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OZET

Apoptosis doku, hiicre miktartin normal regiilasyonu igin esas olan hiicre oliimiiniin aktif bir geklidir. Apoptosts
insan HL-60 hiicrelerinde pek ¢ok fiziksel ve kimyasal uyaricilarla indiiklenebilir. Losemi tedavisinde kullamlan ve
alkoloid yapisinda olan Harringtonine (HT) ve Homoharringtonine (HHT) nin HL-60 hiicrelerinde apoptosisi tegvik
ettigi belirtilmektedir. Ayrnica HL-60 hiicrelerinin DNA ekstrakilart HT ve HHT ile muamele edildiginde interniikle-
osomal DNA degredasyonuna neden olmaktadir. HT ve HHT nin HL-60 hiicrelerinde apoptosisi uyarmast yéniinde-
ki etkisi, belirtilen maddelerin aym hiicrelere sitotoksik etkileri ile paralellik gostermektedir. HT ve HHI 'nin antitii-
mér aktivitesi, bu maddelerin apoptosisi tesvik etmesinden kaynaklanmaktadir. Baz ¢caliymalarda epipodophylloto-
xins etoposit’in (VP-16) HL-60 hiicrelerinde diisiik dozlarda bile apoptosisi indiikledigi bildirilmekzedir. Insanda akut
myeloid losemilerde (AML), HL-60 hiicrelerinin siispansiyon kiiltiirlerinde, 1 -beta-D-arabinofuranosylcytosine (ARA-
C), mitoxantrone (MTN) ve paclitaksel (TXL) ilaglarimn, interniikleozomal DNA fragmantasyonuna ve apoptosise ne-
den olduklar saptanmgnr. Bunlara neden olan en diigiik ilag konsantrasyonunun DNA-interaktif olan MIN ve ARA
- C’de diigiik, ancak DNA interaktif olmayan TXL’de daha yiiksek oldugu bildirilmektedir. In vivo ve in-vitro yapilan
pek ok benzer calisma ozellikle kemoterapotik ilaglarin kanser tedavisinde daha rasyonel kullanilmas: gerékrigini

gosterir.

Anahtar Kelimeler: Apoptosis, interniikleozomal DNA fragmantasyonu, HL-60 hiicreleri, losemi.

ABSTRACT
EFFECT OF SOME DRUGS USED IN THE TREATMENT OF CANCER ON APOPTOSIS

Apoptosis is an active mode of cell death that is essential for normal regulation of tissue cell number. Apoptosis
can be induced by various physical an chemical stimuli in the human HL-60 cell. It was reported that Harringtonine
(HT) and Homoharringtonine (HHT) that used in treatment of leukemia and was alkoloid in made induce the apop-
tosis in HL-60 cells. Moreover, DNA extracted from HL-60 cells treated with HT and HHT showed the internucleoso-
mal DNA degratation. The efficacy of HT and HHT in inducing apoptosis of HL-60 cells was found to parallel with
their cytotoxic activity in HL-60 cells. The antitiimor activity of HT and HHT is related to their apoptosis inducing
activity. It was reported that epipodophyllotoxins etoposid (VP-16), also in low doses induce apoptosis in HL-60 cells
in some studies. It was determined that 1-beta-D-arabinofuranosylcytosine (Ara-c), mitoxantrone (MTN) and pactita-
xel (TXL) cause interniicleosomal DNA fragmantation and apoptosis in human acute myeloid leukemia HL-60 cells
in suspension culture. It was reported that the threshold concentration caused the these effects is lower. for the DNA
- interactive drugs MTN and Ara-C but higher for the non-DNA-interactive drug TXL. A lot of similar studies in-vivo
and in-vitro show that chemothreropotic drugs should use more rational in the treatment of cancer.
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GIRIS

Apoptosis hiicre Sliimiiniin fizyolojik bir sekli
olarak tamimlanabilir. Farkli: biyokimyasal ve mo-
lekiiler agamalar: igeren apoptosis, aktif ve enerji
bagimh bir islemdir (1). Programh hiicre 6liimii
genomik DNA’nin irreversibil fragmantasyonuna
neden olan bir dizi biyokimyasal ve morfolojik
olaylara neden olur ve sonugta hiicre yok olur
(1,2). Programl hiicre 6liimiinde, niikleozomal oli-
gomerlerdeki DNA’nin fragmantasyonu, irreversi-
bil olarak hiicrenin 6liimiinii baglatan, plasma ve
internal membran permeabilitisinde degisiklik
olugsmadan 6nce gerceklesen erken bir olaydir.
DNA fragmantasyonunun hiicre nukleusu icinde
var olan Ca?* / Mg2* bagimli endoniikleazin akti-
vasyonu ile meydana geldigi gésterilmistir. Bu en-
zim niikleozomal unitler arasinda lokalize olan
yerlerde DNA’y1 selektif olarak hidrolize eder.
Boylece DNA fragmantasyonu gelisir (1,2). Bu
niikleaz aktivasyonunun apoptotik prosesde, intra-
selliiler serbest Ca?* konsantrasyonunda erken
baglayan, devamh bir artis ile aktive oldugu diisii-
nilir (3). Aktif olarak baglayan bu prosesi, plaz-
ma, mitokondri ve lizozomal membrandaki degi-
sikliklerin, hiicre niikleusunun disintegrasyonun-
dan Once olustugu nekrotik hiicre dliimiinden ayir-
mak igin, apoptosis ismi verilmigtir.

Apoptosisin morfolojik 6zellikleri hiicrede ha-
cim kaybi, komsu hiicrelerden aynlma, sitoplaz-
mik yogunlagma ve niikleusun kiigiik fragmanlara
aynilmas: ile takip eden niikleer yogunlagmadir (4).
Agaroz jel elektroforezi apoptotik hiicrelerdeki in-
terniikleozomal DNA fragmantasyonunu tipik
merdiven tarzinda gosterir (5).

Bu selektif selliiler silinme iglemi pek gok fiz-
yolojik ve patolojik olayda yaygin olarak gozlenir.
Embriyolojik geligme, adult dénemde organ home-
ostazisinin regiilasyonu, morfogenezis, hiicresel
immiinite, hormon bagiml dokularin hormon yok-
lugunda involiisyonu gibi fizyolojik pek ¢ok olay-
da rol oynar (6). Apoptozis son yillarda kanser te-
davisi i¢in daha efektif terapotik modelleri iiretme-
ye yonelik aragtirmalarda sik¢a kullanilmaya bag-
lanmugtir. Pek ¢ok kemoterapotik ilacin insan mye-
loid 16semi hiicrelerinde apoptozisi indiikledigi go-
rillmiigtir. Bu nedenle kanser kemoterapisinde ye-
ni odak, kemoterapotik ilaglartn kanser hiicrelerin-
de apoptotik hiicre 6liimiinii indiikledigi ve enter-
niikleozomal DNA fragmantasyonuna neden oldu-
gu optimal dozlar ve tedavi siirelerini arastirmak-

tir (6). Bu derlemede 6zellikle 16semi tedavisinde
kullamlan ilaglarin apoptosis iizerine etkilerini de-
gerlendirmeye ¢aligtik.

MATERYAL VE METOD

Apoptosisi aragtirmada kullamilan HL-60 hiic-
relerinin hazirlanmasi.

HL-60 Hiicrelerinin Morfolojisi

Invitro galigmalarda tedaviden sonra 50x103
hiicre phospate buffered saline (PBS) (pH=7.3) ile
yikanir ve aym tamponla resiispanse edilir. Hiicre
siispansiyonlarinin preperasyonlan fikse edilir ve
Wright boyasi ile boyanir. Hiicre morfolojisi 151k
mikroskopu ile saptanir. Tiim preperatlarda 5 fark-
11 alan en az 500 hiicre saymak i¢in rastgele segilir.
Apoptotik hiicrelerin yiizdesi her deney icin hesap
edilir. Apoptotik hiicreler morfolojik olarak kiigiil-
miig, kromatin kondansasyonu ve membrana bagl
apoptotik cisimleri gosteren hiicrelerdir.

Hiicre Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

HL-60 hiicreleri, %5 CO, igeren nemli atmos-
ferde 37°C’de, %10 fetal s13ir serumu ve antibiyo-
tikler eklenen RPMI 1640 besiyerinde siispansiyon
kiiltiirti olarak gelistirilir. Hiicrelerin canlilig1 onla-
rn %0.5 tripan mavisi boyasim diglayabilme yete-
negiyle degerlendirilir. Kiiltiirdeki hiicre yogunlu-
gu bir otomatik sayim araci ile saptanir. Yalniz
diizgiin bilyiiyen canli hiicreler ¢aligma igin kulla-
nilir. Hiicreler 0.5 x 106 hiicre/ml olacak sekilde
besiyerine ekilir ve ayarlanan doz ve siirelerde
ilaglarla inkiibe edilir.

Genomik DNA Ekstraksiyonu

Her ilagla inkiibasyon siiresi sonunda 1x106
hiicre, 5 dakika 1000 devirde santrifiij edilir. Son-
ra PBS ile (pH = 7.3) iki kez yikanir ve pelet 1.5
mi’lik Eppendorf tiipiinde toplanir. Hiicreler dik-
katli bir gekilde lizis tamponunda (50 p1) tekrar
siispanse edilir ve 1 saat, 37°C’de inkiibe edilir.
Bunun iizerine 200 #1 sindirim tamponu ilave edi-
lerek igerik kanigtirilir ve 3 saat 50°C’de tekrar in-
kiibe edilir. Fenol (pH = 8) ve kloroform (1 = 1
v/v) karigimm esit miktarda ilave edilerek 10 dakika
karigtirilir ve 2 saat oda 1sisinda bekletilir. On da-
kika 3000 devirde santrifiijle yapigkan akvaz kisim
ayrilir. Bu genis capli pipet ucu ile baska bir tiipe
aktarilir. Fenol/Kloroform ekstraksiyonu tekrar
edilir. Akvaz kisim kloroform ile ekstrakte edilir.
Fragmente olan DNA 'nin ¢6keltisini arttirmak igin
1 M MgCl, ilave edilir. DNA 15 dakika 3000 de-
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virde santrifiigasyonla pelet haline getirilir. Etanol-
le 2 kez yikanir ve agik havada kurutulur. Pelet 10
mM TRIS-HCI’nin 25 ml’si i¢inde ¢oziiliir.

Agaroz Jel Elektroforezi

TAE (40 mM TRIS, 40 mM sodium acetate,
1.0 mM EDTA,; pH 8.3) icinde molten agarozu 1.5
mm kalinlikta bir jel yapmak igin tablaya dokiilir.
Agaroz jel katilagtirilir ve oda 1s1sinda 1 saat kuru-
tulur. Sonra jel 1 x TAE igeren bir tiipe transfer
edilir. Elektroforezis 1 saat 2 v/cm’de yapilir. Or-
nekler 3 dakika 60°C’de 1sitilir, buzlu suda hizla
sogutulur ve jelin lizerine yiiklenir. Ornek boya ka-
ristminin 0.2 voliimii de DNA ( < 1 ¢g) nin kargi-
mindan hazirlanir. Ornekler buzlu ortamda 5.5 sa-
at, 2v/cm’de elektroforezise verilir. Jel, arkada flu-
oresan goriiliinceye kadar yavas sallamalarla 15
dakika siire ile ethidium bromid ile boyanir ve flu-
oresan bir UV (302 nm.) transilluminatdr tizerinde
gozlenir.

ILACLAR VE APOPTOSIS’E ETKILERI

Harringtonine (HT) ve Homoharringtonine
(HHT): 1970°1i yillarda Cephalotaxus hainanensis
agacinin kabugundan izole edilen iki alkaloiddir.
Bu ilaglarin sigan 16semi, lewis akciger karsinomu
ve B16 melanamuna karg1 aktiviteye sahip oldugu
bulundu. Ilaglar klinikte antilésemik ilaglar olarak
kullamilmaktir. HT ve HHT nin HL-60 hiicrelerin-
de invitro kogullarda apoptosisi indiikledigi goste-
rilmistir (8). Aym1 ¢calismada HT nin 2x10(-7) mol.
L-1 ve HHT nin 10 (-7) mol.L-1 miktarlarinin 4
saatte HL-60 hiicrelerinde apoptosise sebep olabil-
dikleri saptanmugtir. Calismada, agaroz jel elektro-
forezle bu ilaglara maruz kalan HL-60 hiicrelerin-
de interniikleozomal DNA fragmantasyonunun ti-
pik bulgusu olan DNA’da merdivenlesme yaygin
olarak gosterilmigtir. Ayrica yine apoptosisin diger
morfolojik bulgular1 da bu bulgu ile beraber izlen-
mistir. HT ve HHT 'nin apoptosisi indiikleyici etki-
lerinin doz ve zamana, antitiimor aktivitelerinin ise
apoptosisi indiikleyici etkilerine bagh oldugu be-
lirlenmistir.

1-8 D Arabino furanosylcytosine (Ara-C):
Akut myeloid 16seminin tedavisinde yaygin olarak
kullamlan etkili bir kematerapotik ajandir. Ara-C
hiicre icinde DNA sentezinin bir potent inhibitorii
olan sitozin arabinozid -trifosfata fosforile olarak
etkili olur (9,10). Ara-C’nin yiiksek dozlarinin
AML hiicrelerinde interniikkleozomal DNA frag-
mantasyonu ve apoptosisi indiikledigi bildirilmek-
tedir (9,10). Yapilan bir ¢aliymada belirtilen mad-
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denin HL-60 hiicrelerinde apoptosis olugturucu et-
kisi aragtinimgtic (11). Bu ¢aligmada 1 pM Ara-
C’nin 4 saatte apoptosisi indiikledigi, ayrica Ara-
C’nin apoptosisi indiikleyici etkisinin doz ve za-
man bagimli oldugu da gosterilmistir.

Mitoxantrone (MTN) : Bir antrasenedion tii-
revi olan MTN, umut verici bir antilosemik aktivi-
teye sahiptir. DNA interaktif bir ilagtir. DNA heli-
xinin baz giftleri iizerine etkilidir. MTN topoiso-
meraz I enzimini inhibe eder (12). Son zamanlar-
da yiiksek doz MTN’nin insan myeloid 16semi
hiicrelerinde apoptosisi indiikledigi saptanmigtir
(13). Yapilan bagka bir ¢alismada MTN’nin HL-60
hiicrelerinde apoptosis yapici etkisi doz ve zamana
bagimli olarak aragtirilmug ve 0.25 gM MTN’nin
apoptosisi baglattig1 gosterilmistir (11). Doz 1 ve
50 uM’ye ¢ikarilinca apoptosis dozla paralel artig
gostermisg, fakat dozu daha fazla arttirmak apopto-
sisi artirmamugtir. Siire galigmasinda apoptosisin 3
saatte olugtugu ve siire artigina paralel olarak apop-
tosisin artig gosterdigi bulunmustur.

Paktitaxel (TXL) : Antilésemik aktiviteye sa-
hip oldugu gosterilen bir diterpenoid bitki tiriini-
diir. Nukleusta tubuller iizerine etkilidir. Hiicrede
sabit nonfonksiyonel mikrotiibiil bantlarina ve G2
/M fazinda hiicre siklus biiyiime arrestine neden
olmaktadir (14). TXL DNA interaktif bir ajan ol-
mamasina ragmen insan losemi hiicrelerinde apop-
tosisi indiikledigi gosterilmistir (15). Yapilan bir
caliymada HL-60 hiicrelerinde apoptosise etkisi
zaman ve doza bagiml aragtinnimastir (11). Belirti-
len galigmada 0.01 mM kadar kiigiik dozun 24 sa-
atte apoptosisi artirdift fakat bu artigin 0.5 ve 1
mM dozlarda istatistiki olarak anlaml1 bulunmadi-
1 bildirilmektedir. Ayn1 ¢aligmada apoptosisin 16
saatte bagladi§1 ve zamanla arttif fakat 48. saatten
sonraki siirelerde artigin anlamli olmadig1 bulun-
mustur.

Etoposide : Bu ilag da etkisini DNA’da topo-
isomeraz II enzimini inhibe ederek gosterir. Baz1
kanser tiirlerinin tedavisinde kullanilir. Kiigiik hiic-
reli akciBer kanseri, germ hiicreli tiimérler ve akut
myeloid 16semide (AML) 6zellikle etkilidir. Eto-
posidin de HL-60 hiicrelerinde apoptosisi doza ve
zamana bagimli olarak indiikledigi bildirilmektedir
(16). Doz ve zaman artis1 ile apoptosis oraninin da
artt11 gosterilmistir.

Ayrica adriamycin, daunorobucin, nitrojen
mustart, cisplatin, camptothecin’in apoptosisi in-
diikledigi saptanmugtr (16). Bu ilaglarin da etkisi-
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nin doz ve zamana bagimh oldugu ve 4 saat igeri-
sinde apoptosisi baglattiklar1 belirtilmektedir.

Giiniimiizde kanser kemoterapisinde siklikla
pek ¢ok kemoterapétik ilacin bir arada bulundugu
kemoterapi semalan1 kullamlmakta béylece ilagla-
nn etkinligi arttinnlmakta ve rezistans dnlenmekte-
dir. Bu tedavi protokollerinde sinerjik etki tek
amag¢ olmasina ragmen farkl ilaglarin birbirini an-
tagonize ettigi de gosterilmigtir. Son zamanlarda
bu amagla ilag kombinasyonlarinin apoptosis iize-
rine etkinligi degerlendirilerek daha uygun kombi-
nasyon arayiglan yapilmaktadir. Holm B. ve arka-
daglan yaptiklan bir ¢alismada, etoposidin apopto-
sis yapici etkisini (17) aclarubicinin belirgin olarak
azalttifin1 gostermistir. Bu bulgular, sik¢a kullani-
lan etoposid-aclarubucin kombinasyonunun uygun
bir kombinasyon olmadigini, hatta tek bagin etopo-
sidin daha etkili oldugunu gostermisgtir.

SONUC

Yukarida belirtildigi gibi antikanser ilaglarin
pek ¢ogu kanser hiicrelerinde aktif ve gen bagimli
hiicre 6liimii olan apoptosisi indiikledigi i¢in, kan-
ser kemoterapisinde yeni hedef ilaglarin apoptotik
hiicre 6limiinii olugturacak optimal dozunu ve sii-
resini incelemek olmustur. Bu caligmalarda inter-
niikleozomal DNA fragmantasyonu agaroz jel
elektroforezi ile dogru olarak saptanmigtir. Bulgu-
Tar bu hiicrelerin morfolojik incelenmesi ile dogru-
lanmugtir. Yukaridaki sonuglar kemoterapétik ilag-
larin apoptosisi indiiklemek icin herbirinin bir esik
dozu ve siiresinin oldugunu gostermektedir. Bu
esik degerler test edilen ilaca gore degisiklik gos-
termektedir. Yine herbir ilag dozu ve siire artig1 ile
paralel olarak apoptosis miktan artmaktadir. Son
yillarda yapilan bu cahgmalar yeni kemoterapi
kombinasyonlarimin uygun se¢imine de yardimci
olacak bulgular ortaya koymustur.

Bu sonuglarn kanserlerin optimal tedavisi igin
ilag rejimlerinin daha rasyonel diizenlenmesi ge-
rekliligini ve belirtilen ilaglarin antikanser sitotok-
sik etkilerinin daha iyi anlagilmasina yardimci ola-
cagi kanaatindeyiz.
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