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OZET

Tuna S. Deksametazon ve meperidinin HL-60 akut promyelositik 16semi hiicre soyunda
vinorelbin sitotoksisitesi iizerine etkisi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii,
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali. Istanbul. 2009.

Akut 16semiler olgun hiicrelerin azalmasi ve lokosit prekiirsorlerinin (16semik
blastlar) birikimi ile karakterizedir. Vinorelbin tubuline baglanan yar1 sentetik vinka
alkaloiddir ve cesitli tiimor tiplerine kars1t antineoplastik aktiviteye sahiptir.
Deksametazon kemoterapi ile baglantili mide bulantis1 ve kusmanin Onlenmesinde
kullanilan glukokortikoid sinifindan bir ilactir. Glukokortikoidlerin hiicre kiiltiiriinde,
lenfoid hiicrelerde pro-apoptotik ve anti-proliferatif etkiye sahip oldugu gosterilmistir.
Meperidin, agr1 kesici olarak kullanilan sentetik opioiddir ve etkisini mu opioid
reseptorlere baglanarak gosterir. HL-60 hiicre soyunun mu opioid reseptorleri icerdigi
gosterilmistir.

Calismamizda; HL-60 akut promyelositik 16semi hiicre soyunda, vinorelbin
sitotoksisitesi lizerine deksametazon ve meperidinin etkilerinin hiicre kiiltiird,
immiinhistokimya, flow sitometri ve elektron mikroskopi yontemleriyle gosterilmesi
amaclanmustir.

Calismamizda vinorelbinin HL-60 hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigi ve
sentez fazindaki hiicre oranininda azalmaya neden oldugu belirlendi. Elektron
mikroskobik ve flow sitometrik inceleme ile vinorelbinin apoptotik hiicre oraninda
artisa neden oldugu gosterildi. Vinorelbinin bcl-2 aktivasyonunu inhibe ederek ve
kaspaz-3 aktivasyonu ile hiicreyi apoptozise gotiirdiigii saptandi. Deksametazon ve
meperidin hiicre proliferasyonunu durdurdu ve apoptozise neden oldu. Deksametazon
vinorelbin ile kombine edildiginde ilave bir etki saglamadi. Flow sitometrik analize
gore ise meperidinin vinorelbinin apoptotik etkisini 72. saatte arttirdiini saptandi.

Sonug olarak, vinorelbin akut promyelositik l6semi hiicrelerinde apoptozise
yonlendirir ve akut promyelositik 10semili hastalarin tedavisinde kullanilmas: yarar
saglayabilir. Ayrica meperidinin tedavide vinorelbin ile birlikte kullanimi yararh

olabilir.

Anahtar Kelimeler : Deksametazon, Meperidin, Vinorelbin, HL-60, Losemi

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: T-2201
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ABSTRACT

Tuna S. The effect of dexamethasone and meperidin on vinorelbine cytotoxicity in HL-
60 acute promyelocytic leukemia cell line. Istanbul University, Institute of Health
Science, Department of Histology and Embryology. Istanbul. 2009.

Acute leukemia is characterisized with decreasing mature cells and aggregation of
leucocyte precursors. Vinorelbine is a semisynthetic vinca alkaloid that binds to tubulin
an has antineoplastic activity towards various tumour types. Dexamethasone is a drug of
glucocorticoid class that is used to prevent nausea and vomiting that is caused by
chemotherapy. Glucocorticoids has pro-apoptotic and anti-proliferative effects on
lymphoid cells in cell culture was shown. Meperidine is a synthetic opioid used for pain
killer and shows its effect thereby binding to mu opioid receptors. HL-60 cell line has

mu opioid receptors was shown.

The aim of this study is to show the effects of dexamethasone and meperidine on
vinorelbine cytotoxycity at HL-60 acute promyelocytic leukemia cell line with cell
culture, immunohistochemistry, flow cytometry and electron microscopy.

In our study, we observed that vinorelbine inhibited HL-60 cell proliferation and
decreased the rate of synthase phase cells. Furthermore, by electron micreoscopy and
flow cytometry analyzes we found that vimorelbine increased the rate of apoptotic cells.
We detected that vinorelbine causes cell death by inhibiting bcl-2 and activating
caspase-3. Moreover dexamethasone and meperidine inhibited cell proliferation and
promoted apoptosis. When dexamethasone combined with vinorelbine no additional
effect was observed. However, according to flow cytometry analyzes, meperidine
increased the apoptotic effect of vinorelbine at 72th hour.

In conclusion, vinorelbine promotes apoptosis in acute promyelocytic leukemia cells
and may be beneficial in the treatment of acute promyelocytic leukemia patients.

Moreover using meperidine with vinorelbine in the treatment may be beneficial.

Key Words: Dexamethasone, Meperidin, Vinorelbine, HL-60, Leukemia

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. T-2201



1. GIRiS VE AMAC

Losemi, kemik iligindeki normal hiicreler yerine neoplastik hiicrelerin gecisi ile
karakterize edilen hematopoetik kok hiicrelerin kétii huylu olusumlaridir.  Akut
losemiler olgun hiicrelerin azalmasi ve l0kosit prekiirsorlerinin (16semik blastlar)
birikimi ile karakterizedir. Akut 160semide 10semik blastlarin birikimi, transforme olan
hiicrelerin  hizli  ¢ogalmasiyla birlikte islevsel olan son hiicreler yOniinde
olgunlasamamasina baghdir. Tedavide amag 16semik klon toplulugunun geride kalan az
sayidaki normal kok hiicresinin diizelmesine imkan verecek sekilde azaltilmasidir. Akut
myelositik 16semi (AML) cok agir bir hastaliktir. Yogun kemoterapi ile hastalarin
cogunda remisyon saglanabilmesine ragmen, bunlarin biiyiik kisminda hastalik tekrarlar

ve yalniz %10-15 inde uzun siireli hastaliksiz yasam beklenebilir (64).

Vinorelbin tubuline baglanan yar1 sentetik vinka alkaloiddir. Mitotik mikrotubul
polimerizasyonunu inhibe eder. Hiicre siklusunu G2/M gecisinde durdurur (13, 23, 28).
Vinorelbin, lenfoma, meme ve akciger kanseri gibi cesitli tiimor tiplerine karst 6nemli

antineoplastik aktiviteye sahiptir (47, 65).

Deksametazon klinikte damar gecirgenligini azaltmasi nedeniyle Odemlerin
tedavisinde kullanilan ve ayn1 zamanda antienflamatuar ve immiinosupresif etkileri olan
glukokortikoid smifindan bir ilagtir (45). Kemoterapi ile baglantili mide bulantis1 ve
kusmanin Onlenmesinde kullanilmaktadir (1, 74). Glukokortikoidler hiicre kiiltiiriinde,

lenfoid hiicrelerde pro-apoptotik ve anti-proliferatif etkiye sahiptir (36, 66, 67).

Meperidin agr kesici olarak kullanilan sentetik opioiddir (45). Opioid tiirlerinin
apoptozisi arttirdigina dair veriler bulunmaktadir (39, 83). Opioidler opioid
reseptorlerine baglanarak etkinliklerini gosterirler. HL-60 hiicre soyunun opioid
reseptorlerden mu opioid reseptor icerdigi gosterilmistir (53). Endojenik opioid
peptidler HL-60 hiicrelerinde Bcl-2 iizerinden apoptozisi indiiklerken yine HL-60 hiicre
soyunda codein ve codeinonun kaspaz 3 iizerinden apoptotik hiicre oliimiine neden
oldugu gosterilmistir (39, 51).

Mikrotubul polimerizasyon inhibitorii olan vinorelbin sitotoksisitesi iizerine,
hiicre kiiltiiriinde pro-apoptotik ve anti-proliferatif etkileri olan deksametazon ve mu
opioid reseptorler lizerinden etki ederek apoptozisi indiikleyen meperidin ilaclarinin

akut promyelositik 19semi {iizerine etkilerini belirten c¢alisma bulunmamaktadir.



Calismamizda, akut promyelositik 16semi hiicre soyu (HL-60) iizerine bu ilaglarin ayri
ve kombine kullanimda yarattiklar1 etkileri hiicre kiiltiirii, immiinhistokimya, flow
sitometrik analiz ve transmisyon elektron mikroskopi ile incelemeyi amacladik. Bu
calisma ile bu maddelerin ve kombinasyonlarinin HL-60 hiicre soyu iizerine etkinligi
aydinlatilarak klinikte akut promyelositik l0semili hastalarin tedavisine katki

saglanacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Hiicre ve Doku Kiiltiirii Hakkinda Genel Bilgiler

2.1.1. Hiicre Kiiltiirlerinin Temel Tip ve Kanser Arastirmalarinda Kullanim

Hiicre kiiltiirleri hiicrelerin tek hiicreyi dahi kapsayabilecek sekilde, doku olarak
diizenlenmeden in vitro ¢ogalmasidir. Organizmadan dogrudan dogruya alinan organ,
doku veya hiicrelerden {iiretilen kiiltiirlere primer kiiltiirler ad1 verilir. Primer kiiltiirler,
bulunduklar1 yerde ¢ogalip baska bir yere boliinerek aktarildiktan (hiicre pasaji) sonra
hiicre soyu (cell line) adin1 alirlar.

Primer hiicre kiiltiirlerinden veya hiicre soylarindan 6zel se¢cim veya klonlama
yontemi ile belirleyici baz1 6zellikleri olan hiicreler elde edilir. Bu hiicrelerin, kiiltiirde
yasamlar siiresince belirleyici 0zellikleri devam eder; hiicrelerin pasaj yapilmis olmasi,
onlarin belirleyici 6zelliklerini etkilemez.

Hiicre suglar1 ve hiicre soylar1 diploid veya heteroploid olabilirler, hiicrelerin
heteroploid oluslar1 onlarin habis hiicreler olduklari veya in vitro ¢ogalmalarinin sinirsiz
oldugu anlamina gelmez. Hiicre kiiltiirlerinde sinirsiz ¢cogalan hiicre soy veya suslari,
devamli hiicre soylar1 (established cell line) seklinde tanimlanarak, yasam siireleri sinirh
diploid veya heteroploid hiicre soylarindan ayrilirlar. Ug giin ara ile en az 70 defa pasaji
yapilabilen hiicre soylar1 “devamli hiicre soyu” olarak kabul edilmektedir.

Giintimiizde, hiicre kiiltiirleri esas olarak iki yolla iiretilmektedir: Tek tabaka
hiicre kiiltiirleri ve siispansiyon halinde hiicre kiiltiirleri. Tek tabaka hiicre kiiltiirleri,
cam veya plastik bir zemin lizerine tutunarak yasayan, islevlerini siirdiiren ve iireyen
hiicrelerdir. Siispansiyon halindeki hiicre kiiltiirlerinde, hiicreler hayatsal islev ve
tiremelerini silispansiyon halinde bulunduklar1 ortamda siirdiirebilir. Doku kiiltiirti
yontemleri kullanilarak, hiicre yapisi, fizyolojisi, patojen hiicre iliskileri, iyonlastirici
1s1nlarin hiicre diizeyinde incelenmesi ve ¢esitli radyobiyolojik problemlere bagli olarak
timor bilyimesinin agikliga kavusturulmasina calisilir. Hiicre kiiltiirlerinde, in vivo
sartlarda miimkiin olmayan, kisa zaman araliginda gergeklestirilmesi istenilen fiziksel

ve kimyasal etkiler incelenebilir (24).

2.1.2. Hiicre Siklusu
Hiicre siklusunun incelenmesi, hiicre kiiltiiriinde yapilan arastirmalarda onemli

yer tutar. Memeli hiicreleri mitoz boliinme ile ¢ogalirlar. Bir hiicre ikiye boliinerek, ana



hiicre ile ayn1 sayida ve Ozellikte kromozomlar: iceren iki yavru hiicre olusur. Yavru
hiicreler yeni nesillerdir ve siirekli boliinen hiicrelerde her mitoz béliinmeden sonra yeni
bir nesil olustugu i¢in bir hiicre yaslanmasi soz konusu degildir. Mitoz boliinme ile
olusan yavru hiicrelerin her biri belli bir zaman aralig1 sonunda ikinci bir mitoz boliinme
gecirirler ve bu olaylar pes pese siirer gider. Birbirini izleyen iki mitoz bdoliinme
esnasinda gegen siireye “hiicre siklusu — hiicre dongiisii” ad1 verilir.

Stirekli boliinen bir hiicre populasyonu, 151k mikroskobu ile incelenirse, hiicre
siklusu i¢inde yalnizca mitoz fazindaki hiicrelerin morfolojik acidan digerlerinden farkl
olduklar1 goriiliir. Boyle bir incelemeyi, doku kiiltiiriinde yetistirilen ve petri kutusunun
dibine yapismis hiicrelerde yaparsak, ana hiicrenin boliinmeye baslarken, bir yandan
kromozomlarinin goriiniir hale gectigini, diger yandan da petrinin dibine yapisma
derecesinin azaldigini ve yuvarlak sekil aldigin1 goriiriiz.

Daha sonra yuvarlaklagsan ana hiicre ikiye boliiniir ve boliinmeden hemen sonra
yavru hiicrelerin her biri tekrar cam yiizeye yayilarak yapisirlar. Biitiin bu olaylar yani
mitoz boliinme yaklasik 1 saatlik bir siire icinde tamamlanir. Bunun disindaki tim
hiicreler interfaz hiicreleridir ve 1s1k mikroskobunda bakildiginda ayni morfolojik
ozelliktedirler.

Hiicre boliinmeleri, birbirini pes pese izleyen olaylar olduklar1 ve her hiicre
neslinde tekrarlandiklar: i¢in, bir siklusun tamamlanmasi i¢in gecen siireye generasyon
stiresi, mitotik siklus veya hiicre siklusu ad1 verilir ve “Tc” sembolii ile ifade edilir.

1953 yilinda Howard ve Pelc tarafindan gelistirilen ve otoradyografi ad1 verilen
yontem ile, interfazdaki hiicrelerin fizyolojik a¢idan farkli davrandiklarinin ortaya

konmasi, hiicre biyolojisinde yeni bir ¢igirin acilmasina neden olmustur (61, 71).

2.1.3. Hiicre Siklusunun Kantitatif Analizi

Aym cins hiicrelerden olusan bir hiicre populasyonundaki biitiin hiicrelerin,
hiicre siklusu siireleri tam olarak ayni degildir. Bircok degisik ve karmasik faktorlere
bagl olarak, bu hiicrelerin hiicre siklusu siireleri arasinda biiyiik varyasyonlara rastlanir.
Bir hiicre populasyonundaki hiicrelerin hiicre sikluslar ile ilgili kantitatif verilerin elde

edilmesi amaci ile, basit olarak iki 6l¢iim yapilabilir.

Bunlardan birincisi, populasyondaki mitoz boliinme yapan hiicrelerin sayisinin
saptanmasi ve bu saymin tiim hiicrelere oraninin hesaplanmasidir. Bu degere “mitotik

indeks” (Mi) adi verilir. Eger bir populasyondaki hiicrelerin tiimiiniin boliindiigiinii,



hepsinin ayni hiicre siklusu siiresine sahip oldugunu ve biitiin hiicrelerin hiicre
siklusunun cesitli fazlarina homojen olarak dagildigini diisiiniirsek, mitotik indeks
degerinden, asagidaki esitligi ¢ikarabiliriz:

Mitotik Indeks (Mi) = Tw/Tc

Burada Ty mitoz fazinin siiresini, Tc ise, hiicre siklusunun toplam siiresini
belirlemektedir.

Bu konudaki ikinci basit Ol¢iim ise, isaretlenmis yani S fazindaki hiicreleri
sayarak bunlarin tiim hiicrelere oraninin saptanmasidir. Bu degere “Labeling Indeks”
(LI) ya da “isaretlenme indeksi” denir.

Labeling Indeks (LI) = Ts/Tc

Burada Tg, S fazinin siiresini, Tc¢ ise toplam hiicre siklusu siiresini
gostermektedir.

Uygulamada bu iki yontemle kiiciik miktarda ve tek bir 6rnekte mitotik indeks
ve labeling indeks saptanarak hiicre siklusuna kantitatif bir yaklagimda bulunmak
miimkiindiir. Bu olay 0zellikle insan dokular: ile yapilan ¢aligmalarda ¢ok Onemlidir

61, 71).

2.1.4. immiinhistokimya
Makromolekiiller arasindaki yiiksek afiniteli etkilesimler, immiinhistokimyanin

temelini olusturur.

Spesifik proteinlerin ve niikleik asitler ve polisakkaritler gibi bazi baska
makromolekiillerin yerlerinin arastirilmasinda en faydali yOntemin isaretlenmis
antikorlarin kullanildigt metot oldugu kanmitlanmistir. Bu test, antijenler ya da
immiinojenler gibi yabanci ajanlara karsi viicudun gosterdigi reaksiyon temeline
dayanir. Viicut, antijene spesifik olarak ve kuvvetle baglanan antikor adli proteinleri
tireterek cevap verir ve sonucta yabanci madde notralize edilir. Antikorlar; antijenle
kargilastiktan sonra plazma ve doku sivilarinda ortaya ¢ikan globulin grubu proteinlerdir
(immiinglobulinler). Antikor iiretimi, organizmayi yabanct mikroorganimalarin
istilasina karst korur ve viicudun kendisine ait olmayan bazi proteinleri ya da diger
yabanci maddeleri tanimasim ve ortadan kaldirmasimi saglar. Immiinhistokimya,
immiinoglobulinlerin maddelerle eslesme temeline dayanir ve antikorun biyolojik

aktivitesini kaybetmeden mikroskopta goriinmesini saglar.



Isaretlenmis immiinglobulinler spesifik olarak antijenlerine baglandiklar1 igin,
bu bilesikler spesifik antijenlerin doku orneklerindeki yerlerinin belirlenmesini saglar.
Belirli antijenler iceren doku kesiti, bu antijenlere karsi isaretlenmis antikorlar iceren bir
cozeltide inkiibe edildigi zaman, antikorlar spesifik olarak antijenlere baglanir, boylece

antijen-antikor komplekslerinin yerleri, 151k ya da elektron mikroskopta saptanabilir.
Antikorlarin isaretlenmesinde cogunlukla 3 yontem kullanilmaktadir.

- Fluoresan bir bilesikle eslesme: Fluoresan mikroskop kullanilarak
spesifik antijenlerin yerinin belirlenmesine olanak saglar.

- Bir enzimle eslesme: Geleneksel enzim sitokimyas: ile isaretlenmis
antikorun belirlenmesini saglar. En sik kullanilan enzim peroksidazdir ve 151k ya da
elektron mikroskopla belirlenebilir.

- Isik ve elektron mikroskoplarinda belirlenebilen elektron yayan renkli
bir bilesikle eslesme: Altin partikiilleri giiniimiizde en ¢ok kullanilan isaretleyicidir.

Antijenin konumunun belirlenmesi i¢in direkt ya da indirekt yontemler

bulunmaktadir.

a) Direkt Yontem: Antijen (x proteini) icerdigi diisiiniilen bir dokunun kesitleri
X’e karst isaretlenmis antikorla inkiibe edilir, antikor spesifik X’le birlesir. Antikorun

fazlas1 yikanir ve yukarida 6zetlenen yontemlere gore doku isleme tabi tutulur.

b) Indirekt Yontem: X proteinine (antijen) karsi antikorlar hayvanda (s6zgelimi
tavsanda) iiretilir. Keci ya da koyun gibi bir baska hayvanda antikor cevabini baslatma
yetenegine sahip tavsan immiinglobulinleri, anti-antikor olusturur. X proteini iceren bir
doku kesiti isaretlenmemis anti-X antikorlar1 ile inkiibe edilir. Yikamadan sonra
isaretlenmis tavsan anti-antikorlar1 eklenir ve X proteininin yeri isaretlemeye uygun
mikroskobik teknikle goriilebilir. Bu yontem, direkt yonteme gore daha duyarli ve daha

avantajhidir (43).

2.1.5. Bromodeoxyuridine (BrdU)

BrdU; DNA sentezini tayin etmek i¢in timidin protokoliine esdeger bir
alternatiftir. BrdU timidin analogudur ve DNA icine girer. Anti-BrdU monoklonal
antikor ile boyanarak sayim yapilabilir veya ELISA ile olgiilebilir (5). Proliferasyon
yapan hiicreler belirlenirken hizli uygulanabilir olma ve radyoaktif olmama gibi

avantajlar saglar (62).



2.2, Losemi ve Tipleri

Losemiler, kemik iliginin neoplastik hiicrelerle diffiiz replasmani ile karakterize
hematopoetik kok hiicrelerinin malign neoplazileridir. Cogu olguda 16semik hiicreler
kana dokiiliir ve kanda yiiksek sayilara ulasirlar. Bu hiicreler aym1 zamanda karaciger,
dalak, lenf diigiimleri ve viicuttaki diger dokular1 da infiltre ederler. Losemilerde
periferik kanda anormal hiicrelerin asir1 cogalmasi carpici bir bulgu olmasina ragmen

losemilerin temelde kemik iliginin bozukluklar: oldugu hatirlanmalhdir.

Geleneksel olarak, 16semiler tutulan hiicre tipi ve hiicrelerin olgunluk derecesine
gore smiflanir. Buna gore akut 16semilerde blast adi verilen olgunlagsmamis hiicreler
cogalir ve tedavi edilmediginde hizla oliime gotiiriir. Diger taraftan kronik 16semiler en
azindan baslangicta 1yi diferansiye olgun l6kositlerle karakterizedir ve oldukg¢a yavas
bir gidis gosterir. Akut ve kronik 16semilerin iki ana tipi vardir; lenfositik ve myelositik.

Boylece basit bir siniflamada dort ana 16semi tipi bulunacaktir:

1. Akut Lenfositik Losemi (ALL): En sik cocukluk ¢aginda goriilen 16semi tipidir. 65

yasin iizerindeki eriskinleri de etkilemektedir.

2. Kronik Lenfositik Losemi (KLL): Genellikle 55 yas ve iizeri eriskinleri etkiler.
Zaman zaman geng erigkinlerde de hastalik goriiliir. Cocukluk caginda neredeyse

hi¢ goriilmez.

3. Akut Myelositik Losemi (AML): Hem c¢ocuklar hem de eriskinlerde goriiliir. Bu
l6semi tipi bazen akut non-lenfositik 16semi (ANLL) olarak da adlandirilir. Yedi

farkli alt grubu (M1-M7) vardir.

4. Kronik Myelositik Losemi (KML): Cogunlukla eriskinlerde goriilmesine ragmen,
nadir olarak ¢ocuklar1 da etkiler (64).

2.3. Akut Losemiler

Tiim losemilerde oldugu gibi akut olanlarda kokenlerini hematopoetik kok
hiicrelerin degisiminden alirlar. Akut 16semiler olgun hiicrelerin azalmasi ve 16kosit
prekiirsorlerinin (16semik blastlar) birikimi ile karakterizedir. Morfolojik ve hiicre
kinetigi calismalar1 akut l0semilerde ldsemik kok hiicrelerde bir ayrimlasma
duraklamast oldugunu gostermistir. Bu hiicrelerde yenilenme siiresi kisalmis degil
uzamistir. Bu nedenle akut 1osemide Iosemik blastlarin birikimi; transforme olan

hiicrelerin  hizli ¢ogalmasiyla birlikte islevsel olan son hiicreler yoOniinde



olgunlagamamasina baglidir. Bazi olgularda olgunlagsma olmamasi neoplastik hiicrelerin
hizl1 proliferasyonundan daha 6nemlidir. Losemik blastlar ilikte ¢ogaldik¢a bilinmeyen
mekanizmalarla normal hematopoetik kok hiicreleri baskilarlar. Malign hiicrelerin
normal hiicreleri kalabaliklagsarak ortadan kaldirmalar1 gibi basit bir goriis olasi
sayillmamaktadir. Akut 16semide normal hematopoetik kok hiicrelerin baskilanmasinin

iki onemli klinik sonucu vardir:

1.Esas belirtiler normal kirmizi hiicreler, 10kositler ve trombositlerin

azalmasindan dogar.

2.Tedavide amac¢ l6semik klon toplulugunun geride kalan az sayidaki normal

kok hiicresinin diizelmesine imkan verecek sekilde azaltilmasidir.

Losemik transformasyon cok yonlii hematopoetik kok hiicrenin gelisim
evresindeki herhangi bir basamagi etkileyebilir. Lenfoid dizinin tutulumu ALL, myeloid
onciil hiicrelerin neoplastik degisimi (transformasyon) ise degisik tipte AML’ye yol

acar (64).

2.3.1. Akut losemilerin Kklinik ozellikleri

Akut 16semiler asagidaki ozellikleri gosterirler:

Akut firtinal1 baslangic: Hastalarin ¢ogunlugu belirtilerin baslangicindan itibaren

3 ay icinde basvururlar.

Normal kemik iligi fonksiyonunun baskilanmasi ile iligkili semptomlar: Baslica
anemiye bagh halsizlik, olgun Iokositlerin yetersizligine bagl infeksiyonu yansitan ates,

trombositopeniye ikincil kanama (petesi, ekimoz, burun ve diseti kanamalart)

Kemik agris1 ve duyarliligi: Subperiostun infiltrasyonu ile birlikte 1ligin

genislemesine bagli.

Yaygin lenfadenopati; splenomegali ve hematomegali: Losemik hiicrelerin

yayillmasini yansitir. Bu olay tiim 16semilerde goriiliir, ancak ALL’de daha siktir.

Santral sinir sistemi belirtileri: Basagrisi, kusma ve sinir fel¢leri meninkslerde
yayillmay1 gosterir. Bu belirtiler cocuklarda eriskinlerden ve ALL’de AML’den daha sik
goriliir (64).



2.4. Akut Myeloblastik Losemi (AML)
Akut myeloblastik 16semi (AML), 15-39 yas arasi eriskinleri etkiler. Cok

heterojen bir bozukluktur.

Olgularin  ¢ogunda myeloblastlar Wright-Giemsa boyal1 yaymalarda
lenfoblastlardan ayrilabilirler. Ince niikleer kromatin, 3-5 nukleolus ve kiiciik azurofilik,
myeloperoksidaz-pozitif sitoplazmik graniiller igerirler. Bazi olgularda, ozellikle
promyelositik tipte, tipik kirmizi boyanan ¢ubuk biciminde (Auer cubuklari) yapilar
goriillir. Lizozomal nonspesifik esteraz grubu enzimlerle boyanma monositik

farklilagmay1 belirler.

AMVL’ler (akut nonlenfositik 10semide denir) farkli kokenlerden olusur
(myeloblastlar tabloya hakim olsa bile). Digerlerinde ortak monosit-graniilosit
prekiirsorleri tutulmustur, bu da myelomonositik 16semiye neden olur. Hiicrelerin
olgunluk ve farklilasma cizgisine bagli olarak AML’ler, yaygin olarak kullanilan
Fransm-Amerikan-Ingiliz (FAB) siiflamasinda 7 gruba ayrilmistir (64).

FAB Smiflandirmasma Gore AML:
M1: Farklilagsma gostermeyen akut myelositik 16semi
M2: Farlilasma gosteren akut myelositik 16semi
M3: Akut promyelositik 16semi
M4: Akut myelomonositik 16semi
MS: Akut monositik 16semi
M6: Akut eritrolosemi
M7: Akut megakaryositik 16semi
2.4.1. AML’de prognoz
AML cok agir bir hastaliktir. Yogun kemoterapi ile hastalarin ¢ogunda remisyon
saglanabilmesine ragmen, bunlarin bilyilk kisminda hastalik tekrarlar ve yalmiz %10-
15’inde uzun siireli hastaliksiz yasam beklenebilir. Gittik¢ce artan sayida hasta kemik

iligi transplantasyonu ile tedavi edilmektedir. Bu yontem bazi hasta gruplarinda

(0zellikle ilk remisyondaki genc hastalarda) oldukca etkili olmaktadir (64).
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2.5. Apoptozis veya Programh Hiicre Oliimii
Normal fizyolojik sartlarda, hasarli veya yash hiicreler, apoptozis (Yn. apo,
uzak; ptosis, diismek) olarak adlandirilan, genetik olarak diizenlenen bir hiicre 6liim

programiyla kendi kendilerini oldiiriir (46).

Wyllie ve Kerr glukokortikoidlere maruz kalan timiis hiicreleri iizerinde yapilan

deneysel bir calisma ile apoptozisi gostermistir (38).

Apoptozis nekrozdan farkhidir. Nekroz, akut hasarda (6rnegin, bir iskemik inme)
goriilen, fizyolojik olmayan bir durumdur. Nekrotik hiicreler pargalanir; sitoplazma ve
cekirdek icerigi ¢evreye salinir; bu inflamasyon tepkimesini tetikler. Apoptozise giden
hiicreler biiziisiir, hiicreler arasi1 baglantilarin1 kaybeder, yogunlasir, kromatin parcalanir
ve hiicre kiiciik apoptotik cisimler olusturmak {izere yikilir. Apoptotik cisimler

makrofajlar tarafindan fagosite edilir, bu nedenle inflamasyon goriilmez.

Apoptotik hiicre oliimii, merkezi sinir sisteminin gelisimi sirasinda izlenir,
clinkii eriskinde varligini devam ettiren noronlardan daha fazlast bu donemde
olusturulmaktadir. Perifer kanindaki olgun graniilositlerin apoptozise gitmeden 6nce 1-2
giinliik bir yasam siiresi vardir. Timusda, T hiicrelerinin klonal secimi ve hiicresel

immiin yanitlar apoptozis ile iligkilidir.

Apoptozisin genetik ve molekiiller mekanizmalart 1980’lerin sonunda bir
nematod solucani olan Caenorhabditis elegans’da, tam olarak 131 hiicrenin oldiiriiliip
959 tanesinin kalmasiyla ortaya c¢ikarildi. Burada, apoptozisde birbirini izleyen dort

basamak vardir.

1. Hiicre dis1 ve hiicre i¢i faktorlerin uyardigi hiicre 6liimii i¢in hiicrenin
programlanmasi.
2. Kaspazlar (sistein aspartik asit-0zgiin proteaz) olarak adlandirilan

hiicre i¢i proteazlarin aktivasyonuyla hiicre 6liimii ya da idama.
3. Makrofajlar tarafindan apoptotik cisimlerin fagositozu.
4. Apoptotik cisimlerin lizozomal yikilmasi.

Fas (APO-1 veya CD95 olarak da bilinir), tiimor nekroz faktorii (TNF) reseptor
ailesine iiye olan bir hiicre zar proteinidir. Bir ligand, Fas ligandi, Fas reseptoriine

baglanarak programli hiicre oliimiinii ve prokaspazlarin aktif kaspazlara doniisiimii icin
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artarda aktivasyonunu iceren bir hiicre sinyal dizisini baslatir. Kaspazlar iki DNA tamir
enzimini (poli-ADP-riboz polimeraz [PARP] ve DNA protein kinaz) yikar ve

kromatinde engellenemeyen kirilmalar goriiliir.

Ek olarak, Bax proteini, mitokondriyondan sitoplazmaya, sitokrom c kacagini
uyarir ve bu olay, diger apoptotik proteazlar1 aktive eder. Bax’in hiicre hasarlayici

etkisi, bcl-2 proteininin Bax’a baglanmasiyla 6nlenir.

Apoptozis, greft reddinde, bir seri otoimmiin hastalikta, norodejenerasyonda,

kalp hastaliginda ve kanserde (lenfoproliferatif hastalik) goriiliir.

Apoptozisin diizenlenmesinde ve devaminda gorev alan gen iiriinleri, hastaligin

seyrinde tanida ve tedavide, olast hedeflerdir (46).

2.5.1. Hiicre Oliimiinde Morfolojik Degisiklikler

Apoptozisde, tek bir hiicrede goriilen hiicresel biiziismenin nedeni, Na, K, Cl
tastyict sisteminin durmast ile hiicre i¢i ve dis1 arasindaki sivi hareketinin olmamasidir
(14). Apoptotik uyarim alan hiicrenin hacmi yariya diiser, ¢evre ile olan baglantilari
kesilir ve mikrovilluslari kaybolur. Plazma membranimin sekli bozulur ve
kabarciklanmalar olusur (zeiozis yapisi). Transglutaminaz enziminin etkisiyle zarda
tomurcuklanma ve parcalara ayrilma goriiliir. Hiicre zarinda igten disa fosfatidilserin
translokasyonu olur. Plazma ve c¢ekirdek kondansasyonunu takiben sitozolik Ca™"
diizeyinde Onemli bir artis olur ve sonrasinda kromatin kondansasyonu olur yani
nukleozomlar arasi baglanti bolgeleri ayrilir. 180-200 baz cifti uzunlugunda pargalar
agaroz elektroforezinde merdiven goriintiisii olusturur (8). Internukleozomal DNA
parcalanmasina  kalsiyum artisina  duyarli  endoniikleazlarin  sebep  oldugu
diisiiniilmektedir. Hiicrenin parcalanmasiyla niikleer materyal iceren zarla cevrili
apoptotik cisimcikler olusur. Normalde hiicre zarinda iki katl lipit tabakada fosfolipit
asimetrisi vardir. 19 tabakada bulunan fosfatidilserin (PS) ve fosfatidiletanolamin ve dis
tabakada fosfatidilkolin (PC) asimetrik dagilmistir. Bu asimetri ATP’ye bagl translokaz
ile aktif olarak korunmaktadir. Apoptozis sirasinda ya ATP translokaz yetmezligi ya da
diger enzim sisteminin aktivasyonu PS’nin dis ylizey tabakaya yerlesmesiyle
sonuclanir. Bu, apoptotik cisimcigin fagositozu i¢in uyaridir (41). Apoptotik
cisimcikler, sitokin salgilanmasini ve inflamasyon olusumunu uyarmaksizin,
makrofajlar veya komsu hiicreler tarafindan fagosite edilir. Apoptozis 30-60 dakikada

tamamlanir (14).
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Nekrozda, apoptozisden farkli olarak hiicrede biiziisme yerine sisme olur.
Hipertermi, oksidatif fosforilasyon-Krebs dongiisii ya da glikolizisin inhibisyonu,
otolizis, hipoksi veya cesitli toksinler patolojik hiicre dliimii yani nekroza sebep olur
(75). Hiicre tarafindan genlerle programlanmayan ve cesitli dis etkenlerle gerceklesen
nekrotik hiicre oliimiinde enerji kayb1 sebebiyle hiicre zarinin gecirgenligi bozulur ve
fazla miktarda sodyum ile su hiicre igerisine girdigi i¢in hiicre siser. Ayrica
mitokondrilerde degisme gozlenir, diger organeller plazma i¢inde dagilir. Sisme
sonucunda hiicre zar1 patlar ve biitiinliiglinii kaybeder, proteolitik enzimler iceren

plazma hiicreler arasi bosluga sizar, doku cevresinde inflamasyon olusturur (37, 56).

2.6. Projede Kullamlan flaclar

2.6.1. Vinorelbine

Navelbine; 50 mg Vinorelbine esdeger Vinorelbine Ditartarat icerir. Vinorelbin

(Navelbine), vinka-alkaloid grubundan bir sitostatik, antineoplastik {iriindiir.

2.6.1.1. Etki Mekanizmasi

Vinka alkaloidler merkezi sinir sistemi tiimorlerinin terapisinde rol oynayan
antineoplastik ajanlarin bir sinifin1 olusturur. Vinorelbin, toksisite profili ve mikrotubul

icin seciciligi ile sinifin diger iiyelerinden farklidir (33).

Vinorelbin yeni bir yari-sentetik vinka alkaloididir. Antitiimor aktiviteye
sahiptir. Vinka alkaloidler sitotoksik etkilerini mikrotubulleri depolimerize ederek
kullanirlar. Hareketin mekanizmasi; mitotik ig dinamiginin bozulmasi ile ilgili

mikrotubul polimerizasyonunun inhibisyonudur (33, 79).

Vinorelbin, tubulin depolimerizasyonu ile etki gosterir ve mitotik 1g olusumunu
inhibe ederek hiicreyi metafazda durdurur. Boylece, vinorelbin hiicre siklusunu G2/M
noktasinda durdurarak hiicre siklusuna bagh antimitotik ajan olarak rol oynar.
Vinorelbinin yapisal farkliliklari, aksonal mikrotubullerin iizerinde mikrotubule bagh
proteinlere secici olarak baglanmasindan kaynaklanabilir. Vinorelbin ile norotoksisite

diger vinka alkaloidlerden daha az problem olusturur (33).
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2.6.1.2. Klinik Etkinlik
Vinorelbin; kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri (2, 20, 31), gogiis kanseri (2,
19, 32, 42, 81), ovaryum kanseri (12) ve Hodgkin’s lenfoma (10, 21) tedavisinde

kullanilmaktadir.

2.6.2. Deksametazon

Glukokortikoid smifindandir. Kimyaca 9a-fluoro-16a-metilprednizolon’dur.
Agz yoluyla tablet seklinde kullanilir. Plazmadaki yarilanma 6mrii 3 saat kadardir.
Plazma proteinlerine en az baglanan bir glukokortikoiddir. Deksametazon sodyum
fosfat ise suda nispeten fazla c¢oziinen bir deksametazon esteridir. Sudaki steril
soliisyonu i.v. veya 1.m. injeksiyon suretiyle uygulanir. Ayrica pomad, goz damlasi veya

g6z pomadi seklinde lokal uygulanan %0,05-0,1 ilag iceren preparatlar1 vardir.

2.6.2.1. Glukokortikoidlerin Farmakokinetik Ozellikleri

Yeni sentetik steroidler agizdan alindiklarinda mide-barsak kanalindan
genellikle tam olarak absorbe edilirler. Maksimum kan diizeylerine, alindiktan 2-8 saat
sonra ulagirlar. Plazmada eliminasyon yarilanma Omiirleri genellikle 90-180 dakika

arasindadir.

Dogal kortikosteroidler gibi ve onlara benzer bir sekilde, karacigerde
metabolizma edilirler. Karaciger hastaliklar1 bu organda onemli Olglide zedelenme
yapmigsa glukokortikoidlerin eliminasyon yarilanma Omrii belirgin sekilde uzar.
Metabolitler ve degismeden kalan genellikle ufak miktardaki ilag, bobreklerden itrah

edilir.

2.6.2.2. Glukokortikoidlerin Fizyolojik ve Farmakolojik Etkileri
Glukokortikoidlerin glukoz, protein ve yag metabolizmasi lizerine etkilerinin
yanisira antiinflamatuar, immiinosiipresif etkisi ve kardiyovaskiiler, merkezi sinir

sistemi, bobrekler, kaslar ve endokrin bezler iizerine ¢ok genis etkileri olan ilaclardir.

Glukokortikoidler suprafizyolojik konsantrasyonlarda akut iltihap olaymi ve
ozellikle kronik iltihap olaymni inhibe ederler. Iltihap olay1 hangi etkene bagl olursa
olsun inhibe edilir. Tltihabin ortak makroskopik 6zelliklerini olusturan belirtiler (tumor,
rubor, kalor, dolor, functio laesa yani sirasiyla sisme (6dem), kizarma, sicaklik, agr1 ve
fonksiyon kisitlanmasi) bu ilaglar tarafindan ortadan kaldirilir. {ltihabin erken histolojik

belirtileri olan olaylar1 (kapiler dilatasyonu, damar ceperine fibrinin ¢okmesi,
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serodiapedez ve lokal ddem, l6kositlerin iltihap alanina migrasyonu ve fagositik etkinlik
artmas1 gibi) ve ge¢ histolojik belirtilerini olusturan olaylar1 (fibrozis, kapillerlerin
proliferasyonu, kolajen birikmesi ve nihayet nedbelesme gibi) inhibe ederler. Ancak
hastaligin altinda yatan ve iltihap reaksiyonunu tetikleyen patolojik olay1 etkilemezler.
Antijen-antikor birlesmesi veya antijen tarafindan duyarli lenfositlerin aktive edilmesi

sonucu baslatilan alerjik iltihap olay1 da glukokortikoidler tarafindan inhibe edilir.

Immiinosupresif etkilerine baktigimizda ise, glukokortikoidler suprafizyolojik
dozlarda, immiin sistemin efektor hiicreleri arasinda ¢ok sayida sitokinler tarafindan
saglanan iletisimi, otokrin, parakrin ve endokrin nitelikte etkinlikler gosteren bu
faktorlerin Uretimini ve/veya onlarin etkilerini inhibe etmek suretiyle bozarlar.
Glukokortikoidlerin immiinosupresif etkileri, monositlerin, makrofajlarin ve endotel
hiicrelerinin immiin satagma sonucu aktive edilmelerinin ve sitokin salgilamalarinin
inhibisyonu esasmna dayandigindan antiinflamatuar etkilerine mekanizmalari

bakimindan benzer.

Glukokortikoidler beyin ¢demini ortadan kaldirabilirler. Bu patalojik durumun,
beyin kapillerlerinin endotel hiicreleri arasindaki siki temas yerlerinin agilmasi sonucu
doku i¢ine plazma suyunun ka¢gmasina bagli oldugu sanilmaktadir. Glukokortikoidler,

kabul edildigine gore, endotel hiicrelerinin aralarinin a¢ilmasini onlerler (44).

2.6.3. Meperidin

1939 yilinda Almanya’da atropin benzeri bir ila¢ gelistirmek i¢in calisan
arastiricilar  tarafindan  bulunan ve analjezik etkisi tesadiifen fark edilen bir
fenilpiperidin tiirevidir. Morfin-benzeri etkinlik gosteren sentetik ilaclardan klinik

uygulamaya ilk giren ilagtir.

Kitlesine gore analjezik etki giicli morfininkinden daha zayiftir. Cilt altindan
verilen 75-100 mg meperidin, ayn1 yoldan verilen 10 mg morfinin yaptigina esit
derecede analjezi yapar (eki-analjezik= esit-analjezik etki). Eki-analjezik dozda
verildiginde etkisi morfininkinden daha cabuk baslar ve daha kisa siirer. Sedasyon ve
ofori yapar. Ancak agiz yolundan verildiginde analjezik etkinligi parenteral verilisine
gore daha azdir; bu yoldan parenteral dozunun 3-4 kat1 verilmesi gerekir. Morfinden bir
farki eki-analjezik oral ve parental dozlar1 arasindaki oranin diisiik olmasi ve agiz

yolundan rutin olarak kullanilabilmesidir.
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Etki siiresinin kisa olmasi viicutta cabuk metabolize edilmesinin sonucudur;
hidroliz ve N-demetilasyon suretiyle karacigerde parcalanir. N-demetilasyon sonucu
normeperidin’e doniisiir. Bu metabolit merkezi sinir sistemini meperidine gore daha
fazla stimiile eder ve analjezik etkinligi diisiiktiir; konviilsiyon yapma potansiyeli vardir.
Meperidinin eliminasyon yarilanma omrii 3-4 saat, normeperidininki ise 14-21 saattir.
Etki siiresinin kisaligi nedeniyle devamli kullanilmasi halinde meperidine tolerans

gelismesi, morfine kars1 oldugundan daha yavastir (44).

2.6.3.1. Agn ile Tlgili Aciklamalar ve Analjezik Etkinin Temelleri

Agn genellikle doku zedelenmesine bagli yani nosiseptif nitelikte bir duygudur.
Akut agr1 daima nosiseptif niteliktedir, neden olan lezyon ile agr1 arasinda zaman, yer
ve siddet bakimindan yakin bir iligski vardir. Kronik agr1 her zaman olmasa da ¢ogu
olguda nosiseptif niteliktedir (kanser agrist ve romatizmal agrida oldugu gibi); bazi
olgularda ise kronik agr1 deaferentasyon agrisi seklindedir. Deaferentasyon agrisi
periferik ve santral sinir sisteminde agr1 yollar: tizerindeki bozukluga (tiimor tarafindan
tahrip edilme gibi) baghdir ve bazen agrili bolgede sempatik innervasyonun
bozuklugunu gosteren ciltte renk degisikligi, sicaklik azalmasi ve kil kaybi gibi
degisiklikler olur (postherpetik noraljide oldugu gibi); fakat talamik sendrom (santral

agr1) ve periferik noropatilerde sempatik komponent belirgin degildir.

Siddetli akut agrilarda ve kronik kanser agrisinda giiclii narkotik analjezikler

kullanilir (44).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Maddeler

3.1.1. Kimyasal Maddeler

NaOH (Merck 106482), NaCl (Merck 106406), Na,HPO, (Merck 106586), NaH,PO,
(Merck 106346), Absolii etanol (Merck 100983), Metanol (Merck 106008), H,O,
(Merck 108597), Phenol Red (Merck 107241), Poly-1-Lysine Solution (Sigma P8920),
KH,PO4 (Merck 105108), KCI (Merck 104934), Formaldehit (Riedel-de Héen 15513),
Osmium tetroksit O504 (Merck 124505), Uranil asetat C;HsOqU.2H,O (Merck
108473), Gluteraldehid (Sigma G7776), 1,2 propilen oksit (Merck 112492), Epoxy
Embedding medium (EPON-812) (Fluka 45345), Dodenylsuccinic anhidrit (DDSA)
(Fluka 45346), Dicarboxylic anhydride (MNA) (Fluka45347), 2.4,6-tris
(dimethylaminomethyl)phenol (DMP) (Merck 112388), Sodyum sitrat
(C¢Hs5Naz07.2H,0) (Merck 106446), NaHCO3 (Merck 3011729), Tipan Mavisi (Sigma
T8154).

3.1.2. flaclar

Navelbine (Pierre Fabre Medicament)
Deksametazon (Onadron I.E.Ulagay Ilag Sanayii)
Meperidin (Aldolan, Liba Laboratuarlari)
Penisilin (Sigma P-7794)

Streptomisin (Sigma S-9137)

3.1.3. Kitler

BrdU Staining Kit (Zymed 93-3943)
Caspase 3 (Lab Vision RB-1197-P)
Bcl-2 (Santa Cruz sc-7382)

Histostain Kit (Zymed 85-9043)

Diluent (Lab Vision TA-125-VDX)

AEC Single Solution (Zymed 00-1111)
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Clearmount (Zymed 00-8110)

Mayer Hematoksilen (Lab Vision TA-125-MH)
3.1.4. Diger Maddeler

Fotal Sigir Serumu (Sigma SF-7524),
DMEM-F12 (ATCC 30-2004)

3.2. Kullanilan Gerecler

Inkiibator (Sanyo)

Laminar Akim Kabini (Hereaus)

Su banyosu (Niive)

Etiiv (Hereaus)

Otoklav (Victor Recker)

Invert Mikroskop (Leitz)

Manyetik Karistirict (RUHROMAG)
Santrifiij (Niive)

Pipet Aid (Drummond)

Derin Dondurucu (Argelik)
Buzdolab1 (Bosch)

FACS Aria Flow Cytometer&Cell Sorter

3.3. Kullanmilan Cozeltiler

3.3.1. Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Cozeltiler

NaHCO;
8,8 gr NaHCOs3 ve 0,01 gr. Phenol red tartilarak 200 ml bidistile su icerisine kondu ve
karigtirildi. Otoklavda 121°C, 3 Atm. basingta 15 dk. steril edildi.

3.3.2. immiinhistokimyada Kullanilan Cozeltiler
PBS
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11,5 gr Na,HPOy; 2,96 gr. NaH,PO42H,0 ve 5,84 gr. NaCl 1 It distile suya kondu ve
kanistirildi. pH 7,6 ya ayarlandi.

H,0,
1,5 ml H>O»; 98,5 ml metanole kondu.

Soliisyon taze hazirlandi.

Poly-1-Lysine

10 ml Poly-I-Lysine, 90 ml distile suya kondu. Karisim, saleye dizilen lamlarin iizerine

konarak 5 dk bekletildi. Lamlar oda 1s1sinda kurutuldu.

3.4. Kullanilan Yontemler

3.4.1. Hiicre Kiiltiiri
Deneylerimiz 1.U.Istanbul Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali

Hiicre Kiiltiirii Laboratuarinda gerceklestirildi.

Arastirmada Avrupa Hiicre Kiiltiir Koleksiyonu hiicre bankasindan saglanan

insan HL-60 Akut Promyelositik Losemi (ECACC no:85011431) hiicreleri kullanildi.

HL-60 hiicreleri i¢in besi ortami, inaktive edilmis %10 FCS, 0,2 mM glutamin,
100 pg/ml streptomisin, 100 IU/ml penisilin iceren DMEM-FI12 medyumu
(Dulbecco’nun Modifiye Edilmis Eagle Medyumu, besleyici karistm F12 Ham
Medyumu) dur.

Hiicreler bu besi ortamini iceren 25 cm? ve 75 cm?lik flasklarda, i¢c ortami %35
CO,, %95 nem iceren ve 37°C olan inkiibator i¢inde tutularak ve haftada 2 kez rutin

pasaj yapilarak iiretildi.

3.4.1.1. Doz Belirleme Deneyi

Hiicrelerin toplanmas1 asamasinda flasklardaki iist medyum ile birlikte hiicreler
flasklardan 15 ml’lik santrifiij tiiplerine aktarildi. Hiicreler 5 dk. 1500 rpm’de santrifiij
edildi ve iist medyum atildi.Hiicrelerin iizerine medyum konarak siispansiyon haline

getirildi ve hemositometrede sayildi.

Deneyde 24 kuyucuklu kiiltiir kaplar1 kullanildi. Kiiltiir kaplarinin  her
kuyucuguna %100 canli 100.000 HL-60 hiicresi 2 ml DMEM-FI12 medyumu i¢inde
ekildi.
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Vinorelbin, deksametazon ve meperidin ilaclarimin herbiri i¢in 0,1; 1; 10;
100uM konsantrasyonlarda olacak sekilde steril bidistile suda hazirlanmis taze

cozeltileri 100’er pl’lik esit hacimlerde hiicrelere verildi.

Her bir ilacin her bir dozu i¢in 4’er kuyucuga ekim yapildi. Tiim gruplar 24, 48
ve 72. saatler i¢in ekildi ve 37°C’de %5 CO, hava karisiminda nemli ortamda inkiibe

edildi.

24, 48 ve 72.saatler sonunda kuyucuklarda bulunan hiicreler pastor pipeti ile
slispansiyon haline getirilip sayma kamarasiyla (hemositometre) sayildi. Toplam hiicre

sayilar1 kaydedildi.

ID50 (Inhibition dose %350) degeri, Vinorelbin ve deksametazon icin 10 pM,
meperidin i¢in 100 uM olarak saptandi. Gergeklestirilen tiim deneylerde ilaglarin doz

belirleme deneyi ile belirlenen bu etkin dozlar1 uygulanda.

3.4.1.2. Proliferasyon deneyi ve canhlik tayini
24 kuyucuklu kiiltiir kaplarinin her bir kuyucuguna 100.000 hiicre 2 ml medyum

icerisine ekildi.

Gruplar soyleydi:

Kontrol

Vinorelbin

Deksametazon

Meperidin

Vinorelbin + Deksametazon
Vinorelbin + Meperidin
Deksametazon + Meperidin

Her bir grup icin 4’er kuyucuga ekim yapildi. Bu gruplar 24, 48 ve 72. saatler
icin ayr1 ayrt ekildi. Her bir siirenin bitiminde hiicreler siispanse edilerek sayma

kamarasinda sayild1 ve hiicre sayilar1 kaydedildi.

%0,1’1ik tripan mavisi (trypan blue) boyasiyla, hiicre soliisyonu 1/1 oraninda
hazirland1 ve lam lamel arasina konarak mikroskopta sayildi. Boylece canli hiicre

oranlar1 saptanda.
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3.4.2. immiinhistokimya

Hiicreler santrifiij edilip PBS ile yikandiktan sonra lam {izerine 1 damla
damlatildi ve %70 etanolde tespit edildi. BrdU immiinhistokimyasi1 yapilacak olan gruba
hiicreler tespit edilmeden ©Once 5-bromo-2-deoksiiiridin ile 37°C’de %5 CO, hava

karisiminda nemli ortamda inkiibe edildi.

3.4.2.1. BrdU immiinhistokimyasi

Lamlara tespit edilen hiicreler PBS’te 10 dk bekletildi. Metanolde hazirlanmis
H,0, de 10 dk karanlikta bekletilerek endojen peroksidaz aktivitesi bloke edildi. 2 dk 3
kez distile su ile yikandi. Denatiire edici soliisyonda 30 dk oda 1sisinda inkiibe edildi.
Uc kez 2 dk PBS ile yikandi. Bloke edici soliisyonda 10 dk bekletildikten sonra
biyotinli fare anti-BrdU ile 2 saat oda 1sisnda nemli ortamda inkiibe edildi. 3 kez 2 dk
PBS ile yikandiktan sonra streptavidin-peroksidaz ile 30 dk muamele edildi. 3 kez 2 dk
PBS ile yikandi ve DAB kromojende 15 dk tutuldu. Distile su ile iyice yikandiktan
sonra hematoksilende 2 dk bekletildi. Cesme suyu ile yikandiktan sonra rengin maviye
doniismesi i¢in 30 saniye PBS te tutuldu. Distile su ile yikanip alkol serilerinden
gecirilerek toluene alindi. Histomount kapatict ile kapatildi. Istk mikroskobunda

sayilarak BrdU-isaretlenme indeksi (BrdU-LI) degerleri saptandi.

3.4.2.2. Kaspaz 3 immiinhistokimyasi

Lamlara tespit edilen hiicreler PBS te 10 dk bekletildi. Metanolde hazirlanmis
H,0; de 10 dk karanlikta bekletilerek endojen peroksidaz aktivitesi bloke edildi. 2 dk 3
kez distile su ile yikandi. Serum bloke edici soliisyonda 10 dk bekletildikten sonra
poliklonal rabbit anti-kaspaz 3 ile 2 saat oda 1s1sinda nemli ortamda inkiibe edildi. 3 kez
2 dk PBS ile yikandiktan sonra biyotinli sekonder antibody ile 30 dk muamele edildi. 3
kez 2 dk PBS ile yikandi ve enzim konjugatinda 30 dk tutuldu. 3 kez 2 dk PBS ile
yikandi ve AEC kromojende 15 dk bekletildi. Distile su ile 1yice yikandiktan sonra
Mayer Hematoksilende 2 dk bekletildi. Cesme suyu ile yikandiktan sonra rengin maviye
donitismesi i¢in 30 saniye amonyakli suda tutuldu. Distile su ile yikanip Clearmount

kapaticr ile kapatildi. Isik mikroskobunda sayilarak isaretlenme orani saptandi.

3.4.2.3. Bcl-2 immiinhistokimyasi
Lamlara tespit edilen hiicreler PBS te 10 dk bekletildi. Metanolde hazirlanmis

H,0; de 10 dk karanlikta bekletilerek endojen peroksidaz aktivitesi bloke edildi. 2 dk 3
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kez distile su ile yikandi. Serum bloke edici soliisyonda 10 dk bekletildikten sonra
monoklonal mouse anti-bcl-2 ile 2 saat oda 1sisinda nemli ortamda inkiibe edildi. 3 kez
2 dk PBS ile yikandiktan sonra biyotinli sekonder antibody ile 30 dk muamele edildi. 3
kez 2 dk PBS ile yikandi ve enzim konjugatinda 30 dk tutuldu. 3 kez 2 dk PBS ile
yikandi ve AEC kromojende 15 dk bekletildi. Distile su ile iyice yikandiktan sonra
Mayer Hematoksilende 2 dk bekletildi. Cesme suyu ile yikandiktan sonra rengin maviye
donitismesi i¢in 30 saniye amonyakli suda tutuldu. Distile su ile yikanip Clearmount

kapatici ile kapatildi. Isik mikroskobunda sayilarak isaretlenme orani saptandi.

3.4.3. Flow sitometri

Flow sitometrik inceleme i¢in 24 kuyucuklu kiiltiir kaplarina kuyucuk basina
100000 hiicre 2ml medyum igerisine ekildi. 24 ve 72. saatler icin asagida belirtilen
gruplar olusturularak ekim yapildi.

Kontrol

Vinorelbin

Deksametazon

Meperidin

Vinorelbin + Deksametazon
Vinorelbin + Meperidin
Deksametazon + Meperidin

laclar verildikten 24 ve 72 saat sonar hiicreler toplanarak 2000 rpm de 5 dk santrifiij
edildi. Ust s1v1 atilarak 100ul binding buffer ilave edildi. Bos tiiplere FITC isaretli Sul
Annexin V ve 5ul Propidium iodide kondu. Hiicreler bu hazirlanan tiiplere aktarildi ve
vorteks ile karistirildiktan sonra 10 dk karanlikta inkiibe edildi. 2 ml binding buffer ile
yikanarak 2000 rpm de 5 dk santrifiij edildi. Ust sivi atilarak 500 pl binding buffer
kondu ve FACSCalibur cihazinda analiz edildi.

3.4.4. Hiicrelerin transmisyon elektron mikroskopik degerlendirme icin
hazirlanmasi

Kontrol ve deney gruplarinin tiimiinde hiicreler 24. saatte toplandi. Santrifiij
tiiplerine alinan hiicrelerin tizerindeki medyum cekilip atildi ve PBS ile yikandiktan

sonra lizerlerine %1.5 gluteraldehit konarak 30 dk 4°C de bekletilerek tespit edildi.
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Fosfat tamponu ile 2 kez yikandiktan sonra santrifiij edilip iist sivist ¢ekildi ve OsOs4 te
60 dk 4°C de bekletildi. Tekrar fosfat tamponda 10 dk yikandiktan sonra %1 uranil
asetatta 15 dk tutuldu. Fosfat tamponunun ardindan %30 etanolde 10 dk bekletildi.
Hiicrelerin bir arada durmalarin1 saglamak amaciyla iizerlerine 6nceden siiziilmiis taze
yumurta aki kondu ve santrifiij edildi. Tiim yumurta aki ¢ekildikten sonra %50 etanolde
10 dk, %70 etanolde 10 dk, 2 kez %100 etanolde 10 dk, 2 kez saf propilenoksitte 10 dk,
1/1 oraninda hazirlanmis propilenoksit/epon kariggminda 1 saat, 1/3 oraninda
hazirlanmis propilenoksit/epon karisiminda 1 saat, saf eponda da 1 saat bekletildikten
sonra doku géomme kapsiillerine gomiildii. 37°C etiivde 18 saat bekletildi. Etiivden
cikarilan bloklar trimlenerek bakir gridler tizerine ince kesitler alindi. Kursun sitrat ve
uranil asetatla kontrastlamasi yapilarak Jeol 1011 taransmisyon elektron mikroskobunda

incelendi.

3.4.5. Kullanlan Istatistiksel Analiz Yontemleri
Elde edilen degerler kendi aralarinda ve paralel kontrol gruplariyla Student-T
testi kullanilarak istatistiksel anlamlilik degerleri saptandi. Degerlendirmeler anlamlilik

siir1 p<0,05 kabul edilerek yapildi.



4. BULGULAR

4.1. Proliferasyon verileri
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Kontrol grubunda 24, 48 ve 72. saatler boyunca hiicre sayis1 beklenildigi tizere

saglikli ve katlanarak ¢cogalma gosterdi (Sekil 4-1) (Sekil 4-2A).
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Sekil 4-1: Zamana bagh hiicre cogalma verileri (*=p>0,05)

A

B

Sekil 4-2: Hiicrelerin 72. saat invert mikroskop goriintiileri A: Kontrol grubu

B:Vinorelbin grubu (Bar: 25u)

Vinorelbin 10 uM dozunda 24, 48 ve 72. saatlerde hiicre proliferasyonunu
anlaml bir sekilde inhibe etti (p<0,01)(Sekil 4-2B).

Deksametazon 10 uM dozunda 24 ve 48. saatlerde hiicre sayisinda anlamli bir

sekilde azalmaya yol acgt1 (p<0,01). 72. saatte de kontrol grubuna kiyasla hiicre sayisini

azaltt1 fakat bu deger istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0,05)(Sekil 4-3A).
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Meperidin 100 uM dozunda 24, 48 ve 72. saatlerde anlamli proliferasyon
inhibisyonu yaratt1 (sirasiyla p<0,05; p<0,01; p<0,05)(Sekil 4-3B).

A B

Sekil 4-3: Hiicrelerin 72. saat invert mikroskop goriintiileri A:Deksametazon grubu
B:Meperidin grubu (Bar: 25u)

Vinorelbin ve deksametazon birlikte uygulandiginda 24, 48 ve 72. saatte hiicre
proliferasyon inhibisyonu gerceklesti (p<0,01) (Sekil 4-4A). Ancak bu kombinasyon
vinorelbin grubuyla karsilastirildiginda vinorelbin etkisinde bir inhibisyon gerceklestigi

deksametazonun ilave bir sitotoksisiteye neden olmadig: bulundu (p>0,05).

Vinorelbin meperidin ile kombine uygulandiginda tiim saatlerde anlamh
inhibisyon gerceklestigi bulundu (p<0,01)(Sekil 4-4B). Meperidinin vinorelbin etkisini
72. saatte az da olsa arttirdig1 goriilmektedir fakat bu azalma istatistiksel olarak anlaml

degildir (p>0,05).

Sekil 4-4: Hiicrelerin 72. saat invert mikroskop goriintiileri A:Vinorelbin+deksametazon
grubu, B:Vinorelbin+meperidin grubu (Bar: 25p)

Deksametazon ve meperidin kombinasyon grubunda 24. saatte hiicre sayisindaki
azalma kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamli bulunmadi (p>0,05). Meperidinin tek

basina uygulanmasi ile deksametazon ile beraber uygulanmasi arasindaki fark 48. saatte
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anlamli bulunurken (p<0,01), 24 ve 72. saatlerde anlamsiz bulunmustur (p>0,05)(S$ekil
4-5).

Sekil 4-5: Deksametazon+meperidin grubuna ait hiicrelerin 72. saat invert mikroskop
goriintiileri (Bar: 25p)

4.2. Viabilite Sonuclari
Tripan mavisi uygulanarak belirlenen canlilik kontrol grubunda 24. saatte

9%99,2; 48. saatte %98,5 ve 72. saatte %99,1 oranindayd1 (Sekil 4-6).
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Kontrol Vin Dex Mep Vin+Dex Vin+Mep Dex+Mep

Sekil 4-6: Viabilite sonuclar:
Vinorelbin, deksametazon ve meperidin uygulanan gruplarda canlilik orani

kontrole yakin degerlerde bulundu (p>0,05) (Tablo 4-1).
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Tablo 4-1: Viabilite degerleri

24 saat 48 saat 72 saat

Kontrol 99,25 98,5 99,1

Vinorelbin 98,25 98.5 98,75

Deksametazon 97,91 98,5 99,3

Meperidin 98,45 99,25 98,5
Vinorelbin+Deksametazon 99 98,25 98,25
Vinorelbin+Meperidin 98,5 98,5 98
Deksametazon+Meperidin 99,1 98,9 98,9

Vinorelbin+deksametazon grubu, vinorelbin+meperidin grubu ve

deksametazon+meperidin grubunda kontrole oranla sitotoksisite acisindan degisim

gozlenmedi (p>0,05).

4.3. BrdU-Isaretlenme Indeksi (BrdU-LI)
Kontrol grubunda isaretlenme indeksi 24. saatte %359,32; 48.saatte %49,53 ve
72. saatte %37,95 olarak belirlendi (Sekil 4-7, 4-8A).
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Sekil 4-7: BrdU-isaretlenme indeksi (*=p>0,05)
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Sekil 4-8: 24.saatte BrdU ile isaretlenmis hiicreler A:Kontrol grubu B:Vinorelbin
grubu(Bar: 25u)

Vinorelbin grubunda ise 24. saatte isaretlenme oran1 % 11,68 olarak belirlendi ve
kontrol grubuna gore bu oran istatistiksel olarak anlamliydi (p<0,01)(Sekil 4-8B). 48.
saatte isaretlenme oraninin %4,88’e, 72. saatte ise %0,15’e kadar diistiigii tespit edildi.

Bu degerler de kontrol grubuna kiyasla anlamli bulundu (p<0,01).

Deksametazon grubunda isaretlenme oranlart 24. saatte %52,43; 48. saatte
%42,67 ve 72. saatte %36,46 olarak belirlendi (Sekil 4-9A). Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda 24 ve 72. saatteki azalma anlamli bulunmazken (p>0,05), 48. saatte
anlamlilik iceriyordu (p<0,05).

Meperidin uygulanan grupta BrdU ile isaretlenme degerleri 24. saatte %57,72
olup kontrole gore anlamli degildi (p>0,05)(Sekil 4-9B). 48. saatte %42,67’e; 72. saatte

%30,51’e diisen isaretlenme oran1 kontrole gére anlamli bulundu (p<0,01).
% ofs Tt 7%
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Sekil 4-9: 24.saatte BrdU ile isaretlenmis hiicreler A:Deksametazon grubu B:Meperidin
Grubu (Bar: 25p)

Vinorelbin ve deksametazon birlikte uygulandiginda ise BrdU ile isaretlenme

oranmi 24. saatte %11,27; 48. saatte %3,89 ve 72. saatte %0,15 olarak belirlendi. Kontrol
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grubuyla kiyaslandiginda bu azalma istatistiksel olarak anlamliydi (p<0,01)(Sekil 4-
10A). Tek basina deksametazon ile kiyaslandiginda da sonu¢ anlamliydir (p<0,01).
Dolayisiyla sentez fazinda bulunan hiicre sayisindaki bu azalmanin vinorelbin etkisinde

gerceklestigi soylenebilir.

Vinorelbin ve meperidin kombinasyon grubunda oranlar 24. saatte %12,76; 48.
saatte %3,1 ve 72. saatte %0,15 olarak bulundu. Tiim saatlerde kontrol grubuna kiyasla
anlamlilik mevcuttu (p<0,01)(Sekil 4-10B). Tek basina meperidin ile kiyaslandiginda

vinorelbinin S fazi inhibisyonunu meperidinin etkilemedigi saptand1 (p<0,01).

——

Sekil 4-10: 24.saat BrdU ile isaretlenmis hiicreler A:Vinorelbin+deksametazon grubu
B:Vinorelbin+meperidin grubu (Bar: 25u)

Deksametazon ve meperidin birlikte uygulandifinda 24. saatte %?26,45; 48.
saatte 25,46 ve 72. saatte %23,64 oraninda sentez fazindaki hiicre oranin1 azaltti1 tespit

edildi. Bu degerler kontrole gore her saatte anlamli bulundu (p<0,01)(Sekil 4-11).

"0 v 7
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Sekil 4-11: 24.saat deksametazon+meperidin grubu BrdU ile isaretlenmis hiicreler (Bar:
25w)

Her iki ilacin tek basmma uygulanmasi ile kiyaslandiginda birlikte

uygulanmasinin yarattigi inhibisyon anlamli bulundu (p<0,01).
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4.4. Kaspaz 3 ile isaretlenme Oranlar
Kontrol grubunda kaspaz-3 ile isaretlenme orani 24, 48 ve 72. saatlerde sirasiyla

9%0,95; %1,44 ve %1,1 olarak belirlendi (Sekil 4-12 ve 4-13A).
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Sekil 4-12: Kaspaz-3 ile isaretlenme oranlari
Vinorelbin uygulandiginda ise 24. saatte %10,77; 48. saatte %38,51 ve 72. saatte
%59,02 oraninda zamana bagl bir artis oldugu tespit edildi (p<0,01) (Sekil 4-13B).
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Sekil 4-13: 24.saat anti-kaspaz-3 ile isaretlenmis hiicreler A:Kontrol grubu B:Vinorelbin
grubu (Bar: 25p)

Deksametazon grubunda 24. saatte %12,1; 48. saatte %11,08 ve 72. saatte %6,3
oraninda isaretlenme mevcuttu (Sekil 4-14A) ve kontrol grubu verileri ile
kiyaslandiginda bu artis anlamli bulundu (p<0,01). Meperidin uygulanan hiicrelerde
kaspaz-3 ile igsaretlenme orani 24.saatte %11,98; 48. saatte %15,27 ve 72.saatte %19,3
olarak anlaml bir sekilde arttig1 belirlendi (p<0,01)(Sekil 4-14B).
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Sekil 4-14: 24. saat anti-kaspaz-3 ile isaretlenmis hiicreler A:Deksametazon grubu
B:Meperidin grubu (Bar: 25u)

Vinorelbin deksametazon ile kombine edildiginde kaspaz-3 ile isaretlenme orani
24. saatte %11,24; 48. saatte %38,05; 72. saatte %60,6 olarak belirlendi (p<0,01)(Sekil
4-15A). Kontrol grubuyla kiyaslandiginda her saatte istatistiksel olarak anlamlilik
mevcuttu (p<0,01). Tek basina deksametazon ile kiyaslandiginda 24. saatte anlamlilik
icermezken (p>0,05), 48 ve 72. saatte anlamlilik iceriyordu (p<0,01). Bundan dolay1 48

ve 72. saatlerdeki artisin vinorelbin etkisinde gerceklestigi belirlendi.

Vinorelbin+meperidin uygulanan grupta kaspaz-3 ile isaretlenme degerleri 24.
saatte %11; 48. saatte %40,2 ve 72. saatte %63 olarak belirlendi (Sekil 4-15B). Kontrol
grubuyla kiyaslandiginda bu artis istatistiksel olarak anlamliydi (p<0,01). Tek basina
meperidin ile kiyaslandiginda 24. saatte anlamli bulunmazken (p>0,05), 48 ve 72.

saatlerde vinorelbinin tetikledigi kaspaz-3 aktivasyonunu etkilememistir (p<0,01).

Sekil 4-15: 24. saat anti-kaspaz-3 ile isaretlenmis hiicreler A:Vinorelbin+deksametazon
grubu B:Vinorelbin+meperidin grubu (Bar: 25u)

Deksametazon ve meperidin kombinasyon grubunda oranlar 24. saatte %11,5;
48. saatte %14,6 ve 72. saatte %18,03 olarak bulundu (Sekil 4-16). Tiim saatlerde

kontrol grubuna kiyasla anlamlilik mevcuttu (p<0,01).
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Sekil 4-16: 24. saat anti-kaspaz-3 ile isaretlenmis hiicreler deksametazon+meperidin
grubu (Bar: 25p)

Her iki ilacin tek basmma uygulanmasi ile kiyaslandiginda birlikte

uygulanmalarinin yarattigt kaspaz-3 aktivasyonu sadece 72. saatte anlamli bulundu

(p<0,01).

4.5. Bcl-2 ile Isaretlenme Oranlari

Kontrol grubunda isaretlenme oranlar1 24. saatte %69,4; 48. saatte %49,5 ve 72.
saatte %38,77 olarak belirlendi (Sekil 4-17, 4-18A).
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Sekil 4-17: Bcl-2 ile isaretlenme oranlari

Vinorelbin uygulandiginda isaretlenme oranlar1 24. saatte %1,36; 48. saatte
%1,8 ve 72. saatte %0,15 olarak bulundu (Sekil 4-18B). Kontrol grubu ile
kiyaslandiginda vinorelbinin bcl-2 oranin1 anlamli derecede azaltti§i belirlendi

(p<0,01).
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Sekil 4-18: 24.saat anti-bcl-2 ile isaretlenmis hiicreler A:Kontrol grubu B:Vinorelbin
grubu (Bar: 25p)

Deksametazon uygulandiginda bcl-2 oraninin 24, 48 ve 72. saatlerde sirasiyla
9%2,32; %4,16 ve %2,92 oldugu belirlendi(Sekil 4-19A). Kontrol grubuna oranla
anlamli diisiis saptand1 (p<0,01). Meperidin grubunda bcl-2 isaretlenme oranlar1 24.
saatte %3,75; 48. saatte %2,41 ve 72. saatte %1,24 olarak bulundu (Sekil 4-19B).

Kontrole gore her saatte anlamli azalma mevcuttu (p<0,01).

Sekil 4-19: 24. saat anti-bcl-2 ile isaretlenmis hiicreler A:Deksametazon grubu
B:Meperidin grubu (Bar: 25u)

Vinorelbin ve deksametazon kombinasyon grubunda oranlar 24. saatte %1,46;
48. saatte %1,93 ve 72. saatte %0,15 olarak belirlendi(Sekil 4-20A). Tiim saatlerde
degerler kontrole gore anlamli bulundu (p<0,01). Tek basina deksametazon ile
kiyaslandiginda 24, 48 ve 72. saatte vinorelbinin bcl-2 inhibisyonunu etkilemedigi

bulundu (p<0,01).

Vinorelbin ve meperidin birlikte uygulandiginda 24. saatte %1,27; 48. saatte
%1,86 ve 7T2. saatte %0,15 olarak belirlendi(Sekil 4-20B). Kontrol grubu ile
kiyaslandiginda bcl-2 inhibisyonu anlamli bulundu (p<0,01). Meperidinin vinorelbinin

etkisini 24, 48 ve 72. saatte etkilemedigi bulundu (p<0,01).



Sekil 4-20: 24. saat anti-bcl-2 ile isaretlenmis hiicreler A:Vinorelbin+deksametazon grubu
B:Vinorelbin+meperidin grubu (Bar: 25u)

Deksametazon ve meperidin kombinasyon grubunda oranlar 24. saatte %1,77;
48. saatte %2,48 ve 72. saatte %1,14 olarak belirlendi(Sekil 4-21). Tiim saatlerde

kontrol grubuna kiyasla anlamlilik mevcuttu (p<0,01).

Sekil 4-21: 24. saat anti-bcl-2 ile isaretlenmis hiicreler deksametazon+meperidin grubu
(Bar: 25u)

Her iki ilacin tek basmma uygulanmasi ile kiyaslandiginda birlikte

uygulanmasinin yarattigi inhibisyon sadece 24. saatte anlamliydi (p<0,01).

4.6. Flow Sitometrik Analiz Sonuclar:
Flow sitometri ile belirlenen apoptozis orani kontrol grubunda 24. saatte %5, 72.

saatte ise %4 (Sekil 4-22) olarak belirlendi (Sekil 4-23).
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Sekil 4-22: Kontrol grubu flow sitometri sonucu A: 24.saat, B: 72. saat
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Sekil 4-23: Apoptozis oranlari
Vinorelbin grubunda oran 24. saatte %14 iken 72. saatte %61 (Sekil 4-24) e
yiikseldi ve kontrole gore anlamliydi (p<0,01).
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Sekil 4-24: Vinorelbin grubu flow sitometri sonucu A: 24.saat, B: 72.saat

Deksametazon uygulandiginda 24. saatte %19 olan apoptozis orani 72. saatte
%7 (Sekil 4-25) ye diistii (p<0,01).
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Sekil 4-25: Deksametazon grubu flow sitometri sonucu A: 24.saat, B: 72.saat

Meperidin 24. saatte %16 oraninda apoptozise yol agcarken 72. saatte bu oram

%24 (Sekil 4-26) oranina yiikseltti (p<0,01).
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Sekil 4-26: Meperidin grubu flow sitometri sonucu A: 24.saat, B: 72.saat

Vinorelbin+deksametazon grubunda 24. saatte %16 olan apoptozis orani 72.
saatte %63 (Sekil 4-27) e yiikseldi (p<0,01). Deksametazonun vinorelbinin etkisini 24
ve 72. saatte etkilemedigi bulundu (p<0,01).
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Sekil 4-27: Vinorelbin+Deksametazon grubu flow sitometri sonucu A: 24.saat B: 72.saat
Vinorelbin meperidin ile kombine uygulandiginda ise 24. saatte %15, 72. saatte
%71 (Sekil 4-28) oraninda apoptozisi arttirdigr belrlendi (p<0,01). Meperidinin

vinorelbinin etkisini 72. saatte arttirdig belirlendi (p<0,01).
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Sekil 4-28: Vinorelbin+Meperidin grubu flow sitometri sonucu A: 24.saat, B: 72.saat
Deksametazon+meperidin kombinasyonundaki apoptozis orani ise 24. saatte

%13, 72. saatte %18 (Sekil 4-29) olarak saptandi (p<0,01). Ilaclarin tek bagsina

uygulanmalar1 ile kiyaslandiginda birlikte uygulanmasi sonucu olusan apoptozis

oranindaki artis anlamli bulundu (p<0,01).
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Sekil 4-29: Deksametazon+Meperidin grubu flow sitometri sonucu A: 24.saat, B:72.saat

4.7. Transmisyon Elektron Mikroskop Bulgulari

Kontrol grubu hiicrelerinde genel morfoloji dogald1 (Sekil 4-30). Hiicrelerin
nukleusu diizgiin siirli  heterokromatik ve 1iyi gelismis nukleolusa sahipti.
Sitoplazmalar1 serbest ribozomdan zengindi ve diizgiin kristalara sahip mitokondriler ile
cubuk sekilli sisternalara sahip graniillii endoplazma retikulumu igeriyordu. Hiicreler
sitoplazmik organeller acisindan zengindi. Kontrol grubunda mitoz daha sik olarak

izlenmekteydi. Hiicre 6liimii ve apoptozis nadir olarak izlenmekteydi.

Sekil 4-30: 24 saat kontrol grubu elektron mikroskop goriintiileri

Vinorelbin uygulanan gruptaki hiicrelerin morfolojisi bozuktu (Sekil 4-31A).
Kontrol grubuna kiyasla nekroz ve apoptozisin daha sik oldugu gozlendi. Hiicrelerin
sitoplazmik igerikleri daha fakirdi ve hiicrelerin sitoplazmik uzantilar1 kontrol grubuna
gore azalmisti. Endoplazmik retikulumdan farklilasan intrasitoplazmik sisternalarin

goriilmesi mikrotubul depolimerizasyonuna isaret etmektedir.

Deksametazon uygulanan gruptaki hiicrelerde genel olarak kontrol grubuna

benzer bir yap1 goriildii (Sekil 4-31B).
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Sekil 4-31: 24 saat elektron mikroskopi goriintiileri A:Vinorelbin grubu B:Deksametazon
grubu

Meperidin uygulanan gruptaki hiicrelerde ise mitokondrilerde kiiciilme,

vakuolizasyon ve hiicre yiizey villuslarinin azaldig: goriilmektedir (Sekil 4-32A).

Vinorelbin+Deksametazon uygulanan hiicreler kontrol grubundan farkli fakat
vinorelbin grubuna benzer olarak bozuktu (Sekil 4-32B). Apoptozise giden hiicrelere
ilaveten ekstraselliiler alanda ¢ok miktarda apoptotik cisimcikler goriilmektedir. Ayrica
tek basina vinorelbin uygulanan gruptakine benzer sekilde hiicrelerde intrasitoplazmik

sisternalarin arttig1 agik¢a goriilmektedir.

Sekil 4-32: 24 saat elektron mikroskopi goriintiileri A:Meperidin grubu
B:Vinorelbin+deksametazon grubu

Vinorelbin+meperidin kombinasyon grubunda hiicrelerde yine vinorelbinin
etkisi ile olusan intrasitoplazmik sisternalar ¢ok miktardadir(Sekil 4-33A). Apoptozise
giden hiicrelere ilaveten nekrotik hiicreler de goriilmektedir. Tek basina meperidin
uygulanan gruptakine benzer sekilde hiicre i¢inde vakuolizasyonun artmis oldugunu
gormekteyiz. Deksametazon+meperidin uygulandiginda hiicrelerde vakuolizasyonun

arttig1 ve hiicre uzantilarinin azaldig bulgularina rastlandi (Sekil 4-33B).
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Sekil 4-33: 24 saat elektron mikroskopi goriintiileri A:Vinorelbin+meperidin grubu
B:Deksametazon+meperidin grubu

Sonug olarak tiim deney grubu hiicreleri kontrol grubuna kiyasla daha az sayida
mitoz, daha fazla sayida apoptotik hiicre ve daha az hiicre uzantis1 icermekteydi.
Vinorelbinin deksametazon ve meperidin ile kombine edildiginde hiicreler apoptotik
hiicrelerin varligi acgisindan vinorelbin grubuna benzemekle birlikte vinorelbin
grubundan farkli olarak meperidin ile olan kombinasyonu belirgin oranda

vakuolizasyon icermekteydi.
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S. TARTISMA

Vinorelbin, yar1 sentetik vinka alkaloididir ve antitiimoral aktiviteye sahiptir.
Vinorelbinin l16semi iizerine etkileri halen tam olarak aciklanamamistir. Yapilan bir
calismada vinorelbinin, 16semi hiicre soylar: iizerinde doza baglh olarak sitotoksik etki
gosterdigi rapor edilmistir (49). Myeloma hiicre soylari ile yapilan bir caligmada da
vinorelbinin hiicre biiylimesini inhibe ettigi bulunmustur (58). Bizim c¢aligmamizda
vinorelbinin HL-60 insan promyelositik 16semi hiicreleri lizerine antiproliferatif etkiye
sahip oldugu saptandi. Sonuglarimiza bakildiginda vinorelbin, 24, 48 ve 72. saatlerde

hiicre proliferasyonunu kontrol grubuna gore anlaml bir sekilde durdurdu (p<0,01).

Vinka alkaloidler —mitotik 1g iplikleri ile etkilesip  mikrotubul
depolimerizasyonunu etkileyerek mitozu metafazda durdurur (54). Tubuline yiiksek
baglanma yatkinliginda olup antitiimor aktivite sergilerler (84). Deneyimizde 72 saat
vinorelbin uygulamasinin BrdU-LI diizeyini belirgin dl¢iide azalttig1 saptandi. Bu bulgu
vinorelbinin mitotik mikrotubul polimerizasyonunu engelleyerek hiicre siklusunu G2/M

gecisinde durdurdugu bilgisiyle paralellik icermektedir (13).

Yapilan son calismalarda vinorelbinin sadece akciger adenokarsinoma
hiicrelerinde degil (4, 30), ayn1 zamanda lenfoma ve 16semi hiicrelerinde de apoptozise
neden oldugu gosterilmistir (4, 77). Apoptozis agisindan yaptigimiz degerlendirmelerde
vinorelbin uygulanan gruptaki hiicrelerin 24, 48 ve 72. saatlerde kaspaz-3 ile pozitif
isaretlendigi ve bu isaretlenme oraninin kontrole gore yiiksek degerlerde ve anlamli
oldugu bulundu. Yapilan bcl-2 immiinhistokimya boyamas: ile kontrol grubunda pozitif
hiicre sayis1 24. saatte %69,4; 48. saatte %49,5 ve 72. saatte %38,77 olarak belirlendi.
Vinorelbinin bcl-2 aktivasyonunda kontrole gore anlamli azalmaya yol agtigi tespit
edildi. Flow sitometrik analiz sonuclarina gére de vinorelbinin 24. saatte %14 oraninda
apoptozise neden oldugu, 72. saatte bu oranin %6le yiikseldigi bulundu. Acikca
goriilmektedir ki vinorelbin bcl-2 aktivasyonunu engelleyerek kaspaz-3 aktivasyonu ile

hiicreyi apoptozise gotiirmektedir.

Bcl-2 nin asir1 ekspresyonu apoptozisi inhibe eder (63). Artmis olan bcl-2 orani
loseminin zayif prognozu ile iliskili olup iki etki gosterir. Birincisi canli kalimi
diizenleyerek dolagimdaki blast populasyonunu genisletebilir. ikincisi, steroid hormon

ve sitostatik ilaglarin sebep oldugu apoptozisi engelleyerek kemoterapiye cevabi tersine
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cevirebilir. Bel-2nin asir1 ekspresyonu erigkin AMLde zayif prognoz ve yiiksek oranda

WBC ile iligkilidir (15).

Losemili hastalardan elde edilen hiicreler ile yapilan bir ¢alismada vinorelbinin
kaspaz-3 aktivasyonu ile apoptozisi indiikledigi gosterilmistir (77). Yapilan bir baska
calismada ise, akut lenfoblastik 16semi (ALL), kronik lenfositik 16semi (KLL) ve akut
myeloid 10semi (AML) olan hastalardan taze olarak elde edilen primer 16semi
hiicrelerinde vinorelbinin apoptozise yol actig1 flow sitometrik analiz ile gosterilmistir
(80). Myeloma hiicre soylart ile yapilan bir caligmada da flow sitometrik analiz ile

vinorelbinin apoptozise neden oldugu bulunmustur (58).

Kemoterapi ve radyoterapi cesitli yan etkilere sahiptir. Glukokortikoidler
yardime1 tedavi amacglh olarak kullanilmaktadir ¢iinkii pro-apoptotik etkilere sahiptir ve
bulanti-kusma durumunu ve normal doku iizerine akut toksisiteyi azaltici etkilere
sahiptir. Glukokortikoidlerin hiicre kiiltiiriinde lenfoid hiicreler iizerine pro-apoptotik ve
anti-proliferatif etkiye sahip oldugu gosterilmistir (36, 66, 67). Glukokortikoidlerin
lenfositler, myeloma hiicreleri ve lenfoma hiicreleri gibi baz: hiicre tiplerinde sitotoksik
etkilere sahip oldugu gosterilmistir (26). Ayrica AML li hastalardan elde edilen 16semi
hiicreleri ile yapilan bir calismada deksametazonun kontrole gore hiicre sayisim azalttig
bulunmustur (60). Deneyimizde de deksametazon 10uM dozunda 24 ve 48. saatlerde
hiicre sayisim anlamli sekilde azaltti (p<0,01). 72. saatte meydana gelen hiicre
sayisindaki azalma kontrole gore anlamli bulunmadi (p>0,01). Deksametazon
vinorelbin 1ile kombine edildiginde 72 saat boyunca proliferasyon inhibisyonu
gerceklesti (p<0,01) ancak deksametazonun vinorelbinin proliferasyonu inhibe edici

etkisine ilave bir etki saglamadig1 bulundu (p>0,05).

BrdU ile isaretlenme oram deksametazon grubunda 24 ve 72. saatlerde kontrole
yakin degerlerde bulundu (p>0,05). 48. saatte kontrole gore sentez fazindaki hiicre
oraninda goriilen azalma ise anlamliyd: (p<0,05). Deksametazonun vinorelbinin sentez
fazinda yol acgtig1 inhibe edici etkisine ilave bir etki gostermedigini bulduk. Yapilan bir
calismada akut 16semili 26 hastanin kanindan izole edilen 16kosit populasyonunda
cesitli parametreler Olgiilmiistiir. Deksametazon ile indiiklenen hiicre olimii ile S

fazindaki hiicre sayisinin iligkili olabilecegi vurgulanmistir (40).

Calismamizda deksametazon kontrole gore anlamli oranda kaspaz-3 aktivasyonu

sagladi (p<0,01). Yapilan bir ¢alismada deksametazonun multiple myeloma (MM)
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hiicrelerinde apoptozisi indilkleme mekanizmas1 arastirilmistir.  Bunun i¢in 4
glukokortikoid reseptoriiniin mutantlar1 eksprese edilmis ve bu mutant genleri iceren
hiicrelerin deksametazon uygulaninca kaspaz-3 aktivasyonu ile apoptozise gittigi flow

sitometrik analiz ile gosterilmistir (69).

Kaspazlar (cysteine proteases with aspartate specificity), apoptozisin Onemli
aracilanidir. Kaspazlarin aktivasyonu transkripsiyonel aktivasyon, apoptozis inhibe eden
proteinlerin (IAP) regiilasyonu, otoaktivasyon veya diger kaspazlar tarafindan
yartklanma gibi bir¢cok mekanizma sonucu gerceklesir (11, 22, 57, 76). Su ana kadar
kaspaz ailesinin 14 iiyesi tamimlanmistir. Bunlar iic grupta smiflandirilabilir (57):
bagslatic1 kaspazlar (-8, -9, -10 ve -12), efektor kaspazlar (-3, -6 ve -7) ve inflamasyon
kaspazlar (-1, -11). Kaspaz-3 ve kaspaz-6 efektor kaspazlardir. Niikleazlarin laminler ve
PARP gibi hiicresel substratlara ayrilmasimi sagladigi bilinmektedir (50, 59). Yapilan
bir calismada glukokortikoidlerin pre-B 16semi 697 hiicrelerinde kaspaz-6nin
aktivasyonuna neden oldugu kaspaz-3ii aktive etmedigi gosterildi (55). Bir bagka
calismada ise deksametazonun osteoblastlarda hem kaspaz-3 hem de kaspaz-6

aktivasyonuna yol actig1 belirlendi (18).

Deksametazon ve vinorelbin kombine uygulandiginda ise deksametazon
vinorelbinin sagladig1 kaspaz-3 aktivasyonunu 24. saatte arttirdi fakat 48 ve 72. saatte

sadece vinorelbinin etkisinde artis gerceklesti.

Losemi hiicre soylari ile yapilan bir caligmada hiicrelerin deksametazona
hassasiyeti ile bcl-2 seviyeleri arasinda ters korelasyon oldugu bulunmustur (70).
Calismamizda deksametazon bcl-2 aktivasyonunu 24, 48 ve 72. saatte inhibe etti
(p<0,01). Vinorelbin ile kombinasyonunda da anlamli inhibisyon gerceklesti (p<0,01)

fakat bu etki vinorelbinin sagladig: bir etki olarak yorumland.

Flow sitometri ile belirlenen apoptozis oranit deksametazon uygulandiginda 24.
saatte %19 iken 72. saatte %7 olarak bulundu. Deksametazon vinorelbin ile kombine
edildiginde ise apoptozis orani 24. saatte %16 dan 72 saatte %63 e yiikseldi. Bu sonug

tek basina vinorelbin uygulanan grubun sonuglarina benzerdi.

Glukokortikoidler etkilerini niiklear reseptor siiperailesinde yer alan ve ligand ile
indiiklenen transkripsiyon faktorii glukokortikoid reseptorii (GR) vasitasiyla gosterirler
(7). Glukokortikoidler GR 1ile apoptozise aracilik ederler. GR sitoplazmik heteromerik

komplekstir ve steroid/DNA baglayici alt iinite ve 1s1 sok proteini hsp90 dimeri icerir
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(9). GR, hormon bagiml transkripsiyonel modulator proteinlerin steroid/tiroid reseptor
ailesinin iiyesidir (16, 25, 82). Glukokortikoid ile indiiklenen apoptozisde sinyal
yolunun ilk asamas: steroidin GRye baglanmasidir. Steroid reseptor kompleksi daha
sonra transformasyon ve aktivasyon siirecine girer ve nukleusa transloke olur.
Glukokortikoide cevap veren element olarak bilinen spesifik DNA sekuensine baglanir
(6, 16, 25, 82). Spesifik reseptor-DNA etkilesimi glukokortikoide cevap veren genlerin
indiiksiyonu veya baskilanmasina neden olur. Yapilan bir calismada GR aracilig ile
indiiklenen apoptozisin roliinii daha iyi anlamak i¢in insan akciger ve servikal kanser
hiicrelerinde kanser terapisi aracili olim iizerine deksametazonun etkisi calisilmis.
Sasirtic1 olarak ve lenfoid hiicreler ile elde edilen sonuglara zit olarak deksametazonun
kullanilan kanser hiicrelerinde gii¢lii antiapoptotik etkiye sahip oldugu ve kanser
terapisi ile indiiklenen tiimor kii¢iilmesini ve apoptozisi onledigi bulunmustur. Bunun
nedeni kaspaz aktivitesinin durmasi ile sonu¢lanan mitokondriyal apoptozis yolagi ve

Oliim reseptoriiniin anahtar molekiillerinin inhibisyonunu saglamasidir (36).

Calismamizi destekleyen lenfoid hiicrelerde yapilan caligmalarda deksametazon
ile apoptozisin arttigi ve CD95, kaspaz-3 ve kaspaz-4 gibi proapoptotik genlerin
ekspresyonu artarken, antiapoptotik molekiiller bcl-2 ve bcl-xp. ekspresyonunun azaldigi
bulunmustur (17, 29, 68, 78). Primer cocukluk cagi ALL ornekleri ve CCRF-CEM
hiicre soyunda da deksametazon uygulandiginda bcl-2 ve bcl-xi, in ekspresyonunun
azaldig gosterilmistir (48). Yapilan bir baska calismada da bcl-2 nin glukokortikoid
uygulanan insan pre-B lenfositlerinin apoptozisini bloke ettigi ve bunun c-myc

ekspresyonunun baskilanmasi ile baglantili oldugu gosterilmistir (3).

Ayrica deksametazonun notrofillerde mitokondrial membran biitiinliigiinii
korudugu, kaspaz-9 aktivasyonunu geciktirdigi ve spontan apoptozis oranini azalttii

gosterilmistir (52).

Opioid ilaglar neoplastik biiylime ve ilerlemenin cesitli asamalarindaki kanser

hastalarinda agr1 kontroliinde yaygin olarak kullanilmaktadir (27).

Deneyimizde kullandigimiz opioid sinifi ilaglardan biri olan meperidin 72 saat
boyunca anlamli proliferasyon inhibisyonu yaratti (p<0,01). Yapilan bir ¢alismada
endojenik p-opioid reseptdr agonisti olan endomorfin 1 (EMI1) ve endomorfin 2

(EM2)nin antiproliferatif etki gosterdigi tespit edilmistir (27). Vinorelbinin sagladigi
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proliferasyon inhibisyonu etkisini 72. saatte az oranda arttirdig1 goriilmektedir fakat bu

azalma istatistisel olarak anlamli degildi (p>0,05).

Meperidin uygulanan grupta sentez fazindaki hiicre sayisinda 48 ve 72. saatte
kontrole gore anlamli azalma meydana geldi (p<0,01). Vinorelbin tek basina BrdU-LI
oranin1 anlaml bir sekilde diisiirdii. Ancak meperidinin vinorelbinin sagladigi bu diisiise

ilave bir etki yaratmadig tespit edildi (p<0,01).

Meperidin uygulanan grupta kaspaz-3 ile isaretli hiicre sayis1 72 saat boyunca
anlamh sekilde artt1 (p<0,01). Yapilan bir ¢calismada morfinin oksidatif metaboliti olan
morfinonun HL-60 ve HSC-2 (oral yassi hiicre kanseri) hiicre soylarinda kaspaz-8 ve
kaspaz-9u aktive etmedigi fakat doza bagli olarak kaspaz-3ii aktive ettigi gosterilmistir.
Burdan yola cikarak morfinonun HL-60 hiicrelerinde apoptotik olmayan hiicre 6liimiinii
indiikledigi 6ne siiriilmiistiir (73). Calismamizda vinorelbin ve meperidin
kombinasyonunda da anti-kaspaz-3 isaretli hiicre sayisimin kontrole gére anlamli oranda
arttig1 bulundu (p<0,01). Her iki ilacin tek basina ve birlikte kullanimlar1 anti-kaspaz-3
isaretli hiicre sayisini arttirdi. Fakat bu artis vinorelbin grubuna benzerdi. Kombine

kullanim vinorelbinin etkisini azaltic1 ya da arttirici etki gostermedi.

HL-60 hiicreleri ile yapilan bir bagska calismada kodeinin oksidatif metaboliti
olan kodeinonun interniikleozomal DNA fragmentasyonunu indiikledigi bulunmustur.
Ayrica kodeinonun kaspaz-8 ve kaspaz-9’u aktive etmedigi, doza baglh olarak kaspaz-

3ii aktive ettigi gosterilmistir (72).

Meperidin bcl-2 isaretlenme oranlarinda 24. saatte %3,75; 48. saatte %2,41 ve
72. saatte %1,24 olarak anlamli azalmaya yol act1 (p<0,01). Endojenik u-opioid reseptor
agonisti olan endomorfinlerin HL-60 hiicrelerinde bcl-2 seviyesini diistirdiigli, Bax, Fas
ve FasL ekspresyonunu arttirdigi bulunmustur. Sonu¢ olarak endomorfinlerin HL-60
hiicrelerinde Bcl-2-Bax ve Fas-FasL aktivasyonu yoluyla apoptozisi indiikledigi
bildirilmistir (51). Calismamizda meperidin vinorelbinin tek basina sagladigi bcl-2

inhibisyonu etkisini 24, 48 ve 72 saatlerde etkilemedigi tespit edildi.

Flow sitometrik analiz ile kodeinonun HL-60 hiicrelerinde apoptotik hiicrelerde
artisa yol actig1 gosterilmistir (39). Benzer olarak calisamizdaki flow sitometrik analiz
sonuglarina gore meperidin 24. saatte %16 oraninda apoptozise yol acarken, 72. saatte
bu oranin %24 oldugu ve kontrole gore apoptotik hiicre sayisindaki artisin anlaml

oldugu bulundu (p<0,01). Vinorelbin tek uygulandiginda 24. saatte %14 olan apoptozis
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oran1 meperidin ile birlikte uygulandiginda %15 olarak belirlendi. 72. saate ise
vinorelbin tek basina uygulandiginda %62 olan apoptozis orani meperidin ile kombine
edildiginde %71 e yiikseldigi bulundu. Sonu¢ olarak meperidinin 72. saatte vinorelbinin

apoptotik etkisini arttirdigini tespit ettik.

Yapilan bir calismada HL-60 ve A549 (akciger kanseri) hiicre soylarina morfin
uygulandiginda erken apoptotik belirteclerin iiretildigi, MCF-7 (meme kanseri)
hiicrelerinde ise nekrotik hiicrelerin artisinin indiiklendigi bulunmustur (35). Yapilan bir
baska calismada ise morfinin HL-60, A549 ve MCEF-7 hiicre soylarinda sitotoksik
aktivite gosterdigi ve apoptozise neden oldugu gosterilmistir. Ayrica morfinin HL-60
hiicre soyunda mitokondriyal Mn-iceren siiperoksid dismutaz (MnSOD) aktivitesini

arttirdigr bulunmustur (34).

Deksametazon ve meperidin birlikte uygulandiginda 24. saatte hiicre sayisinda
azalma kontrole gore anlamli bulunmadi (p>0,05). Meperidin ve deksametazon
sinerjistik etki gostererek hiicre proliferasyonunu 48. saatte azaltti. BrdU ile isaretlenen
hiicre sayis1 da kontrole gore anlamli olarak her saatte azaldi. Her iki ilacin tek basina
uygulanmasi ile kiyaslandiginda birlikte uygulanmasinin yarattifi inhibisyon anlamli
bulundu (p<0,01). Deksametazon ve meperidin birlikte kontrole gore anlamlh kaspaz-3
aktivasyonu sagladi. Tek basina uygulanmalarina kiyasla sadece 72. saatte sinerjistik
etki bulundu. Deksametazon ve meperidin birlikte kontrole kiyasla anlamli bcl-2

inhibisyonu sagladi. Birlikte uygulanmalar1 sadece 24. saatte anlamli ilave etki sagladi.

Flow sitometri ile belirlenen apoptozis orani 24. saatte %13, 72. saatte %18
olarak saptandi. Ilaclarin tek basina uygulanmalar1 sonucu olusan apoptozis oranindaki

artis anlamli bulundu (p<0,01).

Vinorelbin mikrotubul depolimerizasyonu saglayarak hiicreyi metafaz evresinde
durdurur ve boylece kontrolsiiz hiicre cogalmasin1 Onler. Gosterdigi bu antitiimoral etki
nedeniyle klinikte cesitli timor tiplerinin tedavisinde kullanilmaktadir. Calismamizda
vinorelbin HL-60 akut promyelositik 16semi hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe etti ve
sentez fazindaki hiicre sayisinda azalmaya neden oldu. Ayrica bcl-2 seviyesinde
azalmaya neden olarak ve kaspaz-3 aktivasyonu ile apoptozise neden oldugu belirlendi.
Deksametazon antiinflamatuar ve immiinosupresif etkileri nedeniyle kemoterapi
sirasinda ve sonrasinda kullanilmaktadir. Cesitli calismalarda apoptozise neden oldugu

gosterilmistir. Calismamizda bel-2 seviyesini diisiirdiigii ve kaspaz-3 aktivasyonu ile
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kontrole gore anlaml oranda apoptozise neden oldugu tespit edildi. Meperidin narkotik
analjezik etkisinin yanisira apoptozis ile iliskili asamalar1 etkilemesi nedeniyle
antitimOr potansiyele sahiptir. Calismamizda, meperidinin HL-60 hiicrelerinde de
apoptozise neden oldugunu gosterildi. Deksametazon vinorelbinin etkisini arttiric1 veya
azaltici rol oynamadi. Ancak meperidinin vinorelbinin apoptotik etkisine 72. saatte ilave

etki sagladig tespit edildi.

Sonug olarak, vinorelbin akut promyelositik l6semi hiicrelerinde apoptozise
gidisi arttirabilecegini ve akut promyelositik l6semili hastalarda tedavide faydali
olabilecegini gostermis olmasinin yaninda kortikosteroid reseptorleri lizerinden etki
eden maddelerle kombinasyonu yerine mu opioid reseptorleri tizerinden etki eden

maddelerle kombinasyonunun tedavide daha yararli olacagi gosterilmistir.
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