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OZET

Losemi Hiicre Serisinde Kafeik Asit Fenetil Ester’in TET2 Ekspresyonu ve

Hiicre Dongiisii Uzerine Etkisi

Amac: Akut Myeloid Losemi (AML) patogenezindeki genetik ve epigenetik
degisikliklerin kapsamli olarak tanimlanmasiyla DNA metilasyonu ve histon
metilasyon/asetilasyonu aracili myeloid oOnciil hiicrelerin  ¢ogalmasinda ve
farklilasmasinda degisimlerin oldugu saptanmistir. DNA metilasyonuna yol agan
TET2 gen mutasyonlarinin varliginda hiicre dongiisii bozularak apopitozis inhibe
olmaktadir. Bal arilar1 tarafindan toplanan regineli bir madde olan propolis ve etken
maddesi kafeik asit fenetil ester (CAPE), antiinflamatuar, antiviral ve antikanser
Ozellikleri bulunan bir bilesiktir. Bu c¢alismada, K562 16semi hiicre serisinde
CAPE’in hiicre dongiisii ve TET2 gen ekspresyonu lizerine etkisinin aragtirilmasi
amaclandi.

Gere¢ ve Yontem: K562 hiicre serileri sitozin arabinozid (ARA-C), CAPE
ile 37°C° de 4 giin inkiibe edilerek hiicre déngiisii ve TET2 gen ekspresyonu
degerlendirildi. TET2 mRNA ekspresyonu delta Ct metoduyla RPLO ya Kkarsi
normalize edilerek hesaplandi. Hiicre dongiisii basamaklar1 Cycle TEST Plus DNA
Reagent kit ile belirlendi. Hiicrelerin DNA miktarlart Modfit programinda analiz
edilip verilerin istatistiksel analizleri Grafpad prism V6 programi ve student’s t-test
kullanilarak yapildi. P<0,05 anlamli kabul edildi.

Bulgular: Kontrol grubunda diploid hiicrelerin %32.6’s1 G1 fazinda, %8’i G2
fazinda, %59.4°1 S fazinda, tetraploid hiicre miktar1 %5.6 ve hiicrelerin %100’ G1
fazinda idi. Buna karsilik CAPE ilave edilen hiicrelerde %93.59 oraninda diploidi
mevcut olup bunlarin %31.4’liniin G1 fazinda, %8’inin G2 fazinda oldugu gézlendi.
Geri kalan %60.5 hiicre ise S fazinda saptandi. Kontrol gurubu ile CAPE eklenen
hiicre serilerinde hiicre dongiileri arasinda anlamli fark olmadigi izlendi. 25 nM
dozunda ARA-C ilave edilerek hazirlanan hiicre kiiltiri akim sitometrik
degerlendirmede diploid hiicrelerin oran1 %93.5 olup, bunlarin %31.4°1 G1, %8’1 G2
ve %60.5’1 S fazindaydi. Tetraploid hiicre oran1 %6.4 olup, timiiniin G1 fazinda
oldugu izlendi. ARA-C ve 5 uM dozunda CAPE ilave edildiginde hiicrelerin
%93.7’sinin  diploid oldugu, %32.3’linlin Gl fazinda, %8&’inin G2 fazinda,



%359.6’sinin S fazinda oldugu, tetraploid hiicrelerin de %100’{iniin G1 fazinda
oldugu saptandi. ARA-C ile karsilastirildiginda anlamli fark yoktu buna karsilik
TET2 gen ekspresyonunun kontrol gurubuna gore CAPE varliginda 2,5 kat artig
izlendi (p<0,001).

Sonu¢: CAPE’in K562 serilerinde hiicre dongiisiine etki etmedigi, TET2 gen
ekspresyonunu artirmasi 16semi veya MDS tedavilerine CAPE eklenmesinin TET2
gen ekspresyonu artirict etkisiyle katki saglayabilecegini diisiindiirmekle birlikte, bu

sonuglarin ileri calismalarda desteklenmesi gerekmektedir.



SUMMARY

The Effect of Caffeic Acid Phenethyl Ester on the Expression of TET2 and the

Cell Cycle in a Leukemia Cell Line

Objective: A comprehensive definition of genetic and epigenetic alterations
in the pathogenesis of acute myeloid leukemia (AML) has shown that there are
changes in the proliferation and differentiation of DNA methylation-mediated and
histone methylation- and acetylation-mediated myeloid progenitors. In the presence
of TET2 gene mutations that lead to DNA methylation, the cell cycle is disrupted,
thereby inhibiting apoptosis. Caffeic acid phenethyl ester (CAPE) is a bioactive
component of propolis from honeybee hives and has antiinflammatory, antiviral, and
anticarcinogenic properties. This study aimed to investigate the effect of CAPE on
the expression of TET2 and the cell cycle in the K562 leukemia cell line.

Materials and Methods: The K562 leukemia cells were incubated with
cytosine arabinoside (ARA-C) and CAPE at 37°C° for 4 days to evaluate the cell
cycle and the expression of TET2. TET2 mRNA expression was normalized against
RPLPO gene and calculated using the delta-delta Ct method. The distribution of cells
within the different phases of the cell cycle was detected using the Cycletest Plus
DNA Reagent Kit. DNA content of cells was analyzed using ModFit software.
Statistical analysis was performed using GraphPad Prism Version 6. Student’s t-test
was used in the analysis. P < 0.05 was considered significant.

Results: In the control group, 32.6% of diploid cells were in the G1 phase,
8% in the G2 phase, and 59.4% in the S phase; the percentage of tetraploid cells was
5.6% and 100% of the cells were in the G1 phase. On the other hand, the percentage
of diploid cells was 93.59% in CAPE-added cells; 31.4% of them were in the G1
phase and 8% in the G2 phase. The remaining 60.5% was in the S phase. There was
no significant difference between the cell cycles of the control group cells and
CAPE-added cells. The flow cytometric analysis of the cell culture treated with 25
nM ara-C showed that the percentage of diploid cells was 93.5% with 31.4% in the
G1 phase, 8% in the G2 phase, and 60.5% in the S phase. The percentage of
tetraploid cells was 6.4% and all tetraploid cells were in the G1 phase. In the cell

culture treated with 5 uM CAPE and ara-C, the percentage of diploid cells was



93.7% with 32.3% in the G1 phase, 8% in the G2 phase, and 59.6% in the S phase.
100% of tetraploid cells were in the G1 phase. No significant difference was found
compared to ara-C, while the expression of TET2 increased two and half time in the
presence of CAPE compared to the control group (p < 0.001).

Conclusion: The study found that CAPE had no effect on the cell cycle in the
K562 cell line but increased the expression of TET2. The effect of CAPE on the
increased expression of TET2 might aid in the treatment of leukemia or

myelodysplastic syndrome. Further research is required to support these results.
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1. GIRIS

Akut Myeloid Losemi (AML) farklilasma 6zellikleri bozulmus myeloid 6ncti
hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasi ile karakterize klonal, heterojen neoplastik bir
hastaliktir (1). Giinlimiizde konvansiyonel tedaviler ile gen¢ yastaki AML
hastalarinda %70-80 oraninda tam remisyon elde edilebilirken, ileri yas hastalarda
tedaviye yanit oranlarmin %20-30’lara kadar azaldig1 goriilmektedir (2).

AML’li hastalarda gelisen genetik ve epigenetik degisiklikler dogrudan hiicre
dongiisiinii etkileyerek veya DNA metilasyon ve histon metilasyon/asetilasyonu
aracilt myeloid Oncil hiicrelerin proliferasyon ve differansiyasyonunda degisimlere
neden olarak apopitozis inhibisyonuna yol agmaktadir. DNA metilasyonuna neden
olan TET2 gen mutasyonlart AML’1i hastalarda siklikla izlenmektedir. Son yillarda
AML’deki genetik ve epigenetik degisiklerin kapsamli olarak tanimlanmasiyla yeni
tedavi yaklasimlar1 gelismeye baslamistir (3,4). Kafeik asit fenetil ester (CAPE),
cesitli bitki kaynaklarindan bal arilari tarafindan toplanan regineli bir madde olan
propolisin aktif biyolojik bilesenlerinden birisidir. Yapilan ¢aligmalarda CAPE’in
antioksidan, antiinflamatuar, antiviral, immun uyarici, karsinostatik ve antikanser
etkilerinin oldugu gdsterilmistir (5,6). Insan HeLa, HL-60, MCF-7 ve sigan ME 308
hiicre dizilerinde oksidatif stresi azaltarak hiicre cogalmasimni engelledigi,
promyelositik bir 16semi hiicre dizisi olan HL-60 hiicrelerinde bcl-2 ekspresyonu
azaltip, bax ekspresyonu ve kaspaz-3 aktivasyonu artirarak apopitozisi indiikledigi
saptanmistir (7-11).

Bu ¢alismada K562 16semi hiicre serilerinde anti-tiimor, anti-inflamatuar,
anti-neoplastik ve antioksidan etkili CAPE’in hiicre dongiisii ve TET onkogen

ailesinden olan TET2 geninin ekspresyonu iizerine etkilerin arastirilmasi amaglandi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Akut Myeloid Losemi

Akut myeloid 16semi (AML) farklilagsma 6zellikleri bozulmus myeloid 6ncii
hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasi ile karakterize klonal heterojen neoplastik bir
hastaliktir. Blastik hiicrelerin boliinme ve proliferasyon 6zellikleri devam ederken,
matiir hiicrelere farklilagsma 6zelligi kaybolmaktadir. Kemik iliginde anormal ¢ogalan
l6semik hiicreler (blast) hematopoezin yetersizligine yol agarak anemi, kanama ve

enfeksiyonlara egilimi artirmaktadir (1).

2.1.1. Epidemiyoloji

Akut myeloid l6semi erigkinlerde goriilen akut l6semilerin yaklasik %80’ini
olustururken cocukluk doneminde daha az goriilmekte ve 15 yas altindaki akut
16semilerin %15-20’sini olusturmaktadir. AML genel olarak ileri yas hastaligidir ve
ortalama goriilme yasi 65°tir. 65 yas altinda insidansi 1.8/100.000 iken, 65 yas
tizerinde 17/100.000°e ulagsmaktadir. Erkeklerde, kadinlara gore fark az olmakla
beraber daha sik goriilmektedir (100,000 kiside 5.2 erkek / 3.6 kadin). Amerika
Birlesik Devletleri Ulusal Kanser Enstitiisii verilerine gore her 100.000 kiside 4.3
oraninda goriildiigi bildirilmis olup 2019 yilinda tiim kanser vakalarinin %1.2’sinin

AML olacagi ve 21.450 yeni vakanin olabilecegi tahmin edilmektedir. (12-17).
2.1.2. Etiyoloji
Etiyolojisinde kromozomal degisiklikler 6n planda yer almakta olup; 1yonize

radyasyon, kimyasal maddeler (benzen), ilaglar (kemoterapdtikler) ve retroviriisler
de rol oynamaktadir (Tablo 1) (18-23).



Tablo 1. AML Gelisiminde Rol Oynayan/Oynayabilen Faktorler

Cevresel Faktorler

Radyasyon
Benzen
Alkilleyici ajanlar ve diger sitotoksik ilaglar

Edinsel hastaliklar

Klonal myeloid hastaliklar;

Kronik myeloid 16semi

Idiopatik myelofibrozis

Esansiyel trombositoz

Polistemia vera

Klonal sitopeniler;

Paroksismal nokturnal hemoglobiniiri
Aplastik anemi

Myeloma

Konjenital hastahiklar

Kardes AML

Konjenital amegakaryositik trombositopeni
Bloom sendromu

Konjenital agraniilositoz
Diamond-Blackfan sendromu
Down sendromu

Dubowitz sendromu
Diskeratozis konjenita
Ailesel platelet bozukluklari
Fanconi anemisi

Noonan sendromu
Shwachman sendromu

2.1.3. Simiflandirma

Akut myeloid 16semi’de ilk olarak histokimyasal reaksiyonlara, polikromatik

boyamada morfolojik o6zelliklerine, hiicre ylizey belirteglerine gore French-

American-British (FAB) smiflamast yapilmistir, ancak burada morfoloji ve

immiinolojik fenotip arasindaki iliski zayif olarak izlenmektedir (24).

Bunun iizerine Diinya Saglhk Orgiitii (WHO) biinyesinde bir grup patolog ve

klinisyen tarafindan AML smiflandirilmas1 yeniden gozden gegirilmistir. FAB

siniflamas1 sadece hiicre morfolojisi ve farklilasma derecesine bagli oldugundan

WHO smiflamasina prognoz ve tedavi agisindan timor genetigi ile ilgili yenilikler

eklenmistir (25-27).



2.1.3.1. FAB Simiflamasi

AML-M0 (Minimal farkhlasms akut myeloid l6semi): AML vakalarinin
ortalama %3’tinii olusturmaktadir. Morfolojik olarak ALL’nin L2 varyantindan
ayrimda  imminfenotipleme  6nemli rol oynamaktadir. = Myeloblastlarin
sitoplazmalarinda graniil ve auer rod goriilmemektedir. Blastlarin %3’iinden azinda
myeloperoksidaz (MPO) veya Sudan black B (SBB) pozitif olarak izlenmektedir.
Lenfoid dizi belirteclerinden CD7 %30-40 vakada eksprese edilirken diger lenfoid
belirtecler genelikle negatif olarak izlenmektedir. CD13 vakalarin %75’inde, CD33
ekpresyonu ise %70’inde bulunmaktadir. AML-MO0’da kompleks karyotip bozukluk
sik olarak saptanmaktadir ve genelikle kotii prognoz ile iligkilidir.

AML-M1 (Olgunlasma gostermeyen akut myeloid losemi): AML
vakalarinin %15-20’sini olusturmaktadir. Myeloblastlarda auer rod nadir olarak
izlenmektedir ya da yoktur. Ayrica azurofilik graniiller de nadir olarak
saptanmaktadir. Myeloblastlarin %3’ten fazlasinda MPO ve SBB pozitiftir.
Immiinfenotiplemede CD13, CD33, CD34 ve HLA-DR pozitif olup, genetik anomali
olarak inv(3) sik olarak izlenmektedir.

AML-M2 (Olgunlasma gosteren akut myeloid losemi): AML-M2 en sik
rastlanan AML alt tipi olup tim AML olgularinin %25-30’unu olusturmaktadir.
Myeloblastlarda auer rod genellikle bulunmaktadir ve blastlarin sitoplazmalari
azurofilik graniiller icermektedir. Myeloblastlar kuvvetli MPO ve SBB pozitifligi
gostermektedirler. Immiinfenotiplemede myeloblastlarda CD13, CD33, CD34 ve
HLA-DR ekspresyonu pozitif olarak izlenmektedir. Morfolojik olarak promyelositler
tiim myeloid serinin %3-20’sini olusturmaktadir. Kemik iliginde monositik hiicreler
noneritroid serinin %20’sinden daha az olup, AML-M2 vakalarin yaklagik
%350’sinde  t(8;21)(q22;922) translokasyonu izlenmektedir. Olgularin yaklasik
%?25’inde splenomegali izlenmektedir.

AML-M3 (Akut promyelositik losemi): AML olgularinin %5-10’unu
olusturmaktadir. Kemik iligi ve periferik kanda atipik promyelosit varligi ile
karakterizedir. Atipik promyelositler myeloid hiicrelerin %30 veya daha fazlasim
olusturmaktadir. AML-M3 olgular1 morfoloji, hastalarin gen¢ olmasi (medyan yas
30-33 y1l), spesifik kromozom anormalligi, koagiilopati gelisebilmesi ve retinoik asit

tedavisine cevap vermesi ile diger AML alt tiplerinden ayrilmaktadir. Atipik



promyelositler kuvvetli MPO ve SBB pozitifligi gostermekte ve auer rod sik olarak
izlenmektedir. Immiinfenotiplemede tipik olarak CD13, CD33 ve CD15 pozitifligi;
CD11b, CD14, HLA-DR ve CD34 negatifligi saptanmaktadir. AML-M3’te
karakteristik translokasyon, 15. ve 17. kromozomun uzun kollar1 arasindaki
resiprokal t(15;17)(q22;921) translokasyonudur. AML-M3 vakalarinda graniillerden
salman prokoagiilan maddelerin yol agtig1 dissemine intravaskiiler koagiilasyon
(DIK) ve kanama bulgulari sik olarak izlenmektedir. AML-M3{in 2 varyant1 vardir;

e Hipergraniiler varyant: AML-M3 olgularinin yaklasik %75’ini
olusturmaktadir. Atipik promyelositler, biiyiik sitoplazmik graniiller veya
auer rodlar (fagot hiicreleri) icermektedirler ve hastalarda 16kopeni 6n
planda izlenmektedir.

e Mikrograniiler varyant: AML-M3 olgulariin %25’ini olusturmaktadir.
Atipik promyelositler, kiigiik graniiller iceren sitoplazmaya ve katlanmis
cekirdek yapisina sahiptirler. Hipergraniiler varyantta I6kopeni 6n planda
iken, mikrograniiler varyantta ise l6kositoz 6n planda izlenmektedir.

AML-M4 (Akut myelomonositik losemi): AML’lerin  %15-25’ini
olusturmaktadir. Kemik iliginde %30’un iizerinde myeloblast varlig1 yaninda %20-
50 arasinda monositik hiicreler goriilmektedir. Immiinfenotiplemede CD13, CD33,
CD14 ve HLA-DR pozitif olarak izlenmektedir. AML-M4 vakalarinda splenomegali
(%30), lenfadenopati (%19-30), diseti tutulumu ve ekstramediiller tutulum
izlenmektedir. AML-M4 vakalarimin 1/3’tinii  olusturan anormal eozinofillerle
birlikte olan M4Eo varyantinda ise myelomonoblastik blastlarin yaninda <%30
morfolojik olarak anormal eozinofiller mevcut olup, inv(16)(p13.1922) kromozomal
anomalisi goriilebilmektedir ve iyi prognozla iligkilidir.

AML-MS5 (Akut monositik losemi): AML’lerin %5-9’unu olusturmaktadir.
AML-M5’te CD11b, CD14, CD64 ve CD68 pozitifligi saptanabilmekte ve karaciger,
dalak ve lenf nodu gibi ekstramediiller tutulumlar diger AML’lere gore daha sik
olarak gozlenmektedir. AML-MS5 vakalarinin ¢ogunda l6kositoz izlenmekte olup
vakalarin %30’unda l6kosit sayist 100.000/mm?’iin {izerindedir. AML M5’te t(9;11)
translokasyonu kotii prognozla iligkilidir. AML-M5a ve AML-M5b olmak iizere 2 alt
tipi mevcuttur,;

e AML-Mb5a: Kemik iligindeki noneritroid serinin %80’den fazlasini

monoblastlar olusturmaktadir. Auer rod nadiren goriilmekte ve AML-



MS5a’da monoblastlarda NSE pozitifligi gozlenirken, MPO ve SBB
genellikle negatif olarak izlenmektedir. AML-MS5a’da olgular daha geng
yasta ve yiikksek 1okosit sayist ile bagvurmaktadirlar. AML-M5a
vakalarinda 11g23 anomalisi sik izlenen anomali olup kotii prognoz ile
iliskilidir.

e AML-M5b: Daha ¢ok ileri yaslarda goriilmektedir. Kemik iliginde
noneritroid hiicrelerin  %80’inden fazlasini monosit, promonosit ve
monoblastlar olusturmaktadir. Auer rod myeloblastlarin az bir kisminda
goriilmektedir. NSE ile pozitif boyanma izlenmektedir.

AML-M6 (Akut eritrolosemi, Di Guglielmo sendromu): AML’lerin %5’ini
olusturmaktadir. AML-M6 hastalari siklikla ileri yasta olup kemik iliginde hiicrelerin
%350’sinden fazlasini eritroblast ve noneritroid hiicrelerin  %20’den fazlasini
myeloblastlar olusturmaktadir. MPO ve SBB negatif, PAS ise genellikle pozitif olup,
immiinfenotiplemede CD13, CD33, CD41, CD71 ve glikoforin pozitif olarak
izlenmektedir. 5. ve 7. kromozom delesyonu sik olarak goriilmektedir ve koti
prognoz ile iliskilidir.

AML-M7 (Akut megakaryositik losemi): AML’lerin  %3-5’ini
olusturmaktadir ve prognozu kétiidiir. MPO ve SBB negatif olarak izlenmektedir.
Morfolojik olarak ALL-L2 ile karigabilmektedir. Myeloid belirteglerden CD13 ve
CD33 ekprese edilebilir ancak CD34 siklikla negatif olarak izlenmektedir. Tani
16semi hiicreleri lizerinde CD41, CD42b, CD61 veya faktor VIII iliskili antijenlerin
varligina dayanmaktadir. Kemik iligi fibrozis nedeni ile giicliikle aspire

edilebilmektedir.

2.1.3.2. WHO Simiflamasi

WHO smiflamasinda morfoloji, sitogenetik, molekiiler genetik ve
immiinolojik  ozelliklere dayanarak, {niversal olarak prognostik agidan
kullanilabilecek bir smiflandirma yapmak amaglanmistir (Tablo 2). WHO
simiflamasinda, FAB siniflamasima ek olarak birkag 6nemli degisiklik yapilmistir.
WHO ve FAB smiflamasi arasindaki en onemli farklilik, WHO siniflamasinda tani
icin kemik iligi ve kanda blast oraninin en az %20 olarak tanimlanmis olmasidir.

Ayrica FAB siniflamasinda myelodisplastik sendrom sinifinda yer alan, blast orani



%20-29 olan asir1 blast transformasyonu olan refrakter anemi [refractory anemia

with excess blast transformation (RAEB-t)] sinifi kaldirilmistir (25-27).

Tablo 2. AML’de WHO Siiflamasi

Tekrarlayan genetik anomalilerle seyreden AML
t(8;21)(922;922); RUNX1-RUNX1T1

t(15;17) (q22;q12) ile iliskili AML ve varyantlar;; PML/RARA
inv(16)(p13g22) veya t(16;16)(p13;922); CBFB-MYH11
11g23 (MLL) anomalileri ile iliskili AML
t(9;11)(p22;923); MLLT3-MLL

t(6;9)(p23;934); DEK-NUP214

inv(3)(q21g26.2) veya t(3;3)(q21;926.2); RPN1-EVI1
t(1;22)(p13;913); RBM15-MKL1

Coklu dizi displazisi gosteren AML

Oncesinde MDS olan AML

Oncesinde MDS olmayan AML

ilaca bagh AML ve myelodisplastik sendromlar
Alkilleyici ajanlarla iliskili

Topoizomeraz II inhibitor ile iligkili

Tammlanan gruplara girmeyen AML

Minimal farklilasma gosteren AML

Olgunlagsma gostermeyen AML
Akut myelomonositik 16semi
Akut monoblastik 16semi

Akut eritroid 16semi

Akut megakaryoblastik 16semi

Akut bazofilik 16semi

Myelofibrozla giden akut panmyelozis
Myeloid sarkom

2.1.4. Klinik Ozellikler

Akut myeloid 16semi hastalarinin ¢ogunda tanidan birka¢ ay 6nce baglayan
genel bir yorgunluk mevcut olup, istahsizlik ve kilo kayb1 da eslik edebilir. Ancak
hastalar genellikle sitopenilerle (anemi, notropeni ve trombositopeni) iligkili
semptom ve bulgularla bagvurmaktadirlar (28).

Anemiyle iliskili solukluk ve halsizlik yaygin olarak gézlenmektedir. Ayrica
carpinti, ¢abuk yorulma ve dispne gibi diger anemi ile iliskili semptom ve bulgular
da ortaya ¢ikabilmektedir. Trombositopeniye bagli olarak gelisen petesi, epistaksis,
dis eti kanamalari, konjonktival kanamalar ve deri yaralanmalar1 sonras1 durmayan

kanamalar hastaligin erken bulgularindan olup tani aninda hastalarin yaklasik



yarisinda bulunmaktadir. Daha nadir olarak gastrointestinal, genitoliriner,
bronkopulmoner veya santral sinir sistemi kanamalar1 baglangic bulgusu
olabilmektedir.

Akut myeloid 16semi hastalarinda ALL hastalarinin aksine kemik agrilar1 sik
olmamakla beraber, bazi hastalar (<%20) sternumda daha nadiren de alt
ekstremitelerde, 16semik siirecte mediiller kavitenin genislemesine bagli siddetli
agrilar, rahatsizlik hissi ve/veya hassasiyet hissedebilmektedirler. Losemik cilt
infiltrasyonlar1 (l6semi kutis veya myeloid sarkom) hastaligin seyri boyunca
hastalarin %13’iinde meydana gelmekte ve siklikla AML-M4 ve M5 alt tiplerinde
goriilmektedir (29).

Mindr kesi ve yaralanmalar sonrasi ortaya ¢ikan piistiiller ve mindr piyojenik
infeksiyonlar oldukca sik olarak izlenmektedir. Siniizit, pndmoni, pyelonefrit ve
menenjit gibi major infeksiyonlar baslangi¢ bulgular1 olarak daha az goériilmekte ve
siklikla kemoterapi sonrast mutlak notrofil sayist <500/mm?® oldugunda ortaya
cikmaktadir. Kemoterapi sonrast ndtropeninin uzamasina bagli olarak major
bakteriyel, fungal ve viral infeksiyonlar izlenmektedir. AML hastalarinda ates, biiyiik
cogunlukla notropeniyle iligkili infeksiyonlara bagli gelismektedir. Bununla birlikte
AML-M3’te daha sik olmak tizere AML hastalarinin az bir kisminda l6semiye bagli
ates goriilebilmektedir.

Tan1 sirasinda hepatomegali ve splenomegali AML olgularimin yaklagik
1/3’tinde goriilmektedir. Lenfadenopati monositik alt tipler disinda olduk¢a nadir
olarak izlenmektedir. Organ tutulumunun en sik izlendigi alt tipler AML-M4 ve M5
vakalar1 olup, AML-M3 basta olmak iizere AML-M4 ve M5’te DIK e egilim, ayrica
AML-M4 ve M5’te SSS tutulum bulgularnt ve diseti hipertrofisi goriilebilmektedir.
AML hastalarinda SSS tutulum sikligi, tan1 sirasinda SSS semptom ve bulgusu
olmayanlarda rutin degerlendirilme Onerilmedigi icin tam olarak bilinmemektedir.
SSS tutulumu; AML-M4 ve M5, hiperlokositoz ve 2 yas altinda daha yaygin olarak
izlenmektedir. SSS tutulumunda hastalar asemptomatik olabilecegi gibi kranial sinir
felgleri, bas agris1 ve gdérme bozukluklar1 saptanabilmektedir. Intrakraniyal kitleler
inv(16) ile iligkili FAB M4Eo’de rapor edilmis olup nadiren 16semik menenjitler ile
bir arada goriilebilmektedir. AML ile iligkili Sweet sendromu (nétrofilik dermatoz)
ve piyoderma gangrenosum gibi benign seyirli cilt lezyonlar1 da goriilebilmektedir.

Bu lezyonlar agrilidir ve genellikle steroide cevap verirler. Obstriiktif sarilik



graniilositik sarkoma sekonder olarak gelisebilmekte ve nadiren hepatik yetmezlik
goriilmektedir. Daha nadir olarak da priapizm, hidronefroz ve bobrek yetmezligi gibi

Klinik tablolar gelisebilmektedir (30-34).

2.1.5. Laboratuvar Bulgular:

2.1.5.1. Periferik Kan Bulgular:

Akut myeloid 16semi hastalarinda kemik iliginde {retimin azalmasi ve
eritrositlerin yasam siiresinin kisalmasina bagli olarak anemi gelisebilmektedir.
Anemi genellikle normokrom normositer olup degisik biiyiikliikte ve sekilde
eritrositlerin yani sira eritrosit onciilleri de periferde goriilebilmektedir. Retikiilosit
sayist normal ya da azalmis olarak izlenmektedir.

Akut myeloid 16semi hastalarinda yetersiz iiretim ve trombositlerin yasam
stirelerinin kisalmasina bagh olarak genellikle trombositopeni bulunabilmektedir.
Tan1 sirasinda hastalarin yaklasik %75’inde trombosit sayist 100.000/mm?*’iin,
yaklagik %25’inde ise 25.000/mm?’iin altindadir. Ayrica trombositlerde morfolojik
ve fonksiyon bozukluklar1 da gériilebilmektedir. Bazen de trombositopeni DIK ile
iliskili olabilmektedir. DIK tablosu tami sirasinda (siklikla AML-M3’te) veya
indiiksiyon tedavisi sirasinda goriilebilmektedir. DIK hipofibrinojenemi, artmis D-
dimer, koagiilasyon faktor eksiklikleri (6zellikle faktor V ve VIII), PT ve aPTT
uzamas, sizinti tarzi kanama ve trombositopeni ile seyredebilmektedir (35, 36).

Akut myeloid 16semi hastalarinda 16kosit sayis1 degiskenlik gostermektedir.
Tani sirasinda ortalama 16kosit sayist 15.000/mm? olup hastalarin %20’sinden azinda
tan1 sirasinda hiperlokositoz mevcuttur ve lokosit sayist 100.000/mm?’iin iizerinde
olabilmektedir. Bununla birlikte hastalarin 6nemli bir kisminda (%25-40) lokosit
sayist tani sirasinda 5000/mm?*’lin altinda izlenmektedir. Bazi olgularda ise mutlak
notrofil sayis1 1.000/mm?*’ten daha az bulunmaktadir. Blastlarda AML alt tipine baglh
MPO, SBB ve LAP aktivitesi degiskenlik gostermektedir. AML hastalarinin biiyiik
cogunlugunda (%95) periferik yaymada blast tespit edilebilmektedir. Blastlar
periferik yaymada kolayca taninabilmekte ancak bazen myelodisplazik degisikler
gozlenebilmektedir. AML’de blastlarin boyutlar1 ve sitoplazmik graniil sayisi

degisken olup niikleuslar1 diizensiz olarak izlenmektedir. Blast sitoplazmasinda



azurofilik graniillerden olusan ve myeloblastlar i¢in patognomik olan auer rod

goriilme sikligt AML alt tipine gore degisebilmektedir (37, 38).

2.1.5.2. Kemik iligi Bulgular

Akut myeloid losemi tanisinda kemik iligi aspirasyonu ve biyopsi
degerlendirmesi olduk¢a dnemlidir. Kemik iligi artmis blastik infiltrasyon nedeni ile
genel olarak hiperselliilerdir ve biyopside monoton 16semik blast infiltrasyonu
saptanmaktadir. AML alt tiplerinde kemik iliginde saptanabilen blastlari; myeloblast,
monoblast, promonosit, anormal promyelosit, pronormoblast ve megakaryoblastlar
olusturmaktadir. Kemik iligi 6rneginin AML olarak degerlendirilebilmesi icin blast
oraninin %20’nin lizerinde olmasi gerekmektedir.

Bununla birlikte t(15;17), t(8;21), inv(16) veya t(16;16) varliginda blast sayis1
%:20’nin altinda olsa da AML tanis1 konulabilmektedir. AML’de blastlar MPO, SBB
ve NSE gibi histokimyasal boyalarla degisik oranlarda pozitif reaksiyon verirler.
Kemik iligi fibrozisi AML’nin tiim alt tiplerinde degisik oranlarda olup o6zellikle
megakaryoblastik 16semide daha belirgin olarak izlenmektedir (39).

2.1.5.3. Sitogenetik Bulgular

Akut myeloid 16semi hastalarinda prognoz ile iliskili en 6nemli parametre
sitogenetik Ozelliklerdir (Tablo 3). Yeni tam1 eriskin AML hastalarinin yaklagik
%55’ inde komozom anomalileri tespit edilebilmektedir (40, 41). WHO
siniflamasinda AML igin “tekrarlayan genetik bozukluklarla seyreden AML” alt
baslig1 altinda t(8:;21), inv(16), t(16;16), t(15;17), t(9;11), t(6;9), inv(3), t(3;3),
t(1;22) ve 11923 yer almaktadir (27).
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Tablo 3. AML Hastalarinda Sitogenetik Risk Degerlendirmesi

Risk Durumu Sitogenetik
1(8;21)(q22;022)
inv(16)(p13.022)
iyi Risk Grupy | {16:16)(p13.622)
1(15;17)

Normal sitogenetikli olgularda FLT3 yoklugunda NPM1 Mutasyonu veya
CEBPA mutasyonu olan olgular

Normal sitogenetik

+8

t(9;11)(p22g23)

inv (16), t(16;16) veya t (8;21) olup ¢c-KIT mutasyonu olanlar
Normal sitogenetik olup NPM1 yoklugunda FLT3-ITD mutasyonu

Orta Risk Grubu

Diger tanimlanamayanlar

Komplex karyotip (>3 anomali)
-5, 50-

-7, 79-

11923

non t(9;11)

inv(3)(q21926.2)
1(3;3)(921926.2)

t(6;9)

1(9;22)

Kotii Risk
Grubu

Akut myeloid losemi diisiiniilen hastalarda tani1 sirasinda sitogenetik
anomalilerin tespit edilmesi hem simniflandirmada hem de tedavi ydnetiminde son
derece 6nemlidir. Erigkin AML hastalarinda t(8;21) varlig1 iyi prognozla iligkilidir.
AML hastalarinin %7’sinde t(8;21)(q22;922) translokasyonu tespit edilirken, bu oran
AML-M2 vakalarinda yaklasik %40 olarak bildirilmektedir (42-44). Yeni tant AML
hastalarinin yaklasik %7’sinde inv(16)(p13.1q22) veya t(16;16)(p13.1g22) tespit
edilmektedir. Bu sitogenetik anomali geng hastalarda goriiliir ve iyi prognoz ile
iligkilidir. AML hastalarinda iyi prognozla iliskili diger bir translokasyon AML-M3
icin oldukca spesifik olan ve olgularin ortalama %13 ’iinde saptanan
t(15;17)(q22;q12)’dir (40). intermediate prognoz ile iliskili olan t(9;11)(p22;q23)
monositik AML’de goriiliir ve cocuklarda daha yaygin olarak izlenmektedir. Bu
translokasyonda DIK, yiiksek lokosit sayist ve dis eti veya cilt tutulumu
goriilebilmektedir. AML hastalariin yaklasik %1’inde tan1 sirasinda t(6;9)(p23;q34)
goriiliir ve bu translokasyon saptanan AML olgularinda bazofili, pansitopeni ve

displazi tipiktir. Diger bir translokasyon olan inv(3)(q21926.2) veya
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t(3;3)(q21;q926.2) yeni tan1t AML ve tedaviyle iligskili MDS/AML olgularinin yaklasik
%1’inde saptanmaktadir. Daha nadir olarak (%0.5) yeni tam1 AML olgularinda
t(1;22)(p13;q13) goriilmektedir. Kotii prognoz ile iliskili olan 11ql3 infant
AML’lerin %60’inda bulunmaktadir. Ayrica 11q13 yeni tam1 geng¢ erigkin AML
hastalarinda %6, cocuk AML hastalarinda ise %12 oraninda saptanmaktadir (42-47).
AML hastalarinda bu anomalilerin diginda -5/del(5q), -7/del(7q), +8, +9, +11,
del(11q), -18, +19, del(20q), +21, X veya Y kromozomu yoklugu gibi sitogetik
anomaliler de saptanabilmektedir (48-52). FAB alt tiplerinde goériilen anomaliler ve
translokasyonlar ile bunlarin karsilifi molekiiler degisiklikler Tablo 4’te

goriilmektedir.

Tablo 4. AML’de Morfolojik Tipleme ve Genetik Degisimler Arasindaki Iligki

FAB alt tipi Sitogenetik degisim Molekiiler degisim
MO, M1 t(10;11) CALM-AF10
M1 Trizomi 21 MLL duplikasyonu
M2 1(8;21) RUNX1-RUNX1T1
M3 t(15;17) PML-RARA
M4Eo inv(16) CBFB-MYH11
M4 t(8;16) MOZ-CBP
M5 1123 translokasyonlari MLL
M5 t(9;11) MLLT3-MLL
M6 t(3;5) NPM-MLP1
M1, M2, M4 t(6;9) DEK-NUP214
M2, M4 t(7;11) NUP98-HOXA9
M7 1(1;22) RBM15-MKL1

2.1.5.4. Biyokimyasal bulgular

Serum iirik asit diizeyi AML vakalarinin yaklasik yarisinda yiiksektir. Idrarda
tirik asit atilimi hemen hemen her vakada artmistir. Lokositoz ile seyreden AML
hastalarinda gerekli 6nlemler alinmadiginda iirik asit nefropatisi gelisebilmektedir.
Urat nefropatisine bagl olarak kan iire azotu ve kreatinin artis1 goriilebilmektedir.
Tan1 swrasinda yiiksek LDH, hipokalemi, hiperkalsemi (nadiren hipokalsemi),
hiperkalemi, laktik asidoz, hipokolesterolemi ve yalanci hipoglisemi
goriilebilmektedir. AML-M4 ve M5 alt tiplerinde serum ve idrarda lizozim

(muramidaz) diizeyi yliksek saptanabilmektedir (53).
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2.1.5.5. Iimmiinfenotipleme

Akut 16semilerin siniflamasinda hiicre ylizey antijenleri ile reaksiyona giren
monoklonal antikorlar akim sitometre kullanilarak saptanabilmektedir. Pozitiflik i¢in
antijenin blastlarin %20’sinden fazlasinda eksprese edilmesi gerekmektedir.
AML’lerin tan1 ve siniflamasinda en 6nemli gostergeleri CD33, CD13, CD15, CD4,
CD11b, CD34, CD64, CD117, HLA-DR ve cMPO (sitoplazmik myeloperoksidaz)
olusturmaktadir (Tablo 5). Bu antijenlerden CD13, CD33 ve CD117 myeloid seriye
ait saptanabilenen erken belirteclerdir. CD34 AML’de daha immatiir hiicrelerin
gostergesi olup, blastlarin yaklasik %40-65’inde CD34 ekpresyonu goriilmektedir.
Halen ¢cMPO myeloid seriye ait hiicrelerin en 6nemli belirteci olarak kabul
edilmektedir. CD15 daha cok farklilasmis graniilositik 16semilerde goriiliirken, CD14
ise monositler tarafindan eksprese edilmektedir. Eritroid antijenler glikoforin-A ve
CD71 olup, megakaryositik 16semi tanisinda ise CD41, CD42b ve CD61 en 6nemli
belirteclerdir. AML’li vakalarin %90’indan fazlasinda CD13, CD33; %80-90’1nda
HLA-DR pozitif olarak izlenmektedir. HLA-DR’nin AML-M3’te negatif olmasi
tipiktir (54-57).

Tablo 5. AML’de Immunolojik Fenotipler

AML alt tipi Belirtecler

Myeloblastik CD13, CD15, CD33, CD34, CD 117, cMPO, HLA-DR
Promyelositik CD11, CD13, CD15, CD33

Myelomonositik CD11, CD13, CD14, CD15, CD32, CD33, HLA-DR
Monositik NSE, CD11c, CD14, CD64, lizozim, CD4, CD111b
Eritroblastik Glikoforin A (CD235a)

Megakaryoblastik CD41, CD42, CD61

2.1.6. Prognostik Faktorler

Akut myeloid 16semi hastalarinda tani sirasinda ve tedavi ile iligkili olarak
klinik, morfoloji, yiizey belirtecleri, sitogenetik ve c¢esitli molekiiler faktorler
prognostik dneme sahiptir. Bu prognostik faktdrlerden énemli bir kismu Tablo 6°da

goriilmektedir (58).
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Tablo 6. AML’de Prognostik Faktorler

Faktor Tyi Kaotii
Klinik
Yas <45 yil <2yil, > 60 y1l
ECOG 0-1 >1
Losemi De novo Sekonder
Infeksiyon Yok Var
Onceden kemoterapi Yok Var
Lokosit <25.000/mm? 100.000/mm3
Serum LDH Normal Yiiksek
Ekstramediiller tutulum Yok Var
SSS tutulum Yok Var
Kemik iligi
Fibrozis Yok Var
Remisyon i¢in kiir sayisi Tek Cok
Sitorediiksiyon Hizlh Yavas
Morfoloji
Auer rod Yok Var
Eozinofili Yok Var
Megaloblastik eritroidler Yok Var
Displastik megakaryositler Yok Var
FAB alt tip M2, M3, M4 MO, M6, M7
Belirtecler
Myeloid CD34-, CD14-, CD13- CD34+
HLA-DR Negatif Pozitif
TdT Yok Var
Lenfoid CD2+ CD7+, CD56+, Bifenotipik
MDR-1 Yok Var
Sitogenetik
-7, del(7q), -5,del(5q), 3921, 3726,
Anomaliler 1(8;21), t(15:17), inv(16) 1(9;21),
Kompleks karyotip
Molekiiler markerlar
FLT3 mutasyonlari Yok Var
VEGF ekspresyonu Yok Var
2.1.7. Tedavi

Akut myeloid l6semi hastalarinda uzun siireli hastaliksiz sagkalim elde

etmenin sart1 tam remisyonun saglanmasidir. Altmis yas altindaki AML hastalarinda
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tedavi “remisyon indiiksiyon tedavisi” ve saglanan remisyonun siirdiiriilebilmesi i¢in
“remisyon sonrasi tedaviler” olarak iki asamadan olusmaktadir.

Remisyon indiiksiyon Tedavisi: AML hastalarinda remisyon indiiksiyon
(RI) tedavisi birden fazla ilagla yapilmaktadir. Remisyon indiiksiyonda hedef, kemik
iligindeki 16semi hiicrelerini (10 adet) morfolojik olarak saptanamayacak diizeye
(10° adet) indirmek ve normal hematopoezi saglamaktir. Giiniimiizde standart
remisyon indiiksiyon tedavisinde kullanilan ilaglar sitozin arabinozid (ara-C) ve
antrasiklinden olusan “3+7” kemoterapi rejimidir. Remisyon indiiksiyon tedavisinde
antrasiklin olarak daunorubisinin yerine diger antrasiklinler olan idarubisin veya
mitoxantron da yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu tedavi ile 60 yas ali AML
hastalarinin %60-80’inde tam remisyon saglanirken yaglh hastalarin ancak %50’sinde
tam remisyon elde edilebilmektedir (59-61).

AML hastalarinda tam remisyon, mutlak nétrofil sayist >1000/mm?3,
trombosit sayisi>100.000/mm? ve kemik iligindeki blast oran1 %5’in altinda olmasi
seklinde tanimlanmaktadir. Ayrica tam remisyonda ekstramediiller hastalik
olmamasi, blastlarda auer rod olmamasi ve hastanin eritrosit transfiizyonundan
bagimsiz olmasi gereklidir. AML hastalarinda birinci indiiksiyon tedavisiyle tam
remisyon saglanamayan hastalara ikinci kez aymi indiiksiyon tedavisi
uygulanmaktadir. Remisyon indiiksiyon sonrasi tam remisyonun ge¢ saglandigi
hastalarda hem hastaliksiz sagkalim siiresi hem de tam remisyon orani daha diisiik
olmaktadir (62).

Remisyon Sonrasi Tedavi: Tam remisyon saglanan hastalarda remisyon
sonrasi tedavi segeneklerini konsolidasyon kemoterapisi, otolog kemik iligi nakli ya
da allojeneik kemik iligi nakli olusturmaktadir. Tam remisyon sonrasi tedavi plani
prognostik faktorlere bakilarak yapilir ve en onemli prognostik faktdr hastanin
sitogenetik Ozellikleridir.

Tam remisyon elde edilen 1iyi sitogenetik risk grubundaki hastalara yiiksek
doz ara-C (YDAC) 3-4 siklus uygulamasi standart uygulamadir. Iyi risk grubundaki
AML hastalarinda otolog veya allojeneik kemik iligi transplantasyonunun
kemoterapiye Ustiinliigii gosterilememistir. Orta risk sitogenetik grubundaki hastalara
ise HLA tam uyumlu kardes vericisi olan olgularda allojeneik kemik iligi nakli
uygun bir tedavi se¢imidir. Bu hastalarin uygun vericisi yoksa 1-2 siklus YDAC

sonras1 otolog kok hiicre transplantasyonu veya 3-4 siklus YDAC uygulamasi diger
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tedavi secenekleri arasindadir. Kotii risk sitogenetik grubundaki AML hastalarina ise
HLA uyumlu kardes vericiden veya akraba dist dondrden allojeneik kok hiicre nakli
onerilen tedavidir. Allojeneik kok hiicre nakli sansi olmayan hastalar 1-2 siklus
YDAC sonras1 otolog kemik iligi nakli ya da klinik arastirma protokollerine
yonlendirilmelidirler (63-66).

Yeni tan1 60 yas lizeri AML hastalarina komorbidite, sitogenetik, yas ve
performans gibi parametrelere gore standart “3+7” ya da “2+5” tedavisi, azasitidin,
desitabin, subkutan sitarabin, klofarabin veya ¢alisma protokoliine dahil edilme gibi
degisik segenekler uygulanabilmektedir (67). AML-M3 hastalarinda indiiksiyon
tedavisinde ATRA (all trans retinoik asit) ve sitarabin veya ATRA ve idarubicin
kombinasyonlar1 kullanilabilmektedir. Konsolidasyon tedavisinde ATRA’nin dahil
edildigi degisik kombine kemoterapi tedavileri uygulanabilmektedir (68).

2.1.8. Relaps ve Diren¢li AML Tedavisi

Son on yilda tedavideki gelismeleri takiben AML’de remisyon oranlart %60-
80’e, 5 yillik yasam siireleri %40’larin tlizerine ¢ikmistir (69). Bu diizelmede hasta
riskinin belirlenerek uygun tedavi rejimlerinin secilmesi ve yogun kemoterapi
programlarinin iyi bir destek tedavi ile birlikte olmasmin rolii biiyiik olmustur.
Komplet remisyona (CR) giren olgularin %50’sinin relaps yapmasi, bu relapsin da
%60’ ilk 1 yilda karsimiza ¢ikmasi ve ilk tedavilerinde remisyona girmeyen
olgularin varligi 6nemli bir sorundur. Ciinkii bu hastalarin bugiin i¢in 2 yillik yasam

stireleri %20 dolaylarindadir (2).

2.1.8.1. Relaps ve Tedavi Direncinde Rol Oynayan Faktorler

Giliniimilizde tedavi direnci ve relapsta rol oynadigi diisiiniilen en 6nemli
faktorlerin baginda MDR yer almakta olup; 6zellikleMDR1 geninin kodladigi bir
efliiks pompa proteini olan P-gp, MRP, LRP ve BCRP hiicre icine giren ilaglarin
disartya hizla atildigi bir ortam yaratmaktadirlar. Ayrica topoizomeraz ve glutatyon
sentetaz enzim aktivitelerinde, apopitozis direng genlerinden O6zellikle bcl-2 gen

aktivitesindeki artis 10semik hiicrelerde sitotoksiteye karsi direnci artirmaktadir.
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Ozellikle P-glikoprotein relaps yapan ldsemilerde en énemli sorun olarak karsimiza

¢ikmaktadir (7).

2.1.8.2. Direncli ve Relaps AML Olgularinda Tedavi

Direngli ve relaps yapmis olgularda optimum tedaviden bahsetmek miimkiin
goriinmemektedir. Bu hastalarda uygulanacak olan kurtarma rejimleri ile %30-70
oraninda 2. tam yanit saglansa da remisyon genellikle kisa siireli olmakta ve nadiren
kiiratif olabilmektedir. Bu nedenle allojeneik kok hiicre nakli hastaliksiz yasam
stiresini uzatacak veya kiir yaratabilecek tek tedavi segenegi olarak goriilmektedir.
Bu hastalarin mevcut tedavi rejimleri ile iki yillik yasam orami %20 dolaylarinda
olup, 2 yillik en yiiksek yasam siiresi ¢cocuklarda %35 ve iyi risk grubundaki ¢ogu
geng olgularda %38 oranindadir (69, 70).

Relaps yapan olgularda tedavi 2. tam yanit saglanmasi ve takiben kok hiicre
nakli ile sonlanan konsalidasyon rejimleri olmak {izere iki kisimda planlanmaktadir.

Reindiiksiyon tedavileri: ikinci remisyonun saglanmasi igin standart bir
tedavi protokolii bulunmamaktadir. Yapilan ¢alismalarda tam remisyon siiresinin bir
senenin altinda olan olgularda ilk remisyonu indiiklemek i¢in kullanilan rejimin
reindiiksiyon i¢in kullanilmasi halinde yanit olasiliginin %]1’in altinda oldugu
gosterilmistir. Relaps ve refrakter AML olgularinda son yillarda uygulanan rejimler
incelendiginde ise protokollerin ¢ogunun YDAC icerdigi goriilmektedir. Ancak tek
basina uygulanan YDAC rejimleri sadece %20 oraninda tam yanit saglarken bu
rejimlere antrasiklin eklendiginde, bu oranin 9%350’lerin iizerine yiikseldigi
goriilmektedir. Ancak relaps stiresi 1 senenin altinda olan olgularda ve ozellikle
primer refrakter hastalarda YDAC igeren rejimlerin tam yanit oranlar1 belirgin olarak
diisiik olmakta ve ortalama %30 oraninda kalmaktadir (71, 72). Takiben fludarabin
iceren rejimlerin relaps olgularda ara-C ile birlikte kullanimiyla oldukga iy1 sonuglar
rapor edilmistir. FLAG [fludarabin, ara-C, G-CSF (graniilosit koloni stimiilan
faktor)] rejimi bu amagla kullanilan en yaygin kombinasyon olup eriskinlerde
ortalama %60-80, ¢cocuklarda %80 oraninda 2. tam yanit saglanabilmektedir. Ancak
bu rejiminde en Onemli sorunu erken relapsta ve primer refrakter olgularda
basarisinin %30’lara ve 12 aylik yasam oranlarinin %20’lere diismesidir. FLAG,

antraksilin kombinasyonlarinda ise kardiyak toksitesi daha az olan mitoxantron ve
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idarubisin tercih edilirken, 6zellikle de idarubisinin MDR direngli antrasiklin olmasi
ve daunorubisine goére tam yanit ve yasam siiresine daha olumlu etkilerinin
gosterilmis olmasi nedeniyle FLAG-idarubisin kombinasyonu en sik kullanilan rejim
olmustur (73-79). Bir diger rejim EMA (etoposid, mitoxantron, ara-C) ile de benzer
sonuclar alinabildigi, toksisite agisindan bir fark tasimadigi belirtilmektedir. Bir diger
reindiiksiyon rejimi olan ADE (ara-C, daunorubisin, etoposid) protokolii ile de tam
yanit oranlarinin iyi oldugu MRC AML-R c¢alismasinda gosterilmistir. Bir diger
kombinasyon da YDAC-mitoxantron rejimi olup yapilan bir arastirmada tek basina
YDAC rejimi ile sonuglari karsilagtirilmig olup tam yanit oranlarmmin daha iyi
olabilecegi belirtilmistir (80-82).

Relaps yapmis akut promyelositik 16semi olgularinda ise ATRA ile
reindiiksiyon tedavisiyle yiiksek oranda tam yanit elde edilmesi miimkiin ise de ilk
indiiksiyon tedavisinde kullanilan ATRA-idarubisin kombinasyonu reindiiksiyon i¢in
kullanilabilmektedir. Ancak relaps, refrakter olgularda arsenik trioxide (ATO) uygun
bir tedavi yaklasgimidir. Daha 6nce ATRA tedavisi alan relaps-refrakter olgularda
ATO ile %52-92 oranlarinda tam yanit saglanabildigi, tekrarlanan kiirlerinde ise
PML-RARA flizyon transkriptini negatiflestirdigi rapor edilmistir (83).

Konsolidasyon Tedavisi: Allojeneik veya otolog transplantasyon ile
sonlanan iki veya ti¢ kiirliik konsolidasyon tedavisi uygulanmaktadir. Uygulanan
kiirlerin sayis1 hastanin yasi ve performans durumuna gore belirlenmekte ve
konsalidasyon kiirleri de reindiiksiyon i¢in kullanilan rejim ile yapilmaktadir. Kok
hiicre transplantasyonunda ise en ¢ok tercih edilen relaps oraninin daha diisiik olmasi
nedeniyle allojeneik transplantasyon olup, allojeneik transplantasyon i¢in yiiksek
mortalite riski tasiyan veya dondrii olmayanlarda otolog transplantasyon
onerilmektedir. Relaps, refrakter AML olgularinda allojeneik transplantasyon sonrasi
donor lenfosit inflizyon uygulamasi ile kismi remisyon durumlarinda %20 oraninda

tam remisyon saglanabilmektedir (83).

2.1.9. Refrakter ve Relaps AML’de Devam Eden Calismalar

Yukarida tartisilan kemoterapilerin hala tam remisyon oranlar1 ve hastaliksiz

sagkalim tizerine etkisinin kisitli olmas1 yeni tedavileri giindeme getirmistir (tablo 7)
(83).
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Tablo 7. AML Tedavisindeki Yeni flaglarin Hedefleri

Hedef ila¢
CD33 Myelotarg (GO), Hum195
CD45 1131 ile kombine

MDR/P-glikoprotein

Siklosporin-A, PSC833

Anjiogenezis

Talidomid, SU5416

Hipermetilasyon

Azasitidin, Desitabin

Histon deasetilaz

Fenilbutirat, Desipeptid

Bcl-2 Bcl-2 antisense
S-faz UCNO1

20S proteozom PS-341
Tirozin kinaz STI-571

Farnezil transferaz

RH115777, BMS214662

Yeni tedavi yontemleri;

e (Coklu ilag direncinin (MDR) yenilmesi

e Yeni sitostatiklerin gelisimi

e Eski ilaglarin yeniden kombinasyonlara girmesi veya yeni

formiilasyonlari

e Timor spesifik molekiiler hedeflere yonelik ilaglar

e Antianjiogenezis

e Ldsemi hiicre yiizeyine spesifik ajanlarin tedaviye girmesi

e Immiinoterapi’yi igermektedir.

Coklu ila¢ direncini etkileyen ilaglar: Coklu ila¢ direnci AML tedavisinin
major ilaglart olan YDAC ve antrasiklinlere direncten sorumludur. Bu alanda
kullanima sunulan iki ajan s6z konusu olup bir tanesi siklosporin-A (CsA), digeri
PSC833 (Valdospar)’dir. Valdospar bu alanda kullanima sunulan ilk ilag olup
CsA’dan farkli olarak ilaglarin hepatik metabolizmasint etkilememektedir.
Valdospar’in 60 yasin iizerindeki hastalarda ara-C, daunorubisin, etoposid
kombinasyonuna eklendigi CALGB c¢alismasinda toksisite nedeniyle ¢alisma
sonlandirilmistir (86). Ancak 60 yas alt1 relaps, refrakter olgularda EMA rejiminin
etkinligini artirabilecegi rapor edilmistir (87). Alan F ve ark. tarafindan yayinlanan
SWOG c¢alismasinda 226 hasta randomize edilerek, YDAC-daunorubisin

kombinasyonuna daunorubisinin uygulandig1 6-8. giinlerde CsA uygulanmis ve tam
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yanit oranlarinda %16’lik bir artis saglarken bunun anlamli olmadigi, ancak
kemoterapi direncinin %47’den %31’e diistiigli, hastaliksiz yasam siiresi ve genel
yasam siiresinin anlamli olarak arttig1 rapor edilmistir (88). Bir baska ¢alismada 18
relaps, refrakter olguda sirali YDAC-idarubisin kombinasyonuna CsA eklendiginde
tam yanit oranlarmin %61 gibi yiiksek rakamlarda oldugu ve bu etkinligin CsA’ya
bagl olabilecegi rapor edilmistir (89). Ancak 213 relaps, refrakter olguda yapilan
MRC AML-R calismasinda ADE tedavisine CsA eklendiginde CsA’nin beklenen
etkinligi gostermedigi CsA alan ve almayan olgular arasinda fark olmadigi rapor
edilmistir (80). Bu alanda CsA ve valdospardan farkli LY-335979, VX710, VX853

gibi yeni ilaglar da tiretilmis olup ¢alismalar devam etmektedir (85).

2.2. Propolis ve CAPE

2.2.1. Propolis

Arnlarin cesitli bitkilerden topladigi oziitlerle re¢inemsi bir madde haline
getirdigi propolis, arilar tarafindan kovanlarin onarilmasinda ve dezenfeksiyonunda
kullanilmaktadir. Halk arasinda ve alternatif tipta ise pek c¢ok hastaligin tedavi
edilmesinde kullanilan propolis, 1950’li yillardan bu yana bilim c¢evrelerince de
ilgilenilen bir maddedir. Ham propolisin kompozisyonu, genel olarak %50 regine ve
bitkisel balsam, %30 balmumu, %10 esansiyel ve aromatik yaglar, %5 polen ve %5
diger organik maddelerden olugmaktadir. Kimyasal yapisini ise aminoasitler, fenolik
asitler, fenolik asit esterler ve flavonoidler, sinamik asit, kumarik asit, terpenler,
hesperatin, nikotinik asit, kafeik asit ve kafeik asit fenetil ester (CAPE)
olusturmaktadir. Bu maddelerin analjezik, antienflamatuar, antibakteriyel, antifungal,

antiviral, antioksidan ve antitiimoral etkileri gosterilmistir (90-95).

2.2.2. CAPE

Kafeik asit fenetil ester (CAPE); propolis iceriginde bulunan ve propolisten
izole edilen ¢ok genis spektrumlu etkileri bulunan bir maddedir. Fenolik bir bilesik
olan CAPE, propolisin biyolojik olarak aktif bilesenlerinden biri olmakla birlikte

antioksidan, antiinflamatuar, antiviral, immiin uyarici, karsinostatik ve antikanser
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ozellikleri bulunan bir bilesiktir (6,7). Cok uzun aromatik ve alifatik yapida karbon
gruplart tasidigr i¢in aym1 zamanda lipofilik Ozelliktedir. Bdylelikle, hiicre

membranindan kolayca ge¢mesi miimkiin olmaktadir (96).

2.2.3. Propolis ve CAPE’in Antitiimoral Etkileri

Propolisin tiimor hiicreleri tizerindeki antiproliferatif, antiklonal ve apopitotik
etkileri in vitro ve in vivo olmak tizere pek ¢ok ¢alismada gosterilmistir (97). HCT-
116 (kolorektal kanser hiicre serisi) ile in vivo tiimdr olusturulan farelerde, propolisin
oral yolla aliminin toksisite olusturmadigi ve tiimor kitlesindeki mitotik hiicre
oranmin azaldigr gosterilmistir (98). Skuamoz hiicreli bas ve boyun kanseri hiicre
hatlarinda propolisin antitiimoral etkilerinin arastirildig: bir ¢alismada ise, propolisin
doz ve zamana bagimli olarak proliferasyonu ve klonaliteyi baskiladig1 ve apopitoza
yol actigr izlenmis; 3 hiicre hattindan 1’inde propolisin radyoterapiye karsi
duyarliligi artirdign gosterilmistir (99). Propolis ekstraktlarinin spesifik olarak
apopitoza yol actig1 gosterilen bir diger ¢aligmada ise, MCF-7 (meme kanseri hiicre
serisi) hiicrelerinde, propolisin apopitotik etkisinin endoplazmik retikulum stresi ve
kaspaz sinyalizasyonunun indiiklenmesi ile gergeklestigi gosterilmistir (100). Bu
durum, propolisin kanser hiicrelerinde yol agtigr Oliimiin toksik olarak degil,
fizyolojik bir 6liim seklinde gerceklestigini gostermektedir.

Yapilan pek cok arastirma; CAPE’in tlimor hiicreleri iizerindeki oldiiriicti
etkisinin sitotoksik olarak degil; apopitozu indiikleyerek, fizyolojik bir sekilde
gerceklestigini gostermekle beraber, CAPE’in selektif apopitotik etkisinin molekiiler
mekanizmas1t hala tam olarak aydinlatilamamistir. CAPE’in proliferasyonu
indiikleyen ve pek cok kanserde overeksprese oldugu bilinen NFkB’yi inhibe ettigi
bildirilmistir. CAPE’in, tiimor hiicrelerinde kemoterapi ve radyoterapiye karsi
hassasiyet olusturarak, tedavinin etkinligini arttirdigi, bunun yaninda CAPE’in
kanser hiicreleri iizerinde secici antitiimdral etkiler gosterdigi de literatiirde yer
almaktadir (101-109).

Kanser kok hiicreleri ile yapilan ¢calismada, CAPE muamelesine yanit olarak
meme kanseri kok hiicrelerinin klonalite yetenegini kaybettigi gdzlenmistir.
Apopitotik etkinin gézlenmemis olmasi, kok hiicrelerin kimyasal ajanlara direnciyle

iligkilendirilmistir. Ancak CAPE ile GO’daki hiicrelerin dongiiye devam ederek
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farklilagsmasi indiiklenmis ve hiicrelerin kimyasal ajanlara hassasiyeti arttirilmistir.
Ayrica bir ¢galismada CAPE’in MDA-231 meme kanseri hiicre serisinden izole edilen

kanser kok hiicreleri lizerine etkili inhibisyon yaptig1 gosterilmistir (110).

2.2.4. Hiicre Dongiisii

Hiicre dongiisii, ¢ogalmak iizere uyarilmis bir hiicrede gergeklesen ve bir dizi
gecici biyokimyasal aktivitelerin ve morfolojik degisikliklerin goriildiigii bir siirectir.
Hiicre proliferasyonu hiicre dongiisii icinde yer alan bazi kontrol noktalar1 tarafindan
diizenli olarak kontrol edilmektedir. Genel olarak, hiicreler bir bolinme sinyali
almadiklar siirece hiicre dongiistinun aktif (G1, G2, S ve M) fazlarina girmezler ve
istirahat fazi1 denilen GO fazinda beklerler. Hiicre boliinme uyarisi aldiginda sinyal
ileti kaskadi aracili mekanizma (6rnegin, MAP kinaz, Protein Kinaz C veya
JAK/STAT yollar1) devreye girer. Boylece, hiicre siklusa sokularak bdliinmeye
(mitoza) sevk edilmis olmaktadir. Hiicreler mitoza girmeden dnce bir hazirlik sathasi
gecirirler ve bu sathada hiicreler hacimce biiyiirler. Bu hazirlik safthasinda boliinme
icin gerekli olan cesitli diizenleyici proteinler (siklin’ler) ve makromolekiiller
(deoksiribontikleik asit) sentezlenir. Bu hazirlik sathasina interfaz denilmektedir.
Interfaz kendi icinde G1, S ve G2 olmak iizere cesitli alt basamaklardan
olusmaktadir. Genel olarak, G1 fazi DNA sentezine (S fazma) ve G2 fazi ise
mitozise (M fazina) hazirhik safhalaridir. Bu fazlarda RNA, protein sentezleri
yapilmakta ve hiicre kendisini boliinme i¢in yeniden organize etmektedir. G1 ve G2
kisaltmalar1 “gap” bosluk soézciigiinden gelmektedir. S ise DNA sentezi fazini
gosterir. GO fazi ise normalde hiicre dongiisii i¢cinde yer almayan ve dongiisiinii
tamamladiktan sonra siklusdan ¢ikan hiicrelerin bulundugu fazdir. Hiicre dongiisii
siklusa 0zgii birtakim proteinler olan siklinler, siklin-bagimli serin/treonin protein
kinazlar (CDK) ve siklin-bagimli kinaz inhibitorleri (CDI) tarafindan 6zgilin olarak
kontrol edilmektedir. Siklin, CDK ve CDI diizeyleri hiicre dongiisiiniin c¢esitli
asamalarinda farklilik gostermekte ve oldukg¢a karmasik olarak hiicre dongiisiiniin
ilerlemesi diizenlenmektedir. CDK’lar kendi baslarina bulunduklarinda inaktiftirler.
Ancak, siklin’e baglandiklarinda aktiflesirler ve boylece aktif siklin-CDK
kompleksleri meydana gelir. Siklinler bu komplekslerin regulator subiiniteleri,
CDK’lar ise katalitik subiiniteleridir. Siklinler (A, B1, D ve E) hiicre dongiisiiniin
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cesitli fazlarinda periyodik olarak sentez edilirlerken ayni zamanda da yikilirlar. Bu
yizden de siklinler olarak isimlendirilmislerdir. Siklinlerin periyodik yapim ve
yikimlar1, dolayisiyla iliskide bulunduklari CDK’larin (CDK2, CDK4, CDKS5,
CDK6, CDK7 ve CDK25) aktivitelerinin diizenlenmesini saglamaktadir. CDK’larin
aktiviteleri sadece siklinlerle diizenlenmez, 6zgiin fosforilasyon/defosforilasyona yol
acan bagka yollarla da diizenlenmektedir. CDI’ler (p15, pl8, p19, p21 ve p27) ise
siklinler veya CDK’lar ya da siklin-CDK komplekslerine baglanarak CDK’larin
aktivitelerini inhibe ederler. Siklinlerin seviyeleri transkripsiyon diizeyinde regiile
edilmekte, yikimlari ise “ubiquitin” metabolik yoluyla saglanmaktadir. D tip (D1, 2,
3) siklinler baglama siklinleri olarak adlandirilirlar ve biiylime faktorleri veya
mitojenlere yanit olarak eksprese edilirler. Mitojenler ortamdan uzaklastirildiginda
ise hizla yikilirlar. Hangi tip siklin D’nin eksprese edilecegi doku tipine 6zgiidiir.
Ornegin, T lenfositler daha ziyade D3 (bir miktar da D2) tipini eksprese ederler. D
tip siklinler CDK4 ve CDK6’y1 regule ederler. Siklin E, G1/S fazlarmin sinirinda
gecici olarak sentez edilir ve hiicre S fazina girdigi anda hizla yikilmaktadir. Siklin
E, CDK2’yi regule etmekte, Siklin A ve B1 ise mitotik siklinlerdir. Siklin A, S fazi
boyunca sentez edilir ve anafaz sirasinda yikilir. Siklin A, CDK2 ile kompleks yapar
ve bu kompleksin DNA replikasyonunda direkt roliiniin oldugu diistiniilmektedir.
Siklin B1 ise S fazinin ge¢ doneminde sentez edilir ve G2 fazindan M fazina
gecerken sentezi maksimal diizeye erisir, ardindan anafazda yikilir. Siklin B, CDK2
ile etkilesime girer ve bu kompleks MPF (“M-phase/maturation promoting factor”)
olarak da bilinir. Siklin B’nin anafazda yikilmasiyla birlikte hiicrede mitoz sonlanir
ve G1 fazina tekrar geri doner. G1 fazi, hiicre dongiisiiniin siiresi agisindan en fazla
degiskenlik gosteren fazidir. Bu fazin siiresi dongiiniin en 6nemli belirleyicisidir. Bu
fazda hiicre boliinmek, farklilasmak veya apopitozis i¢in karar verir ve bazi genlerde
degisiklikler baslar. Ornegin, boliinecek hiicrede DNA polimeraz veya niikleotid
sentezinde gerekli olan dihidrofolat rediiktaz gibi bazi enzimlerin genlerindeki
aktivasyonlar1 takiben bu genlerin iiriinleri G1/S sinirinda artmaya baglar. Bu fazda
gerceklesen degisiklikler baslica c-fos, c-myc ve c-jun gibi transkripsiyon
faktorlerinin genlerinde goriiliir. Bu transkripsiyon faktorleri AP1 bolgeleri olarak da
bilinen regulator DNA dizilerine baglanirlar. Bdylece, AP1 bdlgelerini tasiyan
genlerin aktivasyonu sonucu siklin ve CDK’larin aktivasyonlar1 saglanir. Bunlardan

c-myc ve c-jun ayni zamanda onkojen olarak da bilinirler. Ayrica hiicre-spesifik bir
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onkogen tiriinii olan c-myb de hematopoetik hiicrelerde bu fazda artis izlenmektedir.
Inhibitdr sinyalleri CKI ailesi iizerinden etki gosterirler. S fazinda, hiicre DNA’sin1
hizla replike eder. Hizli olmasindan dolayr DNA iplik¢iklerinin birbirinden ayrilmasi
esnasinda bazlar, ¢esitli ilaglar veya mutajenler gibi dis ajanlarin etkisine agik hale
gelirler. Bu yiizden DNA sentezi bir kez basladimi hizla bitirilmelidir. G2 fazinda,
bir onceki (S) fazda replike olmus DNA ve kromatin proteinleri kondanse olurlar ve
“sister” kromatidler halinde paketlenirler. Tamir mekanizmalarindan kagmis hasarl
DNA veya replike olmamis DNA bu fazda kontrol edilir. M fazinda, “sister”
kromatidler diizglin bir sekilde bir hizaya gelirler ve ardindan gesitli asamalardan

gegilerek hiicre ikiye boliintir (111-113).

2.2.5. Epigenetik Diizenleyici Gen Mutasyonlari

Genlerin ne zaman, nerede ve ne kadar c¢alisacagini belirleyen ve DNA’nin
yapisinda veya diziliminde herhangi bir degisiklik olmaksizin genetik bilginin farkli
sekilde a¢iga c¢ikmasi epigenetik diizenleyici mekanizmalar tarafindan
saglanmaktadir.  Epigenetik  mekanizmalar icerisinde @ DNA  diizeyindeki
modifikasyonlarin en bilinen ve en iglevsel olani DNA metilasyonudur. Bu gurupta

en sik karsilagilan mutasyon da TET2 mutasyonudur (115-117).

2.2.5.1. TET2 Gen Ekspresyonu

TET gen ailesi TET1, TET2 ve TET3 olmak iizere ii¢ farkli yapidan
olugmaktadir. TET2 metilsitozine hidroksil eklenmesini saglayan 2-oksogluterat ve
Fe (II)-bagimli hidroksilaz enzimlerini kodlayan bir gen dizisidir. TET2 proteinini
kodlayan gen kromozom 4q24’te yer alir. 134 kb boyutunda 9 ekzondan olusur ve
TET2 proteinlerini kodlar. Ana TET2 proteini 2002 aminoasitlik bir zincirden
olugsmaktadir (115).

TET2 bobrek, beyin ve hematopoietik hiicrelerde yaygin olarak
bulunmaktadir. TET2 geni CD34+ hematopoietik kok hiicrelerde, CD14+
monositlerde, graniilositlerde, eritrositlerde ve CD3+ T hiicrelerinde tespit edilmistir.
TET2’nin izoform 1 ve enzimatik reaksiyondan sorumlu C-terminalden yoksun

izoform 2 olmak tlizere iki farkli izoformu mevcuttur. TET proteinleri enzimatik
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sliregten sorumlu olan 2 adet C-terminal bolgeye sahiptir. TET1 farkli olarak CXXC
adli bir kisim igerir. CXXC kismi1 DNA ile DNA’ya baglanan diizenleyici proteinler
arasinda bir koprii gorevi gérmektedir. Bu CXXC proteinleri DNA metilasyonu,
kromatin sekillendirmesi ve transkipsiyonun inhibisyonu gibi gorevlerde yer alir.
TET2 ve TET3’de CXXC kismi bulunmamasina ragmen ayni enzimatik
reaksiyonlar1 gosterirler. Muhtemelen heniiz bilinmeyen bazi yardimer proteinlerin
bu duruma katkida bulundugu diisiiniilmektedir. TET’lerin katalizor aktivitesi
izositrat dehidrogenaz1(IDH1) ve izositrat dehidrogenaz 2 (IDH2) bagimlidir. IDH1
ve IDH2 genlerindeki bozukluk TET enzimlerinin aktivitesini engellemektedir. TET
enzimleri tim hiicre tiplerinde gorillen modifiye bir niikleotid olan
hidroksimetilsitozin (5hmC) olusumundan sorumludurlar. Normal sartlar altinda
metil sitozin (5mC) molekiiliiniin olusmasi sitozin olusumu i¢in Onemli bir
epigenetik degisikliktir. ShmC ise hedef sitozinin DNA-metiltransferaz tarafindan
metillenmesini onler. Birgok metil-CpG-binding proteinleri (MBD1, MBD2 ve
MBD4) 5hmC’ye 5hC’den daha az baglanirlar. ShmC bu siiregte inhibitdr rol
oynamaktadir. Bu sebeple TET mutasyonlar1 sonrast azalan ShmC iligkili baskilanma
ortadan kalkar ve hematopoietik hiicre fonksiyonlarmin diizenlenmesi bozulur.
Dolayisiyla malign transformasyona zemin hazirlanmis olur (116-118). TET2 geni
cikarilmig (TET2 -/-) farelerde genomik ShmC miktarmin azaldigi ve degisik
miyeloid malignitelerin gelistigi gosterilmistir. Insanlarda TET2 mutasyonlar1 genis
bir yelpazede bir¢ok miyeloid ve bazi lenfoid malignitelerde goriilmektedir. TET2
mutasyonlart MPN, MPN/MDS, MDS, AML ve sekonder AML hastalarinda degisen
siklikta goriilmektedirler. Mutasyonlar genelde proteinin islevini yitirmesine yol acan
kiiciik insersiyon, delesyon ve anlamsiz mutasyonlardan olusmaktadir. Insan
hiicrelerinde TET2 mutasyonu varliginda in vitro olarak eritroblastik degisimin
oldugu gosterilmistir (119). Bunlara ek olarak TET2 mutasyonu T hiicreli ve B
hiicreli lenfomalarda da saptanmistir. Bu bilgilerin 1s18inda TET2 igin hematopoezin
hem erken fazinda hem de miyeloid ve lenfoid farklilagma fazinda etkisi oldugu
sOylenebilir. TET2 mutasyon varligt AML hastalarinda kotii prognostik faktor olarak
dikkat ¢ekmektedir. Bir¢ok ¢alismada ileri yas, yiiksek 16kosit degerleri, blast sayisi
ve diistik trombosit degerleri ile iligkili bulunmustur. AML 1i hastalarda %8 -23’nde
TET2 mutasyonu tespit edilmektedir (120).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

3.1.1. K562 Hiicre Dizisi

K562 hiicreleri kronik miyeloid l6seminin blastik kriz evresinden
kaynaklanan miyeloid seri hiicre dizileridir. Normal kromozom sayisinin yaklagsik 1.5
kat1 kromozom bulunduran bu hiicreler abl/ber flizyon geni ekspresyonu nedeni ile
apopitozis’e direnglidirler. K562 I6semi hiicreleri kendini yenileme 6zelliginden
dolay1 hemopoetik pluripotent hiicrelere benzerler. K562 hiicreleri gen ekspresyonu,
hematopoetik diizenlemenin anlasilmasi

kullanighdir (121-123).

icin yapilan ¢alismalarda oldukga

3.1.2. Projede Kullanilan Makine, Techizat ve Sarf Malzemeleri Listesi

Malzeme

Projede Kullamim Amaci

Etiiv Heraeus, Almanya

Buzdolab1 Bosch, Tiirkiye

Derin dondurucu (-20) Bosch, Tiirkiye

- 80 C dondurucu Thermo Scientific, ABD
Laminar akim Class II, Metisafe, Tiirkiye
Pastor firim Niive, Tiirkiye

PipetAid Gilson, ABD

Sogutmah yiiksek devirli santrifiij (1 adet)
Eppendorf 5804, Almanya

Otomatik pipet seti HighTech Lab, Polonya
Cesitli boyutlarda pipet uc¢lari muhtelif
inverted mikroskop, Zeiss

Doku kiiltiir flasklar1 (T25, T75)

Thoma lam, Marienfeld, Almanya

Flowsitometri BD Accuri C6 Plus BD
Biosciences, Kanada

10ml enjektor, Ayset, Tiirkiye

Hiicre kiiltiirii ve inkiibasyon islemleri
Kimyasallarin saklanmasi
Kimyasallarin saklanmasi

Hiicre saklanmasi

Hiicre kiiltiirt

Sterilizasyon

Hiicre Kiltiirii

Hiicre kiilturi

Hiicre kiiltiirti
Hiicre kiiltiirti
Hiicre kiiltiirii
Hiicre kiiltiirti
Hiicre sayimi

Hiicre dongiisii ve hiicre yiizey belirtegleri
belirlenmesi

Materyallerin Taginmasi
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3.1.3. Kimyasallar

Kimyasal Maddeler Projede kullanim amaci
CAPE, Sigma Aldrich, C8221 Hiicre dongiisii ve TET2 ekspresyonu etkisi
aragtirilmast
Buffer RLT (220 ml) soliisyonu, QIAGEN, 79216 RNA izolasyonu
Etanol RNA izolasyonu
Buffer RW1 (220 ml) soliisyonu QIAGEN, 1053394 RNA izolasyonu
RNase-Free Water QIAGEN, 129112 RNA izolasyonu
RPMI 1640, INVITROGEN, 21875-034 Hiicre kiiltiirii
3.1.4. Kitler
Kitler Projede kullanim amaci
Cell Titer Glo® Luminescent cell viability assay Hiicre canliligi
RNeasy Mini Kit (50), QIAGEN, 74104 RNA izolasyonu
Plate (96 kuyucuklu) Greiner, Almanya Hiicre canliligi
QuantiTect Reverse Transcription Kit, QIAGEN, 205311  RNA’dan cDNA sentezi
QuantiTect SYBR Green PCR Kit QIAGEN, 204143 RNA’dan cDNA sentezi
3.2. Metod

3.2.1. Hiicrelerin Cogaltilmasi

K562 hiicreleri %10 fetal bovine serum, %1 L-glutamat, %l
penisilin/streptomisin igeren RPMI 1640 besiyeri ne ekilerek 37°C° de %5 CO.’li
inkiibatorde cogaltildi.

3.2.2. Hiicre sayimi

5 ml hiicre siispansiyonu 1200 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra,
siipernatant atilarak, pellet 3 ml besi yerinde resiispanse edildi, takiben hiicre
stispansiyonundan 50 mikrolitre eppendorf tiipiine alinarak 50 mikrolitre tripan
mavisi ile karistirtlip, bu karigtmin 10 mikrolitresinin thoma laminda sayimi1 sonrasi

mililitredeki hiicre sayisi agsagidaki formiil ile hesapland.
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Mililitredeki hiicre sayisi= hiicre sayis1 x 10* x 2 (diliisyon katsayisi)
3.2.3. RNA Izolasyonu ve Reverse Transkriptaz PCR

Hiicrelerden RNA izolasyonu, QIAGEN RNeasy Mini Kit protokoliine gore
yapildi. Daha 6nce 6 kuyucuklu pleytlere ekilmis ve muameleli/muamelesiz olarak
gruplandirilmis yaklagik 1x10° sayidaki hiicreler toplandi. Hiicre pelletinin iizerine,
kit igerigindeki RLT soliisyonundan 350 pl eklenerek hiicreler siispanse edildi ve
ependorf tiiplere alindi. RLT soliisyonu ile siispanse edilen hiicrelere, 350 ul etanol
eklendi ve ince siringali enjektorden gegirilerek homojenize edildi. Ardindan toplam
hacmi 700 pl olan hiicre siispansiyonu, toplama tiipline yerlesik olan kolonlara
aktarildi ve 8000 g’ de 15 sn santrifiij edildi. Santrifiijiin ardindan toplama tiipiinde
biriken siv1 dokiildii ve her bir kolondan 700 pul RW1 soliisyonu gegirildi. Kolonlar,
8000 g’ de 15 sn santrifiij edildi. Toplama tiiptindeki s1v1 dokiilerek her bir kolondan
500 ul RPE soliisyonu gegirildi. Kolonlar 8000 g’ de 15 sn santrifiij edildi ve
toplama tiiplerindeki sivi dokiilerek 500 ul RPE soliisyonu her bir kolondan tekrar
gecirildi. Kolonlar 8000 g’ de 2 dk. santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 toplama tiipleri
ve igerdikleri sivi atilarak kolonlar temiz toplama tiiplerine alindi. Kolondan
herhangi bir soliisyon gecirilmeden, 14000 rpm’ de 1 dk. santrifiij gerceklestirildi.
Daha sonra kolonlar, temiz ependorf tiiplerin {izerine alinarak, kolonlardan 40 pl
RNase-free water gecirildi. Yaklasik 2-3 dk. oda sicaklifinda bekletildikten sonra
8000g’ de 1 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 kolonlar atilarak, RNA’ nin i¢inde
bulundugu ependorf tiipler -20°C’ de muhafaza edildi.

Hiicrelerden izole edilen RNA’ dan cDNA sentezi “QuantiTect Reverse
Transcription Kit” ile gerceklestirildi. Kit protokolii takip edilerek gergeklestirilen bu
islemlerde kullanilan bilesenler ve miktarlar1 asagida verilmistir.

gDNA Wipeout Buffer 7X2ul 1X

Kalip RNA Degisken (1pg’ a kadar)

RNase-free Water ~ Degisken

Toplam Hacim 14 ul

Karigim hazirlanarak 42°C° de 2 dk inkiibe edildikten sonra buza alindi.
Reverse Transkriptaz reaksiyonu igin gerekli bilesenler asagida verildigi gibi

hazirlandi.
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Reverse Transkriptaz I

RT Buffer, 5X 4 ul

RT Primer Mix 1 ul
Kalip RNA 14 ul
Toplam Hacim 20 ul —

Belirtilen sekilde hazirlanan 20 pl karisim, 42°C” de 15 dk, 95°C’ de 3 dk
olmak tiizere tek bir PCR dongilisii seklinde gergeklestirildi. PCR dongiisi

tamamlandiktan sonra -20°C’ de muhafaza edildi.

3.2.4. Kantitatif Real Time PCR (Qrt-PCR)

Real Time PCR, QIAGEN QuantiTect SYBR Green PCR kit protokoliine
uygun sekilde Roche Light Cycler 480 II cihazinda gergeklestirildi.

Bilesen Hacim/Reaksiyon
1. 2x QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix 10 ul

2. Primer1 0.5 ul

3. Primer 2 0.5 ul

4. RNase-free su 6 ul

5. llk denatiirasyon 15dk 95°C
6. Denatiirasyon 15sn 94°C
7. Baglanma 30sn 60°C
8. Uzatma 30sn72°C
9. Dongii Sayisi 40

TET2 mRNA ekspresyonu delta Ct metoduyla RPLO ya karsi normalize

edilerek Grafpad prism V6 programi ve student t test ile istatiksel analizi yapilda.
3.2.5. Akim Sitometri ile ABC Tasiyic1 Antijenlerinin Tayini

Hiicreler konsantrasyonu 1x10° olacak sekilde PBS ile stispanse edildi.
Kontrol grubu ve yiizey antijenleri i¢in iki ayr1 tiip hazirlandi.

Kontrol tiiptine 10 ul IgG1/1gG1, 10 pl IgG1-PE kontrol konuldu.

ABC tasiyici ekspresyonu i¢in hiicrelere 20 ul CD243-PE eklendi.
Tiipler diisiik hizda 4-5 sn vortekslendi ve karanlikta 20 dk inkiibe edildi.

A A
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6. Akim sitometri cihazinda her bir O6rnek i¢cin 30000 hiicre sayildi ve

analizler BD Accuri C6 software de yapildi.

3.2.6. Hiicre Dongiisii Analizi

Hiicrelerin CAPE muamelesi ile hiicre dongiisiiniin hangi evresinde
bulundugu CycleTEST Plus DNA Reagent kit kullanilda.

1. 1x10°hiicre tampon soliisyonu ile 3 kez yikandi

2. 300 g’ de 5 dk santrifiij edildi ve supernatant uzaklastirildi

3. 250 pl soliisyon A eklendi ve ¢alkanan tiip 10 dk oda sicakliginda inkiibe

edildi

4. 200 pl soliisyon B eklendi ve galkanan tiip 10 dk oda sicakliginda inkiibe
edildi

5. 200 pl soliisyon C eklendi ve ¢alkanan tiip 10 dk oda sicakliginda inkiibe
edildi

6. Inkiibasyon sonrasi her bir érnekten akimsitometri cihazinda 30000 hiicre

sayildi ve hiicrelerin DNA miktarlar1 Modfit programinda analiz edildi

30



4. BULGULAR

4.1. CAPE’in Hiicre Dongiisii Uzerine Etkisi

Hiicre popiilasyonlarinin ve replikasyon basamaklarinin belirlenmesi i¢in
kontrol grubu hiicreler 3.2.6 da anlatildig1 gibi hazirlandi. inkiibasyon sonrasi akim
sitometri cihazinda 30000 hiicre sayildi ve hiicrelerin DNA miktarlart Modfit
programinda degerlendirildi. Kontrol grubunda diploid hiicre gruplarinda G1
fazindaki hiicre oran1 %32.6, G2 fazindaki hiicre oram1 %8, S fazindaki hiicre orani
%59.4 olarak bulundu. Tetraploid hiicre miktar1 %5.61 olup hiicrelrin %100l Gl
fazinda idi (Sekil 1). Hiicrelerin CAPE ile muamele edilmesinden sonra 3.2.6 da
anlatildig1 gibi hazirlanan hiicreler inkiibe edilerek tekrar akim sitometri cihazinda
30000 hiicre sayildi ve hiicrelerin DNA miktarlar1 Modfit programinda
degerlendirildi. CAPE ile muamele edilen hiicrelerde %93.5 oraninda diploid
saptandi, bunlarinda %31.4’i G1 fazinda, %8’i G2 fazinda idi. Geri kalan %60.5
hiicre ise S fazinda saptandi (Sekil 2). Hiicre dongiileri arasinda anlamli fark

olmadig1 gorildii.

g

File analyzed: AD3 k562.fcs

Date analyzed 19-Feb-2016
Moaodel: 2DA0n_DSn_TSD
Analysis type: Automatic analysis
Auto Linearity: No

Ploidy Mode: First cycle is diploid

Diploid: 94,39 %
Dip G1: 32.60 % at 79.55
Dip GZ 8.00 % at 155.84
Dip S: 5540 % G2/G1: 1.96
%CV: 3,36

Tetraploid: 5.61 %
An1 G1: 100.00 % at 155.84
AN G2 %at
An1S: % G2G1
%CV: 297 Dk 196
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Total Aneuplold S-Phase: %
Total S+Phase; 56.07 %
T Total BAD.: 164 %

0 200 250 Detbris: 4.88 %
Aggregates: 1.14 %
Modeled events: 28703

Sekil 1: Kontrol Grubu K562 Hiicre Dizilerinde Diploid, Tetraploid ve Anaploid
Hiicre Guruplarinda G1, G2, S Fazindaki Hiicre Yiizdeleri
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Flle analyzed AD4 cape fcs

Dete analyzed 19-Fab-2016
Model: 2DA0n_DSn TSD
Analysis type: Automatic analysis
Auto Linsanity: No

Plaidy Mode: First cycle is dploid

Diploidt 93.50 %
Dip G1: 31.45% at 78.45
Dip G2 800 % & 153.75
DipS: 6055 % G2G1: 1%
%CV: 323

Tetraplodt 641 %
An1 G1: 100.00 % at 153.75
AMGZ %a
AMS: % G2IG1
%CV-289 Dt 1.96

Total Aneuploid S-Phase %
Total S-Phase: 56.67 %
Total BAD: 227 %

Debris: 6.71 %

Aggregates: 0.99 %

Modeted avents: 25361

All cycle events: 26180

Cycle events per channel: 329
RCS: 3534

Sekil 2: CAPE ile Muamele Edilen K562 Hiicre Dizisinde Diploid, Tetraploid ve
Anoploid Hiicre Guruplarinda G1, G2, S Fazindaki Hiicre Yiizdeleri

K562 hiicre dizisine 25 nM dozunda ARA-C ilave edilerek 4 giin bekletildi
sonrasinda 3.2.7 de anlatildig1 gibi hazirlanarak degerlendirildi. Akim sitometrik
degerlendirmede diploid hiicrelerin oran1 %93.5 olup, bunlarin %31.4°1 G1, %8’1 G2
ve %60.5°1 S fazinda idi. Tetraploid hiicre oran1 %6.4 ve tiimiiniin G1 fazinda oldugu
izlendi (Sekil 3). ARA-C eklenen ve bir kismi ayrilan hiicre kiiltiiriine 5 uM dozunda
CAPE eklenerek her ikisi ile birlikte 4 giin siire ile muamele edilip CAPE’in hangi
mekanizma ile ARA-C’nin ila¢ direncini azalttigim1 gosterebilmek igin 3.2.7 de
anlatildig1 gibi hiicreler hazirlanarak akim sitometride hiicre dongiisii icin
degerlendirildi. Hiicrelerin  %93.7’sinin  diploid oldugu, diploid hiicrelerin
%32.3’simin G1 fazinda, %8’inin G2 fazinda, %59.6’sinin S fazinda oldugu ve geri
kalan tetraploid hiicrelerinde %100’liniin G1 fazinda oldugu saptandi. Sadece ARA-
C ile muamele edilen hiicre kiiltiirii kontrol gurubu olarak alindiginda anlamli fark

olmadig gorildii.
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Flle analyzed: AD4 cape fcs

Dete analyzed: 19-Feb-2016
Model: 2DA0n_DSn_TSD
Analysis type: Automatic analysis
Auto Linsarity: No

Plaidy Mode: First cycle is diploid

Dipoict 9350 %
Dip G1: 31.45 % at 78.45
Dip G2 8.00 % & 153.75
DipS: 8055 % G2G1:1.9%
%OV: 3.23

Tetraplokt 6.41 %

Ant G1: 100.00 % &t 153.75
AWM G2 % a

AMS: % G2GI:
%CV:-289 Dt 1.96

Total Anewploid S-Phase: %
Total SPhase 5667 %
Total BAD: 227%

Debrs: 6.71 %

Aggregates: 0.99 %

Modeted avents: 25361

All cycle events: 26180

Cycle events per channel: 329
RCS: 3534

Sekil 3: K562 Hiicre Kiiltiirinde ARA- C ile Birlikte Muamele Edilen Hiicrelerin
Diploid, Tetraploid ve Anaploid Hiicre Guruplarinda G1, G2, S Fazindaki

Hiicre Yiizdeleri
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File analyzed: A05 arac.fcs

Date analyzed: 19-Feb-2016
Model: 2DA0On_DSn_TSD
Analysis type: Automatic analysis
Auto Linearity: No

Ploidy Mode: First cycle is diploid

Diploid: 93.77 %
Dip G1: 32.32 % at 79.27
Dip G2: 8.00 % at 155.18
Dip S: 59.68% G2/G1: 1.96
%CV: 3.18

Tetraploid: 6.23 %
An1 G1: 100.00 % at 155.18
An1 G2: % at
An1S: % G2/G1:
%CV: 2.85 DI 1.96

Total Aneuploid S-Phase: %
Total S-Phase: 55.97 %
Total B.A.D.: 1.57 %

Debris: 4.82 %

Aggregates: 1.22 %

Modeled events: 28722

All cycle events: 26988

Cycle events per channel: 336
RCS: 3.517

Sekil 4: K562 hiicre Kiiltirinde CAPE ve ARA- C ile Birlikte Inkiibe Edilen
Hiicrelerin Diploid, Tetraploid ve Anaploid Hiicre Guruplarinda G1, G2, S

Fazindaki Hiicre Yuzdeleri

33



4.2. CAPE’in TET2 Ekspresyonu Uzerine Etkisi

CAPE’in TET2 gen ekspresyonu lizerine etkisi degerlendirilmesi i¢in 3.2.3.
boliimde anlatildigi sekilde CAPE ile inkiibe edilen hiicreler ve kontrol gurubu
hiicrelerden RNA izolasyonu, QITAGEN RNeasy Mini Kit protokoliine gore yapildi.
Hiicrelerden izole edilen RNA’ dan cDNA sentezi “QuantiTect Reverse
Transcription Kit” ile gerceklestirildi. Real Time PCR, QIAGEN QuantiTect SYBR
Green PCR kit protokolii ile TET2 mRNA ekspresyonu delta Ct metoduyla RPLPO
ya karst normalize edilerek hesaplandi. Sonug olarak kontrol gurubuna goére CAPE
verilen hiicre Kiiltiirlerinde TET2 gen ekspresyonu 2,5 kat artis tespit edildi
(p<0,001) (Sekil 5).
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Sekil 5: K562 Hiicre Dizisinde Kontrol Gurubu ve CAPE Verilen Hiicre Kiiltiiriiniin
TETZ2 Gen Ekspresyonu Diizeylerinin Karsilagtirmali Grafigi
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5. TARTISMA

Propolisin bioaktif komponenti olan CAPE kaffeik asidin lipofilik bir derivesi
olup, yapisindaki 3,4-dihidroksisinnamik asid’e bagli olarak kuvvetli fenolik
antioksidan o6zellik tasimaktadir. Ayni zamanda niiklear faktor kappa B (NF-kB)’in
p65 subiinitinin translokasyonunu engelleyerek, NF-kB’yi inhibe etmekte ve sonucta
DNA sentezinin inhibisyonuna yol agmaktadir. Dolayisiyla anti-kanser 6zelligi olan
CAPE’in meme, prostat, akciger, bas boyun, kolon, servisk gibi ¢esitli kanser hiicre
dizilerinde ¢cogalmay1 azalttig1 gosterilmistir. Ayrica CAPE normal hiicrelerin kanser
hiicresine doniisiimiinii engelleyebilmektedir. Normal hiicrelerin CAPE tedavisine
kanser hiicrelerine gore daha direngli olmasi, CAPE ile kanser hiicrelerine spesifik
bir tedavi olanag saglayabilmektedir (124-134).

Yapilan calismalarda CAPE tedavisi ile kanser hiicrelerinin ¢ogalmasi
engellenirken ayn1 zamanda metastaz yapmasininda engellendigi gosterilmistir (134-
136). Ayrica kanser hiicrelerinin kemoterapi ve radyoterapiye duyarliligini artirmakta
ve sonucta tedaviye direng gelismesini engellemektedir (137-147). Birgok hiicre
serisinde CAPE’in kanser hiicrelerinde apopitozisi indiikledigi ve hiicre dongiisiinii
G1 veya G2/M seviyesinde durdurdugu gosterilmistir (105, 125, 127, 129, 131, 134,
148, 155). Hiicre dongiisii lizerine olan etkileri sadece NF-kB inhibisyonu ile sinirlt
olmayip siklin bagimli kinazlar, fosfatidilinosid 3-kinaz (PI3-K), mitojen aktive
protein kinaz (MAPK) gibi hiicre igi sinyal yolaklari iizerinden gerg¢eklesmektedir.
Farkli hiicre dizilerinde CAPE’in etkisinin farkli mekanizmalar {izerinden
gerceklestigi yapilan ¢alismalarda izlenmistir.

Servisk kanseri hiicre dizisi HeLa ile yapilan ¢alismada 50-80 uM CAPE ile
NF-kB p65 subiinit translokasyonunun engellendigi sonugta NF-KB DNA
baglanmasiin gekceklesemedigi ve niikleer transkripsiyonun inhibisyonun bagli
olarak DNA sentezinin engellendigi gosterilmistir (156). PC-3 insan prostat kanseri,
androjen bagimli prostat kanseri (LNCaP) ve 104-S hiicre dizilerinde 10-20uM
CAPE ile c-Myc ve Akt-aracili hiicrei¢i sinyal iletimini engelleyerek hiicre
dongiistiniin G1 fazinda inhibe oldugu izlenmistir (131,157). LNCaP, 104-R1 timor
hiicrelerinin nakledildigi farelerde yapilan ¢alismada CAPE’in hiicre dongiisiini
durdurdugu fakat apopitozise yol agmadigi, buna karsilik LNCaP hiicreleri verilen

farelerde Skp2 ve Aktl protein ekspresyonunun azaldigi saptanmis ve mikro western
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dizi ¢aligmasinda, retinoblastoma (Rb), yag asit sentaz (FAS), c-Myc, Ser807/811,
p70S6kinase, Skp2, p90RSK, NF-kB ve p65 proteinlerinin azaldigi p53, m-TOR,
p27Kipl, CK1 siklin A, p21cipl, ser 33, Serd6 proteinlerinin arttig1 gosterilmistir
(158). En-Pei IC ve arkadaslar1 kafeik asit ve tiirevlerinin (CAPE ve CAPPE) insan
kolon kanseri hiicre dizilerinde (HCT-116 ve SW-480) G0/G1 fazlarinda hiicre
dongiisiiniin doz bagimli olarak durdurdugunu ve bu etkide fosfatidilinositid 3 kinaz
(P13-K)/Akt, AMP-aracili protein kinaz (AMPK) ve m-TOR (Mammalian Target of
Rapamycin) sinyal yolaklariin inhibe oldugunu, sonug olarak niikleer siklin D1 ve
hiicre niikleer antijen proteinlerinin azaldigini belirtmislerdir (159). Ying-Yu Kuo ve
arkadaglar1 ise yanak mukozasi kaynakli primer skuamdz hiicreli karsinom hiicre
dizisi TW2.6 hiicrelerinin CAPE ile G1 fazinin azaldigin1 buna karsilik G2/M fazinin
ve apopitozun arttigin1 gozlemislerdir. Hiicre dongiisii ve apopitozise olan etkinin
retinoblastom protein (Rb), fosfo-Rb Ser807/811, Skp2 ve siklin D1 proteinlerini
azaltip, hiicre dongiisiinii inhibe eden p27X" miktarini artisina baglh oldugunu
gostermiglerdir. Rb protein aktivitesinin azalmasi p53 bagimli veya bagimsiz
apopitosisi indiiklerken, artan p27KiIO diizeyinin hiicre ¢ogalmasini uyaran fosfo-Rb
Ser807/811, Skp2, Akt, fosfo-Akt Ser473-308, siklin D1 gibi proteinleri inhibe
etmesi hiicrelerin G2/M fazinda durmasina ve sonugta hiicre ¢ogalmasinin
inhibisyonuna yol agmaktadir (159,161,162).

Hematolojik maliniteli hiicre serilerinde gozlenen CAPE etkisi solid
maliniteli hiicre dizilerinden farklilik gosterebilmektedir. Losemi hiicre dizisi HL-60
hiicrelerinde—CAPE’in 16semi hiicresine hizla girdigi, konsantrasyon ve zaman
bagimli olarak biiylimelerini inhibe ettigi gézlenmis ve hiicrelerde BCL-2 azalmasi,
bax ve caspase-3 aktivasyonuna bagli olarak DNA fragmantasyonla birlikte
apopitozisin tipik morfolojik degisikliklerinin gelistigi belirtilmistir (10). insan
myeloid 16semi hiicre dizis U937 ve lenfoblastik B hiicre dizisi PL104 ile yapilan
calismalarda da benzer sonuglar gézlenirken, CAPE’nin ARH-77 multiple myeloma
hiicreleri iizerinde doz ve zamana bagl olarak biiylime, IL-6 sekresyonunu inhibe
ettigini ve apoptozisi indiikledigi izlenmistir (105,109,163,164). Bizim ¢alismamizda
ise K562 hiicre dizilerinde CAPE ile hiicre dongiisiiniin G1, G2, M ve S fazinda
degisiklik olmadigi gozlendi. K562 hiicreleri kronik miyeloid 16seminin blastik kriz
evresinden kaynaklanan miyeloid seri hiicreleri oldugundan, hiicrelerde normal

kromozom sayisinin yaklagik 1.5 kati kromozom bulunmaktadir ve hiicreler bcr/abl
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fizyon geni ekspresyonu nedeni ile apopitozis’e direncglidirler. Literatiire
bakildiginda 16semik hiicre dizilerinde CAPE’in hiicre dongiisiine etkisini gosteren
calisma bulunmamaktadir. Daha once yaptifimiz calismamizda K562 hiicre
dizilerinde izledigimiz sitozin arabinozid (Ara-C) direncinin CAPE ilavesi ile
diizelmesinin mekanizmasina yonelik degerlendirmede, K562 hiicrelerinde CAPE ile
apopitozis ve hiicre hiicre dongiisiiniin etkilenmedigini izledik (165). Bu bulgular
bize CAPE’in K562 hiicre dizilerinde apopitozis direncini etkileyemedigi
gosterirken, ayn1 zamanda hiicre dongiisii ve apopitozisden bagimsiz farkli bir
mekanizmayla etki gosterdigini telkin etmekteydi.

Hematopoetik onciil hiicrelerin malign bir hastaligi olan AML molekiiler ve
fenotipik olarak heterojen bir hastaliktir. Myeloid 6nciil hiicrelerin gelisim siirecinde
hiicre dongiisii kontrol basamaklarinda, DNA-histon metilasyonu gibi epigenetik
olarak ¢ogalmayi denetleyen mekanizmalarin kontroliiniin kayb1 ve/veya karyotip
anomalilerinin eslik ettigi denovo olarak goriilebilecegi gibi miyelodisplastik
sendrom sonrasi sekonder olarakta gelisebilmektedir (166-168). Hastalarda genetik
veya epigenetik degisiklikler siklikla izlenmekte olup, yapilan calismalarda tani
sirasinda hastalarin yarisinda en az bir sitogenetik anomali oldugu tespit edilmistir
(169). AML gelisiminde birden fazla etkenin rol oynamasi tedavisinde
konvansiyonel tedavilerin  kotii  prognoza sahip hastalarda  yararlarim
sinirlandirmaktadir (117). Hasta yasinin artmasiyla beraber prognozun koétiilestigi,
komorbid hastaliklar nedeniyle sitotoksik tedavi segeneklerinin simirlandigr ve
toksisitesi fazla tedavilerin yasami tehdit edici yan etkilere sahip olmasindan dolay1
tedavide normal hiicrelere zarar vermeyen, hedefe yonelik ve selektif antitiimoral
etkili ajanlara ihtiya¢ duyulmaktadir (118).

Tet metilsitozin dioksijenaz 2 (TET2) geni 4924.1 de bulunan epigenetik
diizenleyici rolii olan timér supressor gendir. Hematopoietik kok hiicre
homeostazinda 6nemli bir diizenleyici olup, TET2 mutasyonu varlifinda gerek
normal gerekse malign Onciil hiicrelerin uyarilmasi artmig myeloproliferasyon ve
ekstramedullar hematopoiez’e neden olmaktadir (170). TET2 gen ekspresyonu
varliginda 5 metilsitozin 5-hidroksimetilsitozine doniismekte, sonu¢ olarak DNA
demetilasyonu ile epigenetik diizenleme ve DNA replikasyonunun kontrolii
saglanmaktadir (171-173). TET2 gen mutasyonlar1 hematolojik malignensilerde

siklikla izlenmekte olup, kotii prognoz ve hizli progresyonla iliskilendirilmislerdir.
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AML’de %]11-24, MDS’de %11-26 ve MDS/MPH’de %37-44 oraninda
goriilmektedir. Ayrica mutasyon varliginda MDS ve KMML’li hastalarda AML’ye
doniisim siklikla izlenmektedir (109, 171-175). Yapilan c¢alismalarda MDS’li
hastalarda TET2 mutasyon varligimin bagimsiz prognostik Oneme sahip oldugu
tanimlanmigs ve ayni zamanda kotii prognozla iligkilendirilmistir. Bir bagka
metaanalizde ise TET2 mutasyonunun MDS’li hastalarda sag kalimla anlaml
iliskisinin bulunmadig1 bildirilmistir. Ayrica TET2 gen ekspresyonunun artirilmasi
ile AML hastalarinda klonal kok hiicrelerin differansiyasyonunun saglanabilecegi
belirtilmektedir (177, 178).

Calismamizda K562 hiicre dizilerinde 5uM CAPE ile TET2 gen
ekspresyonunda 2,5 kat artis izlendi. Hiicre dongiisii ve apopitosisden bagimsiz
olarak izlenen bu artig bize bcr/abl fiizyon geni ekspresyonu nedeni ile apopitosis’e
direncli ve yiiksek proliferasyon hizina sahip hiicreler artan timor supresyon geni
ekspresyonu sonucu DNA metilasyonunun azalabilecegini ve dolayisiyla hiicre
cogalmasinin engellenip farklilagmasinin saglanabilecegini gostermekteydi. CAPE’in
normal hiicreleri etkilemedigi hatta kemoterapi ve radyoterapinin yan etkilerinden
korudugu dikkate alindiginda, 16semi veya MDS tedavilerine CAPE ilavesinin TET2
gen ekspresyonu artirict etkisiyle katki saglayabilecegini diisiindiirmekle birlikte, bu

sonuglarin ileri galismalarda desteklenmesi gerekmektedir.
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6. SONUCLAR

Propolisin etken maddesi olan Kafeik Asit Fenetil Ester’in (CAPE) K562

hiicre serilerinde hiicre dongiisine ve TET2 gen ekspresyonuna bakilan bu

calismada;

CAPE’in hiicre dongiisiine etisi kontrol gurubu ve CAPE ile inkiibe edilen
hiicre serilerinin hiicre dongiisiindeki faz basamaklar1 karsilastirilarak
degerlendrildi. Kontrol grubunda diploid hiicre gruplarinda G1 fazindaki
hiicre oran1 %32.6, G2 fazindaki hiicre oran1 %8, S fazindaki hiicre orani
%59.4, olarak bulundu. Tetraploid hiicre miktar1 %5.61 olup hiicrelerin
%100’i G1 fazinda idi. CAPE ile muamele edilen hiicrelerde %93.5
oraninda diploidi saptandi, bunlarinda %31.4’i G1 fazinda, %8’1 G2
fazinda idi. Geri kalan %60.5 hiicre ise S fazinda saptandi. Her iki seride
Hiicre dongiileri arasinda anlamli fark olmadig: goriildii.

CAPE’in hangi mekanizma ile ARA-C’nin ila¢ direncini azalttigini
gosterebilmek igin ARA-C ilave edilen grup akim sitometri ile
degerlendirildi. Diploid hiicrelerin orant %93.5 olup, bunlarin %31.4’0
Gl, %81 G2 ve %60.5’1 S fazinda idi. Tetraploid hiicre oran1 %6.4 ve
tiimiiniin G1 fazinda oldugu izlendi. ARA-C eklenen ve bir kismi ayrilan
hiicre kiiltiiriine 5 uM dozunda CAPE eklenip hiicre serisi degerlendirildi.
Hiicrelerin %93.7’sinin diploid oldugu, diploid hiicrelerin %32.3’sinin G1
fazinda, %8’inin G2 fazinda, %59.6’sinin S fazinda oldugu ve geri kalan
tetraploid hiicrelerinde %100’lintin G1 fazinda oldugu saptandi. Sadece
ARA-C ile muamele edilen hiicre kiiltiirii kontrol gurubu olarak
alindiginda anlamli fark olmadig goriildii.

CAPE’in TET2 gen ekspresyonu {izerine etkisi degerlendirilmesi i¢in
CAPE ile inkiibe edilen hiicreler ve kontrol gurubu hiicrelerden RNA
izolasyonu saglandi. Hiicrelerden izole edilen RNA’ dan Green PCR kit
protokolii ile TET2 mRNA ekspresyonu delta Ct metoduyla RPLO ya
kars1 normalize edilerek hesaplandi. Sonug olarak kontrol gurubuna gore
CAPE verilen hiicre kiiltiirlerinde TET2 gen ekspresyonu 2,5 kat artig
tespit edildi (p<0,001).
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