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KISALTMALAR
ALL: Akut lenfoblastik 16semi
AML: Akut myeloid l6semi
AP-1: Aktive edici protein-1
CDK: Siklin bagimli kinaz (Cyclin dependent kinase)
c-DNA: Komplementer DNA (Complementary DNA )
COX-2: Siklooksigenaz-2 (Cyclooxygenase-2)
DMSO: Dimetilstilfoksit
EGIL: Losemilerin immunolojik karakterizasyonu-Avrupa grubu
(European Group for the Immunologic Characterisation of Leukemias)
EGFR: Epidermal biiyltime faktorii reseptorii (Epidermal growth factor receptor)
ER: Ostrojen reseptorii (Estrogen receptor)
ERK: Ekstraselliiler regiile kinaz (Extracellular signal regulated kinase)
FISH: Floresan in situ hibridizasyon
HIF: Hipoksi indiiklenebilir faktor (Hypoxia inducible factor)
IC50: Hiicrelerin %50'sinin 6ldiigii ila¢ konsantrasyonu
(The half maximal inhibitory concentration)
MAPK: Mitojen aktive protein kinaz (Mitogen activated protein kinase)
MHC: Major histokompatibilite kompleksi (Major histocompatibility complex)
MLL: Karisik lineage 16semi (Mixed lineage leukemia)
MMP: Matriks metalloproteinaz
MRD: Minimal rezidiiel hastalik (Minimal residual disease)
MSS: Merkezi sinir sistemi
mTOR: Rapamisinin memeli protein hedefi (Mammalian target of rapamycin)
NF-kB: Niikleer faktor-xB
PBS: Fosfat tampon ¢6zeltisi (Phosphate buffered saline)

PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu (Polymerase chain reaction)



PI: Propidium iyodiir

PI3K: Fosfatidol inositol 3-kinaz

Plk-1: Polo benzeri kinaz (Polo like kinase)

SHH: Sonik hedhehog (Sonic hedhehog)

ROS: Reaktif oksijen tiirleri (Reactive oxygen speice)

siRNA: Kiiciik interferan RNA (Small interfering RNA)

T-ALL: T hiicreli akut lenfoblastik 16semi

TCR: T hiicre reseptor (T-cell receptor)

VEGF: Vaskiiler endotelyal biiylime faktori (Vascular endothelial growth factor)

6-MP: 6-merkaptopiirin



OZET

AKUT LENFOBLASTIK LOSEMi HUCRE HATTINDA FOXM1 GEN
EKSPRESYON SEVIYESININ BELIRLENMESI VE FOXM1'IN DEKSAMETAZON
VE FOXM1 iNHIiBiTORU SiOMIiSIN A KULLANILARAK HEDEFLENMESI

Giris ve Amag¢: FoxM1 hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde rol alan ve hiicre ¢ogalmasimi
arttiran bir transkripsiyon faktoriidiir. Son yillarda yapilan calismalarda akciger kanseri,
glioblastom, prostat kanseri, bazal hiicre karsinomu, hepatoselliiler karsinom, meme kanseri
ve pankreas kanserinde FoxM1 sinyal aginin bozuldugu ve gen ekspresyonunun yiiksek
oranda arttig1 gosterilmistir. Bir tiazol antibiyotigi olan siomisin A, FoxM1 transkripsiyonel
aktivasyonunu Onleyen Onemli bir inhibitordiir. Deksametazon, akut lenfoblastik 16semi
(ALL) tedavisinde cok onemli yere sahip ve T-hiicreli ALL’de diger steroidlere gore daha
etkin oldugu bilinen bir glukokortikoiddir. Bu ¢alismamizda, Jurkat hiicrelerinde (T-ALL
hiicre hatt1) FoxM1 gen ekspresyon diizeyinin belirlenmesi ve FoxM1'in siomisin A ve
deksametazon kullanarak hedeflenmesi ile bu ekspresyondaki degisikliklerin ve hiicre

cogalmasi iizerindeki etkilerin incelenmesi amaglanmastir.

Gerecler ve Yontem: FoxM1 geninin ekspresyon diizeyleri Ters Transkriptaz Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) ile gosterilmistir. Siomisin A ve deksametazon’un Jurkat
hiicreleri tlizerindeki hiicre ¢ogalmasmi engelleyici etkileri MTT hiicre ¢ogalma testi ile
saptanmigtir. Deksametazonun, siomisin A ile kombinasyonlarmin olasi sinerjistik, additif,
notral veya antagonistik etkilerinin belirlenmesi amaci ile izobologram analizi yapilmistir. Bu
ajanlarin apoptotik etkileri ise kaspaz-3 aktivitesindeki ve mitokondri zar potansiyelindeki
bozulmalar ve fosfatidilserinin hiicre zarindaki lokalizasyonu ile belirlenmistir. Bu amagla,
sirastyla, kaspaz-3 kolorimetrik kiti, JC-1 mitokondriyal membran potansiyeli kiti ve
Anneksin V-FITC apoptoz ol¢tim kiti kullanilmistir. Siomisin A ve deksametazon’un hiicre
dongiisti lizerindeki etkilerinin arastirilmasi amaciyla, siomisin A ve deksametazon ile ayri
ayrt ve kombine sekilde muamele edilen hiicreler propidyum iyodiir ile boyanarak akim

sitometrisinde analiz edilmistir.

Bulgular: T-ALL hiicre hattinda FoxM1 gen ekspresyon seviyesinin belirgin derecede artmis
oldugu ve siomisin A ve deksametazon uygulanan Jurkat hiicrelerinde FoxM1 gen ekspresyon
seviyelerinin her bir ilacin dozuna bagimli olarak azaldigi gosterilmistir. Bir ve 10 pM
deksametazona 72 saat boyunca maruz birakilan Jurkat hiicrelerinin ¢ogalmast kontrol

grubuna gore %8 ve %13 azalirken, ayn1 dozlarda deksametazonun, siomisin A ile kombine



uygulanan hiicrelerin ¢ogalmasmi %74 ve %75 oraninda baskiladigi izlenmistir. Yapilan
izobologram analizinde deksametazon ve siomisin A'nin ¢ok kuvvetli sinerji gosterdikleri
ortaya koyulmustur. Gergeklestirilen apoptotik testler, siomisin A ve deksametazon
kombinasyonunun Jurkat hiicreleri lizerinde apoptotik etkisi olmadigin1 gostermistir. Hiicre
dongiisii analizinde, siomisin A ve deksametazon kombinasyonu ile FoxM1'in belirgin
baskilandig1 Jurkat hiicrelerinin, G1 fazinda durduruldugu ve boliinmelerinin anlamli

derecede azaldig1 gosterilmistir.

Sonu¢: FoxMI1 ekspresyonunun T-ALL hiicre hattinda belirgin olarak artmis oldugu, bir
FoxM1 inhibitorii olan siomisin A'nin ve deksametazonun losemik hiicre ¢ogalmasini hiicre
dongiistinii G1 fazinda baskilayarak onemli oranda azalttig1 gosterilmistir. Tiim bu bulgular,
FoxMl1'in T- ALL patogenezinde olast bir rolii oldugunu ve FoxM1'in T-ALL tedavisinde

onemli bir hedef olabilecegini gostermektedir.

Anahtar kelimeler: FoxM1, akut lenfoblastik 16semi, siomisin A



SUMMARY

DETERMINATION OF FOXM1 GENE EXPRESSION LEVEL IN ACUTE
LYMPHOBLASTIC LEUKEMIA CELL LINE AND TARGETING FOXM1 BY
DEXAMETHASONE AND FOXM1 INHIBITOR SIOMYCIN A

Introduction-Objective: FoxM1 is a transcriptional factor that takes play in regulation of cell
cyle and promotes cell proliferation. Recent studies show that the FoxM1 signaling network
is frequently deregulated in human malignancies with up-regulated expression of FoxM1 in
lung cancer, glioblastomas, prostate cancer, basal cell carcinomas, hepatocellular carcinoma,
and primary breast cancer and pancreatic cancer. Siomycin A, a thiazol antibiotic, is known to
inhibit FoxM1 transcriptional activity. Dexamethasone is a glucocorticoid that is very
important in treatment of acute lymphoblastic leukemia (ALL) and is known to be more
potent compared to other steroids in the treatment of T-cell ALL. In this study, we aimed to
determine the gene expression levels of FoxM1 in Jurkat cells (T-ALL cell line) and to
investigate the changes in gene expression levels and the effects on cellular proliferation by

targeting FoxM1 with siomycin A and dexamethasone.

Materials and methods: The gene expression levels of FoxM1 were studied with reverse
transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR). The antiproliferative effects of siomycin
A and dexamethasone on Jurkat cells were studied with MTT cell proliferation test. The
possible synergistic, additive, neutral, and antagonistic effect of combination of
dexamethasone and siomycin A was determined with isobologram analysis. The apoptotic
effects of these two agents were evaluated by Caspase-3 activity, disturbances in
mitochondrial membrane potential and localisation of phospatidilserine in cellular membrane.
For this purpose, Caspase-3 calorimetric assay kit, JC-1 mitochondrial membrane potential
assay kit, and Annexin V-FITC apoptosis detection kit were used, respectively. For cell cycle
analysis, siomycin A and dexamethasone treated Jurkat cells were stained with propidium

iodide and analysed in flow-cytometer.

Results: We found that FoxM1 gene is overexpressed in T-ALL cell line and dexamethasone
and siomycin A caused a reduction in gene expression levels of FoxM1 in Jurkat cells. Eight
to 13 % decrease in proliferation of Jurkat cells were observed when these cells were treated
with 1 and 10 uM doses of dexamethasone for 72 hours, respectively. On the other hand, the

same doses of dexamethasone combined with siomycin A caused 74% and 75% decrease in



proliferation of Jurkat cells. Isobologram analysis revealed very strong synergy between
dexamethasone and siomycin A. Apoptotic tests showed no apoptotic activity of
dexamethasone and siomycin A on Jurkat cells. Cell cycle analysis showed that, reduction of
FOXMI1 expression by combination of dexamethasone and siomycin A in Jurkat cells

inhibited cell proliferation through induction of G1 phase arrest.

Conclusion: It is demonstrated that FoxM1 gene is strongly overexpressed in T-ALL cell line
and targeting FoxM1 by siomycin A and dexamethasone caused a significant decrease in T-
ALL cell proliferation through induction of G1 cell cycle arrest. All these findings suggest a
possible role for FoxM1 in T-ALL pathogenesis and represent FoxM1 as an attractive target

for T-ALL therapy.

Key words: FoxM1, acute lymphoblastic leukemia, siomycin A



1. GIRIS ve AMAC

Losemiler c¢ocukluk cagi kanserlerinin %25-30’unu; akut lenfoblastik 1osemiler (ALL)
cocukluk c¢ag1 losemilerinin  %75-85’ini olusturmaktadir (1). Losemik lenfoblastlarin
morfolojik, immunolojik, sitogenetik ve molekiiler genetik ozelliklerinin incelenmesi ile
ALL'min biyolojik cesitliligi gosterilmistir (2). Son yillarda risk gruplarina gore tedavi
yaklagimlarmin belirlenmesi, yeni antineoplastik ilaglarin devreye girmesi ve bakim ve destek
imkanlarmin daha da iyilesmesiyle ALL'de 5-yillik olaysiz sag kalim siiresi %76-86
oranlarma ulasmistir (3-5). Tedavi basaris1 yiiksek olmasma karsin halen ¢ocukluk cagi
l6semilerinin  6nemli bir alt grubunda hastalik tekrarlamakta ya da tam remisyon
saglanamamaktadir.  Belirli bazi sitogenetik anormallikler, agir hipodiploidi varhigi ve
“mixed lineage leukemia” (MLL) geni yeniden diizenlenmesi olan hastalarda remisyon
indiiksiyon basarisizlig1 ya da hastaligin tekrarlama riskinin artmis oldugu ve olaysiz sag
kalim siiresinin %40’ altina diistiigli bilinmektedir (6,7). Pediatrik ALL’lerin % 15’in1
olusturan T-hiicre 16semilerinin tedavi basaris1 da B-hiicre l16semisine gore daha diistiktiir.
Yapilan ¢alismalar tekrarlayan ALL’de T-hiicre 16semi i¢in genel sag kalim oranmin diisiik

(%15) oldugunu gdstermistir (8).

ALL'de; molekiiler bozukluklar1 tanimlamada ¢cok 6nemli gelismeler kaydedilmis olmasina
karsm, bu degisikliklerin ne sekilde bir is birligi ile 16semiye neden olduklar1 ya da ilag
direncini nasil olusturduklar1 heniiz tam olarak belirlenememistir. Son donemlerde 16semi
patogenezi ve prognozu iizerine yapilan genis kapsamli genetik calismalar bir yandan da
hedefe yonelik tedavilerin gelismesine zemin hazirlamistir. Hedefe yonelik tedavilerin basarili
olmas1 durumunda antineoplastik ajanlarin kullanim1 ve bunlarla iliskili toksisiteler azalirken

sag kalim oranlar1 yiikselecek ve hastaligin tekrarlama riski azalacaktir (9).

"Forkhead box protein M1" (FoxM1) evrimsel olarak korunmus ve "forkhead box" ya da
"winged helix domain" olarak adlandirilan DNA-baglayict bdlge (DNA-binding domain)
varlig1 ile karakterize bir transkripsiyon faktoriidiir (10). Son yillarda FoxM1 iizerine yapilan
caligmalar bu transkripsiyon faktoriiniin timdr olusumu ve yayilimindaki biyolojik roliinii giin
gectikce daha cok desteklemektedir (11-13). FoxM1’in hiicre ¢ogalmasinda gorev aldig1 ve
G;’den S- fazmna ve Gy’den mitoza ilerlerken anahtar hiicre dongii diizenleyicilerden biri
oldugu ve FoxMI ekspresyon kaybimnin mitotik aglarda bozukluklara ve hiicre mitozunun

gecikmesine neden oldugu tespit edilmistir (14-22).



FoxM1’in hiicre ¢ogalmasi ve apoptozu arasindaki dengenin idamesini igceren hiicresel
gelisim yolaklarmda 6nemli roller oynadigi ve FoxMI sinyal iletimindeki degisikliklerin
karsinogenezle iliskili oldugu bilinmektedir (13,19). Son yillarda artan sayida yapilan
calismalarda akciger kanseri, glioblastom, prostat kanseri, bazal hiicre karsinomu, ve pankreas
kanseri gibi bir ¢ok solid organ kanserinde FoxMI1 sinyal aginin bozuldugu ve up-regiile
oldugu gosterilmistir (11-13,23-25). Biitiin bu sonuglar FoxM1’in 16semi patogenezindeki
yeri hakkinda merak uyandirmaktadir. Literatiirde 16semi patogenezindeki yeri ile ilgili
bugiine kadar yapilmis sadece bir ¢alisma olup, bu ¢alismada FoxM1’in akut miyeloid 16semi
(AML) hiicrelerindeki ekspresyon diizeyleri belirlenmistir. Bu ¢alismada FoxM1 mRNA’sinin
AML hiicrelerinde yiiksek oranda eksprese edildigi ve artmis ekspresyonunun AML hiicre

cogalmasii arttirdig1 gosterilmistir (26).

FoxM1’in hangi molekiiler mekanizmalarla tiimér olusumuna neden oldugu tam olarak
bilinmemektedir. Ancak yapilan ¢alismalarda FoxM1 yolaginin; bir ¢ok onkojenik yolakla
kesistigi ve bu yolaklarda yer alan genlerin ekspresyon diizeylerinde degisikliklere yol actig1

gosterilmistir (10).

Yapilan ¢alismalarda tiazol grubu antibiyotiklerden siomisin A’nin FoxMI1 transkripsiyonel
aktivasyonunu Onledigi belirlenmistir (27,28). Insan kanser hiicrelerine siomisin A
uygulanmasmin FOXM1’in down-regiilasyonuna neden olarak etkin apoptoza neden oldugu
gosterilmistir (27,28,30). Yapilan tiim bu caligmalar, kanser patogenezinde dnemli bir role
sahip FoxM1°’1 hedef alan kimyasal bilesiklerin anti-kanser ila¢ olarak kullanilabilecegi fikrini

akla getirmektedir.

Bu ¢alismanin amaci; FoxM1’in T-hiicre 16semi patogenezindeki roliinli arastirmak; T-
lenfoblastik 160semi hiicre kiiltiirlinde FoxM1 gen ekspresyon seviyelerini belirlemek ve
siomisin A uygulanarak elde edilecek FoxM1 inaktivasyonunun ¢ogalma ve apoptoz iizerine
etkisini incelemek; siomisin A ile ALL'de Onemli tedavi ajanlarindan biri olan
deksametazonun beraber uygulanmasinin olasi sinerjistik, sitotoksik ve apoptotik etkilerini
incelemek ve bu ajanlarmn uygulandigi T-lenfoblastik 16semi hiicrelerinde gen ekspresyon

profilindeki degisimleri izlemektir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 AKUT LENFOBLASTIK LOSEMIi
2.1.1 Lokomogenez

Losemiler, hematopoetik onciil hiicrelerin neoplastik degisimi sonucu ortaya ¢ikan klonal
hastaliklardir. Bir veya daha fazla etken varliginda hematopoetik Onciil hiicrelerde olusan
kromozomal bozukluk ve mutasyonlar sonucunda, hiicre dongiisiinde yer alan birg¢ok ileti
molekiillerini kodlayan genlerdeki yapisal ve islevsel degisiklik hematopoetik hiicrenin

kanserlesmesi (I6semik kok hiicre) ile sonuglanir (31,32).

ALL, B-ya da T-hiicre dizisine yonlenmis tek bir hematopoetik onciil hiicreden kdken alan
maliyn bir hastaliktir. Normal lenfosit gelisimi merkezi lenfoid organlarda gergeklesir; bu
yerler B- hiicreleri i¢in kemik iligi iken T-hiicreler i¢in timustur. Olgunlagma siirecinde belirli
hiicre yiizey reseptorleri (IL-7 reseptor, NOTCH reseptorleri vb.), bir dizi gen ekspresyonu
sonucunda B-hiicre ya da T-hiicre olusumunu saglayacak bir siire¢ baslatmak {izere
tetiklenirler. Bu reseptorler onciil hiicrelerin ¢ogalmasini ve antijen reseptor genlerin yeniden
diizenlenmesini saglar. Olgun, 6zgiil antijen reseptoriiniin edinilmesi ve ekspresyonu B- ve T-
hiicre olgunlasma siirecinin esas Ozelligidir. Bu silirecte Onciil hiicrelerde gelisen bir dizi
genetik anormallik sonucunda hiicre olgunlasamaz, farklilasmada duraklama gergeklesir,

kontrol edilemez bir sekilde ¢ogalir ve lenfoblastik 16semi gelisir (32).
Lokomogeneze neden olan degisiklikler asagida yazili sekilde 6zetlenebilir:

1. Kromozomal yeniden diizenlenmeler sonucu proto-onkogenlerin overekspresyonu
(6rn. NOTCH1, MYB, HOXA, TALI gibi T-hiicre reseptor (TCR)genleri)

2. Onkojenik karakterde yeni flizyon genlerin olusumuna yol acan translokasyonlar
(6rn. t(12,21)/ETV6-RUNX ve t(9,22)/BCR-ABLI translokasyonlar1)

3. Timor supresor genlerin kaybma yol acan genomik delesyonlar (6rn. CDKN2A
tiimOr supresor gen kaybi)

4. Gen duplikasyonlar1 ya da amplifikasyonlar (6rn. MYB onkogeninin duplikasyonu
ya da NUP214-ABLI varyant flizyon geninin amplifikasyonu)

5. Aktive edici ya da inaktive edici gen mutasyonlar (6rn. NOTCH1 aktivasyonu)

6. Genomik imbalans (32).



Cok basamakl lokomogenez

Losemi anormal onciil hiicre tarafindan kazanilmis ¢ok sayida genetik defekt sonucunda
ortaya cikar. Ornegin T-hiicre ALL’de (T-ALL) NOTCHI mutasyonu kendini yenileme
kapasitesini arttirir, translokasyonla onkojen aktivasyonu ¢ogalmayi tetikleyip maturasyon
duraklamasmna neden olur ve hiicre dongli kontroliinde bozukluk da anormal klonun

genislemesine neden olur (33).
Farkilagsma duraklamasi

B- ve T-ALL heterojen hastaliklardir. Bu heterojenite hem altta yatan genetik bozukluklarin
kompleks yapis1 ve ¢esitliliginin bir sonucu hem de Onciil hiicrelerdeki farklilagma siirecinde
genetik bozukluklarin olustugu farkli evrelerin yansimasinin bir sonucudur. Kemik iligi/timik
onciil hiicrelerin olgun T-ya da B-lenfosit haline doniisme siirecinde hiicreler farkli evrelerde
belirli hiicre yiizey immunglobulin ve antijenlerin ekspresyonuyla tanimlanirlar. B-Onciil
hiicre ve T-ALL’nin farkl alt tipleri farklilasmada duraklama olan evredeki B-ya da T-
hiicrenin antijenik 6zelliklerini tasirlar. Bu lenfoblast belirtecler risk degerlendirmesinde ve

minimal rezidiiel hastalik (MRD) tayininde kullanilirlar (34).

2.1.2 T-hiicre Lenfogenez ve Lokomogenez

Ortak lenfoid dnciil hiicreler timusa ulastiklarinda, timik mikrogevreden sinyaller alirlar ve bu
sekilde sadece T-hiicre dizisine yonlenmis olurlar. Olgun olmayan yonlenmis lenfositler,
bunlara timosit denmektedir, iki ¢ok 6nemli basamaktan gegerler. Birinci asamada 6zgiin
olgun TCR edinilmesinden sonra reseptoriin farkli zincirlerini kodlayan genlerde yeniden
diizenlenme gergeklesir. ikinci asama ise islevsel reseptorleri olan ve timik epitelyal hiicreler
tarafindan major histokompatibilite kompleks (MHC) yoluyla sunulan belirli antijenleri
tagima kapasitesine sahip timositlerin belirlendigi secim siirecidir. Pozitif olarak secildikleri
durumda timositler fonksiyonel TCR ‘dan hiicre ¢ekirdegine farkli sinyal proteinleri ile
iletilen sinyaller araciligi ile hiicrenin yasamini siirdiirmesi i¢in gerekli olan genlerinin
trankripsiyonunu baglatirlar. Bu aktif hale gelmis sinyal proteinler arasinda LCK, ABL1 gibi

tirozin kinazlar bulunur (35).

Timosit gelisimi transkripsiyon faktorleri ve E2A gibi hematopoez diizenleyicileri tarafindan
diizenlenir. NOTCH ailesi proteinleri, HOX proteinleri, MYB, IKAROS ise T-hiicre
yonlenme, farklilagma ve ¢ogalma siirecinde yer alirlar. NOTCH proteinleri ayrica onciil

hiicrenin kendini yenilemesinde de 6énemli rol oynarlar (36).



T-ALL biyolojisi bes ana baslik altinda toplanabilir (Sekil-1) (37).
1- Kromozomal aberasyonlar

2- Gen ekspresyon profilleri

3- Gen mutasyonlar1

4- Immunglobulin(Ig)/TCR yeniden diizenlenmeleri

5- DNA metilasyonu

Kromozom
aberrasyonlari:
I. TCR gen lokus DNA metilasyonu:

yeniden CpG metilator fenotipi
diizenlenmeleri (CIMP+/CIMP-)
I1.Flizyon transkriptleri

Ill. MLL gen yeniden T'AI.I.

diizenlenmeleri
BiYOLOJI

TN

Ekspresyon profilleri: Gen mutasyonlari: 1g/TCR yeniden
TIX1LYLI, NOTCH1,FBXW7,FLT3,BCL11B,P diizenlenmeleri:
TAL1/LMO2,TLX3, TPN2,PHF6,WT1,NRAS,CDKN2A, T-hiicre maturasyonunun
HOXA IL7R belirlenmesi

Sekil 1: T-hiicreli akut lenfoblastik 16semi biyolojik 6zelliklerinin sematik olarak gosterilmesi

T- ALL'ye neden olabilecek tiim bu genetik degisiklikler Tip A ve Tip B alt gruplarina
ayrilirlar. Tip A mutasyonlari, hastanin gen ekspresyonunu tek basina belirleyen ve spesifik
molekiiler-sitogenetik T-ALL alt tiplerini olusturan mutasyonlardir. Tip B mutasyonlari ise,
hemen hemen tiim T-ALL alt tiplerinde bulunan T-hiicre patogenezi sirasinda tip A

mutasyonlari ile sinerji gdsteren mutasyonlardir (Tablo-1,2)(38).




Tablo 1: T- hiicreli Akut Lenfoblastik Losemi'de Tip A Genetik Mutasyonlar1

Yeniden diizenlenme Gen(ler) T-hiicre duraklamasi
TAL/LMO alt grubu | t(1;14)(p32;q11)/t(1;7)(p32;q34) TALI Pre-af/TCR- aff
1p32 delesyonu STIL/TALI Pre-ofy/TCR- aff
t(7;9)(q34;q32) TAL2 Bilinmiyor
t(11;14)(p15;q11)/t(7;11)(q34;p15) LMOI Bilinmiyor
t(11;14)(p13;q11)/t(7;11)(q34;p13) LMO2 Immatiir /pre- o/ TCR- off
11p13 delesyonlar1 LMO?2 Immatiir /pre- afp/TCR- aff
TLXT1 alt grubu t(10;14)(q24;q11)/t(7;10)(q34;924) TLXI/HOXI11 Immatiir /pre- of3
TLX3 alt grubu t(5;14)(q35;932) TLX3/HOXIIL2 Immatiir /pre- af/¥3
HOXA alt grubu inv(7)(p15;934)/t(7;7)(p15;q34) HOXA@ TCR- of veya TCR- ¥3
t(10;11)(p13;q14) PICALM-MLLTI0 R
t(11;19)(q23;p13) MLL-MLLTI Immatiir/ ¥5
9q34 delesyonlari SET-NUP214 Immatiir/ ¥
Immatiir/ ¥3
MYB alt grubu t(6;7)(q22;q34) MYB Bilinmiyor
Bilinmeyen t(7;19)(q34;p13) LYLI Bilinmiyor
t(14;21)(q11.2;q22) OLIG2 Bilinmiyor
Tablo 2: T- hiicreli Akut Lenfoblastik Losemi'de Tip B Genetik Mutasyonlari
Yeniden diizenlenme Gen(ler) Fonksiyon
Hiicre dongii defektleri 9p21 delesyonlari/hipermetilasyon ~ CDKN2A/2B Hiicre dongiisiinde inhibitor
t(7;12)(q34;p13)/t(12;14)(p13;q11) CCND2 Hiicre dongiisiinde aktivator
NOTCH aktivasyonu t(7;9)(q34;q34) NOTCHI1 Kendini yenileme, farklilasma
Mutasyonlar NOTCHI1 T-hiicre commitment
Mutasyonlar FBXW7 Proteazomal yikim
Pre(TCR) sinyal ileti yolag: | t(1;7)(p34;q34) LCK Sinyal iletimi
Mutasyonlar RAS Sinyal iletimi
17q11.2 delesyonu NFI RAS inhibitorii
10923.31 delesyonu PTEN Sinyal iletimi
Mutasyonlar PTEN Sinyal iletimi
Deregiilasyon Duplikasyon MYB Transkripsiyon faktorii
T-hiicre farklilasmasi
Diger tirozin kinazlarmn Epizomal 9934 amplifikasyonu NUP214- Transkripsiyon faktorii
aktivasyonu t(9;14)(q34;q32) ABLI Transkripsiyon faktorii
t(9;12)(q34;p13) EMLI-ABLI Transkripsiyon faktori
t(9;22)(q34:q11) ETV6-ABLI Transkripsiyon faktori
t(9;12)(p24;p13) BCR-ABLI Transkripsiyon faktorii
Mutasyonlar ETV6-JAK2 Tirozin kinaz reseptdr sinyali
FLT3

2.1.3 ALL:Epidemiyoloji, Stmflandirma ve Prognostik Faktorler

Losemi ¢ocukluk caginda en sik goriilen kanser tipi olup bu donemdeki kanserlerin %25-

35’ini golusturur (1). Ulkemiz ¢ocukluk ¢ag1 kanser kayitlarda 16semi siklig1 %31,3 olarak




bildirilmektedir (39). ALL ise tiim ¢ocukluk ¢agi 16semilerinin %75-85’ini olusturmaktadir
(1).

Losemik lenfoblastlarin morfolojik, immunolojik, sitogenetik ve molekiiler genetik
ozelliklerinin incelenmesi ile ALL'nin biyolojik ¢esitliligi gosterilmistir (2). Hiicre morfolojisi
ve sitokimyanin tek tan1 yontemi oldugu 70'li yillardan giiniimiize gelisen tanisal yontemlerle
immiinfenotip tayini, klasik sitogenetik, floresans in situ hibridizasyon (FISH) ve molekiiler
genetik tetkikler rutin incelemeler arasina girmistir (40). Lenfoblastlarin bu ydntemlerle
saptanan Ozelliklerine gore farkli davranis ve klinik seyir gosteren ALL tipleri tanimlanmis ve

buna gore risk gruplari ve tedavi secenekleri belirlenmistir.

Avrupa'li arastiricilarin - yayinladigit EGIL  (European Group for the Immunulogic
Characterisation of Leukemias) kriterlerine gére ALL'nin immiinolojik smniflamas1 Tablo-3'de
gosterilmistir (41). Buna gore akut lenfoblastik losemilerin %80-85'ini B-hiicreli ALL
olustururken %15-20'sini T-hiicreli ALL olusturur (35).

Standart genetik analizler ALL'li olgularmm %75'den fazlasinda primer genetik anormallikleri
saptarlar ancak genetik degisikliklerin tiimiinii belirleyemezler. Yiiksek rezoliisyonlu genom
analizleri, DNA kopya sayis1 degisiklikleri, heterozigosite kaybi, epigenetik degisiklikler ve
tim genom dizilimi yOntemlerinin gelismesi ile bir ¢ok genetik anormallik
saptanabilmektedir. Giliniimiizde ALL'li ¢ogu hastada bulundurdugu spesifik genetik
anormallige gore smiflandirma yapilabilir (Sekil 2) (3). Bu ¢alismalar genetik degisikliklerin
karmagik etkilesimlerinin 16komogenez ve tedavi yanitindaki yerini belirlemede yardimci

olmustur (3).

Primer somatik genetik anormalliklerin l16komogenezde ve ALL prognozunda ve tedavisinde

kritik prognostik ve terapdtik rolleri vardir (Tablo-4) (3).

ALL'de lenfoblastlarda tanimlanan bazi Ozelliklerin yani sira tanmi yasi, l6kosit sayisi ve
tedaviye yanit gibi faktorlerin de prognoz ilizerinde ¢ok 6nemli etkileri oldugu bilinmektedir.
Bu faktorler uygulanan tedavi protokoliine gore degisebilmekle birlikte, hicbir kosulda
degerini kaybetmemektedirler (3,42-45).



Tablo 3: EGIL'e Gore Akut Lenfoblastik Ldsemi'nin Immiinolojik Simiflamasi

1- B hiicreli ALL* (CD19+ ve/veya CD79a+ ve/veya CD22+)
Pro-B-ALL  (B-]) Bagka bir B dizisine ait farklilagsma antijeni yok
Common ALL (B-II) CD10+
Pre-B-ALL (B-1I) Sitoplazmik IgM+
Matiir B-ALL (B-1V) Sitoplazmik veya yiizey k veya A pozitif
2- T hiicreli ALL** (sitoplazmik/ylizey CD3+)
Pro-T-ALL (T-D CD7+
Pre-T-ALL (T-II) CD2+ ve/veya CD5+ ve/veya CD8 pozitif
Kortikal T-ALL (T-III) CDla+
Matiir T-ALL  (T-IV) Yiizey CD3+, CDla-
o/p + T-ALL (Grup a) Anti-TCR o/p +
v/d + T-ALL (Grup b) Anti-TCR y/0 +
3- Miyeloid antijen + ALL (BALT kriterlerine uymayan olgular)

* :Ug belirtecten en az 2'si +. Cogu olgu TdT+ ve B-IV hari¢ HLA-DR+
**:Cogu olgu TdT+, HLA-DR-, CD34- olmakla birlikte bu belirtecler tan1 veya siniflama i¢in kullanilamaz
+:Bifenotipik akut 16semi

CRFL2 overekspresyonu Hiperdiploidi
p% >50 kromozom
%25
ERG delesyonu -
ETVE-RUNX1
t(12;21),
iAMP21— : 259, )
2%
7% 1(8;14), 1(2;8), 1(8;22)
2%
BCR-ABL1 EZA-PBX1
1(9;22) ! t(1;19)
3% 5%
LYL1 TAL1 MLLENL
MLL yeniden diizenlenmeleri HOXT1L2 19p13 1p32 0.3%
1.5% 7%
5g3b6
9% 2 B9, HOX11
= 10q24
0.3%

Sekil 2: Cocukluk ¢cagi akut lenfoblastik 16semide genetik anormallikler



Tablo 4: Cocukluk Cag Baz1 Akut Lenfoblastik Losemi Alt Tiplerinin Ozellikleri ve Klinik Seyirleri

Alt tip Sikhik Klinik seyir Tahmini 5
(%) yillik genel
sagkalim (%)
B-hiicre prekiirsor
Hiperdiploidi >50 20-30 Antimetabolit bazli tedavi ile miikemmel prognoz 85-95
t(12;21)(p13;q22)ETV6-RUNX 15-25 CD13 ve CD33 miyeloid antijen ekspresyonu 80-95
Yogun asparajinaz tedavisi ile miikemmel prognoz
Trisomi 4 ve 10 20-25 Antimetabolit tedavi ile miikemmel prognoz 85-90
t(1;19)(q23;p13) TCF3-PBX1 2-6 Siyah irkta artmis insidans, yiliksek doz metotreksat tedavisi 80-85
ile miikemmel prognoz, bazi ¢alismalarda artmis MSS relaps
riski
Kromozom 21'in intrakromozomal 2-3 Biiyiik ¢cocuklarda ve adolesanlarda daha sik, kotii 30-40
amplifikasyonu prognoz; yogun indiiksiyon ve erken re-
intensifikasyondan fayda goriirler
t(4;11)(q21;q23)MLL-AF4 1-2 Kot prognoz, infant doneminde 6zellikle <6 ay sik, 30-40
FLT-3 overekspresyonu
t(9;22)(q34;q11.2)BCR-ABLI1 2-4 Imatinib ve yogun tedavi erken tedavi yanitini 80-90
iyilestirmistir (3y1lda)
t(8;14)(q23;q32.3) 2 Yiiksek doz metotreksat, sitarabin ve iklofosfamid 75-85
iceren kisa dénem yogun tedavi ile iyi prognoz
Hipodiploidi <44 1-2 Koétii prognoz 35-40
CRFL2 overekspresyonu 6-7 Kot prognoz, Down Sendromlu hastalarda sik ?
T-hiicre
TAL/LMO yeniden diizenlenmesi 15-30 Genellikle iyi prognoz, histon deasetilaz inhibitorlerine ?
potansiyel yanit
HOX11 yeniden diizenlenmesi 7-8 Iyi prognoz
HOXI11L2(TLX3) 20-24 Bazi calismalarda kotii prognoz
yeniden diizenlenmesi
HOXA yeniden diizenlenmesi 4-5 Kot prognoz, histon H3K79 metiltranferaz ?
inhibitoriine potansiyel yanit
NUP214-ABLI 6 Tirozin kinaz inhibitoriine duyarli ~50
MLL-ENL 2-3 Iyi prognoz 80-90
Erken T-hiicre prekiirsor 12 Kot prognoz, myeloid ya da kok hiicre ekspresyonu 30-35
Kooperasyon mutasyonlari
B-hiicre prekiirsor
1KZF1 delesyon/mutasyon 15-30 Kot prognoz, asparajinaz ve daunorubisine direngli 50-55
JAK mutasyonlari 2-5? Yiiksek risk hastalarda daha sik, Down Sendromlu ~60
hastalarin %20'sinde JAK2 mutasyonu, JAK2
inhibitérlere potansiyel yanit
T-hiicre
NOTCH/FBXW7 mutasyonlar1 50 Iyi prognoz, NOTCH inhibitérlere potansiyel yanit 90
PTEN-PI3K-AKT yolagi ~50 Kétii prognoz? ?
CDKN2A/2B delesyonlar1 ~70 DNA metiltranferaz ihibitorlere potansiyel yanit ?

ALL'de lenfoblastlarda tanimlanan bazi Ozelliklerin yani sira tani yasi, 16kosit sayis1 ve

tedaviye yanit gibi faktdrlerin de prognoz iizerinde ¢ok dnemli etkileri oldugu bilinmektedir.

Bu faktorler uygulanan tedavi protokoliine gore degisebilmekle birlikte, hicbir kosulda
degerini kaybetmemektedirler (3,42-45).




Minimal rezidiiel hastalik

Molekiiler genetik tetkiklerin ilerlemesiyle minimal rezidiiel hastalik (MRD) tayini yaygin
olarak kullanilmaya baslanmig ve tedaviye yanit daha giivenilir bir sekilde degerlendirilmeye
baslanmistir. ALL'li hastalarin risk grubunu belirlemede kullanilan tan1 ve erken tedavi
donemindeki tiim parametrelerin bir smir1 vardir. Kemik iliginde MRD &lgiimii blast
hiicrelerinin morfolojik incelenmesinden ¢ok daha 6zgiin ve duyarli bir yontemdir. MRD
Olgtimii i¢in ¢oklu akim sitometresi ile 16semik hiicre belirleyici immiinfenotip aranir veya
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile klonal antijen-reseptor geni yeniden diizenlemelerinin
analizi yapilir (46). Indiiksiyon tedavisi sonunda ¢ekirdekli kemik iligi hiicrelerinin
%0.01'inden azinda 16semik tutulum saptanmastyla tanimlanan immunolojik veya molekiiler
remisyon goriilen hastalarda relaps riski bu durumda olmayanlardan c¢ok daha azdir.
Remisyon indiiksiyonu tedavisin sonunda morfolojik remisyonda olup da MRD diizeyi %]l
veya daha fazla olan hastalarin relaps riski ise ¢ok yiiksektir (47,48). ALL'de genel olarak
kabul gormiis prognostik faktorler Tablo-5 de gosterilmistir. (Tablo-5) (42-46).

Tablo 5: Akut Lenfoblastik Lésemi'de Prognozu Etkileyen Faktorler

Faktor Tyi Orta Kotii
Tam yas1 1-9 yas > 10 yas <1 ve MLL+
Beyaz kiire sayisi < 50.000/uL >50.000/pL
Genotip -Hiperdiploidi -Diploidi -Hipodiploidi (<45
(>50 kromozom) ya da DNA - t(1;19)/TCF3-PBX1 kromozom)
indeksi >1.16 -t(9;22)/BCR-ABLI fizyonu
-t(12;21)/ETV6/CBFA2fiizyonu -t(4;11)/MLL-AF4 fizyonu
-Trisomi 4,10,17 varlig
Immiinfenotip Prekiirsor B hiicre T-hiicre
MSS* losemisi CNS1** CNS2** CNS3**
Travmatik ve blast +
8. giinde periferik <1000/uL >1000/uL
kanda blast sayisi
Indiiksiyon Hayir Evet
tedavisine yamitsizhk
MRDY varhg <%0.01 %0.01-%0.99 >%1

*#:MSS: Merkezi sinir sistemi **:CNS1:MSS'de blast yok CNS2: MSS'de <5/ uL blast CNS3: MSS'de >5/uL blast

+: Minimal rezidiiel hastalik

2.1.4 ALL: Tedavi
2.1.4.1 Destek Tedavisi



Destek tedavisi; enfeksiyonlara karsi profilaksi ve tedavi, febril ndtropeni tedavisi,
hematolojik replasman, tiimor lizis sendromu tedavisi, dissemine intravaskuler koagiilopati
tedavisi, bulanti, kusma, agr1 semptomlarinin giderilmesi, hasta ve ailesine psikososyal destek
saglanmasi, gerektiginde total parenteral nutrisyon, tedavilerin yan etkilerinin engellenmesi ya

da azaltilmasimni kapsar (49).
2.1.4.2 Coklu Ajan Kemoterapi Protokolleri

Bugiin diinyanin pek cok iilkesinde ALL'li ¢ocuklarin tedavisi i¢in iki biiyiikk caligma
grubunun tedavi protokolleri veya bu protokoller temel olusturacak sekilde o tilkenin kosullar
gdzoniine almarak hazirlanan benzerleri kullanilir. Bu iki biiyiik ¢calisma grubundan birisi
Avrupa'da, Berlin, Frankfurt ve Miinster sehirlerindeki merkezlerin birlikte baslattiklar1 ve
bugiin bir ¢ok iilkenin katildigi Alman "BFM Calisma Grubu" digeri de Kuzey Amerika
kitasindaki hemen hemen tiim merkezlerin katildigi "Children's Oncology Group" (COG) dur.

Gilintimiizde ALL'de uygulanan ¢oklu ajan kemoterapi protokolleri dort ana 6geden olusur:
Indiiksiyon, merkezi sinir sistemine (MSS) yonelik tedavi ve konsolidasyon, reindiiksiyon ve
idame. MSS profilaksisi ise hemen tedaviyle birlikte baglayarak MSS tutulumu, 16semi tipi ve

risk grubuna gore degisen siire ve yogunlukta uygulanir (46).
Indiiksiyon

Indiiksiyon tedavisinin amaci 4-6 haftanin sonunda morfolojik remisyonu ve normal
hematopoezin tekrar baslamasmi saglamaktir. Bu tedavi doneminde hastaya, hemen her
zaman, bir glukokortikoid (prednizon, prednizolon veya deksametazon), vinkristin ile
asparaginaz, intratekal tedavi ve/veya bir antrasiklin birlikte uygulanir. Glukokortikoidler
ALL tedavisinin vazgecilmez elemanlar1 oldugu ve steroide erken yanitin ALL tedavisinde
cok 6nemli bir prognostik faktér oldugu bilinmektedir..Baz1 protokollerde antrasiklin tiim
hastalara verilirken bazi protokollerde sadece yiiksek-risk hastalarna verilir (42-46).
Glukokortikodler sitotoksik etkilerini blastlar iizerindeki glukokortikoid reseptorlere
baglanarak gosterirler. Glukokortikoidler reseptorlere baglandiktan sonra, reseptorler
homodimerize olup hiicre ¢ekirdegine gecer ve orada glukokortikoid yanit elemanlar: ile
etkilesime girip gen ekspresyonunu aktif hale getirirler. Ya da reseptorlerle etkilesimden
sonra monomerik olarak kalip aktive edici protein-1 (AP-1), niikleer faktér xB (NF-xB) gibi
transkripsiyon faktorlerinin aktivitesini baskilarlar. Her iki siirecte de sitokin saliimi

engellenir, bir ¢cok onkogenin ekspresyonu degisir , hiicre dongiisiinde duraklama ve apoptoz



gerceklesir (50). Bir cok tedavi protokoliinde glukokortikoid olarak remisyon indiiksiyonunda
prednizon veya prednizolon, postremisyon tedavisinde de deksametazon yer almasina ragmen
bazi protokoller indiiksiyon tedavisinde de MSS'e gecisi, yarilanma émrii ve sitotoksik etkisi
daha fazla olan ve T-hiicre l6semilerinde daha etkin oldugu bilinen deksametazon kullanimini
onermektedir (46,51,52). Ote yandan deksametazonun erken ve ge¢ yan etkilerinin daha fazla
oldugunu gosteren calismalar da vardir (53). Kemoterapi ve destek bakimindaki gelismeler
sonucunda bugiin, ALL'li ¢ocuklarin %95-98'inde, indiiksiyon doneminin sonunda tam
remisyon saglanabilmektedir. Hastalarm indiiksiyon tedavisine verdikleri erken cevabin
prognoz acisindan 6nemi bliytiktiir, 14. giinlerde degerlendirilen erken cevabi yavas olanlarda

relaps riski, hizli olanlardan ¢ok daha fazladir (42,54).
Konsolidasyon

Indiiksiyon tedavisi sonunda ve normal hematopoez bulgular1 saptaninca konsolidasyon
tedavisine baglanir. Tedavinin bu fazinda uygulanan kemoterapotikler hastanin risk grubu ve
tedavi protokoliine gore degisir. Haftalik ya da iki haftada bir inratekal tedavi ve yiiksek doz
metotreksat ve 6-merkaptopiirinden (6-MP) olusur. MSS'ye yonelik tedavi, MSS relapslarini
Onlemeyi ve sistemik minimal rezidiiel 16semi yiikiinii azaltmay1 hedefler. Yiiksek riskli
hastalarin tedavisine sistemik tiimor yiiklinii daha da azaltmak i¢in siklofosfamid, sitarabin

ve/veya yogunlastirilmis asparaginaz ve vinkristin eklenir (42-46).
Reindiiksiyon (Geg intensifikasyon)

Genellikle tedavinin baslangicindan birkag¢ ay sonra uygulanir. Bu tedavi esas olarak dnceki
tedavi asamalarinin kisaltilarak tekrar1 seklindedir ve relaps riskini azaltmasiyla ALL

tedavisinin en 6nemli komponentlerinden birini olusturur (42-46).
Idame tedavisi

Olgun B-hiicreli 16semi hari¢ ALL'de tedavi siiresinin uzun olmasi gerekmektedir. Diisiik
yogunluktaki idame kemoterapisi ile tedavi toplam 2-2,5 yil kadar siirer. Idame tedavisini
kisaltma cabalari olumlu sonu¢ vermemistir. Her giin oral 6-MP ve haftada bir giin oral

metotreksat idamede en ¢ok kullanilan ilag kombinasyonudur (42-46,54).

MSS profilaksisi



MSS l6semisine yonelik profilaksi yapilmayan hastalarin %60'mmda tedavinin herhangi bir
yerinde MSS 16semisi ile karsilasilir. MSS 10semisini arttiran risk faktorleri; 16semik hiicre
yiikiiniin fazla olusu, yiiksek risk ozellikleri, T-hiicre immiinfenotipi, infant 16semisi ve
serebrospinal sivida 16semik hiicre bulunusudur (55). MSS profilasksisi i¢in uzun yillar
kraniyal 1gmmlama uygulanmis ancak radyoterapiye bagli onemli ge¢ yan etkilerin (ikincil
kanserler, norobiligsel bozukluklar ve endokrinopati) ortaya ¢ikmasiyla hem kraniyal 1ginlama
dozu azaltilmis hem de uygulanan hasta grubu daha da kii¢lilmiistiir. Bugiin pek ¢ok caligma
grubu radyasyonu yalnizca ¢ok yiiksek riskli veya ilk geliste lokosit sayis1 ¢ok yiliksek T-
hiicreli ya da MSS tutulumu olan hastalarda kullanmakta, diger biitiin hastalara tek ilacl ya da
iclii (metotreksat, sitarabin, hidrokortizon) intratekal profilaksi yapilmakta ve risk grubuna

gore kan-beyin bariyerini asabilen yiiksek doz sistemik kemoterapi uygulanmaktadir (42-
46,55,56).

2.1.4.3 Kok Hiicre Transplantasyonu

Modern kemoterapi protokolleri ile ¢ocukluk cagi ALL'li hastalarin tedavi basarisi belirgin
olarak yiikselmis oldugundan birinci tam remisyonda hematopoietik kok hiicre
transplantasyonu sadece ¢ok yiiksek risk kriterlerini tasiyorsa onerilmektedir. Ote yandan
erken kemik iligi relapsi, erken izole MSS relapst olanlarda allojeneik kok hiicre nakli

standart bir tedavi yaklasimi olarak onerilir (57,58).
2.1.4.4 Hedefe Yonelik Tedavi

ALL'de molekiiler bozukluklar1 tanimlamada ¢ok onemli gelismeler kaydedilmis olmasina
karsm, bu degisikliklerin ne sekilde bir is birligi ile 16semiye neden olduklar1 ya da ilag
direncini nasil olusturduklar1 heniiz tam olarak belirlenememistir. Son donemlerde 16semi
patogenezi ve prognozu lizerine yapilan genis kapsamli genetik calismalar bir yandan da
hedefe yonelik tedavilerin gelismesine zemin hazirlamistir. Modern 16semi tedavisinde en
Oonemli amag¢ sag kalim oranlarmni arttirarak tedaviye bagl yan etkileri en aza indirgemektir.
Yeni tedavi yaklasimlar: maliyn hiicreleri sec¢ici olarak dldiirlirken maliyn olmayan hiicrelere
en az hasar1 vermek iizerine odaklanmistir. Hedefe yonelik tedavilerin basarili olmasi
durumunda konvensiyonel, pan-sitotoksik antineoplastik ajanlarin kullanimi ve bunlarla
iligkili toksisiteler azalirken sag kalim oranlar1 yiikselecek ve hastaligin tekrarlama riski

azalacaktir (59).



Normal lenfosit biiylimesi ve ¢ogalmasinda bir ¢ok biyokimyasal siire¢ yer almaktadir. Bu
karmagik siireclerin diizenlenmesindeki herhangi bir bozukluk maliyn hiicre ¢ogalmasina
zemin hazirlar. Lenfoid 16semilerde maliyn hiicre patolojik olarak degismis sinyal yolaklar1
sayesinde siiresiz yasama ve ¢ogalma avantajina sahiptir. ALL'de patolojik olarak up-regiile
olan hiicre i¢i yolaklar fosfatidol inositol 3-kinaz (PI3K)/Akt; “mitogen-activated protein
kinase” (MAPK); “extracellular signal regulated kinase” (ERK) ve "mammalian target of
rapamycin" (mTOR) gibi hiicrenin yasamini siirdiirmesi ve cogalmasini saglayan ve apoptozu
engelleyen yolaklardir. Bu yolaklar maliyn olmayan hiicreler tarafindan da kullanilmasina
ragmen onlar1 kanser tedavisi igin miikemmel hedef haline getiren sey, maliyn hiicrelerin
yasamlarini siirdiirmelerinin sadece bu yolaklara bagli olmasidir. Bu yolaklar hedef alinarak

bir ¢cok antilosemik ajan gelistirilmis ve halen gelistirilmektedir. (Tablo 6) (42,43,59).

Tablo 6: Akut Lenfoblastik Losemi'de Gelistirilen Hedefe Yonelik Tedavi Ajanlari

Simf Isim Hedef ALL tipi
ABLI inhibitérler Imatinib ABL1,cKIT Ph+ALL
Dasatinib ABL1,SRC,cKIT Ph+ALL
EPHA, PDGFb Ph+ALL
Nilotinib ABLI, cKIT Ph+ALL
FLT3 inhibitorleri Lestaurtanib FLT-3 MLL-R + ALL
Midostaurin FLT-3 MLL-R + ALL
mTOR inhibitérleri Rapamisin(sirolimus) mTOR Relaps/refrakter ALL
Temsirolimus mTOR Relaps/refrakter ALL
JAK?2 inhibitérleri Lestaurtanib JAK2 JAK mutasyon (+) ALL
Aurora inhibitérleri MLNS8237 Aurora A, ABL1 Relaps/refrakter ALL
Multikinaz inhibitorler Sorafenib RAF, FLT-3, Relaps/refrakter ALL
VEGFR, PDGFR,
cKIT,p38a
Proteazom inhibitorler Bortezomib 26S ubikiitin Relaps/refrakter ALL
proteazom
BCL2antagonisti Obatoclaks Pan-Anti-Apoptotik ~ Relaps/refrakter ALL
BCL2
Histon deasetilaz inhibitérleri Vorinostat HDAC Relaps/refrakter ALL
DNA metiltransferaz inhibitorleri | Desitabin DNA Relaps/refrakter ALL
metiltransferaz
CD antijen antikorlart Rituksimab CD20 CD20+ALL
Epratuzimab CD22 CD22+ ALL
Alemtuzumab CD52 CD52+ALL
Bilinatamumab CDI19+ALL CD3+T hiicre kullanilarak
(Bispesifik antikor) CD19+ALL hedeflenir
Diger Demetileedici ajanlar Hipermetilasyon MLL-R+ALL
Forodesin Fosforilaz inhibitor =~ ALL
Nelarabin Hiicre igci sitarabine T hiicre ALL
cevrilir

Ph+ALL:Philadelphia kromozomu pozitif AL MLL-R + ALL: MLL-yeniden diizenlemesi pozitif ALL

Hedef tedaviye en iyi 6rnek; anormal aktiviteye sahip BCR-ABL flizyon {iriinii olan ve ABL1
tirozin kinazi inhibe eden imatinibdir. BCR-ABL pozitif pediatrik ALL'de sadece kemoterapi



ile %35 olan 3-yillik olaysiz sag kalim siiresi, imatinib kullanimt ile birlikte ¢ok anlamli bir
iyilesme gostermis ve %80'e kadar yiikselmistir (6). Ancak tek basma kullanildiginda
imatinibe direng gelisimi s6z konusudur bu yiizden de ALL'de standart kemoterapi tedavisi ile
birlikte kullanilmasi1 gerekmektedir, direng gelisimi durumunda imatinibden ¢ok daha etkin
olan dasatinib ya da nilotinib kullanilabilir (60,61). Cok nadir olarak goriilen NUP214-ABLI
fiizyonu olan T-hiicre ALL'de de bu iirtinlerin kullanilabilecegi 6ne siiriilmektedir (43).
T-hiicre 10semilerin yarisinda aktive edici NOTCHI gen reseptorlerinin bulunmasi da
NOTCH yolagin1 hedef haline getirmistir (62). Refrakter T-hiicre ALL'de bu amagla gamma
sekretaz inhibitorleri kullanmilmig ancak c¢aligmalar gastrointestinal yan etkileri nedeni ile
durdurulmustur (63). T-hiicre ALL'de piirin niikleosid fosforilaz enzimini hedef alan
forodesin ile ilgili cocukluk cagi ALL'de yiiriitillen ¢aligmalar vardir (64). Nelarabin ise
intraselliiler olarak sitarabine cevrilebilen ve T-hiicre ALL'de etkin oldugu bilinen bir baska
ajandir (65).

Vahsi tip FLT-3 tirozin kinaz overekspresyonu da 6zellikle MLL- yeniden diizenlenmesi olan
ve hiperdiploidi olan ALL'de FLT-3 inhibitorlerle hedef tedavi i¢in 6nemli firsatlar
sunmaktadir (66). Diger bir tedavi sekli de MLL-yeniden diizenlenmesi olan ALL'deki
hipermetilasyona yoneliktir. Demetile edici ajanlar MLL-yeniden diizenlenmesi pozitif olan
infant 16semi hiicrelerinin 6liimiine yol agarlar (67).

Son olarak ¢ocukluk ¢ag1 ALL'de farkli antijenlere yonelik monoklonal antikorlar (antiCD20,
antiCD22 ve antiCD52) ile ilgili ¢alismalar halen devam etmektedir (68-70).

2.1.5 Tedavi Yaniti

Cocukluk ¢ag1 16semi tedavisi kanser tarihinde énemli bir basar1 dykiisiidiir. ALL'de 5 yillik
yasam siiresi 1960'1 yillarda %10'un altinda iken bu oran 2000'li yillarda %80'lerin {izerine
cikmistir. Multimodal tedavi protokolleri ve son yillarda risk gruplarma gore tedavi
yaklagimlarinin belirlenmesi, yeni antineoplastik ilaglarin devreye girmesi ve bakim ve destek
imkanlarinin daha da iyilesmesiyle ALL'de 5-yillik olaysiz sagkalim stiresi gelismis iilkelerde
9%76-86 oranlarina ulasmistir (3-5,71).

Tedavi basarist yliksek olmasina karsin halen cocukluk c¢agi losemilerinin 6nemli bir alt
grubunda hastalik tekrarlamakta ya da tam remisyon saglanamamaktadir. Belirli bazi
sitogenetik anormallikler, agwr hipodiploidi varligi ve MLL-yeniden diizenlenmesi olan
hastalarda remisyon indiiksiyon basarisizligi ya da hastaligin tekrarlama riskinin artmis

oldugu ve olaysiz sag kalim siiresinin %40’in altina diistiigli bilinmektedir (6,7). Bunun



yaninda standart risk grubu o6zelliklerinin tamamini tasidigi halde mevcut tedavilere yanit
vermeyen ya da l6semisi tekrarlayan bir hasta grubu da mevcuttur. Pediatrik ALL’lerin %
15’ini olusturan T-hiicre l6semilerinin tedavi basarist da B-hiicre 16semisine gore daha
diistiktiir. Yapilan caligmalar tekrarlayan ALL’de tiim hiicre tipleri i¢in genel sag kalimi %30
oraninda saptamisken; T hiicre 16semi i¢in bu oranin ¢ok daha disik (%15) oldugunu

gostermistir (8).

2.2 FOXM1
2.2.1 FoxM1 Yapisi ve Ozellikleri

2.2.1.1 FoxM1: Forkhead Ailesine Ait Bir Transkripsiyon Faktorii

Hiicre dongiisii ¢esitli trankripsiyonel programlar tarafindan kontrol edilir. "Forkhead box
protein M1"(FoxM1), "Forkhead" ailesine ait bir transkripsiyon faktoriidiir (19). Literatiirde
Trident (fare), HFH-11 (insanda), WIN ya da INS-1(rat), MPP-2 (insan) olarak farkli isimlerle
de adlandirilan bu transkripsiyon faktorii olasi karigikliklar1 onlemek amaci ile 1998°de
getirilen bir oneriden sonra standart olarak FoxM1 (Forkhead BoxM1) olarak adlandirilmaya

baglanmistir (72).

Forkhead ailesi evrimsel olarak korunmus "fork head box” ya da "winged helix domain”
olarak adlandirilan DNA-baglayic1 bolge (100 aminoasit) varlhigi ile karakterize 50°den fazla
transkripsiyon faktoriinii iceren genis bir ailedir (73). FoxM1 geni FoxM1 adl transkripsiyon
faktoriinii kodlar ve DNA-baglayic1 bolgesi ayni aileye ait FoxA3, FoxCl, FoxF2, FoxKlI ve

FoxN2 adli iiyelerle %45 benzerlik gosterir (74).
2.2.1.2 FoxM1: Genetik Yapi, Alternatif Ugbirlestirme

Insan FoxM1 geni, 12. kromozomun p13-3 bdlgesinde lokalize olup, 10 ekzonluk yapida 25
ve kb agirhigindadir (74). Ekzon Al ve ekzon A2’nin alternatif olarak ugbirlestirilmesi
(siplicing) sonucunda FoxM1 geninden 3 farkli sinif transkript olusur; FoxM1A, FoxM1B ve
FoxM1C (Sekil 3) (19,75,76).

FoxM1A her iki ekzonu igerirken, FoxM1B iki ekzonu da icermez, FoxM1C ise sadece ekzon
Al’t igerir. FoxMIA ve FoxMIB transkripsiyonel olarak aktiftir ancak FoxMI1A
transkripsiyonel olarak inaktiftir (76).
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Sekil 3: Alternatif ucbirlestirme sonucu olusan FoxM1 proteinin varyantlari

2.2.1.3 FoxM1: Hiicre Cogalmasina Ozgiil Transkripsiyon Faktorii

FoxMI tiim embriyonik dokularda ve 6zellikle epitelyum ve mezansimal orijinli ¢ogalan
hiicrelerde eksprese edilir (74,76). Eriskin dokularda FoxM1 timus ve testiste yiiksek oranda
goriiliirken akciger ve barsakta orta seviyede goriiliir ki bu dokular yiiksek ¢cogalma 6zelligine

sahip dokulardir (74).

Ek olarak, FoxM1’in ¢ok sayida hiicre tiiriinde ve kanserli hiicrelerde eksprese edildigi
bilinmektedir (11-13,15,17,74-76) . T-hiicre gelisimi esnasinda FoxM1 timusta immatiir tekli
pozitif ve ¢ift pozitif T-hiicre gibi aktif olarak ¢ogalan hiicrelerde eksprese edilir. Buna karsin
FoxM1 ekspresyonu dinlenmekte olan periferik T-hiicre populasyonunun ¢ogunu olusturan
tekli pozitif lenfositlerde goziikmez (15). FoxM1’in ayrica noral kok hiicre germinal
merkezinde eksprese edildigi ve hiicreler farklilastikca down-regiile oldugu da gdosterilmistir
(77,78). Tim bu gozlemler FoxM1 ekspresyon derecesinin hiicrenin ¢ogalma siireciyle

esgidiimlii oldugunu gostermektedir (19).

Sonug olarak FoxM1, hiicre ¢ogalmasina 6zgiil bir protein olup FoxM1 ekspresyonu ¢ogalan
hiicrelerle simirlidir. Ekspresyonu tam olarak farklilasmis ya da sessiz olan hiicrelerde negatif

olarak diizenlenirken hiicre dongiisiine giren hiicrelerde ise ekspresyonu tetiklenir (74).
2.2.1.4 FoxM1: Hiicre Dongiisiindeki Ekspresyonu

Hiicre dongiisii belirli fazlardan olusur (Sekil 4). FoxM 1 geni hiicre dongiisii sirasinda 6zel bir
ekspresyon sekli gosterir. FoxM1 mRNA ve protein seviyeleri dinlenme hiicrelerinde nadiren
saptanabilirler, ancak hiicre dongiisiine girildiginde seviyelerinde artig goriiliir (74). FoxM1

ekspresyonundaki bu artis, S-fazin baslangicinda artar ve G:-faz ve mitoz boyunca devam



eder. Calismalar, FoxM1 transkripsiyonel aktivitesinin hiicre dongiisiine smirli oldugunu,
protein fosforilasyonu ile esgiidimlii oldugunu ve G,-fazi sirasinda maksimum seviyeye
ulastiklarin1 gostermektedir (Sekil 5) (19,74). Daha 6nce yapilan c¢aligmalarda FoxM1
fosforilasyonunun c¢ogunlukla mitozda gergeklestigi bildirilmis olmasina ragmen, son
calismalarda FoxM1 fosforilasyonunun siklin (cyclin)-siklin bagimli kinaz (CDK)
kompleksleri ile erken G;de basladigi ve hiicre dongiisiindeki G, ve M-fazlar1 boyunca devam

ettigini gosterilmistir (79,80).

FoxM1 aktivasyonu i¢in FoxM1 proteininin C-terminal bolgesine siklinlerin baglanmasi
gerekmektedir. Boylelikle FoxM1'in CDK'lar tarafindan etkin bir sekilde fosforilasyonu
gerceklesir. FoxM1, Gi- ve S-fazlarinda Siklin E-CDKI1 kompleksine baglanirken G»-fazinda
secici olarak siklin B-CDK1 kompleksine baglanir. FoxM1'in siklin-CDK kompleksi i¢indeki
CDK inhibitorii olan p27""" ile de etkilesim igerisinde oldugu bilinmektedir (80). p27*"'
siklin-CDK  aktivitesini engelledigi i¢in bu sekilde bir etkilesimin varhigi FoxMl1'in C-
terminalinin fosforilasyonunu engelleyerek hiicre dongiisiindeki G; fazinda FoxM1
aktivitesinin baskilanmasina neden olur (19). FoxM1 aktivasyonu i¢in ayrica uygun mitojenik
sinyallerin olmas1 gerekmektedir. Bu baglamda Ras-MAPK yolagi onemli bir rol
oynamaktadir (81). MAPK aracilikli FoxM1 fosforilasyonun subselliiler lokalizasyonu ve
transkripsiyonel aktivasyonu diizenledigi gdosterilmistir. Ras-MAPK sinyal ileti yolaginin

engellenmesi FoxM1-bagimli transkripsiyonda belirgin derecede azalmaya neden olmaktadir

(81).

FoxM1'in siklin-CDK kompleksleri ile etkilesiminin yani sira hiicre dongiisiiniin belirli
evrelerinde diger hiicre dongii proteinlerine baglandigi da bilinmektedir. FoxM1'in hiicre
dongili-inhibitér proteinlerinden pRb'ye Gj-fazinda, CDK aktive edici fosfotazlardan
Cdc25B'ye ise Gj/S-fazinda baglandigi bilinmektedir (80). Son olarak da, bir tiimor

supresorii olan p19™™, FoxM1'e baglanarak transkripsiyonel aktivitesini engeller (82).

Sonu¢ olarak FoxMI1 transkripsiyon faktoriiniin ekspresyon ve transkripsiyonel aktivitesi
hiicre dongiisiiniin ilerlemesine baghdir. FoxM1 transkripsiyonel aktivitesini baglatmak ve
stirdiirmek kesin olarak siklin-CDK komplekslerinin baglanmasmi ve ardindan da

fosforilasyonunu gerektir (Sekil 5) (19).
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Sekil 4: Hiicre dongiisii. Hiicre dongiisii Gy,S,G, ve mitoz fazlarindan
olusur. Gy’da dinlenme sathasinda olan, boliinmeyen hiicreler bulunur.
G,-faz1 bityiime ve DNA sentezine hazirlik, S-fazi DNA sentezi, G,-fazi
biiylime ve mitoza hazirlik fazidir. Mitozda ise (profaz, metafaz, telofaz,
anafaz) boliinme gergeklesir.
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Sekil 5: FoxM1'in hiicre dongiisiine bagimli olarak diizenlenmesi

FoXM1 RNA ve ve protein ekspresyon seviyeleri olasi c-myc ve/veya E2F’e bagh olarak ge¢-G; fazinda
artar,. Mitojenik uyari ile, Siklin D/CDK 4 ,6 ve Siklin E/CDK 2 pRb’yi inaktive eder, hiicrelerin S-fazina
ilerlemesini saglar. FoxM1 aktivitesi G,/M fazinda fosforilasyonla daha da artar. S-fazinda baslayan
fosforilasyon G,/M fazindaki kritik 6neme sahip fosforilasyonlar i¢in gereklidir. Bu sekilde FoxM1’in,
Siklin A/CDK 2 ya da CDK 1, Plk-1(polo like kinase) ve MAPK yolaklar1 araciligr ile tamamen
aktivasyonu gerceklesir




2.2.2 FoxM1 Hiicresel Fonksiyonlar
2.2.2.1 FoxM1 ve Organogenez

FoxM1 embryogenezin erken evrelerinde yer almaz, ancak daha sonra gercgeklesen
organogenez i¢in vazgecilmezdir (19). FoxM1 knock-out farelerde yapilan deneylerde
hepatoblast ¢cogalmasinin ve karaciger perflizyonunun belirgin olarak azaldigi ve intrahepatik
safra kanallarmin yoklugu dikkati ¢ekmis ve boylelikle FOXMI1'in hepatoblastlarin
cogalmasinda ve safra epitel hiicre dizilerine farklilasmasinda kritik 6neme sahip oldugunu
gostermistir (23,83). Bununla beraber organogenez esnasinda FoxM1 ekspresyon seklinin
diger dokulardaki (akciger, pankreas) onciil hiicrelerin ¢ogalmasinda ve farklilasmasinda
onemli oldugu da gosterilmistir. Tiim bu bilgiler FoxM1'in ¢cok sayida doku ve hiicre

tiplerinin ¢ogalmasinda genel bir rolii oldugunu isaret etmektedir (84,85).

2.2.2.2.FoxM1 Hiicre Cogalmasim Arttirir

FoxM1 knock-out farelerde Onciil hiicre ¢ogalamamasina bagli olarak c¢esitli organlarda
bozukluklarin saptanmasi, FoxM1'in ¢ogalan hiicrelerde eksprese edilebilmesinin yani sira
normal olarak c¢ogalan hiicrelerde de gerekli olabilecegini gdstermektedir. Hiicre
cogalmasinin azalmasi ile uyumlu olarak; FoxM1 eksikliginin hiicre dongiisiinde S-, G,. ve
M-fazlarindaki bir ¢cok diizenleyici genin azalmis ekspresyonuna neden oldugu saptanmistir
(23,82-84). FoxM1'in hiicre ¢ogalmasini arttirdigi ancak bunun i¢in diizenli olarak mitojen
faktorler tarafindan uyarilmasi gerektigi yapilan diger calismalarda kanitlanmistir (21,86).
Sonugta FoxM1 spesifik olarak ¢ogalan hiicrelerde eksprese olur ancak, ayn1 zamanda hiicre
dongiistindeki anahtar yapilar1 dogrudan transkripsiyonel diizenlemesiyle de hiicre

cogalmasini arttirir (19).
2.2.2.3 FoxM1: Hiicre Dongiisii Kontrolii

Son zamanlarda gen ekspresyon caligmalar1 FoxM1 tarafindan diizenlenen ve G,/M fazlarina
spesifik olan bir ¢cok genin (Siklin B, Nek-2,CENP-F, vb.) tanimlanmasima olanak saglamigtir
(87). Calismalar FoxM1 tarafindan kontrol edilen yeni bir grup geni de ortaya ¢ikarmistir. Bu
genler hiicresel metabolizmada, hiicre sinyal ileti yolaklarmda ve ektraselliller matriks
yeniden sekillendirmesinde yer alan genleri ve ayrica dogrudan transkripsiyonel diizenlemede

yer alan genleri icerir (Sekil 6) (16,17,19,20,87). FoxM1 yoksun olan hiicrelerde G,’den



mitoz fazina ilerlenmesinde rol alan ve mitozun ilerlemesinde 6nemli olan Siklin B, "polo-like
kinaz 1" (Plk-1), Cdc25B fosfotaz, Aurora kinaz , Cdc25B ve Siklin D1, gibi hiicre dongii

genlerinin ekspresyon seviyeleri azalir (20,22,23,82-84,87). Bunun yaninda, yine FoxM1

yoksun olan hiicrelerde p21™' Kipl

ve p27""" gibi CDK inhibitdrlerinin seviyelerinin ise arttig1

gosterilmistir (88). Bu durumun FoxM1 yoksun olan hiicrelerde p21<P' ve p27%P!
proteinlerinin proteazomal yikimi i¢in gerekli olan Skp2 ve Cksl genlerinin down-regiile
edilmesinin bir sonucu oldugu diisiiniilmektedir. (89). Sonu¢ olarak FoxMI, hiicre dongii
ilerlemesinin yonetilmesinde ve genomik biitlinliigiin saglanmasinda ¢ok 6nemli bir rol oynar.

Bu durum memeli G>-M spesifik gen kiimesinin transkripsiyonel diizenleyicisi olmasi ile

iliskilidir (19).

— ~

Mitoza giris: Mitozdan cikis
Sitokinez

Cdc25 B

Cyclin B Aurora-B

Plk-1 Mitotik ag kontrol noktasi Survivin

Nek-2 Kromozomal ayrilma Plk-1

Aurora A Diger hedefler?

Skp2/Cks1 CENP-A,B,F

Diger hedefler? Aurora-A,B

Survivin

Plk-1
Diger hedefler?
Hiicre dongii ilerlemesi
Genomik stabilite

Sekil 6: Hiicre dongii ilerlemesi ve genomik stabilitenin saglanmasinda FoxM1’in rolii.



2.2.3 FoxM1 ve Kanser
2.2.3.1 FoxM1: Kanser Patogenezindeki Rolii

FoxM1 c¢ogalan hiicrelerde aktif olan bir gendir ve dolayisiyla ekspresyonu hizli ¢ogalma

ozelligine sahip tiimor hiicrelerinde artmustir (19).

Genis kapsamli gen ekspresyon analizleri bir ¢ok solid tiimorde FoxM1'in yiiksek oranda
eksprese edildigini ortaya ¢ikarmistir. Son yillarda artan sayida yapilan caligmalarda akciger
kanseri, glioblastom, prostat kanseri, bazal hiicre karsinomu, hepatoselliiler karsinom, meme
kanseri ve pankreas kanserinde FoxMI1 sinyal aginin bozuldugu ve up-regiile oldugu
gosterilmistir (11-13,24,25,90). Diger bir yandan FoxM1 ekspresyonunun baskilanmasinin
insan kanser hiicrelerindeki in vitro metastatik potansiyeli engelledigi gosterilmistir
(25,82,91).  Bunun yaninda FoxM1’in ekspresyonunun artisinin meme kanserinde koti
prognozla iliskili oldugu ve mide kanserinde yasam siliresini olumsuz yonde etkileyen
bagimsiz bir belirte¢ oldugu calismalarda gosterilmistir (91,92). Son yillarda FoxM1 {izerine
yapilan ¢alismalar bu transkripsiyon faktoriiniin tiimor saldirganligindaki biyolojik roliinii giin
gectikge daha cok desteklemektedir. Biitiin bu sonuglar FoxM1’in 16semi patogenezindeki
yeri hakkinda merak uyandirmaktadir. Literatiirde 16semi patogenezindeki yeri ile ilgili
bugiine kadar yapilmis sadece bir ¢alisma olup, bu ¢alismada FoxM1’in AML hiicrelerindeki
ekspresyon diizeyleri belirlenmistir. Bu ¢alismada FoxM1 mRNA’sinin AML hiicrelerinde
yiiksek oranda eksprese edildigi ve artmis ekspresyonunun AML hiicre ¢ogalmasini arttirdigi

gosterilmistir (26).
FoxM1'in tiimor olusumundaki rolii

Hiicre dongiisiiniin ilerlemesi, hiicre ¢ogalmasi ve hiicre yaslanmasmin 6nlenmesinde kritik
oneme sahip oldugu anlasilmis olan FoxM1'in bu siiregte rol alan Cdc25B, Siklin B, Plk-1,
Nek-2, Aurora A, Aurora B, Skp2/Cksl, survivin gibi genlerin ekspresyon seviyelerini
arttirarak ve p53, p21"" | p27°P" ve pl19*" gibi hiicresel yaslanmada 6nemli genlerin
ekspresyon seviyelerini azaltarak tiimor olusumuna katkida bulundugu diisiiniilmektedir
(10,19).

FoxM1'in tiimér yayimasinda ve saldirganligindaki rolii

Yapilan ¢alismalarda FoxM1'in bir ¢ok onkojenik yolakla kesistigi ve bu yolaklarla ve diger

sinyal ileti yolaklartyla yaptig1 cross-talk sayesinde tiimor saldirganlifina 6nemli katkida



bulundugu gosterilmistir. FoxM1; CDK, PI3K/Akt, MAPK/ERK, NF-KB, siklooksigenaz-2

(COX-2), epidermal biiylime faktorii reseptorii (EGFR), Ostrojen reseptorii (ER), vaskiiler
endotelyal biiyiime faktorii (VEGF), matriks metalloproteinaz (MMP), c-myc, p53, reaktif
oksijen tiirleri (ROS), “sonic hedhehog” (SHH), “hypoxia inducible factor 17 (HIF-1)

yolaklariyla kesisir ve bu yolaklardaki genlerin ekspresyon diizeylerinde 6nemli degisikliklere

yol agar (Sekil 7) (10). Karsinognezde onemli olan CDK, PI3K/Akt, MAPK/ERK, NF-KB,

SHH gibi faktorlerin ve yolaklarin aktivasyonuna neden olurken; pI6, pRb, p53 ve p19*” gibi
timor supresor genlerinin ekspresyon seviyelerinde azalmaya neden olur (19).
Karsinogenezde rol alan bu onemli yolaklardan; 6zellikle PI3K/Akt'nin ve CDK’larm T-
hiicre 16semi patogenezinde 6nemli rol oynadiklar1 bilinmektedir (37). FoxM1'in VEGF
ekspresyonunu arttirarak tiimor anjiyojenezinde onemli rol aldigi ve dolayisi ile timor
bliylimesine katkida bulundugu; tiimoér saldirganliinda kritik O6neme sahip matriks
metalloproteinazlar1 aktive etmesiyle de tiimorun yayilimina katkida bulundugu gosterilmistir.
Biitiin bunlarin yaninda FoxM1'in hiicrenin kendini yenilemesi, ¢cogalmasi, organogenezdeki
rolleri ve DNA hasarin1 onarma ozellikleri ile kanser ilaglarinin diren¢ kazanmasinda rol

oynadig1 6ne siiriilmektedir (Sekil 8) (93).
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Sekil 7: FoxM1 ve kesistigi onkojenik yolaklar
PI3K: Fosfatidol inositol-3-kinaz, ROS: Reaktif oksijen {iiriinleri, ER: Ostrojen reseptorii VEGF:
Vaskiiler endotelyal biiyiime faktéri MMP: Matriks metalloproteinaz COX: Siklooksijenaz NF-

KB:Niikleer faktér KB ERK: "Extracellular signal regulated kinase" SHH: "Sonic hedgehog" MAPK:
"Mitogen activated protein kinase"
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Sekil 8: FoxM1'inkanser olusumu ve yayilmasindaki rolii
VEGF: Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii MMP:Matriks metalloproteinaz



2.2.3.2 FoxM1: Kanserde Tedavisinde Yeni Bir Hedef

FoxMI transkripsiyon faktoriiniin bir ¢ok kanser tiirlinde ekspresyonunun artmis bulunmasi
ve yapilan ¢aligmalarla kanser patogenezindeki dneminin giin gectikge daha da desteklenmesi
FoxM1’i hedef alan kimyasal bilesiklerin anti-kanser ilag olarak kullanilabilecegi fikrini akla
getirmektedir (94-96). Tiazol grubu antibiyotiklerden siomisin A ve thiostrepton’un FoxM1
transkripsiyonel aktivasyonunu 6nledigi bilinmektedir (27,28,30). Ayrica MG115, MG132 ve
bortezomib gibi proteozam inhibitorlerinin de FoxM1 transkripsiyon aktivitesini ve protein

ekspresyonunu engelleyebilecegi gosterilmistir (97).

Siomisin A: FoxM1 inhibitorii, potansiyel antikanser bir ilag

Siomisin A, tiazol grubu bir antibiyotik olup, 50S ribozomal alt birimde 23S rRNA’ya
baglanarak translasyonun translokasyon basamagmi engeller; ancak okaryot protein sentez
iizerine etkisi yoktur (29). Siomisin A’nin antitimor etkinligi ve epitel hiicelerinde giiclii
proapoptotik ozellik gosterdigi, potansiyel bir antikanser ilag olarak p53- bagimsiz apoptoza
neden oldugu ve lizozomal zar gecirgenligini arttirdigi gosterilmistir (98,99). FoxMI1 kendi
transkripsiyonunu aktive eden bir transkripsiyon faktorii oldugundan siomisin A FoxM1’i
down-regiile etmekle kalmaz ayni zamanda FoxM1 mRNA ve protein seviyelerini de azaltir
(29). Insan kanser hiicrelerine siomisin A uygulanmasinin FOXM1’in down regiilasyonuna
neden olarak etkin apoptoza neden oldugu gosterilmistir (27,28,30). Ayrica, tiazol
antibiyotiklerinin bu kanser hiicrelerindeki p21 ve p53 gibi bazi hiicresel proteinleri stabilize
ettigi de gosterilmistir. Bu hiicresel proteinlerin protezoam inhibitorleri tarafindan up-regiile
edildigi bilindigi icin thiazole antibiyotiklerinin proteazomal inhibitérleri olarak etki
gosterecegi diisiinlilmiis ve Bhat ve arkadaslar1 (97) yaptiklar1 calismada bu antibiyotiklerin in
vitro ortamda proteazom inhibitorleri gibi gorev yaptigini ortaya ¢ikarmistir. Ayni ¢aligmada
iyi bilinen proteazomal inhibitorlerinden MG115, MG132 ve bortezomibin FoxM1 iizerine
etkisi arastirilmis ve bu bilesiklerin FoxM1 transkripsiyonel aktivasyonunu ve protein
ekspresyonunu thiazole antibiyotiklere benzer olarak gii¢lii bir sekilde inhibe ettigi

bulunmustur (97).



3. GERECLER VE YONTEMLER

Caligma Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir.
3.1 Etik Kurul

Calisma i¢in Dokuz Eyliil Universitesi T1p Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik
Kurulu tarafindan 24.11.2011 tarih ve 2011/37-06 say1l1 etik kurul onay1 alind1.

3.2 Jurkat Hiicreleri

Calismada Jurkat T-hiicreli ALL hiicre hatt1 kullanilmistir. Jurkat hiicreleri %10 fetal dana
serumu ve %1 penisilin-streptomisin igeren RPMI 1640 besiyerinde iiretilmistir. Hiicreler

37°C sicaklik ve %5 CO; ortaminda karbondioksit inkiibatoriinde tiretilmislerdir.
3.2.1 Jurkat Hiicrelerinin Pasajlanmasi

Jurkat hiicreleri 5 giinde bir pasajlanmistir. Hiicre kiiltiir flaskindan 0,5 mL hiicre soliisyonu
steril falkon tiipe alinmis ve lizerine 2,5 mL fosfat tampon soliisyonu (PBS) ilave edilmistir.
800 rpm de 5 dakika santrifiij edildikten sonra supernatan atilmis ve alttaki hiicre pelleti 5 mL

besiyeri soliisyonunda ¢oziilerek hiicre kiiltiir flaskina aktarilmistir

3.3 Deksametazon
Deksametazon ALL tedavisinde kullanilan etkili bir ilagtir. Bu ¢alismada deksametazon 0,5

mg'lik tabletler kullanilmistir. Tabletler distile su ile sulandirilmiglardir.
3.4 Siomisin A

Siomisin A spesifik bir FoxM1 transkripsiyon faktorii inhibitoriidiir. Siomisin A (NCI)
DMSO (dimetilsiilfoksid) i¢inde ¢oziilmiistiir.

3.5 Jurkat Hiicrelerinde FoxM1 Gen Ekspresyon Seviyelerinin Ters Transkriptaz

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) Yo6ntemi ile Belirlenmesi

Total RNA Jurkat hiicrelerinden NucleoSpin® (Macherey-Nagel, Almanya) RNA izolasyon
kiti kullanilarak iretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda izole edilmis ve elde edilen
RNA’lar ters transkriptaz enzim kiti Fermentas® (Thermo Scientific, ABD) kullanilarak
komplementer DNAya (cDNA) c¢evrilmistir. Daha sonra ise elde edilen cDNAlar ile FoxM1

ve B-aktin genlerinin PCR yontemi ile mRNA seviyeleri Ol¢iilmiis ve gen ekspresyon



seviyeleri belirlenmistir. [-aktin geninin ekspresyon seviyesi pozitif kontrol olarak
kullanilmistir.  Ayni igslem Jurkat hiicrelerine Siomisin A ve deksametazon artan
konsantrasyonlarda uygulandiktan sonra da gerceklestirilmis ve uygulanan bu ajanlarin
degisik konsantrasyonlarinda Jurkat hiicrelerindeki FoxM1 gen ekspresyon seviyeleri

belirlenmistir.

3.6 Jurkat Hiicreleri Uzerine Deksametazonun ve Siomisin A’nin Hiicre Cogalmasim

Engelleyici Etkilerinin Belirlenmesi

Siomisin A ve deksametazonun ICs (hiicrelerin %50’sinin 61diigii ila¢ konsantrasyonu)
degerlert MTT yoOntemi ile belirlenmistir. Tetrazolium tuzlarinin hiicre ¢ogalmasi, hiicrenin
canlilig1 ve/veya sitotoksisite analizleri i¢in yaygm bir sekilde kullanildigi bilinmektedir.
MTT sitotoksisite testi canli hiicrelerin mitokondrileri tarafindan tetrazoliumun formazana
cevrilmesi temeli lizerine kurulmustur. Reaksiyon aktif mitokondrileri gerektirmekte, oli

hiicreler bu iglemi gerceklestirememektedir.

MTT uygulamas1 gerceklestirildikten sonra ornekler ELISA okuyucu tarafindan analiz
edilerek meydana gelen renk degisimine gére ¢ogalan hiicre oranlar1 belirlenmektedir. MTT
analizi sayesinde hiicre hatlarina ilk etapta uygulanacak ilag konsantrasyonlar1 da
belirlenebilmektedir. Ciinkii MTT analizi hiicrelerin %50’sinin 6ldiigii ilag dozunun
belirlenmesini saglayacaktir.

Bu amagcla hiicreler 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina (20.000 hiicre/kuyucuk) ekilmis ve
antikanser ajanlar artan dozlara 72 saat boyunca maruz brrakilmiglardir. Her goze
aktiflestirilmis MTT soliisyonundan 20 uL eklenmis ve karbondioksit inkiibatoriinde 37°C’de
3 saat bekletilmislerdir. Bu inkiibasyon siiresinden sonra hiicreler 1800 rpm de 10 dk stire ile
santriflij edilmis, supernatantlar uzaklastirilmis ve MTT kristalleri her bir kuyucuga 100 pL
DMSO eklenerek ¢oziilmiistiir. Hiicrelerin ¢ogalma degerleri 490 nm dalga boyunda ELISA
okuyucu ile optik yogunlugun belirlenmesi ile elde edilen degerlerle hesaplanmigtir

(100,101).

3.7 Siomisin A ve Deksametazon Uygulanan Jurkat Hiicrelerinin Yasam Yiizdelerinin
Belirlenmesi
Jurkat hiicreleri siomisin A ve deksametazona maruz birakilmis ve hiicrelerin yagam yiizdeleri

6
tripan mavisi yontemi ile belirlenmistir. Bu amagla 1x10 hiicre, 6 kuyucuklu kiiltiir kabinin

her bir kuyusunda 2 mL besiyerine ekilmis ve 72 saat boyunca farkli dozlarda ilaca maruz



birakilmiglardir. Hiicre slispansiyonundan 500 pL almnip 1,600 rpm de 3 dakika santrifiij
edilmis ve 100 uL. 1X PBS icerisinde ¢oziildiikten sonra 100 pL tripan mavisi solusyonu ile
oda sicakliginda 5 dakika bekletilmistir. Hematositometreye alinan canli ve oli hiicreler 151k
mikroskopu altinda sayilmistir. Elde edilen canli ve 6lii hiicre orani, hiicrelerin yasam

yiizdesini vermektedir.

3.8 Siomisin A ve Deksametazonun Beraber Uygulandigi Jurkat Hiicrelerinde

Sinerjistik, Sitotoksik Etkilerinin Belirlenmesi

Hiicrelerde FoxM1 transkripsiyon faktoriinii inhibe eden siomisin A’nin deksametazonun
sitotoksik etkisini nasil etkiledigi arastirilmistir. Bu amagla hiicrelere IC50 dozunda FoxM1
inhibitorii ve artan dozlarda deksametazon birlikte uygulanmis ve olast sinerjistik sitotoksik

analizler MTT yOntemi ile belirlenmistir.
3.8.1 Siomisin A ve Deksametazonun Kombinasyonunun izobologram Analizleri

Deksametazonun, siomisin A ile kombinasyonlarmin olas1 sinerjistik, additif, notral veya
antagonistik etkilerinin belirlenmesi amaci ile CalcuSyn Windows bilgisayar programi
(CalcuSyn software, Biosoft, Ingiltere) kullanilmistir. Programa datalarin girilmesinden sonra
software tarafindan bulunan CI degeri iki ajanin etkisinin nasil oldugunun belirtilmesi i¢in
kullanilan bir terimdir. CI<I sinerji oldugunu, CI= 0.1-0.5 gii¢li sinerji oldugunu, CI <0.1
cok giiclii sinerjiyi, CI= 1 additif etkiyi, CI>1 antagonist etkiyi, CI= 3.3-10 gii¢lii antagonist
etkiyi ve CI>10 cok giiclii antagonist etkiyi gostermektedir (102).

3.8.2 Siomisin A ve Deksametazon Uygulanan Jurkat Hiicrelerinde Kaspaz-3 Enzim
Aktivitesinin Belirlenmesi

Kaspaz-3 enzim aktivitesinin belirlenmesi amaci ile Kaspaz-3 Kolorimetrik Assay Kiti

kullanilmistir. Bu amagla, 1><106 hiicre 6 kuyucuklu kiiltiir kabinin her bir kuyusunda 2 mL
besiyerine ekilmis ve 72 saat boyunca farkli dozlarda siomisin A ve Deksametazon yalniz
veya ikisinin farkli dozlardaki kombinasyonuna maruz birakilmislardir. Bu inkiibasyon
stiresinden sonra, hiicreler 800 rpm de 5 dk santrifuj edilerek toplanmis ve supernatantlar
uzaklastirilmistir. Daha sonra, hiicrelerin lizerine 100 pL sogutulmus lysis buffer ilave edilip
karistirilmis ve buzun iizerinde 10 dk bekletilmistir. Ornekler ependorf tiipe alinmis ve 15.000
rpm de 5 dk santrifuj edilmistir. Supernatan steril yeni bir ependorf tiipe almip ayr1 ayri
kuyucuklara 50 pL supernatanlardan ve 50 uL 2X reaksiyon buffer1 96 kuyucuklu flat bottom

mikroplatelere ekim yapilmistir. Daha sonra her kuyucuga 5 pL kaspase-3 kolorimetrik



substrat (DEVD-pNA) ilave edilip 37°C derecede 2 saat bekletilmistir. Sonuglar 405 nm dalga
boyunda okunmustur. Elde edilen sonuglar Bradford Analizi ile gerceklestirilmis olan protein
diizeylerine normalize edilmistir. Bu yontemle hiicrelerde duragan ve ilag uygulamalari

sonrasinda kaspaz-3 enzim aktivitesinde meydana gelen degisimler belirlenmistir.

3.8.3 Siomisin A ve Deksametazon Uygulanan Jurkat Hiicrelerinde Mitokondri Zar
Potansiyelinin Belirlenmesi

Hiicrelerde mitokondri zar potansiyelinin belirlenmesi amaci ile JC-1 mitokondri zar

potansiyeli belirleme kiti kullanilmistir. Bu amagla 1><106 hiicre 6 kuyucuklu kiiltiir kabinin
her bir kuyusunda 2 mL besiyerine ekilmis ve 72 saat boyunca farkli dozlarda siomisin A ve
deksametazon yalniz veya ikisinin farkli dozlardaki kombinasyonuna maruz birakilmislardir.
Hiicre siispansiyonu 800 rpm de 5 dk sentrifuj edilerek hiicreler toplanmustir.

Hiicreler 0,5 mL 1X JC-1 kimyasali ile sulandirilmis ve hiicre siispansiyonu 37 °C de %5 CO;
inkiibatoriinde 15 dakika inkiibe edildikten sonra 800 rpm de 5 dk santrifiij edilmistir.
Stipernatan uzaklastirildiktan sonra hiicreler 2 mL besiyerine ekilmis ve tekrar santrifiij
edilmis ve hiicre peleti 0,5 mL taze besiyerinde sulandirildiktan sonra akim sitometride analiz
edilmistir. Bu yontemle hiicrelerde duragan ve ajan uygulamalar1 sonrasinda mitokondri zar

potansiyelinde meydana gelen degisimler belirlenmistir.

3.8.4 Siomisin A ve Deksametazon Uygulanan Jurkat Hiicrelerinde Apoptotik Hiicre

Oliimlerinin Aneksin V Akim Sitometre Yontemi ile Belirlenmesi

Bu amagla 1x 106 hiicre 6 kuyucuklu kiiltiir kabinin her bir kuyusunda 2 mL besiyerine
ekilmis ve 72 saat boyunca farkli dozlarda siomisin A ve deksametazon yalniz veya ikisinin
farkli dozlardaki kombinasyonuna maruz birakilmislardir. Hiicre siispansiyonu 800 rpm de 5
dk sentrifuj edilerek hiicreler toplanmistir. Hiicreler soguk PBS icerisinde ¢oziildiikten sonra
tekrar santrifiij edilerek ¢oktiiriilmiis ve 1X binding buffer ile ¢dziilmiistiir. Orneklerden
100puL alinarak uzerine SuL. Anneksin V-FITC ve SuL PI ilave edilerek karanlikta ve oda
sicakliginda 15 dakika bekletilmistir. Her tiipe 400 uL binding buffer ilave edilerek akim

sitometride analiz edilmistir.



3.9 Siomisin A ve Deksametazonun Beraber Uygulandig1 Jurkat Hiicrelerinde Hiicre

Dongiisii Analizleri

Bu amagla 1><106 hiicre 6 kuyucuklu kiiltiir kabmin her bir kuyusunda 2 mL besiyerine
ekilmis ve 72 saat boyunca farkli dozlarda siomisin A ve deksametazon yalniz veya ikisinin
farkli dozlardaki kombinasyonuna maruz birakilmislardir. Bu inkiibasyon siiresinden sonra,
hiicreler 1200 rpm de 5 dk santrifuj edilerek toplanmis ve siipernatantlar uzaklastirilmigtir.
Pelletin iizerine 1 mL soguk PBS eklenmis ve buz iizerinde tutulmustur. -20 °C 'de saf
etanolden 4 mL eklenerek buz lizerinde tutulmaya devam edilmistir. Hiicreler boyanma
giiniine kadar -20 °C 'de bekletilmislerdir. Boyama i¢in hiicreler dondurucudan ¢ikartildiktan
sonra +4 °C'de 1200 rpm de 10 dk siire ile santrifiij edilmistir. Siipernatan uzaklastirildiktan
sonra hiicrelere 5 mL soguk PBS eklenmis ve drnekler 1200 rpm de 10 dk siire ile santrifiij
edilmistir. Daha sonra siipernatan uzaklastirilmis ve pellete 1 mL PBS ve ardindan 100 pL
RNase-A eklenerek, hiicreler 39 °C 'de 30 dk bekletilmistir. Ardindan 100 pL (1 mg/mL)
propidium iyodiir (PI) boyasi eklenerek hiicreler oda sicakliginda 10 dk bekletilmis ve akim
sitometride analiz edilmistir. G;,S ve Go/M fazlarindaki hiicre yiizdeleri Modfit® programi

kullanilarak hesaplanmustir.



4. BULGULAR

4.1 Jurkat Hiicrelerinde FoxM1 Gen Ekspresyon Seviyelerinin PCR yontemi ile
Belirlenmesi
Jurkat hiicrelerinde FoxM1 gen ekspresyonu diizeyine bakilmis ve FoxM1 gen

ekspresyonunun normal saglikli hiicrelere gore belirgin derecede artmis oldugu saptanmistir
(Sekil 9).

Sekil 9: Saglikli hiicrelerde ve Jurkat hiicrelerinde gen ekspresyon profilleri 1: DNA belirteci 2: Jurkat
hiicrelerindeki FoxM1 ekspresyonu 3: Saglikli kan hiicrelerindeki FoxM1 ekspresyonu 4: Jurkat
hiicrelerindeki f-Aktin ekspresyonu 5: Saglikli kan hiicrelerindeki 3 -Aktin ekspresyonu

4.2 Siomisin A ve Deksametazon Uygulanan Jurkat Hiicrelerinde FoxM1 Gen

Ekspresyon Seviyelerinin PCR Yontemi ile Belirlenmesi

Siomisin A ve deksametazon uygulanan Jurkat hiicrelerinde FoxM1 gen ekspresyon
seviyelerinin her bir ilacin dozuna bagimli olarak azaldigi gosterilmistir. ilag dozlarmin
kademeli olarak arttirilmasi sonucu 0,5 pM siomisin A ve 10 uM deksametazon dozlarinda

FoxM1 gen ekspresyon seviyelerinin belirgin olarak azaldig1 saptanmustir (Sekil 10).
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Sekil 10: Siomisin A ve deksametazon uygulanan Jurkat Hiicrelerinin doza bagimli olarak ekspresyon
seviyeleri. S: Siomisin A D: Deksametazon

4.3 Jurkat Hiicreleri Uzerine Deksametazon ve Siomisin A'nin Hiicre Cogalmasim
Engelleyici Etkileri

Jurkat hiicrelerinin siomisin A ve deksametazon ile 72 saat boyunca muamelesi sonucunda
IC50 degerleri, sirastyla, 0,46 ve 19 uM olarak hesapland1 (Sekil 11, Sekil 12). Bir ve 10 uM
deksametazona 72 saat boyunca maruz birakilan Jurkat hiicrelerin ¢ogalmasi kontrol grubuna
gore %8 ve %13 azalrken, ayni dozlarda deksametazonun, siomisin A ile beraber
uygulanmasi durumunda hiicrelerin ¢ogalmasini %74 ve %75 oraninda baskiladig1 izlenmistir

(Sekil 12,Sekil 13).

4.4 Deksametazon ve Siomisin A'min Beraber Uygulandigi Jurkat Hiicrelerinde

Sinerjistik ve Apoptotik Etkiler
4.4.1 Siomisin A ve Deksametazonun Kombinasyonunun izobologram Analizleri

Deksametazonun, siomisin A ile olas1 sinerjistik, additif ndtral veya antagonistik etkilerini
aragtirmak amact ile izobologram analizi yapildi. Programa datalarin girilmesinden sonra

elde edilen CI degeri < 0.1 olarak saptanmig olup ¢ok kuvvetli sinerjizm olarak degerlendirildi
(Sekil 14).



4.4.2 Siomisin A ve Deksametazon Uygulanan Jurkat Hiicrelerinde Kaspaz-3 Enzim

Aktivitesi, Mitokondri Zar Potansiyeli Bozulmalar ve Annexin V Apoptotik Testleri

Jurkat hiicreleri lizerinde gergeklestirilen kaspaz-3 enzim aktivitesi, mitokondri zar
potansiyeli bozulmalar1 ve Annexin V apoptotik testleri, siomisin A ve deksametazon beraber

uygulanmasimin Jurkat hiicreleri iizerinde apoptotik etkisi olmadigini gostermistir.
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Sekil 11 : Jurkat hiicrelerinin siomisin A ile 72 saat muamelesi sonucunda ele edilen IC50 degeri.
IC50: 0,46 uM
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Sekil 12: Jurkat Hiicrelerinin deksametazon ile 72 saat muamelesi sonucunda elde edilen IC50 degeri
IC50: 19 uM
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Sekil 13: Siomisin A ve deksametazonun beraber uygulanmasinin Jurkat hiicreleri ¢ogalmasi
ilizerindeki etkisi
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Sekil 14: Izobologram analizleri, doz-etki egrisi

4.5 Deksametazon ve Siomisin A'nin Beraber Uygulandig: Jurkat Hiicrelerinde Hiicre
Dongiisii Analizleri

Siomisin A ve deksametazon ile muamele edilen Jurkat hiicrelerinin hiicre dongiisii analizleri,
bu iki ajanin kombinasyonunun Jurkat hiicrelerini G; fazinda durdurdugu ve hiicrelerin

boliinmesini anlamli derecede engelledigini gostermistir (Sekil 15, Tablo 7).
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mD10

m S0,46+D1
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G0/G1 S G2/M
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Sekil 15: Siomisin A ve deksametazon ile muamele edilen hiicrelerin hiicre dongiisii analizleri. ilag
dozlart uM olarak hesaplanmistir. S: Siomisin A D: Deksametazon

Tablo 7: Siomisin A ve Deksametazon ile Muamele Edilen Hiicrelerin Hiicre Déngiisii Analizleri

Kontrol  S046 M D 1uM D10uM  S0,46uM+D1uM  S0,46uM+D10uM
GO/G1 64,74 70,48 67,32 69,78 82,3 86,54
S 31,14 21,2 29,44 26,47 11,65 5
G2/M 4,11 8,32 3,24 3,74 6,05 8,45

S: Siomisin A D: Deksametazon



S. TARTISMA

Cocukluk ¢agmin en sik goriilen kanser tipi olan ALL, kendi i¢inde ¢ok farkli biyolojik
cesitlilik gosteren bir kanser tiiridiir. Lenfoblastlarin tasidigi belirli bazi immunolojik,
sitogenetik ve molekiiler genetik 6zelliklere gore hastalik seyri 6nemli olarak etkilenmektedir
(1,2). Son yillarda 16semi patogenezi iizerinde yapilan ¢aligmalar kromozomal aberrasyonlar,
gen ekspresyon profillerinde degisiklikler ve genetik mutasyonlarin ALL patogenezinde ve
prognozunda 6nemli yere sahip oldugunu gostermistir (32). Losemi genetiginde saptanan bu

degisiklikler bir yandan da hedefe yonelik tedavilerin gelismesine zemin hazirlamaktadir.

FoxM1 hiicre ¢ogalmasinda, faklilagsmasinda, hiicre dongiisiiniin ilerlemesinde ve hiicresel
gelisim yolaklarinda 6nemli roller oynayan bir transkripsiyon faktoriidiir (10). Son yillarda
yapilan genis kapsamli gen ekspresyon analizleri akciger kanseri, glioblastom, prostat kanseri,
bazal hiicre karsinomu, hepatoselliiler karsinom, meme kanseri ve pankreas kanseri gibi bir
cok kanser tiirlinde FoxM1 sinyal aginin bozuldugunu ve bu transkripsiyon faktoriiniin yiiksek
oranda eksprese edildigini gostermistir (11-13,24,25,82,90). Biz de yaptigimiz ¢alismada
FoxM1 gen ekspresyon seviyesinin T- ALL hiicre hattinda artmig oldugunu ve FoxMI
inhibisyonunun l6semik hiicre c¢ogalmasmi onemli oranda azalttigin1 gosterdik. FoxM1
cogalan hiicrelerde aktif olan bir gendir ve dolayisiyla ekspresyonu hizli ¢ogalma 6zelligine
sahip timor hiicrelerinde artmistir (19). Bu Ozellikleri g6z Oniine alindiginda FoxM1
seviyelerinin tiimor hiicrelerinde artmis olarak bulunmasi ilk olarak bu hiicrelerdeki yiiksek
¢ogalma hizinin bir sonucu oldugu diisiincesini akla getirmektedir ancak bu transkripsiyon
faktoriiniin hiicre ¢ogalmasin1 uyararak tiimér olusumunda ve tiimdriin ilerlemesi ve
yayilmasinda aktif olarak rol aldig1 ve bu genin inhibisyonu ile kanserli hiicre ¢ogalmasimnin
Oonemli oranda azaldig1 yapilan bir ¢ok calisma ile desteklenmistir. FoxM1'in metastatik
prostat kanserinde siirekli olarak up-regiile edildigi ve FoxM1'in small interfering RNA
(siRNA) ile engellendiginde prostatik kanser hiicre kiiltiirlinde hiicre ¢ogalmasmi azalttigi
gosterilmistir (13). Benzer sekilde pankreas ve meme kanser hiicrelerinde FoxM1'in RNA
inhibisyonu ile down-regiile edilmesi sonucunda bu kanser hiicrelerinin ¢ogalmasinin ve
yayilmasmin Onemli oranda azaldigi gosterilmistir (25,90). Literatiirde FoxMl1'in losemi
patogenezindeki yeri ile ilgili sadece bir ¢galiyma mevcuttur (26). Nakamura ve arkadaslarinin
(26) yaptiklar1 bu ¢alismada FoxM1'in AML hiicrelerindeki ekspresyon diizeyleri belirlenmis
ve FoXM1b mRNA'in insan AML hiicre hattinda ve hastalardan alinmig AML hiicrelerinde
agirhikli olarak eksprese edildigi ve FoxM1 geninin siRNA ile inhibisyonu sonucu AML
hiicre c¢ogalmasmi engelledigi gosterilmistir. Biz de c¢alismamizda FoxM1 mRNA



seviyelerinin T- ALL hiicre hattinda saglikli hiicrelere gore belirgin olarak artmis oldugunu
gosterdikten sonra bir FoxM1 inhibitérii olan siomisin A kullanarak T-ALL hiicreleri
izerindeki etkisini inceledik. Siomisin A ve T-ALL tedavisinde kullanilan 6nemli ajanlardan
biri olan deksametazonun ayri ayr1 uygulandigi T-ALL hiicre hattinda, FoxM1 mRNA
ekspresyonunun uygulanan bu ilaclarin dozlarina bagl olarak 6nemli oranda azaldigi ilk kez
bu calismada gosterilmistir. Siomisin A'nin FoxM1 down-regiilasyonu yaninda FoxMI1
mRNA ve protein seviyelerini azalltig1 bilinmektedir (27,28,30). Calismamizdaki bulgular da

literaturi desteklemektedir.

FoxM1 inhibisyonunun hiicre c¢ogalmasi iizerinde etkisini siomisin A ve deksametazon
uyguladigimiz T-ALL hiicre hattinda arastirdik. Bir ve 10 uM deksametazona maruz
birakilan T-ALL hiicrelerinin ¢ogalmast kontrol grubuna gore %8 ve %13 azalirken, ayni
dozlarda deksametazonun, siomisin A ile beraber uygulanmasi durumunda hiicrelerin
cogalmasmi1 c¢ok daha yiliksek oranda (%74 ve %75) baskiladigini gosterdik. Bir
glukokortikoid olan deksametazonun lenfoblastlar iizerindeki glukokortikoid reseptorlerine
baglandiktan sonra bir dizi mekanizma sonucu sitokin salinimini engelledigi, bir ¢ok onkogenin
ekspresyonu degistirdigi , hiicre dongiisiinde duraklamaya ve apoptoza neden oldugu bilinmektedir
(50). Biz ¢alisgmamizda, spesifik FoxM1 inhibitorii olan siomisin A kullanildiginda T-ALL
hiicrelerindeki ¢ogalmanin deksametazona gore cok daha yiiksek oranda engellendigini
gosterdik. Yaptigimiz izobologram analizde de deksametazon ve siomisin A'nin ¢ok kuvvetli
sinerji gosterdiklerini ve siomisin A'nin deksametazonun etkinligini arttirdigini ortaya
koyduk. Tiim bu veriler FoxM1 inhibisyonunun ALL tedavisinde etkin bir rolii olabilecegi

fikrini desteklemektedir.

Hiicre dongiisiinde ortaya ¢ikan bozukluklarin bir ¢ok kanser tiiriiniin gelisiminde rol aldigi
bilinmektedir. T-ALL ve T hiicreli lenfoma gibi T-lenfoblastik hiicre kanserlerinin T-hiicre
maturasyonunun erken evrelerinde prekiirsor T lenfoblastin belli baz1 noktalarinda gelisiminin
duraklamaya ugramasi ile ortaya ¢iktig1 One siiriilmektedir (103). Yapilan g¢alismalarda
FoxMT1'in hiicre dongilisiiniin ilerlemesi ve hiicre yaslanmasmin dnlenmesinde kritik 6neme
sahip oldugu anlagilmis ve hiicre dongiisiiniin ilerlemesinde rol alan bazi genlerin ekspresyon
seviyelerini arttirirken, hiicresel yaslanmada 6nemli genlerin ekspresyon seviyelerini azaltarak
tiimor olusumuna katkida bulundugu ileri siiriilmiistiir (20,22,23,87). FoxM1 hiicre dongii
ilerlemesinin yonetilmesinde ve genomik biitlinliigiin saglanmasinda ¢ok 6nemli rol oynar,
FoxM1 ekspresyonu ve transkripsiyonel aktivitesi hiicre dongiisliniin ilerlemesine baglidir.

FoxM1 transkripsiyonel aktivitesini baslatmak ve siirdiirmek siklin-CDK komplekslerinin



baglanmasin1 ve ardindan da fosforilasyonunu gerektir (19). Biz yaptigimiz hiicre dongiisii
analizinde siomisin A ve deksametazonun ayri ayri1 ve beraber uygulanmasi ile elde edilen
FoxM1 inhibisyonunun T-ALL hiicrelerini G; fazinda durdurdugunu ve hiicrelerin
boliinmesini anlamli derecede engelledigini gosterdik. FoxMI geninin hiicre dongiisii
sirasinda 6zel bir ekspresyon sekli gosterdigi, ekspresyonunun G; fazinda basladigi, S-fazinda
artip G, ve mitoz boyunca devam ettigi bilinmektedir (19). Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda
FoxM1 fosforilasyonunun ¢ogunlukla mitozda gerceklestigi bildirilmis olmasina ragmen, son
calismalarda FoxM1 fosforilasyonunun siklin-CDK kompleksleri ile erken G de basladig1 ve
hiicre dongiisiindeki G, ve M-fazlar1 boyunca devam ettigi gosterilmistir (11,78,79).
Nakamura ve arkadaslar1 (26) ise AML hiicrelerinde yaptig1 c¢alismada FoxMI1
ekspresyonunun  baskilanmasmin  hiicre  dongiisiini.  G,/M  fazinda  baskiladigini
gostermiglerdir. Yaptiklari calismada, FoxM1 down-regiilasyonunun AML hiicrelerinde Skp2,
Cdc25b, siklin B1, Survivin, KIS ve Aurora B kinaz gibi mitotik diizenleyici genlerin protein

Kl ye p21°"' gibi hiicre déngiisiiniin

ekspresyonunu belirgin olarak azaltrken p27
ilerlemesinde negatif etkiye sahip CDK inhibitdrii olan protein miktarlarini arttirdigmi ve
boylelikle mitozun ilerlemesi ve hiicre ¢ogalmasini engelledigini gdstermislerdir. Tiim
bunlarla beraber FoxM1 inhibisyonunun 6zellikle AML hiicrelerinde neden G; fazinda degil
de G,/M fazinda baskilandigi hentiz net degildir. Calismamizda siomisin A uygulanan T-ALL
hiicrelerinin G; fazinda baskilanmig olarak bulunmasi FoxM1'in ekspresyonundaki artisin G
fazinda basladigii desteklemekte olup literatiirde bu konu ile ilgili yapilmis olan diger
calismalar1 desteklemektedir.

Farkli insan kanser hiicre hatlarinda yapilan c¢aligmalarda siomisin A'min FoxMI1
inhibisyonuna neden olarak hiicre biliylimesini engelledigi ve apoptoza neden oldugu
gosterilmistir. Bhat ve arkadaslari, siomisin A'nin insan melanoma hiicre hattinda ve 16semi,
ndroblastom ve hepatoselliiler karsinom gibi hiicre hatlarinda yaptiklari ¢alismalarda siomisin
A'nin kanser hiicrelerinde apoptozu uyardigmi gostermislerdir (28,30). Biz calismamizda
apoptozu Kaspaz-3 enzim aktivitesi, mitokondri zar potansiyeli ve Anneksin V apoptotik
testleri kullanarak arastirdik ancak siomisin A uygulamasmin T-ALL hiicre hatt1 ilizerinde

apoptozu uyarici etkisini saptamadik.
FoxM1'in bir ¢ok onkojenik yolakla kesistigi, bu yolaklarla ve diger sinyal ileti yolaklariyla
yaptig1 cross-talk sayesinde timor saldirganligma onemli katkida bulundugu gdsterilmistir.

Karsinogenezde onemli olan CDK, PI3K/Akt, MAPK/ERK, NF-KB, SHH gibi faktorlerin ve

yolaklarin aktivasyonuna neden olurken; pI6, pRb, p53 ve pl9*" gibi timdr supresor



genlerinin ekspresyon seviyelerinde azalmaya neden olur. Karsinogenezde rol alan bu
onemli yolaklardan; 6zellikle PI3K/Akt'nin ve CDK’larin T- ALL patogenezinde 6nemli rol
oynadiklar1  bilinmektedir (37). FoxMI1 inhibisyonunun T- ALL hiicre hattinda hiicre
cogalmasini bu kadar belirgin olarak azaltmasi1 FoxM1'in T-ALL 16semi patogenezinde yer

alan bu yolaklarla cross-talk yapmasmin bir sonucu olabilir. Bu ikisini iligkilendirmek igin T-

ALL'de FoxM1 inhibisyonu ile CDK, PI3K/Akt, MAPK/ERK, NF-KB, SHH yolaklarindaki

genlerin ve pl6, pRb, p53, p19*” gibi timdr supresor genlerin ekspresyon seviyelerini

incelemek gerekmektedir.

Glinlimiizde 16semi lizerine yapilan c¢alismalarda 16semi patogenezinde belirlenen
transkripsiyonel faktorlerin klinikte kullanimi tizerine odaklanilmistir. Bu transkripsiyonel
faktorlerin risk grubu belirlemede ve tedavinin yonlendirilmesinde kullanilabilecek 6nemli
prognostik belirtecler olabilecegi yani sira, hedefe yonelik tedaviler arasinda da yer
alabilecegi ileri siiriilmiistiir (104-106). Biz de c¢alismamizda hiicre dongiisiiniin 6nemli
diizenleyicilerinden biri olan FoxM1 transkripsiyon faktoriiniin ekspresyonunun T-ALL hiicre
hattinda artmis oldugunu ve ekspresyon seviyelerinin deksametazon ve siomisin A
uygulanmasi ile baskilandigmi gosterdik. Hiicre kiiltlirii diizeyinde yapilan bu calismadan
sonra, FoxM1'in ALL tedavisi siiresince ekspresyon seviyesindeki degisiklikleri, ALL
tedavisindeki prognostik 6nemini ve hedefe yonelik tedavideki yerini daha i1yi belirlemek i¢in
T-ALL hastalarindan elde edilen 16semi hiicrelerinin kullanilacagi daha genis kapsamli,

prospektif calismalara ihtiyag vardir.



6. SONUCLAR

1. FoxMI1 gen ekspresyon seviyesi T- ALL hiicre hattinda artmis olarak bulunmustur.

2. Deksametazonun ve FoxM1 inhibitdrii olan Siomisin A'nin ayr1 ayr1 uygulandigi T-
ALL hiicre hattinda, FoxM1 mRNA ekspresyonunun uygulanan bu ilaglarin dozlarina
bagli olarak 6nemli oranda azaldig1 gosterilmistir.

3. Yapilan izobologram analizinde deksametazon ve siomisin A'nin ¢ok kuvvetli sinerji
gosterdikleri ortaya konulmustur.

4. Bir ve 10 uM deksametazona maruz birakilan T-ALL hiicrelerinin ¢ogalmasi kontrol
grubuna gore %8 ve %13 azalirken, ayn1 dozlarda deksametazonun, siomisin A ile
beraber uygulanmasi1 durumunda hiicrelerin ¢ogalmasini ¢ok daha yliksek oranda
(%74 ve %75) baskiladig1 gosterilmistir.

S. Yapilan hiicre dongiisii analizinde siomisin A ve deksametazonun ayr1 ayr1 ve beraber
uygulanmasmin T-ALL hiicrelerini G; fazinda durdurdugu ve hiicrelerin boliinmesini

anlamli derecede engelledigi gosterilmistir.
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