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I. ONSOZ

1999 senesinde baslamus oldugum ve hi¢ bitmeyecegine inandifim tezimin
bugiirt bu asamada olmasi benim igin bir sans. Bu ylizden dncelikle bana bu sans1 veren
hocam, Saym Prof. Dr. Beyazit Cirakoglu’na ve Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim
dali elemanlarmna tesekkiir etmek istiyorum.

Tezimi, bana zevkle ¢ahsabilecefim bir konu 6greten, bilimsel diiglince yapimm
gelismesini saglayan ve benim kendime olan inancim korikkleyen, yagammmda g¢ok
onemli bir yeri olan hocam, Saymn Prof. Dr. Nargin Palavan Unsal ve varliklar ile bana
daima gii¢ veren aileme adamak istiyorum.

Ayrica parasal yonden tiim destegi saplayan Halic Universitesi’ne, kigisel
tecriibeleri ve destekleri ile her zaman yanimda olan Halig Universitesi Fen Edebiyat
Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik bdliimii Sgretim iiye ve elemanlarina tegekkirii
borg bilirim. Hastalarm temini esnasmda bana yardmei olan $isli Etfal Hastanesi
Cocuk Klinigi ve SSK Goztepe Hastanesi Hematoloji-Onkoloji Cocuk Klinigi
doktorlarma, yiiksek basmngh sivi kromatografi kullamminda yardimc1 olan Prof Dr.
Julide Akboga’ya ve bana tezimin bitisi esnasinda siirekli moral veren ve klinik yénden
yaptigimz igin 6nemini kavramama sebep olan Dr. Serdar Arsah’a, hep yanmda
olarak bana destek olan tiim arkadaglarima, cam goniilden tesekkiir ederim,

Umundum bir giin gergekten, 18semili gocuklarm ve ailelerinin yiizlerinde
gordiigiim umutsuz ve care bekleyen bakiglarm yerini basariya ulagma {imidinin yer
almasi. Umarim yapilan bu cabgma ile hastalign teshisinde ve tedavisinde yeni
gelismelere basamak olusturulabilmistir.
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1. OZET

Cocuklarda en sik goriilen malign hastalik tipi akut 16semidir. Beyaz wkta
cocukluk ¢agmda 16semi sikhii 100.000 canh dogumda yaklagik 5 kadardir. Cocukluk
¢aginda goriilen kanserlerin %80°ni Akut Lenfoblastik Losemi (ALL) olugturmakta ve
en sik 2-5 yaslan arasinda goriilmektedir. Poliaminler, biitlin hiicrelerde varhklar
kanitlanmig pozitif yiiklii alifatik amin gruplaridir. Bunlarin en iyi bilinenleri, bir diamin
olan putresin (Put), bir triamin olan spermidin (Spd) ve bir tetraamin olan spermin
(Spm) dir. Poliaminlerin hiicre bdliinmesine etkileri ve RNA ile olan iligkileri, biiylime
ve protein sentezi mekaniznalarmi dogrudan etkilemektedir. Ayrica tUmdr
karakteristifi gOsteren dokularda ozellikle Spd ve Spm konsantrasyonlarinda artig

saptanmustir.

Bu aragtirma da, farkh tip ve evrelerdeki 16semi hastalarinda ve bilinen hiicre
hatlarnda poliamin metabolizmasinn  inc¢lenmesi ve bu siireglerin  16semi
olugsumundaki rollerinin agiklanmas amaglanmgtir.

Bu dogrultuda biyomarkir olarak  poliaminlerin  klinik anlamda
kullamlabilirliginin yararmmn saptanmasi amaciyla bir dizi ¢aligma yapilmgtir. Medikal
uygulama gérmemis hastalardan alnan periferal kan 16kositleri ve hastalik seviyesi belli
hiicre hatlarmda (CCL-119 ve KG1) poliamin miktar analizleri yliksek basin¢h sivi
kromatografisi (HPLC) kullanilarak incelenmigtir. Yine aym &rneklerde poliamin
katabolizmasinda gorevli enzimlerden diamin oksidaz (DAO) ve peroksidaz (POD)
aktiviteleri spektrofotometrik olarak belirlenmigtir. Gozlemler Spd’nin  hasta
I6kositlerinde fazla miktarda bulundugunu gOstermigtir. Ancak en belirgin sonuglar
Spm miktar tayini ile saptanmugtir. Spm kontrol Srneklerine gére hastalarm periferal
taze I6kositlerinde 20 kat, periferal kan Orneklerinden yapilan siispansiyon lokosit
kiiltiirlerinde 17 kat, ALL hiicre hattinda 15 kat ve AML hiicre hattinda 10 kat artis
gostermistir (p<0,005). Buna paralel olarak hasta Srneklerinde ve hiicre hatlarinda
kontrol &rneklere gére POD ve DAO aktiviteleri %100-200 oraninda artig g6stermigtir.
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Alnan sonuglara gbre Spm akut 16semilerin molekiler tamsmnda hassas bir
biyomarkir olarak gelistirilebilir potansiyele sahiptir. Intraseliller poliamin analizi,
HPLC yontemi ile giiniimiizde kolay, yaygm ve ekonomik olma avantajlarina sahiptir.
Aym zamanda poliamin metabolik enzimlerinin akut I5semilerde incelenmesi
geligtirilebilecek yeni terapdtik maddeler i¢in veri basamag olugturmaktadir. Bu
nedenle poliaminlerin akut 16semiler igin tammilanmas, tam ve tedavisi siiresince gesitli
yonlerden potansiyel nem tagimaktadir.
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2. SUMMARY

The most diagnosed malign illness is acute leukemia in children. The incidence
of leukemia in white population is 5 person in 100.000 Live birth. 80% of childhood
cancers are acute lymphoblastic leukemia (ALL) and it is seen especially between 2 and
5 years old. Polyamines are the polycationic molecules which are consisted in every
kind of cell. The most known polyamines are, a diamin putrescine (Put), a triamine
spermidine (Spd) and a tetraamine spermine (Spm). They directly effects cell division
and RNA processes in cell and also they have relations with growth and protien
synthesis. Especially polyamines are increased in tumor cells.

In this research it is aimed that to reveal the importance of polyamines in
different staged and characteristics leukemia patients and established leukemia cell
lines. Beside of these, it is planned to determine polyamine metabolism in the same
subjects.

In this way, many studies were done to understand the possible usage of
polyamines in clinics as a biomarker. The peripheral blood leukocytes were obtained
from untreated leukemia patients. These cells and established leukemia cell lines (CCL-
119 and KG1) were analyzed for polyamine content by high pressure liquid
chromatography (HPLC). The same cells were investigated for polyamine catabolic
enzymes, diamine oxidase (DAO) ahd peroxidase (POD) spectrophotometrically. Spd
was found increased in patient and cell line leukocytes. However the sharpest
differences were obtained from Spm content analyzes. Spm was increased 20 fold in
peripheral blood leukocytes of patients, 17 fold in suspension culture of peripheral
blood leukocytes, 15 fold in CLL-119 cell line and 10 fold in KG1 cell line (p<0,005).
POD and DAO enzyme activities are correlated with polyamine content results. These
enzymes were increased between 100 and 200% when they compared with normal
subjects.

Spm is a promising candidate biomarker for molecular diagnosis of leukemia.
Intracellular polyamine analyzes by HPLC method is an economic, easy and applicable
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for wide range usage. The determinations on metabolic enzymes in leukemia patients
may provide a new data step for future studies about therapeutic agents. Therefore, it is
important to understand polyamine mechanisms in leukemic cells for new diagnostic
and therapeutic studies.
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3. GIRIS VE AMAC

Dogal poliaminler olarak bilinen putresin (Put; 1,4-diaminobiitan), spermidin
(Spd; N- (3-aminopropil-1,4-biitadiamin)) ve spermin (Spm; N, N’-bis (3-aminopropil-
1,4-biitendiamin)) hemen hemen tiim hiicre gesitlerinde bulunurlar (1). Spm sentezi ise
genellikle gekirdege sahip canhlarda meydana gelmektedir. Poliaminler dzellikle hiicre
homeostazim saglayan diigiik molekiil agirhga sahip, kiiciik, katyonik molekiillerdir (3-
15). Put bir diamin, Spd bir triamin ve Spm bir tetraamindir. Hiicrede meydana gelen
metabolik olaylarda Onemleri gOsterilmis ve halen molekiller mekanizmalarmin
anlagilabilmesi i¢in cesitli gahgmalar yapilmaktadir. Ozellikle bslinme ve poliaminler
lizerine yapilan g¢ahgmalar dikkatleri kanser aragtwmalarinda kullanidabilir olup
olmadiklarim aragtirmaya gekmigtir. Literatiirde yer alan l6semi ve poliaminler konulu
caligmalar klinik yonden yararh olabilecek yeni kemoterapik ajanlarin diizenlenmesinde
ve neoplastik olusumiarm incelenmesinde yararh olmugtur. Bu nedenle, birgok arastirici
tarafindan poliamin mekanizmasi ve kanser ile ilgili hiicresel faaliyetlerin poliaminlere
olan bagmmhhd incelenmistir. Hemen hemen her tip neoplastik olusumda endojen
poliamin miktarmin hiicrelerde arttig1 dolayistyla da hiicrelerin kontrolsiiz bdlindikleri
gosterilmigtir. Bu nedenle, ¢ocukluk donemi malign hastaliklarinin baginda gelen akut
lI6semilerde poliamin metabolizmasmin irdelenmesi yeni tip terdpatik maddelerin
geligtirilebilmesi ve tam amagh kullamlabilirliklerinin aciklanmasi bakimmndan
Snemlidir.

Bu aragtirma da, farkh tip ve evrelerdeki ¢ocuk ldsemi hastalarinda ve bilinen
hiicre hatlarmda poliamin - metabolizmasmin incelenmesi ve bu siire¢lerin 1semi
olusumundaki rollerinin agiklanmasi amaglanmugtir. Aym zamanda hastalardan elde
edilen sonuglar belirli 16semi hiicre hatlan ile kargilagtmiinmgtir. Bu g¢ahsmanm
sonucunda biyomarkir olarak kullamlabilirlikleri ve hastahgm tipine bagh olarak
metabolik degisimleri agiklanmaya ¢ahgilmmstir.
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4. GENEL BIiLGILER

4.1. POLIAMINLER

Dogal poliaminler olarak bilinen putresin (Put; 1,4-diaminobiitan), spermidin
(Spd; N- (3-aminopropil-1,4-biitadiamin)) ve spermin (Spm; N, N’-bis (3-aminopropil-
1,4-biitendiamin)) hemen hemen tiim hiicre cesitlerinde bulunurlar (1). Spm sentezi ise
genellikle ¢ekirdege sahip canliarda meydana gelmektedir. Poliamin biyosentezi
Okaryotik hiicreler, bakteriler ve protozoalarda farklilk g6stermektedir. Baz
prokaryotlarda sadece Put ve Spd sentezlenir ancak baz termofilik bakterilerde
Spm’den daha uzun zincirlere sahip poliaminler mevcuttur. Genellikle prokaryotlarda
Put miktan fazla olup Spd ve Spm daha az bulunmaktadir. Spm ise daha ¢ok memeli
hiicrelerinde daha yiikksek konsantrasyonlarda bulunur. Bu olaylarm yamsmra baz
metanojen arke tiirlerinde poliaminlerin yagamsal sinr olarak kabul edilen
konsantrasyondan daha az miktarda olduklari saptanmustir. Bilinen tiirlerden
Trypanosoma cruzi’de ise poliamin biyosentezi gergeklestirilmemekte ve digaridan
besinler vasitasi ile aliman poliaminler kullamimaktadir (3-12). Yaklagik 200 yildan beri
varliklan bilinmektedir. ilk kez Anton van Leeuwenhoek (1) insan seminal sivisinda
spermin fosfat kristallerini tammlanugtir. 1865’te Boettcher bu kristalleri yine
Ozelliklerini bilmeden resmetmigtir (2). Zaman igerisinde Spm birgok kez farkh
kigilerce saptanmasma kargin en son 1962 yiinda sentezlenerek kimyasal yapisi
[NH2(CHz);HN{CH,)sNH(CH,);NH;] kabul edilmigtir. Ancak o zaman hiicredeki
fizyolojik Onemleri bilinmemekteydi (4). Ashnda poliaminler evrensel bir simflandirma
ile biyolojik aktif aminler olarak bilinen serotonin, histamin ve triptamin gibi
monoaminlerle birlikte grup olugtururlar. Poliaminler ozellikle hiicre homeostazini
saglayan diigiik molekiil agirh@a sahip, kiiglik, katyonik molekiillerdir (3-15). Put bir
diamin, Spd bir triamin ve Spm bir tetraamindir. (Sekil 4.1)
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1,3-diaminopropan Putresin
Kadaverin Spermidin
Spermin
T I
Asetilputresin Asetil kadaverin
I o
N:asetilspermin Nasetilspermidin

Sekil 6.1. En cok rastlanilan dogal poliaminler

Put ismi pis kokulu manasinda kullandan kelimelerden tlitevlenmigtir. Spd ve
Spm ise ilk kez bulunduklar: seminal sividan esinlenerek tiretilmigtir. Ozellikle Put’nin
5lii dokularda bakterilerce sentezlendifi ve bunun da siganlarda 8l bireyi gomme
hareketini indiikledigi gosterilmistir. Tahta oyuncak bir sigan Put ile spreylenmis ve
sican toplulufunun &niine konmugtur. Bunun {izerine topluluktaki siganlarm koku
algaclarmin etkilenmesi ile oyuncak tahta sigant gomdiikleri bilinmektedir (8).

Poliaminlerin hiicre fizyolojisinde degigik gorevlere sahip olduklari gesithi
calismalarda gdsterilmigtir. Poxzitif yiiklii iyonlar olduklar: igin hiicrelerin negatif ytikl
kisimlarma baglanirlar ve gogunlukla bu kisimlan stabilize ederler (9-12). Bunun en iyi
ornegi hiicrede lokalize olduklari hiicre zarlan, deoksiribonuklesik asit (DNA) ve
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ribonukleik asit (RNA) molekiilleri ile pH 7.2°de olan etkilegimleridir (9). Negatif yiklii
makromolekiiller ayrica hiicrenin ¢ogalmasinda, biiylimesinde ve farkhlagmasmda rol
oynarlar (10). Yapilan son ¢ahgmalarda hiicre bdliinmesi ile poliamin miktar1 arasmda
pozitif korelasyon oldugu goOsterilmigtir (11). Hiicre igerisinde nanomolar
konsantrasyonlarda bulunduklan igin izolasyonlar &zel teknikler ile miimkindir.
Embriyonik biiylime, hiicre dongiisii, kanser, ndrokimyasal olaylar, akciger ve
bagisikhk sistemi fonksiyonlar1 gibi sayilamayacak kadar ¢ok calisma poliaminlerin
iglevlerini belirleyebilmek i¢in aragtirilmaktadir(12-15).

Poliaminlerin hiicre biiylimesinde g6rev aldiklan ¢esitli aragtrmalarda
goOsterilmigtir. Ancak bu verilerin yamsra poliaminlerin hiicre Skimlerinde de rolleri
oldugu diigiiniilmektedir. Hiicre Oliimlerinin bir nedeni de poliamin katabolizmasi
sonucunda meydana gelen hidrojen peroksittir (H,0;). Bir ¢ahgmada deksamethazon ile
baglatilan apoptoz’un ortama poliaminlerin eklenmesi ile durduruldugu gésterilmigtir
(18). Bunun yamisira ortamda poliamin konsantrasyonunun diigmesi ile hiicrelerin
apoptotik hareketler icerisine girdikleri gosterilen diger buigulardandr. Hiicre
dongiistinti tegvik etmeleri hiicreleri apoptozden uzaklagtiran birbagka nedendir. Bunun
tersine, poliamin biyosentez enzimi ODC’nin apoptoz’a neden oldugunu gosteren
caligmalarda meveuttur. ODC geni, c-myc geninin fazla ekprese olmasi ile aktif hale
gelir. c-myc geni ODC gibi apoptoz ve hiicre boliinmesinde ¢ift yonlii rol oynar.
ODC’nin giiglii ekspresyonu ile ayni c-myc’de oldugu gibi IL-3 varhginda murin 16semi
hiicrelerinin 6liimiine neden olmugtur (19-20). Packham ve ark. na gore (1994) c-myc
proteini ODC’nin eksprese edilmesini transkripsiyon seviyesinde diizenler. Hiicrelerin
apoptoz yoluna girmelerine neden olan bir bagka olay ise Spd ve Spm oksidasyonunu
saglayan bakir iceren serum amin oksidaz aktivitesidir. Aym zamanda hiicre i¢inde
FAD’a bagh poliamin oksidaz da aym sekilde hiicreleri apoptoza dogru iter, Bu
reaksiyonlar sonrasmmda H,O, ve aminoaldehitler tiretilir. Bu molekiiller apoptoza neden
olurlar. FAD’a bagl poliamin oksidazlar i¢in bir inhibit6r kullanildii zaman apoptozu
tesvik eden amin oksidazlarm gorevierini durdurmaktadw (21-22). Diger taraftan
poliaminlerin hiicre igerisinde fazla miktarda birikmelerinin veya konsantrasyonlarmin
diigmesinin bazi hiicresel fonksiyonlarn bozulmasna neden oldufu gOsterilmigtir.
Ornegin protein-protein iligkilerinde, mitokondriyal integrasyonda ve DNA-protein
iligkilerinde meydana gelen fonksiyonel bozukluklarm apoptoza neden oldugu
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gosterilmigtir (23-25). Bazi durumlarda ise ODC nin fazla eksprese olmasi apoptoza
karsi hassasiyete neden olurken, bazen de kontrolsiiz hiicre boliinmelerine neden
olmaktadir.

Diisiik bagisikhik
Ny, Kanser

" Poliaminler

DENGE

Sekil 6.2. Poliaminlerin dengede tutulmasi ve fizyolojik sonuglari.

6.2. POLIAMINLERIN BIiYOSENTEZI

Hiicrede dogal olarak bulunan Put, Spd ve Spm her organizmada aym miktarda
ve konsantrasyonda bulunmaz. Ornegin mikrorganizmalardan Trypanozomlar sadece
eser miktarda Spm icerirler. Poliaminler hiicre digndan yiyecekler yolu ile almabildifi
gibi aym zamanda hiicre igerisinde de diretilebilmektedirler. Uretilme agamasmda rol
alan 4 anahtar enzim bulunmaktadir. Ornitin dekarboksilaz (ODC) enzimi L-ornitinden
Put sentezini saglar. S-adenozilmetiyonin dekarboksilaz (AdoMetDC) dekarboksile S-
adenozilmetiyonin (dcAdoMet DC) seklini alarak amino propil vericisi olarak gorev
alir. Spermidin sentaz aminopropil grubunu Put’a tasiyarak Spd’yi meydana getirir.
Spermin sentaz ise bir amino propil grubunu Spd’ne tagir ve Spm meydana gelir. Dogal
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poliaminler ii¢ degisik amino asitin karboksilasyonu ile elde edilirler. Bunlardan
birincisi arginin arginin dekarboksilaz enzimi aktivitesi sonucunda ilk dnce agmatine
doniigiir. Bu olay yiiksek bitkilerde ve mikroorganizmalarda meydana gelir. Aym
zamanda bitkiler, hayvanlar ve mantarlar poliaminlerini ornitin aminoasidinin ornitin
dekarboksilaz enzimini karboksillenmesi ile elde ederler . Bitkiler her iki biyosentez
yoluna da sahiptirler. Bu yilizden g¢esitli zararhlardan korunma ¢aligmalarinda
dekarboksilaz enzimlerinin inhibitorleri kullanilmaktadwr. Diger bir amino asit ise
hayvan sistemlerinde bulunmayan diger bir dogal poliamin olan kadaverin’i (Cad)
meydana getiren lizin aminoasitidir (11,19-25) (Sekil 4.4.).

Poliamin biyosentezi ve bunun sonucunda poliaminlerin hiicre icerisinde
dengede tutulmas) hiicrenin yasam igin dnemlidir. Dolayis: ile biyosentez mekanizmasi
hem biyokimyasal hem de molekiiler ydnden birgok calisma ile agiklanmaya
caligiimaktadir. Ornefin bakteri, maya ve memeli hiicrelerinde meydana getirilen
mutasyonlar sonucunda poliamin biyosentez enzimlerinden bu canllar yoksun
birakiimiglardir. Bu sayede aragtrmacilar hiicre Sliimleri, bitylime gibi Snemli fizyolojik
olaylar hakkinda bilgi toplayabilmistir. Gegtigimiz bitkag yil igerisinde yapilan
arastrmalarda birgok poliamin biyosentez inhibitori dizayn edilmistir. Bu inhibitorler
sadece poliaminlerin rollerini agiklamakla kalmamus hiicresel bitylime fonksiyonlar: ve
biyosentetik enzimlerin diizenlenmesi hakkinda bilgiler vermistir. Ozellikle parazitik
bhastaliklarda ve beyin tiimérleri vakalarmda poliamin biyosentez inhibitSrlerinin etkileri
incelenmistir. Ancak inhibitdrlerin bazen cevap vermedikleri alman sonuglardandir.
Bunun nedeninin her organizmamn kendisine ait bir biyosentez yolunun olmasi oldugu
diistintilmektedir (1-12, 22-25).

Sekil 4.4’de gosterilen enzimlerden ornitin dekarboksilaz (ODC), S-
adenozinmethionin  dekarboksilaz ~ (AdoMetDC) ve  spermidin/spermin = N-
asetiltransferaz metabolik 6nem tagirlar.

Daha Onceki literatiirlere gore agmatin dekarboksilaz (ADC) enzimi yolu ile
agmatin amino asidinden PA eldesi memeli hiicrelerinde miimkiin degildi. Ancak son
gectigimiz birkag yil igerisinde memeli hiicrelerinde de agmatin yolu ile biyosentez
olabilecegi gosterildi. Sadece bakteri ve bitki formlarmda bulundugu zannedilen ADC
klonlanabilmis ve karakterize edilmigtir. Bakterilerde sitozolik bir enzim olan ADC,

20



Mg™ ve piridoksal fosfata bagh olarak galigir. Bitkilerde ise piruvil enzim olup
piridoksal fosfata bagh degildir. Proteolitik yollarla aktive edilir. Buna rafmen memeli
ADC si sican bdbrek ve beyninde incelenmeye baglanmistir, Memeli ADC sinin optimal
pH’1 8,3 (25°C)diir. Sadece memeli ADC’i Ca'™ tarafindan inhibe edilir. Piridoksal
fosfat yoluna ihtiyag duymaz ve diflorometilarginin (DFMA) tarafindan inhibe edilmez
(bakterilerde oldugu gibi). Aym gekilde ODC inhibitdrlerine de cevap vermez (58).

(Diger hlicreler
bakteriler, diyet)

Uptake %

y Atilim

Poliamin havuzu

6}

M B

Poliamin
dénglsi

%

4- Katabolizma
Biyosentez ornitin

Sekil 4.3 Hiicrelerde poliamin hemeostaz.

Vo8, VOHSEXOGRETH BURVLY
BOSDSARTASYOR, Behi.
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Poliamin Metaholiztea Semas:

Biyosentez yolu
[Arginid s
( T T _ Hayvan sistemlerinde gpheli yol
m ﬁf/f "".u‘-- b—‘lm .
e -, Deknrbosilaz _ Katabolizma yolu
[Ornitis] [Agmatin] Metiyonin’den sentez yolu
A e
AdoMet €O, N OPC . Agmatin
g AdoMetDC
co;
P *.. PAO
N-AsetlSpd- - -

Sekil 4.4. Mikroorganizmalar, hayvaniar ve bitkiler icin poliaminlerin
metabolizma semasi
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4.2.1 Ornitin dekarboksilaz enzimi (ODC)

DL- Ornitin dekarboksilaz (ODC) en fazla dikkati ¢eken biyosentez enzimi olup
L- ornitinden Put meydana gelmesini saglar. ik kez 1968 yilinda Fin ve Amerikan
laboratuvarlan tarafindan kesfedildi. Yar1 6mrii 10-60 dakika kadar kisa olan bu enzim
stabil olmadig: i¢in izolasyonu olduk¢a zordur. ik kez Gale tarafindan Escherichia
coli'de ODC nin varhfz gOsterilmigtir. Izolasyonu ise 1988 yilma kadar
gerceklestirilememistir. Birgok memeli hiicresi aktif ornitin transaminaz enzimini
mitokondrilerinde icerir. Glutamatin oksidatif yikibmu ile ornitin karbonlan akar.
Icerisinde karboksil karbonunun bulundugu biitlin karbonlar en sonunda karbondiokside
(CO,) yiikseltgenirler. Pegg ve arkadaglant 1968 yihnda piridoksal fosfata bagh ODC
enzimi aktivitesi ile Put olusturulabildigini gostermiglerdir (9-11,25,28,31,40,41, 47,78).

ODC nin biitiin formlan identik alt iiniteler icerir ve enzimin tamam bir dimer
olarak bulunur. Cesitli canllardan izole edilen degisik ODC enzimlerinin dizi
analizlerine bakildifi zaman birbirlerine benzer olduklar1 goriiliir. ODC bitkilerinde
icinde oldugu bir grup canhda piridoksal 5° fosfat aktivitesine ihtiyag duymaktadir.
Piridoksal fosfatm baglanma bolgesi fare ODC enziminde lizin-69 olup bu kisim
Skaryotik enzimler icinde olduk¢a korunmus bir bdlgedir. Bunun tersine, E. coli ODC
sinde bulunan baglanma bGlgesi tamamen farkhidir. Enzimin birgok degisik formu
stilfidril indirgeyen gruplarmin (ditiyothreitol, DTT) maksimum aktivite i¢in varhma
ihtiyag duymaktadir. Ciinkii sistein amino asidinin piridoksal fosfat baglanma
bolgesinde bulunur (9, 10,11,25,28,31).

ODC proteini olduk¢a kisa yar1 6mre sabiptir, bu siireg yaklagik 10-60 dakika
arasinda tiirlere bagh olarak degigkenlik gostermektedir. Fare ODC enzimin karboksil
ucunda PEST bélgesi adi verilen bir kisim yer almaktadw. Bu bolim prolin (P),
glutamin (E), serin (S) ve threonin (T) amino asitlerince zengindir. Trypanosoma ODC
enzimi PEST dizilimine sahip degildir. Bu yiizden hizh indirgenmez (9-11, 25, 28, 31).

ODC enziminin biitiin etkinli§i ornitin amino asitinin karboksilasyonunu
saglamaktir. Ornitin amino asidi protein yapismda pek goriilmez. Putresini meydana
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getirir. Putresin poliamin biyosentetik yolunun ilk diamin baglangicim meydana getirir.
ODC enziminin % 90’smn aktivitesi sitoplazmiktir. Normal hiicrelerde oldukga az
miktarda bulunur. Memeli ¢oziiniir proteinlerinin igerisinde 3 ppm (part per million-
milyonda bir parga) kadar bulunmaktadir. Dolayisiyla en az bulunan ¢6ziiniir
proteinlerden birisidir. Bu hatta o kadar azdir ki 100-200 molekiil ODC olarak ifade
edilir (9- 11, 25, 28, 31, 40).

ODC en az ii¢ mekanizma tarafindan regiile edilir. Bunlar; transkripsiyon,
translasyon ve enzim yikilmidir. Antizim, ODC enziminin  yikiliminin
diizenlenmesinden sorumludur. Buna ek olarak enzimin fazla miktarda iiretimi gen
amplifikasyonu ile meydana gelebilir ve hiicre ODC inhibit6riine karsi koruma
saglayabilir (Tablo 4. 1).

Tablo 4.1. Memeli ornitin dekarboksilaz enziminin diizenlenmesinde yer alan ana faktérler
Diizenleme islevi Uyanici faktor Indirgeyen faktor
Transkripsiyon NGF, EGF, forbol esterler,

glukagon, androjenler,

mitojenler
Translasyon Amino asitler, androjenler, || Poliaminler

mitojenler
Yikilim Poliaminler (antizim yolu) || Amino asitler, hipotonisite

Okaryotik ODC enzimi gok hzh yikilir. Bu yikilim regiilasyonu agisimdan cok
onemlidir. Besiyerinin igerigi degistirildigi zaman kiiltiir hiicrelerinde 2 saat icerisinde
enzim aktivitesi 20 kat degismektedir. Ornegin androjen etkisindeki fare bobrek
hiicrelerinde 10 kat degisim meydana gelmigtir. ODC’nin stabilizasyonu poliamin

biyosentez enzimi inhibitorleri ile gergeklesmektedir. Bazen amino asitlerden
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asparaginin ve glutaminin ve hiptonik ¢evrenin etkisinde kalarak enzim stabilize
edilmektedir. Genelde ODC enziminin yikimina dair ¢aligmalar poliamin etkisinde ne
oldugu tizerine gergeklestirilmistir. Poliaminler ODC aktivitesini azaltirlar. Poliaminler
nedeni ile aktivitede azalma baglangigta ¢cok yavagtir ve zamanla hizlamir. Enteresan bir
sekilde poliamine bagh ykilim protein sentezini etkilemekte ancak mRNA sentezi
fizerinde etkili degildir. Antizim isimli bir proteinin ODC yikiminda ve poliaminler
tarafindan regiile edilmesinde etkin oldugu aragtirmacilar tarafindan gosterilmistir. ODC
antizim Yaklagik 20,000-27,000 Da olup poliaminlerden etkilenerek aktif hale
gecmektedir.  Sitokiyometrik anlamda ODC’ye baglanarak ODC  aktivitesini
engellemektedir (22).

ODC bazen onkogenlerle iligkilendirilir. Bazi bulgulara gére ODC geninin
transkripsiyonu c-myc geni transkripsiyonunun artmast ile birlikte artar. ODC aktivitesi
kanser baglangicinda artmaktadir. Bu yiizden ODC enziminin aktivitesini indirgeyen
hatta tamamen ortadan kaldiran inhibitérlerin kullanym klinikk ySnden Onem
tagmmaktadur.

4.2.2 S-adenozilmetiyonin dekarboksilaz (SAMDC veya AdoMetDC)

S-adenozilmetiyonin dekarboksilaz (AdoMetDC) poliamin biyosentezinde ikinci
Onemli enzimdir. Spd ve Spm’in olusumundan sorumludur. AdoMetDC’nin biitiin
formlar ilk $nce proenzim olarak sentezlenmigtir. cDNA klonlar1 E. coli, S. cerevisiae,
insan, sigir ve sigan, laboratuvar faresinden izole edilebilmigtir. Memeli AdoMetDC’si
yaklagik 38000 Da molekiiler afirha sahip bir proenzim olarak sentezlenebilmistir.
Otokatalitik olarak iki tane egit olmayan alt {initeye sahiptir. o {initesi 31000 Da ve
{initesi 7000 Da molekiiler agihga sahiptir. Iki alt {initenin ayrilmasi glutamat-67 ve
serin-68 arasinda gergeklesir. B alt {initesinin karboksil ucuna glutamat gelir ve serin a
alt iinitesinin amino ucunda yer alr. Her iki alt {initede katalitik aktivite i¢in gereklidir.
Amino asit dizisi degisik memeli tiirleri arasinda % 90 benzerlikte korunmugtur.

AdoMetDC’nin bilinen tiim formlari piruvata kovalent baglanir. Proenzimin
kesimiyle o alt {initesinin amino ucundaki serin piruvat proterik grubuna doniigiir.
AdoMetDC’de piruvatin karbonil grubu substrat: ile birlikte Schiff baza formunda
kullamilir. Bunun tersine ornitin dekarboksilazda piridoksal fosfat kullanilir.
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AdoMetDC spermidin ve spermin biyosentezi igin esas enzimdir. S-
adenozilmetiyonin dekarboksilasyonu ile bu molekiiliin metil verici 6zelligi Snlenmis
olur. AdoMetDC’nin aktif bdlgesi enzim aktivitesi i¢in dnemli olan sistein gruplarm:
igerir. Ancak bu kisim distilfit kOpriisiinlin bir kisnu degildir. Bu indirgen bazn
maddelerin stimulatdr etkisini agiklayabilir. Indirgen molekiiller arasinda bulunan DTT
enzim aktivitesini smurlar. AdoMetDC proteinin yar1 dmrii memeli hiicrelerinde 1
saatten daba kisa bir siiredir. o alt {initesinde PEST bolgesi bulunur ancak bu bdlgenin
enzim stabilitesine olan etkisi hakkinda bulguya rastlanmamaktadir. AdoMetDC
proteinin yikimi ortamda bulunan Spd ve Spm molekiillerinin konsantrasyonuna bagh
olarak degisir. Bu protein Put konsantrasyonuna bagh olarak regiile edilmez (8, 58).

4.2.3 Spermidin ve Spermin Sentaz Enzimleri

Spermidin ve spermin sentaz enzimleri yapisal olarak aminopropil transferazlar
olarak ODC ve AdoMetDC’den daha stabil olarak anlatimi yapilan proteinlerdir.
Dekarboksile S-adenozil metiyoninden putresine veya spermidine aminopropil grubu
transfer ederler. Enzimin aktivitesi substratlarmin miktarma gore degiskenlik
gostermektedir. (8, 58, 85, 86)

Spermidin sentaz bakteri, bitki ve memeli hiicrelerinden ekstre edilebilmis ve
dolayisiyla karakterize edilmistir. Her bir enzim iki identik ve aym boyutta alt {initeden
meydana gelmektedir. Spermidin sentaz N-etilmaleimid ve p-hidroksimerkiiribenzoat
tarafindan indirgenirken ditiyothreiotol (DTT) ve merkaptoetanol tarafindan uyarihrlar.
Kadaverin ve spermidin memeli spermidin sentaz enziminin substratlar1 olarak da gbrev
yaparlar. Ancak reaksiyon hizi putresine gére 1/20 oranindadir. Spermin sentaz sifir ve
insan dokularmdan izole edilebilmigtir. Her iki dokudan izole edilen enzim Grnekleri
spermidin sentaz gibi iki identik aym biiyiikliikte alt {initeden olugmaktadir. Reaksiyon
sonunda ¢ikan firlinler aym zamanda inhibe olmasma neden olmaktadir. Bu iiriinler
spermin ve 5 -metiltiyoadenozindir. Spermin sentaz, N-etilmaleimid ve p-
hidroksimerkiiribenzoat inhibe edilir. Bu durum DTT ve merkaptoetanol tarafindan
yeniden diizenlenir.
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4.3. KATABOLIZMA

Poliaminlerin  hiicre icersinde dogal dengelerinin salanabilmesi igin
biyosentetik enzimlerinin yamsira katabolik enzimleri vardwr. Poliamin katabolizmasi
hedef ahnarak kanser gahigmalar: icin modeller olugturulmakta ve ¢ok hizh boliinen
metastatik dokularda katabolik faaliyetin arttirilmasi hedeflenmektedir. Bu ylizden bu
yolun tanimlanmasi ve tanmmasi nemlidir.

Iki tip katabolik reaksiyon vardir: 1) Déniigtim, 2) Poliaminlerin terminal oksidasyonu
Diaminoksidaz:

Diamin oksidaz (DAO) histamin, Put ve kadeverin gibi diaminleri okside eden
poliamin katabolizma enzimidir. Histaminin biiyliyen hiicrelerde arttify bilinmektedir.
Bu nedenle histaminin substrat olarak arttig: malign durumlarda DAO aktivitesinin
artti1 yoniinde diigiinceler bulunmaktadir, Ancak yine de tam olarak DAO aktivitesinin
tiimér olusumu ile ilgisi saptanamamustir. insanlarda ve siganlarda ince baBirsak
mukozasinda yiliksek oranda DAO aktivitesine rastlanmustr. Buna ragmen serumda
DAO aktivitesi ¢ok diigiiktiir. Diamin oksidaz aktivitesini belirlemek oldukg¢a kolaydir.
Genel olarak iki yOntem kullamlr. Bunlardan bu g¢ahgmada kullanidan
spektrofotometrik yontemde Put substrat olarak kullanidw. Hematolojik malin
hastaliklara sahip bastalarda serumda DAOQO aktivitesihe bakmuslar ve bu veriyi
kemoterapi siiresince almislardir. Kemoterapi yogunlugu arttikga bagirsak mukozasmmn
ve serum DAO aktivitesinin diigtiiiini saptamuglardr. Ancak serumdaki DAO
aktivitesinin saptanmas1 oldukga problemli olduu igin bagirsakta meydana gelen anti
kanser ilaglarmm etkilerini g6rme agismdan DAO nun iyi bir indikatér olabilecegini
belirtmiglerdir (8).

Diger kanser tiplerinde de DAO aktivitesine bakilmugtr. Ornegin yilnda yapilan bir
cahgmada servikal kanserlerde hastalarm mukozalarmda DAOQ ve PAO aktivitesinin
arttiim saptamiglardir. DAO ve PAO nun meme, prostat ve kolon kanserinde, bronsial
karsinomlarda, granulosa hiicre ttimorlerinde aktiviteleri incelenmis ancak tiimorlerle
olan iligkilerine kesin bir anlatim yapilamanustr.
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Poliamin oksidaz

PAO H,0, iiretimi ile sonlanan bir dizi katabolik reaksiyona neden olan bir
flavoprotein olup hiicre igerisinde poliamin (Spd ve Spm) ve Put konsantrasyonlarmin
ayarlanmasmdan sorumludur. PAO, ozellikle asetile poliaminleri okside eder ve i¢
dengeyi saglar. Aym zamanda Spm’den Spd ve Spd’den Put olusumunda rol oynar.
Kanser hastalarinda yapilan bir dizi incelemede PAO’nun apoptotik hiicrelerde yiiksek
oldugu ancak ¢ok fazla miktarda boliinme gegiren neoplastik hiicrelerde miktarmn
azaldi (58).

4.4. Kanser ve poliaminler

Bundan daha 6nce gergeklestirilen 16semi ve poliaminler konulu gahsmalar
klinik ydnden yararh olabilecek yeni kemoterapik ajanlarin diizenlenmesinde ve
neoplastik olusumlarm incelenmesinde yararh olmustur. Bir ¢ok aragtiric: tarafindan
poliamin mekanizmasi ve kanser ile ilgili hiicresel faaliyetlerin poliaminlere olan
bagimhiig: incelenmistir. Hemen hemen her tip neoplastik olusumda endojen poliamin
miktarmm hiicrelerde arttifi  dolayisiyla da hiicrelerin  kontrolsiiz  boliindiikleri
gOsterilmigtir. Bunun yam sira dolaylh yoldan fazla poliaminin apoptoza neden oldugu
gOsterilmigtir, Poliamin ve kanser olugumu, terapisi fizerine halen birgok arastirma
grubu Onemli aragtirmalar yapmaktadir. Hatta molekiiler mekanizmalarm iyice
anlagiimasi ile birgok poliamin analofunun dizayn edilmesine ve bu sayede tiretime
gecirilen kemoterapatik ilaglarn faz IIT denemelerin mevcuttur. Ancak literatiirii akut
cocukluk donemi I6semileri ve poliamin metabolizmasi {izerine inceledifimizde birgok
aragtiricinin viicut sivilarmda  poliamin miktar artigimn  gesitli  aragtirmacilarla
incelendigi saptanmustir. Neoplastik olusum gbsteren dokularda endojen poliamin
miktarmn artmast salinan poliamin miktarmin da artmasina neden olmustur. Bu olay
radyolojik igaretlenmis poliaminlerin ¢esitli viicut smvilarinda gOsterilmesi ile
ispatlanmugtir. Cocukluk donemi akut 16semileri genellikle B tipi 16kositlerin 6n fazinda
ve myeloid kokenli kemik iligi hiicrelerinde meydana gelmektedir. Birkag calisma da
aragtiricilar kemik iliginde endojen poliamin miktarlarm tespit etmigler ancak klinik
anlamda uygulanmas1 zor bir durum olan kemik iligi almm poliaminlerin potansiyel
marker olabilmesini i¢in imkansizdir. Aym zamanda artan endojen poliamin miktar:
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hiicrede poliamin metabolizmasm indiiklemekte ve ODC enzimi, ODC’nin biyolojik
inhibitdrii olarak bilinen antizim, katabolik enzimler ve onlara bagh olarak tiirevlenmisg
poliamin miktarlarmda artiglar gosterilmigtir. Ozellikle bir ¢alismada 18semi hastalarmn
idrar drneklerinde asetile formda poliaminlerin arttii gdsterilmistir. Bergeron ve ark.
tarafindan yapilan bir difer ¢ahgmada ise 16semili hastalarimin kirmuzi kan hiicrelerinde
Spm miktarinm anlamh artis gosterdigi tespit edilmigtir. Ancak bir ¢ok literatiir insanda
yemekler vasttasi ile ahnan poliaminlerin hiicrelerde Spm haline kadar getilip daha
sonrasinda kirmuzi kan hiicrelerinde depolandiklarina igaret etmektedir. Bu durumda
viicutta meydana gelebilecek bir difer aksakhktan otlirli artan poliamin miktar: yine
kirmizi kan hiicrelerinde depolanacaktir. Bu yiizden kirmuzi kan hiicrelerinde endojen
poliamin Olgiimii 10semili hastalar igin hassas bir dlgiim degildir. Yine literatiir
incelendiginde 18semili hastalarda yapilan analizlerin amino asit analiz eden
makinelerde veya ince tabaka kromatografi (TLC), gaz kromotografisi (GC)
kullanilarak  yapildigimi  gSrmekteyiz. Giinlimiizde ise yiikksek basmgh sw1
kromatografisi (HPLC) yaygm olarak kullamlmaktadir. Birgok c¢ahsmada poliaminler
icin HPLC analizleri modellenmistir. Poliaminlerin miktar analizinin benzoil tiirevleri
ile HPLC de yapilabilecedi gosterilmistir. Bu teknigin avantaji diger TLC ve GC’den
daha hassas ve giivenilir sonuglar vermesidir. Iki tipte yiiksek basm¢h sm
kromatografisi poliaminler i¢in uygulanmaktadir. Dansilasyon ve benzoilasyon denilen
bu iki yOntemin birbirinden farkli yiiksek basingh sivi kromatografisinde UV ve
floresans dedektorlerle cahgmay: saglamalarmdan 6tiiriidiir. Dansilasyona gore
benzoilasyonun dezavantaji, benzoil kloridin primer ve sekonder aminler ile
yofunlagmasi, kondanse olmasidr. Bu imidazol nitrojenlerin ve fenolik hidroksil
gruplaninn reaksiyona girmesine sebep olabilir, Ama buna ragmen dansil kloridde
gorilenden daha az bu sekilde hatah durum ortaya ¢ikmakta ve dansil kloridde oldugu
gibi fazladan temizleme yapmak gerekmemektedir. Genel olarak goriilen fazla icerik;
benzoil klorid, benzoik asit, benzoik anhidrit ve metilbenzoattir. Benzoil klorid ve
benzoik asit miktar agismdan ¢ok Onemlidir. Bu fazla maddelerin kromotogramdan
uzaklagtirilmas: ancak fazladan temizleme ile miimkiin olabilmektedir. Metanol-su en
fazla kullamlan ¢dziicli sistemidir bu tip ¢ahgmalarda asetonitril ve su karigmm ise daba
da hassas ayrm istendigi zaman kullamlabilir (14, 15, 29- 32).
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MEDLINE veri tabani, 2003’e kadar poliamin ve kanser anmahtar s6zciikleri
verildildifi zaman yaklagik 1000 ¢ahgma bulunmaktadir. Ancak poliaminlerin
biyomarkrr olarak intraseliiler anlamda akut I6semili hastalarm I6kositlerinde
saptanmasi {izerine yeterli bilgiye rastlanamamugtir. Cocukluk ¢agi malin hastaliklarnm
baginda gelen akut 16semilerin prognozu, tamsi ve dogru tedavi sfireci i¢in poliaminlerin
biyomarkir potansiyelleri bu ¢aligmada vurgulanmaya ¢ahgilmugtir.
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4.5, LOSEMi

Losemi kemik iliginde meydana gelen kan oOncii hiicrelerinin  anormal
degigimidir. Bu anormal degisim sonucunda kandaki beyaz kan hiicrelerinin miktarmda
anormal artiy goriliir ve bunun nedeni olarak difer kan hiicrelerinin fonksiyonlarmnda
bozulmalar meydana gelir.

Bagarth tedavilerin uygulanmadin donemlerde hastalk akut, kronik ve
konjenital olarak smiflandirtmigtr, Giiniimiizde ise akut Iosemi olgunlagmams kan
yapict veya 6nciil hiicrelerin artig ile giden 16semileri, kronik R‘)semilet.ise olgunlagmig
kemik ilifi elemanlarmin artiggm ifade etmektedir. Akut l6semilerde kemik iliginde
blast hiicreleri tiim gekirdekli hiicrelerin %30unu veya daba fazlasmm ifade etmektedir.
Konjenital 16semi ise yagamn ilk dort haftasmda tam konan olgulan gdsterir.

Losemi 5 ana tip olarak tammlanmaktadir;

Akut lenfositik 16semi (ALL)

Kronik myelositik veya granulositik 16semi (CML veya CGL)
Akut myelositik veya lenfositik olmayan 16semi (AML- ANLL)
Kronik lenfositik 16semi (CLL)

Yetiskin T hiicresi 16semi (ATL)

Hastalik derecelere ayrilamamakla birlikte morfolojik, immunositogenetik,
DNA igerigi, beyaz kan hiicresi saym, organ biiyiimesi, yas gibi kriterler g6z Oniine
almarak tiplerine ayrilmaktadir. Akut veya kronik olarak siiflandirma hastah@m siiresi
ve gidis karakterine bakilarak yapilir. Ayrica efer heniiz olgunlagmamms hiicreler
anormal ¢ogaliyorsa akut, olgun hiicrelerde anormal gogalma mevcut ise kronik olarak
hastahk isimlendirilir. Myelositik, granulositik ve lenfositik gibi ayrmm ise baskin
karakterde anormal ¢ogalan hiicre tipine bagh olarak yapilr. (38)
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Losemi ates, gligsiizliik, karm sigligi ve idrar yollan taglan ve agrnsi olan erigkin
hasta hastaneye bagvurusundan kisa siire sonra kaybedilmistir. Otopsisinde gok biiyiik
dalak ve karacigerin yamsmra kaninm kirmuzi garap mayasi renginde ve kivarm artmms,
adeta lapa gibi oldugu dikkati ¢ekmistir. Bugiin yaklagik 40 degisik kemoterapik ajan,
birgok rekombinant DNA teknolojisine bagh teknik, klinik ve deneysel olarak teshis ve
tedavide bulunmaktadir. Son yillarda 6nem kazanan kdk hiicre ¢aligmalari bu konuda
umut vaatedici sonuclar almmasm saglammstir. Kordon, plasenta gibi kisimlardan alnan
insan kok hiicreleri uzun yillar uygun ortamlarda saklanabilmektedir. Ileride kan kok
hiicrelerinin tizerinde yapilacak c¢ahgmalarm klinik sonuglarmmda I6semi konusunda
¢oziimler iiretmesi beklenmektedir. Ancak herseyden Once bugilin anormal ¢ogalan
hiicrelerin fizyolojik Ozelliklerinin g¢ok iyi anlagilmas1 gerekir. Dolayisiyla ¢cok daha
etkili ilag tiretimi s6z konusu olacaktrr. Ldsendi ile ilgili yapilan yeni ¢aligmalar arasmda
immunoterapi ve kanser agillann da bulunmaktadwr. Ancak bilindigi gibi biitiin bu
cahgmalarin hepsinde ortak bir ¢ikis noktasi vardw. O da hiicresel aktivitelerin
anlagilomg olmas1 gergegidir. Ornefin bu 16semi tiplerinden ALL en ¢ok gocuklarda
goriilmektedir. Yaygm olarak batida yapilan istatistiklerde Arap, Aftikal, Hintli ve
Amerikali Siyah rrk gocuklarmda ALL goriilme sikh@ beyaz wk gocuklarma nazaran
azdir. AML ise daha ¢ok geng ve biraz daha yetigkinlerde rastlanan bir alt tip 16semidir.
Ozellikle geligmis iilkeler ve banliyo kismunda yasayanlarda daha sik goriilmektedir.
gocukluk I6semileri Oliim oram bir takim ydntemlerin uygulanmaya baglanmas: ile
1960’lardan sonra diigmeye baglamustir. Birgok ailede yapilan incelemeler sonucunda 2
veya daha fazla yakin akrabada 16semi veya kan tiirevli kot tlimér olugumlarma
rastlanmigtir. Birgcok losemi hastas: vakasmda kromezomal anormaliler saptanmugtir.
Hasta bireylerde kromozomal bozukluklara genetik veya ¢evresel etkenlerden
hangisinin etken oldugu anlagilamamig olmakla beraber bazi hastalarda goriilen
anormallikler, X veya gamma igima yayiimindan olugan radyasyon, benzen veya diger
benzer solventler, pestisidler, bazen degisik miktarlarda uygulanan kemoterapik
ilaglarla iliskilendirilmigtir. (38-42)
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4.5.1.Cocuklarda akut lenfoblastik lenfoma (ALL):

ALL hastalari arasmda herhangi bir derecelendirme bulunmamaktadir.
Genellikle laboratuvar ve klinikk sonuglara gdre hastalar risk gruplarma ayrhrlar.
Baglangicta  16semik  hiicreler, klinkk agidan  histokimyasal, morfolojik,
immunofenotipik, sitogenétik ve Dbiyokimyasal karakteristik Ozelliklerine gore
tammlanirlar (39, 41, 45, 52) .

Her wil yaklagik 1500 yeni tam Tiirkiye’de hastanelere ALL tams:1 ile
bagvurmaktadrt. Bunlarm %80°ni 2-8 yag arasmdaki g¢ocuklardan meydana gelir.
Amerika’da yapilan istatistiklere goére 4 yas grubunda goriilen ALL sayis1 maksimum
seviyeye ulagmaktadir. Bunun nedeni bu donemde gocuklarda aktif lenfoid dokumun
varhidir. Ashnda ALLnin esas sebebi bilinmemektedir. Ancak epidemiolojik
caligmalara gére Down Sendromlu, Fanconi Anemili Bloom’s Sendromuna sahip
cocuklarda ALL goriilme riski daha fazladir. Genellikle laboratuar ve klinik sonuglara
gOre hastalar risk gruplarma ayrilirlar. Dolayisiyla bu tammlari bireylerin teshis ve
tedavilerinde olumlu sonuglara yol agar. Baglangicta 16semi hiicreleri, klinik agidan
histokimyasal, morfolojik, immunofenotipik, sitogenetik ve biyokimyasal karakteristik
ozelliklerine gore tammlanirlar (41-43 ,46) .

Ornegin gocuk ALL hastalan baglangicta beyaz kan hiicresi sayimlann (WBC),
cinsiyet, trombosit saymwm, hemoglobin seviyesi serum immunoglobulin seviyesi,
periferal kan ve kemik iliginde uygulamalar verilen cevap, blast hiicre morfolojisi
(FAB) immunofenotip, DNA miktarinda artis (ploidi), kromozomal translokasyonlara
gore teshis edilirler. Terapiye cevap bu tammmlandirmalara sahip hasta bireyler arasinda
degisebilmektedir. Ornegin 6 aydan kiigik ve 6-12 ay arasinda olan bebek hastalarda
4;11 kromozom translokasyonu gozlenmekte ve bu grup tedaviye cevap bakmunda
oldukga yiiksek risk grubunda bulunmaktadirlar. (44)

Bir bagka érnek ise WBC miktar: yiikksek olan pediyatrik ALL hastalarin % 5Slik
kisminda Phildelphia pozitifiir. Bu durum erigkin B hiicre ALL si goriilen hastalarda da
mevcuttur. Hastalarda Phildelphia pozitif olmas: halinde steroidlere ¢ok iyi baslangic

33



tepkisi verdikleri gosterilmistir. - Dolayisiyla tedavinin gidigat: konusunda daha etkili
kararlar alnabilmektedir. (48)

Ornegin gocuk ALL hastalan baslangicta, beyaz kan hiicresi saymlari (WBC),
cinsiyet, trombosit saym, hemoglobin seviyesi serum immunoglobulin seviyesi,
periferal kan ve kemik iliinde uygulamalar verilen cevap, blast hiicre morfolojisi
(FAB) immunofenotip, DNA miktarmda artig (ploidi), kromozomal translokasyonlara
gore teshis edilirler. (47, 48)

Terapiye cevap bu tammlandirmalara sahip hasta bireyler arasinda
depisebilmektedir. Ornegin 6 aydan kiigiik ve 6-12 ay arasmda olan bebek hastalarda
4;11 kromozom translokasyonu gézlenmekte ve bu grup tedaviye cevap bakmmmnda
oldukga yiikksek risk grubunda bulunmaktadwlar. Bir bagka 6rnek ise WBC miktan
yiiksek olan pediyatrik ALL hastalarm % 5 lik kismmda Phildelphia pozitiftir. Bu
durum erigkin B hficre ALL si goriilen hastalarda da mevcuttur. Hastalarda Philedelphia
pozitif olmas: halinde steroidlere ¢ok iyi baglangic tepkisi verdikleri gosterilmistir.
Dolastyla tedavinin gidigat1 konusunda daha etkili kararlar alinabilmektedir. (54,55)

4.5.1.Hiicresel smiflandirma

4.5.1.2. Morfoloji

ALL hiicreleri Ingiliz, Amerikan, Fransiz (FAB) sinflandirma tablosuna gére
smiflandirthirlar. Bugiin gegerli olan simflandwmalar g6z 6niine almacak olursa 1976
yiinda Fransiz, Ingiliz ve Amerikah aragtirmacilarm ortaya koydugu FAB
siniflandirmasi morfolojiyi temel alarak ALL’leri L1, L2 ve L3 olarak ig¢ alt gruba
ayrrmaktadir. ALL’lerdeki simflama g¢ekirdek sitoplazma orami, vakuol ve gekirdekgigin
varllgy, sitoplazma bazofilisine dayanir. (52- 54)
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Tablo 4.2. Akut lenfoblastik losemilerde FAB siniflandirmas:

Sitoloji 11 L2 L3
Hiicre bliytikligt kiigiik biylik, heterojen bitytik, homojen
Cekirdek kromatini homojen degisken, heterojen ince noktalar
olabilir seklinde, homojen
Cekirdegin sekli diizgiin kenarh, diizensiz sikhikta, diizgiin kenarh,
nadiren centikli | oval veya yuvarlak
z ;
centiklenmis f
Cekirdekgik belirgin degil, kiiglik | bir veya daha gok | belirgin bir veya |
sikhikla biiyiik daha fazla
vesikiiller
Sitoplazma oram kiigiik degisken genellikle orta biiyiiklikte
biyiik
Sitoplazma hafif, orta, nadiren || degisken bazilarmda ¢ok koyu
bazofilisi koyu koyu
Sitoplazmada degisken degisken genellikle belirgin
vakuoler !
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Tablo 4.3. Akut myeloid losemilerde FAB smiflandirmasy

Ml

| Eritroid seri digindaki hiicrelerin (NEC) %90 veya daha fazlas: blastlardir,

diger hiicreler farklilagmakta olan grantlositler ve/veya monositlerdir

NEC’in >%30-90m blasttir. <%20 si monositik hiicreler ve >%10nu
graniilositik hiicrelerden olugur

M3

NEC’in >%30 u promyelosit ve/veya blastlar, hiicreler demetler halinde Auer
rod bulunur. Mikrograniiller tipi mevcut (M3V)

M4

(a) NEC’in >%30u blastlardir. %20-80 monositik hiicrelerdir, geri kalanlar
graniilositlerdir

(b) periferde monosit sayis1 >5x10%/1t

(c)eger <5x10°/1t ise lizozim yiiksekligi gosterilmeli (>3x normal) ve/veya
kemik iligi Onciileri iginde %20den yiiksek oranda monositler iginde
esterazlarla pozitif bulunmahdir.

M5

|M5a: NEC'in >%80ni monoblastlardir; MSb: >%20 promonosit ve|

‘| monositlerdir.

‘

Mé6

Eger eritroid hiicreler %50 veya daha fazla ise blast oram eritroid hiicreler

sayimm dig1 brrakilarak hesaplanir (%60 eritroid; %20 blast varsa, 20/40, %50

blast olarak hesaplanir), bu durumda tamn: eritrolosemidir.

M7

Elektron mikroskobu ile trombosit peroksidazi veya poliklonal monoklonal
trombosit antikorlar: tanmnir. NEC’in >%30 blast olmahdir. Retikiilin artisa

| ile giden olgularda tam biyopsi ve periferik kan ile konur.
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Bu sema kulamlarak %80-85 pediyatrik ALL hastas1i L1 morfolojisine
girmektedir. %15 i L2 ve %1-3 kadar1 da 1.3 morfolojisinde gosterilir. Fakat su anda
Amerika Birlegik Devletlerinde bu tablo yerine isimlendirme ydntemi ile simflandirma
tercih edilmektedir. Ornegin L3 morfolojisinde hasta tipi ylizey immunoglobulinleri
(olgun B hiicre tipinde) ile iligkilendirilmektedir. Sitogenetik ve morfolojik olarak
Burkitt’s Lenfoma Hiicreleri ile benzerlik gésterir. (45-48)

Sitokimyasal boyalara cevap

Myeloperoksidaz, sudan siyahi, periyodik asit schiff, nonspesifik lenfoblast,
myeloblast, monoblastlarin ayrminda yardimeidir.

Nadir goriillen ve 1gik mikroskopisi ile tammnm giic oldufu megakaryositik
I6semilerde trombosit peroksidazin elektron mikroskopisi ile incelenmesi, tam
yontemleri arasma elektron mikroskobisinin de girmesine yol agmmstir. (49)

Biyokimyasal markarlar

Ozellikle terminal deoksi nukleotidil transferaz, ALLlerin %90 nmndan
fazlasinda (preB ve T lenfoblastlarmda mevcut ancak olgun B hiicrelerinde yoktur)
pozitiftir ve smiflandrmada yardimcidir (50) .

Immunolojik ve molekiiler karakterizasyon

1970°li willarin baglarmda immunolojik markmlarm kullaniimasma baglanmgir,
Bazi lenfoblastlarin koyun eritrositleri ile rozet olugturdugunun ve bu Iosemilerin kotii
seyrettiginin saptanmasi ilk admu olusturmus ve bunu lokositlerin ortak antijeninin
(CALLA= common ALL antibody) saptanmasi izlemigtir. Sitoplazmik ve yiizey
immunoglobulinleri ve nihayet 1980’ler de antikorlardan yararlamlarak blastlarm kemik
iliginin hangi dizisinden farklilastiklarmi, hangi evresinden k8ken aldigm belirleyen
ylizey isaretleyicileri (immunofenotipleme) devreye girmistir. 1985°te Lokosit
Diffeansiasyon Antijenleri Cahgyma Grybu bu antijenlerin FAB alt grubu ile olan
iligkilerini belirlemigtir. Boylece B hiicre onciilleri (pre-B ve erken pre B), T hiicreli
ALL, B hiicreli ALL’ler ve ANLL nin FAB alt gruplarinda daha iyi tanimalanabilmesi
miimkiin olmustur. Bunun yamisira bifenotipik biklonal 19semi tammlann da (T+B
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isaretleyicileri) smuflamada yerini almgtir. Losemilerin %85-90 minda sadece morfoloji
ile AML ve ALL ayrimm dofru yapmak miimkiins de bazen mikromyeloblastlar
lenfoblastlardan; ¢ekirdek sitoplazma oram diiglik, belirgin g¢ekirdekeikli hatta
sitoplazmas1 graniillii lenfoblastlar myeloidlerden ayrilamayabilir. Bu durumda
sitokimya, immunofenotipleme ve hatta genetik alt gruplarin belirlenmesine ihtiyég;
duyulur. (51, 52, 53)

B hiicresi ve T hiicresi onciilli I6semik lenfoblastlarm immunolojik ve
molekiiler farkhliklar bulunmaktadir. Dolasiyla kot huylu hiicresel olugumlarn
yayllmasmda veya deigik derecelerinde olan lenfoid farkhihgm klonal yayiminda
Onem kazanirlar. Monoklonal antikor tekmolojisi, rekombinant DNA teknolojisi ile
Uretilmig isaretli problarla yapilan aragtirmalar sonucunda; B tipi ALL’de CD10, DR,
CD10 (¢ ALLA) ve diger B hiicresi ile iligkili antijenler ¢cocuk ALL hastlarmda % 80-
85 oraninda goriiliir. Yaklagik %80 B hiicre onciilii ALL de ¢ ALLA ve CD10 antijeni
eksprese edilir. (52-54)

Yizyihn baginda Philadelphia kromozomunun tammlanmasi ile sitogenetik
cahgmalar Onem kazanmustir. Sitogenetikte bantlama teknikleri geligmis, molekiiler
genetik ile rekombinant DNA teknolojisinin devreye girmesi, gen diizeyinde
cahgmalarm yapilabilmesine olanak saglammstir. Iigili genler klonlanabilmis ve
Southern, Northern Blot yontemleri, FISH teknigi (floresan in situ hibridizasyon) ve in
vitro ortamda DNA pargalarmin amplifiye edilebilmesi PZR (polimeraz zincir
reaksiyonu) ile gerceklesmistir.

Lisemilerde risk gruplan

Tim bu yontemlerden yararlamlarak, 15semili hastalarin tedavilerine vermis
olduklan cevaplar ve hastalksiz saj kalm asamasmm saflanmasi agisindan risk
gruplar1 belirlenmeye ¢ahgilmmgtir. 1972-1981 yillan arasinda Amerika’da CCG
(children’s cancer study group) ¢ok biiyiik hasta serilerinde kahca remisyon agismdan
Onemli faktorleri belirlemigtir. ALL’lerde en 6nemli faktorler olarak, hastanin yag,
bagvurudaki 16kosit sayis1 ve FAB morfolojisi oldugu ortaya konmustur. Iyi riskten kotii
riske gore G1, G2 ve G3 gruplar: belirlenmis ve sagkalimm FAB morfolojisine gére L1
den L3 e gittikge kotiilestii, 1-10 yas arasinda bagvurularda beyaz kiire sayismm
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<10000/mm’ olup L1 morfolojisi gosteren hastalarm en iyi prognoza sahip olduklan
belirtilmistir. AML’lerde ise yag, morfoloji, 16kosit says1 gibi Szelliklere dayanan ve
herkes tarafindan kabul g6ren bir risk simflamas1 yapdamamugtir. (56, 57)
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5. GEREC VE YONTEM

5.1 Cahiyma materyali

5.1.1. Hasta Grubu

Cahgmaya baglarken Istanbul’da bulunan cesitli gocuk hematoloji-onkoloji
kliniklerindeki doktorlarla g6riigiilmii ve yapilan anlagmalar sonucunda henfiz tedavisi
baglatilmams, yeni teshis 2-14 yag arasmda (ortalama= 5,5, medyan 5) ALL tamisma
sahip ¢ocuk hastalarm periferal kan 6rnekleri alinarak aragtrma stirdiiriildti. Yapilan
cahsmalar sonucunda Sisli Etfal Devlet Hastanesi ve SSK Goztepe Arastirma
Hastanesinden alman 15 hasta periferal kam incelendi. Kan Srnekleri EDTA’h tiiplere
ahnd: ve hemen Histopaque (Sigma) ile I6kositleri aymidi

5.1.2. Kontol Grubu

Kontrol grubu olarak Capa Kizilay Kan Merkezindeki goniillii kan vericilerinden
rastgele 10 kisiden (ortalama yag= 32, medyan= 35, aralik= 26-51) periferal kan &rnegi
ahndi. Aym hasta kanlarinda oldugu gibi hemen I6kositleri ayrida.

5.1.3. Hiicre Serisi

American Type Collection Culture (ATCC) listesinden secilen CCL-119/CCRF-
CBM kodlu ALL hiicre serisi ve KG-1 kodlu AML hiicre serisi elde edildi ve hiicreler
37°C°de % 5 CO, igeren etiivde tretildi.
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Tablo 5. 1. Kullanilan materyal cesgitleri ve miktar.

Kontrol | 10

Hasta ALL AML
15 0

Hiicre hattx 1 1

5.2. Cahsmada Kullanilan Cihazlar ve Kimyasal Maddeler

5.2.1. Cihazlar
Kullanilan aletler Marka ve alim yerleri
i

HPLC Shimadzu (Japonya)
CO;, Etiiv Cole Parmer (ABD)
HPLC kolonu Macherey-Nagel GmbH (Almanya)

oo e s g - commaral sk o et 1 et ik }
Otomatik pipetler (10, 100, 200, 1000 ul) | Gilson (Fransa)

Ceker ocak

il
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Spekﬁiiijj%fwmm?m rzfjmc:n 86??@&&) m

Hassas terazi Mettler AT261 (Isvigre) |

Otoklav All American (ABD)

WSogutmah Santrifilj IEC MP4R (ABD) |
E

pH metre WTW (Almanya)

Kirik buz makinesi Scotsman (ABD)

Derin Dondurucu -20°C Philco (Tirkiye)

Manyetik Karistiric | Electromag (Tiirkiye)

Vorteks ;lektromag (Tiirkiye)

Hemositometre Buffalo NY. (ABD) N
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5.2.2. Kimyasal Maddeler

Kullamlan kimyasal maddeler Marka

RPMI 1640 ATCC

RPMI 1640 Biological Inds.

Fetal Bovine Serum Biological Inds.

Penisilin-streptomisin g Biological Inds.

Ornitin ; Sigma 04386
;

PPO Merck 102946

POPOP | Sigma P3754

Histopaque Sigma 1077-1

Naftalen Gr Lachema 30658

Aminoguanidinhidrojenkarbonat Merck 801417

Piridoksal 5 fosfat | Sigma P9255
|

Trypan Blue | Sigma




Sigma

Sigma

Spermin

Sigma

1,7 diaminoheptan

Sigma

Benzoil klorid (Merck)

Merck

Dietil eter

Merck

Trikloro asetik asit

Merck

Potasyum fosfat (KH,POy) Sigma

ortoAminobenzilaldehit Sigma }

Tris Sigma

Metanol Merck ;

Etil Alkol | Anadolu Teknik Kimya

Sodyum hidroksit | Sigma
| ]




Hidroklorik asit

e e O

SRS

Merck

Fenil metil siilfonil florid (PMSF)

Sigma

Aprotinin

Serva

Pepsitatin

Serva

Guyakol

Sigma

Comassie Blue Brilliant

Serva
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5.3. Yontemier

7.3.1. Lokositlerin ayriimast

2 ml Ficoll-Hypaque ¢ozeltisi {izerine 2 ml kan 6rnefi pastSr pipet aracihg ile
damla damla bosaltilarak faz olugmasi saglandi (Sekil 7.1). 1500 rpm’de 20 dakika
tiipler santrifiij edildi. Santrifijden g¢ikartilan tiipler kabinde agildi ve tist kisimda
toplanan plazma kismu steril pastdr pipet ile g¢ekilerek atildi Coken eritrositler ile
plazma arasinda beyaz bulut seklinde goziiken 16kositler pastdr pipet ile alindi ve
Eppendorf (1,8 ml) tiipe aktarildi. Tiiplere 1ml fosfat tuz tamponu (PBS) pH 7 eklenmis
ve tlipler icerisindeki hiicreler 1000 rpm de 1 dakika ¢oktiiriildi. Sivi kism atilir ve
hiicreler 1 ml PBS ¢ozeltisi igine alinds.

Lokositler

Sekil 5.1. Lokositlerin total kandan Histopaque yardimi ile ayrilmasi
7.3.2. Hemositometrede Hiicrelerin Sayumi

200 mikrolitre hiicre siispansiyonu 15 ml santriftij tlipine aktarildi. Uzerine 300
pl PBS pH 7,0 ve 500 ul % 0,4 Trypan Blue (Sigma) eklendi. 5-15 dakika oda
sicaklifnda tiip bekletildi. Pastdr pipet yardmm ile siispansiyon ¢dzeltiden bir miktar
hemositometrenin kanallarma aktarildi. Uzeri lamel ile kapatildi. Her iki 9 karelik
alanda saym yapildi. Sayilan 9 biiyiik karenin ortalamasi alindi. 1 biiyiik karenin hacmi
10* mm® oldugu igin ortalamadan elde edilen say1 10* ile garpilds.

Hiicre sayis1 (1 ml igin) = Her kareden alinan hiicre sayismn ortalamasi x dilusyon
faktdri x 10*

+ 6. VOKSEKOBRETIN KOROLS
st T ARYOR TERAEA!



5.3.3. Canh hiicre yiizdesinin bulunmas:

Otii olan hiicreler Trypan blue boyar maddesini zarlarinda meydana gelen porlar
nedeni ile emerler. Preparatlarda gdzlemlenen lacivert-mavi renkli hiicreler 8li olarak
kabul edildi. Tiim hiicrelerin sayis1 (Slii-canli) toplandi ve canh hiicrelerin sayis: ile
oranlandL

Canh hiicre yiizdesi = (Canh hiicre sayisi / toplam hiicre sayisi) x 100

‘\..D/
' N

A
Gimgils
Hixse:
Tomldego yor
tmm
—

Sekil. 5.2. Hemositometre’de hiicre saymmi.
5.3.4, Hiicre kiiltiirlerinin hazirlanmasi

Kiiltiir ortamu olarak hazirlanan besiyeri ¢eker ocak altmnda steril kogullarda
hazirland1. Besiyeri olarak RPMI 1640 (Biological Industries), %10 Sigir fetils serumu
(Sigma), 200 U penisilin/streptomisin (Sigma) kullamld. Lokositler 10’%ml de olacak
sekilde kiiltlir ortamlarma ekildi ve %5 CO; i 37°C de inkiibe edildiler. Kiiltiirler
siispansiyon seklinde T-25 filtre kapakh flasklarda (TGF) muhafaza edildi. ATCC
kullamm kilavazundaki kiiltiir ortami ve yetistirme kosullari i¢in verilen &nerilere
uyularak sistem kuruldu.
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5.3.5. Hﬁcre hatlarmm acilmasi

Kuru buz igerisinde 6zel donma besiyerinde getirilen hiicreler ¢abuk isitma
yontemiyle (37°C’de 5 dakika) yeni besiyerlerine almdilar. Hiicre kaybmna ugranmamasi
amaci ile hiicre icerisindeki suyun donma esnasinda kristalize olmasmi engelleyen
dimetilsiitfooksit (DMSO) daha sonraki siireglerde besiyerinde uzaklastiriidi. Hiicrelerin
agilmas1 esnasinda aseptik kogullara dikkat edildi. Hiicre hatlarmm firetici firmas: olan
ATCC’nin 6neri katalogu incelenerek iglemler yapildi

5.3.6. Hiicrelerin dondurularak saklanmasa

Hiicreler 10%ml dondurma besiyerinde olmak fizere yavas sogutma yontemi ile
azot tanklarinda saklandi. ATCC katalogundan faydalamlarak hiicreler saklands.

Dondurma besiyeri icerigi

% 70 RPMI 1640
% 20 FBS
% 10 DMSO
Islem
|
Hiicre dondurma —_— 20C" de ; 70 Cde tanki
besiyerine almr |isast |1 saa
|6ay

5.3.7. Protein iceriginin belirlenmesi

Protein igeriginin belirlenebilmesinde, Bradford yontemi modifiye edilerek
kullamlmigtr (1979). Once standart egri Bovine Serum Albumin (BSA) (Img/ml)
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kullantlarak hazirlandi ve buna uygun sekilde standart egri baz almarak 6rneklerin
icerisindeki total protein miktar1 hesaplandi.

Standart egrinin belirlenmesi

Protein ¢bzeltisi en fazla 100 pl olacak gekilde bir tiibe aktaridi Ozitleme
tamponu total hacim 100 pl olacak gekilde eklendi. Her bir tilpe 1 ml Bradford
Oziitleme Tamponu eklendi ve karmgtirild 15 dk sonra Ases spektrofotometrede
sonuglar okundu. (En fazla 1 saat bekletilebilir).

PROTEIN STANDART GRAFIGI

25ug Sug 75ug 10ug 125ug 15ug 175ug 20ug

5.3.8. Protein dziitlenmesi

10°%ml hilcre Ooziitleme tampomunda 30 dakika 4°C’de bekletildi Iyice
karstrddiktan sonra 11.000 rpm 4°C’de 5 dakika boyunca santriflij edildi. 500 ul tistte
kalan stvi yeni Eppendorf titbe altarildi. Uzerine 1,5 ml Coumassie Blue konuldu. 15
dakika karanhkta bekletilen drnekler Asgs spektrofotometrede okundu (28).
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Oziitleme Tamponu: Coumassie Blue (4X)

20 mM Tris HCI (pH 7,2) 25 mg Comassie Blue Brilliant
0,1 mM NaCl 12,5 mi %95 etanol

1 mM fenil metil sitilfonil florid (PMSF) 25 ml %85 H3PO4

% 0,1 Triton X-100 250 ml’ye dH,O0 ile tamamlanir

% 0,1 Aprotinin

%0,1 Leupeptin

%0,1 Pepsitatin

5.3.9. Poliaminlerin belirlenmesi

Hiicrelerin oziitlenmesi

10%ml hiicre iki kez PBS ile yikandi. 1 ml PBS, 100 pl % 50 trikloroasetik asit
(TCA) ve 50 wl (50 nmol) internal standart hiicre pelletinin {istiine eklendi. Iyice
kangtirildi. Protein ve hiicre atiklarmm ¢ékmesi igin 11,000 rpm de 5 dakika boyunca
ornekler santrifiij edildi. Ust sivi yeni bir tiipe alinarak -20°C de saklands.

Benzoilasyon prosediirii

Elde edilen hiicre &zitliniin {ist sivismdan 500 pl cam tiipe alindi ve {izerine 1000
pl 2N NaOH eklendi. 10 pul benzoil kiorid eklendikten sonra afzi sikica kapatid: ve
iyice kanstirldi. 20 dakika boyunca oda sicakhfmda ve karanhkta bekletilen ajz
kapah cam tiipler yeniden kangtirildi. Uzerlerine 2000 pl doymus NaCl eklendi.
Yeniden iyice kangtiwian tiiplerin {izerine, 2000 pl dietileter eklendi. Iyice
kangtrildiktan sonra fazlarin ayrilmasi igin 2 dakika boyunca 3000 rpm de santrifiij
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edildi. Ust faza gegen poliaminlerden esit miktarda (500-1000 pl) dietileter bir baska
agz1 kapakh tlipe alindi. Kapag agik birakilan tiipiin i¢indeki dietileter uguruldu. HPLC
oncesinde herbir tiipiin dibindeki poliamin ekstreleri mobil faz olan 100 pl metanol-su
kangmnda ¢ozdtrtidd (14, 15, 29- 32).

Mobil faz

% 60 Metanol

% 40 MilliQ H,O (degaz)

HPLC kolonunun ézellikleri

HPLC kolonu (Macherey-Nagel GmbH) nucleosil 100-5 C18, partikiil
biylikligli Sum, uzunlugu 250 mm, ¢apr 4,6 pum Ozeliklerine sahip olacak sekilde
segilmistir.

HPLC kolonunun standardizasyonu

50 pl (50 nmol) her bir poliamin standarti, 50 nmol 1,7 diaminoheptan ve 450 pl su
ile hazirlanir. Standartlar benzoilasyon prosediiriinden ge¢mis olmalidir. 500 pl gahsma
standart1 olusturuldu. Detektdr 198 ve 229 nm’lere ayarlandi. 0,1 absorbans birimleri
tiim skalada sapma seklinde kuruldu. Akis hizz 1 ml/dakika olarak belirlendi ve
standartlar 10, 20 ve 50 pl hacimlerinde pik noktalarmm tespiti i¢in enjekte edildi.

Her bir kromatogram 25 dakika yiiriitiildii. Son pikten 10 dakika sonra mobil faz
pompalanarak kolonun dengesi saglandi Her bir standartn ¢ikis zamam ve alam
kaydedildi.
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5.3.13. HPLC analizi

Her bir analiz icin ¢ahsma standart: enjekte edildi. Kromatogramm giivenirliligi
kontrol edildikten sonra 10-25-50 pl ilk 6rnek enjekte edildi ve sonug gbzlendi. Her 5-
10 Ornekte bir standart kangim yiiriitiildii, Mobil faz (%60:%40- Metanol-su) ¢ahgma
bittikten sonra biitiin gece pompaland1.

5.3.14. Diamino oksidaz (DAO) enzim aktivitesinin belirlenmesi

Toplam hacim 4ml olacak sekilde, 10%ml hiicre tizerine, 40 ul (40 mg/ml) orto-
aminobenzaldehyde eklendi. 0,2 M Put ¢ozeltisinden (Put/ml su) 40 pl kargma
eklendikten sonra 2 saat oda sicakhfmda sar1 renk meydana gelene kadar beklendi.
Reaksiyonu durdurmak icin 500 pl %10 TCA eklendi. Ornekler 430 nm dalga boyunda
spektrofotometrede okundu (32).

5.3.15. Peroksidaz (POD) enziminin aktivitesinin belirlenmesi

Toplam hacim 3ml olacak gekilde 10%ml hiicre 0.1 M potasyum fosfat
tamponunda OSziitlendi. Her bir drnegin iizerine 15mM guaiacol (Sigma) and 5 mM
H,0; eklendi. 2 dakika boyunca spektrofotometrede 470 nm dalga boyunca enzim
aktivitesi olgiildi (32, 88).
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6. BULGULAR

6.1. Hiicre canhh

Periferal kan Grneklerinden alnan Iokosit hiicreleri 10%ml’de olacak sekilde
RPMI 1640 besiyerinde % 5 CO, etiivde 37°C’de bekletilmislerdir.

Tablo 5.1. Hastalardan ahnarak kiiltiire aktarlan hiicrelerin zamana bagh hiicre

sayilar: ve canlihik oranian

Siire Hiicre sayisi Canhlik oram
0 saat 10 %100
24 saat 1,5x 10° %100
48 saat 2,5x 10° %95
|
;
72 saat 2,1x10° , %85
! ;

53



3000000

< 2500000 -
§ 2000000 -
§ 1500000 -
* 1000000 , . . .
0 saat 24 saat 48 saat 72 saat
Zaman (saat)

Sekil 6.1. Hastalardan elde edilen hiicrelerden yapilan kiiltir ¢ahymasmda
hiicrelerin zamana bagh olarak gosterdikleri bilyiime egrisi

Trypan blue ile yapilan boyama sonucunda hiicrelerin besiyerinde 48 saati gecen
stirelerde  %10-20  civarinda canbiiklarm yitirdikleri gOzlenmistir. Bu ylizden
ekponensiyel biiylime egrisi dikkate ahnarak periferal kan Orneklerden alinan
Iokositlerle gergeklestirilen hiicre kiiltiirlerinde 48 saatlik 6rnekler analizlere almmugtir.

6.2. Poliamin miktarlarmmn HPLC ile belirlenmesi

Poliamin miktarlar: literatlir arastirmasi sonucunda 198, 229 ve 254 nm lerde
tarandif1 gorlilmiis ancak 254 nm’nin diger dalga boylarmda yapilan Sl¢limlere nazaran
daha az hassas oldugu goriilmiistiir. 198 nm dalga boyunda yapilan Sl¢iimler ile 229 nm
dalga boyunda yapilan Slgiimler arasmda ¢ok fazla fark bulunmamugtr. 198 nm de
yapilan Slgiimlerde ¢ok fazla anlamsiz ve deger ifade etmeyen giiriiltii dalgalanmalar
gOriilmiigtlir. Bunun nedeninin peptid baglarmmn en iyi 228 nm de goriintiilenmesi
olarak literatiirde belirtilmistir. 198 nm de molekiillerin de goriintiilenmesi s6z konusu
oldugu i¢in giiriiltii tespit edilmekte ve piklerde karismalar meydana gelmektedir.
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6.2.1. Standart poliaminlerin giriilme zamanlarmin belirlenmesi

Sekil 6.2. Standart poliaminlerin HPLC’de ¢ikiy zamanlarw

Almman standart grafigine gore Orneklerde Put, Spd ve Spm’nin yeri belirlendi. %90
verimlilikle diaminoheptan internal standart: hesaplandi.

6.2.2. Kontrol grubunda elde edilen poliamin profillerinin HPLC ile

belirlenmesi

Sekil 6.3. Kontrol grubu hastalarda poliamin profilinin HPLC analizi ile

belirlenmesi

Kontrol grubu olarak segilen 10 gdnilllii kan vericisinden elde edilen 16kositlerde
dikkati ¢eken Slgtide Put miktar: Spd ve Spm miktarlarina gore daha diigiik saptanmmgtir.
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6.2.3. Hastalardan ahnan periferal lokositlerden elde edilen poliamin
profillerinin HPLC de belirlenmesi

Sekil 6.4. Hastalardan elde edilen likositlerde poliamin profillerinin belirlenmesi

15 hasta {izerinde yapilan poliamin analizleri sonucunda elde edilen sonuglara
gbre Put miktar1 kontrol grubuna oranla % 60 azalmstir. Kontrol &rnekleri ile
hastalardan alman I8kositler kargilagtinildi:s zaman Spd miktar1 %28 artrms ve Spm
miktar: 20 kat fazla bulunmustur (p>0,005).

6.2.5. Hastalardan alinan ve kiiltiirleri gerceklestirilen hiicrelerin poliamin
profillerinin HPLCde belirlenmesi

Sekil 6.5. Hastalarda elde edilen ve Kkiiltiirleri yapilan lokositlerin poliamin
profillerinin HPLC’de belirlenmesi
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15 hastadan elde edilen periferal kan 16kositleri 48 saat boyunca 37°C’de %5
COy’li etiivde inkiibe edilmis ve elde edilen hiicrelerin poliamin profilleri HPLC
metoduna gére gikarlmugtir. Alman sonuglara gore kontrol grubu ile karsilastinnima
yapildif1 zaman Put miktarinin %60 oraninda azaldig1 ancak Spd’nin aym oranda arttif
tespit edildi. Spm de meydana gelen artis ise Spd’e gére daha garpici oranlarda bulundu
ve 17,5 kat oraninda artig saptand.

6.2.5. Hiicre bankasmndan elde edilen ve Kiiltiirleri gergeklestirilen

hiicrelerin poliamin profillerinin HPLC’de belirlenmesi

|y

L =T ¥ L T 7 ™Y
14 k1] 18 20

Sekil 6.7. Hiicre bankasmdan elde edilen ALL hiicrelerin kiiltiirler yapildiktan

sonra poliamin profillerinin HPLC’de belirlenmesi

ATCC hiicre bankasindan elde edilen CCL-119 kodlu ALL hiicre hatt1 uygun
kosullar altinda yetistirilerek poliamin profili i¢gin HPLC prosederiine gére hazirlandi.
Elde edilen hiicrelerde Put %60 oraninda kontrol grubuna goére azalma gésterirken Spd
%31 oraninda artt1. Spm periferal kan 15kositlerinde oldugu gibi ¢arpici oranda, 16 kat
artis gosterdi (p<0,005).
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Sekil 6.9. Hiicre bankasindan elde edilen AML hiicrelerin Kkiiltiirler yapildiktan

sonra poliamin profillerinin HPLC’de belirlenmesi

ATCC hiicre bankasmdan elde edilen KG—i kodlu AML hiicre hatt1 uygun
kosullar altinda yetistirilerek poliamin profili igin HPLC prosederiine gore hazirland.
Elde edilen hiicrelerde Put %30 oraninda kontrol grubuna gore azalma gosterirken Spd
%30 oraninda artti. Spm periferal kan 16kositlerinde oldugu gibi ¢arpici oranda, 10 kat
artig gosterdi, (p<0,005).
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0,0009 5
0,0008 =
0,0007 5
0,0006 =
0,0005 s
0,0004 =
0,0003 s
0,0002 g

Putresin miktari (nmol/mg protein)

0,0001 =

Kontrol PT

0,0014 5

0,0012 3

0,001 =
0,0008 s
0,0006 =
0,0004 =

0,0002 =

Spermidin miktart {(nmol/mg protein)

0 g

Kontrol PT ALL AML

0,025 5

0,02 5

0,015 =

B

0,01 5

0,005 5

Spermin miktan (nmol/img protein)

0 ofe

Kontrol PT PK

Sekil 6.10. Poliamin profili a. Putresin, b. Spermidin, c. Spermin, PT= Periferal
kan I6kositleri, PK= Kiiltiire ahnmsg periferal kan lkositleri




Tablo 6.2. Poliamin profil tablosu (nmol/mg protein)

Poliaminler (nmol/mg protein)

; ;

Ornekier Put Spd Spm

Kontrol 0,00080 0,00100 0,00112

PT 0,00029 0,00128 0,02308

PK 0,00037 0,00162 0,01932
!

ALL % 0,00039" 0,00131" 0,01779
i

AML 0,00064" 0,00129" 0,01002

PT= Periferal kan I6kositleri, PK= Kiiltiire alinmis periferal kan lokositleri

* p<0,005
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6.3. Diamino oksidaz enzim aktivitesi

Katabolik yolda Gnemli belirteg enzimlerden olan DAQO kontrol, periferal kan
Iokositleri ve kiiltlire alman hiicrelerde kargilagtinlmug ve aktiviteler arasnda kontrol
hiicrelere gore belirgin fark saptanmugtir (p<0,05). Kontrol hiicrelere gére taze hiicreler
yaklagtk %100 DAO aktivitesinde artiy gOstermiglerdir. Hiicre hatlarmdan elde edilen
hiicrelerde aktive ylikselmesinin aym ySnde artis gSsterdigi (%95 ve %97) saptanmstir.

0,08 =

DAO Aktivitesi (Abs 430nm)

Kontrol PT PK

Sekil 6.11. Diamino oksidaz aktivitesinin kontrol, periferal hiicre, periferal kiiltiir,
ALL ve AML hiicre hatlarinda gdsterilmesi (p<0,05). PT= Periferal kan
Iokositleri, PK= Kiiltiire alinmig periferal kan l6kositleri
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6.4. Peroksidaz enzim aktivitesinin gésterilmesi

0,035 -
0,03
0,025 -
0,02
0,015 -
0,01 A
0,005 A

POD Aktivitesi(AA/dk/mg protein)

Kontrol PT

Sekil 6.12 Peroksidaz aktivitesinin kontrel, periferal hiicre, periferal kiiltiir, ALL
ve AML hiicre hatiarinda gosterilmesi. PT= Periferal kan lokositleri, PK= Kiiltiire

alnmis periferal kamn l6kositleri, p<0,001.

POD enzimi katabolizmanm arttif1 durumlarda artan bir belirteg enzimdir. DAO
aktivitesinde goriilen artiga paralel olarak POD aktivitesinin de %200 civarinda artti5:
tespit edilmistir (p<0,001). Ancak bu artigm hiicre hatlarinda bu kadar yliksek olmadig:

saptanmgtir.
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7. TARTISMA

Cocukluk ¢agi malign hastaliklarmin ilk sirasmda yer alan akut 16semiler,
hematopoetik kok hiicrelerinin veya kemik iligindeki Oncii hiicrelerin  anormal
farkhlagmas1 ve malign form alarak agir1 gofalma gOstermeleri olarak tammlanirlar,
Hastahgm koken aldigi yere gore isimlendirilirler ve gruplara aynlirlar. Bu hiicreler
kemik ilifinde veya kanda olgunlagsma devresinden 6nce malign form kazanarak akut
losemi tiplerini meydana getirmektedirler. ALL ve AML etiyolojisi a¢ik olmamakla
birlikte yapilan epidemiyolojik ¢algmalar sonucunda Down, Bloom sendromu gibi
durumlarda goriilme sikhgmn arttify saptannugtir. Ayrica radyasyon, ve benzol gibi
maddelerin varhgi, kahtsal yatkinhk hastahfm etyolojisini g6steren literatiir ¢ahsmalari
mevcuttur. (38- 43, 54). Hastalar genellikle bitmeyen enfeksiyon hali, ates, anlamsiz ani
kanamalar ve bitkinlik gibi gikayetlerle bagvururlar. Kemik iliginden ve kandan ahnan
hiicre preparatlarinda yapilan patolojik, sitogenetik, immumnolojik taramalar sonucunda
hastalik teghis edilmektedir.

Dogal poliamin metabolizmasimn akut 15semili hastalar icin aragtirilmasinm iki
Onemli nedeni mevcuttur. Bunlardan ilki, kullamilacak olan terapdtik maddelerin
gelistirilmesinde hiicresel poliamin metabolizmasmm tam anlamyla ¢6ziilmiis olmasi
ilag dizaym ile ilgili galigmalarm ilerlemesini saglamaktadir. Ornegin kullamlan DFMO
veya MGBG gibi anti kanser ilaglari poliamin metabolizmas: {izerinde yapilan
cahgmalar sonucunda faz Il denemelerine kadar gelebilmistir. Bu alanda yapilan
caligmalarm ikinci Onemli tarafi ise biyomarkrr olarak poliaminlerin hiicresel
degerlerinin  kullanilabilir olup olmadigmm aragtmrilmasidir. Bu yiizden dogal

poliaminlerin klinik anlamda akut losemiler igin potansiyel markir olabilecegi birgok
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aragtiric1 tarafindan iki farkh yol izlenerek anlamlandirilmaya ¢ahsilmigtir. Sadece
biyomarkir potansiyeli degil aym zamanda hiicresel metabolizmalarmin anlagiimas: ile
terapotik anlamda &nem kazanacaklari digiiniilmektedir. Ik olarak arastirmacilar
tarafindan viicut sivilarinda stirkiile olan poliamin seviyeleri ve kanser tipleri arasmdaki
iligkiler yorumlanmgtir. Viicut sivilar1 denince kan, idrar ve l6semi tanisinda Onemli
olan serebrospinal sivida poliamin igerikleri aragtirilmigtir. Ancak viicut poliaminlerinin
sadece kanser degil, dier tipte tiiberkiiloz, sedef gibi benign hastahklarda da arttif1
saptanmugtir. Sirkiile olan poliaminlerin 16semi hastalarinda arttiim ilk kez Russell
1971 yilinda gostermistir (62). Lee ve ark. 1998 yihnda yaptiklar: bir ¢alismada I6semi
hastalarinda asetil poliamin konjugatlarmda meydana gelen anormal artin tespit
etmiglerdir (63). Abdel-Monem ve Ohno 1978 yilinda yine asetil formda Put ve Spd
miktarlarmda meydana gelen artiga dikkatleri ¢ekmislerdir (64). Marton (1977) 15semi
hastalarmin serebrospinal sivilarmdaki poliamin artiglarmi tespit etmis ve hastaligmn
derecelendirilmesinde 6nemli olduklarim gostermigtir (65). Ayrica uygulanan terapotik
madde segiminde ve bu tedaviye cevabm izlenmesinde viicut sivilarmda sirkiile olan

poliaminlerin 6nemi vurgulannugtir.

Poliaminler hiicrelerde metabolik yollarla iiretebildigi gibi diyet ile bagirsaktan
emilerek kana kangir. Bu yiizden birgok kanser tipinde poliamin aghg1 adi verilen diyet
tipi, hastalara uygulanmig ve solid tiimdrlerde kiigiilme saptanmustir. fhtiyacm fazlasi
olan poliaminler Spm formunda kirmizi kan hiicrelerinde depolamr. Viicudun Spm
rezervinin %98i kirmizi kan hiicrelerinde tasinmaktadir. Geri kalan kisim ise poliamin
transferini saglayan kan lipoproteinlerince tagmir, ancak bunlarm saptanmasi diisiik
diizeyde bulunmalari nedeni ile zordur. Ayrica kirmizi kan hiicrelerinde bulunan Spm
viicudun tiim poliamin kaynaklarindan etkilendidi i¢in, kanser agismdan indikator

olmayacaktir. Ancak yine de Bergeron ve ark. tarafindan 1997 yihnda l6semili hastalar
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tizerine yapilan bir cahsmada kwrmuzi kan hiicrelerinde poliamin igeriginin arttig:
saptanmigtir (73). Ancak I6semi igin difer bir tamsal faktdor olan beyaz kan
hiicrelerindeki artis ile kirmizz kan hiicrelerindeki poliamin artigi arasmda korelasyon

saptanamamustir (70-72).

Poliaminlerin 16semi hastalar1 i¢in Onemini aragtran kigilerin bir kisrm da
cahgmalarm intraseliiler poliaminler {izerine yiiriitmiiglerdir. Ozellikle Rennert ve ark.
kemik ilifi hiicrelerinde poliamin igeriklerinin belirgin oranda arttifim saptamuglardir.
Ancak ¢ok aci1 veren bir yontem oldufu i¢in kemik ilifi hiicrelerinin alinmas: tansal
amach olarak pek istenmeyen bir durumdur (60-82). Bu g¢alhigmada ise periferal kan
Iokositlerinde yapilan poliamin igerigi belirlemelerine g6re Put kontrol 6rneklerine gore
%60 oraninda azalirken Spd %28 oramnda artrmgtir. Put kiiltiire alman I6kositlerde,
CCL-119 hiicre hattinda da %60 oraninda azalmigtir. AML i¢in kullanilan KG-1 hiicre
hattinda Put’un %31 oraninda diistiifti saptanmugtir. Yapilan bu ¢alismada elde edilen

Put diizeylerine iligkin ¢ahgmalar literatiir ile korelasyon gostermektedir (60-65).

Spd ise kiiltlire alman periferal kan 16kositlerinde %60 oraminda artarken CCL-
119 hiicre hattinda %31 ve KG-1 hiicre hattinda da %29 artmugtrr. Spm miktarlarmda
goriilen artiy ise daha carpici oranlarda saptanmugtir. Spm swas1 ile periferal kan
Iokositlerinde 20, periferal kan 16kositleri ile yapilan kiiltiirlerde 17,5, CCL-119 hiicre
hattinda 16 ve KG-1 hiicre hattinda 10 kat artig gSstermigtir. Spd’nin artig gbsterdigi
Bergeron ve Renert tarafindan da sirkiile olan poliaminler acgismmdan incelenen 15semi

hastalarinda elde edilen bulgulardandir. (73-75)

Poliaminlerin neoplastik hastaliklarda artiy gOsterdiginin belirlenmesi {izerine
aragtiricilar poliaminlerin tam amach kullanlabilir olup olmadiklarmi incelemeye

baglamuglardir. Ik kez Russell 1971 yihnda Spd’nin I5semi hastasi olan yetiskinlerin
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idrarlarinda tespit etmigtir. Bunun {izerine birgok malign hastabk ile ilgili olarak

¢ahgmalar yapilmis ve poliaminlerin tamsal Snemleri aragtirtinmsgtir. (70-75)

Yapilan bu ¢ahsmada alnan sonuglar literatiir verileri ile kargilastirilmis ve baz
sonuclara vardmustir. Bu nedenle periferal hiicre Ikositleri ve hiicre hatlarindan elde

edilen sonuglarn yiiksek ¢ikmasinmm nedenleri soyle agiklanabilir:

1.Aktif poliamin metabolizmas1 sonucunda yiiksek Spd ve Spm miktarlari
bulunmusur, ancak periferal hiicre 16kostilerinden elde edilen sonuglara istatistiksel t-
testi uygulandifinda anlamhhk smmrm gegtikleri saptanmugtir. Bunun nedeninin
hastalarin degiisik evrelerde akut 16semi hastasi olmalarindan kaynaklanabilir. Ayrica,
hastalarm kendi beyanlarina gbre medikal tedavi almadiklar1 tespit edilerek c¢ahsma
grubuna  scgilmiglerdir, fakat baz  hastalarm  poliamin  seviyeleri bunu
dogrulamamaktadir. Bu nedenle daha genis bir ¢alisma grubunun secilmesi istatistiksel

acidan giivenilir sonug araliklarinin almmasm saglayacaktir.

2.Aktif poliamin metabolizmasi sonucunda hiicrede yigilan Spm miktarmm
yikilmas: i¢in DAO ve POD miktarmm artmms olmasi ancak Spm miktannm yiiksek
bulunmasi bu enzim aktivitelerindeki artism yeterli olmadifim gostermektedir. Ayrica
yikksek oranda Spm’nin akut lenfoblastik karakterdeki hiicrelere diger hiicrelerden

tagindigim diistiniilebilir.

Yapilmasi gerekenler;

1.Atilan asetil poliaminlerin kiiltiire alinan hiicrelerde bakilmasi,

2 .Xiiltiirli yapilan besiyerlerinde poliamin miktar analizi, ODC, DAO ve POD

enzim aktivitelerine bakilmasi
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Bdylece poliamin tagmmast (uptake) olaymin incelenmesi miimkiin olabilecektir.

3. SSAT gibi difer 6nemli enzim aktivitelerinin belirlenmesi

4. ODC-Antizim ile ilgili hiicresel ¢aligmalarmn yapilmas:

Poliamin katabolizma enzimlerinden DAO’nun ve DAOQO aktivitesi sonucunda
yiikksek ¢ikan POD enzim aktivitesi akut 16semi lokositlerinde yiiksek metabolizma
oldugunu diistindlirmektedir, ancak DAO miktarinmn yiiksekligi ile yiiksek Spm miktar:
literatiirle ¢elismektedir. Ciinkii DAO enzimi, diaminlerin yikihmma neden olmaktadir.
Diaminler bir tetramin olan Spm’nin biyosentez yolunun ara basamaklaridir. Bu nedenle
yiyecekler vasttasi ile Spm’nin yilkksek oranda hiicrelere tagmdifi bu ¢alsmanin
sonuclarma bakilarak digiintilebilir. Yiiksek Spm degerlerinin hiicrenin agi1 g¢ogalma
egiliminde olmasi ve kendini apoptozdan korumaya g¢ahgmasi nedeniyle bulundugu

arastrmacilar tarafindan diiginilmektedir (58, 59, 80).

Bu c¢ahgmalardan alman sonuglar dogrultusunda kemoterapotik maddelerin
uygulanmas1 acgisindan klinik anlamda yapilabilecek cahsmalara temel bir sonug
cikartilabilmektedir. Ciinkii poliaminler, akut 16semilerin malign 6zellik gbsteren hedef
hiicrelerinde yani I6kositlerde, anlamli oranda artmaktadir. Bu nedenle, akut 16semiler
icin uygulanacak poliamin biyosentez yoluna ket vuran terapotik maddelerin
gelistirilebilmesi, analoglarin etkin sekilde dizayn edilmesi miimkiindiir. Ayrica, dogal
poliaminlerin potansiyel biyomarkir Snemleri bu ¢ahgmada g6sterilmeye cahigilmg ve
daha genis bir c¢ahgma grubunda remisyon durumunda degigimlerine bakilmasi
planlanmaktadir. Yapidan bu cahsmamn akut 15semilerin teshisinde ve tedavisinde
cahsilabilecek diger poliamin metabolizmas: ile ilgili ¢aligmalara yeni bir basamak

olugturmas limit edilmektedir.
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