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inyal ileti sistemi, normal htcre fonksi-

yonlarinin devami icin gerekli iletisim ve

etkilesmeden sorumludur. Gerek hticre
icinde organellerin ve huicresel yapilarin birbiri ile
haberlesmesi ve birbirlerinin fonksiyonlarini etki-
lemesi, gerekse hiicrenin diger hticrelerle haberle-
sebilmesi icin saglam ve saglikli calisan bir sinyal
ileti sistemi gereklidir. Huicreler aras:i sinyal ileti
sistemi nispeten daha makro diizeyde irdelenebilir
ve anlasilmas: daha kolaydir. Oysa hticre icinde,
sitoplazmik zardan baslayan ve DNA’da son bulan
bir haberlesme agi, adeta bir selale ya da merdi-
ven sistemi vardir ve bu sistemin her basamagi,
gerek yukar1 yonlll (upstream) gerekse asag yonlt
(downstream) elemanlar tarafindan kontrol edil-
mekte ve yine her iki yonde etkilesim gercekles-
mektedir. Ayrica, membrandan, sitoplazma icine
uzanan binlerce selale oldugu ve bunlarin ayrica
birbirleri ile de etkilesime girdigi diistiintldtgtinde,
sistemin ne kadar kompleks oldugu bir kez daha
anlasilmaktadir.

Bu yazida 6ncelikle, sinyal ileti sistemi ile ilgili
genel bilgiler verilecek ve akabinde, hematopoie-
tik malignitelerden l6semilerde sinyal ileti sistemi
anomalilerine ve bunlarin tedaviye katkilarina
deginilecektir.

I. Genel Bilgiler

Ekstraseltiler ve intraseltiler sinyal ileti siste-
minin genel 6zelliklerini kisaca gézden gecirelim.

I 1. Ekstraseliiler Sinyal fleti Sistemi
1. Ekstraseliiler sinyal ileti molekiilleri spe-
sifik reseptorlerine baglanirlar.

2. Ekstraseliiler sinyal ileti molekiilleri
yakin ya da uzak etkili olabilir.
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3. Otokrin sinyal ileti sistemi, ayni grup
hiicrelerin hareketlerini koordine eder.

4. Gap-junction’lar araciligiyla, komsu hiic-
reler arasinda sinyal paylasimi gercekle-
sir. Gap-junction’lar, hticre sitoplazmalar:
arasinda dogrudan iletisim saglar. Aymni
zamanda Ca++ ve cAMP gibi kticiik molektil-
lerin transportu da bu baglantilar sayesinde
saglanir.

5. Her hiicre, ekstraseliiler sinyal molekiil-
lerinin spesifik kombinasyonlarina yanit
vermek iizere programlanmistir.

6. Ayn1 ekstraseliiler sinyal molekiiliine,
farkl: hiicreler farkli yanitlar verir. (Orne-
gin Asetilkolin).

7. Ekstraseliiler sinyal molekiillerinin
ortamdaki konsantrasyonu, molekiiliin
yar1 omrii ve yasam siiresine bagl olarak
ayarlanabilir.

8. Nitrik oksid gibi hidrofobik sinyal ileti
molekiilleri, membrandan o6zel reseptor
gerektirmeden gecebilir ve dogrudan
hiicre ici hedeflerine ulasirlar.

9. Niikleer reseptorler, gen regulatuvar
proteinleridir ve ligand bagladiktan sonra
aktive olurlar. Bu reseptorleri etkileyen en
onemli molekuller; retinoidler, steroid hor-
monlar, tiroid hormonlar1 ve vitamin D’dir.
Bu reseptorler “nuclear receptor superfa-
mily” olarak da bilinirler.

L.2. Intraseliiler Sinyal fleti Sistemi

1. ister G-protein aracili, ister enzim-bagh
olsun, hiicre yiizeyinde bulunan reseptor
aktive olduktan sonra, hiicre icine mesa-
j1, kiiciik ve biiyiik molekiiller araciligiyla
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ve intraseliiler sinyal protein ag1 araci-
Iigryla iletir. Bu iletimin sonunda, hedef
proteinlerde mutlak suretle bir degisim olur
ve hilicrenin davranisi buna gore ayarlanir.
Bu islevde rol alan ktictiik proteinler “second
messenger” oarak da bilinir. Bunlara en
iyi 6rnek, suda cozlinebilen cAMP ve Ca++,
yagda cozlinebilen diacilgliseroldur. Buyuk
intraseliiler sinyal ileti sistemi proteinleri,
fonksiyonlarina gore siniflanabilir ve pek
cogu birden fazla sinifa sokulabilir.

. Pek cok intraseliiler sinyal ileti sistemi

proteinleri ayni zamanda bir molekiiler
“switch” gibi calisirlar. Sinyal alindig
zaman, molekiliin aktivasyonu ile beraber
hticre i¢ci mekanizmalarda ac¢ma-kapa-
ma fonksiyonu goértrler. Huicre icinde, bir
yolagin aktivasyonu kadar , inaktivasyonu
da o6nemlidir. Molektllerin, islem bittikten
sonra tekrar original formlarina dénmele-
ri, islemin ve iletimin sUrekliligi acisindan
oldukca 6nemlidir. Bu islemde rol alan en
6nemli mekanizma fosforilasyon-defosfori-
lasyondur. Fosforilasyondan sorumlu olan
enzimler kinaz, defosforilasyondan sorumlu
olan enzimler fosfataz olarak bilinir. Bunlar
ayni zamanda kendileri de birer protein
oldugu icin, aktivasyonlari yine fosforilas-
yon-defosforilasyon statuslarina gore belir-
lenir. Insan genomunun %2’sinin kinazlari
kodladigi ve 1000 civarinda kinazin oldugu
distnutlmektedir. Proteinlerin aktivasyon-
inaktivasyonunda rol alan diger bir 6énemli
sistem GTP-binding proteinlerdir. Iki tip
GTP binding protein tanimlanmistir. Birinci-
si “large trimeric GTP binding proteinler” dir
ve bunlar sinyalin G-protein-bagh reseptor-
ler araciligiyla iletimini saglarlar. Ikinci grup
ise “monomeric GTPase”lardir ve bunlar
sinyal iletimi yani sira hucre ici vezikuler
traffiking’den de sorumludurlar.

. Intraseliiler Sinyal Kompleksleri, yanitin

hizini, etkinligini ve spesifitesini arttirir-
lar.

. Hiicre ici sinyal ileti proteinleri arasin-

daki iletisim-etkilesim, bu proteinlerde
yeralan “moduler binding domain”ler ara-
ciligiyla gerceklesir.

. Hiicreler, ekstraseliiler sinyal konsantras-

yonundaki artisa, beklenenden daha fazla
bir yanit verebilir.

6. Hiicre, bazi sinyallerin etkisini hatir-
layabilir. Eger sinyal, hticre icindeki ileti
sistemini uyaracak konsantrasyondaysa,
bu uyari basladiktan sonra, ortamdan sin-
yalin cekilmesi, hticre ici sistemde o stirecin
sonlanmasina neden olmayabilir. Reseptor
tarafindan baslatilan olay devam eder ve
eger bu, gen transkripsiyonu gibi 6nemli
bir biyolojik stureci etkiliyorsa, ortada sin-
yal olmadan bile hticrede ciddi degisiklikler
gerceklesebilir. Huicrelerin farklilagsmasi ve o
sekilde kalmasi buna ¢ok iyi bir 6érnektir.

7. Hiicreler, sinyale olan sensitivitelerini
ayarlayabilirler. Bir sinyal, reseptoériine
baglandiktan sonra, etkisini gerceklestir-
mesi ve bir stre sonra bu surecin sona
ermesi gerekir. Hucre icin bu bir adap-
tasyon mekanizmasidir ve bir anlamda
densensitizasyon olarak da adlandirilabilir.
Bu bir negatif feedback mekanizmasidir ve
bu konuda temel mekanizmalar; reseptor
sekestrasyonu, reseptér downregulasyonu,
reseptdr inaktivasyonu, sinyal proteininin
inaktivasyonu ve inhibitér protein Uretimi
seklindedir.

II. Losemik Doniisiimde Rol Oynayan Sinyal
ileti Mekanizmalar1

Hematopoietik hticrelerin proliferasyonu, fark-
lilagsmasi1 ve fonksiyonel hale gelmesi, sitokin ve
hormon olarak siniflanabilen bir dizi ekstraseltiler
molekul tarafindan kontrol edilmektedir. Bu mole-
kuller dogrudan hticre ici gen transkripsiyonu ya
da indirekt olarak sitoplazmik sinyal sistemlerinin
aktivasyonu ile etki gostermektedirler. Sinyal ile-
timinde, ekstraseliler sinyali, intraseltler sinyal
sistemine ileten/yansitan membran reseptorleri
oldukca o6nemli rol oynamaktadir. Bu reseptorler
ya sahip olduklar1 enzimatik aktiviteyle ya da
onlarin intraseltiler domainlerine eslik eden kata-
litik proteinler araciligiyla htiicre ici sinyal yolakla-
rin1 aktive etmektedirler. Bu aktivasyon ve hemen
ardindan gelen inhibisyon sUrecinde en o6nemli
olay fosforilasyon ve defosforilasyondur.

Normal hematopoez, siki bir sekilde kontrol
edilen, sitokinlerin ve reseptorlerinin énemli rol
oynadigi bir dizi sinyal yolagina sahiptir. Bu
yolaklarin normal ¢alismasi, normal hematopoe-
zin devamui icin oldukca 6nemlidir. Bu yolaklarda
ortaya cikabilecek anormallikler, malign transfor-
masyon, azalmis apoptozis ve kontrolstiz prolife-
rasyonla sonuclanmaktadir. Farkl sitokinler, ayni
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hticrede ayni yolaklar: uyarabildigi gibi, ayni ya da
farkli hticrelerde farkli yolaklarin aktivasyonuna
ve sonuclara neden olabilmektedir. Bunda, pay-
lasilan reseptor altbirimlerinin rolt olabildigi gibi,
ortak transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu da
rol oynayabilmektedir.

Sinyal ileti sisteminin major 3 tiyesi bulunmak-
tadir; kinazlar, adaptor ya da “docking” proteinler
ve transkripsiyon faktorleri. Bu konudaki en 6énem-
li bilgiler, interferonlarin etki mekanizmalarinin
arastirilmasi sirasinda elde olunmustur. IFN’ler
esas olarak Jak/STAT adi verilen non-reseptor
tirozin kinazlar tUzerinden etki gostermekte ve
spesifik tirozin kinaz rezidtlerinin fosforilasyonu
ile bu sistem aktive olmaktadir. Bu sistemde rol
alan protein TK’lar katalitik altbirimlerinin yani
sira, SH2, SH3 ve plecstrin gibi diger altbirimleri
sayesinde diger sinyal ileti molektilleri ile de etki-
lesime girmektedir.

Tirozin disinda, serine ve treonin rezidulerinin
fosforilasyonu da sinyal ileti sisteminde énemli rol
oynamaktadir. Bunlar o6zellikle reseptdr tirozin
kinaz(RTK) sisteminin htuicre ici ileticisi olarak
gorev yapmaktadirlar. Ilk tanimlandiklarinda,
RTK’larin, dogrudan transkripsiyonu etkiledikleri
dustnulmusse de, sonradan bunlarin hticre icin-
de serine/trenoin kinaz Uzerinden calisan Ras/
Raf/MEK/ERK gibi sistemleri kullandig1 ortaya
konmustur. Ornegin, IL-3 ya da GM-CSF’in resep-
tériine baglanmasindan sonra, Shc, Grb-2 ve Sos
gibi adaptor protein aktivasyonu gerceklesmekte ve
Ras sisteminin aktivasyonu ile sonuclanmaktadir.
Ras sisteminde aktivasyon, downstream eleman-
lar olan ERK-1 ve ERK-2 aktivasyonuna ve bunlar
da c-fos ve c-jun gibi transkripsiyon faktorlerinin
ekspresyonunda artisa neden olmaktadir. MAPK
ve PI3K sisteminin elemanlari da serine/treonin
fosforilasyonu Ttzerinden calismaktadir. Ayrica,
IL-3"an reseptdértine baglanmasindan sonra aktive
olan p70S6 kinaz sistemi de serine/treonin fosfo-
rilasyonu Uizerinden ¢calismaktadir. Sonucta sinyal
hangi reseptore gelirse gelsin, adaptdr proteinler
araciligr ile transkripsiyon faktoérlerine iletilmekte
ve gen transkripsiyonunun regiilasyonu sonucu,
apoptotik proteinlerin fosforilasyonu, apoptozisin
uyarilmasi ya da spesifik hticre siklus kontrol nok-
talarindaki siklin bagimli kinazlarin fosforilasyonu
ile proliferasyona neden olabilmektedir.

Sadece reseptdor proteinlerinin ya da adaptor
proteinlerin kinaz aktivitesi yoktur. Kinaz akti-
vitesine sahip tanimlanmis pek cok onkogen
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bulunmaktadir. Bunlar ¢-ABL, c-FMS, FLT3, c-KIT
ve PDGFRp olarak siniflanabilir ve bunlarin hepsi
normal hematopoezin regulasyonunda rol oyna-
maktadir. Bu onkogenlerin negatif domainlerinin
fonksiyonlarini ortadan kaldiran veya aktif domai-
nin aktivitesini arttiran mutasyonlarin ve bunun
sonucunda htucre icinde, Ras/Raf/MAPK ya da
PI3K yolaklarinin asirt aktivasyonuyla anormal
proliferasyonun ortaya ¢iktigi bildirilmistir.

II.1. Jak/STAT Sinyal Ileti Sistemi

Hematopoietik hticre proliferasyonu ve fark-
lilasmasi, IFN’lar, interleukinler ve koloni uyarict
faktorler olarak bilinen bir grup polipeptid yapili
sitokinler tarafindan kontrol edilmektedir. Bu
sitokinler reseptorlerine baglanir ve downstream
kaskadlar1 aktive ederler. Bu reseptorler iki ya
da daha fazla alt birimden olusur (a, p ve y gibi).
Genelde o birimi ligandin baglanmasindan, f ve y
ise sinyalin hiicre icine iletilmesinden sorumludur.
Bu reseptorlerin en buyuk 6zelligi, kendilerine ait
“reseptOr tirozin kinaz” aktivitelerinin bulunma-
mas1 ve diger tirozin kinazlari kullanmalaridir.
Ligandin reseptértine baglanmasindan sonra,
dimerizasyon gerceklesir ve sinyal hticre icine ileti-
lir. Bunu takiben hticre icinde Srcya da Jak grubu
tirozin kinaz aktivasyonu gerceklesir. Lck, Lyn ve
Fyn, Src grubunun iyi bilinen tyeleridir.

Jak ailesi, nispeten buyuk doért tiyeden olus-
maktadir ( Jakl, Jak2, Jak3 ve Tyk2). Bunlar,
reseptorlerin intraseltiler subunitlerine baglanir,
onlar1 fosforile eder ve adaptdor proteinler icin
“docking site’ler olustururlar. Jak grubunun 7 alt
birimi oldugu bilinmektedir.

Reseptor proteinlerinin dimerizasyon/
oligomerizasyonu, Jak proteinlerinin jukstapo-
zisyonuna neden olmaktadir. Bu hareket, onlarin
kinaz fonksiyonlarinin aktivasyonuyla sonuclan-
makta ve downstream sinyal proteinlerinin (Stat,
Src-kinaz, Shc,Grb-2 gibi adaptér proteinlerin)
fosforilasyonu bunu takip etmektedir.

Jak sistem anomalileri degisik klinik durumlar-
da bildirilmistir. Ornegin, t(9;12)(p24;p13) sonucu
TEL/JAK2 aciga cikmaktadir. Bu da IL-3’den
bagimsiz olarak devamli bir StatS aktivasyonuna
ve anormal proliferasyona, l6komogeneze neden
olmaktadir. Benzer sekilde HTLV-1’de anormal
JAK proteinlerinde artmis tirozin kinaz aktivite-
sine ve muhtemel 16komojenik potansiyele neden
olmaktadir.
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Stat ailesi esas olarak Stat-1,3,4 ve 5 izomerle-
rinden olusan toplam 10 farkli proteini icermekte-
dir. Yapisi ¢ok iyi aydinlatilmis olup, DNA binding
domain, cok iyi korunmus NH2 domain, transak-
tivasyondan sorumlu COOH terminal domain ve
SH2-SH3 domainlerinden olusmaktadir. Fosforile
olunca dimerler olusturup aktif forma gecer ve
fonksiyon gérmek tizere ntikleusa gecerler.

Jak proteinleri, bir grup hticre i¢i sinyal prote-
inlerini aktive eder. Bunlar icinde en iyi tanimlan-
mis olanlart STAT grubudur. Jak aktivasyonunu
takiben STAT fosforilasyonu gerceklesir ve homo-
heterodimer formunu alan STATlar nukleusa goc
edip, DNA'ya baglanir ve gen aktivasyonunu bas-
latir. STAT aktivasyonu, serin/treonin reziduleri-
nin fosforilasyonu ile kontrol edilmektedir ve bu
kontrol STAT kinazlardan bagimsizdir.

STAT’lar, hticre icinde bazen birbirine zit olay-
lara aracilik ederler. Hem hticre proliferasyonunu
hem de apoptozisi uyarabilirler. Ornegin STAT1,
IFNun antiproliferatif etkisine aracilik ederken,
STATS, IL-3 ve GM-CSF’in proliferatif etkisine
aracilik etmektedir. STAT3 aktivasyonu ise, IL-6
ve IL-10’a bagli buiiyime inhibisyonu, IL-3 ve GM-
CSF tarafindan uyarilan proliferasyona aracilik
etmektedir. STAT1, IFN’a yanit olarak Fas/FasL
ekspresyonunu arttirmakta ve apoptozisi indukle-
mektedir.

Jak/STAT yolaginda, kontrol mekanizmasi
olarak, aktivasyon hizli ve gecicidir. Proteozom
aracili yikim ve tirozin defosforilasyonu, inakti-
vasyonda 6nemli mekanizmalardir. SOCS ve PIAS,

inhibisyonun en 6énemli mediatérleridir.

I1.2. Reseptér Tirozin Kinazlar (RTK) ve Serin/
Treonin Aracih Sinyal lletimi

RTK’lar, membrana bagli olan ve, ekstraseltler
ligand baglayici domain, transmembran domain
ve oldukca iyi korunmus intraseltiler domain
kisimlarindan olusan reseptdre bagl kinazlardir.
Bunlar, ligand baglanmasi, hticreler arasi adezyon
molektulleri ya da G-protein bagh reseptorlerin
uyarilmasi ile aktive olurlar. Bu reseptérlerin
fosforile olmus spesifik domainleri, SH2 iceren
sitoplazmik adaptér ve effektdér proteinler icin
yuksek afiniteye sahiptir. RTK’lar baslica 4 majoér
gruba ayrilabilir. Class I, epidermal growth faktor
reseptorlerini, Class II, insulin-like growth fac-
tor-1 reseptoérunt, Class III ise, PDGFR, makrofaj
koloni stimtuilating faktér (FMS-R ya da CSF-1R),
stem cell faktor reseptort (KIT) ve FLT3R, Class
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Sekil 1. JAK/STAT sinyal ileti sisteminin calismasi. Ligand tarafindan aktive
edilen reseptdr oligomerizasyonu Jak aktivasyonuna ve STAT fosforilasyonuna
neden olmaktadir. Oligo ya da heterodimerler olusturan STATlar niikleusa
gecmekte , spesifik yanit elemanlarina baglanmakta ve gen transdiiksiyonunu
kontrol etmektedir. (Benekl M ve arkadaslarina ait olan 23 numarali kaynaktan
alinmigtir)

IV ise FGFR’ yi icermektedir. Bu reseptorler, son
zamanlarda, O6zellikle malign transformasyonda
6nemli arastirmalarin konusu olmakta ve tedavi
amaclh yaklasimda bir hedef olarak kabul edil-
mektedir.  Ozellikle FLT3Rlerin kontrolstiz ve
daimi aktivasyonunun akut myeloid l6semiye yol
actigl bildirilmistir. AML’lerin %30’undan fazla-
sinda saptanan iki farkli molektler stre¢ gayet iyi
tanimlanmistir. FLT3R reseptoér geninin exon 11
ve 12 sinde ortaya c¢ikan internal tandem dupli-
kasyon, reseptérin jukstamembran domainini
etkilemektedir. Son zamanlarda, codon 835 de
tanimlanan nokta mutasyonu, reseptértin akti-
vasyon loopunu etkilemekte ve AML’lerin %7’sinde
rapor edilmektedir. Bu anormal aktivasyonun
inhibisyonuna yoénelik klinik c¢aligmalar halen
devam etmektedir.

FLI-3 Structure

wamaa Bl

Sekil 2. FLT-3'Gin yapisi
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Pek cok hticre i¢i sinyal proteini, aktive olmus
RTK’nin fosfotirozin rezidistine baglanir. Bunlar
GTPase activating proteinler, PI3K, Grb-2 ve Src-like
tyrosine kinazlardir. Bunlarin serin/treonin fosforli-
asyonu, downstream sinyal ileti sistemlerinin ve gen
transkripsiyonunun aktivasyonuyla sonuclanir.

Serin/treonin MAPK’lar genis bir ailedir ve
Ras/Raf/MEK/ERK yolagi, p38 kinaz ailesi, JNK
ailesini icermektedir. Ras grubu ise, GTPazla-
rin en buyltk Uyelerinden biridir ve sitoplazmik
membranin i¢ ylizeyinde yer almaktadir. Ras aile-
sinin Uyeleri, basta RTK’lar olmak tizere pek cok
reseptorun, sinyal iletiminde rol almaktadir. Bu
reseptorlerin aktivasyonu, sitoplazmik domainde
tirozin rezidulerinin fosforilasyonu ve Shc ve Grb2
gibi adaptoér proteinlerin baglanmasi icin fosfotiro-
zil-baglanma bélgelerinin a¢iga ¢ikmasina neden
olmaktadir. Bunun akabinde, guanin nukleotide
exchange faktorler devreye girmekte ve Ras akti-
vasyonu gerceklesmektedir.

Ras aktive olduktan sonra, Raf/serine treonin
kinaz1 aktive etmekte ve bu da MAPK kinazi (diger
adiyla MEK), fosforile etmektedir. Bunun sonu-
cunda MAPK ( diger adiyla ERK) aktive olmak-
ta, nukleusa gocetmekte ve Elk-1 gibi spesifik
transkripsiyon faktorlerini aktive etmektedir. ERK
aktivasyonu ayrica, diger kinazlarin da (6rnegin
RSK=MAPK activated protein kinazlar) aktivas-
yonuna yol agmaktadir. RSK’lar hticre siklusunun
kontrolli ve apoptozisde énemli rol oynamaktadir-
lar. Ornegin RSK aktivasyonu, Bad proteini aracili
apoptozisi baskilamakta ve proliferasyonu uyar-
maktadir. Benzer sekilde, Ras/Raf/MEK/ERK
sistemi, siklin D1 gibi proteinler tizerinden hticre
siklusunu ve c-Myc gibi transkripsiyon faktérlerini
de kontrol etmektedir.

Htuicre siklusunun kontroltinde diger 6nemli bir
regulatuvar kompleks RbE2F repressor komplek-
sidir. Bu kompleks aktive olunca hiicre G1l’den S
fazina gecemez. Bu esnada aktive olan CDK’lar, Rb
fosforilasyonu yapar ve Rb-E2F1 kompleksi ayrilir.
Rb inaktive olunca, S fazina gecis icin gerekli olan
genlerin transkripsiyonu baslar.

p38 ailesi baslica dort gruptan olusmaktadir:
a,fB,y ve 8. Bu kinazlarin aktivasyonu esas olarak,
ber/abl pozitif hiicrelerde ve normal hematopoezde,
IFN'un antiproliferatif etkilerinden sorumludur.

JNK (SAPK olarak da bilinirler) grubu,
MAPK’lerin Uc¢lncli ailesini olusturmaktadair.
MEKK tarafindan aktive edilirler ve MEKK/JNK
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aktivitesi Ozellikle p53in normal fonksiyon gor-
mesi ve apoptozisi uyarici etkisinde énemlidir.

Serine/treonin protein fosfatazlar, kinazlarin
ve Ozellikle MAPK’larin defosforilasyonundan yani
inaktivasyonundan sorumludur. Bu grubun en
énemli tiyeleri PP1 ve PP2'dir ve Ege Universitesi
Tip Faktultesi Molekuler Hematoloji ekibi olarak
bizim ilgi alanimizi olusturmaktadir. Bu konuyla
ilgili calismalarimizdan daha sonra ayrintili olarak
sozedecegiz.

PI3K, AKT(Protein Kinaz B olarak da bilinir) ve
protein Kinaz C de serin/treonin fosforilasyonuyla
kontrol edilmektedir. PI3K aktivasyonu, AKT/
PKB’nin membrana goécline ve onun da aktivas-
yonu, pek cok downstream yolaklarin (p70 RSK
ve NFkB gibi) aktivasyonuna neden olmaktadir.
Serine/treonin kinaz AKT aktivitesi, hticresel
yasamin devami igcin 6nemli bir yolaktir. AKt
aktivasyonu, IkB/ NFkB kompleksinden NFkB’nin
serbestlesmesine ve nukleusa goéc¢liine neden
olmaktadir. Ayrica AKT aktivasyonu caspase-9
inhibisyonuna neden olmaktadir. PTEN ise, AKT
icin PI3K Uuizerinden inhibitdr gibi davranmaktadir.
PTEN, bugln icin bir onkogen olarak kabul edil-
mektedir. Ayrica bcl-2 proteini de serine/treonin
reziduleri tizerinden fosforile olmaktadir.

Protein Kinaz C (PKC), diger bir serine/treonin
fosforile edici enzimdir. Raf ve akabinde NFkB
aktivasyonu icin PKC oldukc¢a 6nemlidir. PKC’nin,
Jak/STAT tizerinden, myeloid progenitoér hticreler-
de sinyal iletimini kontrol ettigi de bilinmektedir.
PKC ve MAPK inhibisyonuna y6nelik tedavi aras-
tirmalar: halen devam etmektedir.

Tam bu karmasik sinyal ileti sistemlerinde,
Jak ve Raf kinazlar, degisik yolaklar arasindaki
etkilesimi ve iletisimi saglamaktadir.

L3. Losemi Tedavisinde Hedef Olarak Sinyal

Ileti Sistemi

Malign htucrelerde sinyal ileti sisteminin anor-
mal aktivasyon gosterdiginin saptanmasi, bu sis-
temi tedavi icin uygun bir hedef haline getirmistir.
Ancak bu sistemlerin kontroltinde pek cok faktériin
rol almasi ve yaygin dagilimi, komplikasyonlar: da
beraberinde getirmistir. Ancak, timoéral dokuda,
normal dokuya oranla asir1 oranda bir aktivasyo-
nun varligi, normal dokular: etkilemeden bunlarin
inhibisyonuna olanak saglamaktadir. Sinyal ileti-
minin inhibisyonuna yoénelik tedavide en buytk
sorun, 6zgtnluk ve secicilik gibi durmaktadir. Diger
6nemli bir nokta da, bu hedeflerin her birinin, cok
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siki bir sekilde birbirine bagl ve etkilesen, yer yer
cakisan bir networklin parcalari olmasidir. Spe-
sifik onkogen aktivasyonu neticesinde, sinyal ileti
sisteminin spesifik noktalarinda ortaya cikan akti-
vasyon, aslinda bir anlamda gerekli olan seciciligi
ve 6zglinliigli saglamaktadir. Ozellikle kromozomal
translokasyonlar neticesinde ortaya cikan flizyon
genleri ve bunlarin aktive ettigi 6zel kinazlar buna
en iyi 6rnegi olusturmaktadir.

Bu konuda en iyi bilinen 6rnek, t(9:22) sonu-
cu ortaya ¢ikan Bcr/Abl flizyon genidir. KML ve
ALL etyopatolojisinde ve tedaviye yaklasimdaki
rolleri buglin icin aydinlatilmis durumdadir ve
klinik kullanima girmistir. Ber/Abl fizyon geni
neticesinde tirozin kinaz aktivitesi ile Ras, Raf,
PI3K, JNK/SAPK, Crkl ve Stat5 aktivasyonu ile,
apoptozis inhibe olmakta ve proliferasyon uya-
rilmaktadir. Ber/Abl fizyon proteini, Uizerindeki
tirozin reziduleri sayesinde daimi bir fosforilas-
yona ve aktivasyona gitmekte ve Cbl, Crkl, Shc,
Grb2 gibi adaptdr proteinlerin devreye girmesine
ve Ras, PI3K, paxillin ve talin gibi fokal adezyon
molekullerinin, diger sinyal ileti sistemlerinin
aktivasyonuna yol acmaktadir. Imatinib mesyla-
te, spesifik olarak Bcer/Abl inhibisyonu yaparken,
dolayli olarak da aktive olan diger downstream
yolaklari in vitro olarak ve KML-ALL hastalarinda
in vivo olarak inhibe etmektedir.

Trombosit kokenli  buytme faktdérti olan
PDGFRa ve B belirgin homoloji gostermekle bir-
likte, PDGFRP’nin hematolojik malignitelerde,
ozellikle KMML’de rolti oldugu ortaya konmustur.
KMML’lerin buyuk bir kisminda t(5;12)(q33;p13)
translokasyonu vardir ve bunun neticesinde TEL/
PDGFRP flizyon geni olusmaktadir. Sonucta,
ligand baglanmasina gerek olmadan devamli bir
dimerizasyon gerceklesir ve sitokinden bagimsiz
tirozin kinaz aktivitesinde artis ile, hematopoie-
tik, eritroid ve megakaryositik 6ncuil hticrelerde
devamli bir proliferasyon gerceklesir. Imatinib,
PDGFRp’ye bagl tirozin kinaz aktivitesini de inhi-
be eder.

NPM/ALK fluizyon geni, t(2,5)(p23;935) translo-
kasyonu neticesinde ortaya cikmaktadir. NPM’ nin
NH2 terminal domaininin, ALK’nin sitoplazmik
domaini ile flizyonu neticesinde, anormal bir tiro-
zin kinaz aktivitesi ortaya cikar ve Grb2 ve Crkl
gibi adaptoér proteinlerin de katilimiyla, PI3K, AKT
ve StatS gibi downstream yolaklar aktive olurlar.
Bu mutasyon, anaplastik btiytik hticreli lenfoma
tanili hastalarin yaklasik %50’sinde saptanir ve
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Sekil 3. Reseptdr tirozin kinaz sinyal ileti sisteminde tedavide rol oynayabilecek
muhtemel hedefler (21 nolu kaynaktan alinmistir)

spesifik inhibitérlerinin klinik kullanima girmesi,
bu hastaligin tedavisinde yeni bir sayfa acacaktir.

Hematolojik malignitelerde, pek cok sitokinin,
hticreyi apoptozisden korudugu bilinmektedir
(myelomada IL-6, bazi T htcreli lenfomalarda
IL-2, myeloid 1l6semilerde IL-1, IL-3 ve GM-CSF
gibi). Bu reseptorlerin ya da bu reseptorlerin akti-
ve ettigi tirozin kinaz aktivitesinin inhibisyonu,
bu hastaliklarin tedavisinde 6nemli bir hedefi
olusturmaktadir. FLT3-R'intin mutasyonu (inter-
nal tandem duplikasyon veya TK domainindeki
mutasyonlar), AML tanili hastalarin %30’undan
fazlasinda bildirilmektedir ve varligi kot prog-
nostik gostergedir. FLT3-R bagimh TK aktivitesini
inhibe etmeye yonelik ilaclara ait devam eden pek
cok klinik calisma mevcuttur.

STAT aktivasyonunda rol oynayan Src ve Jak
grubu araci proteinler ayrica tedavi hedefi olarak
dustntlmektedir. Mouse modelinde, Jak?2 inhibit6-
ri olan AG490’1n normal hematopoezi etkilemeden,
l6semik hticre proliferasyonunu baskiladigi goste-
rilmistir. Ayni1 sekilde, Sezary ve myeloma hticrele-
rinde de STAT inhibisyonu yoluyla antiproliferatif
etkinligi saptanmistir. Antisense oligontikleotidler,
STAT inhibisyonunun bir diger yoludur.

Butin bu o6rneklerden yola cikarak, pek cok
tirozin kinaz inhibitértine ait calismalar plan-
lanmis ve halen devam etmektedir. Tirozin kinaz
inhibisyonu, iki sekilde olmaktadir; ATP-baglanma
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Sekil 4. JAK/STAT sinyal ileti sisteminde inhibisyon icin muhtemel hedefler
(21 numarali kaynaktan alinmistir)

bolgesinin inhibisyonu ve substrat baglanma bol-
gesinin inhibisyonu.

Sinyal ileti mekanzimalarinin ¢cok daha net bir
sekilde oOgrenilmesi ve kanser-16semi etyopato-
genezindeki rollerinin aydinlatilmsi, beraberinde
glincel kullanimda olan antikanser ilaglarin sinyal
sistemine olan etkilerinin arastirilmasini getirmis-
tir. Ornegin, Fludarabinin, klasik etkilerinin yani
sira, neoplastik htucrelerde, Statl aktivitesinin
kaybina yol actigi ve antineoplastik etkinin bir
kismindan bunun sorumlu oldugu ortaya kon-
mustur.

Losemilerde sadece gen ve kromatin yapilarin
yani sira, kromatin bttinligiinli ve genin normal
transkripsiyonunu saglayan multiprotein komp-
lekslerinde de anormallikler olabildigi bildiril-
mistir. Bunlarin basinda, histon asetil transferaz
(HDAC) ve DNA metiltransferazlardir. AML-M2
tanili hastalarin cok buyuk bir kisminda t(8;21)-
(922;922) translokasyonu neticesinde, AML1geni-
nin DNA baglama bolgesi ile ETO geni arasinda
fizyon olusur ve bu flizyon proteini HDAC ile
etkilesip, hticresel farklilagsmay: durdurur. Benzer
sekilde, cocukluk cagi ALL olgularinda, t(12;21)-
(p12;922) translokasyonu neticesinde TEL/AML1
flzyon geni ortaya ¢cikmakta ve bu genin aktivas-
yonu ile farklilasma duraksamaktadir. Butiratlar,
trichostatin A, 5-azacytidine, 2’-deoxy-azacytidine
gibi HDAC ve DNA metiltransferaz inhibitérlerinin,
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Sekil 5. HDAC inhibitdrlerinin calisma mekanizmasi.
HDAC: Histone deacetylase complex,
Ac: Acetyl grup,
TF: Transcription factor,
HAT: Histone acetyltransferase
(24 nolu kaynaktan alinmistir)

akut 16semi tedavisinde kullanimina yo6nelik calis-
malar halen devam etmektedir.

En iyi bilinen translokasyonlardan birisi, APL’de
saptanan t(15;17)(q22;q11.2)dir. RARa/PML fiz-
yon geni olusmakta ve bu gen tirtinti olan protein-
de her iki domainde aktif olarak kalmaktadir. Bu
protein, nikleer reseptdr corepressoért olan N-CoR
ve SMRT, ve ayrica HDAC ile etkileserek, myeloid
maturasyonda 6nemli rolti olan retinoid reseptor
genlerini inaktive etmektedir. Farmakolojik dozda
ATRA, fuzyon proteinini dominant negatif form-
dan aktivatér forma doéntstirmektedir. Ayrica
retinoidlerin etkiledigi sinyal ileti sistemi Utizerine
etkili olan diger ilaclar, ATRA ile sinerjistik etki
gostermektedir. Ornegin, ATRA, Statl ve Stat2'yi
upregtile etmekte ve IFN ile elde olunan inhibitér
etkiyi potansiyelize etmektedir. Arsenik trioksidin
etki mekanizmasinin bir kismi da RARa/PML
flizyon gen Uruintinin degredasyonu tuzerinden
olmaktadir. Arsenik, ayrica, JNK aktivitesinde
artisa, PKCnin sitozolden membrana translokas-
yonuna ve aktivasyonuna, CDKI inhibisyonuna ve
NF«B inhibisyonuna neden olmaktadair.

Rituximab (anti CD20) ve alemtuzumab (anti
CD52) gibi monoklonal antikorlar hematolojide
glincel olarak ve artan oranlarda kullanilmakta-
dir. Bu antikorlarin etkilerini tek bir mekanizmay-
la aciklamak mtmkun degildir. Rituximab, htiicre
icinde kalsiyum dengesinde bozulmaya ve CD20
tasiyan B htuicrelerin apoptozisine neden olmakta-
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dir. In vivo ortamda, Rituximab’in, periferik kan
huicrelerinde caspazlar: aktive ettigi gésterilmistir.
Ayrica, kompleman ve antikordan bagimsiz lizisi
de aktive edebilmektedir.

Serine/threonine kinazlar ve l6semik doénu-
stm ile ilgili calismalar devam etmektedir. Bu
grubun en 6nemli Uyesini, daha 6énce de bahset-
tigimiz gibi Ras olusturmaktadir. Ras antisense
oligontikleotidler ve downstream yolaklarin inhi-
bisyonuna yo6nelik ilaclar gelistirilmektedir. Ras’in
—COOH ucunun prenilasyonundan sorumlu olan
farnesil transferazlarin inihibsyonu (FTI) amaciyla
R115777, SCH66336, L778123 ve BMS214662
gibi ilaclar test asamasindadir. Ayrica, Raf ini-
bisyonu icin geldanamycin ve radiciol tlrevleri
geligtirilmistir. ~ Stauromycin ve tlrevleri, PKC
inhibisyonu yapmakta ve degisik klinik asamalar-
da halen denenmektedirler. Aberran ERK ve MEK
aktivitesi AML ve KML’de gosterilmistir ve bunun
inhibisyonuna y6nelik olarak gelistirilen ilaclardan
PD184352 fazl klinik calismalarda denenmektedir.
Wortmannin ve tirevleri, farmakolojik olarak PISK
inhibitértidtr ve halen Uzerinde calisiilmaktadir.

Diger 6nemli bir sinyal basmagi, apoptozisin
kontroltinde rol oynayan IAP grubu proteinlerdir.
IAP grubunun en potent tyesi olan XIAP, kazpaz-
lar1 inaktive etmekte ve apoptozisi engellemekte-
dir. IAP’lerin AML’de rolti oldugu gosterilmistir.
XIAPnin adenoviral antisense oligontikleotidlerle
inhibisyonu, AML blastlarinin radyoterapiye olan
duyarliligini arttirmaktadir.

Proteinlerin, intraseltiler ortamda yikiminda
ubiquitin-proteasom sistemi 6nemli rol oynamak-
tadir. Spesifik proteinlerin yikimini kontrol ettik-
leri ve selektif olduklar: icin metabolik yolaklarin
kontrolunde en 6nemli mekanizmalardan birisidir.
Siklinler ve CDKI, p53, NFkB, c-myc, c-fos, c-jun
gibi transkripsiyon faktérleri ve apoptoz indtkle-
yiciler proteazom yoluyla yikima ugramaktadir.
Bunlarin inhibisyonu, hticrede normal apoptotik
stirecin aktivasyonuna katkida bulunabilir. PS-
341, spesifik bir proteazom inhibitértidtir. Hucre
kulttrlerinde ve KLL hastalarindan elde edilen
taze hucrelerde, PS-341'in apoptozisi uyardigi
ve ila¢ direncini gerilettigi saptanmistir. Myelom
tedavisinde kullanimina yo6nelik klinik calismalar
halen devam etmektedir.

Losemi tedavisinde diger gtincel bir konu,
hiicre siklusunun kontrolidiir. Rb proteininin
siklin/CDK kompleksi tarafindan fosforilasyonu
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ile bir transkripsiyon faktérti olan E2F serbestle-
sir ve nukleusa gecip, hedef genlerin transkripsi-
yonunu regiile eder. Solid malignitelerde, kanser
tedavisinde E2F2e yo6nelik calismalar halen devam
etmektedir. Siklin ve CDK inhibisyonu, diger bir
hedeftir ve flavopiridol ve staurosporin gibi ajanla-
ra ait calismalar halen devam etmektedir. Ozellikle
flavopiridol ile muamele edilmis hticre hatlarinda
doksorubucin hassasiyetinde artis olmasi, kombi-
nasyon tedavilerinin 6ntiint acmistir.

Bundan sonraki bétimlerde, bizim Ege Univer-
sitesi Tip Faktltesi Molekuler Hematoloji Labora-
tuvari olarak tizerinde agirlikla calistigimiz Portein
serine/treonin fosfatazlar ve l6semi tedavisindeki
rollerine deginecegiz.

h.3. Protein Serine/threonine Fosfatazlar

Grubumuz, uzun yillardir laboratuvarimizda,
16semide farklilastirici tedavi ve sinyal ileti sistemi
konusunda calismalar yapmaktadir. Sinyal ileti
sisteminde, oOzellikle ilgilendigimiz alan serine/
threonine protein fosfataz sistemi oldugu icin, bu
bolimde, serine/threonine protein fosfataz sis-
temi ile beraber l6semide farklilastirici tedaviden
bahsedecegiz.

Farklilasma ve proliferasyon dengesindeki
bozulma, lokomojenik isleyise 6nemli bir katk:
saglamaktadir. Kontrol edilemeyen proliferasyo-
nun tetiklenmesi ve farklilagsmanin bozulmasi sin-
yal yolaklarinin karmasik basamaklariyla olusur.
Lokomojenezle iligkili mekanizmalar: aydinlatmak
icin model hucre hatlari arastirmalarin poptler
parcalarindandir. Bu hticre hatlar1 arasinda HL-
60 myeloid 16semi hiicre hatti, cok iyi tanimlan-
mis, laboratuar calismalarinda sikca kullanilan
bir 16semi modelidir.

HL,60 hticreleri indtikleyici molektilerle uyaril-
diginda granulositik ve monositik yénde farklila-
sir. DMSO ve ATRA uyarisiyla bu myeloid 16semi
hticre hatlar granulositik hiicrelere déntsur. 1,25
(OH),D, uyarisiyla monositik hticrelere ve forbol
ester tlrevleri ile makrofaj benzeri hticrelere fark-
lilasir. HL-60 hticrelerinin bu karakteristik 6zelligi
arastirmacilarin ilgisini ¢ekmistir ve bu hucre
hatt1 in vitro calismalarda sik tanimlanan model
halini almistir.

1,25(0H),D,, normal insan kemik iligi hticreleri
gibi, insan myelojenik 16semik HL-60 hticrelerini
terminal olarak matir monositlere farklilagsmak
Uzere uyarir. Bu ajanla farklilasma profilerasyon
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inhibisyonu ile iliskilidir. ATRA, kultirde 16semik
HL-60 hucrelerinde granulositik farklilagsmay:
uyarmaktadir, akut promyelositik l6semili has-
talarda ytksek remisyon oranlari saglamaktadir.
ATRA’nin biyolojik etkileri “Retinoik Asit Resep-
torleri” tarafindan yonlendirilmektedir. ATRA ile
uyarilmis granulositik farklilasmada, protein fos-
forilasyonu ve defosforilasyonu 6nemli dtizenleyici
mekanizma gibi géziikmektedir.

Metilprednizolon da , ATRA ve 1,25(0H),D, gibi,
steroid hormon ailesinin bir Uyesidir ve ntkleer
hormon reseptérti ailesinden “zinc-finger contai-
ning superfamily” tizerinden etki etmektedir. Bu
reseptor proteinleri hedef hticredeki spesifik DNA
promoter boélgelerine baglanarak, transkripsiyon
baslama hizinda dogrudan degisime yolagmak
seklindedir. Ytuksek doz metilprenizolon tedavisi-
nin akut promyelositik 16semi ve diger akut mye-
loblastik 16semi subtiplerinde myeloid hticrelerinin
matlr granulositlere farklilasmasini in vivo olarak
uyardigi gosterilmistir. Bizim laboratuvarimizdaki
calismalar, metilprednizolonun HL-60 ve K562 (Ph
pozitif transforme KML akut myeloid hticre hatti)
huicrelerinin proliferasyonunu baskiladig: ve kismi
olarak terminal granulositik ve monositik farkli-
lasmay1 uyardig1 gosterilmistir.

Son zamanlarda, Arsenik trioksit (AS,0,) akut
myeloid 16semi, 6zellikle APL tedavisinde tanim-
lanmistir. APL hucrelerinin kismi farklilasmasini,
PML/RAR-alfa ve bcl-2 down-regtilasyonu tizerin-
den sagladigi gosterilmistir. AS,0,uzun zamandir
bilinmesine ragmen, apopitoz ve APL hticrelerinin
farklilasmasi yeni bir gézlemdir. Biz ayni zamanda
AS,0,un HL-60 ve K562 hticre hattinda farklilas-
tiric1 etkisi oldugunu ve bunun serine/threonine
protein fosfataz sistemi tizerinden olmadigini goés-
terdik.

Protein fosforilasyonu, hticre proliferasyonu ve
farklilagmasi gibi olaylar1 kontrol eden sinyal ile-
tim sistemlerinin temel strecidir. Kinazlar ve fos-
fatazlar hiicrenin protein fosfatlanmasi: durumunu
yonetirler , bu da hticre béliinmesi ve blytimesi
gibi temel biyolojik olaylar: dlizenler.

Bu boéltimde, agirlikli olarak defosforilasyon ve
16semik farklilasmadan bahsedecegiz.

Protein Fosfatazlar

Hucrenin fosforilasyon basamaginda dengenin
bir tarafinda bulunan defosforilasyon reaksiyo-
nunu ydneten bu enzimler, substrat proteinleri
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olarak etkisini gosterdikleri aminoasitlere gore
serin/treonin fosfatazlar ve tirozin fosfatazlar
olarak gruplanmaktadir. Bu enzimler katalitik
ve regulatuar subuniteler tarafindan yapilmistir.
Memeli htuicrelerinin ana serin/treonin protein
fosfataz katalitik subuniteleri 4 formdan olusmak-
tadir; protein fosfataz 1 (PP1), protein fosfataz
2A (PP2A), protein fosfataz 2B (PP2B, kalsinérin)
ve protein fosfataz 2C (PP2C). Bu, Cohen tarafin-
dan onerilen siniflama sistemini temel almakta-
dir. PP1 ve PP2A’nin divalan katyonlara absolt
gereksinimi yoktur, bunun yaninda PP2B ve
PP2C Ca*?/calmodulin ve kismen Mg bagimlidir.
Okadaik asit (OKA), son zamanlarda bulunan bir
timoér promoter1 olup, PP1 igin IC,’si 60-200
nM, PP2A icin 1-10 nM arasinda olan polieterli
yag asidi olup, bu doz farki sayesinde PP1 ve
PP2A ayiriminda kullanilabilmektedir. Calyculin A
(Cal-A) PP1 igin IC,’si 2 nM, PP2A icin 1 nM olan
bir spiroketal yag asididir. PP2A’nin regllatuar
subuniteleri saflastirilmis ve klonlanmistir, fakat
PP1l’in regtilatuar subuniteleri hakkinda daha az
sey bilinmektedir. Ug farkli, fakat oldukca benzer,
PP1 katalitik subunitesi %85-90 aminoasit sekan-
s1 cDNA klonlamasi ile tanimlanmistir (PP1-alfa,
PPl-gamma , PP1-delta) ve genis bir yayginlikta
memeli dokularinda sentez edilmektedir.

PP2A katalitik subunitesi (PP2A-C) genelde
holoenzim olarak bulunmaktadir ve farkli B regu-
latuar subunitelerle heterotrimer olusturmakta-
dir. A ve B regulatuar subunitelerinin PP2A-C’nin
in vitro fosfataz aktivitesini sekillendirici oldugu
gosterilmistir. A, B, PP2A-C subuniteleri turler
arasinda yuksek derecede korunma godstermekte-
dir . PP2A’nin regulatuar subunitlerinin substrat
spesifitesi tizerindeki etkisi in vitro olarak agikca
goOsterilmisse de , metabolizma, bliytime, farklilas-
ma ve gelisme Uzerindeki her birinin rolti buytk
oranda bilinmemektedir.

Kalsinérin (PP2B), bircok dokuda varlig bili-
nen, temel olarak baslangicta sinir dokusunda
varligi bilinen bir enzimdir. Memeli hticrelerinden
elde edilen kalsinérin holoenzimi btiytik 60 kD’Tuk
katalitik subunite iceren heterotrimerik birleskedir;
kalsin6rin A (CNA), kalsinérin B (CNB), ve kalmo-
dulin (17 kD’luk Ca*? bagimli protein). A subunite-
si kalmodulini baglar , fakat B subunitesi Ca*?’nin
4 adet molekultine baglanir. Kalsinérin regulatuar
subunitesi, CNB, FK506-immunofilin ve siklospo-
rin A (CsA) komplekslerinde ana bilesikdir. Kalsi-
noérin, kalmodulin veya CNB eksikliginde in vitro
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kosullarda fosfataz olarak islev géorme yetenegine
sahip degildir. CNB ve kalmodulin sekanslari ilis-
kili olsa da, bu iki proteinin herhangi biri digerinin
yoklugunu telafi edemez. Kalsinérin, IL-2 reseptér
reglilasyonunda gorev alan NF-AT aktivasyonu ve
proliferasyonunda gereklidir ve NF-KB molektiler
degisiminde gorev almaktadir.

Memeli htucrelerinde PP2C’nin iki izoenzimi(
PP2C-alfa ve PP2C-beta) klonlanmistir ve iki izo-
form %76 homoloji goéstermektedir. Fakat, fizyo-
lojik islevleri hakkinda cok az sey bilinmektedir.
Embriyonik mezenkimal huicrelerin, MyoD1-uya-
risina bagl farklilagsmasinda PP2C geni Uretimi
artmaktadir.

Monositik Farkhlasma ve Defosforilasyon

Dinamikleri

Cal-A, PP1 ve PP2’nin gucld inhibitértdur ve,
HL 60 hucrelerinin 1,25(0OH),D, bagimli monosi-
tik farklilasmasini artirmaktadir ve bu bulgu
protein fosfatazlarin olaydaki roltinin kanitidir.
1,25(0H),D, ile HL-60 hicrelerinin muamelesi,
sitozolik PP1l-benzeri aktivitede azalmaya yol
acmaktadir ve es zamanli olarak zar ve nukle-
er boéltimlerde PPl-benzeri aktivitede artisa yol
acmaktadir. Sitozolik PP1l-benzeri aktivitedeki
azalma monositlerle iliskili belirli baz1 gosterge-
lerin artmis Uretimi ile paralellik gostermektedir.
1,25(0H),D, tarafindan induklenmis PP1-benzeri
aktivitenin subsellliler dagilimi, temel olarak
sitozolik PP1-gamma ve PP1l-alfanin secici trans-
lokasyonuna bagli olmakla beraber PP1-delta
ve PP2A dagilimi relatif olarak sabit kalmakta-
dir. PP1 aktivitesinin hucre ici dagilimi , HL-60
hticrelerinin farklilasmasinin diizenlenmesinin
6nemli bir 6gesi olabilir. C-fos matir transkript-
lerin uyarilmas: ve AP-1 aktivitesindeki artisin,
1,25(0H),D, ile uyarilmis proliferasyonun inhi-
bisyonu ve monositik farklilasmada rolti oldugu
dtstntlmektedir. 1,25(0H),D,/’nin HL-60 htc-
relerinde c-myc mRNA Uretiminde azalmaya yol
actigl gosterilmistir. Ayrica, ntikleusta PP1 akti-
vitesinde artis, transkripsiyon faktoérlerini uyar-
makta ve basta 1,25(0OH),D, olmak tUzere, diger
farklilastiric1 ajanlarin reseptér ekspresyonunu
arttirabilmektedir.

1,25(0OH),D, ile uyarilmis HL-60 16semik hticre-
lerinin monositik farklilasmasi sirasinda, sitozolik
PP2C aktivitesinde artis oldugu ve bu artisa, PP2C
protein ekspresyonundaki artisin eslik ettigi gos-
terilmistir. PP2C’nin up-reglilasyonu monositlerle
alakali baz belirli farklilasma gostergelerinin artisi
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ile iliskilendirilebilinir, fakat buna ragmen HL-60
hticre farklilagsmalari icin 6nemli direkt hedefin ne
oldugu hentuiz bilinmemektedir.

CsA ve FK 506 HL-60 htucrelerinin in vitro
kosullarda proliferasyonunu uyarmistir. CsA ve
FK 506’nin aktivasyonu takiben, DNA sentezi
ve hiuicre bolinmesi ortaya cikmakta ve HL-60
hticreleri inhibe olmayan bir sekilde cogalmaya
devam etmektedir. Kalsinérin aktivitesi, HL-60
hticreleri, CsA veya FK 506 ile muamele edildigin-
de gticlt olarak inhibe olmaktadir. Bu konsant-
rasyonlar bu ilaclarin terapétik plazma dizeyle-
rine denk gelmektedir ve T-hlicre aktivasyonunu
inhibe etmek icin gerekli konsantrasyonlara, FK
506 daha gtcli olmak tizere, benzerdir. Bizim
verilerimiz CsA ve FK 506 ‘nin HL-60 hticre pro-
liferasyonuna olumlu etkilerinin kalsinérin inhi-
bisyonu ile oldugunu gostermektedir. Kalsinérin
fosfataz aktivitesi HL-60 huicrelerinin retinoik asit
ile uyarilmis granulositik farklilasmas: sirasinda
up-regile olabilir ve CsA ve FK 506 kullanimi
bu etkiyi azaltmaktadir. Kalsinérin temel olarak
myeloid huicre proliferasyonunun sinyal iletimi-
nin inhibitér parcasidir.

Granulositik Farklilasma ve Protein Fosfatazlar

Kualttrde 16semik HL 60 htucrelerinde ATRA
granulositik farklilagsmay1 uyarir ve akut prom-
yelositik l6semide ytiksek remisyon diizeyleri sag-
lamada klinik olarak etkilidir. Bizim sonuclarimiz,
PP1 enziminin ATRA ile uyarilmis HL 60 hticrele-
rinin granulositik farklilasmasinda degismedigini,
buna karsin ATRA ile uyarilmis farklilagsmada
PP2A aktivitesinin azaldigini ortaya koymaktadir.
Biz, granulositik farklilasma sirasinda PP2A-C nin
belirgin olarak azaldigini, A ve B-alfa reguilatuar
subunitelerinin ekspresyonlarinin degismedigini
gosterdik. ATRA ile muamele, PP2A-C-beta’nin
mRNA tUretiminde belirgin azalmaya yol acmak-
tadir. HL 60 htcrelerindeki ATRA ile uyarilmis
granulositik farklilasma ntkleer retinoik asit
reseptori aracilig: ile yonlendirilmektedir. Retino-
ik asit reseptor ailesi transkripsiyon faktorleri tiro-
id hormon super-ailesinin tyesidir ve belirli hedef
genlerin transkripsiyonunu dtizenleyen DNA-bag-
layic1 ve retinoik asit baglayicit bolgelere sahiptir.
ATRA PP2A gen duzenlemesine ya direkt olarak ya
da PP2A geninin transkripsiyonunu aktive ederek
, veya indirekt olarak , transkripsiyon faktoérlerini
kodlayan genlerin Uretimini degistirerek etkileye-
bilir.
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Metil-Prednizolon ile Uyanlmus Farklilasma ve

Protein Fosfatazlar

PP1 ve PP2A inhibitérleri (OKA ve CalA) granu-
lositik-monositik farklilagsma sirasinda HL 60 ve
K 562 htcrelerini etkileyerek ileri farklilasmaya
yol a¢gmaktadir. Bu farklilagsma olayinda, metilp-
rednsizolon, PP2A regulatuvar subunitelerinin up-
reglilasyonuna ve her iki hticre hattinda sitozolik
fraksiyonda PP2A fosfataz aktivitesinde artisa yol
acmaktadir.

Arsenik Trioksit ile Uyanlmis Farkhlagsma ve
Protein Fosfatazlar

PP1 ve PP2A inhibitérlerinin ve PP2B inhibit6-
rina (Siklosporin A) kullanarak yapilan deneyler
yukarida deginilen fosfatazlarin arsenik ile uyaril-
mis 16semik farklilasmada herhangi bir rol alma-
digini gbéstermistir.

ATRA, 1,25(0H),D, ve diger ajanlarin farklilas-
tiric1 etkilerini sadece serine/threonine protein
fosfataz sistemi ile olan etkilesimlerine baglamak
dogru degildir. Protein fosfatazlarin modilasyonu
yaninda , protein kinaz C ve protein kinaz C izo-
formlarinin (alfa,beta ve gamma), ATRA ve/veya
DMSO ile uyarilmis HL-60 htcrelerinin granulo-
sitik farklilasmasinda arttig1 gosterilmistir. HL-60
hticrelerinin 1,25(0H),D, ile uyarilmig monositik
farklilasmada hem protein kinaz C aktivitesi hem
de protein kinaz C-alfa ve protein kinaz C-beta
mRNA duzeylerindeki artisla beraberdir. cAMP-
bagimli protein kinaz aktivasyonu, TPA (forbol
ester ttirevileri) , ATRA veya DMSO ile HL 60 hticre-
lerinin farklilasmasinda rol almaktadir. Monositik
ve granulositik uyaricilar protein kinazlari hedef
molektl olarak paylassa da , proetin kinazlarin
modtule edilmesi ve aktivasyonu granulositik ve
monositik fenotiplere terminal farklilasmay: ortaya
cikaran mekanizmalar: aciklamak icin yetersizdir.
Fakat , protein fosfatazlarin modiule edilmesi kritik
bazi substratlerin fosforilasyonunu dtizenlemekde
ve HL-60 htucrelerinin hangi fenotipe farklilasa-
cagini yonlendirmede o6nemli bir rol almaktadir.
PP1 , PP2A, PP2B, PP2C ‘nin in vivo olarak bircok
iglevi dtizenledigi, pekcok metabolik yolagi , pro-
tein sentezini, DNA cogalmasi ve hticre siklusunu
kontrolde rol aldig1 dtstnutlmektedir.
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Kisaltmalar

IFN interferon

JAK Janus Kinase

STAT Signal transducer and activator of transcription
XIAP X linked inhibitor of apoptosis

(DK Cyclin dependent kinase

MEK Mitogen activated protein/extracellular signal requlated kinase kinase
ERK Extracellular signal regulated kinase

Grb-2  Growth factor receptor binding protein 2
GM-CSF  Grabulocyte-macrophage colony stimulating factor
SCOS  Supressor of cytokine signalling

MAPK  Mitogen activated protein kinase

PI3K Phosphotidyl inositol 3’ kinase

PIAS Protein inhibitor of activated stat

JNK ¢-jun NH2-terminal kinase

NFicB  Nucleer factor kappa beta

1B Inhibitor of kappa beta

PTEN  Protein phosphatase and tensin homologue deleted from chromosome 10
PDGFR  Platelet derived growth factor receptor

NPM Nucleophosmin

ALK Anaplastic lymphoma kinase

TK Tyrosine kinase

HDAC  Histone deacetylase

IAP Inhibitor of apoptosis

PS-341 Bortezomib

CDKI Cyclin dependent kinase inhibitor

DMSO  Dimethyl sulfoxide

ATRA  All-trans retinoic acid

SAPK  Stress-activated protein kinase

PKB Protein kinase B

FLT3R  Fms-like tyrosine kinase 3 receptor
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