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OZET
Interlokin-1 (IL-1)’in otokrin bilyiime faktdrii olarak akut myeloblastik l8semi
(AML) blastlarinin {iremesi {izerine etkilerini arastirmak amaciyla 9 AML’li
hastadan alinan kemik iligi (KI) blastlari, aderan hiicreler ve T-Lenfositlerden
arindirilarak birincisinde 15ng/ml graniilosit-makrofaj koloni stimiile edici faktor
(GM-CSF) igeren standart vasat (SV), ikincisinde SV+500ng/ml IL-1 reseptor
antagonisti (IL-1 Ra), iiglinciisiinde SV+ 200ng/ml IL-1B noétralizan antikor (IL-
1BNA), dérdiinciisinde SV+ 500ng/ml IL-1RA+200ng/mlIL-1BNA  bulunan
ortamlara ekildi. Kontrol grubundaki koloni sayist %100 olarak kabul edilerek diger
vasatlardaki koloni sayilarinin buna oranlar1 hesaplandi. IL-1RA igeren vasatta elde
edilen koloni sayilarinin oranlarinin ortalamasi %63.7+21.5 (p<0.01), IL-1bNA’lu
vasatlarda %69.5+19 (p<0.01), her ikisinin de oldugu vasatlarda %53.4+ 23.7
(p<0.01) olarak bulundu. IL-1RA+IL-1BNA’nin tek basina IL-1BNA’a gore daha
belirgin koloni inhibisyonu yaptig1 gdézlendi (p<0.01). IL-1 inhibisyonu ile olusan
AML blast proliferasyonunda inhibisyon FAB alt gruplar ilé iliskili bulunmadi ve
inhibisyon oraninda bireysel farkhiliklar gézlendi. Sonug: Gerek IL-1BNA, gerek IL-
IRA gerekse de ikisinin bir arada kiiltiir ortamina ilavesi, koloni sayilarinda degisen
oranlarda diismelere neden olmaktadir. Otokrin IL-1P salimimi AML’de otonom blast
proliferasyonunu saglayan faktorlerden biridir. Tiim Kkiiltiir ortamlarinda egzojen
GM-CSF bulunmas: nedeniyle IL-1 inhibisyonunun AML blast proliferasyonunda
inhibitor etkisi, otokrin GM-CSF salgisinda baskilanmadan kaynaklanmamaktadir.
AML’de, efektif bir IL-1 inhibit6rii olan ve insanlarda 6nemli bir yan etki potansiyeli
g6zlenmeyen IL-1RA ve yine hayvan modellerinde herhangi bir yan etki potansiyeli
gostermeyen, IL-1B’y: aktif forma doniigtiren IL-1B konverting enzim (ICE)
inhibitorleri yakin bir zamanda yeni tedavi modaliteleri olarak giindeme
gelebilecektir. Bu tedavi yOntemlerinin, daha Onceden blastik hiicrelerinin IL-1
inhibisyonuna belirgin duyarlilig1 saptanmig AML’li hastalarda kullanilmas: uygun

bir yaklagim olacaktir.



GIRIS

AML, myeloid &ncil hiicrelerin anormal proliferasyonu ve matiirasyon duraklamasi ile
karakterize klonal, hematolojik bir hastaliktir(1). AML blastlari diger myeloid
prekiirsérlere benzer gekilde kemik iligi stromasi ve aksesuar hiicrelerden salgilanan
biiyiime faktérlerine (BF) gereksinim duymakla birlikte, bazi AML blastlar1 ek BF
gereksinimi olmaksizin otonom biiyiime 6zelligine sahiptir. AML blastlarinin GM-CSF,
IL-1 gibi BF’ni salgiladig1 gesitli galigmalarda gosterilmistir(2,3). Invitro ¢aligmalarda
IL-1’in gerek parakrin, gerekse de otokrin yolla AML blast hiicrelerinin biiytimesini
stimiile ettigi(4,5) ve IL-1 etkisini antagonize eden IL-1RA ve solubl IL-1
reseptoriiniin(sIL-1R), kiitiir ortaminda AML 16semik blastlarimn proliferasyonunu
Onledigi gosterilmistir(6).

IL-1, prototipik multifonksiyonel sitokinlerden biri olup, koloni sitiimiile edici
faktorlerden farkli olarak hemen hemen tiim hiicre tiplerine etki edebilir ve siklikla
diger sitokin ve mediatér molekiillerle birlikte calisir. IL-1 ailesi, agonist olan IL-1a,
IL-1B ve antagonist olan IL-1 RA olmak {izere 3 tiyeden olusur. IL-1 a ve P prekiirsér
halinde salinir(7). IL-1o prekiirsérii biolojik aktiviteye sahip iken, IL-1P prekiirsrii
ancak IL-1B konverting enzim(ICE) aracilify ile' aktif formuna doniistikten sonra
biyolojik aktivite kazanir(8,9).

Calismamizda GM-CSF igeren kultur ortaminda, IL-1BNA, IL-1RA ve ikisinin birarada

AML blast proliferasyonuna etkisi arastirildi.



GENEL BILGI

AML VE BiYOLOJisI

AML, klinik olarak benzerlik gésteren ancak farkli morfolojik ve sitogenetik dzelliklere
sahip kemik iligi k6kenli neoplazmalarin bir grubunu olusturur. Hemen hemen her yas
grubunda goriilebilmekle birlikte daha ¢ok erigkin yaslarda goriilir. Tim yas
gruplarinda benzer klinik 6zellikler gostermekte olup, semptomlar, blastik hiicrelerin
kemik iligi hiicrelerinin yerini almasi sonucu bozulmus hematopoiezis ve buna bagli
gelisen sitopenilere  dayamir. AML blastlarinin  ¢ogu myeloid veya monositik
diferansiasyon gosterir. Hastalarin yaklagik %5-10'u ise eritroid ya da megakaryositik
diferansiasyor: gosterir. Yiizey marker incelemeleri AML'nin stem cell'den daha matiir
formlara kadar uzanan heterojeniteye sahip oldugunu géstermektedir(10). Sitogenetik
analiz sonuglar1 ve bayan AML'li hastalarda blastlarda G6PD izoenzim tipinin homojen
olmasi, hastaligin tek bir klondan kaynaklandigimi distindtirmektedir (11). Patogenez
kesin aydinlanmamig olmakla birlikte hastalarin yaklasik %50-70'inde kromozomal
anomaliler mevcuttur. Diger bir yandan hastalarin bir kisminda toksik maddelere ve
radyasyona maruz kalma veya altta yatan genetik sendromlar sézkonusudur. Ve yine
kesin kanitlanmamis olmakla birlikte bazi protoonkogenlerle iliski tanimlanmigtir (10)
Giiniimiizde AML tedavisinde en gegerli yol kombine kemoterapi (KT) rejimlerinin
kullanimidir. Randomize ¢aligmalarda standart inditksiyon KT (Daunorubisin, Ara-C,
Tioguanin) ile AML'de tam remisyon oranlari%50-80 arasinda bildirilmektedir. Bu
hastalarda median remisyon 8-12 ay, median yasam siiresi 9-16 aydir (12). Geng

hastalarda konsolidasyon amagli postremisyon yliksek doz Ara-C kullammi yasam

siiresi ve remisyon devamlilig1 agisindan Snemli bir avantaj saglamistir (13). Allojeneik



hematopoietik stem cell transplanti ilk remisyonda uygulandigi taktirde %350-60
oraninda 5 yillik hastaliksiz yasam elde edilebilmektedir(14).

French-American-British (FAB) klasifikasyonu, AML'yi morfolojik ve sitokimyasal
kriterlere gére 8 alt grupta (M0-M7) toplar. Immunofenotipleme ise FAB gruplarina
gore, andifferansiye l6semi (MO), eritrolésemi (M6) ve megakaryoblastik (M7)
16semilerin tanisinda yardimci bir ydntem olarak yeralmaktadir (15). Bu siniflama her
ne kadar klinik 6zellikleri ve sitogenetik 6zellikleri hesaba katmasa da yaygin kullanim
alani bulmugstur. FAB subtipleri prognostik kriter olarak Bnemli bir degere sahip
olmayip 16semik hiicrenin biyolojisi i¢in yeterli bilgi vermemektedir (11).

AML'li hastalgrda tedavideki gelismeler, artan bir oranda hastalifin kiirlinii saglamakla
birlikte halen hastalarin énemli bir kismi hastaliklarindan 6lmektedir. Hastalififin
biyolojik davramigimin bilinmesi hastalifin seyrine yaklagimlari etkilemis ve
promyelositik 16semide (FAB M3) all-trans retinoic acid (ATRA) tedavisi gibi spesifik
tedavi modalitelerini kullanima sokmusgtur (16).

Gergekten de l6semik hiicrelerin bireysel davranig 6zellikleri tedaviye yanit yoniinden
Onemli bir belirleyicidir ve 16semi biyolojisinin aydinlatilmasi bu hastalifin tedavisinde
yeni gelismelerin  ve ATRA O&rneginde oldugu gibi  yeni biyolojik tedavi

modalitelerinin yer almasini saglayacaktir.

AML'de Prognozu Etkileyen Biyolojik Ozellikler:

AML'de tedaviye yamt kigiden kisiye degisim gdstermektedir. Ozellikle ileri yaslarda
goriilen AML'de tedaviye yanit genglere gére daha kétiidiir. Ileri yaslarda gelisen AML
daha ¢ok pluripotent 6ncii hiicrelerden kaynaklanirken geng yaslarda goriilen AML ise
nispeten farklilagmis (committed) belirli bir seriye ait 6ncii hiicrelerden kaynaklanir.

Pluripotent hiicreden kaynaklanan AML'ler, yiiksek kendini yenileme kapasitesi, aktif



ilag atim pompasi (multi drug resistance, MDR1) ve yliksek anti-apopitotik gen proteini
icerigi (bcl-2, bcl-xL) gibi ozellikleri nedeniyle konvansiyonel kemoterapi (KT)
uygulamalarina direng gosterirler (17).

Hastanin yas1 yamsira tedaviye yaniti etkileyen en onemli faktorlerden biri, spesifik
sitogenetik anomalilerin varligidir. Monozomi 5 ya da 7, 5q delesyonu, 11923
anomalileri ve multipl sitogenetik degisiklikler tedaviye kotii yamiti gosterirken,
t(15;17), t(8;21) ve invl6 yiiksek tam remisyon orami ve iyi prognoz ile yakindan
iligkilidir (18). Bunun yamsira CD34 ekspresyonu tiim ¢aligmalarda olmamakla birlikte
¢alismalarin ¢ogunda kotii klinik yanit ve kotii prognoz ile iligkili bulunmustur (11).
MDR1 ekspresyonu siklikla kotii prognostik 6zelligi olan sitogenetik anomalilerle
birlikte olup tedavide ana grupta kullamilan (6rn.: antrasiklin) ilaglara direngten

sorumludur(19). AML’de kotii prognostik faktorler Tablo 1°de 6zet olarak verilmistir.

Tablo 1
K6t prognoz
Yas >2, <45
Sitogenetik h -5, -7, 5q-, 11g23
Immunofenotip CD34+1igi, bifenotip
llag rezistansi MDR1 expresyonu
Apopitoza direng p53 mutasyonu, yiiksek bcl-2 expresyonu
Invitro hiicre kiiltiirii yiiksek otonom biiylime kapasitesi

AML blastlari, hematopoietik hiicrelere benzer sekilde G-CSF, GM-CSF, IL-3 gibi
biiylime faktorleri ile metilselliillozlu ortamda koloni olusturma kapasitesine sahiptir.
Bazi AML blastlarinin normal hematopoietik hiicrelere avantajlari, ekzojen biiylime
faktorlerine gereksinim duymaksizin otokrin BF aracilifi ile otonom prolifere olabilme
yetenekleridir (20). AML blastlarimin otonom biiylime 6zellikleri GM-CSF, IL-1 gibi

salgiladiklar1 otokrin bliylime faktérleri araciligi ile olmaktadir (2,3,21).



Normal KI'ne ait erken progenitér hematopoietik hiicrelerde de (CD34+/CD38-) IL-18
mRNA'sinin exprese olmasi, bu o&zelliin 16semi spesifik olmaktan ¢ok AML
blastlarinin erken hematopoietik hiicrelerden (primitive multilineage stem cells)
kaynaklandig1 goriigtinii desteklemektedir (22). Bu nedenle AML blast hiicrelerin “self
renewal” otonom biiylime 6zellikleri kot prognostik fakt6r olarak ortaya ¢ikmaktadir
(20). Benzer sekilde AML blastlarinda IL-1BmRNA ekspresyonu kisa remisyon siiresi

ile iligkili bulunmustur(23).



IL-1

IL-1, 19701 yillarin baginda ilk olarak makrofaj kokenli lenfosit aktive edici faktér
olarak tanimlanmigtir . IL-1, primer olarak monosit ve makrofajlarca sentezlenmekle
birlikte, birgok organda ¢esitli hiicreler tarafindan sentezlenebilmektedir (24).

IL-1(a ve B) prototipik multifonksiyonel sitokinlerden biridir. Koloni sitiimiile edici
faktorlerden farkli olarak hemen hemen tiim hiicre tiplerine etki edebilir ve siklikla
diger sitokin ve diger mediatér molekiillerle birlikte galigirlar. CSF'ler terap6tik olarak
kullanilabilmekle birlikte IL-1 toksisitesi kabul edilebilir diizeylerde degildir. Buna
karsin IL-1 etki ve iiretimini engelleyen ajanlar klinik tipta uygulama alan: bulabilir (7).
IL-1 ailesinin 3 tiyesi vardir: IL-1a, IL-1 B ve IL-1 RA. IL-1 o ve B agonist iken, IL-
1RA spesifik antagonist etki gosterir. IL-1 ve fibroblast biiyime faktorii (FGF) anlamh
bir aminoasit homolojisi gosterir. IL-1 a ve P prekiirsér halinde salinir. Her bir
prekiirsoriin molekiil agirligi 31 kD'dur ve spesifik proteazlar araciligi ile 17 kD'luk
matiir formlara doniiglirler. Buna kargin IL-1RA solubl IL-IRA olarak hizla hiicre

disina gikabilir (7).

IL-1a:

Monositlerde hiicre i¢inde 31 kD agirliginda prolL-la olarak bulunur ve IL-1B 'nin
tersine bu formu aktiftir (8,25). Hﬁcre 6ltimiini takiben pro IL-1a extraselliiler matrixte
bulunan proteazlarla kesilerek 17 kD agirliginda matiir IL-1o formuna déniigebilir (26).
IL-lco. hiicre Sliimii olmaksizin "calpain" adi verilen kalsiyuma bagimli membranla
iligkili sistein proteazlarin aktivasyonu ile de matiir forma déniisebilir (27) (Sekil 1). IL-
1B “knock-out” farelerde yeterli IL-1a sentezi olmasina kargin akut faz cevabmnin ve

lokal inflamatuar olaylarda ates yamitinin olmamas: ve yine farelerde anti-IL-1pB ile



kollagenin indiikledigi artritin gelismesi Onlenirken anti-IL-la'da bu etkinin
gorilmemesi, bu hastalik modellerinde IL-18 'min daha 6n planda oldugunu

gostermektedir (28,29,30).

Sekil 1 Monositlerde IL-1a tiretimi
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Mikrotiibtillerde prolL-la. ‘y1 kodlayan IL-la mRNA translasyonu olur. Myorilize IL-lo hiicre
membranina transloke olur. Myorilize IL-1a calpain aracilig1 ile matlir formuna déntistiiritlebilir.

10



IL-18:

Hicre iginde pro IL-18 olarak sentezlenir, kesilene ve hiicreyi terk edinceye kadar
prematiir formda sitozolde yer alir. IL-la'dan farkli olarak membran formu yoktur ve
prematiir formu sinirl aktiviteye sahiptir (31). IL-1B 'nin matiir formunun salinimi ICE

aracil1g1 ile aspartik asit-alanin(116-117) pepditinin kesilmesi sayesinde olur (32) (Sekil

2).

Sekil 2 Monositlerde IL-1p iiretimi
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Sitozol ve mikrotiibiillerde prolL-1 B ‘y1 kodlayan IL-1B mRNA translasyonu olur. proIL-1B ICE ile
parcalanana kadar sitozolik kalir. Aktif ICE dominant olarak membranin i¢ ylizeyinde bulunur.

ICE:
ProlL-1B 'min aktif matiir forma doniismesi i¢in ICE'e ihtiyaci vardir (Sekil 2). IL-1B

'min kesilmesi aspartik asit-alanin(116-117) peptid pozisyonunda ICE olarak bilinen
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intraselliiler sistein proteazlarca olur (32). ICE, IL-1a'nin matiir formuna ddniiglimiinde
rol oynamaz. Elastaz ve granzyme A gibi enzimler de ProIL-18'y1 112. ve 120. amino
asitlerinden keserek biyolojik olarak aktif IL-1B olugumunu saglayabilir (33,34). ICE
"deficient" fareler letal endotoksemiye direng gosterirler (35). ICE veya homologlarinin
apopitozu indiiklediginin saptanmasi ilging bir gozlemdir (7). Bu inhibisyon, FAS
aracilikli apopitoz ile iligki gostermektedir (36). Ancak bu bulgularin tersine ICE
inhibisyonunun AML hiicre kiiltiirtinde apopitotik §liimii azaltmak ve dolayisiyla hiicre
surveyini uzatmak yérine hiicre proliferasyonunu engellemesi (37,38), IL-1B'nin 16semik

hiicreler i¢in bir biiylime faktorii olarak rol oynamasindan kaynaklanabilir.

IL-1RA:

22-25kD agirhgindaki IL-1RA, ilk olarak insan monosit kiiltiir siipernatantlarinda ve
atesli veya myelomonositik losemili hastalarin idrarinda saptanmigtir (24). IL-1
aktivitesini inhibe eden IL-1RA, gerek sitokinler igin gerekse de hormon benzeri
molekiiller igin.dogal olarak sentez edilen resept6r antagonistlerinden ilk tanimlananidir
(24). Zaman igindeki gelismeler IL-1RA'min rekombinant teknoloji ile iiretimine kadar
uzanmig ve insanlardaki bir ¢ok hastaliin tedavisinde aragtirma alani bulmustur (24).
Intrasitoplazmik ve solubl formlar1 mevcuttur (24). Sekrete edilen IL-1RA 22kD
agirhiginda glikolize bir proteindif (24,39) (Sekil 3). Primer aminoasit homolojisi IL-1B
ile IL-1RA arasinda %26 olup, IL-1B ile IL-1o arasindaki homolojiden daha fazladir
(7,24). IL-1RA'mn Tip I IL-1 reseptor (IL-1RI)'e baglanmas: IL-1B ve o'ya benzemekle
birlikte agonist etki gdstermez. Insanlarda IL-1a ve B'dan 1.000.000 (1-10mg/kg) kat
daba fazla IL-1RA enjekte edildiginde agonist aktivite goriilmemistir (40). Bu Faz I

¢aliymada hemen hemen hi¢ bir anlamli yan etki gdzlenmemistir (40). Hayvan
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modellerinde IL-1 'in sistemik inflamatuar yamtin1 6nlemek amaci ile 100-1.000 kat
fazla IL-1RA dozuna gereksinim olmugtur (41,42). IL-1RA ile yapilan Faz I caligmada
sepsisli hastalarda mortaliteyi digiiriicti etkisinin gozlenmesi Faz III ¢aligmalarin
baslamasina yol agmustir (24).

Sekil 3 Lipopolisakkaritlerle stimiile edilen monositlerde IL-1RA iiretimi
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Primer transkript prolL-1RA’dir. Endoplazmik retikulumda translasyonu takiben golgiye transporte olur.
Kesilmeyi takiben sIL-1RA olarak hiicreyi terketmeye hazir hale gelir.

IL-1 Reseptorleri:

Giiniimiize kadar iki IL-1 baglayici protein (reseptdrii) ve bir aksesuar protein (IL-
1AcP) tanimlanmustir. Her iki reseptoriin extraselliiler domeyni ve IL-1AcP, Ig stiper
ailesinin tiyeleridir (43,44). IL-1RI ve tip II IL-1 reseptorii (IL-1RII) geni insanlarda 2.
kromozomun uzun kolunda yer alir (45). IL-1RI, 80kD’luk bir glikoprotein olup
endotelial hiicreler, diiz kas hiicreleri, epitelial hiicreler, hepatositler, keratinositler,

epidermal dentritik hiicreler ve T lenfositlerde bulunur. IL-1RI bityiik oranda glikolize



olup, glikolizasyonda azalma IL-1 baglanmasim azaltir (46). IL-1RI sinyal iletimi
yaparken IL-1RII, IL-1'in baglanmasini saglar ancak sinyal iletisi yapmaz. IL-1RII IL-
1B i¢in bir tuzak gérevi yapar ve "Decoy receptor” olarak adlandirlir (47). IL-1 IL-1RI'e
baglandiginda olugan kompleks IL-1R-AcP’e baglanir (43). IL-1R ve IL-1RAcP'nin

sitoplazmik domeininin heterodimerizasyonu IL-1 sinyal iletisini tetikler.

Solubl IL-1R:
IL-1RI ve [I'nin solubl formu kanda ve gesitli biyolojik sivilarda bulunur. sIL-1RI'in IL-
1 ligantlarina baglanma affinitesi IL-1RA > IL-1a > IL-B seklinde iken IL-1RII igin IL-
18 >IL-1a > IL-1RA seklindedir (7)

a

Extraselliiler ya da soluble IL-1RI ve II hastalik ve saglik durumlarinda IL-1a, IL-1f ve

IL-1RA ile baglanarak dogal tampon gorevi yapar.(7)

IL-1 tiretiminin azaltimasi:

Kortikosteroidler, birgok sitokine etki ettikleri gibi spesifik olmaya.ﬁ bir sekilde IL-1
tfénskripsiyonunu bloke ederler. Diyette omega-3 yag asitlerinin suplementasyonunun
periferik kan MNC’den IL-1, IL-6 ve tiimér nekroz faktér (TNF) {iretimini %50-60
oraninda azaltti§1 gésterilmistir (7,48). IL-4, IL-6, IL-10, IL-13 ve “transforming growth
factor” (TGF) IL-1, TNFa ve diger sitokinlerin gen ekspresyonunu baskilayici etki
gosterir (7). Interferon a (IFN-ocj da, IL-1'in indiikledigi IL-1 sentezini suprese edici

etkiye sahiptir (49).

IL-1 'in biyolojik etkileri Tablo 2'de, ylizey reseptorlerine etkisi Tablo 3'de, sinerjistik

aktivitesi Tablo 4’te 6zetlenmistir.
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Tablo 2: 1L-1'in Biolojik etkileri:

Sistemik enjekte
edilen IL-1'in
etkileri

Ates, artmis uyku, depresyon, anoreksi, hipotansiyon, tagikardi, laktik
asidoz, artmig dolasan nitrikoksit, hiperinsiilinemi, hiper ve hipoglisemi,
hipotalamik monoamin ve néropeptid salinimi, nétrofili, KI sellitlaritesinde
artma, trombositoz, hepatik akut faz proteinleri sentezinde artma,
hipotalamik-pitiiiter-adrenal aksisin stimillasyonu, hipoferremi, artmig
sodyum exkresyonu, hiperlipidemi, hipoalbitminemi, artmiy metastaz,

artmis nonspesifik enfeksiyon rezistansi

Lokal enjekte
edilen IL-1'in

&
etkileri

Tavsanlarda:nstrofillerin diz eklemine infiltrasyonu, diz ekleminde
proteoglikanlarda artma. Intra vitreal injeksiyon ile iiveit geligimi, gbziin
6n kamerasinda anjiogenez, serebral ventrikiillerde hiicre infiltrasyonu ve

sitokin {iretimi, intratrakeal uygulamada akcigere notrofil ve albiimin akimi:

Immiinolojik
yanitta

degisiklikler

Artmis antikor yapimi, artmis lenfokin sentezi, artmig IL-2 reseptdril, tip 2
insan T hiicre klonunun gelisimi, protein antijenlere toleransin inhibisyonu,

dalagin lipopolisakkaritlere hiicre mitojenik yanitinin giiclenmesi

IL-1'in kiiltiire
hiicre ve

dokulara etkisi

ELAM-1, ICAM-1, VCAM-1 expresyonunda artma, instlin iireten adacik
hiicrelerine sitotoksisite, Tirositlerde tiroglobulin sentezinin inhibisyonu,
kemikten kalsiyum salinimi, aragidonik asit, prostanoid ve eikosanoid
salintminda artma, intestinal hiicrelerde artmis mukus Gretimi, beyin
sinaptozomlarinda GABA resepttriinde artis, fibroblast, diiz kas hiicreleri
ve mezengial hilcrelerin proliferasyonu, sa¢ follikill hiicrelerinin
biiylimesinin inhibisyonu, adrenalde artmis kortikosteron sentezi, artmig

HIV-1 expresyonu
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Tablo3: IL-1'in yiizey reseptérlerine etkisi

Artmig yiizey reseptdrii yada reseptire
baglanma

Azalmig yiizey reseptorii yada reseptire
baflanma

Hepatositlere LDL baglanmasi*

Hiicre adezyon molekiilleri*

Endotelial hiicrelerde CD55 (DAF)

IL-3, IL-5 ve GM-CSF beta subtiniti*

KI hitcrelerinde c-kit*

Deksametazon igin niikleer resepttr
Endotelial hilcrelere IgG baglanmas:i
Fibroblastlarda kompleman C1q reseptoril
Yiiksek endotelial lenfosit reseptorii
Fibroblastlarda transferrin reseptorii*
makrofajlarda interferon y reseptéru*
Makrofaj ve 16semik hiicrelerde Fc reseptorii
Nétrofillerde kompleman C3b reseptorii
Gama aminobutirik asit reseptSrii**
Loésemik hiicre serilerinde IL-2 ve IL-4 reseptorii
T hiicrelerinde TGF beta reseptdrit
Tiimor hiicrelerinde HLA klas II***
Beta2 adrenerjik reseptorler
Kondrositlerde IGF reseptorii

TNF reseptdorii (p75)*

Epidermal bilylime faktorii reseptdrii

Mirin Th2 hiicrelerinde IL-1RI
Makrofaj hiicre serilerine PGE2 baglanmasi
Endotelial hiicrelerde CD59

Endotelial hiicrelerde FGF
Makrofajlarda FcgRIII #

PDGF a ve B reseptorleri*

Graniiloza hiicrelerinde LH reseptorii
Periferik tip benzodiazepin reseptorit
TNF reseptoril (p55) * #

IL-6 solubl reseptor (p80)*
Lenfositlerde CD4

Endotelial hiicrelerde laminin reseptorii*
Paratiroid hormon reseptoril
Astrositlerde substans P reseptoril
Epidermal bityitme faktdril reseptorii £

*gen expresyonundaki degisiklik ile iligkili
**Klorid kanallarim hizlandirir
***[Fgama prodiiksiyonuna bagli

= Azalmis fagositoz ile iligkili

# Artmig reseptdr salinimi ile iligkili

& IL-1 aracilikli fosforilasyona bagl affinitede gegici azalma

- Tablo 4: IL-1'in sinerjistik aktivitesi

IL-1 + Bradikinin

Anjiogenezis, Snoviositlerde aragidonik asit sentezi, uterin desiduada

PGF2a. sentezi,. hepatoma hiicreleri ve fibroblastlardan IL-6 sentezi

IL-1 + TNF
Schwartzman
fibroblastlarda
hepatotoksisite,

Tavsanlarda hemodinamik sok ve laktik asidoz, radyoproteksiyon,
reaksiyonunu,
PGF2a

insiilin salinimi

luteal ~hiicre PGF2a  sentezi,
sentezi, galaktozaminin  indikledigi
ve beta hiicre 6limii, insiilin

rezistansi, mezotelial hiicrelerde IL-8 sentezi

IL-1 + IL-6 veya
CSF

Antijenin indtikledigi T-hiicre IL-2 Uretimi, asit glikoprotein ve C3'tin
hepatik sentezi, LPS baglayici proteinin hepatik sentezi, stem cell

proteksiyonu, hematopoiezis, progenitor hiicre proliferasyonu

IL-1 + FGF veya
PDGF veya EGF
veya TGFa

fibroblastlarda

sentezi

dermal fibroblastlarda PGE2 sentezi, snovial hiicrelerde PGE2 sentezi,
kemotaksis,
salimimi,artikiiler kartilajin yikimi, osteoblastik hiicrelerde PGE2

snoviositlerden  fosfolipaz A2
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IL-1’in Hematopoiezsiteki Rolii:

IL-1'in normal hematopoieziste rolii olduguna dair direkt bulgu yoktur. IL-1 "deficient"
farelerde 10 jenerasyon sonra dahi hematolojik bozukluga ait bulgu saptanmamigtir.
Ancak inflamatuar olaylarda kemik iligi yamti IL-1 baskilanmasi sonucu azalmaktadir
(7). Insanlarda da IL-1Ra uygulanmasi sonrasi herhangi bir hematolojik degisiklik
gbzlenmez iken, endotoksinlerin indiikledigi nétrofili ve G-CSF diizeylerinde %50
oraninda azalmanin saptanmast bu goriisli  desteklemektedir (50). IL-1'in
hematopoieziste en iyi tamimlanmis rolii CSF ve SCF'lin iiretimini arttirmasidir (51). IL-
1, eksvivo CD34+ hiicrelerin expansiyonunda diger sitokinlerle sinerjistik etkisinden

dolay kullanilmaktadir (52).

AML ve IL-1:

Birgok caligma spontan IL-1 gen ekspresyonu ve sentezinin AML, akut lenfoblastik
16semi (ALL), kronik myelositik 16semi (KML) ve kronik lenfositik 16semi (KLL)'de
gerek periferik kan, gerekse de KI kokenli l6semik klon tarafindan yapildigim
gostermigtir (53,54,55,56,57). AML ve KML'de spontan IL-1 saliniminin patogenezde
rol oynadig1 gosterilmigtir (57,58,59,60,61). Bazt ¢alismalar hastalarin %70'inde AML
blastlarinin spontan gogalma 6zelliginin oldugunu ve bunun blastlarca otokrin olarak
eksprese olan IL-1f ile iligkili oldugunu gostermektedir (57,62). Saghkli kisilerin
periferik kan mononiikleer hiicrelerinde sensitif PCR yontemleri ile IL-1 gen
saptanmamasina karsin (63) periferik kanda dolasan AML blastlarinda IL-1B gen

ekspresyonu gosterilmigtir. AML blast kiiltlirlerine IL-1 ilavesi GM-CSF salgisinda

artma ve blast proliferasyonunun artmasi ile sonuglanmistir (64). Ekzojen IL-1a invitro
AML blast proliferasyonunu stimiile etmesine karsin IL-la geni 18semik blastlarca

spontan olarak eksprese edilmemekte ve kiiltlir ortamina anti IL-lo antikorlarmin
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eklenmesi spontan AML blast proliferasyonunu engellememektedir (58). AML blast
proliferasyonunda IL-1'in Snemini gdsteren en 6nemli ¢aligmalar IL-1'in spesifik blokaj1
sonucu proliferasyonun azaldiginin gosterilmesi olmugtur. IL-1BNA (58,59,65), IL-
IRA (6,62), sIL-1R (6) ve ICE'e kars1 antisens oligoniikleotidler (38) GM-CSF
salgisinda ve blast proliferasyonunda azalmaya neden olmaktadir. Benzer bir gekilde

ICE'in kompetitif antagonistleri de koloni proliferasyonunda azalmaya yol agmaktadir

3.
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MATERYAL VE METOD
Calismaya Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji-Onkoloji Bilim Dali’nda
takip edilen 9 yeni tan1 AML’li hasta alindi.
Tiim hastalardan tam1 aninda yapilan KI aspirasyon materyalinden kiiltiir dncesi di§
kaynakli IL-1 kaynadimi indirgemek amaciyla aderan hiicre ve T-hiicre deplesyonu

yapild1.

Mononiikleer Hiicrelerin Elde Edilmesi:

Hastalardan 500 U prezervatifsiz heparin igeren enjektdre 3-5 ml KI aspirasyon &rnegi
alindi. Ornekler Isocoves Modified Dulbecco’s Medium (IMDM) (Sigma, Chemical
Company,St. Louis, MO, USA) ile 1/1 oraninda sulandirildiktan sonra dansitesi 1077
olan Histopaque (Sigma, Chemical Company,St. Louis, MO, USA) iizerinde
tabakalandirildi ve 1600 rpm'de 30 dakika santrifuj edildi. Interfazda toplanan
mononiikleer hiicreler (MNC) pastor pipeti ile alindt ve Sml %10 fetal calf serum
(FCS)(Biochrom KG, Seromed, Berlin, Germany) igeren o-medium (Biochrom
KG,Seromed, Berlin, Germany) ortaminda resiispanse edildi. 10 dakika 1200 rpm'de
santrifuj edildikten sonra tekrar aymi ortamla resiispanse edildi ve ayn: iglem tekrarland:

ve boylece 6rnekler 2 kez ylkanarzik fikolden arindirildi.

Aderan Hiicre Deplesyonu:
Elde edilen MNC %10 FCS iceren a-medium ortaminda plastik 25cm2'lik kiiltlir

flasklarina (Corning, NY, USA) konarak %5 CO2 igeren 37°C'lik ortamda 1 saat inkiibe

edildi. Inkiibasyon sonrasinda plastik kaba yapismayan hiicreler alind1. Islem oncesi ve
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sonrast monosit igerigini saptamak amaciyla, flow sitometri aracilify ile CD14 %'leri

saptandi. CD14'in %3’iin altina diismesi yeterli arindirma olarak kabul edildi.

T Lenfositlerin Arindirilmasi (T-hiicre deplesyonu):

Koyun alyuvarlar1 ile rozet (E Rozet) y6ntemi kullanildi. Aderan hiicrelerden
arindirilmig MNC 10"hiicre/ml olacak sekilde %10 FCS igeren a-medium ile reslispanse
edildi. Santrifyj edilmis koyun alyuvarlar: tiiplin alt kismindan past6r pipeti ile elde
edilerek %10 FCS igeren serum fizyolojik iginde 10%eritrosit/ml olacak sekilde
resiispanse edildi. MNC ile eritrosit siispansiyonu esit hacimde karigtirildiktan sonra
oda 1sisinda 300g'de 10 dakika santrifuj edildikten sonra yine oda 1sisinda 60 dakika
inkiibe edilerek MNC icindeki T lenfositlerin eritrositlerle rozet olusturmalar: saglandi.
Hiicre pelletinden pastér pipeti araciligi ile alinan kiigtik miktardaki 6rnek +4°C'de
sogutulmus temiz lam tlzerine zig-zag gizilerek yayildi ve havada kurutulmus
preparatlar Wright boyasi ile boyanarak rozet olusturmus T lepfositler gozlendi
(Resim‘l).

Hiicre pelleti %10 FCS igeren a-medium ortaminda vortekslenmeden rozetleri
bozmamak amaciyla dikkatli ve yavasga sallagarak tekrar hiicre siispansiyonu haline
getirildi ve takiben fikol tizerinde tabakalandirma yéntemi ile koyun alyuvarlari ve
bunlarla rozet olusturmus T lenfositlerden anndirildi. Islem 6ncesi ve sonrast MNC’in
T-Lenfosit igerikleri flow sitometri aracilifi ile anti CD2 monoklonal antikorlari
kullanilarak yapildi. Islem sonrasi CD2’nin %3'in altma diismesi yeterli arindirma

islemi olarak kabul edildi.
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Aderan hiicreler ve T lenfositlerinden armndirilmig MNC'den kiiltiir dncesi viabilite
(Trypan Blue) testleri ve sitosantrifuj yaymalari yapildi ve sitosantrifuj yaymalan

Wright yﬁntemi ile boyandi (resim 2).

Wright boyasi:

Kurutulan preparatlar metil alkolde 1 dakika tespit edildi. Tekrar kuruduktan sonra
lizerlerine Wright boyas: eklendi ve 2.5 dakika sonra Wright boyasinin {izerine tampon
soliisyon (1.5 misli voliimde) ilave edildi. Siirekli homojenize olmasi saglanarak 10
dakika daha bekletildikten sonra boyalar dokiilerek su ile yikandi. Kurumalarim takiben

151k mikroskobu altinda incelendi.

Trypan Blue:
Lam itzerinde 6rnek 1/1 oraninda %0.04'liik Trypan Blue boyasi ile homojenize edildi
ve taze olarak 151k mikroskobu altinda incelendi. Mavi boya almis hiicreler viabilitesini

kaybetmis olarak degerlendirildi. 200 hiicre sayilarak viabilite oram saptandu.

Flow Sitometri ile CD14 ve CD2 Sayimlari:

50ul MNC tizerine 5ul PE anti human CD14 MoAb (Dako A/S, Copenhagen, Denmark)
eklenerek karanlik ortamda +4C'de 30 dakika inkiibe edildi. Takiben tizerine 1 ml PBS
(Phosphate buffered saline) ilave edilip 1600 rpm'de 5 dakika santrifuj edildikten sonra
siipernatant atildi. Kalan hiicre fraksiyonu iizerine tekrar PBS 1ml eklendi ve
flowsitometrik analiz (Epics Profile II Analyzer/Coulter, Hialeah, FL, USA)) yapild1.
Ayni islem CD2 igin FITC anti human CD2 MoAb (Dako A/S, Copenhagen, Denmark)
kullanilarak yapildi. CD2 igin izotipik kontrol olarak FITC anti human IgGl, CD14

igin PE anti human IgG2a (Dako A/S, Copenhagen, Denmark) kullanildi.

21



Resim I: Koyun alyuvarlari ile rozet olugturmus T-Lenfositler

Resim 2: Aderan ve T-Lenfosit deplesyonu yapilmis MNC’in ekim oncesi sitosantrifuj
yaymast



AML Blast Koloni Kiiltiirii:

Aderan ve T lenfositlerden arindirilmig hiicreler; %0.8 metilselliiloz (Sigma Chemical
Company,St. Louis, MO, USA), %20 FCS, 25ul L-Glutamin (Sigma Chemical
Company,St. Louis, MO, USA), 15ng/ml GM-CSF (Schering) igeren o-medium'dan
olusan ortama (2ml) 1x10°hiicre/ml olacak sekilde ekildi ve 35 mm’lik plastik kiiltiir
flasklarina (Falcon, Becton Dickinson, Plymouth, England) konuldu. Diger ii¢ kaba
sirasiyla 200ng/ml IL-1BNA, 500ng/ml [L-1RA ve aym oranlarda IL-1PNA+IL-IRA
(Genzyme, Cambridge, MA, USA) ilave edildi. Kiltiir kaplar1 37°C'de %5 CO2 igeren
nemli ortamdja inkiibe edildi. 7. giin sonunda inverted mikroskop altinda koloni
sayimlan yapildi. 20 ve iizerinde hiicreden olusan "cluster"lar CFU-AML koloni olarak
kaydedildi (Resim 3). Takiben pastor pipeti aracihigiyla hiicreler alindi, santrifuj

sonrasi siipernatantlari alinarak gereginde kullanilmak iizere -70°C'de saklandi, kalan

hiicrelerden sitosantrifuj yaymalari yapildi ve Wright boyas: ile boyandi (Resim 4).

Istatistiksel Analiz:
Koloni sayilari arasindaki farklihigin istatiksel anlamizin saptanmasinda non-parametrik

(Mann-Whitney) test kullamldi (SPSS for Windows).



Resim 3:AML-Blast kolonisi

Resim 4: Kiiltiir sonras1 sitosantrifuj yaymasi
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SONUCLAR

Aderan hiicre ve T-Hiicre deplesyonunu takiben CD2 ve CD14 oranlar ortalama %3’tin
altina diistii(Sekil 4). Aderan hiicre deplesyonu sonrast CD14 3 ve 6 no’lu hastalarda
sirasiyla %29.1 ve %10.5 gibi yiiksek degerlerde bulundu. Ancak ayni hastalara ait
deplesyon oncesi CD14 degerleri sirasiyla %57 ve %21.4 idi. Bu yiiksek degerler
CD14’iin blastik hiicrelerce aberan ekspresyonuna baglandi. Ekim &ncesi yapilan
sitosantrifuj yaymalarinda tiim hastalara ait drneklerde blast popiilasyonu ve viabilite
%90’ 1n lizerinde saptandi.

Sekil 4: Deplesyon Oncesi ve sonrasi ortalama CD2 ve CD14 %’leri

m Deplesyon dncesi

Deplesyon sonrasy

ortalama %'de dederler

CD2 CD14

Hastalara ait koloni sayilar1 ve deplesyon 6ncesi-sonras1 CD 14 ve CD2 degerleri Tablo

5’te , kontrole gére % koloni diigiisleri Sekil 5’te yer almaktadir.

Tablo 5: Hastalara ait koloni sayilari, kontrole gére koloni yiizdeleri ve deplesyon
dncesi ve sonrasi1 CD2,CD14 yiizdeleri
FAB Kontrol IL-1RA | IL-1bNA IL- CD2% CD14%
1bNA+RA

NoY * % * % * % * % depo deps depd deps
1:55y M1 | 52 14,4 23 |10,4 3,4
2:35y M2 | 271 76 38| 5 1,9
3:58y M2 | 11 0,6 0,1 | 57 29,1
4:55y M2 | 23 | 63 LK1 1109 25
5:35y M3 | 17 42 1,5 |44 09
6:53y M3 | 525 38 2 (214 105
7:83y M5 | 12 51 1,435 o1
8:36y M5 | 330 5,1 2 {34 0%
9:46y M5 | 59 1,4 06| 8 1,9

*Koloni sayilart N:
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Kontrol grubuna gére % koloni degerleri, sirastyla IL-1B NA (69.5+19), IL-1RA

(63.7+21.5) ve IL-1BNA+IL-1RA (53,4+23.7) ilavesi ile anlaml sekilde diistii (p<0.01)

(Sekil 6). IL-1RA eklenmesi ile IL-1BNA+IL-1RA eklenmesi arasinda anlamli fark

gbzlenmezken, IL-1BNA+IL-1RA eklenen ortamda, yalmzca IL-1BNA eklenen ortama

gore daha belirgin diisme saptand: (p<0.01). Hastalar bireysel olarak ele alindiginda IL-

1 inhibisyonu ile %0’dan %78’e kadar deisen oranlarda koloni oluyumunun inhibe

oldugu gozlendi. Hastalar FAB gruplarina gore degerlendirildiginde gruplar iginde

koloni inhibisyonu y6niinden homojenite gozlenmedi (Sekil 5).

Sekil5: Tum hastalara ait kontrol grubuna gore koloni azalma oranlan

12

.
X
=

1(M1) 2(M2) 3(M2) 40M2) 5
Hasta No (AML FAB)

Kiilttir kablarindan yapilan sitosantrifuj yaymalarinda

popiilasyonunun jenere oldugu gozlendi (ortalama %15).
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Kontrol grubuna gore ortalama % koloni azalma oranlar

Sekil 6

IL-1bNA IL-1bNA+RA

IL-1RA

Kontrol
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TARTISMA

Baz1 AML blastlarinin otonom biiyiime 6zellikleri salgiladiklar1 otokrin BF ile yakindan
iligkili olup, diferansiasyon agamasinda olduk¢a primitif hiicrelerden kéken aldiklarina
isaret eder(2,3,22). Bu nedenle AML blastlarinin otonom biiylime ozellikleri k&tli
prognoz ile yakindan iligkilidir ve Hunter ve ark yaptiklan1 ¢alijma bu goriisti
desteklemektedir (20). Benzer sekilde Preisler ve ark AML blastlarinda IL-1§ mRNA
ekspresyonunun kisa remisyon siiresi ile iligkili oldugunu belirtmistir(23).

IL-1’in AML blast proliferasyonunda énemli rol oynadig: ve IL-1 inhibisyonunun AML
blast proliferasyonunu engelledigi bir ¢ok ¢alismada gtsterilmistir(3,4,6). Estrov ve ark
IL-1RA ve sIE-1R ile koloni formasyonunda azalma saptarken (6) Cozzolino ve ark 3H
Timidin uptake yontemi ile IL-1P inhibisyonu ile blast proliferasyonunun inhibe
oldugunu goéstermislerdir (3). Calismamizda IL-1B ve IL-1RA gibi IL-1 antagonisti
molekiillerin AML blast koloni formasyonunu azalttigini ve blast proliferasyonunun
efektif bir inhibit6rii oldugunu gordiik. Bulgularimiz; bu inhibisyonun FAB alt gruplari
ile iligkili olmadigini, hastalarda IL-1 inhibitdr molekiillere karsi olan AML blast
duyarliliginin bireysel 6zellik tagidigini ortaya koymaktadir.

IL-1’in blast hiicrelerinde BF sentezini arttirdig1 bir ¢ok ¢alismada gosterilmistir (6,64).
Caligmalar, IL-1 inhibisyonunun AML blast proliferasyonu iizerine negatif etkisinin
blast hiicrelerinden GM-CSF ‘sahmmm inhibisyonu aracilifi ile olabilecegini
diigindtirmektedir (6,66). Calismamizda kiiltlir ortamlarinda ekzojen GM-CSF ilave
edilmis olmasina karsin, [L-1 antagonist molekiillerle AML blast proliferasyonunda
inhibisyonun saptanmas:t bu inhibisyonun GM-CSF saliniminda azalma ile iligkili
olmadigini diistindiirmektedir. Bunun yanisira IL-1B’nin Fas aracilikli apopitozu inhibe

ettigi gozlenmistir (67). Bu goézlem ve bulgular, IL-1’in, blast hiicrelerinde BF
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sentezini arttirmasi yanisira bagka mekanizmalarla da AML blast proliferasyonunda rol
oynayabilecegini akla getirmektedir.

Calismamiz sonucunda IL-1BNA ve IL-1RA’nin benzer oranda koloni formasyonunu
inhibe ettigini gézlemlememize karsin, kiiltiir ortaminda her iki antagonistin varliginda
bu inhibitdr etkinin yalnizca IL-1BNA igeren ortama gére daha da potansiyalize
oldugunu gérdiik. Bu sonug, rezidiiel IL-18’nin IL-1RA aracilif1 ile inhibisyonu ya da
IL-la’min  da AML Dblastlar1 lizerine stimiilator etkisinin olabilecegini akla
getirmektedir. Ancak ekzojen IL-1a. AML blast proliferasyonunu arttirmakla birlikte IL-
la geninin spontan olarak blastlarda eksprese olmamasi (58) bu son mekanizmayi
olasilik dis1 bftakmaktadir.

IL-1’in AML blastlarinca otokrin salindigina dair birgok veri olmakla birlikte, kiiltiir
ortamlarindan elde ettigimiz sitosantrifuj yaymalarinda makrofaj popiilasyonunu az da
olsa gérmemiz, salt otokrin fonksiyondan s6z etmemizi giiglestirmektedir.

Estrov ve ark yaptiklan ¢aligmada ICE inhibitérlerinin de gerek AML hiicre serilerinin
gerekse de taze AML blastlarinin proliferasyonunda inhibisyon yaptigin gﬁstermisléfdir
(37). IL-1RA’nin insanlarda giivenle kullanilmis olmas1 (40), “ICE deficient” farelerin
maturasyonunun ve sagliginin normal oldugunun gézlenmemis olmasi (35), yakin bir
gelecekte AML tedavisinde, IL-1RA ve efektif bir IL-1 inhibitérii olan ICE
inhibitérlerinin tek basina ya dz;. kombine kullanimini giindeme getirebilir. Ancak
¢alismamizda IL-1 inhibitér molekiillerle AML blast proliferasyonundaki inhibisyonun
bireysel farkliliklar gosterdiginin saptanmasi, bu biolojik tedavi yonteminin, AML blast
kiiltiirtinde IL-1 inhibisyon testi ile blast proliferasyonunda belirgin azalma gosteren

hastalarda yararli olabilecegini géstermektedir.
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