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OZET

Yoyen-Ermig D. All-trans retinoik asit (ATRA) ve 1a,25-
dihidroksivitamin D3 (vitamin D3) ile uyarilan akut miyeloid 16semi
hiicrelerinin T hiicre yanitlar lizerine etkisi. Hacettepe Universitesi
Saglk Bilimleri Enstitiisii, Tiimor Biyolojisi ve immiinolojisi Yiiksek
Lisans Programi, Ankara, 2014. ATRA ve D3, sirasiyla, A ve D
vitaminlerinin en aktif metabolitleridir. Bu calismada ATRA, D3, LPS ve
IFN-y ajanlarindan faydalanilarak HL-60 miyeloid 16semi hucreleri farkl
olgunlasma basamaklarina ilerletildi. Monositik ve/veya granulositik
serileri veya fonksiyonel farklarinin ayirt edilmesini saglayan yuzey
belirtecleri, hicre morfolojisi, hucresel yogunluk, cogalma, reaktif oksijen
turleri (ROS) ve nitrik oksit (NO) Uretme kapasiteleri degerlendirildi. Farkh
olgunlasma asamalarinda bulunan AML hdcrelerinin sahip olduklari ko-
stimilatér ve ko-inhibitér molekdllerin  dizeyleri ve T hicrelerin
proliferasyon vyanitlari (Gzerine etkilerinin belirlenmesi amaclandi.
Promiyelositik/miyeloblastik kontrol HL-60 hlcrelerinin ATRA ile uyarimi
sonrasinda metamiyelositik morfolojinin baskin oldugu goérulda. D3
uyarimi ile bu hicrelerde promonosit-benzeri karakterler gézlendi. ATRA,
CD11b ve CD11c; D3 ise bu belirteclere ek olarak CD14* hicre
oranlarini belirgin dizeyde artirdi. Bu belirteglerin, 6zellikle CD11b
dizeyi hucresel yogunluk artisi ile iligkilendirildi. CD11b ekspresyon
dizeyi ile hicre c¢ogalmasi ters korelasyon gdstermekteydi. Bu
hicrelerde LPS’e karsi belirgin bir yanit gértilmezken, IFN-y uyarimi B7-
H1 ve B7-DC ko-inhibitér molekullerinin ekspresyonunu artirdi, B7-H2 ko-
aktivatér molekulinde disuse neden oldu. Ayrica, CD11b* hucrelerin
CD86, B7-H1 ve B7-DC molekullerini yaygin olarak tasiyan alt-
populasyon oldugu saptandi. IFN-y, tim HL-60 farklilasma gruplarinda
CD14 ve HLA-DR; ATRA ile uyariimis hlcrelerde ise TLR4 artisina da
neden oldu. T hucre ko-kultir deneylerinde ATRA veya D3 inkibasyonu
ile miyeloid olgunlagsmal/farklilasma basamaklarina ilerletilien CD11b* HL-
60 hdcrelerinin  immun uyaricihdinin  devam ettigi gosterildi. 1FN-y
varhginda gelistirilen CD11b* hicrelerinin (6zellikle D3 ile uyarilan
grubun) ise, CD8* ve CD4* T hucreleri sinirli duzeyde uyardigi ve/veya
baskilayabildigi belirlendi.

Anahtar kelimeler: Akut miyeloid 16semi, ATRA, D3, ko-stimulasyon
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ABSTRACT

Yoyen-Ermig D. All trans retinoic acid (ATRA) and 1a,25-
dihydroxyvitamin D3 (vitamin D3) stimulated acute myeloid
leukemia cells effect on T cell responses. Hacettepe University
Institute of Health Sciences, Tumor Biology and Immunology Master
of Science Program, Ankara, 2014. ATRA and D3 are the active
metabolites of vitamin A and D, respectively. In this study, HL-60 myeloid
leukemia cells were progressed through different maturation stages with
ATRA, D3, LPS, and IFN-y. For the determination of monocytic and/or
granulocytic differentiation and theirfunctional differences, cell surface
markers, cell morphology, cellular density, proliferation, and capacities of
reactive oxygen species (ROS) and nitric oxide (NO) production were
assessed. The aim of the study was to determine the expression of co-
stimulatory and co-inhibitory molecules expressed by AML cells and their
effects on T cell proliferation. Upon treatment with ATRA the
promyelocytic/myeloblastic control HL-60 cells gained metamyelocytic
morphology whereas promonocyte-like cells were abundant with D3
stimulation. CD11b and CD11c expression was significantly increased
with ATRA stimulation; in addition to those markers CD14 was also
induced with D3. These markers, especially CD11b, was associated with
high cellular density. There was an inverse correlation between CD11b
levels and cell proliferation. No prominent response to LPS was observed
with these cells however stimulation with IFN-y increased co-inhibitory
B7-H1 and B7-DC, and decreased co-stimulatory B7-H2 molecules’
expression. In addition, CD11b* cells were identified to be the sub-
population carrying CD86, B7-H1, and B7-DC molecules. In all
differentiation groups, IFN-y induced the expression of CD14 and HLA-
DR, and especially of TLR4 in ATRA-stimulated HL-60 cells. In the co-
cultures with T cells, the immune stimulatory capacity of CD11b* HL-60
cells that were proceeded through different myeloid
maturation/differentiation stages with ATRA or D3 was sustained. On the
other hand, when CD11b* cells (especially that of the D3-stimulated
group) were developed in the presence of IFN-y, CD4* or CD8* T cell
stimulation were limited and/or suppressed.

Key words: Acute myeloid leukemia, ATRA, D3, co-stimulation
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Kemik iliginde fizyolojik kosullardaki nétrofil olgunlagsma
basamaklarinin  (sirasi ile miyeloblast, promiyelosit,
miyelosit, metamiyelosit, band hdcresi ve noétrofil) yuzey
belirtecleri ile iligkisi,.

Kemik iliginde fizyolojik kosullarda monosit olgunlagsma
basamaklarinin  (sirasiyla monoblast, promonosit ve
monosit) yuzey belirtegleri ile iligkisi,.

Fizyolojik kosullardaki miyelopoezde, granulositik seri (A-H)
ve monositik seri  (I-K) olgunlasma asamalarinda
kazandiklari morfolojik karakterler..

Miyeloid farkllasma sirasinda transkripsiyon faktorlerinin
degisimi

D vitamini sentezi ve olusan ara metabolitler

A ve D vitaminlerinin sirasiyla, en aktif metabolitleri olan all-
trans retinoik asit (ATRA) ve 1a,25-dihidroksivitamin D3
(D3)’Un nukleer reseptorleri

Vitamin D’nin en aktif metaboliti olan 1a,25-
dihidroksivitamin D3 (D3)'Gn dogal ve edinsel immin
hicreler Uzerine olan etkileri

A vitamini ve metabolitlerinin sentezi

ATRA'nin bagirsak iligkili lenfoid dokularda tolerans ve
inflamasyon sureglerine etkileri

HL-60 hacrelerinin ATRA, D3, LPS, IFN-y veya bu ajanlarin
kombinasyonlari ile uyarim semalari.
Fluorescence-activated cell sorting (FACS) (FACS Aria I,
BD Biosciences, ABD) yontemiyle CD4-pozitif veya CD8-
pozitif T hlcrelerin ayrimlanmasi.

96 saat boyunca A) ATRA (1 uM) ile uyariimis HL-60
hdcrelerinin anti-CD11b antikoru ile isaretlenerek CD11b

eksprese eden (Q4) ve etmeyen populasyonlarinin (Q3) ve
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3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

B) D3 (100 nM) ile uyariimig HL-60 hucrelerinin anti-CD11b
ve anti-CD14 antikoru ile isaretlenerek CD11b"CD14" (Q3),
CD11bCD14* (Q1), CD11b*CD14 (Q4), CD11b*CD14*
(Q2) populasyonlarinin belirlenerek FACS yontemi ile
ayrimlanma stratejisi ve sort-saflik basarisi

ATRA (1 uM) veya D3 (100nM) ve IFN-y (200 U/ml) ile 96
saat inkibe edilen HL-60 hucreleri granilite (SSC-A) ve
boyutlarina (FSC-A) gére P2 bolgesinden secgilerek, bu
alanda bulunan hucreler CD11b yuzey belirtecini yuksek
duzeylerde eksprese eden populasyonlarin bulundugu P8
bdlgesinden segilmistir. FACS ile ayrilma stratejisinin temsili
histogramlari ve sort-saflik basarisi

A) ATRA (1 M) veya D3 (100nM) ile 96 saat inkube edilen
HL-60 hucrelerinden CD14 ve CD11b yuzey belirteclerini
farkh sekillerde eksprese etmelerine gére FACS ile ayriimis
populasyonlarin CD4* T hucrelerle ve B) ATRA (1 uM) veya
D3 (100nM) ve IFN-y (200 U/ml) ile 96 saat inkube edilen
HL-60 hucrelerinden CD11b yuzey belirtecini yuksek
duzeylerde eksprese eden populasyonlar ile CD4* T veya
CD8* T hucrelerle U-tabanh 96 kuyucuklu kaltar kaplarinda
ko-kultar kosullari

HL-60 hucrelerinin Cell proliferation Dye eFlour 670
(RedCFSE) ile isaretlenmesinin ardindan, ATRA veya D3
ve LPS veya IFN-y ile farkhlastiriimasinin ardindan
proliferasyon kapasitelerinin belirlenmesini gosteren deney
tasarimi.

ATRA veya D3 ve LPS veya IFN-y ile 96 saat boyunca
farklilagtirlmig HL-60 hicreleri inkubasyon sonunda uyarim
ajanlari ortamdan kaldinlarak Cell proliferation Dye eFlour
670 (RedCFSE) ile isaretlendi. Ikinci bir 96 saat daha

kaltarG devam ettirilen bu hucrelerin  proliferasyon
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3.8.

3.9.

3.10.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

kapasitelerinin belirlemek icin tasarlanan deney tasarimi
gOsterilmisgtir.

Farkhlastirilan HL-60 hucrelerinin proliferasyon
kapasitelerini  belirlemek icin CD11b dlzeyine gore
RedCFSE dilusyonlarinin akim sitometrik analizi

Total NO konsantrasyonlarini  hesaplayabilmek igin

“quadratik model’e” uygun olarak belirlenen standart egri

A) ATRA veya D3 ile uyariimis HL-60 hucrelerinin percoll
gradiyent santriflj yontemi ile ayrimlanma kogullari ve
yaklasik %40 ve %50 percoll yogunluklarinda toplanan
hlcrelerin temsili gosterimi.

Farkh iki konsantrasyonda uygulanan ATRA uyarimi
sonucunda HL-60 hucrelerinde CD11b, CD11c, CD14 ve
CD15 ylzey belirteglerinin  zamana baglh degdisimleri
gOsterilmigtir.

D3 uyarimi sonrasinda HL-60 hucrelerinde CD11b, CD11c,
CD14 ve CD15 yuzey belirteclerinin zamana bagh
degisimleri.

HL-60 hdcrelerinde 96 saat 1 yM ATRA veya 100 nM D3
uyarimi sonucunda CD11b, CD11c, CD14 veya CD15
belirteclerini tagiyan hucre yuzdelerinin gruplar arasindaki
farkhliklar

HL-60 hicrelerinde 96 saat ATRA veya D3 uyarimi
sonucunda A) miyeloid fonksiyonda etkili molekdillerin ve B)
B7 ko-stimllatér molekillerinin  ekspresyon  dizeyini
gosteren temsili akim sitometri histogramlari

HL-60 hicrelerinde 96 saat ATRA veya D3 uyarimi
sonucunda kontrol HL-60 hucrelerine gore ekspresyon
varhgi belirlenen B7-H1, B7-H2, B7-DC, CD86, CD62L veya
TLR4 yuzey belirtecglerini tagiyan hucre duzeylerinin gruplar

arasindaki ylizde degisimleri..

XVi

55

56

58

61

63

65

66

67

68



4.6.

4.7.

4.8.

4.9.

4.10.

4.11.

4.12.

4.13.

A) ATRA veya B) D3 ile uyariimis HL-60 hucrelerinin Percoll
gradient yontemi ile ayrimlamasi sonucunda olusan
yaklagsik %40 ve %50 fazlarindan toplanan hcrelerin
CD11b, CD11c ve CD14 ekspresyonlarina ait temsili akim
sitometri histogramlari.

D3 ile wuyarimis HL-60 hicrelerinde Percoll gradient
ayrimlamasi sonucunda olusan ~%40 ve ~%50 fazlarinda
bulunan hicrelerde CD11b ve CD11c yuzey belirteglerinin
CD14 ile ko-ekspresyon analizi.

A) ATRA veya B) D3 ile 96 saat uyarimis HL-60
hucrelerinde Percoll gradient ayrimlamasi sonucunda
olusan vyaklasik ~%40 ve ~%50 fazlarinda toplanan
hucrelerin CD11b, CD11c veya CD14 yuzey belirteglerini
tasima yuzdeleri gosterilmistir.

ATRA veya D3 ve LPS veya IFN-y varliginda farkllastirilan
HL-60 hucrelerinin 96 saat sonraki canlilik durumu akim
sitometrik propidyum iyodur (Pl) analizi ile degerlendirildi.
Temsili histogramlar gosteriimektedir.

Kontrol HL-60, A-HL-60, D-HL-60 ve bu hucrelerin LPS
veya IFN-y varliginda godsterdikleri morfolojik degisimler
May-Grinwald Giemsa boyamasi ile incelendi. Temsili
mikrograflar gosterilmektedir, (1000x).

LPS varhiginda farkhlastirilan HL-60, A-HL-60 ve D-HL-60
hicrelerinde A) miyeloid olgunlagsma/farkhilasma ve B)
fonksiyonel karakter belirteclerinin ekspresyonu.

IFN-y varliginda farkhlastirilan HL-60, A-HL-60 ve D-HL-60
hicrelerinde A) miyeloid olgunlagsma/farkilasma ve B)
fonksiyonel karakter belirteclerinin ekspresyonu.

LPS veya IFN-y varliginda farklilastirilan HL-60, A-HL-60 ve
D-HL-60 hucrelerinde degisim gosteren A) CD11b, B)
CDl1l1c, C) CD14, D) CD15, E) TLR4, F) CD62L, G) HLA-

DR yuzey belirteglerini tagiyan hicrelerin ylizde grafikleri

XVii

70

71

72

74

75

77

78



XViii

4.14. Kontrol HL-60, A-HL-60 ve D-HL-60 hucrelerinin 48 saat A)
LPS B) IFN-y varliginda farklilagtiriimalari sonrasinda B7-
H1, B7-DC, B7-H2, CD80, CD86 ve CD70 ko-stimulator
molekullerindeki ekspresyon degisimleri temsili akim
sitometri histogramlari ile gosterilmigtir. 81
4.15. LPS veya IFN-y varliginda farklilagtirilan HL-60, A-HL-60 ve
D-HL-60 hicrelerinde degisim gdsteren A) CD86, B) B7-H2,
C) B7-H1, D) B7-DC ko-stimullatér molekullerini tasiyan
hicrelerin yluzde grafikleri. 82
4.16. IFN-y veya LPS ile uyarilan HL-60, A-HL-60 ve D-HL-60
hicrelerinde A) CD86, B) B7-H1 ve C)B7-DC ko-stimulator
molekullerinin CD11b ile es zamanl varlig temsili akim
sitometri nokta sacilim grafikleri ile gosterilmistir. 84
4.17. HL-60 hadcrelerinin A) kontrol, ATRA veya D3 varliginda ilk
96 saatlik inkibasyonu, B) 96 saatlik ilk inkibasyon
sonrasinda ortamdan ajanlarin yikanarak uzaklastirilmasini

takiben ikinci 96 saatlik inkibasyon suresince c¢ogalma

kapasitesi ve CD11b ekspresyonu 87
4.18. HL-60, A-HL-60 ve D-HL-60 hucrelerinin ilk ve ikinci 96
saatlerde CD11b-pozitif ve CD11b-negatif

populasyonlarinda proliferasyon duzeylerinde meydana
gelen farkliliklarin gésterimi. 88
4.19. LPS varliginda farkhlastirilan, HL-60, A-HL-60 ve D-HL-60
hicrelerinin A) kontrol, ATRA veya D3 varliginda ilk 96
saatlik inkibasyonu, B) 96 saatlik ilk inkiibasyon sonrasinda
ortamdan ajanlarin yikanarak uzaklastirnimasini takiben
ikinci 96 saat slresince ¢ogalma kapasitesi ve CD11b
ekspresyonu. 89
4.20. IFN-y varliginda farkhlastirilan, HL-60, A-HL-60 ve D-HL-60
hdcrelerinin A) kontrol, ATRA veya D3 varliginda ilk 96
saatlik inkibasyonu, B) 96 saatlik ilk inkibasyon sonrasinda

ortamdan ajanlarin yikanarak uzaklastiriimasini takiben



4.21.

4.22.

4.23.

4.24.

4. 25.

4.26.

4.27.

4.28.

ikinci 96 saat slresince ¢ogalma kapasitesi ve CD11b
ekspresyonu

LPS veya IFN-y varliginda farklilastirilan, HL-60, A-HL-60
ve D-HL-60 hucrelerinin ilk ve ikinci 96 saatler (Red CFSE
dilisyonlari) suresince gosterdikleri proliferasyon ve CD11b
pozitifligi ile iligkisi

LPS veya IFN-y varliginda farklilastirilan, HL-60, A-HL-60
ve D-HL-60 CD11b-pozitif ve CD11b-negatif alt-
populasyonlarinin proliferasyon kapasitesinin kiyaslanmasi.
ilk ve ikinci 96 saat deneyleri suresince proliferasyon
duzeylerindeki farkliliklar gésterilmistir.

LPS veya IFN-y varliginda farklilagtirilan, A-HL-60 ve D-
HL-60 hdcrelerinin ilk ve ikinci 96 saatlik inkibasyon
sonrasinda, CD11b duzeylerine gore; negatif (Neg), cok
dusuk (CD), dusik (D), orta (O) ve yuksek (Y)
ekspresyonlara sahip hucre alt-populasyonlarinin  bu
ajanlarin etkisi sonucu proliferasyon duzeylerinde meydana
gelen farkliliklar.

Kontrol HL-60, A-HL-60, D-HL-60 ve bu hucrelerin LPS ve
IFN-y varhiginda farklilastirimalari sonucunda ROS Uretim
kapasitelerinin uyarimsiz veya PMA ile uyariimis kosullar
altindaki akim sitometrik analizleri

Kontrol HL-60, A-HL-60, D-HL-60 ve bu hucrelerin LPS ve
IFN-y varhginda farklilastirimalari sonucunda NO Uretim
kapasiteleri

Miyeloid hucre:CD4* T hucre 96 saat 0.5:1 oraninda ko-
kaltdr sonucunda elde edilen akim sitometrik CFSE
histogramlari.

Miyeloid hicre:CD4* T hiicre 96 saat 0.5:1 oraninda ko-
kaltar sonucunda prolifere olan CD4* T hucrelerin yuzdeleri.
CD11 yuzey belirtecini yuksek duzeylerde eksprese eden
(CD11b") miyeloid hiicre:T hiicre 96 saat 0.25:1 oraninda

XiX

91

92

93

94

95

96

98

99



XX

ko-kultir sonucunda prolifere olan A) CD4* T hucre ve B)

CD8" T hucrelerin temsili akim sitometri histogramlari. 101



TABLOLAR

2.1. Fizyolojik kosullarda gerceklesen miyelopoez sonucunda
farkhlasan granulositik ve monositik seri hicrelerinin baslica
sekilsel ozellikleri.

2.2. AML’de FAB siniflamasina goére ylzey antijenlerinin
ekspresyon duzeyleri..

3.1. Akim sitometride kullanilan antikorlar ve 6zellikleri.

XXi

Sayfa

21

42



1. GIRiS

Hematopoez, kok hucrelerin farkli mikrogevrelerden gelen sinyaller
dogrultusunda oncul hicrelere farkllasmasiyla devam eder. Bu oncll
hicreler giderek proliferasyon ve kendini yenileme kapasitesini vyitirerek
farkhlasacagi hucreye dogru olgunlasir (1,2) . Losemi, farkh gelisim
basamaklarinda bulunan hematopoetik oncul hicrelerin malign déonasumu
sonucunda meydana gelir ve bu hcreler farklilasmaya ugrayamaz, apoptoz
yeteneginden yoksundur ve kontrolsuzce ¢ogalir. Bu hucreler koken aldiklari
hicre serisine gore lenfoid veya miyeloid; sagkallm ve olgunlasma
Ozelliklerine gore de akut veya kronik olarak siniflandirilirlar. Akut I6semiler,
akut miyeloid I6semi (AML) ve akut lenfoblastik 16semi (ALL) olmak Uzere iki
ana kategoriye ayrilir. Akut 16semi hlcreleri kemik iligi, kan ve diger dokulara
infiltre olabilir (3,4) . AML, kemik iligi ve periferik kanda ¢ok sayida anormal
olgunlasmamig miyeloid hicre birikmesiyle karakterizedir (4) . AML heterojen
bir hastaliktir. Bu hastaligin biyolojisinin anlagilabilmesi ve tedavisi igin
siniflandiriimasi biyiik énem tasir. AML, Fransiz, Amerikan ve ingiliz bir grup
hematolog (French-American-British, FAB) (5) ve Dinya Saghk Orgti
(World Health Organization, WHO) tarafindan siniflandiriimistir (6) . Ayrica
bu hastaligin davranigini anlayabilmek i¢in miyeloid 16semi hicre hatlarindan
faydalaniimaktadir. HL-60 miyeloid I6semi hlcre hatti, immattr karakterini
kolayca yitirerek farkli miyeloid hlcre serilerine farklilasma kapasitesine
sahiptir. Bu nedenle, in vitro miyeloid olgunlasma ve farklilasma
calismalarinda siklikla tercih edilir (7) . All-trans retinoik asit (ATRA) HL-60
hicrelerini granulositik yonde farklilastirirken, 1a,25-dihidroksivitamin D3
(D3) bu hticrelerde monositik farkhlasmayi destekler (8,9) . Farkli olgunlasma
basamaklarinda bulunan miyeloid 16semi hucreleri hastaligin prognozu ile
dogrudan iligkilidir (10) . Lésemi hucrelerinin farklilasma ve olgunlasma
dizeyi ile CD4* ve CD8* T hicre yanitlari arasindaki iligki net olarak
bilinmemektedir.

Bu calismada, ATRA, D3, LPS veya IFN-y ajanlarindan faydalanilarak
HL-60 hucrelerini farkl olgunlasma basamaklarina ilerletmek amacglanmistir.

Bu farklilasma sonrasinda hucrelerin hangi olgunlasma basamagina



ilerletildigini anlayabilmek igin, monositik ve/veya granulositik olgunlasma
veya fonksiyonel farklarin ayirt edilmesini saglayan belirtecler, hucre
morfolojisi, hulcrelerin ¢ogalma kapasitesi, ROS ve/veya NO Uretme
kapasiteleri degerlendirilmigtir. Farkli olgunlagsma asamalarinda bulunan bu
hucrelerin CD4* ve CD8* T hucrelerin immun gozetiminden saklanmak icin
hangi stratejiyi kullandiklarini anlayabilmek i¢in sahip olduklari ko-stimulator
molekullerin dizeyleri ve T hicrelerin proliferasyon yanitlari Uzerine
etkilerinin belirlenmesi amaclanmigtir.

ATRA ile uyarilan HL-60 hucrelerinde CD11b ve CD11c pozitifligi
gorulurken, D3 uyarimi ile bu belirteglere ek olarak CD14 belirtecinin
ekspresyonu da goruldu ve bu belirtegler olgunlagsma belirtegleri olarak
belirlendi. Her iki uyarimda da HL-60 hcrelerinde CD11b-pozitif alt-
populasyonun daha olgun bir karaktere sahip oldugu belirlendi. Ayrica ATRA
ve D3 HL-60 hucrelerinde, CD62L’nin artisina neden olurken, B7-H2
molekuliinde azahs goruldi. ATRA uyarimi, CD86 ekspresyonunda da artisa
neden oldu. Hucre olgunlagsmasina paralel olarak, ATRA ve D3 hucre
yogunlugunun artisini da sagladi. Kontrol hicrelerinde dahil IFN-y uyarimi
B7-H1 ve B7-DC ko-inhibitor molekullerinin ekspresyonu artarken, B7-H2 ko-
aktivatdor molekilinde dususe neden oldu. Yine, IFN-y uyarimi ile tim hucre
gruplarinda (kontrol HL-60, A-HL-60, D-HL-60) CD14 ve HLA-DR; ATRA ile
uyarilmis grupta TLR4 artisina neden oldu. CD11b ekspesyonun artmasina
korele olarak CD86, B7-H1 veya B7-DC molekullerininde, CD11b ile ko-
ekspresyon saptandi. HL-60 hucrelerinin hem D3, hem de D3 ve IFN-y
uyarimi sonrasinda, CD11b’yi yuksek dlzeylerde eksprese eden alt-
populasyonlarinin CD4* ve CD8* T hlcre proliferasyonlarini daha az uyarici
yonde etkiledigi belirlendi. Nitrik oksit (nitric oxide, NO) Uretim kapasitesinde
gruplar arasinda bir fark goérulmez iken, A-HL-60 ve LPS ile uyarimis D-HL-
60 hdcrelerinde reaktif oksijen tdrlerinin (reactive oxygen species, ROS)

uretim kapasitesinde bir degisiklik goriimedi.



2. GENEL BILGILER

2.1.Hematopoez

Hematopoetik kok hicre kendini yenileyebilir ve bir ¢ok farkli hiicreye
donusebilir (pluripotensi). Bu hucreler farklilasma belirteclerini tagimazlar.
Sahip olduklart CD34 ve kok hucre antijeni-1 (Sca-1) ile ayirt edilirler (11) .
Hematopoez, kok hacrelerin farkli mikrogevrelerden gelen sinyaller
dogrultusunda oncul hicrelere farkllasmasiyla devam eder. Bu oncll
hicreler giderek proliferasyon ve kendini yenileme kapasitesini vyitirerek
farklilasacagi hucreye dogru olgunlagir (1,2) . Hematopoetik oncul hucrelerin
gelisimi ve farklilasmasi icin hdcre-hlcre temasi ve salgilanan faktorler
gereklidir (12,13) . Stromal hicrelerle etkilesen kdk ve oéncul miyeloid
hiacreler kemik iliginde olgunlagsma sureci tamamlanana dek tutulur.
Hematopoetik hicreler kemik iliginde iki farkh niste bulunur. Osteoblastik nisg,
kendini yenileyebilme 06zelliklerini korur; vaskuiler nig ise, proliferasyon,
farkhlasma ve mobilizasyon i¢in 6nemlidir. Bu iki nisin beraber calismasi
hematopoezin sadlikh bir sekilde gergeklesmesini saglar (14) .

Weissman modeline gore hematopoez sirasinda oncelikle uzun
omurli hematopoetik kok hucreler gelisir (long-term hematopoietic stem
cells, LT-HSC) (LINTIL-7Ra-SCA1*KIT*FLT3-Thy1%sikCD34-). Bu hiicre
populasyonu kemik iliginde az sayida bulunur, butin huacrelere farklilasma
yetenegine sahiptir ve kendini yenileme kapasitesi hayat boyu devam eder.
Kisa 6murli hematopoietik kdk hicreler (short-term hematopoietic stem cells,
ST-HSC) (LIN-IL-7Ra-SCA1*KIT+FLT3distkThy190stkCD34*) LT-HSC'lerden
farkhlasir ve kendini yenileme kapasitesi bu hlcrelere nazaran daha
dusuktur. ST-HSC’lerden multipotent oncul hucreler farklilasir (multipotent
progenitor, MPP) (LINTIL-7Ra-SCAL1*KIT*FLT3dUstkyiksekThy1-CD34*). Bu
asamadan sonra lenfoid-miyeloid serilerin ayrimi olur ve ortak lenfoid éncul
(common lymphoid progenitor, CLP) (LIN-IL-7Ra*SCA1dustkK|TdUst) jle ortak
miyeloid ©6ncul (common myeloid progenitor, CMP) (LIN"SCA1-
KIT*CD34*FcyRII-FcyRIII") geligir (15) .
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Miyelopoez, ortak miyeloid oncul hucrelerin kemik iliginden gelen
sinyaller dogrultusunda granulosit-makrofaj éncul hicrelerine (granulocyte-
macrophage progenitor, GMP) (LIN-SCA1KIT*CD34"FcyRII*FcyRIIIY),
megakaryosit-eritrosit énclllere (megakaryocyte/erythroid progenitor, MEP)
(LIN"SCA1KIT*CD34 FcyRII-FcyRIlI"), bazofi ve mast huclerine
farkllagsmasi ile devam eder (15) . GMP’ler, CD34, HLA-DR ve CD64
antijenleri tasimasi ile de ayirt edilir (16,17) . Miyelopoez sirasinda farkh
dizeylerde ifade edilen cesitli ylzey antijenleri kullanilarak miyeloid
hicrelerin  gelisim basamaklari ve olgunlasma/farklilasma duzeyleri
belirlenebilir, (Sekil 2.1 ve Sekil 2.2) (18) .

Blast Promiyelosit Miyelosit Metamiyelosit Band hiicresi  N&trofil
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Sekil 2.1. Kemik iliginde fizyolojik kosullardaki notrofil olgunlasma
basamaklarinin (sirasi ile miyeloblast, promiyelosit, miyelosit, metamiyelosit,

band hicresi ve nétrofil) ylzey belirtegleri ile iliskisi, (Wood, B.L., 2007’den
uyarlanmistir) (18) .
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Sekil 2.2. Kemik iliginde fizyolojik kosullarda monosit olgunlasma
basamaklarinin (sirasiyla monoblast, promonosit ve monosit) yuzey
belirtecleri ile iliskisi, (Wood, B.L., 2007°den uyarlanmigtir) (18) .

2.1.1. Miyelopoezde Morfolojik Degisimler

Farklilasmanin ¢ok erken basamaklarinda blastlarin morfolojik
degerlendirme ile miyeloblast, monoblast, lenfoblast veya eritroid seriye ait
oncul hicre olan pronormoblast olarak ayirt edilmesi mumkin olmayip,
immunofenotiplendiriimesi ve peroksidaz, esteraz boyamalari yapilmasi
gerekirken, miyelopoezdeki hucre basamaklari genel olarak sitolojik
degisimler ile ayirt edilir (19,20) .

Miyeloblastik htcreler 10-20 mikron buyukligundedir ve kiimelesme
gOstermeyen ince kromatinler bulunduran oldukgca bulyuk bir nikleusa
sahiptir. ince kromatinler nedeni ile niikleus elek-benzeri veya ince graniler
yapida gorunir. NuUkleus 2-5 arasi nukleolus igerir. Nukleus membrani
oldukgca incedir. Lenfoblastlar ise nukleus membranina yakin kimelemis
kromatinlere ve az sayida nukleolusa sahiptir. Miyeloblast ve lenfoblastlarin
ayirt edilmesinde nukleustaki bu farklihklar blylik 6nem tasir. Sitoplazma
bazofiliktir fakat lenfoblast ve normoblastlardan daha az bazofili goruldr.

Miyeloblastlarda granuller bulunmaz. Granul tasiyan miyeloblastlarin varligi



patolojik degisimlere (6rnegin, l6semi) isaret eder. Miyeloblastlardaki
farkhlasma asamalarinin granuler degisim ile belirlendigi Gg tip hicre vardir.
Tip-1 miyeloblastlarda, grantl bulunmazken, Tip-Il miyeloblastlar, 20’den
daha az granul igerir. Bazen auer cisimcikleri gorultr. Tip-Ill miyeloblastlarda
ise, 20°den fazla granul bulunur ve golgi cisimcigi gorilmez. Miyeloblastlar,
normal kemik iliginde nukleuslu hucrelerin %1-2’sini olusturur, (Sekil 2.3A ve
Tablo 2.1) (19,20) .

Promiyelositler, miyeloblastlardan kismen daha buydktar, (15-25
mikron). Miyeloid serinin en buyuk hucresidir. Nukleusun da irilestigi gorulir.
ince kromatinler ve nikleolusa sahiptir. ilerleyen asamalarda nikleer
membran boyunca kromatin yodunlasmasi gorulir. Sitoplazmasi bazofiliktir
ve belirgin miyeloperoksidaz (MPO) enzimi igeren azurofilik granuller géze
carpar. Endoplazmik granudl belirgin olup genislemis vezikll seklindedir.
Hucreler hare gorunumlu perintkleer golgi cisimcigine sahiptir. NOtrofil,
bazofil, eozinofil grandlositlerini promiyelosit asamasinda 1sik mikroskobu ile
ayirt etmek mumkun degildir. Losemik promiyelositler normal olanlardan
hipergranuler (auer cisimcikleri dahil) veya hipogranuler (biloblle veya
katlanmig nukleus bulunabilir) olmalariyla ayirt edilir. Normal kemik iliginde
nakleuslu hucrelerin %5’ni olustururlar ve fizyolojik kosullarda periferik kanda
bulunmazlar, (Sekil 2.3B ve Tablo 2.1) (19,20) .

Miyelositler 16-24 mikron buyukligindedir ve bu hicrelerde nikleus
genellikle yuvarlak olmakla beraber, bazen oval formda gérilebilir. Ince
kromatin ve nukleolus bulundurmazlar. Sitoplazmalari sekonder granuller
nedeni ile pembemsi-gri renkte boyanir. Sekonder graniller bu asamada
olusmaya baslar fakat ¢cok klguk boyutlarda olduklari igin gorilmezler. Bu
grandller, alkalen fosfataz (ALP), asit hidrolaz, lizozim ve diger proteinleri
icerirken, MPO enzimi tagimazlar. Miyelositler mitozun goruldigu son
asamadir. Daha ileri farklilagma asamalarindaki hicrelerin mitotik aktiviteleri
bulunmaz. Normal kemik iliginde nudkleuslu hicrelerin %20’sini olustururlar,
(Sekil 2.3C ve Tablo 2.1) (19,20) .



Sekil 2.3. Fizyolojik kosullardaki miyelopoezde, granilositik seri (A-H) ve
monositik seri (I-K) olgunlasma asamalarinda kazandiklari morfolojik

karakterler. Hucreler wright-giemsa boyasi ile boyanmistir (19) .

Miyelositler, metamiyelosit asamasina ilerlerken nukleus belirgin
sekilde oval gérinum alir. Bu farklilagsma asamasinda DNA sentezi goérilmez.
Hucreler yaklagik 15 mikron buyuklugundedir. Normal kemik iliginde
ndkleuslu hacrelerin %30’unu olustururlar. Sadece bazi stres durumlarinda
periferik kanda bulunabilirler, (Sekil 2.3D ve Tablo 2.1) (19,20) .

Miyelositik farklilagsmanin bir ileri agamasinda hicreler band seklindeki
karakteristik nukleuslari ile ayirt edildigi igin “band hicresi” ismini alirlar. Tam
olgunlasmis ve farklilagsmis notrofilerden 6nceki son farklilagsma
basamagidir. Periferik kan hucrelerinin yaklasik %20’sini olustururlar, (Sekil
2.3E ve Tablo 2.1). ilerleyen olgunlagsma asamalarinda niikleus segmentli bir
hal alir. Segmentler ince lifler ile birbirine baghdir. Nétrofillerin nukleusu
genellikle 2-5 segmentli bir yapi gosterirken, (Sekil 2.3F ve Tablo 2.1),
eozinofillerde 2 segment gorulur, (Sekil 2.3H ve Tablo 2.1). Bazofillerdeki
nukleer bolimlenme 2-3 segmentli olup, yogun granulll sitoplazma nedeni ile
gizlenmistir, (Sekil 2.3G ve Tablo 2.1) (19,20) .



Monoblastlarin morfolojik olarak miyeloblastlardan ayirt edilmesi
zordur; ancak immunofenotiplendirme veya diger ileri teknikler ile ayirt
edilebilirler. Bu hucreler yaklasik 20 mikron buyukligtundedir. NUkleus
hdcrenin buyuk ¢cogunlugunu isgal eder. DUz kromatin ve 1-3 arasi sayida
degisen nukleolus bulunur. Herhangi bir vakuol ve grandl tipi bulundurmayan
dar sitoplazmalar Wright-Giemsa ile agik mavi boyanir, (Sekil 2.31 ve Tablo
2.1) (19,20) .

Promonositler, promiyelositler ile sekil, blyUklik, kromatin yapisi ve
sitoplazmalari ile olduk¢a benzerdir. Promiyelositler kirmizi boyanan primer
granullere sahipken, bu granuller promonositlerde bulunmaz. Bu hucrelerde
nikleolus da bulunmaz, (Sekil 2.3J ve Tablo 2.1) (19,20) .

Monositler, 12-22 mikron buyukltigindedir. NUkleus yuvarlak, at-nali
veya lobule olmak Uzere gesitli formlarda goralur. Kromatin katlanmig yapida
gozlenir. Sitoplazmik projeksiyonlar ve vakuoller gorulir. Sitoplazma
dizensiz bir sekle sahiptir, grimsi-soluk mavi renkte boyanir ve ince
granullere sahiptir. Monositler periferik kan htcrelerinin %2-10’unu olusturur,
(Sekil 2.3K ve Tablo 2.1) (19,20) .



Tablo 2.1.

farkhlasan granulositik ve monositik seri

ozellikleri.

Fizyolojik kosullarda gerceklesen miyelopoez sonucunda

hlcrelerinin  baglica sekilsel

Miyeloblast

Promiyelosit

Miyelosit

Metamiyelosit

Band hiicresi

Notrofil

Eozinofil

Bazofil

Monoblast

Promonosit

Monosit

12-20 um

15-25 um

10-20 um

12-18 um

10-12 um

9-15 um

9-15 um

10-16 um

12-20 pm

14-18 um

12-22 um

Yuvarlak niikleus, ince
kromatin, nikleolus

Hafif girintili eksentrik
yerlesimliniikleus,
nispeten kalin kromatin,
nikleolus

Yuvarlak veya oval
niikleus, kalin kromatin,
nikleolus bulunmaz

Oval niikleus, kalin,
girintilive kimelesmis
niikleus

Band formunda ve

bazen katlanmis sekilde
bulunan niikleus

2-5 adet lob, kalin
kromatin

2 adet lob, kalin
kromatin

Bilobiile veya 2-3 adet
lob

Hicrenin biyuk kismini
kaplar, 1-3 niikleolus

Hafif girintili ve blyuk
,ntikleolus bulunmaz

Yuvarlak, at-nali veya
lobiile

Genellikle bazofilik boyanma,
bazen azurofilik granil
bulunur

Bazofilik boyanan sitoplazma,
cok sayida aziirofilik granil

Hucre olgunlasmasiile
kaybolan bazofili, sekonder
graniller

Pembe veya soluk mor
boyanma gosteren sekonder
grantller

Pembe veya soluk mor
boyanma gosteren sekonder
graniller

Bol sitoplazmik yapi

Kirmizi-turuncu renkte grandil
bulunduran bol sitoplazma

Koyu mor ve/veya mavi-siyah
boyanan graniiller nedeniile
nikleus ayirt edilmez

Granul ve/veya vakuol
bulunmaz, agtk mavi
boyanma

Dar sitoplazma

Sitoplazmik projeksiyon,
vakuol, grimsi-soluk mavi
boyanma
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2.1.2. Miyelopoezin Molekiler Biyolojisi

Miyeloid 6ncul hucrelerin (CMP), granulosit-makrofaj oncul hacrelere
(GMP) farkhlasabilmesi i¢in c-kit ligand, interldkin (IL)-3, IL-6, FIt3 ligand,
granulosit-makrofaj koloni uyarici faktor (granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor, GM-CSF), granulosit koloni uyarici faktér (granulocyte
colony-stimulating factor, G-CSF) ve makrofaj koloni uyarici faktér
(macrophage colony-stimulating factor, M-CSF) gereklidir (21) . Fizyolojik
kosullarda, yaklasik olarak bir saat icinde 108-10° granilosit ve makrofaj
uretilirken, enfeksiyon veya inflamasyon durumlarinda bu hucrelerin kemik
iligindeki Uretimi artar. Dalagin marjinal bdlgesinde ve kemik iliginde
depolanan miyeloid hticreler enfeksiyon alanina hizla gé¢ ederler (22) . GM-
CSF, granulosit gocunli engelleyerek hucrelerin olgunlagsmasi igin gereken
sinyalleri almasina izin verir (23) . Ayrica, superoksit Uretimini destekleyerek
bu hucreleri aktivasyona hazirlar (24) .

Miyeloid hulcre farklilagsmasi, bu hicrelere 6zgl genleri igeren
kromatinlerin yapilandirilmasi ve metilasyon gibi epigenetik degisikliklerin
kademeli olarak gergeklesmesi ile kontrol edilir. Ornegin, énciil hiicrelerde
lizozomal genler inaktif durumda iken, olgun  makrofajlarda
bu genler en yuksek ekspresyon duzeylerine ulagir (25,26) . Miyelopoezin
dizenlenmesinde transkripsiyon faktorlerinin ekspresyon dizeyleri 6nemlidir,
(Sekil 2.4). Akut miyeloid I6semi 1 protein (acute myeloid leukemia 1 protein,
AML1) olarak da bilinen runt-iligkili transkripsiyon faktéri 1 (runt-related
transcription factor 1, RUNX1) HSC’lerda eksprese olmasina Kkarsilik
miyelopoezi baskilayici fonksiyona sahiptir.

Ets ailesine ait bir transkripsiyon faktéri olan PU.1 (Spi-1), farkh
hematopoietik hucrelerde farkli seviyelerde ifade olur. Hematopoetik kok
hicreler ve ortak miyeloid veya lenfoid dncullerde benzer dizeyde eksprese
edilirken, makrofajlarda PU.1 ekspresyon duzeyi artar. Dusuk duzeylerdeki
PU.1 ise, granulositik gelisimi destekler, (Sekil 2.4). CD11b, makrofaj koloni
uyarici faktér (macrophage colony-stimulating factor, M-CSF), GM-CSF

reseptor alfa (GM-CSF-Ra), granulosit koloni uyarici faktér (granulocyte
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colony-stimulating factor, G-CSF) reseptéri (G-CSF-R) ve immuinoglobdilin
(Ig) hafif zincirini kodlayan genlerin transkripsiyonunu duzenler (15,27-30) .
CCAAT/enhancer baglanma proteini (CCAAT-enhancer-binding
protein, C/EBP) ailesi transkripsiyon faktorleri hepatosit, adiposit ve miyeloid
hiacrelerin  farklilasmasinin  dizenlenmesinde etkilidir ve terminal

farklilagsmaya yonelen hucrelerde duzeyleri artar, (Sekil2.4) (31) .

IRF8 ¢ )

PUIL

Monoblast Promonosit Monosit

o —6—0—@
SCL (ED :

( oDooo Makrofaj
HSC CMP

e — () — ()
Mezoderm (\}O/—b&q—-b OGMP
Kendini-yenileme lﬁ] 1
: Promiyelosit Metamiyelosit

—/—/

GFI

. 0—O—-0—8—
Miyeloblast Miyelosit Notrofil

GFIl e ]
C/EBPg )

Sekil 2.4. Miyeloid farklilagma sirasinda transkripsiyon faktorlerinin degisimi.
HSC, hematopoetik kdk hiicre (hematopoietic stem cell); CMP, ortak miyeloid
oncul hicre (common myeloid progenitor); GMP, grantlosit-makrofaj éncl
hicre (granulocyte-macrophage progenitor); RUNX1, runt-iliskili
transkripsiyon faktért 1 (runt-related transcription factor 1); SCL, 16semi kok-
hicre faktora (stem-cell leukaemia factor); IRF8, interferon-diizenleyici faktor
8 (interferon-regulatory factor 8); GFI1, buyume faktorinden bagimsiz 1
transkripsiyon baskilayicisi (growth factor independent 1 transcription
repressor); C/EBP, CCAAT/enhancer baglanma proteini (CCAAT-enhancer-

binding protein), (Rosenbauer, F. ve D.G. Tenen, 2007’den uyarlanmistir).

CMP hdicrelerinden GMP’lerin farklilagsmasi sirasinda C/EBP ailesi
dyelerinden C/EBP-a gereklidir. Bu transkripsiyon faktéri HSC’ler, miyeloid
onculler ve granulositlerde eksprese olurken, makrofajlarda saptanmamistir.

C/EBP-a-yoksun (knock-out, KO) farelerde CMP’lerin olusumu gdézlenirken,
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GMP hdacreleri ve granulositik seriler olusmamigtir (15) . Miyeloid 6ncul
hdcrelerin - granulositlere fakhlasmasi sirasinda C/EBP-f ve C/EBP-¢
ekspresyon duzeylerinde artis, C/EBP-A dizeylerinde kismi artis ve C/EBP-a
ekspresyonunda azalma saptanmistir (32,33) . Ayrica, bu farkllasmada
blylme faktorinden bagimsiz 1 transkripsiyon baskilayicisinin (growth
factor independent 1 transcription repressor, GFI1) ekspresyonu da artar. Bu
faktorden yoksun farelerde lenfosit dnclllerinde farklilasma bozukluklari ve
noétrofillerin  promiyelositik asamada kalarak olgunlasamadidi goértulmustur,
(Sekil 2.4) (15) .

interferon-diizenleyici faktdr 8 (interferon-regulatory factor 8, IRF8) éncill
hicreler ve makrofajlar tarafindan eksprese edilebilirken, granulositlerde
ekspresyonu goértlmez. IFN-y bu ekspresyonu guclendirirken, IFN tarafindan
uyariimis protein 15 kDa (IFN-stimulated protein of 15 kDa, ISG15) gibi bir
cok IFN yanit geni bu faktériin ekspresyonunu negatif yénde duizenler, (Sekil
2.4) (15) .

2.2. Akut Miyeloid Losemi

Losemi, farkli gelisim basamaklarinda bulunan hematopoetik oncl
hicrelerin malign doénisimi sonucunda meydana gelir. Bu hicreler,
farkhlasmaya ugrayamaz, apoptoz yeteneginden yoksundur ve kontrolsuzce
cogalir (3,4) . Koken aldiklar hicre serisine gore lenfoid veya miyeloid;
sagkalim ve olgunlagsma o0Ozelliklerine gore de akut veya kronik olarak
siniflandinlirlar.  Akut I6semiler, akut miyeloid I6semi (AML) ve akut
lenfoblastik 16semi (ALL) olmak Uzere iki ana kategoriye ayrilir. Akut |6semi
hucreleri kemik iligi, kan ve diger dokulara infiltre olabilir.

Farklilasmanin  erken  basamaklarinda  hematopoetik  hucre
oncullerinde meydana genetik degisiklikler sonucunda normal hematopoez
sekteye ugrar. AML, kemik iligi ve periferik kanda ¢ok sayida anormal
olgunlasmamis miyeloid hlcre birikmesiyle karakterizedir. Lokomogenez
hemopoetik 6ncul hucrelerin  farklilasma kapasitelerini etkileyen ¢ok
basamakli bir suregctir (4) .
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AML, her yas grubunda gorulebilir; ancak, insidansi yagla birlikte artar
(34) . Erigkin ¢agi I6semilerinin %8%5’i, gcocukluk ¢agi I6semilerinin ise %15’i
AML’dir. Neonatal dénemde ve ergenlik déneminde AML insidansinda
ALL’'ye gore artis gorulmektedir. Hastaligin sikhgr Amerika Birlesik
Devletlerinde, yilda 3-5/100.000 duzeylerinde seyretmektedir. Hastanin yasi
yaninda l6semik klonun sitogenetik ve molekuler ozellikleri prognozu
belirleyen en 6nemli parametrelerdir (35) .

AML hastalarinda enfeksiyon riskini arttiran en &énemli faktor
notropenidir. Ancak, sadece sayisal azalma degil, olgun noétrofillerde de
yapisal bozukluklar belirlenmigtir. Ornegin, AML hastalarinda azalmig
fagositoz ve miyeloperoksidaz aktivitesi ile enfeksiyon komplikasyonlari
arasindaki iligki gosterilmistir (36) . Ayrica, AML'de hematopoetik kok
hdcrelerin sayisinin azalmadigi belirlenmis ve bu hicrelerden kdken alan
oncul hicrelerin sayisindaki dusus nedeniyle sitopeni gelistigi gosterilmigstir
(37) .

2.2.1. AML’de Genetik Degisimler

Akut l6semili hastalarda ¢ok sayida somatik mutasyon belirlenmigtir.
Bu mutasyonlar sayesinde AML hucreleri ¢ogalabilme ve yasama avantaji
kazanir. DNA'da meydana gelen cift tarafli kirllmalar, genomik delesyonlar,
nokta mutasyonlari ve kromozom translokasyonlarina AML hucrelerinde sik
rastlanir (38-40) . AML’de en sik rastlanan kromozomal anomaliler; {(8;21),
t(15;17), inv(16), 1(9;11) ve t(16;16)’dir. Bu kromozomal bozukluklara AML
olgularin yaklasik %40’inda rastlanir. Tanimlanmis olan diger kromozomal
bozukluklar ise olgularin %10’'undan azinda goérulmektedir. Geri kalan %50
olguda normal Kkaryotip saptanmakta veya kromozomal anomali
g6zlenmemektedir (41) .

Kor baglayici faktér (core binding factor, CBF) mutasyonu bulunduran
AML’ler, t(8;21) inv(16)/t(16;16) kromozomal bozukluklari icerir. CBF
gurubundaki genler bir ¢cok dokunun farklilagsmasinda rol oynayan cesitli
hedef genlerle heterodimer kompeksi olusturarak iglev gorar. CBF genleri
RUNX1 ve CBFB genlerini igerir. Bu genlerden RUNX1 hematopoezin
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gerceklesmesini duzenlerken, CBFB bu kompleksin proteolizini engeller.
Kromozomal bozukluklar sonucunda olusan kimerik proteinler normal CBF
aktivitesini  engelleyerek fonksiyon bozukluklarina neden olur 16.
kromozomun inversiyonu (i(16)) sonucu CBF genlerinden CBF-B'da da
fonksiyon bozukluklari meydana gelir ve inv(16)/t(16;16) sonucu CBFB ve
miyozin agir zincir 11 (myosin heavy chain 11, MYH11) fuzyonu (CBFB-
MYH11) olusur. Bu fizyonun goéruldigi AML’ler genellikle iyi prognoza sahip
akut miyelomonositik [6semilerdir. Ayrica anormal tipte eozinofiller de
gOzlenir.

Akut miyeloid |I6semi-1 transkripsiyon faktor (acute myeloid leukemia-1
transcription factor, AML1) ve 8-21-egbaskilayici (8-21 corepressor, ETO)
translokasyonu sonucu t(8;21) AML1-ETO1 fizyonu olusur. Buradaki AML-1,
CBF’nin a-1 alt-gurubu Uyesidir ve DNA'ya baglanarak transkripsiyonu
baglatma 0Ozelligine sahiptir. Bu translokasyonu tagiyan hastalar iyi prognoz
gOsterir (10) .

t(15;17) ve t(11;17) translokasyonu sonucu 17. kromozomda bulunan
retinoik asit reseptor alfa (retinoic acid receptor alpha, RAR-a) ile 15.
kromozomda bulunan promiyelositik I6semi (PML) geni yada 11.
kromozomda bulunan promiyelositik |6semi ¢inko parmak (promyelocytic
leukemia zinc finger PLZF) geni flizyon olusturur. Her iki durumda da
miyelopoez promyelositik asamada durdurur ve farkhlasma engellenir. Bu
kimerik proteinleri tasiyan hastalar all-trans retinoik asit (ATRA) ile tedavi
edilebilir. ATRA, PML-RAR-a fuzyon proteinine baglanir ve bu flzyon
proteininin degradasyonuna neden olur; bdylelikle hicrelerin farklilagsmaya
yonelmelerini sadlar. t(15;17) translokasyonu M3 AML alt-tipine 6zgundur ve
olgularin %95’inde tani sirasinda gorultr. Bu kimerik protein gocukluk ¢agi
AML’lerin %8-%15’ini, yetigkin AML'lerin ise %5-%12’sini olugturur (10) .

Mixed-lineage Il6semi (MLL) geninin 11923 Dbdlgesini iceren
translokasyonlar AML yaninda ALL’de de gorulur. Erken donem g¢ocukluk
cagi l6semilerinde en sik gorulen genetik bozukluktur. Tedaviye bagl gelisen
sekonder AML vakalarinda da sik rastlanir. MLL ile iligkili Idsemilerin fenotipik

benzerlikleri ve 6zellikle M1-M2 alt-tipinde olmalari transformasyona yol agan
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mekanizmanin MLL’nin  partnerlerinden  ¢ok  kendisi  oldugunu
dusundurmektedir. Translokasyon t(9;11) sonucu olusan MLLT3-MLL fazyon
proteini goérulen vakalarda hucreler monoblast ve/veya promiyelositik
karakterdedir. t(4;11) translokasyonunun sonucu olusan ALL1-Fused Gene
From Chromosome 4 Protein (AF4) ve MLL fizyonu tim akut I6semiler igin
kotu prognoza isaret ettigi kabul gormektedir (10) .

Homeotik genler (HOX ve CDX ailesi), omurga gelisiminde ve fizyolojik
kosullardaki hematopoezin gergeklesbéesinde blylk 6neme sahiptir. HOX
genlerinin ekspresyon dinamigi Ozellikle hematopoezde c¢ok siki olarak
kontrol edilmektedir. AML’de bu genlerin farkli formlari MLL geni ile
translokasyon vyapar ve bodylece normal hematopoezi duzenleyici
fonksiyonunlarini kaybederler. Bu translokasyonlar hematopoetik oncillerin
normal fonksiyonlarini kismen engeller ancak, l6semi gelisimine neden
olabilmeleri i¢in ilave mutasyonlara ihtiya¢ vardir (10) .

FLT3, c-kit, RAS, AML-1, GATA-1 ve C/EBP-a mutasyonlarinin tima
AML olgularinin yaklasik yarisinda goérulmektedir. AML olgularinin bir
béliminde AML1 mutasyonlari, GATA-1 ve C/EBP-a geni fonksiyon kaybina
neden olan mutasyonlara da rastlanmaktadir (10) .

Genetik yatkinligin yani sira, genotoksik ilaglar ve cevresel ajanlara
(radyasyon, benzen, sigara, petrol drtnleri, etilen dioksit, herbisit ve pestisit)
maruz kalma ve mesleki faktorlerin l6komojenik etkisi oldugu One
surulmektedir. Kemoterapotik ajanlarin kullanimi akut I6semi riskini artirir.
Sekonder (tedavi sonucu meydana gelen) AML, alkilleyici ajanlar ve
topoizomeraz-2 inhibitorlerinin kullanimini takiben ortalama 3-5 yil sonra
gelisebilmektedir. Bu olgularda, AML 6ncesinde miyelodisplastik bozukluklar
goralur. Otolog koék hicre nakli 6ncesinde ylksek doz kemoterapi ve
hemopoetik buyume faktoru destegdi, myelodisplastik sendrom (MDS) ve AML
riskini arttirabilir. Ayrica, primer MDS tanisi almis hastalarin %30’'unda AML
gelisme riski vardir (42-46) . Down sendromu, Bloom’s sendromu, ataksi
telenjektazi, Fanconi anemisi gibi kalitsal hastaliklarda da AML gelisme

oraninin arttigi belirlenmistir (47,48) .
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2.2.2. AML Siniflamasi

AML heterojen bir hastaliktir. Bu hastaligin biyolojisinin anlasilabilmesi
ve tedavisi igin siniflandiriimasi buylk énem tasir. 1976 yilinda Fransiz,
Amerikan ve Ingiliz bir grup hematolog tarafindan akut I6semi (French-
American-British, FAB) siniflamasi olusturulmustur. FAB siniflamasinda akut
|I6semiler, hucrelerin morfolojik ve sitokimyasal boyanma (6rnegin Wright-
Giemsa, May-Grinwald Giemsa) Ozelliklerine gére gruplandiriimistir. FAB,
elektron mikroskopisi, sitogenetik, molekuler biyoloji yontemlerini ve nadir
|I6semi tiplerini icermeyen bir siniflamadir (5) . Akut I6semide sitogenetik ve
molekuler genetik bozukluklarin hastaligin seyrine etki etmesi nedeni ile, yeni
bir siniflamaya ihtiyag duyulmustur. 2001 yilinda Dinya Saglik Orguti (World
Health Organization, WHO) tarafindan akut I6semiler de dahil olmak Uzere
hematopoetik ve lenfoid kanserleri igeren ve glincel tani yontemleri ile alinan
sonuglari dahil eden yeni bir siniflama yapiimistir (6) .

AML tanisinda hicre yuzey antijenlerinin varligi veya duzeyi hastalik
alt-gruplarin belirlenmesinde ve siniflandiriilmasinda ayirt edicilik saglar (49) .
CD34, CD117, CD33, CD13, CD15, CD4, CD11b, HLA-DR ve sitoplazmik
miyeloperoksidaz (cMPO) bu belirtecler arasinda yer alir. CD117, CD13 ve
CD33 myeloid seriye ait en erken gosterilebilen antijenlerdir. Daha immatur
hicrelerin gostergesi olan CD34 ile birlikte de gdzlenebilirler. MPO, lizozim
ve triptaz miyeloid hucrelerin en énemli belirteclerinden biri olarak kabul
edilmektedir. MPO granulositik seriye ait, triptaz ise mast ve bazofil
hicrelerine farklilagmanin bir gostergesidir. CD15, olgun nétrofiller; CD14
olgun monositler tarafindan eksprese edilir. Bununla birlikte, ortak dncullerde
CD14 ve CD15in birlikteligi bu belirteclerin  kullanimini  zorlastirir.
Megakaryositik |6semi tanisinda kullanilan CD61, CD41 ve CD42 ise bu
seriye ait 6zgul belirteclerdir, (Tablo 2.2) (50,51) .

Farkhlagsma gostermeyen (undifferentiated) AML-MO: MO-AML blastlari
M1 miyeloblast veya L2 lenfoblastlara benzerlik gosterir. Cok az vakada ise

M5 monoblastlara benzedigi rapor edilmigtir. Granulositik seriye 06zgu
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bazofilik granullere sahiptir. Siklikla CD13,CD15 veya CD33 ve MPO
ekspresyonu bulunur. M5-AML’den spesifik-olmayan esteraz (non-specific
esterase, NSE) aktivitesi gostermemesi ile ayirt edilir, (Tablo 2.2) (10,52,53) .

Minimal Farklilagsma gosteren AML-M1: M1 blastlar genellikle orta veya
buyuk boyutlarda, farkli nukleositoplazmik oranlarda, oval veya yuvarlak
nakleuslu, bir veya daha fazla nikleolusa sahip, sitoplazmasinda Auer
cisimcikleri, az miktarda granul ve vakuol bulundurmalari ile karakterizedir.
Auer cisimcikleri sitoplazmik inklizyonlarda veya sitoplazmik vakuollerde
gorulebilir. M2 AML vakalarindan kemik iliginde %10’dan fazla eritroid-
olmayan hicre bulunmasi ve grandlositik yapilara sahip promiyelosit/nétrofil
arasindaki olgunlagsma basamaklarinda yer alan hucrelerin bulunmasi ile
ayirt edilir. Siklikla CD13, CD14, CD15, CD33 ve CD34 belirteglerinin
pozitifligi géralur, (Tablo 2.2) (10,52,53) .

Farklilagsma gosteren AML-M2: M2 ve M3 AML'de promiyelositten
miyelosite kadar farklilagsma basamaklarinda yer alan granulositik karakterde
hicreler (promiyelosit, miyelosit, metamiyelosit ve granulosit) goérular. Bu
gruptaki promiyelositler, normal promiyelositlerden yogun granulli olmalari ile
ayrilir. Bu hucrelerde Auer cisimcikleri de gorulebilir. Bu nedenle, M1 AML'nin
tersine, blastlar tip-2 (20’den az sayida granll ve bazen Auer cisimcikleri
gOrulur) karakterdedir. Granulositler, hiper veya hipogranuledir ve nikleusta
sekil bozukluklari dikkat ceker. M4 AML'den kemik iliginde %Z20'den az
monositik hucre bulunmasi ve miyeloid farklilagsma karakteristiklerini
gOstermemesi ile ayirt edilir. Az sayida vakada bazofilik (M2Baso) ve
notrofilik (M2Eo) farklilagma gorulmustur.

Bu karakterdeki htcreler M2 alt-tipi AML vakalarinin  %30'unu
olusturur. M1 AML’den ise daha yuksek miyeloperoksidaz (MPO) aktivitesine
sahip olmasi ile ayirt edilir. PAS ve NSE negatifti. NAP skoru bu alt-tipte
duguktar. Sikhkla CD13 ve CD15 pozitifligi gorulur, (Tablo 2.2) (10,52,53) .
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Akut hipergraniiler promiyelositik 16semi, AML-M3: Olgularin ¢gogunda
kemik iligindeki blastik hucreler %30°’dan daha azdir. Baskin hicre tipi
anormal karakterdeki promiyelosittir. Sitoplazmalari yogun paketlenmis, iri
taneli kirmizi veya mor granullidur. NUkleus zor ayirt edilir. Difflz kromatin
paterne sahip nukleus goralur. NuUkleus sitoplazmaya gore daha yavas
olgunlasir. Bu durum nukleer-sitoplazmik asenkroni olarak tanimlanir. Bir
veya daha fazla nikleolus bulunabilir. NUkleus bdbrek bigiminde katlanmig
veya loblar arasinda dar bir baglanti bulunan bilobuler karakterdedir. M3
vakalarda Auer cisimcikleri yaygin olabilir. Yine de, hucre populasyonun bir
kismi agranuler olabilir veya az granullu ve soluk kirmizi, pas rengi boyanan
granulllere sahip olabilir. Granil bulunmayan htcrelerin sitoplazmasinda
hematoksilen-eozin ile pembe boyanan hiyalin materyal bulunur. M3 AML’de
bazofilik ve notrofilik farklilasma gorulebilirken, eritroid ve megakaryositik
serilerde displastik degisimler gérulmez. M3 AML’deki baskin promiyelositik
karakter all-trans retinoik asit (all-trans retinoic acid, ATRA) ile olgunlasmaya
yoneltilebilir. Ancak, olgunlastirilan bu hucreler yine de sitolojik olarak
anormaldir. Genellikle nétrofil sayisinda, bazi vakalarda ise bazofillerde artis
gorulur. Metamiyelositlerde ve noétrofillerde Auer cisimciklerine rastlanir.

M3 alt-tipi, AML vakalarinin %5-10’unda rastlanir. Hipergranuler
promiyelositler MPO bakimindan kuvvetli pozitiftir. Periyodik asit schiff
(periodic acid schiff, PAS) reaksiyonu ile sitoplazma toz gorunimli kirmizi
renkte boyanir. Reaksiyon M1 veya M2 AML’den daha kuvvetlidir. PAS-
pozitif eritroblastlar gdzlenmez. Asit fosfataz reaksiyonu kuvvetli pozitiftir.
Bazofilik farkllasma gosteren vakalar toluidin mavisi ile metakromatik
boyanirlar. Translokasyon t(15;17) bulunduran vakalarda CD2 ve CD19
pozitifligi bulunurken, siklikla HLA-DR ve CD34 negatiftir, (Tablo 2.2)
(10,52,53) .

Akut miyelomonositik I16semi, AML-M4: M4 AML tanisi i¢in grantlositik ve
monositik farklilagsma beraber olmalidir. Promonositlerin grandlleri genellikle
yogundur ve bu durum promiyelositlerden (M2-AML) ayrimlarini zorlastirir.

Sitokimya ile bu ayrim yapilabilir. FAB kriterlerine gére monositik farklilasma



19

icin, naftol AS asetat esteraz (NASA), naftol AS-D asetat esteraz (NASDA)
aktivitesi veya alfa naftol asetat esteraz (ANAE) aktivitesi gereklidir. Kemik
iligi incelemelerinde M2 AML’den ayirt edilemiyorsa, periferik kan
incelenmesi M4 AML tanisi igin onemlidir.

M4 AML’deki granulositik farklilagma genelde notrofilik; bazi vakalarda
ise, eozinofilik (M4Eo0), bazofilik (M4Baso) veya ikisi birden de olabilir. M4 alt-
tipi AML vakalarinin %15-20’sinde gorulur. Sitokimyasal incelemelerde bazi
hicreler tipik noétrofil, eozinofil ve bazofilik seri 6zelliklerini gosterirken;
digerleri tipik monositik seri karakteristiklerine sahiptir. Notrofil ve monosit
serilerini ayirt etmek icin kullanilan kloroasetat esteraz (CAE) (nétrofil icin) ve
ANAE (monosit icin) ikili boyamalari da AML-M4 farkhlasma ve olgunlasma
basamaklarini gosterir. Sikhkla CD13, CD33, CD11b ve CD14 belirteclerini
tasirlar, (Tablo 2.2) (10,52,53) .

Akut monositik/monoblastik I6semi, M5-AML: Deri ve dis etlerinde
gorilen infiltrasyonlar M5 AML’yi dusundurebilir. Bu alt-tip kemik iligindeki
monositik bilesenlerin en az %80’inin monoblast olmasi ile, M5a (akut
monoblastik 16semi) ve M5b (akut monositik 16semi) olmak Uzere iki gruba
ayrilir. Monoblastlar bol sitoplazmali, bazen vakuol igeren, bazofilik ve
daginik azurofilik grandller bulunduran blyutk hicrelerdir. Auer cisimcikleri
yaygin degildir. Nukleus, ince kromatin paternlere sahip, bir veya daha ¢ok
belirgin buyUklUkte nukleoluslu, yuvarlaktan (en ilkel monoblast) kivriml
sekle kadar cesitlilik gosterir. Promonositlerde, azurofilik grandller dikkat
ceker ve monoblastlardan daha bazofiliktir. Monositler, daha az
nikleositoplazmik orana, loblu nikleusa ve daha az bazofilik karaktere
sahiptir. Bazen vakuollU sitoplazma gorulur. Periferik kandaki I16semi hicreleri
kemik iligindekilere kiyasla daha maturdur. Bazi akut monositik [6semi
olgularinda hicreler makrofaj veya histiyosit karakterindedir.

M5 alt-tipi, AML vakalarinin %15’ini olusturur. M5 AML’de (granulositik
maturasyon gosteren diger AML tiplerinde dusuk olan) nétrofil alkali fosfataz
(NAP) aktivitesi genellikle normal veya yuksektir. Siklikla CD11b ve CD14
pozitifligi géralur, (Tablo 2.2) (10,52,53) .
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Akut eritroid l16semi, M6-AML ve Akut megakaryoblastik l6semi, M7-
AML: M6 alt-tipi MDS’nin I6semik dénlsimiini gésterir. Ug seride (miyeloid,
lenfoid, eritroid) meydana gelmis bozukluk karakteristiktir ve hastaligin seyri
kotudur. FAB kriterlerine gore M6 AML tanisi igin, kemik iliginde eritroblast
sayisinin %50’den fazla ve eritroid olmayan hucrelerin de %30’dan fazlasinin
blastik karakterde olmasi gereklidir. Bu alt-tip, AML vakalarinin %3-4’Unu
olusturur. Sikhkla CD13, CD33, CD34, HLA-DR ve MPO pozitifligi gosterirler,
(Tablo 2.2) (10,52,53) .

AML-M7 kategorisinde degerlendirilen |0semik megakaryoblastlar
oldukga pleomorfiktir. Bazi vakalarda blastlar miyeloblastlardan ayirt
edilemez veya lenfoblastik karakterdedir. Klinik tablo genellikle akut
miyelofibrozis ile karakterizedir. Siklikla CD41, CD42 ve CD61 belirteclerini
tasirlar, (Tablo 2.2) (10,52,53) .
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Tablo 2.2. AML'de FAB siniflamasina gore yuzey antijenlerinin ekspresyon

duzeyleri. FAB siniflamalari ve yuzey belirteclerini bulundurma yuzdeleri

arastinldiginda, kirmizi >%80; mavi, %30-%75 arasi; yesil, %10-%30 arasi

ve gri, <%10 ekspresyon gdstermektedir (54) .
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2.3. D Vitamini

D vitamini, ilk kez rasitizim hastaliginda kalsiyum ve fosfat
metabolizmasinda gérevli bir vitamin olarak tanimlanmistir. ilerleyen yillarda
bu vitaminin steroid hormon benzeri bir etkiyle viicut homeostazinin (immun
sistem, kas-iskelet sistemi, kardiyovaskuler sistem, embriyonik gelisim, tiroid
fonksiyonlari) saglanmasinda ve bazi hastaliklarda buylk oneme sahip
oldugu kesfedilmistir (55) .

Vitamin D, besin kaynaklarindan temin edilebilirken, vicutta da
sentezlenebilir. Besinlerden vitamin D2 (ergokalsiferol) ve vitamin D3
(kolekalsiferol) olmak Uzere iki formda alinabilir. Vitamin D, deride ultraviyole
gunes isinlarinin etkisiyle ilk olarak 7-dehidrokolestrolden (7-DHC) oncll
vitamin D3 (pre-VD3) formuna sentezlenir. Diyetle alinan veya deride
sentezlenen vitamin D3 (VD3), karacigerde sitokrom P450 protein
(CYP27A1) ile dolagimda bulunan 25-dihidroksivitamin D3’e (25(OH)VD3)
hidrolize olur. Bobreklerde sitokrom P450 protein (CYP27B1) ile en aktif hali
olan 1a-,25-dihidroksivitamin D3 (D3) metabolitine donusur. D3, CYP24A1
enzimi ile inaktif formu olan kalsitroik aside donusur ve safra ile atilir (56-58) .
D3 sentezi karaciger ve bdbreklerde gergeklestigi gibi, bu donlisim bazi
immadn sistem hdcreleri tarafindan da metabolize edilebilir. Aktive T ve B
hdcreler vitamin D3 sentezinin son basamagini (1a-,25-dihidroksivitamin
D3’e ddonusumu) gergeklestirebilirken; makrofajlar, monosit-kdkenli dendritik
hiucreler ve dermal dendiritik hucreler, diger sentez basamaklarini da

gerceklestirebilecek enzimlere sahiptir, (Sekil 2.5) (56,58-60) .
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Sekil 2.5. D vitamini sentezi ve olusan ara metabolitler. VD3, vitamin D3;
CYP27A1 ve CYP27B1, sitokrom P450 protein; 25(OH)VD3, 25-
dihidroksivitamin D3; 1,25(0OH)2 VD3, 1a,25-dihidroksivitamin D3, (Mora.,
2008’den uyarlanmigtir) (58) .

D3, biyolojik aktivitesini nukleusta bulunan vitamin D reseptérine
(VDR) baglanarak gerceklestirir. Bu reseptére baglanmasinin ardindan, VDR
retinoik X reseptdor (RXRa, B, y) ailesi ile heterodimer olusturur. Bu
transkripsiyon faktorleri hedef genlerin promoter bdlgelerinde yer alan D3
yanit bodlgelerine (vitamin D response element, VDRE) baglanir ve
transkripsiyonel duzenlenme gerceklesir, (Sekil 2.6) (58,61) . VDR

ekspresyonu lenfosit, monosit ve dendiritik hlicrelerde belirlenmistir (62,63) .
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Sekil 2.6. A ve D vitaminlerinin sirasiyla, en aktif metabolitleri olan all-trans
retinoik asit (ATRA) ve 1a,25-dihidroksivitamin D3 (D3)'Un nukleer
reseptorleri. RXRa, B, vy, retinoik X reseptdor; RAR-a, B, vy, retinoik asit
reseptor (retinoic acid receptor); PPAR, peroksizom proliferatér ile aktive
reseptor (peroxisome proliferator-activated receptor); VDR, vitamin D
reseptor; CRABP, hucresel retinoik asit-baglayici protein (cellular retinoic
acid-binding protein); FABP5, yag asidi-baglayici protein 5 (fatty acid-binding
protein 5), (Mora., 2008’den uyarlanmistir) (58) .

2.3.1. D Vitamininin immiin Sistem Uzerine Etkileri

D vitamini, en aktif metaboliti olan 1a-,25-dihidroksivitamin D3 (D3) ile
dogal ve edinsel immuniteyi 6zellesmis mekanizmalarla etkiler (58) . T hucre
proliferasyonunu (64,65) , IFN-y uretimini, (65,66) , IL-2 ekspresyonunu
(67,68) ve CD8* T hucre aracih sitotoksititeyi (69) baskiladigi bildirilmistir.

CD4* hicrelerde bulunan VDR dlizeyi bu hticrelerin aktivasyonu ile artar (70)

D3 ve IFN-y etkilesimi sonucunda STAT-1 transkripsiyon faktori ve

VDR’nin nukleer birikimi gergeklesir. Boylece, farkhlasmis makrofajlar artik
D3’e kargi duyarsiz hale gelir. Protein kinaz C (PKC) sinyal yolagi D3
tarafindan da desteklenir ve monositik farklilagsma guglenir (71) . D3, IL-4
dretimini glglendirerek tip-1 yardimci T lenfosit (type-1 helper T cell, Thl)
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yanitlarini baskilarken, Th2 yanitlarini destekler (72) . Bu vitamin IL-2, IL-12,

tumor nekroz faktord-a (tumor necrosis factor-a, TNF-a) ve IFN-y Gretimini

baskilarken; IL-5, IL-4 ve IL-10 Uretimini destekler (70,72,73) . Bunun yani
sira, IL-6 ve IL-23 ekspresyonunu inhibe ederek Th17 farkhlasmasini
engeller (74,75) . B hacrelerin  ¢ogalmasini, plazma hucrelerine
farklilagsmasini ve immunogloblin (Ig) G salgilamalarini azaltir, (Sekil 2.7)
(60,64) .

D3, dogal immun sistem hucrelerini ve T hucre yanitlari baskilama
yonunde etkiler. Dendiritik hucrelerin CD40, CD80, CD86 ve sinif || MHC
molekullerini inhibe ederek farklilasma, olgunlasma ve immun uyaricilik
kapasitesini azaltir (72,74,76,77) . D3’Un, IL-2 salgilanmasini baskilamasi ve
ko-stimulatér molekillerden CD40, CD80 ve CD86 ekspresyonunu azaltmasi
VDR-bagimsiz mekanizmalarla gergeklesebilir. Bu sekilde hematopoetik
oncul hacrelerin farklilasmasi engellenir (78) . Yuksek duzey D3’Un kemik
iliginde dendiritik hiicre gelisimini inhibe etmedigi, yalnizca bu hcre tiplerinin
olgunlasmasini yavaslattigi gosterilmistir (79) . D3, monositlerde CD14
antijeninin ekspresyonunu destekler (80) . Makrofajlarda fagositoz ve anti-
bakteriyal savunma mekanizmalarini desteklerken, bu hucrelerin antijen
sunma kapasitelerini azaltir (77) . Ayrica, monosit ve makrofajlar tarafindan
uretilen IL-1 ve bakterisidal peptit katelisidin Gretimini arttirir ve monositlerin
cogalmasini uyarir, (Sekil 2.7) (56,68) .
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Sekil 2.7. Vitamin D’nin en aktif metaboliti olan 1a,25-dihidroksivitamin D3
(D3)’'Un dogal ve edinsel immun hicreler Uzerine olan etkileri. CYP27B1,
sitokrom P450 protein; 25Ds3, 25-dihidroksivitamin D3; 1,25D3, 1a,25-
dihidroksivitamin D3; VDR, vitamin D reseptor; Th, T yardimci hucre (helper

T cell); Treg, T duzenleyici hicre (T regulatory cell); Ig, immunoglobulin (81) .

2.3.2. AML ve D Vitamini

AML ve D3 arasindaki korelasyon klinik gozlemler ile farkedilmigtir.
Finlandiya’da yapilan bir ¢calismada AML insidansinin kis aylarinda artig
gOsterdigi rapor edilmistir (82) . Birlesik Arap Emirlikleri’'nde ise, erkek birey
nufusunun daha fazla olmasina ragmen, kadinlarda AML gorulme sikliginin
daha yuksek oldugu ve bunun da kadinlarin giydikleri kiyafetler ile gunes
Isigindan mahrum kalmalari sonucu gerceklesebilecegi dusunulmustiur
(83,84) . Yas ortalamalari yaklasik 60 olan ve farkl tedaviler géren 97 AML
hastasinda serum 25(OH) vitamin D3 seviyelerinin arastirildigi bir calismada
normal aralik, 32-100 ng/ml; yetersizlik, 20-31.9 ng/ml ve eksiklik araligi ise

<20 ng/ml olarak belirlenmigtir. AML hastalarinin %35’inde normal, %35’inde
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yetersiz ve %30’unda ise 25(OH) vitamin D3 eksikligi oldugu gorulmustir.
Saglikli kigilerin %29’u normal, %401 yetersiz duzeyde ve %31’inde ise eksik
25(0OH) vitamin D3 duzeyi belirlendi. 25(0OH) vitamin D3 yetersizligi veya
eksikligi kota prognoz ile iligkilendirildi. Ancak, bu ¢alismada 25(OH) vitamin
D3 seviyesindeki dusuklik veya VDR’deki degisimler ile FAB alt-siniflari ile
korelasyon bulunamamistir (84) .

Duslk D3 seviyelerine sahip farelerde 16semik blastlarin kemik iliginde
biriktigi ve kemoterapiden kacgista bu mekanizmanin etkili oldugu
dusundlmektedir (53) . Yapilan bu gozlemler ve 1980’lerden beri bilinen
D3’an miyeloid hicre cogalmasini engelleyici ve farkhlagsmayi destekleyici
etkilerine dayanilarak, bu ajan MDS ve AML hastalarinda tedavi amacli
kullaniimistir.  Ancak, anti-proliferatif etkinin goérulebilmesi i¢in gereken
dozlarin hastalarda hiperkalsemiye neden olabildigi gérulmustur. Bu nedenle,
tedavide D3 agonistleri kullaniimaktadir (85-87) . AML'ye 6zgu PLZF-RARa,
PML-RARa ve AML-ETO1 fuzyon proteinleri VDR’nin fonksiyonel aktivitesini
engelleyebildigi de bilinmektedir (88) .

D3, in vitro (89) ve ex vivo (90) kosullarda miyeloid I6semi blastlarinin
proliferasyonunu engeller ve monositik farklilagsmaya yonlendirir. Bu etki
genel olarak VDR-bagimh mekanizmalar ile gergeklestirir. D3 ile aktive olan
VDR, RXR ile heterodimer olusturarak hicre donglisunde ve farklilasmada
etkili genlerin (CYP24A1, osteokalsin (BGLAP), CDKN1A, PKC izoformlari,
p42 ekstraselller dizenleyici kinaz (p42 extracellular regulated kinase, p42
ERK), p38-ERK, c-Jun N-terminal kinaz (JNK), mitojen aktive protein kinazlar
(MAPKs) promotor bolgesinde bulunan VDRE'lere baglanir. p21, p27 ve
C/EBPa genlerinin ekspresyonunu arttirir ve hicre déngusiunu GO0/G1
asamasinda durdurarak anti-proliferatif ve farklilastirici etkisini gosterir (87) .

D3, fagositik aktivitenin ve monosit spesifik esteraz (MSE) duzeyinin
artisina ve ROS Uretiminin ise azaligina neden olur. CD14, CD11b ve CD11c
ekspresyonlarini arttirir (87) . D3 ve analoglari AML hucrelerinde Fas ligand
ekspresyonunu arttirir, MDM2 seviyelerini azaltir ve kaspaz-2,-3,-6 ve -9'u
aktive ederek apoptozu destekler (91) . 7. Kromozom delesyonu bulunan
AML hucreleri D3 ve analoglarina iyi yanit verirken, FMS-benzeri tirozin
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kinaz-3 (FMS-like tyrosine kinase 3, FLT-3) mutasyonu tasiyan htcrelerde bu
yanit gorulmez (87) . AML hastalarinda D3 analoglari ile yapilan tedavinin
hicre olgunlagsmasini etkiledigi fakat tek basina terminal farklilagmayi
destekleyemedigi bildirilmistir. interferonlar, DNA metilaz inhibitorleri veya
karsonik asit gibi ajanlarla kombinasyonun tedavide etkili olacagi
dusundlmektedir (85) .

D3, AML hicre hatlarinda (HL-60, U937 ve ML-1) hicre déngusuni
G0/G1 asamasinda durdurarak proliferasyonu azaltir. Monositik belirteclerin
dizeyini arttirarak farklilagmayi destekler (85,86) . Bu yanit KG-1 hucre
hattinda daha az goérulur ama CD11b artigi s6z konusudur (86) . HL-60
hicrelerinde D3 ile VDR baglanmasi hizli sekilde gergeklesir; bu sayede,
VDR’nin yikimi yavaslar. HL-60'in farklilagsmasi igin 1s1 sok proteini 90 (heat
shock protein 90, Hsp90) ve VDR'’nin etkilesimi énemlidir. CYP24A1 enzimi
D3’0 inaktif formu olan kalsitroik aside donusturir. CYP24Al seviyesi
yavasca artan D3 ile uyariimig HL-60 hucrelerinde farklilasmanin erken
safhalarinda C/EBPa artarken, ileri safhalarda C/EBPB artigi gozlenir.
C/EBPg izoformlarinin artisi CD11b, CD11c ve CD14 belirtecleri ile koreledir
(53,87) . HL-60 hucrelerinin D3 ile monositik maturasyona yonlendigi fakat
normal monositlere veya aktive makrofajlara ait tum genleri eksprese
etmedigi gosterilmistir (92) . D3, HL-60 hucrelerini monositik farkhlasmaya
ilerletirken farkli cevaplar olusturur. CD14, CD35, CD87, CD31, CD11b,
CD53, CD32, TLR2 yuzey antijenlerinin ekspresyonu arttirirken; CD33,
CD71, CD92, CD15 ve CD65 ekspresyonlarini azaltir (86,93-95) . D3
analoglarinin p27 ve PTEN’i uyararak veya Bcl-2 ve Bcl-x molekillerinin
dizeyini azaltarak apoptozu indukledigi, TGF-B reseptor tip-1 ve tip-2'nin
artisina neden olarak HL-60 proliferasyonunu durdugu gosterilmistir (58) . D3
uyarimindan sonra HL-60 hdcrelerinin nukleuslari hafif girintili bir sekil alir.
Nukleus HL-60 hlcrelerindeki gibi blyuktir. Bazen reniform seklinde gorular.
Sitoplazma grimsi-mavi renkte boyanir ve az sayida granule sahiptir.
Hucrelerin  monositik/metamiyelositik benzeri karaktere sahip oldugu
bildirilmistir (96) . Nikotinamid adenin dinUkleotit fosfat (nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate, NADPH) oksidazin aktivasyonu ROS Uretiminin
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gerceklesmesinde o6nemlidir. D3 uyarimi ile Gp91lphox geni NADPH
aktivasyonunu saglayarak, HL-60 hucrelerinde bu ROS dretimini destekler
(97) . D3, uyarilabilir nitrik oksit sentaz (inducible nitric oxide synthase, INOS)
uzerinden NO Uretimini arttirir. PMA etkisi ile D3’Un farklilastirici etkisi daha
da artarak uyariimis HL-60 hlcrelerinde IL-1a, IL-6, TNF-a, prostoglandin E2
(PGE2) veya NO Uretimi gozlenir (98) .

2.4. A Vitamini

A vitamininin dogal ve sentetik sekilleri genel olarak retinoidler olarak
isimlendirilir. Epitelyal ylzeylerin butinligu, immuan sistemin dizenlenmesi,
embriyonik gelisim, hiicre gogalmasi ve farklilagsmasi, apoptoz, Ureme sistemi
ve gorme fonksiyonlarinda énemli fonksiyonlara sahiptirler (99-102) . Deney
hayvanlarinin diyetine retinoidlerden zengin morina baligi karaciger yagi
veya bilegsenlerinin eklenmesi ile bu hayvanlarin enfeksiyondan daha iyi
korundugu goézlemlenmistir. Ayrica, A vitamininden yoksun beslenen
gocuklarda gece korlugu gelismesi, bu vitaminin biyolojik sureglerdeki
onemini vurgulamaktadir (103) . Yapilan diger c¢alismalarda A vitamini
alinimindaki eksikligin ¢ocuk ve vyetigkinlerde mortalite ve morbiditeyi
etkiledigi, bu durumun A vitamininin epitelyal butunlik ve immun sistem
uzerine etkileri ile iligkili olabilecegi dusunulmustur (104) .

A vitamini (retinol) besinlerden retinil esterler (kirmizi et Uranlerinde),
pro-vitamin A karatinoidleri (B-karoten) (bitkisel kaynaklar) veya all-trans-
retinol seklinde alinir. All-trans-retinol, retinil esterlerlerine dénuasturiltr ve
karacigerde bulunan ézellesmis Ito hicrelerinde depolanir. All-trans-retinol ve
B-karoten dokularda alkol dehidrojenaz veya kisa zincirli dehidrojenaz
reduktaz enzimilerinin aktivitesi ile all-trans-retinal’a oksitlenir. All-trans-retinal
ise retinal dehidrojenazlar (RALDH) aracihgi ile all-trans-retinoik asit
(ATRA)'ya oksitlenir (100,105) . RALDH erigkin memelilerde bagirsak ile
iliskili hiicrelerde bulunur ve insanlarda RALDH-1 ve RALDH-2 olmak Uzere
iki formu belirlenmis bir enzimdir. RALDH-1 enzimi, Peyer plaklarindaki

dendiritik hicreler ve intestinal epitelyal hiicrelerde; RALDH-2 ise, mezenterik
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lenf dugumlerinde yerlesmis dendiritik hicrelerde bulunur, (Sekil 2.8) (106-
109) .
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Sekil 2.8. A vitamini ve metabolitlerinin sentezi. RBP, retinol-baglayici protein
(retinol-binding protein); TTR, transtiretin (transthyretin); ADH, alkol
dehidrojenaz (alcohol dehydrogenase); SDR, kisa zincirli
dehidrojenaz/rediiktaz (short chain dehydrogenase/reductase); RARE,
retinoik asit yanit element (retinoic acid response element); RALDH, retinal
dehidrojenaz (retinal dehydrogenase); CYP26, sitokrom P450 protein,
(Mora., 2008’den uyarlanmistir) (58) .

ATRA, a, B ve y olmak Uzere 3 izoformu bulunan retinoik asit reseptor
(RAR) ailesi Uyelerine nlkleusta baglanir ve RXR ile heterodimer olugturur.
Bu heterodimer ginko parmak (zinc finger, ZF) motifi iceren korunmus DNA

baglanma birimleri araciligiyla iligili genlerin promotor bdlgesinde bulunan
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retinoik asit yanit element (retinoic acid response element, RARE) ile
etkileserek transkripsiyonun duzenlenmesini saglar, (Sekil 2.6) (110) . RXR
proteini tiroid hormon reseptdrl, peroksizom proliferator ile aktive reseptoér
(peroxisome proliferator-activated receptor, PPAR) ve karaciger X reseptor
ile de heterodimer olusturabilir. RAR proteininin ekspresyonu da ATRA
uygulanmasi ile artar (58) .

ATRA, dogrudan PPAR ile baglanarak da RXR heterodimerizasyonu ile
sinyal olusturabilir. Hucresel retinoik asit-baglayici protein (cellular retinoic
acid-binding protein, CRABP)'nin yag asidi-baglayici protein 5 (fatty acid-
binding protein 5, FABP5)e oraninin yiksek olusu ATRA'nin RAR’a
baglanmasini destekler. Bu sinyal sonucunda hucrelerde buylime inhibisyonu
ve apoptoz gercgeklesir. Disik CRABP: FABP5 orani ise ATRA-PPAR
etkilesimini destekler ve canlilik korunur, (Sekil 2.6) (58,100,111) .

2.4.1. A Vitamininin immiin Sistem Uzerine Etkileri

ATRA'nin T hucreler Uzerinde proliferasyonu destekleyici ve IL-2
salgilanmasini kuvvetlendirici etkileri bulunur (112) . Dendiritik hucrelerde
antijen sunumunu dogrudan uyararak 6zgul T hdcre yanitlarini dolayli olarak
da destekler. TNF-a gibi inflamasyon uyaranlarinin varhginda dendiritik
hdcrelerin olgunlagmasini ve antijen sunma kapasitelerini arttirir (113) .
ATRA, Th1 ve Th2 yanitlarinin duzenlenmesinde de rol oynar. GATA-
baglayici protein 3 (GATA3), makrofaj aktive edici faktor (MAF) ve STAT6G’ya
pozitif yonde etki ederek IL-4 gen ekspresyonu ve Th2 farklilasmasini
destekler (114) . Ek olarak, Th1 yanitlarinda temel dizenleyici goreve sahip
T-bet transkripsiyon faktorinu inhibe eder (115,116) . Bagirsak ile iligkili
lenfoid dokular (gut-associated lymphoid tissue, GALT) ATRA bakimindan
zengindir. Bu bolgelerde immun toleransin ve patojenlere yanitlarin
dizenlenmesinde ATRA 6nemli etkilere sahiptir. Buralarda bulunan dendiritik
hicreler veya ince bagirsagin lamina propria tabakasi ATRA-bagimli
mekanizmalar ile dizenleyici T hucre (regulatory T cell, Treg) farklilagmasini

destekler. Ayrica, intestinal epitelyal hicreler, stromal hicreler ve CD103*
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dendiritik hucreler de ATRA sentezleyerek bu vitaminin lokal duzeyini arttirir,

(Sekil 2.9) (58,117-119) .
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Sekil 2.9. ATRA’nin bagirsak iligkili lenfoid dokularda tolerans ve inflamasyon
sureglerine etkileri. DC, dendiritik hiicre; RA, all-trans retinoik asit (ATRA);
TLR, toll benzeri reseptor (toll like receptor), GM-CSF, granulosit-makrofaj

koloni uyarici faktér (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor); Th,

T yardimci hicre (helper T cell); Treg, dlizenleyici T hlcre (regulatory T cell),

(Hall., 2011°den uyarlanmigtir) (120) .
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ATRA, TGFpB ile beraber, bu bdlgedeki Foxp3* Treg ve Thl7
hicrelerini  destekler. Boylece, kommensal bakteri florasina karsi
gelisebilecek gereksiz immun yanitlar engellenir ve immun tolerans saglanir
(58,121-124) . GALT mukozasinda ATRA duzeyleri inflamasyon ile dogru
oranti olarak artar. ATRA, IgA salgilayan B hucrelerinin gelisimini de
etkileyerek, patojenik bakterilere karsi gelisen inflamasyonu destekler
(58,122) . Mukozal bélgelerde bakteri ve mantar enfeksiyonlarinin ortadan
kaldiriimasini, Th17 hicrelerinin proliferasyonunu ve IL-17A, IL-17F, IL-21 ve
IL-22 sitokinlerini Uretmesini destekleyerek katkida bulunur. Bu sekilde
mukozanin korunmasinda etkin gorev alir (125) .

ATRA’nin miyeloid farklilasmada, 6zellikle grantlositik farkhlasma igin,
onemli bir duzenleyici oldugu gdsterilmistir. Kemik iligindeki ndotrofil
olgunlagsmasi sirasinda, ATRA'nin GM-CSF ile etkilesimi énemlidir (126) . In
vitro calismalar, ATRA uygulanan hematopoetik kok hicrelerin grantlositik
oncullere farklilastigini géstermistir. Vitamin A’dan yoksun farelerde kemik
iligindeki hematopoetik farklilasmada bozukluk gdézlemlenmistir. Bu
hayvanlarda o6zellikle miyeloid oncullerin artigi ve farklilagsmis notrofillerin
apoptoza ugradigi rapor edilmistir (127) . Ayrica, farelerde dominant negatif
RARa ekspresyonu ile kemik iliginde granulositik gelisim promiyelositik
asamada duraksamis ve bu hucreler nétrofillere degil bazofil ve/veya mast

hicrelerine farkhlagmistir (128) .

2.4.2. AML ve A Vitamini

Deneysel modellerde ve AML hastalarinin plazmalarinda bulunan
yuksek ATRA konsantrasyonu ile periferik kandaki I6semik blast miktarinin
ters orantili oldugu goézlemlenmistir (129-131) . ATRA, AML tedavisinde
blastlarin farkhlasmasini ve apoptozunu uyarmak igin kullaniir. 17.
kromozomda bulunan RARa geni, PML, PLZF, nikleofosmin (NPM) veya
STATSD ile fuzyon olusturabilir. Bu translokasyonlar siklikla APL (AML-M3)
alt-tipinde gorulur. En yaygin translokasyonlar PML-RARa flizyon reseptor
proteinini iceren t(15,17) (g22,921) translokasyonlari ve PLZF-RARa flzyon
reseptor proteinini iceren t(11,17)(q23,921) translokasyonlaridir. ATRA, PML-
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RARa fuzyon genini igeren APL alt-tipinde kullanilir. PML geninin fonksiyonel
kaybinda apoptoza direng, hucre gogalmasi ve hayatta kalim artar. Bu genin
yuksek duzeyde ekspresyonu ise apoptoza neden olur (132,133) . PLZF-
RARa flzyon proteini bulunan APL hucreleri ise ATRA tedavisine yanit
vermez (134-137) . ATRA uygulamasi ile RARad’'nin ve farklilagsma ile iligkili
genlerin  mRNA duzeylerinin arttigi  gosterilmistir  (138) . Sitotoksik
kemoterapdtiklerin tersine, ATRA, APL’li hastalarda kemik iligi hipoplazisi
olusumunu veya sik olusan o6lumcul hemorajik sendromlarin alevlenmesini
Onleyerek, segici bir sekilde I6semi hucrelerinin normal granulositlere
farkhlasmasini uyarir (139) . Miyeloid hicre farklilagsmasi Uzerine olan bu
etkisini p21WAFYCiPL giklin-bagimli kinaz inhibitori (140) , C/EBP-y,B,e (141)
ve IRF-1 (142) artigina neden olarak saglar. Ayrica, PML-RARa flzyon
proteininin degredasyonunu saglayarak, RARa’nin mRNA ve protein
seviyelerinin artisina neden olur (143) . Buna ragmen, sadece ATRA tedavisi
ile saglanan remisyonlar gecicidir ve c¢ogunlukla hastalar tedaviye direng
kazanirlar. Bu nedenle, ATRA'nin tek ajan olarak kullanimi tercih edilmez ve
kemoterapi ile kombine edilerek kullanilir. Bu rejim sadece kemoterapi ile
karsilastinldiginda, hastalarin yaklasik %70’ini iyilestirerek, hasta sagkalimi
onemli Olgude arttirmaktadir. Buna ragmen, APL hastalarinin halen
%30’unda hastalik nuks etmekte ve 5 yil icerisinde olum gerceklesmektedir
(144,145) .

Kronik ATRA alimi mikrozomal sitokrom P450 enzim sistemini
aktiflestirerek ATRA’nin inaktif formlari olan 4-hidroksi-RA ve 4-oxo-RA’e
oksidasyonuna neden olarak diren¢g gelismesini saglar (146)
Transglutaminaz-Il (Tgase-ll), kalsiyum-bagimli mekanizmalar ile aminlerin
birlestiriimesini ve proteinlerin g¢apraz baglanmalarini katalizleyen bir
enzimdir. ATRA direngli AML hicre alt-gruplarinda Tgase-Il farklilagsmayi
uyaramaz (147) Histon deasetilazin (histone deacetylase, HDAC) APL
hicrelerinde ATRA sinyalini bloke ederek farklilasmayl engelledigi
gosterilmigtir. Bu enzime 06zgu inhibitdrler kullanilarak hucrelerin  ATRA

yanitina duyarli gelmesi saglanmaktadir (148) .
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HL-60 miyeloid I6semi hicre hattinda ATRA ve RARa ile farklilagsma
desteklenirken, 9-cis-RA bu hucrelerde apoptozu uyarir (149,150) . CYP26,
ATRA’nin inaktif formlari olan 4-hidroksi-RA ve 4-oxo-RA’e oksidasyonuna
neden olarak bu hicrelerde geri donusumlu ATRA direncine neden olur (151)
. Normal HL-60 hucrelerinde ve yeni APL tanisi almis hastalarda P-
glikoprotein (P-gp) dizeyi dusuk iken, ATRA-direncgli HL-60 hicrelerinde ve
ATRA tedavisi sonrasinda diren¢ gelistirmis hastalarda ylksek dlzeyde
bulunur (152) . P-gp agonistleri kullanilarak, ATRA-diregli HL-60 hucrelerinin,
ATRA'ya duyarli hale gelmesi saglanmistir (147,153) .

ATRA, HL-60 hucrelerinde PI3-K ve bu yolakta yer alan lipid molekulleri
destekleyerek de granulositik farklilasmayi uyarir (154) . HL-60 hacreleri
notrofil benzeri farklilagsmaya yonelirken, CD38, CD11b, CD11c, CD45RO0,
CD36, CD54, CD65 ekspresyonu artar, CD13, CD17, CD49e, CD63, CD71,
CD87 yuzey molekullerinin ekspresyonu azalir. ATRA uyarimi ile HL-60
hicrelerinde bakteriyal savunmada etkili katepsin D ve defensin
proteinlerinde artig gorulur (155) . ATRA ile uyariimig HL-60 hucrelerinde
Wright-Giemsa boyamasi ile, miyelosit, metamiyelosit, band hlcresi veya
segmentli nikleusa sahip nétrofil agsamalarinda hucreler goérulebilir (156) .
ATRA ile uyarimdan 96 saat sonra promiyelosit sayisinda azalma gorulurken,
baskin hucre metamiyelositik karakterdedir. Band hucresi ve segmentli
nukleusa sahip noétrofiller de az sayida gorulebilir (157) . ATRA le
farkhlastirilmis HL-60 hlcreleri normal noétrofillerde bulunan tim karakteristik
sekonder granullere sahip degildir (158) . Bu uyarim sonucunda azurofilik

grandller goruldr. Nukleusta kagulme ve kivrilma dikkat geker (157) .
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3. GEREG VE YONTEMLER

Bu ¢alisma Temmuz 2013 — Mayis 2014 tarihleri arasinda Hacettepe
Universitesi Kanser Enstitisi, Temel Onkoloji Anabilim Dali Arastirma

Laboratuvar’'nda gercgeklestirilmigtir.

3.1. Calismada Kullanilan Maddeler

Calismada kullanilan kimyasal ve biyolojik malzemeler firmalarina
gbre asagida siralanmistir. Fosfat tamponlanmis tuz c¢oézeltisi (PBS) (ICN
Biomedicals, ABD); Penisilin-Streptomisin, RPMI 1640 (Lonza, Belgika);
Foétal Buzadl Serumu (FBS) (Biological Industries, Israil); Ficoll 1.077 g/ml
(Biochrome, Almanya); Karboksifloresan suksinimidil ester (CFSE)
(Invitrogen, ABD); IFN-y (R&D, ABD); FACS Flow, Cell Wash (BD, ABD);
Anti-insan CD3 monoklonal antikor, Cell proliferation Dye eFlour 670
(RedCFSE) (eBioscience, ABD); Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA)
(Cell Signaling, ABD); All-Trans Retinoik Asit (ATRA), 1a,25-
Dihidroksivitamin D3 (D3), Percoll, Lipopolisakkarit (LPS), Tripan mavisi,
(Sigma, ABD); Karboksi-Dichlorofluorescein diacetate (DCFDA) (Anaspec,
ABD), Nitric oxide (total) detection kit (Enzo life sciences, Turkiye); HL-60
(ATCC, ABD); Etanol (AppliChem, Almanya); Dimetil stlfoksit (DMSO)
(OriGen Biomedical AB, isveg).

3.2. Hazirlanan Tamponlar ve Cozeltiler

PBS Cozeltisi (1x): 100 ml basina bir tablet PBS distile suya
eklenerek karistirildi ve otoklavlanarak sterilize edildi. Oda sicakliginda
(25°C) muhafaza edildi.

Tam RPMI Hicre Kiiltiirii Ortami: L-glutamin iceren RPMI 1640
uzerine son konsantrasyonu %10 olacak sekilde FBS (isi-inaktive), %1

olacak sekilde penisilin/streptomisin eklendi ve 4°C’de saklandi.

Anti-insan CD3 Monoklonal Antikor (Klon: HIT3a) Cozeltisi: Stok

konsantrasyonu 1 mg/ml olan anti-CD3 mAb’u son konsantrasyonu 2 ug/ml
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olacak sekilde serum icermeyen RPMI 1640 besi yeri igerisinde steril olarak
seyreltildi. Alikotlanarak -20°C’de saklandi.

All-trans retinoik asit (ATRA) Cozeltisi: Toz seklinde alinmig 100
mg ATRA, Uzerine 10 ml DMSO eklenerek konsantrasyonu 33,25 mM olan
stok ¢ozelti olusturuldu. Bu stok ¢dzeltiden 6ul alinjp DMSO ile 1 mlye
tamamlanmasi ile 200 uM konsantrasyonunda ara stok olusturuldu. Stok ve

ara stok c¢ozeltiler alikotlanarak -70°C’de saklandi.

1a-,25-dihidroksivitamin D3 (D3) Cozeltisi: Toz seklinde alinmis 10
Mg D3, tzerine 1,2 ml saf etanol eklenerek konsantrasyonu 20 yM olan stok

¢Ozelti olusturuldu ve alikotlanarak -70°C’de saklandi.

LPS Cozeltisi: LPS steril sartlarda tartilarak, stok solisyon 1mg/ml
konsantrasyonda olacak sekilde RPMI 1640 ile ¢ozuldu ve alikotlandi. Stok
¢ozeltiden 100 pl alinip 1 mlye tamamlanarak ile 100 pg/ml
konsantrasyonunda ara stok olusturuldu. Stok ve ara stoklar -20°C’de

saklandi.

IFN-y Cozeltisi: Liyofilize olarak alinmig 100 pug IFN-y Uzerine 500 pl
dH20 eklenerek 0,2 pg/ml konsantrasyonunda ¢ozelti elde edildi. Bu stok
cOzeltiden 22 pl alinip, 200 pl'ye serumsuz RPMI 1640 ile tamamlanarak 20
Mg konsantrasyonunda ara stok olusturuldu. Stok ve ara stoklarin tumu
alikotlanarak -70°C’de saklandi.

Karboksifloresan Suiksinimidil Ester (CFSE) Cozeltisi: Ticari olarak
alinmis olan 50 pg CFSE Uzerine 18 yl DMSO eklenerek ¢ozulda ve
-70°C’de saklandi.

Cell proliferation Dye eFlour 670 (RedCFSE) Cozeltisi: Liyolifize
olarak alinmig Cell proliferation Dye eFlour 670 (cat no: 65-0840) DMSO

eklenerek 1 mM konsantrasyonda ¢ozelti elde edildi ve -70°C’de saklandi.
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Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) Cozeltisi: Ticari olarak
alinmis 1 mg PMA 1 ml DMSO eklenerek 1,6 mM konsantrasyonda stok
cOzelti elde edildi. RPMI kullanilarak stok sollisyondan 80 uM (0.5 ng/ml) ara

stok elde edildi. Stok ve ara stoklarin timu alikotlanarak -20°C’de saklandi.

Karboksi-dichlorofluorescein Diacetate (DCFDA): Ticari olarak alinmig
100 mg DMSO eklenerek 100 mM konsantrasyonda c¢ozelti elde edildi.
Alikotlanarak -70°C’de saklandi.

3.3.Hiicre Kiiltiiri

Sivi azot tankindan alinan HL-60 huicreleri 37°C dH20 bulunan behere
alindi. Hucreler 37°C tam RPMI kiltir ortamiyla pastor pipeti yardimi ile
yikanarak vialden hizli bir sekilde alindi ve santriflj edildikten sonra yeni
RPMI 1640 hiicre ortaminda slispanse edildi. Hiicreler dncelikle 25 cm?lik
hidcre kaltar kabina aktarildi. Kultur kabini doldurduklari zaman besiyeri ile
beraber 75 cm?lik kiltir kaplarina alinarak RPMI 1640 kultlir ortaminda
blyGtuldid. Hucreler istenilen yogunluga ulastiginda (~1x108 hiicre/ml)
pasajlanarak ilgili deneylerde kullanildi. Pipetaj yapilarak hicrelerin homojen
olarak dagilmasi saglandi. Kultir ortaminin yarisi atildi ve yeni tam RPMI
kaltar ortami eklenerek pasajlama gergeklestirildi. Pasajlama haftada iki kez
gerceklesti ve hucre kultirinin devamliligi saglandi. Hicrelerin pasaj sayisi
7-10 defadan fazla devam ettiriimedi. Bu pasaj sayisina ulasan hucreler
atilarak her defasinda yeni bir HL-60 hticresi acildi. Hlcreler 37°C’de nemli
ve %5 CO:2 igeren inkibatorde (Thermo Scientific, Hera Cell 150i, ABD)
muhafaza edildi.

3.3.1. Hiicre Sayimi

Tam kaltur orami igindeki hucreler pipetaj yapilarak suspanse hale
getirildi. Stispansiyondan 10 ul alinarak 10 pl tripan mauvisi ile karigtiniidi. Bu
karisimi Fuchs-Rosenthal lami Uzerinde yayilarak hiicre sayimi yapildi. Her
sayim i¢in Fuchs-Rosenthal lami Uzerinden 4 alan segildi ve bu bdlgelere

dusen hucreler sayilarak aritmetik ortalamasi alindi. Kullanilan Fuchs-
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Rosenthal laminin dlguleri 0.1 mm x 0.1 mm olup lam ile lamel arasindaki
uzaklik da 0.1 mm’dir. Bu nedenle hiicrelerin sayildigi her alan 0.001 mm®e
(0.1 ul'ye) karsilik geldiginden sayilan hlcrelerin aritmetik ortalamasi 10 ile
carpildi. Elde edilen deger, hucre suspansiyonu tripan mavisi ile
boyandiginda 1:1 oraninda seyreldiginden, 2 ile ¢garpilarak ml bagina dusen

hdcre sayisi hesaplandi.

3.3.2. HL-60 Hiicrelerinin ATRA, D3, LPS veya IFN-y ile Uyarimi

HL-60 hicreleri sayilarak 10° hiicre/ml olacak sekilde 25 cm?lik
flasklara ekildi. Final konsantrasyonlari ATRA i¢cin 1uM veya 100nM, D3 igin
ise 100nM olacak sekilde bu ajanlar kultir ortamina eklendi. inkiibasyon 24,
48 veya 96 saat boyunca devam ettirildi. IFN-y veya LPS eklenen kosullarda,
veya sadece bu ajanlarla uyarilan HL-60 (kontrol) hucrelerinin Uzerine
inkiibasyonun 48. saatinde IFN-y (200 U/ml) veya LPS (1pg/ml) olacak
sekilde kultire eklendi ve inkibasyon 48 saat daha (toplamda 96 saat)
devam ettirildi. Deney planlari Sekil 3.1’de gdsterilmektedir. inkiibasyonun 0,
24, 48 ve cogu deneyde 96. saatlerinde hucrelerden Ornekler alinarak

analizleri gergeklestirildi.
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A
Kontrol
ATRA (100 Nm veya 1 uM)
D3 (100 nMm)
Hiicreleri * * ;
) 24 saat 48 saat 96 saat
(10° hiicre/ml)
Analiz
B
Kontrol IFN-y (200 U/ml)
ATRA (1 um) LPS (1 ug/ml)

D3 (100 nMm)

HL-60 ﬁ

48 saat 96 saat

¥

Analiz

Hicreleri
(10° hticre/ml)

Sekil 3.1. HL-60 hucrelerinin ATRA, D3, LPS, IFN-y veya bu ajanlarin
kombinasyonlari ile uyarim semalari. A) HL-60 hucrelerinin ATRA (100nM
veya 1uM) veya D3 (100nM) ile uyarimi. B) ATRA (100nM veya 1uM) veya
D3 (100nM) ile uyarimlari gergeklestiriimis HL-60 htcrelerinin veya kontrol
HL-60 hucrelerinin LPS veya IFN-y ile uyariimasini iceren deneylerin

tasarimi.

3.4. Akim Sitometri

ATRA, D3, LPS, IFN-y veya bu ajanlarin kombinasyonu ile uyariimis
HL-60 hicreleri 0, 24, 48 ve 96. saat sonunda santrifij (Thermo Scientific,
Heraeus Megafuge 40R, ABD) (5 dk, 1800 rpm, 4°C) edilerek 1xPBS

icerisinde slUspanse edildi. Akim sitometri tUplerine 100°er pl dagitilarak



41

uzerlerine anti-B7-H1, anti-B7-H2, anti-B7-DC, anti-CD11b, anti-CD11c, anti-
CD14, anti-CD15, anti-CD16, anti-CD66b, anti-CD80, anti-CD86, anti-CD40,
anti-CD70, anti-CD62L, anti-HLA-DR, anti-TRAIL, anti-TLR-4 ylzey
belirteglerine karsi monoklonal antikorlar ve izotipik kontrol antikorlari
(IgG1/G1 ve 1gG2b) uygun konsantrasyonlarda eklendi, (Tablo 3.1).
Vortekslenen tipler 40 dakika boyunca 4°C’'de inkiibe edildi. inkiibasyon
suresinin sonunda 1,5 ml Cell Wash (BD Biosciences, ABD) c¢ozeltisi
eklenerek tupler santriflij (5 dk, 1800 rpm, 4°C) edildi. Boylece, supernatan
atilarak baglanmayan antikorlar uzaklastirildi. Tuplere 150 pl Cell Wash
eklendi, vortekslendi ve hucreler FACS Aria Il akim sitometri cihazinda

degerlendirildi
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Tablo 3.1. Akim sitometride kullanilan antikorlar ve ozellikleri.

Eklenen
Antikor (Fare miktar
Anti-insan) J1o0ul
ICRF44 BD, ABD PE 9 ul
CD11b ICRF44 BD, ABD FITC 4,5 pl
ICRF44 BioLegend, ABD FITC 4,5 ul
CD11c S-HCL3 BD, ABD PE 9 ul
CD14 M5E2 BD, ABD FITC 9 ul
MS5E2 BD, ABD PE 9 ul
CD15 H198 BD, ABD FITC 9 ul
CD16 3G8 BD, ABD FITC 9 ul
CD66b G10F5 BD, ABD FITC 9 ul
CD80 L307.4 BD, ABD PE 9 ul
CD86 IT2.2 BD, ABD PE 9 ul
CD70 Ki-24 BD, ABD PE 9 ul
CD40 5C3 BD, ABD PE 9 ul
CD62L DREG-56 BD, ABD APC 9 ul
HLA-DR G46-6 BD, ABD FITC 9 ul
TLR-4 HTA-125 eBioscience, ABD PE 10 pl
TRAIL RIK-2 eBioscience, ABD PE 9 ul
B7-H1 29E.2A3 BioLegend, ABD PE 4,5 pl
MIH1 eBioscience, ABD 4,5 ul
B7-H2 MIH12 eBioscience, ABD PE 4,5 ul
B7-DC 24F.10C12 BioLegend, ABD PE 4,5 ul
CD13 L138 BD, ABD PE 2 ul
CD3/16/56 SK7/B73.1/MY31 BD, ABD FITC/PE/PE 2 pl
CD8 RPA-T8 BD, ABD APC 1,5 ul
CD4/CD8 SK3/SK1 BD, ABD FITC/PE 2 ul
izotipik kontrol ~ X40/X40 BD, ABD FITC/PE 9 ul
IgG1/G1
izotipik kontrol ~ 27-35 BD, ABD PE 9 ul

1gG2b
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3.5. Floresan-aktive Hiicre Ayrimlanmasi (fluorescence-activated cell
sorting, FACS)

3.5.1. Periferik Kan Mononiikleer Hiicre (PKMH) izolasyonu

Saglikli bireylerden toplanan kan 1:1 oraninda RPMI 1640 ile
seyreltildi.15 ml'lik tiplerin dibine 2 ml ficoll (1.077 g/ml) koyuldu. Uzerine
sabit hizda ve ficoll'e karismamasina dikkat ederek seyreltiimis kan eklendi.
Yayilan kan, santrifij (20°C, 400xg’de 25 dakika) yapildi. Santrifijden sonra
ficoll ile plazma arasinda kalan mononukleer hiicreler pastor pipeti yardimiyla
tup duvarindan da hafifge kazinarak yeni bir tlp igerisine toplandi. Hucreler
toplanirken eritrositlerin alinmamasina dikkat edildi. Toplanan hucreler 50
ml'lik tlplere alinarak bol miktarda PBS ile yikandi. SlUpernatan atilarak

hicreler 1 ml PBS icinde suspanse edildi.

3.5.2. Periferik Kan Mononiikleer Hiicrelerinden CD4* ve CD8* T

Lenfositlerin Saflagtiriimasi

Elde edilen PKMH slspansiyonuna 20 ul FITC/PE/PE-isaretli anti-
CD3/CD16/CD56 ve 15 upl APC-isaretli anti-CD8 monoklonal antikorlari,
(Tablo 3.1) eklendi. Vorteks ile kisaca karistirilarak 15-20 dakika oda i1sisinda
karanlkta bekletildi. Sadece CD4* T hucrelerin kullanilacagr deneyler icin
yapilan ayrimlanmada ise, PKMH’ler yine ficoll ile ayrilip gereken islemler
uygulandiktan sonra 20 ul FITC/ PE-isaretli anti-CD4/CD8 ve 20 ul PE-isaretli
anti-CD13 monoklonal antikorlari eklenerek kisa bir vorteksin ardindan 15-20
dakika oda i1sisinda karanlikta inkube edildi.

Antikor inkUbasyonu sonunda igaretlenen mononukleer hucrelerin
Uzerine 2 ml tam RPMI hicre kilttira ortami eklendi. Ayrilacak olan CD4* ve
CD8* T hicrelerin toplanacadi 15 mllik yeni tuplere 3’er ml tam RPMI
eklendi. FACS Aria Il cihazinin ayari yapildiktan sonra dncelikle lenfoid hlcre
alani segcildi ve burdan CD16/CD56-negatif, CD3-pozitif hiicreler kapi alindi.
CD8-pozitif hicreler CD8* T; CD8-negatif hicreler CD4* T hicreler olarak
secilerek ayirimi yapildi, (Sekil 3.2A).
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Sadece CD4" T hucreler ile yapilacak deneyler icin CD8 ve CD13-
negatif hucreler kapi alinarak miyeloid hucreler disarida tutulmus oldu. CDA4-
pozitif hicreler secilip ayrimlandi, (Sekil 3.2B). Ayrilan CD4* ve CD8" T
hicreler santrifij (1800 rpm’de, 5 dakika) yapildi ve slUpernatan atildi.
Ayrimlanan hucreler carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE) ile
isaretleneceginden dolayi, (Kisim 3.6.1) santrifUjun ardindan pellet Uzerine
1x108 hicre/ml olacak sekilde serumsuz RPMI eklenerek slspanse edildi.
izole edilen T lenfositler yeniden akim sitometri cihazinda okutuldu. Kontrol

edildiginde %98’in Uzerinde saflikla ayrimlama yapildigr goruldu.
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Sekil 3.2. Fluorescence-activated cell sorting (FACS) (FACS Aria Il, BD
Biosciences, ABD) yontemiyle CDA4-pozitif veya CD8-pozitif T hucrelerin
ayrimlanmasi. A) ilk énce PBMC hiicrelerinden graniilite (SSC-A) ve boyutlar
(FSC-A) gb6z 6nlinde bulundurularak P2’den lenfoid hlicre alani segildi. Bu
hicrelerden Q4 alaninda bulunan CD3-pozitif, CD16/CD56 negatif hlcreler
secilerek dogal élduricu T hicreler (natural killer T, NKT) deney disi turuldu.
P4 alaninda CD8-negatif hiicreler CD4* T hicre ve P5 alanindan CD8-pozitif
hicreler CD8* T hicreler olarak belirlendi ve ayrimlandi. Bu hicreler
ayrimlandiktan sonra saflastirima basarilari kontrol edildi. B) Yine PBMC
hicrelerinden grantlite ve boyutlar géz 6ninde bulundurularak P2’den

lenfoid hlcre alani segildi. Bu hicrelerden Q4-2 alaninda bulunan, CD13 ve
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CD8-negatif CD4-pozitif hlcreler kapi alinarak CD4* T hucreler segilerek
ayrimlandi. Bu hucreler ayrimlandiktan sonra saflastiriima basarilari kontrol
edildi. PBMC; periferik kan mononukleer hucreleri (peripheral blood
mononucleer cells), SSC-A, side scatter-area, FSC-A, forward scatter-area.

3.5.3. ATRA veya D3, ATRA ve IFN-y, D3 ve IFN-y ile Uyarilan HL-

60 Hiicrelerinin Alt-gruplara Ayrimlanmasi

Sekil 3.1A’da gosterilen sekilde ATRA (1uM) veya D3 (100nM) ile 96
saat boyunca uyarilmis HL-60 hcreleri inkibasyonun sonunda santrifij (5
dk, 1800 rpm, 4°C) edilerek 1 ml PBS igerisinde suspanse edildi. ATRA
grubu 20 pl anti-CD11b, ve D3 grubundaki hlcreler ise 20’ser pl anti-CD14
ve anti-CD11b monoklonal antikorlari ile ikili isaretleme vyapilarak kisa
vorteksin ardindan 15-20 dakika oda sicakliginda ve karanlikta inktbe edildi.
Antikor inkibasyonu sonunda isaretlenen HL-60 hucrelerinin tGzerine 2 ml,
ayrilacak olan alt-populasyonlarin toplanacag steril flow tlplerine de 1’er ml
tam RPMI eklendi.CD14 ve CD11b belirteclerini farkli sekillerde eksprese
eden hicre populasyonlari, (Sekil 3.3A ve Sekil 3.3B) FACS (FACS Aria ll,
BD Biosciences, ABD) ile ayrild1.
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Sekil 3.3. 96 saat boyunca A) ATRA (1 uM) ile uyariimig HL-60 hucrelerinin
anti-CD11b antikoru ile isaretlenerek CD11b eksprese eden (Q4) ve etmeyen
populasyonlarinin (Q3) ve B) D3 (100 nM) ile uyariimis HL-60 hucrelerinin
anti-CD11b ve anti-CD14 antikoru ile isaretlenerek CD11b'CD14 (Q3),
CD11b-CD14* (Q1), CD11b*CD14 (Q4), CD11b*CD14* (Q2)
populasyonlarinin belirlenerek FACS ydntemi ile ayrimlanma stratejisi ve
sort-saflik basarisi. SSC-A, side scatter-area; FSC-A, forward scatter-area.
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HL-60 hucrelerinin ATRA (1 uM), D3 (100nM) ve IFN-y (200 U/ml) ile
Sekil 3.1B’de gosterilen sekilde 96 saat inkubasyonun sonunda hucreler
santrifdj (5 dk, 1800 rpm, 4°C) edilerek 1 ml PBS ile sispanse edildi ve 10 pl
anti-CD11b antikoru ile isaretlenerek 15-20 dk oda sicakhdi (25°C) ve
karanlkta inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda santrifijj (5 dk, 1800 rpm, 4°C)
edilerek 1,5 ml tam RPMI ile sispanse edildi. Hucrelerin ayrilacagr 15 ml'lik
tiplere yine 2’ser ml tam RPMI eklendi. CD11b ylzey belirtecini ylUksek
dizeylerde eksprese eden hicre populasyonlari belirlenerek fluorescence-
activated cell sorting (FACS) (FACS Aria I, BD Biosciences, ABD) ile ayrildi,
(Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. ATRA (1 uM) veya D3 (100nM) ve IFN-y (200 U/ml) ile 96 saat
inkUbe edilen HL-60 hicreleri granilite (SSC-A) ve boyutlarina (FSC-A) gore
P2 bdlgesinden segilerek, bu alanda bulunan huicreler CD11b yuzey
belirtecini yuksek duzeylerde eksprese eden populasyonlarin bulundugu P8
bdlgesinden segilmistir. FACS ile ayrilma stratejisinin temsili histogramlari ve
sort-saflik basarisi. SSC-A, side scatter-area, FSC-A, forward scatter-area,
A-HL-60, 1 uM ATRA ile 96 saat boyunca farklilastiriimis HL-60 hucreleri; D-
HL-60, 100 nM D3 ile 96 saat boyunca farklilastiriimis HL-60 hicreleri.
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3.6. Ko-kiltur Deneyleri

3.6.1. Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester (CFSE) ile CD4* ve

CD8* T Hiicrelerin isaretlenmesi

Ayirimi yapilan ve 1x10° hiicre/ml olacak sekilde serumsuz RPMI
eklenerek suspanse edilmis olan CD4* ve CD8" T hucrelere kisa bir
inkiibasyonun (37°C, 5 dk) ardindan, son konsantrasyonu 5 uM (1 pl
CFSE/ml) olacak sekilde CFSE eklendi. Dikkatli ve yavasca karistirildiktan
sonra, 15 dakika 37°C’de su banyosunda inkiibasyona birakildi. Yikama igin
bol miktarda ve soguk %10 FBS igeren kultir ortami eklendi ve bes dakika
boyunca buz igerisine gomulerek inkibe edildi. Bu sayede hucrelere
baglanmamis CFSE’nin inaktivasyonu saglandi. Santrifij (4°C, 1800 rpm’de
5 dakika) yapildi ve yikama iglemi bir kez daha tekrarlandi. Sipernatan
atildiktan sonra 25x10* hiicre/ml olacak sekilde tam RPMI kdltir ortami
eklenerek hucreler sispanse edildi. CFSE isaretleme sirasinda tum islemler

karanlikta gercgeklestirildi.

3.6.2. Saflagtinlmis HL-60 alt-gruplan ile CD4* T veya CD8" T

Hiicrelerin Ko-kiltiri

FACS ile ayrimlanmis ATRA veya D3 ile uyariimigs HL-60 hucreleri
sayllarak tam RPMI iginde siispanse edildi ve 0.5, 1 ve 2 (1=25x10° hiicre)
oranlarini karsilayacak sekilde U-tabanh 96 kuyucuklu kaltar kabina ekildi.
CFSE ile isaretlenmis CD4* T hcreler, son konsantrasyonu 12,5 ng/ml veya
25 ng/ml olacak sekilde anti-CD3 mAb (HIT3a) antikoru eklenerek tam RPMI
icinde slspanse edildi. CD4* T hiicreler 1 oraninda (1=25x10%) miyeloid
hidcrelerin  bulundugu kuyucuklara veya kontrol T hicre olarak bos
kuyucuklara eklendi. Her oran icin 2 kuyuya ekim (duplike) yapildi. Kontrol
grubu olarak sadece T hucre ekimi yapildi, (Sekil 3.5A).

FACS ile ayrimlanmigs ATRA veya D3 ve IFN-y ile uyarimis HL-60
hacreleri sayillarak tam RPMI i¢inde suspanse edildi ve 0.25, 0.5, 1 ve 2
(1=25x10° hiicre) oranlarini karsilayacak sekilde U-tabanli 96 kuyucuklu
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kultar kabina ekildi. CFSE ile isaretlenmis CD4* T veya CD8* T hlcreler, son
konsantrasyonu 12,5 ng/ml olacak sekilde anti-CD3 mAb (HIT3a) antikoru
eklenerek tam RPMI iginde sUspanse edildi. CD4* T veya CD8* T hucreler, 1
oraninda (1=25x103) miyeloid hiicrelerin bulundugu kuyucuklara veya kontrol
T hucre olarak bos kuyucuklara eklendi. Her oran igin 2 kuyuya ekim
(duplike) yapildi. Kontrol grubu olarak sadece T hucre ekimi yapildi ve
hiicreler 1 oraninda (1=25x10°%) miyeloid hiicrelerin bulundugu kuyucuklara
veya kontrol T hicre olarak bog kuyucuklara eklendi. Her oran igin 2 kuyuya
ekim (duplike) yapildi. Kontrol grubu olarak sadece T hucre ekimi yapildi,
(Sekil 3.5B).

Tum Kko-kultirler 96 saat boyunca devam ettirildi ve inkubasyon

sonunda T hicrelerin proliferasyonu akim sitometri cihazi ile degerlendirildi.
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Sekil 3.5. A) ATRA (1 uM) veya D3 (100nM) ile 96 saat inkiube edilen HL-60
hicrelerinden CD14 ve CD11b ylUzey belirteclerini farkli sekillerde eksprese
etmelerine goére FACS ile ayriimis populasyonlarin CD4* T hucrelerle ve B)
ATRA (1 uM) veya D3 (100nM) ve IFN-y (200 U/ml) ile 96 saat inkube edilen
HL-60 hucrelerinden CD11b ylzey belirtecini yliksek dizeylerde eksprese
eden populasyonlar ile CD4* T veya CD8* T hucrelerle U-tabanh 96
kuyucuklu kiltir kaplarinda ko-kdltiir kosullari (1 = 25x102 hiicre). A-HL-60,
1 uM ATRA ile 96 saat inklbe edilen HL-60 hicreleri; D-HL-60, 100nM D3 ile

96 saat inktbe edilen HL-60 hiicreleri.
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3.7. ATRA veya D3 ve IFN-y veya LPS ile Farkhlastirilan HL-60

Hucrelerinin Proliferasyon Kapasitelerinin Degerlendirilmesi

Bu analiz i¢in iki farkh strateji kullanildi.

I- Kontrol HL-60 hicreleri, inkiibasyon sonunda iki kez PBS ile yikanarak
serum ve ajanlar ortamdan iyice uzaklastirildi. Hicreler sayildi ve
5x10° hiicre/ml olacak sekilde serumsuz RPMI 1640 ile siispanse
edildi. Son konsantrasyon 5 uM olacak sekilde Cell proliferation
Dye eFlour 670 (RedCFSE) ortama eklendi. Yavasca karigtirilarak
oda isisi ve karanlkta 10 dakika inkiibe edildi. inkiibasyon
sonunda hucrelerin Uzerine 4-5 ml soguk tam besiyeri eklenip 5
dakika buz Uzerinde bekletilerek hucrelere baglanmayan CFSE’nin
inaktivasyonu gercgeklestirildi. Tam besiyeri ile U¢ kez daha
hiicreler yikanarak 2x10° hiicre/ml olacak sekilde kultlir kaplarina
ekildi. ATRA veya D3 ve LPS veya IFN-y ile HL-60 hicreleri inklibe
edildi (Bolum 3.3.2). 96 saatlik inkibasyon sonunda akim sitometri

ile analiz gerceklestirildi, (Sekil 3.6).

Kontrol g IFN-y
ATRA LPS
D3

HL-60
CESE 48 saat 96 saat

boyama
Analiz

Sekil 3.6. HL-60 hucrelerinin Cell proliferation Dye eFlour 670 (RedCFSE) ile
isaretlenmesinin ardindan, ATRA veya D3 ve LPS veya IFN-y ile

farklilagtirnlmasinin ardindan proliferasyon kapasitelerinin  belirlenmesini

gOsteren deney tasarimi.
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[I- ATRA veya D3 ve LPS veya IFN-y ile, (Bolum 3.3.2) farkhlastiriimis
HL-60 hucreleri, 96 saatlik inkibasyonun sonunda iki kez PBS ile
yikanarak serum ve ajanlar ortamdan iyice uzaklagtirildi. HL-60
hicreleri sayillarak | numaral stratejide anlatildigi gibi Cell
proliferation Dye eFlour 670 (RedCFSE) ile isaretlendi ve 5x10*
hiacre/200 pl olacak selide (duplike) 96 kuyucuklu kultir kabina
ekildi. 96 saat sonra inklibasyon sonlandirildi ve hucreler akim

sitometri ile analiz edildi, (Sekil 3.7.)

Kontrol j IFN-y

ATRA LPS
D3
HL-60
48 saat 96 saat 96 saat
CFSE
boyama Analiz

Sekil 3.7. ATRA veya D3 ve LPS veya IFN-y ile 96 saat boyunca
farkhlastirlmis  HL-60 hcreleri inkubasyon sonunda uyarim ajanlari
ortamdan kaldirilarak Cell proliferation Dye eFlour 670 (RedCFSE) ile
isaretlendi. ikinci bir 96 saat daha kiltiri devam ettirilen bu hiicrelerin
proliferasyon kapasitelerinin belirlemek icin tasarlanan deney tasarimi

gOsterilmigtir.

Cell proliferation Dye eFlour 670 (RedCFSE) isaretlenen HL-60
hdcreleri, inkibasyonun sonunda anti-CD11b ve anti-CD14 antikorlan ile
isaretlenerek akim sitometri analizi gergeklestirildi. CD11b ylzey belirtecinin
ekspresyon dizeylerine gore, negatif, cok dusik, diusik, orta ve ylksek
olarak siniflandirilan bu hdcrelerin proliferasyon farkliliklari arastiriimigtir,
(Sekil 3.8).
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RedCFSE

Sekil 3.8. Farklilagtirlan HL-60 hicrelerinin proliferasyon kapasitelerini
belirlemek igin CD11b dlzeyine goére RedCFSE dilisyonlarinin akim
sitometrik analizi. CD11b belirtecini farkl duzeylerde eksprese eden
hacrelerin  proliferasyon durumu RedCFSE ile arastinimigtir. CD11b
belirtecini eksprese etmelerine goére hiicreler, P4 bogesinde negatif (Neg), P5
bdgesinde ¢ok dusik (CD), P6 bdgesinde dustk (D), P7 bdgesinde orta (O)

ve P8 bogesinde yuksek (Y) olarak siniflandiriimigtir.

Hucrelerin proliferasyon farklarini belirleyebilmek icin CFSE dilusyon
oranlari hesaplandi. Bunun icin baslangic CFSE ortalama floresan yogunlugu
(mean fluorescence intensity, MFI) de@erleri, inkibasyon sonrasi CFSE MFI

degerlerine oranlandi, (Formul 3.1).

Baslangic CFSE MFI
inkibasyon sonrasi CFSE MFI (3.1)

CFSE diltisyon=
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3.8. Nitrik Oksit (NO) Analizleri

Griess yontemi: ATRA veya D3 ve LPS veya IFN-y ile farkhlastirilan
HL-60 hicreleri 96 saat inklibasyonun sonunda santrtftij edilerek (13000rpm,
5 dakika, +4°C) ajanlar ortamdan uzaklastirildi. Hicreler sayilarak 1x10°
hicre/200 ul olacak sekilde tam RPMIl'da suspanse edildi ve 96 kuyucuklu
kultar kaplarinda 2 kuyuya (duplike) ekildi. 24 saat inkiUbasyonun ardindan iki
kuyucuk birlestirilerek santrifij (13000rpm, 5 dakika, +4°C) yapildi ve
supernatantlar +4°C’de toplanarak nitrit dizeyleri acgisindan Griess
reaksiyonu ile degerlendirildi. Bu amagla 100 pl sipernatant ve 100 pl Griess
ajani (%5 fosforik asit ve %0.1 N-1-Nnaphthylethylenediamin dihidroklorit
dH20 icerisinde %1 sulfanilamid) ile 96 kuyucuklu kudltir kaplarinda
karistinimistir. Griess ajani, Griess A ve Griess B ajanlari esit hacimde
karigtirilarak olusturulmustur. Nitrit konsantrasyonlarini hesaplayabilmek igin
“quadratik model’e” uygun bir standart egri temel alinmigtir, (Sekil 3.9).
Bunun igin, stok konsantrasyonu 10 mM standart sodyum nitrit, (NaNOz2)
cozeltisi tam RPMI ile 100 uM konsantrasyona indirgendi. icerisinde 100 pl
tam RPMI bulunan standart kuyucuklardan ilkine 100 ul eklenip, seri
dilisyonlari yapildi (50 uM, 25 uM, 12.5 uM, 6.25 uM, 3.125 pM, 1562.5 nM
ve 781.25 nM). Tum standart kuyucuklarina da 100 pl Griess ajani eklendi.
inkiibasyon calkalayici (izerinde karanlikta, 30 dakika ve oda sicakhginda
gerceklestirildi. Plak 535 nm dalga boyunda (SpectraMax Plus, Molecular
Devices, CA, ABD) okundu. Analizler Softmaxpro 2.6.1 yazilimi (Molecular
Devices, ABD) ile gerceklestirildi. Seyreltilen (1:1) o6rneklerin analiz
sonrasindaki degerleri gercek konsantrasyonu yansitmalari amaciyla iki ile

carpilmistir.
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Sekil 3.9. Total NO konsantrasyonlarini hesaplayabilmek i¢in “quadratik
model’e”
nitrit, NaNOz2,) kullanilarak 100 uM, 50 uM, 25 uM, 12.5 pM, 6.25 uM, 3.125

MM konsantrasyonlarda standartlar kullaniimigtir. R"2: 0.942.

uygun olarak belirlenen standart egri. Standart ¢dzeltisi (sodyum

Nitric oxide (total) detection kit (Enzo, Tirkiye): kullanilarak da
supernatanlardaki nitrat duzeyleri arastinlmigtir. Bu olgim igin blank
kuyularina 200 ul reaksiyon buffer; 50 ul standart ¢ozeltisi (100 uM, 50 uM,
25 uM, 12.5 pM, 6.25 pM, 3.125 pM, konsantrasyonda standart sollisyonu
hazirlanmistir) standart kuyularina; 50 pl reaksiyon buffer zero standart
kuyularina; 50 ul hdcre supernatanlari da ornek kuyularina eklenmigtir. Blank
kuyulari haric tum kuyulara 25 pl nikotinamid adenin dinukleotid
(nicotinamide adenine dinucleotide, NADH) ve 25 ul nitrat rediktaz enzimi
eklenmigtir. Karanhkta ve 30 dakika 37°C’de inklibasyonun ardindan blank
kuyulari haric tim kuyulara 50 ul Griess ajani-l ve 50 pl Griess ajani-ll
siraslyla eklenip, 10 dakika oda sicakliginda ve karanlikta calkalayicida

inkiibasyona koyulmustur. Plak 550 nm dalga boyunda (SpectraMax Plus,
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Molecular Devices, ABD) okunmustur. Analizler Softmaxpro 2.6.1 yazilimi
(Molecular Devices, ABD) ile gergeklestirilmigtir.

Griess reaksiyoni veya nitric oxide (total) detection kit (ENZO)
kullanilarak yapilan tim deneyler 20 dakika PMA (0.8 uM) ile uyarim
kosullarinda da gercgeklestiriimistir. Bu sayede PMA ile uyariimig hucrelerin
MFI degerleri, uyarimsiz kosula oranlanarak NO indeksi hesaplanmistir ve

sonuglar bu degerler tGzerinden yorumlanmistir, (Formal 3.2).

PMA-uyarim OD
NO indeks = y 535nm (3.2)
Kontrol ODs35,m

3.9. Reaktif Oksijen Tirlerinin (Reactive Oxygen Species, ROS)

Analizleri

Cesitli kosullarda farkhlastirilan veya konrol HL-60 hlcreleri sayilarak,
5x10%500 ul olacak sekilde 5 mllik 2 tlpe (duplike) alindi. Bir gruba 5 pl
phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) (0.8 uM) eklenerek 20 dakika 37°C
de inklbasyona birakildi. PMA’s1z gruplar santriflij (1800rpm, 5 dakika, +4°C)
edilerek 500 yl PBS’de slispanse edildi. inkiibasyon sonunda PMA’li gruplar
da santrifij (1800rpm, 5 dakika, +4°C ) edilerek 500 pl PBS’de sUspanse
edildi. Tum gruplara, 5 yl Karboksi-H2-DCF-DA (Anaspec, ABD) (1mM)
eklenerek 20 dakika 37°C de inkibasyona birakildi. Tupler inkibasyon
sonrasinda santriflij edilerek (1800rpm, 5 dakika, +4°C ) 200 ul tam RPMI ile
suspanse edildi ve buz Uzerine alindi. Analizler akim sitometri cihazinda
gergeklestirildi. Tum deney asamalari karanlikta gergeklestirildi. Sonuglarin
yorumlanabilmesi icin deney gruplarinin ROS indeksi hesaplandi. Bunun igin
PMA ile uyarim sonucunda elde edilen MFI degerleri, uyarimsiz MFI

degerine oranlanmistir, (Formal 3.3).
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PMA-uyarim MF| (3.3)
Kontrol MFI

ROS indeksi=

3.10. Percoll Gradient Santrifij Yontemi ile HL-60 Hicrelerinin

Yogunluk Ayrimlanmasi

ATRA veya D3 ile 96 saat boyunca inkube edilen HL-60 hucreleri 15
ml’lik tiplere alinarak santrifij (1800rpm, 5 dakika, +4°C) edildi ve 4 ml PBS
eklenerek suspanse edildi. %100 percoll, PBS kullanilarak %75, %70, %65,
%60, %55, %50, %30 ve %20 yogdunluklarina seyreltildi. %75’lik percoll
yogunlugundan baslanip %50’lik percoll yodunluguna kadar azalan
yogunluklarda 2’ser ml percoll 15’lik falcona Ust Uste yayildi. En Uste ise 2 ml
ATRA veya D3 ile uyariimis HL-60 veya kontrol hlcreleri eklendi. Hicreler
santruftj (400xg, 40 dakika, +4°C, Hizlanma: 8 ve Yavaslama: 0 ) edildikten
sonra olusan fazlar toplandi. Tim gruplarda hucrelerin 6zellikle ~%50
yogunlukta toplandigi gozlemlendi ve daha az yogunlukta hucrelerin
belirlenebilmesi i¢in %50, %30 ve %20 percoll yogunluklari kullanilarak
deneylere devam edildi. Percoll yontemiyle farkh yogunluk fazlarinda (~%50
ve ~%40) ayrimlanan HL-60 hucreleri, (Sekil 3.10) toplanarak PBS ile
yikandi. Hucreler anti-CD14, anti-CD11lb ve anti-CD11c antikorlar ile

isaretlendi. Analizler akim sitometri cihazinda gergeklestirildi.
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Sekil 3.10. A) ATRA veya D3 ile uyarimigs HL-60 hucrelerinin percoll
gradiyent santrifij yontemi ile ayrimlanma kosullari ve yaklasik %40 ve %50

percoll yogunluklarinda toplanan hucrelerin temsili gosterimi.

3.11. Farkhlastinlan HL-60 Hiuicrelerinde Morfolojik Analizler

ATRA veya D3 ve LPS veya IFN-y uyarilan, veya kontrol HL-60
hicreleri 96 saat inkUbasyonun sonunda pipetlenerek homojen olarak
dagitildi. Her kosuldan 1’er ml alindiktan sonra hucreler cytospin yapilarak
May-Granwald Giemsa ile boyandi ve isik mikroskobu (Olympus, BX50,
Japonya) ile sitolojik analizleri gergeklestirildi. Sitolojik boyamalar Hacettepe

Universitesi Tip Fakdiltesi Patoloji Anabilim Dalinda gergeklestirilmistir.

3.12. istatistiksel Analiz

Veriler, en az 3 bagimsiz deney yapilarak elde edilmistir. ANOVA ve
Student’s t-testi kullanilarak analiz yapilmistir. Analiz sonucunda P<0.05

olarak hesaplanan sonuclar, istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.



62

4. BULGULAR

4.1. HL-60 Miyeloid Losemi Hiicre Hattinin All-trans Retinoik Asit
(ATRA) veya 1a,25-dihidroksivitamin D3 (D3) ile Farkhlastiriimasi

HL-60 l|6semi hucreleri farkli miyeloid hicre serilerine donlisme
kapasitesi nedeniyle farklilagsma ¢alismalarinda siklikla kullaniimaktadir (159)
. Buradan hareketle, ATRA veya D3 ajanlari ile yapilacak uyarimlarda, daha
once yapllmis caligmalarda bildirilen son konsantrasyon ve inklUbasyon
sureleri géz o6nldnde bulunduruldu (160,161) . Ayrica, miyeloid hicre
farkhlasmasi sirasinda en belirgin dedisimi gosteren hicre ylzey belirtecleri
(CD11b, CD11c, CD14, CD15, CD16, CD66b ve HLA-DR) deg@erlendirilerek,
ilk etapta g¢alisma igin uygun uyarim kosullar belirlendi.

HL-60 hucrelerinin ATRA ile 24, 48 ve 96 saat uyarimina 100 nM
konsantrasyon ile baslandi. Fakat 96 saatlik inkibasyon sonunda CD11b ve
CD11c belirteclerinde kontrol HL-60 hucrelerine gore sinirli dizeyde artis
gozlendi, (Sekil 4.1A ve 4.1B). ATRA konsantrasyonu 1 uM’a yukseltildiginde
ise HL-60 htcrelerinin buyidk ¢ogunlugunda (>%65) CD11b (kontrol, %5+3.3;
ATRA 1 uM; %70.7+11.7) ve CD11c (kontrol, %9.843.6; ATRA 1 uM,
%80.61£6.6) belirtecleri 96. saatte belirlendi, (Sekil 4.1C). Gerek kontrol,
gerekse 100 nM ve 1uM ATRA ile uyarilan hucrelerin CD15 duzeyinde
zamana bagl bir azalma goézlenirken; CD14, CD16, CD66b ve HLA-DR
ekspresyonunun ATRA ile uyariimadidi belirlendi, (Sekil 4.1D). 48 saatlik
uyarimda ise, bu hicrelerin farklilasma yoluna girdigine dair gdzlemler
yapildi. Bu sonuglar dogrultusunda 96 saat ve 1 yM ATRA ile uyarimin HL-60
farklilasmas! igin uygun oldugu gérildi. lleride yapilacak deneyler bu

kosullarda gergeklestirildi.
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Sekil 4.1. Farkli iki konsantrasyonda uygulanan ATRA uyarimi sonucunda
HL-60 hacrelerinde CD11b, CD11c, CD14 ve CD15 ylzey belirteglerinin
zamana bagh degisimleri gosterilmistir. A) Kontrol HL-60 hucrelerinde, B)
100nM ATRA konsantrasyonu ile uyarilan HL-60 hucrelerinde, C) 1 uM
ATRA konsantrasyonu ile uyarilan HL-60 hucrelerinde CD11b, CD11¢, CD14
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veya CD15 belirteci tasiyan hucre yuzdelerinin degisimi. D) 1 yM ATRA
konsantrasyonu ile uyarilan HL-60 hucrelerinde CD11b, CD11¢c, CD14,
CD15, CD16, CD66b veya HLA-DR ylzey belirteglerinin zamana badli
degisimlerinin gosterildigi temsili akim sitometri histogramlari. Bos histogram,

izotipik kontrol; dolu histogram, 6zgul antikorla boyanma.

HL-60 hucreleri 100 nM D3 ile 24, 48 ve 96 saat surelerinde inkube
edildi. CD11b (kontrol, %5.2+3.3; D3, %74.1+4.5), CD11c (kontrol %9.8+3.6,
D3 %69.1+7.5) ve CD14 (kontrol %4.6+£3.9, D3 %36.8+1.8) belirteclerinde

kontrole gore en belirgin artis inkibasyonun 96. saatinde goérulda.

Kontrol B D3, 100 nM
100 - 100 -
e 80 1 o c 80 1 <4 CD11b
9 9 CD11c
> 60 - > 60 A 1
‘9,' 2 % 10 - -4 CD14
m m O (D15
< 20 - R 20 1
E=""Sy 0-

0 24 48 96sa 0 24 48 96sa
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Sekil 4.2. D3 uyarimi sonrasinda HL-60 hlcrelerinde CD11b, CD11c, CD14
ve CD15 yuzey belirteclerinin zamana bagh degisimleri. A) Kontrol HL-60

hicreleri veya B) 100nM D3 konsantrasyonu ile uyarilan HL-60 hdcrelerinde
CD11b, CD11c, CD14 veya CD15 belirteci tasiyan hicre ylzdelerinin
degisimi. C) 100nM D3 konsantrasyonu ile uyarilan HL-60 hicrelerinde
CD11b, CD11c, CD14, CD15, CD16, CD66b ve HLA-DR ylzey belirteclerinin
zamana bagh degisimlerinin gosterildigi temsili akim sitometri histogramlari.

Bos histogram, izotipik kontrol; dolu histogram, 6zgul antikorla boyanma.

Yine, CD15 ekspresyonunda zamana bagli hafif bir dists gdzlenirken,
100 nM D3 ile uyariminin CD16, CD66b veya HLA-DR ekspresyonlarinda
kontrol HL-60 hucrelerine gore herhangi bir degisime neden olmadigi
goéruldu. ATRA ile uyarima benzer sekilde, D3 uyariminin da 48. saatinde
hicrelerin farklilagsma yoluna girdikleri goraldu.

CD11b, CD11c, CD14 ve CD15 yuzey belirteclerinin 1 yM ATRA ve
100 nM D3 ile 96 saatlik uyarim sonrasinda degisimi kiyaslandiginda, (Sekil
4.3) CD14’Uin sadece D3 ile anlamli dizeyde uyarilabildigi goérulmustar.
CD11b, CD11c veya CD15 dizeyleri ATRA veya D3 ile uyariimis gruplarda

benzer dizeylerde gozlenmigtir.
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Sekil 4.3. HL-60 hlcrelerinde 96 saat 1 uM ATRA veya 100 nM D3 uyarimi
sonucunda CD11b, CD11c, CD14 veya CD15 belirteclerini tasiyan hucre
yuzdelerinin gruplar arasindaki farkhlklari, (**P<0.01). Knt., kontrol HL-60

hiicreleri.

4.1.1. ATRA veya D3 ile Uyarilan HL-60 Hicrelerinde Diger

immiinofenotipik Farkliliklarinin Arastiriimasi

Temel miyeloid farklilagma belirtecleri arasinda yer alan CD11b,
CD11c, CD14, CD15, CD16, CD66b, HLA-DR molekullerine ek olarak;
miyeloid hicre fonksiyonel farklilasmasi hakkinda bilgi verebilecek CDA40,
TRAIL, TLR4, CD62L ve CD70; ko-stimulasyonda etkili B7-H1, B7-DC, B7-
H2, CD80 ve CD86 B7 ailesi belirteglerinin dizeyi de 96 saat 1uM ATRA
veya 100nM D3 ile uyariimis HL-60 hucrelerinde arastirildi, (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. HL-60 hicrelerinde 96 saat ATRA veya D3 uyarimi sonucunda A)
miyeloid fonksiyonda etkili molekullerin ve B) B7 ko-stimulator molekullerinin
ekspresyon duzeyini gosteren temsili akim sitometri histogramlari. Bos

histogram, izotipik kontrol; dolu histogram, 6zgul antikorla boyanma.

ATRA uyarimi, CD86 (kontrol, %9.415.2; ATRA, %22.6+9.9) ve
CD62L (kontrol, %3.2+0.5; ATRA, %37.2+9.4) artisina, B7-H2 pozitif
hicrelerin ise (kontrol, %79.4+3.4; ATRA, %7.915.3) azalmasina neden
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olmustur. D3 uyariminda ise, CD62L (kontrol, %3.21+0.5; D3, %18.3+1.6)
dizeyinde artig, B7-H2'de (kontrol, %79.4+3.4; D3, %7+2.6) azalma
gorulmagstir. CD70 (kontrol, %67.4; ATRA, %87.7; D3, %54.6) ylzey
ekspresyonunun her iki uyarimdan etkilendigi goértlmus fakat kontrol HL-60
hicrelerine gore pozitif hlcre ylzdeleri arasinda belirgin  bir fark
izlenmemigtir. Bar grafikleri ¢izilirken 3 bagimsiz deney sonuglarinin
ortalamasi dikkate alinmigtir. CD70 antikoru sadece bir defa boyanma igin
yetmistir. Bu yluzden CD70’in bar grafigi cizilememistir. Analiz edilen diger
belirteclerde ATRA ve D3 uyariminda kontrol HL-60 hicrelerine gore anlamli
fark olusmamistir, (Sekil 4.4 ve Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. HL-60 hucrelerinde 96 saat ATRA veya D3 uyarimi sonucunda
kontrol HL-60 hucrelerine gore ekspresyon varligi belirlenen B7-H1, B7-H2,
B7-DC, CD86, CD62L veya TLR4 ylzey belirteclerini tasiyan hicre
dizeylerinin gruplar arasindaki yuzde degisimleri. Knt; Kontrol HL-60
hicreleri, (*P<0.05, **P<0.01).
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4.1.2. ATRA veya D3 ile Olgunlastirnlan HL-60 Hducrelerinin

Yogunluk Farklarinin Arastiriimasi

Farklilasan ve/veya olgunlasan miyeloid hUcrelerin hucresel
yogunlugunda artis gozlenir (162) . ATRA veya D3 ile farklilagtirilan HL-60
hdcrelerinin yogunlugundaki degisimi belirlemek amaciyla %50, %30 ve %20
Percoll gradient ayrimlama yontemi kullanildi. Kontrol HL-60 hucreleri ~%50
Percoll dilisyonunda tek bir faz olarak toplanirken, 96 saat boyunca ATRA
veya D3 ile uyariimig hucrelerde ~%40 ve ~%50 Percoll yogunluk bélgesinde
iki ayri fazda toplanmig hucreler gozlemlendi. Bu yogunluk farkinin CD11b,
CD11c ve CD14 farklilagsma belirtecleri ile iligkisini belilemek amaciyla her iki
ayri fazdaki hicreler toplanarak, immunofenotip analizi gergeklestirildi.

Genel olarak, ~%40 Percoll bdlgesinde yogunlasan hicrelerin
immunofenotipik olarak ~%50 bolgesindekilere kiyasla farklilasma
belirteclerini daha dusuk dizeylerde tasidigr gortlmuastir. ATRA grubunda
~%50 bdlgesinden toplanan hicrelerin pozitiflik orani; CD11b (%54.71£5.6) ve
CD11c (%49.6+3.6) belirte¢c ekspresyonu ~%40 bdlgesindekilerden (CD11b,
%28.846.8; CD11c, %35.3+12.4) daha yuksek idi, (Sekil 4.6A ve Sekil 4.8A).
Benzer sekilde, D3 grubunda da ~%50 Percoll dilisyonunda toplanan
hicrelerin CD11b (%82+5.8), CD11c (%72.4+9.8) ve CD14 (%54.9+3)
ekspresyonu ~%40 bolgesindekilere (CD11b, %62.8+4.9; CD11c, %34.913;
CD14, %35.2+1.9) gore daha ylksek olarak belirlendi, (Sekil 4. 6B ve Sekil 4.
8B). Her iki grupta da ~%50 Percoll dilisyon bdlgesine ¢Oken hicresel
yogunlugu daha fazla olan hucrelerin hem CD11b ekspresyon duzeyi
(CD11b") hem de CD11b pozitiflik ylizdesi daha anlamli diizeylerde yliksekti.
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Sekil 4.6. A) ATRA veya B) D3 ile uyariimig HL-60 hdcrelerinin Percoll
gradient yontemi ile ayrimlamasi sonucunda olusan yaklasik %40 ve %50
fazlarindan toplanan hucrelerin CD11b, CD11c ve CD14 ekspresyonlarina ait
temsili akim sitometri histogramlari. CD11b", CD11b ylizey antijenini yiiksek

duzeyde eksprese eden hucreler.
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Ayrica, D3 grubunda ~%50 Percoll fazinda toplanan hicrelerin
CD11b/CD14 ko-ekspresyon pozitifligi (%53.2+3), CD11c/CD14 pozitifligine
(%42.7+7) gbre daha belirgin idi. Percoll ~%40 fazinda toplanan D3 ile
uyarilmis hucrelerde ise, CD11b/CD14-negatif veya CD11c/CD14-negatif
hucrelerin y1gildigr goruldua, (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. D3 ile uyariimis HL-60 hucrelerinde Percoll gradient ayrimlamasi
sonucunda olusan ~%40 ve ~%50 fazlarinda bulunan hucrelerde CD11b ve
CD11c yuzey belirteglerinin CD14 ile ko-ekspresyon analizi. Temsili akim

sitometri nokta sacilim grafikleri gosterilmistir.

Tum bu sonuglar dogrultusunda hem ATRA hem de D3 grubunda
daha olgun hucrelerin ~%50 Percoll dilusyon fazinda toplandigi ve 6zellikle
CD11b’yi daha yuksek duzeylerde eksprese ettigi belirlenmigtir, (Sekil 4.8).

imminofenotipik ve yogunluk analizleri sonucunda 96 saat boyunca 1
MM ATRA veya 100nM D3 ile wuyarilan HL-60 hcrelerinin farkl
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immunofenotipik karakter ve olgunlasma dereceleri kazanmalari nedeniyle,
ATRA ile farkhlastirilan hucreler A-HL-60; D3 ile farklilagtirilan hicreler ise D-

HL-60 olarak isimlendirilmistir.
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Sekil 4.8. A) ATRA veya B) D3 ile 96 saat uyarilmis HL-60 hicrelerinde
Percoll gradient ayrimlamasi sonucunda olusan yaklasik ~%40 ve ~%50
fazlarinda toplanan hucrelerin CD11b, CD11c veya CD14 yuzey belirteclerini
tasima yuzdeleri gosterilmigtir, (*P<0.05, **P<0.01).

4.2. ATRA veya D3 ile Farkhlastirlan HL-60 Hucrelerinin LPS veya
IFN-y Varlhiginda Kazandiklar Karakterler

IFN-y ve LPS immun hdcrelerin olgunlagmasini, farklilagsmasini ve
aktivasyonunu yonlendiren sinyal yolaklarini aktive eder (163-166) . ATRA
veya D3 ile 96 saat boyunca farklilastirilan HL-60 hucrelerinin (sirasiyla, A-
HL-60 hucreleri veya D-HL-60 hicreleri) LPS veya IFN-y'ya yanitlari
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hacrelerin  fonksiyonel acgidan karakterlerinin  belilenmesine katkida
bulunacaktir. A-HL-60 ve D-HL-60 hucrelerinin geligsimi sirasinda, 48 saat
sureyle ATRA veya D3 ile inklibe edilen hicrelerin miyeloid farklilasma
surecine girdigi yapilan ilk deneylerde belirlenmisti, (Sekil 4.1C ve Sekil
4.2B). Bu nedenle, HL-60 hucrelerinin ATRA veya D3 inkibasyonunun 48.
saatinde ortama LPS veya IFN-y da eklenerek, deneyler 48 saat sonra
(ATRA veya D3 inkubasyonu toplam 96 saate tamamlandi) sonlandirildi. Bu
uyarimlar sonrasinda htcrelerdeki morfolojik ve immunofenotipik farkhliklar,
reaktif oksijen turleri (ROS) ve nitrik oksit (NO) uretimi ve hicrelerin gogalma

kapasiteleri degerlendirilmigtir.

4.2.1. Canlhiik Analizi

Hem ATRA veya D3 ve LPS veya IFN-y uyarimlarinin hem de bu
ajanlarin icerisinde ¢ozuldukleri maddelerin 96 saat boyunca hucre
canlihgina zarar verici etkileri olabilir. Bu nedenle, propidyum iyodur (PI)
boyama ile akim sitometrik canlilik analizi gerceklestiriimistir. Bu analizler
sonucunda, tim gruptaki hicrelerin >%97 canlliga sahip oldugu belirlendi,
(Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. ATRA veya D3 ve LPS veya IFN-y varliginda farklilastirilan HL-60
hdcrelerinin 96 saat sonraki canlilik durumu akim sitometrik propidyum iyodur

(PI) analizi ile degerlendirildi. Temsili histogramlar gosterilmektedir.

4.2.2. Morfolojik Analiz

ATRA, D3, LPS, IFN-y veya bu ajanlarin kombinasyonlari ile inkibe
edilen HL-60 hucreleri sitolojik degerlendirme i¢in May-Grunwald Giemsa
boyasi ile boyandi.

Kontrol HL-60 hcreleri blastik karakterde, merkezi yerlesimli
sitoplazmayi daraltan yuvarlak nukleusa sahip hucreler olarak izlendi. HL-60
hicrelerinin LPS ve Ozellikle IFN-y ile uyarimi sonucunda ise, nikleusun oval
sekil kazandigi ve sitoplazmik alanin genisledigi goéruldd. IFN-y ile
inkibasyon sonrasinda bazi hiucrelein nukleuslarinda segmentasyon belirgin
hale geldi, (Sekil 4.10).

A-HL-60 hacreleri ince granullu, genellikle azurofilik boyanan genis bir
sitoplazmaya ve segmentasyonu belirgin hale gelmis nukleuslara sahipti. Bu
hicrelerin LPS ile uyariimasi bazi hicrelerde genis sitoplazmik vakuollerin

belirmesine neden oldu. Ayrica, sitoplazma hacminde belirgin artis izlendi.
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IFN-y ile kalturt gercgeklestirilen A-HL-60 grubunda ise, hucrelerin gogunda
bdbrek sekilli ve eksentrik nikleus bulundugu goraldi. Ayrica, bu hicrelerde

grandl artisi da gézlendi, (Sekil 4.10).

Kontrol

Sekil 4.10. Kontrol HL-60, A-HL-60, D-HL-60 ve bu hucrelerin LPS veya
IFN-y varliginda gosterdikleri morfolojik degisimler May-Grunwald Giemsa
boyamasi ile incelendi. Temsili mikrograflar gésterilmektedir, (1000x).

D-HL-60 hucreleri morfolojik olarak kontrol HL-60 hucrelerine benzer
sekilde gozlemlendi. Ancak, bu hicrelerin LPS varliginda sitoplazmalarinda
yaygin ve genis vakuoller iceren, bdbrek seklinde veya pleomorfizim
goOsteren eksentrik nukleuslu hicrelere donustugu goruldu. Benzer durum,
sitoplazmik vakuollerin daha az ve nukleusun daha oval olmasiyla birlikte
IFN-y ile inkUbasyonu gerceklesen D-HL-60 hicrelerinde de goruldu, (Sekil
4.10).
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A-HL-60 ve D-HL-60 hucrelerinin LPS veya IFN-y varhginda
farkhlastirlmasi kisa tomurcuklar seklinde membran projeksiyonlarinin da

olusmasina neden oldu, (Sekil 4.10)

4.2.3. LPS veya IFN-y Varhginda Farkhlastirilan Kontrol HL-60, A-

HL-60 ve D-HL 60 Hiicrelerin immiinofenotip Analizi

Gerek kontrol HL-60, gerekse A-HL-60 veya D-HL-60 hucrelerinin LPS
varliginda 96 saate tamamlanan farkllasma sireci sonunda arastirilan
CD11b, CD11c, CD14, CD15, CD16, CD66b, HLA-DR, TRAIL, CD40, TLR4
ve CDG62L yuzey belirteglerinde anlamli bir ekspresyon degisimi gorulmedi,
(Sekil 4.11 ve Sekil 4.13). Diger taraftan, kontrol hucrelerinin IFN-y ile
uyariilmasi CD14 (kontrol, 4.6+3.9; HL-60+IFN-y, %69+10.3) ve HLA-DR
(kontrol, %0.94£0.4; HL-60+IFN-y, %42+14.8) yuzey belirteclerinde belirgin ve
anlamli bir artisa neden oldu. Benzer durum A-HL-60 (CD14* A-HL-60,
%5.1+1.9; A-HL-60+IFN-y, %95+2.8) (HLA-DR* A-HL-60, %1.5+1.7; A-HL-
60+IFN-y, %86.3+10.7) veya D-HL-60 (CD14* D-HL-60, %36.8+1.8; D-HL-
60+IFN-y, %70.1+14.5) (HLA-DR* D-HL-60, %1+0.3; D-HL-60+IFN-y,
%52+18.2) hlicrelerinde de gorildu, (Sekil 4.12, Sekil 4.13C ve Sekil 4.13G).
IFN-y, TLR4 ekspresyonunu genel olarak pozitif ydonde etkilerken, sadece A-
HL-60 grubunda TLR4-pozitif hucre ylzdesini anlamh dizeyde artirdi
(%79.3+7), (Sekil 4.12 ve Sekil 4.13E). IFN-y varliginda CD14, HLA-DR ve
TLR4 disindaki belirtegleri tasiyan hucrelerin  dizeyinde bir farklihk
g6zlenmedi, (Sekil 4.12 ve Sekil 4.13).
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Sekil 4.11. LPS varhdinda farkhlagtinlan HL-60, A-HL-60 ve D-HL-60
hicrelerinde A) miyeloid olgunlagsma/farklilagsma ve B) fonksiyonel karakter
belirteclerinin  ekspresyonu. Temsili akim  sitometri  histogramlari
gOsterilmigtir. Bos histogram, izotipik kontrol; dolu histogram, 6zgul antikorla

boyanma.
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Sekil 4.12. IFN-y varhiginda farkhlastinlan HL-60, A-HL-60 ve D-HL-60
hucrelerinde A) miyeloid olgunlagsma/farklilasma ve B) fonksiyonel karakter
belirteclerinin  ekspresyonu. Temsili akim  sitometri  histogramlari
gosterilmigtir. Bos histogram, izotipik kontrol; dolu histogram, 6zgul antikorla

boyanma.
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Sekil 4.13. LPS veya IFN-y varhginda farklilagtirilan HL-60, A-HL-60 ve D-
HL-60 hudcrelerinde degisim gosteren A) CD11b, B) CD11¢c, C) CD14, D)
CD15, E) TLR4, F) CD62L, G) HLA-DR yuzey belirteglerini tasiyan hicrelerin
yuzde grafikleri, (*P<0.05, *P<0.01).
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4.2.4. LPS veya IFN-y Varhginda Farkhlastirilan Kontrol HL-60, A-
HL-60 ve D-HL-60 Hiucrelerinde Ko-stimulator Molekillerin

Ekspresyonu

LPS wuyarimi (48 saat) ile 96 saate tamamlanan inkUbasyon
sonrasinda, kontrol HL-60, A-HL-60 ve D-HL-60 hucrelerinin B7-H1, B7-DC,
B7-H2, CD80 ve CD86 ko-stimulator molekullerinde anlamli bir ekspresyon
degisimi gorulmedi, (Sekil 4.14A ve Sekil 4.15). Ancak, bu hicrelerde IFN-y
ile uyarim sonrasinda CD86 (HL-60+IFN-y, %21.24+5.3; A-HL-60+IFN-y,
%38.4+9.3; D-HL-60+IFN-y, %31.6£10.5), B7-H1 (HL-60+IFN-y, %16.1+£7.5;
A-HL-60+IFN-y, %69.1+19.6; D-HL-60+IFN-y, %86.5+10) ve B7-DC (HL-
60+IFN-y, %50.5t£5.6; A-HL-60+IFN-y, %88.6+2.9; D-HL-60+IFN-y,
%54.91£12.9) molekillerinin ekspresyonununda belirgin ve anlamli bir artis
goriliirken, B7-H2 (HL-60+IFN-y, %46.7+11.8; A-HL-60+IFN-y, %3.7+2.7; D-
HL-60+IFN-y, %3.3+1.3) molekulinin ekspresyonunda anlamh azalis
saptanmistir, (Sekil 4.14B ve Sekil 4.15). IFN-y uyariminin, A-HL-60 ve D-
HL-60 hucrelerinde kontrol HL-60 hucrelerine gore B7-H1 ve B7-DC
ekspresyonunu daha fazla artirirken, B7-H2'yi azalttigi goraimustar, (Sekil
4.15). IFN-y ile uyarilmis gruplar kiyaslandiginda, B7-H1 belirtecindeki artig,
D-HL-60 hucrelerinde (%86.5+£10); B7-DC ve CD86’'daki artis A-HL-60 (B7-
DC, %88.6%£2.9; CD86, %38.41+9.3) hicrelerinde ve B7-H2'deki azalis ise A-
HL-60 (%3.7+£2.7) ve D-HL-60 (%3.3+1.3) hucrelerinde gorulmustar, (Sekil
4.15).
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Sekil 4.14. Kontrol HL-60, A-HL-60 ve D-HL-60 hicrelerinin 48 saat A) LPS
B) IFN-y varliginda farkhlastirimalari sonrasinda B7-H1, B7-DC, B7-H2,
CD80, CD86 ve CD70 ko-stimulator molekullerindeki ekspresyon degisimleri

temsili akim sitometri histogramlari ile gosterilmistir. Bos histogram, izotipik

kontrol; dolu histogram, 6zgul antikorla boyanma.
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Sekil 4.15. LPS veya IFN-y varliginda farklilastirilan HL-60, A-HL-60 ve D-
HL-60 hicrelerinde degisim gosteren A) CD86, B) B7-H2, C) B7-H1, D) B7-
DC ko-stimulatér molekdillerini tasiyan hicrelerin ylzde grafikleri, (*P<0.05,
**P<0.01).

CD70 belirteci kontrol HL-60 (%67.4) hucreleri ile kiyaslandiginda,
ATRA uyarimi (%87.7) ile hafif bir artis gorulirken, D3 uyarim (%52.812.5)
bu belirtecin ekspresyonunun biraz azalmasina neden olmustur. Bu belirtecin
ekspresyonu kontrol HL-60 hucreleri ile kiyaslandidinda LPS uyarimi ile artis
gOsterirken en belirgin fark A-HL-60 htcrelerinde goérulda (kontrol HL-60,
%67.4; HL-60+LPS, %81.5+3.6; A-HL-60+LPS, %94,7+0,4; D-HL-60+LPS,
%70,25+3). IFN-y uyarimi ile kontrol HL-60 (%62.4+2) ve A-HL-60
hicrelerinde (75.8+1.2) hafif bir artis gorulirken, D-HL-60 hicrelerinde
(%48+1.2) azalma belirlendi. CD70 ekspresyonunda bazi degisiklikler
gorulmesine ragmen 3 bagdimsiz deney tamamlanamadigi i¢in (n=2) ylzde
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degisim grafigi hazirlanamamistir. Bu yuzden degisim sadece temsili akim
sitomerti histogramlari ile gosterilmigtir, (Sekil 4.14).

Ayrica, CD86, B7-H1 ve B7-DC molekilleri miyeloid olgunlagsma ile
iliskili CD11b belirteci ile beraber isaretlendiginde, bu ylzey belirtecini yiksek
duzeylerde eksprese eden hucrelerin buyluk oraninin CD86, B7-H1 veya B7-
DC pozitif oldugu gorulmagtur, (Sekil 4.16).
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Sekil 4. 16. IFN-y veya LPS ile uyarilan HL-60, A-HL-60 ve D-HL-60 hucrelerinde A) CD86, B) B7-H1 ve C)B7-DC ko-

stimulatdér molekdllerinin CD11b ile es zamanli varhdi temsili akim sitometri nokta sacilim grafikleri ile gdsterilmigtir.
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4.2.5. LPS veya IFN-y Varhginda Farkhlastirilan Kontrol HL-60, A-
HL-60 ve D-HL-60 Hucrelerinin Proliferasyon Kapasitesi ve CD11b
Diizeyi ile iligkisi

HL-60, A-HL-60, D-HL-60 ve bu hucrelerin IFN-y veya LPS varliginda
gosterdikleri proliferasyon aktivitesinin, farklilasma (olgunlagsma) derecesi ile
iliskilendirilmesi amaclanmistir. Bu hdcreler, negatif, cok dusuk, dusuk, orta
ve yuksek CD11b ekspresyon duzeylerine gore siniflandirildi. Proliferasyon
kapasitesi iki farkli strateji izlenerek degerlendirildi (Bolum 3.7). Hucrelerin
ATRA, D3, LPS, IFN-y veya bu ajanlarin kombinasyonlari varliginda (ilk 96
saatlik) proliferasyon duzeylerini belirlemek i¢in hidcreler inkibasyona
baglarken RedCFSE ile boyandi (ilk 96 saat deneyi). Proliferasyonun
kararhligini belirlemek amaciyla ise, bu kez 96 saat boyunca farklilastirilan
hicreler yikanarak uyaranlar ortamdan uzaklastirildi ve RedCFSE ile
boyanma gergeklestirildi. Herhangi bir uyaran olmadan sadece tam RPMI
kaltar ortami varliginda 96 saat daha inklibasyon gercgeklestirildi (ikinci 96
saat deneyi). inkiibasyon sonunda RedCFSE boyasinin diliisyonu akim
sitometri ile degerlendirildi.

Proliferasyon kapasitesinin ilk, (Sekil 4.17A, Sekil 4.19A ve Sekil
4.20A) ve ikinci 96 saatte, (Sekil 4.17B, Sekil 4.19B ve Sekil 4.20B) CD11b
ekspresyonu yuksek tim gruptaki hicrelerde, CD11b ekspresyonu daha
dusuk olan hucrelere gore azaldigi belirlenmistir, (Sekil 4.18 ve Sekil 4.22).
Proliferasyon ve CD11b pozitifligi arasindaki bu ters oranti ikinci 96 saatte
daha belirgin olarak gézlenmigtir, (Sekil 4.18, Sekil 4.21 ve Sekil 4.22). Gerek
kontrol, gerekse LPS veya IFN-y ile uyarilan HL-60 htcrelerinde CD11b
pozitifligi cok dusuk oranda idi, (Sekil 4.13A). Bu azinlik hicre grubunun dahi
proliferasyon duzeyleri genel CD11b" populasyona kiyasla azaldigi belirlendi,
(Sekil 4.17, Sekil 4.19 ve Sekil 4.20). A-HL-60 ve D-HL-60 hucrelerin IFN-y
veya LPS ile uyariimasi sonucunda ilk ve ikinci 96 saatte CD11b ylzey
belirtecini ylksek dizeyde eksprese eden hicrelerin proliferasyon
duzeylerinde belirgin azalis saptandi. Bu dusus Ozellikle ikinci 96 saatte
goruldu, (Sekil 4.17B, Sekil 4.19B, Sekil 4.20B ve Sekil 4.23).
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Genel olarak hucreler (A-HL-60, A-HL-60+LPS, A-HL-60+IFNy, D-HL-
60, D-HL-60+LPS, D-HL-60+IFNy) CD11b-pozitif ve CD11b-negatif olarak
gruplandirilip proliferasyon dulzeyleri arastirildiginda, iki alt-populasyon
arasindaki farkin ikinci 96 saatte daha belirgin oldugu goérulda, (Sekil 4.21).
liging olarak, CD11b tasimamalarina ve ortamdan ATRA, D3, LPS veya
IFN-y gibi ajanlarin uzaklagtinimig olmasina ragmen CD11b-negatif
hicrelerin ikinci 96 saat inkibasyon sonunda proliferasyon kapasitesinin

anlamli oranda dustigu goralmustar, (Sekil 4.22).
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Sekil 4.17. HL-60 hacrelerinin A) kontrol, ATRA veya D3 varliginda ilk 96
saatlik inkibasyonu, B) 96 saatlik ilk inkiibasyon sonrasinda ortamdan
ajanlarin yikanarak uzaklastiriimasini takiben ikinci 96 saatlik inkibasyon

siiresince ¢ogalma kapasitesi ve CD11b ekspresyonu. ilk ve ikinci 96 saat
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inkibasyonlarin sonrasinda hucreler anti-CD11b ve anti-CD14 antikorlari ile
isaretlenmistir. CD11b duzeylerine gore; P4 bdlgesi negatif (N), PS5 bolgesi
cok dusuk (CD), P6 bolgesi dusuk (D), P7 bolgesi orta (O) ve P8 bodlgesi
yuksek (Y) olarak kapi secilmistir. Bu kapilara diusen hucrelerin Red CFSE ile
boyanma histogramlari sag panellerde goérulmektedir. P bdlgesine dusen
hicreler ve sag panelde yer alan histogram renkleri 6rtismektedir. Her P
bolgesi igerisine dusen ortalama hucre yuzdeleri kapilarin Uzerinde

belirtiimistir. Temsili akim sitometri nokta sacilim ve histogram grafikleri

gOsterilmisgtir.
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Sekil 4.18. HL-60, A-HL-60 ve D-HL-60 hucrelerinin ilk ve ikinci 96 saatlerde
CD11b-pozitift ve  CD11lb-negatif populasyonlarinda  proliferasyon

dizeylerinde meydana gelen farkhliklarin goésterimi, (*P<0.05, **P<0.01).
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Sekil 4.19. LPS varhginda farklilagtirilan, HL-60, A-HL-60 ve D-HL-60
hucrelerinin A) kontrol, ATRA veya D3 varlidinda ilk 96 saatlik inkibasyonu,
B) 96 saatlik ilk inkUbasyon sonrasinda ortamdan ajanlarin yikanarak

uzaklastirimasini takiben ikinci 96 saat suresince ¢ogalma kapasitesi ve



90

CD11b ekspresyonu. ilk ve ikinci 96 saat inkiibasyonlarin sonrasinda
hacreler anti-CD11b ve anti-CD14 antikorlari ile isaretlenmigtir. CD11b
dizeylerine gore; P4 bolgesi negatif (N), P5 bolgesi ¢cok diusuk (CD), P6
bdlgesi dusuk (D), P7 bdlgesi orta (O) ve P8 bolgesi yuksek (Y) olarak kapi
secilmistir. Bu kapilara dusen hicrelerin Red CFSE ile boyanma
histogramlari sag panellerde gortulmektedir. P bdlgesine dusen hucreler ve
sag panelde yer alan histogram renkleri ortismektedir. Her P bdlgesi
icerisine dugen ortalama hucre yuzdeleri kapilarin Uzerinde belirtilmigtir.

Temsili akim sitometri nokta sagilim ve histogram grafikleri gosterilmistir.
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Sekil 4.20. IFN-y varliginda farklilagtirllan, HL-60, A-HL-60 ve D-HL-60
hucrelerinin A) kontrol, ATRA veya D3 varlidinda ilk 96 saatlik inkibasyonu,
B) 96 saatlik ilk inkibasyon sonrasinda ortamdan ajanlarin yikanarak

uzaklastirimasini takiben ikinci 96 saat suresince c¢ogalma kapasitesi ve
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CD11b ekspresyonu. ilk ve ikinci 96 saat inkiibasyonlarin sonrasinda
hacreler anti-CD11b ve anti-CD14 antikorlari ile isaretlenmigtir. CD11b
duzeylerine gore; P4 bolgesi negatif (N), P5 bolgesi ¢cok dusik (CD), P6
bdlgesi dusuk (D), P7 bdlgesi orta (O) ve P8 bolgesi yuksek (Y) olarak kapi
secilmistir. Bu kapilara dusen hicrelerin Red CFSE ile boyanma
histogramlari sag panellerde gortulmektedir. P bdlgesine dusen hicreler ve
sag panelde yer alan histogram renkleri ortismektedir. Her P bodlgesi
icerisine dugen ortalama hucre yuzdeleri kapilarin Uzerinde belirtilmigtir.

Temsili akim sitometri nokta sagilim ve histogram grafikleri gosterilmigtir.
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Sekil 4.21. LPS veya IFN-y varliginda farklilagtirilan, HL-60, A-HL-60 ve D-
HL-60 hucrelerinin ilk ve ikinci 96 saatler (Red CFSE dilisyonlari) suiresince
gosterdikleri proliferasyon ve CD11b pozitifligi ile iliskisi, (**P<0.01). Knt.,
kontrol HL-60 hacreleri.
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Sekil 4.22. LPS veya IFN-y varliginda farklilastirilan, HL-60, A-HL-60 ve D-
HL-60 CD11b-pozitif ve CD11b-negatif alt-populasyonlarinin proliferasyon

kapasitesinin kiyaslanmasi.

ilk ve

ikinci

96 saat deneyleri suresince

proliferasyon duzeylerindeki farkliliklar goésterilmistir, (*P<0.05, **P<0.01).
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Sekil 4.23. LPS veya IFN-y varliginda farklilastirilan, A-HL-60 ve D-HL-60
hdcrelerinin ilk ve ikinci 96 saatlik inkibasyon sonrasinda, CD11b
duzeylerine gore; negatif (Neg), ¢ok dusuk (CD), dusuk (D), orta (O) ve
yuksek (Y) ekspresyonlara sahip hicre alt-populasyonlarinin bu ajanlarin

etkisi sonucu proliferasyon dizeylerinde meydana gelen farkliliklar.

4.2.6. LPS veya IFN-y Varlhiginda Farklilagtinlan Kontrol HL-60, A-
HL-60 ve D-HL-60 Hucrelerinde Reaktif Oksijen Tiirlerinin (ROS)

uretimi

Hucreler, protein kinaz C (PKC) agonisti Phorbol 12-myristate 13-
acetate (PMA) ile kisa sure uyarilarak reaktif oksijen turleri (reactive oxygen
species, ROS) uretiminden sorumlu sinyal yolaklari aktiflestirilebilir (167) .
Bdylece, hicre sahip oldugu tim ROS Uretme kapasitesini kullanir. PMA ile
uyariimig kosullardan elde edilen verilerin, uyariimamis kontrol hucrelerine

orani ROS uretim indeksini verir. H2DCFDA boyasi ile yapilan akim
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sitometrik analizler sonucunda kontrol HL-60 hucrelerinin LPS veya IFN-y
varliginda ROS uretiminde anlamh bir fark gorilmedi. A-HL-60 hucrelerinin
ROS Uretme kapasitesinde kontrol HL-60’a gdre anlamh artis olmasina
ragmen LPS veya IFN-y’'nin etkisi goérlilmedi. Diger taraftan, D-HL-60
grubunda sadece LPS varliginda kontrol HL-60 hucrelerine kiyasla anlamh
derecede artig saptandi, (Sekil 4.24)

A Uyarimsiz PMA-uyarimi
Kontrol +LPS + IFN-y
HL-60 :: AN,
- A 3 i
A-HL-60:: |-
: |
D-HL-60': : x
H,-DCFDA
B 1,6 1 *
o — %% ¥ e
i *%
B 15| ——= 0
3 141 T
E y ) [ |Kontrol
- H+LPS
N 42 |
oL +IFN-y
X 11 -
1

HL-60 A-HL-60 D-HL-60

Sekil 4.24. Kontrol HL-60, A-HL-60, D-HL-60 ve bu hicrelerin LPS ve IFN-y
varliginda farklilagtirilmalari sonucunda ROS Uretim kapasitelerinin uyarimsiz
veya PMA ile uyariimis kosullar altindaki akim sitometrik analizleri A) Temsili
akim sitometri histogramlari B) ROS Uretim indeksi, (*P<0.05, **P<0.01).
H2DCFDA, diklorofloresan diasetat.
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4.2.7. LPS veya IFN-y Varhiginda Farklilagtirilan Kontrol HL-60, A-
HL-60 ve D-HL-60 Hiicrelerinde Nitrik Oksit (NO) Uretimi

LPS veya IFN-y varliginda farklilagtirilan kontrol HL-60, A-HL-60 ve D-
HL-60 hucreleri 96 saat inkiibasyonun sonrasinda uyarim ajanlari ortamdan
uzaklastirihip, 24 saat daha inkibe edildi. Hucrelerin nitrik oksit (NO)
uretimlerini belirleyebilmek igin stupernatanlarindaki nitrit ve nitrat duzeyleri
arastinldi. NO dlzeylerini analiz etmek icin tim hicre gruplarinin PMA ile
uyarilarak elde edilen elde edilen degerler, PMAsiz kosullarin degerlerine
oranlandi. Bu sekilde NO Uretim indeksi belirlendi. Bu degerler analiz
edildiginde tum hucre gruplarinin NO Uretimini gerceklestirdigi fakat bu Uretim

dizeyleri arasinda anlamli bir fark bulunmadigi gérulda, (Sekil 4.25).
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Sekil 4. 25. Kontrol HL-60, A-HL-60, D-HL-60 ve bu hucrelerin LPS ve IFN-y

varhginda farkhlastiriimalari sonucunda NO Uretim kapasiteleri

4.3. Farkhlastinlan HL-60 Hiicrelerinin T Hiicre Yanitlann Uzerine
Etkileri

4.3.1. CD11b ve CD14 Varhgina Goére Ayrimlanan A-HL-60 ve D-

HL-60 Hiicrelerinin CD4* T Hiicre Proliferasyonuna Etkisi

Gerek ATRA veya D3, gerekse bu ajanlarin LPS veya IFN-y ile

kombinasyonlari sonucunda immunofenotiplendirme, yogunluk ayrimlanmasi
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ve proliferasyon duzeylerinin degerlendirildigi deneyler sonucunda CD11b
belirtecinin ekspresyonunun veya bu ekspresyonun yuksek olusunun hucre
farkhlasmasi ile pozitif korelasyon gosterdigi belirlenmistir. Bu nedenle, ilk
etapta CD11b* hucrelerin CD4* T hicre yanitlarina olan etkisi arastirildi.
CD11b pozitifligine gore saflastirlan A-HL-60 hucreleri; CD11b ve
CD14 belirteclerinin varhdina gore FACS yontemi ile saflagtirilan D-HL-60
hicreleri (CD11b” A-HL-60, CD11b* A-HL-60, CD11bCD14  D-HL-60,
CD11bCD14* D-HL-60, CD11b*CD14  D-HL-60, CD11b*CD14* D-HL-60)
CFSE ile isaretlenmis naif CD4* T hucreleri ile 96 saat boyunca ko-kultur
yapildi. Kaltir ortamina T hdcre uyarimi igin anti-CD3 (klon HIT3a) antikoru
12.5 ng/ml veya 25 ng/ml konsantrasyonlarinda eklendi. Ayrimlanmamis
kontrol HL-60 hucreleri ile yapilan ko-kultirler kontrol olarak kullaniimigtir.
Miyeloid hdcre proliferasyonunun (6zellikle CD11b- hucrelerin sahip oldugu
yuksek proliferatif kapasiteden dolayi) deney sonuglarini etkilememesi igin
ko-kulttrler 0.5:1 miyeloid hiicre:CD4* T hlicre oraninda gergeklestirilmistir.
Genel olarak CD11b veya CD14 pozitifliginden bagimsiz olarak tim HL-
60 uyarim kosullarinin CD4* T hucre proliferasyonunu etkin sekilde uyardigi
goruldu, (Sekil 4.26 ve Sekil 4.27A). Total CD4* T hucre proliferasyonu
acisindan D-HL-60 hucrelerinin uyariciligi daha az idi. Ancak, sadece 12.5
ng/ml anti-CD3 mAb varliginda CD11b*CD14* hicrelerinde istatistiksel
anlamliiga ulasildi, (Sekil 4.27A). CD4* T hacrelerin proliferasyon hizi
degerlendirildiginde ise (3 duplikasyondan ileri giden huicrelerin ytzdesi) D-
HL-60 grubunun uyaricihginin (6zellikle 12.5 ng/ml anti-CD3 mAb varliginda)

anlamli derecede az oldugu belirlendi, (Sekil 4.27B).
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CFSE

Sekil 4.26. Miyeloid hucre:CD4* T hicre 96 saat 0.5:1 oraninda ko-kultir
sonucunda elde edilen akim sitometrik CFSE histogramlari. A) Tek basina
CD4* T hucre ve B) kontrol HL-60 C) CD11b A-HL-60 ve CD11b* A-HL-60
D) ilk satir CD11b"CD14" D-HL-60 ve CD11b'CD14* D-HL-60; ikinci satir



99

CD11b*CD14° D-HL-60 ve CD11b*CD14* D-HL-60 ile ko-kultarleri
gerceklesen CD4* T hucrelerin temsili akim sitometri histogramlari. P3, total

proliferasyon; ok Ug¢ proliferasyonu tamamlamis T hlcreleri gdstermektedir.
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Sekil 4.27. Miyeloid hiicre:CD4* T hicre 96 saat 0.5:1 oraninda ko-kultir
sonucunda prolifere olan CD4* T hucrelerin ylzdeleri. A) Total proliferasyon,
B) U¢ duplikasyon sonrasinda belirlenen proliferasyon yuzdesi. Hucre
gruplarinin siralamasi HL-60, CD11b- A-HL-60, CD11b* A-HL-60, CD11b"
CD14- D-HL-60, CD11b*CD14- D-HL-60, CD11bCD14* D-HL-60,
CD11b*CD14* D-HL-60, (*P<0.05). aCD3 mAb, anti-CD3 (klon HIT3a)

antikoru.
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4.3.2. IFN-y Varhginda Farkhlastirlan A-HL-60 ve D-HL-60

Hucrelerinin CD4* ve CD8" T Hucre Proliferasyonuna Etkisi

ATRA veya D3 ve IFN-y ile farklilastirlan HL-60 hucrelerinden, 96
saat inkUbasyonun sonunda CD11b ylzey belirtecini ylksek dizeyde
eksprese eden (CD11b") poplilasyonlar FACS yontemi ile saflagtiriimigtir. Bu
hicrelerin CFSE ile isaretlenmis CD4* veya CD8* T hucreler ile 96 saat ko-
KaltarG  yapildi.  Kadltdr ortamina T hicre uyarimi igin  12.5 ng/ml
konsantrasyonda anti-CD3 (klon HIT3a) antikoru eklendi. Miyeloid hticrelerin,
CD4* veya CD8* T hucrelerin proliferasyonu uzerindeki etkilerinin daha iyi
belirlenebilmesi icin deneylerde 0.25:1 miyeloid hlcre:CD4* veya CD8*
T hicre orani kullanildi.

IFN-y varhginda 48 saat ve ATRA veya D3 ile total 96 saat
farkhlastiriimis HL-60 hiicrelerinin, CD11b" populasyonlari ile yapilan 0.25:1
miyeloid hdcre:T hlcre ko-kultir deneylerinin sonucunda genel olarak IFN-y
ile gerceklesen kosullarda hem CD4* T hemde CD8* T hicrelerde
proliferasyon disisu goéruldid. Bu dustus D-HL-60 hcreleri ile gergeklesen
ko-kultir sonucunda ¢ok daha belirgin idi, (Sekil 4.28A ve Sekil 4.28B). Bu
sonuglar dogrultusunda D-HL-60 hucrelerinin T hucre (CD4* ve CD8* T

hdcreler) proliferasyonlarini etkin olarak baskiladigi goralmustar.
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Sekil 4.28. CD11 yluzey belirtecini yuksek dlzeylerde eksprese eden
(CD11b") miyeloid hlcre:T hiicre 96 saat 0.25:1 oraninda ko-kultir
sonucunda prolifere olan A) CD4* T hucre ve B) CD8* T hucrelerin temsili

akim sitometri histogramlari.
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5. TARTISMA

Losemi, hematopoez sirasinda immun hucrelerin  farklilasma
sinyallerine duyarsizlasarak, immatlr fenotiplerini muhafaza etmeleri ve
sinirsiz ¢odalma yetenegi kazanmalar ile gelisir (168,169) . Bu hicreler
sahip olduklari yasam ve c¢ogalma avantaji saglayan mutasyonlar ile
devamlihgini surdurdr ve immun sistemi farkh yollardan etkileyerek yok
edilmekten kurtulur (170) . AML hucrelerinin immun sistemle basa ¢ikmalarini
saglayan biyolojik karakterlerin anlagilabilmesi igin losemi hicre hatlari
onemli bir model teskil eder.

HL-60 hicre hatti ilk kez 1979 yilinda akut promiyelositik 16semi (M3)
tanisi almis 36 yasinda kadin bir hastadan izole edilmistir (171) . Daha sonra
yapilan c¢alismalarda ise translokasyon t(15;17)yi bulundurmamasi ve
morfolojik olarak AML-M3’den farkhliklar gostermesi nedeni ile AML-M2
olarak yeniden siniflandiriimistir (172) . Ayrica, bu hicrelerin gogunda CD34,
HLA-DR  ekspresyonunun  bulunmamasi; CD13, CD33, CD15
ekspresyonunun gorulmesi ile de HL-60 hucrelerinin hem AML-M2 hem de
AML-M3 ile uyumlu immunofenotipik karaktere sahip oldugu gdsterilmigtir
(173) . HL-60, immatur karakterini kolayca yitirerek farkli miyeloid hucre
serilerine farkllasma kapasitesine sahiptir. Bu nedenle, in vitro miyeloid
olgunlagsma ve farklilagsma calismalarinda siklikla tercih edilen hicre hattidir.
Ornegin, dimetil silfoksit (dimethyl sulfoxide, DMSO) (174) veya all-trans
retinoik asit (ATRA) uyarimi ile notrofil benzeri (9) ; phorbol 12-myristate 13-
acetate (PMA) (174) veya 1a,25-dihidroksivitamin D3 (D3) ile
monosit/makrofaj benzeri (8,175) ; n-Butyrate (176) veya orta dereceli alkali
kosullarda (pH 7.6-7.8) (177) eozinofil benzeri hicrelere farklilagabildigi
bildiriimektedir. immatiir miyeloid 16semi hiicreleri, sinirsiz cogalma ve in vitro
farkhlasma kapasiteleri sayesinde normal hematopoetik hicre geligsiminin de
modellenmesi igin kullaniimaktadir (7) . Ancak, tasidiklari genomik
bozukluklar nedeniyle miyelopoez tam anlamiyla taklit edilemez ve son
farkllagma (final differentation) asamasindaki |6kositlerin tim karakterleri
tasinmaz (144,145) .
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Tam olarak olgunlasmamis miyeloid hicrelerin immuun yanitlari
baglatma veya surdirme kapasiteleri sinirlidir. Hatta, sistemik inflamatuvar
kosullarda veya ileri evre kanserlerde kemik iliginde artan miyelopoez, tam
olarak farklilasmamis monositik ve grantlositik hlcrelerin kan dolasimina
gecmesine neden olur. Bu hucreler miyeloid-kokenli baskilayici hucreler
(myeloid-derived suppressor cells, MDSC) olarak adlandirilir (178,179) .
MDSC’ler genel olarak antijene 6zgul T hucrelere yanitlarini etkin sekilde
baskilar. Urettikleri peroksinitrit radikali, antijen sunumu sirasinda hiicre-
hicre etkilesimi (yakin temas) sayesinde T-hlcre reseptorlerinde, CD4 veya
CD8 molekullerinde bulunan bir¢ok amino asidi nitrasyon veya nitrozilasyona
ugratir (167,180,181) . Diger taraftan, miyeloid 16semi htcreleri de kemik
iligini tam olgunlagsmadan terk eder ve immun yanitlardan sag cikmayi
basarir. AML hucrelerinin immun yanitlarit MDSC hucrelerinin kullandiklari
mekanizmalarla da baskilayabildigi gosterilmigtir (182) .

Bu tez calismasinda, ATRA, D3, LPS ve IFN-y ajanlarindan
faydalanilarak HL-60 hcrelerinin  farkli  olgunlasma basamaklarina
ilerletimesi  amaglanmistir.  Literatirde belirtlen  monositik ve/veya
granulositik olgunlasma hakkinda bilgi veren veya bu asamadaki fonksiyonel
farkhliklarin ayirt edilmesini saglayan belirtegler, hlicre morfolojisi, hicrelerin
cogalma dizeyi, ROS ve NO uretme kapasiteleri degerlendirilmistir. Bu
hicrelerde T hlcre karakter, fonksiyon ve aktivasyonunu etkileyen baslica
ko-stimulator molekullerin  ekspresyonu arastiriimistir.  Boylelikle, farkl
olgunlasma asamalarina ilerletiimis AML hucrelerinin CD4* ve CD8* T hucre
yanitlarina olan etkileri hakkinda c¢ikarimlar yapiimigtir. Bu bilgilerden yola
cikarak farkli olgunlasma dizeyindeki monositik veya granulositik seri
Ozelliklerini  tasiyan I6semi hucrelerinin, T hacre yanitlarini  etkileme
kapasitesinin degisiklik gosterecedi hipotezi olusturulmustur.

Temel Onkoloji Anabilim Dali hlcre stoklarinda bulunan HL-60
hacrelerinin karakterizasyonu gercgeklestirildiginde literatirde ve saglayici
firma American Tissue Culture Collection (ATCC)nin belirttigi ozelliklerin
bulundugu goéruldld. Hucreler blastik karakterdeydi ve CD15 ylzey

ekspresyonuna sahip populasyonu yuksekti; diger taraftan, yalnizca kiguk bir
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alt-populasyonda CD11b, CD11c, HLA-DR tasinmaktaydi. Daha once
yapilan c¢alismalarda, bu kuglik populasyonun goz ardi edildigi dikkat
cekmektedir (9,183) . Ancak, gerek kultir ortaminda hlicre (sayisinin)
yogunlugunun artigi, gerekse bu yogunluga bagl olarak asidite olugmasi, HL-
60 hucrelerinin spontan olarak olgunlasmasini tetikleyebilir (184) . Bu
nedenle, bu tez gcalismasinda HL-60 hucreleri rutin olarak pasajlanmis ve
hiucreler 7.-10. pasajdan daha ileriye goturulmemistir. 96 saatlik kultar
kosullarinda azalan CD15 dlzeyi veya CD11b ve CD11c olgunlasma
belirteclerini tasiyan %5’ten kuguk bu populasyonun varligi bu sekilde
aciklanabilir. Ayrica, kontrol HL-60 icerisinde yer alan CD11b* hicrelerinin de
¢ogalma kapasitesinin ¢ok dusUk duzeyde olmasi da bu ¢ikarimi
guglendirmektedir. Blastik asamada olmalarina ragmen bu hicrelerin ROS ve
NO Uretebildikleri de belirlendi. Daha 6nce yapilan bir g¢alismada bu
hdcrelerin  hidrojen peroksit (H202) ve superoksit (O2°) Uretebildikleri
gOsterilmigtir (9) .

HL-60 hlcrelerinin, diger bazi AML hticre hatlari gibi CD86 (B7-2) ko-
stimalator molekulu araciligi ile CD4* T hucrelere CD28-aracili ikinci sinyalleri
ulastirdigi bilinmektedir (185) . CD86* kuglk bir alt-populasyonun varligi
bunun igin yeterlidir. B7-H2 ko-stimulator molekullerinin de bu hulcreler
uzerinde bulunmasi ICOS-aracili uyarilarin iletilebilecegine isaret etmektedir
(185) . Diger taraftan PD-1 inhibitdér reseptorinin ligandlar B7-H1 (PD-L1)
ve B7-DC (PD-L2) (186) , HL-60 hucrelerinde dusik duzeyde bulundu.
Bagimsiz deneyler tamamlanmamis olsa bile, CD70 ekspresyonun da T
hicrelerin aktivasyonunu CD27-aracili olarak (187) destekleyebilecegi
dusunulmektedir. Bu sonuglarin  6ngordugu sekilde ve vyine literatlrle
paralellik gostererek, HL-60 hucrelerinin anti-CD3 ile uyariimig CD4* T hlcre
proliferasyonunu destekledigi gorulmustir. Délen ve Esendagh tarafindan
gerceklestiriimis bir calismada, AML hicreleri tarafindan desteklenen
yardimci T hdcre yanitlarinin, bu hicrelerin B7-H1 ve B7-DC dizeyinde
artisa sebep oldugu ve PD-1 aracili baskilama mekanizmalarinin devreye
girdigi gosterilmistir. ilgili calismada, CD86* ve/veya B7-H2* AML blastlarina

sahip hastalarin neden daha kotu prognoza sahip olduguna da agiklik
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getirilmeye calisiimistir (173) . Farkli AML alt-tiplerinde CD11b pozitifliginin
de kotu prognozla iligkili oldugu bildiriimektedir (10) . Bu tez calismasi
kapsaminda ise CD11b, hem ATRA hem de D3 ile uyarilan HL-60
hlcrelerinin olgunlastigini gosteren guvenilir ve tutarli bir belirte¢ olarak
belirlenmistir.

ATRA'nin HL-60 hucrelerinde granulositik yonde farklilasmayi uyardigi
bilinmektedir (9) . Ancak, fonksiyonel nétrofillerin gelisimi s6z konusu degildir
(157,158) . Literatur ile benzer sekilde ATRA ile farklilagtirilan HL-60
hdcrelerinin, azurofilik grandller tagimasi, sitoplazmanin genislemesi, nikleus
segmentasyonunun belirgin hale gelmesi ile baskin hicre karakterinin
metamiyelositik morfolojide oldugu gézlenmistir. ATRA ile inkibasyonu
takiben HL-60 hdcrelerinin miyelosit, metamiyelosit, band hicresi veya
segmentli nukleusa sahip noétrofil asamalarinda gorulebildigi bildirilmektedir
[13]. Band hucresi ve segmentli nukleuslu hicrelere az sayida
rastlanmaktadir [29]. Morfolojik degisimlere ek olarak hiicresel yogunlugun
artmasi; CD11b, CD11c, CD62L ylzey belirteglerinin bu artigla korelasyon
gostermesi ATRA’nin miyeloid olgunlagsmayi ilerlettigine kanit olusturmustur.
HL-60 hucrelerinde granulositik farklilagmayi arastirmak Uzere kullandigimiz
CD16 ve CD66b belirteglerine ATRA uyarimi sonrasinda rastlanmamigtir.
Notrofilik olgunlasmayi isaret eden CD66 belirteci, CD66a, CD66b, CD66¢c ve
CD66d olmak Uzere dort adet izoforma sahiptir (188) . Noétrofilik farkhlasmaya
yonelen HL-60 hucrelerinde CD66a, CD66¢c ve CD66d izoformlarinin
ekspresyonu uyarilabilirken, bu hicrenin CD66b ekspresyon kapasitesinin
bulunmadigi bildirilmistir (188,189) . CD16 ise son farklilasma asamasina
ulasmis nétrofillerde (18) ve periferik kandaki monositlerin bir alt-grubunda
bulunmaktadir (190) . CD11b, CD11c ve CD62L nétrofil adezyonuna aracilik
eder. CD11b ve CD11c kompleman proteinlerinin taninmasinda reseptor
gérevi gorur (191) . Kontrol HL-60 hucrelerine gore anlamh duzeye
ulasmamis olsa dahi, nétrofil grantlositlere 6zgul bir belirte¢ olan adezyon ve
fagositozda gorevli CD15’'in ATRA uygulamasi ile dizeyindeki zamana bagl
azalmasi dikkat c¢ekmektedir. ATRA varhdinda farkhlastirnlan HL-60

hicrelerinde ROS Uretim kapasitesinde artis gorulmustir. Literatirde, bu
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hucrelerde katepsin D ve lizozim ekspresyonunun arttigr da belirtiimektedir
(156) . Buradan hareketle, olgunlagmis noétrofillere son farklilasma olmasa
da, A-HL-60In fonksiyonel acgidan da noétrofil-benzeri hicreler oldugu
sonucuna varilmistir. Zira, NO Uretim kapasitesi kontrol HL-60 hicrelerine
kiyasla degismemigtir. Notrofilik hucrelerin NO’dan ziyade ROS uretim
dizeyinin daha fazla oldugu bildiriimektedir (11) . Ayrica, ATRA’nin fizyolojik
kosullarda kemik iligindeki noétrofil  farklilagsmasini  destekledigi  ve
yoksunlugunda da miyeloid dnctillerin sayisinda artis goéruldugu bilinmektedir
(127,128) .

A-HL-60 hucreleri arasinda CD86* alt-populasyonun orani artarken,
B7-H2 pozitifliginin ¢ok dislik seviyelere indigi goéruldid. CD86* hucrelerin
neredeyse tamami CD11b* idi. Bu hicreler CD11b’yi ne kadar yuksek
duzeyde tasiyorlarsa, o kadar farklilasmis ve olgunlasmis olarak belirlendiler
(6zellikle de proliferasyon kaybi ve hicresel yogunluk agisindan). CD11b* A-
HL-60 hucrelerinin daha fazla CD86 tasimasi, kontrol HL-60’a gére B7-H2
tasimamasi veya T hiicre ¢ogalmasini bozdugu bilinen ROS Uretimi yapiyor
olmasina ragmen, CD11b* ve CD11b" A-HL-60 hacrelerinin CD4* T
hidcrelerini uyaricihigi agisindan bir fark gorulmedi. 96 saat siren T hucre
proliferasyonu ko-kultur deneyleri sirasinda gerek CD11b* gerekse CD11b" A-
HL-60 hucrelerinin yeni karakterler kazanmasi s6z konusu olabilir (173) .
Ayrica bu calismada arastiriimayan pek ¢ok ko-stimulatér (6rnegin, OX40L,
B7-H3, B7-H4 vb. molekuller) veya proinflamatuvar sitokinler de T hucre
¢ogalmasini desteklemis olabilir.

AML-M3  alt-sinifinda  bulunan  hastalara ATRA  tedavisi
uygulanmaktadir. Fakat bu tedavi tek basina uygulandi§i zaman remisyonlar
gegicidir ve g¢ogunlukla hastalar tedaviye diren¢ kazanirlar. Kemoterapi ile
beraber kullanildigi durumlarda bile hastalik niks etmekte ve daha agir
seyretmektedir (144,145) . ATRA’nin MDSC hiucrelerinin  makrofaja
farkllagmasini uyardigi bilinmektedir; dahasi, bu farklilagsma sonrasinda
meydana gelen hicrelerin MDSC’den daha baskilayici oldugu bildirilmistir

(192) . Tum bu bilgiler dogrultusunda ATRA’'nin granulositik farklilagmayi
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destekledigi fakat bu hucrelerin immun baskilama kapasitelerini daha kolay
kazanabildigi dustunulmektedir.

D3 uyarimi ile HL-60 hucrelerinin monositik farklilasmaya yoneldigi
bildirilmistir (8,175) . Bu hucrelerde kontrol HL-60 hicrelerinde oldugu gibi
dar sitoplazma ve merkezi nlkleusa sahip blastik karakter goruldu.
Literaturde D3 uygulamasi ile nukleusun hafif girintili bazen reniform gekilde
goruldugu ve bizim boyamalarimizda gozlemledigimiz gibi hticrenin buyuk bir
kismini kapladigi bildirilmistir (96) . Morfolojik olarak degdisimler ¢ok belirgin
olmasa da, ATRA uyariminda da oldugu gibi CD11b ve CD11c belirteglerinde
artis gorulmastur. CD62L ekspresyonunun da artisi gérulmustir. Lokositlerde
CD11b artisi ve CD62L ekspresyonunda meydana gelen azalmanin,
hicrelerin kandan ilgili dokuya gog¢inde rol oynadigi gdsterilmistir (193) .
Ayrica, |I6semi de CD62L (L-selektin) ekspresyonunda meydana gelen dusus
ile olgunlagsmalarini tamamlamamig immatur miyeloid hudcrelerin  kemik
iliginden c¢ikarak dolasima katildigi bildirilmigtir.  Ayrica CD62L’nin
ekspresyonunun ¢ok disik olmasi kot prognoz ile iligkilendirilmistir (194) .
Hem ATRA hem de D3 ile ekspresyonu artmis olan bu belirtecin hlcrelerin
olgunlasma duzeylerinden dolayr meydana geldigi dusunulmektedir.
Monositik farklilasma belirteclerinden CD14 ekspresyonu uyarilirken, HLA-
DR ekspresyonu gorilmemistir. CD15 pozitifligi D-HL-60 hucrelerinde de
devam etmistir. CD15 belirteci nétrofillerde ylksek dizeylerde bulunurken,
bu belirtecin monositik gelisimde de ekspresyonunun arttigi fakat
notrofillerdeki kadar yuksek olmadigi bildirilmigtir (18) . Ayrica, olgun
monositlerde eksprese oldugu bilinen CD16 belirtecinin de bulunmamasi ile
hidcrelerin  tam olgunlagsmig bir monositik gelisim gostermedigi ve
promonositik-benzeri karaktere sahip olduguna isaret etmektedir. Ylzey
belirteclerinde meydana gelen degdisimlere ek olarak hucre yogunlugunun
artmasi da D3 wuyariminin HL-60 hicreleride miyeloid farkhlasmayi
uyardigina dair kanit olusturmaktadir. D-HL-60 hUcrelerinde ROS Uretim
kapasitesinde goreceli bir artis gozlenmigtir. Ayrica literatir ¢alismalarinda
ROS aktivasyonunda gorevli nikotinamid adenin dinukleotit fosfat

(nicotinamide adenine dinucleotide phosphate, NADPH) oksidazi aktive eden
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Gp91lphox geninin D3 uyarimi ile artigi gosterilmistir (97) . Bir ¢calismada
ROS ve NO duretim kapasitesini belirlemek amaciyla yapilan PKC (PMA ile)
uyarimlari sonucunda NO Uretiminde kontrol HL-60 hUcrelerine goére bir
degisim gorulmez iken, baska bir calismada daha dusuk PMA uyarimi
sonrasinda NO Uretimi ile iligkili uyarilabilir nitrik oksit sentaz (inducible nitric
oxide synthase, iINOS) artigi gorulmustur (98) . D-HL-60 hicreleri arasinda
B7-H2 pozitifliginin gok dusuk seviyelere indigi géruldu.

CD86" D-HL-60 hucrelerinin  orani neredeyse kontrol HL-60
hdcrelerindeki kadardi ve tamami CD11b* idi. D-HL-60 htcrelerinin CD11b*
CD14* alt-populasyonunun CD4* T hucrelerin proliferasyonunu daha az
uyardigr gorulmustir. Ayrica, D-HL-60 hucrelerinden CD11b’yi ylksek
dizeylerde eksprese eden alt-populasyonun hem CD4* hem de CDS8*
T hadcre proliferasyonunu daha az uyardidi da belirlenmistir. Aktivasyon
sinyali ileten molekullerin ekspresyonlarinin ¢ok dusuk duzeylerde bulunmasi
ve ROS Uretim kapasitesinde meydana gelen hafif artisin, bu hicrelerin T
hldcre yanitlarini baskilamakta kullandiklari mekanizmalari olabilir.

Lipopolisakkarit (LPS) 6zellikle miyeloid kdkenli dogal immun sistem
hdcrelerinin en guglli uyaranlarindan birisidir. LPS miyeloid hicre yuzeyinde
bulunan CD14, TLR4 ve MD-2 ile olusturulmus ko-reseptore baglanir. Aktive
olan sinyal iletim yolaklari CD14-bagimh ve CD14-bagimsiz olmak Uzere iki
sekilde duzenlenir. CD14 bulunmadigi zaman LPS MD-2’ye baglanarak
TLR4’U4n aktivasyonunu saglar. MyD88 uzerinden aktive olan NF-kB, TNF
genlerinin transkripsiyonunu saglar. CD14-bagimli yolakta ise, LPS CD14
molekuline baglanarak TLR4 ve ko-reseptoru MD-2’nin aktivasyonu saglar.
Bu aktivasyon sonucunda MyD88-bagimli mekanizmalar ile NF-kB Uzerinden
TNF ailesi-genlerinin transkripsiyonu saglanirken, TRAM- ve TRIF-aracili
sinyal ise, IRF-3 aktivasyonuna neden olarak MyD88-bagimsiz mekanizmalar
ile IFN-B transkripsiyonunu saglar (195) . LPS ile inkube edilen (kontrol) HL-
60 hucrelerinin Uzerinde TLR4, CD14 gibi LPS uyarimi igin kritik reseptorler
bulunmamasina ragmen huicrelerde bazi minimal morfolojik degisimler
izlenmistir; ancak, blastik karakter korunmustur. Diger taraftan, arastirilan

herhangi bir yuzey belirteci, ¢codalma, canliik, ROS ve NO dUretimi gibi
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parametrelerde bir degisim gorulmemesi LPS reseptorlerinin HL-60 hucreleri
tarafindan tagsinmiyor olmasina baglanmigtir.

IFN-y uyariminin HL-60 hicrelerinde monositik farkhlasmayi uyardigi
bilinmektedir (196) . Yapilan morfolojik analizlerde hucrelerde sitoplazmik
alanlarinin genigledigi ve nukleosun segmentasyonu belirgin oval bir sekil
aldigi belirlendi. Hucrelerin buyuk g¢ogunlugunda monositik belirteglerden
CD14 ve HLA-DR pozitifliginin gorilmesi de bu godzlemleri destekleyici
nitelikte oldu. Ayrica, IFN-y uyarimi sonucunda miyeloid hucrelerin LPS
uyarimina acik hale gelmesini saglayan CD14 belirtecinin ve MD-2 ko-
reseptorunun de arttigr bildirilmistir (197) . Diger taraftan, bu hucreler
belirledigimiz 6nemli olgunlasma beliteci CD11b’yi ve olgunlasmis
monositlerde bulunan CD16 belirtecini bulundurmamakta idi. Bu sonuglar
dogrultusunda, hucrelerin monoblast/promonosit-benzeri bir karakterde
olduklari dusunalda. Ayrica, NO ve ROS uretim kapasitelerinde herhangi bir
fark gorilmemesi de bu cikarimi dogrulamaktadir. B7-H2 molekilindn
ekspresyonunda ATRA veya D3 uyarimina gore sinirli duzeyde bir dusus
gorulmustar. B7-DC, B7-H1 ve CD86 molekullerinde de artig belirlenmisgtir,
fakat CD11b pozitifligi uyariimayan bu hlcrelerde olgunlagma seviyesi ve ko-
stimUlatér moleklller arasinda bir korelasyon yapilamamistir. Yapmis
oldugumuz proliferasyon deneyleri ve literatliriin de gosterdigi tzere (196) ,
bu hicrelerde tek basina IFN-y'nin farkhlastirici etkisinin  hlcre
proliferasyonunu durdurucu bir etkisi gorulmedi. CD11b gibi kritik miyeloid
belirteclerin ekspresyonunun uyarilmamis olmasi ve proliferasyonun kontrol
HL-60 hacreleri ile benzer dizeyde olmayisi IFN-y’nin farklilasma ve
olgunlagmayi dogrudan etkilemedigi gorusunu desteklemektedir. TUm bu
sonuglar dogrultusunda tek basina IFN-y’'nin, tek basina LPS’e gore
farkhlasmayi daha etkin ve monositik-benzeri yonde uyardigi goéralmustar.
Farklilagsma basamaklarina ilerletiimis A-HL-60 ve D-HL-60 hucrelerinin de
LPS ve IFN-y uyarimina verdikleri cevaptan faydalanarak karakterlerini
anlayabilmek igin inklbasyonun 48. saatinde bu ajanlar kultir ortamina
eklenerek uyarim toplamda 96 saate tamamlanmigtir. Bu ajanlarin etkilerinin

yorumlanabilmesi igin hucrelerin farklilagsma belirteglerini eksprese etmeye
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basladiklari zaman olan 48. saat secilmigtir. Ayrica, bu ajanlar inflamatuvar
kogullarda hucrelerin nasil bir davranis sergileyecegini anlamak igin
onemlidir.

ATRA ile metamiyelositik agsamaya ilerletilmis htcrelerin LPS uyarimi
sonrasinda sitoplazmik hacimlerinde artis ve vakuol olusumu goraldu.
Vakuollerin, fagositik karakterde olan hucrelerde bakteri dlduriimesinde etkili
inflamazom kompleksi i¢in gerekli oldugu ve LPS uyarimi ile olusumlarinin
tetiklendigi bilinmektedir (198) . LPS uyarimi ile meydana gelen inflamatuvar
kosula tepki olarak bu vakuollerin olusumu, bu hucrelerin fagositoz yapabilme
yeteneklerinin bulunabilecegine isaret edebilir. Ayrica, bu uyarim sonrasinda
azurofilik ikincil grandllerin sayisinda belirgin azalma goraldi. Hucrelerin
farkhlasma ve olgunlasma dulzeylerinin ilerlemesiyle &6zgin granullGer
olugsmaya baslamis, bu ylizden azurofilik grandller azalmig olabilir. Monositik
veya granulositik seriyi belirlemek icin kullanilan yuzey belirtecinde ise
degisim gorilmedi. Paralel olarak LPS uyarimi bu hicrelerde ko-stimilasyon
molekadllerini tagiyan hucre yluzdelerinde de degisimlere neden olmadi. A-HL-
60 hucrelerinde LPS tasiyan reseptorlerden TLR4 ve CD14 tasiyan hicre
yuzdesi oldukca dusuk olmasina ragmen, 48 saat boyunca LPS ile uyarim
TLR4 duzeyinde kismi artisa neden olabilmistir. ATRA’nin  HL-60
hiucrelerinde TLR4 ekspresyonunu oldukga dusuk duzeyde uyarabildigine
dair yayinlar olmasina ragmen (199) bizim uyarim kosullarimizda bu
reseptor gézlenmemigstir. Ancak, A-HL-60 hucrelerinin LPS ve 6zellikle IFN-
y’ya yanit olarak TLR4 artisi, ATRA'nin hucreleri bu reseptori eksprese
edecek dlzeyde farklilastirdigi seklinde yorumlanabilir.

A-HL-60 hucrelerinde IFN-y uyarimi sonrasinda, bobrek sekilli
eksentrik konuma sahip nikleuslar ve granul artisi saptanmigtir. LPS ile
uyariilmis  A-HL-60 hucrelerinde go6zlenen vakuollere bu hicrelerde
rastlanmamistir. Ayrica, CD14 ve HLA-DR monositik belirteglerini ylksek
duzeyde eksprese eden hucre alt-populasyonlari belirlenirken, CD16
ekspresyonu yine hig bir hiucrede goérilmemistir. IFN-y’nin uyardidi bilinen
TLR4 (197) tasiyan hucre yuzdesinde de buyuk oranda artis saptandi. Bu
durum IFN-y’nin A-HL-60 hcrelerini LPS uyarimina acgik hale getirdigi
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seklinde yorumlanabilir. Metamiyelositik farklilagma asamasinda olan bu
hacreler IFN-y uyarimi sonrasinda monositik karakterler gostermeye
baslamistir. Fakat, ROS ve NO Uuretim kapasitesinde belirgin bir artig
gorulmemigtir. Ayrica, IFN-y uyarimi hdcreleri LPS uyarimina acgik hale
getirmistir.

IFN-y, inflamasyonda monositik farklilagsmayi uyarmasinin yani sira
erken dénem anti-timor yanitlarda etkili olan pro-inflamatuvar bir sitokindir
(196) . Dogal oldurtcu hicrelerden (NK) de IFN-y salgilanir ve anti-tumor
immun yanitlar desteklenir. Fakat, IFN-y-aracili immun yanitlardan tamor
baskilayici ko-inhibitor molekullerin dizeylerini arttirarak veya ko-aktivator
molekullerin dizeyini azaltarak bir kacis stratejisi uygular. Boylelikle, T hticre
yanitlarini - sinirlandinir.  Ozellikle B7 ailesi ko-stimilatér  molekdillerin
ekspresyonlarini degistirerek immun gozetimden saklanir. Bu mekanizma bir
¢cok kanser gesidinde oldugu gibi AML’de de gosterilmistir (170,185,197,200)
. A-HL-60 hucrelerinin CD11b* tim alt-populasyonlarinda da IFN-y uyarimina
yanit olarak, CD86 ve B7-H1 molekullerinin ekspresyonu artarken, B7-H2
molekulinde blyluk oranda duaslis gorulmustar. Huacrelerin  buydk
¢ogunlugunda B7-DC molekilt de CD11b ile beraber eksprese olurken, bir
grup hucrenin bu molekulu tek basina da eksprese ettigi gordimustir.
CD11b'’yi ylksek dizeylerde bulunduran alt-populasyonlar CD4* ve CD8* T
hicre proliferasyonlarini farkh duzeylerde etkileseler de, bu hicrelerin
aktivasyonlarini  etkin olarak uyarmamiglardir. Bu durum aktivator
molekullerin azalmasindan ziyade, inhibtér PD-1 ligandlarinin artisina
baglanabilir. Ayrica, CD11b-pozitifligine ek olarak neredeyse tum hcrelerin
CD14 belirtecini bulundurmasi, bu uyarim sonrasinda hucrelerin daha olgun
bir karaktere sahip oldugunu gostermektedir. Proliferasyon deneylerinde de
CD11b* CD14* alt-populasyonun proliferasyon yuzdelerinin daha dusuk
olmasi da bu ¢ikarimi desteklemektedir.

D3 ile monositik farklilagsmaya yoneltiimis hicreler LPS varhidinda
belirgin morfolojik degisim gdstermigstir. Hucrelerde bobrek sekilli, pleomorfik
eksentrik konumlu nikleus ve genis vakuoller dikkat gekmektedir. LPS’in A-

HL-60 hicrelerine kiyasla D-HL-60 hticrelerinde morfolojik degisimleri daha
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etkin uyardigr gordlmustir. Bunun sebebi olarak D-HL-60 hucrelerinde
bulunan LPS reseptor bilegsen Uyesi CD14 gosterilebilir. Fakat CD14 bagimli
mekanizmalar ile sinyalin iletilebilmesi igin TLR4 molekilline ihtiyag
duyuldugu bilimektedir (195) . Fakat, LPS uyarimi ile TLR4 ekspresyonunda
bir artis gorulmedi. Literaurde D3 ile farklilagtiriimis HL-60 hucrelerinde TLR2
gene ekspresyonunda artig gorulmustir (95) ve TLR4 olmadigi zaman
sinyalin TLR2 ile de iletilebildigi bildirilmistir (201) . Bu hlicrelerde meydana
gelen belirgin vakuol artisi LPS’in bu molekuller aracili sinyali uyarmasi ile
gerceklesmis olabilir. Ayrica, bu hicrelerde kontrol HL-60 hlcrelerine gore
daha fazla ROS uretme kapasitesi de belirlenmigtir. Fakat LPS uyarimi ile bu
hicrelerin ko-stimulator molekul duzeylerinde D-HL-60 hulcrelerine gore bir
fark izlenmemistir. Yalnizca ¢ok az bir hicre grubunda CD11b ve CD86'nin
beraber pozitifligi belirlenmigtir. Bu nedenle LPS ile uyariimig D-HL-60
hdcrelerinin T hdcreler ile ko-kulturt gergeklestiriimemistir.

D-HL-60 hucrelerinde IFN-y uyarimi, nukleosun oval bir sekil almasina
ve hlcrelerde makrofaj veya dendiritik hlicre karakteri olan sitoplazmik
projeksiyonlarin olusmasina neden olmustur. D-HL-60 hicrelerinde de
uyariimis CD14 ve HLA-DR belirteglerinin ekspresyonunda artisa neden
olarak monositik farklilagsmayi daha da desteklemistir. Bu uyarim sonucunda
ROS ve NO duzeylerinde herhangi bir degisim gorilmese de, IFN-y D-HL-60
hicrelerinin - monosit-benzeri  karakterlerini  hem morfolojik hem de
immunofenotipik olarak guclendirmigtir. Fakat yine tam bir olgunlasma
asamasina ilerletilememistir. CD86 ve B7-DC molekull tagiyan tim hucre alt-
populasyonlari CD11b pozitifligi gosterirken, CD11b* neredeyse tim alt-
populasyonun B7-H1 molekilinu eksprese ettigi goruldi. Ayrica CD11b*
olmayan fakat B7-H1 moleklliund tasiyan alt-populasyonlar da belirlendi.
IFN-y ile uyariimis D-HL-60 hucrelerinin CD11b’yi ylksek duzeylerde
eksprese eden alt-populasyonlarinin hem CD4* hemde CD8" T hucre
¢ogalmasini daha az uyardigr gorulmuastar. D-HL-60 hucrelerinde [IFN-y
uyarimi sonrasinda PD-1 ligandlarindan 6zellikle B7-H1’in artigi géruldugu
icin, T hilcre c¢ogalmasinda meydana gelen bu duastis PD-1 bagimli

mekanizmalar Uzerinden gergeklestigi dusunulmektedir.
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Sonug¢ olarak, bu tez calismasi kapsaminda daha o6nce bilimsel
literatirde kapsaml sekilde karakterize edilmis olan HL-60 hucrelerinin ATRA
veya D3 varliginda sirasiyla nétrofil-benzeri (A-HL-60) veya monosit-benzeri
(D-HL-60) hucrelere farkhlastiriimasi/olgunlastiriimasi asamalari basari ile
gerceklestiriimigtir. Bu farkhlasma sireci hucre morfolojisi, ylzey
belirteclerindeki degisimler, hiicre gogalmasi, hucresel yogunluk ve miyeloid
hicrelere 6zgl cesitli fonksiyonel parametreler ile takip edilmistir. Gerek A-
HL-60 gerekse D-HL-60 hicrelerinin olgunlagsma ve farklilagsmasi ile ilgili tim
karakterler, bu hucrelerin CD11b tagsima orani ve bu molekulin ekspresyon
dizeyi ile korele edilebilmistir. CD11b pozitifligi gosteren AML hastaliginin
agir seyretmesi ve kotu prognoz ile iliskilendiriimesi (10) . ise A-HL-60 ve D-
HL-60 hucrelerinin sergiledigi karakter ile tam olarak ortigsmemektedir. A-HL-
60 ve D-HL-60 hducrelerinin proliferasyonu yavasglamistt ve T huicre
¢ogalmasini  desteklemekteydiler. Aksine, miyeloid kokenli immuin
baskilayici/dizenleyici hulcrelerin olgunluk derecesi ile immin yanitlan
baskilama etkinligi arasinda pozitif bir iliski oldugu bildiriimektedir (180) .
Ornegin, tumor-iligkili makrofajlar MDSC’lere gére daha gicli immin
baskilayicilardir (192) . AML hacrelerinin ise (HL-60 hicre hatti dahil) siklikla
tasidiklari ko-stimulator molekuller CD86 ve B7-H2 sayesinde yardimci T
hicre vyanitlarina destek olabildikleri laboratuvarimizda daha once
gerceklestirilen bir calismada belirlenmistir (173) . A-HL-60 ve D-HL-60
hdcrelerinin de benzer etkilesimler sayesinde CD4* T hucrelerin gogalmasina
aracilik ettigi gorulmastir. AML hucreleri T hucre yanitlarina (6zellikle Th1)
karsilik olarak B7-H1 ve B7-DC inhibitdr ligandlarini eksprese etme
kapasitesine sahiptir (202) . immiin yanitlara “adaptif direng” mekanizmasi
olarak adlandirilan bu olay (203) . A-HL-60 veya D-HL-60 hucrelerinin IFN-
y’ya maruz birakildiklarinda, 6zellikle CD11b pozitifligi gdsteren huicrelerde
de izlenmigtir. CD11b* HL-60 veya CD11b* D-HL-60 hucrelerinin B7-H2
tasima oranlari olduk¢a azalmistir, B7-H1 ve B7-DC molekiillerini ise yaygin
olarak tagsimaya bagladiklari gérulmuastir. CD86* hlcre duzeyindeki artis ise
bu hicrelerin CD28-araciligi ile ko-stimllasyon kapasitelerini surdutrdukleri,

ancak, PD-1 yolag! uzerinden immun baskilama yapabileceklerine ve hatta



114

yardimci T hdcrelerin duzenleyici (Treg) fenotipine donusmesine aracilik
edebileceklerine isaret edebilir.

Bu calismada, ATRA veya D3 inkubasyonu ile miyeloid
olgunlasma/farkllasma  basamaklarinda ilerletlen CD11b+  HL-60
hdcrelerinin immun uyariciliginin devam ettigi gosterilmistir. IFN-y varliginda
geligtirilen CD11b* A-HL-60 veya CD11b* D-HL-60 hucrelerinin ise gerek
CD8* gerekse CD4* T hucreleri sinirh  dizeyde uyardi§i ve/veya
baskilayabildigi belirlenmistir. Genel olarak, D-HL-60 hticrelerinin ise daha az
immun uyariciik kapasitesine sahip oldugu not edilmigtir. T hicre
¢ogalmasini uyarma kapasitesindeki dusus veya kazanilan baskilama
yeteneginin ROS veya NO Uretimi ile degil, PD-1 yoladi Gzerinden oldugu
yonunde on bulgular elde edilmistir. Bu agidan, Th1, sitotoksik T ve NK
hdcrelerinin anti-tumor yanitlar sirasinda urettikleri IFN-y’'ya (202) maruz
kalan CD11b* AML blastlarinin bu duruma (CD11b-lere kiyasla) daha
basarili sekilde adapte olarak, PD-1-aracili immun kagis mekanizmalarini

kullanabilecedi yonunde in vitro bilgiler elde edilmisgtir.
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6. SONUG VE ONERILER

Bu galismada

1.

ATRA uyarimi, HL-60 hucrelerinde CD11b, CD11c ve CD62L
ekspresyonunda artisa neden olarak olgunlasma ve farklilagsmayi

uyarmistir.

D3 uyarimi, HL-60 hicrelerinde CD11b, CD11c ve CD14
ekspresyonunda artisa neden olarak olgunlasma ve farklilagsmayi

uyarmistir.

ATRA veya D3 HL-60 hucrelerinin farkhlagmasini ve olgunlagmasini

Ozellikle CD11b belirtecinin artigsina neden olarak etkilemistir.

ATRA veya D3 ile uyariimis HL-60 hucrelerinde CD11b pozitif hicre
alt-populasyonunun daha olgun karakterde oldugu, yogdunluk

ayrimlama deneyleri ile de desteklendi.

A-HL-60 hdcrelerinde LPS uyarimi, minimal morfolojik degisimler
goralirken, bu uyarim immuanofenotipik degisikliklere neden
olmamigtir. IFN-y uyarimiyla ise, CD14, HLA-DR ve TLR4

ekspresyonunlarinda belirgin artis goruldu.

D-HL-60 hucrelerinde LPS uyarimi ile belirgin morfolojik degdisimler
gorulurken, bu uyarim immunofenotipik degisikliklere neden
olmamistir. IFN-y uyarimiyla ise, halihazirda eksprese olan CD14 artis

gOsterirken, bu uyari ile HLA-DR'nin de belirgin artigi goruldu.

Kontrol HL-60 hucreleride LPS uyarimi ile bir degisim gézlenmezken,
IFN-y uyarimi bu hucrelerde CD14 ve HLA-DR artigsinin yani sira,

morfolojik degisimlere de neden olmustur.

Hucre gruplar arasinda nitrik oksit (NO) tUretme kapasiteleri agisindan
bir fark goérilmez iken, A-HL-60 ve LPS ile uyarimis D-HL-60
hucrelerinde reaktif oksijen turleri (ROS) Uretme kapasitesi kontrol HL-

60 hlcrelerine gore daha yuksek belirlendi.
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ATRA veya D3 ve LPS veya IFN-y ile uyariimis tum hucre gruplarinda
CD11b* hlcre alt-populasyonlarinin proliferasyon kapasitesi daha
dusuk olarak belirlendi. Bu bulgu CD11b belirtecinin olgunluk dizeyini

belirlemek igin kullanilan dogru bir parametre oldugunu destekledi.

HL-60 hucrelerinde ko-stimilator molekullerden B7-H2 bulunurken,
B7-H1, B7-DC varligi saptanmadi. Ayrica CD86 pozitif gok kuguk bir
hicre alt-populasyonu da goruldi. ATRA veya D3 uyarimi ile B7-H2
eksprese eden hucrelerin sayisinda belirgin bir azalma gozlenirken,

ATRA uyarimi CD86 artisina da neden olmustur.

Tdm hdcre gruplarinda, LPS’e belirgin bir yanit géztlmezken, IFN-y
uyarimi B7-H1 ve B7-DC ko-inhibitér molekillerinin ekspresyonunu
artirdi, B7-H2 ko-aktivator molekulinde dususe neden oldu. Ayrica,
CD11b* hucrelerin CD86, B7-H1 ve B7-DC molekullerini yaygin olarak

tasiyan alt-populasyon oldugu saptandi.

T hucre ko-kultir deneylerinde ATRA veya D3 inkubasyonu ile
miyeloid olgunlasmal/farklilasma basamaklarinda ilerletiien CD11b*
HL-60 hucrelerinin immun uyaricihginin devam ettigi gosterilmigtir.
IFN-y varliginda geligtiriien CD11b* hucrelerinin (6zellikle D3 ile
uyarilan grubun) ise, CD8* ve CD4* T hucreleri sinirh duzeyde

uyardigi ve/veya baskilayabildigi belirlenmistir.

Bu verilere dayanarak;

13. Elde edilen sonuglar dogrultusunda, T htcre yanitlarinin PD-1 aracili

mekanizmalarla baskilanabildigi distunuldiginden, antikor aracili bu
reseptorin inhibe edilmesi dusunulmektedir. Bodylece baskilama
sinyalinin hangi reseptor Uzerinden iletildigi belirlenebilecektir. Ayrica
bu tez calismasinda arastiriimamis diger ko-stimulator molekullerin

ekspresyon duzeyleri de arastirilabilir.
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14. Hacrelerin NO ve ROS duretme kapasitesinde gorevli bir takim
genlerin ekspresyonu da belirlenerek, uyarimlar sonucu meydana

gelmis olasi degisimler mRNA duzeyinde de incelenebilir.

15. LPS aracili immian yanitlarin iletiimesinde goérevli reseptor kompleksi
dyelerinden CD14 ve TLR4’Un degisimleri incelenmistir. Bu reseptor
kompleksinin diger bileseni olan MD-2’de meydana gelen olasi
ekspresyon degisimleri de incelenebilir. Ayrica hucrelerde TLR2

ekspresyon degisimleri de arastirilabilir.

16. In vitro kosullardan elde edilen bu sonuglarin anlamlihk derecelerini
kuvvetlendirmek igin, AML hasta kemik iligi 6érneklerinden elde edilen
I6semi blastlarinin da ayni deney kosullari altinda ko-stimulator
molekullerde ve CD11b belitecinde meydana gelen degisimler

belirlenehbilir.
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