiicrelerinde tek bagina gosterdigi sitotoksik etki ile
IFNa-con 1 ile birlikte gosterdipi sitotoksik etki arasinda onemli derecede bir fark
olmadip1 gozlenmistir (Sekil 33, Sekil 35) IFN-alfa’mm 250 ng/ml’lik dozu ile
Hidroksiiire’nin 50-800 ng/ml arasinda degisen 5 farkh dozu K562 hicreleri iizerinde




konsantrasyona ve zamana bagh olarak artan bir gogalma inhibisyonu gostermistir. 250
ng/ml IFNa-con 1 ve 50 ng/ml Hidroksi iire ile muamele edilen K562 hicrelerinde 24.
saatte %44 olan ¢ogalma inhibisyonu 96 saatte %92’ve kadar gikmustir Aym sekilde
200 ng/ml Hidroksiiire’nin IFNa-con 1 ile birlikte gosterdidi sitotoksik etki sozkonusu
hucrelerde 24. saatte %50 iken 96. saatte bu sitotoksik etki %90 olmustur (Sekil 3.10).
Hidroksiiire’nin K562 hiicreleri iizerinde tek bagina iken gosterdigi sitotoksik etki ile
IFNo-con 1 ile birlikte iken gosterdifi sitotoksik etki kargilastinlacak olursa
Hidroksiiire’nin IFNa-con 1 ile birlikte verildiginde daha fazla ¢opalma inhibisyonu
gosterdigi gorilmektedir (Sekil 3.8, Sekil 3 10), IFNa-con 1‘in 250 ng/ml’lik dozu ile
Hidroksitire’nin 50-800 ng/ml arasinda defisen dozlann PRO ML hiicrelerinde de
konsantrasyon ve zamana bagl olarak artan bir ¢ogaima inhibisyonu gostermistir 250
ng/ml [FNa-con 1 ile 50 ng/m! Hidroksitire’nin PRO.ML hiicreleri tizerinde birlikte
gosterdikleri sitotoksik etki 24. saatte %53 iken bu etki 96. saatte %61’e gikmigtir Aym
sekilde 250 ng/m! IFNa-con 1 ve Hidroksiiire’nin en yiiksek dozu olan 800 ng/m!’lik
dozu 24. saatte %68 gogalma inhibisyonu gosterirken 96. saatte %76 cogalma
inhibisyonu gostermigtir. Bu sonuclar Hidroksiiire’nin PRO ML hiicreleri iizerinde tek
bagina iken gosterdigi sitotoksik etki ile karsilastnldifinda, Hidroksiire’nin bu
hiicrelerde IFNa-con 1 ile birlikte iken daha fazla sitotoksik etki gosterdigi
gorilmektedir (Sekil 3 13, Sekil 3.15). Dolayistyla bu iki kemoterapik ajanin sineriik
etki gosterdikleri séylenebilir
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Sekil 3.1 IFN-alfa’nin Daudi Hiicreleri Uzerinde Gosterdigi Sitotoksik Etki
( Sonuglar 3 bagimsiz deneyin ortalamasidir)
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Sekil 3.2 5-FU’in Daudi Hiicreleri Uzerinde Gosterdi@i Sitotoksik Etki
( Sonuglar 3 ayr1 deneyin ortalamasidir)
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Sekil 3 3 H.Ure nin Daudi Hicreleri Uzerinde gosterdigi Sitotoksik Etki

( Sonuglar 3 ayn deneyin ortalamasidir)
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Sekil 3 4 IFN-alfa + 5-FU Kombinasyonunun Daudi Hiicreleri Uzerinde Gosterdigi
Sitotoksik Etki

{(Sonuclar 3 deneyin ortalamasidiwr)
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Sekil 3 5 IFN-alfa + H Ure Kombinasyonunun Daudi Hiicreleri Uzerinde Gosterdigi

Sitotoksik Etki
( Sonuglar 3 deneyin ortalamasidir)
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Sekil 3.6 IFN-alfa’min K562 Hiicreleri Uzerinde Gosterdigi Sitotoksik Etki
( Sonuglar 3 ayn deneyin ortalamasidir)
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Sekil 37 5-FU’in K562 Hucreleri Uzerinde Gosterdigi Sitotoksik Etki
( Sonuglar 3 deneyin ortalamasidir)
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Sekil 3.8 H Ure’nin K562 Hiicreleri Uzerinde Gasterdigi Sitotoksik Etki -
( Sonuglar 3 deneyin ortalamasidir)
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Sekil 3.9 IFN-alfa + 5-FU Kombinasyonunun K562 Hiicreleri Uzerinde Gosterdifi
Sitotokstk Etki -
( Sonuglar 3 ayn deneyin ortalamasidir).
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Sekil 3.10 [FN-alfa + H Ure Kombinasyonunun K562 Hucreleri Uzerinde Gosterdigi
Sitotoksik Etki
{ Sonuglar 3 ayri deneyin ortalamasidir)
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Sekil 3.11 IFN-alfa’mn PRO ML Hiicreleri Uzerinde Gosterdigi Sitotoksik Etki
{ Sonuglar 3 deneyin ortalamasidir)
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Sekil 3 12 5-FU’in PRO.ML Hiicrelen Uzerinde Gosterdigi Sitotoksik Etki
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Sekil 3 13 H Ure’nin PRO ML Hiicreleri Uzerinde Gosterdigi Sitotoksik Etki
( Sonuglar 3 deneyin ortalamasidir)
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Sekil 3.14 [FN-alfa + 5-FU Kombinasyonunun PRO ML Hiicreleri Uzerinde
Gosterdigi Sitotoksik Etka
( Sonuclar 3 ayn deneyin ortalamasidir)
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3.2. DNA Fragmentasyonu

Daudi hiicrelerinde IFNa-con 1‘in bayumeyi (¢ogalmayt) durdurucu etkisi
konsantrasyon bagimls olarak ortaya gikmigtir Bu sonuca paralellik gosterecek sekilde
artan TEN konsantrasyonu bu hicrelerde DNA fragmentasyonunun da artmasina neden
olmustur 0.01 ng/ml IFNa-con 1 ihtiva eden ortamda bulunan hicre populasyonunda
genomik DNA’da kontrole oranla kismi bir pargalanma stzkonusu iken, genomik
DNA’da gozlenen fragmentasyon artan IFN konsantrasyonlarinda artmistir. En fazla
fragmentasyon 1ng/ml IFNa-con 1 ihtiva eden ortamda inkiibe edilen hicrelerden izole
edilen DNA’da gozlenmistir (Sekil 3 16)

Daudi hiicrelerinde 5-Florourasil’in (¢ogalmay1) durdurucu etkisi [FNa-con 1'e
oranla daha az olmustur S-Florourasil’in bu biyimeyi durdurucu etkisi yine
konsantrasyon bagimh olarak ortaya ¢ikmigtir Bu sonuca paralel olarak, 3-

Florourasil’in konsantrasyonu arttikca DNA fragmentasyonunun da arti gozlenmigtir
(Sekil 3.17).

Hidroksiire’nin Daudi hiicreleri izerinde gosterdigi sitotoksik etki diger
kemoterapiklerin s6z konusu hicrelerde gosterdigi sitotoksik etkiden farkli olarak
konsantrasyona bagh olarak artmus, ancak zamana bagli olarak azalmugtir. Buna bagh
olarak Hidroksitre nin 50-800 ng/mi arasinda degisen 5 farkli dozu konsantrasyona
bagh
olarak artan bir DNA fragmentasyonu gostermigtir DNA fragmentasyonu 50 ng/ml
Hidroksi iire ihtiva eden ortamda inkibe edilen hiicrelerden izole edilen genomik
DNA’da baslamig ve artan Hidroksitire konsantrasyonuyla birlikte genomik DNA’larda
goriilen pargalanma da artrmstir (Sekil 3 18)

[FNa-con t ve 5-Florourasil’in Daudi hiicrelerinde birlikte gosterdikleri biyiime
inhibisyonunda sinerjik etki gosterdikleri gozlenmigtit Buna paralel olarak hem 3-
Florourasil hem de IFNu-con 1 ihtiva eden ortamda bulunan Daudi hiicrelerinden elde

edilen genomik DNA’daki fragmentasyonun sadece S- Florourasil bulunan ortamda




inkiibe edilen Daudi hiicrelerinde gorilen DNA fragmentasyonundan daha fazla oldugu
gozlenmigtir (Sekil 3 19).

[FNa-con 1 ve Hidroksiire'nin Daudi hicreleri iizerinde birlikte gosterdigi
bﬁymncyi durdurucu etkisiyle Hidroksitire’nin tek basina iken sozkonusu hicreler
{izerinde gosterdigi buyiimeyi durdurucu etkisi arasinda Onemli derecede fark
bulunmamistir Fakat her iki durumda da konsantrasyona bagh olarak artan bir biyime
inhibisyonu gozlenmigtir. Buna paralel olarak TFNa-con 1 ve Hidroksiiire bulunan
ortamda inkiibe edilen hilcrelerden izole edilen genomik DNA’ lardaki fragmentasyonun
da doz bagimh olarak arttif gozlenmistir (Sekil 3.20)

-




Sekil 3 16 Daudi hicrelerinde [FNo-con 1’in Apoptosisi Inditksiyonu.
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Indiks

Sekil 3 17 Daudi Hicrelerinde 5-F lorourasil’in Apoptosisi
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Sekil 3.18 Daudi Hiicrelerinde Hidroksidire nin Apoptosisi Indiksiyonu
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Sekil 319 Daudi Hiicrelerinde IFNa-con 1 + 5-Florourasil’in Apoptosisi Indiiksiyonu




siyonu.

Sekil 3.20 Daudi Hiicrelerinde [FNa~con 1 + Hidroksitire’nin Apoptosisi Indi
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4. TARTISMA

Yapilan caligmada IFNa-conl, S-Florourasil ve Hidroksi Ure ile bunlarn
kombinasyonlarmin 16kemik hicreler tizerinde gosterdifi biylimeyit durdurucu etkisi
konsantrasyon bagimlh olarak ortaya ¢iknustir. Bu kemoterapiklerin 1okemik hiicrelerin
biiyumesini  inhibe etme Ozellifi  bunlarin  sézkonusu hicrelerde DNA
fragmentasyonunu baglatmasiyla ilgili gérimmektedir. Ciinkii IFN, S5-Florourasil ve
Hidroksi Ure ile bunlarin kombinasyonlarimn artan konsantrasyonlan, artan miktarda
DNA fragmentasyonu ve buna orantih sekilde de bilyiime inhibisyonu saglamaktadir.

(;alismada kullamlan G¢ l6semik hicrenin [FNa-con 1°¢ kargi olan duyarliiklari
bitytk farkhliklar gostermigtir. Daudi hiicreleri IFNa-con 1'e duyarh iken K562 ve
PROML hitcreleri daha fazla direng gostermiglerdir Ozes vd. (1992), tarafindan
yapiian bir ¢alismada [FNa-conl’in Daudi hiicreleri iizerinde gosterdigi antiproliferativ
(biiyimeyi durdurucu) etkisi ¢ahsilmstir. Bu galismada sozkonusu Iokemik hiicrelerde
bu IFN-a'nin ¢ogalma inhibisyonuna sebep oldugu gosterilmistir (Ozes vd 1992)
Benzer bir ¢aliyma da HCL (Sagh Hiicre Losemisi) teshisi konan bir hastadan izole
edilen Eskol hiicrelerinde de yapilmis ve IFNa-conl’in bu hiicreler zerinde de

¢ogalmay1 durdurucu bir etki gosterdigi gozlenmigtir (Ozes vd 1993).

IFN-alfamn gesith kanser huicrelerinde antiproliferatif etkisi oldugu birgok
aragtirmact tarafindan rapor edilmistir. Omegin Maeda vd (1988), insan kolon kanseri
hiicre hatti olan RPMI 4788 hiicrelerinde IFN-a.“yt test etmisler ve TFN-‘nin sézkonusu
hitcrelerde antiproliferatif etki gosterdigini rapor etmislerdir (Maeda vd 1988).

IFN-alfa tedavi amagh olarak tek bagina kullanildifn gibi ¢esitli kemoterapik
ilaglarla birlikte de kullamimaktadir, Yapilan bir ¢alismada, gebelik dénemindeki
kronik 16semili hastalann yagsam siirelerinin  IFN-o, 2-deoksikoformisin ve 2-
klorodeoksiadenozin gibi terapatik ajanlarin tedavisiyle uzatilabildigi gosterilmistir
( Talpaz vd 1991, Piro vd 1990)




Yapilan bu c¢alisgmada I[FNo-con 1'in  S-Florourasil ve Hidroksiire ile
kombinasyonlanmn ii¢ 16semik hiicre hatti tizerinde gosterdikleri antiproliferatif etkileri
aragtinlmigtir ve sonugta IFNa~con 1'in her iki kemoterapik ilagla olan
kombinasyonunda da sinerjistik etki gozlenmigtit. Yapilan in_vitro ve in vivo
calismalarda farkl timor hiicre hatlannda IFN-a ve 5-Florourasil’in aralarinda sinerjik
etki gosterdifi saptanmigtir. Servikal karsinoma hicre hatti ( ME180), sagli hiicre
l6semisi hitcre hatt1 ( Eskol), eritroblastik losemi hiicre hatt: ( K562) ve AIDS-bagimli
Kaposi’s sarkoma hiicrelerinin primer kiltirlerinde IFN-o ve 5-Florourasil’in birlikte
zamana ve konsantrasyona baglt olarak artan bir sitotoksik etki gosterdigi rapor
edilmisgtir { Reiter vd. 1992).

IEN-a ve 5-Florourasil’in birlikte gosterdikleri sitotoksik etki, Wadler vd. (1996)
tarafindan 6zafagus kanserli hastalar tizerinde test edilmis ve bu etkilerini gosterirken

DNA fragmentasyonuna da sebep olduklan saptanmgtir (Wadler vd 1996).

Sugimachi vd. (1996) da rektal kanserlerde 5-Florourasil tedavisinin olumiu
sonuglar verdigini rapor etmislerdir ( Sugimachi vd. 1996)

Hidroksitire’nin Burkit lemfoma’da apoptosisi indikledigi Johnson vd. (1994)
tarafindan yapilan bir calismada gosterilmistir ( Johnson vd 1994)

Hidroksiiire, Busulfan ve IFN-o gibi terapatik ajanlar genellikle kronik fazdaki
kronik myelogenous losemi tedavisinde kullanilmaktadir Hidroksiiire ve Busuifan
DNA sentezini inhibe eder ve boylece dogustan sakatlik, fetusun bitylimesini geciktirme
ve ditgitk olmasina potansiyel saglar ( Doll vd. 1989)
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5. SONUC

Irypan mavisi ile sayim yontemi 6li ve canli hiicrelerin miktarim belirlemede
bilim dinyasinca kullamlan etkin bir yontemdir Bu yontemle IFNa-con 1 ve
kemoterapik ilaglar olan 5-Florourasil ile Hidroksiiire’nin losemik hiicreler tizerindeki
bityimey: durdurucu etkisi saptanmigtir. IFNa-con 1 ve kemoterapiklerin bulundugu
ortamda inkiibe edilen hicrelerden izole edilen DNA’lanin fragmentasyona ufrayip
ugramadiklarinin  agaroz jel elekiroforezinde belirlenmesiyle IFNa-con 1 ve bu

kemoterapiklerin apoptosisi indiikledikleri agiklanmstir.

Bu ¢aligmadan elde edilen sonuglar losemik hiicre ¢esidi olan insan Burkitt
lenfoma’mn IFN-aifa kullanarak yapilan tedavisinde, bu interferonun nasil bir
mekanizma kullanarak séz konusu hicreleri oldirduginin aydinlatiimasina katk
saglayacaktir Ayrica IFN-alfa’ya direngli olan K562 ve yeni gelistirdigimiz PRO.ML
hiicrelerinin kullaniimasiyla elde edilen sonuglar da IFN-alfa’ya cevap vermenin

ardindaki mekanizmanin agi3a ¢ikanimasinda bizlere faydal olacaktir.




6. OZET

Bu ¢alismada, IFNa-con 1'in  kemoterapik ilaglar olan 5-Florourasil ve
Hidroksiiire ile kombinasyonlarimn 1osemik hiicreler iizerine olan antiproliferatif etkisi

aragtirlimigtir

Antiproliferatif etkinin gosterilmesi Tripan mavisi varhfinda o6li ve canhi
hiicrelerin miktarinin tespitiyle, Apoptosisin indilksiyonu ise DNA fragmentasyonu esas

alinarak belirtenmigtir

Calismada kullamlan 3 16semik hicrenin [FNa-con 1’e karg: olan duyarliliklan
biyilk farklihk gostermigtir Daudi hicreleri IFNo-con 1'e¢ duyarhi iken K562 ve
PRO ML hiicreleri daha fazla direng gostermislerdir. 5-Florourasil Daudi hiicrelerinde
% 51 oramnda biyime inhibisyonu gosterirken bu oran K562 hicrelerinde % 79,
PRO ML hiicrelerinde ise % 73 olarak saptanmistir. [FNo-con 1 ile 5-Florourasil’in
kombinasyoniar1 ise her @i¢ hiicrede de sinerjik etki gostermistir Hidroksilire'nin
bityiimeyi durdurucu etkisi Daudi hiicrelerinde konsantrasyona bagli olarak artarken
zamana bagh olarak azalmaktadir. K562 ve PROML hicreleri iizerinde ise hem
konsantrasyona hem de zamana bagh olarak artan bir bilyime inhibisyonu gostermigtir.
Hidroksitire’nin IFNa-~con 1 ile kombinasyonu yine Daudi hicrelerinde konsantrasyona
bagh olarak artan, zamana bagl olarak azalan bityiime inhibisyonu gosterirken K562 ve
PRO ML hiicrelerinde hem konsantrasyona hem de zamana bagh olarak artan bir

biiviime inhibisyonu gdsterdigi saptanmustir.

Bu sonuglara gore, IFNo‘min gesitli 1okemik hiicreler tizerindeki bliytimeyi

durdurucu etkisi bu hiicrelerde apoptosisi indiikklemesiyle agiklanabilir
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7. SUMMARY

In this investigation, antiproliferative effects of IFNa-con 1 and its combinations
with 5-Florouracil and Hydroxyure have been studied on leukemic cells
Antiproliferative effect has been determined by counting live and dead cells in the
presence of Trypan blue. Induction of apoptosis is determined on the base of DNA
fragmentation

Interferon sensitivity of three different cells, K562, Daudi and PROML, used in
this study showed big differences. While Daudi cells were very sensitive to IFNo-con 1,
K562 and PRO.ML were relatively resistant to this interferon. While the highest dose of
5-Florouracil showed 51 % growth inhibition on Daudi cells, this was 79 % on K562
and 73 % on PRO ML cells. Combinations of 5-FU IFNa-con 1 showed synergistic
effect on all thiee cells. While growth inhibitory effect of HU on Daudi cells increases
on concentration dependent manner, it diminishes by time and growth inhibitory effect
of HU on K562 and PRO ML increases both on the time and dose dependent manner
While combination of HU with IFNa~-con 1 showed increasing antiproliferative effect
on dose dependent and decreasing by time dependent manner on Daudi cells, this
combination showed increased antiproliferative effect on both time and dose dependent
manner on K562 and PRO ML cells

On the base of this results, it has been concluded that antiproliferative effect of

IFNa-con 1 on leukemic cells can be explained by induction of apoptosis
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