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Interferonlar, spesifik hiicre yiizeyi reseptorlerine baglanarak viral replikasyonun
inhibisyonu, hiicre farkhilagmasimn ve hicre g¢ofalmasinin indiksiyonunda onemli rol
oynarlar. Bu ¢aligmada, IFNalfa-con 1, 5-Florourasil ve Hidroksitre ile kombinasyonlarinin
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ABSTRACT

ANTITUMOR AND ANTIPROLIFERATIVE EFFECTS OF INTERFERON ALPHA
ON SEVERAL LEUKEMIC CELLS
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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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ONSOZz

Bu ¢aligma, 10semili hastalarda IFNa, S-Florourasil ve Hidroksilire’nin tedavide
kullamlmasina katk: saglamasi amaciyla yapilmgtir. Caligma sonucunda timit verici sonuglar
clde edilmigtir. Bu galismanin sonuglarinin tip diinyasina faydali olacag: timit edilmektedir.

Calisma konumu belirleyen ve ¢ahigmalanim boyunca higbir yardimim esirgemeyen

akademik damgmanim Sayin Dog. Dr. O. Nidai OZES’e tesekkirlerimi bir bor¢ bilirim,
Ayrnica Akdeniz Universitesi’ne de teknik donammlarindan 6tiiris tegekkiirlerimi sunanim.
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1.GIRIS:

1.1, interferonlar ve Ozellikleri

Interferonlar (IFN) ilk kez 1957 yilinda Isaac ve Lindenmann tarafindan antiviral
bir molekiil olarak tanimlandilar (Isaac ve Lindenmann 1957). Yaptiklan deneyde Isaac
ve Lindenmann, tavuk yumurtasinin korioallontoik membranini 151 kullanilarak inaktif
edilmis Influenza viriisi ile infekte ettiler. Daha sonra bu korioallontoik membram canli
influenza viriisii ile infekte etmeye galigtilar, ancak bunda basarili olamadilar ve ilk
olarak canli influenza viristi ile infekte edilen korioallontoik membramin viriis
iiremesini engelleyen bir madde yapmig olacagim diisiinerek bu maddeyi Interferon
olarak tamimladilar (Isaac ve Lindenmann 1957). Bu tarthsel bulusun ardindan,
interferonlar biitin omurgalh hayvanlarin dokularinda gosterilmigtir. Her ne kadar
mterferonlar baglangigta antiviral bir molekiil olarak tanimlandilarsa da interferonlarnn
hiicre metabolizmasinin ve biiylimesinin kontrolii ve immiin sistemin aktive
edilmesinde de etkili olduklan saptanmigtir (Baron vd. 1992).

Interferonlar Tip I ve Tip II olmak tizere iki temel grupta toplamrlar. Tip I
Interferonlar IFN-ou (alfa) ve IFN-B (beta), Tip Il Interferon ise IFN-y (gama) dir
(Cizelge 1.1.1). IFN-« 20 dolayinda bir gen ailesinden meydana gelir, bunlarin 14 tanesi
aym fizyolojik ozellife sahip ancak birkag aminoasit degisikligi gosteren IFN-a
proteinlerini kodlarlar, difer IFN-a genleri “pseudogen” durumundadir. Biitiin IFN-o.
genleri 9. kromozomun kisa kolu tizerinde lokalize olmuglardir ve intron igermezler.
IFN-f sadece bir gen tarafindan kodlanir. Bu gen de 9. kromozomun kisa kolu tizerinde
lokalize olmugtur ve intron igermez. IFN-o ve IFN-B 189 aminoasit uzunlugunda bir
polipeptit olarak sentezlenirler, ancak bunlarin hiicre digina salimmi sirasinda 23
aminoasitlik sinyal peptidi koparilir ve fonksiyonel olan 166 aminoasitlik protein
dolagim sistemine verilir. IFN-y bir gen tarafindan kodlamr ve bu gen 12. kromozomun
uzun kolu iizerinde lokalize olmustur ve iig intron igerir ( Weissman ve Weber 1986,
Roberts 1989).



Interferonlar, saglikli bir insan viicudunda pikomolar konsantrasyonda devami
olarak bulunurlar. Ancak viicuda giren bakteri, viriis, antijenler ya da viicutta gelisen
timorlere kars: bir cevap olarak miktarlan arttinlir. Béyle bir durumda 16kositler IFN-
a‘yl, fibroblastlar IFN-B‘y1, monosit ve T-lenfositler de IFN-y‘y1 sentezleyerek kan

dolagim sistemine salarlar.

Interferonlar etkinliklerini hiicre yiizeyinde bulunan 6zgin reseptorlere
baglanarak gosterirler. Bu o6zellikleri bakimindan bir hormon olarak kabul edilirler.
IFN-o. ve IFN-B aym reseptore baglanarak aym tip sinyalin yaratilmasina sebep olur.
IFN-y ise tamamen farkl bir reseptore baglanir ve farkh bir sinyalin yaratilmasim saglar
(Weissman ve Weber 1986, Branca ve Baglioni 1981). interferonlann spesifik hiicre
ylzeyi reseptorlerine baglanmasi, hiicrelerde viral replikasyonun inhibisyonu, hiicre
farklilagmasinin ve hiicre proliferasyonunun inditksiyonu gibi gesitli fizyolojik cevaplar
olusturur ( Xu, Grander, Sangfelt ve Einborn, 1994).

Cizelge 1.1 Interferon Tipleri ve Ozellikleri

IFN-a IEN-B IFN-y
Gen Sayisi 20... 1 1
Lokasyon 9 kromozomun 9 kromozomun 12.kromozomun
kisa kolu kisa kolu uzun kolu
Intron Sayis1 - - 3
Aminoasit Sayis: 189 189 146
Glikolizasyon - - +
pH Dayanikhg + + -
Reseptor Tip1 Tip1 TipI1
Molekiil 15-20 20 20

Biiyikligi (kDa)



1.2. Interferon Alfa Sinyal fletim Mekanizmas:

Ik kesfedildiklerinden ginumiize kadar interferonlar {izerinde yapilan
¢ahigmalann ¢ogu interferonlarin gen indiiksiyonunu nasil bir mekanizma ile yaptiklan
konusunda olmustur. Bu galigmalar sonucunda Tipl ve Tipll interferonlann gen
inditkksiyon mekanizmalarimin farkls oldufu ortaya gikarilmistir (Sekil 1.2.1.).

Viicuda giren bakteri, virils, antijenler ya da viicutta gelisen tiimoérlere kargt bir
cevap olarak lokositler tarafindan sentezlenip kan dolagimina salinan IFN-a hiicre
yizeyindeki Tipl reseptér kompleksine baglamir. Darmell ve grubu 1992°de, bu
baBlanmanin reseptoriin hiicre i¢i bolgesine atak yapan “Tirozin kinaz 2” (Tyk 2)
enziminin aktivasyonu sonucunda gergeklestigini gostermistir (Pellegrini ve Schindler
1993). Bu g¢ahiymanin ardindan Londra’daki “Imperial Cancer Research Fund”
laboratuvarindan Ian M. Kerr, IFN-a‘nin reseptoriine baglanmasi, Janus Kinaz 1 (JAK
1) enziminin aktivasyonunun da onciilik ettifini gostermistir (Johnson vd. 1994). Bu
kinazlar, molekiil agirhigs 113, 91 ve 84 kilodalton olan STAT proteinlerini fosforile
eder. Fosforile olan bu proteinler birleserek ISGF3-a tglit kompleksini olustururlar ve
daha sonra sitoplazmada hazir bulunan 48 kilodaltonluk proteinle (ISGF3-y) birlikte
ISGF3 (Interferon Stimulated Gen Factor 3) transkripsiyon faktérimii olugtururlar. Bu
faktor nukleusa gegerek buradaki bir genin (IFN ile indiklenebilen gen) promotor
bolgesindeki “Interferon Stimulated Respond Element” (IFN uyarisina cevap verebilen
element) anlamina gelen ISRE dizisine baglanarak bu genden transkripsiyonu baglatir.
Transkripsiyon sonucu olusan mRNA’lardan yaklagik 30 yeni protein sentezi
gergeklesir. Interferonlar antiviral ve antiproliferatif ozelliklerini gosterme igini bu 30

yeni proteinin sentezini saglayarak yaparlar (Johnson vd. 1994).
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Sekil 1.1 Interferon Alfa’nin Sinyal Iletim Mekanizmasinin Sematik Gortiniimii



1.3. Kronik Myelogenik Losemi ve
Insan Burkit Lenfoma

Caliyma boyunca kullanilan hiicrelerden K562 ve PRO.ML hiicreleri Kronik
Myelogenik Losemi, Daudi hiicreleri ise Insan Burkit Lenfoma kokenlidirler.

1.3.1. Kronik myelogenik 13semi (CML)

CML (Kronik Myelogenik Losemi), ilk kez Virchow (1845), Craigie (1845) ve
Bennett (1845) tarafindan tammlanmistir (Sekil 1.3.1.1). Bu hastaliin 6nemli
ozelliklerini igeren en iyi tanimlama Craigie’nin yaptifi tammlamadir: “nesesizlik,... sol
epigastrik bolgede sigme ve sertlesme,... geceleri terleme,... kan damarlarimin lenfya da
irin igeren pihtt ile kaplanmasi”. Aynica, CML myeloid hiperplazi ve dalak bilytimesi
ile karakterize edilir ve son safhasinda blast krizi olarak bilinen akut 16semiye déniisiir.

Lokemik hiicrelerin sitogenetik analizlerinde oldugu gibi G6PD (Glikoz 6-Fosfat
Dehidrojenaz)’a heterozigotluk gosteren CML’li kadinlarda yapilan izoenzim
cahigmalan, tek bir pluripotent hematopoietic kok hiicresinin  neoplastik
transformasyonuyla ortya ¢ikan klonal bir hastalik olduguna dair delilleri olugturmustur.
1960°larda Fialkow tarafindan yapilan isaretleme galigmalan G6PD’a heterozigotluk
gosteren CML’1i hastalardan izole edilen eritroid ve granulosit hiicrelerinin sadece bir
izoenzimi ekspres ettiklerini gostermistir (Fialkow 1967). Aynca 16kemik hastalardan
alinan bazi B-lenfositler, kirmiz: hiicreler, granulositler, monositler, megakaryositler ve
makrofajlar karakteristik olarak Ph kromozom igerme bakimindan pozitiftirler.

CML bir kronik myeloproliferatif hastaliktir ve farklilagmig hicrelerin asin
biiytimesi ve genislemesiyle de karakterize edilir. CML’li hastalarda granulositlerin ve
eritrositlerin in vitro olarak gogalmasi i¢in biyiime faktorlerine ihtiyag duymasi, bu
hastalikta normal diizenleme mekanizmalarinin kismen islememesini desteklemektedir
(Metcalf 1974).



CML, ABD’deki tiim kanser hastaliklarimin yaklagik %0.4’@ni olugtururken Bati
tilkelerinde sadece losemilerin %20’sini olusturmaktadir (Koeffler 1981, Spiers 1984).
CML ¢ocukluk devresinin hastalif1 olarak rapor edilmesine rafmen yas piki 50-60
arasindadir ve cinsiyet ayrim yoktur.

| TR, 0 0e50Y 89T g 5

1t N

.Q_. .. Qo g.'o. ,. 2

Com °

- . Cim &

Sekil 1.2 Kronik Myelogenous Lésemi (Chikkappa 1976)



1.3.2. insan burkit lenfoma

Lenfomalar, lenforetikular kok htcreleri, lemfositler, retikulum hiicreleri ya da
histiositler gibi lenfoid sistem hiicrelerinin bir veya daha fazla tipinin agin ¢ogalmasiyla
karakterize edilen birbirine yakin hastaliklan igeren bir gruptur. Hastaligin ilerlemesi
sirasinda malignant (timor) hicreler kan dolagimina girebilir. Bu giris hastahfin
losemik fazim olugturur.

Cogu lenfomamn etiyolojisi (oluyma sebepleri) bilinmemesine ragmen
immunolojik, ¢evresel ve genetik faktorleri agiklanmistir. Insan Burkitt lenfoma,
Epstein-Barr virlis ve genglerde goriilen T-hiicre lenfomalarnin 6grenilmesindeki artig
Hodgkin’s hastaligim igeren diger lenfomalanin patojenesisinde bir viriisiin potansiyel
rolii hakkindaki gelecek spekiilasyonlan tesvik eder.

Burkitt lenfomamn sitogenetik analizlerinde, 14. kromozomun uzun kolunun
sonunda ek bir bant oldugu gézlemlenmistir. Daha sonra bu ek bant, 14. kromozomla 8.
kromozom arasindaki bir translokasyon olarak ayirtedilmigtir. 8-14. kromozomlar
arasindaki translokasyon diger bazi lenfomalarda da gorilmesine ragmen bu
translokasyon Ozellikle Burkitt  lenfomanin karakteristifi =~ olarak
disinilmektedir ( Turgeon 1988).



1.4. Apoptosis Nedir, Nasil Gozlenir ve
Apoptosis Indiikleyicileri ve inhibitérleri
1.4.1. Apoptosis nedir, nasil gbzlenir

Hucre 6limi su anda iizerinde oldukga calisilan bir saha durumundadir.
Apoptosisin neden oldugu aktif hiicresel yikimin Wyllie ve ark. (1980), tarafindan
calistimasiyla programlanmis hiicre 6limi olarak bilinen apoptosis, hiicre biyolojisinde
ozellikle immunoloji ve onkolojide ana konularn biyik bir pargasi haline
gelmigtir ( Williams ve Smith 1993).

Apoptosis embriyogenesis, immiin cevap, doku bagimli hormon sentezi ve normal
doku homeostasisi sirasinda hiicre sayisim kontrol eden hiicre olimimiin normal
fizyolojik prosesidir (Duvall ve Wyllie 1986, Walker vd. 1988). Necrosis’den farkli
olarak apoptosis sirasinda hiicrede genomik DNA uzunlugu en az 180 niikleotit olan
fragmentlere ayrilir (Cohen ve Duke 1984). Apoptotik hiicre 6limii nekrotik hiicre
olumimden ayirtedilebilmektedir. Nekrotik hiicre 6liimii hiicrenin hizla sigmesi ve lizisi
ile sonuglanan hiicre 6liiminiin patolojik bir formudur. Buna kargilik, apoptotik hiicre
oltmi hicrenin “oto sindirim” kontroliiyle karakterize edilir. Hicreler, hiicre igi
proteazlarin aktivasyonu ile kendi apoptotik 6liimlerini baglatmak igin ortaya gikarlar.
Buy, hiicre iskeleti bozukluklan, hiicre kayiplan ve membranda kabarciklarla sonuglamr.
Apoptosis gekirdekteki karakteristik degisiklikleri de igine alir. Cekirdek yogunlagmaya
baslar ve endonukleazlar aktive olarak DNA’y1 parcalamaya baglarlar. Cogu hiicre
tiplerinde DNA, oligonukleozomlar halinde DNA fragmentlerine ayrnilir ( Wyllie vd.
1980). Gelisen deliller, immin defans mekanizmalarn ya da doku spesifik homeostatik
kontroller boyunca apoptosisin inditkksiyonunun gelismemis timér hiicrelerinin elimine
edilmesi igin onemli bir yol oldugunu iddia eden teoriyi desteklemektedir. Boylece
apoptosise resistanthfin kazamlmasi, olusan tiimorlere bir avantaj saglayacaktir. Bu
hipotez, apoptosisten korunabilen onkogenlerin ekspresyonu (6megin, bcl-2) ve mutant
timor baskilayici genlerden p53’iin bulunmasiyla desteklenmigtir ( Wright vd. 1994).



Olmekte olan bir hiicre kendi plazma membraminin biitiinligini korur. Bununla
birlikte apoptotik hiicrelerin plazma membranindaki degisiklikler yakinindaki fagositik
hiicrelere onlan igine almalari igin bir sinyal olugturur ve boylece hiicresel yikim baglar.
Hiicreler hemen fagosite olmazlar, 6nce “Apoptotik bodies” denilen kiigiik membran-
bound fragmentlerine aynlirlar. Apoptosisin énemli bir 6zellii de herhangi bir tegvik
edici cevap olmaksizin 6lmekte olan hiicrenin eliminasyonuyla sonuglanmasidir. Cogu
dokularda hiicre canhilifi, hiicre dist matriks ve komsu hiicreler tarafindan verilen
canlilik sinyallerinin stirekli olarak saflanmasina bagl olarak gorinmektedir ( Raff vd.
1993). Birgok organdan alinan hiicreler exogenous yasamsal faktorlerin varlifinda
kultire edildiginde apoptosise maruz kalacaktir. Bu durumlarda oliim, gogu hiicre
tiplerinde apoptosis aracilifiiyla express edildigi gosterilen yeni proteinlerin sentezinin
varhginda bile ortaya ¢ikar. Bu sonuglann bir yorumu da gevreden siirekli olarak ya da
uygun araliklarla yasamsal sinyaller alinmadifinda gofu hiicrelerin toplu intihara
programlanmig olmasidir ( Thompson 1995).

Cizelge 1.2 Apoptotik Hiicre Oliimiiniin Regiilasyonu i¢cin Kuramsal Model

Olim reseptorlerinin Sitotoksik
aktivasyonu T-hucreleri
Bityime | | Endoniklieaz
faktori A N2 aktivasyonu
Merkezi hiicre ——>  Proteaz —— Hiicresel — Fagositozis

olimisinyali T  aktivasyonu farkliliklar

DNA 1 bcl-2  (ICE) Hiicre iskeleti
hasan | reorganizasyonu
Metabolik ya da hiicre
dongiist kangikliklan



Cok hiicreli organizmalarda, homoestasis hiicre gogalmas: ve hiicre olimii
arasmndaki bir denge ile salanmaktadir (Sekil 1.3). Hiicre gogalmasi hakkinda ¢ok sey
bilinmesine ragmen hiicre 6limii hakkinda pek fazla sey bilinmemektedir. Fizyolojik
hicre 6lumi, baslangigta hiicre intihanmin evrimsel korunmus formu olarak ortaya
¢ikmis ve Apoptosis olarak adlandinlmistir. Apoptosis, hiicre bilyiimesinin
simriandirildif sartlar altinda veya digandan hiicre biyiimesini olumsuz yOnde
etkileyecek midahalelerin oldugu durumlarda hiicrenin kendi biyiimesini durdurarak
bir tip olume karar vermesi halidir. Hicreyi apoptosise yonlendiren ¢ok sayida faktor

bilinirken, apoptosisi inhibe eden pek gok faktor de bilinmektedir (Solary vd. 1993,
Lowe vd. 1993).
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Sekil 1.3 Hicre gogalmas: ile hiicre 6lima arasindaki denge
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1.4.2. Apoptosis indiikleyicileri ve inhibitérleri
1.4.2.1. Hiicreyi apoptosise yonlendiren faktdrler:

A- Fizyolojik Aktivatérler
1- TNF ailesi
Fas ligand
TNF
2- Transforming(dénistiiriici) Bityime Faktora B
3- Norotransmittler
Glutamat
Dopamine
N-metil-D aspartat
4- Buyume faktorii
5- Matriks baginin kaybi
6- Kalsiyum
7- Glukokortikoidler

B- Zarar Yaratan Indiikleyiciler
1-Ist soku
2- Viral enfeksiyon
3- Bakteriyel toksinler
4- Onkogenler
c-myc, rel, E1A
5- Tumor baskilayicilar
p53
6- Sitolitik T-hticreleri
7- Oksidanlar
8- Serbest radikaller
9- Besin kaybi-antimetabolitler
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C- Terapik Ajanlar
1- Kemoterapik ilaglar
Doxorubicin
Cytosine arabinoside
Vincristine
5-Florourasil
2- Gama radyasyon
3- UV radyasyon
D- Toksinler
1- Etanol
2- B-amiloid peptit

1.4.2.2. Apoptosisi inhibe eden faktorier:

A- Fizyolojik Inhibit6rler
1- Buytime faktorlen
2- Hiicre digt matriks
3- CD40 ligand
4- Notral aminoasitler
5- Cinko
6- Ostrojen
7- Androjenler
B- Viral Genler
1- Calpain inhibitérleri
2- Sistein proteaz inhibitorleri
3- Tumor promotorlari
PMA(Phorbol Myristat Asetat)
Phenobarbital
o-Hekzaklorosiklo hekzan
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1.5. Interferon Alfa’min Terapide Kullanim

Kemoterapide yaygin olarak kullanilan yukanida isimleri gecen bu kimyasallanin
kanser hiicreleri ilizerinde yarattiklari ortak nokta apoptosisi indikklemeleridir. Bu
gergek son yillarda ortaya ¢ikariimiy olmakla beraber bu gelismenin ardindaki sebep
heniiz aydilanmig degildir. Son yillarda yapilan ¢aligmalar, kemoterapiye bir cevap
olarak apoptosis gosterebilmeleri igin timér hicrelerinin p53 gibi timor baskilayici
genleri veya E1A, c-myc gibi bazi onkogenleri aktif olarak ifade etmeleri gerekliligini
ortaya ¢ikarmistir (Lowe vd. 1993). Bunun yaninda son yillarda bir proto-onkogen olan
bel-27nin de apoptosisi baskiladifi gosterilmigtir (Caron-Leslie vd. 1994).

Yukanda ifade edilen kimyasallarla muamele edilen bir hiicre eger bu maddelere

cevap olarak apoptosisi segiyorsa; bu hiicrelerde gok ¢arpici ve kolayca saptanabilen

a- hiicre hacminin azaltilmasi,

b- hiicre gekirdeginin daha kondanse hale gelmesi,

¢~ hiicre iskeletinin hiicre membramindan aynimasi ve

d- hiicre DNA’sinin fragmentlere ayriimasi
gibi morfolojik ve biyokimyasal degisimler ortaya ¢ikar. Biitiin bunlar da Apoptosisin
tanimlanmasinda bir kriter olarak kabul gérmig parametrelerdir.

Rekombinant DNA teknolojisi ile bol miktarda sentezlenebilen sitokinler hizla
malignant ve infeksiyon hastaliklaninin tedavisinde bir terapik se¢enek haline gelmistir
(von Wussow vd. 1991). Rekombinant IFN-alfanin etkisinin en canhi 6megi, HCL
(Hairy Cell Leukemia) hiicrelerinin tedavisinde olmusgtur. Istatistik ¢aligmalar, HCL’li
hastalann %90’1mn rekombinant IFN-alfa ile tedaviye cevap verdifini gostermistir; ki
buna sistemik terapilerin diger formlarina cevap vermeyen ve dala alinan hastalar da
dahildir ( Thompson vd. 1985, Golomb vd. 1988, Quesada vd. 1984). Surekli cevaplar
tipik olarak rekombinant [FN-alfa terapisinin devamlilify ile olusmaktadir ve cevabin
ortalama siiresi 3 yildan fazladir. Bilinen tedaviye karsilik rekombinant IFN-alfa terapisi
hemen hemen biitiin hastalarda sitopeni’yi hafifletir. HCL’de rekombinant IFN-alfa ile
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hayatin kazanmilmasindaki ilerleme ve hayatta kalis siiresinin artigi rekombinant IFN-
alfay1 biyolojik ajanlann zaman iginde klinik kullaniminmin en bagarih 6rnegi yapmastir.

Dogal ve rekombinant DNA teknolojisi kullamlarak elde edilen interferonlar
icerisinde o6zellikle IFN-alfa hairy cell leukemia hicreleri Gzerinde 6nemli bir
antiproliferatif o6zellik gostermektedir ( Quesada vd. 1986, Ratain vd. 1985, Ozes vd.
1992). Bundan dolayi son on yildir IFN-alfa bu hastalifin tedavisinde yaygin olarak
kullaniimaktadir ( Jacobs vd. 1985, Ratain vd. 1985, Worman vd. 1985, Gibson vd.
1988, Nielsen vd. 1989). IFN-alfa muamelesi hairy cell leukemia hiicrelerinde baz:
onkogenlerin ekspresyonunun azaltilmasina ( Sigaux vd. 1987), bu hiicrelerin Natural
Killer (NK) hiicrelerine karg1 daha duyarli hale gelmesine ( Reiter vd. 1992, Ozes vd.
1992) sebep olmaktadir. Ancak bu bulgular hala IFN-alfanin Hairy Cell Leukemia
hiicreleri tizerindeki direkt sitotoksik etkiyi agiklamaktan uzak goriilmektedir, ¢iinki
NK hiicre aktivasyonu veya fos, myc gibi onkogenlerin ekspresyonunun azaltilmasi
[FN-gama tarafindan da yapilabilmektedir, ancak IFN-gamamin HCL hiicreleri Gizerinde
higbir sitotoksik etkisi yoktur ( Vedentham vd. 1992). Bu itibarla IFN-alfanin nasil bir
mekanizma ile HCL hiicrelerini 6ldiirdiigi heniiz agiklik kazanmig degildir.

Interferon alfa immiin sistemde hiicre tipine ve kullamilan mitojenic sinyallere
bagh olarak hiicre proliferasyonunda pozitif ve negatif modulasyon gosterebilir. In vitro
olarak IFN-o. normal insan B hiicreleri igin bir B hiicre bitylime faktorii olarak etki
gosterir. In vivo’da ise IFN-o Hairy Cell Leukemia (HCL) ve B-CLL hiicrelerini igeren
B-cell lenfoproliferatif hastaliklar igin antitiimoral ajan olarak kullamlmaktadir (
Chauchi vd. 1994, Rodriguez vd. 1983).

Giintimizde IFN-alfa terapisine tabi tutulan l6semili hastalarin ¢ofu bu terapiye
cevap vermektedir. In vivo olarak elde edilen sonuglar IFN-alfa’nin bu tekinlifini
immiin sistemi aktive ederek yapmadigimi gostermistir (Vedentham vd. 1992). IFN-
alfanin l6semi hucreleri tzerinde direkt sitotoksik etki gostererek hiicre gogalmasint
yavaglattify veya durdurdugu daginilmektedir, ancak bu etkinin mekanizmasi
bilinmemektedir. Bu ¢alijmada IFN-alfanin gegitli losemik hiicreleri Apoptosis
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“programlanmis hiicre 6limid” mekanizmasi ile mi 6ldirdoginin cevab
arastirtlacaktir. Caligmada hem IFN-alfaya duyarli hem de direncli olan iki farkli
losemik  hicre  tipi  kullamlacagindan  sonuglarin  karsilastirmali  olarak
degerlendirilebilmesi miimktn olacak ve IFN-alfaya direngli olmamin baz sebepleri
tartigilabilecektir.
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2. MATERYAL ve METOD
2.1. Materyal
2.1.1. Hiicreler ve kiiltiirasyonlari

Calismada kullamlan 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 edilmigtir. Caliymada
kullamlan diger hiicre hatti olan PRO.ML (Promyelocyte) ise Akdeniz Universitesi
Hematoloji Kliniginden ProfDr. Levent Undar tarafindan losemi teshisi konan bir
hastamin kanindan izole edilmigtir.

Biitiin hiicreler % 10 Fetal Calf Serum ve % 1 Antibiyotik karisimi ( Penicilin:
10.000 U/ml, Streptomycin: 10 mg/ml, Amphotericin B: 0.025 mg/ml) jhtiva eden

RPMI-1640 ( Sigma R-6504) besiyerinde 37°C* de % 5 karbondioksitli ortamda kiiltire
edilmiglerdir. -

Sekil 2.1 Calismada kullanilan Daudi hiicrelerinin inverted mikroskopta gériniimii
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2.1.2. Cahymada kullanilan sitokin ve kemoterapikler

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

5-Florourasil: Caligmalarda Sigma F- 6627 nolu 5-FU (C,H;N,0,F)
kullamlmagtir.
O

I
C

/N
HN CF

| I
0=C  CH
\
NH

Sekil 2.2 5-FU’in Kimyasal Yapisi

Hidroksi Ure: Calismada kullamlan Hidroksi Ure Antalya Devlet
Hastahanesinden Cocuk ve Kan Hastaliklari uzmami Dog¢.Dr. Duran Canatan’dan
tedarik edilmigtir.

o
\
H,N-C-NH,
l
OH

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

Hastadan alinan 10ml kan EDTA’]1 tiipe konulmustur. Bu kan 3 misli PBS (8gr/lt
NaCl, 0.2gr/lt KCL, 1.15gr/lt Na;HPO,, 02gr/lt KH,PO, ; pH:7.0) tamponu ile
sulandinlip kangtinlmigtir. Histopaque altta, kan Gstte olmak iizere bire-bir oranda
tiplere konmugtur. Daha sonra bu 6rnekler 1700-1900 rpm hizla 30 dakika santrifiij
edilmigtir. Santrifiigasyon sonunda serum ve plazma proteinleri yukanda kalir,
Makrofaj ve eritrositler daha afir olduklan igin tipiin dibine ¢okerler. Ortada beyaz
pamugumsu bir kitle kalir ki; bunlar lenfositlerdir. Bu beyaz tabaka pastor pipeti
yardimiyla bir tipte toplanmigtir. Daha sonra bu tiipe toplanan lemfositler 2-3 kez
serum fizyolojik (%0.9 NaCl) ile 2500 rpm hizla santriftij edilerek yikanmigtir. Son
santrifigasyondan sonra hiicre kitlesi tizerine 5-10ml %10 fetal calf serum igeren
RPMI-1640 besiyeri konarak 37°C*de %5 CO,’1i inkiibatorde kiiltiire birakilmigtur.

Tiim bu islemier doku kiiltiirii odasinda steril sartlar altinda yapiimigtir.

2.2.2. Biiyiime inhibisyonunun Slciilmesi

Biitiin hiicreler 1x10° hiicre/ml yogunlugunda RPMI-1640 besiyerinde bir gece 6n
inkiibasyona tutulduktan sonra Interferon-alfa con 1, 5-Florourasil, Hidroksiiire ve
bunlarin kombinasyonlann verilmis ve bu hiicreler 96 saat boyunca 37°C %S5

karbondioksitli ortamda inkfibe edilmistir.

Cizelge 2.1 Daudi hiicreleri igin kullamlan sitokin ve kemoterapiklerin

konsantrasyonlan
IFNa-con 1 S-Florourasil Hidroksiiire
0.01ng/ml 45ng/ml 50ng/ml
0.1ng/ml 90ng/ml 100ng/ml
0.2ng/ml 225ng/ml 200ng/ml
0.5ng/ml 450ng/ml 400ng/ml
Ing/ml 900ng/ml 800ng/ml
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Cizelge 2.2 K562 ve PRO.ML hiicreleri igin kullanilan sitokin ve kemoterapiklerin

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

96 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda 6rneklerden 100°er mikrolitre alinmis ve
100 mikrolitre Trypan mavisi ile kangtrilmistir. Daha sonra canli hiicreler
hemositometre kullanilarak sayilmigtir. Elde edilen canli hiicre sayist ve hiicrelerin
baglangig zamaninda Iml’deki sayist asafidaki formille konularak ¢ogalma
inhibisyonunun yiizdesi saptanmstir.

I, -K,
% Olim = ———— x 100
KK,

I, = IFN, 5-FU ve HU) ile muamele edilmis hiicrelerin n. giindeki say1st.

K =Kontrol hiicrelerin n. giindeki sayisi.
K°=Kontrol hiicrelerin 0. giindeki sayist.
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2.2.3. DNA izolasyonu ve Jel Elektroforezi

Daudi hiicreleri 1x10° hicre/ml yogunlugunda toplam 5 ml RPMI-1640
besiyerinde bir gece on inkilbasyona tabi tutulduktan sonra Interferon alfa-con 1, 5-
Florourasil, Hidroksi tire ve bunlarin kombinasyonlarindan biyiime inhibisyonunun
Olgilmesi kisminda kullamlan konsantrasyonlarda verilmis ve bu hiicreler 72 saat
boyunca 37°C’de %5 karbondioksitli ortamda inkiibasyona birakilmiglardur.

72 saat sonunda Daudi hiicreleri santrifigasyonla ¢oktiriilditkten sonra 3 kez PBS
tamponu ile yikanip santrifiyy edilmigtir. Son santrifiigasyondan sonra hiicreler 2 ml
ekstraksiyon tamponu ( 10mM Tris. HCl pH: 8 ; 0.1M EDTA ; %5 SDS ; 20ug/ml
RNase A ) iginde ¢ozinmily ve 37°C’de su banyosunda bir gece inkilbasyona
birakilmistir. Bu inkiibasyon siresi sonunda &rnekler {izerine 20ug/ml Proteaz K
eklenerek yine 37°C’de su banyosunda bir gece inkiibe edilmiglerdir. Bu inkiibasyonun
ardindan 6rnekler 3-4 kez Fenol : Kloroform : Izoamil alkol (25:24:1) ile ekstraksiyona
tabi tutulmus ve bu sayede proteinler uzaklagtinlmigtir. Ekstraksiyon sonunda émekler
tizerine iginde 0.3M konsantrasyonda olacak sekilde Amonyum asetat ilave edilmis ve
bunun Gzerine toplam hacmin iki kat1 soguk saf etanol konmustur. Tuz ve alkol ilave
edilen bu orekler -20°C°de 30 dakika bekletildikten sonra 10.000 rpm hizla +4°C°de
30 dakika santrifiij edilmiy ve DNA fragmentleri ¢oktiriilmustir. Coktiiriilen bu
peletler TE tamponu (10mM Tris. HCl ; imM EDTA , pH: 8) iginde ¢oziilmiis ve
bunlann spektrofotometrede 260nm’deki absorbanslani okunup agafidaki formiile
konarak DNA miktarlan tayin edilmigtir.

DNA Miktan (ug/ml) = OD,4 x 50 x SF
OD;¢0 = 260 nm’deki absorbans degeri.
SF = Sulandirma faktéri.

DNA miktarlari hesaplandiktan sonra herbir omekten 10ug ahinarak %1°lik

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

transiiliminatorde gézlenmis ve jellerin fotograflan gekilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Cogalma inhibisyonunun Olciilmesi

Caligmada kullanilan i¢ l6semik hiicrenin IFNa-con 1’e karsi olan duyarlihiklan
buyiikk farkhilik gostermigtir. Bu hicreler iginde Daudi en duyarli hiicre olarak
saptanmigtir. IFNa-con 1°in sadece 1ng/ml’lik konsantrasyonu bile Daudi hiicrelerinde
cofalmay1 % 83 nispetinde inhibe etmistir ($ekil 3.1). Bu IFN konsantrasyonu diger iki
hiicre tizerinde hemen hemen tamamen etkisiz kalmigtir. Interferon’un 0.01 ile 1 ng/ml
arasindaki beg farkli dozu zamana bagh olarak Daudi hiicrelerinde artan bir biylime
inhibisyonu gostermigtir (Sekil 3.1). Diger 16semik hiicre hatt1 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 hiicrelerine oranla IFNa-con 1°e olduk¢a bityiikk direng
gostermislerdir. IFNa-con 1’in 50ng/ml ile 1pg/ml arasindaki 5 farkli dozu zamana
bagh olarak K562 ve PRO.ML hiicreleri tizerinde artan bir ¢cogalmayr durdurucu etki
gosterdifi gozlenmigtir.

(Calhigsmada kullanilan dier bir kimyasal olan S5-Florourasil’in de gogalmay
durdurucu etkisinin her #i¢ losemik hiicre hattinda da farkli oldugu goritlmiigtir. S-
Florourasil Daudi hiicreleri izerinde konsantrasyona bagh olarak artan, zamana bagh
olarak azalan bir ¢ogalma inhibisyonu gostermigtir. 5-Florourasil’in 45 ng/m!l’lik dozu
24. saafte %42 ¢ofalma inhibisyonu gosterirken aym dozun Daudi hiicreleri tizerinde
gosterdigi sitotoksik etki 72. saatte %24’e diugmustir. 5-Florourasil’in 90 ng/ml’lik
dozunun 24. saatteki sitotoksik etkisi %51 iken 900 ng/m!’lik dozu yine 24. saatte %72
cofalma inhibisyonu gostermigtir ( Sekil 3.2). 5-Florourasil K562 hiicreleri iizerinde
konsantrasyon ve zaman bagimh olarak artan bir gogalma inhibisyonu gostermigtir. 5-
Florourasil’in 45 ng/mI’lik dozunun K562 hiicreleri tizerinde gosterdigi sitotoksik etki
24. saatte %25, 96. saatte ise %32 olmustur. S-Florourasil’in 900 ng/ml’lik dozu
sozkonusu hiicreler tizerinde 24. saatte %60 gogalma inhibisyonu gosterirken 96. saatte
%79°luk bir ¢ofalma inhibisyonu gosterdigi gozlenmigtir (Sekil 3.7). S-Florourasil
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PRO.ML hicreleri lizerinde de konsantrasyona ve zaman bagl olarak artan bir cogalma
inhibisyonu gostermistir. S-Florourasil’in 45 ng/ml’lik dozu 24. saatte PRO.ML
hiicreleri ilizerinde gosterdigi sitotoksik etki %46 iken 96. saatteki sitotoksik etkisi ise
%61 olmustur. 5-Florourasil’in 450 ng/ml’lik dozunun ise 24. saatte %64°lik bir
¢ogalma inhibisyonu, 96. saatte %73’lik bir ¢ofalma inhibisyonu gosterdigi
gozlenmistir (Sekil 3.12)

Caliymada kullanilan @¢ 16semik hiicrenin Hidroksi Ure’ye karsi olan
duyarhliklan da farkhliklar gostermistir. Hidroksi Urenin en farkh etkisi Daudi
hiticrelerinde goralmistir. 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 gogalma inhibisyonu gosterirken Daudi hiicrelerinde konsantrasyona bagh
olarak artan, zamana bagh olarak azalan bir ¢ogalma inhibisyonu gostermigtir. Hidroksi
Ure’nin 50ng/ml’lik dozu sdzkonusu hiicrelerde ¢ogalmayr 24. saatte % 47 inhibe
ederken 72. saatte bu inhibisyon % 33’¢ inmistir (Sekil 3.3). Hidroksi Ure’nin aym dozu
K562 hicrelerinde 24. saatteki gofalmay: durdurucu etkisi % 4 iken 72. saatte % 36’ya
kadar ¢ikmigtir ($ekil 3.8). Aym sekilde PRO.ML hiicrelerinde de 24. saatte % 27 iken
72. saatte % 46’ya gikan bir artig goriilmastir (Sekil 3.13). Hidroksi Ure’nin diger bir
dozu olan 200ng/ml’lik dozuna bakildifinda Daudi hicreleri iizerinde gosterdigi 24.
saatteki sitotoksik etkisi azalarak %59’dan 72. saatte %54’¢ diugmis oldugu
goriilmektedir (Sekil 3.3). Aym dozdaki Hidroksi Ure’nin K562 ve PRO.ML hiicreleri
tzerindeki sitotoksik etkisine baktigimizda her iki hiicrede de 24. saatten 96. saate
dogru gidildiginde Hidroksi Ure’nin bu hiicreler Gizerindeki sitotoksik etkisinin arttig
gozlenmektedir. K562 hiicrelerinde 24. saatte %22 olan inhibisyon, 96. saatte %47’ye
cikarken (Sekil 3.8) PROML hiicrelerinde Hidroksiiire’nin 200ng/ml’lik dozunun
sitotoksik etkisi 24. saatte %34 iken 96. saatte bu etki %58’e ¢ikmugtir (Sekil 3.13).
Hidroksiiire’nin en yitksek dozu olan 800ng/ml’lik dozunun Daudi hiicreleri tizerindeki
sitotoksik etkisinin diger dozlaninda olduBu gibi zamana bagh olarak azaldig
goralmektedir (Sekil 3.3). S6yle ki; Hidroksiiire’nin bu dozu Daudi hiicrelerinde 24.
saatte %69 inhibisyon gosteritken 96. saatte bu inhibisyon %67°ye dismiistir.
Hidroksitire’nin en yiksek dozunun K562 ve PRO.ML hiicreleri lizerinde gosterdigi
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sitotoksik etki 24. saatle 96. saat arasinda bir artig gostermektedir. K562 hiicrelerinde
24. saatte %42’lik bir inhibisyon gosteren 800ng/ml’lik Hidroksitire’'nin 96. saatteki
inhibisyonunun %66’ya ¢iktif: gozlenmigtir ($ekil 3.8). PRO.ML hiicrelerinde de K562
hiicrelerinde oldugu gibi Hidroksitire’nin bu dozunda gosterdigi sitotoksik etkide
konsantrasyon ve zamana bagh olarak artiy goralmektedir (Sekil 3.13). 24. saatte
%61 olan sitotoksik etkisi 96. saatte %71 olarak artmugtir (Sekil 3.13). Aym dozun
farkli konsantrasyonlanna bakilacak olursa ii¢ hiicre hattinda da sitotoksik etkinin
konsantrasyon bagimhi olarak arttp1r goérilmektedir. Ornegin; Daudi hicrelerinde
Hidroksiiire’nin 50ng/ml’lik dozunda %47 olarak gorilen sitotoksik etki 200ng/ml’lik
dozunda %59, 800ng/m!’lik dozunda ise %69 olarak goriilmektedir (Sekil 3.3). Yine
aym gsekilde K562 hiicrelerinde Hidroksitire’nin 50ng/m!’lik konsantrasyonunun
gosterdigi sitotoksik etki %4 iken 200ng/mi’lik konsantrasyonunda %22, 800ng/ml’lik
konsantrasyonunda ise %42 olarak gorilmigtir (Sekil 3.8). Sekil 3.13°de gorildugn
gibi PRO.ML hiicrelerinde konsantrasyon arttikga Hidroksitire’nin gosterdigi sitotoksik
etki de artmaktadar.

Cahsmada IFNoa-con 1°in S-Florourasil ve Hidroksiiire ile birlikte gosterdigi
sitotoksik etki de aragtimlmigtir. IFNo-con 1‘in sabit bir dozuyla (0.2ng/ml) 5-
Florourasil’in 45ng/ml ile 900ng/ml arasinda degigsen dozlan galigmada kullamlan ig
hiicre hattinda da farkh sitotoksik etki gostermistir. IFNa-con 1¢in 0.2ng/ml’lik, 5-
Florourasil’in 45ng/ml’lik dozunun Daudi hiicrelerinde birlikte gosterdikleri sitotoksik
etki 4. saatte %43 iken 72. saatte %34 kadar inmigtir (Sekil 3.4). 0.2ng/ml IFNa-con 1
ile 900ng/ml 5-Florourasil birlikte Daudi hiicrelerinde 24. saatte %73’liikk bir ¢ogalma
inhibisyonu gosterirken 72. saatte bu inhibisyon %64’e inmigtir (Sekil 3.4). Bu verilere
gore [FNa-con 1, 5-Florourasil ile birlikte Daudi hicrelerinde konsantrasyona bagh
olarak artan, zamana bagli olarak ise azalan bir ¢ogalma inhibisyonu gostermistir. 5-
Florourasil’in tek bagina daudi hiicrelerinde gosterdigi sitotoksik etkiyle IFNo-con 1 ile
birlikteyken gosterdigi sitotoksik etki kargilagtirilacak olursa bu iki kimyasalin
birlikteyken sinerjik etki gosterdikleri soylenebilir. $6yle ki; 5-Florourasil’in tek basina
iken 900ng/ml’lik Daudi hiicrelerinde 48. saatte %60 bityiime inhibisyonu gésterirken
5-Florourasil’in aym dozu IFNo-con 1 ile birlikte iken yine 48. saatte %68 buyime
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inhibisyonu gostermektedir. Aym sekilde 900ng/mi’lik S-Florourasil’in 72. saatte Daudi
hiicrelerinde gosterdifi sitotoksik etki %59 iken aym dozun IFNa-con 1 ile birlikte
gosterdigi sitotoksik etki %64’ diir (Sekil 3.4). IFNa-~con 1‘in 250ng/ml’lik dozu ile 5-
Florourasil’in 45-900 ng/ml arasinda defigen S5 farkli dozu K562 hiicrelerinde
konsantrasyona ve zamana baZli olarak artan bir ¢ogalma inhibisyonu gostermigtir.
250ng/ml IFNa-con 1 ve 90 ng/ml 5-Florourasil ile muamele edilen K562 hiicrelerinde
24. saatte %37 olan biyiime inhibisyonu 96. saatte %73’e ¢ikmugtir. Aym sekilde 900
ng/ml 5-Florourasil’in IFNa-con 1 ile birlikte gosterdigi sitotoksik etki 24. saatte %64
iken 96. saatte bu sitotoksik etki %86 olmustur (Sekil 3.9). Bu sonuglara gore, K562
hicrelerinde S5-Florourasil’in IFNa-con 1 ile birlikte verildiginde gosterdidi sitotoksik
etkisinin tek bagina verildifinde gosterdigi sitotoksik etkiden daha fazla oldufu
gorilmektedir. IFNa-~con 1 ve S5-Florourasil’in aym dozlan PRO.ML hicrelerinde
konsantrasyon ve zaman bagimli ¢ofalma inhibisyonu gostermistir. 250 ng/ml IFNa-
con 1 ve 45 ng/ml 5-Florourasil’in PRO.ML hiicreleri lizerinde 24. saatteki sitotoksik
etkisi %54 iken aym dozun 96. saatteki sitotoksik etkisi %66 olmustur. Aym sekilde
250 ng/ml IFNa-con 1 ve 450 ng/ml 5-Florourasil’in 24. saatteki sitotoksik etkisi %67,
96. saatteki sitotoksik etkisi ise %79’ dur (Sekil 3.14).

Hidroksitre’nin 50-800 ng/ml arasinda degisen dozlarimn IFNa-con 1¢in sabit bir
dozuyla birlikte muamelesi galigmada kullanilan ii¢ 16semik hiicre hattinda da farkh
sitotoksik etki gostermigtir. Daudi hiicrelerinde 0.2 ng/ml  IFNo-con 1 ile
Hidroksiiire’nin degisen dozlan konsantrasyon bagh olarak artan, fakat zamana bagh
olarak azalan bir gogalma inhibisyonu goéstermigtir. 24. saatte, 0.2 ng/ml IFNa-con 1 ile
50 ng/ml Hidroksi tre’nin birlikte gosterdigi sitotoksik etki %49 iken yine aym doz
IFNa-con 1 ile 800 ng/ml Hidroksi iire’nin birlikte gosterdifi sitotoksik etki %69 dur.
Fakat sozkonusu dozun 24. saatte %49 olan sitotoksik etkisi 72. saatte %38’
dugmiigtir. Hidroksitire’nin Daudi hicrelerinde tek bagina gosterdigi sitotoksik etki ile
IFNo-con 1 ile birlikte gosterdigi sitotoksik etki arasinda 6nemli derecede bir fark
olmadify gézlenmistir (Sekil 3.3, Sekil 3.5). IFN-alfa’min 250 ng/ml’lik dozu ile
Hidroksiiire’nin 50-800 ng/ml arasinda degigen 5 farkli dozu K562 hicreleri tizerinde
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konsantrasyona ve zamana bagli olarak artan bir gogalma inhibisyonu géstermigtir. 250
ng/ml IFNa-con 1 ve 50 ng/ml Hidroksi ire ile muamele edilen K562 hiicrelerinde 24.
saatte %44 olan ¢ogalma inhibisyonu 96. saatte %92’ye kadar gikmigtir. Aym sekilde
200 ng/ml Hidroksitire’nin IFNa-con 1 ile birlikte gosterdifi sitotoksik etki sézkonusu
hiicrelerde 24. saatte %50 iken 96. saatte bu sitotoksik etki %90 olmugtur (Sekil 3.10).
Hidroksitire’nin K562 hiicreleri tizerinde tek bagina iken gosterdigi sitotoksik etki ile
I[FNa-con 1 ile birlikte iken gosterdigi sitotoksik etki kargilagtinlacak olursa
Hidroksitire’nin IFNa-con 1 ile birlikte verildiginde daha fazla ¢ogalma inhibisyonu
gosterdigi goriilmektedir (Sekil 3.8, Sekil 3.10). IFNa-con 1‘in 250 ng/mI’lik dozu ile
Hidroksitire’nin 50-800 ng/ml arasinda degisen dozlan PRO.ML hiicrelerinde de
konsantrasyon ve zamana bagh olarak artan bir ¢ofalma inhibisyonu gostermistir. 250
ng/ml IFNa-~con 1 ile 50 ng/ml Hidroksiiire’nin PRO.ML hiicreleri tzerinde birlikte
gosterdikleri sitotoksik etki 24. saatte %53 iken bu etki 96. saatte %61’e ¢ikmigtir. Ayni
sekilde 250 ng/ml IFNa-con 1 ve Hidroksiire’nin en yiiksek dozu olan 800 ng/mi’lik
dozu 24. saatfe %68 g¢ofalma inhibisyonu gosteritken 96. saatte %76 cofalma
inhibisyonu gostermistir. Bu sonuglar Hidroksiiire’nin PRO.ML hiicreleri tizerinde tek
bagina iken goOsterdifi sitotoksik etki ile karsilagtinldifinda, Hidroksiire’nin bu
hiicrelerde IFNa-con 1 ile birlikte iken daha fazla sitotoksik etki gosterdigi
gorilmektedir ($ekil 3.13, $ekil 3.15). Dolayistyla bu iki kemoterapik ajamin sinerjik
etki gosterdikleri sdylenebilir.
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Sekil 3.1 IFN-alfa’nin Daudi Hitcreleri Uzerinde Gosterdigi Sitotoksik Etki
( Sonuglar 3 bagimsiz deneyin ortalamasidir)
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Sekil 3.2 5-FU’in Daudi Hiicreleri Uzerinde Gosterdigi Sitotoksik Etki
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Sekil 3.3 H.Ure’nin Daudi Hucreleri Uzerinde gosterdigi Sitotoksik Etki
( Sonuglar 3 ayn deneyin ortalamasidir)
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Sekil 3.4 IFN-alfa + 5-FU Kombinasyonunun Daudi Hicreleri Uzerinde Gosterdigi
Sitotoksik Etki
(Sonuglar 3 deneyin ortalamasidir).
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Sekil 3.6 IFN-alfa’nin K562 Hicreleri Uzerinde Gosterdigi Sitotoksik Etki
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Sekil 3.7 5-FU’in K562 Hicreleri Uzerinde Gosterdigi Sitotoksik Etki
( Sonuglar 3 deneyin ortalamasidir)
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Sekil 3.8 H.Ure nin K562 Hiicreleri Uzerinde Gésterdigi Sitotoksik Etki
( Sonuglar 3 deneyin ortalamasidir).
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Sekil 3.9 IFN-alfy + 3-FU Kombinasyozzunun KS62 Hucreler; Uzerinde Gésterdigi

Sitotoksik Etki
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Sekil 3.10 IFN-alfa + H.Ure Kombinasyonunun K562 Hicreleri Uzerinde Gosterdigi
Sitotoksik Etki
( Sonuglar 3 ayn deneyin ortalamasidir)

35



§0 100

250 500 1000

ng/mi

Sekil 3.11 JFN-aifa’mn PRO.ML Hicrel
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Sekil 3.12 5-FU’in PRO.ML Hiicreleri Uzerinde Gosterdigi Sitotoksik Etki
( Sonuglar 3 deneyin ortalamasidir)
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Sekil 3.14 IFN-aifa + 5-FU Kombinasyonunyn PRO.ML Hiicreleri Uzerinde
Gosterdigi Sitotoksik Etki
( Sonuglar 3 ayn deneyin ortalamasidir)
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Sekil 3.15 IFN-alfa + H.Ure Kombinasyonunun PRO.ML Hiicreleri Uzerinde
Gosterdigi Sitotoksik Etki
( Sonuglar 3 ayn deneyin ortalamasidir)
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3.2. DNA Fragmentasyonu

Daudi hicrelerinde IFNa-con 1‘in biyameyi (gogalmayi) durdurucu etkisi
konsantrasyon bagimli olarak ortaya ¢ikmgtir. Bu sonuca paralellik gésterecek sekilde
artan IFN konsantrasyonu bu hiicrelerde DNA fragmentasyonunun da artmasina neden
olmustur. 0.01 ng/ml IFNa-con 1 ihtiva eden ortamda bulunan hiicre populasyonunda
genomik DNA’da kontrole oranla kismi bir pargalanma sozkonusu iken, genomik
DNA’da gozlenen fragmentasyon artan IFN konsantrasyonlannda artmigtir. En fazla
fragmentasyon 1ng/ml IFNa-con 1 ihtiva eden ortamda inkGibe edilen hiicrelerden izole
edilen DNA’da gozlenmigtir (Sekil 3.16).

Daudi hicrelerinde 5-Florourasil’in (¢ogalmay1) durdurucu etkisi IFNa-~con 1‘e
oranla daha az olmustur. 5-Florourasil’in bu bilyimeyi durdurucu etkisi yine
konsantrasyon bagimli olarak ortaya c¢ikmigtir. Bu sonuca paralel olarak, 5-
Florourasil’in Konsantrasyonu arttikga DNA fragmentasyonunun da arttifn gozlenmigtir
(Sekil 3.17).

Hidroksitire’nin Daudi hucreleri iizerinde gosterdigi sitotoksik etki diger
kemoterapiklerin s6z konusu hiicrelerde gosterdigi sitotoksik etkiden farkli olarak
konsantrasyona bagh olarak artmig, ancak zamana bagh olarak azalmistir. Buna bagh
olarak Hidroksiiire’nin 50-800 ng/ml arasinda degisen 5 farkhh dozu konsantrasyona
bagh
olarak artan bir DNA fragmentasyonu gostermistir. DNA fragmentasyonu 50 ng/ml
Hidroksi ire ihtiva eden ortamda inkiibe edilen hiicrelerden izole edilen genomik
DNA’da baglamis ve artan Hidroksiiire konsantrasyonuyla birlikte genomik DNA’larda
goriilen parcalanma da artmigtir (Sekil 3.18).

IFNa-con 1 ve 5-Florourasil’in Daudi hiicrelerinde birlikte gosterdikleri biiyiime
inhibisyonunda sinerjik etki gosterdikleri gozlenmigtir. Buna paralel olarak hem 5-
Florourasil hem de IFNa-~con 1 ihtiva eden ortamda bulunan Daudi hicrelerinden elde
edilen genomik DNA’daki fragmentasyonun sadece 5- Florourasil bulunan ortamda
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inkiibe edilen Daudi hiicrelerinde gérillen DNA fragmentasyonundan daha fazla oldugu
gozlenmigtir (Sekil 3.19).

IFNa~con 1 ve Hidroksitire’nin Daudi hicreleri iizerinde birlikte gosterdigi
biiyimeyi durdurucu etkisiyle Hidroksitire’nin tek basina iken sdzkonusu hiicreler
izerinde gosterdigi biuyimeyi durdurucu etkisi arasinda Onemli derecede fark
bulunmamigtir. Fakat her iki durumda da konsantrasyona bagh olarak artan bir bilyiime
inhibisyonu gozlenmistir. Buna paralel olarak IFNa-con 1 ve Hidroksitre bulunan
ortamda inkiibe edilen hiicrelerden izole edilen genomik DNA’lardaki fragmentasyonun
da doz bagimh olarak arttifn gozlenmistir (Sekil 3.20).
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