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1. GIRIS VE AMAG :

Lenfoid dokularin hlcre toplulugu sabit retikGlim
hdcreleri, makrofajlar, lenfositler ve plazma hucreleridir. Periferik kanin
sekilli elemanlari arasinda % 15- 40 oraninda lenfositler bulunur.
Lenfositler yavasta olsa hareket edebilen, cgesitli enzimler (lipolitik,
proteolitik gibi) iceren hucrelerdir. Kemik iligi ve timusta bulunan
lenfositler kisa dmarla (13 gun), Torasik kanal, lenf dGgumu ve periferik
kandaki lenfositler daha uzun émurluduhr.

Lenfositlerin ana hucrelerinin yapim yeri dogumdan sonra
kemik iligidir. Kemik iliginden ¢ikan bu hucreler timusa girer ve T lenfosit
farkhlasmasini gostererek, kan dolasimina tekrar gecgerler. Ayni sekilde
B lenfosit dncllleride lenfoid dokuda farklilasarak B lenfositleri olarak
kan dolagimina gegerler. Kan dolasimindaki lenfositlerin % 25-30'u B
lenfositler, kalanlari T lenfositleridir. T lenfositlerin yuzey yapilari B
lenfositlerden farklidir.

T lenfositleri, antijenlere karsi hucresel bagisiklikta, B
lenfositler ise humoral cevapta rol oynamaktadirlar. B lenfositleri,
antijenik uyarim sonucu antikor sentez eden plazma hucresine
farkhlasarak antikor salgilayan hicreye donutsur. T lenfositler ise
antijenik uyarim sonucu lenfokinler salgilayarak hucresel immun
cevapta rol alirlar.

Purin nudkleotidlerin sentezinde temel iki yol vardir.
Birincisi yapisal molekullerin kullanildigi de-novo sentez yolu, ikincisi
bazlarin tekrar kullanildigi daha az enerjiye ihtiya¢ duyan salvage
yoldur. De-novo sentez Ozellikle karaciger ve plesantada aktifdir. Non-
hepatik dokularda daha ¢ok karaciger kaynakh purinler kullanilir. PRPP
nukleotid sentezindeki anahtar bilesiktir. Hem de-novo sentezde hemde
salvage yolda kullaniir. De novo sentezin birinci ve duzenleyici
basamagi PRPP ve glutaminden 5- fosforibozilaminin olustugu
amidofosforibozil transferaz enzimin katalizledigi reaksiyondur. Sentez
sonucunda olusan bilesik IMP’ dir. IMP’ den AMP ve GMP sentezlenir.
Salvage yol, extra hepatik dokularda énemlidir. Adenin nukleotidlerin
yikiminda 5’ nukleotidaz enzimi anahtar rol oynar. Sonugta bu yolda
adenozin Uzerinden inozin, guanozin ve ksantosin olusur. Yikim
yolunda adenozin, adenozin deaminaz enzimi ile inozine doner. Bir
sonraki reaksiyonda riboz 1- fosfatlarin ayrilmasi ile hipoksantin, guanin
ve ksantin olusur. Olusan ksantin, ksantin oxidaz ile urik asit ve hidrojen
perokside yikilir.

Purin metabolik yol enzim anormalliklerinin immun sistem
defektlerleriyle ve lenfoproliferative sistem bozukluklariyla iliskili oldugu
bilinmektedir. Bu enzimlerden 0Ozellikle ADA, 5 NT ve PNP lenfosit
proliferasyonunda énemli rol oynamaktadir.



Adenozin deaminazin spesifik substrati olan adenozin,
immun sistemin dizenlemesinde 6nemli rol almaktadir. Adenozinin Ug¢
metabolik yolu vardir: Deaminasyon, fosforilasyon ve homosistein ile
konjugasyon. Adenozin, adenozin deaminazin (E.C.3.5.4.6.)
katalizledigi deaminasyon reaksiyonu ile inozine donusur. Adenozin
kinaz (E.C.2.7.1.20.) ile adenozin fosfatlanarak adenozin monofosfat
olusur.Ardindan da, AMP den ADP ve ATP veya adenilat siklaz ile
cAMP olusabilir. Adenozinin homosistein ile konjugasyonu ile S-
Adenozin homosistein meydana gelebilir. S-Adenozin homosistein RNA
ve protein sentezi sirasinda metilasyon reaksiyonlarini inhibe eder. 2

Yapilan c¢aligmalarda Ozellikle T ve B cell hucrelerinin
maturasyonu agisindan ADA’ nin énemli rolii oldugu gdsterilmistir.2

Adenozin konsantrasyonunda artisin lenfosit
proliferasyonunu neden inhibe ettiginin mekanizmasi henuz tam olarak
belli degilse de , ADA eksikliginde artan adenozinin 5 AMP’ye
fosforilenmesi ve ardindan da ADP, AMP, ATP ve dATP’ nin olugmasi
sonucunda purin ve pirimidin nukleotidlerinin de novo sentezinin inhibe
edilmesi olasi bir mekanizma olarak kabul edilmektedir. ATP, ADP ve
AMP de novo sentezin en dnemli basamagi olan PRPP sentazin gugclu
inhibitorleridir. Ayrica purin ve pirimidin bazlarinin sentezinin azalmasi
DNA kiriklarina ve apoptosise neden olmaktadir. Onarilmamis DNA
Kiriklari poI%/-ADP ribose polimerazi induklemekte hicre apoptosise
gitmektedir.

ADA inhibisyonuna bagh olarak DNA sentezinde
kullanilacak olan deoksiribonukleotidlerin sentezinin inhibe olmasi ADA
toksisitesini aciklayan bir diger onemli mekanizmadir. ADA inhibe
oldugunda substratlari adenozin ve deoksiadenozin hucrede Dbirikir.
Daha 6nce de bahsedildigi gibi adenozin ve deoksiadenozin adenozin
kinazinda substratidir. Artan adenozin ve deoksiadenozin adenozin
kinaz ile fosfatlanarak adenozin monofosfat olusur. Ardindan da
AMP’den ADP ve ATP olugabilir. Artan ATP duzeyleri, deoxyriboz
sentezi igin gerekli ribonukleotid reduktazi da inhibe eder. Ribonukleotid
rediktaz  Uridindifosfatdan ( UDP), 2’-deoksiribonikleoziddifosfat
olusumunu katalizler. Deoksiuriindifosfat sentezinin azalmasi  timin
sentezini azaltir. Bunun sonucu olarak da DNA sentezi ve onarimi
azalir. Ribonukleotid reduktazin inhibe olmasi ile T ve B cell gen
dizenlenmesi zarar gortr. Sonu¢ olarak ADA vyetmezligi olan
hastalarda T ve B cell maturasyonu sinirli kalmaktadir. *

Lenfosit proliferasyonunda de-novo ve salvage yolun
onemini  acgiklayan  calismalara  bakilacak  olursa; Lenfosit
proliferasyonunda de-novo sentezin, salvage sentezden daha 6nemli
oldugunun gdstergesi de-novo sentezin inhibitérleri 6 mercaptopurin ve
azoserine kullanildiginda lenfosit transformasyonunun inhibe olmasidir.

2



Salvage yolun herediter olarak galismadigi Lesh- Nyan sendromlu
hastalarda normal lenfosit proliferasyonunun gergeklestigi
gosterilmistir.>°

ADA inhibisyonu sonucu adenozin konsantrasyonunu
artisi ile cAMP duzeyleride artis gosterebilir. cAMP hucresel immun
cevapta dnemli rol oynamaktadir. intracelliler cAMP diizeyinin artisi ile
hicresel sitotoksisite inhibe olmaktadir. cAMP dlzeyinin artisi sonucu
supresor hiicre aktiviteleri de artar.*

5" NT enzimi , ADA ile ayni yolda gorev yapar. 5’NT, AMP
ve GMP gibi 5'nukleotidlerin defosforilizasyonundan sorumludur. 5’NT
enzim defektinin immun sistemi etkilemesinin mekanizmasi yukarida
bahsedildigi gibi 6zellikle artan dATP seviyelerinin deoxyriboz sentezi
icin gerekli ribonukleotid reduktazi da inhibe etmesidir.Her iki enzimin
inhibisyonundada klinik tablo immun sistem yetmezligiyle iligkilidir. Pek
¢ok calismada 5 NT aktivitesi B lenfositlerde T ° den yuksek
bulunmustur. 5° NT, dzellikle B lenfositlerin markeri olarak kabul edilir. °

Losemi kemik iliginin yaygin olarak kanser hucreleri ile
dolmasi ile karakterizedir. Losemiler hiicre tipine ve I6semik hlcrelerin
olgunluk durumuna gore siniflandirilabilir. Akut |0semiler immatur
hicrelerin kemik iligini doldurmasi ve tedavisiz hastalarda hizli ve
olumcul seyir ile karakterizedir. Kronik I6semilerde daha yavas bir gidis
goralur..

ADA ve 5'NT bazi literaturlerde purin yikim yolu enzimi
kabul edilirken bazi arastirmacilar tarafindan purin salvage yol enzimi
olarak degerlendiriimektedir." 'Enzimlerin 6zellikle T Lenfosit ve B
Lenfosit hlcre proliferasyonun da goérev almasi 06zellikle [6semi
acisindan onem tasimaktadir. Enzimlerin davranis bigimleri Gzerinde
literatlrde fikir birligi bulunmamaktadir. Hastaligin tipi ve gelisimine goére
adi gecen enzimlerin farkl hastaliklarda farkl regulasyona sahip oldugu
gorilmektedir. >%2%3° Bu farklihgin hiicre tipi veya hastaligin orjinine
gére degismesi enzim metabolizmalari agisindan onem tagimaktadir.
Losemili hastalarda enzim aktivitelerine ait calismalarin literatlr
bilgisinin sinirli olmasi ve 16semili hastalarin kemik iliginde her iki enzim
aktivitesini degerlendiren g¢alismanin yapilmamis olmasi g¢alismamizi
anlamh kilmaktadir. Calismamizda purin metabolizmasinda goérev alan
ADA ve hem purin hemde pirimidin metabolizmasinda yer alan 5 NT
aktiviteleri degisik l0semili hastalarin kemik iliginde tayin edilmistir.
Klinikte |6semi teshisi alan ve tibbi tedavisine baslanmamis ve
dolayisiyla ilag kullanmamig hastalarin kemik iliginde baslangi¢ enzim
aktiviteleri ve ilag tedavisi sonrasi remisyona girdikten sonraki enzim
aktiviteleri degerlendirilmigtir.



Literatirde Ozelikle 16semili hastalarin kemik iliginde 5 NT
ve ADA enzim aktivitelerini aragtiran bir galismaya rastlanmamigtir.
Calismamizda hastalarin tedavi oncesi ve remisyon sonrasi enzim
aktiviteleri tayin edilerek, ADA ve 5 NT enzimlerinin degisik 16semi
turlerindeki metabolik davranig bi¢imi anlasiilmaya calisiimistir. Elde
edilen sonuglarin  I6semili  hastalarda plrin  ve  pirimidin
metabolizmasinin dolayisiyla adi gegen hasta grubunda nukleik asit
bilgisine ait bilgilerin daha iyi anlagiimasi, elde edilen bilgilerin
hastaligin tanisinda kullanilmasi ayrica hastaligin remisyonunun
takibinde ve ilacin etkinliginin degerlendiriimesinde literatire katkida
bulunacagini diisinmekteyiz. Ozellikle ¢calismamizda adi gegen enzim
aktivitelerinin kemik iliginde tayin edilmis olmasi elde edilecek enzim
degerleri ve enzim aktivitelerindeki degisimlerin sonuglarimizi daha
anlamli kilacagini diguinmekteyiz.



2. GENEL BILGILER:
2.1. Piirin Niikleotidlerin Metabolizmasi:

Pdrinlerin de-novo senrezi Riboz-5 Fosfat'la baglar.
Sentez yolunun 1. basamaginda, ATP girisi ile 5- Fosforibozil 1 —
pirofosfat meydana gelir. Bu reaksiyon PRPP sentetaz enzimi
tarafindan katalize edilir. Sentezin 2. basamaginda 1. karbona bagh
pirofosfat grubu glutaminin amid grubuyla yer degistirir. Boylece 5'-
Fosforibozil- 1.amin ( Fosforibozilamin )olusur. Bu reaksiyonu
Amidofosforibozil transferaz katalizler. Bu ilk iki reaksiyon de novo
sentez yolunda hiz kisitlayici basamaklardir. 3. reaksiyonda glisin, 4.
reaksiyonda N5N10-meteniltetrahidrofolat, 5. reaksiyonda ise tekrar
glutamin kullanilir. Daha sonra halka kapanir ve imidazol halkasi olusur.
7. reaksiyonda CO2, 8. reaksiyonda aspartat kullanilir. 9. reaksiyonda
fumarik asit ayrilir. 10. reaksiyonda N1 formiltetrahidrofolat girisi olur.
11. reaksiyonda ikinci halka kapanir ve inozin monofosfat olusur.®



Pdrinlerin de novo sentez yolu Sekil 1'de g('jsterilmi§tir.6
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Sekil 1 - Purin bazlarinin de novo sentez yolu



Parin halkasindaki azot ve karbon atomlarinin kaynagi
sekil 2’ de gosterilmistir.®

Raspiratony CO5 Glvaine

Aspartate ’/

B
Ny i s N3N -Methanyl-
N SN tetrahydrofolate

Amide nitrogen of glutaming

Sekil 2 - Purin halkasindaki azot ve karbon atomlarinin
kaynag!



Meydana gelen nukleotid daha sonra DNA ve RNA
yapisinda bulunan Adenin ve Guanin nukleotidlere gevrilir. IMP’den

aminasyon, oksidasyon-aminas g/on reaksiyonlari ile AMP ve GMP
meydana gelmektedir. (Sekil 3)

H
~00C—G—H oo~ TOOC—C—C—coo
He | % '
o NHa H,0 “ooc— c C coo~
N
w, . \@/ A ) ®
K\ GTP, Mg®*
N
| ADENYLOSUCCINATE
R-5-(B) SYNTHASE H 5@ F‘ 5@
Inosine menophosphate

Adenylosuccinate
(IMP)

Adenosine monophosphate
{AMPS) (AMP)

NaD* HO

IMP DEHYDROGENASE
NaDH

+H*
Glutamine  Glutamate o
N
)f[\> e TS
ATP ,fL‘\"\
|
R 5® R-5-F)
Xantheosi P Guanosine menophosphate
{J(MP} {GMP)

Sekil 3 - AMP ve GMP olusumu



AMP ve GMP daha sonra ATP’ nin yardimi ile di ve
trifosfatlara dontisir.(Sekil4)°

ATE APP ATP ﬁPP
Niikleozid Se . Niikleozid . P
monofosfat Kinaz difostat KillAz

Sekil 4: Nukleozid difosfat ve trifosfatlarin olusumu

Memelilerde ribonukleotid difosfatlardan, ribonukleotid
reduktase’in  katalizledigi  reaksiyon ile  deoksiribonukleotidler
sentezlenir. Tum dokularda ribonukleotid reduktaz mevcutdur. Aktif hale
sadece DNA sentezi yapilacakken gecer .Bu enzim ribozun hidroksil
grubundan oksijen alir. (Sekil 5)°

RIBOMUCLECTIDE
RECUCTASE

Ribonuclaosicds 2'-Deoxyibonudeosicdes
diphosphate ; : diphosphate

Reducad Oxiclized
thicradoxin thioredoxin

THICREDCOXIN
RECUCTASE
MADP™ MADPH +H*

Sekil 5 - Deoksiribonukleotidlerin sentezi

Hiikleozid
trifosfat



insanlarda de novo sentez yolunun aktivitesi dokular arasi
farkhlik gostermektedir. Eritrosit ve polimorf nikleer I6kositlerde 5-
fosforibozilamin sentezi yapilamaz ve ekzojen purinlere bagimlidirlar.
Bu hicrelere karaciger kaynak goérevi yapar. Periferik lenfositlerde bir
miktar de-novo sentez yolu mevcutdur. Purin nukleotid sentezi i¢in diger
bir yol ise salvage yoldur. Bu ara yolda kullanilan en énemli bilesikler,
purin yikim yolundan elde edilen hipoksantin ve guanin bazlaridir. Bu
bazlar hipoksantin-guanin fosforibozil transferaz ( HGPRT ) enziminin
salvage ara yolu purin bazlarinin korunumunda ve purin nukleotidlerin
yeniden sentezinde énemli bir yeri vardir.

Enerji kullanimi az, kisa ve ¢abuk bir yoldur.

Guanin + PRPP — GMP + PPi
Hipoksantin + PRPP — IMP + PPi

Adenin + PRPP  —> AMP + PPi

Parin nukleotidleri  yikimi ise 5 nukleotidaz enzimi ile
baslar. Sonugta adenozin, inozin, guanozin olusur. Adenozin, adenozin
deaminaz enzimi ile inozine doner. Bir sonraki reaksiyonda riboz 1-
fosfatlarin ayrilmasi ile hipoksantin ve guanin olusur. Hipoksantinden
ksantin olusumunu ksantin oxidaz katalizlerken, guaninden ksantin
olusumunu aminohidrolaz enzimi katalizler. Bir sonraki basamakta
olusan ksantin, ksantin oxidaz ile urik asit ve hidrojen perokside yikilir.
(Sekil 6)
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2.2, Pirimidin Niikleotidlerin Metabolizmasi :

Pirimidin nUkleotidlerin biyosentezinde kullanilan &énclil
maddeler CO,, glutamin ve ATP’ dir. Purin sentez yolundan farkl olarak
burada 6nce pirimidin halkasi meydana gelir. Daha sonra riboz 5- fosfat
eklenerek niikleotidler olusur. (Sekil 7)*

CO 4 + Glutamine + ATP
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Sekil 7 - Pirimidin nukleotidleri biyosentezi
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Pirimidin ndkleotidleri yikimi, 6zellikle karacigerde meydana gelir

Griinleri suda ¢dzindrler. ( Sekil 8 )°
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Sekil 8 : Pirimidin Nukleotidleri Yikimi
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2.3. Lésemi ve Kemik iligi Hakkinda Genel Bilgi

Kemik iligi kandan sonra en genis ve en buyuk
yapidir.Dogumdan itibaren hemotopoiesis kemik iliginde gerceklesir.
Kemik iligi iki kompnentden olusur; Hemotopoetik hicre kompartmani
ve stromal kompenent. Stromal kompenent hemotopoetik hucrelerin
proliferasyonunun gergeklestigi kompenentdir.

Normal kemik iliginde %15-25 kadar kirmizi seri hicreleri
veya eritroblastlar, % 50- 70 kadar granulositler veya miyeloid
elemanlar, % 10- 15 kadar beyaz seri elemanlar ( lenfosit , plazmosit,
monosit ve retikulum hicreleri ) bulunur. Ayrica % 1-2 kadar
hemositoblast ve megakaryositler de vardir.

Granulositler ve monositler bakterileri fagositoz yoluyla
yok ederler. Himoral ve hucresel bagigikhigl saglayan Iokositler, yani
lenfoid hucreler kemik iliginde, timusda ve lenf dugumlerinde olusurlar.
Lenfositler antijenle karsilasinca ribonukleik asit ve antikor yapimina
baslarlar. Lenfositler immudnolojik agidan 2 tipe ayrilmaktadir. T
hucreleri ve B hucreleri . T hucreleri hucresel bagisiklik ve B hicreleride
hamoral bagisiklikla rol alirlar.

B-hucreleri  immunoglobulin sentezi ve sekresyonu igin
Ozellesmis hicrelerdir.

T- hucreleri hucresel immuniteyi duzenlerler. T hucreler
timusda maturasyonlarini tamamladiklari i¢in bu adi alirlar. T lenfositler
kendi iclerinde helper ve cytotoxic lenfosit olarak da iki gruba ayrilarlar.
T lenfositlerin antijen reseptorleri yapisal olarak antibodilerle iligkili
olmasina ragmen yabanci antijenleri fark eder. Trombositler, kemik
iliginin dev hucrelerinden olan meakaryositlerden olusur. Megakaryosit
?7Igunla§|nca sitoplazmasi parcalanir ve trombositler meydana gelir. "

Losemi kemik iliginin yaygin olarak kanser hucreleri ile
dolmasi ile karakterizedir. Losemiler hicre tipine ve I6semik hlcrelerin
olgunluk durumuna goére siniflandirilabilir. Akut l6semiler immatir
hicrelerin kemik iligini doldurmasi ve tedavisiz hastalarda hizli ve
olumcul seyir ile karakterizedir. Kronik I6semilerde daha yavas bir gidis
gorilir.”

Akut l6semiler geng, olgunlasmamis , blastik hicrelerin

asiri ¢ogalmasi ile karakterizedir. Hi¢c farkllagsmamis stem cell ,
myeoblast, lenfoblast 6zelliklerini gosteren hicreler kan ve kemik iligini
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yayg|7r; olarak doldurmasi ile karakterizedir. Genellikle klinik seyri akut
olur.

Akut lenfoblastik |6semi, daha ¢ok kiglk cocuklarda ve
genglerde gorular. Al nin laboratuvar bulgularina bakildiginda, tipik
kan tablosu; anemi, trombositopeni ve blastik hucrelerin kanda
bulunmasidir. Lokosit sayisi azalmig, normal veya artmistir. Kemik iligi
hipersellulerdir. Kemik iligi hucrelerinin % 70-99" unu lenfoblastlar
olusturur. Normal hlcreler ¢ok azalmistir. Kemik iligi, lenf bezleri, dalak,
karaciger, bobrekler * de lenfoblastlarla dolmustur.”>"’

Akut myeloblastik I6semi, her yasta gortulmekle beraber
erigskinlerde daha sik gorulur. Hastalik akut baslar. Karakteristik klinik
bulgular yoktur. AML’ nin laboratuvar bulgulari ALL’ ye benzer. "®"’

Kronik lenfositer 16semi kanin lenfosit seri hicrelerinin
anormal proliferasyonu ile karakterizedir. Cogalan hucreler olgun kiguk
lenfositlerdir. Bu hastalik |6semiler igerisinde en kronik olanidir. Bu
I6semi turd ileri yas hastaligidir. Erkeklerde kadinlara gore iki misli fazla
gorulur. Bu hastalikta kalitsal gecis dikkati cekmigtir. Laboratuvar
bulgulari, orta derecede anemi gorullr. Lokosit sayisi 20.000- 200,000
arasindadir. Lokosit formulinin % 70- 99 ‘ unu olgun lenfositler
olusturur. Trombosit sayisi azalir. "7

Kronik myeloid 16semi kanin granulositer elemanlarinin ve
bunlarin  gen¢  sekillerinin  proliferasyonu ile  karakterizedir.
Proliferasyona geng, yash her evredeki hucreler katilir. Klinik seyri
kronik olur. Bu hastalikta nétrofil serinin proliferasyonu én plandadir’®
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2.4, Adenozin Deaminaz Hakkinda (ADA) (Adenozin
amino-hidrolaz E.C: 3.5.4.4 ) Genel Bilgiler:

Adenozin deaminaz, purin katabolizmasinda adenozin ve
deoksiadenozinden amonyagin ayrilmasi ile inozin ve deoksiinozin
olusumunu katalizler. ®'0.1112.13.57

Adenozin — Inozin + NH3
Deoksiadenozin —— Deoksiinozin + NHs
Sekil 7. Adenozin deaminazin katalizledigi reaksiyonlar

Pdrin  yikim yolunda, inozin ve deoksiinozinin
olusumundan sonraki basamakta hipoksantin olugur. Hipoksantin
salvage yolun en 6nemli substratlarindadir. Bu nedenle ADA ayni
zamanda salvage yolunda enzimi kabul edilmektedir . 4 1% 16:17.18.19

ADA, ilk defa Convey ve Cook tarafindan 1939 yilinda
tanimlanmistir. Iskelet kasi, deri ve kemikte aktivitesi dugukken, dalak
ve intestinal mukozada aktivitesi yiiksektir. 2°

ADA'’ nin iki izoformu mevcuttur. Disuk molekul agirhikh
olan ADA; timus, eritrosit ve kalpte bulunurken, yuksek molekul agirlikh
ADA; karaciger, bobrek ve barsaklarda mevcuttur.'

Serum ADA aktivitesinin ana kaynagdi ADA,’ dir. ADA’ nin
bu iki izoformunun molekul agirliklar degisik literattrlerde farkli olarak
verilmistir. iki molekil ADA;, glikoprotein yapisindaki bir proteinle
birleserek ADA, formunu meydana getirdigi gosterilmistir. '* 18 2"

ADA; aktivitesi 6zellikle Akut miyelositer I6semi (AML) ve
kronik myelositer I16seminin blastik krizindeki (KML- BK) gibi nonlenfoid
kokenli |6semilerde yuksek bulunurken eritroldsemi ve lenfoblastik
I6semilerde tespit edilememistir. ADA; ise lenfoid ve nonlenfoid
hicrelerde tespit edilmistir. Bu calismalar sonucunda ADA, nin
nonlenfoid I6semileri lenfoid kokenli |6semilerden ayirmakta
kullanilabilecegi dusunulmektedir. Losemiler disinda ADA; ve ADA,
bazi hastaliklarda da artis gostermistir ADA; hemolitik anemi,
pankreatit, paratiroid adenomlari ve kardiyovaskuler hastaliklarda artis
goOsterirken, ADA, hepatit, kolon ve akciger hastaliklarinda
artmaktadir.'®

ADA, lenfositler igin buylk 6énem tasimaktadir. Periferik

lenfositlerde de-novo sentez yolu ¢ok aktif olmadigi i¢in salvage yol
onem tasimaktadir. Lenfositlerde ADA purin yikim yolu ile salvage yola
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subtrat saglamaktadir. Ag/rlca T lenfositlerde hlicre matlrasyonu ve
mitogenezde etkilidir.>""® >

Adenozin ve deoksiadenozin ADA disinda bazi
enzimlerinde subsratidir. Adenozin kinaz (E.C.2.7.1.20.) ile adenozin
fosfatlanarak adenozin monofosfat olugur.Ardindan da, AMP den ADP
ve ATP veya adenilat siklaz ile cAMP olusabilir. Adenozinin
homosistein ile konjugasyonu ile S-Adenozin homosistein meydana
gelebilir.Bu reaksiyonu S-Adenozil homosistein hidrolaz katalizler. S-
Adenozin homosistein artisi RNA ve protein sentezi sirasinda RNA
metilasyonunu inhibe eder. ADA ‘nin Km degeri adenozinle
karsilastirildiginda deoksiadenozin icin daha kuguk olarak tespit
edilmistir. Dolayisiyla, ADA’ nin esas substrati deoksiadenozin’dir.%%

ADA inhibe edildiginde veya enzim eksikliginde,
substratlari olan adenozin ve deoksiadenozin huicrede birikir. Bu iki
niikleozitin birikimi hiicrelerde toksik etkiler yaratir. 2% 23 10.42.25

ADA inhibe edildiginde ortaya c¢ikan  toksik etkinin
sebepleri;

1.Fazla miktarda adenozin, deoksiadenozin ve dATP
tesekkul eder. Ribonukleotid reduktaz allosterik olarak dATP ile inhibe
olur. Bu durumda deoksinukleotidlerin seviyesi azalir. DNA sentezi igin
gerekli deoksiribonukleotidlerin miktarinin azalmasi, DNA sentezini
bozar.

2. Adenozinin artigi, S-Adenozil homosistein hidrolaz ile
S-adenozin homosistein (SAH) olusumunu artirir. SAH miktarinin artisi
ile DNA sentezi icinde gerekli olan metilasyon reaksiyonlari inhibe olur.
DNA sentezi igin gerekli olan metilaston reaksiyonlarinin bozulmasi
hlcreye zarar verir.

ADA’ nin inhibisyonu sonucu dATP ve SAH miktarinin
artigsi hucre icin toksiktir. Bu nedenle ADA inhibitorlerinin malign
hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecegi dustunulmuastir. Bu amagla
ADA inhibitorleri deneysel olarak kullaniimaya baslaniimis ve alinan
olumlu sonuglardan dolayi klinikte kullanilmaya baslanmigtir
Deoksiformisin ADA’ nin kuvvetli inhibitdradir ve I6semi tedavisinde
kullaniimaktadr.10:30: 35.41.42,62,59
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2.5. Losemili Hastalarda ADA Enzim Aktivitesinin
Degerlendirilmesi :

ADA aktivitesi lenfositlerde eritrositlere gore 10 kat daha
fazladir. Ayrica T —Lenfositlerde, B-Lenfositlere gére daha fazladir. ADA
eksikligi insanlar igin onemli immunolojik eksiklik meydana
getirmektedir. Bu immunolojik yetmezligin metabolik temelinde ADA
substratlari olan adenozin ve deoksiadenozinin miktarlarinin artisina
karsi lenfositlerin hassasiyetidir. ADA eksikliginde, artan adenozin |,
deoksiadenozine ve buna bagl olarak artan dATP artigi lenfositler igin
toksik etki yapmakta ve hucre oliumunu indUklemektedir. Artan
adenozin, T lenfositlerde adenozine reseptorlerini aktive etmekte ve
kontrolsiiz T hiicre gelisimi ve fonksiyonu meydana gelmektedir.®’

ADA l6semili hastalarin tedavisinde kemoterapi hedefi
olarak secilmesinin disinda, l6semilerin sub tiplerinin ayriimasinda ve
remisyonun takibinde immunolojik markerlarla beraber kullanilan bir
biyokimyasal marker haline gelmistir. 42> 9

Yapilan calismalar da ADA aktivitesi ALL, AML ve KML
blastik krizde artmis olarak bulunmusgtur. 11735 36,23, 47

Kolon kanserli dokularda ADA enzim aktivitesi artmis
olarak bulunmustur. Artmis ADA aktivitesi , nukleotid yikimini neden
olur, artan hipoksantin hipoksantin guanin phosphoribosiyl transferaz
enziminin substratidir. Bu enzim nukleotid sentezine salvage yolun
anahtar enzimidir. Boylece kanserli dokularda nukleotid sentezi, normal
dokulardan daha fazla olmaktadir.Kolon kanserinde ADA enzimi bir
salvage yol enzimi gibi degerlendiriimektedir. 2°

Yukaridaki ¢calismanin aksine, oral ve laryngeal kanserli
hastalarin tukruklerinde vyapilan bir calismada; oral kanserli hastalarin
tukruklerinde ADA preoperatif donemde azalmisg, postoperatif ddnemde
yaklagik 4 kati artmistir. Laryngeal kanserli hastalarin tukriklerinde ayni
sekilde ADA preoperatif donemde azalmig, postoperatif donemde
yaklagik 2 kati artmistir. Ancak her iki grupda da kontrol grubunun
degerlerine ulasamamistir.

Literatirde goruldugu gibi ADA enzimi doku veya hucre
tipine ve hucrenin nukleotid ihtiyacina gore yikim veya salvage yol
enzimi gibi davranmaktadir. Bu davranisg bicimi Weber in kanser
hdcresinin  metabolizmasini  kendi ihtiyacina gore regule etmesi
aciklamalariyla uyum igerisindedir. 44
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2.6. 5’Nukleotidaz Hakkinda Genel Bilgiler ( EC 3.1.3.5 ) (

Ribonukleotid Fosfohidrolaz ) (5’ NT)

5 NT ilk defa 1934 yilinda Reis tarafindan kas
homojenatlarindan izole edildi. Enzim 5 AMP’ den inorganik fosfat
olusumunu saglamaktadir. 5 NT' nin katalizledigi reaksiyon sonucu bir
niikleozid ve inorganik fosfat agiga cikar. °% °’

5 AMP + H,O —» Adenozin + HPO3?
5NT

1954 yilinda Reis ve arkadaslarn kas homojenatlarinda
bulunan 5NT yi tanimlamiglardir. Insan serumunda 5 NT’nin
belirlenmesi pek ¢ok hastaligin tanisinda énemli yer teskil etmistir.>®

Parin salvage yolu ve purin yikim yolu enzimi kabul
edilen 5 NT , riboz ve deoksiriboz halkalarindan 5’- Monofosfatlarin
defosforilizasyonunu katalizleyen fosfatazdir. Purin yikim yolunda hiz
sinirlayici basamaktir.®’

5 NT hicre igi nukleotid regulasyonunda gorev
almaktadir. Yikim yolunda purin bazlar Urik asite yikilirken ayni
zamanda salvage yol icin substrat saglamaktadir. 5° NT 5’AMP’ vyi
adenozine ylkmakta, ADA’ da daha sonra adenozini,inozin ve
deoksiinozine g¢evirmektedir. Olugan hipoksantin hem salvage yolun
substratidir hemde yikim yolu Griintdur."

Ayni sekilde 5" NT’ de hucrenin metabolik ihtiyacina gore
yikim veya salvage yol enzimi gibi davranabilmektedir.

Degisik subcellular yerlesimde 7 insan 5- nukleotidaz
klonlanmistir. (Tablo1 )®°

Tablo1: 5’ Nukleotidazlarin Siniflandiriimasi

Revised protein

nommﬂﬂure Full norme ond geme aymbal TniGene cluster no. Alireen Rats
al Ecto-5'-nuclectidase, NTSE Hs.153052 Ecto-5'-NT; low K 5°-NT, eNT; CD73 1
cN-1A Cytosolic 5'-nuclectidase LA, NT5C14 Hs.207006 AMP-specific 5'-NT; eN-I 2,8
cN-1B Cytosolic 5'-nuclectidasze IB, NTSCIE Hs=.120319 cN-IA homolog; ATRP 4
cN-11 Cytosolic 5'-nuclectidase IL NT502 Ha=.138593 High K, 5'-NT; purine 5'-NT; 5

GMP, IMP-specific 5'-NT

eM-111 Cytosolic 5'-nuclectidase IIL NT5C3 H=56183 PMN-I; P5'MN-1; UMPH i
edM Cytosolic 53" Fdeoxynucleotidase, NTSC H=67201 dMNT-1; PN-IT 7.8
mdN Mitochondrial 573" - deoxynuclectidase, NTSM H=.16614 dMNT-2 a

Batin 5’-Nukleotidazlar substrat spesifiktir. Ecto- 5° NT
haricinde tum Gyeler aktivite icin mg bagimhdir. 5° Nukleotidazlarin bazi
ayirici 6zellikleri asagidaki tabloda dzetlemistir. ( Tablo 2 )®°
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Tablo 2: 5" NUkleotidazlarin Bazi Ayirici Ozellikleri

Fuborate

Enzmymme= Protemn structare ( monomer kLa®) n%:ni.t_'.r Effect of ATE
i w|

el Dimier (G3) pib -

e-TAR Tetramer (41} pib - + (ADP ++r

eM-11 Tetramear (65 aub mM ++

eM-IIT MMonomer (230 aub mM none

cd M Dhmer (23) vl | none

md Dhmer (26) sub mM none

Ecto-5" NT( eN) , 70 KDa’ lik iki subunittden meydana
gelmektedir. Pek ¢ok hucre yuzeyine glikosyl phosphatidyl inositol bag
ile baghdir. insan 5 niikleotidasi kodlayan gen 6. Kromozom (izerine
lokalizedir. 5 NT’nin aktivitesi agirhkh olarak memeli hucrelerinde
plazma membranindadir. AMP majér fizyolojik substratidir. ®°

Ecto 5 NT hicre membranini gegemeyen nukleotid
monofosfatlari, nikleozit monofosfatlara c¢evirerek hicre icerisine
girmelerini saglamaktadir. Boylece hucre ylzeyindeki adenozin
reseptorleri araciligi ile adenozin membrani gecebilmektedir.?!

Sitozolik 5’- Nucleotidaz, cN-IA AMP spesifik 5
nikleotidazlar olarakda adlandirilirlar. Milimolar konsantrasyonlarda
AMP’ ye spesifik aktivitesi vardir. Detayh kinetik g¢aligmalarda
deoxypirimidin monofosfatlara kargi da ylksek afiniteye sahip oldugunu
gostermektedir.  cN-IA’ nin deoxynucleosid monofosfatlara yuksek
affinitesi deoxyribonukleotid havuzununun dizenlenilmesinde rol
oynamaktadir.”

Sitozolik 5’- Nucleotidaz cN-Il, 6 hidroxipurine-spesifik
nukleotidazdir. IMP ile en aktifdir. ATP ve GTP havuzlarini duzenler.
Fizyolojik kosullar altinda cN-Il purin nukleotidlerden inosin ve
guanosine fosfor transferini de saglar. *" ®° (Fosfotransferaz Aktivitesi )
ATP’ nin ve fosfatin belli fizyolojik konsantrasyonlarda oldugu
durumlarda cN- Il bir fosfotransferaz gibi davranabilmektedir. IMP ve
GMP cN-Il icin en iyi fosfat alicisidir. cN-Il inosin ve guanosin
analoglarini fosforlayan tek hicresel enzim olarak bilinmektedir. Bu
reaksiyon anti-viral ve anti- kanser nulkleozid analoglarinin
aktivasyonundan sorumludur. %

Fosfotransferaz aktivitesinden dolayr cN-Il sadece
katabolik degil ayr zamanda anabolik fonksiyonlara da sahiptir.
Fizyolojik konsantrasyonlarda fosfat ve ATP oldugu durumda nukleosid
alicisida varsa fosfat enzimin aktif bolgesine badlanir. Mikromolar
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konsantrasyonlar da ATP ( 4.5 nM ) ve fosfat ( 5 mM ) varliginda
fosfotransferaz gibi davranmaktadir.

Sitozolik  5-  Nucleotidase  Ill-cN-lIl, Eritrosit
maturasyonunda rol oynar. Purine nukleotidleri ile inaktifdir. Pirimidine
deoksiribinukleptidleri ile CMP’ yi en iyi substrat olarak kabul eder. Bu
enzimin fosfotransferaz aktivitesi cN-II' en daha az efektifdir. " "

Sitozolik 5’ (3’)- Deoxynukleotidase-cdN, cN-III' Gn aksine
sadece pirimidin spesifik degildir. dIMP ile de efektif olarak caligir.
dGMP ve dAMP zayif substratlaridir. dCMP ile inaktifdir. "

Mitokondrial 5 ( 3’) — Deoxynucleotidase- mdN, sitozolik
5 (3’)- Deoxynukleotidase-cdN ile ¢ok benzer yapidadir. ( % 52
aminoasid aynidir.) Cok dar substrat spesifitesi vardir. dUMP ve dTMP’
yi tercih eder. 72 73 7475

5 NT aktivitesi ¢esiti anyon ve katyonlardan
etkilenmektedir. 5° NT florlr, Arsenat, Borat gibi anyonlarla nikel, kobalt,
bakir gibi katyonlarla inhibe olur.%®

Plazma membranindaki 5 NT uUzerindeki metal iyonlari
inhibisyonu geri donusumlu olurken, sitozolik & NT Uzerine olan
inhibisyon irreversibledir. Enzim aktivitelerini aktive eden metal
iyonlarida mevcuttur. Mg " ve Mn *2 sitozolik 5 NT icin aktivatorler
olarak gdzlenmistir. Membrandaki 5’ NT ‘nin ise yapisinda Mg ™ ve Mn
*2 oldugu icin aktivator etkileri yoktur. inorganik fosfatla yapilan yapilan
kinetik calismalarda sitozolik 5 NT inhibe olurken, Ecto & NT
etkilenmemistir. *°

2.7. 5° NT ’ nin Klinik Onemi :

Perifer kanda 5 NT aktiviteleri pek ¢ok immunolojik
yetmezlik ve lenfoproliferative hastaliklarda diisiik bulunmustur. *’

5" NT hdcre i¢i nukleotid seviyelerinin ayarlanmasinda rol
oynarlar. Losemili hastalarin T ve B lenfoblastlarinda ADA inhibitorleri
kullanildiginda T hucrelerde dATP ve dGTP miktari artmakta ve T
lenfositler meydana gelen toksisiteden fazla etkilenmemektedir.®?

Hovi ve arkadaslarinin yaptigi bir galigsmada da 5 NT
seviyelerinin daha duasik oldugu T lenfoblastlarda dATP ve dGTP
birikiminin hiicre limiine yol agtigi gdsterilmistir.
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5 NT Lenfosit maturasyonunda da rol alan enzimlerden
bir tanesidir. . T hucrelerin timus icerisinde iken 5 NT aktiviteleri
dusukken matur T hadcrelerde ylksek bulunmasi, T hacre
matiirasyonunda bir marker olabilecegini diisiindiirtmektedir.'®

Perifer kanda maturasyon defektleri gorulen hastaliklar
olan I6semi ve lenfomalarda 5 NT’ nin dizeyleri disuk bulunmustur.
Ecto-5 NT duzeyleri total I6kosit sag/|3| arttiginda artmakta ve blast
hiicreleri arttiginda ise azalmaktadir. *

Ecto5 NT , e-Ns ve c-N-lIl & Nucleotidazlar saglikh
bireylerin T ve B lenfositlerinde ayni oranlarda bulunmamiglardir. B
hiucrelerde en vyuksek aktivite ecto-5° NT ve c-N-lI'de iken, T
lenfositlerde daha az aktiviteye sahip bulunmustur. Losemi hastalarinda
T ve B lenfositlerde 5 NT’ nin U¢ izoformuda dustk bulunmustur. En
fazla diisiis ecto-5' NT aktivitesinde goriilmiistiir. 2°

Multiple Sklerosis hastalarinda ADA ve 5’ NT aktivitelerine
bakilan ¢alismada, tam kanda kontrol grubuna gore azalmis ADA ve 5
NT degerleri bulunmustur. 5 NT ° nin azalmasinin salvage yolun
azalmasi, nukleotidlerin azalmasi ve bundan dolaylr purine
metabolizmasi ve DNA, RNA sentezinin ve tamir mekanizmalarinin
bozulmasi sonucu oldugu disunulmektedir.

Kolon kanserli dokularda 5 NT enzim aktivitesi artmis
olarak bulunmustur. Artmig 5’NT aktivitesi, nukleotid yikimini neden
olur, artan hipoksantin, hipoksantin guanin phosphoribosiyl transferaz.
anahtar enzimidir. Kolon kanserli hastalarda 5 NT salvage yol enzimi
gibi davranir. Boylece kanserli dokularda nukleotid sentezi, normal
dokulardan daha fazla olmaktadir.®

Oral ve laryngeal kanserli hastalarin tikriklerinde bakilan
bir calismada ise oral kanserli hastalarin tukriklerinde 5’ NT preoperatif
dénemde azalmis, postoperatif donemde vyaklasik 4 kati artmigstir.
Laryngeal kanserli hastalarin tikriklerinde ayni sekilde 5 NT
preoperatif donemde azalmis, postoperatif donemde yaklasik 2 kati
artmistir. %

2.8. Kanser — ADA VE 5’ NT Iliskisi

Daha o©ncede bahsedildigi gibi adenosin hucrelerde
yasamsal rol oynar. Adenozin konsantrasyonunun degisimi onemli
fizyolojik olaylari kontrol altinda tutmaktadir. Adenozin
konsantrasyonunu sitozolik 5 NT, ectoS NT, adenozin kinaz gAK) ve
adenozin deaminaz (ADA) enzimleri kontrol altinda tutmaktadir.?* 2
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ADA, purin metabolizmasinin, DNA turn-overin ve
dolayisiyla kanser procesinin anahtar enzimidir. Literature bakildiginda
caligilan doku ve hucreye gore ADA aktiviteleri artmig, azalmis veya
degismemis olarak bulunmustur. 2°30:31:33

5NT ise purin ve pirimidin metabolizmasindaki diger
anahtar enzimdir. ADA’ da oldugu gibi ¢caligmalarda dokuya gore 5 NT
aktivitelerinde de farkliliklar tespit edilmistir.?*

Sufrin ve arkadaslarinin yaptigi calismada, serumda
yapilan ¢alismalarin sonuglari yorumlanirken; ADA aktivitesindeki artigl,
primer kanserli dokulardan veya metastatik dokulardan seruma enzim
sizintis1 oldugu ydéniinde agiklanmaktadir. %

ADA aktivitesinin baskilandiginin gozlendigi
Dasmahapatra va arkadaslarinin yaptigi bas ve boyun kanserleri
calismalarinda ise elde edilen sonuglar lenfosit ADA aktivitesinin
bastirlmis  hdcresel immunitenin  gostergesi oldugu  seklinde
yorumlanmistir.>®

Saragoglu ve arkadaslarinin yaptidi calismada, oral
kanserli hastalarin tukruklerinde kontrol ve larngeal kanserli hastalara
gbre daha dusuk ADA degerleri elde edilmigtir. ADA aktivitesinin
dusukligunuin nedeni  kanserli hucrelerdeki ADA ve DNA
metabolizmasinin hizina karsi bir mekanizma olusturuldugu, azalan
ADA aktivitesi dATP ve dAMP konsantrasyonlarini yukselttigi,
dolayisiyla dATP / dAMP oraninin dustigu ve sonugta enerji Uretiminin
azalarak  kanser hucrelerinin ¢ogalmasini sinirl kaldigi seklinde
yorumlanm|§t|r..38

Lal ve arkadaslarinin yaptigi ve serum ADA seviyelerinin
yuksek bulundugu calismada ise, yuksek ADA aktivitesinin kanserin
evresi ile ilgili oldugu gdsterilmistir.>® *° Ayrica materyal alinma sekli ve
kullanilan methot da sonuglari etkilemektedir.*°

Kanser hucrelerinin enzim metabolizmalarinda gorulen
buayuk farkliliklar doku farkhliklari ve kanserin Ozelligine bagh olan
spesifik mekanizmalarindan kaynaklanabilecegdi de distnulmektedir. Bu
farklihklar karsiogenesisin tek bagina sonucu olabileceg@i gibi hastanin
alkol kullanimi, sigara gibi aliskanliklari ile de degisiklik gosterebilir.>®

Mide ve larngeal kanserli dokularda 5 NT aktivitesi ile
yapilan calismalarda da ADA’ da oldugu gibi farkli sonuglar elde
edilmigtir. Bu farkhliklarin da yukarida oldugu gibi doku farkliliklarindan
kaynaklandigi diistinilmektedir. '3
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29. Kanser- Kemoterapi iligkisi:

Kemoterapide hedef, kanserde goérulen hizli buyime ve
cogalmanin onlenmesi ve kanser hucrelerinin etkisiz hale getiriimesidir.
Kanser tedavilerindeki temel siniflandirmalardan bir tanesi olan anti-
metabolit teoriye gore; DNA’ nin yapi taslart olan ve pirimidin
nikleotidlerinin sentez yolu degisik basamaklarda engellenerek malign
hicrelerdeki DNA sentezinin engellenmesi amacglanmaktadir. Bu
amagla purin ve pirimidin nukleotidleri sentezinde yer alan, bazi anahtar
enzimler hedef olarak segilir. *>**

Kemoterapinin tarihgesine baktigimizda, @ Woods ve
Fildes, 1940 vyiinda silfanamidlerin  bakterilerde  paraamino
benzoikasitin  kullanimini  engelledigini ve etkilerini bu gekilde
gOsterdiklerini ortaya koz}/mu$lard|r. Boylece kemoterapide antimetabolit
teori ortaya atilmistir. 448

1948’ de 2,6- diamino pdurinin Lactobacillus casei’ de
adeninin kullanildigi enzimatik reaksiyonu spesifik olarak engellemesi
ile bliylimeyi inhibe ettigi bulunmustur. *°

Ayni yillarda Hitching, 2,4-diaminopirimidinlerin L caseide
folik asit kullanimini inhibe ettigini bulmustur. *°

1950’ lerde Hitching butun hucrelerin nukleik asitlere
intiyagc duydugunu ve hizla bolunen hicrelerde nukleik asit
antagonistlerinin  kullanilarak  buyumenin  durdurulabilecegini ileri
strmistar.*®

Sloan Kattering Enstitistinde 1951 yilina kadar 100’ Un
Uzerinde yapilan calismalarda L.caseilerde 6-MP ve 6-TG ’ nin purin
kullanimini engelledigi tespit edilmistir.** 6-MP daha sonra c¢ocukluk
cagi akut [6semilerinde kullaniimaya baslanilmistir.*> *°

GUnumuzde ise 6-MP ile birlikte pek c¢ok ilag l6semi
tedavisinde kullaniimaktadir. Purin ve pirimidin bazlarinin de novo
sentez yolunun bu sekilde inhibe edilebilecedi deneysel olarak tespit
edilip inhibitor maddeler tedavide kullaniimaya baslanirken 1955 yilinda
Kornberg ve arkadaslarinin guanin fosforiboziltransferaz enzimini
(HGPRT) bulurken, Greenberg ve Buchanan hipoksantinden inozin
monofosfat (IMP) sentezini sa§layan salvage yolu ortaya cikarmistir. *°

Purin ve pirimidin metabolizmasi kanser hucrelerinde
denge halinde degildir.

Genel anlamiyla bakildiginda kanser hicresinde; De novo
ve salvage yolda gorev yapan anahtar enzimlerin aktivitesi artarken,
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katabolik yolda anahtar enzimlerin aktiviteleri timor buyume hizi ile
paralel olarak azalmaktadir. °** ** Bu durum kanser hiicresinin genel
davranis bicimi olarak kabul edilmektedir.

Anahtar enzimler genellikle aktiviteleri disuk olan yikim
ve sentez yollarini tek yonlu kontrol eden enzimlerdir. Bu enzimlerin
aktiviteleri multiregiilasyon mekanizmalari ile diizenlenmektedir. **Piirin
metabolizmasinda gorev yapan, amidofosforibozil transferaz ve PRPP
sentetaz enzimleri purin nudkleotidlerinin sentezinde hiz kisitlayici
basamaklardir.***® Pirimidin metabolizmasi acisindan bakildiginda ise,
aspartat transkarbomoilaz, CTP sentetaz, CDP ve UDP reduktaz
anahtar role sahiptir.

Kanser kemoterapisinde kullanilacak ilaglar anahtar
enzimleri hedef olarak secer. Bu enzimleri inhibe eden ¢esitli substrat
analoglan klinik ve deneysel olarak test edilmektedir. Losemili hasta
gruplarinda uygulanan tedavi programlarinda kullanilan bazi ilaglarin
etki mekanizmalari agagida kisaca belirtilmistir.

Metotraksat (Ametopterin) : Timidilat sentezi igin gerekli
FH4 ‘Un olusumunu saglayan dihidrofolat redlktaz enziminin kompetetif
inhibitoradur.  Ayrica metotreksatin  metabolitleri olan poliglutamil
trevleri timidilat sentazi unkompetetif olarak inhibe ederler. Bu sekilde
de timidilat sentezi inhibe olur.*

6-Merkaptopirin (6- MP) , 6- Tiyoguanin ( 6-TG): Purin
analogu olan bu maddeler IMP olusumunu inhibe ederek nukleotid
sentezini inhibe ederler. Tiyoguanin 6- MP’ den daha etkili ancak daha
toksiktir. *°

5- Fluro urasil : Organizmada 5- Fluodeoksi Uridilata (
FAUMP) cevrilir. FAUMP ise dUMP’ nin analogudur ve dUMP — dTMP
sentezini katalizleyen Timidilat Sentazi inhibe ederek Timidilat sentezini
inhibe eder. °"3

Allopurinol : Hipoksantin analogu olan bu madde Ksantin
oksidaz (XO) enzimini inhibe etti§i icin hipertrisemi tedavisinde
kullaniimaktadir. Ksantin oxidazi inhibe ettigi icin kanser tedavisinde de
kullaniimaktadir.

Tiazofurin : IMP dehidrogenaz enziminin inhibitorudur.
GTP ve dGTP konsantrasyonlarini baskilar ancak bu esnada HGPRT
aktivitesinin  baskilanmasi gerektigi icin yukarida belirtildigi gibi
genellikle Allopurinol ile birlikte kullanilir, *

Hidroksiiire: CDP ve UDP reduktaz enzimlerini inhibe
etmektedir. 43
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Sitozin Arabinozid ( Ara-C ): Hidroksi ure gibi CDP ve
UDP rediiktazi inhibe etmektedir. *°

Asivisin : Glutamine amidotransferazlarin hizla buyuyen
timor  hlcrelerinde  aktiviteleri artmaktadir.  Asivisin  glutamin
antagonistidir.  Formylglycinamidine ribonukleotide sentetaz, 5-
phosphoribosil 1- pirofosfat amidotransferaz, CTP sentetaz , GMP
sentaz ve CPS gibi glutamine amidotransferazlari irrevesible olarak
inhibe etmektedir.®® Asivisin uygulanmasi 16semi, melanom ve cesitli
kanser turlerinde tumor buyumesini durdurmaktadir. Asivisin vermeye
devam edildiginde tumorld kucgulttigu ve kas  kutlesini yeniledigi
gorulmustur. Ancak asivisinin gastrointestinal ve norolojik yan etkileri
bulunmaktadir. ©° 6 67:68

PuUrin metabolizmasinda rol alan enzimler ile pirimidin

biyosentezinde rol alan enzimler ve bu yola etki eden ilaglar sirasiyla
sekil 9 ve 10 da gosterilmigtir.
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Genel bilgilerden anlagilacagi Uzere purin ve pirimidin
ndkleotidlerin  metabolizmasinin  anlasiilmasi DNA ve RNA
metabolizmasi hakkindaki bilgilerimizin gelismesine katki saglayacaktir.
Ozellikle DNA ve RNA' nin yapi taslari olan nikleotid
metabolizmasindaki  degisiklikler, bu  metabolizmanin  anahtar
enzimleriyle ilskilendirmek kanser hucresini metabolizmasini anlamak
acaisindan deger tasimaktadir. Kanser hucresinde artmis nukleotid
ihtiyacindan dolayi genel davranis bigimi olarak bu metabolizmanin de-
novo sentaz ve salvage yollarini aktive olurken, yikim yolunu
baskilanmaya caligiimaktadir. Bu degisimin kanserin karakteristik bir
davranig bigimi olup olmadigini anlamak klinikte teshis ve takip
acisindan ©Onem tasiyabilir. Ayrica hastaligin tedavisi esnasinda
hastanin remisyona girip girmedigini anlamanin bir yoluda purin —
pirimidin  metabolizmasini takip etmekle olabilir. NUkleotid
metabolizmasinin bagta kanser hastaligi olmak Uzere viral ve
enfeksiy0z hastaliklarin tedavisinde birer araci olarak secilmeside bu
metabolizma hakkindaki bilgilerimizi geligtirmemiz gerektigini oldugunu
goOzler 6nune sermektedir. Plrin ve pirimidin metabolizmasini daha iyi

anlamak bizlere 6zellikle hastaligin teghisi, takibi, remisyon durumu ve
tedavisine yonelik degerli bilgiler saglayacaktir
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3. MATERYAL METOD:
3.1. Materyal:

Calismamizda ; Gazi Universitesi Tip Fakiltesi Hastanesi
ic Hastaliklari Anabilim Dali Hematoloji Bilim Dalina basvuru yapmis ve
ilk tanisini adigegen bilim dalinda almig almis 13 hastadan tedavi
oncesi ve sonrasi alinan kemik iligi érnekleri kullaniimistir. Bu hastalarin
kemik iligi mononukleer I0kosit hlcreleri ¢alismamiza materyal olarak
secilmistir.

3.1.1. Secgilen Hasta Gruplari:

Calismamiza aldigimiz AML ve ALL’ li 13 hastanin yaglari
ortalamasi 43.4 £ 15.4 ‘dir. Akut miyeloblastik 16semi (AML) li hasta
grubuna dahil 10 hastanin 4 tanesi remisyone giremeyerek tedavi
esnasinda Olmustur. Remisyona giremeyerek olen 4 AML’ li hastanin
yaslarl 36 ve 45 arasindadir. Yaglari ortalamasi 43.5 £+ 9.3 ‘ ddir.
Remisyona giren AML’ |i 4 hastanin yaslari 34 ve 58 arasinda
degismekte olup yaslari ortalamasi 43 + 11.2’ dir . iki AML’ li hasta ise
takipden c¢ikmigtir. 3 ALL’ li hastadan bir tanesi remisyona girmeden
Olmastir. 2 tanesi remisyona girmigtir. Bu hastalarin yas ortalamasi 30
+ 12.7 ’dir.
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3.1.2. Secilen Hasta Grubunu Kullandig ilaclar:

Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi i¢c hastaliklari ABD/ Eriskin
Hematoloji Bilim Dalinda kullanilan Kemoterapik ilaglar :

Flag- IDA Protokolu:
idarubusin
Fludarabin

Sitozin Arabinozid
G- CSF

Hyper- CVAD Protokolu (Siklus 1, 3, 5, 7)
Uromitexan

Vinkristin

Doxorubicin

Deksametakson

Hyper- CVAD Protokolu ( Siklus 2, 4, 6, 8)
Arabinozid- C

Metilprednisolon

Yuksek Doz ARA- ¢ Protokolu:
Arabinozid- C

3.2. Kullanilan Cihazlar:

pH metre

Hassas Terazi
Homojenizator

Karigtirici

Vorteks

Spektrofotometre

Su banyosu

Otomatik Transpipetler
Santrifyj

Plastik ve cam malzemeler
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3.3. Kullanilan Metodlar:

3.3.1. Lokaositleri Ayrilmasi :

Lokositlerin  ayrilmasi igin kullanilan method Boyum
tarafindan  tarif edilen gradient santrifigasyon  prensibine
dayanmaktadir. Bu metod da farkli yogunluktaki hucreler bir gradient
¢cOzeltisi Uzerine tabakalandirilip santrifijlenerek ayrilmaktadir. Bu
amagla sukrozun epiklorhidrin polimeri olan Ficoll ile sodium diatrizole ‘
dan hazirlanmis olan steril Histopaque ¢ozeltisi ( d = 1.077 )
kullanilmistir. °’

3.3.1.1. Deneyin Yapilisi:

Calisma grubu olarak kullanilan kemik iligi ornekleri
heparinli tuplere alindi. Tupler birkag kez alt Ust edildikten sonra 2000 g
‘ de 5 dakika santrifuj edilip Ustte kalan plazmalar atildi.

Dipte kalan sediment Gzerine 5 ml PBS eklendi ve tipler
alt Ust edilerek karistirildi.

12 ml’ lik plastik tuplere 3 ml histopaque konulup ,
sediment ve PBS karigimi histopaque Uzerine tabakalandirildi.

Bu tupler acilir baslikli santrifijde dengelenerek 1000 ¢’
de 15 dakika santrifj edildi.

Eritrosit ve granulositler daha yogun olduklarindan Ficoll
ile agrege olup tupun dibine ¢okti. Cogunlugunu lenfositlerin
olusturdugu mononukleer hucreler Ficolll Un Uzerinde bir tabaka
olusturdu.

Bu tabakalar pastor pipet ile toplanip, baska bir tupe
aktarilarak Uzerine 5 ml PBS eklenip birkag kez alt Ust edildi. 1500 g’ de
1 dak. santriflij edilerek Ust kisim atildi. Son santriflj islemi 3 kez
tekrarlandi.

islem, tiiplere 1’er ml PBS eklenip karistirildiktan sonra
lam Uzerine yayillip boyanarak mikroskobik eritrosit olup olmadigi
kontrol edildikten sonra bitirildi.

Eritrosit kontaminasyonu varsa hipotonik sokla eritrositler
uzaklastirihp, lokositler bir kez daha yikandi. Hipotonik gokla
uzaklastirma isleminde eritrositler kolayca hemoliz olurken daha
dayanikli olan Iokositler bu igslemden etkilenmezler.
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Mikroskobik olarak eritrosit kontaminasyonu olan tuplere
4’ er ml buz soguklugunda tridistile su ilave edildi. Yaklasik 45 saniye
tupler hafifce alt Ust edilerek karistirildi. 1 dak. Sonra Uzerlerine 4’ er ml
, 1.89 g/ dL konsantrasyonundaki NaCl ¢ozeltisi eklenip ortam izotonik
yapildi. 1500 g de 5 dak. Santrifij edilen tupler yavasca egilip
supernatant dokuldu. Dipteki kisim tekrar mikroskobik olarak kontrol
edilerek PBS ile iki kez daha yikandi. Son yikamadan sonra 1’ er ml
PBS eklenerek, karistirildi.

Bu islem sonucunda I6kosit suspansiyonu elde edilmis
oldu.

3.3.1.2. Lokositlerin Homojenizasyonu:

ADA ve 5 NT enzimleri sitoplazmik enzimler
olduklarindan  hucrelerin pargalanmasi ve enzimlerin serbest hale
getirilmesi gereklidir.

Bu amagla daha 6nce dondurdugumuz |Okosit
suspansiyonlarinin bulundugu tupler gesme suyu altinda ¢ozuldi daha
sonra ayni suspansiyon hicrelerin  pargalanmasi amaciyla

homojenizator ile homojenize edildi. Homojenize edilen materyal 3000
devirde 10 dak. santrifij edilerek sUpernatan ayrildi. Analizler igin
ayrilan supernatan kullaniimigtir.

3.3.2. Protein Tavyini:

Protein tayini igin Lowry tarafindan tarif edilen method
kullaniimistir.>?

Miktar tayini standart egri Uzerinden hesaplanarak elde
edilmigtir.

Protein standarti olarak BSA (Sigma) kullanildi. 0.02- 0.2
mg/ml konsantrasyon araliginda standartlar kullanilarak standart grafik
cizildi ve egimden numunelerdeki protein miktari hesaplanmistir.

Metodun Prensibi: Alkali ortamda proteinler Cu®* ile Cu**-
protein kompleksi olusturmasi ve bu kompleksin fosfo molibdat-fosfo
tungstat reaktifini (Folin-Ciocalteau-Phenol reaktifini) redikleyerek
mavi-mor renkli Urdn olugturmasi esasina dayanmaktadir. Rengin
koyulugu ortamdaki protein konsantrasyonuyla dogru orantilidir.
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3.3.2.1. Reaktifler:

A reaktifi:0.59.CuS0O4.5H,0 ve 1.0g.Nas-Sitrat bir miktar
deiyonize suda ¢ozuldukten sonra 100ml'ye tamamlanir.

B reaktifi:20g.Na,COs3 ve 4.0g.NaOH bir miktar deiyonize
suda ¢ozuldukten sonra litreye tamamlanir.

C reaktifi:50ml B ¢ozeltisi + 1.0ml A ¢ozeltisi karisimi.

D reaktifi(Folin-Ciocalteau Cozeltisi):d6nceden hazirlanan
reaktif deiyonize suyla esit oranda dilue edilerek kullanilir.

3.3.2.2. Deneyin vapilisi:

Protein Tayini icin asagidaki deney semasi kullaniimistir.

KOR NUMUNE
NUMUNE ( pl) _ 10
SU (ul) 500 490
C Reaktifi ( ml) 2.5 2.5

KARISTIRILIR , 5-10 dak. Beklenir.

D Reaktifi (ml) 0.25 0.25

Agzi kapali olarak, karistirilir, 30 dak. 25 ° C beklenir ve
kore kargi 600 nm’de numune okunur.




Absorbans

0 0,05 0,1 0,15 0,2
Protein (mg/ml)

0,25

Grafik 1: Protein Standart Grafigi

Hesaplama

AAbsorbans

Protein (mg/ ml ) =
Egim

Protein (mg/ml): = (AAbsorbansx 0.404) x dilisyon faktoru

35



3.3.3. ADA Aktivitesinin Tayini:

3.3.3.1. Metodun Prensibi:

ADA aktivitesinin tayini icin literatirde degisik metodlar
mevcutdur. Biz ¢alismamizda uygunlugu ve tekrar edilebilirligi
acisindan Guisti tarafindan tarif edilen metodu kullandik.?

Literatlrde kullanilan diger metodlarin prensipleri asagida
verilmigtir:

1.Adenozinin C™ ve H® gibi radyoaktif maddelerle
isaretlenip, isaretli adenozinin ADA etkisiyle inozine donusumunun
radyokimyasal olarak 6lciilmesi, "3

2. ADA’ nin katalizledigi reaksiyonda adenozinin
inozine degismesi esnasinda meydana gelen optik dansitedeki azaligin
spektrofotometrik olarak takip edilmes,i®**°

3. ADA'’ nin katalizledigi reaksiyon sonucu olugsan NH3
miktarinin olguimesi,

ADA aktivitesi tayini i¢in kullandigimiz metodun prensibi;

ADA adenozinden inozin olusumunu katalize eder. Bu
sirada amonyak agiga ¢ikar. Agiga ¢ikan amonyak, sodyum hipoklorid
ve alkali ortamda fenol ¢ozeltisiyle mavi renkli indofenol bilesigine
cevrilir. Bu reaksiyonda sodyum nitropurissiyat katalizor olarak gorev
yapar. Amonyak konsantrasyonu olusan indofenol ile orantilidir.

Adenozin + H,O — inozin + NH3

NH; + OCI ™ + 2-OH — Na [ Fe (CN); NOJ
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3.3.3.2. Reaktifler:

1. Fosfat Tamponu ( 50 mM. PH =6.5) 4.73 gr NaH,PO4 H>O
VE 5.62 gr NaHPO4 .12 H,0 distile su ile ¢dzuldi ve hacim 1000 mI’ ye
tamamlanir.

2. Adenozin g¢ozeltisi (21 mN Adenozin, 50mM Fosfat Tamponu
pH=6.5)

25 ml’ lik balon jojeye 140 mg adenozin konulup Gzerine 15 ml.
Fosfat tamponu ilave edildikten sonra sicak su banyosuna yerlegtirilir.
Arasira karigtirilarak tamamen ¢ozulinceye kadar sicak su banyosunda
bekletilir. Ardindan musluk suyu altinda sogutulur, pH sI 6.5 ‘ a
ayarlanir ve fosfat tamponu ile 25 mI’ ye tamamlanir.

3. Amonyum sulfat stok g¢ozeltisi ( 15 mM ) : 1.982 g anhidr
amonyum sdulfat, distile su ile ¢oztlerek hacim 1000 ml' ye tamamlanir.

4. Amonyum sulfat standart ¢ozeltisi : 0.5 ml. Amonyum sulfat
standart ¢ozeltisinden alinip fosfat tamponuyla 100 ml’ ye ayarlanir.

5. Fenol- Nitroprussiyat ¢ozeltisi ( 106 mM Fenol, 0.17 mM Na
nitroprussiyat ) 10 gr. Fenol ve 50 mg Na nitroprussiyat 500 ml distile
suda ¢6zullr ve hacim 1000 ml’ ye tamamlanir.

6. Alkali hipoklorit ¢ozeltisi ( 11 mM NaOCL, 125 mM NaOH )

125 ml 1 N NaOH ve 16.4 ml %5 hipoklorit ¢ozeltisi karistirilip
hacmi 1000 ml’ ye tamamlanir. ( Kullanilan hipoklorit ¢ézeltisi yaklasik
% 5 w/v NaOCL ihtiva etmektedir. Buradaki klor miktari tayin edilerek %
5 klor bulunduran ¢ézelti hazirlanmis ve bu ¢ozelti kullaniimistir.)
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3.3.3.3.

Deneyin Yapilisi :

ADA aktivitesinin tayini igin asagidaki deney semasi

uygulanmig ve reaktifler verilen sira ile ilave edilmistir.

Reaktifleri

Standart Koru

Standart

Numune
Korl

Numune

Fosfat Tamponu

1.0

Tamponlanmig
Adenozin Gozeltisi

1.0

1.0

Amonyum Silfat
Standart Cozelltisi

1.0

Numune

0.05

Distile Su

0.05

0.05

Tapler kanstiniip agizlan parafilmle kapatilir,37 ‘C su
banyosunda 60 dakika inkube edilir.

Reaktifler Standart Standart Numune Numune
Koru Koérl
Fenol nitroprussiyat |3.0 3.0 3.0 3.0
cozeltisi
Numune — — 0.05 —
Alkali hipoklorit | 3.0 3.0 3.0 3.0
cozeltisi
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Tiipler karistiriip 37 °C su banyosunda 60 dakika inkiibe
edilir ve 628 nm.de distile suya karsi okunur.

Biitin cozeltiler 0-4 ‘C’de saklanmalidir. 3 ve 5 nolu
reaktifler kahverengi sisede saklanmalidir. 5 nolu reaktifin rengi yesil
veya kahverengiye donerse yeniden hazirlaniimaldir. Absorbans 1.00
in Ustine c¢lkarsa distile su ile 2-5 kez seyreltilerek deney
tekrarlanmalidir.

Hesaplama:

oD (Numune ) = oD ( Numune Kort )
ADA Aktivitesi = X 50 =i0/L

OD (standart) - OD ( standart Kérii )

Spesifik aktivite U/ mg protein olarak verilmigtir.

Bekleme sirasinda meydana gelebilecek hatalar
olabileceginden butin aktivite c¢alismalari, huicreler c¢alismaya
hazirlandiktan sonra hemen yapilmistir.
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3.34. 5’ Nukleotidaz Aktivitesinin Tayini

3.34.1. Metodun Prensibi

5 NT aktivitesi tayini Kyaw A. ve arkadaslarinin tarif ettigi
inorganik fosfat tayini metoduna gore yapildi.

Bu metoda gore, asidik ortamda 5° AMP’ den hidroliz olan
inorganik fosfor, amonyum molibdat ile fosfo amonyum molibdat
kompleksini olusturmaktadir. Bu kompleksin absorbansi
spektrofotometrik olarak 375 nm’ de okunarak, standart KH;PO,
grafiginden, ayrilan inorganik fosfor miktari belirlenmistir.®®

3.3.4.2. Reaktifler:

1. Amonyum molibdat solusyonu ( 25 g % ): 25 ¢
Amonyum molibdat ( NH4 )sM070244 H,O 30 ml 10 N H,SO4 igerisinde
¢ozular. 100 ml su ile dilue edilir.

2. Tritron X-100 solusyonu : Tritron X-100 su ile ¢ozulur,
final volum 100 ml ‘ye tamamlanir.

3. Fosfat standart solisyon: Potasyum dihidrojen fosfat
( KH2POy4 ) su ile ¢ozuldr, final volum 100 mI’ ye tamamlanir.
4.5 AMP

5. 50 mM, pH : 7.45 Tris- HCL tampon, 10 mM MgSOQO, ,
60mM NaCl, 5mM KCI ve 6mM NaN3
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3.34.3. Deneyin vapilisi:

0.5 ml numune Uzerine 1.5 ml Triton x-100, 1.5 ml
amonyum molibdat eklenir , karigtirihr. 10 dakika beklendikten sonra
375 nm ‘ de kore karsi okunur.

0.7 y = 0,0032X
0,6 —
205 —
S 04 _—
8 0,3 /
g 0,2 o
0,1 -—
O I I I I
0 50 100 150 200 250
Pi (M)
Grafik 2: Pi Standart Grafigi
AAbsorbans
Aktivite(U/l)= Xdilusyonfaktoru
Egim
Aktivite ( U/l ): AAbsorbansx 31.25 x diliisyon faktor(’ den
hesaplanir.

Spesifik aktivite U/ mg protein olarak verilmigtir.
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BULGULAR:

4.1. Akut Losemili Hastalarin Tedavi Oncesi (TO) ve
Tedavi Sonrasi (TS) Kemik Illiginde ADA ve 5'NT
Aktiviteleri

Akut miyeloblastik 16semi (AML)’ li hasta grubuna dahil 10
hastanin ve akut lenfositer I6semi ( ALL) ’ li hasta grubuna dahil 3
hastanin tedavi 6ncesi (TO) ve tedavi sonrasi (TS) kemik iligi
mononukleer hucrelerinde deney sonucu elde edilen ADA ve § NT
enzim aktivitelerine ait degerler Tablo. 3’ de verilmigtir.

Akut miyeloblastik 16semi (AML)’ li hasta grubuna dahil 10
hastanin 4 tanesi remisyona giremeyerek tedavi esnasinda dlmustr. iki
AML’' |i hasta ise takipden c¢ikmigtir. Bu grubda toplam 4 hasta
remisyona girebilmistir. 3 ALL’ li hastadan bir tanesi remisyona
girmeden olmustur. 2 tanesi remisyona girmistir.

Tedavi 6ncesi 5 NT enzim aktivitelerine bakildiginda en
dusuk deger spesifik aktivite cinsinden 0.29, en ylksek deger 45.04’ dir.
Elde edilen sonuglara gore hastalarin 5 NT degerleri arasinda ciddi
farkhliklar oldugu go6zlenmektedir. Grubun X+SD degerleri ise
1.98+1.51" dir. Bu grupda tedavi sonrasi enzim aktiviteleri en dusuk
0.92, en yuksek 5.70 bulunmustur. X+SD degerleri ise 3.31+2.39’ dur

Tedavi 6ncesi ADA enzim aktivitelerine bakildiginda en
duguk deger spesifik aktivite cinsinden 5.6, en yuksek deger 221.8’ dir.
Sonuglar 5 NT’ de oldugu gibi ciddi farklilklar géstermektedir. Grubun
X+SD degerleri 78.94+60.79 olarak bulunmustur. Bu grupda tedavi
sonrasi enzim aktiviteleri en dusuk 6.53, en yuksek 13.9’ dur. X+SD
degerlerine  bakildiginda 10.22+3.68 olarak tespit edilmistir.
Sonuglardan anlasilacagi Uzere her iki enzimin aktivite degerleri
hastadan hastaya ¢ok ciddi farklililar gostermektedir.
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Tablo 3. Akut Idsemili hastalarin tedavi 6éncesi (TO) ve
tedavi sonrasi (TS) kemik iliginde ADA ve 5 NT aktiviteleri

HASTA Tedavi Oncesi Enzim Tedavi Sonrasi Enzim
ADI Aktiviteleri Aktiviteleri
5NT ADA(SA) 5°'NT (SA) ADA (SA)
(SA)
1 N.M. AML 45.04 221.8 H.T.C. H.T.C.
2 S.G. AML 1.63 9.7 AY. AY
3 AB.. AML 0.7 47.9 0.92 6.53
4 N.IY. AML 5.37 57.6 AT.Y. AT.Y.
5 R.C. ALL AY. 156.3 ATY. AT.Y.
6 S.C. AML 1.81 134 H.T.C. H.T.C.
7 N.Y. ALL 1.94 130 Ex Ex
8 R.Y. AML AY. 5.6 Ex Ex
9 F.Y. AML AY. 67.8 AT.Y. AT.Y.
10 G.A. AML 0.29 172 Ex Ex
11 A.0. ALL AY. 0.28 5.70 13.9
12 S.Y. AML AY. AY. Ex Ex
13 L.A. AML 212 8.55 Ex Ex

X+SD:1.98+1.51

X+SD:78.94+60.79

X+SD:3.31+£2.39

X+SD:10.22+3.68
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S.A.: Spesifik Aktivite : U / mg.protein
A.Y.: Aktivite Yok

H.T.C.: Hasta Takipten Cikti
A.T.Y.:Aktivite Tayini Yapilamadi

4.2, Olen Akut Myelositer Losemi’li (AML) Hastalar’ n
Kemik lliginde 5 NT ve ADA Enzimlerinin Aktiviteleri

Calismamizda remisyona giremeyerek olen 4 AML’ li
hastanin baslangicdaki 5 NT degerleri spesifik aktivite cinsinden en
duguk 0.29, en yuksek 2.12 olarak bulunmustur. X+tSD degerleri ise
1.20£0.92° dir. Ayni hastalarin baslangicdaki ADA enzim degerleri
spesifik aktivite cinsinden en dusik 5.6 ve en yuksek 172 * dir. X£SD
degerleri ise 70.8+1.48 olarak bulundu. Olen akut myelositer I6semi’li (
AML) hastalarin kemik iliginde 5 NT ve ADA enzimlerinin aktiviteleri
tablo 4 de verilmistir.

Tablo 4. Olen akut myelositer I16semi’li ( AML) hastalarin
kemik iliginde 5 NT ve ADA enzimlerinin aktiviteleri

HASTA ADI 5'NT (SA) ADA (SA)
R.Y. AML [EX |ALY. 5.6

G.A.. AML |[EX [0.29 172

S.. AML |EX |AY. AY.

L.A. AML |EX |2.12 8.55

X+SD:1.20+0.92 X+SD:7.08+1.48

S.A.: Spesifik Aktivite :U / mg.protein

A.Y.: Aktivite Yok




4.3. Olen Akut Lenfositer Lésemili ’li ( All ) Hastanin 5’'NT
ve ADA Enzimleri aktiviteleri:

Olen Akut Lenfositer Lésemili ’li ( All ) Hastanin 5’ NT ve
ADA Enzimleri aktiviteleri sirasiyla spesifik aktivite cinsinden 1.94 ve
130 olarak tespit edilmistir. Olen Akut Lenfositer Losemili 'li ( All )
hastanin 5° NT ve ADA enzimleri aktiviteleri Tablo: 5 de verilmistir.

Tablo 5. Olen Akut Lenfositer Lésemili °'li ( All ) hastanin
5 NT ve ADA enzimleri aktiviteleri

HASTA ADI 5'NT (SA) | ADA (SA)

N.Y. ALL EX [1.94 130

S.A.: Spesifik Aktivite : U / mg.protein

4.4. Remisyona Giren AML'li Hastalarin Kemik
lligindeRemisyon Oncesi Ve Sonrasi ADA ve 5 NT
Enzimleri Aktiviteleri

Remisyona giren 4 AML’ li hastanin remisyon dncesi ADA
enzim aktivitesi spesifik aktivite cinsinden en disik 9.7 ve en ylksek
67.8 olarak bulunmustur. XtSD degerleri ise 57.77+8.12 * dir. Bu hasta
larin  remisyon 6ncesi ADA degerleri  birbirinden farkliliklar
gostermektedir Remisyon sonrasi bir hastanin ADA enzim aktivitesi
6.53 olarak bulundu. Remisyona giren 4 AML’ |li hastanin remisyon
oncesi 5" NT enzim aktiviteleri spesifik aktivite cinsinden en dusuk 0.7
ve en yuksek 5.37 ‘ dir. X+SD degerleri 3.50+1.870larak bulunmustur.
Remisyon sonrasi 5 NT aktivitesi bir hastada 0.92 olarak tespit
edilmistir. Remisyona giren AML'li hastalarin kemik iliginde remisyon
oncesi ve sonrasi ADA ve 5 NT enzimleri aktiviteleri tablo 6 da
verilmigtir.
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_ Tablo 6. Remisyona Giren AML'i Hastalarin Kemik

lliginde Remisyon Oncesi Ve Sonrasi ADA ve 5 NT Enzimleri

Aktiviteleri

HASTA ADI ADA (SA) ADA (SA) 5'NT (SA) 5'NT (SA)

Remisyon Remisyon Remisyon Remisyon
Oncesi sonrasi oncesi Sonrasi

S.G. 9.7 AY. 1.63 AY.

A.B. 47.9 6.53 0.7 0.92

N.LY. 57.6 AT.Y. 5.37 AT.Y.

F.Y. 67.8 AT.Y. AY. AT.Y.

X+SD:57.77+£8.12

S.A.: Spesifik Aktivite : U/ mg.protein

A.Y.: Aktivite Yok

A.T.Y.:Aktivite Tayini Yapilamadi

X+SD:3.50+1.87

4.5. Remisyona Giren ALL’ li Hastalarin Kemik iliginde
Remisyon Oncesi Ve Sonrasi ADA ve 5 NT
Enzimleri Aktiviteleri

Remisyona giren ALL’ li hastalarin kemik iliginde
remisyon oncesi ADA enzim aktivitesi spesifik aktivite cinsinden 0.28 ve
156.3 olarak bulunmustur. X+SD degerleri ise 78.29+ 78.00 ° dir.
Remisyon sonrasi ADA aktivitesi ise bir hastada 13.9 olarak tespit
edilmigtir. Bu hasta grubunda hastalarin enzim degerleri ciddi farkhliklar
goOstermektedir . Ayni hasta grubunda 5 NT enzim aktiviteleri remisyon
oncesi bulunamazken , remisyon sonrasi bir hastada 5.70 olarak tespit
edilmistir. Remisyona giren ALL’ li hastalarin kemik iliginde remisyon
oncesi ve sonrasi ADA ve 5 NT enzimleri aktiviteleri tablo 7 de
verilmigtir.
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Tablo 7. Remisyona giren ALL’
remisyon oncesi ve sonrasi ADA ve 5 NT enzimleri aktiviteleri

hastalarin kemik iliginde

ADA (SA) ADA (SA) 5NT (SA) 5NT (SA)
HASTA
ADI Remisyon Remisyon Remisyon Remisyon
oncesi sonrasi oncesi sonrasi
R.C. 156.3 AT.Y. AY. AT.Y.
A.0. 0.28 13.9 AY. 5.70
X+SD:78.29+ 78.00

S.A.: Spesifik Aktivite : U/ mg.protein

A.Y.: Aktivite Yok

A.T.Y.:Aktivite Tayini Yapilamadi
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4.6. Akut Losemili Hastalarin Kemik iligi Enzim
Aktivitelerinin Tedavi Oncesi Ve Sonrasi Korelasyon
lligkisi

ADA ve 5 NT arasinda tedavi oncesi pozitif korelasyon
varken bu iligki tedavi sonrasi negatif korelasyona dénmustir. Akut
I6semili hastalarin kemik iligi enzim aktivitelerinin tedavi oncesi ve
sonras! korelasyon iligkisi tablo 8’ da verilmigtir.

Tablo 8: Akut I0semili hastalarin kemik iligi enzim
aktivitelerinin tedavi 6ncesi ve sonrasi korelasyon iliskisi

N=7 TEDAVi ONCESI TEDAViI SONRASI

ADA-5" NT r=0.9795 r =-1.00
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5. TARTISMA :

Kanser hicresinin biyokimyasal mekanizmalari normal
hicreyle karsilagtirildiginda onemli farkhliklar gostermektedir.  Bu
farkhliklarin sebebi kanser hicresinin genetik programinin degisimiyle
iliskilidir. Ozellikle yeniden proglanmaya bagh olarak ortaya c¢ikan
genetik degisikliklerin  yansimasini gen expresyonunun degisimi ve
buna bagl olarak proteinlerin miktar ve aktivitelerindeki degisiklikler
olarak gozlemliyoruz. Bu konuda ortaya c¢ikan degisiklikler Weber’ in
“Kanser  hucresindeki  6nemli metabolik  yollarin  yeniden
regulasyonu”olarak  acikladigi  gorusleriyle  uyumludur. Kanser
hldcresindeki metabolik yollarin degisimine 6rnek olarak 6zellikle purin
ve pirimidin metabolizmasindaki degisikliklerin incelenmesi bizlere
konunun anlasiimasi hakkinda bilgi vermektedir. Kanser hucresindeki
metabolik degisiklikler genellikle anahtar enzim aktivitelerindeki yeniden
duzenlenmeyle acgiklanmaktadir. Anahtar enzimler yapim ve yikim
yollarini kontrol eden ve metabolizmanin dizenlenmesini degisik
mekanizmalarla kontrol eden proteinlerdir. >

Kanser hucresinde purin ve pirimidin metabolizmasina
bakildiginda ise; her iki metabolik yolun de-novo veya salvage
yollarinin anahtar enzimlerinin aktiviteleri artarken yikim yolunun enzim
aktivitelerininin  baskilanmaya calistigi gozlenmektedir. Bu degisiklik
genel anlamiyla kanser hucresinin ihtiyaci olan nukleotid havuzunu
korumaya yoneliktir. Bu korumanin amaci ise kanser hucresinin ihtiyaci
olan nukleotid havuzunun ve dolayisiyla nukleik asit sentezinin
regulasyonu ile iligkilidir.

Calismamizda aktiviteleri Olgulen adenozin deaminaz
(ADA) ve 5 Nukleotidaz ( 5’ NT ) enzimleri 6zellikle purin nikleotid
seviyelerini regiile etmeleri bakimindan énem tasimaktadirlar.>® ’® 5° NT
hem purin hem de pirimidin metabolizmasi agisindan duzenleyici rol
oynarken , ADA daha spesifik olarak adenozinin hicre igi regulasyonu
acgisindan onemlidir. Literatire bakildiginda her iki enzimden o6zellikle
ADA’ nin genetik seviyede yeniden regulasyonu veya aktivitesindeki
baskilanmasi s6z konusu oldugunda hucrede bu durumun ciddi
metabolik sonucu oldugu gozlenmektedir. ADA inhibisyonunu agiklayan
biyokimyasal mekanizmalar igerisinde en onemlisi; ADA inhibisyonunun
Ozellikle dATP artisina yol acmasi ve artan dATP seviyelerinin ise
ribonukleotid reduktazin inhibisyonuna yol agmasidir. Bu inhibisyonun
klinik Gnemi ise kombine immun sistem yetmezlIiginin ortaya ¢ikmasidir.
ADA enzimi purin metabolizmasi agisindan bakildiginda bir onemli
rolide hucre ici adenozin seviyelerini ayarlamasidir.Literaturde enzimin
yikim veya salvage yolu olabilecegine ait degisik gortsler mevcutdur.Bu
konuda net bir gorus birligi mevcut degildir.Bu gorus farkhliklarin sebebi
degisik kanser turlerinde ADA aktivitesini artmig veya baskilanmig
bulunmasiyla iligkilidir.Genel anlamiyla yikim enzimi olarak algilanan
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ADA enzimi bazi aragtiricilar tarafindan salvage yol enzimi olarak
degerlendiriimektedir. 1216171819

5 NT enzimi hem nukleozidlerin hicre igi konsantrasyonu
dizenlenmesi hem de hicre igine adenozin girigini regule etmesi
metabolizma agisindan gok énemlidir. >?'Ayrica son yillarda enzimin
sitozolik formunun fosfotransferaz aktivitesinin tespiti enzimi preklinik ve
klinik alanda daha ilging hale getirmektedir ®* 5 NT de ADA gibi
ndkleotidlerin hlcre i¢i konsantrasyonlarini ayarlamasi bakimindan
hayati 6nem tagir. Ayrica, 5 NT enzim eksikliginin hemeolotik anemiyle
iliskilendirilmesinde eritrosit i¢i nikleotid metabolizmasi agisindan énem
tasidigini gdstermektedir. **

Literatir bilgilerine bakildiginda, purin  ve pirimidin
metabolizmasinda rol alan ve anahtar enzim olma oOzelliklerini tasiyan
PRPP sentetaz, aspartat transkarbomoilaz , IMP dehidrogenaz, ksantin
oksidaz, timidin fosforilaz enzimlerinin sentez veya yikim yolu enzimleri
olup olmadigiyla ilgili bir tartisma bulunmamaktadir. >3

Buna kargilik kanserle ilgili olarak yapilan c¢alismalarda
5NT ve ADA enzim aktivitelerinde farkli sonuglar elde edilmistir. Bu
farkhlik hastaligin tipi, timoérlin derecesi veya enzimin izoenziminin
farkh davranis bicimleriyle iligkili olabilir. Yapilan ¢alismalarda Hodgkin
hastaliginda ve oral kanserli hastalarda ADA aktivitesinin artarken ,
kolorektal tumorlerde ve laryngeal kanserlerde ise baskilandigi
gorilmustr." 2738

Benzer sonuglar 5’ NT icinde gegerlidir. Kolon kanserinde
5 NT aktivitesi artarken, Hodgin hastaliginda 5 NT aktivitesi
baskilanmistir. Oral ve laryngeal kanserli hastalarda ise 5 NT enzim
aktivite degerlerinde degisiklik gériilmemistir.”2: 3®

Sonugclarin farkhligi genellikle kanser hucresinin yeniden
programlanmasiyla iliskili olabilmektedir. Arastiricilar bu farklihgi her iki
enzimin ilgili kanser huUcresindeki davranig bigiminin farkhligina

baglamaktadir. Her iki enzim daha Once bahsedildigi gibi kanserin
tirinan farkhligina goére salvage veya yikim yolu enzimi gibi
davranabilmektedir.

Calismamizda 6rnek olarak secilen kemik iligi, I6semilerin
direkt hedefi olmasi bakimindan enzimatik mekanizmalarla ilgili
aciklamalarimizi daha kiymetli hale getirmektedir. Literatirde hastalarin
kemik iligi mononukleer hucrelerinde purin veya pirimidin metabolik
yolun enzim aktivitelerini aragtiran bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu
durum calismamizi kanser metabolizmasinin anlasiimasi bakimindanda
degerli kilmaktadir. Kemik iligi ¢alismamizi degerli kilan bir bagka
durum ise hastaliginin ilk teshisini almig ve daha o6nce herhangi bir
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kemoterapi kullanmamis hastalarin tedavi Oncesi ve remisyona
girdikten sonraki kemik iligi enzim aktivitelerinin tayininin yapiimasidir.
Bu durum yine incelenen konu agisindan literatire saglanan bir baska
yeniliktir. Calismamiz kanser metabolizmasini anlamanin yanisira
enzim aktiviteleri Uzerine kemoterapinin genel etkisini agiklamasi
bakimindan da faydali bilgiler verecektir.

Calismamizda arastirilan 5’NT ve ADA enzimlerinin
|I6semili hastalardaki davranig bi¢cimi bu hastalarda kemik iligi
hidcresindeki yeni proglanmayi gostermesi bakimindan Onem
tasimaktadir.

Calismamizda secilen hastalarin materyalinin kemik iligi
olmasi ve higbir kemoterapi almamis olmalari gibi kriterler hasta
sayisini  sinirflandirmigtir. - Bu  sinirlandirma galismanin  ileride
genigletimesi gerekliliginide ortaya koymaktadir. Ozellikle akut
myeloblastik 16semili ( AML) 10 hastanin 4 tanesinin tedavi esnasinda
remisyona giremeyerek 6lmesi ve 2 AML’ |i hastanin tedavi digina
clkmasl vaka sayisini azaltmistir. Hastalarin kemoterapi sirasinda
hayatlarini kaybetmeleri bu tir ¢alismalarin vaka sayisini sinirlandiran
en onemli sebeblerden bir tanesidir. Ayrica galismamizda, teshisi ALL
olan 3 hastanin 1 tanesi remisyona girmeden olmus ve diger ikisi ise
tedaviye cevap verip remisyona girmigtir.

Hastalar total olarak ( n = 13 ) deg@erlendirildiginde 5’ NT’
nin degerlerinin ( SA ) tedavi dncesi X + SD:1.984+1.51 olan degerlerinin
tedavi sonrasi XtSD:3.31+2.39 c¢ikmasi 5 NT' nin I6semilerde genel
anlamiyla tedaviye cevap olarak aktivitesinin arttigi bilgisini vermektedir.
Bu sonucglara gore 5 NT aktivitesi ilag tedavisinden etkilenmemigtir.
Aksine genel anlamda 5’ NT aktivitelerinin artisi kemoterapiyle karsi
karsiya kalan enzimin kanserli hiicrede aktif olarak bir yikim yolu enzimi
gibi davranma egilimini vermektedir. Tedavi sonrasi ise bu davranis
karekterini degistirdigi gozlenmektedir. Bu degisimin sebebi kullanilan
kemoterapinin protein veya DNA seviyesindeki etkisiyle olabilir.

ADA aktivitesi ise 5 NT aktivitesinin tersine tedavi
oncesine gore baskilanmistir. (X+SD:78.94+60.79'a X+SD:10.22+3.68).
Bu haliyle her iki enzim birbirine zit davranis bigimi gostermektedir.
Tedavi sonrasindaki bu negatif iliski ¢ok kuvvetli bir korelasyon
gOstermektedir.

Calismay! genel anlamiyla I6semili hasta grubu yerine
AML ve ALL olarak ikiye ayirmak yorum agisindan daha anlamlidir.
Ozellikle iki farkh I6semi tdrinin davranig farkhliklari  enzim
aktivitelerindeki farkhliklari yorumlamak bakimindan da daha uygundur.
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Hastalari gruplara ayirip elde edilen sonuglari degerlendirdigimizde ise
yorumlarinda farklihk gosterdigi gézlenmektedir.

Remisyona giren AML’ |i hastalarin ( n = 4 ) 5 NT
aktivitelerinin tedavi oncesi degerlerinin  X+SD:3.50+1.87 olmasina
ragmen remisyon sonrasi enzim  aktivitelerinin  dlgulemedigi
gorulmektedir.Bu sonu¢ enzim aktivitesinin ila¢g tedavisi esnasinda
baskilanmis olmasi veya aktivitenin remisyon esnasinda yeniden
dizenlendidi fikrini akla getirmektedir. AML acisindan bu iligski genel
I6semi grubu seklinde vyapilan gruplandirmanin tersi bir sonugla
karsilasmamiza yol agcmistir AML’ |i hastalarin kemik iliginde 5" NT’ nin
salivage yol enzimi gibi calistigi gozlenmektedir. Bu iliski daha 6nce
bahsedildigi gibi tedavi sonrasi kemoterapinin enzimi baskilamasiyla da
iligkili olabilir.  Bu durum bize kanser hastalarinda genelleme yapma
yerine spesifik olarak hlcre tipine gére tanimlama yapmanin daha
dogru oldugunu gostermektedir. AML’ de 5 NT degerlerine benzer
bulgu ADA icinde gecerlidir. X+SD:57.77 + 8.12 olan tedavi dncesi
degerler yine aktivitelerin tayin edilmemesiyle sonuglanmistir. AML ‘ de
elde edilen bulgular her iki enzimin 6zellikle tedavi sonrasi baskilanma
edilimi tasidigi yonundedir. Bu sonuglar enzim aktivitelerinin AML’ i
hasta gruplarinda ila¢g tedavisiyle baskilandigi disuncesinin daha
anlaml olacagini dusundurtmektedir.

Literatirde kemik iligi ile ilgili sonuglar bulunamadigi igin
bu konuda vyapilan diger c¢alismalar gozden gegcirilmistir. Saglikli
bireylerin B cell ve T cell hicrelerinde yapilan ¢alismalarda 5 NT
degerleri 95.96 nmol/ h / 10°, 9.25 nmol/ h / 10 ° tayin edilirken, diger
taraftan I6semili hastalarin B ve T cell hucrelerinde 5° NT degerleri 1.13
nmol/ h /10 © ve 1.31 nmol/ h / 10  olarak tespit edilmistir.?°

Saglikh bireylerin lenfositlerinde ADA degerleri ise 575
nmol/ h / mg olarak bulunurken, KLL’ li hastalarda ADA degerleri 316
nmol/ h / mg olarak bulunmustur. 8 Baska bir calismada ise kanserli
kolorektal dokuda ADA degeri 614.06 nmol/ h/ g doku, 5 NT degeri ise
61.61 nmol/ h/ g doku olarak bulunurken, kanserli dokuya yakin dokuda
ADA degerleri 428 nmol/ h/ g doku, 5 NT degeri ise 37.29 nmol/ h/ g
doku, kanserli dokuya uzak dokuda ise ADA 399.39 nmol/ h/ g doku, 5’
NT degeri ise 33.10 nmol/ h/ g olarak tespit edilmistir. 2

Kolon dokularinda yapilan bagka bir c¢alismada da
kanserli dokularda ADA ve 5 NT degerleri sirasiyla 12.66 mlU/ mg ve
20.17 mlIU/ mg olarak elde edilmisgtir. ?

Bu bilgilerden anlasilacagi gibi 5 NT ve ADA enzim
aktivite deg@erleri kanserli hastalarda tumorin cinsine gore
degismektedir. Ayrica kemoterapi sonrasi remisyona giren hasta
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gruplarina ait herhangi bir bulgu olamadigindan sonuglarimizi diger
bulgularla karsilastirmamiz mimkdn olmamistir

Olen AML' li hastalarin (n:4) 5" NT enzim aktivite degerleri
acgisindan remisyona girenlerle karsilastirildiginda, remisyona giren
hastalarda SA = X+SD:3.50+1.87 degerine karsihk AML’ li Glen
hastalardan ikisinde aktivite bulunmamasi ve diger ikisinde ise aktivite
degerlerinin spesifik aktivite cinsinden; SA = X+SD:1.20+0.92
bulunmasi  enzim  aktivitelerinin  bireysel  olarak  farkhliklar
g6sterebileceginin ifadesidir. Ozellikle gelecek dénemlerde genis hasta
gruplariyla yapilacak olan ¢aligmalarla bu farklihgin gozlenmesi bizlere
hastaligin remisyon surecine girip girmemekde 5 NT’ nin bir gosterge
olup olamayacagi hakkinda daha detayl bilgi verecektir.

Olen AMLli hastalarin ADA degerleri acgisindan
bakildiginda ise enzim aktivitesinin ciddi anlamda fakliliklar gosterdigi
g6zlenmektedir. ADA degerlerinin SA cinsinden sirasiyla 5.6, 172 ve
8.55 gibi degerlerin yani sira bir hastada aktivite tayini yapilamamasi bu
grupdaki hastalarda ilag tedavisinin olasi baskisini veya enzimatik
aktivitelerinin yeniden duzenlenmesi gibi bir degerlendirme yapmamiza
imkan vermemektedir. Bireysel bazda aktivitelerin ¢ok fazla degiskenlik
gOstermesi ise 5 NTde oldugu gibi ADA enzim aktivitelerinin daha
genis hasta gruplarinda incelenmesi ihtiyacini ortaya ¢ikarmaktadir.

AML’ de dlen hasta gruplarindaki degerler ile remisyona
giren hasta gruplarinin enzim aktiviteleri agisindan degerlendirildiginde
Olen AML'’ Ii hastalarin 5° NT ve ADA degerlerinin remisyona giren
grubun remisyon oncesi degerlerine gére baskilandigi
gozlenmektedir.Remisyona girip girmeme acisindan enzim degerlerinin
farkhlik gostermesi genisletiimis ¢alismalarda da gosterilirse, bu durum
klinikte her iki enzimin AML’ de remisyona girme kriteri olarak
kullanilmasi yolunu acabilir.

ALL acisindan degerlendirme yapildiginda ise calisma
sartlarina uyan toplam 3 hastadan bir tanesinin remisyona giremeyip
Olmesi sebebiyle istatiksel galisma yapilamamigtir. Bu grupda remisyon
oncesi 5 NT degerleri dlgulemezken remisyon sonrasinda bir hastanin
aktivite deg@erleri SA = 5.70 olarak bulunmustur. ADA bakimindan ise
remisyon oncesi birbirinden ¢ok farkli iki deger elde edilmistir. (156.3-
0.28 ) Remisyon sonrasi bir hastada aktivite tayini yapilamazken
digerinde aktivitenin arttigi gozlenmektedir. ADA ve 5 NT enzim
aktiviteleri bakimindan ALL hastalarda sOylenecek temel nokta 6zellikle
5 NT’ nin baskilanma egilimine karsilik ADA’ nin hastaya gbre ¢ok
degiskenlik gosterdigidir. Bu degisken davranis bigiminin anlamli bir
yorumunu yapabilmek igin hasta sayisini artirmak gerekmektedir.
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Calismamiz hasta sayisinin sinirliligina ragmen, segilen
ornekleme bakimindan, o&zellikle lésemili hasta grubunda purin—
pirimidin metabolizmasinin anlagilmasina 6nculuk yapabilir. Klasik
anlamda yikim yolu kabul edilen buna karsilik literatirde salvage yol
enzimi gibi de davrandigi gosterilen her iki enzimin nukleotid
metabolizmasinin regulasyonu agisindan énemli rolleri vardir. Ozellikle
uc farkli formuyla hdcreye nukleozid girisini saglayan ve bir hucre
reseptord gibi davranan 5° NT’ nin ve hicre igi adenozin seviyelerinin
ayarlanmasinda belirleyici rolu olan ADA’ nin kanserdeki davranis
bigimi biyokimyasal mekanizmalar agisindan énemlidir. Her iki enzim;
ister yikim ister salvage yol enzimi gibi degerlendirilsin 6zellikle nukleik
asit metabolizmasinin indirekt etkilenmesi bakimindan hayati 6neme
sahiptir. Bu 6nem kanserdeki metabolizmay1 anlamaya iligkilidir. Kanser
hicresinde 0zellikle purin- pirimidin metabolizmasinda gérev yapan
anahtar enzimlerin davranis degisimlerini anlamak bizlere genetik
seviyede ortaya c¢ikabilecek yeni duzenlemeleri anlamada katki
saglayacaktir. Bu anlamda calismamizin bu alanda yapilacak olan
calismalara IS1k tutacagini disunmekteyiz.



6. OZET

Calismamizda Hematoloji Bilim Dalina basvuru yapmis ve
ilk tanisini almig 13 hastadan alinan kemik iligi hicrelerinde ADA ve 5’
NT enzim aktivite tayinleri yapiimigtir.

Calismamiza aldigimiz AML ve ALL’ li 13 hastadan, AML’
li hasta grubuna dahil 10 hastanin 4 tanesi remisyona giremeyerek
tedavi esnasinda dlmustir. iki AML’ |i hasta ise takipden cikmistir. 3
ALL’ li hastadan bir tanesi remisyona girmeden oOlmastir. 2 tanesi
remisyona girmistir. Hastalari genel anlamiyla |6semili grup olarak
siniflandirirsak; tedavi oOncesi; 5 NT enzim aktiviteleri degerleri
1.98+1.51° dir. Bu grupda tedavi sonrasi enzim aktiviteleri degerleri ise
3.31£2.39" dur. Ayni grupta tedavi oncesi ADA enzim aktiviteleri
degerleri 78.94+60.79 olarak bulunmustur. Bu grupda tedavi sonrasi
enzim aktiviteleri degerlerine bakildiginda 10.22+3.68 olarak tespit
edilmistir. Bu sonuglar 5" NT’ nin I6semilerde genel anlamiyla tedaviye
cevap olarak aktivitesinin arttigini ve enzimin kanserli hlcrede aktif
olarak bir yikim yolu enzimi gibi davranma egilimini akla getirmektedir.
ADA aktivitesi ise 5 NT aktivitesinin tersine tedavi oncesine gore
baskilanmistir. Bu haliyle her iki enzim birbirine zit davranis bigimi
gOstermektedir.

Calismamizi AML ve ALL’ li hastalarin gruplari olarak ayri
ayri yorumlarsak; AML ‘ de elde edilen bulgular her iki enzimin 6zellikle
tedavi sonrasi baskilanma egilimi tagidigi yonundedir. ALL’ li hastalarda
ise 5" NT’ nin tedavi oncesi aktivite tayini yapilamazken buna karsilik
ADA aktivitesinin hastaya gore c¢ok degigkenlik gosterdigi tespit
edilmistir.

Calismamiz hasta sayisinin sinirhligi ve hastalarin bir
kismini tedavi esnasinda Olmesine ragmen, secilen ornekleme ve
calisilan enzimler agisindan kanser metabolizmasinina igik tutabilir .

Anahtar Kelimeler: Kemik iligi, Adenozin Deaminaz, 5’ Nukleotidaz
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7. SUMMARY :

This study was conducted on leukocytes obtained from
bone marrow of 13 patients examined at Haematology Department with
preliminary diagnosis.

Of the 13 patients with AML and ALL diagosis, 4 patients out
of 10 AML patients died while under treatment due to lack of remission. 2
patients with AML left the treatment. One patient out of 3 patients with ALL
died during treatment due to lack of remission and 2 ended up with
remission.

When we group patients in one group as leukemic patients;
before treatment, the minimum 5’NT enzyme activity was recorded as 1.98
+ 1.51. The enzyme activity in this group after treatment was observed at
the maximum as 3.31+2.39. ADA enzyme specific activity in this group
was X+SD : 78.94+60.79. The measurements in this group after treatment
was recorded with X+SD :10.22+3.68. This results suggest a general
increase in 5’NT activity in leukemia as a result of treatment and 5’NT
mimics a catalytic pathway enzyme actively in leukemic cells. In contrast
with 5’NT activity, ADA activity is suppressed as compared to before
treatment. This suggests a contrast behaviour of these two enzymes.

When we group patients in separate two groups as ALL and
AML patient groups, 5’NT and ADA activity was found to be higher before
remission contrast with the single group of all leukemic patients. In
patients with ALL; 5’NT activity could not be measured before treatment
and ADA activity was found to be variable.

Key Words: Bone marrow, Adenozin Deaminase, 5’ Nukleotidase

56



10.

KAYNAKLAR:

Murray J L, Perez-Soler R, Bywaters D,Hers E. Decreased
Adenosine Deaminase (ADA) and 5'Nucleotidase (5'NT) Activity in
Peripheral Blood T Cells in Hodgkin Disease. American Journal of
Heamatology 1986;21:57-66

Rovensky J, Ottinger P. The Effect Of  Penicillamine and
Aurothiomalate on Cyclic Adenosine Monophosphate Level and on
Adenosine Deaminase and Purine Nucleoside Phosphorylase
Activities In Human T-Lymphocytes. Povodna Praca 1999;13:11-16

Hovi T, Smyth F, Allison AC, Wiliams SC. Role of Adenosine
Deaminase in Lymphocyte Proliferation. Clin. Exp. Immunol. 1976;
23:39-403

Akolkar PN, Advani SH,Gothoskar BP. Cyclic AMP Metabolism in
Peripheral Blood Lymphocytes From Patients With Hodkin’ s
Disease. Eur. J. Cancer Clin.Oncol.1984; 20:1389-1392

Invernizzi RPD, Fazio C, Fenoglio G, Ippoliti LM, Zambelli, Razzano
M, Ascari E. 5 Nucleotidase in Chronic B Cell Leukemias. American
Journal of Heamatology 1990; 34:37-43

Dikmen N, Oztigen T. Murray Harper s Biyokimya.25.Baski.
Istanbul; Nobel Kitapgilik: 2004. 386-481

Altan N., Biyokimya Olgu Sunumlu Yaklasim.1. Baski. Ankara: Palme
Yayincilik ; 2000

Onat T, Emerk K. Temel Biyokimya.1.Baski. izmir; Saray Medikal
Yayincilik ; 1996

Grever MR, Coleman MS, Balcerzak SP,et al. Adenosine Deaminase
and Terminal Deoxynucleotidyl Transferase, Biochemical Markers in
the Management of Chronic Myelegenous Leukemia. Cancer
Research1983; 43: 1442-1445

Ho AD, Ganeshaguru K. Enzymes of purine metabolism in lymphoid

neoplasm clinical revelance for treatment with enzyme inhibitors. Klin
Wochenscher 1988;66: 467-474

57



11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Ho AD, Dorken B.Purine Degredative Enymes and Immunological
Phenotypes in Chronic B- Lymphocytic Leukemia, Indication that
Leukemic immunocytoma is a Seperate Entity. British Journal Of
Haemotology 1986; 62: 545-555

Trangas T, Courtis N,Gounaris A. Patterns of Adenosine Deaminase,
Ecto-5- Nucleotidase, Poly (A ) Polymerase and Surface Light Chain
Expression in Chronic Lymmpocytic Leukemias. Blut 1989; 58: 187-
193

Tritsch GI, Niswander PW. Purine Catabolism as a Source of
Superoxide in Macrophage. Annals Newyork Akademy of Science
1985;451: 279-291

Balis ME. Adenosine Deaminase and Malignant Cells. Annals New
York Academy of Sciences 1985; 45:142- 149

Dornand J, Bonnafous JC, Favero J, Ecto 5- nucleotidase and
Adenosine Deaminase Activities of Lymphoid Cells. Biochemical
Medicine1982; 28: 144-156

Whisler RL, Murray JL, Roach RW, Balcerzak SP . Characterization
of multiple immune defects in human malignant lymphoma. Cancer
1984; 53: 2628-2634

Poplack DG, Blatt J, Reaman G. Purine Pathway Enzymes
Abnormalites in Acute Lymhoblastic Leukemia. Cancer Research
1981; 41: 4821-4832

Ratech H, Martinuik F, Borer WZ. Differential Expression of
Adenosine Deaminase Isoenzymes in Acute Leukemia. Blood1988;
72 :1627-1632

Vives JL, Rozman C, Pujades MA. Combined Assay Adenosine
Deaminase, Purine Nucleoside Phosphorylase and Lactate
Dehydrogenase in the Early Clinical Evaluation of B-Chronic
Lymphocytic Leukemia.American Journal of Heamatology 1988; 27:
157-162

Guisti, G., Bernard, S., Methods of Enzymatic Analysis. Academic
Press Newyork1974; 1092-1099

Rosi F, Carlucci E, Marinello E, Tabucchi A. Ecto-5- Nucleotidase in

B- Cell Chronic Lymphocytic Leukemia. Biomed Pharmacother 2002;
56:100-104

58



22,

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

Seepmiller JE. Overviev of Possible Relation of Defects in Purine
Metabolism to Immune Deficiency. Annals New York Academy of
Sciences1985; 451:9-19

Drexler HG, Gaedicke G, Minovada J, Biochemical Enzyme Analysis
in Acute Leukemia. J.Clin. Pathol.1985;38: 117-127

Ho DA, Ganeshaguru K, Knauf WU. Clinical Response to
Deoxycoformiycin in Chronic Lymphoid Neoplasms and Biochemical
Changes in Circulating Malignant Cels in vivo. Blood1988; 72 : 1884-
1890

O'dwyer PJ, Wagner B, Jones BL, 2" Deoxycoformycin for Lymphoid
Malignancies. Annals of Internal Medicine1988; 108 : 733-743

Rosi F, Agostinho AB, Carlucci F, Zanoni L, Porcelli B, Marinello ,
Galieni P, Tabucchi A. Behaviour of Human Lymphocytic
Isoenzymes of 5’ Nucleotidase. Life Sciences1998; 62 : 2257-2266

Vannoni D, Pietro M, Rosi , Bernini A, Leoncini R, Tabucchi, Carlucci
F, FloccariF,SantoroA,TanziniG,Marinello E, Metabolism of
Adenosine in Human Colorectal Tumour. Nucleosides, Nucleotides
ve Nucleic Acids 2004; 23: 1455-1457

Borowiec A, Lechward K, Tkaz-Stachowska K, Skladanowski.
Adenosine as a Metabolik Regulator of Tissue Function . Production
of Adenosine by Cytoplasmic 5 Nucleotidases. Acta Biochimica
Polonica 2006; 53: 269-278

Durak I, Cetin R, Devrim E , Ergiider I. Effects of Black Grape
Extract on Activities of DNA Turn-Over Enzymes in Cancerous and
non- Cancerous Human Colon Tissues. Life Sciences 2005; 76:
2995-3000

Canbolat O, Durak |, Cetin R, Kavutcu M, Demirci S, Ozturk S.
Activities of Adenosine Deaminase ,5 Nucleotidase, Guanase and
Cytidine Deaminase Enzymes in Cancerous and non- Cancerous
Human Breast Tissue. Breast Cancer Research and Treatment 1996;
37: 189-193

Durak |, Beduk Y, Kavutcu M, Suzer O, Yaman O, Oztirk HS,
Canbolat O, Ulutepe S. Activity of the Enzymes Participating in
Purine Metabolism of Cancerous and non-cancerous Human Kidney
Tissues. Cancer Investigation 1997; 15: 212-216

59



32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42,

Plunket W. Inhibition of Adenosine Deaminase to Increase the
Antitimor Activity of Adenine Nucleoside Analogues. Annals New
York Academy of Sciences 1985; 451: 151-159

Durak |, Isik AU, Canbolat O, Akyol O, Kavutcu M, Adenosine
Deaminase , 5 Nucleotidase, Xsantin Oxidase, Superoxide
Dismutase and Catalase Activities in Cancerous and non-Cancerous
Human Larngeal Tissue. Free Radikal Biology and Medicine 1993;
15: 681-684

Oztirk HS, Karaayvaz M, Kagmaz M, Kavutcu M, Akgil H, Durak |.
Activities of Enzymes Participating in Purine and Free Radical
Metabolism in Cancerous and Human Colorectal Tissues. Cancer
Biochem. Biophys.1998; 16: 157-168

Ho DA, Ganeshaguru K, Knauf WU. Enzyme Activities of Leukemic
Cells and Biochemical Changes induced by Deoxycoformycin in
vitro-lack of Correlation with Clinical Response. Leukemia Research
1989; 13:269-278

Dasmahapatra KS, Facs HZK, Dasmahatpara A, Suarez S.
Evaluation of Adenosine Deaminase Activity in Patients with Head
and Neck Cancer. J.Surg. Res.1986; 40: 363-373

Adler MJ, Hersberg R, Yu A, Helper-Supressor T-Cell Leukemia,
Unusual Phenotype Controlled with Low-Dose Deoycoformycin,
American Journal of Heamatology 1990; 36: 208- 210

Saragoglu U, Guven O, Durak |. Adenosine Deaminase and 5'-
Nucleotidase Activities in Saliva from Patients with Oral and
Laryngeal Cancer. Oral Disease 2005;11: 323-325

Lal H, Munjal SK, Wig U, Saini AS. Serum Enzymes in Head and
Neck Cancer lll. J Laryngeal Otol 1987; 101: 1062-1065

Nurkka A, Obiero J, Kayhty H, Scott J. Effects of Sample Collection
and Storage Methods on Antipneumococcal Immunoglobulin A in
Saliva. Clin. Diagn. Lab. Immunol.2003; 10 : 357- 361

Durak |, Perk H, Kavutcu M, Canbolat O, Akyol O, Bedik Y.
Adenosine Deaminase 5 Nucleotidase Superoxide Dismutase and
Catalase Activities in Cancerous and non- Cancerous Human
Bladder Tissues. Free Radic Biol.1994; 16: 825-831

Cabrera MF. Immunologic Classification of Acute Lymphoblastic

Leukemia, the American Journal of Pediatric Hematology/Oncology
1990; 12: 283-291

60



43.

44,

45.

46.

47.

48.

49,

50.

51.

52.

53.

54.

55.

Weber G. Enzymology of Cancer Cells. The New England Journal of
Medicine1977; 296: 486-493

Weber G. Biochemical Strategy of Cancer Cells and Design of
Chemotherapy. Cancer Reserach 1983; 43: 3466-3492

Elion GB. The Purine Path to Chemotherapy. Science 1989, 244
41-47

Letter to the Editor, Lymphotic Ecto 5- Nucleotidase (ecto-5 NT)
levels in Acute Lymphoblastic Leukemia and Non-Hodgkin's
Lymphoma. Clinica Chimica Acta 2006; 364: 359-360

Morisaki T, Fujii H, Miva S. Adenosine Deaminase in Leukemia,
Clinical Value of Plasma ADA Activity and Characterization of
Leukemic Cell ADA. American Journal of Heamatology 1985; 19:37-
45

Hitchings G. Chemoterapy and Comparative Biochemistry,
G.H.A.Colwes Memorial Lecture. Cancer Research 1969; 29: 1895-
1903

Carson DA, Kaye J, Seegmiller JE. Differential Sensitivity of Human
Leukemic T Cell Lines and B Cell Lines to Growth Inhibition by
Deoxyadenosine. The Journal of Immunology 1978; 121: 1726-
1731

Koren G, Ferrazini G, Sulh H. Systemic Exposure to Mercaptopurine
As a Prognostic Factor in Acute Lymphocytic Leukemia in Children.
The New England Journal of Medicine1990; 323: 17-21

Boyum A. Separation of Leukocytes from Blood and Bone Marrow.
Scand. J. Clin. Lab. Invest. 1968; 21 (Supp ): 77

Lowry OH, Rosenbrough NJ, Farr AL, Randal RJ. Protein
Measurement with the Folin Phenol Reagent. J., Biol. Chem. 1951;
193: 265 -75

Weber G. Ordered Biochemical Program of Gene Expression in
Cancer Cells. Biochemistry 2001; 66: 1164- 1173

Edwards NL, Gelfand EW, Burk L. Distribution of 5 Nucleotidase in
Human Lymphoid Tissue. Proc. Natl. Acad Sci. 1979; 76: 3474-3476

Starkey JT, Ma FP. A Study of Adenosine Deaminase and lts
Convertion Factor in Human Serum. Adv Exp Med Biol. 1989; 253:
65- 69

61



56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.
67.

Camici M, Tozzi MG, Allegrini S. Purine Salvage Enzyme Activities
Normal and Neoplastik Human Tissues. Cancer Biochem. Biophys.
1990; 11: 201-201

Vivekanandhan S, Soundararajan C C, Tripathi M, Maheshwari MC.
Adenosine Deaminase and 5’ Nucleotidase Activities in Peripheral
Blood T Cells of Multiple Sclerosis Patients. Neurochemical
Research 2005; 30: 453 —456

Sunderman FW.The Clinical Biochemistry of 5’- Nucleotidase. Annals
of Clinical and Laboratory Science 1990; 20: 2-8

Gilli R, Lopez C, Sari JC. Thermodynamic Study of the Interaction of
Methotreaxte, Its Metabolites and New Antifolates with Thymidylate
Synthase, Influence of Fd UMP. Biochemical Pharmacology 1990;
40: 2241-2246

Zehri M, Harb J, Bernard S, Meflah K. Purification of Bovine Liver
Cytosolic 5’ Nucleotidase. European 3 J of 13’ Biochem 1988; 172:
93-99

Richard H W. Novel Therapeutic Developments Other Than EGFR
and VEGF Inhibition in Colorectal Cancer. The Oncologist 2006; 11:
1018- 1024

Carson DA, Kaye J, Wasso DB. The Potential Importance of Soluble
Deoxynucleotidase Activity in Mediating Deoxyadenosine Toxicity in
Human Lymphoblasts. The Journal of Immunology 1981; 126: 348-
352

Jackso RC, Weber G. Enzyme Pattern Directed Chemotherapy.
Biochemical Pharmacology1976, 25: 2613-2618

Tricot GJ, Jayaram HN, Lapis E. Biochemical Directed Therapy of
Leukemia With Tiazofurin, Selective Blocker of Inosine 5’- Phosphate
Dehydrogenase Activity. Cancer Research 1989; 49: 3696-3701

Hanka LJ, Dietz A. U-42, 126, a new antimetabolite antibiotic:
production, biological activity, and taxonomy of the producing
microorganism. Antimikrob. Agents Chemother. 1973; 3: 425-431

Souba W W. Glutamine and Cancer. Ann.Surg. 1993; 218: 715- 728

Taylor S, Belt R J , Joseph U, Haas CD. Phase | evaluation of AT-
125 single dose every three weeks. Invest. New Drugs 1984; 2: 311-
315

62



68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

Miles B, Thoden JB, Holden H, Rausel F. Inactivation of the
Amidotransferanse Activity of Carbomyl Phosphate Synthetase by
Antibiotic Acivicin , The Journal of Biological Chemistry 2002; 277:
4368- 4373

Kyaw A, Maung UK , Toc T. Determination of inorganik Phosphate
with Molybate and Triton X- 100 without Phase | evaluation of AT-125
single dose every three weeks. Reduction . Anal Biochem. 1985;
145: 230-234

Pesi R, Turriani M, Allegrini S, Scolozzi C, Camici M. lpata PPI,
Tozzi MG. The Bifunctional cytosolic 5’- nlcleotidase: regulation of
the phosphotransferase and nucleotidase activities. Archives of
Biochemistry and Biophysics 1994; 312: 75-80

Johnson MA, Fridland A. Phosphorylation of 2’, 3’- dideoxyinosine
by cytosolic 5’- nucleotidase of human lymphoid cell. Moleculer
Pharmacology 1989; 36: 291-295

Turiani M, Pesi R, Nardone A, Turchi G, Sgarella F, Ipata PL, Tozzi
MG. Cytosolic 5’ nucleotidase / nucleoside phosphotransferase : a
nucleoside analog activating enzyme. Journal of Biochemical
Toxicology 1994; 9: 51-57

Worku Y, Newby AC. Nucleoside Exchange Catalysed by the
Cytoplasmic 5'- nucleotidase . Biochemical Journal 1982; 205: 503-
510

Fridland A, Connely MC, Robbins TJ. Tiazofirun Metabolism in
Human Lymhoblastoid Cells: Evidence for Phosphorylation by
Adenosine Kinase and 5’- nucleotidase. Cancer Research 1986, 46 :
532- 537

Tozzi MG, Camici M, Pesi R, Alegrini S, Sgarella F, Ipata PL.
Nucleoside Phosphotransferase Activity of Colon Carcinoma
Cytosolic 5’ Nucleotidase. Archives of Biochemistry and Biophysics
1991, 291: 212-217

Berkarda B, Miiftiioglu A, Ulutin O. Kan Hastaliklari. istanbul : Ar
Basim ve Dagitim; 1983

Hoffman R, , Benz E , Shattil S, Furie B, Cohen H, Silberstein L,
Mcglave P. Hematology Basic principles and practice. 3. Baski ,
Philedelphia : Churchill Livingstone; 2000

63



78. Weber G, Shen F, Yang H, Prajda N, Li W. Amplification of signal
transduction capacity and down-regulation by drugs. Advan. Enzyme
Regul. 1999; 12: 11-41

79. Amici A, Giulio M, Human Erythrocyte Pyrimidine 5 Nucleotidase,
PN-I. Archives of Biochemistry and Biophysics 2002; 397: 184-190

80. Carlucct F, Rosi F, Pietro, C, Marinello E. Purine Nucleotide
Metabolism : Spesifik Aspects in Chronic Lymhocytic Leukemia
Lymphocytes. Biochimica et Biophysica Acta 1997; 1360: 203-210



9. OZGECMIS

Adi: Seyhan

Soyadi: Gumusla

Dogum Yeri ve Tarihi: Ankara, 26.9.1971

Egitimi: Yiksek Lisans, A.U.T.F. Biyokimya Anabilim Dali
Universite, 0.D.T.U. Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji B6Iim(
Lise, Ankara Cumhuriyet Lisesi
Ortaokul, Ankara Bahgelievler Ortaokulu
lkokul, Ankara Mustafa Kemal ilkokulu

Yabanci Dili: ingilizce

Uye Oldugu Bilimsel Kuruluslar

65



TESEKKUR

Master ve doktora egitimim sdresince yakin destedini goérdigum
danigmanim ve Biyokimya Anabilim dal 6gretim Uyesi Sayin Prof. Dr.
Orhan CANBOLAT’ a ,tez galismalarimdaki degerli katkilarindan dolayi
Biyokimya Anabilim Dali 6gretim Uyesi Sayin Prof. Dr. Mustafa
KAVUTCU’ ya , Biyokimya Anabilim Dali Bagkani Sayin Prof. Dr.Hatice
PASAOGLU'’ na, tim asistan ve dénem arkadaslarima, bu galisma igin
bana firsat taniyan Gazi Universitesi Hematoloji Bilim Dali 6gretim Gyesi
Doc. Dr. Miinci YAGCI' ya ve desteklerinden dolayi Biyolog irem
AKAR a ve Uzm. Dr. Arzu YEGIN' e, Gazi Universitesi Kadin
Hastaliklari ve Dogum Anabilim Dali 6gretim Uyelerine, Gazi
Universitesi Tlp Bebek merkezindeki calisma arkadaslarim Uzm. Bio.
idil ALPAS, Uzm. Bio. Esra NAS KARABAY’ a , Uzm. Bio. Deniz
KULAK’ a ve tum yasamim boyunca desteklerini her zaman hissetigim
aileme, tesekkur ederim.



