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Ozet

Akut Myeloid Losemi (AML), erken hematopoetik kok hiicrelerde bir dizi genetik
degisiklik sonucunda normal biiyiime ve farklilagmanin bozulmasi, kemik iligi ve periferik
kanda ¢ok sayida anormal olgunlagmamis myeloid hiicrenin birikimi ile karakterize olan bir
hastaliktir. Son yillarda, 16seminin olusum siirecinde DNA metilasyonundaki ve histon
modifikasyonlarindaki degisikliklerin etkili oldugu konusunda ¢aligmalar yapilmis ve AML
ve demetile edici ajanlar hematolojik hastaliklarin tedavisi i¢in hedef olarak belirlenmistir.
Yiiksek doz metilprednizolon yeni tani almis pediatrik AML hastalarinin tedavisinde kisa
stireli uygulanmakta ve basarili sonuglar alinmaktadir. Sentetik bir glukokortikoid olan
metilprednizolonun (MP) yiiksek dozda, myeloid l6semi hiicrelerinin graniilositlere ve
makrofajlara farklilagmasin1 ve myeloid 16semi hiicrelerde apoptozisi indiikledigine dair
calismalar literatiirde bulunmaktadir. Bizim ¢alismamizda, AML hiicre serisinde
metilprednizolonun farkli dozlarda hiicreler iizerindeki sitotoksisite diizeylerini saptamak
amaciyla MTT yontemi kullanildi. MTT testi sonucu canliligin anlamli derecede azaldigi
dozlarda 24. ve 48. saatlerde apoptozis ve farklilasma analizleri akim sitometri ile yapildi.
Etken dozun 5x10-3 olarak bulundu ve bu etken dozun uygulandigi HL-60 hiicreleri ve
kontrol grubu hiicrelerinden DNA izolasyonu yapilarak metilasyon analizlerine devam
edildi. AML’de siklikla metile oldugu bildirilen p/5, ER ve anormal ekspresyonu goriilen
BCL-2 ve CDX2 genlerinin HL-60 AML hiicre serisinde steroid tedavisi dncesi ve sonrasi
metilasyonuna bakilarak, metilprednizolonun etkisini, epigenetik yolaktan gosterip
gostermedigini aragtirildi. P15 geni promotoru ve BCL-2 geni promotoru metile
bulunmamistir. ER geni promotoru ve CDX2 geni promotoru ise metile bulunmustur. MP
uygulamasi sonrasi genlerin metilasyon profillerinde bir degisiklik saptanmamustir.
Calismamizda yiiksek ve etken dozun hiicreleri farklilasmaya ve apoptozise gotlirdiigi
ancak bunu epigenetik yolak mekanizmalarindan biri olan DNA metilasyonu iizerinden
yapmadigi saptandi.
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Abstract

Acute Myeloblastic Leukemia (AML) is a disease characterized with disruption of normal
hematopoietic growth and differentiation and accumulation of numerous abnormal
unmatured myeloid cells. Epigenetic mechanisms, in particular DNA methylation and
histon modifications, play a major role in the modulation of gene activity in cancer and
cause acute leukemias. Epigenetic changes can reverse pharmacologically  with
demethylating agents which are in use as targeted therapy of hematological malignancies.
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Methylprednisolone(MP) has been used with short course and high dose for treating newly
diagnosed children with AML. Methylprednisolone induces differentiation of myeloid
leukemia cells to granulocytes and macrophages and induces apoptosis of myleoid
leukemia cells. First, MTT test is performed for evaluating how different MP doses effect
cell cytotoxicity in time dependent manner. Viability decreased with increasing MP doses
both 24. And 48. hours. For these doses, apoptosis and differentiation determinations were
done with flow cytometry analysis. Following this step, the high and effective dose for HL-
60 cells established as 5x10-3. For this dose, DNA isolation wass done. After isolation,
methylation specific PCR analysis was performed for pl15, ER, CDX2 and Bcl-2 genes.
According to results, while p15 and Bcl-2 gene promoters are unmethylated, ER and CDX2
gene promoters are methylated. In conclusion, the methylation profiles of p15, CDX2, ER
and Bcl-2 do not change after MP treatment. MP has apoptotic effect and differentiates
myeloid blast cells but it does not effect DNA methylation. It is the first in the literature
that demonstrates if methylprednisolone shows its effect with epigenetic pathway. In
conclusion HL-60 cell line shows that MP doesn’t effect DNA methylation.
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Giris

Akut myeloid 16semi (AML), hematopoez siirecinde farklilasmanin durmasiyla karakterize olan
bir hematopoetik kok hiicre bozuklugu olup, blast hiicre populasyonunun ¢ogalmasiyla sonuglanan bir
hastaliktir. AML, tek bir anomaliyle olusan bir hastalik olmayip, bircok malignite tasiyan
hematopoetik 6nciil hiicrelerin sayisindaki anormal artis sonucu meydana gelir. Bu durum da kemik
iliginde normal hematopoezin karakteristigi olan farklilagsma ve kendini yenileme arasindaki hassas
dengenin bozulmasina neden olur. Translokasyonlar gibi anormal genetik degisimlerin transkripsiyonu
diizenleyen faktorlerin fonksiyonunu degistirmesi, AML’nin bir nedeni olarak goriilmektedir ve hem
genetik hem de epigenetik seviyede gen programlamasini bozdugu bilinmektedir (Altucci ve
ark.,2006). DNA metilasyonu sadece 16seminin gelisim siirecinde degil, hastaligin1 gelisiminde ve
tekrarlamasinda da 6nemli etkiye sahip olmaktadir. Hiicre proliferasyonu, farklilasma ve apoptozisi
diizenleyen yolaklarda c¢alisan bircok gen, myeloid blastlarda metilasyonla susturulmustur ve bu
genlerin transkripsiyonel olarak inaktivasyonlari 16semi olusumuyla iliskilendirilmektedir (Blum ve
Marcucci,2005).  Ornegin, Ekmekgi ve ark., AML hastalarinda tiimdr baskilayict genlerin
metilasyonunu arastirdiklar ¢aligmada, 28 hastada P15 geninin metilasyonuna bakilmistir. 18 yetiskin
hastanin % 50’sinde, 10 ¢ocuk hastanin % 30’unda P15 geni metile bulunmustur (Ekmek¢i ve
ark.,2004). DNA metilasyonu ve posttranslasyonel histon modifikasyonlar1 gibi DNA dizisini
degistirmeyip gen ekspresyonunu kontrol eden mekanizmalar losemilerin tedavisinde farmakolojik
olarak hedeflenmektedir.

Glukokortikoidler (dekzamethazon, metilprednizolon gibi), eklem iltihab1 gibi atesli hastaliklar,
astim, dermatitis ve otoimmun hastaliklarin tedavisinde ¢ok Onemli bir yere sahiptir. Dahasi
glukokortikoidler kanser tedavisinde de yaygin olarak kullanilmaktadir. Apoptozisi indiiklemeleriyle
16semi, lenfoma ve Multiple Myeloma(MM) gibi bir¢ok hematolojik hastaligin tedavisinde anahtar rol
oynamaktadirlar (Sionov ve ark.,2008). Glukokortikoid yapidaki Metilprednizolon 1960’larin
baslarinda c¢ocukluk c¢ag1 losemilerinde, hastaligin gerilemesini saglamak i¢in kullanilmaya
baglanmistir. Daha sonra glukokortikoidlerin etkili bir sekilde lenfoid hiicreleri o6ldiirdiigiiniin
bulunmasiyla, glukokortikoidler lenfoid hastaliklarda uygulanan tiim kemoterapi protokollerine
katilmistir.  Cesitli  hiicre serilerinde in vitro yapilan ¢aligmalarda, glukokortikoidlerin
uzaklastirilmasindan sonra hiicre dongiisiiniin senkronize sekilde ilerledigi gosterilmis, buna bagl
olarak glukokortikoidlerin antiproliferatif etkisinin, hiicre dongisiiniin ilerleyiginde tersinir G1-
blokajina aracilik edebilecegi bildirilmistir (Mattern,2007). Metilprednizolon (MP) ¢ekirdek hormon
reseptOr ailesine ait ¢inko parmak iiyelerine baglanarak iglev goren, vitamin D3 ve retinoik asiti
kapsayan steroid hormon ailesinin bir {iyesidir. Bu reseptdr proteinleri hedef genlerin promotor
bolgelerindeki spesifik DNA tamima dizilerine baglanir ve bu sayede transkripsiyonel degisiklige
neden olur. Metilprednizolonun da dahil oldugu steroid hormonlar, spesifik glukokortikoid
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niikleozolde yer alan reseptorlerine baglanarak hiicreler iizerindeki etkilerine gostermektedirler. Bu
reseptorler steroidlerle birlestiginde, spesifik DNA bolgelerine baglanarak transkripsiyon faktorii
olarak islev gormektedirler (Uzunoglu ve ark.,1999). Metilprednizolonun, etkisini epigenetik diizeyde
DNA metilasyon paterni lizerinde degisiklik yaparak gosterdigi diisiiniilerek bu ¢alisma planlanmistir.
Literatlirde ilk kez MP uygulanan HL-60 hiicre serilerinde pl5, ER, CDX2 ve BCL-2 genlerinin
promotor metilasyon profili arastirilmistir. Yiiksek doz MP uygulanan hiicre serilerinde (in vitro)
ilacin etkisini, p15, CDX2, BCL-2 ve ER genlerinde promotor metilasyonu iizerinde gostermedigi ilk
kez belirlenmistir.

Gere¢ ve Yontem
HL-60 Hiicre Serisinde Metilprednizolon Doz Denemeleri

HL-60 hiicreleri %10 serum, %1 L-glutamin, %1 streptomisin-penisilin igeren RPMI 1640
besiyeri ortaminda ¢ogaltildilar. Biiyiimeleri igin gerekli olan 37°C sicaklik ve % 5 CO?2 igeren etiivde
inkiibe edildi. Calismada Prednol-L (Mustafa Nevzat) kullanildi. HL-60" hiicrelerine 5x10~ 10, 5x10°
* 10 dozlarinda MP uygulamas: yapildi. Bu doz araliklarinda ve 24. ve 48. saatlerde sitotoksite,
apoptozis ve farklilasma i¢in etken doz saptandi.

[3-(4,5-dimethyldiazol-2-yl)-2,5 diphenyl Tetrazolium Bromid] (MTT) Sitotoksisite Testi

Metilprednizolonun hiicreler {izerindeki sitotoksisite diizeylerini saptamak amaciyla MTT
yontemi kullanildi.

AKim Sitometri ile Apoptozis Tayini

Apoptozis tayini i¢in, hiicreler Annexin V ve propidyum iyodiir ile isaretlenerek Accuri C6 cihazi
ile akim sitometri analizi ile gergeklestirildi.

Akim Sitometri ile Farkhlasma Tayini

Hiicrelerin farklilagmasini saptamak amactyla da HL-60 hiicrelerine 6zgii CD13, CD33 pozitifligi
ve HLA-DR negatifligi ve olgun myeloid hiicre ylizey antijeni olan CD11b’nin Accuri C6 cihaz ile
akim sitometri analizi yapildi.

DNA izolasyonu

MP uygulanan ve MP uygulanmayan kontrol grubu HL-60 hiicrelerinden DNA izolasyonu,
Invitrogen PureLinkTM Genomic DNA Kits (Catalog nos. K1820-01, K1820-02, K1821-04) ile
yapildi. izole edilen DNA’larin saflik derecesi ve konsantrasyonu Biotek marka Epoch model
spektrofotmetre cihazi ile tayin edildi.

Metilasyon Spesifik Polimeraz Zincir Reaksiyonu (MSP)

HL-60 hiicrelerinden izole edilen DNA’larin modifikasyonu CpGenomeTM DNA Modifikasyon
Kiti (S7820) kullanilarak modifiye edilerek gerceklestirildi. Modifiye edilen DNA’lardan p15, ER,
CDX2 ve BCL-2 genlerine uygun primerler kullanilarak metilasyon spesifik PCR analizi
gerceklestirildi. Primer dizaynlart PERLPRIMER primer dizileme programu ile kullanilarak yapildi.

istatistiksel Analiz

Farkli dozlarda MP uygulanan HL-60 hiicrelerinin MP uygulanmayan kontrol grubuna goére 24.
ve 48. saatteki dozlara gore degisen canlilik oranlar1 karsilastirilarak istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik olup olmadigi Chi-Square testi ile analiz edildi.
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Sonu¢

MTT Analizi

MTT analizi sonuglarina gore canlilik hem 24. Saate hem 48.saatte doz arttik¢a azalmaktadir
(Cizelge 1). MTT analizi sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildiginde, 24. ve 48. Saatlerde doz
arttik¢a canlilik anlamli olarak azalmaktadir (p<0.001). Tiim dozlarda 48., saatte, 24. saate gore
canlilik anlamli olarak azalmaktadir (p<0.001). Canliligm en ¢ok azaldigi doz 48. Saatte 5x10° M
olarak belirlendi (Cizelge 2).

Cizelge 1. MTT analizine gore hiicrelerin farkli dozlarda, 24. ve 48. saatlerdeki canlilik yiizdeleri

Zaman 5x107 103 5x10™ 10*
24.saat % 35.2 % 69.4 % 81.7 % 80.9
48.saat % 7,5 % 35.8 % 94.3 % 80.3

Cizelge 2. MP 'nin saatlere ve dozlara bagimli olarak sitotoksiteye olan etkisinin ¢izgi grafigi ile gosterimi

Canlilik % Canliigin MP Dozlarina ve Saatlere Gére Degisimi

Akim Sitometri ile Apoptozis Analizi

Hiicrelere uygulanan tiim dozlarin 24. ve 48. Saatteki apoptotik etkilerini arastirmak amaciyla her
doz i¢in 6rnek almmustir. Sonuglara gore, yiiksek doz olarak belirlenen 5x10° M doz erken apoptozis
ve geg apoptozise neden olmaktadir. Uygulanan doz diistiik¢e geg apoptozise giren hiicre sayist da
dogru orantili olarak azalmaktadir.

Akim sitometri ile yiiksek doz MP’nin literatiirle uyumlu olarak apoptozis ve farklilagmaya neden
oldugu belirlendi.
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Sekil 1. A.5x107° M MP uygulanan hiicre populasyonunun Anneksin V ve Pl ile isaretlenmis Hiicre Populasyonunun
Dagilimi. B. MP uygulanmayan kontrol hiicre popiilasyonu
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Akim Sitometri fle Farkhlasma Analizi

HL-60 hiicrelerinin farklilagip farklilasmadigini belirlemek i¢in CD13, CD33, HLA-DR ve
CD11b antikorlar ile igaretleme yapilmistir. HL-60 hiicreleri normal sartlarda CD13 ve CD33
antijenlerini eksprese etmektedir. Bu hiicreler granulosit farklilagma belirteci olan CD11b ‘den
yoksundurlar. Bununla birlikte, insan 16kosit antijeni olan HLA-DR’yi ise eksprese etmemektedirler.
HL-60 hiicreleri farklilagtiginda CD13 ve CD33 antijen oraninda azalma, CD11b oraninda ise artma
beklenmektedir. HLA-DR bakimindan yoksun olan HL-60 hiicrelerinin farklilagtiklarinda bu l6kosit
antijenini eksprese etmeleri gerekmektedir. Bu verilere dayanarak HL-60 hiicrelerinde 24. Saat ve 48.
Saatlerde her dozdan 6rnek alinarak CD33, CD13, CD11b ve HLA-DR antikorlar ile igaretleme
yapildi. 5x10-3 M olarak belirlenen yiiksek dozda kontrol grubuna gore hiicrelerde anlamli bir
farklilasma saptandi. CD33 ve CD13 oraninda azalma, CD11b oraninda ve HLA-DR pozitifliginde
artis saptandi.
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Sekil 2. Metilprednizolon uygulanan hiicrelerin CD13 antikoru ile akim sitometri analiz sonuglart
A. HL-60 Kontrol Grubunun CD13 antikoru ile isaretlendigi populasyon. B. 5x107° M MP uygulanan HL-60 hiicrelerinin
CD13 antikoru ile isaretlendigi populasyon
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Sekil 3. Metilprednizolon uygulanan hiicrelerin CD33 antikoru ile akim sitometri analiz sonuglar
A. HL-60 Kontrol Grubunun CD33 antikoru ile isaretlendigi populasyon. B. 5x10° M MP uygulanan HL-60 hiicrelerinin
CD33 antikoru ile isaretlendigi populasyon
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Sekil 4. Metilprednizolon uygulanan hiicrelerin CD11b antikoru ile akim sitometri analiz sonuglart
A. HL-60 Kontrol Grubunun CD11b antikoru ile isaretlendigi populasyon. B. 5x107° M MP uygulanan HL-60 hiicrelerinin
CD11b antikoru ile isaretlendigi populasyon
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Sekil 5. Metilprednizolon uygulanan hiicrelerin HLA-DR antikoru ile akim sitometri analiz sonuglar
A. HL-60 Kontrol Grubunun(MP uygulanmayan) HLA-DR antikoru ile isaretlendigi populasyon. B. 5x107° M MP uygulanan
HL-60 hiicrelerinin HLA-DR antikoru ile isaretlendigi populasyon

Apoptozis ve farklilasma igin de etken doz 5x10° M olarak belirlendi. 48. saatte, 24.saate gore
daha yiiksek oranda apoptozis ve farklilagma saptandi. Farklilagma analizinde etken dozda, kontrol
grubuna gore HL-60 yiizey antijenleri olan CD13, CD33 antikorlarinda azalma saptanirken farklilagma
belirteci CD11b antikorunda artig saptanmustir.

Metilasyon Spesifik PCR Sonuglari

Kontrol grubu hiicrelerinin ve etken doz 5x10° M MP uygulanan hiicrelerin DNA’lar1 bisiilfit ile
muamele edildikten sonra yapilan MSPCR sonucunda, HL-60 hiicrelerinin kontrol grubunda ER ve
CDX2 genleri metileyken, pl5 ve BCL-2 genlerinin metile olmadigi saptandi. MP uygulanan
hiicrelerde de ayni sekilde ER ve CDX2 genleri metileyken, p15, ve BCL-2 genlerinin metile olmadig1
saptandi (Sekil 6).
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Sekil 6. MSPCR sonucu elde edilen iiriinlerinin %2 lik jelde goriintiilenmesi

TARTISMA

DNA metilasyonu sadece loseminin gelisgim siirecinde degil, hastaligin1 gelisiminde ve
tekrarlamasinda da 6nemli etkiye sahip olmaktadir. DNA metilasyonu ve posttranslasyonel histon
modifikasyonlar1 gibi DNA dizisini degistirmeyip gen ekspresyonunu kontrol eden mekanizmalar
l6semilerin tedavisinde farmakolojik olarak hedeflenmektedir. DNA metiltransferaz veya histon
deasetilaz inhibitorleri gibi ilaglar bu mekanizmalar1 degistirerek normal gen fonksiyonunu tekrar
yerine getirmektedir (Blum ve Marcucci,2005). 1970’lerin basindan beri, Prednizolon (PRD) ve
Dekzamethazon (Dex) lizerine yapilan birgok deneysel ¢alisma sonucunda, fare myeloid hiicrelerini
makrofaj ve graniilositlere farklilastiran en etkili ajanlarin Prednizolon ve Dekzamethazon oldugu
bulunmustur. Metilprednizolonun (MP) farklilasmay1 ve/veya apoptozisi indiikleyici etkisini
arastirmak amactyla insan primer AML hiicreleri ve HL-60, NB4, U-937 gibi myeloid 16semi hiicre
hatlar1 {izerinde in vitro olarak da doz-bagimli ¢aligmalar yapilmistir. Uzunoglu ve ark., HL-60 hiicre
serisine MP uyguladiklari ¢alismada, toksik olmayan ve farklilasmaya neden olan dozu 10* M olarak
saptamislardir (Uzunoglu ve ark.,1999). Bizim calismamizda bu dozdan farkli olarak yiiksek doz
olarak belirlenen 5x10~ M dozda farklilasma saptanmustir. 10* M dozda farklilasma goriilmemektedir.
Bizim galigmamizda 48.saatte 5x10~° M dozda hiicrelerin apoptoza gittigi ve farklilastiklari saptanda.
Bu sonug, yiiksek doz MP’nin apoptoza ve farklilasmaya gotiirdiigii bilgisini dogruladi.
Metilprednizolonun etkisini, epigenetik yolaklardan biri olan DNA metilasyonu iizerinden gosterip
gostermedigini aragtirmak amaciyla, metilasyonun saptanmasinda kullanilan metilasyon spesifik PCR
yontemi uygulandi. Bu amagla apoptozis ve farklilasma igin anlamli doz olan 5x10° M uygulanan
hiicrelerden DNA izolasyonu yapildiktan sonra, bisiilfit modifikasyonu gergeklestirildi. Modifiye
edilen DNA’lar ile P15, CDX2, ER ve BCL-2 genlerinin metilasyon spesifik pcr’lart yapildi. MP
uygulanmayan kontrol grubu HL-60 hiicrelerinde P15 geni promotoru ve BCL-2 geni promotoru
literatiirde yapilan ¢alismalarla tutarli olarak metile bulunmamigtir (Paul et al.,2010, Wang et al.,
2011). ER geni promotoru ve CDX2 geni promotoru literatiirde yapilan ¢aligmalarla tutarli olarak
metile bulunmustur (Yao et al., 2009, Scholl et al., 2007). MP uygulanan hiicrelerde kontrol grubuna
gore metilasyon profilinde bir farklilik saptanmadi. Bu ¢alisma ile literatiirde ilk kez MP uygulanan
HL-60 hiicre serilerinde pl5, ER, CDX2 ve BCL-2 genlerinin promotor metilasyon profili
arastirilmigtir.

Calismamizda yiiksek doz MP uygulanan HL-60 AML hiicre serilerinde, MTT ve akim sitometri
analizleri sonucu ilacin canlili§i anlamli derecede azalttig1 saptandi. Akim sitometri ile yiiksek doz
MP’nin literatiirle uyumlu olarak apoptozis ve farklilagmaya neden oldugu belirlendi. HL-60 myeloid
blastik hiicrelerde diferansiyasyon i¢in in vitro etkin MP dozu, yapilan ¢alisma sonrasi hastalara
uygulanan doz ile uyumlu olarak 5x10-3 M olarak belirlendi. Yiiksek doz MP uygulanan
hiicrelerde(in vitro) ilacin etkisini, pl5, CDX2, BCL-2 ve ER genlerinde promotor metilasyonu
izerinde gostermedigi ilk kez belirlendi.
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