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OZET

Akdeniz D. Akut Miyeloid Losemi (AML) ve Kronik Miyeloid Losemi (KML)
Hastalarinda FOXO3A Gen Ifadesinin Arastirilmasi. Istanbul Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitiisii, Temel Onkoloji ABD. Yiiksek Lisans. Istanbul. 2012.

FOXO proteinleri Catal basli (FOX) transkripsiyon faktor ailesinin bir alt
grubudur. FOXO genleri bircok sinyal yolagi ile baglantili olup hiicre dongiisiiniin
durdurulmasi, hiicre 6liimii, DNA tamiri ve stres uyarisi ile iligkili birgok fizyolojik ve
patolojik asamada kritik rollerde gorev alir. Son yillarda yapilan ¢aligmalar, FOXO
inhibisyonunun hematolojik malinitelerde 6nemli rol oynadigini gostermistir.

Kronik miyeloid lésemi (KML), hematopoetik kok hiicrelerin neoplastik
transformasyonu sonucu olusan bir kan hastaligidir. Philadelphia kromozumuna yol
acan dengeli t(9;22)(q34;q11) translokasyonu, KML'nin karakteristik anomalisidir. Bu
translokasyon sonucunda BCR-ABL fiizyon geni olusur. BCR-ABL, Akt sinyalini
aktiflestirerek FOXO'yu baskilar. Bu durum sonucunda KML hiicrelerinin apoptozu
inhibe edilerek cogalmas1 desteklenir.

Akut miyeloid 16semi (AML), hematopoetik kok hiicrelerin klonal malinitesidir.
Akut miyeloid 16semide FOXO3A ve p53; Puma, Bim, Bax ve p27 pro-apoptotik
proteinlerinin seviyelerini diizenleyen temel transkripsiyon faktorleridir.

Yaptigimiz aragtirmada FOXOS3A geninin akut miyeloid 16semi(AML) ve kronik
miyeloid 16semi(KML) gibi hematolojik tiimorlerdeki ifade diizeyinin ve buna bagh
olarak iistlendigi tlimor baskilayici roliin incelenmesi amaglanmaistir.

Calismamizda, AML ve KML'i 101 hasta incelenmis, elde edilen veriler 34
saglikli birey ile karsilastirilarak degerlendirme yapilmistir. Hastalarin kanlarindan elde
ettigimiz ¢cDNA’lar, FOXO3A hedef geni ve ACTB referans genine 6zgii hazirlanan
primer ve problar kullanilarak Ger¢ek-Zamanli PZR yontemiyle ¢ogaltildi ve FOXO3A
gen ifadesi saglikli kontrollerle karsilastirilarak incelendi.

Calisma sonucunda, KML ve AML (p>0,05) hasta gruplar1 arasinda
istatistiksel agidan anlamli bir fark saptanmazken; KML ve Kontrol (p<0,05) ile AML
ve Kontrol (p<0,05) gruplart arasinda istatistik agidan anlamli fark bulundugu
goriilmiistiir. KML’li hastalarda kontrol grubuna gére FOXO3A ifadesinde yaklasik 6
kat artis goriiliirken AML grubunda ise yaklasik 5 kat artis gézlendi.

Anahtar Kelimeler : Akut Miyeloid Lésemi (AML), Kronik Miyeloid Losemi
(KML), Catal bagh transkripsiyon faktorleri, gen ifadesi, FOXO3A

Bu ¢alisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 14286
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ABSTRACT

Akdeniz D. The Investigation Of FOXO3A Gene Expression In Acute Myeloid
Leukemia(AML) And Chronic Myeloid Leukemia(CML).Istaqbul University, Institute
of Health Science, Basic Oncology Department Master Thesis. Istanbul (2012)

Forkhead O transcription factors (FOXO) constitute one of the largest subgroups
of the forkhead family. Forkhead transcription factors of the FOXO subfamily are
emerging as shared components of pathways that regulate a variety of cellular
functions,including cell cycle arrest , cell death, DNA repair and stress stimuli and play
critical roles in variety of related physiological and pathological processes. Recent
studies have revealed that inhibition of FOXO has implications in hematological
malinancies.

Chronic myeloid leukemia (CML) is a blood disease caused by neoplastic
transformation of hematopoietic stem cells. The t(9;22) (g34;q11) balanced reciprocal
translocation that leads to the Philadelphia chromosome, is a characteristic abnormality
of CML. The molecular consequence of this translocation is the generation of the BCR-
ABL fusion gene that activates Akt signalling and also suppresses FOXO’s activity. As
a result, apoptosis of CML cells is inhibited and their proliferation is stimulated.

Acute myeloid leukemia (AML) is the clonal malinancy of the hematopoietic
stem cells. FOXO3A and p53 are basic transcription factors regulating the levels of
Puma, Bim, Bax and p27 pro-apoptotic proteins in acute myeloid leukemia.

In this study, expression of the FOXO3A gene and its role in acute myeloid
leukemia (AML) and chronic myeloid leukemia (CML) have been investigated.

We analyzed 101 patients with AML and CML and 34 healthy individuals. The
cDNAs were obtained from blood of patients or healthy controls were amplified by the
Real-Time PCR using specific primers and probes for the FOXO3A and ACTB genes.
FOXO3A gene expression in the patients were compared with healthy controls.

FOXO3A gene expression revealed no statistically significant difference
(p> 0.05) between the CML and AML patient groups; but we observed a significant
difference between the patients andthe controls (p <0.05) for both  groups.
FOXO3A expression was observed nearly six-fold higher in CML patients and five-fold
higher in AML group than the control group.

Key Words: Acute Myeloid Leukemia. Chronic Myeloid Leukemia, Forkhead
Transcription Factors, Gene expression, FOXO3A

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 14286



1. GIRIS VE AMAC

Losemi miyeloid veya lenfoid progenitor hiicrelerin malin transformasyona
ugramasi ve bu transforme hiicrelerin cogalarak gittikce biiyiiyen bir klon olugturmasi
sonucu gelisen kan ya da kemik iligi kanser ¢esididir. Losemiler olgunlagsma ve
sagkalim ozelliklerine gore akut ve kronik olarak iki gruba ayrilirlar. Akut Miyeloid
Losemi (AML), hematopoetik kok hiicrelerin klonal malinitesi iken Kronik Miyeloid
Losemi (KML), hematopoetik kok hiicrelerin neoplastik transformasyonu sonucu olusan

bir kan hastaligidir [1].

Globocan 2002 verilerine gore 16semiler tiim kanserlerin % 3’1 kadarini
oOlustururlar. Losemiler, erkeklerde %5,9 goriilme siklig1 ve %4,3 6liim orani ile
9.sirada; kadinlarda ise %4,3 goriilme siklig1 ve %3,1 6liim orani ile 10. sirada yer alir
[2].

Losemiler diger bir¢ok kanser tiirii gibi DNA’daki somatik mutasyonlar
sonucunda olusur. Onkogen aktivasyonu ya da tiimdr baskilayici genlerin
inaktivasyonunda etkili bu mutasyonlar hiicre 6liimii, farklilasma ya da bdliinmenin
diizenlenmesinde hasara yol acarak 16semi olusumuna neden olabilirler. Bu mutasyonlar
kendiliginden gerceklesebildigi gibi radyasyona ya da karsinojenik ajanlara maruz

kalinmasi sonucunda da goriilebilir [3-4].

Hiicre farklilasmasinda ve gelismesindeki mekanizmalarda meydana gelen
bozukluklar l6semilerin olugsmasinda rol oynar [5]. En sik goriilen genetik degisiklikler;
kromozomal translokasyonlar, timor baskilayici genlerde olusan mutasyonlar,
farklilasma esnasindaki hiicrelerarasi sinyal bozukluklar1 ve hiicre dongiisiindeki

bozukluklardir [4].

Catal basli(FOX) transkripsiyon faktorleri ailesinin bir alt grubunu kodlayan
FOXO genleri bir¢ok sinyal yolagi ile baglantili olup hiicre dongiistiniin durdurulmast,
hiicre 6liimii, DNA tamiri ve stres uyarist ile iligkili bir¢ok fizyolojik ve patolojik
asamada kritik rollerde gorev alir [6]. FOXO transkripsiyon faktorleri gelisim,
farklilagsma , tiimor gelisimi ve anjiyogenezde etkilidir ve PI3K/Akt yolaginin
dogrudan hedefidir [7-9]. FOXO3A proteini, Akt tarafindan fosforillenmedigi

durumlarda hiicre ¢ekirdegindeki konumunu koruyarak, proapoptotik FasL ve Bim-1



hedef genlerinin aktivasyonunu saglar. FOXO faktorleri, Fas bagimli hiicre 6liim yolag:
ligandi olan FasL ve pro-apoptotik Bcl-2 ailesinin bir liyesi olan Bim'in aktivasyonuyla

apoptoza neden olur [10].

Ph(Philadelphia) kromozumuna yol acan dengeli t(9;22)(q34;ql1)
translokasyonu, KML'nin karakteristik anomalisidir. Bu translokasyon sonucunda BCR-
ABL fiizyon geni olusur. BCR-ABL, Akt sinyalini aktiflestirerek FOXO'yu baskilar. Bu
durum sonucunda KML hiicrelerinin apoptozu inhibe edilerek ¢ogalmasi desteklenir.
FOXO3A, KML l16semi baslangic hiicrelerinin (LICs) dengelenmesinde 6nemli role
sahiptir. TGF-B, 16semi baslangig hiicrelerinde Akt aktivasyonunu diizenleyerek
FOXO3A'nin hiicre i¢indeki konumunu kontrol eder [11]. FOXO proteinlerinin etkinligi
PKB (Akt), SGK, JNK, DYRKI1A, CDK2, ve IkB gibi kinazlarin aktivasyonuyla
diizenlenir [12]. Biiyime faktorleri ve insiilin varliginda PI3K aktivasyonunun
uyarilmasi ile FOXO Akt tarafindan fosforillenir ve 14-3-3 proteinlerine baglanarak
¢ekirdekten sitoplazmaya gegerler. Boylece FOXO’nun hedef genlerin transkripsiyonu

Onlenir ve tiimor gelismesi igin uygun bir ortam olusur [13].

Bu ¢aligmada bir transkripsiyon faktorii olan FOXO3A geninin akut miyeloid
16semi (AML) ve kronik miyeloid 16semi (KML) gibi hematolojik tiimérlerdeki ifade

diizeyinin ve buna bagli olarak Ustlendigi tiimor baskilayici roliin  incelenmesi

amaclanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. LOSEMILER

2.1.1. Tarihgesi

Losemi ilk olarak 1827 tarihinde Dameshek ve Gunz tarafindan tanimlanmustir.
Ates, giigsiizliik, karin sigligi olan bir hastanin otopsisinde dalak ve karacigerinin ¢ok
biiyiik oldugu ve kanmin kivaminin agir1 artmis, adeta lapa gibi oldugu bildirilmistir.
1845 yilinda Benlet tarafindan “tiim kan hiicrelerinde bir takim degisiklikler ve degisik
biiyiikliikte yuvarlak hiicrelere asetik asit eklendiginde ¢ekirdegin, bir biiyiik graniil ve
genellikle de birden fazla graniil i¢erdigi’’seklinde tanimlanan 16semik blastlar, sonraki
yillarda Virchow tarafindan beyaz kiire anlamina gelen “leukemia’’olarak
tanimlanmistir [14-16]. 1900 yilinda Naegelli, lenfoblastlarin lenfoid hiicre dizisine,
miyeloblastlarin ise miyeloid hiicre dizisine ait oldugunu belirtmistir [15]. 1873’te
16semi tedavisinde ilk kez kan transfiizyonu kullanildiktan sonra Rontgen tarafindan X
1sin’nin bulunmasi ile tedavi siirecinde 6nemli yol katedilmistir. Ilerleyen yillarda
16semi patofizyolojisinin incelenmesiyle heterojen oOzellik gosteren bir hastalik
oldugunun anlagilmasi tedavi yontemlerinin gelismesine olanak saglamis ve bu durum

16semi hastalarinin yasam siirelerini uzatmistir [14-17].

Losemiler hemotopoetik hiicrelerin malin transformasyonu sonucu olusan
heterojen bir neoplastik hastaliklar grubudur. Koken aldiklar: hiicre tipine gore lenfoid
ve miyeloid; sagkalim ve olgunlasma 6zelliklerine gore de akut veya kronik olarak iki

ana gruba ayrilirlar [1].

2.2. AKUT LOSEMILER

2.2.1. Tanim

Akut 16semiler miyeloid ya da lenfoid hiicrelerin kan, kemik iligi ve diger
dokularin infiltrasyonu ile karakterize bir hastalik grubudur. Akut lésemiler Akut
Myeloid Losemi (AML) ve Akut Lenfoblastik Losemi (ALL) olmak iizere iki ana sinifa

ayrilir.

Akut Iosemiler tiim kanserlerin yaklasik olarak %3’{inii olusturur ve ABD
verilerine gore 35 yas altinda kanser nedeniyle 6liimlerde ilk sirada yer alir. Erkeklerde

ve beyaz irkta daha fazla goriiliir. ALL, 15 yasin altindaki ¢ocuklarda en sik goriilen



kanser tiirti ve ikinci 6liim sebebidir. AML olgularinin yaklasik yarisi 50 yasin altinda

gortliir [18].

2.2.2. Etyoloji ve Patogenez

Akut I6semili hastalarda ¢ok sayida somatik mutasyon olusur ve bu mutasyonlar
hiicrelere proliferasyon ve yasam avantaji kazandirirlar. AML patogenezinde g¢esitli
cevresel ajanlarm da rol oynadigi bilinmektedir. Iyonlastiric1 radyasyon ve alkilleyici
ajanlar ¢ift sarmalli DNA’da kirilmalara neden olur ve bu yolla genomik delesyonlar,
nokta mutasyonlart ve kromozom translokasyonlar: ger¢eklesir. Benzen igeren
kimyasallarin da genetik hasara yol agarak 16semi gelismesine neden oldugu
diisiiniilmektedir. Kimyasal ajanlara maruz kalmis olan AML hastalarinin bircogunda
RAS mutasyonlar1 saptanmistir [19].

Losemiye neden olan malin degisim mekanizmasi temel olarak bilinmemesine
ragmen hastaligin genlerdeki hasarlar sonucu gelistigi diisiiniilmektedir. Yapilan
sitogenetik ¢caligmalarda akut lsemilerin yaklasik yarisinda translokasyon, inversiyon
ve delesyon gibi sik tekrarlayan kromozom anomalilerinin oldugu gosterilmis ve bu
anomalilerin 16komogenezde etkili rol oynadiklart belirtilmistir. Akut 16semilerde de
diger 16semilerde oldugu gibi onkogen aktivasyonu ve tiimor baskilayici gen

inaktivasyonu gibi cesitli mekanizmalar etkilidir [20-21].

2.2.3. Simflama

Akut 16semiler 1976 yilinda Fransiz, Amerikal ve Ingiliz (French-American-
British, FAB) bir grup hematopatolog tarafindan siniflandirilmis ve ayni siniflama 1985
yilinda tekrar gézden gecirilmistir [5]. FAB siniflamasinda akut 16semiler, morfolojik ve
sitokimyasal boyanma 6zelliklerine gore gruplandirilir ve akut miyeloid 16semi (AML)
ve akut lenfoblastik 16semi (ALL) olmak {izere 2 gruba ayrilir [22-23]. Akut 16semide
sitogenetik ve molekiiler genetik anomalilerin bariz bir hale gelmesi ve bunlarin
prognostik dnem gosterdiklerinin belirlenmesiyle yeni bir siniflandirma ihtiyaci oldugu
gdzlenmis ve 2001 yilinda Diinya Saglik Orgiitii (World Health Organization, WHO)
tarafindan akut 16semiler de dahil olmak tizere hemopoetik ve lenfoid neoplazileri
iceren yeni bir siniflama yapilmistir. WHO siniflamasinda; morfoloji,
immiinfenotipleme, sitogenetik ve molekiiler biyolojik 6zellikler g6z dniine alinmis ve

akut 16semi tanisi i¢in kemik iliginde blastik hiicre sayis1 % 30’dan %20’ye indirilmistir
[22].



2.3. AKUT MIYELOID LOSEMI (AML)

2.3.1. Genel Ozellikler

Akut miyeloid 16semi (AML), hematopoez siirecinde farklilasmanin durmasiyla
karakterize olan bir hematopoetik kok hiicre bozuklugu olup, blast hiicre
populasyonunun ¢ogalmasiyla sonuglanan bir hastaliktir. Hematopoetik hiicrelerdeki bu
malin degisim, bu hiicrelerde fonksiyon kaybina neden olur ve tedavi edilmezse klinik
seyrine bagli olarak haftalar ve aylar i¢inde 6liimle sonuglanir [24].

AMVL’ler icin ilk kez 1976’da olusturulan ve 1985’de revize edilen FAB
siiflamasi kullanilmaktadir [25-26]. 2001 yilinda yapilan WHO siniflamasi prognostik
ve tedaviye yonelik anlami olan translokasyonlarin varligina gére AML’leri ayirir. FAB
simiflamasi’nda kemik iligindeki miyeloblast sayisi %20-30 arasinda olan olgular
miyelodisplastik sendrom (MDS) olarak adlandirilirken, WHO smiflamasinda bu
olgular AML tanis1 almaktadir [27-28].

AML en sik goriilen 16semi tiiriidiir ve 40 yasindan itibaren yasla artar, prevalansi
100 binde 2,4’den, yas ile 100 binde 17,9’a yiikselir, erkeklerde kadinlara gore daha
siktir (3:2). Insidans oranlar1 gelismis iilkeler ve endiistrilesmis sehirlerde daha fazladir
[29].

AML etiyolojisinde, Tablo 2-1’de belirtilen, kromozomal bozukluklar, radyasyon,
cevresel faktorler, kanser ilaglari, hematolojik ve kalitsal hastaliklar gibi faktorler rol
oynar [30-31].

Tablo 2-1: AML gelisiminde rol oynayan faktorler

Radyasyon /Cevresel Fakidirler Kalitsal Hastaliklar
Iyonize radyasyon Konjenital amegakaryositik trombositopeni
Benzen ve tirleri Bloom Sendromu
ilaglar Kostman Sendromu
Alkilleyici ajanlar{Melfalan, karmustin vb.) Down Sendromu
Topoizomeraz Il inhibitorleri{doksorubisin vb.) Nérofibromatozis
Diger ilaglar{fludarabin, prokarbazin vb.) Werner Sendromu
Hematolojik Hastalklar Fanconi Anemisi
Kronik miyeloid l6semi Noonan Sendromu
idiyopatik miyelofibrozis Shwachman Sendromu
Primer trombositemi Turner Sendromu
Polistemia vera Klinefelter Sendromu
Aplastik anemi Kseroderma Pigmentosum




2.3.2. Klinik Ozellikler

AML hastalarinin birgogunda yorgunluk, istahsizlik ve kilo kayb1 mevcuttur.
Bunlarin yaninda AML hastalar1 genellikle sitopeni (anemi, nétropeni ve
trombositopeni) ile iligkili semptom ve bulgularla basvururlar [32]. AML hastalarinda
anemiyle iliskili solukluk ve halsizlik yaygin olarak gézlenir. Ayrica ¢arpinti, gabuk
yorulma ve nefes darlig1 gibi diger anemi ile iliskili semptom ve bulgular da ortaya
cikabilir. Trombositopeniye bagli olarak gelisen petesi, epistaksis, dis eti kanamalari,
konjonktival kanamalar ve deri yaralanmalar1 sonras1 durmayan kanamalar hastaligin
erken bulgularindandir ve tan1 aninda hastalarin yaklasik yarisinda bulunur. AML
hastalarinda, ALL hastalarinin aksine kemik agrilar1 sik degildir. Losemik cilt
infiltrasyonlar1 (miyeloid sarkom) hastaligin seyri boyunca hastalarin %13’linde
meydana gelir [33].

Laboratuar incelemelerinde AML’li hastalarin kan degerleri biiylik farkliliklar
gosterir [34]. Kemik iligi 6rneginde yapilan ¢alismalarda AML tanist konulabilmesi
icin blast oraninin %20 nin lizerinde olmasi gerekir. Bununla birlikte t(15;17), t(8;21),
inv(16) veya t(16;16) translokasyonlarinin varliginda blast sayis1 %20 nin altinda olsa
da AML tanisi konulabilmektedir [35].

AML hastalarinda prognoz ile iligkili en 6nemli parametre sitogenetiktir. Yeni
tan1 almis eriskin AML hastalarinin yaklasik %55’ inde komozom anomalileri tespit
edilir [36-37]. Serum iirik asit diizeyi AML vakalarinin yaklagik yarisinda yiiksektir
[38]. Ayrica serum ve idrarda lizozim diizeyi yiiksek bulunabilir [39].

AML tedavisi 2 gruba ayrilabilir; ilk grup remisyon indiiksiyonu ikinci kisim ise
remisyon sonrasi tedavidir [40]. Retinoik asitlerin tedavide kullanilmasi ile %90
oraninda tam remisyon elde edilmekte ama bu remisyonlar kalic1 olmamaktadir.

Onerilen tedavi retinoik asit ve bunu takiben kemoterapidir [41].

2.3.3. Genetik ve Molekiiler Biyoloji

2.3.3.1. Delesyonlar
AML’de rutin sitogenetik inceleme ile en sik saptanan degisiklikler, 7. ve 5.
kromozomlarin bir pargasinin veya tamaminin kaybidir. 7. ve 5. kromozomlardaki bu

anormallikler kotii prognoz ile iliskilidir [23].



2.3.3.2. Kromozomal Translokasyonlar

AML’de goriilen translokasyonlarin gogu kimerik fiizyon gen tirtinleri
olusmasiyla sonuglanir. AML’de en sik goriilen kromozom bozuklugu inv(16) ve
t(8;21) translokasyonudur. Bu translokasyonlar CBF genini (core baglanma faktorii)
hedef alir. CBF’nin DNA’ya baglanarak islev goren alfa ve DNA’ya baglanmadan
transkripsiyonel aktiviteyi arttiran beta alt birimleri vardir. t(8;21) translokasyonu, 21.
kromozomdaki CBFa alt birimini kodlayan bolge ile, 8. kromozomdaki ETO geninin
fiizyonuna sebep olur. Inv(16) ise 16.kromozomun q kolundaki CBFp alt birimi ile p
kolundaki MYH11 geninin fiizyonuna sebep olur. AML1-ETO ve CBFS-MYH11
translokasyonlart AML’1i olgularin yaklasik olarak sirasiyla, %2-12 ve %1-5 kadarinda
goriiliir ve her ikisi de 1yi prognozla iliskili olarak hastaligin tanis1 ve takibinde belirte¢
olarak kullanilir [42].

AML’de goriilen diger bir translokasyon olan t(15;17), PML ve RARa (a-retinoik
asid reseptoriinii kodlayan gen) genlerini kapsar. PML-RARa flizyon proteini DNA’ya
baglanma ve dimerizasyon yetenegini yitirmemesine ragmen retinoik aside baglanma
yetenegi etkilenmekte ve hedef genlerin transkripsiyonu bozulmaktadir [43]. Ancak yine
CBF’de oldugu gibi, losemi gelisimi i¢in RARo mutasyonlarinin yaninda bagska

mutasyonlarin da gergeklesmesi gerekir [42].

2.3.3.3. Nokta Mutasyonlari

AML’de en sik rastlanan nokta mutasyonlari N- ve K- RAS genlerinin 12, 13 ya
da 61. kodonlarinda olusan RAS gen ailesi mutasyonlaridir. Yapilan ¢alismalarda bu
mutasyonlara %25-44 arasinda degisen oranlarda rastlandigi belirtilmis; ayrica

mutasyon varliginin kotii prognozla iliskili oldugu gosterilmistir [42].

AML olgularmin oldukga yaygin bir bolimiinde FLT3 (FMS benzeri tirozin
kinaz 3) ve c-KIT genlerinde aktive edici mutasyonlarin varligi gosterilmistir. FLT3
mutasyonlarl “de novo” AML’lerin %20-30’unda goriiliir [44]. Olgularin yaklasik %20-
25’inde ITD (I¢ Ardisik Tekrarlar) adi verilen tekrar sayisinda degisiklikler AML
olgularmin yaklasik %5-10’unda da c-KIT geninde proteinin kinaz aktivitesini arttiran

mutasyonlar bildirilmistir.

AMLI1 geni losemilerde siklikla transloke olmakla birlikte, baz1 kalitsal AML
olgularmin %3-5’1ik boélimiinde gende fonksiyon kaybina neden olan mutasyonlar

gosterilmistir. Bunlar daha ¢cok AMLI1 ve trizomi 21 ile birlikte goriilen AML ya da



MDS (miyelodisplastik sendrom) olgularidir. Normal miyeloid hiicre gelisimi igin
gerekli bir faktor olan CEBPo. genindeki mutasyonlarin iyi prognozla iliskisi oldugu
gosterilmistir [45].

2.4. KRONIK LOSEMILER

Kronik 16semiler, akut 16semilere gore daha olgun hiicrelerin proliferasyonu ile
gelisen hastaliklardir. Kronik losemilerde, KML (kronik miyeloid 16semi) ile KLL
(kronik Ienfoblastik 16semi) hastaligin en sik goriilen iki alt tipidir [4].

2.5. KRONIK MIYELOID LOSEMI (KML)

2.5.1. Genel Ozellikler

Kronik Miyeloid Losemi (KML), farklilasmanin tiim agamalarinda miyeloid seri
hiicrelerinin artis1 ile ortaya ¢ikan klonal bir hematopoetik kok hiicre hastaligidir. ilk
olarak 19. ylizy1l’da tanimlanmustir. Sonraki yiizyillarda yapilan aragtirmalar hastaligin
klinik ve morfolojik 6zelliklerine odaklanmistir [46]. KML’nin karakteristik 6zelligi, t
(9;22) (q34;q11) sonucunda olusan Ph(Philadelphia) kromozomudur. Bu
translokasyonun molekiiler temelinde BCR ve ABL genlerinin fiizyonu yatar [47-49].

KML tiim 16semilerin %20’sini olusturur. Y1illik insidans1 1/100.000’dir.
Hastalik erkeklerde kadinlara oranla biraz daha sik olup E/K oran1 yaklagik 1,7/1°dir.
En sik yagamin 5.ve 6. dekatlarinda goriiliir ve eriskin 16semi olgularinin % 15-20 sini

olusturur. Tiirkiye’deki siklig1 bilinmemektedir [50].

Hastalik ile iliskili olarak etyolojik olarak belirtilmis bir ajan yoktur ve vakalarin
birgogu sporadiktir. Iyonizan radyasyonun KML riskini artirabilecegi bildirilmistir.
Nitekim Japonya’da 1945°teki atom bombasi patlamasindan sonra radyasyona maruz
kalanlarda artmig KML insidansi saptanmistir. Diger ¢evresel faktorlerin ise herhangi

bir etkisi gosterilmemistir [51-52].

2.5.2. Klinik Ozellikler

Hastalik kronik faz olarak nitelendirilen ilk faz ile baslar, daha sonra ikinci ve
ticiincii faz olan akselere faz ve blastik krize dogru ilerler. Hastalarin %40-50’si
asemptomatiktir ve hastalik rutin testler sirasinda saptanir [46]. Tedavi uygulanmazsa,
progresyon kaginilmazdir [53-54]. KML’deki primer genetik kusur BCR-ABL gen
fiizyonu olmakla birlikte hastaligin blastik krize dogru ilerlemesi i¢in yeni ek

mutasyonlar ve epigenetik modifikasyonlar gereklidir [55].



Vakalarin %85°1 kronik fazda tan1 alir. Kronik fazda en sik goriilen semptomlar
halsizlik, istahsizlik, kilo kayb1 ve abdominal dolgunluk hissidir. Bas agrisi, kemik
agrisi, artralji, splenik enfarkta bagl agr1 ve ates KML’ nin erken evrelerinde nadir
goriilmesine ragmen hastaligin ilerlemesiyle birlikte gortilme siklig1 artar. Solunum
yetmezligi, koordinasyon bozuklugu ve konfiizyon gibi pulmoner ve serebral perfiizyon
bozuklugu gosteren 1okostatik semptomlar kronik fazda az goriiliir, akselere ve blastik
fazda ise olgunlagsmamis hiicrelerin artmasiyla birlikte goriilme sikliklar artar [51-52,
56-57].

2.5.3. Genetik ve Molekiiler Biyoloji

2.5.3.1. ABL Geni

9934 bolgesinde yer alan ABL geninin ifadesi sonucunda molekiil agirligi 145-
kD olan, 11 ekzona sahip ABL proteini olusur. ABL proteini bir tirozin kinaz olup
sinyal iletimi ve hiicre ¢ogalmasinin diizenlenmesinde énemli role sahiptir. Proteinin ilk
ekzonunda farkli alternatif birlesmeler gergeklesir. ABL proteininin yapisinda bulunan
3 farkli SRC homoloji alan1 (SH1-SH3), proteinin NH2 ucunda yer alir. SH1 alan,
tirozin kinaz fonksiyonuna sahip iken SH2 ve SH3 alanlar1t ABL proteinlerinin diger
proteinlerle etkilesimini saglar [58]. Normal ABL proteini, hiicre dongiisiinii, programli

hiicre 6liimiinii, hiicre biiyiime ve gogalmasini ve hiicrelerin strese yanitin1 konrol eder.

2.5.3.2. BCR Geni

22. kromozom iizerinde yer alan BCR geni, 160-kD agirliginda bir protein iiretir.
BCR proteini’nin NH2 ucundaki ilk ekzon, 14-3-3 protein ailesinin bir iiyesi olan Bap-1
proteini’ni ve BCR proteinini hedefleyen serin treonin kinazi kodlar. BCR proteininin
merkezinde Rho-Guanidin baglanma bolgesi bulunur. Rho-Guanidin faktorleri, NF-xB
gibi transkripsiyon faktorlerini aktif hale getirir. BCR proteini’nin C- ucu GTPaz
aktivitesine sahiptir. BCR proteini, 177. tirozin amino asidi basta olmak iizere birgok
tirozinden fosforlanabilir. Bu durum BCR’nin RAS sinyal yolagi’nin aktivitesini

etkileyen GRB-2 proteinine baglanmasini kolaylastirir [59].

2.5.3.3. BCR-ABL Translokasyonu
Yapilan molekiiler genetik incelemeler sonucunda 9. kromozomun 9q34
bolgesinde yer alan ABL geni’nin 22. kromozoma transloke oldugu gosterilmistir. 22.

kromozomdaki kirilma noktalarinin DNA’nin 5-6 kb’lik bir béliimiinde meydana
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geldigi bulunmus ve buraya kirilma noktasinin kiimelesmis bolgesi(breakpoint cluster
region (BCR)) denilmistir. Dogal c-ABL proteini ¢ekirdek i¢inde bulunur ve kinaz
aktivitesi hiicrenin gereksinimlerine gore diizenlenir. BCR-ABL flizyonu ise hiperaktif
bir sitoplazmik tirozin kinaz olusumu ile sonuglanir. Bu tirozin kinaz farklilasmay1
bloke edemez ancak miyeloid seri hiicrelerinin yasam kabiliyetini ve proliferasyonunu
arttirir [60]. Ph translokasyonu sirasinda ABL geni iizerindeki kirik her zaman ABL
ekzon 2’nin 5’ ucunda 300 kb’lik bir alanda gergeklesirken (a2’den all’e kadar), BCR
geni tizerindeki kirik ¢esitli bolgelerde olusabilir ve farkl biiyiikliikte anormal fiizyon
tirozin kinaz genleri ile sonuglanabilir [61-62]. Sekil 2-1’de ABL ve BCR genleri

icindeki kirik noktalarinin konumu ve kimerik mRNA’larin yapis1 goriilmektedir.

Kirilma noktalarmin analizi ABL geninin saglikl hiicreleri transformasyona
ugratarak kanser hiicresine doniismesini saglarken BCR geninin de hastaligin fenotipini

etkiledigini ortaya koymustur [63].

- .

M-ber u-ber

Sekil 2-1: ABL ve BCR genlerindeki kirik noktalarimin konumu ve alternatif kirilmalar
sonucunda ortaya c¢ikan kimerik mRNA’larin yapisi.

BCR/ABL fiizyon proteini malin degisimi 4 temel mekanizma ile gerceklestirir
[48, 64-65].

1. Hiicrenin Adezyon Ozellikleri: KML 6nciil hiicrelerinin kemik iligi stroma

hiicreleri ve ekstraseliiler matrikse adezyonu azalir. Son ¢alismalar stroma ile dnciil
hiicreler arasindaki etkilesimde dis ortamdan hiicre i¢ine normal sinyal iletimini

baslatma yetenegine sahip B- integrinlerin 6nemli rolii oldugunu gostermistir. KML



11

hiicrelerinin, B1-integrinin normal 6nciil hiicrelerde bulunmayan bir varyantini eksprese

ettikleri belirtilmistir [48].

2. Mitojenik Aktivasyon: BCR-ABL onkoproteini, RAS, JAK/STAT,
P13K/Akt ve NF-kB gibi birgok mitojenik sinyal yolaginin aktivasyonuna sebep olur ve

hiicre ¢ogalmasini, apoptozun baskilanmasini ve ekstraseliiler matriks ile stroma
arasindaki anormal etkilesimi uyarir [49, 66]. Etkilesimlerin bircogu adaptor proteinlerin

BCR-ABL’ye baglanmasi ve tirozin fosforillenmesi araciligiyla saglanir [48].

2.1. RAS Yolagi: BCR-ABL’nin BCR bdlgesinde yer alan Tirozin 177 nin

fosforillenmesi adaptor protein GRB-2’nin baglanmasini saglar. GRB-2’nin Guanin
niikleotid degisim faktorii olan SOS’a baglanmasindan sonra RAS aktif duruma geger
[67]. IL-3 gibi sitokin reseptorlerinin uyarilmasi da RAS’n aktivasyonuna neden olur ve
aktif RAS proteini RAF’a baglanir. Hiicre membraninda toplanan RAF proteini
fosforillenerek aktif hale gecer ve MAPK sinyal yolagini baslatir. BCR-ABL aracili
malin transformasyon i¢in SAPK (stres ile aktiflesen protein kinaz)/JNK sinyal

yolaginin da gerekli oldugu bildirilmistir [48].

2.2. JAK-STAT Yolagr: STAT (sinyal ileticisi ve transkripsiyon aktivatorii)

transkripsiyon faktorleri 16semi olusumunda 6nemli role sahiptir. STAT ailesine ait
transkripsiyon faktorleri (STAT1 ve STATS) hiicre biiylimesi, farklilasma, apoptoz,
inflamasyon ve immiin tepki gibi bir¢ok asamada gorev alirlar. Sitokin ya da biiylime
faktorlerine ligand baglanmasi STAT fosforillenmesi, dimerizasyonu ve ¢ekirdege
translokasyonu gibi bir dizi sinyal olayimi baslatir [68]. BCR-ABL-pozitif hiicre
serilerinde ve primer KML hiicrelerinde STAT transkripsiyon faktorlerinin
fosforillenmesi gozlenmis ve STATS aktivasyonunun malin transformasyon ile iligkili
oldugu goriilmiistiir [69]. BCR-ABL-pozitif KML hiicre soylarinda STATS5’in Bcl-xL
(ekstra biiyiik B-hiicre lenfoma) proteininin transkripsiyonunu uyararak anti-apoptotik
etki gosterdigi bilinmektedir [70].

2.3. PI3K/Akt Yolagi: BCR-ABL-pozitif hiicrelerin proliferasyonu i¢in PI3K

aktivitesi gereklidir. PI3K yolagi sagkalim, proliferasyon, farklilasma, adhezyon,
metabolizma, ve hareketlilik gibi bir¢ok olayda merkezi role sahiptir [71]. PI3K/Akt
yolaginin aktivasyonu gesitli kanserlerde oldukga yaygin olarak goriiliir [72]. PI3K
yolaginin aktivasyonu Akt kaskadini aktiflestirir [73]. Akt Bcl-2 ailesinin proapoptotik
bir tiyesi olan BAD [74-75], kaspaz 9 [76], MDM2 [77], mTOR ve catal bagh
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transkripsiyon faktorleri olan FOXO1, FOXO3A ve FOXO04 gibi gesitli hiicresel

substratlar1 aktiflestirerek hiicre i¢i yerlesimi diizenler [48, 78].

2.4. NF-kB Yolagi: Bir kB inhibitorii olan IkB proteinlerinin fosforillenmesi ve

yikimi NF-kB’nin sitoplazmadan ¢ekirdege gecerek inflamasyon, hiicre dongiisii,
apoptoz ve anjiyogenez gibi bir¢ok hiicresel olayda etkili olan genlerin
transkripsiyonunu saglar [79]. NF-kB’nin anti-apoptotik hedef genleri Bcl-2 aile tiyeleri
olan Bcl-xL, BFL1 ve apoptoz inhibitorleri olan IAP1, IAP2 ve XIAP dir [80].

3. Apoptozun inhibisyonu: insan hiicre hatlarinda BCR/ABL ifadesinin tirozin

Kinaz aktivitesi ve RAS onkogeninin aktiflesmesi ile biiyiime faktorii eksikliginden
kaynaklanan apoptozu engelledigi gosterilmistir [81]. Bunun yanisira BCR/ABL-pozitif
hiicre hatlarinda DNA’da olusan hatalardan kaynaklanan apoptoza karsi bir direng
gelistigi belirtilmistir. BCR/ABL, hiicre i¢i dengeyi hiicrenin biiylimesi yoniine
cevirirken apoptozu da engeller [65]. BCR/ABL nin baslattig1 ve hiicrelerin ¢ogalmasini
tetiklerken apoptozu engelleyen kompleks sinyalleri tam anlami ile birbirinden ayirmak
glictiir. BCR/ ABL fiizyon proteini, mitokondriden sitokrom ¢ salinimini dnleyerek
kaspazlarmn aktivasyonunu engeller, Bcl-2 geni’nin ifadesini RAS veya PI3K yolu ile
kontrol eder. BCR/ABL ile transfekte edilen hiicrelerde BCR/ABL proteininin Fas

reseptorii / Fas ligand sistemi ile apoptozu engelledigi gosterilmistir [82].

4. BCR-ABL Tirozin Kinaz Aktivitesi: BCR-ABL nin tirozin kinaz aktivitesi

Crk-L [83] gibi gesitli hiicresel substratlarin fosforillenmesine katkida bulunur ve bu

yolla hiicresel proliferasyon ve yagami kontrol eden sinyal yolaklarinin aktiflesmesi

saglanir [48, 84].

2.5.4. Prognoz

Akselere ve blastik faza gegiste hastalarin % 60-80°de yeni sitogenetik ve
molekiiler degisiklikler olusur. KML hastalarinda en sik goriilen ikincil degisiklikler
Tablo 2-2°de goriilmektedir [85]. Ikincil degisikliklerin prognoza etkisi konusunda
farkli goriisler vardir. Birgok calismada ikincil degisikliklerin olmamasinin daha iyi
prognoz belirtisi oldugu bildirilmesine ragmen diger ¢aligmalarda ikincil degisiklik olan
ve olmayanlar arasinda prognostik fark saptanmamustir. i(17q) ve 17q kaybiyla
sonuclanan diger degisikliklerin kotii prognoz gostergesi olabilecegi belirtilmistir.

Ayrica blastik fazda trizomi 8 ve + Ph*’u da kotii prognozu goriilebilir [86-88].



13

Tablo 2-2: KML hastalarinda en sik goriilen ikincil degisiklikler

Sitogenetik Degisiklikler Goriilme Sikliklart | Sitogenetik Degisiklikler |Goriilme Sikliklar
+8 (Trizomi 8) % 34 -Y (monozomi Y) % 8
+Ph* (ek Ph* kromozomu) % 30 +21 (Trizomi 21) %7
izokromozom i(17q) % 20 +17 (Trizomi 17) %5
+19 (Trizomi 19) %13 -7(monozomi 7) % 5

2.6. CATAL BASLI TRANSKRIPSIYON FAKTORLERI

2.6.1. FOXO Ailesi

FOXO transkripsiyon faktorleri gatal bagli protein ailesindendir. Bu aile ‘catal
basli’ olarak adlandirilan yiiksek derecede korunmus 100 aminoasitlik DNA baglanma
bolgesi ile transkripsiyonu diizenler. FOXO transkripsiyon faktorleri 2 biiytik halka ya
da kanatlar ile 3 o heliks yapisi igeren DNA baglanma bdlgelerine sahip olmasindan
dolay1 ‘winged helix’ transkripsiyon faktorleri olarak da adlandirilir. FOX ailesi 44
farkli tiyeden ve A’dan S’ye kadar isimlendirilmis 19 alt gruptan olusur. ‘O’ alt
grubunun FOXO1 (FKHR), FOXO2 (FOX06), FOXO3A (FKHRL1) ve FOXO4 (AFX)
olmak iizere 4 tiyesi vardir [89-91]. FOXO ailesinin 3 iiyesi (FOXO1, FOXO3 ve
FOXO4) ilk olarak insan tiimdrlerindeki kromozomal translokasyonlarda bulunmustur.
Bu ilk bulgular FOXO aile iiyelerinin timor gelisiminde kritik rol oynadiklarini
desteklemektedir. FOXO1, FOXO3A ve FOX0O4 mRNA’lar1 tim memeli dokularinda
cesitli oranlarda eksprese olur. FOXO1 mRNA’s1 adipoz dokularda, FOXO2 beyin
gelisiminde, FOXO3A beyinde, FOXO4 ise kalpte yiiksek miktarda eksprese edilir [7].
Sekil 2-2°de catal bash transkripsiyon faktorlerinde yer alan aile {iyelerinin protein

dizilerindeki farkliliklara gore siniflandirilmis filogenetik agaci goriilmektedir.
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FOXK1_ |~ QXK2

FOXH1

FOXJ3
FOXQ1 FOXJ2

FOXJ1 FOXN3
FOXN2

FOXB2
FOXB1 FOXP1
FOXA3 FOXL2 . FOXP2
FOXI3 FOXL1 FOXP3 FOXP4 =
FOXA2 FOXI2] FOXG1
FOXA1 FOXI1

FOXRA1
FOXR2

Sekil 2-2: FOXO ailesi’nin filogenetik siniflandirilmasi.

2.6.2. Memeli Hiicrelerinde FOXO Fonksiyonlari

2.6.2.1. FOXO’nun DNA’ya Baglanmasi

Cekirdekte FOXO proteinleri molekiiliin merkezi kismina yerlesmis 100
aminoasitlik ‘Forkhead box’ bdlgesi yolu ile monomer olarak DNA’ya baglanirlar [92].
FOXO’nun DNA iizerindeki konsensus tanima bolgesi DBE olarak adlandirilan
GTAAA(C/T)A‘dir [93-94]. FOXO faktorleri genellikle transkripsiyonel aktivator
potansiyeli gostermelerine karsin dizi analizleri bu proteinlerin transkripsiyonu
baskilayici rolii olabilecegini de gostermistir. Transkripsiyonun aktiflestirilmesi veya

baskilanmasi promotor bdlgenin niteligine baglidir [95].
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2.6.2.2. Hiicresel Islevleri
FOXO transkripsiyon faktorlerinin hedef genlerin ifadesini diizenleyen farkli
hiicresel islevleri vardir. FOXO hedef genleri ve hiicresel islevleri Sekil 2-3’de

gosterilmistir.

1.Hiicre Dongiisiiniin Durdurulmasi: Boluinmekte olan hiicrelerde FOXO ifadesinin

artmast hiicre dongiisiinii durdurur [96]. G1/S fazinda hiicre dongiisiiniin
durdurulmasinda etkili hedef genler p21 ve p27 iken G2/M fazinda etkili olan genler ise
GADDA45 ve siklin G2’dir [97-98].

2. DNA tamiri ve ROS Detoksifikasyonu: FOXO transkripsiyon faktorleri strese karsi

hiicresel direnci 2 yolla gergeklestirir. Ya ROS (reaktif oksijen tiirevleri) ile olugsmus
hatalarin tamirine ya da ROS detoksifikasyonuna yol agar. FOXO proteinleri GADD45
ve DDBL gibi birgok genin ifadesini arttirarak DNA tamirini saglar [98]. Ayrica
MnSOD ve katalaz gibi serbest radikal enzimlerinin ifadesini arttirarak da ROS

detoksifikasyonuna yardimeci olurlar [99].

3. Hiicre Oliimii: FOXO proteinlerinin ifadesi hiicre liimiinii tetikler. FOXO faktorleri

FasL ve bir pro-apoptotik Bcl-2 aile iiyesi olan Bim-1 transkripsiyonu ile komsu

hiicrelerdeki 6liim yolaklarim tetikleyerek apoptozu baslatirlar [10, 100].

4. Atrofi: Farklilasmis iskelet ve kalp kas hiicrelerinde aktif FOXO3’{in ifadesi atrofiye
yol agar. FOXO’nun neden oldugu atrofi apoptoza yol agmaz; sadece hiicre

biyiikliigiinii azaltir [101-102].

5. Glikoz Metabolizmasi: FOXO transkripsiyon faktorleri glikoz metabolizmasini

kontrol eden genlerin asir1 eksprese edilmesinde 6nemli role sahiptir. FOXO faktorleri
glikoz 6 fosfotaz (G6Pase) ile fosfofenolpiriivat karboksikinaz enzimlerinin asiri

ifadesi ile gliikkogeneze neden olur [103-106].

6. Farkhlasma: Farklilasmis hiicrelerde FOXO faktorleri FOXO’nun izoformuna ya da

hiicre tipine gore farklilasmayi ya baskilar ya da aktiflestirir. FOXO3 hiicre
proliferasyonunda negatif diizenleyci role sahip olan B-hiicre translokasyon geni 1
(BTG1) ile eritroid farklilasmasini saglar [107]. Hiicre dongii inhibitorii p21 diger
hiicresel olaylarda farklilagsmay1 saglarken adipoz dokularda FOXO’nun farklilasmay1

onlemesine aracilik eder [108].
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catalase
DetOkSIﬁkaSyonu
@ GADD45 DDB 1
DNA Tamiri

G1 Durmasi G2 Gecikmesi

Sekil 2-3: FOXO hedef genleri ve hiicresel roller.

FOXO transkripsiyon faktorleri, boliinen hiicreler (mavi) ve postmitotik hiicreler (yesil)’de hedef genlerin
transkripsiyonuna yol agar. BTG-1 (B hiicre translokasyon geni-1); p21 (siklin bagiml kinaz inhibitorii 1A); p27
(siklin bagiml kinaz inhibitérii 1B); MnSOD (manganaz siiperoksit dizmutaz); G6Pase (glikoz-6-fosfataz); PEPCK
(fosfofenolpiriivat karboksikinaz); FasL (Fas ligand1); GADDA45 (biiylime durdurucu ve DNA hasar indiikleyici
protein 45); DDBL1 (hasara 6zgiit DNA baglanma proteini 1); DBE (DAF-16 aile iiyeleri baglayici element)

2.6.3. Insiilin ve Biiyiime Hormonlarma Karsi FOXO Transkripsiyon
Faktorleri’nin Diizenlenmesi

Biiyiime faktorlerinin yoklugunda FOXO proteinleri ¢ekirdege yerlesir ve hedef
genleri uyararak hiicre dongiisiiniin durmasini, stres direncini ya da apoptozu tetikler.
Biiyiime faktorleri varsa PI3K/Akt yolaginin aktivasyonu ile FOXO fosforillenir.
Fosforillenmis FOXO faktorleri saperon molekiil gérevi goren 14-3-3 proteinlerine
baglanarak sitoplazmada kalir ve boylece FOXO’ya bagl transkripsiyon engellenir.
Insiilin ve biiyiime faktdrleri sinyalleri varliginda FOXO3A; Akt, IKK ve ERK
onkokinazlar tarafindan farkli bolgelerde fosforile olur. FOXO3A’nin fosforillenmesi
cekirdekten sitoplazmaya taginmasina ve proteosomal yikimi ile sonuglanir. FOXO’nun
CRM1’e baglanmasi da g¢ekirdekten sitoplazmaya ge¢mesini saglayarak transkripsiyonu
inhibe edebilir [109]. FOXO transkripsiyon faktorlerinin insiilin ve biiyime faktorleri

tarafindan diizenlenme mekanizmalar1 Sekil 2-4’de goriilmektedir.
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Buyiime
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GADD4S
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Yok

Sekil 2-4: FOXO transkripsiyon faktorlerinin diizenlenmesi.

2.6.4. FOXO Proteinlerinin 14-3-3 Proteini ile Diizenlenmesi

14-3-3 proteinleri hiicrede bircok sinyal yolagini diizenleyen protein
ailesindendir. 14-3-3 proteinleri, hedef FOXO proteini’nin enzimatik aktivitesini,
stabilitesini, hiicresel yerlesimini ve diger proteinlerle etkilesimi gibi bircok

fonksiyonlar diizenler [110-111].

2.6.5. FOXO Yerlesiminin Diizenlenmesi
Akt aktivasyonu, FOXO3’iin sitoplazmada kalmasina yol agarken; inhibe

edilmesi ise ¢ekirdek icinde kalmasina neden olur. Akt fosforillenme bolgesi
bulunmayan FOXO3 mutantlar1 ¢ekirdek iginde kalirlar. Ayrica PP2A inhibitorleri, Akt
inhibisyonuna yol agarak T32 ve S253 bolgelerinde FOXO3’iin fosforillenmesini
engeller ve FOXO3’iin ¢ekirdege tekrar tasinmasina ve transkripsiyonun aktivasyonuna

neden olur [112-113] (Sekil 2-5).

FOXO transkripsiyon faktorleri hiicre i¢i konumlarindaki geri doniisimlii
degisimlerle diizenlenir. FOXO proteinlerinin yikimi ise geri doniisiimsiiz bir olaydir.
Bu durum, bu diizenlenme mekanizmasinin tiimor olusumu siirecinde en kritik

asamalardan biri olduguna isaret eder [8, 114].
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Uyariimes Hiicreler

JNK/IF/SDK

Akt FoxO3

Sekil 2-5: Akt ve 14-3-3 proteinleri tarafindan FOXO proteinleri’nin diizenlenmesi.

2.6.6. Stres ile Aktiflesen Kinazlar ve Diger Fosforillenme Olaylar:
FOXO proteinleri Akt fosforillenme bolgeleri disinda baska bir¢ok bolgede de
fosforillenebilir. Akt, FOXO3 aile liyelerini 3 anahtar noktada fosforile eder. Bunlar
T32, S253 ve S315°tir [115]. Oksidatif stres oldugu durumlarda FOXO3, MST1 ile S207
noktasinda fosforillenir. Bu fosforillenme FOXO3’tin 14-3-3 ile baglanmasini
engelleyerek FOXO aktivitesini ve ¢ekirdek yerlesimini arttirir [116]. Ayrica FOXO3
ERK-1/2 tarafindan S295/345/426 noktalarinda fosforile edilir [117-118]. Besin
eksikligine karsi AMPK ile S413/588/626 noktalarinda fosforile edilir ve bu
fosforillenme hiicre igindeki yerlesimini veya DNA baglanmasini etkilemeden
FOXO’nun hedef genlerinin transkripsiyonel aktivitesini pozitif yonde etkiler. Bir diger
FOXO3 fosforillenme mekanizmasi ise IKKf tarafindan S644 noktasinda gerceklesir.
Bu fosforillenme FOXO3’lin ¢ekirdekten ¢ikmasini ve yikimii saglayarak FOXO3
fonksiyonunu inhibe eder [8]. Sekil 2-6, FOXO3 fosforillenme noktalarini
gostermektedir.
AN s
5413 5626

T3z
= T I 1
FoxO3 1- 148 - 257 -G73

Sekil 2-6: FOXO3 fosforillenme noktalari.
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2.6.7. FOXO’nun Asetillenme ile Diizenlenmesi

Asetillenmenin - FOXO aktivitesi {izerindeki etkileri hakkinda birtakim
uyusmazliklar vardir. Bazi sonuglar asetillenmenin FOXO aktivitesini arttirdigini
bazilar1 ise azalttigin1 gostermektedir. FOXO asetillenmesi tek basina inhibe edici etki
gosterirken, CBP/P300’tin FOXO promotor bdlgesine baglanmas1 ile histon
asetillenmesine yol agarak transkripsiyonun baslamasi i¢in pozitif sinyaller olusturabilir.
Ayrica FOXO asetillenmesi, Akt tarafindan S256 noktasinda FOXO fosforillenmesini
arttirarak DNA’ya baglanmasini1 engeller ve negatif diizenleyici etki gosterir [119].
FOXO deasetillenmesi, FOXO fonksiyonu iizerinde hem negatif, hem de pozitif etkiler
gosterebilir. Bu durum hiicre dongiisiiniin kontrolii ve senesans ile iliskili FOXO hedef
genlerinin asirt eksprese olmasina yol acarken pro-apoptotik genlerin ifadesinin

azalmasina da neden olur [120].

2.6.8. FOXO’nun Metillenme ve Ubikitinlenme ile Diizenlenmesi

Akt/14-3-3/FOXO diizenleyici mekanizma ile ¢akistigi goriilen ¢evirim sonrasi
modifikasyonlardan biri arginin metillenmesidir. Arg248 ve Arg250 noktalarindaki
FOXO1 metillenmesi, Akt tarafindan S253 konumundaki fosforillenmeyi engeller.
Ayrica bir arginin metiltransferaz olan PRMT1 de, FOXO1 metillenmesine yol acar.
PRMT1 yoklugunda FOXOL1 etkinligi azalir ve protein cekirdekten sitoplazmaya
gecerek yikilir [121].

FOXO protein seviyeleri ubikitin bagimli protein yikimi ile diizenlenir [122].
Sinyallerin bazilar1 FOXO ubikitinlenmesine ve yikimina neden olur. SKP2, Akt
tarafindan fosforillenmis FOXO1’e baglanirken; Mdm2, ERK ile fosforillenen
FOXO’ya baglanarak FOXO’nun ubikitinlenmesine neden olur [117-118, 123]. Boylece
FOXO ¢ekirdege gecerek hedef genlerin transkripsiyonel aktivitesini arttirir [124].

FOXO transkripsiyon faktorlerinin yikimi ubikitin-proteazom yolagi ile
gerceklesir [114]. IKKf, FOXO3’iin Ser644 noktasinda fosforillenmesine neden olur.
Bu fosforillenme ubikitin baglanmas1 ve FOXO3’iin yikimiyla sonuglanir. IKKf3
kaynakli timdr olugsumu, FOXO3’iin asir1 eksprese olmasi ile baskilanabildigi i¢in
FOXO protein yikiminin IKK ile diizenlenmesi timdr olusumunda 6nemli rol

oynayabilir [8].
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2.6.9. Kanser Gelisiminde FOXO

FOXO protein yikimi hiicrede degisikliklere yol agarak karsinogenezin ilk
basamagini olusturur [125]. FOXO’nun ubikitinlenmesi ve yikimi igin Akt aktivasyonu
ve FOXO’nun sitoplazmaya gecmesi gerekir [8]. FOXO’nun fosforillenmesi
sitoplazmadan ¢ekirdege gegmesine ve hedef genlerin transkripsiyonuna yol agtigi gibi
FOXO’nun Sirtl tarafindan deasetillenmesi de aktiflesmesine neden olarak hiicre

dongiistiniin durdurulmasini ve apoptozu tetikler [126]. FOXO’nun tiimér gelisimindeki

rolii Sekil 2-7°de 6zetlenmistir.

A B
Akt/SGK

FoxO Aktivasyonu

FoxO Inaktivasyonu

l Transkripsiyon

Hiicre Proliferasyonu

l Hiicre Dongiisiiniin

iicre Transformasyonu Durmasi

l' Tiimor Olusumu

Sekil 2-7: Kanser gelisiminde FOXO fonksiyonu.

(A)Akt ya da SGK tarafindan FOXO fosforillenmesi. (B) JNK tarafindan FOXO fosforillen mesi
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GEREC

3.1.1. Materyal

Tez calismamizda, 2009-2010 yillar1 arasinda  Istanbul Universitesi Tip
Fakiiltesi, Onkoloji Enstitlisii, Temel Onkoloji Anabilim Dali’na basvuran Akut
Miyeloid Losemi’li (AML) 50 ve Kronik Miyeloid Losemi’li (KML) 51 hastanin kan
ornekleri kullanilmistir. Kontrol grubu olarak yas ve cinsiyet bakimindan hastalara
uygun olarak secilmis 34 saglikli bireyin periferik kanlar1 kullanildi. Hasta ve kontrol

gruplariin 6zellikleri Tablo 3-1’de goriilmektedir.

Tablo 3-1: Hasta ve Kontrol gruplarimin ézellikleri

Cinsiyet
n (%) n (%) n (%) Ort. (SD) Ort. (SD) Ort. (SD)

Kadin |30 (%58,8) |26 (%52) |21 (%61,2) |51 (£13,9) |49 (+13,9) |51 (£16)

Erkek |21 (%41,2) |24 (%48) |13 (%38,3) |44 (£17,8) |43 @&11,1) |51 (£12,2)

Calisma, 07.01.2011 tarihli ve 01 sayili Etik Kurul toplantisinda etik yonden
uygun goriilmiis ve Istanbul Universitesi Onkoloji Enstitiisii Temel Onkoloji Anabilim

Dali’nda gerceklestirilmistir.
3.1.2. Kimyasal Maddeler ve Malzemeler
Biocoll Separating Solution (Ficoll) [BIOCHROM]

Etilen-diamin-tetraasetikasit (EDTA), p-Merkaptoetanol, Tris (hidroksimetil
aminometan), Borik Asit [MERCK]

Etidyum Bromid (EtBr), Bromfenol Mavisi (BFB) [SIGMA]
Tripure Izolasyon Ajani (Trizol) [ROCHE]
Revertaid First Strand cDNA Sentez Kiti [FERMENTAS]

Primer 100 nmol [IDT]

KML AML KONTROL | KML Yas Ort. | AML Yas Ort. | KONTROL Yas Ort.
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Lightcycler UPL Prob Gergek-Zamanli PZR Probu [ROCHE]
Lightcycler 480 Probes Master, Master Mix [ROCHE]

Lightcycler 480 Multiwell Plate [ROCHE]

3.1.3. Kullanilan Cihazlar
Gergek-Zamanli PZR Light Cycler 480 [ROCHE]

Thermal Cycler TC 412 [TECHNE]

Santrifiijler [HERAUS, HETTICH, JUAN]

Mikropipetler [EPPENDORF]

Yatay elektroforez tanklar1 ve jel dokme sistemleri [BRL]
Distile Su Uretim Cihazi [MILLIPORE]

Vortex [SNIJDERS]

Spektrofotometre NanoDrop 2000 [THERMO SCIENTIFIC]

3.1.4. Kullamlan Tampon ve Cozeltiler
10X PBS Tampon Cozeltisi

1 litre i¢in;
e 80 gr Nacl
e 2grKCL
e 11,5gr NazHPO4
o 2gr KH2PO4

10X BFB Yiikleme Tamponu

2ml i¢in ;
e 9%1SDS
e 5mg Bromfenol Mavisi
e 2ml Gliserol

10X TEB (Tris-EDTA-Borik Asit) Tampon Cozeltisi

1 litre igin;
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e 0.88 M Borik Asit
e 5M Tris
e 0.02EDTA (pH :8.00)

Etidyum Bromiir: 10mg/ml

3.2. Yontem

Oncelikle hastalarin periferik kan orneklerinden lenfositler ve elde edilen
lenfositlerden toplam RNA izole edildi. Bu RNA orneklerinden Ters Transkriptaz
yontemiyle cDNA sentezlendi, arastiracagimiz genlere 06zgli hazirlanan primer ve
problar kullanilarak es zamanli referans bir gen ile birlikte Gergek-Zamanli PZR
yontemiyle ¢ogaltildi ve ilgili genin ifadesi incelendi. Sonuglar saglikli birey grubuyla

karsilastirildi ve ifade diizeyleri kiyaslandi.

3.2.1. Tam Kandan Lenfosit izolasyonu
» EDTA’DL tiipe alinan yaklagik 10 ml kan 1/1 oraninda %0.9’luk NaCl ile dilue

edilir.
» 2 ml Ficoll {izerine yavas bir sekilde eklenir.
» 1970 RPM’de 30 dk. Santrifiij yapilir.

» Santrifiij sonunda orta pellette eritrosit ve diger hiicreler, slipernatantta ise serum
kism1 kalacaktir. Ikisinin arasinda kalan beyaz kisimdan lenfositler pasteur pipet

ile toplanarak temiz tiipe alinir.

1970 RPM’de 10 dk. Santrifiij yapilir.

Stipernatant dokiilerek pellet tizerine 4 ml PBS eklenerek pipetlenir.
Cryo tiiplere 1’er ml dagitilir.

1970 RPM’de 5 dk. Santrifiij yapilir.

Stipernatant dokiiliir.

vV VvV VYV VY V VY

Elde edilen hiicreler -80 °C’de saklanr.
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3.2.2. Lenfosit’ten RNA izolasyonu

cDNA sentezinin basarisi i¢in yiiksek kalitede RNA kullanilmas1 gerekmektedir.
RNA’nin riboniikleazlar tarafindan parcalanmasi ve genomik DNA ile kontaminasyonu
mutlaka onlenmelidir. RNA’nin saf bir sekilde ve pargalanmadan izolasyonunda bir¢ok
yontem olmasina karsin guanidium tiosiyanat-fenol kloroform (Trizol) yontemi bir¢cok
arastirmact tarafindan Onerilmektedir. Calismamizda trizol kullanilarak RNA

izolasyonu yapilmistir.

Yontemin prensibi, RNA’nin su molekiilleri ve guanidium tiosiyanat ile
kompleks olusturulmasinin  kolaylagtirilmas;; DNA ve proteinlerin  hidrofilik
etkilesimlerinin bozularak, DNA ve proteinlerin sulu fazdan uzaklastirilmasina dayanir.
Bu yontemle toplam RNA elde edilir. Cok iyi kalitede RNA elde edildiginde bu
RNA’nin jelde vyiiriitiilmesi ile 28S ve 18S rRNA’lar da gozlenebilmektedir. Izole
edilmis lenfositlerin iizerine 1 ml Tripure Isolation Agent (Trizol) eklenir ve ¢oziilene

kadar pipetaj yapilir. Oda 1s1sinda 5 dk. inkiibe edilir.

> Ornekler 2 ml’lik polipropilen santrifiij tiiplerine almir ve iizerlerine 0.2 ml
kloroform eklenir, pipetaj yapilir, kuvvetlice ¢alkalanir, oda 1sisinda 2-15 dakika

inkiibe edilir.

> +4°C’de 12,000 g’de 15 dakika santrifiij yapilir ve soliisyon 3 faza ayrilir. En
istteki sulu faz RNA izole etmekte, arafaz ve alttaki organik faz ise DNA ve

protein izole etmekte kullanilir.

> Ustteki sulu faz yeni bir 2 ml’lik polipropilen santrifiij tiipiine alimr, 0,5 ml
1zopropanol eklenir, kapag1 kapatilir ve tiip bas asag1 birka¢ kez cevrilir, oda

1s1sinda 5-10 dakika inkiibe edilir.
> +4°C’de 12,000 g’de 10 dakika santrifiij yapilir ve s1v1 faz uzaklastirilir.

» Her bir santrifiij tiipiine 1 ml %75’lik etanol eklenir, 3 saniye vortekslenir. +4

°C’de 7,500 g’de 5 dakika santrifiij yapilir ve s1v1 faz uzaklastirlir.

» Alkoli RNA’dan uzaklagtirmak ig¢in 5-10 dakika oda 1sisinda kurumaya
birakilir.

> Pellet 0,25 ml RNaz-free su ile ¢oziiliir ve 55-60 °C’de 10-15 dakika inkiibe
edilir. Izole edilmis RNA -80 °C’de 1 y1l siire ile depolanabilir.
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3.2.3. Agaroz Jelde RNA’larin Kontrolii

3.2.3.1. Agaroz Jelin Hazirlanmasi
Calismamizda, RNA ornekleri i¢in uygun konsantrasyon olarak % 1.5’luk

agaroz jel kullanildi.
» 100ml %1.5 agaroz jel igin 1,5 gr agaroz tartilir.
» 100ml 0.5X TEB ile karistirilarak kaynatilir.

» Homojen hale gelen karisima 5 pl EtBr(Etidyum bromiir) eklenerek jel kiivetine

dokiiliir ve kuyulari olusturacak tarak tizerine takilir.

» Jel dondugunda kullanima hazirdir.

3.2.3.2. Agaroz Jelde Ornekleri Yiiriitme Islemi
Elde edilen RNA’lardan 6-7 pl 6rnek 0.5 ul BFB (brom fenol mavisi) ile

karistirilir ve jel lizerinde bulunan kuyucuklara yiiklenir. 150 volt akimda 3 cm kadar

yiirtitiiliir ve UV altinda goriintiilenir.

3.2.4. RNA’nin Spektrofotometre ile Olciilmesi
Elde edilen RNA’larin spektrofotometre ile Olgiimleri yapilir ve RNA
konsantrasyonu yaklasik 120 ng/ul olacak sekilde ayarlanir.

3.2.5. RNA’dan cDNA Sentezi
Gergek-Zamanli PZR i¢in ¢cDNA kalib1 Ters Transkriptaz enzimi kullanilarak
RNA’dan sentezlenir.

Tablo 3-2: Termal dongii reaksiyon kosullar:

Dongii Sicaklik (C°) Siire
1 80 3 dk.
1 37 90 dk.

1 94 2 dk.
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0,5 ul’lik PZR tiiplerine 5 pl RNA, 1 pl Random Hexamer ve 6 pl dH20
eklenerek pipetlenir ve termal dongii cihazinda ilk ¢evrimin bitiminde buza alinarak
program dondurulur. Uzerine 4 pl 5X Reaksiyon tamponu, 1 pl RiboLock RNAse
inhibitér (20 U/ul), 2 pl 10Mm dNTP mix ve 1 ul RevertAid M-MuLV Ters
Transcriptase (200 U/ul) eklenerek tekrar termal dongii cihazina konur ve program
devam ettirilir. Elde edilen cDNA’lar -80 °C’de 1 yil siire ile saklanabilir.

3.2.6. Gercek-Zamanh PZR
Gergek-Zamanli PZR’da olusan {iriin miktar1 reaksiyon boyunca olusan iiriin
miktariyla orantili olarak artan floresan boya ve problarin verdigi sinyalin izlenmesiyle

degerlendirilir.

Calismamizda, cDNA’nin kontrolii amaciyla referans gen olarak ACTB
kullanildi. Sonuglar1 hem referans, hem de hedef genlerin birlikte ¢ogaltildig:

multipleks PZR deneylerinde elde edilen nicel 6lgimlere gore degerlendirildi.

Kullandigimiz primer dizileri:

FOXO3A geni

Forward: 5’-cttcaaggataagggcgaca-3’ 20 bp GC igerigi %50
Reverse: 5’-cgactatgcagtgacaggttg-3’ 21 bp GC igerigi %52.3
ACTB geni

Forward: 5’-accgagcgcggctacag-3’ 17 bp

Reverse: 5’-cttaatgtcacgcacgatttcc-3’ 22 bp

Gergek-Zamanli PZR Karisimi

» Master Mix = 10 ul
UPL Prob - 0,4 ul
Aktin Prob = 0,4 pl

F Primer = 0,5 pul

Y V V V

R Primer = 0,5 ul
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» Aktin Primer = 0,5 pl
» cDNA > 3l
» dH0 2 4,7 ul

Toplam Reaksiyon Hacmi =» 20 pul

Tablo 3-3: Ger¢ek-zamanh PZR kosullar:

Dongii Sicaklik (C°) Siire
1 95 10 dk.
95 10 sn.
45 60 30 sn.

72 1 sn.

1 40 10sn

3.2.7. istatistiksel Degerlendirme

3.2.7.1. 2°24Ct Testi

Her 6rnegin ACt degeri asagidaki formiille belirlendi :
ACt = Ct (hedef gen) — Cr (referans gen)

Orneklerin ACt degerleri hesaplandiktan sonra AACt farklar1 asagidaki sekilde

bulundu :
AACT = ACr (hasta) - ACr (saglikli)

Sonuglar Comperative Ct yontemi ile hesaplandi. Bu yontemde dnce hasta ve
kontrol grubu 6rneklerinin ortalama Cr degerleri hem ACTB hem de FOXO3A i¢in ayri
ayrt hesaplandi. Daha sonra FOXO3A ortalama degerinden ACTB ortalama degeri
cikartilarak hasta ve kontrol gruplarinin ayri ayrt ACt (Delta Ct) degerleri ve bunlara ait

standart sapma degerleri hesaplandi. Daha sonra kontrol grubu ACt degeri hasta grubu
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28ACL formiiliine

ACt degerinden cikarilarak AACt degeri bulundu. Bu deger
uygulanarak hasta grubuna ait FOXO3A ifadesinin kontrol grubuna gore kag¢ kez artmig

ya da azalmis oldugu ACTB gen ifadesi referans olarak kullanilarak belirlendi.

3.2.7.2. Tek Yonlii Varyans Analizi (ANOVA)

Karsilagtirmast yapilacak gruplar arasindaki farkin belirlenmesinde ve grup
sayisinin ikiden fazla olmasi durumunda kullanilan istatistik yontemlerden biri varyans
analizidir (ANOVA,; Analysis of Variance). Ancak, varyans analizinin yapilabilmesi
icin homojenlik, normallik ve toplanabilirlik gibi bir takim varsayimlar gerekmektedir.
Varyans analizi ile gruplar arasindaki farkin anlamlilig1 incelenir. Yapilan ¢alismada,
verilerin ¢ozlimlenmesinde ANOVA testi kullanilmistir. Parametrik bir test istatistigi
olan ANOVA, genel anlamda bir farkin mevcut olup olmadigini tespit etmeye
calisgirken, farkliligin hangi grup ya da gruplardan kaynaklandigini arastirmaz.
Gruplararasi farklarin gozlendigi durumda, farkliligin hangi gruptan kaynakli oldugunu
tespit eden istatistik post-hoc olarak bilinmektedir. Gruplar igerisinde farklilik yaratan
grup ya da gruplar tespit etmek iizere bircok post-hoc istatistigi bulunmakla birlikte,
bunlarin dogru bir sekilde se¢imi bazi varsayimlar gerektirmektedir. Post-hoc’lara ait
istatistik tlirlerinin se¢iminde, 6nemli unsurlardan olan gruplararasi varyansin esit olup-
olmama o0zelligi 6nem tasgimaktadir. Caligma, gruplar arasinda ortaya c¢ikan farkin
kaynagini aragtirmak amaciyla yaygin olarak kullanilan Tukey HSD, Bonferroni,
Tamhane ve Dunnett-t testleri ile siirlandirilmis, karsilastirmalar bu testler arasinda

yapilmistir.
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4. BULGULAR

Tez calismamizda, 2009-2010 yillar1 arasinda  Istanbul Universitesi Tip
Fakiiltesi, Onkoloji Enstitlisii, Temel Onkoloji Anabilim Dali’na basvuran Akut
Miyeloid Losemi (AML) 50 ve Kronik Miyeloid Lésemi (KML)’li 51 hastanin kan
ornekleri kullanildi. Kontrol grubu olarak yas ve cinsiyet bakimindan hastalara uygun

olarak segilmis 34 saglikli bireyin periferik kanlar1 kullanildi.

Hastalarin periferik kan ve kemik iligi Orneklerinden RNA elde edildi.
Calismamizda kullanilan RNA Ornekleri 6nce %1,5 agaroz jel elektroforezi ile
degerlendirildi ve spektrofotometrik dl¢timlere gore RNA konsantrasyonu yaklasik 120
ng/ul olacak sekilde ayarlandi.

Calismada, akut ve kronik miyeloid l6semilerde, ¢atal bagl transkripsiyon faktor
ailesinde yer alan FOXO3A geninin ifade diizeyi Gerg¢ek-Zamanli PZR yontemiyle
incelendi. Bunun igin her hastaya ait RNA oOrneklerinden hazirlanan ¢DNA’lar,
incelenmek istenen hedef genlere uygun primerler yardimiyla Gergek-Zamanli PZR
sisteminde cogaltildi. Calismamizda gen ifadesi analizi i¢in gereken normalizasyon
islemi ve cDNA’nin kontrolii amaciyla referans gen olarak ACTB geni kullanildi. Light
cycler 480 cihazinda deneyler sonucunda elde edilen ifade egrilerinin bir 6rnegi Sekil 4-

1 ve 4-2°de goriilmektedir.

S 140/ > dH0

Sekil 4-1: Hastalarda FOXO3A geni’ne ait gercek-zamanh PZR egrileri.

580)
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Sekil 4-2: Saghkh kontrollerde FOXO3A geni’ne ait gercek-zamanh PZR egrileri.
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4.1. Gen ifadelerinin Degerlendirilmesi

Her 6rnek i¢in arastirilan genin ve referans genin ¢ogalmasini belirleyen Ct
degerleri bulundu. Ct degerleri elde edilen her 6rnek icin hedef gen ile referans gen
arasindaki farklar hesaplanarak ACt degerleri bulundu. Daha sonra saglikli grupta her
gene ait ortalama ACt degerleri hesaplandi. Her 6rnek i¢in elde edilen ACt degerinden
saglikli gruba ait ortalama ACt degerinin ¢ikartilmasiyla ilgili 6rnege ait AACt degeri
bulundu. Daha sonra 2"24¢; formiilii yardimiyla ifade diizeyleri hesaplandi. ACt, AACT

ve ifade diizeylerine iliskin degerler Tablo 4-2 ve Tablo 4-3’de verilmektedir.

Tablo 4-1: Hasta grubunda arastirllan FOXO3A geni’ne ait Ct, ACt, AACt, 222

degerleri
Hasta no | FOXO3A Hedef C; | FOXO3A Referans Cr | ACr AACy 288¢, Hastalk
1 28,99 18,67 10,32 -2,14 4,41 KML
2 32,08 18,84 13,24 0,78 0,59 KML
3 29,75 17,09 12,66 0,2 0,88 KML
4 29,94 22,74 7,2 -5,26 38,32 KML
5 34,48 22,04 12,45 -0,03 1,02 KML
6 33,07 21,15 11,93 -0,55 1,46 KML
7 35,05 22,52 12,54 0,07 0,96 KML
8 31,51 20,85 10,67 -1,8 3,49 KML
9 32,81 26,23 6,58 -5,88 58,9 KML
10 32,99 21,91 11,09 -1,38 2,61 KML
11 32,28 20,66 11,63 -0,85 1,8 KML
12 32,61 23,59 9,03 -3,43 10,78 KML
13 28,52 17,3 11,22 -1,24 2,37 KML
14 28,57 20,09 8,49 -3,98 15,78 KML
15 27,08 16,98 10,1 2,37 5,17 KML
16 29,52 18,78 10,74 -1,72 3,3 KML
17 26,92 15,94 10,99 -1,48 2,79 KML
18 26,05 16,61 9,45 -3,02 8,12 KML
19 30,64 21,91 8,74 -3,72 13,18 KML
20 27,19 17,3 9,9 -2,57 5,94 KML
21 29,41 18,78 10,63 -1,84 3,59 KML
22 27,9 17,91 10 -2,46 5,51 KML
23 31,47 19,92 11,56 -0,91 1,88 KML
24 27,51 18,94 8,58 -3,88 14,73 KML
25 33,35 25,72 7,64 -4,83 28,45 KML
26 31,26 22,99 8,28 -4,19 18,26 KML
27 23,59 16,49 7,1 -5,36 41,07 KML
28 24,29 17,17 7,12 -5,35 40,79 |KML
29 26,67 16,89 9,78 -2,68 6,41 KML
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30 19,86 16,84 3,03 -9,44 694,59 | KML
31 29,34 18,29 11,06 |-1,4 2,64 KML
32 26,5 18,94 7,57 -4,89 29,66 | KML
33 22,39 17,67 4,72 -7,74 213,79 | KML
34 27,25 17,92 9,34 -3,13 8,76 KML
35 27,96 14,3 13,66  |1,19 0,44 KML
36 30,89 18,29 12,6 0,14 0,91 KML
37 31,64 23,05 8,6 -3,87 14,63  |KML
38 29,8 18,48 11,32 |-1,14 2,21 KML
39 32,74 22,95 9,8 -2,66 6,33 KML
40 32,63 23,58 9,06 -3,41 10,63  |KML
41 30,87 21,4 9,48 -2,99 7,95 KML
42 25,9 15,61 10,3 2,17 4,51 KML
43 26,78 17,94 8,85 -3,62 12,3 KML
44 27,4 19,68 7,72 -4,74 26,73 | KML
45 25,83 16,7 9,14 -3,33 10,06  |KML
46 28,99 18,16 10,84  |-1,63 3,1 KML
47 32,32 21,19 11,14  |-1,33 2,52 KML
48 33,78 22,94 10,84  |-1,62 3,08 KML
49 32,61 20,43 12,18 |-0,29 1,22 KML
50 35,83 22,61 13,23 |0,76 0,6 KML
51 35,08 27,96 7,12 -5,34 40,51 | KML
52 29,73 18,79 10,95 |-1,52 2,87 AML
53 37,69 26,86 10,84  |-1,63 31 AML
54 24,72 24,84 -0,12 -2,43 5,39 AML
55 25,39 15,93 9,47 -3 8 AML
56 27,7 16,89 10,81 |-1,65 3,14 AML
57 29,06 19,85 9,21 -3,26 9,58 AML
58 29,93 17,68 12,25  [-0,22 1,16 AML
59 33,36 21,95 11,42 |-1,05 2,08 AML
60 30,06 18,36 11,7 -0,77 1,7 AML
61 29,49 20,75 8,74 -3,72 13,18 |AML
62 25,73 16,89 8,84 -3,63 12,39 |AML
63 25,64 20,07 5,57 -6,89 118,61 |AML
64 28,54 18,97 9,58 -2,89 7,42 AML
65 26,46 18,41 8,05 -4,41 21,26  |AML
66 30,36 17,78 12,59 [0,12 0,93 AML
67 23,34 18,28 5,06 -7,41 170,08 |AML
68 28,49 20,8 7,7 -4,77 27,29 |AML
69 25,79 16,44 9,35 -3,12 8,7 AML
70 24,64 16,9 7,74 -4,72 26,36 | AML
71 25,48 16,77 8,71 -3,75 13,46  |AML
72 27,13 16,69 10,45  [-2,02 4,06 AML
73 27,39 17,63 9,77 -2,7 6,5 AML
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74 33,87 20,45 13,43 0,96 0,52 AML

75 30,95 19,66 11,29 -1,17 2,26 AML

76 34,24 20,95 13,3 0,83 0,57 AML

77 33,56 19,57 14 1,54 0,69 AML

78 38,97 22,95 16,02 3,56 0,09 AML

79 37,74 23,98 13,77 1,3 0,41 AML

80 36,94 25,37 11,57 -0,9 1,86 AML

81 35,74 25,02 10,73 -1,74 3,35 AML

82 37,53 25,26 12,28 -0,19 1,14 AML

83 33,68 21,5 12,19 -0,28 1,21 AML

84 27,65 14,4 13,25 0,78 0,59 AML

85 31,7 23,3 8,4 -4,06 16,68 AML

86 25,52 16,96 8,56 -3,91 15,04 AML

87 29,57 20,93 8,64 -3,82 14,13 AML

88 30,4 20,82 9,58 -2,88 7,37 AML

89 29,15 21,28 7,88 -4,59 24,09 AML

90 28,49 22,99 5,51 -6,95 123,64 |AML

91 26,09 16,5 9,6 -2,86 7,27 AML

92 26,99 17,64 9,36 -3,1 8,58 AML

93 29,7 19,75 9,95 -2,51 5,7 AML

94 25,76 17,61 8,15 -4,31 19,84 AML

95 34,61 25,23 9,38 -3,09 8,52 AML

96 27,24 17,91 9,33 -3,14 8,82 AML

97 28,21 18,48 9,73 -2,73 6,64 AML

98 26,74 17,21 9,54 -2,93 7,63 AML

99 25,32 17,82 7,5 -4,96 31,13 AML

100 31,29 19,97 11,32 |-1,14 2,21 AML

101 31,72 19,25 12,48 0,01 1 AML
Tablo 4-2: Saghkh kontrol grubunda arastirillan FOXO3A geni’ne ait Ct, ACt, AACt, 2

AMCL degerleri

Hasta no | FOXO3A Hedef Cr | FOXO3A Referans Cr | ACy AACr 2°08C Hastalik
1 28,1 16,4 11,71 -0,77 1,7 KONTROL
2 28,4 16,08 12,33 -0,15 1,11 KONTROL
3 29,12 16,62 12,51 0,04 0,98 KONTROL
4 32,38 18,2 14,19 1,73 0,31 KONTROL
5 28,66 16,69 11,97 -0,49 1,41 KONTROL
6 25,33 16,23 9,11 -3,36 10,27 KONTROL
7 29,73 17,61 12,12 -0,35 1,27 KONTROL
8 31,06 18,32 12,75 0,28 0,83 KONTROL
9 32,29 18,3 14 1,53 0,35 KONTROL
10 29,72 17,68 12,04 -0,43 1,34 KONTROL
11 26,86 16,04 10,83 -1,64 3,12 KONTROL
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12 29,98 16,93 13,06 [0,6 0,66 KONTROL
13 29,81 16,51 13,3 0,84 0,56 KONTROL
14 29,93 16,78 13,16 (0,7 0,62 KONTROL
15 32,28 18,95 13,34  |0,87 0,55 KONTROL
16 27,62 15,67 11,95  [-0,52 1,43 KONTROL
17 28,2 16,3 11,91 |-0,56 1,48 KONTROL
18 28,52 15,92 12,6 0,14 0,91 KONTROL
19 27,36 15,85 11,52 |-0,96 1,94 KONTROL
20 32,78 21,9 10,88  |-1,58 2,99 KONTROL
21 29,69 16,69 13,01  [0,55 0,69 KONTROL
22 27,5 15,33 12,17 |-0,31 1,24 KONTROL
23 27,83 15,69 12,15  [-0,32 1,25 KONTROL
24 25,44 16,09 9,35 -3,12 8,7 KONTROL
25 27 14,72 12,28 |-0,2 1,15 KONTROL
26 30,57 16,27 14,3 1,84 0,28 KONTROL
27 30,45 16,52 13,94  [1,48 0,36 KONTROL
28 32,66 17,02 15,65  [3,18 0,12 KONTROL
29 30,4 18,07 12,34 |-0,14 1,1 KONTROL
30 30,63 17,4 13,23 |0,76 0,6 KONTROL
31 34,44 20,97 13,47 |1,01 0,5 KONTROL
32 33,76 22,09 11,67 |-0,8 1,73 KONTROL
33 31,99 18,46 13,54  |1,07 0,48 KONTROL
34 31,76 20,42 11,34 |-1,12 2,18 KONTROL

KML hasta grubunda FOXO3A gen ifadesinin 44 (%86) hastada arttigi, 7 (%14)
hastada ise azaldig1 gézlendi. AML hasta grubunda ise FOXO3A geni’nin ifadesinin 42
(%84) hastada arttig1, 8 (%16) hastada ise azaldig1 goriildii. KML’li hastalarda kontrol
grubuna gore FOXO3A ifadesinde yaklasik 6 kat artis goriilircken AML grubunda ise

yaklasik 5 kat artig gozlendi. Bu degerlerin ortalamalar1 baz alinarak yapilan

hesaplamalar Tablo 4-3’de verilmistir.

Tablo 4-3: KML, AML ve Saghkh kontrol gruplarina ait Ct, ACt, AACr, 2241 genel
ortalama degerleri

FOXO3A Cy ACTB C; ACy AACy 2708
KML 29,65 19,82 9,82 -2,64 6,21
AML 29,70 19,81 9,90 -2,35 5,09
KONTROL | 29,77 17,3 12,46 0 1
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SPSS v15.0 programi ile yapilan istatistiksel analizlere gore; arastirma
kapsaminda degerlendirilen gruplar arasinda homojenlik (Levene Testi F=4,69, P>0,05)
(Tablo 4.4) s6z konusu oldugundan, dagilimm normallik varsayimini (Kolmogorov-
Smirnov=(0,533 (KML); 0,738 (AML) ve 0,591 (Kontrol) p>0,05) (Tablo 4.5) yerine
getirmesinden ve ti¢ grup olmasindan dolayi, verilerin ¢6ziimlenmesinde ANOVA testi
kullanilmistir (Tablo 4-6). ANOVA testi ile yapilan degerlendirmeye gore hasta ve
kontrol gruplar1 arasindaki ACt degerleri baz alinarak yapilan hesaplamalarda FOXO3A
ifade diizeylerinin hastalarda saglikli kontrollere gore istatistiksel agidan anlamli
[F(2,132)=17,54, p< 0,05] oldugu goriilmiistiir. Gruplar arasindaki yas dagilimlari
arasinda ise istatistiksel agidan anlaml [F(2,132)=0,25, p> 0,05] bir fark goriilmemistir
(Tablo 4-6). Tamhane post-hoc test sonuglarina gére; KML ve AML [F(2,132)=17,54,
p>0,05] hasta gruplar1 arasinda istatistiksel ag¢idan anlamli bir fark saptanmazken;
KML ve Kontrol [F(2,132)=17,54, p<0,05] ile AML ve Kontrol [F(2,132)=17,54,
p<0,05] gruplar1 arasinda istatistik a¢idan anlamli fark bulundugu goriilmiistiir (Tablo 4-
7).

Tablo 4-4: Degiskenlerin homojenlik testi

Levene istatistigi dfl df2 Sig.
ACt 4,69 2 132 0,011
Yas 3,199 2 132 0,044

Tablo 4-5: Kolmogorov-Smirnov testi

yas ACT
KML N 51 51
Ortalama 48,51 9,82
a, b
Normal Parametreler Std. Sapma 1582 218
Mutlak 0,12 0,07
En Asirl Farklar
Pozitif 0,09 0,04
Negatif -0,12 -0,07
Kolmogorov-Smirnov Z 0,86 0,53
Asymp. Sig. (2-tailed) 0,45 0,94
AML N 50 50
Ortalama 46,8 9,90
a, b
Normal Parametreler Std. Sapma 1288 267
Mutlak 0,12 0,10
En Asirni Farklar _
Pozitif 0,12 0,08




35

Negatif -0,07 -0,10
Kolmogorov-Smirnov Z 0,87 0,74
Asymp. Sig. (2-tailed) 0,44 0,65
Kontrol N 34 34
Normal Parametreler?p Ortalama 46,41 12,46
Std. Sapma 16,62 1,32
Mutlak 0,14 0,10
En Asin Farklar
Pozitif 0,14 0,07
Negatif -0,14 -0,10
Kolmogorov-Smirnov Z 0,84 0,59
Asymp. Sig. (2-tailed) 0,49 0,88
Tablo 4-6: ANOVA testi
ANOVA
KARELERIN ORTALAMALARIN
DF . F SIG.
TOPLAMI KARESI
GRUPLAR ARASI 171,36 2 85,68| 17,54 ,000
ACT GRUP ICI 644,62 132 4,88
TOPLAM 815,98 134
GUPLAR ARASI 113,66 2 56,83 ,25 778
YAS |GRUPICI 29758,98 132 225,45
TOPLAM 29872,64 134
Tablo 4-7: Post-hoc test istatistigi
Bagimli
Ortalama Farki
Degisken (1) grup (J) grup (I-J) Std. Hata Sig.
Tukey KML AML -0,08 0,44 0,982
ACT HSD
Kontrol -2,63" 0,49 0,00
AML KML 0,08 0,44 0,982
Kontrol -2,55 0,49 0,00
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Kontrol KML 2,63 0,49 0,00

AML 2,55 0,49 0,00

Bonferroni | KML AML -0,08 0,44 1

Kontrol -2,63 0,49 0,00

AML KML 0,08 0,44 1

Kontrol -2,55 0,49 0,00

Kontrol KML 2,63 0,49 0,00

AML 2,55 0,49 0,00

Tamhane | KML AML -0,08 0,48 0,998

Kontrol -2,63" 0,38 0,00

AML KML 0,08 0,48 0,998

Kontrol -2,55 0,44 0,00

Kontrol KML 2,63 0,38 0,00

AML 2,55 0,44 0,00

Dunnettt | KML Kontrol -2,63 0,49 0,00
(2-sided)?

AML Kontrol -2,55 0,49 0,00

Yapilan istatistiksel analizleri daha iyi ifade etmesi agisindan SPSS v15.0 ve
Microsoft Excel programlari kullanilarak KML, AML ve Kontrol gruplarinda hedef Cr,
Referans Ct ve ACt degerlerinin beraber gosterildigi grafikler Sekil 4-3, 4-4, 4-5’de
goriilmektedir. ACt ortalama degerlerinin dagilmi Sekil 4-6’da ve 2°C; ortalama
degerleri ayr1 ayr1 olarak Sekil 4-7°de verilmistir. Ayrica; KML, AML ve Kontrol
gruplarinda FOXO3A ifade diizeyleri de Sekil 4-8’de goriilmektedir.



37

W Hedef CT
M ReferansCT
WACT

Sekil 4-3: KML hastalarinda hedef Cr, referans Ct ve ACt degerleri.

m Hedef CT
M ReferansCT
WACT

Sekil 4-4: AML hastalarinda hedef Cr, referans Cr ve ACt degerleri.
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Sekil 4-5: Saghkh kontrollerde hedef Cr, referans Ct ve ACt degerleri.
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Sekil 4-7: KML, AML ve Kontrol gruplarimin gen ifade diizeyleri.
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Sekil 4-8: KML, AML, Kontrol gruplarinda FOXO3A ifade diizeylerini ve standart

sapmalarim gosteren cubuk grafigi.
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Tablo 4-8’de ise KML, AML ve saglikli kontrol gruplari i¢in yas ve ACt

degerlerinin ortalama, standart sapma, medyan, minimum ve maksimum degerleri

belirtilmistir.

Tablo 4-8: KML, AML ve Saghklh kontrol gruplari i¢cin yas, hedef Ct, referans Cr ve
ACt degerlerinin ortalama, standart sapma, medyan, minimum ve maksimum

degerleri
Grup
KML AML Kontrol
Yas Ortalama 48,51 46,80 46,41
Standart Sapma 15,82 12,88 16,62
Gegerli N 51 50 34
Medyan 50,00 45,00 50,00
Minimum 14,00 19,00 21,00
Maksimum 70,00 90,00 70,00
Hedef Ct Ortalama 29,64 29,70 29,77
Standart Sapma 3,42 4.00 2,28
Gegerli N 51 50 34
Medyan 29,74 29,10 29,77
Minimum 19,86 23,33 25,32
Maksimum 35,82 38,96 34,43
Referans Cr Ortalama 19,82 19,80 17,31
Standart Sapma 2,94 2,94 1,79
Gegerli N 51 50 34
Medyan 18,93 19,40 16,68
Minimum 14,30 14,39 14,71
Maksimum 27,95 26,85 22,09
ACT Ortalama 9,82 9,90 12,46
Standart Sapma 2,18 2,67 1,32
Gegerli N 51 50 34
Medyan 9,10 9,59 12,32
Minimum 3,02 -,12 9,10
Maksimum 13,65 16,02 15,64
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5. TARTISMA

Losemiler hematopoetik hiicrelerin  malin transformasyonu sonucu olusan
heterojen bir neoplastik hastaliklar grubudur. Koken aldiklar: hiicre tipine gore lenfoid
ve miyeloid; sagkalim ve olgunlagsma 6zelliklerine gore de akut veya kronik olarak iki

ana gruba ayrilirlar [1].

Akut 16semiler miyeloid ya da lenfoid hiicrelerinin kan, kemik iligi ve diger
dokularin infiltrasyonu ile karakterize bir hastalik grubudur. Akut l6semilerde de diger
l6semilerde oldugu gibi onkogen aktivasyonu ve tiimor baskilayici gen inaktivasyonu

gibi ¢esitli mekanizmalarin etkili oldugu bilinmektedir [20-21].

Kronik losemiler farklilagmanin tiim asamalarinda miyeloid seri hiicrelerinin
artis1 ile ortaya ¢ikan klonal hematopoetik bir kok hiicre hastaligidir [46]. Iyonizan
radyasyonun kronik 16semi riskini arttirabilecegi bildirilmistir. Diger ¢evresel ajanlarin

ise herhangi bir etkisi gosterilmemistir [51-52].

Catal bagh transkripsiyon faktorleri bir¢ok sinyal yolagi ile baglantili olup hedef
genleri aktiflestirerek veya baskilayarak apoptoz, hiicre dongiistiniin durdurulmasi, stres
direnci, glikoz metabolizmasi, hiicresel farklilagma, gelisim ve tiimor baskilanmasi gibi
birgok fizyolojik ve patolojik asamalarda rol alirlar [6]. Bliyiime faktorleri, besinler,
oksidatif stres ve radyasyon gibi ¢evresel etkenler FOXO proteinlerinin aktivitesini hem
pozitif hem de negatif yonde etkileyebilirler. Ayrica FOXO transkripsiyon faktorlerinin
aktiviteleri fosforillenme, asetillenme, metillenme, ubikitinlenme, hiicreler arasi
yerlesim ve dogrudan protein-protein etkilesimi gibi bircok ¢evirim sonrasi
modifikasyonla da kontrol edilir [127]. FOXO3A gen ifade diizeyinin timor
hiicrelerinde azalmasi ile apoptozu baskilayarak tiimér olusumuna katkida bulunmasi
bir tiimor baskilayici gen olarak tanimlanmasia ve bu nedenle kanser terapisi igin
dogrudan ya da dolayli hedef olarak diisiiniilmesine yol agmustir [128]. Her ne kadar
FOXO3A’nin kanser terapisinde kritik rol alabilecegi diislinlilse de son caligmalar
FOXO3A proteinlerinin hedef olarak kullanilmasiin potansiyel geri bildirim
mekanizmalar1 ile karmagsik bir hal alabilecegini gostermistir [12]. Bununla beraber
FOXO3A’nin stres kosullarinda hiicrenin hayatta kalmasini sagladigimni kanitlayan bazi

calismalar vardir [99, 129]. Bir yayinda FOXO3A’nin matriks metalloproteinazlar ile
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kanser hiicrelerinin yayilimina katkida bulundugu belirtilmistir [130]. Bu durum
FOXO3A’nin kanserdeki roliinlin olduk¢a karmasik olabilece8inin gostergesidir.
FOXO3A ifadesi sinirli sayida tiimor grubunda ¢alisilmis oldugu igin tiimér davranist ile

FOXO3A ifadesi arasindaki iliski heniiz netlesmemistir.

Akut miyeloid l6semi ve kronik miyeloid 16semi hastalarinin kan ve kemik iligi
ornekleri kullanilarak yapmis oldugumuz ¢alismamizda bir transkripsiyon faktorii olan
FOXO3A geninin hematolojik tiimorlerdeki ifade diizeyleri saglikli kontrol grubu ile
karsilastirilmistir. Incelenen hasta gruplarinda FOXO3A geninin ifadesinin gerek KML
gerekse AML’1i hastalarda anlamli diizeyde arttig1 gériilmiistiir.

Literatiirler incelendiginde akut ve kronik miyeloid 16semili hastalarda FOXO3A
MRNA ifade diizeylerinin arastirildigi bir ¢caligmaya rastlanmamigtir. Ayrica FOXO3A
geninin ifade diizeylerinin hiicre kiiltiiriinde incelendigi calismalarin disinda kanda
yapilmis bir tek ¢alisma mevcuttur [131]. FOXO3A geninin iki hasta grubunda da es
zamanli olarak karsilastirilmasi ¢alismamizin 6zgilin yoniinii olusturmaktadir. Hiicre
kiltiri ile yapilmis birgok ¢alismada kanser hiicrelerinde FOXO3A proteininin etkisi
ve iligkili oldugu yolaklar arastirilirken az sayida g¢alismada, gen ifadesi hakkinda
bilgiye rastlanmaktadir. Bu nedenle bulmus oldugumuz sonuglar literatiir verileri ile
anlaml bir sekilde karsilagtirilamamigtir. Diger yandan, tiimor baskilayict rolii oldugu
bilinen FOXO3A geninin ifadesinin hasta gruplarinda saglikli kontrollere gore artmasi
genin baskilama fonksiyonunu tek basma gergeklestiremedigini diisiindiirmektedir.
FOXO3A’nin agir1 anlatiminin hangi mekanizmayla meydana geldigi belli degildir.
FOXO3A geninin fonksiyonunu diizenleyen birgok gen oldugu bilinmektedir. Bu
genlerde olusan bozukluklar da bu genin ifadesinde artisa yol agabilir. Gende olusan bir
mutasyonun da ifadeyi arttirirken proteinin islevsiz kalmasiyla sonuglanabilmesi
miimkiindiir. Diger yandan c¢alismada incelenen hastalarin tedavi gecmisleri
bilinmediginden FOXO3A ifade artist hastalarin almis olduklar1 kemoterapik ilag
etkilesimleri ile de iligskili olabilir. Bu nedenle FOXO3A’nin anlatimini arttiran
mekanizmay1 tanimlamak 6nemlidir. Bu amagla ¢evirim sonrast mekanizmalar {izerine
egilmek dogru bir yaklasim olacaktir. FOXO aktivitesinin gevirim sonrasi kontrolii ile
ilgili kapsamli ¢alismalar yapilmistir [8, 96, 116, 120, 132-134].

Tzivion ve ark.’lar1 2011 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada Akt aktivasyonunun,

FOXO3’iin sitoplazmaya geg¢mesine yol actigi; inhibisyonunun ise ¢ekirdek iginde
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kalmasma neden oldugu belirtilmis, Akt fosforillenme boélgesi bulunmayan FOXO3
mutantlarinin ¢ekirdek iginde kaldiklar1 vurgulanmistir [113]. Singh ve ark.’larimin 2010
yilinda yaptiklar1 ¢calismada PP2A inhibitérlerinin, Akt inhibisyonuna yol agarak T32
ve S253 bolgelerinde FOXO3’1in fosforillenmesini engelledigi ve FOXO3’iin ¢ekirdege
tekrar tasinmasiyla transkripsiyonel aktivasyonun saglandigi belirtilmistir [112].
Lehtinen ve ark. sitoplazmik FOXO3A’nin MST1 kinazlar tarafindan oksidatif strese
kars1 S207 bolgesinde fosforillenerek yeniden aktiflestirilebildigini ve ¢ekirdege
donerek hiicre 6liimiine yol agabildiklerini bildirmislerdir [116]. Yang ve ark.’larinin
calismasinda ise, FOXO3'’in ERK-1/2 tarafindan fosforile edilerek inaktif duruma
gectigi ve timor olusumuna yol agtigi vurgulanmistir [135]. FOXO3’iin besin
eksikligine kars1t AMPK tarafindan fosforile edildiginde hiicre i¢indeki yerlesimini veya
DNA baglanmasini etkilemeden FOXO hedef genlerinin transkripsiyonel aktivitesini
pozitif yonde etkiledigi gosterilmistir [136]. Tim bu veriler FOXO3A ifade artisinin

aktive edici kinazlar yolu ile ger¢eklesebilecegini gostermektedir.

Insan tiimérlerinde tiimér baskilayici genlerde olusan metillenmenin 6nemli bir
gen inaktivasyon mekanizmasini olusturdugu bilinmektedir. Literatiirde, FOXO3A
geninin losemilerde metillenme durumu ile ilgili bir bilgi bulunmamaktadir. FOXO1’in
PRMT]1 tarafindan metillendigi ve bu metillenmenin in vitro ve in vivo kosullarda
FOXO1’in Akt tarafindan fosforillemesini bloke ettigi gosterilmistir [121]. Ayrica
oksidatif stres, ubikitinlenme ya da MST-1 tarafindan fosforillenmenin PI3K-Akt sinyal
diizenlenmesinin aksine FOXO’nun ¢ekirdege gecisine yol agtigi da vurgulanmustir.
Bu bulgular 1s1¢inda disiiniildiigiinde metillenmenin FOXO’nun uzun siire gekirdekte

tutulumuna ve boylece transkripsiyonel aktivite artisina neden oldugu diisiiniilebilir.

Literatiirde Santamaria ve ark.’larinin bir ¢alismasi sonuglarimizla uyumlulugu
acisindan dikkat g¢ekmektedir. Bu calismada yiiksek FOXO3A ifadesinin normal
sitogenetige sahip AML hastalarinda kotii prognoz ile iliskili oldugu belirtilmis, yliksek
FOXO3A ifadesi gosteren AML hastalarinda 2 yillik genel sagkalim (OS) ve niikssiiz
sagkalim (RFS) oranlarmin daha diisiik oldugu gosterilmistir. Ayrica yine yiiksek
FOXO3A ifadesi saptanan AML hastalarinda AKT gen ifadesinin de arttigi gortilmiistiir
[131]. Bu sonuglar tez ¢alismamizdaki bulgularla uyusmaktadir. Santamaria ve ark.’lar1
ile bizim bulgularimiz FOXO3A protein aktivitesi bulunmayan kanser hiicrelerinde Akt

yolagi aktif olsa bile FOXO3A mRNA asir1 ifadesi goriildiigiinii gostermektedir. Bu
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durum daha Onceki caligmalarda Akt proteininin aktiflestirilmesinin dogrudan
fosforillenmeye yol agarak FOXO3A’nin sitoplazmaya tasinmasina ve FOXO3A
proteininin inhibe olmasina yol actig1 belirtilen proteomik bulgularla ¢elismektedir [10].
FLT3wt/NPMImutasyonlu AML hastalarinda FOXO3A ifadesinin yiiksek oldugu ve
genel sagkalim ve niikssiiz sagkalim oranlarinin azaldig1 vurgulanmistir. Calismamizda
kullanmis oldugumuz hasta gruplarinda FLT3 ve NPMI1 mutasyonlarinin da

arastirilmasi ek bilgiler saglayabilecektir.

Bulgularimizin ayni hasta gruplarinda ilgili genin mutasyonlari ve metillenme
profillerinin karsilagtirilmasiyla genisletilmesi ve daha genis ve farkli hasta gruplar ile
birlikte degerlendirilerek dogrulanmasi planlanmaktadir. Tiimor baskilayict FOXO3A
genindeki degisikliklerin hastaligin prognozu igin degerlendirilmesi de arastirmaya
deger bir konudur. Ayrica bu transkripsiyon faktorii lizerinde etkili diger hiicre igi

mekanizmalarin da incelenmesi yerinde olacaktir.
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FORMLAR

GONULLU BILGILENDIRME VE ONAY FORMU

CALISMANIN ADI:

Akut Miyeloid Losemi (AML) ve Kronik Miyeloid Losemi (KML)
Hastalarinda FOXO3A Gen Ifadesinin Arastirilmasi

CALISMANIN AMACI:

FOXO genleri bircok sinyal yolag: ile baglantili olup ¢esitli fizyolojik ve
patolojik asamalarda kritik rollerde gorev alir. Bu asamalar; hiicre donglisiiniin
durdurulmasi, hiicre oliimii, DNA tamiri ve stres uyarist ile iligkilidir. FOXO
transkripsiyon faktorleri gelisim, farklilasma , tiimor gelisimi ve anjiyogenezde
etkilidir. FOXO transkripsiyon faktorleri, PI3-K/Akt yolaginin dogrudan hedefidir.
Calismamizda, FOXO3a geninin PI3-K/Akt yolagiyla etkilesiminin 16semi iizerindeki

etkileri arastirilacaktir.

CALISMANIN iCERIGi:

Caligma, akut ve kronik 16semili hastalarda yapilacaktir. Temel Onkoloji A.B.D.
Aragtirma Laboratuvari rutin analizleri i¢in basvurulmus hastalardan alinmis stok
periferik kan ve kemik iligi ornekleri c¢alisilacaktir. Yaklasik hasta sayimiz 100
olacaktir. Kan hiicrelerinin apoptoza girmesini saglayan ve tiimor baskilayici etki
gosteren genlerden olan FOXO3a gen anlatimu ile hiicrelerin apoptoza girisini 6nleyen
P13-K/Akt sinyal yolaginin bu gen ile iliskisi arastirilacaktir. Arastirma, hastalarin kan
hiicrelerinden elde edilen RNA ile sentezlenmis cDNA’lardan Real-time PCR yontemi

kullanilarak yapilacaktir.
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CALISMANIN BASLAMA TARiHi VE SURESI:

Calismanin Haziran 2011°de baslamasi ve 1 yil siirmesi 6ngoriilmektedir.

ACIKLAMALAR:

Bu calismaya goniillii olmaya karar verirseniz bu goniillii bilgilendirilmis onay
formunu imzalamaniz gerekecektir. Sadece kendi rizaniz ile hicbir baski ve zorlama
olmaksizin, doktor kontroliinde alinacak kan ve doku Orneginiz ile bilimsel ¢alismaya
katilmis olacaksiniz. Sizden ayrica arastirmaya yardimci olacak bazi kisisel bilgileriniz
(yas, meslek, sigara kullanimi vs.) istenebilir. Etik kurullar inceleme amaciyla medikal
kayitlardaki medikal kisisel bilgilerinize ve bu c¢alismadan elde edilen bilgilere
erisebilirler. Medikal bilgilerinize erisim ¢alisma icin toplanan bilgilerle sinirh

olacaktir.

Bu ¢alismanin sonuglari bilimsel toplantilarda veya yayinlarda sunulabilir, ancak
bu sunumlarda kimliginiz aciklanmayacaktir. Ayrica sizden arastirmayla ilgili olarak
herhangi bir maddi talepte bulunulmayacak ve size de herhangi bir {icret
o0denmeyecektir. Ayrica bu arastirmaya karar verdiginiz takdirde ileriye doniik olarak
hastaliginiz hakkinda elde edilecek bilgilerle bilim diinyasina konuyla ilgili olarak
onemli derecede katki saglayacaginiz kesindir. Goniillii olmaya karar verdiginiz ve bu
bilgilendirilmis goniilli onay ve riza formunu imzaladiginiz taktirde yukarida
yazilanlar1 okuyup kabul ettiginizi ve hi¢bir baski ve zorlama olmaksizin ailenizin

bilgisi dahilinde sadece kendi rizaniz ile karar verdiginizi onaylamis olacaksiniz.

Herhangi bir soru yada sorununuz oldugu taktirde ilgili Demet Akdeniz’e 0212

414 24 34 / 34188 no’lu telefondan ulasabilirsiniz.

GONULLU ONAY FORMU

Goniilliiye (hastaya) arastirmadan 6nce verilmesi gereken bilgiler tarafima sozli
ve yazili olarak aktarildi. Bu kosullarda s6z konusu calismaya kendi rizamla katilmay1

kabul ediyorum.
Calisma i¢in alinan materyalimin ilerideki ¢aligmalarda da kullanilmasini
EVET [ kabul ediyorum.

HAYIR [0 kabul etmiyorum.



Hastanin:
Adi1 Soyadz:
Telefonu:

Adresi:

Imza:

Aciklamalari Yapan Doktorun:

Adi Soyad:
Imza:

Taniklik Eden Gorevlinin:

Adi Soyad:

Imza:
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