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OZET

Amacg: Bu calismamin amaci noroblastomada yeni sagaltimlarin gelistirilmesi ya da
uygulanan stratejilerin daha etkin kiinmasi icin in vitro bir kanser sagaltim modeli
olusturmaktir.

Yontem: Kelly ve SHSY5Y hicreleri; RPMI 1640 ve DMEM kiiltur ortaminda uretilmistir.
Sagaltim modellerinin deneysel tasariminda; TPOG-NBL 2003 Protokolii ve apoptozu farkli
yolaklardan uyardig bilinen kimyasallar kullanilmistir. Anti kanser maddelerin sitotoksisite
etkileri XTT testi ile degerlendirilmistir. Apoptotik hiicre 6limii; Hoechst 33342 / Propidyum
iyodid ile; molekiiler diizeyde “TUNEL” teknigi kullanilarak; erken safhalari “Annexin V”
isaretlemesi ve fliioresan mikroskobu ile degerlendirilmistir.

Bulgular: SHSY5Y hiicrelerinin, n-myc sunumu nedeniyle kotu klinik gidis beklenen Kelly
hiicrelerine gére VCR ve CARBO'ya daha az duyarli oldugu, buna karsin DOX, ETOP ve CIS'e karsi
daha duyarli olduklar gosterilmistir. Apoptoz yolagindaki etkileri tanimlanmis kimyasallardan
DEX, ETOP, CAMP, ACD ve CYH' e kars1 SHSY5Y hiicreleri daha duyarli bulunmustur.

Sonug: Kullanilan ilag ve kimyasallara genetik 6zellikleri degisik hiicrelerin tepkisi, farkli
bulunmustur. Bu ilac ve kimyasallarin etki yolaklari ve hiicrelerin genetik ozelliklerini arastiran
calismalar daha etkin ve kisiye 6zel sagaltimlarin gerceklesmesini saglayabilir. Translasyonel
calismalar icin klinikte kullanilan sagaltimlarin in vitro modellerinin olusturulmasi cok Gnemli
katkilar sunabilir.

Anahtar Sozciikler: Noroblastoma, in vitro sagaltim modeli, translasyonel calismalar.

ABSTRACT

Objective: The aim of this study is to create an in vitro cancer therapy model of
neuroblastoma for more effective applications or for developing new therapies.

Method: Kelly and SHSY5Y cells were grown using RPMI 1640 and DMEM. In therapy model
design, TPOG- NBL 2003 Protocol and chemicals, those which are known to induce the apoptosis
in different pathways, were used. Cytotoxic effects of anticancer substances were evaluated by
XTT test. Apoptotic cellular death was evaluated by Hoechst 33342 / propidium iodide and by
“in situ TdT-mediated dUTP nick end labeling technique” technic (TUNEL), while early stage of
apoptosis was evaluated by Annexin V labeling using fluorescent microscope.

Results: SHSY5Y cells were found to be less susceptible to VCR and CARBO than Kelly cells,
which were expected to show a poor clinical progress due to their NMYC expression, but more
susceptible to DOX, ETOP and CIS. SHSY5Y cells were more susceptible to ACD, DEX, ETOP, CAMP,
and CYH; which are chemicals with known effects on the apoptotic pathway.

Conclusion: The reactions of cells having genetically different characterizations against
drugs and chemicals are different. Future studies concerning the efficacy of these drugs and
chemicals and genetic properties of cells might help to develop more effective and personalized
therapies. Creating in vitro models for translational studies on clinical therapies could be a great
importance.

Key Words: Neuroblastoma, in vitro therapy model, translational research.
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GiRIiS

Klinik calismalarda yapilan deneylerde yeni
sagaltim stratejileri icin genellikle deney hayvan-
larn sikbikla da fareler kullamlmakta ancak tir
0zgiinliigli nedeniyle bu calismalarda elde edilen ve-
riler tartisilmaktadir. Bu acidan insan sagligini ilgi-
lendiren temel bilim ve hastaliklarda cogu karmasik
sorunun en iyi adresi insan hiicreleridir. Yeni gelisen
teknolojiler metabolik yolaklarin hizlica izlene-
bilmesine olanak tammaktadir. insan hiicresinin
temel yasam sureclerinde, yapisal modulasyonlan
saglayan ve etkin olan proteinleri saptama olanagi
vermektedir. Gelisimsel biyoloji ve hastaliklarda cok
sayida karmasik yolak, hiicresel ve molekiler
baglamda 6zgiindiir. Ornegin tiimér gelisimi,
hiicrenin tipine ozgiin olarak farkli sekilde diizen-
lenir (1-3).

Var olan yasalar yeni sagaltici etkenlerin, klinige
ilac olarak gelene kadar agir sitotoksik testlerden
gecmesini ongormektedir. Hayvan deneyleri yerine
hiicre kultur tekniklerinin gelistirilmesi birincil
arastirmalara daha fazla sans taninmasina yol
acmistir. in vitro bir sitotoksisite, in vivo toksisite ile
dogrudan baglantili olmasa da bilesigin icerigi ile
ilgili bir fikir vermekte, secici bir model olustur-
maktadir (4-7). Sitotoksisite deneyleri, calismalarda
kullanilan maddeler ile ilgili elde edilen bilgilere
dayanmaktadir. Hiicrenin cogalmasi (*H timidin
baglanmasi), hiicre metabolizmasi (boyanin
indirgenmesi), hiicre canliigi (boya bozulmasi,
hiicre sayimlar) gibi bircok parametre arastirila-
bilmektedir (8).

Doku kultur teknikleri, tip ve endustrinin
alisilagelmis uygulama alanlarindan biridir ve uzun
zamandir kullanilmaktadir. Ancak gelisen teknoloji,
hiicre temelli yontemlerin gelisimi, “omic” tekno-
lojileri ile olas tanisal ve sagaltim hedeflerinin aras-
tinlmasi, yeni ila¢ arastirmalar ve kinetikleri icin
hastalik ve sagaltim modellerinin in vitro ortamda
olusturulmasi; onemini daha da arttirmaktadir. Doku
kultur teknikleri hiicresel aktivitenin izlenmesinde
Uistinligli olan bir tekniktir. Ancak bu ydntemin
sinirliliklar da onemle vurgulanmalidir (8).
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Gerek etik gerekceler gerekse teknolojinin
getirdigi uygulanabilirlik ve hiz; klinik calismalarda
yeni bir kavrami tanmimlamistir. Translasyonel
calismalar olarak adlandirilan bu sistemde, her
klinik kendi hasta grubu ve sagaltim sorunlarini, yine
kendi grubu icinde olusacak deneysel modellere
aktararak cozmeye calismakta ve laboratuvar
calismalaninin sonuclan hizlica klinik uygulamalara
aktarlabilmektedir. Bu gerceklik icinde; klinige
uygulanabilir deney modelleri sunmak onemli bir
calisma alani olarak tanimlanmaktadir.

GEREC VE YONTEM

Kelly; Human neuroblastoma (Nmyc+, : N myc in
der (17) hsr x100 kez cogaltilmis) ve SHSY5Y; (Human
neuroblastoma ( Nmyc -,SK N SN noroepitelyoma
hiicre hatlarindan elde edilmis, metastatik noroblas-
toma) hicre soylar1 (DSMZ, Germany) RPMI 1640,
%10 FCS ve DMEM, %15 FCS kiiltiir ortaminda, 37°C'de
% 5 CO,'li nemlendirilmis ortamda Uretilmistir.

islem Basamaklar

Noroblastoma hiicre dizilerinde, sagaltim
modellerinin deneysel tasariminda; Turk Pediatrik
Onkoloji Grubu'nun “No6roblastoma Sagaltim
Protokolu” (TPOG-NBL 2003; Koordinatorler, Dr. Nur
Olgun, Dr. Savas Kansoy, Dr. Serap Aksoylar, Dr.
Kamer Uysal) temel alinarak in vitro ortama
uyarlanmistir (9). Bu amacla; Vinkristin (Vincrisrine-
VCR Mayne Pharma Pty Ltd.Victoria, Avutralya)
[30.00-0.23 nM], Etoposit (Etoposide-ETOP EBEWE
Pharma Ges. m.b. H. N AUSTRIA) [17.20.13 pM],
Sisplatin (Cisplatin-CIS David Bull Laboratories,
Victoria, Avustralya) [160-1.25 pM], Doksorubisin
(Doxorubicin-DOXO Pharmacia Upjohn, Milano,
italya) [6.00-0.125nM], Karboplatin (Carboplatin -
CARBO David Bull Laboratories, Victoria, Avustralya)
[16.00-0.125 nM]; konsantrasyon araliklarinda, sekiz
farkli konsantrasyonda uygulanarak her deney
ortaminda tiim yogunluklar en az iicer kez
yinelenmistir. Her bir yogunluk icin en az ug farkl
deney ortaminda testler yinelenmistir. Apoptozu
farkli mekanizmalarla uyardig1 bilinen kimyasal-
lardan (Alexis Ldt, Nottingham, UK); Aktinomisin-D
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(ACD-Actinomycin D) [100- 0.05uM], Kamptotesin
(CAMP-Camptothecin) [20- 0.03 pM], Siklohekzimit
(CYH-Cycloheximide) [1.00mM-0.4 pM], Deksame-
tazon (DEX-Dexamethasone) [1000.05 pM], Etoposit
(ETOP-Etoposide) [4000.2 pM]; yogunluk aralikla-
rinda, sekiz farkli konsantrasyonda uygulanmistir.
Her deney ortaminda tiim yogunluklar en az licer kez
yinelenmistir ve her bir yogunluk icin en az (¢ farkli
deney ortaminda testler yinelenmistir.

Hiicre Oliimiinii Degerlendiren Yontemler

Antikanser maddelerin sitotoksisite etkileri
sodyum 3'-[1-(fenilaminokarbonil)-3,4-tetrazolyum]
-bis(4-metoksi-6-nitro) benzen sulfonik asid hidrat
(XTT) testi ile degerlendirilmistir. XTT hiicre lireme
kiti Il isaretleme ayraci, (1mg/ml ,RPMI 1640 icinde
(fenol kirnzis1 eklenmemis), steril) ve elektron-
ciftleme ayraci taze olarak hazirlanmistir (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany). Hicre
kiltirleri 37°C ve % 5 CO,'li ortamda 24 ila 48 saat
tutulmus; XTT isaretleme karisimindan 50pl
eklenerek 18 saat inkubasyon surdurulmustir.
Spektrofotometrik optik yogunluk daha once
tanimlandig1 gibi Glculmistiir. Apoptotik hiicre
olumu; Hoechst 33342 / Propidyum iyodid cekirdek
boyamasi ve fllioresan mikroskobu kullanarak
morfolojik olarak degerlendirilmistir. Hiicre olu-
miiniin degerlendirilmesi ve niceliksel durumunun
ortaya konmasi, klasik morfolojik olcitler ve bun-
larla birlikte islevsel yasamsal boyalar kullanilarak
gerceklestirmistir. Hoechst 33342 (bisbenzimide H
33342, Sigma), cift sarmalli DNA'nin AT'den zengin
bolgelerine 6zgii bir boyadir. Bu yontem, canli, olu
ve apoptotik hiicrelerin hiicre zarlarinin iki DNA bo-
yasi; propidyum iyodid (Sigma) ve Hoechst 33342'e
gecirgenliklerinin arasindaki farkliliklara dayanir.
Hiicreler oda sicakliginda 20 dakikada fosfat tuzlu
solusyon (phosphate buffer saline-PBS) icindeki % 1-
3luk formaldehit icinde tespit edilmis, tespit
cozeltisi cekilerek, soguk % 100 metanol eklenerek
20 dakika oda sicakliginda birakilmistir. Metanol
cekilerek, PBS ile 3 kez yikanan hiicreler 37°C'de 15
dakika Hoechst 33342 boyasinda tutulmus (5 g/mL
PBS), lUc kez PBS ile yikanarak Propidium iodide
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(50g/mL PBS) eklenmistir. Hicreler Olympus BHZ,
floresan 151k kaynaginda, eksitasyon dalga boyu 330
nm ve engel filtresi 420 nm olan RFCA mikroskopu
(Japan) ile degerlendirilmistir. Apoptozun, tek bir
hiicrede molekiiler diizeyde olciilmesi amaciyla “in
situ TdT-mediated dUTP nick end labeling
technique” (TUNEL teknigi) kullanmilmistir. Metanol-
de % 3 H,0, ve % 4 paraformaldehit, tespit edilen hiic-
reler, % 0,1 sodyum sitrat icinde % 0,1 Triton X100,
gecirgenlestirmis, nemlendirilmis ortamda (portatif
inkubator, Milipore Corporation Bredford, Massachu-
setts, USA), in situ cell death detection kit (Roche
Applied Science) ile isaretlenerek, eksitasyon dalga
boyu 450500 nm ve tarama dalga boyu 515565 nm ol-
mak Uzere floresan mikroskopunda (Olympus BHZ,
RFCA Japan) degerlendirilmistir. Apoptozun erken
safhalarn “Annexin V” isaretlemesi kullanilarak de-
gerlendirilmistir. Apoptozun erken déneminde degi-
siklikler hiicrenin yuzeyinde olusmaktadir. Plazma
zarindaki degisikliklerden biri plazma zarinin ic
boluminden disina fosfatidilserinin (FS) translo-
kasyonudur. Boylece FS, hiicrenin dis yuzeyinde ser-
gilenir hale gelir. “Annexin V”, Ca’"a bagimli bir fos-
folipit baglayan protein olup, FS'ye karsi yiiksek ilgi
gosterir. Boylece bu protein, FS'nin hiicre yiizeyin-
deki varligim gostermekte duyarli bir prop olarak
kullanmili. Metanolde % 3 H,0, ve % 4 parafor-
maldehit, tespit edilen hiicreler, % 0.1 sodyum sitrat
icinde % 0.1 Triton X100, gecirgenlestirilmis, nem-
lendirilmis ortamda (portatif inkiubator, Cat No.
XX63 000 000 Milipore Corporation Bredford, Mas-
sachusetts, USA), Annexin-V-Fluorescein ve Propi-
diyum iyodid (Roche Diagnostics GmbH, Germany)
ile isaretlenerek eksitasyon dalga boyu 450500 nm ve
tarama dalga boyu 515565 nm olmak iizere floresan
mikroskopunda (Olympus BHZ, RFCA Japan)
sayilmistir.

istatistik

Sitotoksik deneylerde ilaclarin sekiz ayn
yogunlukta etkileri, kontrol hiicreleri ile karsilas-
tinlmistir. Her deney degiskeni icin en az sekiz
kuyucuk kullanilmis ve Uc farkli ginde deneyler tek-
rarlanarak ortalama sonuclar kullamlmistir. Apop-
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totik yontemlerde, her deney degiskeni icin li¢ farkli
kuyucuk ve ¢ ayn glinde yapilan deneylerin
ortalamas1 kullamlmistir. Farkli gruplar arasindaki
anlamlilik icin ornek sayis1 otuzdan kiicik olan
deneylerde Mann-Whitney U; ornek sayisi otuzdan
fazla olan deneylerde Student's t testi (p<0,05)
yapilmistir.

BULGULAR

Antikanser Maddelerin Neden Oldugu
Apoptozun Morfolojik Ozellikleri

Canli hicreler, Hoechst 33342 ve Propidium lodid
(HOE/PI) ile boyandiklarinda, cekirdekleri olagan,
mavi/yesil soluk boya almis diizenli kromatin yapi-
lar1 olan bir morfoloji sergilerler (Sekil 1A). Apop-
totik siirecin erken evresindeki hiicrelerin cekirdek
ve sitoplazma zarlar saglamdir. Ancak cekirdek icin-
de kromatin yogunlasmasi gozlenir. Hiicreler apop-
tozun gec evrelerinde (Sekil 1B), sitoplazmik bir zar
ile cevrilmis kiicuk cekirdeksel yapilar olarak tanim-
lanan cekirdeksel parcalanmalar gosterirler. Anti
kanser ilaclarla 24 saat suresince bekletilen norob-
lastoma hiicrelerinde, morfolojik degisimler gozle-
nir (Sekil 1C). Nekrotik hiicreler; canli hiicrelere
karsin daha kiiclik bir sitoplazma; tamamen saglam
bir cekirdek ile hasarli bir sitoplazma zan olarak
belirgin bir hiicre morfolojisi sergilerler (Sekil 1D).

iN VITRO NOROBLASTOMA SAGALTIM MODELI

Apoptozun erken doneminde plazma zarindaki
degisikliklerdinden biri, plazma zarinin i¢ bolimiin-
den disina fosfatidilserinin (FS) translokasyonudur.
Boylece FS, hiicrenin dis ylizeyinde sergilenir hale
gelir ve isaretleyici annexin V nedeniyle dis yiize-
yinde yesil fluoresans verirler. Apoptoza girmeyen
hiicreler yalmizca ikinci boyama ile belirlenir ve Pl
nedeniyle kirmizi fluoresans verirler (Sekil 2A).
Apoptozun erken doneminde olup etkilenen hiicreler
yesil fluoresans vermektedirler (Sekil 2B). Apoptoz
ile uyanlmis hicrelerde, kirilan DNA dizilerine isa-
retli nikleotidlerin in situ yerlestirilmesi sonucu ye-
sil flioresans verirlerken apoptoza girmeyen hiicre-
ler icin ikinci bir boyama Pl ile yapilmistir ve kirnizi
flioresans verirler (Sekil 2C). TUNEL pozitif apop-
totik hiicreler yesil fluoresans ile gorulmektedirler
(Sekil 2D).

Noroblastoma Sagaltiminda Yaygin Olarak
Kullanilan ilaglarin SHSY5Y Ve Kelly Hiicre Hatla-
rinda in Vitro Hiicre Oliimii Uzerine Etkileri

Tirk Pediatrik Onkoloji Grubu (TPOG) 2003
noroblastoma protokoliinde yer alan ve bu hastaligin
sagaltiminda temel olarak kullanilan antikanser
ilaclar etoposit (ETOP-EBEWE), vinkristin (VCR),
karboplatin (CARBO), doksorubisin (DOX0) ve
sisplatinin (CIS) farkli dozlan in vitro olarak hiicre
hatlarina uygulanmis ve doz-yanit egrileri cizilmistir.

Sekil 1. Neuroblastoma hiicrelerinde goriilen
morfolojik degisimler.

Hiicre morfolojilerindeki ozellikler;

(A): gec evre apoptotik hiicre;

(B): erken evre apoptotik hiicre;

(C): normal yasayan hiicre;

(D): gec evre nekrotik hiicre olarak
tamimlanmistir (x40 biyiitme). Neuroblastoma
hiicreleri % 5 temel besleyici ortamda (C); 6
saat antikanser madde ile (B); 24 saat
antikanser madde ile (A); 48 saat antikanser
madde ile (D) tutulan hicreler sabitlenip
Hoechst 33342 ve Pl ile boyanmistir
(yontemlerde ayrintili olarak tanimlanmistir).
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Sekil 2. Noroblastoma hiicrelerinde
Etoposit'in neden oldugu apoptozun
morfolojik 6zellikleri.

10 pM etoposit ile uyarilan noroblastoma
hiicreleri 4 saat sonra Annexin V ile boyanmis
ve 24 saat sonra TUNEL yontemi ile
degerlendirilmistir.

Beyaz ok apoptotik; koseli ok normal hiicreleri
sergiler.

A) kontrol,

B) Annexin V ve PI ile boyali etkilenmis
hiicreler,

C) TUNEL ve Pl ile boyanmis etkilenmis
hiicreler,

D) Yalmzca TUNEL ile boyanmis etkilenmis
hucreleri gostermektedir.

SHSY5Y hucrelerinin artisi;m % 50 durduran ilac
yogunluklart VCR, DOXO, CIS, ETOP, CARBO icin sira-
siyla; 1.62, 27.58,4160, 3900 ve 1.1 nM olarak sap-
tanmistir. Aym deney ortamlarinda Kelly hiicrele-
rinde sirasiyla 1.40, 28.57, 4600, 32000 ve 0.77 nM
olarak bulunmustur. Noroblastoma hiicrelerinin IC,,
dozlan Tablo 1'de gosterilmistir.

Apoptozu Farkli Mekanizmalarla Uyardigi
Bilinen Kimyasallarla Etkilenen Noroblastoma
Hiicrelerinin Doza Baglh Yasayabilirlikleri

Apoptoz Uizerine etki yollar1 tanimlanmis olan
kimyasallardan antienflamatuvar etkisi bilinen ve
glukokortikoid reseptorlerini etkinlestirerek apop-
toza yol acan deksametazon (DEX), Nukleik asid bas-
kilayic1 aktinomisin D (ACD), topoizomeraz 1 baski-
layict kamptotesin (CAMP), protein sentez baski-
layic1 siklohekzimit (CYH), topoizomeraz Il baski-
layic1 etoposit (ETOP); uygulanan SHSY5Y ve Kelly
hiicrelerinin doza bagl olarak artan hiicre 6lim ya-
nitlar olmustur. SHSY5Y hicrelerinin artisin1 % 50
durduran ila¢ yogunluklari DEX, ETOP, CAMP, CYH,
ACD icin siraswyla; 0.97, 4.9, 0.25, 2.90 ve 0.13 pM
olarak saptanmistir. Ayn1 deney ortamlarinda Kelly
hiicrelerinde sirasiyla 2.11, 29.4, 0.53, 9.68 ve 0.40
pM olarak bulunmustur.

Yuksek doz etkilerinde goze carpan onemli bir
ozellik de SHSY5Y ile Kelly hiicreleri arasindaki du-
yarlilik farkinin belirli bir dozdan sonra tersine degis-

mesi olmustur. ETOP icin 44 pM, CAMP icin 2.2 pM,
CYH icin 111 pM, ACD icin 3.7 uM ve DEX icin 11.1 pM
ve daha yiiksek yogunluklarda SHSY5Y hiicreleri,
Kelly hiicrelerinden hucresel olume daha direncli ve
bu degerlerden daha disiik dozlarda tersine SHSY5Y
hiicreleri Kelly hiicrelerinden daha duyarli bulun-
mustur. Bu durum, literaturdeki ve bizim calisma-
mizdaki apoptotik yamt dozlarinda da gozledigimiz
bir olgudur. ilgili kimyasallarin néroblastoma
hiicrelerindeki IC,, dozlar Tablo 2'de gosterilmistir.

Tablo 1. Sagaltim bilesenlerinin SHSY5Y ve Kelly hiicre-
lerinindeki I1C,, dozlan

Sagaltim bilesenlerinin SHSY5Y ve Kelly hiicrelerinin-
deki IC,, dozlar*

Etken Sitotoksik IC, dozlar (nM)
SHSY5Y Kelly
VCR 1.62 1.40
DOXO 27.58 28.57
CIS 4160 4600
ETOP (EBEWE) 3900 32000
CARBO 1.10 0.77

* Etkenlerin yogunluguna karsi yasayan hiicrelerin yiizdesi (%
yasayan hiicre) olarak grafiklenen her bir deger en az ii¢ 6l¢lim
sonucunda tlretilmistir. Kontrol hiicrelerine karsi, hiicresel
proliferasyonu % 50 durduran etken yogunlugu (nM) sitotoksik (IC,)
dozu olarak kaydedilmistir.
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Tablo 2. Apoptotik kimyasal bilesenlerin SHSY5Y ve Kelly
hiicrelerinindeki IC,, dozlan

Apoptotik kimyasal bilesenlerinin SHSY5Y ve Kelly
hiicrelerinindeki IC,, dozlar*

Etken Sitotoksik IC;, dozlar (uM)
SHSY5Y Kelly
DEX 0.97 2.11
ETOP 4.9 29.4
CAMP 0.25 0.53
CHY 2.90 9.68
ACD 0.13 0.40

* Etkenlerin yogunluguna karsi yasayan hiicrelerin yiizdesi (%
yasayan hiicre) olarak grafiklenen her bir deger en az li¢ 6lgim
sonucunda tlretilmistir. Kontrol hiicrelerine karsi, hicresel
proliferasyonu % 50 durduran etken yogunlugu (uM) sitotoksik (ICy,)
dozu olarak kaydedilmistir.

TARTISMA

Noroblastoma cocukluk c¢aginin en sik goriilen
ekstrakraniyal solid tumorudir. Noral krestten
kaynaklanan bu timorler biyolojik ve klinik olarak
farkli ozellik gostermektedirler. lyi prognostik
ozellik tasiyan grupta TrkA ekspresyonu, hiper-
diploidi, iyi histoloji gorlur; differansiyasyon ve
apoptoza yatkindir. Kotu prognostik 6zellik gosteren
grupta, MYCN amplifikasyonu, 1p delesyonu, TrkB
ekspresyonu egemendir; metastaz ve kotu prognoz
siklikla gozlenmektedir (10).

Noroblastoma, dogal olarak spontan regresyona
gidebilir. Bu surecte diferansiyasyon ve/veya
programlanmis hicre 6lim yolaklarinin roli olabile-
cegi tartisilmaktadir (11, 12). Ancak kanserlerde go-
rillen spontan regresyonlarin dogasi heniiz anlasi-
lamamistir. Buna karsin noroblastomada tanimla-
nan, bliyume faktorleri, retinoidler gibi mikrocevre
bilesenlerinin, hicre yiizey reseptorlerinin kompo-
zisyonunu degistirerek (Trk A,B,C) hiicrenin diferan-
siyasyon, apoptoz ya da proliferasyon yolaklarindan
birine gecisini duzenledikleri gosterilmistir (13).

Bulgularimiz, SHSY5Y hiicrelerinin, NMYC
sunumu nedeniyle kotu klinik gidis beklenen Kelly
hiicrelerine gore VCR ve CARBO' ya daha az duyarli
oldugunu, buna karsin DOX, ETOP ve CIS'e kars1 daha
duyarli olduklarini gostermistir. Apoptoz yolagindaki
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etkileri tanimlanmis kimyasallardan DEX, ETOP,
CAMP, ACD ve CYH'e kars1 SHSY5Y hicreleri daha
duyarli bulunmustur. Bu acidan sagaltima direncli
olgularda ozellikle ETOP ve CYH etkisinde gozlenen
farklilk acisinda onemli bir hedef olarak
gorilmektedir.

Kullanilan ila¢ ve kimyasallara, genetik ozel-
likleri farkli hiicrelerin tepkisi farkli bulunmustur. Bu
ila¢ ve kimyasallarin etki yolaklar1 ve hiicrelerin ge-
netik ozelliklerini arastiran calismalar daha etkin ve
kisiye 0Ozel sagaltimlarin gerceklesmesini sagla-
yabilir.

Noroblastoma sagaltim modelinde, apoptotik
yolak, etkili hedef molekiliin (gen/protein) saptan-
masi, etki mekanizmasinin aciklanmasi ve sagaltim-
sal yeni hedeflerin belirlenmesinde katki sagla-
yacaktir. Translasyonel calismalar icin klinikte kulla-
nilan sagaltimlarin in vitro modellerinin olustu-
rulmasi cok onemli katkilar saglayabilir. Bu sekilde
bilgiler klinikten laboratuvara ve yeniden klinige
daha etkin donebilir.
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