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Acute Lymphoblastic Leukemia Cells and Induced
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OZET

Amac: Akut lenfoblastik 16semi (ALL), kemik iligi veya diger lenfoid dokulardaki lenfoid proge-
nitor hicrelerin farklilasma ve ¢ogalma anomalilerinden kaynaklanan hematolojik malignitedir.
Telomeraz inhibitorleri cogalmayi ve biiylimeyi 6nleyen bir diger énemli antikanser ajanlardir.
BIBR1532, kesfedildigi giinden beri, oldukca etkili bir hTERT inhibitori olarak kullaniimaktadir. Bu
calismada, BIBR1532'nin yetiskin akut lenfoblastik 16semi hiicre hatti olan CCRF-CEM Uizerindeki
sitotoksik etkisinin kontrol grubuyla kiyaslanarak belirlenmesi amacglanmistir.

Hastalar ve Yontem: BIBR1532'nin CCRF-CEM hiicre hatti lzerindeki etkisi WST-1 analizi ile
belirlenmistir. Apoptozun belirlenmesinde Annexin V yéntemi kullaniimistir. Gen ekspresyon
degisiklikleri gercek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile belirlenmistir.

Bulgular: BIBR1532'nin CCRF-CEM hiicre hatti tizerindeki IC,; dozu 48 saat sonunda 89 uM
olarak belirlenmistir. Ayni zamanda apoptozu kontrole gore %7 artirdigi ve CDH13, DAPK1 ve
NR4A3 genlerinin ekspresyon seviyelerinde belirgin bir artisa sebep oldugu belirlenmistir.

Sonug: Sonug olarak elde ettigimiz bulgulara gore ALL tedavisinde telomeraz inhibitori
BIBR1532 kullanimi, telomeraz aktivitesini dustrebilecegi gibi apoptotik hiicre dlimiuni de
uyarabilir. Ayrica bu yolakta gorevli genlerin anlamli ekspresyon degisikliginin olmasi hastaligin
molekdler patolojisinin aydinlatiimasina ve alternatif tedavi hedefi olabilecek genlerin belirlen-
mesine katki saglayabilir.

Anahtar Sozciikler: Akut lenfoblastik [6semi (ALL); BIBR1532; CDH13; DAPK1; NR4A1
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Objective: Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is hematologic malignancy resulting from
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acute lymphoblastic leukemia cell line CCRF-CEM compared with the control group.
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Patients and Methods: The cytotoxic effect of BIBR 1532 on the CCRF-CEM cell line was determined by WST-1 assay. Annexin V method
was used in determination of apoptosis. Gene expression changes were determined by real-time PCR.

Results: The IC, dose on the CCRF-CEM cell line of BIBR1532 was determined to be 89 uM for 48 hours. It has also been determined that
the IC,  dose increases apoptosis 7% relative to control, and cause a marked increase in expression levels of CDH13, DAPK1 and NR4A3.

Conclusion: According to our findings in conclusion, the use of telomerase inhibitor BIBR1532 in ALL treatment may decrease telomerase
activity as well as induce apoptotic cell death. In addition, the presence of significant expression changes in genes acting in this pathway
may contribute to elucidation the molecular pathology of the disease and the identification of genes that may be alternative therapeutic

targets.
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GiRiS

Akut lenfoblastik 16semi (ALL), lenfoid dncii hiicrelerin
farklilasma ve proliferasyon 6zelliklerinin bozulmasi sonucu
kemik iligi ve/veya ekstrameddiller bolgelerde birikimi ile
gelisen hematolojik bir kanserdir. Agirlikli olarak cocuklarda
gorilmesine ragmen, yetiskin ALL'de tedavi daha zordur (1).
Belirli genetik alt tiplerin sikligi cocuklarda ve yetiskinlerde
farklh olmasina ragmen, ALL gelisiminin altinda yatan genel
mekanizmalar benzerdir. Bu mekanizmalar; onkogenlerin
aktivasyonu, aktif kinaz veya mutant transkripsiyon faktor-
lerinin olusumundan sorumlu flizyon genlerin olusumuna
sebep olan kromozomal translokasyonlar ve hiperdiploidi
durumlandir. Bu genetik degisiklikler, hematopoietik kok
hiicrelerin veya oncllerinin hiicresel fonksiyonlarini degisti-
rerek I6semik transformasyona katkida bulunur. Sinirsiz ken-
dini yenileme kapasitesini koruyarak veya artirarak, normal
cogalmanin kontrollerini yikarak, farklilasmayi dnleyerek ve
6lim sinyallerine direnci artirarak kilit diizenleyici mekaniz-
malari degistirir (2). Ayrica promotor hipermetilasyonu ile
timor baskilayici genlerin epigenetik olarak susturulmasi
da I6kemogenezde erken dénemde ortaya ¢ikan dnemli bir
mekanizmadir ve kot ALL prognozu ile iligkilendirilmistir.
Ozellikle, ALL'de epigenetik olarak susturuldugu belirlenen,
timor invazyonunu, biiylime diizenini ve apoptozu diizen-
leyen CDH1, p73, p16, p15, p57, NES-1, DKK-3, CDH13, p14,
TMS-1, APAF-1, DAPK, PARKIN, LATS-1 ve PTEN gibi genler
tedaviden sonra niiksiin sebebi olabilir ve genel sagkalimi
etkileyebilir (3). CDH13 (H-kaderin ve T-kaderin olarak da
bilinir), 16g24'de lokalize olan kederin geni stiper ailesinin
bir Gyesidir. CDH13'lin timor baskilayici bir gen olarak islev
gorebilecegi bircok kanser tlriinde in vitro ve in vivo calis-
malarla gosterilmistir. Ayrica meme ve akciger kanserlerin-
de, pituiter adenomlarda, diffiiz biiyiik B hiicreli lenfomada,
nazofarengeal ve kiitan6z skuaméz hicreli karsinomalarda
CDH13 hipermetilasyonu varlidi belirlenmistir (4). DAPK1,
Ca*"/kalmodulin bagimli, sitoiskelet iliskili bir protein kinaz-
dir. DAPK'nin, p53 aracili apoptoz yolunun aktivasyonu ile
integrinleri iceriden ve disaridan inaktive ederek hicre di-
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sindan gelen sagkalim sinyallerinin bastirlmasini sagladigi
yapilan calismalarla belirlenmistir. Bazi calismalarda, DAPK
ekspresyonunun kaybedilmesinin veya DAPK'nin promotor
bdlgesindeki CGI metilasyonunun yiiksek oranda invaziv ya
da metastatik timorlerin karakteristik 6zelligi olabilecegi
ileri strilmustur. Ayrica farkli calismalarda, B hiicreli lenfo-
ma hiicre hatlarinda DAPK genine ait RNA veya protein eks-
presyonunun azaldigi veya olmadigi belirtilmistir (5). NR4A1
(Nur77), NR4A2 (Nurr1) ve NR4A3 (NOR-1) Nur77 ailesine
Uye nukleer orfan reseptorlerdir. NR4A1, NR4A2 ve NR4A3
iskelet kasi, yag dokusu, kalp, bobrek, karaciger ve beyin gibi
degisik doku tiplerinde ve T lenfositlerde yaygin sekilde eks-
prese edilir (6).

ALL icin standart tedavi rejimlerinde kullanilan ¢ogu
ila¢ 30 yildan fazla bir stire 6nce gelistirilmistir ve en yeni
tedavi proseddrleri purin niikleotid analoglar, monoklo-
nal antikorlar, antikor ila¢ konjugatlari, mTOR inhibitorleri,
proteazom inhibitorleri, histon deasetilaz (HDAC) inhibitor-
leri, hipometilasyon ajanlari, dalak iliskili tirozin kinaz (SYK)
inhibitorleri, JAK-STAT inhibitorleri, anti-programlanmis
hiicre 6lim proteini (anti-PD-1) antikorlari, poli (ADP-riboz)
polimeraz (PARP) inhibitorleri ve FMS benzeri tirozin kinaz
3 (FLT3) inhibitorleri gibi ilaglarin farkli kombinasyonlarini
iceren protokollerdir (7).

Telomeraz, telomerik DNA'nin uzatiimasi icin sablon ola-
rak kullanilan bir RNA bileseninden ve ters transkriptazdan
(insanlarda hTERT) olusan bir enzimdir (8). BIBR1532, kesfe-
dildigi glinden beri hTERT'nin etkili bir inhibit6ri olarak kul-
lanilmaktadir. Bu peptidik ve nlkleozidik olmayan sentetik
bilesik, telomerazdaki bir bolgeye baglanarak deoksiribo-
niikleotidlere ve DNA primerine ulasimini engeller. Boylece
niikleotid polimerizasyonu sirasinda bir zincir sonlandirici
gorevi gorlr ve telomerazin katalitik aktivitesini doza ba-
gimli sekilde baskilar (9).

Telomeraz aktivasyonu kanserin 6zelliklerinden biridir
ve enzim aktivitesinin inhibisyonu kanserle miicadele icin
etkili bir arac olabilir. Bu calismamizda BIBR1532'nin in vitro
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ALL hiicre hatti CCRF-CEM Uizerindeki etkilerinin belirlenme-
si, etkinin altinda yatan molekiler mekanizmalarin aydinla-
tilmasi ve terapétik etkinliginin arastiriimasi amaclanmistir.

HASTALAR ve YONTEM
Hiicre Hatlarinin Elde Edilmesi ve Kiiltiiri

Calisma, American Type Culture Collection (ATCC)'den
temin edilen yetiskin B hiicreli ALL (CCRF-CEM) hiicre hat-
t1 Gzerinde ydratilmustur. Hicreler 25 mLlik flasklarda,
%10 FBS (Bio.Ind), %1 2 mM L-Glutamin (Bio.Ind) ve %1
penisilin-streptomisin (Bio.Ind) iceren RPMI-1640 (Bio.Ind)
ortaminda, %95 nem, %5 CO, iceren 37°C etlivde inkiibe
edilmistir. Hiicre canliliginin ve proliferasyonunun kontro-
|U Tripan Blue (Bio.Ind) boyama testi ile gerceklestirilmistir.

Sitoksisite Analizi

BIBR1532 etken maddesinin CCRF-CEM hiicre hatti
Uzerindeki doz ve zamana bagh sitotoksik etkisi, WST-1
(Roche) analiziyle belirlenmistir. 96 kuyucuklu plakaya
106 huicre/mL yogunlugunda ekilen hiicrelere 24, 48 ve
72. saatlerin sonunda 0Ol¢im yapilmak Uzere, U¢ tekrarli
olarak, 1 uM ile 200 pM arasinda degisen konsantrasyon-
larda BIBR1532 uygulanmistir. ila¢ uygulanmayan hiicreler
kontrol grubu olarak kullanilmistir. 24, 48 ve 72. saatlerin
sonunda, WST-1'in canli hicrelerde mitokondri solunum
sistemi tarafindan glikolitik NAD(P)H Uretimine bagli olus-
turdugu formazan boya degisimi “Multiskan FC microp-
late” cihazi ile kantitatif olarak dl¢llmustir. BIBR1532'nin
CCRF-CEM hiicreleri tizerindeki IC, dozu CalcuSyn Version
2.0 yazilimi ile zaman ve doza bagli olarak hesaplanmistir.

Apoptozun Flow Sitometri ile Belirlenmesi

BIBR1532'nin hiicre hatti Gizerindeki apoptotik etkisi,
apoptotik yikimin bir belirteci olan DNA fragmentasyonu-

nu, fosfatidilserin translokasyonunun tespiti ile gosteren
Annexin V-FITC (BD Pharmingen) yontemi ile belirlenmis-
tir. Hiicreler 6 kuyucuklu plaklara 10° hiicre/mL konsant-
rasyonda ekilmistir ve 48 saat siiresince BIBR1532'nin IC, |
dozu ile muamale edilmistir. Sonuglar, BD Accuri C6 Flow
Cytometer (BD Biosciences) cihazi kullanilarak ila¢ uygu-
lanmayan kontrol gruplarina gére degerlendirilmistir.

Total RNA izolasyonu, cDNA (Komplementer DNA)
Sentezi ve Gen Ekspresyon Degisimlerinin Analizi

BIBR1532'nin IC,, dozu uygulanan CCRF-CEM hiicre-
lerindeki gen ekspresyon degisiklikleri, 48 saat sonunda
gercek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) yon-
temi ile belirlenmistir. inkiibasyon sonunda total RNA izo-
lasyonu, RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen) kullanilarak, cDNA
sentezi RT2 First Strand Kit (Qiagen) kullanilarak gercek-
lestirilmistir. RT-PCR, LightCycler 480 Il (Roche) cihazi kul-
lanilarak gerceklestirilmistir. Sonuglar 2-22°T yontemi ile de-
gerlendirilmistir. Kat degisimi =2 kattan fazla olan genlerin
ekspresyonlari degerlendirmeye alinmistir (p< 0.05).

BULGULAR
Sitotoksisite Sonuclari

BIBR1532'nin CCRF-CEM hiicre hattindaki sitotoksik et-
kisi Sekil 1'de gosterilmektedir. BIBR1532 IC50 konsantras-
yonu 48. saatte 89 uM olarak belirlenmistir.

Apoptoz Analizi Sonuclari

BIBR1532 IC50 konsantrasyonu (89 uM) ile 48 saat mu-
amele edilen CCRF-CEM hiicrelerinin, kontrol grubuna ki-
yasla apoptotik ve nekrotik etkilerini degerlendirmek icin
Annexin V-FITC yontemi kullanilmistir. BIBR1532'nin CC-
RF-CEM hiicrelerinde apoptozu kontrole gore %7 artirdigi
tespit edilmistir (Sekil 2).
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Sekil 1. BIBR1532’nin CCRF-CEM hicrelerindeki sitotoksik etkisi.
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Sekil 2. BIBR1532'nin IC,, dozunun CCRF-CEM hicreleri (izerindeki apoptotik etkisi.

Gen Ekspresyon Degisimleri

BIBR1532'nin IC,; dozu uygulanan CCRF-CEM hiicreleri
48 saat sonunda kontrolle kiyaslandiginda, hTERT ekspres-
yonunda kontrole goére belirgin azalis gozlenirken, apop-
totik ve timor baskilayici genlerden olan DAPK1, NR4A3,
CDH13'Uin ekspresyonlarinda artis gézlenmektedir (Sekil 3) .

TARTISMA ve SONUC

ALL, B (%80-85) veya T hiicresinin (%20-25) hematopo-
ietik onctllerinden kaynaklanan habis bir hastaliktir. Bir dizi
genetik bozuklugun birikmesi, olgunlasmanin bozulmasina,
farkhlasma stirecinin durdurulmasina ve anormal ¢ogalma-
ya yol acar. Sonug olarak, kemik iligi ve ekstramediiller bol-
gelerde fizyolojik hematopoez baskilanir ve 16semik hiicre-
ler birikir (10). Cocukluk caginda gelisen ALL, kemoterapiye
karsi oldukca duyarl olmasina ragmen, ¢ocuklarin yaklasik
%25'inde niiks gozlenir (11). Yetiskinlerin ise daha buyik bir
bolimunde tedaviden sonra niiks gozlenir ve hematopoie-
tik kok hicre transplantasyonu dahil ileri tedavi yontemle-
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ri genel sagkalimi sinirli bir oranda artirmaktadir. Buna ek
olarak, kanser ilaglarinin spesifik olmayan etkileri, 6ltimle
sonuglanabilecek ya da ciddi morbiditeye neden olabilecek
toksisiteye yol acabilmektedir (12).

Yuksek riskli hastalarda toksisiteye bagh olarak sinirli
doz kullanimi, mevcut tedavilerin daha fazla yogunlastirila-
mamasina sebep olur ve genel sagkalimin artmasi icin yeni
ilaclara ihtiya¢ duyulmaktadir (13).

Telomer onarim mekanizmasinin harekete gecirilme-
si uzun zamandir kanserin 6nemli bir 6zelligi olarak kabul
edilmektedir (14). Yakin zamanda, telomeraz inhibitorlerinin
ilk klinik denemeleri miyelofibréz ve esansiyel trombositemi
gibi kan kanserlerinde bildirilmistir (15,16). Telomeraz etkin-
liginin farmakolojik inhibitori olan BIBR1532, kanser hiicre-
lerinin cogalmasinin engellenmesinde umut vadetmektedir
(17). Kanser hiicreleri Gizerinde gosterdigi etki yakin gegmis-
te cok sayida preklinik arastirma ile degerlendirilmistir ve bu
inhibitoriin bircok kanser tiiriinde timar hiicre biylimesini
baskilayabilme &zelliginin ¢ok gliclii oldugu gosterilmistir
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Ekspresyon Degisiklikleri
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Sekil 3. BIBR1532'nin IC,, dozunun CCRF-CEM hicrelerinde kontrole gére gen ekspresyon degisiklikleri.

(18-20). Ayrica, BIBR1532'nin kanser kemoterapisinde yar-
dimar bir ilag olarak potansiyel bir uygulama bulabilecegini
gosteren kanitlar da bulunmaktadir (21). Calismamizda te-
lomeraz inhibitori BIBR1532 uygulanan CCRF-CEM hiicrele-
rinde hTERT geninin ekspresyon seviyesi kontrole gore 3.1
kat azalmistir.

CDH13, transmembran bir alani bulunmayan ve gliko-
silfosfatidilinositol bir capa vasitasiyla plazma membraninin
dis ylizeyine baglanan, kaderin ailesinin atipik bir Gyesidir.
Hicrenin davranigini biylik oranda sinyal 6zellikleri tGizerin-
den etkiledigi distntlmektedir. Genellikle akciger, yumur-
talik, servikal ve prostat kanseri gibi cesitli karsinomlarda
distk ekspresyonu goriiliir ve disik ekspresyon seviyesi
kot prognoz ile iligkilendirilmistir. Bunun yani sira, CDH13
timor yoluyla olusan kan damarlarinda fazla oranda ekspre-
se edilir ve timdr neovaskilarizasyonunu tesvik eder. Cogu
kanser hiicre hattinin aksine, endotel hiicrelerinde CDH13
asin ekspresyonu, hiicre cogalmasini ve go¢iind artirnr. C6
glioma hiicrelerinde, hepatoseliiler karsinom hiicrelerinde,

olumsuzlestirilen keratinositlerde ve p53 (- / -) fare embri-
yonik fibroblastlarinda CDH13'lin asin ekspresyonu G,/M faz
gecisini geciktirerek proliferasyonu baskilamaktadir (22-25).
Bu etkinin p21""WAF ifadesine bagh oldugu dustiniilmek-
tedir. Hepatoseliler karsinom hiicrelerinde, CDH13 eks-
presyonu timor nekroz faktori-alfa (TNF-a) kaynakli apop-
toza duyarliigr da arttirir (24). Calismamizda belirledigimiz
BIRB1532 IC,; dozu uygulanan CCRF-CEM hiicrelerinde
CDH13 gen ekspresyonunun ilag uygulanmamis hicrelere
gore 7.95 kat artisinin, apoptotik yolak ile iliskili sekilde etkili
olabilecegini diisinmekteyiz.

DAPKT, serin treonin kinaz ailesinin tyesi bir timor sup-
resordlr. Hiicre 6limi ve otofajinin dlizenlenmesindeki
kritik rolii gosterilmistir. Buna ek olarak, DAPK1, TNFa ve Fas
ligandi gibi cesitli ic ve dis apoptotik uyaricilar tarafindan
uyarilan ¢oklu hticre 6liim suireglerine dahil olabilir veya pro-
apoptotik yolakta rol alabilir. lyi bilinen bir timér stipresér
gen olan DAPK1 ekspresyonu, timaor biylimesini ve metas-
tazi baskilayabilir (26). Steidl ve arkadaslarinin CD34 pozitif
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polistemia vera hastalarini, saglikli kontroller ile kiyaslayarak
gen ekspresyon paternini arastirdiklari calismada, CASP2,
CASP3, DAPK1, ALG2 gibi timor supresor genlerin, hasta-
larda kontrole gore daha dusilik ekspresyon miktarina sa-
hip oldugunu bildirmislerdir (27). Calismamizda, apoptotik
yolagin 6nemli bir mediatori olan DAPK1'in BIBR1532 uy-
gulamasi ile birlikte 7.73 kat artis géstermesi, ilacin hiicre
Oliminl saglarken hangi molekiler yolak lizerinden etki
gosterdiginin belirlenmesinde yol gdsterici olabilir.

NR4A1 ve NR4A3, akut miyeloid 16semide (AML) timor
baskilayici olarak islev gérmektedir. Her iki niikleer resep-
tori de “knockout” edilen farelerde hizla AMLnin gelisimi
g6zlenmistir. NR4A1 ve NR4A3 kaybi, AML hastalarinin ortak
ozelligidir. Son zamanlarda, agresif lenfomalarda NR4A1 ve
NR4A3 genlerinin ekspresyonunda bir azalma tanimlanmis-
tir ve diisik NR4A1 ekspresyonu genel sagkalimin dusiik
olmasi ile iliskilendirilmistir. Bir ksenograft fare modelinin
agresif lenfoma hiicrelerinde NR4A1'in asin ekspresyonu ile
apoptozun indiklendigi ve timor biylmesinin durdugu
belirlenmistir (28). BIBR1532 uyguladigimiz ALL hticrelerin-
de NR4A3 geninin 8.38 kat arttigi goz 6niline alinirsa, ilacin
ALL tedavisinde hiicre boliinmesi sirasinda kromozom sta-
bilitesinin saglanmasina yardimci olarak kemoterapiye dahil
edilebilecegi 6nerilebilir.

Sonug olarak, elde ettigimiz bulgulara gére ALL tedavi-
sinde telomeraz inhibitori BIBR1532 kullanimi, telomeraz
aktivitesini dusurebilecegi gibi apoptotik hicre Slimiini
de uyarabilir. Ayrica bu yolakta gorevli genlerin anlamli eks-
presyon degisikliginin olmasi hastaligin molekiiler patoloji-
sinin aydinlatilmasina ve alternatif tedavi hedefi olabilecek
genlerin belirlenmesine katki saglayabilir.

CIKAR CATISMASI
Yazarlarin ¢ikar ¢catismasi bulunmamaktadir.

MALIi ACIKLAMA

Calisma icin dogrudan veya dolayl mali destek alinma-
di. Calismaiile ilgili herhangi bir firma veya kisi ile ilgili ticari
baglanti yoktur.
YAZAR KATKISI

Verilerin toplanmasi: NPOA, BGB, FD, CG, GS, CBA; Lite-
ratiir taranmasi ve makalenin yazimi: NPOA, CBA
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