
Telomeraz İnhibitörü BIBR1532, Akut 
Lenfoblastik Lösemi Hücrelerinde 
CDH13, DAPK1, NR4A3 Genlerinin 
Ekspresyonunu Artırır ve Apoptozu 
Uyarır 
Telomerase Inhibitor BIBR1532 Increases the 
Expression of CDH13, DAPK1, NR4A3 Genes in 
Acute Lymphoblastic Leukemia Cells and Induced 
Apoptosis

ÖZET

Amaç: Akut lenfoblastik lösemi (ALL), kemik iliği veya diğer lenfoid dokulardaki lenfoid proge-
nitör hücrelerin farklılaşma ve çoğalma anomalilerinden kaynaklanan hematolojik malignitedir. 
Telomeraz inhibitörleri çoğalmayı ve büyümeyi önleyen bir diğer önemli antikanser ajanlardır. 
BIBR1532, keşfedildiği günden beri, oldukça etkili bir hTERT inhibitörü olarak kullanılmaktadır. Bu 
çalışmada, BIBR1532’nin yetişkin akut lenfoblastik lösemi hücre hattı olan CCRF-CEM üzerindeki 
sitotoksik etkisinin kontrol grubuyla kıyaslanarak belirlenmesi amaçlanmıştır.

Hastalar ve Yöntem: BIBR1532’nin CCRF-CEM hücre hattı üzerindeki etkisi WST-1 analizi ile 
belirlenmiştir. Apoptozun belirlenmesinde Annexin V yöntemi kullanılmıştır. Gen ekspresyon 
değişiklikleri gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile belirlenmiştir.

Bulgular: BIBR1532’nin CCRF-CEM hücre hattı üzerindeki IC
50

 dozu 48 saat sonunda 89 μM 
olarak belirlenmiştir. Aynı zamanda apoptozu kontrole göre %7 artırdığı ve CDH13, DAPK1 ve 
NR4A3 genlerinin ekspresyon seviyelerinde belirgin bir artışa sebep olduğu belirlenmiştir.

Sonuç: Sonuç olarak elde ettiğimiz bulgulara göre ALL tedavisinde telomeraz inhibitörü 
BIBR1532 kullanımı, telomeraz aktivitesini düşürebileceği gibi apoptotik hücre ölümünü de 
uyarabilir. Ayrıca bu yolakta görevli genlerin anlamlı ekspresyon değişikliğinin olması hastalığın 
moleküler patolojisinin aydınlatılmasına ve alternatif tedavi hedefi olabilecek genlerin belirlen-
mesine katkı sağlayabilir.

Anahtar Sözcükler: Akut lenfoblastik lösemi (ALL); BIBR1532; CDH13; DAPK1; NR4A1

ABSTRACT

Objective: Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is hematologic malignancy resulting from 
differentiation and proliferative anomalies of lymphoid progenitor cells in bone marrow or other 
lymphoid tissues. Telomerase inhibitors are other important anticancer agents that prevent 
proliferation and growth. Since it was discovered, BIBR1532 has been used as a highly effective 
hTERT inhibitor. In this study, it was aimed to determine the cytotoxic effect of BIBR1532 on adult 
acute lymphoblastic leukemia cell line CCRF-CEM compared with the control group.
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GİRİŞ

Akut lenfoblastik lösemi (ALL), lenfoid öncü hücrelerin 
farklılaşma ve proliferasyon özelliklerinin bozulması sonucu 
kemik iliği ve/veya ekstramedüller bölgelerde birikimi ile 
gelişen hematolojik bir kanserdir. Ağırlıklı olarak çocuklarda 
görülmesine rağmen, yetişkin ALL’de tedavi daha zordur (1). 
Belirli genetik alt tiplerin sıklığı çocuklarda ve yetişkinlerde 
farklı olmasına rağmen, ALL gelişiminin altında yatan genel 
mekanizmalar benzerdir. Bu mekanizmalar; onkogenlerin 
aktivasyonu, aktif kinaz veya mutant transkripsiyon faktör-
lerinin oluşumundan sorumlu füzyon genlerin oluşumuna 
sebep olan kromozomal translokasyonlar ve hiperdiploidi 
durumlarıdır. Bu genetik değişiklikler, hematopoietik kök 
hücrelerin veya öncülerinin hücresel fonksiyonlarını değişti-
rerek lösemik transformasyona katkıda bulunur. Sınırsız ken-
dini yenileme kapasitesini koruyarak veya artırarak, normal 
çoğalmanın kontrollerini yıkarak, farklılaşmayı önleyerek ve 
ölüm sinyallerine direnci artırarak kilit düzenleyici mekaniz-
maları değiştirir (2). Ayrıca promotor hipermetilasyonu ile 
tümör baskılayıcı genlerin epigenetik olarak susturulması 
da lökemogenezde erken dönemde ortaya çıkan önemli bir 
mekanizmadır ve kötü ALL prognozu ile ilişkilendirilmiştir. 
Özellikle, ALL’de epigenetik olarak susturulduğu belirlenen, 
tümör invazyonunu, büyüme düzenini ve apoptozu düzen-
leyen CDH1, p73, p16, p15, p57, NES-1, DKK-3, CDH13, p14, 
TMS-1, APAF-1, DAPK, PARKIN, LATS-1 ve PTEN gibi genler 
tedaviden sonra nüksün sebebi olabilir ve genel sağkalımı 
etkileyebilir (3). CDH13 (H-kaderin ve T-kaderin olarak da 
bilinir), 16q24’de lokalize olan kederin geni süper ailesinin 
bir üyesidir. CDH13’ün tümör baskılayıcı bir gen olarak işlev 
görebileceği birçok kanser türünde in vitro ve in vivo çalış-
malarla gösterilmiştir. Ayrıca meme ve akciğer kanserlerin-
de, pituiter adenomlarda, diffüz büyük B hücreli lenfomada, 
nazofarengeal ve kütanöz skuamöz hücreli karsinomalarda 
CDH13 hipermetilasyonu varlığı belirlenmiştir (4). DAPK1, 
Ca2+/kalmodulin bağımlı, sitoiskelet ilişkili bir protein kinaz-
dır. DAPK’nin, p53 aracılı apoptoz yolunun aktivasyonu ile 
integrinleri içeriden ve dışarıdan inaktive ederek hücre dı-

şından gelen sağkalım sinyallerinin bastırılmasını sağladığı 
yapılan çalışmalarla belirlenmiştir. Bazı çalışmalarda, DAPK 
ekspresyonunun kaybedilmesinin veya DAPK’nin promotor 
bölgesindeki CGI metilasyonunun yüksek oranda invaziv ya 
da metastatik tümörlerin karakteristik özelliği olabileceği 
ileri sürülmüştür. Ayrıca farklı çalışmalarda, B hücreli lenfo-
ma hücre hatlarında DAPK genine ait RNA veya protein eks-
presyonunun azaldığı veya olmadığı belirtilmiştir (5). NR4A1 
(Nur77), NR4A2 (Nurr1) ve NR4A3 (NOR-1) Nur77 ailesine 
üye nükleer orfan reseptörlerdir. NR4A1, NR4A2 ve NR4A3 
iskelet kası, yağ dokusu, kalp, böbrek, karaciğer ve beyin gibi 
değişik doku tiplerinde ve T lenfositlerde yaygın şekilde eks-
prese edilir (6).

ALL için standart tedavi rejimlerinde kullanılan çoğu 
ilaç 30 yıldan fazla bir süre önce geliştirilmiştir ve en yeni 
tedavi prosedürleri purin nükleotid analogları, monoklo-
nal antikorlar, antikor ilaç konjügatları, mTOR inhibitörleri, 
proteazom inhibitörleri, histon deasetilaz (HDAC) inhibitör-
leri, hipometilasyon ajanları, dalak ilişkili tirozin kinaz (SYK) 
inhibitörleri, JAK-STAT inhibitörleri, anti-programlanmış 
hücre ölüm proteini (anti-PD-1) antikorları, poli (ADP-riboz) 
polimeraz (PARP) inhibitörleri ve FMS benzeri tirozin kinaz 
3 (FLT3) inhibitörleri gibi ilaçların farklı kombinasyonlarını 
içeren protokollerdir (7).

Telomeraz, telomerik DNA’nın uzatılması için şablon ola-
rak kullanılan bir RNA bileşeninden ve ters transkriptazdan 
(insanlarda hTERT) oluşan bir enzimdir (8). BIBR1532, keşfe-
dildiği günden beri hTERT’nin etkili bir inhibitörü olarak kul-
lanılmaktadır. Bu peptidik ve nükleozidik olmayan sentetik 
bileşik, telomerazdaki bir bölgeye bağlanarak deoksiribo-
nükleotidlere ve DNA primerine ulaşımını engeller. Böylece 
nükleotid polimerizasyonu sırasında bir zincir sonlandırıcı 
görevi görür ve telomerazın katalitik aktivitesini doza ba-
ğımlı şekilde baskılar (9).

Telomeraz aktivasyonu kanserin özelliklerinden biridir 
ve enzim aktivitesinin inhibisyonu kanserle mücadele için 
etkili bir araç olabilir. Bu çalışmamızda BIBR1532’nin in vitro 

Patients and Methods: The cytotoxic effect of BIBR 1532 on the CCRF-CEM cell line was determined by WST-1 assay. Annexin V method 
was used in determination of apoptosis. Gene expression changes were determined by real-time PCR.

Results:  The IC
50

 dose on the CCRF-CEM cell line of BIBR1532 was determined to be 89 uM for 48 hours. It has also been determined that 
the IC

50
 dose increases apoptosis 7% relative to control, and cause a marked increase in expression levels of CDH13, DAPK1 and NR4A3.

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

Key Words: Acute lymphoblastic leukemia (ALL); BIBR1532; CDH13; DAPK1; NR4A1
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ALL hücre hattı CCRF-CEM üzerindeki etkilerinin belirlenme-
si, etkinin altında yatan moleküler mekanizmaların aydınla-
tılması ve terapötik etkinliğinin araştırılması amaçlanmıştır.

HASTAlAR ve YÖNTEM

Hücre Hatlarının Elde Edilmesi ve Kültürü

Çalışma, American Type Culture Collection (ATCC)’den 
temin edilen yetişkin B hücreli ALL (CCRF-CEM) hücre hat-
tı üzerinde yürütülmüştür. Hücreler 25 mL’lik flasklarda, 
%10 FBS (Bio.Ind), %1 2 mM L-Glutamin (Bio.Ind) ve %1 
penisilin-streptomisin (Bio.Ind)  içeren RPMI-1640 (Bio.Ind) 
ortamında, %95 nem, %5 CO

2
 içeren 37°C etüvde inkübe 

edilmiştir. Hücre canlılığının ve proliferasyonunun kontro-
lü Tripan Blue (Bio.Ind) boyama testi ile gerçekleştirilmiştir. 

Sitoksisite Analizi

BIBR1532 etken maddesinin CCRF-CEM hücre hattı 
üzerindeki doz ve zamana bağlı sitotoksik etkisi, WST-1 
(Roche) analiziyle belirlenmiştir. 96 kuyucuklu plakaya 
106 hücre/mL yoğunluğunda ekilen hücrelere  24, 48 ve 
72. saatlerin sonunda ölçüm yapılmak üzere, üç tekrarlı 
olarak, 1 µM ile 200 µM arasında değişen konsantrasyon-
larda BIBR1532 uygulanmıştır. İlaç uygulanmayan hücreler 
kontrol grubu olarak kullanılmıştır. 24, 48 ve 72. saatlerin 
sonunda, WST-1’in canlı hücrelerde mitokondri solunum 
sistemi tarafından glikolitik NAD(P)H üretimine bağlı oluş-
turduğu formazan boya değişimi “Multiskan FC microp-
late” cihazı ile kantitatif olarak ölçülmüştür. BIBR1532’nin 
CCRF-CEM hücreleri üzerindeki IC

50
 dozu CalcuSyn Version 

2.0 yazılımı ile zaman ve doza bağlı olarak hesaplanmıştır. 

Apoptozun Flow Sitometri ile Belirlenmesi

BIBR1532’nin hücre hattı üzerindeki apoptotik etkisi, 
apoptotik yıkımın bir belirteci olan DNA fragmentasyonu-

nu, fosfatidilserin translokasyonunun tespiti ile gösteren 
Annexin V-FITC (BD Pharmingen) yöntemi ile belirlenmiş-
tir. Hücreler 6 kuyucuklu plaklara 105 hücre/mL konsant-
rasyonda ekilmiştir ve 48 saat süresince BIBR1532’nin IC

50 

dozu ile muamale edilmiştir. Sonuçlar, BD Accuri C6 Flow 
Cytometer (BD Biosciences) cihazı kullanılarak ilaç uygu-
lanmayan kontrol gruplarına göre değerlendirilmiştir.

Total RNA İzolasyonu, cDNA (Komplementer DNA) 
Sentezi ve Gen Ekspresyon Değişimlerinin Analizi

BIBR1532’nin IC
50

 dozu uygulanan CCRF-CEM hücre-
lerindeki gen ekspresyon değişiklikleri, 48 saat sonunda 
gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) yön-
temi ile belirlenmiştir. İnkübasyon sonunda total RNA izo-
lasyonu, RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen) kullanılarak, cDNA 
sentezi RT2 First Strand Kit (Qiagen) kullanılarak gerçek-
leştirilmiştir. RT-PCR, LightCycler 480 II (Roche) cihazı kul-
lanılarak gerçekleştirilmiştir. Sonuçlar 2-ΔΔCT yöntemi ile de-
ğerlendirilmiştir.  Kat değişimi ±2 kattan fazla olan genlerin 
ekspresyonları değerlendirmeye alınmıştır (p< 0.05). 

BUlGUlAR   

Sitotoksisite Sonuçları                  

BIBR1532’nin CCRF-CEM hücre hattındaki sitotoksik et-
kisi Şekil 1’de gösterilmektedir. BIBR1532 IC50 konsantras-
yonu 48. saatte 89 μM olarak belirlenmiştir.

Apoptoz Analizi Sonuçları

BIBR1532 IC50 konsantrasyonu (89 µM) ile 48 saat mu-
amele edilen CCRF-CEM hücrelerinin, kontrol grubuna kı-
yasla apoptotik ve nekrotik etkilerini değerlendirmek için 
Annexin V-FITC yöntemi kullanılmıştır. BIBR1532’nin CC-
RF-CEM hücrelerinde apoptozu kontrole göre %7 artırdığı 
tespit edilmiştir (Şekil 2). 

Şekil 1.  BIBR1532’nin CCRF-CEM hücrelerindeki sitotoksik etkisi.
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Gen Ekspresyon Değişimleri

BIBR1532’nin IC
50

 dozu uygulanan CCRF-CEM hücreleri 
48 saat sonunda kontrolle kıyaslandığında, hTERT ekspres-
yonunda kontrole göre belirgin azalış gözlenirken, apop-
totik ve tümör baskılayıcı genlerden olan DAPK1, NR4A3, 
CDH13’ün ekspresyonlarında artış gözlenmektedir (Şekil 3) .

TARTIŞMA ve SONUÇ

ALL, B (%80-85) veya T hücresinin (%20-25) hematopo-
ietik öncüllerinden kaynaklanan habis bir hastalıktır. Bir dizi 
genetik bozukluğun birikmesi, olgunlaşmanın bozulmasına, 
farklılaşma sürecinin durdurulmasına ve anormal çoğalma-
ya yol açar. Sonuç olarak, kemik iliği ve ekstramedüller böl-
gelerde fizyolojik hematopoez baskılanır ve lösemik hücre-
ler birikir (10). Çocukluk çağında gelişen ALL, kemoterapiye 
karşı oldukça duyarlı olmasına rağmen, çocukların yaklaşık 
%25’inde nüks gözlenir (11). Yetişkinlerin ise daha büyük bir 
bölümünde tedaviden sonra nüks gözlenir ve hematopoie-
tik kök hücre transplantasyonu dahil ileri tedavi yöntemle-

ri genel sağkalımı sınırlı  bir oranda artırmaktadır. Buna ek 
olarak, kanser ilaçlarının spesifik olmayan etkileri, ölümle 
sonuçlanabilecek ya da ciddi morbiditeye neden olabilecek 
toksisiteye yol açabilmektedir (12).

Yüksek riskli hastalarda toksisiteye bağlı olarak sınırlı 
doz kullanımı, mevcut tedavilerin daha fazla yoğunlaştırıla-
mamasına sebep olur ve genel sağkalımın artması için yeni 
ilaçlara ihtiyaç duyulmaktadır (13).

Telomer onarım mekanizmasının harekete geçirilme-
si uzun zamandır kanserin önemli bir özelliği olarak kabul 
edilmektedir (14). Yakın zamanda, telomeraz inhibitörlerinin 
ilk klinik denemeleri miyelofibröz ve esansiyel trombositemi 
gibi kan kanserlerinde bildirilmiştir (15,16). Telomeraz etkin-
liğinin farmakolojik inhibitörü olan BIBR1532, kanser hücre-
lerinin çoğalmasının engellenmesinde umut vadetmektedir 
(17). Kanser hücreleri üzerinde gösterdiği etki yakın geçmiş-
te çok sayıda preklinik araştırma ile değerlendirilmiştir ve bu 
inhibitörün birçok kanser türünde tümör hücre büyümesini 
baskılayabilme özelliğinin çok güçlü olduğu gösterilmiştir 

Şekil 2.  BIBR1532’nin IC50 dozunun CCRF-CEM hücreleri üzerindeki apoptotik etkisi.

Plot (Fl1-A/Fl2-a)

Q2-ll Q2-lR Q2-U2 Q2-Ul

% of This Plot

Kontrol %99.04 %0.76 %0.81 %0.03

BIBR1532 %92.44 %6.91 %0.38 %0.27
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(18-20). Ayrıca, BIBR1532’nin kanser kemoterapisinde yar-
dımcı bir ilaç olarak potansiyel bir uygulama bulabileceğini 
gösteren kanıtlar da bulunmaktadır (21). Çalışmamızda te-
lomeraz inhibitörü BIBR1532 uygulanan CCRF-CEM hücrele-
rinde hTERT geninin ekspresyon seviyesi kontrole göre 3.1 
kat azalmıştır. 

CDH13, transmembran bir alanı bulunmayan ve gliko-
silfosfatidilinositol bir çapa vasıtasıyla plazma membranının 
dış yüzeyine bağlanan, kaderin ailesinin atipik bir üyesidir. 
Hücrenin davranışını büyük oranda sinyal özellikleri üzerin-
den etkilediği düşünülmektedir. Genellikle akciğer, yumur-
talık, servikal ve prostat kanseri gibi çeşitli karsinomlarda 
düşük ekspresyonu görülür ve düşük ekspresyon seviyesi 
kötü prognoz ile ilişkilendirilmiştir. Bunun yanı sıra, CDH13 
tümör yoluyla oluşan kan damarlarında fazla oranda ekspre-
se edilir ve tümör neovaskülarizasyonunu teşvik eder. Çoğu 
kanser hücre hattının aksine, endotel hücrelerinde CDH13 
aşırı ekspresyonu, hücre çoğalmasını ve göçünü artırır. C6 
glioma hücrelerinde, hepatoselüler karsinom hücrelerinde, 

ölümsüzleştirilen keratinositlerde ve p53 (- / -) fare embri-
yonik fibroblastlarında CDH13’ün aşırı ekspresyonu G

2
/M faz 

geçişini geciktirerek proliferasyonu baskılamaktadır (22-25). 
Bu etkinin p21CIP1/WAF1 ifadesine bağlı olduğu düşünülmek-
tedir. Hepatoselüler karsinom hücrelerinde, CDH13 eks-
presyonu tümör nekroz faktörü-alfa (TNF-α) kaynaklı apop-
toza duyarlılığı da arttırır (24). Çalışmamızda belirlediğimiz 
BIRB1532 IC

50
 dozu uygulanan CCRF-CEM hücrelerinde 

CDH13 gen ekspresyonunun ilaç uygulanmamış hücrelere 
göre 7.95 kat artışının, apoptotik yolak ile ilişkili şekilde etkili 
olabileceğini düşünmekteyiz. 

DAPK1, serin treonin kinaz ailesinin üyesi bir tümör sup-
resördür. Hücre ölümü ve otofajinin düzenlenmesindeki 
kritik rolü gösterilmiştir. Buna ek olarak, DAPK1, TNFα ve Fas 
ligandı gibi çeşitli iç ve dış apoptotik uyarıcılar tarafından 
uyarılan çoklu hücre ölüm süreçlerine dahil olabilir veya pro-
apoptotik yolakta rol alabilir. İyi bilinen bir tümör süpresör 
gen olan DAPK1 ekspresyonu, tümör büyümesini ve metas-
tazı baskılayabilir (26). Steidl ve arkadaşlarının CD34 pozitif 

Şekil 3.  BIBR1532’nin IC50 dozunun CCRF-CEM hücrelerinde kontrole göre gen ekspresyon değişiklikleri.

Gen Kat değişimi p

CDH13 7.95 0.000678

DAPK1 7.73 0.000691

NR4A3 8.39 0.000026

hTERT -3.1 0.0000002
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 polistemia vera hastalarını, sağlıklı kontroller ile kıyaslayarak 
gen ekspresyon paternini araştırdıkları çalışmada, CASP2, 
CASP3, DAPK1, ALG2 gibi tümör supresör genlerin, hasta-
larda kontrole göre daha düşük ekspresyon miktarına sa-
hip olduğunu bildirmişlerdir (27). Çalışmamızda, apoptotik 
yolağın önemli bir mediatörü olan DAPK1’in BIBR1532 uy-
gulaması ile birlikte 7.73 kat artış göstermesi, ilacın hücre 
ölümünü sağlarken hangi moleküler yolak üzerinden etki 
gösterdiğinin belirlenmesinde yol gösterici olabilir. 

NR4A1 ve NR4A3, akut miyeloid lösemide (AML) tümör 
baskılayıcı olarak işlev görmektedir. Her iki nükleer resep-
törü de “knockout” edilen farelerde hızla AML’nin gelişimi 
gözlenmiştir. NR4A1 ve NR4A3 kaybı, AML hastalarının ortak 
özelliğidir. Son zamanlarda, agresif lenfomalarda NR4A1 ve 
NR4A3 genlerinin ekspresyonunda bir azalma tanımlanmış-
tır ve düşük NR4A1 ekspresyonu genel sağkalımın düşük 
olması ile ilişkilendirilmiştir. Bir ksenograft fare modelinin 
agresif lenfoma hücrelerinde NR4A1’in aşırı ekspresyonu ile 
apoptozun indüklendiği ve tümör büyümesinin durduğu 
belirlenmiştir (28). BIBR1532 uyguladığımız ALL hücrelerin-
de NR4A3 geninin 8.38 kat arttığı göz önüne alınırsa, ilacın 
ALL tedavisinde hücre bölünmesi sırasında kromozom sta-
bilitesinin sağlanmasına yardımcı olarak kemoterapiye dahil 
edilebileceği önerilebilir.

Sonuç olarak, elde ettiğimiz bulgulara göre ALL tedavi-
sinde telomeraz inhibitörü BIBR1532 kullanımı, telomeraz 
aktivitesini düşürebileceği gibi apoptotik hücre ölümünü 
de uyarabilir. Ayrıca bu yolakta görevli genlerin anlamlı eks-
presyon değişikliğinin olması hastalığın moleküler patoloji-
sinin aydınlatılmasına ve alternatif tedavi hedefi olabilecek 
genlerin belirlenmesine katkı sağlayabilir. 
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