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Ozet

Amag:Akut miyeloid I6semi (AML), hematopoetik Oncul hicrelerin heterojen klonal bir hastaligidir. Akut
promiyelositer 16semi (APL), bir AML alt tipidir ve morfolojik olarak anormal promiyelositler ile karakterize edilir.
APL’'de gorilen en belirgin kromozom diizensizligi ise 15. kromozomdaki promyelositik I6semi (PML) geni ile 17.
kromozomdaki retinoik asit reseptdr (RAR) alfa geninin translokasyonu sonucu bir flizyon proteini olugturmasidir.
Bendamustin suda ¢6ziinebilen, beyaz, nitrojen hardal grubu ve biitirik asit yan zinciri bulundurmasi nedeniyle
amfoterik 6zellik 6zellik gésteren mikrokristallin tozudur. Alkilleyici ajan olan bendamustin ayni zamanda
purin analogu 6zelligi gosterir ve diger alkilleyici ajanlara gére toksisite profili daha iimlidir. Bu ¢alismada,
bendamustinin APL hicre serisi olan HL60 hicreleri Uzerindeki sitotoksik, sitostatik ve apoptotik etkileri
incelenmis ve hiicre dongusu, mitotik katastrof ve apoptoz ile iligkili genlerinin ilag ile muamele sonrasindaki
ekspresyon degisimleri belirlenmistir.

Gereg ve yontem: Calismamizda bendamustinin APL'ye model olusturan HL60 hiicreleri Gizerindeki sitotoksik
etkisini WST-1 testi ile, apoptotik etkisini Annexin V ve Apo Direct Tunnel methoduyla, sitostatik etkisini ise
Cycletest Plus DNA Reagent Kit ile degerlendirilmistir. Ayrica bendamustinin HL60 htice serilerindeki hiicre
doéngusu, mitotik katastrof ve apoptoz ile iligkili genlerinin mMRNA ekspresyonlarina etkisi kantitatif RT-PCR ile
rolatif olarak belirlenmistir.

Bulgular: Bendamustinin sitotoksik etkisinin HL60 hicre serisi lzerinde ylksek dozlarda etkili oldugu
belirlenmistir. Bununla birlikte, apoptotik etkisinin her iki yontem ile de doza bagdimli olarak anlamh bir sekilde
arttigi belirlenmistir. Bendamustin ile 48 saat muamele sonrasinda HL-60 hiicrelerinde apoptoz ile iliskili oldugu
bilinen CASP3, CASP8, CASP9 ekspresyonlarini sirasiyla 2.4, 5.7, 6.8 kat arttirdigi saptanmistir. Ayrica mitotik
katastrofi ile iligkili oldugu bilinen Plk1 ekspresyonun 2.5 kat azaldigini ve timor supresor oldugu bilinen Plk2
ekspresyonunda ise 17 katlk bir artma belirlenmistir.

Sonug: Bulgularimiz, bendamustinin apoptoz ve mitotik katastrof gibi hiicre 6lim mekanizmalari tizerinde etkili
oldugunu ve APL’ nin tamamlayici tedavisinde alternatif bir tedavi olarak kullanilabilecegini gostermektedir.
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Abstract

Purpose:Acute myeloid leukemia (AML), is a heterogeneous clonal disorder of hematopoietic progenitor
cells. Acute promyelocytic leukemia (APL), is a subtype of AML and characterized by aberrant morphology of
promyelocytes. The most specific chromosomal disorder that occurs in APL patients is (15;17) translocation.
This translocation the promyelocytic leukemia (PML) gene on chromosome 15 and the retinoic acid receptor
(RAR) alpha gene on chromosome 17 fuse and produce a PML-RARa fusion protein. Bendamustine is a water
soluble, white, microcrystalline powder with amphoteric properties due to a nitrogen mustard group and a butyric
acid side chain. Bendamustine acts as an alkylating agent and also has purine analog activity. Bendamustine
has more moderate toxicity profile than the other alkylatingg agents. In our study, it is aimed to investigate
cytotoxic, cytostatic and apoptotic effects of bendamustine on APL cell line HL60. Also we aime to evaluate the
effect of bendamustine on HL60 cells according to the expression of genes including several signal transduction
pathways such as; cell cycle, mitotic catastrophe and apoptosis,

Materials and methods: Cytotoxic effect of bendamustine on HL60 cell line was assessed by WST-1 assay,
apoptotic effect by Annexin V and Apodirect Tunnel assay and cytostatic effect by Cycletest Plus DNA Reagent
Kit. Also the effect of bendamustine on expression levels of several cell cycle, mitotic catastrophe and apoptosis
related genes in HL60 was determined by quantitative RT-PCR relatively.
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Results: We determined that bendamustine has cytotoxic effect on HL60 cell line with high-dose treatment. Also
we found that Bendamustine significantly induces apoptosis in dose dependent manner and has no cytostatic
effects on HL60 cells. After the 48 hours treatment with bendamustine, expression levels of apoptosis related
CASP7, CASP8, CASP9 genes were upregulated 2.4, 5.7, 6.8 fold in HL60 cells, relatively. Also expressions of
mitotic catastrophe related genes Plk1downregulated 2.5 fold and P/k2 which as known as tumor suppressor

gene, upregulated 17 fold.

Conclusion: Our data suggest that Bendamustine is effective on cell death mechanisms such as apoptosis ve
mitotic catastrophe and can be used in supplement as a alternative treatment.

Key words: AML; APL; apoptosis, Bendamustin
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Giris

Erigskinlerdeki akut I6semilerin  ¢odunu
(yaklasik %70-80) akut miyeloid 16semi (AML)
olusturmaktadir. Akut promiyelositer |6semi
(APL) ise AML’lerin %10-15'ini olugturmaktadir.
APL, AML'nin French-American-British (FAB)
siniflandirmasinda M3 olarak belirtilen alt tipidir.
APL olusumunda farkl birgok faktorin etkili
oldugu bilinmektedir. En karakteristik olani,
15. kromozomdaki promiyelositik I6semi (PML)
geni ile 17. kromozomdaki retinoik asit reseptor
(RAR) alfa geninin translokasyonu sonucu bir
fuzyon proteini olusturmasidir.

Bendamustin ik olarak 1963 yilinda
Ozegowski ve Krebs tarafindan dogu
Almanya’da sentezlenmistir. Suda g¢ozilebilen,
beyaz renkli, mikrokristalli toz formundadir ve
azot hardal grubu ve butirik asit yan zincirleri
nedeniyle amfoterik 6zellik gdstermektedir.
Kimyasal formulu “4-{5-[bis(2-kloroetil)amino]-
1-metil-2-benzimidazolil}butirik asit’dir. Bir azot
hardal bdlgesi, bir benzimidazol halkasi ve bir
alkan karboksilik asit yan zinciri icermektedir bu
yapilarin timdndn ilacin sitotoksik aktivitesinden
sorumlu olabilecegi dusunilmektedir [1, 2].
Bendamustin, iki DNA zinciri arasinda veya tek
bir DNA zinciri icindeki bazlar arasinda gapraz
bag olusumuna neden olan bir alkilleyici ajan
olarak rol oynamaktadir [3] . Diger alkilleyici
ajanlarla  karsilastirildiginda,  bendamustin
daha fazla capraz baga neden olmakta,
daha da 6nemlisi bendamustinin olusturdugu
capraz baglar carmustine ve siklofosfamidinin
olusturdugu capraz baglara kiyasla daha
dayanikli ve tamir edilmesi daha gig¢ olmaktadir
[4]. Hendz in vivo olarak kanitlanmis olmasa
da, benzimidazol halkasi bendamustinin
purin analog aktivitesinden sorumlu olabilir.
Bendamustin diger alkilleyici ajanlardan farkh
bir etki mekanizmasina sahiptir;, DNA hasar
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stres yanitinin ve apoptozun aktivasyonu,
mitotik kontrol noktalarinin inhibisyonu ve
mitotik katastrofun indiklenmesidir [5].

Calismada alkilleyici bir ajan olan ayni
zamanda plrin  analogu o6zelligi goOsteren
bendamustinin akut promiyeloid 16semi hicre
hattt HL60 ile muamelesi sonrasi apoptotik,
sitotoksik etkileri incelenecektir. Ayrica I6semi
olusumunda &énemli oldugu bilinen mitotik
katastrofi, hiicre donglsl, apoptozda gorevli
genlerin ekspresyon profil degisimleri Gizerindeki
etkisi belirlenmistir.

Gereg ve yontem
Hiicre Kiiltirt

Calismamizda akut promiyeloid I6semiye
model olan HL60 hiicre serisi (Sigma Aldrich)
kullanilmigtir. Akut promyeloid I6semi hicre
dizisi, uygulanacak islemlere hazirlamak i¢in 25
cm?lik flasklar igerisine ekilmistir. Kiltar ortami
olarak RPMI 1640 (Biological Industiries), %10
Fetal Sigir Serumu (FBS), %1 L-glutamin (2
mM), %1 Penisilin/Streptomisin kullaniimistir.
Hucrelerden yeterli Greme elde edilene kadar
37°C’de %95 nem ve %5 CO,'li etlvde inkibe
edilmistir. Hucrelerin proliferasyonu ve pasaijlari
inverted mikroskop kullanilarak dizenli olarak
takip edilmistir. Hucrelere 10, 30, 50, 100 g/
ml konsantrasyonlarda bendamustin (Cat no
#0272M4731V, Sigma Aldrich), etken maddesi
uygulanmistir ve etken madde verilmeyen hiicre
grubu, kontrol grubu olarak degerlendirmeye
alinmistir. Bendamustin konsantrasyonu,13 mM
olacak sekilde DMSO’da ¢ozulmustar.

Sitotoksisite analizi

Ticari olarak temin edilen etken maddenin
hicre serisi Uzerindeki sitotoksik etkisini
belirlemek izere WST-1(WST-1 Cell Proliferation
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Reagent, Roche) yodntemi uygulanmistir.
Model I6semi hicreleri her kuyucukta 3x10*
hicre olacak sekilde 96-kuyucuklu plakalara
dagitilmistir. Ardindan hucreler Gzerine 10 pg/ml
- 100 yg/ml araliginda etken madde eklenmistir.
Etken madde eklenmeyen 6rnek kontrol olarak
kabul edilmistir.

Apoptoz analizleri

HL60 hiicre serisi, bendamustinin farkli
konsantrasyonlari ile muamele edilmis ve 24,
48. ve 72. saat sonunda hucreler Uzerindeki
apoptotik etkileri Annexin V EGFP Apoptosis
Detection Kiti (Biovision) ve ApoDirect In
Situ DNA Fragmentation Assay Kiti (Becton
Dickinson) ile arastiriimistir. Etken madde ile
muamele edilmeyen grup kontrol grubu olarak
kabul edilmistir. Her bir gin icin ayri kontrol
ornegi ile cahsiimistir.  Apoptoz analizleri, ki
farkli yontem ile Ug tekrar yapilarak ¢alisiimistir.

Real Time PCR ve Gen Ekspresyon Analizi

100 pg/ml bendamustin uygulanan ve ilag
uygulanmayan kontrol hicrelerinden 48 saat
sonra mirVana™ miRNA Isolation Kit'i (Ambion)
kullanilarak total RNA'lari elde edilmistir. Elde
edilen total RNA d&rneklerinden Transcriptor
High Fidelity cDNA Synthesis Kit'i kullanilarak
cDNA'lar sentezlenmistir. Sentezlenen cDNAlar
kalip olarak kullanilarak hicre ddngusa,
apoptoz c¢aligmalari  yapiimis ve mitotik
katastrofide gorev alan genlere ait ekspresyon
analizleri real-time PCR cihazi (ABI-7500

fast Real-Time PCR Applied Biosystems) ile
gerceklestiriimistir.  Yapilan bitin real-time
PCR amplifikasyonlarinda dért farkli kontrol
(18S-GAPDH-HPRT-GUSB) kullaniimigtir.
istatistiksel analizler 222¢ metodu araciligiyla,
¢oklu kontrol gen ekspresyonu temel alinarak
hesaplanmistir.

Bulgular

Bendamustinin hiicre canlilidi (izerine etkilerinin
degerlendiriimesi

Bendamustinin hiicreler tzerindeki sitotoksik
etkisini belirlemek amaciyla 10, 30, 50 ve 100
Mg/mllik konsantrasyonlari 48. saatte WST-1
testi ile degerlendirilmistir (Grafik 1).

Bendamustinin HL60 hlicre serisi lzerindeki
apoptotik etkisinin degerlendiriimesi

Bendamustinin 10, 30, 50, 100 pg/mllik
konsantrasyonlari kullanilarak 24., 48. ve 72.
saatlerde HL60 hucreleri Uzerindeki apoptotik
etkileri, Annexin V ve Apo Direct Tunnel
yontemleri kullanilarak degerlendirilmistir. Tim
apoptoz deneyleri baslangigta 3x10°% hcre/
ml olacak sekilde hazirlanmis ve 3 tekrarli
olarak calisiimistir. Etken madde ile muamele
edilmeyen hucreler kontrol grubu olarak
kullaniimis ve ¢alisma grubu ile karsilastirarak
bendamustinin tetikledigi apoptoz dizeyindeki
artis belirlenmistir. Her iki ydntemde de
apoptotik hlicre sayisi artan konsantrasyonlara
bagh olarak yikselmistir (Grafik 2), (Grafik 3).
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Grafik 1. HL60 hiicrelerinde bendamustinin sitotoksisitesi
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Grafik 2. Bendamustinin HL60 hiicre serisindeki apoptotik etkisinin; A: Annexin V testi ile degerlen-
dirilmesi B: Akim sitometri goruntuleri. Sol alt: canli, sag alt: erken apoptotik sag ust: ge¢ apoptotik,
sol ust: nekrotik hiicrelerin yizdesini gostermektedir.
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Grafik 3. Bendamustinin HL60 hiicre serisindeki apoptotik etkisinin; A: Apo Direct Tunnel yontemiyle
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gOstermektedir..
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HLG60 Hiicre Dizisinde Bendamustinin Gen genlerin ekspresyon degisimleri 48. saatte
Ekspresyon Diizeyleri Uzerindeki Etkisi degerlendirilmistir.  Kontrol grubuna goére
o bendamustinin olusturdugu gen ekspresyon
Bendamustlnln. etken vkonsantrasyonu degisimleri  belirlenmistir.  Gen ekspresyon
olan 100 pg/mlnin olusturdugu ve apoptoz, analizleri 3 tekrarli olarak gergeklestirilmistir
hicre dongusu, mitotik katastrofi ile iligkili (Tablo 1).

Tablo 1. Bendamustin ile muamele edilmis HL60 hticre serisinde ekspresyonlari anlamli olarak artan
veya azalan genlerin kat degisimleri ve p degerleri

Gen Kat p degeri
CASP3 2.4539 0.000586
CASP7 3.2897 0.00012
CASPS8 5.7024 0.000447
CASP9 6.8015 0.006723
CARD10 11.1928 0.000024
12
10
: 8
B 4
:.III
Kontra | casp3 casp7 | caspe caspg | “ARDL

| 0

Seril 1 2,4539 32897 5,7024 6,801511,1928

Gen Kat Degisimi p degeri
NOXA 4.6007 0.000152
BAK1 70.6595 0.018842
BAX 2.4075 0.001674
80
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- 60
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o -
'v_x' 30
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o e —
Kontro NOXA BAK1 BAX
WSeril 1 46007 706595 24075

Eksen Baghg

Gen Kat Degisimi p degeri
P21 54,5886 0,00066

Myc -13,4729 0,002178
ATM 8,2045 0,000167
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Tablo 1 (devami). Bendamustin ile muamele edilmis HL60 hiicre serisinde ekspresyonlari anlamli
olarak artan veya azalan genlerin kat degisimleri ve p degerleri

Tartisma

Yapilan c¢alismalarda; alkilleyici bir ajan
olan bendamustinin ayni zamanda purin analogu
Ozelligi gosterdigi ve cgesitli kanser hicrelerine
karsi sitotoksik etkisi oldugu  bildirilmigtir.
Nitrojen  hardal  kismina,  benzimidazol
halkasina ve alkan karboksilik asit yan zincirine
sahip olmasinin sitotoksik aktivitesine etkisinin
olabilecegi dustnulmektedir [6, 7]. Bendamustin
alkilleyici ajan olarak, DNA bazlari arasinda
¢apraz bag olusumunda rol oynamaktadir [8].
Bendamustin, insan timor hicre kdlttrleri
Uzerinde diger alkilleyici ajanlardan farkli bir
aktivite profili gostermektedir. Aktif madde
en azindan kismen kalici DNA etkilesimine
bagli olarak, farkh direng mekanizmalari olan
insan tumor kaltr hicrelerinde capraz direng
olusturmamis veya oldukga disik ¢apraz direng
olusturmustur. Bendamustin, kronik lenfositik

I6semi ve non-Hodgkin lenfoma tedavisinde
kullaniimaktadir [9].

Bu calismada amacimiz ilk adimda; APL
icin model olusturan HL60 hicre serisinde
bendamustin kullanimina bagli olarak olasi
sitotoksik, apoptotik ve sitostatik etkiyi
belirlemektir. ikinci adimda ise; ilacin sitotoksik
etkisinin anlamli  bulundugu saat diliminde
mikroarray olarak tasarlanan apoptoz, hicre
dongusu ve mitotik katastrofi ile iliskili oldugu

bilinen genlerin ekspresyonlari  Uzerindeki
etkisini gdstermektir.
Oncelikle, bendamustinin hacreler

Uzerindeki olasi sitotoksik etkisi arastiriimistir.
Calismamizin  sonucunda  bendamustinin
HL60 hdicreleri Uzerinde ancak ylksek
konsantrasyonlarda sitotoksik etki yarattigi
saptanmistir. Bendamustinin sitotoksik etkisini
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arastiran  birgok calisma  bulunmaktadir.
Ancak hepsinin sonunda varilan genel yargi,
ilacin yuksek konsantrasyonlarda sitotoksik
Ozellik gosterdigidir. Gaul ve ark. [10]
multiple miyeloma hucre serileri ile yaptiklari
galismada  bendamustinin = 35-65  ug/ml
konsantrasyonlarinin sitotoksik etki gosterdigini
saptamiglardir. Roue ve ark. [11] mantle hlcreli
lenfoma ve kronik lenfositik I6semi hicreleri
ile yapmis olduklari ¢alismada bendamustinin
tek  basina dusik  konsantrasyonlarda
sitotoksik etki gostermedigini ancak fludarabin
ile  kombine olarak kullanimi sonucunda
sitotoksik etkinin olustugunu bildirmiglerdir.
Hiraoka ve ark. [5] 2014’te vyayinladiklari
calismalarinda bendamustinin 100 uM‘n
Uzerindeki konsantrasyonlarinda IC,; degerine
ulastiklarini belirtmislerdir. Bizim calismamizda
da benzer sekilde bendamustin ancak yuksek
konsantrasyonda sitotoksik etki gdstermistir.

Calismanin  devaminda  bendamustinin
hicreler Uzerindeki apoptotik etkisi, Annexin
V ve Apo Direct Tunnel olmak Uzere iki farkl
yontem ile arastinimistir. Buradaki amag,
apoptozu ¢esitli sinyal yolaklar araciligiyla
tetikledigi bilinen bendamustinin HL60 hdcreleri
uzerindeki apoptotik etki dizeyini saptamaktir.
Her iki yontem ile bendamustinin kontrole
oranla konsantrasyona bagimli bir sekilde
apoptozu tetikledigi belirlenmistir. Apo Direct
Tunnel ydntemiyle yapilan apoptoz deneyi ile
Annexin V yontemiyle yapilan apoptoz deneyini
kiyasladigimizda, DNA kirkk  olusumunu
tespit eden Apo Direct Tunnel ydnteminde
konsantrasyonla orantili olarak daha yuksek
oranda apoptotik hiicre bulundugu saptanmistir.
Bu farklihdin nedeninin DNA hasarina neden
olan bendamustinin etki mekanizmasindan
kaynaklandigi dusunulmektedir. Schwanen ve
ark. [12] kronik lenfositik [6semi hlicre serileriyle
yaptiklari  ¢alismalarindaki  bendamustinin
apoptotik etkisi ilgili ile sonuglari bizim
calismamizla benzerlik géstermektedir.

Bendamustinin apoptozu tetikledigi
belirlenmistir.  Literatlrlerdeki  veriler  bu
durumun birgok sinyal yolag ile iliskili
olabilecegini vurgulamaktadir. Bu nedenle
¢alismada 48 saat boyunca bendamustinin 100
pg/mllik konsantrasyonu ile muamele edilen
HL60 hiicre serisindeki gen ekspresyonlari ile
bendamustinle muamele edilmeyen kontrol
grubu karsilastirildiginda, apoptoz, htcre
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donglsu ve mitotik katastrofi ile ilgili genlerin
onemli bir kisminda anlamli degisimler s6z
konusudur.

Hucre proliferasyonunda onemli bir roll
oldugu bilinen myc proteininin ekspresyonu
[6semi ve lenfoma hicrelerinde artmis
durumdadir. Yapilan calismada HL60 hicre
serisinde bendamustin ile 48 saat muamele
sonrasinda myc ekspresyonunun 13,4 kat
azaldigi saptanmistir. Bu azalma bendamustinin
myc onkogeninin ekspresyonunu baskilayarak
proliferasyon-apoptoz arasl regllasyonu
sagladigini  dusundirmektedir. Calismamiza
benzer sekilde, Yang ve ark. [13] mantle hicreli
lenfoma hicre hattina pim kinaz inhibitort olan
SGI-1776 ile bendamustini kombine olarak
uygulamiglar ve myc ekspresyonunda onemli
bir azalma kaydetmislerdir.

Calismada; intrinsik apoptotik  yolakta
DNA hasarina yanit olarak ifadesi artan noxa
geninin ekspresyonunun HL60 hucrelerinin
bendamustin ile 48 saat muamelesi sonrasinda
4,6 kat arttigi belirlenmistir. Bendamustin’in
iki etki mekanizmasi g6z 6nine alindiginda;
alkilleyici ajan olan bendamustin DNA hasari
olusturarak kanser hlicrelerinin proliferasyonunu
onler ve bir antimetobolit gibi gdrev yaparak
hizli bir sekilde yeni DNA sentezini saglar.
Sonuglar bu mekanizmayi desteklemektedir.
Leoni ve ark. [14] lenfoma hicre serisi olan SU-
DHL-1 hucrelerini bendamustin ile muamele
ettiklerinde, NOXA geninin  ekspresyonu
Uzerinde calismamizla korele sonuglar elde
etmiglerdir [15]. Yine intrinsik apoptotik
yolak sinyalizasyonunda goérev aldidi bilinen
sitokrom c’nin mitokondri dis membraninda
salinimini indikleyen bax ve bak genlerinin
ekspresyonlarinin sirasiyla 2.4 kat ve 70 kat
artmis oldugu belirlenmigtir. Roue ve ark. [11]
p53 defektli KLL ve mantle hiicreli lenfoma hiicre
serilerinin bendamustin ile muamele edilmesi
sonucunda BAX ve BAK ekspresyonlarinda
artis saptadiklarini belirtmislerdir. Bu sonuglar,
bendamustin’in  HL60 hicrelerini apoptoza
g6tirduguni géstermektedir.

intrinsik apoptotik yolakta sitokrom c ile
apoptozom kompleksi olusturdugu bilinen ve
kaspaz 3’lUn aktivasyonunu saglayan kaspaz 9
ekspresyonu 6.8 kat artmistir. Hem ekstrinsik
hem de intrinsik yolak ile aktive edilebilen
kaspaz 3 ekspresyonu ise 2.4 kat artmistir.
Ekstrinsik apoptotik yolakta, hiicre 6lim alanlar
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aracihigiyla aktiflesen kaspaz 8'in, kaspaz
kaskadini baslattigi bilinmektedir. Calisma
sonucunda kaspaz 8 ekspresyonu 5,7 kat
artmistir. Cai ve ark. [15] HDAC inhibitéra olan
etinostat ve bendamustinin sinerjistik etkisini
multiple miyeloma hicre hatlarinda arastirdiklari
calismalarinda, kaspaz 8 ve kaspaz 3’ (n
ekspresyonlarinin  arttigint  saptamislardir.
Elde edilen sonuglara goére, bendamustinin
kaspaz bagiml apoptotik yolak ile apoptozu
indukledigini soyleyebiliriz.

HL60 hicrelerinin bendamustin ile muamele
edilmesi sonrasinda siklin  bagdimli  kinaz
inhibitdéri olarak tanimlanan, apoptoz ve hiicre
dongusl kontrolinde énemli role sahip oldugu
bilinen p21 geninin ekspresyonunda 54 katlik bir
artis oldugunu tespit ettik. p27 geni tarafindan
regule edilen ve DNA hasar sonucunda
tetiklenen sinyal ileti kaskadinda aktif bir role
sahip olan atm geninin ekspresyonu ise 8,2 kat
artmistir. Gaul ve ark. [10] 4 miyeloma hticre
serisi ile yapmis olduklari galismada p21 ve
atm gen ekspresyonlarindaki degisimlerde
calismamiz ile benzer sonuglar belirlemiglerdir.
Ayrica elde edilen sonuglar dogrultusunda
bendamustinin atm-p53-p21 sinyal yolu araciligi
ile hicre dongusunun G2 evresinde arreste
neden oldugunu bildirmislerdir.

Hatali mitoz sirasinda veya hemen
sonrasinda gerceklesen hiicre olum sekli
olan mitotik katastrofi, hicre ddngusunin
hatali kontrol noktalarinin bir kombinasyonu
sonucunda meydana gelir. Mitotik katastrofi
siklin B1 bagiml kinaz, polo-like kinaz, Aurora
kinaz, kaspazlar ve Bcl-2 ailesi gibi pek ¢ok
molekiler sistemle kontrol edilmektedir.
Calisma sonucunda kaspaz 3, kaspaz 9 ve
kaspaz 8'in ekspresyonlarinin arttigini yine
mitotik katastrofi ile iligkili oldugu bilinen Bcl-2
ailesi genlerinden olan BAX, BAK ve NOXA‘nin

da ekspresyonlarinin arttigi  belirlenmigtir.
Calismada ayrica mitotik katastrofide
anahtar bir rol oynadigr bilinen polo-like

kinaz ailesinin bendamustin ile muamele
sonrasinda ekspresyon profillerindeki degisimi
incelenmistir. TUmor hicrelerinde asir ifade
edildigi bilinen ve onkogenik 6zellik gdsteren
polo-like kinaz 1 (Plk1) ekspresyonunun ilag
ile muamele sonrasinda 7.5 kat azaldigi ve
tumor supresor ozellik gosterdigi bilinen Plk2
geninin ekspresyonunun ise 23.1 kat artig
gOsterdigi belirlenmistir. Elde edilen sonuglara

gbre bendamustinin HL60 hicrelerinde mitotik
katastrofide anahtar roli olan genler Uzerinde
etkili oldugu ve ilacin apoptotik etkisinin
yaninda mitotik katastrofide de etkili olabilecedi
belirlenmistir. Leoni ve ark. [14] lenfoma hicre
serisi olan SU-DHL-1 hiicrelerinin bendamustin
ile muamelesi sonucu plk1 ekspresyon profilinde
onemli dizeyde azalis saptamislardir.

Bulgularimiza gore, alkilleyici bir ajan olan ve
purin analogu 6zelligi gésteren bendamustinin
HL60 hicreleriyle muamelesi sonrasinda, ilacin
hicrelere yuksek konsantrasyonda sitotoksik
etkisinin bulundugu goésterilmistir. Ayrica KLL ve
mantle hdcreli lenfoma hicrelerinde apoptotik
etkisi oldugu bilinen bendamustinin HL60
hicreleri izerinde de apoptotik etkisi bulundugu
Annexin V ve Apo Direct Tunnel yontemleri ile
belirlenmistir.

Sonug olarak; bendamustinin apoptozda
intrinsik ve ekstrinsik yolaklar ile iligkili oldugu
bilinen kaspaz 8, kaspaz 3, kaspaz 9, NOXA,
BAX, BAK genlerinin ekspresyon profilinde
anlamli degisikliklere neden oldugu saptanmistir
ve bu degisimler dogrultusunda hacreleri
apaoptoza yonlendirdigi distnilmektedir. Buna
ek olarak bendamustinin, mitotik katastrofide
onemli role sahip olan ve son ddnemde
kanser ilaclarinin gelistiriimesinde alternatif
hedef olarak sikga bahsedilen plk71 geninin
ekspresyon profilinde anlamh bir degisiklige
sebep oldugu gosterilmistir. Yine ayni kinaz
ailesinin Uyesi olan, AML de timor supresor
Ozelligi gosteren plk2 ekspresyonunda artisa
sebep oldugu belirlenmigtir. Elde edilen
sonuglar dogrultusunda, bendamustinin HL60
hicrelerini hem apoptoza yodnlendirmesi
hem de apoptozdan kagabilen hicreleri
mitotik katastrofa yonlendirme potansiyelinin
bulunmasinin klinik agidan umut verici oldugu
disinidlmektedir.

Cikar lliskisi: Yazarlar cikar iliskisi olmadigini
beyan eder.
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