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Noroblastomda Retinoik Asit ve
Sitotoksik Ajanlarin Kombinasyonlarinin
Hiicre Siklus Proteinlerinden Siklin D1 ve
P21 Ekspresyonu Uzerine Etkileri

Effect of Retinoic Acid and Cytotoxic Agent
Combinations on Cell Cycle Proteins Cyclin

D1 and P21 in Neuroblastoma

OZET Amag: Siklin D1 gesitli tiimérlerde onkojenik aktivitesi gosterilmis anahtar hiicre siklus re-
giilator proteinidir. p21 siklin bagimli kinaz inhibitori olup hiicre siklusunun ilerlemesini 6nleyen
tiimor supresorlerdendir. Néroblastom tedavisinde kullanilan kemoterapétik ajanlar ile siklin D1 ve
p21 arasindaki iligkiyi agiklayan arastirma sayis: yeterli degildir. Bu galismanin amaci, néroblas-
tom hiicre hattinda kemoterapétik ajanlarin siklin D1 ve p21 ekspresyonu tizerine etkisini aragtir-
maktir. Gereg ve Yontemler: Kelly (N-myc pozitif ) néroblastoma hiicre hattinda sisplatin 0.5
pumol/L, vinkristin 0.01 umol/L, etoposid 0.1 pmol/L, siklofosfamid 2.5 umol/L, doksorubisin 25
nmol/L ve retinoik asit 0.0001 mol/L ile kombine sekilde 24 saat inkiibe edildi. Siklin D1 ve p21
ekspresyonlar1 immunositokimyasal olarak belirlendi. Ekspresyonlar negatif, hafif, orta ve yiiksek
ekspresyon olarak degerlendirildi. Bulgular: Tek tek ya da retinoik asit ile kombine ilag uygulama-
larinda degisik diizeylerde siklin D1 ve p21 ekspresyon degisimleri gézlenmistir. Ancak retinoik
asit ile vinkristin kombinasyonu kontrolde negatif olan p21 ekspresyonunu yiiksek pozitif degisime
ugratirken, siklin D1 pozitif kontrol ekspresyonu azalmigtir. Sonug: Bulgular hiicre siklus protein-
leri tizerine proliferasyonu engellemeye yonelik en etkili ilag¢ kombinasyonunun retinoik asit ve
vinkristin oldugunu desteklemektedir. Tkinci sirada etkin olan iki grup retinoik asidin etoposid ve
siklofosfamid ile olan ikili kombinasyonlaridir. Yan etkiler goz 6niine alinarak bu kombinasyonla-
rin, kronik bir hastalik gibi davrandigi kabul edilen néroblastomun idame tedavisinde kullanimi in
vitro olarak bir kez daha desteklenmisgtir.

Anahtar Kelimeler: Noroblastoma; siklin bagimli kinaz inhibitéri p21;
CCND1 proteini, insan; sitotoksinler

ABSTRACT Objective: Cyclin D1 is a key regulatory protein of cell cycle and this oncogenic ac-
tivity had been observed in a variety of tumors. P21 is a cyclin dependent kinase inhibitor respon-
sible for cell cycle arrest as a tumor suppressor gene. The studies in the literature about effects of
retinoic acid and cytotoxic agents on p21 and cyclin D1 are not satisfactory. The aim of this study
is to investigate effects of chemotherapotic agents on expression of cell cycle proteins cylin D1 and
P21. Material and Methods: Cisplatin, 0.5 pmol/L; vincristine, 0.01 pumol/L; etoposide, 0.1 umol/L;
cyclophospamide, 2.5 pmol/L; doxorubicine, 25 nmol/L; and retinoic acid, 0.0001 mol/L; and their
combinations were applied to Kelly human neuroblastoma cell line (N-myc positive) for 24 hours.
Cyclin D1 and P21 expressions were analysed with immunocytochemistry method. Expressions
were recorded as negative, mild, moderate or high. Results: Cyclin D1 and P21 expression changes
were observed in application cytotoxic agents alone or combined with retinoic acid in different de-
grees. However retinoic acid combined with vincristine is the most noticable group to take into
consideration by changing the negativity of p21 to high positivity; and degreesing the expression
of cyclin D1 compared to non-treated control neuroblastoma cells. Conclusion: Our results indicate
that retinoic acid and vincristine combination is most effective in decraasing proliferation. Second
effectivity is shared by combination of retinoic acid with etoposide and combination of retinoic
acid with cycophospamide. These in vitro results support the idea of indications of these combina-
tions in neuroblastoma accepted as a chronic disease when side effects are taken into consideration.

Key Words: Neuroblastoma; cyclin-dependent kinase inhibitor p21;
CCND1 protein, human; cytotoxins
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Oroblastom (NB) noral krestten koken alan,
Nsempatik sinir sisteminden orijinli embri-

yonik sinir hiicrelerinden olusan ¢ocukluk
caginin sik goriilen ekstrakranial solid malign tii-
mordir.!® Tam ¢ocukluk ¢ag kanserlerinin %8-
10’unu olusturur. Multimodel tedavilerde gelisme-
lere karsin ilerlemis hastaliklarda sagkalim kotii-
diir.*” NB spontan regresyondan, agresif multi mo-
del tedaviye karsin progresyona dek klinik
heterojenite gostermektedir. N-myc amplifikasyonu
NB’da agresif ve proliferatif tiimorlerde goriiliir ve
yiiksek risk kriteridir.® Bircok hedef geni diizenle-
yerek hiicre proliferasyonunu uyaran transkripsiyon
faktoridiir. Bu nedenle {izerinde ¢ok ¢aligma vardir.
NB hiicre hatlarinda hipoksiye yanit1,? diferansiyas-
yon ile ilgisi,' yeni ilaglara yamt1" caligilmaktadar.

Tiimoriin biyolojik davranigindaki degiskenlik
nedeniyle, NB spontan regresyonlar, benign trans-
formasyon ya da agresif seyir gosterebilmekte, bu
durum hastaligin prognozunu belirlemede ve teda-
visinde sorunlara yol agmaktadir.'”!> Antiangioge-
nik tedavi hedefleri'® yamsira diferansiasyon,
spontan regresyonun molekiiler mekanizmalar1'’
da aragtirilmaktadar.

Sisplatin, retinoik asid (RA), sodyum fenil ase-
tat, poliprenoik asid gibi kimyasal bilesikler NB
hiicre hattinda diferansiyasyonu uyarir. NB hiicre
hatlarinda RA uygulamasi ile N-myc ekspresyonu
dramatik olarak azalmaktadir. Siklin D1 cesitli tii-
morlerde onkojenik aktivitesi gosterilmis anahtar
hiicre siklus regiilator proteinidir.'® Birgok tiimor-
de artmis ekspresyonu gozlenmistir. Siklin bagiml
kinaz (CDK) esleri CDK4 ve CDK6’y1 aktive ede-
rek hiicre siklus progresyonunda rol oynar.’” NB’da
siklin D1, CDK4 ve CDK6’daki genomik aberas-
yonlarin saptanmasi bu pediatrik tiimérde hiicre
siklusu G1 asamasina giris kontrol noktasinda bir
bozukluk oldugunu gostermektedir.? Siklin D1 n6-
roblastlarda ekspresyon gosterirken ganglionérom-
da bu ekspresyon diisitk bulunmustur. Gl
diizenleyici genlerde artmis ekspresyon olmas: An-
diferansiye fenotiple iligkili saptanmigtir.?"*?

p21 siklin bagiml kinaz inhibitérii olup hiicre
siklusunun ilerlemesini 6nleyen tiimdr supresorler-
dendir.” Noroblastom tedavisinde kullanilan TPOG
tedavi protokoliindeki kemoterapétik ajanlar ile sik-
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lin D1 ve p21 arasindaki iligkiyi agiklayan arastirma
say1s1 yeterli degildir. NB hiicre hattinda siklin D1’in
sisplatin direnci ile iligkisi saptanmamigtir.?

Bu ¢aligmanin amaci, néroblastom hiicre hat-
tinda kemoterap6tik ajanlarin siklin D1 ve p21 eks-
presyonu iizerine etkisini aragtirmaktir.

I GEREC VE YONTEMLER

Kelly (N-myc pozitif ) NBa hiicre hattinda sisplatin
0.5 mmol/L, vinkristin 0.01 mmol/L, etoposid 0.1
mmol/L, siklofosfamid 2.5 mmol/L, doksorubisin 25
nmol/L ve 13-cis-RA 0.0001 mol/L ile kombine se-
kilde 24 saat inkiibe edildi. Siklin D1 ve p21 eks-
presyonlar: immunositokimyasal olarak belirlendi.

HUCRE KULTURD

Kelly insan NB hiicre hatt1 (DSMZ, ACC 355) iize-
rine RA, sitotoksik ajanlar (sisplatin, vinkristin, sik-
lofosfamid, etoposid, doksorubisin) ve bunlarin
kombinasyonlar1 LD50 optimize edilmis dozlarda
96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plagindaki uygulandi.
Yiizde elli letal doz optimizasyonunda MTT test
kullanildi. Hiicre dizisi %10 fotal bovin serumu ice-
ren RPMI 1640 ortami ile 37°C, %5 CO, inkiiba-
torde kiiltiire edildi. Hiicre biiylime ve ¢ogalmasi
%099 oldugunda hiicreler 96 kuyucuklu hiicre kiil-
tiird plagina 5000 hiicre/kuyucuk olmak tizere her
bir kuyucuga 100 pL ekildi. RA ve sitotoksik ajan-
lar ve bunlarin kombinasyonlar; 72 saatlik inkiibas-
yon sonrast hiicre iceren kuyucuklara uygulanip 24
saat inkiibe edildi.

KEMOTERAPOTIK AJANLAR

13-cis-RA (Sigma, R3255, Germany) 1siktan koru-
nacak sekilde 0.01 g tartilarak 10 mL %961k etil
alkol ile ¢oziildii. Sisplatin (Sigma, P4394, Ger-
many), istktan korunacak sekilde 0.003 g tartilarak
10 mL ortam ile ¢oziildii. Vinkristin (Vinkristin
stlfat, Mayne, 1 mg/mL), flakondan ortam ile su-
landirilip 0,01 mg/mL konsantrasyonunda ilag ha-
zirlandi. Siklofosfamid (Endoksan, Baxter, 261.085
g/mol), 0.001 g tartilarak 10 mL serum fizyolojik ile
¢oztldi. Etoposid (Fytosid, Dabur, 100 mg/5 mL),
flakondan ortam ile sulandirilip 100 pmol/mL kon-
santrasyonunda ila¢ hazirlandi. Doksorubisin (Ad-
riblastina, Deva, 10 mg/flakon) 0.0001 g tartilarak
10 mL serum fizyolojik ile ¢oziildii.
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Maglarin hazirlanan stok konsantrasyonlarin-
dan farkli konsantrasyon denemeleri yapilarak her
ila¢ i¢in Kelly hiicreleri {izerindeki LD50 dozlar
hesapland:.

iMMUNOSITOKIMYA

Immiinositokimya uygulamas: direk 96 kiiltiir pla-
gina kuyucuklara uygulanmistir. Bu agamalar nons-
teril ortamda oda 1sisinda gergeklestirilmistir.
Kiltiir plag: PBS (Phosphat Buffer Saline) (pH: 7.4)
ile 10ar dakika 2 kez yikanmistir. Fiksasyon i¢in
999 etanol ile 15 dakika inkiibe edildi. Plak, azalan
alkol konsantrasyonlarinda (%99, %95, %80, %70;
her birinde 5 dakika), rehydrate edildi, daha sonra
%3 H,0, (distile suda diliie) ile oda sicakliginda 10
dakika bekletilerek endojen peroksidaz aktivitesi
bloke edildi. Her asamadaki yikamalar PBS (pH 7.4)
ile gerceklestirildi. Bloke edici antikorun 5 dakika
uygulanmas: ile non-spesifik baglanmalar bloke
edildikten sonra, 1:100 diliisyonda 2 saat primer
antikorlar (Cyclin D1, DBS, Mob 178; P21WAF1,
DBS, Mob 280) uygulanda. Streptavidin-biotin tek-
nigi ile ¢alisan iki agamali universal kit (DBS, KP-
50L) kullanildi. Kromojen olarak diaminobenzidine
solisyonu (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO,
USA), zit boyama i¢in Mayer’s hematoksilen boyasi
uygulandi. Tki kuyucuk negatif kontrol olarak sa-
dece PBS ile inkiibe edildi. Ekspresyonlar negatif,
hafif, orta ve yiiksek ekspresyon olarak inverted
mikroskopta degerlendirildi. Niikleer ekspresyon
dikkate alindi. Canli hiicrelerde niikleer lokalizas-

RESIM 1: ilag uygulanmamis kontrol néroblastom (KELLY) hiicrelerinde P21
negatifligi (DAB x 100).
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TABLO 1: Noroblastom hiicre hattinda sitotoksik
ajanlarin retinoik asitin ve kombinasyonlarinin siklin D1
ve P21 lizerine etkileri
Grup Siklin D1 P21
Kontrol n
Retinoik Asit(RA) ++ +
Sisplatin +
Vinkristin ++ ¥
Doksorubisin +
Siklofosfamid + ¥
Etoposid +
RA+Sisplatin +
RA+Vinkristin + St
RA+Doksorubisin +
RA+Siklofosfamid ++ ++
RA+Etoposid + +

yonda pozitif boyanma %10’un alt1 negatif, %11-
30 hafif (+), %31-50 orta (++), %50’nin tzeri yiik-
sek (+++) ekspresyon olarak degerlendirildi.
Ekspresyon siddeti dikkate alinmad.

I BULGULAR

Siklin D1 ve P21’in uygulanan ajanlar ve kombi-
nasyonlar ile ekspresyon degisimleri Tablo 1’de
goriilmektedir.

RA ile vinkristin, siklofosfamid ve etoposid
kombinasyonlarinda yiiksek diizeyde p21 ekspres-
yonu gozlendi. Kontrolde p21 negatif iken (Resim
1), RA ve vinkristin kombinasyonunda en ¢ok po-

RESIM 2: Retinoik Asit+Vinkristin uygulanmis diferansiye néroblastom
(KELLY) hiicrelerinde P21 pozitifligi (DAB x 400).
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SEKIL 1: Noroblastoma tedavisinde kullanilan gesitli kemoterapotik ajanlarin
ve retinoik asit kombinasyonlarinin siklinD1 ve p21 ekspresyonu tzerine etkisi.

RESIM 3: Sisplatin uygulanan grupta siklin D1 poxzitifligi (DABx400).

zitif ekspresyon gozlendi (Resim 2). RA, sisplatin
ve RA ile siklofosfamid kombinasyonunda orta dii-
zeyde Siklin D1 ekspresyonu gozlendi (Sekil 1) (Re-
sim 3).

I TARTISMA

D tipi siklin ve CDK’lar néronal diferansiyasyon ve
apoptozda esas tegkil eder. Hiicre boliinme siklusu-
nun G1 asamasinda durmaya antimitojenik ajanlar,
antiproliferatif sinyaller yol agarken diferansiyas-
yon da hiicre siklus duraklamas: ile paralel gitmek-
tedir.?

Caligmamizda tek tek ya da RA ile kombine
ila¢ uygulamalarinda degisik diizeylerde siklin D1

ve p21 ekspresyon degisimleri gozlenmistir. Ancak
RA ile vinkristin kombinasyonu kontrolde negatif
olan p21 ekspresyonunu yiiksek pozitif degisime
ugratirken, siklin D1 pozitif kontrol ekspresyonu
azalmistir. Bulgularimiz hiicre siklus proteinleri
siklin D1 ve p21 iizerine en etkili ila¢ kombinasyo-
nunun RA ve vinkristin oldugunu desteklemekte-
dir.

Vinkristinin medullablostoma tizerindeki et-
kisinin arastirildign bir caligmada vinkristinin
p53’ten bagimsiz olarak p21 protein diizeyini up-
regiile ettigi gosterilmigtir.> p21 proteini DNA ha-
sar1 ve mikrotubul inhibit6rlerini iceren farkl
hiicresel streslere yanit olarak aktive olur.'#?>? Sik-
lin D1 protein overekspresyonu ¢esitli tumorlerde
gosterilmigtir.'®?” Primer nérobastom hiicrelerinde
siklin D1 ekspresyonu ile sisplatin sensitivitesi ara-
sindaki iligkinin aragtirildig1 bir caligmada siklinD1
ekspresyonunun sisplatin direnci ile korele olma-
dig1 saptanmigtir.'®

Siklin D1 niikleer oldugu zaman hiicreyi pro-
liferasyona sokmay stirdiiriirken, sitoplazmik ol-
mast daha ¢ok diferansiyasyonla iligkili saptan-
mugtir.”® Siklin-CDK etkilesimi niikleer oldugu za-
man olusur. Sitoplazmik lokalizasyonda genelde
hiicre S sentez fazindadur.

Ajan uygulanmasi sonucu sagkalan hiicrelerde
proliferasyon uyarici siklin D1 ekspresyonu siir-
mektedir. Ancak ¢alismamizda bazi kombinasyon-
larda (RA + vinkristin, RA+siklofosfamid, RA +
etoposid) p21 ekspresyonundaki artma ajanlarin et-
ki mekanizmasinda siklus uyaran sistemde direk
blokaj almadan inhibitér mekanizmalarin devreye
girdigini desteklemektedir.

Sonug olarak bulgularimizdan yola ¢ikarak
NB’u kronik bir hastalik kabul edip diisitk dozda
metronomik tedavinin (RA + siklofosfamid), kulla-
nilabilecek ajanlarin toksik etkileri de diisiiniilerek;
tartisilmas: gerektigi diigtiniilmiistir.
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