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OZET

Kanser tedavisinde kullanilan kemoterapétik ilaglarin yaygin yan etkilerinden biri
kemik iligi baskilanmasidir. Ozellikle hematolojik malignitelerin tedavisi sirasinda
olugan lokopeni, hastalarin yasam kalitesini ¢ok diisiiren ve tedavi planini aksatan
bir durumdur. Kemoterapoétik ilaglarin I6kosit sayisini azaltmalarmim yaninda, mik-
robisid fonksiyonlart da bozabildigi gosterilmisgtir.

Ozellikle kronik myelositik l6semi olmak iizere bir cok hematolojik hastaligin teda-
visinde etkin olarak kullanilan bir ila¢ olan hidroksiiirenin esas hedefi 16kositlerdir.
Hidroksiiire riboniikleotid rediiktaz enzimini inhibe ederek DNA sentezini bozar.
Bu calismanin amaci hidroksiiirenin l6kositlerin mikrobisid fonksiyonlarini nasil
etkiledigini gostermektir. Bu amagla, kiiltiire konmus insan 16kositleri hidroksiiire
ile inkiibe edildikten sonra, hiicrelerin degraniilasyon kapasiteleri, myeloperoksidaz
aktiviteleri ve irettikleri hipoklordz asit diizeyleri degerlendirildi. Lokositlerin
degraniilasyon kapasitesi akim sitometrik yontemle, myeloperoksidaz aktivitesi ve
hipoklor6z asit iiretimi spektrofotometrik yontemlerle dlciildii. Ilacsiz kosullarda
inkiibe edilen hiicreler kontrol olarak kullanildi.

Hidroksiiire ile inkiibe edilen l6kositlerin ilagsiz inkiibe edilenlere kiyasla sayila-
rinin azaldigr gozlendi (sitotoksik etki). Hidroksiiire ile inkiibe edilen lokositlerde
kontrol 16kositlerine gore degraniilasyon fonksiyonu, myeloperoksidaz aktivitesi ve
hipoklordz asit tiretiminin anlaml bigimde yiiksek oldugu saptandi. Hidroksiiirenin
sitotoksik etkili bir ila¢ olmasina karsin, 16kositlerin mikrobisid fonksiyonlarina
olumsuz bir etkisinin olmadig1 sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Kemoterapi, hidroksiiire, degraniilasyon, myeloperoksidaz,
hipokloréz asit.

ABSTRACT

One of the most common side effects of the chemotherapeutic agents used in cancer
treatment is myelosuppression. Particularly in hematological malignancies, leuko-
penia as a result of myelosuppression impedes chemotherapy and decreases the sur-
vival quality. It has been shown that anticancer drugs can also impair leukocytes’
microbicid functions in addition to leukopenia.

Hydroxyurea, an effective drug used in the treatment of hematologic malignancies
such as chronic myelocytic leukemia, mainly targets leukocytes. It inhibits DNA
synthesis through the inhibition of ribonuclotide reductase. The purpose of this
study is to investigate the effect of hydroxyurea on the microbicid functions of
leukocytes. Cultured human leukocytes were incubated with hydroxyurea and their
degranulation capacity, myeloperoxidase activity and hypochlorous acid producti-
on were evaluated. Degranulation capacity was measured using a flow cytometric
method, while myeloperoxidase activity and hypochlorous acid production were
measured spectrophotometrically. Cells incubated in the absence of hydroxyurea
were used as control.

The amount of leukocytes incubated with hydroxyurea was low when compared to
untreated cells (cytotoxic effect). Degranulation function, myeloperoxidase activity
and hypochlorous acid production were significantly increased in the hydroxyrea-
treated cells when compared to the control group. We concluded that despite being
a cytotoxic agent, hydroxyurea had no negative effect on the microbicid functions
of leukocytes.

Key Words: Chemotherapy, hydroxyurea, degranulation, myeloperoxidase,
hypochlorous acid.
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GIRIS

Lokositler mikrobisid fonksiyonlarini, mikroorganiz-
manin hiicre i¢ine alinip sindirildigi fagositoz olayi ile
gerceklestirirler. Fagositoz, serbest radikal olusumunun
sorumlu oldugu oksidatif mekanizmalar ve ¢ogu 16kosit
graniillerinden salinan bakterisid etkili sitokinlerin rol
aldig1 oksidatif olmayan mekanizmalarin birlikte caligti-
&1 bir biyokimyasal siirectir. Lokosit aktivasyonu, ¢esitli
hiicre dig1 uyaranlar araciligryla meydana gelir. Sonucta
fagozom membraninda lokalize olan NADPH oksidaz
aracilifiyla solunum patlamasi (respiratory burst) adi
verilen, oksijen tiiketiminin hizla arttig1 ve siiperoksit
radikalinin olustugu bir siire¢ gerceklesir (1).

Solunum patlamas: sirasinda olusan siiperoksit mole-
kiillerinden, spontan dismutasyon reaksiyonu sonucu
hidrojen peroksit (H,0,) olusur (2). Nétrofil 16kositlerin
primer graniillerinden degraniilasyon ile fagozom icine
birakilan myeloperoksidaz (MPO) enzimi, H,0, ve CI
kullanarak hipokloroz asit (HOCI) olusturur. (3). HOCI,
Iokositlerde iiretilen ve mikrobisid etkiye sahip en
onemli oksidandir (4). HOCI, nétrofil sitoplazmasinda
en ¢ok bulunan serbest amino asit olan taurinle reaksi-
yona girerek HOCI’den daha az reaktif ve daha az toksik
olan uzun omiirlii bir bilesik olan taurin monokloramini
olusturur (5,6). Taurin monokloramin nétrofillerde
tiretilen cok sayida proinflamatuar bilesigin miktarini
azaltir (7).

Bir iire analogu olan hidroksiiire (H,NCONHOH), mye-
loproliferatif hastaliklar denilen esansiyel trombositemi,
polisitemia vera ve kronik myelositer 16semi gibi hema-
tolojik hastaliklarla, orak hiicreli anemi ve HIV enfek-
siyonunda etkin olarak kullanilan bir ilagtir. Etkisini,
riboniikleotidleri deoksiriboniikleotidlere (ANTP) cevi-
ren riboniikleotid rediiktaz enzimini inhibe edip, DNA
sentez ve tamirini bozarak gosterir (8). Hiicre i¢ci dNTP
havuzunu azaltarak DNA sentezini inhibe eder. Hiicre
dongiisiiniin S fazina spesifik bir antikanser ila¢ olan
hidroksiiirenin DNA iizerine olan etkisi, RNA ve pro-
tein sentezine olan etkisinden daha fazladir (8). Ayrica
TNFa, IL-6, IL-10 gibi sitokinlerin ekspresyonunu art-
tird1g1 bilinmektedir (9). Baslica yan etkileri, kemik iligi
depresyonu, bulanti, kusma ve cilt dokiintiileridir (10).

Bu calismada hidroksiiirenin, lokositlerin mikrobisid
aktivitelerinde rolii olan bazi fonksiyonlarina etkileri
aragtirtlmigtir. Bu amagla, kiiltiir ortaminda hidroksiiire
ile inkiibe edilen lokositlerin degraniilasyon kapasitele-
rinde, MPO aktivitelerinde ve HOCI iiretimlerinde mey-
dana gelen degisiklikler degerlendirilmigtir.

ARAC, GEREC ve YONTEM

Kimyasal Bilesikler

Hidroksiiire, RPMI-1640 besiyeri, fotal dana serumu
(FCS), L-glutamin, penisilin-streptomisin, 3-4,5-dime-
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til-tiyazolil-2,5-difeniltetrazolyum bromid (MTT), N-N-
Dimetil formamid (DMF), sodyum dodesil siilfat (SDS),
5,5’-ditiyobis (2-nitrobenzoik asit) (DTNB), zimosan
A, katalaz (EC 1.11.1.6), 3,3’.5,5 -tetrametilbenzidin
(TMB), hekzadesiltrimetilamonyum bromiir (HETAB),
sigir serum albumini (BSA), Histopaquel077, n-for-
milmetiyonin 16sin fenilalanin (f-MLP), sitokalasin B
ve taurin Sigma Chemical Company’den (ABD), insan
MPO-FITC monoklonal antikor (Immunotech, katolog
no: 1874) ve izotipik kontrol olarak fare IgG-FITC
(Immunotech, katolog no: 0639) Beckman Coulter’dan
(Ingiltere) alindi.

Cahsma Materyali ve Hiicre Kiiltiirii

Caligmada saglikli bir goniilliiden alinan kan ornekleri
kullanildi. Heparinli tiipe alinan 10 ml ven6z kan 6rnegi
5 ml Histopaquel077 ¢ozeltisi iizerinde tabakalandirildi
ve 500g’de 20 dakika santrifiij edilerek 16kositler ayrildi.
Steril kosullarda toplanan 16kositler %10 FCS,2 mM L-
glutamin, 100 IU/ml penisilin ve 100 pg/ml streptomisin
iceren RPMI-1640 besiyerinde 37°C’de %5 CO,’li etiiv-
de inkiibe edildi.

Sitotoksisite Deneyi (MTT Testi)

MTT testi indirekt olarak hiicre biiyiimesi ve/veya
hiicre oliimiinii degerlendirmeyi amaglayan, hiicre kiil-
tiirii esasina dayanan bir ila¢ duyarlilig: testidir (12).
Hidroksiiire, RPMI-1640 besiyerinde ¢oziilerek 50 mg/
ml olacak sekilde stok c¢ozeltisi hazirlandi ve -20°C’de
saklandi. Deney giinii, s1v1 besiyeri ile gerekli test kon-
santrasyonlar1 hazirlandi. MTT, PBS icinde 5 mg/ml
olacak sekilde ¢oziilerek siiziildii. Ekstraksiyon tamponu
olarak, %45°lik DMF icinde ¢oziilmiis %23 SDS ¢ozel-
tisi (pH 4.7) hazirland1.

MTT testi icin, 96 kuyulu plaklara 50 ul besiyeri i¢in-
de 16x10* Iokosit/kuyu olacak sekilde ekim yapildi.
Hiicrelerin tizerine 50 w1 ilag (son konsantrasyonlar:
0.5-800 pg/ml) eklenerek 48 saat inkiibasyona birakil-
di. Ornekler her ilag konsantrasyonunda 4 kuyu olarak
caligildi. Ayni sartlarda ilagsiz inkiibe edilen hiicreler
kontrol olarak kullanildi. Hidroksiiirenin MTT ile etki-
lesimini degerlendirmek i¢in hazirlanan kontrol kuyu-
larina ise, hiicresiz kosullarda ayni dozlarda ilag ekildi.
48 saat sonra hiicrelerin ilizerine 25 ul MTT eklenerek
4 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 kuyulara 80 yl
%45°lik DMF icinde ¢oziilmiis %23 SDS ¢ozeltisi (pH
4.7) konuldu ve plaklar bir gece etiivde birakildi. 12-15
saat, sonra spektrofotometrik olarak 540 nm’de eks-
traksiyon tamponuna kars1 absorbans degerleri okundu.
Sitotoksisiteyi degerlendirmeden 6nce, hiicresiz kuyu-
lardaki OD degerleri (Hidriiksiiire + MTT) ilagh kuyu
degerlerinden cikarildi.

Hiicre 6liimiinii degerlendirmek amaciyla, [1-(Ortalama
OD ilaglt kuyu/ Ortalama OD kontrol kuyu) x 100 = %
hiicre oliimii] formiili kullanildi. % 50’nin iizerinde
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inhibisyon goriilmesi ilaca duyarli cevap olarak deger-
lendirildi.

Degraniilasyon Testi

Degraniilasyon akim sitometrik yontemle, FITC igaretli
MPO antikoru kullanilarak olciildii (13). Lokositler,
1x10° hiicre/petri olacak sekilde ekildi ve 500 pg/ml
Hidroksilire ile 48 saat inkiibe edildi. Aymi kosullarda
ilagsiz olarak inkiibe edilen ornekler kontrol olarak
kullanildi. Daha sonra hiicreler 5 yg/ml sitokalazin B
ile inkiibe edilerek fagozom olusumu engellendi ve 107
M fMLP ile inkiibasyonla hiicre digina degraniilasyon
uyarildi. Intrasitoplazmik MPO tayini i¢in, 5x10° hiicre/
ml 6rnek alindi. Hiicreler, 200 u1 1:4 oraninda sulandi-
rilmig paraformaldehit ile inkiibe edildikten sonra 700
ul metanol eklendi ve -20 °C’de 10 dakika bekletildi.
Daha sonra, hiicreler PBS ile santrifiij islemiyle yikandi.
Izotipik kontrol ve MPO igin spesifik monoklonal anti-
korlardan 20 ul ilave edildi ve 30 dakika +4°C’de inkii-
be edildi. Hiicrelerin ilizerine PBS eklenerek santrifiij
islemiyle yikandi. Daha sonra akim sitometri cihazinda
(Beckman Coulter EPICS XL MCL, Ingiltere) 10000
hiicre sayildi. Sitoplazmik MPO tagiyan hiicreler, spe-
sifik olmayan baglanmay1 ifade eden izotipik kontrol
degerleri cikarildiktan sonra ylizde olarak degerlendi-
rildi.

MPO Aktivitesinin Olciimii

Lokositlerdeki MPO aktivitesi sentetik bir substrat olan
TMB’in MPO tarafindan oksitlenmesine dayanan spekt-
rofotometrik bir yontemle ol¢iildii (14).

Lokositler, 2x10° hiicre/petri olacak sekilde ekildi ve
500 pg/ml Hidroksiiire ile 48 saat inkiibe edildi. Daha
sonra, hiicreler PBS ile yikandi ve MPO’1 soliibilize
etmek amaciyla deterjanli tamponda (50 mM potasyum
fosfat pH 6, %0.5 HETAB, 10 mM EDTA) homojenize
edildi. Standart reaksiyon i¢in ortama 500 y1 deterjanl
tampon (160 mM potasyum fosfat pH 5.4, %1 HETAB),
150 pl su, 100 1 TMB (16 mM), 200 ul 6rnek kon-
duktan sonra, 50 ul %0.03’lik H,O, eklenerek 37°C’de
reaksiyon baglatildi. Reaksiyonun hizi 655 nm’de izlen-
di. Bu kogullarda dakikada bir absorbans degisimi veren
enzim miktari bir {inite (U) olarak alindi. Sonuclar U/mg
protein olarak ifade edildi.

HOCI Miktarmm Olciimii

Lokositlerde HOCI iiretimi taurin kloramin 6l¢iimii ile
gosterildi. Taurin kloramin 6l¢iimiiniin esasi, HOCI ile
taurin (TauNH,) arasindaki reaksiyona dayanir. Olugan
taurin kloramin (TauNHCI), sar1 renkli 5-tiyo-2-nitro-
benzoik asiti (TNB) oksitleyerek renksiz DTNB meyda-
na getirir. Renk acilmasi spektrofotometrik olarak 412
nm’de tayin edilir (15).

Lokositler, 3.5x10° hiicre/petri olacak sekilde ekildi
ve 500 pg/ml Hidroksilire ile 48 saat inkiibe edildi.
Hiicreler PBS ile yikandiktan sonra 20 mM taurin
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iceren 500 pl Hank’s ¢ozeltisi (5.4 mM KCI, 0.3 mM
Na,HPO,, 0.4 mM KH,PO,, 4.2 mM Na HCO,, 1.3 mM
CaCl,, 0.5 mM MgCl,, 0.6 mM MgSO,, 137 mM NaCl,
5.6 mM D-glukoz, pH 7.4) icinde homojenize edilip
37°C’de 10 dakika bekletildi. Daha sonra hiicrelere 1
mg opsonize zimozan eklenip 37°C’de her 5 dakikada
bir karigtirilarak 30 dakika inkiibe edildi. Tiipler 0°C’ye
alinarak reaksiyon durduruldu ve 4°C’de, 14000 g’de 5
dakika santrifiijlendikten sonra siipernatana 8:1 oraninda
TNB eklenerek 412 nm’de okundu. Kor olarak TNB:
Hank’s ¢ozeltisi (8:1) kullanildi. Olusan DTNB iizerin-
den HOCI miktar1 hesaplanarak mmol/mg protein olarak
ifade edildi.

Protein Tayini

Orneklerdeki protein miktar1 Bradford yontemi ile tayin
edildi (16). Standart olarak sigir serum albumini kulla-
nildi.

Istatistik

Tamamu in vitro olarak gergeklestirilen caligmalarda
kontrol olarak ilaglarla inkiibe edilmemis hiicreler kul-
lanildi. Her kosul en az ii¢ kez caligildiktan sonra sonug-
larin ortalama ve standart sapmalar1 hesaplandi ve farkli
gruplardaki sonuglarin birbirlerine gore anlamli olup
olmadig1 iki yonlii ¢ testi ile degerlendirildi. P<0.01
anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Hidroksiiirenin doz-bagiml sitotoksik etkisi

Hidroksiiirenin 16kositlerde doz-bagimli sitotoksik etkisi
Sekil 1’de goriilmektedir. MTT testinde sitotoksisite
arttikca formazan olusumu azalmakta, yani renk acil-
maktadir. Hidroksiiire ile yapilan deneylerde ise, ilac ile
MTT reaktifi arasindaki etkilesim nedeniyle, ilacin dozu
arttikca formazan olugumunun da arttif1 goriilmektedir
(17). Bu nedenle, hidroksiiire ile gerceklestirilen sito-
toksisite deneylerinde, her doz i¢in ilag ve MTT etkile-
siminden elde edilen degerler sitotoksisite degerlerinden
cikarildi. En yiiksek ilag dozunda bile (800 pg/ml)
LD, ye ulagilamadi. Literatiire dayanilarak ¢aligmanin
ileri asamalarinda kullanilacak Hidroksiiire konsantras-
yonu 500 g g/ml olarak belirlendi.

Hidroksiiirenin lokositlerin degraniilasyonuna etKisi

Bu deneyde, 16kositlerde f-MLP ile degraniilasyon uya-
rildiktan sonra akim sitometrik yontemle hiicre icinde
kalan MPO o¢lciilmektedir. Dolayisiyla, cihazdan elde
edilen verilerde degraniile olmamig hiicrelerin % ola-
rak orani bulunmaktadir. Sekil 2’de gerekli hesaplama
yapilarak degraniile olmus hiicrelerin oram1 verilmistir.
Hidroksiiire ile inkiibe edilen 16kositlerde degraniilas-
yonun anlaml sekilde arttig1 izlenmektedir (Kontrol %
14.43+0,71 ve Hidroksiiire % 51,97+2,82; P=0,004).
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Sekil 3. Hidroksiiirenin 16kosit MPO aktivitesine (3A) ve HOCI iiretimine (3B) etkisi

Hidroksiiirenin lokosit MPO aktivitesine ve HOCI
uretimine etkisi etkisi

Hidroksitire ile inkiibe edilen hiicrelerde MPO akti-
vitesi, ilagsiz inkiibe edilmis lokositlerdekine kiyasla
anlamli derecede artmig olarak bulunmustur (Sekil 3A,
Kontrol 1,58+0,18 ve hidroksitire 3,45+0,22 U/mg prot.;
P=0,01). Buna paralel olarak, MPO aktivitesinin dogal
tirtinii olan HOCI tiretiminde de anlamli bir artig goriil-
miigstiir (Sekil 3B, Kontrol 0,19+0,00 ve HOCI 1,28+0,-
02 mmol/mg prot.; P=0,0001)

TARTISMA

Kemoterapi, hematolojik malignitelerde en sik kulla-
nilan ve en etkili olan tedavi seklidir. Ancak o6zellikle
losemilerde kullanilan ilaglarin etki mekanizmalarina
bagli olarak goriilen kemik iligi baskilanmasi, tedavi
programini aksatir ve hastanin yagam kalitesini diigiiriir.
Bu nedenle 16semi tedavisinde kullanilan ajanlarin gelis-
tirilmesi ve hiicre diizeyindeki etkilerinin tanimlanmasi
yoniindeki arastirmalar yogunlagsmistir. Bu g¢aligmada,
ozellikle kronik myelositik 16semi olmak iizere bir cok
hematolojik malignitenin tedavisinde kullanilan hidrok-
siiirenin, 16kositlerin mikrobisid fonksiyonlarina etkisi
incelenmistir. Hidroksitirenin sik goriilen ve tedaviye
ara vermeyi gerektiren bir yan etkisi olan kemik iligi
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baskilanmasina bagli olarak sayilar1 azalan 16kositlerde,
ayrica mikrobisid fonksiyonlarin da bozulmasi tedaviyi
olumsuz etkileyecektir.

Calismanin baglangicinda, fagositoz yapan baglica hiic-
reler olmalar1 nedeniyle sadece notrofillerle calisilmasi
planlanmis (18), ancak notrofil izolasyonu iglemi sonu-
cunda yeterli sayida ve kalitede hiicre saglanamamuigtir.
O nedenle ¢aligmalara izolasyonu daha kolay ve verimli
olan l6kositlerle devam edilmigtir. Hidroksitirenin 16ko-
sitler iizerindeki LD, dozunu belirlemek iizere yapilan
MTT testinde, yiiksek dozlarda bile %50 sitotoksik
etkiye ulagilamadig1 goriilmiistiir. Hidroksiiirenin hiicre
dongiisiiniin S fazina etkili oldugu diisiiniildiigiinde bu
bulgu, S fazinda bulunmayan matiir 16kositlerin ilacin
sitotoksik etkisinden daha az etkilendigi bilgisini destek-
ler niteliktedir (19).

Literatiirde hidroksiiirenin 16kositlerin mikrobisid fonk-
siyonlarma etkilerinin kapsamli olarak arastirildigi bir
calismaya rastlanmamigtir. PMN I6kositlerin etkilerine
yonelik bazi caligmalarda ise hidroksitire genellikle
lokositlerin sayilarini azaltmak amaci ile kullanilmigtir
(20). Fotal hemoglobin (HbF) sentezini uyarici etkisi
nedeniyle HbS polimerizasyonunu inhibe edici etkisi
olan hidroksiiire, orak hiicreli anemi ile ilgili arastirma-
larda siklikla kullanilmaktadir (21). Boyle bir calismada,
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idroksitirenin PMN l6kositlerin adezyon molekiillerinin
ekspresyonu ve solunum patlamasi gibi gesitli fonksi-
yonlarim etkiledigi, dolayistyla da bu hiicrelerin ilacin
primer hedeflerinden biri oldugu gosterilmistir (22).

Calismamizda hidroksiiirenin 16kositlerin degraniilas-
yon fonksiyonu ve MPO aktivitesine etkileri deger-
lendirilmigtir. MPO degraniilasyon ile fagozom igine
birakilan bir enzim oldugu i¢in, bu parametreler birbi-
rini tamamlar niteliktedir . MPO aktivitesi hem sentetik
bir substrat olan TMB’in oksidasyonu, hem de MPO’1n
katalizledigi reaksiyonun dogal iiriinii olan HOCI iireti-
mi iizerinden Ol¢iilmiistiir. Sonug olarak, hidroksitirenin
lokositlerde degraniilasyon fonksiyonunu, MPO aktivi-
tesini ve HOCI iiretimini anlaml1 derecede artirici etkisi
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