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ALL
AML
ANLL
APL
ARA-C
ATRA
DIC
FAB
G-CSF
GIS

GK
GM-CSF
HGF

IL

KIT

M - CSF
MPO

RAR
PML
SSS
Tdt
TNF

KISALTMALAR

. Akut lenfositik 16semi

: Akut myelositik 16semi

: Akut nonlenfositik [6semi

: Akut promyelositik 16semi

: Cytozine-Arabinozide

. All trans retinoik asit

: Dissemine intravaskiiler koagiilopati

. Fransiz - Amerikan - Ingiliz

: Graniilosit koloni sitimiile edici faktdr
: Gastrointestinal sistem

: Glikokortikoid

: Grantilosit — makrofaj koloni sitimiile edici faktsr
: Hematopoetik biiylime faktorit

. Interlokin

: Kemik iligi transplantasyonu

: Makrofaj koloni sitimiile edici faktor

: Myeloperosidase

: Retinoik asit

. Retinoik asit reseptorii

. Promyelositik 16semi

: Santral sinir sistemi

. Terminal deoxyribonucleotidyl transferase
: Timdr nekrozis faktor



1. GIRIS VE AMAC

Akut losemiler, hematopoetik progenitdr hiicrelerin neoplastik transformasyonu ve
klonal proliferasyonu sonucu kemik iliginde immatiir hiicrelerin artisiyla olugan hastaliklardir.

Akut 16semiler akut lenfoblastik 16semi (ALL) ve akut myeloblastik losemi (AML) olarak iki
ana gruba ayrilir (1).

AML tedavisinde son on yildir klasik antiproliferatif ve litik tedavinin yaminda
diferansiasyon tedavileri tartisilmaya baglanmis ve hatta ATRA ile AML-M3’de uygulamaya
girmistir (2). Diferansiyasyon tedavisinde sik¢a ismi gecen diger iki ajan da glukokortikoidler

(GK) ve vitamin D3 analoglaridir.

GK’ler birgok lenfoid malignenside apopitozisi indiiklemesi, hiicre sikliisunu
yavaslatmasi nedeniyle sikga kuilanimakta olup 6zellikle AML’de bu etkilerine ilaveten hiicre
olguniagmasim indiikleyerek tiimoér kontroliinii saglayabilecegi iddia edilmektedir. Benzer
olarak vitamin D3 analoglariminda AML’de antiproliferatif ve diferansiyasyonu indiikleyici

etkilerinden s6z edilmeye baglanmistir (3-6).

Bu ajanlar hakkindaki verilerin ¢ogu cell-line’lar iizerinde elde edilen sonuglar olup
insan ¢aligmalar1 kisithdir. Bu nedenle s6z konusu ajanlann AML hiicrelerindeki etkilerinin

hasta hiicreleri iizerinde aragtirilmasi amaglanmstir,



2. GENEL BILGILER
2.1. AML
2.1.1. Tanim

Akut myeloid 16semi (AML) veya akut nonlenfositik losemi belirli hematopoetik
hiicre serilerinin terminal diferansiasyonundaki blok ile karekterize hematolojik hastaliklarin
heterojen bir grubu olarak tanimlanir (7). Normal hematopoetik kk hiicreler gibi l6semi
hiicreleri, boliinme ve prolifere olma kapasitelerini kendilerinde barindinirlar. Farklilasma
kapasiteleri morfolojik ve fonksiyonel olarak matiir hematopoetik hiicrelere gére belirgin
olarak bloke olmustur (7).

AML olarak adlandinlan l8semiler arasmda eritroid, monositik ve megakaryositik
|6semiler de yer aldigy icin AML yerine akut nonlenfositik 16semi (ANLL) denilmesi daha
dogrudur. Ancak AML terimi daha siklikla kullamilir (8). ANLL nin patogenezi kesin olarak
aydinlatilamarmstir, fakat kromozom anomalileri, hastalarin %650-%70’inde bulunmustur.
Hastalarin bir kisminda baz: genetik sendromlar ve toksik etkilesimler patogeneze katkida
bulunabilmektedir Onkogenlerin rolit tam anlagilmis degildir. Ik galigmalar baz
protoonkogenlerin ekspresyonunun ANLL nin alt tipleri ve prognoziari ile baglantih
olabilecegini gOstermistir . ANLL deki orijin hiicre ¢ok siklikla myeloid veya monositik
farklilagma gdsteren bir blast hiicresidir (9).

Normal kemik iligi fonksiyonunun inhibisyonu ile karekterize bu hastalik siddetli
kanama, enfeksiyonlar ve metabolik komplikasyonlara sebep olabilmekte ve tedavisiz

birakildig: takdirde her zaman letal 6zellik gosterebilmektedir (7).



2.1.2. Epidemiyoloji

Biittin yillik insidans yas ile artan sikhkla beraber ortalama olarak 100.000 de 2-3 tiir
. 75 yasindakiler i¢in insidans 1.000.000 da 14 olmasma karsilik 30 yasimin altindaki her yas
i¢in insidans 100.000 de I den azdir. Erkekler kadinlardan daha yiiksek bir insidansa sahiptir .
AML 10 yasgm altindaki ¢ocuklardaki l6semi vakalarimin %12 sinden ve 10-15 yaslan
arasindakilerin %28 inden sorumludur . Yetigkinlerde AML akut 16semi vakalarimin %80-90
in1 olusturur . Sasirtict bir sekilde konjenital lésemi olgularninda AML, ALL den daha sik
goriilir. Insidans oranlart gelismis iilkelerde ve sanayilesmis sehirlerde daha yiiksektir.
Yapilan ¢aligmalar Bat: Avrupa Yahudileri i¢in artmis bir riski ve dogu halklar igin azalmis
bir riski g&stermektedir (9).

2.1.3. Etiyoloji

Epidemiyelojik ¢alismalarin da destegi ile genetik, ¢evresel ve mesleki faktorlerin
AML nin patogenezinde rol oynadigi gésterilmigtir . Bugiinkii deliller I6komogenezisin ¢esitli
evrelerde indiikleyici ajanlarin etkisiyle hematopoetik bir progenitér hiicrenin etkilenmesi
sonucu ortaya ¢ikan ¢ok asamali bir proges oldugunu telkin etmektedir. Biitiin 16semili

hastalarda 1osemiye sebep oldugu gosterilmis tek bir faktor yoktur (7).

Kromozomal anomaliler ile karakterize sendromlar AML nin gelisimindeki genetik
faktorlere drek gosterilebilir. Down sendromlu veya trizomi 21°1i gocuklar AML veya ALL
telenjiektazi, Klinefelter sendromu ve norofibromatozisi igeren diger konjenital sendromiar
AML igin artm1s bir risk tasitmaktadirlar . Kronik myeloproliferatif hastaliklar, aplastik anemi,
paroksismal noktiirnal hemoglobintiri ve myelodisplastik sendromu i¢eren kazamlmsg
hastaliklar AML geligimi riskini artirmaktadirlar (9). Ikiz ¢alismalan, monozigotik ikizlerde
loseminin riskinde artis oldufunu desteklemektedir .

Cevresel faktorler de, AML nin patogenezinde tartisilmistir. Iyonize edici radyasyona
ve kimyasal maddelerin bir kismuna maruziyet, akut Iseminin gelismesiyle

iligkilendiriimistir. Radyasyona maruziyet ile I8semi gelisimi arasmndaki iligki hakkindaki



bilgiler kismen Hirosima ve Nagazaki’deki atom bombasi patlamalarinm uzun dénem
takibinden elde edilmistir .Lésemi gelisimi i¢in etkilenim sonras: latent siire 5-21 yildir ve
risk radyasyon dozuna ve etkilenme sirasindaki yasa baglidir .Hirosima’da AML ve KML nin
her ikisinin insidansinda 30 katlik bir artis vardi ve en yiiksek oranlar 10 yasm altindaki ve 50
yasin lizerindeki insanlarda goriilmekteydi. Nagazaki’deki AML insidans1 daha biiyiiktit .M3
hari¢ (akut promyelositik 16semi) AML nin tiim subtipleri gézlenmigti (7) .

Kimyasal maddelerin bir kismina kronik maruziyetler akut 16semiye sebep
olabilmektedir. Benzen, en iyi bilinen, lizerinde galisilmis ve kimyasal lokomojenik ajan
olarak deneysel amacli ¢ok genis capta kullamlmig olan bir maddedir. Benzen ve benzen
derivelerine kronik olarak maruz kalan deri ve kaucuk endiistrisi ig¢ilerinde AML’ye daha
siklikla rastlanmaktadir (7).

Ayrica sigara igenler ve sigara dumanina kronik olarak maruz kalmig kisilerde AML
gelisimi riskinde artma oldugu goriilmistir (10).

Bazi kazanilmig hastalikar AML’ye transforme olabilmektedir. Polisitemi vera, primer
trombositemi ve agnojenik myeloid metaplaziyi i¢eren belirli myeloproliferatif hastaliklar bu
duruma hassastirlar . Polisitemi vera da AML insidansi sadece periyodik flebotomilerle tedavi
edilmis hastalarda yaklagsik olarak %1 dir. Kemoterapi ve radyoterapinin ilavesi bu insidansi
belirgin bir gekilde artirabilmektedir (7).

RNA tiim6r viriisleri (retrovirisler), fareler, kediler ve gibbon maymunlarmi i¢eren
farkh hayvan modellerinin bir kisminda 16komojeniktir ve lokomojenezis ¢aligmalari igin
dnemli laboratuar modellerini tegkil ederler. Ancak yogun c¢alismalara ra§men insan AML

sinde retroviruslarin oynadig rol net bir gekilde agikliga kavusturulamamgtir (7).

2.1.4. Patogenez

Akut [6semi tek bir hiicreden baglar ve bu hiicrenin klonal proliferasyonu ile gelisir.
AML, myeloid Oncii hiicrelerinin neoplastik transformasyonu sonucu olusmaktadir. Bu
transformasyonun hangi basamakta oldugu konusu hastalara gore farklhiliklar géstermektedir,
Bazi olgularda 16semik transformasyon myeloid stem hiicresi dlizeyinde olurken bazi
hastalarda yonlendirilmis daha olgun hiicrelerde meydana gelmektedir. Akut l§semilerde

transformasyona ugramis ldsemik hiicreler maturasyon kusuru géstermektedirler. Bagka bir



deyisle akut myeloid 16semide 16semik hiicreler, myeloblast ve promyelosit basamagindan
dteye olgunlasamamaktadir. Lésemik hiicrelerin hem agin ¢ogalmasi ve hem de maturasyon
defekti gostermesi sonucu, bu hiicreler kemik iligini doldurarak periferik kana gikmakta ve
daha sonra lenf nodlarim, karacigeri, santral sinir sistemini ve difer organlar1 infiltre
etmektedir (1).

Neoplastik doniisiimiin mekanizmas: tam anlam: ile agikliga kavusmamgtir. Ancak
doniigiimiin DNA. diizeyinde oldugu kesindir. Lésemik transformasyon muhtemelen degisik
basamaklardan gegerek olugmaktadir . Losemilerde cesitli kromozom anomalileri bulunur.
Ileri tetkikler yapilacak olursa 13semilerin gogunda kromozom anomalileri tespit edilecektir.
Bu kromozomlarin yeniden yapilanmasi sonucu muhtemelen degisik onkogenler stimiile

edilmekte ve bunlarin tirtinleri 16seminin baglamasinda ve devaminda rol oynamaktadir (1).

2.1.4.1. Protoonkogen Mutasyonlar

¢ N-Ras Nokta Mutasyonlari
¢ P53 Mutasyonlari

2.1.4.2. Kromozomal Translokasyonlar

Spesifik kromozomlarin aberran kirilma ve fiizyonunu kapsayan kromozomal
translokasyonlar AML’de siklikla bildirilmektedir. AML nin degisik tiplerinin patogenezi ile
bu translokasyonlar sonucu olusan spesifik flizyon genleri arasindaki iligki yogun laboratuar
¢aligmalarmin konusunu teskil etmektedir. AML nin degisik formlar ilé iligkili farkli
kromozom translokasyonlar: ve bu translokasyonlarin herbirinde rol oynayan spesifik genler
asagida gbsterilmistir (7).

s t(15;17) (PML/RAR-a)

e t(8;21) (ETO/AML-1)

e t(6;9) dek/can

¢ 5q Delesyonlar

e 11q 23 Krozomal translokasyonlar

e 16. Kromozomun Inversiyonu



2.1.5. Hematopoetik Biiyiime Faktorleri

AML hiicrelerinin HGF lere cevabi, muhtemelen AML hiicrelerinin yiizeyleri tizerinde
siklikla eksprese edilen spesifik biiylime faktdr reseptdrleri aracihigy ile olmaktadir .M-CSF,
G-CSF, GM-CSF, EPO, IL3;IL4, ILS, IL6, IL7’ye yonelik reseptorier farkli AML
Srneklerinin ylizeyleri tizerinde gdsterilmistir. Bazi AML hiicreleri spesifik HGF tirettiginden
ve bunlar]a uyumlu reseptor eksprese ettiklerinden AML hiicrelerinin siirekli proliferasyonuna

otokrin bir mekanizmanin katkida bulundugu sanilmaktadir (7).
2.1.6. Klinik Bulgular

AMIL, nin belirti ve semptomlar: genellikle nonspesifiktir ve normal hematopoetik
hiicrelerin azalmis tiretimine ve l6semik hiicreler tarafindan difer organjarin invazyonuna
baghdir. En sik sikayetler yorgunluk ve halsizliktir. Anemi ile iligkili zayiflik ve solukluk
goriilebilir. Ates siktir ve hastalarin %15-20 sinde spesifik &zellik tasir ve terleme ile
birliktedir, Notropeniye sekonder olarak infeksiyonlar goriilebilir. Petesi ve epistaksisi i¢eren
hemorajik belirtiler ve semptomlar hastalarin  yariya yakininda bulunabilir  ve
trombositopeninin derecesi ile iligkilidir.

Hastalarin %50’sinden fazlasinda kilo kayb goriiliir fakat genellikle ciddi degildir.
Kemik agris1 hastalarin %20’sinden azinda gériiliir. Her ne kadar organomegali ve lenf
adenopati AML’li hastalarin yarisindan ¢ogunda rapor edilmisse de bu belirtiler daha siklikla
ALL ile iligkilidir. Deri infiltrasyonu teshiste hastalarin yaklasik %10’unda goriiliir ve
genellikie ilerlemis bir dokiintii ile karakterizedir. Monositik karakterdeki. Diseti infiltrasyonu
da akut monositik 16seminin belirtisidir.

Santral sinir sistemi hastalif1 teshiste nadirdir. Fakat akut monositik 16semi
¢esitlerinde ve hiperldkositozis ile daha sik iligkilidir (11). Siklikla asemptomatikdir. Ancak
bag agnis1 ve 5-7. kranial sinir felgleri goriilebilir. G6z tutulumu koérliikle sonuglanabilir.
AML’nin meningeal hastahginin sikligi ALL den daha azdir fakat AML’li ¢cocuklarin %10-38
inde bildirilmigtir (9).

Diger organ sistemleri de tutulabilir. Ozellikle potasyum imbalansi basta olmak tizere

cesitli elektrolit imbalanslar1 sonucu kardiak anormallikler izlenebilir .Pulmoner semptomlar



1kositozisli hastalarda veya nétropeni ile iligkili infeksiyonu olan hastalarda goriiliir.
Gastrointestinal semptomiar arasinda enfeksiyon olarak siklikla perirektal apse ve nekrotizan

kolitis goriilitr. AML li hastalarda hepatik yetmezlik ender olarak goriiliir (9).

Loseminin mukozal tutulumu olarak oral veya faringeal infiltrasyonlar goriilebildigi

gibi kemoterapinin indiikledigi mukozit tablosuda g6zlenebilir (7).



2.1.7. AML’nin Alt Tipleri

FAB simiflamasinda morfolojik, immiinolojik ve sitokimyasal kriterlere gére AML 8
subtip olarak tammlanmistir. FAB gruplamasimn amact hticre tiplerine gére myeloid
18semileri kisimiara ayirmak ve 16semik hiicrelerin bu simflandirmada maturasyon sirasindaki
verini ortaya c¢ikarmakti. AML  nin  bazi  tipleri FAB suuflamasmna  gore
S1n1ﬂand1rlla:narﬁaktad1r. Bu smiflandirilamayan vakalar daha siklikla sekonder 1dsemili
hastalardir ve tiim vakalarin yaklagik olarak %2-5’inde gériiliir . FAB klasifikasyonu hibrid
veya morfolojik ve histokimyasal olarak tamimlanamayan bifenotipik losemileri
kapsamamaktadir. Ayrica FAB Kklasifikasyonu; klinik karakteri, sitogenetik paterni, tedavi
sonrast cevabl ve prognozu géz Oniinde bulundurmaz (7). FAB Kklasifikasyonu ile
smiflandiriimis AML alt tipleri ve &zellikleri tablo 1’de gésterilmis olup asagida bagliklar

halinde siralanmuigtir.

o M 0 Subtipi (Gelisme ve Farklilagma Géstermeyen AML)
e M 1 Subtipi (Maturasyonsuz AML)

e M 2 Subtipi (Maturasyonlu AML)

o M 3 Subtipi (Akut Promyelositik I.dsemi)

e M 4 Subtipi (Akut Myelomonositik Losemi)

oM 5 Subtipi (Monositik Losemi )

o M6 Subtipi (Eritrolésemi)

* M7 Subtipi (Megakaryositik Losemi)



Subtipi

AML-MO0

(Andiferansiye AML)
AML-M1

(Minimal maturasyonlu AML)

AML-M2
{Maturasyonlu AML)

AML-M3
ile(Promyelositik losemi)

AML-M4
(Myelomonositik losemi)

AML-MS5A
(Monositik l6semi)

AML-MSB
(Diferansiasyonlu
monositik losemi)

AML-M6
(Eritroid 16semi)

AML-M7
sendromu
(Megakaryoblastik 15semi)

2.1.8. Fab Smiflamasi-Tablo 1

Fransiz-Amerikan-Ingiliz siniflamas: olarak bilinmekte olup asagidaki tabloda gosterilmektedir (12)

Kemik ilizi Morfolojisi

Blastlar >%30; Sitokimya negatif

Blastlar >%90;

Sudan Black veya peroksidaz (+)

Auer body genellikle mevcut

Blastlar >%30;

Sudan Black, peroksidaz veya cholorcacetate estaraz

kuvvetli pozitif
Auer body gériilebilir

Blastlar >%30; anormal promyelositier varhg:
cok sayida auer body, kuvvetli sitokimyasal
boyanma ve graniilasyon

Blastlar >%30; Monositik hiicreler >%20
Monositik hiicreler >%80,

a-Naphthol boyasi pozitif

Monositik hiicreler <%80

Niikleuslu hiicrelerin %50°si eritroid seriden,
Non eritroid hiicrelerin %30°dan fazlas: blast

Megakaryoblastlar >%30; o- Naphthol

ve PAS pozitif olabilir

Tipik_Iimminofenotip iligkili Genotip
CDI13, 33, 34 HLA-DR (+) Bilinmiyor

CD13, 14, 15, 33, 34
HLA-DR (+)

Genellikle inv (3)

CDI3, 15,33, 34
HLA-DR (+)

t(8;21) vakalarin yarisinda

CD13, 33,15
zayif CD34
HLA-DR ()

£(15;17)

CDI13, 14, 15, 33, 34 inv (16) ve diger 16

HLA-DR (+) anormallikleri

CD13, 14,33, 34 11923 anormallikleri
HLA-DR (+)

CD13, 14, 33, HLA-DR (+) 11q23 anormallikleri
CD34 (-)

CD13,33,41,71 del (5), del (7)
HLA-DR (+) genellikle goriilir
Glikoforin A

CD41, 61 Genellikle inv (3)

Yorum
Kot Prognozlu

Trombositozis
goriilebilir.

1(8;21) iyi prognoz
gostergesidir. Genglerde
goriiliir Splenomegali ve
ekstramedulier

tutulum izlenir

Retinoik asid tedavisi ile

en iyi prognoziu AML,
DIC riski yiiksek, genglerde
goniliir

lyi prognozlu
ekstro mediiler tutulum goriiliir

Kotii prognoziu, ekstramediiller
tutulum genellikle goriiliir

AML-MS5A gibi

Katit prognozludur, MDS den
donligtim gdsterir
Yashlarda goziikiir

Kétii prognozlu, Downlu
cocuklarda gortilebilir MDS

ve KML’nin blastik kirizleri*o
ile iligkilidir
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2.1.9 AML’de Laboratuar Bulgular

Hastalarin yarisindan fazlasinda 1okosit sayist artmistir. Hastalarin %20°sinden azinda
ise 100.000 hiicre/mm? tizerindedir. Blastlar genellikle periferik yaymada goriiliir ve iclerinde
Auer Body bulunabilir. Alsemik 1§semi (periferik yaymada blast yoktur) nadirdir. Nétropeni
bu hastalarda siktir ve hiposelliiler olabilecek iligin incelenmesi blastlar: gdsterecektir (9 ).

Vakalarm biiyiik bir kisminda hastalik teshis edildigi zaman orta veya agir bir anemi
vardir. Anemi, genel olarak normokrom normositer olmakla beraber baz vakalarda
makrositik de olabilir. Trombosit sayisi da hemen daima diigiiktiir. Kemik iligi olgularmn
cogunda hiperselliiler olup blast sayist %30 un lizerindedir. Eritropoetik doku azalmustir.
Megakaryositlerde de azalma vardir. Kromozom analizi yapilacak olursa yarisina yakin bir
kismunda kromozom anomalileri saptanabilir (1). Yaygin damar i¢i pthtilasma AML de ALL
den daha fazla goriiliir ve akut promyelosit 1§semi tipinde (M3) ¢ok daha siktir (9).

DIC’in  lssemik  hiicrelerdeki  azurofilik  grantillerden  prokoagiilanlarin
serbestlenmesine bagli oldufu diisliniilmekte olup tipik olarak indiiksiyon kemoterapisi
esnasinda gérilmektedir (9).Yaygmn hiicre yikimu sonucu hipertirisemi, hiperfosfatemi,
hiperkalemi ve hipokalsemi goriilebilir (8).

Akut monositik 13semi veya akut myelomonositik lGsemiyi iceren monositik

komponentli AML cesitlerinde lizozim seviyeleri yiikselmistir (9).

2.1.10. Prognoz

AML’de prognozu belirleyen bir ¢ok faktér vardir. Bunlar tablo 2°de gosterilmigtir.
Tedaviyle iligkili olan prognostik &zellikler ise tablo 3’de verilmigtir. Son yillarda AML
tedavisinde ¢ok biiyiik gelismeler saglanmigtir. Kemoterapi ile tiim hastalarin %65 inde, 50
yagin altindakilerde ise %70 tam remisyon gergeklesmekiedir.. Remisyonda kalma siiresi
ortalama 1-1.5 yildir. Yaghlarda prognozun kétii olmasinn iki nedeni vardir. Kematerapinin
iyi tolere edilememesi ve AML zemininde prolésemik patogenez olasilifi nedenleri ile

yaglilarda prognoz daha kétidiir (13)
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Tedaviye cevapta hastann yast, sitogenetigi ve uygulanan ilk kemoterepiye cevap

orani ¢ok Snemlidir. 60 yasin altindaki hastalarin sadece %10-12"si kotii sitogenetik Szellik

tasimaktadir. Bu hastalanin tedavisinde kullanilan otolog, allogreft KIT ile kemoterapi

uygulamalar arasmda survey agisindan anlaml: fark yoktur. Ancak son zamanlarda yiiksek

doz Ara-C uygulamasimin daha faydali oldugundan séz edilmektedir (13). K&tii prognostik

indekslere sahip olanlarda ise tartismasiz allojenik kemik iligi transplantasyonu (AKIT) tercih

edilmelidir.

Tablo 2 : AML’de Yasam Stiresiyle Iligkili Prognostik faktorler (9, 14).

Faktor Iyi Koti
Klinik
Yas <45 <2, >60
L.osemi geligimi Kendiliginden Onceden MDS olmast
Lokositoz <25.000/mm’ >100.000/mm’
SSS tutulumu Yoklugu Varh
Morfoloji
Auer Body Varlig1 Yoklugu
Eozinofil Varlig Yoklugu
Megaloblastik Eritroidler Yoklugu Varhg
FAB Tipi M3,M4 MS, 6,7
Yiizey/Enzim Markirlar
Myeloid CD14- CD13- CDI14+
CD13+
CD34+
HLA-DR Negatif Pozitif
TdT Yoklugu Varhif
Lenfoid CDh2,CDI19 Bifenotipik (2 den fazla

Sitogenetik

t(15;17), t (8:21)
inv (16)/del (16q)

Lenfoid markir1)

-7, del (7q); -5, del(5q)

11g23anormaliikleri
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Tablo 3: AML’de Tedaviyle Iliskili Prognostik Ozellikler (12).

* Yas: 60 yas altinda tedaviye cevap ve prognoz iyi olup 60 yas tlizerinde ve ileri yasta teda l

viye cevap ve prognoz kotiidir.

* Onceden hematolojik bozukluk bulunmasi veya sekonder AML: Bu subgruplarda

komplet remisyon oram diigtiktiir ve yagam stiresi kisadir.

* Sitogenetik: t (15;17), t (18;21) ve mv (16) iyi prognoz gosterir.

del 5, del 7, 3q-, 11q23 kot prognoz gésterir.

60 vasin altindaki iyi prognostik grup hastalarmda yiiksek doz kemoterapi ile
vakalarin %40°da 7 yillik survey saglanabilmektedir. Bu ytizden KIT bu grup igin &ncelikli
tedavi sekli degildir ve ikingi komplet remisyon sonrasmna ertelenmektedir. AML M3
olgularinda ise asil tedaviyi ATRA olusturmaktadir. Hastalarin ¢ok yiiksek oraminda komplet
remisyone neden oldugu bildirilmektedir, Iyi prognostik 6zellik tagiyan t (8;21) ve inv16
kromozomal anomalisi olan hastalar kemoterapiye oldukca iyi cevap verirler. t (8;21) bulunan
hastalarda yiiksek doz Ara-C uygulamasi, diger tedavilerden ¢ok daha etkili bulunmustur (13).

Iyi veye kotii prognostik dzellik tasimayan grup hastalarinda kemoterapi ile KIT
uygulamasi arasinda survey a¢isindan anlamiz bir farkhilik yoktur (13).

60 yasin lizerindeki hastalarda tedaviye cevap iyi degildir. Yasin ilerlemesiyle
kemoterapiye cevap orami giderek diigmektedir. Survey iizerinde kemoterapi, KIT den daha
faydahdir. Kemoterapi ile hastalarin ortalama %65’1 remisyona girmekte ancak remisyon
sonrasi ¢ok kisa olmaktadir. Iyi sitogenetik dzellik tagiyan grupta yikksek doz kemoterapiye
cevap oram daha iyidir. Bu yés grubundaki hastalar ortalama 1 veya 2 standart kemoterapiyi

tolere edebilirler. Genellikle yiiksek doz Ara-C tedavisini tolere edemezler (16).

2.1.11. Tedavi

AML de tedavi, AML’yi ALL den ayirdiktan sonra miimkiin olabilir. AML tedavisi 2
temel segenegi icerir. Bunlar:

a- Yalniz basina sitotoksik kematerapi

b- Tim vucut isinlamasi ve/veya kemoterapi den sonra kemik iligi

transplantasyonunun uygulanmasidir (9).
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Genellikle antrasiklinle birlestirilen cytozine arabinozide verilmesi 20 yildan fazla
siredir AML tedavisinin temelini olusturmaktadir. Calismalarda cytozine arabinozi’de nin
uygulanmasindaki dozlar, programlar ve metodlar farkhidir ve sonugta major rolii oynadig
goriilmektedir (14,15).

Ilk remisyonda antrasiklinli yiiksek doz cytozine arabinozidle konsolidasyon tedavisi
kemoterapi sonuglarmi iyilegtirmigtir. Ancak ilk remisyonda segilmis hastalarda KiT, yalmz
bagina kemoterapiden tstiin bulunmustur (16).

Tedavide bagari, genellikle aplazi donemi gerektiren (bazt APL’li vakalar harig)
tam remisyondur ve hastalarin %60-70 inde elde edilebilmektedir. Daha iyi cevap oranlari
(%70-85) genellikle 60 yasin altindaki ve myelodisplastik sendromu olmayan hastalardir .
Nadiren tedavisiz kisa spontan remisyonlar hastaligin seyrinde gériilebilmektedir (9).

Indiiksiyon tedavisinden sonra periferdeki blast hiicreleri kaybolmus ve kemik
iliginde %5 in altina diigmiigse, periferik kan sayimlari normale gelmigse ve ekstramediiler

18semiye ait bir belirti yoksa tam remisyondan bahsedilir (1).

2.1.11.1. Sitotoksik Kemoterapi

Tedavi 2 faza bolinebilir.
¢ Remisyon indiiksiyonu: Genellikle Ara-C major ilag olup daunorubicin, idarubicin,
mitoksantron ile kombine kullanilir,
¢ Remisyon sonrasi tedavi: Bu faz 2 kiir konsolidasyon ve 1 kiir yiiksek doz Ara-C igeren

intensifikasyondan olugmaktadir.
2.1.11.2. Relaps Yapan Veya Refrakter Olgularda Tedavi

Tam remisyona giren hastalarin %60’ 1nda relaps gelisir. Relaps yapanlarda yeni bir
tedavi ile %40-60 oraninda hastada ikinci bir remisyon meydana gelir. Ancak bu remisyonlar

kisa siirelidir.
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2.1.11.3. Kemik Iligi Nakii

Her ne kadar sadece kemoterapi uygulammi ile sag kalimda olumiu gelismeler
bildirilse de kemik iligi transplantasyonu en diiglik relaps oranlar ile antilosemik tedavide en
iyi tedavi gekli olmaya devam etmektedir (17,18). Prospektif ¢alismalarda gériilmiistiir ki
kemik iligi transplantasyonu sag kalim agisindan kemoterapiden oldukea ileridedir. Relaps
oranlar1 KiT’de %15-23 iken kemoterapi sonrasinda %64-77 bulunmustur. Allojenik kemik
iligi transplantasyonu en diisiikk relaps oranlan ile en iyi konsolidasyon tedavisi olarak
goriilmektedir.uygun doniir eksikligi, doku reddi hastaligy toksisite ve enfeksiyon nedeni ile
kullanilabilirligi smirlanir (9).

Uzun yillar allojenik transplantasyon ancak 40-45 yas altindakilere yapilirken bu giin
geligmis transplantasyon merkezleri 55 yasa kadar olanlan bu programa almaktadir. Ister
allojenik ister otolog KIT yapilsin, en &nemli sorun transplantasyon komplikasyonlar:
nedeniyle hastalarin kaybedilebilme riskidir. Bu risk allojenik transplantasyonda %30, otolog
transplantasyonda %10 dur. Ayrica KIT basarili olsa bile hastalarin bir kisminda bir stire
sonra relaps gelismektedir. Tiim bu sorunlara kargin ilk remisyon sonrasi KIT yaptlanlarda
hastaliks1z sag kalim stireleri konvansiyonel kemoterapiye biraz daha iistiin goziikmektedir.
Allojenik transplantasyonda hastalifin ortadan kalkma mekanizmasmda 2 faktér rol oynar.
Bunlardan ilki KIT o6ncesi yapilan yiiksek doz kemoterapi ve/veya radyoterapidir. 2.
mekanizma ise graft versus host hastahginda (GVHH) rol alan donér lenfositlerin yarattig: ve
“graft versus 16semi (GVL)” olarak bilinen anti l§semik etkidir. Otolog transplantasyonlarda
kemik iligindeki rezidii 16semi hiicrelerinin kigiye tekrar verilmemesi igin bu hiicreler in vitro
ortadan kaldirila bilmektedir (Purging). Purging isleminin ne derece etkili olabildigi heniiz
kesinlik kazanmamustir (8).

Remisyondaki hastalar tizerinde yapilan bir ¢calismada allojenik KIT yapilan hastalar,
yitksek doz cytarabine ve metilprednizolon esligindeki cytarabine ile kiyaslanm:s olup relaps

orani allojenik KIT yapilan hastalarda daha diigtik bulunmustur (16) .
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2.1.12. Tedavide yeni umutlar-Noemal-Ve Lisemik Hematopotetik Hiicre

Diferansiasyonu

Normal hematopoietik sistemde kok hiicreler simirl1 bir biiyiime potansiyeline sahip
olan ve matiir kan hiicrelerini olugturan progenitr hiicrelere doniisiirler. Bunun yaninda
dontisim gostermeyen (non-cycling) durumda sakianan ancak dontisim kapasitesine sahip
kok hiicrelerde bulunur. Fizyolojik veya patolojik durumlarda tiretilen sitokinler kék
hiicrelerin hayatta kalmalarinda ve proliferasyonlarinda rol oynarlar. Ayrica myeloid
diferansiasyonuda etkileyebilirler. Sitokinlerin reseptérlerinin proliferasyon ve diferansiasyon
igin farklh sitoplazmik bélgeleri (domain) bulunur. Eger bu sitokinlerin reseptérleri veya bu
reseptorlerin sitoplazmik bolgeleri mutasyona ugrarsa farkhlagma sinyalini vermeyip yalnizca
bitylime sinyali verebilir. Normalde G-CSF reseptoriiniin sinyali ile bilinmeyen mekanizmalar
sayesinde farklilasmanin olusmasina izin verecek sekilde hiicre siklusunun Gl faz
uzamaktadir (19).

M-.CSF reseptoriintin tirozin 807 bdlgesinin otofosforilasyonunun bilyliime ve
farkhlagma arasindaki dengeyi sagladig: gosterilmis olup bu bbdlgedeki mutasyonlarin
myeloid prekiirsor hiicre serilerinin (FDC-P1) M-CSF’e bagli farklilasmasimi tamamen
ortadan kaldirdig bildirilmisgtir. Ayrnica bu bélgedeki mutasyon, proliferasyonunun
sitimiilasyonu ve farklilasmanm siipresyonu yolu ile 16semiye sebep olabilmektedir (20).

Hematopoetik hiicrelerin  hayatta kalig, proliferasyon ve diferansiasyonunda
sitokinlerin etkisi molekiiler diizeyde etkili DNA’ya baglanan transkripsiyon faktérlerine
baglidir. Bu transkripsiyon faktérleri immatiir hiicreden matiir hiicreye dogru geligen
hiicrelerdeki spesifik genlerin ekspresyonunu kademe, kademe diizenleme geklinde etkinlik
gostermektedir. Bu transkripsiyon faktorleri hematopoietik yollarin ayrilmasmda da temel rol
oynamaktadir. Omegin GATA-1 in yoklugu eritroid seri gelisimini engellerken GATA-2 nin
yoklugu hematopoez de bozulmaya sebep olabilmektedir. Yine diger bir transkripsiyon
faktorii olan Lenfoid Faktor Ikarusun yoklugunda farelerde T ve B lenfositlerinin ve onlarin
Onciilerinin gelisemedigi bildirilmigtir (21).

Normal hiicreler gibi 16semik hiicrelerde, nadir istisnalarina ragmen hayatta kalma ve
biiyiimeleri igin sitokinlere bagimlidirlar. Bu sitokinler [6semik hiicreler veya bagka hiicreler

tarafindan iiretilebilmektedirler. Normal olarak myeloid proliferasyon ve farklilagma sirasinda
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proliferasyon bir noktada durmakta ve bu noktada farklilagmanin tamamlanmasina dogru
hiicreler ilerlemektedir. Sonug olarak diferansiye olmus hiicreler Apopitozise (programlanmis
hiicre 6limii) ugramak suretiyle 6lmektedirler. Maturasyon ve 6liim olaylarimn her ikisinin
bozulmas: ile gelisimini tamamlamamms, anormal fenotipik karakterde, degisik [6semik
blastlarin ortaya ¢ikist ve bunlarin artis1 ile AML ve diger l6semiler olugmaktadir. Sonugta
AML deki anormal maturasyon; transkripsiyon faktorierinin, sitokin reseptérlerinin hiicre

siklusunun ve normal genetik farklilagma programinin bozulmas: sonucu olugmaktadir (22).
2.1.13. AML’de Diferansiasyon Tedavileri

AML nin alt grubu APL 1i hastalarin tedavisinden elde edilen sonuglar AML
hiicrelerinin farkhilagmasindaki duraksamanin bazen ortadan kaldirilabildigini géstermistir.
Sachs ve arkadaglarinin ¢aligmalart myeloid 18semik hiicrelerin matiir grantilositlere ve
makrofajlara farkhilagma i¢in inditklenebilecegini gostermistir (22).

Farklilagmay: indiikleyen ajanlarla iigili yapilan aragtumalarda insan myeloid 16semik
hiicre serilerinde HL60 (myeloblastik) , U-937 (monoblastik) hiicreler kullanihmis ve
diferansiasyonun Retinoik asit (RA) , lenfositlerin iirettifi sitokinler , TNF , vitamin D3 ve
kimyasal bilesiklerin bir kismu ile saglandigi bildirilmistir. Farklilagma yapan ajanlar farkh
mekanizmalar {lizerinde etkinlik gostermekle beraber, malign yapimin diizeltilmesi ancak
malign hiicrelerdeki genetik bozukfuklarin diizeltilebilmesi ile miimkiin olabilmektedir(22).

APL hastalarma verilen ATRA ile 16semik hiicreler ortadan kalkmakta ve bunlarin
yerini 16semik olmayan nétrofiller olmaktadir. Boylece klinik olarak remisyon izlenmekte
ancak bir siire sonra yeniden relaps goriilmektedir. Sonug olarak farklilagmanin indiiksiyonu
malign klonun ortadan kaldirilmasim saglamamakta ancak normal ve l6semik hiicreler
arasmdaki dengeyi saglamaktadir. Bu sayede normal hematopoezdeki inhibisyon gegici olarak
ortadan kaldirilabilmektedir. Saglanan remisyon siiresinin devami ise, konsolidasyon
kemoterapisinin tedaviye eklenmesi ile miimkiin olmaktadir (23).

Farklilagma tedavisi ile basarilmasi umulan nedir? APL de ATRA uygulamasmda
oldugu gibi malign hiicrelerin AML l1i hastalarda tamamen gdzden kaybolmasi miimkiin
degildir. Ancak 16semik hiicrelerin sayisinda bir azalma ve normal hematopoezin saglanmasi

ile klinik remisyon elde edilebilmektedir. B6ylece proliferasyon ve diferansiasyon arasinda
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yeni bir denge olusturulabilmekiedir. Sonu¢ olarak hastayr tedavi etmek igin Gnce
farkhlasrr;ayl saglayan ilaglar verilmeli takiben standart kemoterapi uygulanmalidir. Eger
hiicreler farklilagma tedavisine rezistan hiicreler ise yine standart kemoterapiye cevap
alinabilmektedir. Bu iki ilact kombinasyonu rezistan hiicrelerin gelisimini ve 18semik relapsi

azaltmakta buna kargmn klinik remisyonu anlamli derecede uzatabilmektedir.
2.1.13.1 All-Trans Retinoik Asid (ATRA)

Retinol, retinoik asid ve retinal hayvansal kaynakli byolojik aktinite g8steren ve A
vitamini genel terimi altinda toplanan bilesiklerdir. A vitamini bir lipoglikoprotein kompleksi
seklinde karaciger lipozitlerinde depolanmaktadir. Dokulara transportu ise hidrolize olduktan
sonra retinol ve apo retinol baglayici proteine (RBP) baglanarak olmaktadir. Sonugta
meydana gelen holo RBP golgi apareyinde islemlenerek plazmaya salgilaninca retinoik asid
plazmada albumine bagh olarak hiicrelere aktarilir (24). Hiicre igine pasif difizyonla giren
retinoik asid, selliiler retinoik asid baglayan protein ile birlesir. Olusan bu bilesik diiz
endoplazmik retikuliimda lokalize stokrom P 450 enzimleri ile metabolize edilir. Metabolize
olmayan retinoik asid hiicre nitklousundaki retinoik asit reseptdrlerine baglamr. Aktive olmusg
reseptérler spesifik DNA segmentlerine etki gdstererek m RNA transkripsiyonuna neden olur.
Boylece retinoik asidin hiicre igi gevabi meydana gelir.

AMI.’deki diferansiasyon tedavisinin klinik dzelliklerinin en géze ¢arpici bagaris: akut
promyelositik losemi (APL)Yde gdzlenmistir. ATRA, APL’li hastalarin yliksek oraninda
komplet remisyona sebep olmaktadir. ATRA’ya karsi olusan hiicresel cevap losemik
hiicrelerin diferansiasyonlarinin indiiklenmesine baglanmaktadir. Bu olay hem kemik iliginde
hem de periferik kanda gergeklesmektedir. ATRA ile tedavi edilen hastalarda promyelosit ve
nétrofiller aras1 maturasyondaki ara hiicreler gozlenebilmektedir. Olusan ara hiicrelerin en
baskin 6zellikleri ¢entiklenmis niikleuslari, azurofilik graniillerindeki kayip ile niikleer ve
stoplazmik vakuolizasyonun meydana gelmesidir (25).

APL vakalarinin yaklasik %80’inde t (15;17) bulunmaktadmr. 17. kromozom
tizerindeki niikleer retinoik asit reseptor geni ile 15. kromozom iizerindeki PML (promyelosit
losemi) geninin fuzyonu sonucu PML/RARa fiizyon geni olusmaktadir. Bu genin
olusturdugu transkriptin APL patogenezindeki rolii agik degildir. RARo (retinoik asit
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reseptdrii) RA in hiicresel diizeyde diferansiasyon yapici etkisine aracilik etmektedir .
PMIL/RARo geni normal RARa fonksiyonunda inibisyon ulusturdugundan hiicre
diferansiasyonu igin RA m normal olarak serumda bulunan miktan (1078-10° M) yetmemekte
cok daha yiiksek dozlarina (10°%) ihtiyag duyulmaktadir. Bununla birlikte bu hipotez RAR ’1n
fonksiyonel assay lerinde tam olarak gosterilememigtir (7).

ATRA invivo ve invitro olarak APL hiicrelerinin matiir graniilositlere dogru
diferansiye olmalarnim uyarmaktadir. APL genellikle ATRA ya bdyle bir tedavi cevabi veren
tek AML alt tipidir. APL de ATRA kullanimu ile %90°dan biiyiik bir oranda klinik olarak tam
remisyona yol agmakta olup (26-28) bu hastaligin tipik &zelligi olan koagulopatinin hizla
diizelmesini saglamaktadir (28,29).

Hiicre dizilerinde goriilen rezistans RARc’da gelisen nokta mutasyonlan veya PML-
RAR« proteinin degigik ekspresyonlarimn ortaya ¢ikis: ile iligkilidir. Bu olay klinik olarak
rezistans kabul edilen hastalardan elde edilen 6rneklerde de gésterilmistir. Pek ¢ok merkezde
ATRA tedavisi remisyon indiiksiyonundan sonra verilemektedir. Antrasiklin i¢eren kombine
kemoterapi konsolidasyon olarak daha sonra uygulanmaktadir. Bu kombine kemoterapi ile
APL’li hastalarda relapssiz stirede anlamli derecede yiikselme tespit edilmistir. Bu tedavi
rejimleri ile yeni tam: konmug vakalarin yansindan ¢ogunda tam diizelme saglanabilmektedir.
ATRA’nin tek bagma kullamimu ile APL’li hastalarda bazi diger hastaliklarda artma
gdzlenmistir. Gliomalarn ve kazanilmis immun yetmezlik sendromu ile iligkili Kaposi’s

sarkomasinin ortaya gikisinda hafif bir artisa sebep oldugu bildirilmistir(30).

DNA Hormon
baglayan Kisim |Baglayan Kisim

Sekil 1:ATRA reseptorii (33).

ATRA ayrica APL hiicreleri tizerinde klonal proliferasyonu invivo ve invitro olarak
hiicre siklusu iizerinden inhibe edici etkinlik gosterebilmektedir(31). .ATRA’nin APL

hiicreleri i{izerindeki bilinen etkileri diginda diger AML hiicreleri iizerinde bcl-2
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ekspresyonunu down regiilasyona ugratmak siiretiyle hiicre dltimiinii indikleyebilmektediz.
ATRA sitotoksik ilaglara karsi 16semik hiicrelerin duyarlilifini artirabilmekte ve bazt AML’li
hastalarda kemoterapi kombinasyonlarinda kullamlabilmektedir (32).

ATRA ile yapilan arastirmalarda ¢esitli sonuglar alinmistir. Bunlardan en dikkat ¢ekici
ozelligi 16semik hiicre diferansiasyonunu inditkleyebilmesidir.Bunu ¢esitli yollardan
yapabilmektedir.Ornegin 16semik hiicre diferansiasyonunda énemli rol oynayan nitrik okside
ATRA endojen olarak uyanci etki yapabilmektedir (34).Yine graniilositik diferansiasyon
sirasinda phosphatidylinositol 3-kinase (Pl 3-K} ‘mn nukleer seviyesinin arttifi ve bunun
ATRA tedavisi smwasinda da arttift gdsterilmistir (35). Retinoik asitlerin tedavide
kullanilmasimin ~ bir diger &zelligi hiicre siklusu tlizerine etkileri ve apopitozisi
indiikleyebilmesidir NB 4 (Akut promyelositik losemi) hiicreleri lizerinde, bir sentetik
retinoid olan CD 437 denenmis ve S fazindaki hiicreler tizerinde apopitotik etki yapabildigi
bildirilmistir(36). ATRA’nin sigan meme epitel hiicrelerini S fazinda azaltici ve
diferansiasyonu indiikleyici etkisi vardir (37) .NB 4 hiicreleri iizerinde yapilan bir ¢aligmada
bu hiicrelerin S fazindaki ylizde oranimi %29-52 oraninda diistirdiig bildirilmistir(38).

ATRA’min bir diger dikkat ¢ekici &zelligi malign hiicreler tizerindeki antiproliferatif
dzelligidir.Yapilan bir ¢alismada multiple myelomali hastalanin plazma hiicrelerinin

proliferasyonunu invitro olarak inhibe ettigi bildirilmigtir (39) .
2.1.13.2. Vitamin D3

Vitamin D’nin aktif metaboliti 1, 25 (OH), Dj’tir. Bu hormon, diyetle dogrudan
alinabilecegi gibi 7-dehidrokolesteroliin deride ultraviyole isinlarmn etkisiyle vitamin D3’e
déntismesiyle olusur. Vitamin D3 karaciferde 25 hidroksillenerek 25 (OH) Djs’e ¢evrilir.
Vitamin D’nin bu formu fizyolojik olarak diizensiz, orta derecede bir biyolojik aktiviteye
sahiptir. Bu prekiirsér daha sonra, proksimal tlibiil hiicrelerindeki mitokondrilerde 1la-
hidroksidaz tarafindan biyolojik bakimdan ¢ok daha aktif olan forma, yani 1, 25 (OH); Ds’e
doniigttriifiir (40).

Plazmasa dolasan 1, 25 (OH)2 D3 , %99°un tizerinde proteine baglidir. Barsak, kemik,
paratiroid bezi, bobrek, meme ve myeloid hiicrelerde hedef reseptdrleri bulunur (40). Vitamin

D3 reseptoril steroid reseptor ailesinin bir tiyesidir. Bu reseptériin ligant baglayici bélgesi,
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vitamin D311 yiiksek bir afinite ve diigiik bir kapasite ile baglamaktadir. Bu baglanma satiire
edilebilir, spesifik ve reversibl olabilen bir baglanmadir. Cekirdekte vitamin D3 reseptdriiniin
kromatine baglanmas: ile ilgili gdzlem, vitamin D3’tin gen transkripsiyonunu ve spesifik
mRNA’lann olusumunu uyardigim telkin etmektedir. Kalsiyum baglayici bir proteinin
kodlanmasini yapan mRNA’nm indiiksiyonu ile iligkili boyle bir rnek bildirilmistir (33).

Vitamin D3; baz1 tiimd&r tiplerinin insidansini azaltabilmektedir. Lésemi, meme, kolon
ve prostat kanser hiicre dizilerinde biiylimeyi azaltmaktadir. Fakat bu etkilerin hiicre
diferansiasyonu ile iligkisi ac¢ik degildir. HL 60 hiicrelerinde vitamin D’nin hilcre
diferansiasyonu arttirdigr bildirilmekle beraber hiperkalsemi yapici etkinligi bu ilacin klinik
uygulamalarm: simrlandirmistir (25).

Hiperkalsemi yapici etkinligi azaltilmis yeni jenerasyon vitamin D anologlan
giinimiizde aragtirilmaktadir. Bir ¢alismada HL 60 hiicre serilerinde bu anologlarin etkinligi
arastirnlmig 11 anologdan 9*unun diisiik dozlarda bile (10%-10"! Mol/L) klonal inhibisyona
yol agabildikleri bildirilmigtir (41).

Vitamin D3 U937 hiicrelerinin monositik diferansiasyonunu inditkleyebilmekte ve
G0/G1 hiicre siklusunu bloke edebilmektedir (42). Yine vitamin D3 degisik kanser hiicre
dizilerinde diferansiasyonu indiikleyici ve biiylimeyi inhibe edici etki g&stermektedir (43). Bir
¢alismada vitamin D3’{in, HL 60 l6semi dizileride aldoketorediiktaz enzim aktivitesini inhibe
etmek yoluyla hiicre diferansiasyonunu artirdigi bildirilmigtir (44).. Yine vitamin D3’{in
malign hiicreler {izerine olan antiproliferatif etkiside oldukg¢a belirgindir (45).

AML’li hastalardan elde edilen hiicreler tizerinde yapilan bir ¢alismada bir vitamin D
‘analogu olan KH 1060 denenmis ve sonucta hilcre viabilitesini azaltici, klonal biiylime ve

proliferasyonu inhibe edici etki gosterdigi bildirilmistir (46).

Sekil 2: Vitamin D3’{in reseptorii (33).
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2.1.13.3. Deksametazon

Glukokortikoidler (GK) adrenal korteksten sentezlenen ve bir g¢ok fizyolojik olaym
diizenlenmesinde 6nemli rolii olan steroid yapida hormonlardir. Dért halkal: yapiya sahip olan
siklopentanoperhidrofenantren iskeletinden tiireyen maddeler igin steroid deyimi kullanilir,
K'lar’ hiicre mebranindaki lipidler arasmdan basit difizyonla hiicre i¢ine girer. GK’larn etki
gosterebilmeleri i¢in spesifik reseptérii ile birlesmesi gerekir. GK reseptérlerinin, aktif
olmayan sekli, 310.000.000 dalton’luk kitleye sahip heteromer kompleks seklinde sitozolde
bulunur. Bu heteromer kompleks 2 adet 90.000.000 dalton agirliga sahip 1s1 soku proteinieri
(HSP-90) ve 59.000 dalton agirhiga sahip olan P 59 proteini igerir. Reseptér; hormonunun
baglandigt alan DNA’nin baglandifr alan ve antijenik-immunolojik alan olmak tzere 3
bélgeden meydana gelir (47).

GK’lerin metabolik etkilerinin yaninda bazi hematolojik etkileri de vardir. Fizyolojik
dozlarda hemoglobin sentezini artirarak eritrosit sayisim yiikseltirler, Farmakolojik dozlarda
ise 16kosit migrasyonunu ve antikor sentezini inhibe ederek immun cevaplar1 suprese ederken,
kandaki polimorfoniikleer lokosit ve trombosit sayisim artirirlar. GK’larin arttigi durumlarda
lenfosit, eozinofil, bazofil ve monosit sayisi azalir (48).

GK’ler DNA ve kromatinde fragmantasyon, hiicre yapisinda bozMima ve sitoplazmik
proteinlerde degisim sonucu hiicre ¢liimiine sebep olabilirler. Bununla birlikte gen
transkripsiyonu sonucu yeni hiicre ylizey belirleyicileri olugmakta ve fagositoz olusumuna
neden olmaktadirlar (49-51).

Apopitotik aktiviteyi azaltan sitokinlerin etkilerini azaltarak supresif veya apopitotik
aktiviteyi uyaran protoonkogenlerin etkilerini dilizenleyerek GK’ler apopitozisi indirek olarak
uyarabilmektedirler (52-54). Hematolojik malign hastaliklarda, baglica hiicre lizisi etkisinden
yararlamhir. Bu etkinin olusmasinda apopitozisi uyarmasi ve hiicre siklusunu bloke etmesinde
dnemli rol oynar (55-61). Ayrica l8semik hiicre diferansiasyonunuda saglayabilmektedir
(58,59). Bu etkiler.dozlar arttik¢a daha belirgin hale gelmektedir. (60,61).

Myeloid 18seminin diferansiasyon tedavisinde kullanilan glukokortikoidlerin etkisi iki
sekilde gozlenmektedir. Birincisi ; direkt l1§semik hiicrelerde diferansiasyon yapici etkisi,

ikincisi ise; diferansiasyonu indiikleyen sitokinlerin olusumunu suprese etmeleridir (62).
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Deksametazon ile yapilan ¢alismada HL 60 hiicreleri {izerindeki etkisi arastirilmis ve
cesitli sonuglar elde edilmistir (63).

Glukokortikoidlerin baz1 lenfoid 16semi hiicrelerinin apopitozisine neden oldugu gibi
AML nin bazi tiplerinde apopitozisi inditkleyebildigi rapor edilmektedir. Bir ¢alismada
deksametazonun AML hiicrelerindeki apopitozisi indiikleyebildigi bildirilmistir (64). Bu
etkinin hiicre dizilerindeki glikokortikoid reseptér gen ekspresyonunu artirmak suretiyle

yaptig diigtiniilmektedir (65).

DNA Hormon Baglayan
Bag. Kisim Kisim.

Sekil 3: Glikokortikoid reseptdrii (33).

HL 60 hiicreleri iizerinde yapilan bir aragtirmada deksametazon tedavisi ile bu
hiicrelerdeki apopitozisin indiiklendigi ve bunun apopiozisi inhibe eden bel-2 geninin down

regiilasyonuna bagli olabilecegi bildirilmistir (66).



3. MATERYAL VE METOD

Bu ¢alisma KTU Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 kliniginde yatan AML’nin M3 tipi
haricindeki diger tiplerinden tani almis hastalardan elde edilen AML hiicreleri ile hematoloji
laboratuan sistemlerinden yararlanilarak yapilmistir.

Hastalardan elde edilen AML hiicre dizilerinde ATRA,vitamin D3 ve deksametason
un doza bagh etkilerini arastirmak tizere planlanan bu ¢alisma i¢in 1996-1998 yillan arasinda
I¢ Hastaliklan kliniginde M3 tipi harig diger AML tiplerinden tama konmus ve heniiz tedavi
gbrmemis 20 hasta alindi. Bu hastalardan elde edilen kemik iliklerinden bir kismi hiicrelerin
saklama kogsullarindan dolay kullanilamadi. Bazi hastalardan elde edilen hiicrelerin ise sayisi
yeterli degildi. Sonug olarak galisma grubuna sayilan ve durumlar yeterli 7 hastadan elde
edilen hiicreler dahil edildi

Tablo 1 de ozellikleri belirtilen hastalarin yaslar 34 ile 70 arasinda olup 4’it kadin ,
3’1 erkekti.

Bu calismada kimyasal maddeler olarak Retinoic Acid (Sigma, Lot 98F0778),
Dexamethasone (Sigma, Lot 28H1188), Devit-3 ampul (Deva), Ficoll-Hypague (Lymphocyte
seperation medium Gibco BRL.), RPMI medium 1640 (041-01875 M Gibco), Fetal
CalfSerum (011-06290 H Gibco ), Penicilin-Streptomisin (061-5140 Gibco), heparin
(Liquemine, Roche), DNA prep reagents (Coulter PN 6604452: 3x70mL DNA prep
stein,1x22mL DNA prep LPR,1x0.5mL DNA-prep reference),Serum Fizyolojik(SF) %0.9,
PBS (Phosphate buffered saline:0.8 gr NaCL, 0.144 gr Na; HPO4, 0.02gr KCI, 0.02gr KH»
PO, 80ml distile su), TBE soliisyonu: Tris base 54gr, Boric acid 27.5gr, 0.5 m EDTA 20ml,
Nonidet (NP 40 Sigma N-6507), Rnaz A (sigma R 4875), Proteinaz K (Sigma P 4914),
Loading buffer: %0.25 bromfenol blue, %0.25 Xylenecyanol, %30 glycerol, Agarose jel
(Sigma A-9539), Ethidum bromide (Sigma E-8751) den faydalanildi.
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Bunlara ilave olarak; Laminer air flow (Powtech), zaman ayarli sogutucu sa.n.triﬁij
(Hettich-Rotina35R), PCO, inkibatér (Jouan IG 150), Kan sayim cthazi (System 9000
Hematology Analizer), Otoanalizér (Technican RA-X Serono), Epics Elite-ESP
Flowcytometry (Coulter), DNA prep workstation (Epics Leucoyte Prepration Workstation,
Coulter), Multicycle DNA analiz programi (Phonenix Flow systems), Corning Cell Wells (24
Well 25820), Corning Cell Flaks, Pastor pipeti, Steril disposible farkl: biiyiiklikte enjektSrler,
Steril santrifiij tiipli (Nunc 348232 mm vida kapaklr), Steril 15mI’lik konik tiip, cama yazar
kalem, Beher, Elektroforez tanki (Hoefer-HE 33), Ultraviole lambas1 (Haefer Nighty Bright
UVTM-19) Binokiiler arastirma mikroskobu (Olympus CHS No 7e0133), Invert Mikroskop
(Olympos CK2) dan da yararlamldi.

Asagida detayh olarak belirtildigi gibi igerisinde degisik dozlarda ATRA,vitamin D3
ve deksametason bulunan kiiltiir ortamindaki AML hiicreleri tizerinde bu ilaglarin degisik

dozlarimn etkileri aragtirildi.
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Tablo 4: Caligmaya Alinan Hastalarin Ozellikleri ve AML Tipleri

Protokol No Cinsiyeti
478056 | Erkek
393602 Bayan
475929 " E‘rkek._
478023 Bayan |

: ;485910 ' 'Er.kjek.'
487050 Bayan
476020 Bayan

3.1. Hiicrelerin Hazirlanmasi

Hastalardan AML hiicresi elde etmek igin,spina iliaca anterior siiperior dan steril
heparinize (50pul/ml) enjektor ile kemik iligi alindi.

Alman kemik iligi iki kat hacimdeki PBS soliisyonu ile diliie edildi elde edilen karisim
sispansiyonu i¢inde Ficoll Hypaque bulunan tliplin iizerine yavagsca yayildi ve oda
sicaklifinda 600g’de 25 dakika santrifiij edildi (Ficoll dansite gradyent yontemi). Orta
tabakadaki hiicreler toplandi ve 2 kez HBSS ile yikandi. Elde edilen nonadherent
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mononiikleer hiicreler i¢inde AML blastlarinin oraninin en az %70 oldugu kontrol edildi ve
bu hiicrelerin canlilik oraminin en az %96 oldugu Acridin Orange boyasi ile hazirlanmig

preperatlarin immiin floresans mikroskopik degerlendirilmesi ile gosterildi.
3.2, ilag:lar

ATRA %100 etanol iginde ¢oziildii velmMol/L’lik stok soliisyonu hazirlanarak -20
°C’de 151ktan korunarak sakland: (67). Vitamin D3 absolii etanolde ¢6ziildii ve TmMol/L’lik
stok soliisyonu —20 °C’ de sakland: (68). Deksametazonda absolii etanolde ¢oziildii (69) ve
0.1mMol/L’lik stok soliisyonu hazirlandi ve 4 °C>de bekletildi.

3.3, Hiicre Kiiltiirii

Calismamizda RPMI 1640, %10 inaktif fetal calf serumu ve 100 {inite/ml kristalize
penisilin, 100pg/ml streptomisin den olusan hiicre kiiltiir vasati kullanildi. ki adet 24 lik
hiicre kiiltiir plagi alinarak agagidaki gibi degisik dozlarda ilaglar eklendikten sonra hazirlanan
kiiltiir medyas1 igindeki hiicreler kiitiir plagimn her kuyucuguna son voliimii 2’ser ml olacak
sekilde ve her bir kuyucuga 1 milyon hiicre diisecek sekilde her grup i¢in toplam 4 kuyucuk
kullanildi. Hazirlanan kiiltiir ortama 72 saat siire ile %5 Co, basinci altinda 37 %C de

inkiibatsre kaldirildi. 72. saatin sonunda sonuglar degerlendirildi.

1- Grup A: Kontrol grubu (Her bir ilag kadar absolii etanol=%0,01)

2- Grup B: ATRA 500nMol/ml

3- Grup C: Vitamin D3  500nMol/ml]

4- Grup D: Deksametazon 50nMol/ml

5- Grup E: Deksametazon 100nMol/ml

6- Grup F: Deksametazon 150nMol/mi

7- Grup G: ATRA 500nMol/ml + Vitamin D3  500nMol/ml

8- Grup H: ATRA 500nMol/m] + Deksametazon 50nMol/ml

9- Grup I: Vitamin D3 500nMol/ml + Deksametazon 50nMol/ml

10-Grup J: ARTA 500nMol/ml+Deksametazon 50nMol/ml+Vitamin D3 500nMol/ml
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3.4. Sonuglari Degerlendirme Yéntemi
Inkiibasyon sonrasinda, hiicreler iizerinde agagidaki parametrelere bakildi.

3.4.1. Hiicre Sayis1

72 saat inkiibasyon sonrasinda hiicrelerin sayisi kan sayimi cihazi ile 6l¢iildii.

3.4.2. Apopitozisin Saptanmasl

[lag gruplarindaki hiicrelerin apopitozis oranlari saptanitken asagidaki yontemler
kullanilda.

3.4.2.1. DNA Izolasyonu

DNA izolasyonu kiiltiic edilmis l6semik hiicrelerden DNA. izolasyonu NucleoSpin
Blood (MACHEREY-NAGEL) Cat No: 740951 kiti ile yapildi. Izolasyonda 200ul hiicre
soliisyonuna 25pl proteinaz K ve 200ul B3 (quanidine hydrochloride + non iyonik deterjan)
ilave edildi. 70 °C’de 10 dakika inkiibe edildi 210ul soguk etanol ilave edildi. 6000xg’de 2
dakika santrifiij edildi. Cift filtre sisteminde asagrya gegen kisim atildi. Ustteki filtreli tiipe
500p] BW (washing buffer) ilave edildi. 6000xg’de 2 dakika santrifiij edildi. Akt kisim atilds.
Ust kisma 700ul B5 (etanol + noniyonik deterjan) soliisyonu ilave edildi 6000xg’de santrifiij
edilip alt kisim atildi. Bu agama iki kez tekrar edildi. (300ul B5 ve 8000xg’de 2 dakika) Sonra
alttaki tiipler degistirildi ve 70 °C’de 5 dakika beklemis BE (elution buffer-trisHCL)
soliisyonundan her filtreli tiipe 100p! ilave edildi. 6000xg’de 2 dakika santrifiij edildi. Bu
asamada filtreye takilmis DNA’lar alt tiipe gegtiler. Bu yOntemle 200ul 16semik hiicre
soliisyonundan yaklasik 50ng DNA izole edildi. Izole edilen bu DNA’lar aligotlanarak —20

%C’de uzun siire saklanabilmektedir.
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3.4.2.2. Agoroz Jel Elektroforezi

0{8gr agaroz 100ml! 1XTBE (Tris Borate EDTA soliisyonu) iginde g:iizﬁh‘i? mikrodalga
firinda kaynatildi. Jel 60 °C civarina indigi zaman ortama 10pl etidyurn bromiir ilave edildi
(1pug/ml). Jel kabina dgkiildii. 25-30 dakika sonra taraklar sokiilerek elektroforez tankina
yerlestirildi. Kuyucuklara loading buffer ile DNA lar (10pl) ekildi. 75 V° da 1XTBE’li
ortamda 60-90 dakika yiirtitiildii. Sonra UV transilluminatér’de incelenip poloroid kamera ile
fotografi ¢ekildi.

3.4.2.3. Flow Cytometri ile DNA Indeksleri Ve Apopitozisin Saptanmas:

Hiicrelerin Go/G, G2/M ve sentez safthasindaki ylizdeleri saptanarak, apopitotik pik
yuzdesi ¢l¢iildit. Flow cytometri ile ¢alisma i¢in inkiibasyon sonras elde edilen hiicreler, PBS
ile yikand: ve hiicre sayilart en az 1x10%ml olacak sekilde ayarlandl_.ﬁ{'ﬁcreler daha sonra
“DNA-prep work station” da isleme tabi tutuldu. Bu islem sirasinda otomatize olarak 1.
soliisyon olan LPR soliisyonu ile hiicre membran permeabilitesi artirillarak, 2. soliisyon olan
DNA-prep stain ilave edildi. Bu soliisyonda kirmuzi floresan igeren promidium iodide (PI) ve
riboniikleaz bulunmakta olup, LPR soliisyon ile membraninda porlar agilnus hiicrelerin DNA

ve RNA’sinin PI’le boyanmas: saglqnwfiyRibonﬁkleaz vasitastyla boyanmig olan RNA’larin

_ortadan kaldinlmast sagladii Béylece DNA igeriginin Pi’le isaretlenmesi amaglandi. 15
dakikalik PI ile inkiibasyondan sonra flow cytometri’de X ekseninde PmT-4 peak ve Y
ekseninde PmT-4 integral kullanilarak ¢aligmaya alinacak hiicre gruplari kapi ile belirlendi.
Boylece doubled (¢ift) hiicreler elimine edildikten sonra PmT-4 integral X ekseninde, hiicre
sayist Y ekseninde yer alacak sekilde grafiklendirildi. Cikan sonuglarin degerlendirilmesi
multi-cycle DNA analiz programiyla yapildi (70).

f—ﬁ ile daha az boyanan hiicrelerin yaptig1 hipodiploidik pik, apopitotik pik olarak
belirlendi ve 6lgtimil multi-cycle DNA analiz programiyla yaPikIj Yapilan ¢alismalar Pi ile
yapilan Slgiimlerin apopitozisin saptanmasinda en az dier yontemler kadar hassas oldugunu
belirtmekle beraber (71), flow cytometrik olarak saptadiimiz apopitotik pik ylizdesini DNA

elektroforezi ile teyit ettik.
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3.4.3. Proliferatif Indeksin Saptanmasi

Apopitozis incelenmesinde kullantlan PI ile boyali niikleer materyalin flow cytometrik
analizi sonucunda agafidaki formiil geregi olugan sentez ve mitoz daki hiicrelerin toplam

hiicreye oraminin hesaplanmasi ile belirlendi.
Mitozdaki hiicre sayis1 + S'deki hiicre sayisi

Proliferatif indeks (%) = Toolam hi
oplam hiicre sayisi

3.4.4. Diferansiasvon Degerlendirmeleri

Diferansiasyon deBerlendirilmesinde asagida gosterildigi gibi mikroskopik

degerlendirme, fagositoz testi ve LAP skorlamas: yontemlerinden yararlamldi.
3.4.4.1.Mikroskobik Degerlendirme

3 giinliik inkiibasyondan sonra elde edilen hiicreler sitospin santrifiij yapildi. Elde
edilen yaymalar wright ile boyandi. Hiicrelerdeki biizismeler, kromatin kondansasyon,
nitkleer fragmantasyon ve stoplazmik kabarintilar apopitoz olarak degerlendirildi (64). Aym
zamanda matlir graniilositlere dogru gecis, nilkleer c¢entiklenme ile granillasyon

diferansiasyon olarak yorumlands.
3.4.4.2. Fagositozun Degerlendirilmesi

Kiiltiir edilmis hiicrelerin 1mI’lik her bir kuyucuguna 5Sul Indian ink ilave ediidi.
Kanstirlarak 37 °C’de 2 saat inkibe edildi. 200xg’de 5 dakika cytospin santrifiyj edildi.
Hazirlanan preperatlar mikroskop altinda degerlendirildi. Hitcre iginde Indian ink’in siyah
renkli partikiilleri goriildigiinde hiicreler fagositoz yapmis olarak kabul edildi.

Sitoplazmasinda partikiil bulunmayan hiicreler non-fagositik olarak kabul edildi (72).
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3.4.4.3. LAP Skorlamas:

Hiicre kiiltiir plagindan alinan Icc’lik materyal sitospin santrifiij yapilarak morfolojik
degerlendirmeye hazir hale getirildi ve notrofil alkalen fosfataz boyasi ile Uluslararas:
Hematoloji Standardizasyon Komitesinin boyanma standardina gore boyandi ve preparatlar

mikroskopik degerlendirmeye alindi. Daha sonra skoriama yapild: (73).

3.5, istatistiksel Degerlendirme

Bu tez galismasinda istatistiksel y&ntem olarak non parametrik Wilcoxon signed rank

testi uygulandi. Istatistiksel anlamlihik igin p<0.05 kabul edildi.



4.BULGULAR

Caligmaya alinan hastalardan elde edilen akut myeloid 16semi hiicreleri hiicre kiiltiir
ortaminda ii¢ giinliik inkiibasyondan sonra deferlendirmeye alindi. Her bir ilag grubundaki

hiicreler tizerinde asagidaki parametreler incelendi.

4.1. Hiicre Sayisi

ATRA gurubu haricinde tlim gruplardaki hiicre sayilarinda kontrol grubuna oranla
istatistiksel olarak anlamh olglide azalma tespit edildi. (p<0.05). Grafik 1 ve tablo 5°te

gosterildigi gibi inkiibasyon sonrasi yapilan hiicre sayimlarinda asagidaki sonuglar elde edildi.
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KONTROL= ATRA> VD3= A-VD3> A-DEX= DEX1= DEX-VD3> DEX2= DEX3> A-
DEX-VD3  (p<0,05)

HUCRE SANS

KONTROL ATRA VD3 DEXt DEX2 CEX3 AVD3 ADEX DEX-VDY  ADEXVD3

Grafik 1: Hiicre sayilar

Tablo 5: Hiicre sayilari

HUCRE SAYISI

3128,57+1337.67
3157,14+1933.15
2457,141236.33
1842,85£1004.00
1242,85+464.37
1214,284556.10
2285,71+906.96
1500.00+538.07
1942,85+758.39
1028,57+169.50




Resim 1: Hiicre kiiltiirii kontrol grubn

Resim 2 : Hijcre kiiltiiriit ATRA grubu
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Resim 3 : Hiicre kiiltiirii DEX-VD3 grubu

Resim 4 : Hiicre kiiltiirii DEX3 grubu
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4.2. Prolifefasyon Indeksi

Grarafik 2 ve tablo 6’te gosterildigi gibi inkiibasyon sonras: gruplarin proliferasyon
indeksleri kontrolle kargtlagtiriimiy ve asafidaki gibi anlamli farkhliklar bulunmugtur
(p<0.05).

KONTROL = ATRA = VD3 = DEX1 = A-VD3 = DEX1-VD3 > DEX2 = DEX3
= A-DEX = A-DEX-VD3 (p<0,05)

L
R 2R

| Praliferasyon indeksi

%

Kontrol ATRA VD3 DEXT DEXZ DEX3 AND3 A-DEX DEX-VD3  A.DEX-VD3

Grafik 2 ; Proliferasyon indeksleri

Tablo 6: Proliferasyon indeksleri

PI %

(S + G2/M)
18.04+7.11
16.3746.01
17.0746.16
15.9147.80
12.2743.54
14.15+7.81
19.5246.69
13.1548.46
16.8748.97
11.3846.50
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4.3. Apopitdzisin Degerlendirilmesi
Grafik 3 ve tablo 7'te gosterildigi gibi inkiibasyon sonrast tim gruplardaki

hiicrelerin apopitozis yiizdeleri kontrol grubuyla kargilagtiriimis ve agagidaki gibi anlamli
farklar bulunmustur (p<0.05).

KONTROL = ATRA = VD3 = A-VD3 = A- DEX = DEX-VD3 = A-DEX-VD3
< DEX1 =DEX2 = DEX3 (p<0,05)

APOPITOZIS %

Kontrol  ATRA VD3 DEXT DEX2 DEX3 AV ADEX DEXMVD3 ADEX

Grafik 3: Apopitozis oranlari v

Tablo 7: Apopitozis oranlart

APO %

4.8134.18
7.4547.12
7.75+5.82
16.42+7.16
18.62410.32
16.24£7.66
6.38+7.89
7.07+5,17
11.3245.65
5.14+4.00
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4. Neln Vel e 7na L

T Fga1o

Resim 7 : Apopitozisin elektroforez ile gisterilmesi: Elekiroforetik olarak tiim
ilag gruplarinda apopitozise ait merdiven smear izlenmektedir.

4.4, Diferansiasyon Degerlendirmeleri

flag gruplarinm hicreler tizerindeki diferansiye edici etkinligi asagidaki

degerlendirme y6ntemleri kullamlarak tespit edildi.
4.4.1. Mikroskopik Degerlendirme
Grafik 5 ve tablo 8’de gortildiigi gibi 3 giinliik inkiibasyon sonrasi tiim gruplardaki

diferansiye olan hiicre yiizdeleri kontrol grubu ile kargilagtirilmig ve agagidaki gibi anlamls
farklar bulunmustur (p<0.05).
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KONTROL < ATRA = VD3 = DEX1 = DEX2 = DEX3 = A-VD3 = A-DEX =

DEX-VD3 = A-DEX-VD3

n
[a]
>

KONTROGL
ATRA

Grafik 4 : Diferansiasyon oranlari

(p<0,05)

AVD3
A-DEX

DEX-VD3

A-VD3-DEX

Mikros kopi(l’; Degerlendirme
(4

Tablo 8: Diferansiasyon gosteren hiicre yiizdeleri

"1;‘1_ '
Jh
3 Y
-

' 3,71+2.03
;

i

S
e
¥,

) -%;%
X i
31 \p' | |

e @ DIFERANSIASYON %

£ 5.71+1.88
o

L 6.00:2.52

| 5.85:1.89

{5 57+1.91
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Resim 8 : Diferansiasyon gosteren hiicreier

4.4.2. Fagositoz Degerlendirmesi

Grafik 6 ve tablo 9°de gosterildigi gibi inkiibasyon sonras1 tiim gruplardaki Fagositoz
yapan hiicrelerin yiizdeleri kontrol grubu ile karsilagtirilms ve asagidaki gibi anlaml
farklar bulunmustur (p<0.05).
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KONTROL < ATRA = DEX1 = DEX2 = A-VD3 < VD3 = DEX3 = A-DEX =
DEX-VD3 < A-DEX-VD3 (p<0.05)

12

10~4

Fagositoz Dederlendirmesi%

KONTROL  ATRA vD3 DEX1 DEX2 DEX3 AVD2 A-DEX DEX-VD3 A-VD3-DEX

Grafik 5: Fagositoz g6steren hiicre yiizdeleri

Tablo 9: Gruplardaki hiicrelerin fagositoz yizdeleri

T

SR

XY ST e

RONTROL A
;}5%@@§. i
ATRA 3.43x0 !

. (‘\"‘%’-;‘(! !

3 “1&%& 3.57:‘:9} ;
3.86+0.88
7.71+2.0
3.71+0; !
7.86+2.0

as
;::?} ] 8.29+2.0

)
b
!
&
iz

11.00+3.0




Resim 9 : Fagositoz yapan bir hiicre

Resim 10 : Fagositoz yapan diger bir hiicre
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4.4.3. LAP Skorlamasi
Grafik 7 ve tablo 10°da gosterildigi gibi inkiibasyon sonras: tiim gruplardaki LAP
skoru kontrol grubu ile karsilagtinimig ve agagida gosterildigi gibi aralarinda istatistiksel

anlaml: fark bulunmustur (p<0.05).

KONTROL = VD3 = DEX1 = DEX-VD3 < A-VD3 = A-DEX < ATRA = DEX2
= DE3 = A-DEX-VD3 (p<0.05)

LAP Skarlan%

ATRA
VD3
DEX1
DEX2 |
DEX3

AND3
A-DEX

2
£
3
x

DEX-VD3
AVDFDEX

Grafik 6: Gruplardaki hiicrelerin LAP Skorlar

Tablo 10 : Gruplardaki hiicrelerin LAP skorlar

&
&




Resim 11 : LAP skoru 1 (+) hiicre

Resim 12 : LAP skoru 1 {+) hiicre
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Resim 13 : LAP skoru 2 (+) hiicre

Resim 14 : LAP skoru 2 (+) hiicre
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Resim 15 : LAP skoru 3 (+) hiicre

Resim 16 : LAP skoru 3 (+) hiicre
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Resim 17 : LAP skoru 4 (+) hiicre

Resim 18 : LAP skoru 4 (+) hiicre
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5. TARTISMA

Bu ¢alismada, ATRA, deksametazon, vitamin D3 ve kombinasyonlarinm akut
promyelositik Idsemi  (AML M3) digindaki AML olgularninda tiimor gelisimi ve

diferansiasyonu tizerindeki etkilerini hiicre kiiltiir ortaminda aragtirdik.

ATRA, l6semik hiicreler disinda gesitli malign hiicreler tizerinde proliferasyonu inhibe
edici, apopitozisi uyarici dzelliklere sahiptir (74-79). AML M3 disindaki myeloblastik [semi
hiicreler igin etkileri tartigmali olan ATRA, AML M3 olgularindaki promyelositik ldsemik
hiicreler iizerindeki diferansiasyonu ve apopitozisi uyarici, proliferasyonu inhibe edici
etkilerinden dolay1 tedavide basariyla kullamlmaktadir (1,5,7). ATRA'nm AML M3
digindaki myeloblastik 16semi hiicrelerine etkilerinin aragtirldigy bir ¢aligmada Pallis ve
arkadaglar1 12 hastadan elde ettikleri I9semik hiicreleri kullanmuslardir, Calisma sonucunda
ATRA’min hiicre proliferasyonumu kontrol gurubuna gore %83 oraninda inhibe ettii,
diferansiasyon, apopitozisi uyardigi gériilmiistir (31). Baska bir ¢alismada da ATRA nin
HL60 (myeloid 16semik cell-line) hiicreleri iizerinde diferansiasyonu artan dozlariyla daha
anlamlt sekilde uyarabildigi bildirilmigtir (80). Mevcut bu literatiir bilgileri 1si8inda
ATRA’'mn AMI. M3 dist myeloblastik 1osemik hiicreler iizerine diferansiye edici etkisi
tekrarlanan c¢ahgmalarla gdsterilmigken, proliferasyon ve apopitozise etkilerini arastiran

yeterli say1 ve genislikte ¢alisma olmadigi goriilmektedir.

Bizim ¢alismamizda, ATRA mn hiicre sayisi, apopitozis ve proliferasyon iizerine anlaml
etkisi tespit edilemedi. Buna karsin ATRA’'nmin AML M3 disindaki myoleblastik [6semik
hiicreler lizerine diferansiye edici etkisi g6sterildi. Bu sonug literatiirde mevcut ATRA nin s6z
konusu hiicreler lizerine diferansiye edici dzelligini gosteren ¢aligmalar ile uyumlu idi (31).
AML M3 disindaki 16semik hiicreler iizerinde proliferasyonu inhibe edici, apopitozisi uyarici
etkileri bildirilmis tek ¢aliyma mevecuttur (31). Literatlirde aym hiicre grubunda yapilmis

ikinci ¢alisma olan bizim galigmamizda ATRAmn yukarida bahsedilen proliferasyonu inhibe
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edici ve apopitozisi uyarici etkileri tespit edilememigtir. Ancak daha &nce yapilmis sézii
edilen caligmada (31) kullanilan ATRA dozu bizim ¢aligmamizda kullamlan dozun 2 kat:
olup, 6nceki c¢alismada elde edilen proliferasyon inhibisyonu ve apopitozis uyarist

sonuglannin doza bagimli oldugu diistiniildd.

Literatiirde vitamin D3’{in I6semik hiicreler disinda, c¢esitli kanser dizilerinde
diferansiasyonu uyardif bildirilmektedir (43). Akut myeloblastik l6semi hiicre dizileri
(HL60) tizerinde vitamin D3’ln diferansiasyon etkisinin aragtirlldify ¢aligmalarda, vitamin
D3’iin diferansiasyonu uyardifr gosterilmigtir. Vitamin D3’in bu etkisi, HL 60 losemi
hiicrelerindeki aldoketorediiktaz enzim aktivitesini inhibe etmesiyle agiklanmaya ¢alisilmastir
(29,44). Bunun aksine diger bir ¢alismada vitamin D3’tin AML hiicre dizilerinde diferansiye
edici etkisinin olmadi§1 sonucuna varilmistir (44).  Calismamizda ise vitamin D3, AML M3
disindaki myeloblastik 18semik hiicre kiiltirlinde, kontrol grubuna oranla, hafif derecede
istatistiksel olarak anlamli diferansiasyonu uyarici etkide bulundu. Elde ettifimiz bu sonug,
tekrarlanmig ve daha genis kapsamli olan daha 6nceki ¢aligmalarla (29,43,44) uyumlu olarak
degerlendirildi.

Literatiirde vitamin D3’lin malign hiicreler Uizerine olan  en belirgin etkisinin
proliferasyonun inhibisyonu yénilinde oldufu goriilmektedir (43-45). Vitamin D3 ile
olusabilen en Snemli yan etkinin hiperkalsemi oldugundan yola ¢ikarak gelistirilmis yeni
jenerasyon vitamin D3 analoglarinin kullamidify calismalar yapilmistir (41,45,81,82).
Ornegin EB 1089 vitamin D3 analogunun diisiik hiperkalsemik etkisine karsin belirgin
antiproliferatif etkide bulundugu gosterilmistir (81). Yine baska bir ¢aligmada vitamin D3’iin
11 analogu kullamlmis ve bunlardan 9unun diigiik doziarda bile (10" 10! Mol/L) HL60
hiicre serilerinde proliferasyonu belirgin inhibe edici 6zelllifi gosterilmistir (41). Bu
calismada vitamin D3’lin AML M3 disindaki myeloblastik hiicre kiiltiiriinde, proliferasyonu
inhibe edici etkinlikte bulunmadigy goriildii. Calismamizda vitamin D3iin literatiiriin aksine
antiproliferatif 6zellik gdstermemesinin nedeni olarak, kullandifimiz vitamin D3 analogunun

farkli olmasinin yanisira kombine maddeler icermesinden kaynaklanabilecegi diistiniildii.

Literatiirde, vitamin D3 analoglarinin l9semi disgindaki cesitli losemik kanser hiicre
dizilerinde apopitozisi uyarict etkinligini gdsteren ¢alismalar mevcuttur (45,84). Buna karsin
myeloblastik losemi hiicrelerinde apopitozisi uyaric1 etkisini arastiran ¢alismaya
rastlanmamugtir. Yaptifimiz bu aragtirmada ise vitamin D3’lin myeloblastlarda apopitozisi

inditklemedigi gdzlenmistir. Diger taraftan vitamin D3’lin, hastalarimiza ait myeloblast hiicre
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kiltlirinde hiicre sayilarmi kontrol grubuna gore anlamli sekilde azalttifi saptanmustir,
Vitamin D3’lin antiproliferatif ve apopitotik etki gostermeksizin hiicre sayisim azaltmasimn
muhtemel nedeni hiicre diferansiasyonunu indiiklemesi nedeni ile olusabilecek olan hiicre

siklus siirecinin uzamasi-yavaglamasi oldugu kanaatindeyiz.

GK’lerin AML hiicreleri tizerinde diferansiasyon etkisini aragtiran iki caligma mevcuttur.
Bu g¢ahgmalar sonucunda GK'’lerin AML hiicrelerinin  diferansiasyonunu artirdig:
gosterilmistir (4,62). Caligmamiz  sonmucunda  deksametazon AML M3 disindaki
myeloblastik hiicre kiiltiirlinde kontrol grubuna oranla diferansiasyonu anlamh 6lgiide

uyardig1 izlendi. Bu bulgu literatiir ile uyumlu olarak degerlendirildi.

Daha 6nceki ¢aligmalarda deksametazonun ¢esitli malign hiicrelerde proliferasyon tizerine
etkisi aragtinlmig ve deksametazonun proliferasyonu inhibe ettifi yoniinde bulgular elde
edilmistir (77,83). Bu yonde, myeloblastik Igsemik hiicreler iizerinde deksametazonun
proliferasyona etkisini aragtiran tek ¢aligma mevcut olup daha dnce s6zii edilen proliferasyonu
inhibe edici ozellifi bu malign hiicre tipinde de gosterilmigtir (4). Bizim ¢ahsmamizda
deksametazon-1 grubu igin, AML M3 digindaki AML hiicrelerinde, kontrol grubuna oranla
proliferasyon agisindan anlamh fark elde edilmedi. Daha sonra belirtilecek olan
deksametazoné ve 3 gruplarinda kontrol grubuna oranla anlamli 6lgiide proliferasyon
inhibisyonun saglanmasi, deksametazonun artan dozlarda bu yonde etkinlik gosterdigini

diistindiirmektedir.

Daha &nce yapilmis ¢aligmalarda, glukokortikoid (GK} lerin DNA ve kromatin yapisinda
fragmantasyon, hiicre yapisinda bozulma ve stoplazmik proteinlerde degisim sonucunda hiicre
olimiine (apopitozis) neden oldugu gosterilmistir. Benzer olarak, GK’lerin apopitotik
' aktiviteyl uyaran protoonkogenlerin etkilerini diizenleyerek de apopitozisi uyarabildigi
bildirilmigtir (51-53). Hematolojik malign hastaliklarda baglica apopitozisi uyarici etkisinden
yararlanilan bu ilaglar hiicre dizilerindeki malign hiicre sayisini azaltabilmektedir (51-53).
GK’lerin bazi lenfoid 16semi hiicrelerinde ve AML’nin bazi tiplerinde apopitozisi uyarabildigi -
gosterilmigtir (4).  Calismamizda, hitcre kiiltiir ortammna 50 nMol deksametazon eklenerek
deksametazon-1, 100nMol ile deksametazon-2, 150 nMol ile deksametazon-3 grubu
olusturulmugtur. Bizim ¢aligmamizda AML M3 digindaki myeloblastik losemi hiicrelerinde
deksametazon-1 grubunun apopitozisi uyarmasi, kontrol grubuna oranla anlamh olarak

yiiksek olup literatiir bilgistyle uyumluydu (4).

Literatlirde deksametazonun myeloid losemik hiicre gruplarinda hiicre sayisi {izerine

etkisinin arastinldif herhangi bir ¢alisma yoktur. Bizim c¢alismamizda deksametazon-1
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grubunda, AML M3 disindaki myeloblastik 16semi hiicre sayisi lizerinde anlamli azaltica
etkisi tespit edildi. Deksametazon-1 grubunda proliferasyonun mhibe olmamasina ragman
hiicre sayisindaki azalmanin apopitozis ve diferansiasyonun deksametazon tarafindan
uyarimasinin  yaninda deksametazonun hiicre siklus siiresini uzatict etkisinin katkida

bulunabilecedi diistiniilmiistiir (84).

Calismamiz sonucunda deksametazon-2 grubunda, deksametazon-1 grubuna oranla hiicre
sayisinin azalmasi, apopitozis ve diferansiasyonun uyarilmasi, kontrol grubu da gdzoniine
alindiginda ¢ok daha anlaml &l¢lide etkili bulunmustur. Bununla birlikte yine deksametazon-
2 grubunda, deksametazon-1 grubunda bulunmayan bir 6zellik olarak AML M3 digindaki
myeloid 16semi hiicre proliferasyonu inhibe edilmistir. Literatiirde deksametazonun artan
dozlarmin AML hiicreleri tlizerindeki etkisini aragtiran ¢alisma yoktur.

Deksametazon-3 ilag grubu, deksametazon-1 grubuna gore, kontrol grubu da gdzoniine
alindidinda, daha anlaml: 6lgiide apopitozis ve diferansiasyonu uyarmaktadir. Yine bu grupta,
proliferasyon inhibisyonu ve buna bagh olarak gelistifi distiniilen hiicre sayisinda belirgin
azalma goézlenmistir. Deksametazon-3 grubunda, deksametazon-1 grubunda olmayip,
deksametazon-2  grubunda  gozlenen proliferasyon inhibisyonu  gerceklesmistir.
Deksametazon-3 grubunun, deksametazon-2 grubundan farklt olan tek sonucuy;
diferansiasyonun degerlendirilmesinde kullanilan fagositoz testinde daha anlamli diferansiye
edici 6zellik gostermesidir.

Deksametazon ilag gruplarimin galigma sonuglarina toplu olarak bakildiginda, artan
deksametazon dozlar1 ile artan Olgiilerde 16semik hiicre diferansiasyonu ve apopitozisini
uyarmakta oldugu ve hiicre ¢ogalmasini kontrol edebilecegi gdriilmiigtiir, Deksametazonun
AML hiicre dizilerine olan bu etkileri klinik uygulamalar i¢in uygun ve iimit verici
goriinmektedir.

Literatiirde ATRA ve deksametazon kombine kullammmmn AML hiicreleri {izerine
etkilerini aragtiran tek ¢alisma mevcuttur (85). Bu ¢alismada, HL60 cell-line hiicreleri iizerine
deksametazon ve ATRA tek tek ve birlikte kullamlmig, ¢alismanin sonucunda ATRA’nin
HL60 hiicrelerinin diferansiasyonunu inditkledigi gozlenmistir. Deksametazon grubunda ise
bu etki elde edilememistir. HL60 hiicrelerinin ATRA ile uyarilmasindan sonra deksametazon
uygulanmasinda, ATRA’mun tek bagina uygulanmasindan elde edilen diferansiasyonun arttig
ve buna proliferasyonun ihhibisyonu etkisinin eklendigi gézlenmistir (85).

Calismamizda ise ATRA ve deksametazonun birlikte uygulanmasi sonucunda, AML

M3 digindaki myeloid l&semi hiicrelerinde kontrol grubuna oranla anlamli &lglide
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diferansiasyonun uyarildifs, proliferasyonun inhibe edildigi ve hiicre sayisinda azalma
olustufu gozlenmigtir. Hiicre sayisindaki azalmanin artan diferansiasyon ve inhibe olan
proliferasyonun sonucu oldugu distintilmistiir. Bu kombine ilag grubunda, kontrol grubundan
farkli apopitozis degeri elde edilememistir. Apopitozis agisindan deksametazon-1 grubunda
elde edilen apopitozisin uyarilmas: sonucunun, ATRA ile kombinasyondan sonra ortadan
kalkmasi, bizi ATRA’min deksametazona baglt 16semik hiicre apopitozisini engelledigi
sonucuna diisiindiirmektedir. Ancak apopitozis disinda tiim fonksiyonlarda ATRA ve
deksametazon-1"in aditif bir etki g&sterdigi saptanmustir.

ATRA ve vitamin D3’iin birlikte AML hiicreleri {izerine olan etkilerini iceren daha
dnce yapilmis ¢alismalara baktifimizda; Camagna ve arkadaglanmn bu iki ilag
kombinasyonunun, AML hiicre dizilerinde aditif olarak diferansiasyonu uyarabildigi
sonucuyla karsilasmaktayiz (86). Elstner ve arkadaslari da, bir vitamin D3 analogu olan KH
1060 ve ATRA kombinasyonunu HL60 hiicreleri lizerinde c¢aligmiglardir. Bu ¢alismanin
sonucu olarak HL60 hiicrelerinde proliferasyonun inhibe oldugu, apopitozis ve
diferansiasyonun uyarildifn ve bu etkilerin yine aditif dzellik tasihgy bildirilmistir (87).
Vitamin D3 ve ATRA nin kombine kullaniidigi bagka bir ¢aligma, NB4 (akut promyelositik
16semi) hiicreleri ile gergeklestirilmis ve sonugta bu hiicrelerin diferansiasyonunun uyarildig:
ve proliferasyonun inhibe edildigi gozlenmistir (88).

Bizim ¢alisgmamizda, AML M3 digindaki myeloid 16semi hiicrelerinde, ATRA-vitamin
D3 kombinasyonunun birlikte kullanimi ile kontrol grubuna oranla anlamlt &lgiide
diferansiasyonun uyarildigi ve 16semik hiicre sayisinin azaldigi gézlenmigtir. Ancak bu ilag
kombinasyonunﬁn uygulanmasiyla apopitozis ve proliferasyonda, kontrol grubuna oranla
anlamli fark elde edilemedi ve bu iki ilacin bereber kullanilmasin aditif bir etki olusturmadif
saptanmigtir. Daha 6nce yapilmis ¢aligmalarin cell-line 6zelligi gdz 6niine alindiginda, bizim |
¢alismamizda kullamlan hticrelerin hastalardan elde edilmig AML hiicreleri olmasit nedeniyle
farkli sonuglandigin diisiinmekteyiz.

Literatirde, AML hiicreleri lizerinde deksametazon ve vitamin D3’iin birlikte
kullanildig: bir ¢aligma yoktur. Ancak bu ilag kombinasyonunun kemik iligi stromal hiicreleri
ile yapilan ¢alismasinda, hiicrelerin diferansiasyonunu uyardigi gosterilmistir (89).

Caligmamizda deksametazon-vitamin D3 ilag kombinasyonu, hiicre diferansiasyonunu
kontrol grubuna gore artan derecede uyarirken, apopitozis ve antiproliferatif etkinlik
gOstermeksizin orta derecede hiicre sayisini azaltmigtir. Bu etkileri agisindan bu iki ilacin
hafif bir aditif ozellik gosterdigi gozlendi. Deksametazonun tek bagina kullamldig:

gruplardaki anlamli apopitozis sonucunun, vitamin D3 ile kombinasyonunda goriilememesi,
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deksametazonun ATRA ile kombinasyonunda oldugu gibi, vitamin D3’{inde deksametazonun
apopitozis etkisini bloke ettigini digiindéirmektedir. Deksametazon-vitamin D3 ilag
kombinasyonu ile elde edilen hiicre sayisinin azalmasi, diferansiasyonun uyarnlmasimn bir
sonucu olarak degerlendirildi.

ATRA-deksametazon-vitamin D3’tin 16semik hiicreler {izerinde kombine etkilerini
aragtiran bir ¢alisma yoktur. Bizim ¢alismamizda bu t¢lii kombinasyon ile, AML M3
disindaki AML hiicrelerinde kuvvetli bir sekilde diferansiasyon ve apopitozisin uyarildig ve
diger tiim gruplara gore en anlamh diizeyde antiproliferatif ve hiicre sayis1 azaltict etkileri
bulundugu gozlendi. Gruplar arasi kargilagtirmada gézlenen bir difer sonug; ATRA-
deksametazon grubunda elde edilen sonuglarin apopitotik aktiviteyi etkilememek disinda,
ATRA-deksametazon-vitamin D3 grubuna olduk¢a benzer oldugudur. Buradan hareketle
ATRA-deksametazon ilag kombinasyonuna yapilan vitamin D3 ilavesinin apopitozisi
indiikledigi diigiiniilmiigtiir.

AML tedavisinde, hiicresel diferansiasyon ile apopitozisin indiikklenmesi ve
antiproliferatif etkinin tiimiiniin en yiiksek oranlarda saglanmas1 amag¢lanmaktadir. Bizim
¢aligmamizda kullandigimiz basta ATRA-deksametazon-vitamin D3 olmak tizere yikksek doz
deksametazon gruplan ile ATRA-deksametazon gruplarinin [6semik hiicre diferansiyasyonu
ve apopitozisi iyl derece indiikieyebildikleri ve ¢ok iyi antiproliferatif etkinlik sayesinde
losemik hiicre sayilarm: azaltabildiklerini gézledik. Bu sonuglar, bu ilaglarin kiinikte AML
tedavisinde tek baglarina veya kombine olarak yukarida bahsettiimiz mevcut etkileri ile
kullanilabilecegini telkin etmektedir. Bu gruplarin disinda kalan tekli ve ikili ilag
kombinasyonlarinin kismen faydah etkinlikleri saptanmis olup klinik uygulamalarda smirh
yararlarinin simirh olabilecegini dlisiinmekteyiz.

Vitamin D3’iin hiperkalsemi yapici, ATRA’min da retinoik asit sendromuna neden
olucu yan etkileri bulundugundan tedaviye eklenebilecek deksametazonun yukanda
bahsedilen yan etkilerin tedavisinde kullaniliyor olmasi nedeniyle birlikte kullanilmalarinin
klinik uygulamalarda ayrica faydali olabilecegini diisiinmekteyiz.

Bu ¢alismadan elde ettifimiz bulgular, ilaglarin etkin olmasinda deksametazonun ilave
edilmesinin son derece olumlu etki yaptifim gdstermistir.

Calismamiz bir biitiin olarak degerlendirildiginde, ATRA-deksametazon-vitamin D3
grubu basta olmak lizere deksametazonun yiksek dozlarinin ve ATRA-deksametazon

kombinasyonunun AML’nin klinik uygulamalar i¢in umut verici oldugunu diigiinmekteyiz.



59

Tiim bu bulgularin sonucunda klasik tedavilerde yer almayan bu (g ilacin gelecekteki
genis kapsamli yeni c¢alismalarin destegi ile AML tedavisinde yer alabilecegini

diisinmekteyiz.



6. SONUCLAR VE ONERILER

1- Deksametazon yiiksek dozlarda AML  Thiicrelerinde diferansiasyonu, apopitozisi
indiiklerken hiicre ¢ogalmasim durdurabildigi gézlenmistir. Ayrica steroidlerin ATRA,
vitamin D3 ile kombine kullammimn aditif etki yaratabilecegi saptanmustir,

2- ATRA ve vitamin D3 tek bagma kullanildiklarinda kismen etkili olabildigi ve daha ¢ok bu
etkinin diferansiasyonu indiiklemek tarzinda olabilecegi gézlenmistir.

3- Bu ajanlarin kombine kullanimmda, kombinasyonun ana ilac1 deksametazon olup 6zellikle
3’li kombinasyonda belirginlesen aditif bir ozellik gdstererek diferansiasyonu ve
apopitozisi indiiklerken en giigli antiproliferatif etkinlifin ortaya konabildigi
gozlenmigtir.

4- Ozellikle yiiksek doz deksametazon, ATRA ve vitamin D3 kombinasyonlarmin etkinligini

aragtirmak iizere genisletilmis ¢alismalar yapilmas: gerekmektedir.
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8. SUMMARY

THE EFFECTS OF ATRA, VITAMIN D3 AND DEXAMETHASONE ON ACUTE
MYELOID LEUKEMIC CELLS

During the last 10 years for the treatment of AML, beside antiproliferative and lytic
therapy, differentiation therapy had been started to be discussed and to be used in clinical
application.

In this study, we investigated the differentiation (morfologically, LAP score, phagocytic
activity), proliferation (flow cytometric) and apoptotic abilities of the dexamethasone, ATRA
and vitamin D3 on the cells of the newly diagnosed 7 AML patients in the cell culture
enviroment.

It was found that drug combinations, in a sequence of primaryly ATRA-
dexamethasone-vitamin D3 and high dose dexamethasone and ATRA-dexamethasone were
effective in both differentiation and antiproliferative effect respectively. However
* dexamethasone was observed to be the most effective agent for induction of apoptosis. This
effect was more pronounced at the increassed doses of dexamethasone. In all of the other
groups mild degree beneficial effects were seen.

As a consequence of these results, we think that drug combinations like ATRA —
dexamethasone-vitamin D3 and especially high dose dexamethasone which are not included
in classical therapies may be hopefull for the future clinical applications with the support of

new studies.
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