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Ozet

Amagc: Bu calismada, insan kronik myeloid 16semi K-562
hiicre hattinda, cesitli kanser tiirlerinde yaygin olarak
kullanilan siklofosfamidin, kaspaz-8 ile iligkili olarak
apoptoz iizerindeki etkilerinin aragtirilmasi amaglandi.
Yontem: Deneysel gruplarda sitotoksisiteyi gostermek
icin belirli dozlarda siklofosfamid uygulandi ve tripan
mavisi canlilik testi ile analiz edildi. Deney gruplarinda
24. ve 48. Saat sonra E.Z.N.A. total RNA kiti ile RNA ve
first strand cDNA kiti ile cDNA elde edildi. Kaspaz—8 ve
gliseraldehidfosfat dehidrogenaz gen ekspresyonlari,
Real-Time online Revers Transkriptaz Real-Time PCR
yontemi ile belirlendi. Her grubun gecis noktas: degeri,
gliseraldehidfosfat dehidrogenaz ile karsilagtirildi ve
ekspresyonlarin rolatif orami saptandi. Erken ve gec
apoptotik hiicre sayilart Annexin—V FITC kiti ile akim
sitometrede gosterildi.

Bulgular: K-562 hiicre hattinda, 24. saatte
siklofosfamitin 107 M ve 10° M gruplarinda, kaspaz—8
geni icin negatif kontrole gore kiyaslandifinda
ekspresyon diizeylerinde anlamli bir artis saptandi. 48.
saatte tiim gruplarda artis olmasima karsin, siklofosfamitin
10°M grubunda bu artis anlamli bulunmustur.

Sonu¢: Bu  calisma,  siklofosfamitin  apoptozu
indiikledigini gostermektedir.

Anahtar Sozciikler: K-562 hiicre serisi, apoptoz,
siklofosfamid, Real-Time PCR, flow sitometri
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Abstract

Aim: In this study, we aimed to investigate apoptotic
effects of cyclophosphamide, which is widely used in the
treatment of numerous cancer types, on K-562 cell line,
human chronic myeloid leukemia cells, in association
with caspase 8.

Method: In experiment groups to indicate cytotoxicity,
spesific dose of cyclophosphamide for a certain time
period was applied and analyzed by Tyripan Blue
Exclusion test. After 24 and 48 hours, in experiment
groups we carried out RNA isolation with E.Z.N.A total
RNA kit and cDNA with first strand cDNA kit. Caspase-8
and housekeeping (glyceraldehydephosphate
dehydrogenates GAPDH) gene expression levels were
determined by Real-Time online revers transkriptaz RT-
PCR. Crossing point (CP) in each group compared
GAPDH and determined expression relative rate
(Efficiency). Primary and secondary apoptotic cell
portions were determined by Annexin-V FITC kit with
flow cytometry.

Results: In K-562 cell lines, at the 24" hour the
significant increase in caspase-8 expression level in
cyclophosphamide 107 M and 10° M groups when
compared with the negative control. At the 48" hour,
increase in all groups was seen, but only 10° M group
was significantly increased.

Conclusion: This study indicates that cyclophosphamide
is inducing apoptosis.

Key Words: K-562 cell line, apoptosis,
cyclophosphamide, Real-Time PCR, flow cytometry
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Giris ve Amag

Apoptoz, programlanmis hiicre Sliimiidiir. Apoptozun
gereksiz yere olustugu veya hizlandigi hastaliklara 6rnek
olarak AIDS, norodejeneratif hastaliklar, miyokard
enfarktiisii ve ateroskleroz gibi hastaliklar verilebilirken;
apoptozun  yavasladigi  hastaliklara  6rnek  olarak
otoimmiin hastaliklar ve kanserler verilebilir (1-4).

Kanser, tiim 1tk ve yas gruplarinda insanlar etkileyen
bir hastaliktir ve “Tiirk Kanser Arastirma ve Savas
Kurumu™nun verilerine gore, iilkemizde gerceklesen
oliimlerde kalp—damar hastaliklarindan sonra ikinci sirada
yer almaktadir. Temel olarak kanser, hiicrelerin ¢ogalma
ve farklilasmasinin bozulmasi ile ortaya ¢ikmaktadir.
Kanserli bir hiicrede apoptoz mekanizmast bozulmustur
ve hiicre Sliimsiiz hale gelmistir. Kanserin erken tedavisi
onemlidir. Kanser tanisi ne kadar erken konursa, tedavide
basariya ulasma sansi o kadar yiiksek olur (5,6).

Kronik myeloid 16semi (KML), primitif pluripotent
kok hiicrenin klonal bir hastaligidir. Kemik iliginde asirt
myeloid hiperplazi, ¢evre kaninda olgun myeloid
hiicrelerden olusan yiiksek 16kosit sayis1 ve splenomegali
ile karakterizedir. Akut losemide var olan patolojik

tablonun aksine, 16semi hiicreleri farklilagma
yeteneklerini kaybetmemislerdir. Yeni tam1 konmus
kronik evrede bir KML vakasinda ¢esitli tedavi
yaklasimlar1 vardir. Bunlar tek ajanla kemoterapi

(hidroksiiire veya busulfan), kok hiicre transplantasyonu
(allogenik veya otolog) ya da interferon alfa ve son
yillarda tirozin kinaz inhibitorlerinin kullanimi olarak
siralanabilir (6-9).

Giintimiizde kullamlan kemoterapétikler; DNA’y1
etkileyenler (alkilleyici ajanlar), mikrotiibiilleri
etkileyenler ve hormon benzeri reseptorleri etkileyenler
olmak iizere ii¢ genel kategoride gruplandirilirlar (7,8).
Alkilleyici ilaglardan en fazla kullanilan siklofosfamid
akut ve kronik lenfositik 16semi, Hodgkin—disi
lenfomalar, pediatrik solid timérler, meme, over, bas—
boyun kanserleri gibi hem hematolojik hem de solid
timorlerin  tedavisinde basarili  bulunmustur (10,11).
Siklofosfamidden en c¢ok etkilenen hiicreler lenfositler
olup bunlarin say1 ve islev acisindan degisiklikleri,
bagisiklik sisteminin baskilandiginin bir gostergesidir. Bu
ila¢ cesitli kanser tiplerinin tedavisinde kullanilmaktadir,
bagisikligi biiyiik oranda baskilamaktadir ve yakin
laboratuar  izlemi gerektiren ciddi yan etkileri
bulunmaktadir. En sik goriilen yan etkileri, bulanti ve
kusmadir. Siklofosfamid bagisikligi bozan yiiksek doz
kortikosteroid gibi ilaglarla birlikte kullanildigi zaman,
savunma sistemini baskilayip enfeksiyon riskini arttirir
(11-13).

Bu calismada insan kronik myeloid 16semi K-562
hiicre hattinda, son yillarda c¢esitli kanser tiirlerinde
yaygin olarak kullanilan siklofosfamidin, kaspaz-8 ile
iligkili olarak apoptoz iizerindeki etkilerinin in vitro
arastirlmasi amag¢lanmstir.
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Yontem

Bu ¢alismada, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dalindan saglanan
insan kronik myeloid 16semi (KML) hiicre hatti olan K—
562 hiicreleri kullanildi. Bu hiicreler, kiiltiirde cogaltilarak
laboratuar sartlarmna uyumu saglandi. Sitotoksisiteyi
gostermek icin belirli doz ve siirelerde siklofosfamid
uygulandi. Canlilik deneyi tripan mavisi canlilik testi ile
yapildi. Gruplar siklofosfamid konsantrasyonlarina gore,
C7: siklofosfamid 1077 M; C6: siklofosfamid 107 M; NK:
negatif kontrol (sadece medium iceren hiicre kiiltiirii);
PK: pozitif kontrol seklinde olusturuldu.

Gen Ekspresyonu Analizi

C7, C6 ve kontrol gruplarinda 24. ve 48. saatlerde
E.ZN.A. total RNA kiti (Omega) ile RNA izolasyonu
yapildi. Elde edilen RNA orneklerinden 5 pg/ml alinarak,
First Strand cDNA kiti (New England Biolabs) ile cDNA

elde edildi ve bu Orneklerden kaspaz—8 ve
gliseraldehidfosfat dehidrogenaz (GAPDH) housekeeping
gen  ekspresyonlari, Real-Time online  Revers

Transkriptaz PCR ile Light Cycler Real-Time PCR
(Roche, Almanya) cihazi ile belirlendi. Her bir gruptan
elde edilen gecis noktasi degeri (crossing point, CP),
GAPDH’a oranlanarak ekspresyonlarin rolatif oram
saptandi ve E degeri olarak ifade edildi. Pozitif ve negatif
kontrole gore orneklerin E degeri karsilastirilarak gen
ekspresyon diizeyi belirlendi. Tiim gen ekspresyonu
deneyleri iiger kez tekrarlandi.

Akim Sitometri Deneyleri

Erken ve ge¢ apoptozu gostermek icin Annexin—-V
FITC kiti (BD Pharmingen) ile akim sitometrik ¢alismalar
yapildi. K-562 hiicreleri, ila¢ uygulamalarini takiben 10°-
10° hiicre/ml olacak sekilde siispansiyon haline getirildi
ve soguk fosfat-tuz tamponu (PBS=phosphate buffered
saline) ¢ozeltisi ile yikanip, iistteki sivi atildiktan sonra
geriye kalan c¢okeltilere Anneksin—V FITC apoptoz tespit
kiti igerisindeki baglanma cozeltisi ilave edildi. Tipler
buz iizerinde tutularak 490 pl hiicre siispansiyonuna 5 pl
kullanima hazir Anneksin—-V FITC ve 5 pl propidyum
iyodid eklendi ve hafifce karistirildi. Tiipler buz iizerinde
15-20 dakika karanlikta inkiibe edildi. Hiicre ornekleri
akim sitometri cihazinda analiz edildi. Tim akim
sitometrik analizler ikiser kez tekrarlandi.

Istatistiksel Analizler

Verilerin istatistiksel olarak degerlendirilmesinde
tanmimlayict  istatistikler  kullanildi.  Gruplar  arasi
karsilagtirmalarda Dunnet t-testi kullanildi. Yapilan
analizlerde Statistica 7.0 ve SPSS for Windows 11.5 paket
programlarn kullanildi.
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Bulgular

K-562 hiicre hattinda 24. ve 48. saat sonunda,
apoptotik genlerden olan kaspaz—8’in amplifikasyonu
arastirtldi (Sekil 1). Calisilan tiim gruplarda, ekspresyon
oranlar1 negatif kontrol esas alinarak hesaplanmaistir.

K-562 hiicre hattinda kaspaz—8 geni icin 24. saatte
C6 ve C7 gruplarinda negatif kontrole gore ekspresyon
oranlarinda istatistiksel olarak anlamli bir artis
saptanmistir (Tablo 1).  Kirksekizinci saatte negatif
kontrole gore her iki grupta da artis olmasina karsin C6
grubunda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Tablo
2). Negatif kontrole gore istatistiksel olarak anlamli artis

gosteren gruplara ait anlamlilik (p) degerleri asteriks
isareti (*) ile gosterilmistir.

Akim sitometrik analizler ile K-562 hiicre hattinda
24. saatteki ortalama canli hiicre yiizdesi negatif kontrole
gore karsilastirildi. Negatif kontrole gore C7 ve C6
gruplarinda canli hiicre yiizdesi azalmis olmasina karsin
bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.
Ayni sekilde gec¢ apoptotik ve nekrotik hiicre gruplarnda
da negatif kontrole gore bir artig olmasina karsin bu artig
anlamli bulunmamistir (Tablo 3). Kirksekizinci saatte tiim
gruplarda apoptozda bir artis saptanmis olmasina karsin
sadece C6 grubunda erken apoptotik hiicre yiizdesinde
anlamli bir artis saptanmistir (Tablo 4).
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Sekil 1. K-562 hiicrelerinde canliligin ve apoptozun akim sitometrik olarak degerlendirilmesi A) Negatif Kontrol/24 saat B)
Negatif Kontrol/48 saat C) Pozitif Kontrol/24 saat ve D) Pozitif Kontrol/48 saat. 1 nolu alan nekroz, 2 nolu alan geg
apoptoz, 3 nolu alan canli, 4 nolu alan ise erken apoptozu gostermektedir.
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Sekil 2. K-562 hiicrelerinde canliligin ve apoptozun akim sitometrik olarak degerlendirilmesi A) C6/24 saat; B) C6/48 saat.

1 nolu alan nekroz, 2 nolu alan ge¢ apoptoz, 3 nolu alan canli, 4 nolu alan ise erken apoptozu gostermektedir.
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Sekil 3. K-562 hiicrelerinde canliligin ve apoptozun akim sitometrik olarak degerlendirilmesi A) C7/24 saat; B) C7/48 saat.
1 nolu alan nekroz, 2 nolu alan ge¢ apoptoz, 3 nolu alan canli, 4 nolu alan ise erken apoptozu gostermektedir.
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Tablo 1. Deney gruplarinda K-562 hiicre hattinda kaspaz—8
geni i¢in 24. saatte E degerleri.

‘f;‘i‘l" N Ort£SS Oré‘:ral:“a o degen
C7 3 0.3771£ 0.0030 0.0203 0.024*
Co 3 0.40814+0.0107 0.0512 0.001%*
NK 3 0.3568+0.0051
PK 3 0.4333+0.0091

* anlamh

** cok anlamli

Tablo 2. Deney gruplarinda K-562 hiicre hattinda kaspaz—8
geni i¢in 48. saatte E degerleri

(f;‘i‘lp N OriSS Orézlj‘l:“a p
C7 3 0.3789+0.0069 0.0171 0.205
Co 3 0.4052+0.0086 0.0433 0.001*
NK 3 0.3618+0.0071
PK 3 0.444610.0154

Tablo 3. Deney gruplarinda K-562 hiicre hattinda 24. saatteki
canli hiicre, erken apoptotik hiicre, ge¢ apoptotik hiicre ve
nekrotik hiicre sayilari

Ortalama

Grup N Ort+SS Fark

7 2 955850£1.6475  —1.5400  0.504
Canh 6 2 962450405303  —0.8800  0.942
Hiicre

NK 2 97.1250+1.4354

PK 2 0.410040.1555

7 2 0.8150+0.0070  —-1.0250  0.565
Erken  C6 2 0.645040.1343  —1.1950  0.399
Apoptotik NK 2 1.8400+1.3859
Hiicre  py 2 0.4050+0.0636

7 2 1.69004£0.1697 11100 0213
Gee 6 2 1.025040.0636 04450  0.959
Apoptotik
Hiicre NK 2 0.58000.0707

PK 2 93.8850+1.0818

7 2 1.9100+1.4708 1460 0.150
Nekrotik €6 2 2.0850+0.4596 1635  0.088
Hiicre NK 2 0.4500+0.0283

PK 2 5.3050+0.8556
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Tablo 4. Deney gruplarinda K-562 hiicre hattinda 48. saatteki
canli hiicre, erken apoptotik hiicre, ge¢ apoptotik hiicre ve
nekrotik hiicre sayilar

Ortalama Hiicre

(ir(l;p N Yiizdesi Ol;iz?l:n a

: ( standart sapma)

1 2 04.8800£1.1738  —3.9650  0.266
Canh c6 2 92.9200+0.3677  -5.9250  0.040
Hiicre NK 2 98.8450+0.2474

PK 2 0.0350+0.0070

7 2 3.7300£1.3717 33250  0.182
Erken c6 2 5.5800+0.6505 51750 0.016*
Apoptotik g 5 0.405040.1343
Hiicre

PK 2 0.50500.2899

12 0.7900+0.1131 04050  1.000
Gee 5 0.8550+0.1060 04700  1.000
Apoptotik
Hiicre NK 2 0.3850+0.0495

PK 2 98.27000.1555

1 2 0.6000203111 0235  1.000
Nekrotik  C6 2 0.6500+0.3818 0285  1.000
Hiicre NK 2 0.365020.1626

PK 2 1.1900+0.1273

Tartisma ve Sonug

Siklofosfamid, inflamasyonu azaltan ve bagisiklik
sistemini baskilayan immiinsupresif bir ilag olup DNA
sentezini degistirerek hiicrelerin ¢ogalmasini engeller. Bu
nedenle bu ajan kan hiicreleri, sa¢ kokleri ve bagirsak
mukoza hiicreleri gibi ¢ok aktif ¢ogalan hiicreler tizerine
daha etkilidir (10,11). Olusturulan deney gruplarinda,
apoptotik gen olan kaspaz—8'in gen ekspresyonu
diizeylerindeki degisiklikleri ve akim sitometrik analizleri
ile apoptoza etkileri incelendi. Siklofosfamidin kaspaz—8
gen ekspresyonunu arttirdift ve apoptozu uyardigi
saptanmustir.

Giincel olarak KML tedavisinde 3 tedavi secenegi
vardir. Bunlar, interferon-alfa (IFN-a), tirozin kinaz
inhibitorii (imitanib) ve allojenik hematopoietik kok hiicre
naklidir (AHKHN). IFN-a ozellikle erken kronik faz
KML’de %70 tam hematolojik yanit saglar. Imitanib ile
yapilan On caligmalar, in vitro Bcr-Abl eksprese eden
hiicrelerin ¢ogalmasini ve sonrasinda KML hastalarmda
koloni olugumunu inhibe ettigini gOstermektedir.
AHKHN, KML’de hala kiratif yaklasim olarak
giincelligini korumaktadir. Ozellikle erken kronik faz ve
iyi risk grubundaki hastalarda uzun donem hastaliksiz ve
toplam sagkalim goriilmektedir. Ancak kok hiicre
transplantasyonuna eslik eden uzun donem morbitide ve
mortalite nedeniyle transplantasyonla iligkili oliimii
etkileyen faktorleri iyi tanimlamak gerekir. Kirkbes yasin
altindaki hastalarda, erken kronik faz ve HLA-uygun
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kardes vericisi olanlarda AHKHN iyi secenek olarak
gorillmektedir (14-16).

Kemik iligi transplantasyonu oOncesinde, 16semi ve
solid tiimorlerin tedavisinde yaygin olarak kullanilan ve
kemoterapotik madde olan siklofosfamid, alkilleyici bir
ajandir. Biinyesindeki elektrofilik alkil kokii ile DNA’ya
kovalent olarak baglanarak DNA’nin yapisini bozar.
DNA yapist bozulan hiicrenin apoptoza gitmesini
saglayarak etki gosterir (6,7,17). Kiigiik hiicre dis1 akciger
tiimorlerinde yapilan calismalar, sisplatin, topotekan ve

siklofosfamid  gibi  antikanser ilaglarin  apoptozu
indiikledigi gosterilmistir (18).
Apoptoz regiillasyonunun  bozulmasmin, malign

hastaliklarin olusumunun bir kisminda en az artmis
proliferasyon kadar biiyiilk bir 6nemi vardir. Ayrica,
radyasyonun da dahil oldugu c¢ogu kemoterapotik
ajanlarin apoptozu indiikledigi bilinmekte olup, apoptoz
ve malignite birbiriyle ¢ok siki ve kompleks bir iliski
icindedir (19-21). Boylece, apoptozun hiicre siklusuyla
olan iliskisi de g6z oniine alindifinda apoptoz, hiicre
siklusu ve kemoterapi tigliisii arasindaki interaksiyonlarin,
kanser hastalarmin gerek prognozunu gerekse tedaviye
yanitim belirleyecegi bildirilmektedir (22).

Calismamizdan elde edilen veriler bu bulgular ile
uyumlu olup, farkli doz ve kombinasyonlarda uygulanan
siklofosfamidin, K-562 hiicrelerini apoptoza gotiirdiigii
saptanmustir.

KML tedavisinde olduk¢a basarili sonuglara
ulasilmasina ragmen, hastalifin progresyonuna yol acan
molekiiler mekanizmalar, sitotoksik ilaglarin kullanimin
etkinlii ve wuzun donem sonuclari heniiz tam
bilinmemektedir. KML’de antijenlerin tantmlanmasi ve
hedefe yonelik immunterapotik yaklagimlarin gelisimi ile
ilgili calismalar siirmektedir.
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