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OZET

Ozkayar O, Mantle hiicreli lenfomada o6karyotik elongasyon faktér-2 kinaz
ekspresyonunun degerlendirilmesi. Hacettepe Universitesi, Tibbi Patoloji,
Uzmanhk Tezi, Ankara, 2015

Mantle hucreli lenfoma agresif bir B hticreli lenfoma alt tipidir. Konvansiyonel
kemoterapi ile yiksek remisyon oranlari elde edilebilse de klr nadirdir. Bu nedenle
yeni ve daha etkili tedavi stratejilerinin gelistirilebilmesi igin hastali§in patogenez ve
biyolojisini anlamaya ydnelik calismalar devam etmektedir. Bu calismada Mantle
hiicreli lenfomada (MHL) ékaryotik elongasyon fakttr-2 kinaz (eEF-2K) expresyonu
varligt Mantle hicreli lenfoma (MHL) olgularina ait biyopsi 6rneklerinde
immunohistokimyasal olarak ve MHL hiicre hatlarinda (JeKo-1, Granta-519, Mino ve
SP53) Western blot yontemiyle arastiriimigtir.Bu kapsamda Hacettepe Universitesi
Tip Fakuitesi Hastanesi Tibbi Patoloji Anabilim Dal’'nda 2000-2013 yillari arasinda
tani almis toplam 39 MHL olgusu degerlendirilmistir. MHL hiicre hatlarinda, Rottlerin
ile eEF-2K inhibisyonu vyapilmis ve MTS ydéntemiyle hiicre proliferasyonu
degerlendiriimistir. Western blot c¢alismalarinda MHL hiicrelerinde Rottlerin
kullanilarak eEF-2K inhibisyonu ile siklin D1 seviyeleri, otofajik ve apoptotik proteinier
degerlendiriimistir. eEF-2K siRNA kullanilarak gerceklestiriien RNA interferansi
deneyinde siklin D1 ve c-Myc ekspresyonu arastiriimistir. Hasta 6rneklerinde 39
hastanin 26’sinda (%64,1) ve hiicre hatlarinda ézellikle JeKo-1 ve Mino hticrelerinde
eEF-2K ekspresyonu saptanmistir. Rottlerin ile 4 MHL htcre hattinda da MTS
calismasit ile proliferasyon inhibisyonu gosterilmistir. Western blot deneylerinde JeKo-
1 ve Granta-519 hucrelerinde Rottlerin kullanilarak eEF-2K inhibisyonunun siklin D1
inhibisyonuna yol actiyi ve Jeko-1 hlcrelerinde otofaji ve apoptoz ile iligkili oldugu
gosterilmigtir. RNA interferansi yontemiyle eEF-2K siRNA kullanarak eEF-2K
inhibisyonu JeKo-1 hiicrelerinde siklin D1 ve c-Myc'te azalma ile sonuglanmistir. Bu
calisma MHL'de eEF-2K ekspresyonu varligini gostermesi agisindan énemlidir.
MHL'de eEF-2K ve iligkili yolaklarin hastaligin patogenezindeki yerinin ayrintili
tanimlanmasi MHL tedavisinde terapétik deger tasiyabilir.

Anahtar kelimeler: Mantle hicreli lenfoma, eEF-2K, otofaji, apoptoz



ABSTRACT

Ozkayar O, The evaluation of eukaryotic elongation factor-2 kinase expression
in Mantle cell lymphoma, Hacettepe University, Thesis of Pathology, Ankara,
2015

Mantle cell lymphoma is an agréssive type of B cell lymphoma. Although it is
possible to achieve high remission rates with conventional chemotherapy, cure is
rare. Therefore, studies aimed at understanding the pathogenesis and biology of the
disease in order to develop new and more effective treatment strategies continues. In
this study, the expression of eukaryotic elongation factor-2 kinase (eEF-2K) in Mantle
cell lymphoma (MCL) was investigated using immunohistochemistry in biopsy
samples andby Western blotting in MCL cell lines. A total of 39 MCL cases diagnosed
in Hacettepe University Hospital, Department of Pathology between the years of
2000-2013 and 4 MCL cell lines (JeKo-1, Granta-519, Mino and SP53) were included
in the study. The cell proliferation changes induced by Rottlerin inhibition of eEF-2K
were evaluated by MTS assay. Cyclin D1 expression, otophagic and apoptotic protein
expressions effected by inhibition of eEF-2K with Rottlerin were evaluated by Western
blotting. The cyclin D1 and c-Myc expressions were evaluated in the RNA interference
experiments using eEF-2K siRNA. In 26 of 39 (64.1%) patient samples and in-
especially JeKo-1 and Mino cell lines, eEF-2K expression was detected. In all four
cell lines, the inhibition of cell proliferation was observed with the Rottlerin treatment.
It was shown that, inhibition of eEF-2K with Rottlerin treatment, caused down-
regulation of cyclin D1 in JeKo-1 and Granta-519 cells and related with the otophagy
and apoptosis in JeKo-1 cells. Using RNA interference method, inhibition of eEF-2K
with eEF-2K siRNA resulted in down-regulation of cyclin D1 and ¢-Myc. This study is
important because it indicates the presence of the eEF-2K expression in MCL. In
MCL, the detailed investigation of the eEF-2K targets and related downstream

pathways in the pathogenesis of this disease, may have therapeutic importance.

Keywords: Mantle cell lymphoma, eEF-2K, otophagy, apoptosis
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1.GIRIS

Mantle hucreli lenfoma (MHL) 2008 Diunya Saghk Orgitii
sinifamasina gére “CCND1 translokasyonu gésteren ve genellikle
irregtler ntkleer konturlara sahip monomorfik kiiclik-orta boyutta lenfoid
hicrelerden olusan B hicreli neoplazmdir; neoplastik transforme
hiicreler, paraimmiinoblastiar ve proliferasyon merkezleri icermez” (1,
2). Bu tanima ilave olarak CCND1 translokasyonuna sahip olmayan

vakalarin da bulundugu bilinmektedir (3).

Mantle hucreli lenfoma tim Hodgkin disi lenfomalarin %2-10’unu
olusturur (4). insidansi Amerik Birlesik Devletlerinde (ABD) 0,55/100000
ve Avrupa'da 0,45/100000 olarak saptanmistir (5, 6). Tani aninda
ortalama yas ABD’de yapilan bir calismada erkeklerde 67, kadinlarda 70
olarak bulunmustur, erkeklerde daha sik géralir (E/K: 2,5/1) (4, 6).
ABD’de vyapilan iki ayrn calismada beyaz irkta Afrika kokenli

Amerikalilara kiyasla daha sik bulunmustur (6, 7).

Hastalarin biyik cogunlugu tani aninda ileri evrededir (Ann Arbor
Evre IlI-IV); siklikla, yaygin lenfadenopati, kemik iligi infiltrasyonu ve
splenomegali ile presente olurlar (8-10). Periferik kanda lenfositoz ile
karakterize l6semik tutulum akim sitometrik calismalarda hastalarin
%90’Iindan fazlasinda saptanmistir (11). Ekstranodal tutulum siktir;
6zellikle gastrointestinal sistem tutulumu “Multipl lenfomatéz polipozis”
(MLP) olarak bilinen ince bagirsak ve kolonda yaygin polipoid lezyonlarla
karakterize klinik sunum seklinde karsilasilabilir, MLP ¢ogunlukla MHL
ile iligkilidir (12-14).

Mantle hucreli lenfoma agresif klinik gidisata sahiptir, mevcut
kemoterapi olanaklari ile uzun dénem remisyon elde etme sansi
sinirlidir (15, 16). Ortalama sagkalim 3-5 yildir (1). ileri evre hastalikta
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sagkalimda artig géralmekle birlikte, lokalize hastalikta gérilen sagkalim
artigl istatistiki olarak 6nemsiz bulunmustur (17). Tam remisyon sadece
%6-35 olguda saglanabilmektedir. Cevap siresi genellikle kisadir ve
hastalarin buytk ¢cogunlugu bir yil icinde relaps gosterir (1). Hastaligin
tanimlanmis iki indolan tipinde hayat beklentisi yliksektir. Periferik
adenopati olmaksizin periferik kan, kemik ili§i ve bazen dalak tutulumu
bulunan hastalarda ortalama sagkalim 79 aydir (18). Diger tip olan “in
situ mantle hucreli lenfoma” (ISMHL) olarak bilinen tipte yillarca MHL'ye

déntsum gorilmeyebilir (19).

Tedavide siklikla R-CHOP protokolil tercih edilmektedir (8, 20). Bu
protokol ile cevap orani %95’inde izerinde olmakla birlikte ilerlemesiz
sagkalim ortalamasi yaklasik 16 aydir (21). Yogun kemoterapi
protokolleri (HyperCVAD) veya otolog k&k hiicre transplasyonu ile
sagkalim artig| saglansa da relaps yine de kaginilmazdir (22). MHL'de
relaps sonrasi kemoterapi cevap hizi olduk¢a dusiktir (23, 24). Bu

nedenle yeni terapi arayislari 6nem tasimaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. MORFOLOJIi

Mantle hucreli lenfoma morfolojik olarak dar sitoplazmali, belli
belirsiz nlikleolll bulunan, kapall kromatinli hafif ya da belirgin irregtler
késeli nukleuslara sahip, klglk-orta boyutta sentrositlere benzeyen
hiuicrelerle karakterizedir (1, 22). Giemsa boyali kesitlerde sitoplazma
soluk mavi soluk gri tonlarda degisir (22). Sentroblastlara,
immunoblastlara veya paraimmiinoblastlara benzeyen bliytk transforme
hiucreler gérilmez (1, 25). Siklikla hyalinize kiigiik damarlar eslik eder,
cogu vakada ara sira yildizli gékyiizi manzarasi da olusturabilen tek tek
dagiimis epiteloid histiyositler gérilebilir (1). Lenf nodlarinda bilinen {i¢
paternde gelisim gosterirler. En yaygin olan patern diffiz gelisim
paternidir, olgularin yaklasik %80’i bu paterne sahiptir (25). Lenf nodu
temel yapisi neoplastik hiicrelerin diffiiz infiltrasyonu ile silinmis olup,
epiteloid gérinamlu histiyositler ve hyalinize damarlar bunlara eslik eder.
Noduler patern neoplastik hiicrelerce olusturulan belli belirsiz sinirli
noduller ile karakterizedir. Mantle zon paterni en nadir gériilmekte olup
yaklasik %2 vakada karsimiza cikar; rezidiiel germinal merkezlerin
cevresinde neoplastik hiicrelerce olusturulan genislemis mantle zonlarla
karakterizedir (1, 22, 25). Mantle zon paternine muhtemelen daha
dnceden mevcut lenfoid follikiillerin bulunmamasi nedeniyle ekstranodal

yerlesimlerde daha nadir rastlanir (25).

Siklin D1 immdinohistokimyasinin yayginlasmasiyla morfolojik
olarak lenf nodu temel yapisinin korunmus olduju baz vakalarda
rastlantisal olarak mantle zonlarda imminohistokimyasal siklin D1 ve
degisken CD5 pozitifligi saptanmistir (26). Siklikla ISMHL olarak

adlandirilan bu durum mantle zon paternine sahip asikar MHL



vakalarinin aksine, genellikle mantle zonlarda genisleme olmaksizin
gérular. Mantle zonlarin genisledidi durumlarda siklin D1 pozitif hlicreler
mantle zonlarda bulunan hicrelerin bir kismini olusturur. Bu durumun
bazi saglikh bireylerde saptanabilen ¢ok distk seviyede /IGH/CCND1
fuzyon transkriptleri varliginin (27) doku yansimasi oldugu
dusunulmektedir. Asikar MHL gelisiminden énce ISMHL varligi kesin
degildir; vakalarin timinde olmasa da c¢ogunda retrospektif
calismalarda ISMHL'In MHL’nin éncesinde bulunabildigi gésterilmistir
(28).

Periferik kan yaymalarinda, neoplastik hicreler polimorfik
gérunumde olup kugilk-orta boyuttadir. Bazi hiicreler kronik lenfositik
I6semi (KLL) hiicrelerini andiran dar sitoplazmali ve yuvarlak niikleuslu
gérinume sahip olabilir, fakat KLL'de gériilen kapali kondanse kromatin
paterni izlenmez. Nukleoller bazen soluk olarak bulunabilir, kromatin
retikller veya dantela benzeridir; cogu vakada hiicrelerin en azindan bir
kismi irreguler kontiirl(i veya yarikh olabilen niikleuslara sahiptir, nadiren
binlkleer ve ftrintkleer formlar gérilebilir. Periferik dolasimdaki

hicrelerin yaklasik 1/3’tnde kiiguk sitoplazmik vakuoller bulunabilir (29).

Kemik iliginde tutulum daha c¢ok difflz veya nodulerdir,
peritrabekiler veya intrasintinizoidal tutulum yaygin degildir (22, 25).

Mantle hicreli lenfomada dalak tutulumu beyaz pulpalarda
neoplastik hudcrelerin varliyi sonucu genisleme ile karakterizedir.
Neoplastik hiicreler kirmizi pulpaya da infiltrasyon gésterebilirier. Bu
mikroskobik morfoloji makroskopik olarak dalakta diffiz buyime ve
beyaz noktalanma seklinde kendini gésterir (22).

Gastrointestinal sistemde MHL, ince bagirsak ve kolonda non-

spesifik lenfositik infiltratlar seklinde karsilasilabilecegi gibi; ince



bagirsak ve kolonda ¢ok sayida sesil veya polipoid kitlelerle kargimiza
ctkan “Multipl lenfomatoid polipozis” seklinde kendini g&sterebilir (22,
30). Multipl lenfomatoid polipoziste lezyonlar histomorfolojik olarak
mukozada genis neoplastik hiicre agregatlari seklindedir, intraepitelyal
neoplastik hucreler gérilebilir. Nadiren ekstranodal, mukoza iliskili
lenfoid doku lenfomasinda oldugu gibi lenfoepitelyal lezyonlar ile
karsilagilabilir (22).

Sitolojik olarak MHL’nin ¢esitli morfolojik varyantlari tanimlanmistir
(1). Bunlar degisik klinik seyirleri ve bazilarinin kétll prognozlari
nedeniyle klinik olarak énemlidir (31). Blasfoid varyant lenfoblastlara
benzeyen kuglk orta boyutta ve ince kromatinli nikleuslara sahip
hucrelerle karakterizedir (32). Mitotik figlrlere sik rastlanir, her biytk
buyutme alaninda 2-3 mitoz gorulur (1). Apoptotik figlrler de siktir. Eslik
eden ve yildizli gékylzi manzarasina neden olan “tingible body”
makrofajlar bulunabilir. Morfolojik benzerlik nedeniyle ayirici taniya
lenfoblastik lenfoma girer (32). Pleomorfik varyant siklikla niikleol iceren
vezikiler kromatine sahip yuvarlak-irregiler nikleer sinirli orta-buytik
hucrelere karakterizedir (32). Morfolojik olarak diffliz baytk B hiicreli
lenfoma ayrict tanida &énemlidir (32). Her iki varyantin bir arada

bulunmasi olasidir.

Bunlarin diginda klinik dnemi belirsiz olan kiigtik hiicreli, marjinal
zon benzeri ve plazmasitoid morfolojiye sahip varyantlarin da varlidi
bilinmektedir (1, 22).

2.2. FENOTIP

Mantle hicreli lenfoma, tipik olarak B hiicre antijenlerini eksprese
eder, neoplastik hiicrelerde CD19, CD20, CD22 ve CD79a pozitiftir.
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Hucreler baglica IgM ve siklikla da birlikte IgD ylzey immunoglobulini
ekspresyonu gdsterir. Lambda hafif zincir ekspresyonu kappaya goére
daha siktir (1). CD5, FMC7 ve CD43 ekspresyonu siktir, CD23
negatiftir(22), nadiren zayif pozitif olabilir, varliginin iyi prognozla iliskili
oldugu 6ne surtlmastir. Dagiimis ve gevsek folliktler dendritik hiicre agi
immuanohistokimyasal olarak gésterilebilir (1). CD10 ve Bcl-6
ekspresyonu genellikle gézlenmez, aberan Bcl-6 ekspresyonu ile
yaklasik %10 vakada (33), CD10 ekspresyonu ile ise nadir vakada
karsilastlabilir (34, 35). CD5 ekspresyonu vakalarin %5-17’sinde negatif
olabilir (36). MUM1 ekspresyonu vakalarin %35’inde gérulebilir (37).
Hemen tiim vakalarda Bcl-2 ekspresyonu mevcuttur (1).

Siklin D1 ekpresyonu, ki hastaligin tanimlayici 6zelliklerinden
biridir, vakalarin en az %95’inde immunohistokimyasal olarak saptanir
(1, 22, 37, 38). Floresan in situ hibridizasyon (FISH) yéntemiyle de siklin
D1 ekspresyonunun nedeni olan translokasyonu géstermek mimkindar
(39, 40). Bununla birlikte siklin D1 ekspresyonu bulunmayip gen
ekspresyon profili galismalarinda MHL ile uyumlu bulunan MHL olgulari
da mevcuttur (41). Bu olgularda siklin D1 ekspresyonu bulunmasa da,
morfolojik ve diger fenotipik 6zellikler benzerdir ve ayrica bunlar siklin
D2 ya da siklin D3’den en az birini eksprese ederler (3). CCND2
translokasyonu siklin D1 negatif MHLlarin yaklasik yarnsinda
bulunmakla birlikte CCND3 translokasyonu daha da nadir olarak
saptanabilir (42). Immunohistokimyasal olarak siklin D2 ve siklin D3
ekspresyonlarini saptamak mumkindir ancak diger baska B hicreli

lenfomalarda da saptanabilir olmalari kullanimlarini kisitlamaktadir (42).

Ozellikle siklin D1 negatif MHL'lerde pozitiflik géstermesi ve tiim
MHL’lerde yUksek sensitivitesi nedeniyle giindemde olan bir diger
belirtec SOX11°dir (43, 44). SOX11 embriyonel sinir sistemi gelisiminde

goérev alan bir nukleer transkripsiyon faktéradar (44, 45). Bir seride
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MHL’de vakalarin %93’inde pozitif bulunmustur, ayni calismada siklin
D1 negatif MHL’lerde SOX11 ekspresyonu ise %100 olarak saptanmigtir
(43). Bu nedenle siklin D1 negatif MHL'lerde tanisal amach kullanimi
akla yatkindir. Bununla birlikte SOX11 ekspresyonu, MHL disinda
lenfoblastik lenfoma, Burkitt lenfoma ve Hairy cell l6semi'de de
saptanabilir (43, 46). ISMHL olgularinda SOX11 ekspresyonunun klasik
MHL olgularina kiyasla daha disuk oldugu bildiriimistir (45, 47). Bu
bulgunun  ISMHL olgularinda /GH/CCND1 translokasyonunun
patogenezde tek “vurug” olduguna isaret ediyor olabilece§i

savunulmustur.

2.3. PATOGENEZ
2.3.1. Siklin D1

MHL’nin ayirt edici 6zelligi siklin D1 ekspresyonu ile sonuglanan
CCND1 geninin /GH enhancer bélgesi kontroliine girmesine neden olan
t(11;14)(913;932) translokasyonudur (48). Bu translokasyon
patogenezdeki baslica genetik degisim olup, CCND17 geninin /GK veya
IGL lokuslarini ilgilendiren translokasyonlar da nadir de olsa bildirilmistir
(49). Translokasyonun islevsel sonucu siklin D1 mRNA’s| ve proteininin
kontrolsiiz asirt ekspresyonudur; ki normal lenfositlerde siklin D1 proteini
eksprese edilmez (50). Translokasyon varli§i, metafaz sitogenetik
calismalari, FISH ve polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile saptanabilir
(1, 39, 40).

Mantle hicreli lenfoma’da farkli kesilim ile iki ayrt mRNA transkripti
Uretilebilir. Ekzon 1°den 5’e kadar 5 ekzonu ve 3’ UTR bélgesini iceren
birinci izoform ve 1’den 4’e kadar ekzonlart, 4. intronun bir kismini ve 3’

UTR bélgesini iceren daha kisa ve “truncated” ikinci isoform (48, 51).
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“Truncated” izoformun blastoid sitoloji, daha ylksek siklin D1 seviyeleri

ve daha agresif klinik gidigat ile iligkili oldugu bildirilmistir (1, 52).

Siklin D1 proteini hiicre siklusunda gérevlidir (50, 51, 53, 54).
Siklin bagiml kinaz 4/6 ile birlikte kompleks olusturarak retinoblastom
proteinini (RB1) fosforile ederler. Fosforile RB1 inaktive olarak E2F
transkripsiyon faktériinden ayrilir. RB1 proteini ayni mekanizma ile siklin
E/siklin bagimh kinaz 2 tarafindan da fosforile edilerek inaktive edilebilir.
Bu noktada inhibisyon yapan p27 proteininin bu inhibitér etkisi, asin
eksprese edilen siklin D1 tarafindan sekestre edilerek de asilabilir;
béylece RB1 inaktivasyonu ve dolayisiyla E2F transkripsiyon faktérintin
serbest kalmasi artar. Her iki sekilde de artan E2F, hiicrede G1 fazindan
S fazina gecisi saglayacak faktérlerin transkripsiyonunu arttirir ve hiicre

siklusunda ilerleme gerceklesir (48, 50, 51, 54).

2.3.2. Siklin D1 Negatif MHL

Gen ekspresyon profilleme ¢alismalarinda, daha nadir olarak tipik
MHL gen ekspresyon imzasina sahip ancak siklin D1 ekspresyonu
gostermeyen, sekonder genetik degisimleri benzer (55) vakalar
saptanmistir ve bunlar “Siklin D1 negatif MHL” olarak adlandinimistir
(41). Bu vakalarda siklin D2 veya siklin D3 ekspresyonlari artmistir (42,
56).

2.3.3. ilave Sitogenetik Bozukluklar

MHL patogenezinde 1(11;14)(q13;932) translokasyonu izole

sitogenetik degisim olarak olgularin yalnizca 1/3’tinde gériimektedir, 2/3



olguda ilave kromozomal anomaliler saptanabilir (57, 58). MHL
literattirde en fazla sayida sitogenetik degisiklik iceren lenfoma ait tipi
olarak bildiriimektedir (22), bunlar baslica 3926, 7p21, ve 8q24'de
kazang; 1p13-p31, 6923-27, 9p21, 11922-23, 13q11-q13, 13q14-934 ve
17p13pter'de kayiptir. %25 vakada trizomi 12 bildirilmistir (1). Bunlarin
disinda MHL'de tetraploid klonlar izlenebilir, bunlar c¢oguniukla
pleomorfik alt tipte gértilmekte olup, bunu blastoid ve klasik morfolojiye

sahip vakalar izler (59).

D tipi siklinleri ilgilendiren translokasyonlar disinda MHL’de az
saylda baska ilave translokasyon varligi bildiriimistir (60). Bunlardan en
stk kargilagilani MYC ile /G genleri arasinda gerceklesen
translokasyonlardir. Bildiriimis az sayida vakaya dayanarak bu sekildeki
ilave translokasyonlarin varliginda morfolojinin genellikle blastoid tipte

oldugu ve prognozun olduk¢a kétii oldugu séylenebilir (60-64).

2.3.4. Sekonder Degisimler

9p21.3'te CDKNZ2A lokusundaki homozigot delesyon ayrintifi
calisiimistir (65). Bu lokus p16'NK4a yve ARF’yi kodlayan genleri icerir. Bu
delesyon daha ¢ok blastik morfolgiji ile iligkilidir (65). Siklin D1 ve siklin
bagiml kinaz 4/6’nin retinoblastomu fosforilasyonu asamasinda p16'Nk4a
inhibitér rol oynar, béylece p16'NK4@ kaybi hiicrede G1 fazindan S fazina
gecisi destekler. ARF ise p53 regulatéridar, MDM2 aracili
degradasyonunu 6nleyerek p53’'lU stabilize eder. ARF kaybi ile p53
fonksiyon kaybi olusur. CDKN2A lokusunun transkripsiyonel

baskilayicisi olan BMI1 amplifikasyon/asiri ekspresyonu ve MDM2



ekspresyonunda artis MHL'de CDKN2A lokusu iliskili patogenetik

mekanizmalara katkida bulunan diger degisimlerdir (66).

Patogenezde o6nemli degisikliklerden biri de DNA onarim
bozukluklarina yol acan degisikliklerdir (67, 68). Kromozom 11g22-
23'deki ATM (ataxia-telengiectasia-mutated) geninin kaybina yol acan
delesyonlar MHL'de %40-75 arasi olguda bildirilmistir (69). Bu gen Grin(
olan ATM, DNA cift zincir kiriklarinda onarimda rol alan bir serin-treonin
kinazdir, kaybi ile olusan DNA onarim bozuklulari sonucu genomik
instabilite ve sekonder kromozomal anomalilerde birikim gérulur. ATM
yolaginda daha asagida yer alan iki kinaz olan ve tumér baskilayici gen
olarak degerlendirilebilecek CHK2 ve CHK1’de de delesyonlara bagl ve
mutasyonel fonksiyon kayiplari da MHL olgularinda patogenezde ro!
alabilmektedir (70, 71).

MYC lokusunu iceren 8924 amplifikasyonuna olgularin %16-
36’sinda rastlanir (1). Nadir gérulen t(8;14)(q24;32) translokasyonu
MYC lokusunu ilgilendirir ve agresif klinik gidis ile ilgili bulunmustur (61).

MHL hastalarinda 17p13’te lokalize TP53 geni iligkili degisikliklere
de rastlanabilir. Klasik formda MHL’de TP53 mutasyonlari nadir olsa da
blastoid varyantta yaklasik olarak %30’lara varan TP53 mutasyon
oranlar bildirilmistir (62) ve TP53 mutasyonlar kétli prognoz ile
iliskilendirilmistir (72).

Bir anti-apoptotik proteini kodlayan BCL2 lokusunda amplifikasyon
veya asiri ekspresyon olgularin %10-20’sinde gorilebilmektedir (73, 74).
CCND1 lokusunda amplifikasyonlar yaklasik %14 olguda bildirilmistir ve
genellikle CCND1 lokusu iligkili translokasyonlarla birlikte olabilir (73).

Birgok hayatta kalma ve apoptoz iligkili genin ekspresyonunu
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dizenleyen nukleer faktér-kB yolagdi inhibitérlerinde delesyon veya
inaktive edici degisimler hicre hatlarinda ve primer tumoérlerde
bildirilmigtir (75, 76).

Mantle hicreli lenfomada oldugu gibi tim tumoérlerde kanser
hucreleri icin hucre siklusu ve protein sentezi lizerinde kontrol kazanmak
6nemlidir (77). Protein sentezinin elongasyon safhasi bu kontrolde
énemli rol oynar. “Nascent” proteinlerin zincir uzamasinda Elongasyon
faktor-2 (eEF2) kritik role sahiptir. Kodonlarin ribozom Uzerinde A
pozisyonundan P pozisyonuna transferinde goérev alir (78). eEF2
aktivitesi ADP ribozillenerek veya fosforilasyon ile inaktive edilir (79).
eEF2’nin ADP ribozilasyonu yolu ile inaktivasyonu difteri toksini(80) veya
Pseudomonas aeruginosa (81) gibi bakterilerin ekzotoksinleri
araciligiyla olur. Daha sik olarak eEF2 Thr56 rezidilerinden Elongasyon
faktér-2 kinaz (eEF-2K) tarafindan fosforile edilerek inaktive edilir (82).
eEF-2K, Ca*? ve kalmodilin bagimli bir kinazdir ve hiicre i¢i Ca*?

seviyesi bu inaktivasyonda dnemlidir (83).

eEF2 ve eEF-2K iligkisi normal fizyolojik kosullarda acglk ve
hipoksi gibi hicresel metabolik stress durumlarinda 6nem kazanir; bu tur
stres altindaki hiicrede AMP ile aktive edilen kinaz (AMPK) aktive olur,
AMPK ise eEF-2K’yi aktive eder (84). Aktive eEF-2K, eEF2'yi fosforile
ederek inaktive eder ve nihai olarak protein sentezi durdurulur. Biiylime
faktdrleri ve besinler eEF-2K inhibisyonu sonucu eEF2 aktivitesinde
devamlilik ve nihayetinde protein sentezinde ilerlemeye yol acarlar.
Aclik, hipoksi ve oksidatif stres durumlarinda eEF-2K aktivitesi uyarilir
ve eEF2 fosforilasyonu ile inhibisyonu sonucu protein sentezi durur. Bu
fizyolojik kontrolde bozulma tahmin edilebilecegi gibi hastalikta bir faktor
olacaktir (Sekil 2.1).
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eEF-2K geni 16p12.2°'de lokalizedir ve 18 ekzon igerir. 5 farkli
transkript kodlar, eEF-2K-001 7388 bp uzunlugundadir ve 725 aminoasit
rezidistinden olusur. eEF-2K-002 ise non-sense atiktir. Diger uc
transcript (eEF-2K-003, -004, -005) protein Grlinii vermez. Gen Urunt

olan eEF-2K proteini Ca*?/kalmodulin bagimli bir alfa kinazdir.

eEF-2K bircok insan kanserinde artmis olarak bulunmustur. ilk
olarak 1994'te Cheng ve arkadaslari, sican glioblastom doku
Orneklerinde ve C6 hiicre hatlarinda artmis eEF-2K aktivitesini
gostermislerdir (85). 1999 yilinda ise insan meme kanserinde Parmer ve
arkadaslari meme tiimér 6rneklerinde gevre meme dokularina kiyasla
eEF-2K aktivitesinde artma saptamistir (86). Bunlarin disinda Tekedereli
ve arkadaglari meme kanseri hicre hatlarinda ve ortotopik fare
modellerinde in-vivo olarak eEF-2K'nin selektif inhibisyonunun timoér
gelisimini inhibe ettigini ve apoptozu uyardigini géstermislerdir (87).
eEF-2K’nin pro-timdrijenik proteinler ve yolaklar olan siklin D1, c-Myc,
c-Src/FAK ve Akt'in up-regillasyonu ile iligkisine isaret edilmistir. Bu
calismada eEF-2K siRNA kullanilarak eEF-2K blokajinin triple negatif
meme kanseri hiicre hatlarinda siklin D1 ve c-Myc'de azalma ve p27'de
artmaya yol actig1 gosterilmistir. En son olarak Ashour ve arkadaslarinin
calismasinda pankreas tumoérl hiicre hatlarinda eEF-2K aktivitesinin
varligini gésterildi ve eEF-2K’'nin Rottlerin ve eEF-2K siRNA kullanarak
inhibisyonu sonucu apoptoza gidisin arttigi bildirilmistir (88).
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NORMAL DOKU TUMOR

Diigsiik eEF-2K Yiiksek eEF-2K
Besin azalmasi . Besin azalmasi ‘ Besin azalmasi

eEF-2K i
(maktlf) l

| Translasyon 1Translasyon | |Translasyon
elongasyonu 3 elongasyonu elongasyonu

! = !

Sekil 2.1. Normal dokularda ve timérlerde eEF-2K'nin roliine iligkin sematik
anlatim (89).

Henuz eEF-2K'nin herhangi bir hematolojik malignenside
eksprese olduguna dair literattirde bir yayin bulunmamaktadir. Yalnizca
insan promyel6sitik 16semi hiicre hatti olan HL-60 hiicrelerinde eEF-2K
aktivitesinin andiferansiye hiicrelerde daha yilksek olduju ve

diferansiasyon ile miktarinin azaldidi belirtiimistir (90).

MHL'’de siklin D1’in patogenetik 6nemi gézéniine alindiginda siklin
D1 iligkili mekanizmalarin ayrintii tanimlanmasi gerektigi aciktir.
Transgenik fare modellerinde sadece /GH/CCND1 translokasyonunun

lenfomagenez icin yeterli olmadigi bildirilmistir. Lenfoma gelisimi igin
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MYC gibi ilave genetik anomalilerin gerekli oldugu saptanmistir. Bu
nedenle Tekedereli ve arkadaslarinin ¢calismasinda (87) meme kanseri
hiicre hatlarinda gésterdikleri eEF-2K ekspresyon blokaji ile siklin D1 ve
c-Myc'de azalma verisinin, MHL patogenezi acisindan, eEF-2K
ekspresyonu varliginda anlamli olabilecegi distnllerek bu calisma

planlanmstir.
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3. MATERYAL METOD

3.1. DENEYSEL TASARIM

1- Mantle hicreli lenfomada eEF-2K ekspresyonunun
arastiriimasi
a. imminohistokimyasal olarak MHL hasta 6rneklerinde eEF-
2K ekspresyonunun degerlendiriimesi
b. Mantle hicreli lenfoma hiicre hatlarinda eEF-2K bazal
ekspresyonunun Western blot ydntemi ile gosterilmesi
2- Mantle hucreli lenfoma hiicre hatlarinda Rottlerin kullanilarak
eEF-2K ekspresyon blokaji deneyleri ile hiicre sagkaliminin
arastiriimasi
3- eEF-2K ekspresyon blokaji (Rottlerin ve eEF-2K siRNA
kullanarak) ile iligkili protein ekspresyonlarinin Western blot
yontemi ile degerlendiriimesi (siklin D1, c-Myc, apoptoz ve

otofaji iligkili proteinler)

3.2. IMMUNOHISTOKIMYASAL CALISMALAR

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi Patoloji
Anabilim Dali arsivinde 2000-2013 yillari arasinda tani almis MHL
vakalari sistemden taranarak saptandi. Bulunan toplam 79 hasta
icerisinden parafin bloklari mevcut olan ve teknik olarak yeterli bulunan
vakalar (39 hasta) calismaya dahil edildi. Tani teyitleri yapildiktan sonra
4 pm Kalinlikta boyasiz kesitler hazirlandi. Her boyama seansi icin ayri
ayri pozitif kontrol olarak prostatik adenokarsinom ve negatif kontrol

olarak normal tonsil dokularina ait kesitler hazirlandi.
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Immiinohistokimyasal boyama icin eEF-2K antikoru Teksas
Universitesi MD Anderson Kanser Arastirma Merkezi Deneysel Tedavi

Arastirmalari Bélimirnden Dr. Biilent Ozpolat tarafindan temin edildi.

Imminohistokimyasal boyama islemi otomatize cihazda
gerceklestirildi (Roche, VENTANA Benchmark® XT). Secilen parafin
bloklardan hazirlanan 4 pm kalinliktaki kesitler polarize lamlar Gizerine
alindi. Cihazda otomatize olarak sirasiyla deparafinizasyon, 6n
hazirlama iglemleri, primer antikor ile inklbasyon, amplifikasyon,
Hematoksilen ile karsit boyama ve Bluing ajani ile boyama safhalari
uygulandi. On hazirlama safhasinda cihazin Gretici firmasina ait CC1
EDTA soltusyonu kullanildi ve 1 saat uygulama yapildi. Primer antikor
1:70 oraninda diliie edilerek 2 saat siiresince uygulandi. Deteksiyon Kkiti
olarak VIEW™ DAB Detection Kit (Ventana, Tuscon, AZ, USA)
kullanildi.

Immunohistokimyasal caligmalar sonrasi tim deneyler Teksas
Universitesi MD Anderson Kanser Arastirma Merkezi Deneysel Tedavi

Arastirmalar Bélimi Lopez-Berestein Laboratuvari’nda gerceklestirildi.

3.3. MANTLE HUCRELI LENFOMA HUCRE HATLARI

Tum hucreler Dr. Hesham Amin ve Dr. Rhon Chen tarafindan
saglandi. 4 ¢esit MHL htcresi kullanildi. JeKo-1 hiicreleri RPMI + %10
FBS, Granta-519 hucreleri DMEM + %20 FBS, Mino ve SP53 hicreleri
RPMI + %20 FBS medyumlart kullanilarak kiltire edildi. Tim
medyumlara 100 U/mL Penisilin ve Streptomisin eklendi. Hucreler
37°C’de %5 CO2/%95 hava igeren nemlendiriimis ortamda yetistirildi ve
4 ila 15. pasajlar arasinda deneylere katild!.
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3.4. HUCRE PROLIFERASYON DENEYLERI

Hucre canlilidi ve/veya proliferasyonu MTS (Promega, Madison,
WI, ABD) yéntemi ile degerlendirildi. Hicreler hemositometre ile sayildi
ve Tripan mavisi ile canl hicreler gézlendi. Canli hiicreler 96 gé6zlu
plate’lere 5 x 103 hiicre/géz olacak sekilde ekildi. Rottlerin ticari olarak
temin edildi (Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, ABD), DMSO icinde ¢ézlldu
ve hicrelere direk olarak 1 uyM, 2,5 uyM, 5 uyM, 7,5 uM ve 10 uyM
konsantrasyonlarda eklendi. Kontrol hiicreleri sadece DMSO ile
muamele edildi. Rottlerin ile 72 saat inklibasyon sonrasi hiicrelere MTS
(3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-5-(3-karboksi-metoksifenil)-2-(4-stilfofenil)-
2H-tetrazolyum) ve PMS (fenazin metosulfat)(20:1 oraninda sollUsyon)
eklenerek 37°C’de 2-3 saat inklibe edildi. Canl codalan hticreler 490 nm
dalga boyunda absorbanslari saptanarak degerlendirildi. Tiim deneyler
3 kez tekrarlandi ve sonuglar ortalama absorbans degeri + 1 standart

sapma olarak kaydedildi.

3.5. WESTERN BLOT ANALIZLERI

Hucreler 25 cm? kultir flasklarinda ekildi (5 x 10% hiicre). Bazal
durumda ve/veya Rottlerin uygulamasi sonrasi hicreler topland,
santrifije edildi, soguk PBS ile yikandi ve 4 °C’de lizat tamponunda
muamele edilerek hicre lizatlari elde edildi. Takiben 13000
devir/dakika’da 10 dakika santrifilj edildi ve slpernatan fraksiyonlari
toplandi. Her 6rnek igin total protein konsantrasyonu protein dlciim kiti
(Bio-Rad, Hercules, CA, ABD) kullanilarak saptandi ve Western blot
islemi gerceklestirildi. Her érnek icin standart olarak 40 ug total protein
icerecek sekilde ylkleme islemi gerceklestirildi, SDS-PAGE islemine

tabi tutuldu ve PVDF (poliviniliden diflorid) membranlara elektro-transfer
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edildi. Membranlar blokaj tamponu (TBS-Tween 20) sollisyonunda
¢6zulmis %5 sit tozu icinde Triton X-100) ile 60 dakika bloke edildi.
TBS-T ile yikamalar sonrasi membranlar 4 °C’de bir gece TBS-T
solusyonunda ¢ézulmius %5 sit tozu icinde primer antikorlar eEF-2K,
siklin D1, PARP, kaspaz-9 (Cell Signaling Technology, Danvers, MA,
ABD) ve PKC-0, LC3 (Santa Cruz, CA, ABD) ile inkiibe edildi. TBS-T ile
ylkama sonrasi membranlar horseradish peroksidaz konjuge fare ve
tavsan sekonder antikorlari (Cell Signaling Technology, Danvers, MA,
ABD) ile inkube edildi. Yikleme kontrol(l amagcli olarak fare anti-g-aktin
primer ve maymun anti-fare sekonder antikorlan (Sigma Chemical, St.
Louis, MO, ABD) kullanilarak B-aktin ekspresyonlari saptandi. Chemi-
glow (Alpha Innotech, San Leandro, CA, ABD) saptama reajanlari
kullanilarak kimyasal isima élgiimleri FluorChem 8900 gérintileyicide

saptama yapildi.

3.6. siRNA ile TRANSFEKSiYON

eEF-2K (Sigma-Aldrich, St. Louis,MO) hedefleyen siRNA, siRNA-
tasarlama  yazilmi  (Qiagen) kullanilarak  tasarlandi;  50-
GCCAACCAGUACUACCAAA-30. Kontrol “non-silencing” siRNA olarak
50-AAUUCUCCGAACGUGUCACGU-30 kullanildi.

JeKo-1 ve Mino hucreleri 1,5 ug eEF-2K siRNA ile Nucleofector
2b (Lonza, Gaithersburg, MD, USA) cihazinda Cell Line Nucleofector Kit
V ticari solusyonu kullanilarak elektroporasyon esasiyla transfekte edildi.
JeKo-1 hicreleri icin T-01 programi ve Mino hiicreleri icin T-02 programi
kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1. MANTLE HUCRELI LENFOMA HASTALARINA AIiT
KESITLERDE eEF-2K EKSPRESYONUNUN
IMMUNOHISTOKIMYASAL ANALizi

Calismaya dahil edilen 39 hastaya ait parafin bloklardan
hazirlanan kesitlerde anti-eEF-2K antikoru ile gerceklestirilen
immunohistokimyasal calismalarda 25 vaka (25/39, %64,1) eEF-2K
antikoru ile immuinoreaktif bulundu. Reaksiyon gézlenen tim vakalarda
boyanma sitoplazmik olarak saptandi. Boyanma dereceleri degisken
olarak saptandi (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. Mantle hiicreli lenfoma vakalarinda immiinohistokimyasal yéntemle

saptanan kuvvetli eEF-2K ekspresyonu.
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Sekil 4.2. Mantle hicreli lenfoma vakalarinda immunohistokimyasal yontemle
saptanan orta siddette eEF-2K ekspresyonu.

Sekil 4.3. Mantle hucreli lenfoma vakalarinda immunohistokimyasal yontemle
eEF-2K ekspresyonu igin negatif olan bir olgu.
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4.2. MHL HUCRE HATLARINDA WESTERN BLOT YONTEMIYLE
eEF-2K EKSPRESYONUNUN DEGERLENDIRILMESI

Western blot yoéntemiyle MHL hiicre hatlari olan JeKo-1, Granta-
519, Mino ve SP53'te eEF-2K ekspresyonu degerlendirildi. Sekil 4.4'te
goruldagi gibi 6zellikle JeKo-1 ve Mino hilicre hatlarinda yuksek

duzeyde eEF-2K ekspresyonu saptandi.

eEF-2K

Siklin D1 . —

Aktin

Sekil 4.4. MHL hicre hatlarinda Western blot yontemiyle saptanan eEF-2K

ekspresyonu. Ekspresyon JeKo-1 ve Mino hiicrelerinde belirgindir.

4.3. ROTTLERIN UYGULAMASI iLE MHL HUCRE HATLARINDA
HUCRE PROLIFERASYONUNUN DEGERLENDIRILMESI

Rottlerin ile uygulama sonrasi hiicre proliferasyonundaki
inhibisyonu  degerlendirmek amaciyla vyapllan MTS yoéntemi
calismalarinda farkli Rottlerin dozlarinda 72 saat sonrasinda Rottlerin
uygulanmayan hucrelere kiyasla biylimelerinin log fazindaki 4 hicre

hattinda belirgin proliferasyon inhibisyonu gézlendi. Proliferasyon
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inhibisyonu 6zellikle JeKo-1 ve Mino hiicrelerinde belirgin olarak

saptandi (Sekil 4.5).

JeKo-1
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Sekil 4.5. Rottlerin uygulamasi ile JeKo-1, Mino, Granta-519 ve SP53 hiicre
hatlarinda 72 saat zaman noktasinda goézlenen proliferasyon

inhibisyonu.

belirgindir.
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4.4. ROTTLERIN UYGULAMASI SONRASINDA WESTERN BLOT
YONTEMI iLE JEKO-1 VE GRANTA-519 HUCRELERINDE eEF-
2K, SIKLIN D1 EKSPRESYONLARININ DEGERLENDIRILMESI
VE OTOFAUJI ILE iLISKiSININ GOSTERILMESI

Rottlerin uygulamasinin eEF-2K ve siklin D1 ekspresyonlari

Uzerinde etkisini gdstermek amaciyla gerceklestiriien Western blot

deneylerinde; artan dozlarda uygulanan Rottlerin ile JeKo-1 ve Granta-

519 hicre hatlarinda 48 saat zaman noktasinda eEF-2K ve siklin D1

ekspresyonunda azalma saptanmistir. Ayrica de@erlendirilen LC3

proteininde LC3-Il fraksiyonunda artis ile artan Rottlerin dozlarinda

hiicrelerde otofaji induksiyonu oldugu gésterilmistir (Sekil 4.6).

Siklin D1

@

« & & Granta-519 S &3
o A & 8 o o e N°
LSS S o & & A
FE&S &8

LC3-l e - LC3-I p—
LC3-l = o= Loa =
Aktin . - - - Aktin - et s s ew.

Sekil 4.6. JeKo-1 ve Granta-519 hicrelerinde artan Rottlerin dozlari ile eEF-

2K ve siklin D1 ekspresyonlarinda azalma izlenmistir. Her iki

hicrede de Rottlerin uygulamasi eEF-2K inhibisyonuna paralel

olarak otofaji indiiksiyonuna yol agmistir.
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4.5. ROTTLERIN UYGULAMASI SONRASINDA WESTERN BLOT
YONTEMI ILE JEKO-1 HUCRELERINDE APOPTOZ
INDUKSIYONUNUN DEGERLENDIRILMESI

JeKo-1 hcrelerinde Rottlerin uygulamasi ile 72 saat zaman
noktasinda eEF-2K inhibisyonu, PARP bélinmesi ve kaspaz 9 artisi
saptanmistir. Bu bulgularin Rottlerin’e bagl olabilecek PKC® inhibisyonu
sonucu gerceklesmedigini gdéstermek icin degerlendirilen PKCS
bandinda gézlenen ekspresyon artisi, eEF-2K inhibisyonu ve apoptotik

aktivite artisinin PKC0 bagimsiz olustugunu gdstermistir (Sekil 4.7).

S8
o .4 o N
F&ES
T ¥ & &

eEF-2K s
Siklin D1 /- —

PARP e o
Bslinmis PARP=> s (I @D
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Sekil 4.7. JeKo-1 hicrelerinde 48 saat zaman noktasinda Rottlerin
uygulamasi ile eEF-2K ve siklin D1 ekspresyonunda inhibisyon
g6zlenmektedir. Ayrica LC3-ll fraksiyonunda belirgin olarak izlenen

artis Rottlerin iligkili olarak otofaji indiiksiyonuna isaret etmistir.
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4.6. JEKO-1 HUCRE HATTINDA siRNA ile eEF-2K iNHIBiSYONU
SONRASI SIKLIN D1 ve c¢-MYC EKSPRESYONLARININ
DEGERLENDIRILMESi

eEF-2K inhibisyonu ile siklin D1 ve c-Myc arasindaki iligkiyi
degerlendirmek icin eEF-2K siRNA kullanilarak gerceklestiriien RNA
interferansi deneyinde, JeKo-1 hicrelerinde eEF-2K inhibisyonu ile
siklin D1 ekspresyonu ve c-Myc ekspresyonunda inhibisyon
saptanmistir (Sekil 4.8).

eEF-2K gum =
Siklin D1 e s
c-Myc dumn o=

AKLin - oo
Sekil 4.8. RNA interferansi ydntemiyle 48 saat zaman noktasinda JeKo-1
hicrelerinde eEF-2K siRNA kullanilarak gergeklestirilen RNA

interferansi deneyinde siklin D1'de ve c-Myc'de ekspresyon

inhibisyonu gézlenmistir.

24



5. TARTISMA

Mantle hucreli lenfoma Kiel siniflamasinda diger sitolojik olarak
dustik dereceli lenfomalar ile birlikte siniflandiriimakia birlikte, medyan
genel sagkalimin 3-4 yil civarinda oldugu agresif bir B lenfoproliferatif
hastaliktir. Mevcut tedavi protokolleri ile vakalarin %35’inde komplet
remisyon elde edilmektedir; fakat hastaliksiz sagkalim periyodu kisadir
ve ¢cok az sayida hasta uzun dénem remisyon sansi bulabilmektedir.
Relapstan sonra hastalarda aylar igerisinde lenf nodlarinda bilylime ve
kemoterapiye rezistans gelisimi ile karakterize gérece yavas bir seyir

gorulebilmekle birlikte bunu nihai bir akselere faza déntisiim izler.

Hastalidin en &nemli genetik bulgusu artmis siklin D1
ekspresyonu ve sonucunda hucre siklus kontroliinde deregiilasyona yol
acan 11q14 translokasyonudur. MHL ayrica en fazla sayida sekonder
kromozomal alterasyonlarin eslik ettigi lenfoma tipi olup medyan
karyotipik anomali sayisi 4 olarak saptanmistir. Bu sekonder karyotipik
ve diger (bircok sinyal yoladini da ilgilendiren) genetik olaylar siklikla
DNA hasar cevap mekanizmalarini da bozarak siklin D1’in onkojenik

potansiyeline katkida bulunur.

Mantle hucreli lenfomada son 2 dekatta tedavi segenekleri biyik
gelisim gdéstermistir. Otolog k&k hilicre nakli ile birlikte yiUksek doz
kemoterapi, yuksek doz sitarabin ve rituksimabin secenekler arasina
girmesiyle en azindan gen¢ hastalar igin klinik sonuglarda iyilesme
saglanmistir. Ancak hastaligin gérilme sikhdindaki gérece dusiik
insidans, yeni tedavi olanaklarinin arastiriimasinda klinik temelli
randomize calismalar yani sira patogenetik mekanizmalari tanimlamayi
hedefleyen ve hedefe ydnelik tedavilerin gelistiriimesinde hlcre hatlari

ve hayvan temelli deneysel arastirmalarin da énemini arttirmaktadir.
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eEF-2K son yillarda bircok insan kanserinde aktivitesinin
gosterilmesiyle dikkatlerin Uzerine cevrilmeye basladigi bir molekil
olmustur. insan glioblastoma hiicre hatlarinda eEF-2K aktivitesinin
susturulmasi besin yoksunluguna cevap olarak otofajik kapasitede
azalma ile sonuglanmistir ve eEF-2K’1 kanser hiicrelerinin hayatta kalma
yeteneklerini arttiran bir yagsam yanlsi faktér olarak giindeme almistir
(91). Daha glncel olarak Tekedereli ve arkadaslari meme kanseri hicre
hatlarinda eEF-2K aktivitesindeki artisi géstermistir. Bu calismada eEF-
2K aktivitesinin RNA interferansi yéntemleriyle susturulmasi biiyiime,
klonajenisite, invazyon ve migrasyonda azalma ile sonuglanmistir. Ayni
calismada lipozomal siRNA kullanilarak gerceklestirilen in-vivo eEF-2K
inhibisyonu ile ortotopik zenograft triple negatif meme kanseri fare
modelinde timér blylmesinin inhibisyonu ve apoptoz indiksiyonu
saptanmistir (87). Ashour ve arkadaslarl ise pankreas kanseri hiicre
hatlarinda artmis eEF-2K ekspresyonunu saptamislardir ve Rottlerin ile
eEF-2K siRNA kullanilarak eEF-2K inhibisyonunun intrensek,
ekstrensek ve AlF-bagimli apoptozis gelisimini indikledigini gostermistir
(88).

Calismamizda MHL'de ilk defa eEF-2K ekspresyonu varlidi
gosterilmis olup, bu bulgu in-vitro olarak MHL hiicre hatlari olan JeKo-1,
Mino, Granta-519 ve SP53'te Western blot yéntemi ile ve in-vivo olarak
da MHL hastalarina ait timér &rneklerinde immiinohistokimyasal
yontemle  gdsteriimistir. MHL  hasta  6rneklerinde  yapilan
immunohistokimyasal calismada degerlendirilen 39 hastanin 25’inde
(%64,1) anlamli  ekspresyon varligi saptanmistir. Boyanma
yogunluklarinin daha ziyade zayif veya orta siddette olmasi, kullanilan
antikor miktarinin sinirliligi nedeniyle optimum konsantrasyon degerine
ulasilamamisg olmasiyla aciklanabilir. Calismamizda

immunohistokimyasal olarak doku kesitlerinde pozitif reaksiyon olarak
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degerlendirilen sonuca 1:70 dilisyon oraninda ulasiimistir. Boyanma
kalitesi kullanilan ticari antikorun niteliginden de etkilenmis olabilir. Ote
yandan ¢aligmaya dahil edilen vakalarin bir kismi bélimimuize tanisal
konslltasyon amaciyla gonderilmis vakalar olup bu 6rneklerin
bazilarinda yetersiz doku tespit-takip kalitesi nedeniyle yalanci negatiflik
oraninin yiksek oldugunu disinmekteyiz. MHL hiicre hatlarinda ise
Ozellikle JeKo-1 ve Mino hicrelerinde belirgin olmak tGzere 4 hiicrede de

belirgin eEF-2K ekspresyonu varligini saptadik.

Rottlerinin cesitli kanser tiplerinde antiproliferatif etkisi oldugu
bilinmektedir.(92) Bu etkiler daha ziyade apoptoz ve otofaji inhibisyonu
ile iligkilidir.(92) Erken calismalarda Rottlerin iliskili pro-apoptotik etkilerin
PKC® bagimli mekanizmalar ile iliskili oldugu duistiniimekteyse de, bu
etkilerin Rottlerin iligkili eEF-2K aracili mekanizmalar ile siki iligkisi
oldugu gdsterilmistir (88). Ashour ve arkadaslar pankreatik kanser
hiicre hatlarinda Rottlerin ve eEF-2K siRNA aracili eEF-2K down-
regilasyonunun apoptozu indikledigini, ayrica lentiviral vektdrler
araciligi ile saglanan eEF-2K arttirimis ekspresyonunun hicreleri
apoptozdan korudugunu gdéstermistir.(88) Calismamizda biz de MHL
hicre hatlarinda Rottlerin aracili eEF-2K inhibisyonu ve MTS
calismalarinda her 4 MHL hicre hattinda doz bagimli olarak hiicre
proliferasyonu inhibisyonu gézledik. Hicre proliferasyon inhibisyonu
JeKo-1 ve Mino hucrelerinde daha disik konsantrasyon degerlerinde
g6zlenmis olup, bu bulgu s6éz konusu hiicre hatlarinin kéken aldig
hastalarda agresif klinik hastalik tabiatiyla belli oranda iliskilendirilebilir.
Bilmekteyiz ki JeKo-1 hiicre hattt MHL’nin agresif bir morfolojik alt tipi

olan pleomorfik tipine sahip bir hastadan olusturulmustur (93, 94).

JeKo-1 ve Mino hiicre hatlarinda Granta-519 ve SP53’e kiyasla
saptanan gerek daha belirgin eEF-2K ekspresyonu ve gerekse Rottlerin

ile indiklenen hicre proliferasyonunda daha belirgin azalma dikkate
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dedger bulunmustur. Bu iki bulgu en azindan bu iki hicrenin hayatta
kalma mekanizmalari Uzerinde eEF-2K iligkili yolaklarin én planda

oldugunu akla getirmektedir.

MHL'de transgenik fare modellerinde tek basina /IGH/CCND1
translokasyonu spontan lenfoma gelisimi igin yeterli bulunmamistir. Bu
calismalarda baslatilabilen lenfomalarda, bu translokasyon disinda MYC
gibi transforme edici ek molekiler olaylarin varligi gerekli olmustur (95,
96). Bununla birlikte bagka calismalarda transgenik farelerde
“constitutive” niikleer siklin D1 ekspresyonu B lenfoma gelisimini
baslatabilmistir, ancak bu lenfomalar patolojik olarak MHL ile 6zdes
bulunmamistir (97). Calismamizda Rottlerin uygulamasi ile doz bagimli
olarak JeKo-1 ve Granta-519 hiicre hatlarinda eEF-2K baskilanmasi
yani sira JeKo-1 hicrelerinde daha belirgin olmak Gzere siklin D1
baskilanmasi saptadik. eEF-2K siRNA kullanarak gerceklestirdigimiz
RNA interferans deneyinde ise eEF-2K blokaji JeKo-1 hticrelerinde c-
Myc down-regulasyonuna ve gérece olarak daha az oranda siklin D1
down-reguilasyonuna yol agmistir. Bu bulgu Tekedereli ve arkadaslarinin
triple negatif meme kanseri hiicre hatlarinda eEF-2K siRNA kullanarak
elde ettigi (bizim ¢alismamiza da ¢ikis noktasi olusturan) siklin D1 ve c-
Myc baskilanmasi ile paraleldir (87). MHL’de MYC genini ilgilendiren
translokasyon ve amplifikasyonlar gibi kromozomal aberasyonlar blastik
morfoloji ve agresif klinik gidis ile iliskili bulunmustur (60, 61). Chen ve
arkadaglari, siklin D1 siRNA kullanarak gerceklestirdikleri gen
susturulmasi deneylerinde, siklin D1 inhibisyonu ile JeKo-1 ve Granta-
519 hucrelerinde hiicre proliferasyonunda ve biiyimesinde apoptoz
artis| yapmaksizin orta derecede azalma saglamis olup siklin D2 veya
siklin D3'de artis ile sonuglanmistir (50, 98). Fakat diger iki calismada
ise siRNA ile siklin D1 blokaji blylme inhibisyonu, hiicre siklusu

duraklamasi ve apoptoz indiksiyonu ile sonuglanmis (99) ve MHL
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hucrelerinin doksorubisin ve etoposid’e duyarliiginda artisa yol agmistir
(100). Chen kendi galismasinin sonuglarina dayanarak tek basina siklin
D1'in uygun bir tedavi hedefi teskil etmeyebilecegini belirtmistir. Bu
baglamda bizim c¢alismamizda MHL hiicre hatlarinda saptamis
oldugumuz Rottlerin aracili eEF-2K ve siklin D1 inhibisyonu ile eEF-2K
siRNA aracili gen susturulmasi deneyinde gézlenen c-Myc down-
regllasyonu birlikte degerlendirildiginde gelecede yoénelik terapdétik

anlam tasiyor olabilir.

Calismamizda JeKo-1 ve Granta-519 hucrelerinde Rottlerin ile
eEF-2K inhibisyonu bir otofaji bulgusu olarak LC3-Il fraksiyonunda artis
ile sonuglanmigtir. Bir dijer deneyde ise, JeKo-1 hicrelerinde Rottlerin
iligkili olarak kaspaz 9 ve PARP bélinmesi ile karakterize mitokondriyal
yolak apopitoz aktivasyonu saptadik. Bu bulgularin artan Rottlerin
dozlari ile paralel olarak PKC® dozlarinin degismemesi nedeniyle
Rottlerin'in olasi PKCd inhibisyonu ile iligkisi olmadigini ortaya
koymaktadir. Ashour ve arkadaslarinin ¢alismasinda (88) da pankreas
kanseri hucre hatlarinda Rottlerin kullanilarak eEF-2K inhibisyonu
saptanmis olup; RT-PZR galismasinda eEF-2K mRNA seviyesinde de
azalma gosterilmesiyle bu inhibisyonun transkripsiyonel seviyede
gerceklestigi anlasiimaktadir. Ayni ¢alismada Rottlerin kullanilarak eEF-
2K inhibisyonu ile ekstrensek ve intrensek apoptoz aktivasyonu

g6zlenmistir.
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6. SONUC

Bulgularimiz  degerlendirildiinde MHL'de artmis eEF-2K
ekspresyonuna isaret etmektedir. eEF-2K ekspresyonu MHL
hiicrelerinde sagkalim avantajl saglamaktadir ve ekspresyonun Rottlerin
veya gen susturulmasi yontemleriyle baskilanmasi hiicrelerde
otofajik/apoptotik yolaklari aktive etmektedir. Dahasi eEF-2K
ekspresyonu siklin D1 ve c-Myc ekspresyonu ile iliskilidir.

Mevcut tedavi yontemleri ile hala tam kir sansi bulunmayan bir
hastalik olan MHL'de neoplastik hiicrelere sagkalim avantaji saglayan
genetik vel/veya epigenetik degisikliklerin kapsamli olarak kavranmasi,
konvansiyonel tedavilere ilave olarak hedefe yénelik yeni tedavi
modalitelerinin  gelistirimesine katki saglayacaktir., Bu anlamda
calismamizda literaturde ilk kez géstermis oldugumuz MHL lenfoma ile
eEF-2K iliskisi terapétik deger tasimaktadir. Yeni tedavi modalitelerinin
gelismesine isik tutabilmesi anlaminda bu ve benzer patogenetik
mekanizmalarin  Ozellikle in-vivo calismalarla  desteklenmesi

gerekmektedir.
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