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OZET

Organ sistemlerinin olusumu ve tiim yasam boyunca fonksiyonlarini diizgiin bir
sekilde yerine getirebilmeleri, organlart olusturan hiicrelerin saglikli olmalarina ve
cevresel kosullara uyum saglayacak sekilde yapilarimi degistirebilmelerine baglidir.
Yani hiicrelerin; olusumu, Ozellesmesi, metabolizmalarii ¢evresel kosullara
uyarlayabilmeleri, ¢evresel uyarilara gore bir yanit olusturabilmeleri ve hatta 6liimleri
tamamen gen diizeyinde transkripsiyonel kontrol ile saglanir. Gerekli genlerin uygun
zamanda, yeterli miktarda ve siirede ifade bulabilmesi ise transkripsiyon faktorii denilen
ve DNA’ya baglanarak gen ifadesini diizenleyen bir grup protein tarafindan
gerceklestirilir.  Tbx3 ve MITF adli proteinler de birer transkripsiyon faktoriidiir ve
embriyolojik gelisimde Onemli gorevler {istlenmislerdir.  Bu proteinler, hiicre
boliinmesinde gorev alan bazi genlerin ifadesini diizenleyerek hiicreleri bolinmeye ve
dolayistyla ¢ogalmaya yonlendirmektedir. Embriyolojik gelisim esnasinda veya yetiskin
hayatta hiicre yenilenmesinde ¢ok gerekli olan bu etki, fizyolojik kontrol
mekanizmalarinin islevsiz kalmas1 durumunda tehlikeli bir hale gelmekte ve kontrolsiiz
hiicre ¢ogalmasi veya farklilagmasina yol acarak kanser gelisimine neden olmaktadir.
Nitekim bir¢ok kanser tiiriinde Tbx3 ve MITF diizeylerinin arttig1 saptanmustir.

Hematolojik kanserler koken aldiklari hiicre tipine goére farkli mekanizmalar
kullanarak gelismektedir. Ama temel sorunun “kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi ve/veya
farklilagmas1” oldugu goz ontine alinirsa, dogrudan hiicre dongiisiinii etkileyebilen gen
tiriinlerinin ve kullandiklar1 mekanizmalarin ortaya konulmasimin gerek tani evresinde
gerekse tedavide onemli katkilar olabilecegi de agiktir.

Bu calismada oncelikle, hiicre dongiisiine pozitif etkileri oldugu bilinen Tbx3 ve
MITF transkripsiyon faktorleri ile birgok kanser tiiriinlin gelismesinde gorev alan, ancak
hiicre dongiisiinii dolayli olarak durduran PTEN proteinin hematolojik kanserlerdeki
etkileri incelenmistir. Toplam 40 hastanin kemik iliginden elde edilen hiicrelerdeki
TBX3, MITF ve PTEN gen ifadeleri hem mRNA, hem de protein diizeyinde incelenmis
ve normal kemik iligi hiicreleri ile karsilagtirllmistir.  Hastalarda, TBX3 ve MITF gen
ifadelerinin artmasina karsilik, PTEN geni ifadesinin azaldig1 saptanmistir (p<0,05). Bu
ters ilgilesimin nedenlerini ortaya koymak amaciyla rekombinant DNA teknikleri
kullanilarak PTEN promoter bolgesi genomik DNA’dan izole edilerek klonlanmis ve
hiicre kiiltiirii ortaminda transkripsiyonel aktivasyon deneyleri ile Tbx3 proteininin
PTEN gen ifadesini baskiladigi gosterilmistir. Ayrica, PTEN geni lizerinde Tbx3
proteinin baglandig1r bolgenin DNA dizini de ortaya konmustur. Son olarak; bir grup
hastada “l6semi kok hiicreleri” izole edilerek Tbx3 ve pTEN protein diizeyleri saptanmis
ve normal kemik iligi kok hiicreleri ile karsilagtirilmigtir. Losemi kok hiicrelerinde de
Tbx3 protein diizeyi artarken PTEN diizeyinin diistiigii saptanmastir.

Bu calisma ile, hematopoezi denetleyen fizyolojik mekanizmalarin bozulmasi
sonucu gerek myeloid gerek lenfoid seriden koken alan hematolojik kanserlerin
gelisiminde kullanilan ortak bir mekanizmanin varligi ortaya ¢ikarilmistir. Ayrica, Tbx3
proteininin 16semi kok hiicrelerinin tanmimlanmasinda yeni bir belirteg olarak
kullanilabilecegi de ortaya konulmustur.

Anahtar Kelimeler: Tbx, PTEN, MITF, Hematolojik Kanserler, AML, KML, KLL



ABSTRACT

The development and maintenance of organ systems rely entirely on the presence
of healthy and good functioning cells establishing the organs. The proliferation,
differentiation, adaptation and responding to environmental cues and even death are all
cellular mechanisms that are regulated via transcriptional control at the gene level.
Transcription is the process of copying a part of the DNA template carrying the genetic
code into messenger RNA and this cellular event is governed by a group of proteins
called transcription factors, which are sequence specific DNA binding proteins. Tbx3
and MITF are both transcription factors involved in embryological development. Both
of the proteins are capable of regulating expressions of some of the genes that play
important roles in cell cycle and therefore can drive cells into proliferation. Although
this is rather essential and useful during embryological development, it can be dangerous
for the organism under conditions where physiological mechanisms malfunction.
Actually, this forms the basis of cancer development, which essentially occurs as a
consequence of uncontrolled cell proliferation and differentiation. In accordance with
this, both Tbx3 and MITF have been demonstrated to be up-regulated in many forms of
cancer. The mechanisms underlying haematological malignancies vary depending on the
cell type they originate. However, because the main cellular event is “uncontrolled cell
proliferation and differentiation”, it is obvious that identification of the genes and the
mechanisms they employ in regulation of cell cycle will have an enormous effect both in
diagnosis and treatment.

In this study, Thx3 and MITF were analysed in order to reveal their potential
roles in expression of PTEN, which is an important gene that has been demonstrated to
be inactivated in many different types of cancer. For this purpose, cells obtained from
bone marrow of 40 leukaemia patients were analysed for expressions of TBX3, MITF
and PTEN genes both at mMRNA and protein levels. It was demonstrated that the
leukaemia patients had statistically significant increase in Thx3 and MITF mRNA and
protein levels, whereas PTEN gene expression was found to be significantly decreased
(p<0,05). In order to reveal the molecular mechanisms underlying this negative
correlation, HeLa and HEK cell lines were transfected with a Tbx3 or MITF expressing
plasmid and transcription assays were performed to demonstrate the effects of Thx3 and
MITF proteins on PTEN promoter activity. In addition, the endogenous PTEN mRNA
and protein levels were determined in response to over-expressed Tbx3 protein. We
demonstrated that not MITF but Tbhx3 is capable of repressing the PTEN promoter
activity, and cause reduction in endogenous PTEN mRNA, therefore protein levels.
Furthermore, using EMSA assays the exact binding site of Tbhx3 within the PTEN
promoter was identified. Moreover it was shown that, with respect to the levels in
normal bone marrow blast cells, Thx3 protein level was increased, while PTEN protein
level was decreased in “leukaemia stem cells” that were isolated from the bone marrows
of a limited number of patients.

Thus, our data not only reveals a new mechanism that may be important in
haematological cancer formation, but also suggests that Thx3 can be used as a potential
biomarker both in diagnosis and following up of treatment.

Key Words: Thx, PTEN, MITF, haematological cancer, AML, CML, CLL
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GIRIS ve AMAC

Canlinin islev gdsteren en basit yapisal birimi hiicredir ve hiicre igerisinde
gergeklesen tlim olaylar dogrudan o hiicrelerin olusturdugu organlara, dolayisiyla da
organ sistemlerine yansitilmaktadir. Hiicrenin islevi ise DNA {izerinde bulunan
genler tarafindan diizenlenmektedir. En genis tanimiyla canli organizmalarin nasil
calistigimin incelendigi fizyoloji bilimi, son yillarda genom alaninda goriilen
gelismeler nedeniyle sadece bazi i¢ ve dis uyaranlara karst genel olarak viicutta
olusan degisiklikleri degil, gen diizeyindeki degisiklikleri de incelemeye ve bu
amagla da molekiiler biyoloji araglarini kullanmaya baslamistir (1).

Tek bir diploid hiicreden gelisen insanoglu yetiskin ¢agma ulastiginda 10"
adet hiicre icermektedir ve tliim bu hiicreler farkli yapi ile isleve sahip 200 degisik
hiicre tiirlinden olugsmaktadir. Embriyolojik gelisimden yetiskin ¢aga dek uzanan bu
fizyolojik siireg, hiicresel diizeyde; hiicre dongiisii, hiicre 6zellesmesi (farklilasma),
hiicre 6limii (apoptoz) ve hiicre metabolizmasinin diizenlenmesi olarak siralanan
hiicresel temel fonksiyonlar tarafindan gerceklestirilir. Hiicre ¢ogalmasi,
farklilagsmasi ve apoptoz sadece biiylime ve gelisimde rol oynamaz. Yasam boyunca
tim viicut hiicrelerinin yenilenmesi, dolayisiyla organ sistemlerinin kusursuz
islemesi, hiicresel diizeyde bu temel fonksiyonlarin ardisik olarak ve beraberce
calismasi ile gerceklesir. Hematopoez bu olay icin en giizel orneklerden birini
olusturmaktadir. Kiigiik bir hemopoetik kok hiicre (HKH) toplulugundan kan
sisteminin tiim hiicrelerinin belirli bir hiyerarsik diizen iginde olugmasina
hematopoez adi verilmektedir. Yetigkin bir insanda kemik iliginde bulunan
HKH’lerden oncelikle progenitor hiicreler gelismekte ve bu hiicrelerin farklilasmaya
devam etmeleri sonucunda da tamamen olgun kan hiicreleri olugmaktadir. Tiim bu
sistemlerin saglikli olarak islemesi fizyolojik kontrol mekanizmalarinin diizenli
calismasina baglidir. Fizyolojik kontroliin ortadan kalkmasi, hiicrelerin kontrolsiizce
cogalmasina ve 6zellesmis olan hiicrelerin yeniden 6zellesmemis hale doniismelerine
neden olur. Patolojik olan bu durum “kanser” hastaligimin genel tanimini
olusturmaktadir.

Kanser temel olarak “kontrolsiiz hiicre dongiisii ve hiicrelerin asir1 gogalmas1”
olarak tanimlanabilir. Bu tanimdan yola ¢ikarak kanser olusumunda gérev alan gen
ve kodladiklar1 proteinleri 3 ana grupta toplamak miimkiindiir. Bunlar; hiicre
boliinmesini indiikleyen genler/proteinler (proto-onkogenler), hiicre bdliinmesini
baskilayan genler/proteinler (tiimor baskilayicilar) ve hiicre dliimiinii (apoptozis)
diizenleyen genler/proteinlerdir (2). Tanimdan da anlagilacagi iizere kanserin
gelisebilmesi i¢in proto-onkogenlerin asir1 ve ektopik aktivasyonu, tiimor baskilayici
gen/proteinlerin islevsiz kalmalar1i ve apoptotik mekanizmalarin ¢aligmamast,
dolayisiyla hiicrelerin 6limden kacarak devamli bolinme yoluna girmeleri
gerekmektedir. Ancak, kanser gelisimini aciklayan ve “klonal teori” olarak



adlandirilan bu durum kanserin olugmasi ic¢in gecerli tek yol olsaydi kanserin ¢ok
seyrek goriilen bir hastalik olmas1 gerekirdi. Nitekim son yillarda kanser gelisiminde
¢ok Onemli rol oynadigi saptanan erigkin kok hiicreleri benzeri kanser kok
hiicrelerinin varliginin gdsterilmesiyle birlikte kanser olusumu “kék hiicre teorisi” ile
de aciklanmaya calisilmaktadir. Farklilasma 6zelliklerini yitirmis veya geriye dogru
farklilasarak kok hiicre Ozelliklerini kazanmis olan hiicrelerin izolasyonu kan
dokusundan kolaylikla yapilabildiginden bu konuya yonelik ilk bilgiler de
hematolojik kanserler iizerinde yapilan ¢alismalar ile elde edilmistir (3).

Bir hiicrenin temel fonksiyonlarinin diizgiin ¢alismasi ancak gerekli genlerin
uygun zamanda, yeterli miktar ve siirede ifadesi (ekspresyonu) ile gerceklesebilir.
DNA’daki bilginin RNA’ya aktarilmasi olarak tanimlanan transkripsiyon, gen
ifadesinin ilk basamagidir ve tiim hiicresel temel fonksiyonlar1 diizenleyen
mekanizmalardan birini de “transkripsiyonel kontrol” olusturmaktadir. Bu siirecin
hiicrenin gereksinimlerine uygun bir sekilde baslamasi ve devam edebilmesi i¢in
transkripsiyon faktorleri olarak isimlendirilen birgok proteine ihtiyag vardir.
DNA’daki 06zgiil dizilere dogrudan baglanan ve transkripsiyonu arttirici veya
baskilayict islevi olan, en az iki karakteristik bdlgesi bulunan proteinler
transkripsiyon faktorleri olarak tanimlanmaktadirlar (4).

Transkripsiyon faktorlerinin biiyiik bir kismi tiim hiicrelerde her zaman
bulunur. Digerleri ise sadece hiicreye 6zgiil olarak bulunurlar. Bu durum, her
hiicrede ayn1t DNA olmasina ragmen yetiskin bir insanda neden yap1 ve islev olarak
200 farkli tip hiicre bulundugunu da agiklamaktadir. Ciinkii i¢ ve dis ortamdan gelen
uyarilar sonucunda aktiflesen bazi1 genler hiicrelerin 6zellesmesine yol agan farkl
proteinlerin yapilmasini saglamaktadir. Yani bir organizmadaki her bir hiicre ayni
DNA’y1 (genom) igermesine ragmen, farkli protein Oriintiisiine (proteom) sahiptir.
Bir diger deyisle hiicrelerin farkli kimlikleri, icerdikleri protein driintiisiiyle ilintilidir
ve bu farklilig1 saglayan da transkripsiyonel kontrol mekanizmalari ve transkripsiyon
faktorleridir.

Bu tezin aragtirma konusunu olusturan Tbx3 adli protein de bir transkripsiyon
faktoriidiir. Insanda 20’nin iizerinde proteinden olusan Tbx-protein ailesinin iiyeleri
cogunlukla hedef genlerinin ifadesini arttirict etki gdsteren transkripsiyon
faktorleridir. Ancak, Tbx3 ve Tbx2 adli proteinler gen ifadesini baskilayici bir etki
gosterirler. Insanlarda TBX3 heterozigot mutasyonlarr meme bezi hipoplazisi,
anormal ekstremite gelisimi, ¢esitli kalp ve genital organ anomalileriyle karakterize
ulnar-mammary sendromuna(UMS) neden olmaktadir. 7BX3 geninin tamamen
susturulmasi farelerde embryolojik donemde &liimle sonuglanmaktadir. Insanlarda
TBX3 geni yoklugu veya tamamen fonksiyon kaybi tanimlanmamistir. Bu bulgu da
Tbx3 proteininin yagamsal 6nem tasidigini ve yoklugunun yasamla bagdasmadigini
distindiirmektedir.

Embriyolojik gelisim esnasindaki gorevleri yanisira 7BX3 geni ifadesinin
meme, serviks, yumurtalik, pankreas, karaciger ve deri kanserlerinde arttig
saptanmistir (5-7). Bu bulgular, Tbx3’ilin fizyolojik gorevlerini yerine getirirken



hiicre ¢cogalmasi ve farklilasmasinda rol oynayan proteinlerle iligkisinin olabilecegini
diisiindiirmiistiir. Nitekim, Tbx3’iin CDKN2a (p19*%F), CDKNla (p21°P) ve pl4
gibi hiicre dongiisiiniin kontroliinde rol oynayan tiimor baskilayici genlerin
aktivitesini diizenledigi ve diizenleyici bolgelerine (promoter) baglanarak bu genlerin
ifadesini susturdugu anlagilmistir. Bu saptama, Tbx3 proteininin hiicre boliinmesini
indiikledigini, dolayisiyla 7BX3 geninin bir onkogen olabilecegini ve diger timor
baskilayici genleri de hedef alabilecegini ortaya koymaktadir.

Hematopoezdeki fizyolojik kontrol mekanizmalarinin ¢aligmamasi sonucunda
ortaya c¢ikan hematolojik kanserlerde etkin olan molekiiler mekanizmalar1 ortaya
cikarmak tizere ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir. Bunlarin sonucunda ¢ogu hiicre
dongiisiit  kontrol proteinlerini  hedefleyen birgok genin veya kromozomal
translokasyonlar sonucu ortaya ¢ikan ve fizyolojik olmayan kimerik gen iiriinlerinin
hematolojik kanser gelisiminde rol oynadigi gosterilmistir. Grubumuz tarafindan
daha Once yapilan calismalarda da Tbx3 mRNA diizeylerinin hematolojik kanserli
hastalardan elde edilen mono niikleer hiicrelerde (MNH) normal MNH’lere gore
daha yliksek oldugu bulunmustur. Kisith sayida 6rnek kullanilarak gergeklestirilen
bu 6n ¢alisma, hematolojik kanser gelisiminde potansiyel olarak Tbx3 proteininin
gbrev alabilecegini diisiindiirmiistiir. Ancak, Orneklem sayisinin arttirilarak elde
edilen ilk sonuglarin dogrulanmasi ve daha da 6nemlisi Tbx3 mRNA diizeyinde
saptanan artisin islevselliginin ve sonuclarmnin ortaya c¢ikarilmasi gerekliligi
okumakta oldugunuz “doktora tez” ¢alismasinin planlanmasina neden olmustur.

Hematolojik kanserler, koken aldiklar1 hiicre tipine gore farkli mekanizmalar
yoluyla gelisir ve her bir tipinden farkli gen/gen tirlinleri sorumludur. Ancak son
yillarda “kanser kok hiicresi” varliginin saptanmasiyla hematolojik kanserlerin
gelisim mekanizmalarini agiklamaya yonelik farkli bir bakis agis1 olugmaya
baslamistir. Nitekim hematolojik kanserler oldukca heterojen bir grup olmasina
ragmen Ozellikle akut myeloid 16semi (AML) kok hiicrelerinin immiinfenotipik
ozellikleri biiyiilk oranda belirlenmis ve hiicre ylizeyinde CD34+ CD38- CD123+
belirteclerini tasiyan hiicreler Losemik Kok Hiicre (LKH) olarak tanimlanmistir.
Fizyolojik kosullarda yetiskinde bulunan hemositoblast, yani saglikli hematopoetik
kok hiicre (HKH) ile 16semik kok hiicre ayn1 6zelliklere sahip degildir, ¢iinkii protein
ortintiileri farklidir. Her iki hiicre tipinden elde edilen tiim gen ve gen diriinleri
mikroaaray teknigi ile karsilastirildiginda bir¢ok gendeki farkliliklarin yani sira
LKH’de PTEN geni (Phosphatase and TENsin Homolog) ifadesinin belirgin olarak
asaglya cekildigi saptanmustir (8-9). Ustelik hematopoetik kok hiicrelerinde PTEN
delesyonu olusturulan fare modellerinde myeloproliferatif hastaliklar1 takiben AML
(Akut Myelobalastik Losemi) ve ALL (Akut Lenfoblastik Losemi) olustugu
goriilmistiir. Bu bulgular, koken aldig1 hiicre ne olursa olsun hematolojik malignite
gelisimindeki temel etkenin belki de PTEN proteini olabilecegini diisiindiirmektedir.

PTEN; hiicre biiylimesi, ¢cogalmasi ve sag kaliminda énemli gorevler {istlenen
ve bu nedenle de embriyonik gelisim ve kanser olusumunda rol oynayan
Fosfatidilinozitol-3-Kinaz (PI3K) sinyal yolaginin negatif diizenleyicisidir. Yani
PI3K yolagmin etkilerini sonlandirarak hiicre donglislinii durduran bir tiimor
baskilayict proteindir. Bu 6zelligi nedeniyle de PTEN proteininin bir¢ok kanser



tiirlinde islevini yitirmis oldugu saptanmustir. Ancak PTEN geni somatik
mutasyonlart ¢ok nadir goriilmektedir. Bu gozlem, PTEN fonksiyonlarindaki
bozukluk veya azalmanin proteini kodlayan gendeki mutasyonlar nedeniyle degil,
genin ekspresyonundaki azalmaya bagli olarak gelistigini diisiindlirmektedir.

Hematolojik malignitelerde de PTEN geni somatik mutasyonlariin
goriilmemesi, buna karsilik PTEN ifadesinin olmadigi durumlarda AML ve ALL
gelisiyor olmasi ve On verilerimize gore her iki grup hasta mononiikleer hiicrelerinde
Tbx3 ifadesinin artmig olmasi, PTEN geni transkripsiyonunda Tbx3’{in rol
oynayabilecegini diiglindiirmiistiir. Nitekim grubumuz tarafindan PTEN geni
promoter bolgesinde transkripsiyon faktdr baglanma bolgeleri incelenirken, Tbx3’{in
olasilikla baglanabilecegi DNA dizinlerinin varlig1 saptanmstir. Ilging olarak bu
dizinlere ¢ok yakin olarak yerlesmis MITF (microphthalmia-associated transcription
factor) adli bir diger transkripsiyon faktorii olasi baglanma bodlgesinin varhigi da
saptanmigtir. MITF her ne kadar hiicre dongiisiinii etkileyerek esas olarak
melanositlerin  gelisimi  ve pigment olusumunda O©nemli rol oynayan bir
transkripsiyon faktorii olsa da MITF mutasyonlarinin birgok hematopoetik hiicrenin
disfonksiyonuna sebep oldugu da bilinmektedir. Bu nedenden o6tiirii hematolojik
kanserlerde Tbx3 proteinin fonksiyonunu incelerken beraberinde MITF diizeylerini
ve her iki transkripsiyon faktoriinlin PTEN gen ifadesine etkilerinin incelenmesi
amaglanmistir.

Bu caligmada bu amaca yonelik olarak asagida maddeler halinde belirtilen
yaklagimlar uygulanmstir:

1. Akut ve kronik 16semi hastalarinin kemik iliginden izole edilen mono niikleer
hiicrelerde ve 16semik kok hiicrelerde (CD34+ CD38- CD123+ belirteclerini
tastyan AML kok hiicreleri) Tbx3, MITF ve PTEN mRNA ve protein
diizeyleri saptanmis ve aralarindaki olas1 iliski incelenmistir.

2. Gen mihendisligi teknikleri kullanilarak PTEN geni promoter bolgesi
klonlanmig, Tbx3 ve MITF proteinlerinin PTEN geni ekspresyon diizeylerine
etkisi hiicre kiiltiirii ortaminda transkripsiyonel aktivasyon deneyleri ile
incelenmistir.

3. Klonlanmig PTEN geni iizerinde rekombinant DNA teknolojisi uygulanarak
cesitli mutasyonlar olusturulmus ve Tbx3 ile MITF transkripsiyon
faktorlerinin  gen ifadesine katkida  bulunduklar1  bolgeler yine
transkripsiyonel aktivasyon deneyleriyle saptanmustir.

4. Tbx3 proteininin PTEN geni lizerindeki baglanma bolgesinde gereksinim
duydugu niikleotidlerin belirlenmesi ve Tbx3’iin dogrudan bu dizinlere
baglanabildiginin gosterilmesi amaciyla in vitro DNA-protein baglanma
(EMSA) deneyleri uygulanmis ve Tbx3’lin PTEN geni promoter bdlgesindeki
baglanma bolgesi de tam olarak agiga ¢ikarilmistir.

Hiicre c¢ogalmasi ve farklilagsmasi gibi hiicresel olaylarin fizyolojik ve
patolojik boyutlar1 arasinda ¢ok ince bir ¢izgi bulunmaktadir. Fizyolojik kosullardaki
embriyolojik veya erigkin kok hiicreler ile patolojik kanser hiicresi benzer
davranislara sahiptir ve kok hiicre farklilasmasinda rol oynayan gen/proteinler cogu



kez kanser gelisiminde de gorev almaktadirlar. Bu nedenle, hiicre dongiisii ve
farklilagsmasinda gorev alan molekiiler yolaklarin ortaya ¢ikarilmasi sadece fizyolojik
stireglerin anlagilmasinda degil, ¢cagimizin en 6nemli 6liim nedenlerinden biri olan
kanserin olus mekanizmalarinin da agiga ¢ikarilmasi agisindan 6nem tasimaktadir.



GENEL BiLGILER

Fertilize bir yumurta hiicresinden bir¢ok fonksiyonu bir arada yiiriitebilen bir
canli organizmanin olugabilmesi veya yetiskin bir insanda tiim yasam boyunca
gbzlenen hiicre yenilenmesi veya hematopoez gibi fizyolojik olaylarin temelinde
hiicre boliinmesi ve farklilasmasi (6zellesmesi) bulunmaktadir. Sistemlerin saglikli
calisabilmeleri icin hiicresel diizeyde; bolinme ve farklilasmanin i¢ veya dis
cevreden gelen sinyaller dogrultusunda diizenlenmesi, dolayisiyla hiicre sag kalima,
cogalmasi veya Ozellesmesi i¢in gerekli mekanizmalarin dogru zamanda ve uygun
stire ile etkinlesmeleri gerekmektedir. Tiim bu olaylar ise gen diizeyinde kontrol
edilir. Algilanan uyarilara gore genlerdeki bilginin 6nce RNA’ya aktarilmasi
(transkripsiyon) daha sonra da RNA’daki bilgi dogrultusunda protein sentezinin
(translasyon) gerceklestirilmesi ile gen ifadesi saglanmis olur. Proteinler hemen
kullanildig1 gibi hiicre icerisinde paketlenerek kullanim anina dek saklanabilirler.
Hiicrenin tiim temel fonksiyonlarin diizenlenmesinde gen ifadesinin kontrolii o
nedenle ¢ok onemlidir.

2.1.  Gen ifadesi

Gen ifadesinin birinci basamagi, DNA’nin kalip zincirindeki bilginin
transkripsiyon islemi ile eslenik RNA’ya aktarilmasidir. Sentezlenen bu RNA
haberci molekiil olarak islev gordiigii icin mRNA (Messenger RNA) olarak
adlandirilir. mRNA daha sonra hiicre c¢ekirdeginden sitoplazmaya gecer ve
ribozomlara baglanarak DNA’dan alinan bilgi dogrultusunda amino asitlerin ardisik
olarak dizilmesini, dolayisiyla protein sentezinin gergeklesmesini saglar (Sekil 2.1).
Proteinlerin birincil, ikincil ve fonksiyonel {iciinciil yapilara doniistiiriilmeleri
sitoplazmadaki enzimatik reaksiyonlar ile gerceklestirilir. Bdylece proteinlerin
katlanmalar1 ve modifikasyonlar1 (fosforilasyon, misterilizasyon, glikasyon v.b) ile
proteinin etkinligi de diizenlenmis olur.

Anlagilacagr  gibi  gen ifadesinin  kontrolii  baslica 4  evrede
diizenlenebilmektedir: mRNA sentezinin yapildig1 “transkripsiyon” evresi,
mRNA’da c¢esitli modifikasyonlarin  yapilarak RNA’larin  olgunlastirildigi
“transkripsiyon sonrasi” evre, sitoplazmada protein sentezinin gergeklestigi
“translasyon evresi” ve fosforilasyon gibi kimyasal degisikliklerle protein
etkinliginin diizenlendigi “translasyon sonrasi” evre. Bu 4 evrenin herhangi birinde
olusabilecek bir aksama, fonksiyonel proteini mutlaka etkilemektedir.
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Sekil 2.1. Gen Ifadesi: DNA’dan Protein Olusumuna Kadar Gecen Temel
Basamaklar.(Sekil: Vander, Human Physiology, 2003 sayfa: 93)

Hiicrelerin Ozellesmeleri ve islevlerini yerine getirebilmelerinin temelinde
gen ifadesinin farkli sekillerdeki diizenlenmesi bulunmaktadir. Ornegin pankreas
hiicreleri retinal pigment yapamazlar, benzer sekilde retina hiicreleri de insiilin
tiretemezler. Bunun nedeni, farkli hiicrelerde farkli grup proteinlerin bulunmasi,
dolayistyla her bir farkli hiicrede farkli genlerin etkin olmasidir. Su halde, aym
DNA’ya sahip tiim somatik hiicrelerde her bir farkli hiicre tipi i¢in degisik bir gen
takiminin etkinlestirilmesi nasil saglanmaktadir? Bu diizenleme, hiicresel seviyede,
gerekli olmayan genetik bilginin ortadan kaldirilmasi ile bagarilamaz. Bunun yerine,
genomun 0zgiil kisimlarini etkin hale geciren, diger genleri baskilayan mekanizmalar
gelismistir. Secilen 0zgiil bir gen bolgesinin etkinlestirilmesi (aktivasyonu) ve
baskilanmasi (represyonu) organizmadaki hassas bir dengeyi gosterir. Bir genin
kendisi yapisal olarak normal olsa bile, yanlis zamanda, yanlis hiicre tipinde ya da
anormal miktarda ifade olmas1 sagliksiz bir fenotipe ya da organizmanin Sliimiine
neden olabilir. Gen ifadesi her ne kadar 4 evrede kontrol ediliyor olsa da en 6nemli
basamak transkripsiyondur ve genlerin ¢cogu transkripsiyon diizeyinde diizenlenirler

(10).



2.1.1. Transkripsiyon ve Diizenlenmesi

Transkripsiyon, bir DNA kalibindan RNA molekiillerinin sentezlenme
islemidir. Hiicre ic¢inde bilgi akist isleminin ilk basamagi oldugu icin
transkripsiyonun 6nemi ¢ok biiyiiktiir. Biitlin hiicrelerde genetik fonksiyonun diizenli
isleyebilmesinin temeli 6zgiil DNA boélgelerinin RNA polimeraz enzimi tarafindan
tamnmasina dayanir. Okaryotlarda degisik tip genlerin  transkripsiyonunu
gergeklestiren ti¢ tip RNA polimeraz bulunur. Tiim mRNA’larin transkripsiyonundan
sorumlu olan protein ise RNA polimeraz II dir.

Okaryotik genlerin yapisinda, transkripsiyonu diizenleyen ve gene ozel
proteinlerin  baglandig1  diizenleyici  bolgeler (URS) ile tim genlerin
transkripsiyonunda goérev alan genel amacl proteinlerin baglandigi promotor
bolgeleri olmak iizere iki bolge bulunmaktadir. Promotorlar, RNA polimerazin DNA
lizerine getirilebilmesi i¢in tanima noktasi olarak gorev yapan niikleotid dizileri
icermektedir (Sekil 2.2). Promotorlar’dan sonra mRNA dizinlerine kopyalanacak
olan kisim bulunmaktadir. Sekil 2.2’de ok ile gosterilmis bolge, transkripsiyonun
baslangi¢ noktasidir ve burada yerlesmis olan niikleotid “0” noktasi olarak kabul
edilir. Gen {lizerinde niikleotidlerin numaralandirilmasi “0” noktasina gore yapilir ve
gerek saga, gerek sola dogu giderek artan sayilarla ifade edilirler. Transkripsiyonun
baslangi¢ noktasindan saga dogru uzanan, yani mRNA’ya kopyalanacak bdolgeyi
iceren kisimda yerlesmis niiklotidler “+” ile, “0” noktasindan sola dogru uzanan ve
promoter bolgeleri ile URS’leri igeren bolgedeki niikleotidler ise “-’” ile belirtilirler.
URS’ler “0” noktasinin hem saginda hem de solunda, ¢ok uzak bolgelerde bile
yerlesmis olabilirler.
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Sekil 2.2. Bir Memeli Geni Temel Bilesenlerinin Sematik Gortintimii. (Sekil: Lodish, Molecular
Cell Biology, 2007, sayfa: 458)

RNA polimeraz II dogrudan DNA’ya baglanamadig1 i¢in, transkripsiyonun
baslayabilmesi; Oncelikle genel etkili proteinlerin, yani genel transkripsiyon
faktorlerinin promotor bdlgesine belli bir hiyerarsik diizen igerisinde yerlesmelerine
ve RNA polimerazin promotoru tanimasi i¢in bir platform olusturmalarina baglhidir.
Bu yapmin olugmast i¢in TFIID kompleksi kendi alt birimi olan TBP aracilig: ile
TATA kutusuna baglanir. TFIID, TBP ve TAF (TATA Asosiye Faktorleri) adi
verilen alt protein gruplarindan olusur. TBP ve TFIID transkripsiyon faktorlerinin
diger birimleri yaklagik 20 baz ¢iftlik bir DNA bdolgesine baglanir. Bu asama, taahhiit
(commitment) basamagi olarak adlandirilir. TFIID’nin baglanmasiyla DNA’da
ortaya ¢ikan yapisal degisiklikler sonucu TFIIA ve TFIIB gibi ilave faktorler de



promotor {lizerine baglanirlar. Daha sonra RNA polimeraz II ve TFIIF transkripsiyon
faktorleri ile bunlart takiben TFIIE, TFIIH ve TFIIJ adli proteinler baslangic
kompleksine katilirlar. Son basamak; promotor temizlenmesi (promoter clearence)
ad1 verilen, RNA polimerazin TATA kutusunu terk ettigi ve transkripsiyonun “0”
noktasindan saga dogru ilerlemeye basladigi basamaktir. Promotor bolgesi ve bu
bolgeye baglanan genel transkripsiyon faktorleri genin sadece bazal diizeyde
transkripsiyonunu saglarlar. Bir genin hiicreye 6zgiil olarak ve yeterli miktarda
transkripsiyonu ise URS’lere baglanan 06zgiil transkripsiyon faktorleri denilen
proteinler araciligi ile saglanir. Bu proteinler genlerin ne zaman ve nerede ifade
olacagini ve transkripsiyon hizini kontrol ederler. URS’lere baglanan transkripsiyon
faktorleri, transkripsiyon etkinligini arttirabildikleri gibi (aktivatdr proteinler)
baskilayici etki de gdsterebilirler (represor proteinler) (10).

NMediator

Sekil 2.3. Yapisal Transkripsiyon Faktorleri ve RNA Polimeraz II: RNA polimeraz II ve TFIID
kompleksi hiicrede bazal transkripsiyondan sorumludur. Bu yapisal transkripsiyon
faktorleri diginda en az iki fonksiyonel bolge iceren ve transkripsiyonu
diizenlenmesinden sorumlu hiicreye 6zgii transkripsiyon faktorleri bulunmaktadir. DNA
dizisinde 6zgiil baglanma bolgesine baglanan hiicreye 6zgii transkripsiyon faktorleri ilgili
genlerin ifadesini kontrol eder. (Sekil: Lodish, Molecular Cell Biology, 2007, sayfa: 478)

Transkripsiyon faktorlerinin; DNA’ya baglandiklar1 6zgiil bir DNA-baglanma
protein bolgesi ile aktivasyon veya baskilamadan sorumlu protein bdlgesi olmak
lizere en az iki iglevsel bolgesi bulunmaktadir (Sekil 2.3). Dolayisiyla, 6zgiill DNA-
baglanma protein bolgesi ile DNA {izerinde sadece o proteine 6zgiil dizinlere
baglanirlar ve promotor bolgesindeki genel transkripsiyon faktorleri ile etkilesime
girerek aktivasyon/represyon protein bolgeleri ile de transkripsiyonun artmasina veya
baskilanmasina neden olurlar.

Transkripsiyonel diizenlenme, fizyolojik kosullarda organizmada bulunan
tiim ¢ekirdekli hiicrelerde dis ortamdan gelen uyarilar ile transkripsiyon faktorlerinin
uyumlu bir sekilde caligmasiyla gerceklesmektedir. Organizmayi olusturan



hiicrelerin  tiiri  ve sayisinin  kontrolli, ¢evresel uyarilar dogrultusunda
transkripsiyonel diizenlenme ile saglanmaktadir. Ozellikle hiicrelerin béliiniip
cogalmasimin kontroliinden sorumlu olan hiicre dongiisii kontrol mekanizmasinda
gbrevli gen ve gen lriinlerinin transkripsiyonel diizeyde kontrolii yagamsal 6neme
sahiptir.

2.2. Hiicre Dongiisii ve Kontrol Noktalari

Birgok hiicre, boliinme ve boliinmeme arasinda siirekli bir ardisik 6zellik
gostermektedir. Bir boliinmenin tamamlanmasindan bir sonraki boliinmeye kadar
gecen olaylar, hiicre dongiisiinii olusturur. Unutulmamasi gereken dnemli bir nokta,
boliinme ve farklilagsmanin (6zellesme) ayni1 anda ger¢eklesmedigidir. Hiicrenin
farklilagabilmesi i¢in hiicre dongiisiinden ¢ikmast gerekmektedir. Tamamen
farklilagmis hiicrelerde fizyolojik kosullarda hiicre boliinmesi goriilmez.

Hiicre dongiisii 4 evreden olusmaktadir. Birinci hazirlik evresi (Gapl-Gl),
hiicrenin bdliinmeye hazirlandigi donemdir. Bu evrede DNA’nin iki katina
cikarilmasi (replikasyon) i¢in gereken tiim ogeler ile hiicre i¢i organeller sentezlenir
ve hiicre kiitlesi biiyiir. ikinci evre sentez (S) evresi olarak adlandirilir ve DNA
kopyalanarak iki katmna ¢ikartilir. Ugiincii evre, ikinci hazirlik evresidir (Gap2- G2).
Bu evrede ise hiicrenin boliinmesi i¢in gereken son hazirliklar yapilir. Son evre mitoz
(M) evresidir, hiicre ikiye boliinerek morfolojik ve genetik olarak birbirinin aynisi iki
hiicre meydana gelir. Simetrik boliinme olarak adlandirilan bu béliinme disinda bir
de asimetrik boliinme bulunmaktadir. Asimetrik boliinmede olusan yavru hiicreler
birbirlerinden farklidir ve farkli proteoma sahiptir. Asagida anlatilacak olan kok
hiicrelerin “kendini yenileme” 6zelligi, asimetrik boliinmeye en giizel 6rnektir. Bu
tip boliinme; ortaya cikan iki yavru hiicreden birinin “6zellesmeye yonlenecek
hiicre” digerinin ise “kok hiicre” ozellikleri tasiyor olmasini gerektirir ve yavru
hiicrelerin farkli protein iceriklerine sahip olduklarinin, dolayisiyla aslinda iki farkl
hiicre olduklarinin gostergesidir.

Hiicre dongiisiiniin evreleri ¢ok diizenli islemek zorundadir. Bir evre
tamamlanmadan digerinin baglamamasi veya sistemin tek bir yonde (G1-S-G2-M)
ilerlemesi, yani geriye doniilerek evrelerin tekrarlanmamasi gerekmektedir. Bunlarin
yani sira, hiicre dongiisii sirasinda DNA’ya herhangi bir zarar gelmemeli ve DNA
hatasiz bir sekilde kopyalanarak yavru hiicrelere aktarilmalidir. Hiicreler, sadece ne
zaman bdliineceklerini degil, ayn1 zamanda dongiiniin hangi evresinde olduklarini da
bilmek zorundadirlar. Iste tiim bu kontrollii diizen “hiicre dongiisii merkez
proteinleri” 1ile ‘“hiicre dongiisii kontrol proteinleri” tarafindan saglanir. Bu
proteinlerin yapimi veya fonksiyonelligi ise gen ifadesinin kontrolii ile
saglanmaktadir.
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I- Hiicre dongiisii merkez proteinleri.

Hiicre dongiisii merkez proteinleri 3 ana grupta toplanmaktadir: Siklinler (A,
B, D1, D2, D3, E), siklin-bagiml serin/treonin protein kinazlar (CDK: CDKI1,
CDK2, CDK4, CDKS5, CDK6 , CDK7) ve siklin-bagimh kinaz inhibitorleri
(CDKI: p15, p18, CDKN2A/p19, CDKN1A/p21 ve p27).

Siklinler; hiicre dongiisii siiresince gerektigi zaman sentezlenen ve ardindan
gbrevini tamamladiginda hizla parcalanan bir protein ailesidir. Dolayisiyla, gerek
embriyolojik gelisimde gerek hiicre yenilenmesi gibi fizyolojik durumlarda ¢evresel
uyar1 olarak ortamda bulunan “Biiyiime Faktorleri (Growth Factors)” temel olarak
siklin proteinlerinin sentezlenmesini saglayacak genleri etkinlestiren transkripsiyon
faktorlerini aktiflestirmektedirler. Siklin-bagimh Kkinazlar ise hiicre dongiisii
diizenleyici proteinleridir ve kinaz aktiviteleri sadece siklinlere baglandiklarinda
etkinlesir. Bir CDK proteini birden fazla siklin ile baglanabilir ama hiicre
dongiisiiniin her bir evresinde sadece o evreye 6zgiil siklin-CDK kompleksi olusur
(Sekil 2.4). CDKI proteinleri, siklin/CDK yapilarinin negatif diizenleyicisidir ve
CDK proteinlerine baglanarak siklinlerle etkilesimlerini, dolayisiyla kinaz
aktivitesinin olusmasimi engellerler. CDKI proteinleri de birden fazla CDK
proteinine baglanabilirler (11).

Siklin A - CDK1

Siklin-CDK Siklin | Birlestigi e # G

p el CDK i ’5 L % Siklin D - CDK4

G;-Cdk siklin D Cdk4 / 5:""" b=eDeg
(D1, D2, D3) Cdké ‘ 64 ;,-‘

Gy/S-Cdk siklin E Cdk2 Q - RB?E’::{"" y

S-Cdk siklin A Cdk2 8. 4

M-Cdk siklin B Cdk1 Siklin A - CDK2

Siklin E- CDK2

Sekil 2.4. Hiicre Dongiisiinde Gorev Alan Siklin-CDK Kompleksleri: a. Hiicre dongiisiiniin
her bir evresine 6zgiil siklinler ve birleserek kinaz aktivitesini olusturduklart CDK
partnerleri. b. Hiicre dongiisii sirasinda CDK proteinleri sabit miktarda bulunurken,
her bir siklinin kendine 6zgii evrede yapimi artar, CDK ile kompleks olusur, hedef
proteinlerini fosforlayarak bir sonraki evrenin baslayabilmesine olanak saglarlar. Evre
sonunda siklin proteinleri CDK’dan ayrilir ve yikilir. Her bir evredeki siklin/CDK
kompleksi miktarlart ¢izgi kalinliklarina goére simgelenmistir. (Sekil: Lodish,
Molecular Cell Biology, 2007, sayfa: 883)

I1- Hiicre dongiisii kontrol proteinleri

p53, Retinoblastoma (Rb), Ataksi Telenjiektazi (AT) ve Ataksi Telenjiektazi
Benzeri (ATR), v.b. proteinler, hiicre dongiisiiniin belirli kontrol noktalarinda
(check-point) etkindirler. Hiicre dongiisiinde baslica 3 ana kontrol noktasi
bulunmaktadir. Bunlar; G1 evresi bitiminde S evresine ge¢cmeden hemen onceki
bolgede etkin olan G1-kontrol noktasi, G2 evresi sonunda etkin olan G2-kontrol
noktas1 ve M fazinin metafaz evresinde etkin olan M-kontrol noktalaridir.
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Gl-kontrol noktasinda gorevli proteinlerin baslica gorevleri; hiicrenin
kiitlesini ve DNA’da herhangi bir hasarin bulunup bulunmadigini denetlemektir.
Boylece hiicre bir sonraki S evresine, ancak yeterli kiitleye ulasmis ve DNA’sinda
herhangi bir hasar bulunmuyorsa gecebilir. Aksi halde sorunlar giderilene dek hiicre
dongiisii durdurulur. Gl-kontrol noktasinin en oOnemli proteini p53°tiir ve bir
transkripsiyon faktorii oldugundan hiicre dongiisiinii durduran baz1 CDKI genlerinin
transkripsiyonunu arttirarak etkin hale ge¢melerini saglar. Herhangi bir sorunun
olmamasi durumunda, hiicreler “S” fazina gecis yaparlar. Bu olay temel olarak; G1
fazinda gorevli siklin/CDK komplekslerinin S faz1 siklinlerini kodlayan genleri
etkinlestirilmesine baglidir. Aktivitesi artan S fazi siklin/CDK kompleksi (siklin
A/CDK2), DNA replikasyonunun yapilmasini saglar. Ancak DNA kopyalanmasinin
tekrarlanmamasi i¢in S fazi sonunda siklin A, CDKI1 ile birlesir ve replikasyonda
gorev alan Cdc6 ve Mcm gibi proteinleri fosforlayarak DNA replikasyonunun
tekrarlanmasini engeller. Bu kompleks, G2 fazi boyunca ve M fazinin baglangicinda
aktif olarak gorev yapar (Sekil 2.4).

G2-kontrol noktasi, mitoz evresine girmeden hemen oOnce etkindir. Bu
noktada gorevli proteinler ise kopyalanmis DNA’nin biitliinliigiinii ve mutasyon
icerip icermedigini denetlerler. Herhangi bir sorun varsa, hiicre dongiisi
durdurularak DNA tamirinin yapilmasi saglanir.

Mitoz evresinin metafaz boliimiinde, yani kromozomlarin i§ iplikciklerine
yerleserek metafaz plagi denilen yapiyr olusturduklari zaman etkin olan 3. kontrol
noktas1 ise M-kontrol noktas1 olarak adlandirilir. Bu bolgede gorevli proteinler de
kromozomlarin tlimiiniin metafaz plagina yapismasin1i ve dogru diizlemde
bulunmalarini denetlerler (12).

Gortildiigii gibi hiicre dongiisiinde gorev alan bazi proteinler hiicreleri
boliinmeye gotiiriirken, bazilar1 da aksine boliinmeyi durdurmaktadirlar. Saglikli
hiicrelerde bu iki grup proteinin dengede c¢alismasi gerekmektedir. Hiicre
boliinmesini durduran proteinleri kodlayan genlere tlimor-baskilayict genler
denilmektedir. Hiicrenin boliinebilmesi i¢in bu genlerin etkin olmamasi gerekir. Eger
bu genler kalici olarak yok edilirse ya da transkripsiyonlar1 baskilanirsa, hiicre
boliinmesinin kontroliinii saglayamayacaklari i¢in hiicre kontrolsiiz bir bigimde
boliiniip ¢ogalmaya baglar.

Hiicreyi boliinmeye gotiiren proteinleri kodlayan genler ise proto-onkogenler
olarak adlandirilir. Eger bu genlerin ifadesi kontrol edilmezse stirekli aktif olacaklar
i¢in hiicreyi devamli olarak boliinmeye tesvik ederler. Bu genler asir1 ya da ektopik
aktivasyon sonucu fizyolojik gorevlerinin disina ¢ikarak birer onkogen olarak islev
gormeye baslarlar ve tiimor olusumuna Onciililk ederler. Proto-onkogenlerin
onkogenlere donilisiimiinde; nokta mutasyonlari, kromozomal translokasyonlar ve
transkripsiyonel kontroliin bozulmasina bagli olarak gelisen asir1 gen ifadesi rol
oynamaktadir.
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Anlagilacagi iizere, tamamen fizyolojik olan hiicre boliinmesi ve 6zellesmesi
gibi olaylar1 kontrol eden mekanizmalarin bozulmasi, kontrolsiiz hiicre cogalmasi ve
hiicre Ozellesmesinin ters yonde islemesine yol agmaktadir. Bu durum, kanser
gelisiminin temelini de olusturmaktadir.

2.3. Kanser Gelisim Mekanizmalari
Genel olarak kanser hiicrelerinin tiimér olusturma kapasitesi iki hipotez ile
aciklanmaktadir: Klonal evrim hipotezi (13) ve kanser kok hiicresi hipotezi (14).

2.3.1. Klonal Evrim Hipotezi

Klonal evrim hipotezine gore, kanser tek bir hiicreden kaynaklanir ve
olumsuz ¢evre kosullari ile risk faktorlerinin bu hiicreye etkileriyle genom biitiinligt
bozulur. Bu durum, genetik mutasyonlarda artisa ve epigenetik degisiklere neden
olarak hiicre boliinmesini kontrol eden faktorlerin fonksiyonlarini yitirmelerine ve
kontrolstiz hiicre bdliinmesinin baslamasina neden olur. Bu hipoteze gore kanserin
olusabilmesi i¢in proto-onkogenlerin ve/veya timor baskilayicilarin ardisik olarak
mutasyona ugramalar1 ve fonksiyonlarinda bozulmalarin olmasi gerekmektedir.

Normal kosullarda hiicre dongiisii kontrol basamaklarinda hiicrenin saglikli
bliylime ve boliinme siire¢lerinde olup olmadigi kontrol edilir. Burada 6zellikle
siklin-bagimli kinaz inhibitorleri (CDKI) ve tiimor baskilayict proteinler 6nemli rol
alir. p53, PTEN gibi tiimor baskilayicilarin fonksiyonunu yapamamasi ve p27, pl4,
p21 gibi CDKI’lerin yoklugu ya da fonksiyon kaybi tiimor olusumu ve kanser
gelisimini uyarmaktadir. Tiimor baskilayici genlerin fonksiyon kaybi yani sira aym
hiicrede proto-onkogenlerin aktivasyonu da gereklidir. Hiicre boliinmesini uyaran
“biiytime faktorleri” gibi mitojenlerin, bunlarin baglan+

diklar1 reseptorlerin veya hiicre iginde kullandiklar1 yolaklarin fizyolojik
kontrol disina c¢ikarak otonomi kazanmalar1 ve negatif denetleyicilere
duyarsizlagsmasi, boliinme sinyallerinin devamli hale gelmesine neden olacaktir. Bu
durumda, hatali DNA tasiyor olsa da boliinmeye devam edecek olan hiicreler saglikli
olmayan ve siirekli boliinme egiliminde olan hiicreleri olusturacaktir.

2.3.2. Kanser Kok Hiicresi Hipotezi

Kanser kok hiicreleri; kendini yenileme kapasitesi olan, tiimor tipine ve
olusma kosullarina bagli olarak progenitér kanser hiicresi oOzellikleri tasiyan
pluripotent hiicrelerdir. Kanser hiicreleri arasinda ¢ok kii¢iik sayidaki bir hiicre
toplulugunun proliferasyon ve klonal ¢ogalma 6zelligi gosterdigi, gerek in vivo (15)
gerek in vitro deneylerle saptanmis (16) ve varliklari uzun yillardir bilinmektedir.
Farkl1 6zellikleri nedeniyle koloni olusturma kapasitesine sahip olan bu kiiciik hiicre
toplulugunun aslinda kok hiicre 6zellikleri tagidiginin saptanmasi ise son yillardaki
calismalarla gosterilmis ve “kanser kok hiicresi” tanimi bilimsel literatiire girmistir.
Kanser kok hiicreleri; normal kok hiicrelerin kendini yenileme kapasitesini
diizenleyen genlerinin mutasyonu veya epigenetik mekanizmalarla islevlerinin
bozulmasi sonucunda gelisebilecegi gibi (17), tamamen Ozellesmis hiicrelerin
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yeniden kok hiicre 06zelligi kazanacak sekilde geriye farklilagsmasi ile de
gelisebilmektedir (18) (Sekil 2.5.).

‘a ’ Kok Hiicre &3 Kendini

\ Yenileme
a) 6/ L @ Progenitér Hiicre
é \ Terminal Farkhlasmis

L) LK 2 Hiicre
&> # Kanser K&k Hiicresi
] & o @
\ / \ () Terminal Farkiasms
. . Kanser Hilcresi
e 2@ ®-
L \2 * Kanser K&k Hiicresi
3 @(' ws =
f \ f \ g Farklilasmig
' Kanser Hicresi
© 20 e-

Sekil 2.5. Normal kok hiicre farklilasmasi ve Kanser kok hiicresi hipotezi: a. Normal pluripotent
hiicrenin asimetrik boliinerek kendini yenilemesi ve farklilagmasi. b. Kanser kok
hiicresinin progenitér ve olgun kanser hiicresine farklilagmasi. ¢. Progenitdr ve olgun
kanser hiicrelerinin geriye farklilasarak kendini yenileme o6zelligi kazanmasi. (Sekil:
O’Connor, ML ve ark. Cancer Lett. 2014 Mar 28;344(2):180-7)

Hem olgun somatik hem de pluripotent kok hiicrelerin biliylime ve
boliinmeleri her ne kadar aymi hiicre dongilisii kontrol proteinleri tarafindan
yonlendirilse de, kok hiicrelerin farklilasma kapasitelerinin de korunuyor olmasi
nedeniyle her iki hiicre tipi arasinda farkli transkripsiyon faktorleri etkin olmaktadir.
Bir diger deyisle, kok hiicre boliinmesi ve farklilagsmasinda gorevli transkripsiyon
faktorlerinin etkinlikleri, hiicrenin 06zellesme derecesi arttitkgca azalmakta ve
Ozellesmesini tamamlamis hiicrede tamamen kaybolmaktadir. Tam da bu nedenle,
embriyolojik gelisim sirasinda 6nemli rol oynayan bazi transkripsiyon faktorlerini
kodlayan genlerin ifadesi yetiskin bireylerdeki saglikli hiicrelerde tamamen
baskilanmis durumdadir. Ancak, kanser hiicresinin bir 6zelliginin de geriye dogru
farklilasarak kok hiicre fenotipine yaklagsmasi oldugu hatirlanirsa, neden yetiskin
bireydeki saglikli hiicrelerde ifade bulmayan baz1 gen {iriinlerinin kanser
hiicrelerinde ifadesinin arttifi da anlasilabilmektedir. Yani embriyolojik veya
pluripotent kok hiicre ile kanser hiicresi arasinda hiicre bdliinmesini diizenleyen
transkripsiyon faktorleri agisindan ¢ok biiylik benzerlikler bulunmaktadir.
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Nitekim bu tezin calisma konusu olan Tbx3 ve MITF adh transkripsiyon
faktorlerinin her ikisi de hiicre dongiisiiniin gerceklesmesini saglayan proteinleri
kodlayan genlerin aktivitelerini diizenlemekte ve embriyolojik gelisim sirasinda
onemli gorevler lstlenmektedirler. Yetiskinlerde, 7BX3 geni ifadesi hi¢ bir saglikli
hiicrede bulunmaz iken, MITF geni bazi hematolojik hiicreler disinda sadece
melanoblastlarda ifade bulmaktadir. Ancak, bir¢ok farkli kanser hiicresinde her iki
transkripsiyon faktoriinii kodlayan genlerin ifadesinin arttig1 goriillmektedir.

2.4. Tbx3 Transkripsiyon Faktorii

TBX gen ailesi embriyonik gelisimde kritik rol alan T-box faktorlerini kodlar.
Bu gen ailesinin ilk tiyesi Brachyury (T)’nin heterozigot mutasyonu sonucu farede
kuyruk uzunlugu ve sakral vertabranin etkilendigi 1927 yilinda tespit edilmistir. 1990
yilinda fare 7 geninin klonlanmasi, daha sonra Drosophila melanogaster’de bu gen
ile belirgin homoloji gosteren omb geninin tanimlanmasi ve sonrasinda yapilan
calismalar bu gen ailesinin filogenetik olarak DNA baglanma boélgesi korunmus
20’den fazla liyesi oldugunu ortaya ¢ikarmistir (19).

T-box proteinleri yaklasik 180 amino asitlik T-box baglanma bolgeleri ile
DNA iizerindeki 6zgiil dizilerine baglanir. Bu DNA dizini, her bir T-box proteini i¢in
[TTT(G/C)ACACCTAGGTGTGAAA] seklinde varyasyonlar gosterse de ¢ekirdek
dizin sabittir ve “GGTGTGA ” niikleotidlerinden olusur. Promotor ve diizenleyici
bolgelerinde bu dizini igeren genlerin ifadesi, T-box proteinlerinin katkisiyla
gerceklesmektedir.

TBX gen ailesi; T, TBX1, TBX2, TBX6 ve TBR1 olmak iizere filogenetik
olarak 5 alt ailede toplanmigtir. TBX2 alt ailesi ise, 7BX2, TBX3, TBX4 ve TBX5
genlerini igerir(20).

Insan TBX3 geni, 12. kromozomun uzun kolunda 24. bdlgede (12q24) yer alir
(21). Bu gen yedi ekzondan olusmakta ve 723 aa. lik Tbx3 proteinini kodlamaktadir
(22). Diger T-box proteinlerinden farkli olarak Tbx3 ve Tbx2 hedef genlerinin
transkripsiyonlarint  baskilamaktadirlar. Tbx3’iin, DNA baglanma bdlgesinde
fazladan 20 aminoasit igeren ikinci bir formu daha bulunmaktadir ve Tbx3+2a olarak
adlandirilmigtir.  Tbx3+2a izoformunun DNA baglanma boélgesine etkin
baglanamadigi ileri siiriilmiisse de, daha sonra yapilan ¢alismalarla her iki izoform
arasinda fonksiyon veya DNA’ya baglanma etkinligi acisindan bir fark olmadigi
ortaya konulmustur (23). Tbx3’iin DNA’ya baglanma bolgesi (T-box) proteinin
amino-ucunda 105-285. aminoasitler arasinda, transkripsiyonu baskilayan bolgesi
(R) ise karboksil-ucunda 567. ile 623. aminoasitler arasinda yerlesmistir. Tbx3
proteini ayrica 292. ve 297. aminoasitler arasinda bulunan bir niikleer lokalizasyon
sinyali tasimaktadir (5, 24) (Sekil 2.6.).
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Sekil 2.6. Insan Tbx3 Proteini Sematik Gosterimi.

TBX3 geni ifadesi, embriyolojik gelisim esnasinda blastosist i¢ hiicre kitlesi
olusumundan itibaren baslar ve organogenez asamasinda; sinir sistemi, iskelet, goz,
kalp, bobrek, akciger, pankreas ve meme dokusu olusumlari sirasinda da devam eder
(25).

Farede 7bx3 geninin homozigot mutasyonlar1 embriyonik donemde Oliimle
sonuclanmaktadir. Insanlarda bu genin homozigot mutasyonlar1 tanimlanmamus
olmakla birlikte heterezigot mutasyonlar, otozomal dominant bir hastalik olan
UMS’ye (Ulnar Mammary Syndrome) neden olmaktadir. UMS; meme hipoplazisi,
apokrin bez eksikligi veya disfonksiyonu, dis, sa¢ ve cinsel organ hasari ile 6n
ekstremite tomurcugunun posterior elementlerinin duplikasyonu veya eksikligi ile
karakterize bir tablodur (20).

Embriyolojik gelisim siirecindeki dnemli rollerinin yan1 sira, 7BX3 ve TBX2
gen ifadelerinin birgok kanser tiiriinde hem mRNA hem de protein diizeyinde arttig
saptanmigtir (Tablo 2.1.). Bunlar, Tbx2/3 proteinlerinin hiicre dongiisii kontroliinde
rol oynayabileceklerini gésteren Onciil verilerdir.

Tablo 2.1. Tbx2 ve Tbx3’iin farkli kanserlerdeki ifadesi (20).

Kanser Tipi Tiimér Orneklerinde Yiiksek
Ekspresyon Orani

Thx2 Meme %350- %80

Pankreas %50- %60

Deri (melanoma) %63

Meme %70-90

Over %069

Pankreas -
Thx3 Deri (melanoma) %57

Karaciger %79-%87

Servikal -

Nitekim Tbx2/3 proteinlerinin hedef genleri arasinda hiicre dongiisiinti
durdurucu etkiye sahip CDKI proteinlerini kodlayan bazi genlerin bulundugu
saptanmistir. CDKI grubunda bulunan p21 ve pl9ARF proteinlerini kodlayan
genlerin promoter bdlgelerinde T-box dizinlerinin varligi saptanmigs ve Tbx3
proteinin bu dizinlere baglanarak p21 ve p19 gen ifadelerini baskiladig1 gosterilmistir
(26). Hiicre dongiisiinii durdurucu etkiye sahip pl9 proteinin Tbx3 tarafindan
baskilanmasi, dolayli yoldan p53 adli bir diger durdurucu kontrol proteininin de
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etkinlesmesini engellemektedir (Sekil 2.7.). Boylece Tbx3, dogrudan veya dolayli
yollarla hiicre dongiisiinii durdurma yetisine sahip proteinleri bloke ederek hiicreleri
boliinmeye dogru yonlendirmektedir.

1 Tbx3

P14 ARF

p53 pS3
—' — Apoptoz

l 21
_, G1'de

Kalma

<:> G,/ S-CDK

S - CDK

Sekil 2.7. Tbx3 etkisi: Saglikli olarak boliinmekte olan bir hiicrede p53 adli protein, Mdm2
proteini tarafindan baskilanmaktadir. G1 kontrol noktasinda goérevli olan p53, sadece
hiicrede bir tehlike sinyali ya da DNA hasar1 oldugunda etkinlesmektedir. DNA hasari
oldugunda hiicre iginde P144RF aktifleserek Mdm?2 proteinine baglanmakta, dolayisiyla
p53 proteini serbest hale gecmektedir. Bir transkripsiyon faktorii olan p53, hiicre
dongiisiinii  durdurucu p21 geni promoterine baglanarak p2l geninin ifadesini
arttirmakta ve hiicre dongiisii G1 fazinda durdurulmaktadir. Bir kanser hiicresinde ise,
Tbx3 dogrudan p14A%F promoterine baglanarak gen ifadesini baskilamakta, dolayisiyla
Mdm2 baskisindan kurtulamayan p53 etkin olamamakta, yani hiicre dongiisiinii
durduramamaktadir. Boylece DNA hasarina ragmen hiicre S fazina gegebilmekte ve
bolinerek hasarli DNA’y1 yavru hiicrelere aktarmaktadir. Fizyolojik kontrol
mekanizmalarinin iflasi sonucunda da hasarlt DNA ile boliinen hiicrelerin sayist giderek
artmaktadir.



Hiicre dongiisiinii  etkileyerek hiicreleri bdliinmeye yonlendiren Tbx3
proteininin kanser hiicrelerindeki artisi, 7BX3 geninin bir onkogen olabilecegini
diisiindiirmektedir. Nitekim yakin zamandaki ¢aligmalar, Tbx3’iin kok hiicrelerin
kendi kendini yenilemesini ve farklilasmasini saglayan Wnt yolag: ile de iliskili
oldugunu gostermektedir. Beta-catenin’in asir1 ekspresyonu Tbx3 transkripsiyonunu
aktive etmektedir. Ayrica 7BX3 geni susturulmus hiicrelerde beta-catenin aracili
hiicre sag-kalimi etkilenmektedir (7). Tiim bunlara ek olarak, Tbx3 ile ¢ok benzesen
Tbx2 proteininin embriyonik dénemde hiicre migrasyonunun diizenlenmesinde Wnt
yolag ile birlikte ¢alistigi da saptanmistir. Bununla birlikte Tbx2/3 proteinleri ile
Wnt yolagi iligkisinin kanser olusumundaki rolleri heniiz bilinmemektedir. Ancak,
TBX3 geni ifadesinin gerek embriyonik kok hiicrelerde gerekse indiiklenmis
pluripotent kok hiicrelerde (iPS) bulundugu saptanmistir. Yani Tbx3 pluripotensi ile
iligkili olabilecek bir faktordiir. Hematopoetik kok hiicreler ile hematolojik kanserler,
pluripotensi ve kendini yenileme 0Ozelliginin molekiiler mekanizmalarinin
anlagilabilmesi i¢in elverigli bir model olusturmaktadirlar.

2.5. MITF (Microphthalmia-Associated Transcription Factor)

MITF geni 3. kromozomun 3p14.2 bolgesinde yerlesmis, bHLH/LZ (basic
helix—loop—helix/leucine zipper) yapisinda bir transkripsiyon faktoriinii kodlayan bir
gendir. MITF transkripsiyon faktoriinlin 6zgiil DNA baglanma dizini M-Box olarak
isimlendirilen ‘‘AGTCATGTG”’ dizini olarak tanimlanmistir (27). MITF geni
tagimayan farelerde noral-krest kaynakli melanosit gelisimi ve pigment olusumu
bozulmakta, ayrica isitme kaybi1 goriilmektedir. MITF mutasyonu insanlarda; isitme
kaybi, deri, sa¢ ve gozde pigment eksikligi ile karakterize olan Waardenburg
sendromuna yol agmaktadir (28).

MITF geni baglica melanosit, osteoklast, mast hiicresi, makrofaj, NK hiicreleri,
B hiicreleri ve kalpte ifade edilmektedir. Farelerde ¢ok sayida MITF mutasyonlari
tanimlanmistir. MITF, melanosit gelisiminde bir sag-kalim faktorii olarak gorev
yapar (29) ve pigmet iiretiminden sorumlu genlerin ifadesini diizenleyerek
melanoblast farklilasmasinda rol oynar (30). Dolayisiyla, MITF geni mutasyonlari
temel olarak melanosit gelisimi ve pigment olusumunda bozukluklara yol
acmaktadir. Ancak, MITF mutasyonlarinin pigment hiicreleri yani sira mast ve NK
hiicreleri gibi hematopoetik kokenli hiicrelerde de yapisal ve fonksiyonel hasarlara
neden oldugu saptanmustir (31).

MITF’in kanser olusumunda, ozellikle malign melanomdaki rolii oldukga
karmasiktir. MITF; CDKNIA ve CDKN2A genlerinin kodladig: siklin-bagimli kinaz
inhibitérleri p21YP! ve pl6™nmn  ifadesini arttirarak hiicre bdliinmesini
baskilamaktadir (32). Ayrica, MITF’in ektopik ekspresyonunun BRAF-aracili
melanosit proliferasyonuna zit yonde etki ettigi gdsterilmistir (33). Bununla birlikte
MITF, soy-bagimli onkogen olarak da tanimlanmistir. Melanomlarin 1/6’sinda
degisken diizeylerde arttig1 bulunmustur(34).

Melanoma hiicre hatlarinda yapilan in vitro ¢aligmalarda; MITF geninin kisa
siireli susturulmasinin hiicre dongiisiini G1° de durdurdugu (35), uzun siireli
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susturulmasinin ise p53 ifadesini arttirdigi ve hiicre yaslanmasini indiikledigi
saptanmigtir  (36). Tim bu verilerin karsitt sonuglar1 iceren calismalar da
bulunmaktadir. MITF’in CDKI’lerden p27%P! ‘in ifadesi baskilayarak hiicre
boliinmesini indiikledigi ve Tbx2 ifadesini arttirdig1 gosterilmistir (37). Sonug olarak
bilimsel veriler, MITF proteinin hem hiicre dongiisiinii durdurucu hem de indiikleyici
etkilerinin oldugunu gostermektedir.

MITF’in pro ve anti-proliferatif etkileri, “Reostad Modeli” ile aciklanmustir.
Bu modele gore diisiik MITF aktivitesi, ayn1 kok hiicrelere oldugu gibi, hiicrelerin
G1 noktasinda duraklamasina ve invazyon ozelliklerinin artmasina neden olurken
yiiksek MITF aktivitesi, hiicrelerin boliinmesine ve 6zellesmesine neden olmaktadir
(38). Yani hiicreler, MITF’ in farkli seviyelerde ifade edilmesi ile ya kok hiicre
Ozelligi kazanmakta ya da kanser hiicresine benzemektedirler. Bu saptamalar,
MITF’in hem kanser gelisiminde gorev alan yolaklar ile hem de pluripotensinin
saglanmasinda gorevli yolaklar ile iligkili olabilecegini diisiindlirmektedir.

Bir sonraki boliimde agiklanacagi iizere hematolojik maligniteler, kronik ve
akut olmak tizere iki grupta incelenmektedir. Kontrolsiiz hiicre dongiisii sonucunda
asirt ¢ogalan, 6zellesmesini tamamlayamamis hiicreler toplulugu daha ¢ok kronik
l6semilerde goriilmektedir. Akut I6semiler ise genellikle, hematolojik kok
hiicrelerinin kendini yenileme ve olgunlasma/farklilagsma Ozelliklerinde sapmalar
olmas1 nedeniyle gelismektedir (Sekil 2.8). MITF’in ifade diizeyine gore kontrolsiiz
cogalan veya kok hiicre ozelliginde olan hiicrelerin olusmasi, kronik veya akut
16semi gelisiminde farklt MITF diizeylerinin etkin olabilecegini akla getirmektedir.
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Sekil 2.8. Onkogen Hiyerarsisi Ve Oz-Yenileme Kapasitesinin Losemi
Patogenezindeki Rolii: A. Normal myelogenezde, yalnizca hematopoetik kok
hiicreler (HKH) 6z-yenilenme kapasitesine sahiptir ve belli bir hiyerarsik diizen
icerisinde Once myeloid progenitorlere farklilagirlar, daha sonra ise
ozellesmelerini tamamlayarak olgun hiicreleri olustururlar. B. KML’de 16semi
tablosu oturmadan Once kromozomal translokasyon ile BCR-ABL kimerik
yapisinin olusmasi; HKH ve myeloid progenitor hiicrelerde Bcl2 gen ifadesinin
artmasina, JunB ifadesinin ise azalmasina, dolayisiyla her iki hiicre tipinde de
kontrolsiiz hiicre boliinmesine ve artmis sag-kalima neden olmaktadir. Hiicreler
bu bozukluga ragmen 6zellesmeye de devam ederler ve bu hiicre topluluklarinda
farklilagmasini tamamlamis olgun hiicreler de bulunur. C. ve D. KML’nin blast
krizi evreleri ve AML gibi akut hastaliklarda ise; HKH’lerinde 6z-yenilenme
kapasitesinde bir artig goriiliir. Ayrica, myeloid progenitor hiicreler normal
kosullarda sahip olmadiklari “6z-yenilenme” kapasitesini kazanirlar. MOZ-
TIF2 veya MLL- ENL gibi translokasyon iiriinleri ile B-catenin aktivitesinin
artis1, 0z-yenilenme kapasitesinin HKH’larda artmasina ve myeloid progenitor
hiicrelerde ise kazanilmasina neden olmaktadir. Bunlarin yani sira 6zellesmenin
baskilanmasi, HKH veya myeloid progenitorlerin birikmesine ve olgunlagsmamis
blast hiicrelerinin ¢oklugu ile karakterize olan AML gelisimine neden
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2.6. Hematolojik Maligniteler

Hematopoetik hiicrelerin yapimi embriyogenez ile birlikte baslar ve fetal
karaciger, timus ve kemik iliginde fetal hayat boyunca devam eder. Dogumdan sonra
ve tiim yasam boyunca kan hiicrelerinin yapimindan sorumlu olan organ ise kemik
iligidir.

Kan hiicrelerinin iiretilme stireci, normal kosullarda ve fizyolojik uyaranlara
uygun yanitlarin verilmekte oldugu reaktif durumlarda, olduk¢a karmasik olsa da bir
diizen icinde kemik iliginde ve timusta belli mikro anatomik g¢evrelerde
gerceklesmekte ve bu hiicreler, olgun morfolojiye sahip islevsel hiicreler olarak ¢evre
kanina gegmektedirler.

Buna karsilik, bu siirecteki bir hiicreden kaynaklanan bir sapma olarak
gergeklesen malign hiicrelerin tliretilme siireci ise belli kurallara bagli kalsa da mikro
cevrede az ya da cok degisikliklere neden olmakta ve {iiretilen hiicreler morfolojik ve
fonksiyonel olarak normal dis1 bazi ozellikler gostermektedirler. Koti huylu ve
normal dis1 Ozellikler gosteren bu hiicreler bagisiklik sistemine karsi cogalip
hematolojik malignite/kanser gelisimine sebep olurlar. Hastaligin ortaya c¢ikis ve
ilerleme hizina bagli olarak hematolojik maligniteler "akut" ve "kronik" olmak iizere
ikiye ayrilir.

Akut 16semiler farklilasma ve olgunlagsma 6zelligini kaybetmis hematopoietik
kok hiicrelerin kontrolsiiz ¢cogalmasi ile karakterize bir hastalik grubudur. Kétii huylu
hiicreler (blastlar veya olgunlasmamis Onciil hiicreler) kemik iligine asir1 miktarda
infiltre olarak normal hematopoezi baskilarlar ve sonucgta saglikli normal kan
hiicrelerinden sayica daha fazla hale gelirler. Bu anormal hiicreler diger organlara da
yayilarak, organin fonksiyonlarin1 yapamaz hale getirebilirler.

Kronik 16semiler ise goriiniiste olgun ancak normal olgun kan hiicrelerinin
yaptiklarin1 yapamayan kan hiicrelerinin asir1 iiretimi ile karakterizedir. Hiicre
sayisindaki artig ve hastaligin ilerleme hizi1 akut 16semiye gore daha yavastir.

2.6.1 Akut Losemiler

Normal hematopoetik kok hiicreler, karmasik ve sikica denetlenen siiregler
sonucunda olgun kan hiicrelerini olusturan poliklonal hiicrelerdir. Akut 16semi ise
normal denetimden kagan ve bu nedenle farklilasamayan monoklonal Oncii
hiicrelerin kemik iliginde, kanda ve diger dokularda ¢ogaldig1 malign bir hastaliktir.

Akut 16semiler kontrolsiiz ¢ogalan hiicrelerin kdkenine gore oncelikle lenfoid
(ALL) ve myeloid (AML) olarak iki ana gruba ayrilmaktadirlar. Ancak;
immiinohistokimya, akis sitometrisi veya molekiiler genetik yontemleri kullanilarak
immiinolojik ve genetik Ozelliklerine gore veya sitokimyasal boyamalar yoluyla
morfolojik 6zelliklerine gore de birgok alt sinifa ayrilmaktadirlar.
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Akut 16semilerin eriskinlerdeki siklig1 2-4/ 100.000 civarinda olup ilerleyen yasla
birlikte goriilme sikliginda artis olmakta ve 65 yas lizerindeki niifusta siklik
13/100.000’e ulasmaktadir. Eriskinlerde akut 16semilerin %70-80’1 AML, %15-20’si
ise ALL dir.

2.6.2 Kronik Losemiler

Kronik 16semilerin de kdken aldiklar1 hiicre tipine gore myeloid veya lenfoid
olmak tiizere iki tipi bulunmaktadir. Lenfoid seriden kaynaklanan kronik 16semiler,
16semiye neden olan hiicre klonunun ait oldugu hiicre dizisine (B veya T lenfosit),
olgunlagsma diizeyine, morfolojik ve diger ozelliklerine gore farkli alt gruplarda
incelentir.

Kronik lenfoid 16semi (KLL) yasam siiresi uzun, fonksiyonel olarak yetersiz
lenfositlerin kan, kemik iligi, lenf diiglimleri, dalak ve diger lenfatik organ ve
dokularda birikiminden olusan bir hastaliktir. KLL hiicreleri klonal olarak ¢ogalan
olgun goriinimli kiiciik lenfositlerdir ve olgularin % 95’inden fazlast B lenfosit
karakterleri tasirlar. Hastalik genel olarak yavas seyirli olmakla birlikte klinik olarak
homojen bir davranis modeli sergilemezler. KLL bati iilkelerinde en sik goriinen
16semi tipidir ve tiim 16semiler i¢cindeki oran1 % 20-30 civarindadir.

Kronik myeloid 16semi (KML), graniilositlerin asir1 yapimi ile ortaya g¢ikan,
16kositoz ve splenomegali ile seyreden, kronik, klonal bir hematopoetik kok hiicre
hastaligidir. Olgularin %95 ve daha fazlasinda, hastalik patogenezinde énemli rolii
aciklanmis olan Philadelphia kromozom anomalisi saptanir. Kanda artan graniilositik
serinin Ozellikle notrofil grubundan olmakla birlikte eozinofil ve bazofillerde de
sayisal artiglar s6z konusu olabilir. Toplumdaki goriilme sikligir 1-2/100.000. Tani
anindaki ortanca yas 45-50 dir (39-40).

Alt tipleri de g6z Oniline alinacak olursa onlarca farkli 16semi tipi
bulunmaktadir. Buna bagli olarak da neredeyse her bir 16semi tipinin olusumunda
etkin olan farkli molekiiler yolaklarin varligi gosterilmistir. Losemi gelisiminde etkin
oldugu saptanan tiim gen {riinleri, temel olarak hiicre dongiisii, farklilasma ve
apoptoz mekanizmalarinda gorev almaktadirlar. Yani hematolojik kanserlerin
gelisimi de genel kanser olusum mekanizmalarima benzemektedir. Proto-
onkogenlerin asir1 aktivasyonu yani sira timor baskilayict genlerin islevsizligi ve
apoptoz mekanizmalarinin ¢alisamamasi nedeniyle hasarli hiicrelerin 6lmeyerek
cogalmasi, 16komogenezde etken olmaktadir. Tiim bu islev bozukluklar: ise DNA
diizeyindeki mutasyonlar, kromozomal translokasyonlar veya epigenetik degisikler
sonucu gen ifadelerindeki sapmalar nedeniyle olugsmaktadir (41).

Kromozomal translokasyonlar; bir transkripsiyon faktorii ya da tirozin kinaz
yapisindaki reseptorii kodlayan bir genin bagka bir genomik dizi ile fiizyon
yapmasina veya transkripsiyon kontroliinde rol oynayan genlerin, gii¢lii promotor ya
da diizenleyici bolgelerinin yanina tasinmasina yol agmaktadirlar. Bunun sonucu
olarak olusan yeni genin iirlinii, onkogenik Ozellikler gosteren bir kimerik protein
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olarak islev gormekte ve malign transformasyonu tetiklemektedir. Tablo2.2.’de
hematolojik kanserler arasindan se¢ilmis ve ¢aligmamizda inceledigimiz AML, KML
ve KLL’de goriilen baz1 kromozomal anomaliler ile etkiledikleri genler listelenmistir
(39).

Tablo 2.2. AML, KML ve KLL’de Goriilen Kromozomal Anomaliler ve Etkiledikleri Genler.
(t: translokasyon, inv: inversiyon, q: kormozomun uzun kolu, p: kromozomun kisa kolu.
[lk parentez igerisinde etkilenen kromozom numaralari, ikinci parentez iginde ise anomali
lokalizasyonlar1 belirtilmistir.)

Hastahk Kromozomal anomali Aktive edilen gen
t(8;21)(q22; q22) AMLI-ETO
inv(16)(p13;922) /
t(16;16)(p13;922) MVHII1-CBFp
AML t(15;17)(q22;921) PML-RARa
t(11;17)(q23;921) PLZF-RARa«
t(5;17)(q32;921) NPM-RARa.
t(16;21)(p11;922) FUS-ERG
t(12;22)(p13;ql1) TEL(ETV6)-MNI
KML t(9;22) BCR-ABL
B- KLL t(14;19)(q32;q13) BCL3

Her ne kadar Tablo 2.2°de belirtilmis olan gen {irlinleri hiicre ¢ogalmasini
indiikleyen onkogenik proteinler olsalar da, timdr baskilayicilarin islevsizligi de
hematolojik kanser olusumunda sik goriilen bir durumdur. Bir tiimor baskilayici gen
olan PTEN (Phosphatase and Tensin Homolog) {irlinliniin birgok kanser tiiriinde
oldugu gibi hematolojik kanserlerde de islevini yitirmis oldugu bilinmektedir.
Ozellikle “l6semik kok hiicre”lerin proliferasyonu ve sag-kaliminda gérev alan PI3K
(Fosfatidil Inozitol 3 Kinaz) yolagmin baskilayicisi olan PTEN proteini, HKH’lerin
kendini yenileme 6zelliklerinin korunmasinda gorev almaktadir. Dolayisiyla, PTEN
islevsiz kilindiginda HKH’ler kaybolmakta ve 16semi kok hiicrelerinin kendini
yenileme potansiyeli artarak 16komogenezde de artis gozlenmektedir (42).

2.7. PTEN (Phosphatase and Tensin Homolog)

PTEN (Phosphatase and Tensin Homolog), geni 10. kromozomun 10g23.3
bolgesinde yerlesmis olan bir gendir. Insanda 403 amino asitlik PTEN proteinini
kodlar. Proteinin fosfataz ve C2 olmak tizere iki fonksiyonel bolimii bulunmaktadir
(Sekil 2.9.).

Pe0||  Fosfataz |
15 - 185 351 403

Sekil 2.9. PTEN Proteininin Yapist.
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PTEN ilk ¢alismalarda; serin, treonin, ve tirozin amino asidlerinde fosfataz
aktivitesi goOsteren, Oz-fosfataz etkinligi olan bir protein fosfataz olarak
tanimlanmistir (43-44). Kisa bir siire sonra PTEN’in membran lipidlerinden PIP3’i (
Fosfotidilinozitol 3,4,5 trifosfat) PIP2’ye ( Fosfotidilinozitol 4,5 bifosfat)
doniistiirerek basta PKB/AKT olmak iizere PIP3 bagimli proto-onkogenik kinazlarin
aktivitelerini baskilayan bir fosfataz olarak fonksiyon gdsterdigi tanimlanmistir (45)
(46) (Sekil 2.10). Tiim normal dokularda yapisal olarak bulunan PTEN gen ifadesi;
transkripsiyon, transkripsiyon sonrasi evre, protein-protein etkilesimi ve translasyon
sonrasi evrelerde diizenlenmektedir. Ayrica, PTEN proteininin hiicre i¢i yerlesiminin
degistirilmesi de etkinliginin kontroliinde 6énemli rol oynamaktadir (47).

Reseptor
! H\F I l \F M Hicre
e ' WAL LAY AL S el s e ele B Te Membrani
J\PI(3,4,5)P i g-
Y PI(4,5)P
Proliferasyon Apoptoz Diger Etkiler

Hicre sagkalimi

Sekil 2.10. PTEN Timor Baskilayicisi, PI3K/AKT Yolaginin Negatif Diizenleyicisidir. Uygun
ligant- reseptdr baglantisindan sonra PI3K aktiflesir, PIP2’yi fosforlayarak PIP3
olusumunu saglar. Olusan PIP3 AKT yolaginin en oOnemli kinazi olan PDKI1’yi
aktiflestirir. Aktiflesen PDK1 AKT’1 fosforlar ve aktiflestirir. AKT, proliferasyon ve sag-
kalimi  indiiklerken, apoptozu  baskilamakta, bdylece hiicreleri  ¢ogalmaya
yonlendirmektedir. (Sekil: Planchon, SM ve ark. J Cell Sci. 2008 Feb 1;121 (Pt 3):249-53)

Birgok kanser tiirlinde PI3K/ AKT vyolagt asir1 diizeyde aktif halde
bulunmaktadir. PIP3 tarafindan etkinlestirilen AKT, hiicre i¢erisinde bir¢ok hedefi
olan ve hiicreleri proliferasyona yonlendiren bir kinazdir. Hiicre dongiisiine olan
etkisi Chkl proteini yoluyladir ve hiicre dongiisii kontrol noktasinda gorevli olan
Chkl’in sitoplazmadan hiicre ¢ekirdegine gecerek dongiiyii ilerletmesini
saglamaktadir. AKT, hiicre dongiisii disinda, 6zellikle hiicre metabolizmasinda
gorevli proteinlerin etkinligini de diizenlemekte ve apoptozu baskilayabilmesi
nedeniyle hiicre sag-kalimini arttirmaktadir. Bu nedenle de tiim kanserlesmis
hiicrelerde aktif durumdadir; hiicrelerin 6lmeden, kontrolsiizce ¢gogalmalarini ve hizl
biiylime/boliinmeye olanak saglayacak hizli metabolizmanin olusturulmasini saglar.
PTEN, yolagin basinda PIP3’iin PIP2’ye doniismesini saglayarak AKT kinazin da
etkisini baskilar. Hiicre dongiisiine olan baskilayict etkisi ise yine Chkl yoluyla
olmaktadir. PTEN’in islevsiz oldugu durumlarda ¢ok miktarda DNA ¢ift iplik hasari
ve genomik diizensizlik gozlenmistir (48). PTEN geni susturulmus hayvanlarin
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hiicrelerinde ise spontan DNA c¢ift iplik hasarlarinin olustugu ve bu durumun kanser
gelisimi ile iligkili oldugu bulunmustur. PTEN fonksiyon kaybi 6zellikle sentromer
hasarina ve kromozomal translokasyonlara yol ag¢maktadir (49). Hematopoez
acisindan bakilacak olursa, PTEN geninin susturulmasinin HKH’lerin kaybolmasina
neden oldugu ve bu hayvanlarda ileri donemlerde akut myeloblastik ve lenfoblastik
16semilerin (AML ve ALL) gelistigi gozlenmistir (50). Dolayisiyla, PTEN
islevsizliginin hematopoetik kdk hiicrelerde heniiz hiicre soylari farklilagmasi
baslamadan etkin oldugu ortaya ¢ikmaktadir. PI3K aktivasyonunun 6&zellikle
“losemik kok hiicre”lerde artmis oldugu hatirlanirsa, bu yolagin negatif diizenleyicisi
olan PTEN’in de bir I6semi engelleyicisi oldugu anlasilmaktadir.

HIPOTEZ

Tbx3 ve MITF transkripsiyon faktorleri embriyolojik gelisimde gorev alirlar
ve hiicre dongiisiinii etkileyerek hiicreleri ¢ogalmaya yonlendirmeleri nedeniyle
kanser olusumunda da rol oynamaktadirlar. Tiim kanserlerde aktif oldugu bilinen
PI3K yolaginin baskilayicis1 olan PTEN proteini ise hiicre bdliinmesini dolayl
olarak baskilamakta ve bir¢gok kanser tiirlinde fonksiyonunu yitirmis olarak
bulunmaktadir. Hematolojik kanserlerde de PTEN’in islevsiz oldugu ve PTEN geni
susturulmus hayvanlarda AML ve ALL gelistigi bilinmektedir.

Grubumuzun yaptig1 onciil ¢alismalarda; az sayidaki bir grup hematolojik
kanserli hastalarin kan ve kemik iligi Orneklerinden elde edilen mononiikleer
hiicrelerde, saglikli kisilerin hiicrelerine gére Tbx3 mRNA diizeylerinin artmis
oldugu saptanmistir. Hematolojik kanserlerde PTEN ile ilgili bilinenler dikkate
almarak PTEN geni promotor bolgesi incelendiginde ise bu genin diizenleyici
bolgelerinde Tbx3 ve MITF transkripsiyon faktorleri i¢in olasi baglanma dizinlerinin
varlig1 saptanmustir.

Bu bilgiler 1s1¢1nda bu tez ¢alismasinda; Tbx3 ve MITF proteinlerinin PTEN
geni ifadesine etkilerinin olup olmadiginin incelenmesi ve PTEN geni ifadesinin
Tbx3 ve MITF tarafindan diizenlenmesi halinde hematolojik kanserlerde PTEN
mRNA ve protein diizeylerinde ne gibi degisikliklerin olabileceginin arastirilmasi
planlanmistir. Bunlarm yani sira, Tbx3 proteininin kok hiicrelerde pluripotensi
kapasitesine olan etkileri goz Oniine alinarak, l6semik kok hiicrelerde Tbx3 ve PTEN
protein diizeylerinin saptanmasi amaglanmigtir. Bu amaglara gore asagida belirtilen
hipotez olusturulmustur.

“Hematolojik kanserlerde TBX3 ve MITF genlerinin ifadeleri hem
mRNA hem de protein diizeyinde artarken, PTEN geni ifadesi azahir. Bu
azahsin nedeni; Tbx3 ve MITF transkripsiyon faktorlerinin PTEN geni
promoter bolgesine baglanarak PTEN mRNA yapimmm baskilamalari,
dolayisiyla PTEN protein sentezini azaltmalarnidir.  Tbx3 proteini kok
hiicrelerin pluripotensi kapasitesini de etkiledigi icin l6semik kok hiicrelerde de
Tbx3 proteini artarken PTEN protein diizeyi azalmistir.”
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MATERYAL ve METHOD

3.1.  Orneklerinin Toplanmasi

Calismaya, Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 A.D.
Hematoloji Poliklinigi ile Ozel Andeva Hastanesi Hematoloji Klinigine basvuran,
akut ve kronik 16semi 6n tanisi alan ve ¢alismaya katilmay1 kabul eden 40 hasta dahil
edilmigtir. Kontrol grubunu ise; herhangi bir saglik sorunu bulunmayan yas ve
cinsiyet uyumlu goniilli 20 birey ile farkli sebeplerden dolayr kemik iligi
aspirasyonu yapilmig fakat herhangi bir hematolojik maligniteye rastlanmamis ve
normal kemik iligi hiicresel dagilim ve morfolojisi gosteren 10 birey olusturmustur.
Helsinki Bildirgesi Kurallar geregi bu calisma, Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi
Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’na sunulmus ve gerekli izinler alinmistir (Karar no:
09.04.2012/53). Calismaya katilmayi kabul eden bireylere “aydinlatilmig onam
form™u klinisyen hekim tarafindan okunmus ve bireylerin ¢caligmaya katilmay1 kabul
ettiklerine dair imzalar1 alimmistir. Toplam 40 hasta ve kontrol grubunu olusturan 10
bireyden tan1 amacli alinmis olan kemik iligi ile saglikli goniillillerden alinan venéz
kan 6rneklerinden 3 ml’lik bir kismi laboratuarimiza ulastirilmistir. Kemik iligi ve
kan Orneklerinden mononiikleer hiicreler ayristirilarak RNA izolasyonu ve akis
sitometrisi analizleri i¢in kullanilmastir.

3.2. Mononiikleer Hiicre izolasyonu

EDTA’l1 tiipe alinmis olan 3 ml kemik iligi aspirasyon materyali veya vendz
kan, esit miktarda steril PBS ile sulandirilmis ve 3 ml histopaque 1077 (Sigma-
087K 6200) iizerine yavasca eklenmistir. Daha sonra 6rnekler 1100 rpm’de 30 dakika
santrifiij edilmis ve dansite gradiyentiyle mononiikleer hiicreler ayristirilmistir.
Temiz bir tiipe alinan mononiikleer hiicreler 2 kez PBS ile yikanmistir. Elde edilen
hiicrelerin yaris1 RNA stabilitesini korumak i¢in RNAlater (QIAGEN GmbH, USA,
76106) soliisyonunda sulandirilarak kullanim anina kadar —20°C° de saklanmustir.
Geri kalan hiicrelerde ise bekletilmeden immiin fenotipleme uygulanmustir.

3.3.  RNA Analizi

Ornekler, Qiashredder (Qiagen GmbH, Kat. No: 79654) kullanilarak
homojenize edilmis ve RNeasy Mini Kit (Qiagen GmbH, Kat No: 74124) yardimiyla
dokulardan total RNA izole edilmis ve RNA miktar1 spektrofotometrik yontemle
saptanmistir. Daha sonra 1pug RNA, Transcriptor High Fidelity cDNA kiti (Roche
GmbH, Kat No: 508195500) kullanilarak ters transkripsiyon (reverse transcription)
ile cDNA’ya donistiiriilmiistiir. Gergek zamanli niceliksel PZR i¢in LightCycler 1.5
(ROCHE) kullanilmistir. Tbx3 (GenBank no:NM_005996.3), PTEN (GenBank No:
NM 000314.4), MITF (GenBank No: NM _198177.1) ve insan B-aktin (GenBank
No: (NM_001101.3) primerleri, Universal ProbeLibrary (UPL)Assay Design Center
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(www.roche-applied-science.com) kullamlarak tasarlanmustir. insan B-aktin geni,
PZR sirasinda Ornekler arasindaki degisiklikleri standardize etmek amaciyla ic
kontrol olarak kullanilmistir. Tbx3, PTEN, MITF ve insan -aktin mRNA’larinin
Olctimii hidroliz (TaqMan) problar1 ile gergeklestirilmistir. Bu amagla; UPL’den
alman Prob 47 (Roche GmbH, Kat no: 04688074001), Prob 48 (Roche GmbH, Kat
no: 04688082001), Prob 57 Roche GmbH, Kat n0:04688546001) ve Prob 64 (Roche
GmbH, Kat no: 04688635001) kullanilmistir. Her bir cDNA, TagMan Master Mix
kullanilarak (Roche GmbH, Kat No: 04735536001) PZR ile c¢ogaltilmistir (Tablo
3.1).

Gergek Zamanli Niceliksel PZR i¢in Kullanilan Primer Setleri, tasarlandiklari
GenBank dizin numaralari, dizin tizerinde yerlestikleri baz giftleri ve elde edilen
PZR boyu uzunluklar1 asagida belirtilmistir:

NM 198177.1 MITF Yerlesim
Sol Primer: 5’CAT GCC ATG CTC CTT TGAA 27-45

Sag Primer: 5’GGA GCT TAT CGG AGG CTT G 102-84
PZR boyu:76 bg

NM_005996.3 Tbx3

Sol Primer: 5S’AAA AAT AGA CAA CAA CCC TTT TGC 1780-1803
Sag Primer: 5’ACT GCA GGG TGA GCT GTT TT 1865-1846
PCR:86 bg

NM _000314.4 PTEN

Sol Primer: 5’GGG GAA GTA AGG ACC AGA GAC 1497-1517
Sag Primer: 5’TCC AGA TGA TTC TTT AAC AGG TAGC) 1591-1567
PCR:95 bg

NM 001101.3 Insan beta-aktin

Sol Primer: 5’CCA ACC GCG AGA AGA TGA 425-442
Sag Primer: 5’CCA GAG GCG TAC AGG GATAG 521-502
PCR:97 bg

Tablo 3.1. Tagman Problari ile Es Zamanh Niceliksel PZR Kosullari.

Program Sicaklik  Siire Dongii  Olciim Modu  Analiz Modu

PZR Baslangi¢ 95°C 10 dk 1 Yok Yok
Aktivasyonu
PZR Dongitisti 95°C 10sn Yok
55°C 30sn 45 Yok Kuantifikasyon
72°C Isn Tek
Soguma 40°C 30sn 1 Yok Yok
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3.4. Rekombinant Plasmidlerin Hazirlanmasi ve Klonlama

Klonlama igleminin nasil gergeklestirildigi Sekil 3.1.’de gdsterilmistir.
Saglikli kisilerin vendz kanindan elde edilen mononiikleer hiicrelerden genomik
DNA izole edildikten sonra tarafimizca tasarlanan primerler kullanilarak PTEN geni
promoter bolgesi genomik DNA’dan PZR ile elde edilmistir. Daha sonra PZR
tirtinleri 6zel enzimlerle kesilmis bir plasmide DNA ligaz yardimiyla yapistirilmas,
olusan rekombinant DNA molekiilleri bir E.Coli bakteri susuna aktarilmis ve
bakteriler antibiyotik igeren bir besi yerine ekilerek biiylimeye birakilmistir. Bu besi
yerinde, rekombinant plasmidte bulunan antibiyotik diren¢ geni nedeniyle sadece
plasmidi tasiyan bakteri kolonileri biiyiiyebilmektedir. Bu sekilde secilen koloniler
daha biiylik kiiltiir ortamlarinda biylitiilerek daha fazla rekombinant DNA
tretilmigtir.

GI_EI'IDII]I{ DNA
antiyotik__ | Plasmiid Bgin i
Dirang Gani Byl V' Hind HI
Hind 11
1BQIIIHII1:1 m Bgl U Hing ml

ﬁ‘ #ffwm wurf-ﬂ\

‘-'._G_i.-ﬂ..-.ﬂ I

Antibiyotikli besiyerine

ekiimis bakieriler
1
KLONLAMA | 1‘*— ]

ST, 3 Sadece rekombinant DMAW
igeren bakieriler bdyur
COCDHTD s
KLONLAR {Mak=siprep)
DNA IZOLASYONU

_.‘:'3,:

Sekil 3.1. Bir plasmide DNA Klonlanmasi. Genomik DNA’dan PZR ile elde edilen PTEN
promoter bolgeleri pGL3 adli plasmide konularak rekombinant DNA {iriinleri
gogaltilmustir.
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3.4.1. Rekombinant ¢alismalarda kullanilan bakteri suslar: ve kiiltiir kosullari

Genel olarak rekombinant plasmidlerin klonlanmas1 amaciyla bir E.Coli susu
olan MC1061 {hsdR,mcrB,araD139 D(araABC —leu)7679D lacZ74, galU, galK,
rpsL thl} kullamlmustir. Gliserol i¢inde -70°C de saklanan bakteri suslarindan kiiciik
bir miktar alimip sivi besi yerine ekilerek c¢ogaltilmistir.  Bakteri suslarinin
biiyiitiilmesi i¢in LB sivi besi yeri (1 litre i¢in:10g Baktotripton, 5g maya ekstrati,
10g NaCl) kullanmilmistir. Kati besiyeri hazirlanirken ise LB’nin igerisine %]1,5
oraninda bakto-agar eklenmis, otoklav ile sterilize edildikten sonra ise petri
kutularina dokiilerek kati besi yeri plaklar1 hazirlanmistir. Gerek sivi gerek kati besi
yerlerinde seleksiyon amaciyla 50pg/ml oraninda ampisilin kullanilmistir.

Bakterilerin transformasyona hazir hale getirilmeleri amaciyla; gliserol
icinde -70°C de saklanan bakterilerden steril kosullarda kiiciik bir miktar siiriintii
alinarak 10 ml sivi LB besi yerine ekilmis ve 37°C’de calkalayarak gece boyunca
biiylitiilmiiglerdir (baslangi¢ kiiltiirii). Ertesi giin, baslangi¢ kiiltiirii kullanilarak
spektrofotometri ile 6l¢iilen ODeoo deki absorbansi 0,2-0,3 olacak sekilde 50 ml sivi
besi yerine ekim yapilmis ve yine calkalayarak 37°C’de ODsoo deki absorbansi 0,6
oluncaya dek biiyiitiilmiistiir. Daha sonra bakteriler, 4°C’de 3000 rpm hizla 10 dakika
santrifiijlenerek ¢oktiiriilmiis ve 50ml hacim igerisinde 100mM CaClz soliisyonunda,
buz iizerinde 1 saat bekletilmislerdir. Daha sonra yine aym sekilde santrifiijlenerek
coktiiriilen bakteriler, Iml sogutulmus 100mM’lik CaClz soliisyonu ile sulandirilarak
kullanim anina kadar buz tizerinde bekletilmislerdir.

3.4.2. Genomik DNA izolasyonu

Genomik DNA, saglikli goniilliilerinin venéz kanindan MagNA Pure LC
DNA Isolation Kit I 03 003 990 001 kiti kullanilarak tam otomatik MagNA Pure LC
cihaz1 ile elde edilmistir. Uretici firmanm kullanim kilavuzuna uygun olarak;
oncelikle eritrositler parcalanarak ortamdan uzaklastirilmis, geriye kalan
mononiikleer hiicrelerden ise protein ve RNA uzaklastirilarak DNA ayristirilmistir.
Kurutulan ve toz halindeki DNA, 50ul miktarinda 1x TE (10mM Tris. HCI, 1mM
EDTA, pH:8.0) ile sulandirilmis ve soliisyondaki DNA’nin 260 nm dalga boyundaki
absorbans1 spektrofotometri ile Olgiilmiistlir. Soliisyondaki DNA miktar1 asagida
verilen formiil kullanilarak hesaplanmustir.

Konsantrasyon (mg/ml) = A2e0 x E x sulandirma katsayis1

1000

E= 260 nm’deki sabit absorbsiyon degeri:
Cift zincirli DNA i¢in E= 50 mgml'cm’!
RNA ve tek zincir DNA igin E= 40 mgml'cm’!

Tek zincirli oligoniikleotidler icin ~ E= 20 mgml'cm'!

29



Soliisyondaki DNA ve RNA’larin saflik derecesi A260/A280 orami ile
saptanmigtir. DNA icin 1.8:1 ve RNA i¢in 2:1 oranlarindan daha diisiik olan oranlar
protein  kontaminasyonu olabileceginden, boyle Orneklerin  saflastiriimasi
tekrarlanmustir.

3.4.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

T.aquaticus’tan elde edilen 1siya dayaniklit DNA polimerazlar(FINNZYMES
F-552L) kullanilarak bir ¢ift oligoniikleotid primer arasinda kalan DNA bdélgesinin
termal cihazlarda periyodik dongiiler ile cogaltilmasi islemine polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) denilmektedir. Bu calismada uygulanan PZR’lar1 genel olarak su
maddeleri icermektedir: Her bir primerden 10’ar pmol, 10-100ng genomik DNA, her
biri 200 mM olacak sekilde dNTP, 1x tampon soliisyon, 2,5U Taq polimeraz ve
reaksiyon hacmini 20 veya 50ul’ye tamamlayacak kadar ddH20O. Reaksiyon tiipleri
151 dongii cihazina (Techne TC-312) vyerlestirildikten sonra; 5 dk  95°C de
denaturasyon yapilmis, daha sonra 95°C de 30 sn, 54°C-60°C de 45 sn ve 72°C de 45
sn olacak sekilde 35 dongli uygulanarak hedef DNA bolgeleri ¢ogaltilmiglardir.
Uriinlerin kalitesi ve uzunluklari jel elektroforezi ile incelenmis ve DNA’lar jelde
iken etidyum bromiir ile boyanarak goriinlir hale getirilmisler ve jel goriintiileme
cihazinda (Biometra BioDocAnalyze) analiz edilmislerdir.

3.4.4. PTEN promoterini tastyan rekombinant plasmidlerin hazirlanmasi

Tam-boy PTEN promoter bolgesinin (GenBank No: AF067844.1) -1895 ile
+400.baz c¢iftleri arasinda kalan bolge (TB-PTEN) PZR kullanilarak genomik
DNA’dan c¢ogaltilmistir. Bu amacla kullanilan sol ve sag primerler asagida
belirtilmistir:

Sol Primer: 5’-agacagatctGTGGGG TGCGGGGTAGGAGT
Sag Primer: 5’-agacaagcttGACGAAGAGGAGGCGAGA

PTEN promoterinin -1477 ile -710. pozisyonlar1 arasinda kalan (CP-PTEN)
ve “Esas (core) Promoter” bdlgesini i¢ceren kisim ise yine genomik DNA kullanilarak
PZR ile izole edilmistir. Bu amagla kullanilan primer dizinleri asagidadir:

Sol Primer: 5’- agacagatctGGCTTGCTCTTAGGGTAG
Sag Primer: 5’-gcgtaagcttCGTGAACACATAGCCGT

Olast Tbx3 baglanma bolgesi delesyona ugratilmis olan ve PTEN
promoterinin —1345 ile —710. pozisyonlar1 arasinda kalan bodlge de genomik
DNA’dan PZR ile izole edilmis ve Del.Mut.CP-PTEN olarak adlandirilmistir. Bu
amacla kullanilan primer dizinleri asagidadir:

Sol Primer: 5°- agacagatctCCAGTTCCCCAAGCGCCAG
Sag Primer: 5’-gcgtaagcttCGTGAACACATAGCCGT
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Her ii¢ primer setinde de kiiciik harflerle belirtilen niikleotidler klonlamanin
yapilabilmesi i¢in yerlestirilmistir. Kalin, kiiciik ve alt1 ¢izili niikleotidler sirasiyla
Bgl II (agatct) ve Hind Ill(aagctt) restriksiyon enzimi tanima bolgeleridir. TB-PTEN,
CP-PTEN ve Del.Mut.CP-PTEN genomik DNA’dan PZR ile izole edildikten sonra
en az 4 saat siireyle 37°C’de 3’er iinite Bgl/ II (Fermantas-4411) ve Hind III
(Fermentas-2831) enzimleri kullanilarak kesilmislerdir.

Bu ¢aligmada klonlama amaciyla kullanilan plasmidin adi pGL3.1 dir (Sekil
3.2.). pGL3.1 plasmidi de PZR iiriinleri ile paralel olarak ayni enzimler ile kesilmis
ve lineer hale getirilmistir. Daha sonra her bir PTEN promoter PZR iiriinii (20’ser
ng) ve lineer plasmid (60 ng); 2 U T4 ligaz(Fermentas-36273), 10 nM ATP ve 1x
tampon soliisyon igeren 15ul’lik reaksiyonlar halinde 22°C’de 2 saat bekletilmisler
ve transformasyona hazirlanmis MC1061 bakteri susuna (bkz. 3.4.1) aktarilmiglardir.

Synthetic poly(A)
signal / transcriptional
pause site

{for background
reduction)

Kpnl 5
Sacl 11
Mul 15
Mhel |21
Smal |28
*hol 32
Bglll |36
Hindlll |53

pGL3-Basic
Vector
(4818bp)

MNcol 86
Marl 121

2010/3all
2004 |BamH

S0 late
poly(A) signal
(Tfor luc+ reporter)
Hpal 1802 Xbal 1742

OT48VADE_48

Sekil 3.2. pGL3 Plasmid Haritasi.

3.4.5. Ligasyon Uriinlerinin Bakterilere Aktarilmas.

pGL3.1 ile DNA ligaz yardimiyla birlestirilmis olan PTEN promoter PZR
tirtinlerinin bulundugu ligasyon reaksiyonundan 7,5ul alinarak transformasyona hazir
hale getirilmis 100ul bakteri susuna eklenmistir. Reaksiyon tiipleri buz iistiinde 30dk
bekletilmis ve daha sonra 90 sn siireyle 42°C’de 1s1 soku uygulanmustir. Is1 soku
sonrasi 800ul LB sivi besi yeri eklenmis ve 37°C’de calkayarak 1 saat
bekletilmislerdir. Inkiibasyon sonunda tiipler 30 sn siireyle 10,000 rpm’de santrifu;
edilerek c¢oktiriilmiis ve {izerlerine 100ul sivi LB besiyeri eklenerek 50ug/ml
ampisilin igeren kat1 LB selektif besi yerine yayilmis, kurutulmus ve petriler 37°C de
14 saat bekletilerek rekombinant kolonilerin biiyiitiilmesi saglanmistir.
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3.4.6. Rekombinant Bakteri Kolonilerin Se¢imi

Biiyliyen bakteri kolonilerinden plasmid DNA’sinin izolasyonu, hiicrelerin
NaOH/SDS ile parcalanmalar1 ve hiicresel atiklarin potasyum asetat ile ¢oktiiriilmesi
esasina dayanan “‘alkalen-lizis’yoluyla ger¢eklestirilmistir. Kati besi yerinden 10-20
arasi koloni tek tek toplanmis ve her biri Sml hacimli antibiyotikli sivi LB besi yerine
almmuslardir. Bakteri klonlar1 biitiin gece calkalanarak 37°C’de biiyiitiilmiisler ve
ertesi glin 90sn siireyle 14,000 rpm hizinda santrifiijlenerek ¢oktiiriilmiislerdir. Daha
sonra bakteri peleti 100ul soliisyon I (50mM glukoz, 25mM Tris Cl pH 8.0, 10mM
EDTA), 200ul soliisyon II (200 mM NaOH, % 1 SDS) ve 150ul soliisyon III (3 M
Potasyum Asetat, % 11,5 Glasiyal Asetik Asit) eklenerek vorteks ile karistirilmistir.
Takiben, 500ul fenol:kloroform karisimi eklenerek tekrar karistirilmis ve 5 dakika
siireyle 14,000 rpm hizla santrifiijlenerek fazlar ayrilmistir. Ustteki faz temiz bir
tiipe alinarak Iml soguk etanol eklenmis ve 14,000 rpm’de 30 dakika siireyle
santrifiijlenerek DNA c¢oktlrilmistiir. DNA peleti %70’lik etanol ile yikanarak
tuzdan arindirilmis  ve pellet kurutulduktan sonra 20ul 1xTE igerisinde
sulandirilmistir. Bu soliisyondan 5ul alinarak Bgl I ve Hind 111 enzimleri ile kesilmis
ve triinler jel elektroforezinde ayristirilarak goriintiilenmislerdir. Boylece PTEN
promoter PZR iiriinlerini igeren koloniler segilerek daha biiyiik kiiltiir ortamlarina
alinmis ve fazla miktarda DNA tiretimi yapilmustir.

Bu calismada kullanilan Tbx3 ekspresyon plasmidi Dr. Bileda Bilican
(SMCM, Edinburgh, UK), MITF ve USF ekspresyon plasmidleri ise Dr. Colin
Goding (Ludwig Institute, Oxford, UK) tarafindan saglanmstir.

3.5. Okaryot Hiicre Kiiltiirii

HeLa (insan serviks kanseri) ve HEK (insan embriyonik bobrek) hiicreleri
37°C de 5% CO: ‘li ortamda, %10 fetal dana serumu ve %1 penisilin/streptomisin
iceren Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) besi yerinde, kiiltiir kabinin
%70’1ni kaplayana dek biiyiitiilmiislerdir. Daha sonra besi yeri bosaltilmis ve ortama
tripsin/EDTA eklenerek hiicrelerin kiiltiir kabindan ayrilmasi saglanmistir. Tripsin
solisyonundaki hiicrelerin tizerine 10ml besi yeri eklenmis, 5 dk siireyle 3,000 rpm
hizda santrifiijlenerek hiicreler ¢oktiiriilmiis ve taze besi yeri konularak yeni kiiltiir
kaplarina ekilmisglerdir. Hiicre kiiltiirlinde Nunc ve Greiner marka plastik malzemeler
kullanilmigtir.  Besi  yeri(Gibco  -1292554), serum(Gibco-41A0525K) ve
antibiyotikler (Gibco-1219997) Gibco’dan alinmustir.

3.6. Okaryot Hiicrelere Rekombinant DNA Aktarini (Transfeksiyon) ve

Transkripsiyonel Aktivasyonunun Olgiimi.

Rekombinant plasmid DNA’larinin hiicrelere aktarimindan dnce hiicreler, 96-
kuyucuklu hiicre kiiltiirii petrilerine alinarak 14 saat boyunca yapismalar1 igin
bekletilmislerdir. Rekombinant DNA aktarimi amaciyla FuGene HD (Roche, Kat no:
04709691001) kullanilmis ve islemler {iretici firmanin kullanim kilavuzuna gore
gerceklestirilmistir. Her bir kuyucuga 0.5pug miktarinda PTEN rekombinant
plasmidleri konulurken (Sekil 4.5), 0,1 ila 1.0pg arasinda degisen miktarlarda Tbx3,
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USF ve MITF ekspresyon plasmidleri eklenmistir. DNA aktarimindan sonra hiicreler
5% CO2 ‘li ortamda 48 saat tutulmus ve daha sonra tripsin ile kiiltiir kabindan
ayrigtirilarak One-Glo Luciferase Assay System (Promega, Kat no:E6110) ile hiicre
lizatlar1 hazirlanmistir. Lizatlar, Luminoskan Ascent (ThermoScientific) adl
luminometrede analiz edilmislerdir.

3.7. Hiicrelerden Total Protein izolasyonu

Transfeksiyon sonrasinda HEK ve HeLa hiicrelerinde Tbx3 protein diizeyi,
immunoblot yontemi ile de saptanmustir. 4x10° hiicreye 100ul 1xSDS (%2 SDS, 100
mM DTT, 60 mM Tris pH 6.8, %0.01 bromophenol blue) eklenerek 3 dakika
vortekslendikten sonra 95°C°de 10 dk kaynatilmis ve 6rnekler, 4°C’de 14,000 rpm’de
10 dakika siireyle santrifiij edilerek hiicre membranlar1 c¢oktiiriilmiistiir. Total
proteinleri igeren siipernatant kullanim anina kadar -20°C’de saklanmastir.

3.8. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) ve Immiinblot

Proteinlerin ayristirllmasi igin  %10’luk poliakrilamid jel kullanilmistir.
Molekiiler agirlik standardi (Invitrogen, US, LC5725) 6rneklerle birlikte kuyucuklara
yiiklenerek 10 mA akim ile 1,5 saat siireyle elektroforez yapilmistir. Elektroforez
sonrasi, jelde molekiiler agirhigina goére ayrilmis olan proteinler, nitroseliiloz
membrana (Schleicher-Schuell, Dassel, Minnesota, USA, 401191) islak transfer
yontemi ile 120 dakika siiresince 60 V akim uygulanarak aktarilmistir (Bio-RAD,
USA, 165-3301). Transfer sonras1 membranlar, % 5’lik siit tozunda 1 saat bloke
edilmis ve daha sonra her biri 15’er dakika olmak iizere 4 kez TBS-T soliisyonu
(%0,1 Tween 20, 10 mM Tris pH 7.5, 150 mM NacCl) ile yikanmistir. Primer antikor
(Abcam ab89220) olarak 5 pg/ml anti-Tbx3 kullanild1 ve antikor ile membran, 2 saat
stireyle oda 1sisinda inkiibe edildi. Primer antikor inkiibasyonu sonrasinda
membranlar, yine 1 saat boyunca TBS-T ile devamli calkalanarak yikanmustir.
Isaretlemek icin, 1:1000 oraninda TBS-T soliisyonunda sulandirilmis HRP-konjuge
IgG kullanilmis ve membranlarla 1 saat oda 1sisinda ¢alkalanarak inkiibe edilmistir.
Sekonder antikor uygulamasi sonrasinda membranlar tekrar 1 saat siiresince
calkalanarak yikanmis ve ECL (Amersham Biosciences, UK, RPN2132) uygulanarak
kemiliiminesans olusturulmustur. Daha sonra membran, radyografik filme konularak
goriintiileme gerceklestirilmistir.

3.9. PTEN, Tbx3 ve MITF Protein Diizeylerinin Akis Sitometri Yontemi ile

Saptanmasi:

Izole edilen mononiikleer hiicrelerde CD45 araligi ile (gate) blast populasyonu
belirlendikten sonra her ii¢ protein de farkli isaretlenmis olan anti-PTEN (PE), Anti-
Tbx3 (DyLight 488) ve Anti-MITF (DyLight 550) antikorlar1 ile isaretlenmistir.
Daha sonra tiim blast toplulugunda ortalama floresans yogunlugu (MFI)
degerlendirilmistir. Asagidaki tabloda belirtildigi gibi, Tbx3 ifadesi AML losemi kdk
hiicrelerinde ayrica incelendi.
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Tablo 3.2. Losemi Kok Hiicresi Immiinfenotiplemesinde Kullanilan Antikorlar

Ornek Tiipii izotipik kontrol
CD34 PE-Cy5 IgG1-DyLight488
CD38 PE-Cy7 IgG1- PE-Cy7
Anti-TBX3 + DyLight 488 goat anti-mause IgG1-APC
CDI123 APC IgG1-DyLight 550

Flow sitometrik analizler BD FACS CANTO II cihazt kullanilarak
gerceklestirilmistir.

3.10. DNA/Protein Etkilesiminin incelenmesi (Electrophoretic Mobility Shift

Assay- EMSA)

DNA negatif elektrik yiikiine sahip oldugu i¢in elektrik akimi uygulanabilen bir
jelin igerisinde “+” yone dogru yiiriitiilebilmektedir. Bu 6zelligi nedeniyle de farkl
uzunlukta veya kiitlesel agirlikta olan DNA zincirlerinin birbirlerinden ayrilmasi
saglanabilir. Bu esasa gore; dikey olarak yiiriitiilen bir elektroforez sirasinda, kiigiik
DNA pargalar jelin alt kisminda yerlesirken, biiyiik olanlar jelin daha {ist kisimlarina
yerlesirler. EMSA teknigi de temel olarak bu prensibe dayanmaktadir. Sekil 3.3’de
tipik bir EMSA deneyi gosterilmistir. Sol taraftaki panel, deney sirasinda olan
olaylar1 simgelemektedir, sag taraftaki panel ise bu olaylarin jel goriintiisiine
yansimasini gostermektedir. Incelenecek DNA parcast (en az 40 b¢ uzunlugunda ve
incelenen protein icin olasit baglanma bolgesini iceren) sentetik olarak hazirlanir ve
uclart biyotin ile isaretlenir. Bu isaretleme sayesinde ortama substrat (streptavidin)
konuldugunda DNA parcasinin goriiniir hale gelmesi saglanmis olur. Sekil 3.3’de
goriildiigii gibi yildiz ile gosterilmis isaretli DNA jele yiiklenip elektroforez yapilirsa
(a), jelin alt kismina dek yliriimektedir (sol panel 1.sira). Ancak, isaretli DNA
incelenen protein ile birlestirilerek jele yiiklenirse ve sayet adi gegen protein bu DNA
pargasina baglantyorsa, protein ve DNA birlikteligi daha biiyiik bir kiitle
yapacagindan bu yap1 jelin st kisimlarinda kalacak (b) ve DNA da isaretli
oldugundan gozlenebilecektir (sol panel 2. sira). Bu duruma “yiikselme”
denilmektedir. Bu DNA-protein baglanmasinin 6zgiil oldugunun gosterilmesi ve
baglanma i¢in gerekli baz ¢iftlerinin saptanmasi ise ortama konulan “yarismacit DNA
pargalar1” ile saglanir. Bu amagla, yine sentetik olarak hazirlanmis ve isaretli DNA
probunun benzeri olan bir DNA pargast kullanilir, ama isaretlenmez (yabanil tip
yarismact DNA, sekilde yildizsiz olarak betimlenmistir). Isaretsiz yabanil tip DNA
ortama bolca konuldugunda protein bu DNA’ya da baglanacak (c) ama DNA
isaretsiz oldugundan jelde goriilmeyecektir (sol panel 3. sira). Sentetik olarak
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hazirlanan ve olasi baglanma bdlgesinde mutasyonlar yapilmis DNA parcalar1 da
isaretsiz yarigmact olarak kullanilabilir (mutant yarigmact DNA). Sayet protein
mutasyon tagiyan DNA’ya baglanmiyor ise ortamdaki proteinin tiimii isaretli proba
baglanacak (d) ve yine jelde goriintii elde edilecektir (sol panel 4. sira). Mutant
yarigmacit DNA’larda istenilen niikleotid mutasyona ugratilabilir ve bdylece protein
baglanmasi icin gereken tiim baz ¢iftleri de agiga ¢ikarilmis olur. Son olarak; sayet
deneylerde saf protein kullanilmiyorsa, 6rnegin bizim deneylerimizde oldugu gibi
total niikleer protein kullaniliyorsa, baglanan proteinin de incelenen protein oldugunu
gostermek icin DNA-protein kompleksine proteine 0zgiil antikor da eklenir (e).
Protein ve antikor arasinda baglanma olursa kiitle daha biiyliyeceginden dolay1 bu
kompleks jelde daha yiiksek bir konuma yerlesir (sol panel 5.sira). Boylece hem bir
proteinin DNA’ya baglandigi bolgedeki baz ciftleri ortaya konulmus hem de
baglantinin 6zgiilliigi ispatlanmis olur. Bu son duruma ise “siiper yiikselme”
denilmektedir.
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Komplekslerin jelde ayngtinimasy ______ [zarefli Probun Gomntisa

Sekil 3.3. EMSA teknigi: DNA-protein etkilesimlerini ve baglanti igin gerekli baz ¢ifti gereksinimlerini
inceleyen teknigin sematik gosterimi.

3.10.1. Hiicre Cekirdeginden Total Protein Saflastirilmasi (Niikleer Protein)
Tbx3 ifadesinin yeterince yiiksek olabilmesi i¢cin HEK hiicrelerine yukarida
anlatildigr sekilde bir Tbx3 ekspresyon plasmidi aktarilmis ve hiicreler 48 saat % 5
CO: ‘li ortamda biiyiitiildiikten sonra tripsin ile kiiltiir kabindan ayrigtirilmigtir. PBS
ile yikanan hiicreler daha sonra 3,000 rpm hizda 10 dakika santrifiijlenerek
coktiiriilmislerdir. Coken hiicre hacminin 5 katt hacimde diliisyon soliisyonu
eklenmis (10mM Tris.HCl pH:7,5, 10mM NaCl, 2mM MgClz, 0,5 % IGEPAL,
proteaz inhibitdr tablet) ve 10 dakika siireyle karistirarak buz tlizerinde beklenmistir.
Daha sonra 10,000 rpm’de santrifiijlenen 6rneklerden siipernatant atilmis ve pellet
(niikleer yapilari igeren) 100ul ekstraksiyon soliisyonu (20mM Hepes pH:7,9,
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420mM NaCl, 1,5mM MgClz, 0,2mM EDTA, %25 gliserol ve 0,5mM DTT) ile
sulandirilarak buz iizerinde 30 dakika bekletilmistir. Daha sonra 10,000 rpm’de 10
dakika stireyle santrifiijlenerek siipernatant alinmis ve kiigiik miktarlarda tiiplere
konularak kullanim anina kadar -70°C’de saklanmistir.

3.10.2. EMSA icin sentetik DNA’larin hazirlanmasi ve isaretlenmesi

Tbx3’lin proteininin PTEN promoter bolgesine baglanip baglanmadigini
belirlemek icin asagidaki sentetik oligoniikleotid dizileri tasarlanmistir. Her bir ¢ift
birbirine komplementer olacak sekilde tasarlanan bu oligoniikleotidlerde Tbx3’{in
olas1 baglanma bolgeleri kalin harflerle gosterilmistir. Tasarlanan mutasyonlar ise
Mutl ve DM1°de kiiciik harflerle gosterilmistir.

YT 1: 5°- TGG ATGTGGGTGCTTGTGTAACCAGTTCCCCAAGCGCCAG-3’
YT 2: 5°- CTGGCGCTTGGGGAACTGGTTACACAAGCACCCACATCCA-3’

Mut 1: 5’- TGGATGTGGGTGCTTGTegAcCCAGTTCCCCAAGCGCCAG-3’
Mut 2: 5’- CTGGCGCTTGGGGAACTGGGTCGACAAGCACCCACATCCA-¥

DM 1: 5 -TGGATGTGtGTtCTTGTcgAcCCAGTTCCCCAAGCGCCAG
DM2: 5°- CTGGCGCTTGGGGAACTGGGTCGACAAGAACACACATCCA

YT1 ve YT2 oligoniikleotidlerinin 3’- uglar1 “Biotin 3' End Labeling Kit”
(Thermo Scientific/Pierce, Uriin Kodu: 89818) kullanilarak kullanim kilavuzu
dogrultusundaki uygulamalarla isaretlenmistir. Daha sonra hem isaretli hem de
isaretsiz YT1/YT2 ile isaretsiz Mut1/Mut2 ve DM1/DM2 oligoniikleotidleri 95°C’de
2 dk, 65°C’de 10 dk, 37°C’de 10 dk ve son olarak da 24°C’de 10 dk tutularak
birbirlerine hibridize olmalar1 saglanmis ve bdylece her biri ¢ift zincirli DNA haline
getirilmislerdir. Isaretlenmis ve hibridize edilmis ¢ift zincirli YT1/YT2 EMSA’da
prob olarak kullanilmustir. Isaretsiz olan YT1/YT2, Mutl/Mut2 ve DM1/DM2 ise
yarismact DNA’lar olarak kullanilmislardir.

3.10.3. EMSA’nin Yapihs1

Temel olarak; bir tampon soliisyon igerisinde poly(dIdC. dIdC) ve niikleer
protein (1ug) karistirilarak oda 1sisinda 5 dakika beklenilmis ve daha sonra DNA
probu (2ug) eklenerek 15 dakika daha oda 1sisinda tutulmustur. Reaksiyonlar, %8’lik
poliakrilamid jele (%8 akrilamid:bis akrilamid 40:1, 0.5 TBE, % 0.09 APS ve
%0.0006 TEMED) yiiklenmis 200 V’da 2 saat siireyle dikey elektroforez yapilmistir.
Daha sonra pozitif yiiklii bir membrana western blot yontemine benzer sekilde
aktarilan DNA/protein kompleksleri ultra viyole 1smi1 ile sabitlendikten sonra
LightShift Chemiluminescent EMSA Kit (Thermo Scientific/Pierce, Uriin Kodu:
20148) kullanilarak 1s1ma olusturulmus ve radyografik film ile goriintiilenmistir.
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3.10.4. EMSA yarismaci DNA ve antikor analizleri

DNA/protein etkilesiminin 6zgiilliigiinii ve proteinin baglanmasi i¢in gerekli
niikleotidlerin belirlenmesi amaciyla yarismact DNA’lar kullanilmistir. Kullanilan
prob miktarinin 10, 250 ve 500 molar katinda isaretlenmemis DNA parcalari
(YT1/YT2, Mutl/Mut2 ve DM1/DM2) niikleer protein ile 10 dakika siireyle inkiibe
edilmis ve daha sonra reaksiyonlara isaretli prob eklenerek 15 dakika daha oda
isisinda  beklenmistir. Deney daha sonra yukarida anlatildigi sekilde devam
ettirilmistir.

Niikleer protein ve spesifik antikor oda 1sisinda 5 dakika siireyle bekletilmis,
daha sonra niikleer protein ve antikor kompleksi DNA probu ile birlestirilerek jele
ylklenmis ve deney yukarida anlatildig: sekilde stirdiiriilmiistiir.

3.11. Jel Elektroforezi
3.11.1. Agaroz Jel Elektroforezi

Istenilen miktardaki agaroz (agirlik/hacim) 1x TBE (100mM Tris.Borat, 1
mM EDTA, pH:8.3) igerisinde mikrodalgada eritilmis ve yatay veya dikey jel
kaliplarina dokiilerek DNA veya RNA’larin konulacagi kuyucuklari iceren taraklar
takilarak donmaya birakilmistir. Ornekler, 1:5 miktarinda boya karigimi (%8
deiyonize formamid, 1x TBE ve bromofenol mavisi) eklendikten sonra jele
ylklenmis ve 1x TBE tampon soliisyonunda oda 1sisinda, 100 V’ta yiiriitilmiislerdir.
Elektroforez sonrasi jeller %0.001 oraninda etidyum bromiir iceren 1x TBE
soliisyonunda boyanmis ve U.V. 1s181inda goriintiilenmistir.

3.11.2. Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Poliakrilamid jeller %6 ile %10’luk olacak sekilde 0,5x TBE tamponu
icerisinde %40’lik stok akrilamid jel soliisyonundan hazirlanmistir (%38 akrilamid,
%?2 bisakrilamid). Polimerizasyon; %10’luk APS (amonyum per siilfat-SIGMA) ve
TEMED (SIGMA) soliisyonlarinin, sirasiyla 1/100 hacim ve 1/1250 hacim
miktarinda olacak sekilde eklenmesiyle saglanmistir. Elektroforez, dikey tanklarda
200-250 V’da yapilmustir.

3.12. istatistik

Degiskenler ortalama + standart sapma seklinde ifade edilmistir. Gruplar
arasindaki farklarin istatistiksel anlamlilig1 i¢cin Mann-Whitney U Testi ve Student’s ¢
Testi yapilmistir. Yapilan analizler sonucunda gruplar arasinda istatistiksel olarak
Oonemli fark tespit edilen degiskenler i¢in p<0.05 kabul edilmistir. PTEN mRNA
seviyesi ile artan Tbx3 dozlarinin karsilagtirilmasinda Spearman’s kolerasyon testi
kullanilmugtir. In-vitro Transkripsiyon testlerinin degerlendirilmesinde Mann—
Whitney testi kullanilmistir. Analizler SPSS 18.0 programu ile yapilmistir.
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BULGULAR

Grubumuz tarafindan gergeklestirilen Onceki calismalarda, embriyonik
gelisimde gorev alan bir transkripsiyon faktoriinii kodlayan 7BX3 geni ifadesinin
hematolojik kanserli hastalarin vendz kan 6rnekleri ve kemik iliklerinden elde edilen
mononiikleer hiicrelerde kontrol hiicrelere gore yliksek oldugu saptanmistir (51).
Hematopoez ve dolayisiyla hematopoetik kanserlerin gelisiminde rol oynayan ¢ok
sayida molekiiler mekanizma belirlenmistir. Bunlarin arasinda ilging bir bulgu goze
carpmaktadir; PTEN geni susturulmus farelerde AML ve ALL gelisimi
goriilmektedir (50). Tek bir genin yoklugunun hem myeloid hem de lenfoid serisi
hiicrelerden koken alan 16semi tiplerine doniisebilmesi, bu genin hematopoezin {ist
basamaklarinda, yani hiicresel 6zellesmenin heniiz baglangicindaki bir evrede gorev
aldigin1 gostermektedir. Hematolojik kanserlerdeki artmis 7BX3 geni ifadesine ait
bulgumuz ile ozellesmemis hiicre ve kanser hiicresi benzerlikleri, PTEN geni
etkinliginin  diizenlenmesinde 7BX3 geni {riiniiniin rol oynayabilecegini
diistindiirmektedir. Nitekim incelemelerimizde PTEN geni promoter bolgesinde Tbx3
proteinin olasilikla baglanabilecegi DNA dizinlerinin varligi saptanmistir. Ayni
promoter bolgesinde, Tbx3 proteini yani sira, hematopoetik hiicre fonksiyonlarini
diizenledigi bilinen MITF adli transkripsiyon faktoriiniin de olast baglanma
dizinlerinin bulundugu goriilmiistiir. Dolayisiyla PTEN geni ifadesini kontrol etmek
amactyla MITF ve Tbx3 proteinlerinin bu dizinlere baglanip baglanmadigini ve
PTEN geni aktivitesine herhangi bir etkilerinin olup olmadigini arastirmadan 6nce,
bu ii¢ genin hematolojik kanserlerdeki ifadelerinin saptanmasi ve aralarindaki
iligkinin gozlemlenmesi planlanmustir.

4.1. Cahsma Gruplari

Bu calismada kullanilan kemik iligi Ornekleri; ¢aligmaya katilmayi kabul
eden, hematolojik malignite tanis1 almis olan 40 hasta ile klinik tan1 amaciyla kemik
iligi aspirasyonu yapilmis fakat kemik iliginde herhangi bir maligniteye
rastlanilmamis 10 bireyden elde edilmistir. Bu gruplarin yani sira hasta grubuna yas
ve cinsiyet agisindan uyumlu 20 saglikli goniillii de vendz kan Ornekleri vererek
calismaya katilmay1 kabul etmislerdir (Tablo 4.1.).

Toplam 40 bireyden olusan hasta grubu; Akut Myeloid Lésemi (AML),
Kronik Myeloid Lésemi (KML) ve Kronik Lenfositik Losemi (KLL) olarak 3 ayri
grup halinde incelenmistir. Kontrol grubunu olusturabilmek amaciyla; saglikli
goniillillerden (n=20) alinan vendz kan orneklerinden izole edilen mononiikleer
hiicreler ile klinik tam1 amaciyla kemik iligi aspirasyonu yapilmis fakat kemik
iliginde herhangi bir maligniteye rastlanilmamis 10 bireyden elde edilen kemik iligi
hiicreleri her lic genin mRNA ve protein diizeyleri agisindan karsilagtirilmistir. Tbx3,
PTEN ve MITF mRNA’lar1 ve protein diizeyleri arasinda her iki grup arasinda
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istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p>0,05) (Sekil 4.1.). Bu durumda
hasta grubundan elde edilen Orneklerle karsilastirmaya daha uygun oldugu
diistintildiigli i¢in tan1 amacgli aspirasyon yapilan ancak malignite bulgusuna
rastlanmamis olan kemik iligi 6rnekleri “normal kemik iligi” olarak degerlendirilmis
ve tiim deneylerimizde kontrol grubu (n=10) olarak kullanilmigtir.

Tablo 4.1. Hasta ve Kontrol gruplarinin 6zellikleri

CINSIYET YAS TANI

E K (Ort) AML KML KLL

HASTA 27 (%67,5) | 13(%32,5) | 532 | 13 (%32,5) | 9 (%22,5) | 18 (%45)

KONTROL 5 (%50) 5 (%50) 48,6 - - -
(Kemik Iligi)
KONTROL | 12 (%60) 8 (%40) | 36,6 - - -
(Venoz Kan)
J Kl
1,25
g, ' "
i. 5 0,75 + !
E 0.4 &
3 025 | i E
Thx3 MITF PTEN
100 =
1000
E 'Ilfllfl T ] E
m E
' oy
TR Thx3 MITF

Sekil 4.1. Kontrol Grubu Se¢imi: Tan1 amactyla kemik iligi aspirasyonu yapilan ancak
herhangi bir malignite bulgusuna rastlanmayan kisilerden (n=10) alinan
kemik iliginden ve saglikli goniilliilerin (n=20) vendz kanindan izole edilen
mononiikleer hiicrelerde Tbx3, MITF ve PTEN mRNA (iist panel) ile protein
(alt panel) diizeyleri saptanmstir. ki grup arasinda her 3 gen icin de mRNA
ve protein diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmamistir. KI: Kemik 1ligi, VK: Vendz Kan, MFI: Ortalama Floresans
Yogunlugu.
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4.2.  Akut Myeloid Losemide (AML) TBX3, MITF ve PTEN Genlerinin ifade

Diizeyleri.

Calismaya katilmay1 kabul eden hastalarimizin %32,5’ini olusturan AML
grubunda; hematolojik malignite gelisiminde rol oynayabilecegini diislindiiglimiiz
TBX3, PTEN ve MITF genlerinin ifadeleri 6ncelikle mRNA diizeyinde 6lglilmiistiir.
Bu amagla gerek hasta gerek kontrol grubundan elde edilen kemik iligi 6rneklerinden
mononiikleer hiicreler izole edilmis ve bu hiicrelerden RNA elde edilmistir. Daha
sonra “Ger¢ek Zamanli Niceliksel PZR” (Real Time Quantitative PCR, qPCR)
yontemi kullanilarak adi gecen 3 gen iiriinii yani sira B-Aktin mRNA diizeyleri de
Olclilmiis ve her bir sonu¢ B -Aktin diizeyleri ile oranlanarak sunulmustur. Sekil
4.2.(A) da goriildiigii gibi AML grubu hastalarda Tbx3 mRNA’sinin normal kemik
iliginden elde edilen hiicrelere gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde artmis
oldugu saptanirken (p=0.001), MITF mRNA diizeyleri hasta ve normal kemik iligi
hiicreleri arasinda bir fark sergilememistir (p=0.06). Buna karsilik PTEN mRNA
diizeyinin hasta bireylerin kemik iligi hiicrelerinde normal kemik iligi hiicrelerine
gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaldig1 saptanmistir (p=0.001).

TBX3, MITF ve PTEN geni ifadeleri protein diizeyinde de incelenmistir
(Sekil 4.2- B). Bu amagla hasta ve kontrol grubundan almman kemik iligi
orneklerinden izole edilen mononiikleer hiicreler, her bir proteine 6zgiil monoklonal
antikorlar kullanilarak akis sitometri (Flow Cytometry) yontemiyle incelenmis ve
ortalama floresans yogunlugu (MFI) 6lciilmiistiir. mRNA diizeyleri ile uyumlu
olacak sekilde, Tbx3 protein diizeylerinin hasta grubunda kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli bir artis, PTEN protein diizeylerinin ise azalma gosterdigi
saptanmistir (p=0.001). AML hiicrelerindeki MITF protein diizeyinin ise kontrol
hiicrelerine gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde artmis oldugu goriilmiistiir
(p=0.02).

Sonug olarak kontrol grubu ile karsilastirildiginda, AML grubu hastalarda
mRNA ve protein diizeyinde 7BX3 geni ifadesinin artarken PTEN geni ifadesinin
azaldig1 saptanmistir. MITF geni ifadesinin ise mRNA diizeyinde hasta ve kontrol
gruplart arasinda herhangi bir fark gostermedigi, ancak protein diizeyinde AML
hastalarinda artis sergiledigi gozlemlenmistir.
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A. AML de mRNA DUZEYLERI
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Sekil 4.2. AML’de TBX3, MITF ve PTEN genlerinin ifadeleri: Sonuglar sol tarafta birey bazinda, sag

tarafta ise ortalamalarin alindig siitun grafikler seklinde sunulmustur. A. mRNA diizeyleri:
Hidroliz problari ile “Ger¢ek Zamanli Niceliksel PZR” yapilmig ve sonuglar her bir gen igin
B-Aktin diizeylerine oranlanarak verilmistir. B. Protein diizeyleri: Akis sitometrisi ile her
bir proteine 6zgiil monoklonal antikorlar kullanilarak saptanmig, sonuglar Ortalama
Floresans Yogunlugu (MFI) olarak verilmigtir. AML: Akut Myeloid Losemi, KI: Kemik
1igi.
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4.3. Kronik Myeloid Losemide (KML) TBX3, MITF ve PTEN Genlerinin

ifade Diizeyleri.

Hastalarimizin %22,5’ini olusturan KML grubunda da her 3 genin ifadesi bir
onceki boliimde anlatildigi sekilde hem mRNA hem de protein diizeyinde saptanmistir.
Sekil 4.3’te goriilecegi gibi Tbx3 ve MITF mRNA (her ikisi i¢in de p=0.02) ile protein
diizeyleri (sirasiyla p=0.001 ve 0.02) KML hastalarindan elde edilen hiicrelerde kontrol
grubundan elde edilen mononiikleer hiicrelere gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde
artmis olarak saptanmistir. Buna karsilik PTEN diizeyleri ise hasta grubunda kontrole
gore hem mRNA (p=0.001) hem de protein (p=0.01) diizeyinde istatistiksel olarak
anlamli oranda azalmis olarak bulunmustur.

KML hastaliginin = olusmasinda o6nemli bir mekanizma olan (9:22)
translokasyonu, BCR ve ABL genlerini bir araya getirerek fizyolojik kosullarda
bulunmayan Bcer-Abl kimerik proteinin yapimina neden olmaktadir. Bu kimerik protein
de hiicre dongiistinii indiikleyen bazi proteinlerin aktivitesini diizenleyen bir kinaz
oldugu i¢in hiicre ¢cogalmasi artarak 16semi gelismektedir (52). Philadelphia kromozomu
olarak da adlandirilan bu kromozom ¢alismaya katilan 9 hastanin 6’sinda pozitif olarak
bildirilmistir. Ancak, t(9:22) negatif ve pozitif hastalar arasinda Tbx3 veya MITF
mRNA diizeyleri arasinda herhangi bir fark saptanmamugtir.

4.4. Kronik Lenfoid Losemide (KLL) TBX3, MITF ve PTEN Genlerinin ifade

Diizeyleri.

KLL grubu hastalarimizin %45’ini olusturmaktadir. Ancak 5 hastadan elde
edilen kemik iligi 6rneklerinden monontikleer hiicre ayristirilmasi basarisiz oldugundan
bu gruptaki 18 hastanin 13’iinde incelemeler yapilabilmistir. Bu grupta da Tbx3 ve
MITF mRNA ile protein diizeyleri hastalardan elde edilen hiicrelerde kontrol grubu
hiicrelerine gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde artmis olarak saptanmistir (her iki
genin mRNA’s1 i¢in p=0.03, protein icin sirastyla p=0.002 ve 0.02). Buna karsilik
PTEN mRNA ve protein diizeyleri hastalardan elde edilen hiicrelerde kontrol
hiicrelerine gore anlamli derecede azalmistir (p=0.002). Her ii¢ genin mRNA ve protein
diizeyindeki ifadeleri Sekil 4.4.’te gosterilmistir.
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A, KML'de mRMA DUZEYLERI
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Sekil 4.3. KML’de TBX3, MITF ve PTEN genlerinin ifadeleri: Sonuglar sol tarafta birey bazinda,
sag tarafta ise ortalamalarin alindigi siitun grafikler seklinde sunulmustur. A. mRNA
diizeyleri: Hidroliz problar ile “Ger¢ek Zamanli Niceliksel PZR” yapilmis ve sonuglar her
bir gen igin B-Aktin diizeylerine oranlanarak verilmistir. B. Protein diizeyleri: Akis
sitometrisi ile her bir proteine 6zgiil monoklonal antikorlar kullanilarak saptanmis, sonuglar
Ortalama Floresans Yogunlugu (MFI) olarak verilmistir. p< 0.05 olan degerler istatistiksel
olarak anlamli kabul edilmistir. KML: Kronik Myeloid Losemi, KI: Kemik [ligi.
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A. KLL'de mRNA DUZEYLERI
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Sekil 4.4. KLL’de TBX3, MITF ve PTEN genlerinin ifadeleri: Sonuglar sol tarafta birey bazinda, sag
tarafta ise ortalamalarin alindig: siitun grafikler seklinde sunulmustur. A. mRNA diizeyleri:
Hidroliz problar ile “Gergek Zamanli Niceliksel PZR” yapilmis ve sonuglar her bir gen icin
B-Aktin diizeylerine oranlanarak verilmistir. B. Protein diizeyleri: Akis sitometrisi ile her
bir proteine 6zgil monoklonal antikorlar kullanilarak saptanmis, sonuglar Ortalama
Floresans Yogunlugu (MFI) olarak verilmistir. p< 0.05 olan degerler istatistiksel olarak
anlamli kabul edilmistir. KLL: Kronik Lenfositik Losemi, KI: Kemik ligi.
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Sonu¢ olarak; AML, KML ve KLL tanisi almis olan hastalarin kemik
iliginden elde edilen mononiikleer hiicrelerde normal kemik iligi hiicrelerine gore
Tbx3 ve MITF protein diizeyleri artarken, PTEN protein diizeyinin azaldigi
saptanmistir. Ayni bulgular mRNA diizeyinde de goézlemlenmistir (Sekil 4.5.).
MITF mRNA’sinin AML grubu hastalarda kontrole gore bir fark gdstermedigi
goriilmils olsa da protein diizeyindeki belirgin farklilik, hematolojik kanserlerin bir
kisminda Tbx3 ve MITF gen iiriinlerinin birlikte c¢alistiklarinin gostergesi olabilir.
Bu iki genin ifadesinin artmasina karsilik PTEN geni ifadesinin azalmasi,
hematolojik kanserlerin gelisiminden sorumlu 6nemli bir mekanizmanin ipuglarini
olusturabileceginden bu 3 gen iirlinii arasindaki olasi iligkilerin daha detayli olarak
incelenmesine karar verilmistir.
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Sekil 4.5. Hematolojik Kanserlerde Tbx3, MITF ve PTEN gen ifadeleri: A. AML, KML ve KLL hastalarinin
kemik iliginden elde edilen hiicrelerdeki Tbx3, MITF ve PTEN mRNA diizeyleri. Tbx3 mRNA’s1
tiim 16semi tiplerinde kontrole gore belirgin olarak artmis (p<0.05), PTEN mRNA’s1 ise azalmistir
(p<0.002). MITF mRNA’s1 ise KML ve KLL’de kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
diizeyde artmustir (p<0.05). B. AML, KML ve KLL hastalar1 kemik iligi hiicrelerinde Tbx3, MITF ve
PTEN protein diizeyleri. Her 3 l1osemi tipinde de Tbx3 ve MITF protein diizeyleri kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde artmis olarak saptanirken, PTEN protein diizeyi azalmis

olarak bulunmustur (p<0.05). 45



4.5.1. PTEN geni promoter bolgesini incelemek icin gerekli olan rekombinant

DNA yapilarimin hazirlanmalari.

Hasta 6rneklerinden edindigimiz sonuglara gére MITF ve Tbx3 diizeylerinin
artisgina karsilik PTEN geni hem mRNA hem de protein diizeyinde azalmaktadir.
PTEN geni somatik mutasyonlarinin ¢ok seyrek goriildiigii dikkate alindiginda bu
durumun olas1 nedenleri arasinda ilk sirada PTEN geninin transkripsiyonel olarak
baskilanmasi akla gelmektedir. Yani PTEN geni promoter bdlgesine baglanan MITF
ve/veya Tbx3 gibi transkripsiyon faktorleri PTEN geni aktivasyonunu baskilayarak
diistik diizeyde PTEN mRNA’sinin yapimina neden olabilirler.

PTEN geni promoter bolgesinin sematik ¢izimi Sekil 4.6.’da verilmistir.
PTEN promoter [GenBank: AF067844.1] bolgesini inceleyen caligmalar, translasyon
baslama noktasi1 (ATG) 6ncesinde 1030 baz ¢ifti (bg) uzunlugunda bir “lider dizin”in
varligini ortaya koymustur. Birinci ekzonun baglangic1 “0” olarak kabul edilerek
yapilan numaralandirmaya gore -1345 ve -745 bg arasinda kalan bolge “Cekirdek
Promoter” (CP) olarak adlandirilmistir(53). Bu bolge USF, Spl, EGRI1 gibi
transkripsiyon faktorlerinin baglanma bolgelerini icermektedir ve PTEN geninin
maksimum aktivitesinden sorumludur (54-56)

$8s ¢

F BTl [ I—Hf_tﬂn
1345 258 g1 -Td3 [0) ATG

Cekirdek Promoter (-1343-T43)

Sekil 4.6. PTEN ¢ekirdek promoter bolgesinin sematik ¢izimi. Transkripsiyonun baslangic
noktas1 okla gosterilmistir. Ekzonun baslangici “0” olarak kabul edilmis ve DNA baz
numaralar1 bu noktadan sola dogru “-” ile saga doru ise “+” ile gosterilmistir. Bilinen
transkripsiyon faktorii baglanma boélgeleri (USF, EGR1, Spl, p53) gosterilmistir. LS:
Lider sekans, ATG: Translasyon baslangici.

Incelemelerimizde, Tbx3 proteininin PTEN promoter bdlgesindeki olasi
baglanma dizinlerinin -1361 ile -1347 numaral1 baz ¢iftleri arasinda oldugunu, MITF
proteini olast baglanma dizinlerinin ise -353 ile -347. baz ¢iftleri arasinda bulundugu
gozlemlenmistir. Bu durumda her iki proteinin de PTEN geni aktivitesine etkilerini
inceleyebilmek i¢in PTEN promoter’i bu bdlgeleri de icerecek sekilde genomik
DNA’dan izole edilmis ve klonlanmistir.

Bu ¢alismada kullanilan plasmid pGL3’tiir ve ampisilin’e kars1 direng geni ile
lusifereraz enzimini kodlayan DNA igermektedir. Bu plasmid bir memeli hiicresine
sokuldugunda, hiicre i¢inde bulunan transkripsiyon faktorleri bazal diizeyde lusiferaz
enziminin yapimini saglamakta ve salinan lusiferaz da ortama konulan substratini
etkileyerek 1s1maya neden olmaktadir. Isima ise liiminometre cihaz1 ile
Olgiilmektedir. Ancak lusiferazin iiretilme orani, dolayisiyla ortaya cikan i1sima
miktari, tamamen plasmidin klonlama bdlgesine (Sekil 4.7-A) yerlestirilen promoter
bolgelerinin giicline baglidir. Yani plasmide yerlestirilen promoter bolgesi ne denli
giicliiyse hiicre igerisinde de o oranda fazla lusiferaz iiretilerek daha gii¢lii 151ma elde
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edilecektir. Sekil 4.7-A kisminda genomik DNA’dan elde edilen PTEN promoter
bolgelerinin pGL3’e yerlestirilmesi sematik olarak gosterilmistir. Sekil 4.7-B de ise
hazirlanan PTEN promoter bolgeleri gosterilmistir. Tam boy PTEN promoteri (TB-
PTEN) olarak adlandirilan yapi, -1895. bg ile +400. b¢ arasindaki bolgeyi icermekte
ve 2295 b¢ uzunlugundadir. TB-PTEN hem Tbx3 hem de MITF olasi baglanma
bolgelerini igermektedir. Yine genomik DNA’dan PZR ile elde edilen Cekirdek
PTEN Promoteri (CP-PTEN) ise -1475. bg ile -710.b¢ arasindaki 768 baz giftlik
bolgeyi  kapsamaktadir. CP-PTEN’de MITF olast  baglanma  bolgesi
bulunmamaktadir. Ugiincii PTEN promoter DNA’s1 (Del. Mut. PTEN) ise MITF ve
Tbx3 olas1 baglanma bdlgelerini igcermeyecek sekilde -1345.b¢ ve -710.b¢ arasinda
kalan 635 bg¢ uzunlugundaki bolgeden olugsmaktadir.
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Sekil 4.7. Bu calismada kullanilan rekombinant DNA’larin sematik gdsterimi: A. Genomik DNA’dan
PZR ile ¢ogaltilan PTEN promoter bolgeleri pGL3 adh liisiferaz ekspresyon plasmidi
icerisine yerlestirilmistir. B. pGL3 igerisine yerlestirilen PTEN promoter boélgelerinin
sematik gosterimi. Tbx3 ve MITF olasi baglanma bolgeleri belirtilmistir. Her bir {iriin igin
baslama ve bitis noktalari ile uzunluklar1 baz cifti (bp) olarak verilmistir.
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4.6. Tbx3 ve MITF’nin PTEN geni aktivitesine etkileri

Tbx3 ve MITF’in PTEN geni aktivitesine olan etkilerini ortaya koyabilmek
amaciyla, kiiltlir ortaminda biiyiitiilen HeLa (insan serviks kanseri) hiicrelerine her
iki proteinin de olas1 baglanma bdolgelerini iceren TB-PTEN promoter plasmidi ile
birlikte MITF veya Tbx3 proteini yapimini saglayan ekspresyon plasmidleri
aktarilmistir. Bu ¢alismalarda HeLa hiicre hattinin se¢ilmesinin nedeni, bu hiicrelerin
transfeksiyon (yabanci DNA aktarimi) islemine ¢ok uygun olmalari, ayrica diisiik
diizeyde endojen Tbx3 ve PTEN proteini icermeleri nedeniyledir.

Iki giinlik bir inkiibasyon donemi sonucunda hiicreler toplanarak
liiminometre cihazinda 1s1ma miktari, yani liisiferaz aktivitesi dl¢iilmiistiir. Sekil 4.8-
A’ da gorildiigi gibi Tbx3 proteini TB-PTEN promoterinin aktivitesini 4-kat
baskilarken, MITF’in herhangi bir etkisi saptanmamistir. Bu durumun teknik bir hata
nedeniyle olusup olugsmadiginin ortaya konulabilmesi i¢in HeLa hiicrelerine TB-
PTEN reporter plasmidi ile birlikte artan miktarlarda MITF proteini ekspresyon
plasmidi eklenmis ve yine liisiferaz aktivitesi Olclilmiistiir. Sekil 4.8- B boliimiinde
goriildiigii gibi MITF ekspresyon plasmidi miktart 1 pg diizeyine ulastiginda TB-
PTEN promoter aktivitesinde de yaklasik 1,5-kat azalma olmustur. Ancak bu azalma
anlamli olarak bulunmamistir. Bu sonuglara gore; PTEN promoteri transkripsiyon
aktivitesinin Tbx3 proteini tarafindan siddetle baskilandigi, ancak MITF proteininin
transkripsiyonel aktiviteye herhangi bir etkisinin bulunmadig1 saptanmustir.
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Sekil 4.8. Tbx3 ve MITF proteinlerinin PTEN promoteri transkripsiyonel aktivitesine etkileri: A.
HeLa hiicrelerine TB-PTEN reporter plasmidi ile birlikte Tbx3 (1ug) veya MITF
(0,51g) ekspresyon plasmidleri aktarilmis ve liisiferaz aktivitesi 6lgiilmiistiir. Sonuglar
“% Promoter Aktivitesi” olarak ifade edilmistir. B. HelLa hiicrelerine TB-PTEN ile
birlikte artan miktarlarda MITF ekspresyon plasmidi aktarilmistir. pGL3K pozitif, Bazal
pGL3 ise negatif kontrol olarak kullanilmustir.
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4.6.1. PTEN promoter aktivitesinin Thx3 proteini tarafindan baskilanmasi.

MITF proteininin PTEN promoteri aktivitesine dogrudan bir etkisinin
goriilememesi lizerine ¢aligmalarimiz Tbx3 proteinine yogunlastirilmistir. Bu amagla
TB-PTEN yani sira, MITF proteini baglanma bolgesi icermeyen CP-PTEN plasmidi
de incelenmigtir. Ayrica, saptanan baskilamanin hiicreye 6zgiil olmayip genel bir
goriingii oldugunu ispatlayabilmek icin de HeLa hiicreleri ile birlikte yine diisiik
diizeyde endojen Tbx3 bulunan HEK (insan embriyonik bobrek) hiicreleri de
kullanilmustir.

Yani, TB-PTEN ve CP-PTEN reporter plasmidleri Tbx3 eksprese eden ve
etmeyen plasmidlerle birlikte HelLa ve HEK hiicrelerine aktarilarak lusiferaz
aktivitesi Ol¢iilmiis ve boylece PTEN promoter aktiviteleri saptanmistir. Her iki
hiicre hattinda da, CP-PTEN aktivitesinin TB-PTEN aktivitesinden 2-kat daha giiglii
oldugu saptanmustir (Sekil 4.9). Daha da onemlisi, Sekil 4.9’da goriildigli gibi
Tbx3, TB-PTEN aktivitesinde 2,5 kat, CP-PTEN aktivitesinde ise 2 kat azalmaya
neden olmustur. Goriilen baskilamanin Tbx3 proteini artisi ile orantili oldugu yapilan
immiin blotlarda gosterilmistir. Sekil 4.9°da siitun grafiklerin alt kisminda gorildigi
gibi liisiferaz aktivitesi i¢in toplanan hiicrelerin bir kismina anti-Tbx3 antikoru
kullanilarak immiin blotlama uygulanmistir. Her iki hiicre hattinda da Tbx3
icermeyen plasmid varliginda beklendigi gibi Tbx3 proteini ¢ok diisiik diizeyde
bulunmustur (Stitunlar 1 ve 3). Tbx3 eksprese eden plasmid eklendiginde ise
(sttunlar 2 ve 4) Tbx3 protein diizeyinin belirgin olarak arttigr goriilmektedir.
Ortamda Tbx3 proteini bulunmazken TB-PTEN promoter aktivitesinin CP-PTEN
aktivitesinden diisiik olmasi, TB-PTEN promoterinin Tbx3 disinda baska negatif
etkili faktorlerin etkisi altinda oldugunu gostermektedir. Bu nedenle, bundan sonraki
asamalarda sadece CP-PTEN promoteri incelenerek Tbx3’lin bazal ve indiiklenmis
promoter aktivitesine etkileri arastirilmistir.
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Sekil 4.9. PTEN promoter aktivitesinin Tbx3 proteini tarafindan baskilanmasi: TB-PTEN ve CP-
PTEN plasmidleri Tbx3 eksprese eden ve etmeyen plasmidlerle birlikte HeLa ve HEK
hiicrelerine aktarilmis ve 2 giin sonra liisiferaz aktivitesi 6l¢iilerek PTEN promoter etkinligi
saptanmustir. Sonuglar “% Promoter Aktivitesi” olarak sunulmustur. Tbx3 proteinin eksprese
edildigini gosterebilmek amaciyla anti-Tbx3 antikoru kullanilarak immunoblot yapilmistir.
pGL3K pozitif, Bazal pGL3 plasmidi ise negatif kontrol olarak kullanilmastir.
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PTEN promoter aktivitesinin Tbx3 tarafindan baskilanmasinin 6zgiilliigiinti
kanitlayabilmek amaciyla HeLa ve HEK hiicrelerine CP-PTEN promoter plasmidi ile
birlikte artan miktarlarda Tbx3 eksprese eden plasmid aktarilmis ve promoter
aktivitesi Olclilmiistiir (Sekil 4.10.). Sekilde siitun grafiklerin altinda goriilen immiin
blotlardan da anlasilacagi gibi ve beklendigi lizere; her iki hiicre hattinda da artan
miktarlarda eklenen Tbx3 plasmidi, Tbx3 proteinin de giderek artmasina neden
olmustur. Ayrica bazal CP-PTEN promoter aktivitesi, 0,5 ve 1 pg miktarlarinda
Tbx3 eksprese eden plasmid varliginda istatistiksel olarak anlamli diizeyde ve
giderek artan sekilde baskilanmistir (p<0.05). Yani, PTEN promoter aktivitesinin
Tbx3 proteini tarafinda baskilanmasi doza bagimlidir ve baskilamanin 6zgiilliigiinii
gosteren delillerden birini olusturmaktadir.
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Sekil 4.10. PTEN promoter aktivitesinin Tbx3 tarafindan doz bagimli olarak baskilanmasi: CP-
PTEN plasmidi ile birlikte artan miktarlarda Tbx3 eksprese eden plasmid ve Tbx3
icermeyen plamid (-) HeLa ve HEK hiicrelerine aktarilmis, 2 giin sonra promoter aktivitesi
Ol¢iilmiistiir. Sonuglar “% promoter aktivitesi” olarak sunulmustur. Her bir sonug igin
ortamdaki Tbx3 protein miktari immiin blot ile gosterilmistir. Artan miktarlardaki Tbx3
eksprese eden plasmide orantili olarak hiicre i¢inde Tbx3 protein miktarinin arttigi
goriilmektedir.
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USF adli transkripsiyon faktoriinin PTEN geni promoter bolgesine
baglanarak (Sekil 4.7) promoter aktivitesini arttirdigi bilinmektedir (54). Genomik
DNA’dan izole ederek hazirlamis oldugumuz PTEN promoter rekombinant
plasmidleri her ne kadar DNA dizi analizi (DNA sequencing) ile kontrol edilmis olsa
da kullanmakta oldugumuz promoter DNA’larinin tiim oOzellikleri tasidigini ve
fonksiyonel oldugunu ispatlamak gerekmektedir. Bu amagla CP-PTEN plasmidi USF
eksprese eden bir plasmid ile birlikte yine her iki hiicre hattina aktarilmis ve
promoter aktiviteleri dl¢lilmiistiir. Sekil 4.11.’de gosterildigi gibi, hem HeLa hem de
HEK hiicrelerinde USF (siitun 3), CP-PTEN aktivitesini istatistiksel olarak anlaml
diizeyde arttirmistir (p<0,05). Tbx3 ise USF ile indiiklenmis transkripsiyon
aktivitesini 3-kat siddetle ve istatistiksel olarak anlamli diizeyde (p<0,05)
baskilamistir (siitun 4).

Ozetle; Tbx3 proteininin hem bazal (CP-PTEN) hem de indiiklenmis (CP-
PTEN + USF) PTEN promoter aktivitesini farkli iki hiicre hattinda da baskiladigi
(Sekil 4.11) ve bu baskilama siddetinin ortamdaki Tbx3 miktarina bagl olarak arttig
(Sekil 4.10) saptanmustir. Tiim bu bulgular, PTEN promoter aktivitesinin Tbx3
tarafindan baskilanmasinin 6zgiilliiglinii géstermektedir.
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Sekil 4.11. Tbx3 tarafindan , indiiklenmis PTEN promoter aktivitesinin baskilanmasi. CP-PTEN
plasmidi USF ve/veya Tbx3 eksprese eden plasmidlerle birlikte HeLa ve HEK hiicrelerine
aktarilmig, lusiferaz aktivitesi Olgiilmiistiir. Sonuglar “% Promoter Aktivitesi” olarak
sunulmugtur. USF, CP-PTEN aktivitesini 1,5-kat arttirirken, Tbx3’iin indiiklenmis promoter
aktivitesini 3-kat baskiladig1 saptanmistir p<0,05). pGL3K pozitif ve Bazal pGL3 negatif
kontrol olarak kullanilmustir.
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4.6.2. Artan miktarlardaki Tbx3’iin hiicre ici PTEN mRNA ve protein
diizeylerini azaltic1 etkisi.

Daha once de belirtildigi gibi transkripsiyonun baskilanmasi, o gene ait
mRNA’nin az miktarda veya hi¢ yapilamamasia yol agmaktadir. Yukaridaki
deneylerle Tbx3 proteinin PTEN promoter aktivitesini baskiladig1 gosterilmis olsa da
bu baskilamanin PTEN mRNA ve protein diizeylerine etkisi bilinmemektedir. Bu
konuya agiklik getirmek amaciyla, HeLL.a ve HEK hiicre hatlarina degisik miktarlarda
(0,20- 0,50 ve 1,00 pg) Tbx3 eksprese eden plasmid aktarilmis ve hiicreler iki giin
streyle biiyiitilmeye devam edilmistir. Daha sonra Tbx3 ekspresyon plasmidi
aktarilan ve aktarilmamis hiicrelerden RNA izole edilerek PTEN mRNA diizeyleri
hidroliz problari kullanilarak niceliksel olarak saptanmustir. Sekil 4.12-A’da
goriildiigii gibi artan miktarlardaki Tbx3 ekspresyon plasmidi, her iki hiicre hattinda
da hiicre ici PTEN mRNA diizeylerinde giderek azalmaya yol agmistir. Spearman’in
Korelasyon testi, hiicrelere aktarilan Tbx3 ekspresyon plasmid miktari ile hiicre ici
PTEN mRNA miktarlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde negatif bir
iliski oldugunu ortaya koymustur (r =-0,858 and p<0.05).

HeLa ve HEK  hiicreleri Tbx3 proteinini c¢ok diisiik diizeylerde
icermektedirler. Hiicrelere aktarilmig olan Tbx3 ekspresyon plasmidinin hiicre
icerisinde Tbx3 proteini yapimini sagladigini daha 6nceki deneylerimizde immiin
blotlama yontemi ile gostermistik (Sekiller 4.9 ve 4.10). Tbx3 ekspresyon plasmidini
tasiyan, dolayisiyla Tbx3 proteini igeren hiicre gruplarindaki PTEN protein diizeyini
saptayabilmek icin ise akis sitometri teknigi kullanilmistir. Bu amagla Tbx3 ve
PTEN proteinlerine 6zgiill ve farkli isaretlenmis (sirasiyla Dylight 488 ve PE)
antikorlar kullanilarak, ayni hiicre grubunda her iki proteinin diizeyleri saptanmistir.
Sekil 4.12-B’de a ve b panellerinin “x ekseni” ile kesistigi bolgeler karsilastirilirsa,
plasmid DNA aktarimi yapilmamis hiicrelerde Tbx3 protein diizeyinin ¢ok diisiik
oldugu, buna karsilik Tbx3 ekspresyon plasmidi (1pg) aktarilan hiicrelerde Tbx3
protein diizeyinin artti§1 goriilmektedir. Bu sonug, hem daha onceki boliimlerde
sunulmus olan immiin blot sonuglarimizi desteklemekte, hem de aktarmis oldugumuz
Tbx3 ekspresyon plasmidinin hiicre i¢inde Tbx3 proteini yaptirabildigini
gostermektedir. Se¢ilmis olan bu hiicre gruplarinda PTEN protein diizeyleri ise Sekil
4.12-B’nin ¢ ve d panellerinde gosterilmektedir (panellerin “x-ekseni ile kesistigi
bolgeler). Goriildiigli gibi, Tbx3 ekspresyon plasmidinin aktarilmadigi hiicrelerde
diisiik diizeyde de olsa ifade bulan PTEN protein miktar1 (c), Tbx3 ekspresyon
plasmidinin aktarilmasiyla birlikte belirgin olarak azalmaktadir (d). Diger bir
sOylemle, Tbx3 proteininin artmis oldugu hiicrelerde (b), PTEN protein miktar1 da
azalmaktadir (d).

Sonug olarak; Tbx3 eksprese eden bir plasmidin hiicrelere aktarilmasi,
beklenildigi gibi hiicre i¢inde Tbx3 protein yapimina neden olmakta ve artmis
diizeydeki Tbx3 proteini de hiicre igcinde PTEN geni ifadesini hem mRNA hem de
protein diizeyinde baskilamaktadir.
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Sekil 4.12. Tbx3, hiicre i¢i PTEN mRNA ve protein diizeylerini baskilamasi: A. HelLa ve
HEK hiicrelerine farklt miktarlarda Tbx3 ekspresyon plasmidi aktarilmis ve 48 saat
sonra hiicrelerden RNA izole edilerek hiicre i¢i PTEN mRNA diizeyleri hidroliz
problart kullanilarak gercek zamanli niceliksel PZR ile saptanmistir. B.  Tbx3

ekspresyon plasmidi (1 ng) aktarilmis ve aktarilmamis HeLa hiicrelerinde Tbx3 ve
PTEN protein diizeyleri, anti-Tbx3 (DyLight 488 isaretli) ve anti-PTEN (PE-A
igaretli) antikorlar1 kullanilarak akis sitometrisinde belirlenmistir.
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4.6.3. Tbx3 proteininin PTEN promoterine baglanma bolgesinin tanimlanmasi.

Bu asamaya kadar yapilan deneyler ile Tbx3 proteinin PTEN promoter
aktivitesini 6zgiil bir sekilde baskiladigi ve bu baskilama nedeniyle de hiicre ici
PTEN mRNA ve dolayisiyla protein diizeylerinde azalma oldugu gosterilmistir.
Ancak, hatirlanacagi gibi bu noktalar1 ispatlamak i¢in kullanilan rekombinant
DNA’lar 2295 bg¢ (TB-PTEN) veya 768 b¢ (CP-PTEN) uzunlugundaki yapilardir
(Sekil 4.8). Her ne kadar her iki DNA yapis1 {izerinde de olas1 bir Tbx3 baglanma
dizini bulunuyor olsa da, Tbx3’lin baskilayict fonksiyonunu bu olasi bdlgeye
baglanarak yerine getirip getirmedigi belli degildir. Bu konuyu ac¢ikliga kavusturmak
tizere DNA-protein etkilesimlerini gosteren bir teknik olan EMSA (Electrophoretic
Mobility Shift Assay) kullanilmistir.

Tbx3’iin PTEN promoterinde saptadigimiz olas1 baglanma bdlgesi -1361.bg
ile -1347.b¢ arasinda bulunmaktadir. Tbx proteinleri temel olarak “GTGTGA”
dizinine baglanmakta ancak her bir Tbx proteininin farkli niikleotid tercihleri
bulunmaktadir. PTEN promoterinde de iki baz cifti ile ayrilmis, GGGTGC ve
GTGTAA bazlarindan olusan, yarim T-bolgesine benzer iki adet DNA bolgesi
bulunmaktadir. Bu bélgenin CP-PTEN f{izerindeki lokalizasyonu ile olas1 T-bolgeleri
dikdortgen igerisinde Sekil 4.13.’de gosterilmistir. Tbx3’iin bu bdlgeye baglanip
baglanmadiginin gosterilebilmesi i¢in iki yarim T-bolgesini de icerecek sekilde 40 bg
uzunlugundaki sentetik DNA zinciri sentezlenmis ve iki ucu biyotin ile
isaretlenmistir. DNA zincirinin dizini sekil tizerinde gosterilmistir (YT). Tbx3
ekspresyon plasmidi aktarilmig, dolayisiyla Tbx3 proteinini fazlaca iceren HEK
hiicrelerinden ise total niikleer protein saflastirilmasi yapilmistir (NP). DNA
probunun ve niikleer proteinin tek baslarina jelde yiiriitiilmesi, Sekil 4.13’deki jel
goriintiisiiniin 1. ve 2. siralarinda goriilmektedir. DNA probu ve niikleer protein
birlikte inkiibe edilip jele yliklendiklerinde ise serbest proba gore bir “yiikselme”
olugmustur (3. sira). Ancak, isaretli DNA probu ve niikleer protein ile birlikte ortama
“yabanil tip isaretsiz yarismact DNA”sinin artan miktarlarda eklenmesi ile 3. sirada
goriilen “yiikselme”nin kayboldugu saptanmistir (4 ve S.siralar). Bu bulgular,
niikleer protein igerisinde bulunan herhangi bir proteinin, prob olarak kullandigimiz
40bg¢ uzunlugundaki DNA’ya baglandigin1 géstermektedir.

Proteinin baglandigi niikleotidleri belirlemek amaciyla ise iki adet isaretsiz
“mutant yarismact DNA” hazirlanmistir. Mut 1 olarak adlandirilan ilk “mutant
yarigmact DNA”sinda ilk yarim T bolgesi oldugu gibi birakilirken ikinci T bolgesi
mutasyona ugratilmistir (GTGTAA dizinleri GTcgAc’ye doniistiiriilmiistiir) (Sekil
4.13). Fakat artan miktarlarda Mut 1’in DNA probu ve niikleer protein kompleksine
eklenmesiyle “yiikselme” bantinin yine kayboldugu saptanmistir (6. ve 7. siralar).
Bu sonug, ikinci T-bolgesinin mutant olmasina ragmen bir niikleer proteinin buraya
baglanabildigini, dolayisiyla ikinci T-bolgesinin DNA-protein baglantist i¢in gerekli
olmadigin1 gostermektedir. Diger mutant ise DM1 olarak adlandirilmistir ve sentetik
DNA’da her iki T-bolgesi de mutasyona ugratilmistir (yabanil tipteki GGGTGC ile
GTGTAA yerine GtGTtC ile GTcgAc). Artan miktarlarda DM1’in DNA probu ve
niikleer protein kompleksine eklenmesiyle ise “yiikselme” bantinin kaybolmadigi
goriilmiistiir (8. ve 9. siralar). Bu sonug ise niikleer proteinlerden birinin PTEN
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promoteri iizerinde -1361. bg¢’den baslayan GGGTGC dizinine baglandigini
gostermektedir.

PTEN promoterindeki GGGTGC dizinine baglanan niikleer proteinin Tbx3
olup olmadigim1 gosterebilmek amaciyla ise DNA probu ve niikleer protein
kompleksi, anti IgG veya anti-Tbx3 antikoru ile inkiibe edilmis ve elektroforez ile
ayristirllmistir. Sekil 14.13 sol panelde goriildiigii gibi, DNA probu ve niikleer
proteinlerin olusturdugu “yiikselme” banti, anti-IgG varliginda herhangi bir
degisiklik gostermez iken, anti-Tbx3 antikoru “yiikselme” bantinin daha da
ylukselerek “siiper yiikselme” olusturmasina neden olmustur.

Sonu¢ olarak bu deney serisiyle; Tbx3 proteinin PTEN promoterinde -
1361.b¢ bolgesinde bulunan ve GGGTGC dizinlerinden olusan birinci T-bolgesine
0zgil olarak baglandigi ispatlanmustir.
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Sekil 4.13. Tbx3, PTEN promoterine 6zgiil olarak baglanmasi: Ust tarafta PTEN promoterinin sematik
¢izimi ve olasi Tbx3 baglanma bolgesi gosterilmistir (siyah alan). EMSA ig¢in hazirlanan
sentetik DNA pargalarinin dizinleri verilmis ve -1361 ile -1347. bg leri arasinda yerlesmis olan
iki adet T-bolgesi dikdortgen igine alinarak gosterilmistir. T-bolgelerinde olusturulan
mutasyonlar kii¢iik harfler ile simgelenmistir. Yabanil tip DNA (YT) biotin ile isaretlenerek
prob olarak, isaretlenmeden ise “YT yarismact DNA” olarak kullanilmistir. Ikinci T-
bolgesinde mutasyon tagtyan Mutl ve her iki T-bolgesinde mutasyon tasiyan DM1 DNA
parcalar1 ise isaretleme yapilmadan “mutant yarigmact DNA” olarak kullanilmiglardir.
Kompleksler dikey elektroforez ile jelde ayristirilmis, nitroselilloz kagida aktarimis ve
streptavidin i¢eren tampon soliisyon ile inkiibe edilerek goriiniir hale getirilmislerdir. Sol
taraftaki EMSA goriintiisiinde, niikleer bir proteinin birinci T-bdlgesindeki GGGTGC
niikkleotidlere baglandig1 gosterilmektedir. Sagdaki EMSA goriintiisiinde ise anti-Tbx3
antikorunun “siiper yiikselme” olusturdugu ve dolayisiyla bu dizinlere baglanan niikleer
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4.6.4. Tbx3, PTEN promoterinde bulunan T-bolgesine baglanarak promoter
aktivitesini baskilamaktadir.
EMSA deneyleri ile PTEN promoter bolgesinde -1367. ve -1362.bg leri
arasinda yerlesmis olan GGGTGC DNA dizininin Tbx3 proteini i¢in baglanma
bolgesi oldugu saptandiktan sonra bu bolgenin fonksiyonelligi de arastirilmistir.

Bu amagla; sekil 4.7°de sematik olarak gdsterilmis olan ve Tbx3 bolgesinin
delesyona ugratildigi Del. Mut. CP-PTEN rekombinant DNA’s1 hazirlanmis ve diger
PTEN promoter DNA’lar1 (TB-PTEN ve CP-PTEN) ile Tbx3 eksprese eden veya bos
plasmidlerle birlikte HEK hiicrelerine aktarilmistir. Iki giin sonrasinda ise hiicreler
toplanarak hem PTEN promoter aktiviteleri saptanmig, hem de immiin blotlar
yapilarak Tbx3 cDNA’s1 aktarilmis ve aktarilmamis hiicrelerdeki Tbx3 protein
diizeyleri saptanmistir. Sekil 4.14.’deki immiin blotlarda gosterildigi gibi Tbx3
eksprese eden plasmidin aktarildig: hiicrelerde Tbx3 protein diizeyi belirgin olarak
artmistir. Tbx3 proteini ise beklendigi ve defalarca gosterildigi gibi hem TB-PTEN,
hem de CP-PTEN promoter aktivitelerini istatistiksel olarak anlamli diizeyde
baskilamistir (p<0,05). Tbx3 baglanma bolgesi icermeyen Del. Mut. CP-PTEN
aktivitesinde ise ortamda Tbx3 proteini bulunmasina ragmen (immiin blot-son panel)
herhangi bir baskilanma gozlenmemistir.

Bu sonuclar, Tbx3’iin baglandig1 T-bolgesinin fonksiyonel oldugunu ve
dogrudan PTEN promoter aktivitesini etkiledigini gostermektedir.

[1 TB-PTEN
B cP-PTEN
[ Del. Mut. cP- PTEN

T

TexY - = = = - =
S e |

IB: Anfi- Tox3 antikonu

Sekil 4.14. Tbx3 baglanma bolgesi igermeyen PTEN promotorunun Tbx3 proteinine

duyarsizlasmasi: TB-PTEN, CP-PTEN ve Del.Mut. CP-PTEN; Tbx3 cDNAs1 igermeyen
(-) veya igeren (+) plasmidlerle birlikte HEK hiicrelerine aktarilmis ve 48 saat sonra
lisiferaz aktivitesi Olgiilerek promoter aktiviteleri saptanmistir. Sonuglar “%” olarak
sunulmustur. Tbx3 ekspresyon plasmidinin (+) aktarildigi hiicrelerde Tbx3 protein
miktarinin artti§i immiin blot ile gosterilmistir. Tbx3 baglanma bolgesini icermeyen
Del.Mut. CP-PTEN aktivitesi, hiicrelerde Tbx3 protein bulunmasmna ragmen
baskilanmamis. PTEN nromoteri Thx3 nroteinine duvarsiz kalmistir.
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4.6.5. Losemi Kok Hiicrelerinde Tbx3 ve PTEN protein diizeyleri.

Bu doktora calismasinda; hematolojik kanserli hastalardan alinan kemik iligi
hiicrelerinde hem mRNA hem de protein diizeyinde 7BX3 geni ifadesinin artarken
PTEN geni ifadesinin azalmasinin altinda yatan molekiiler mekanizmanin agiga
¢ikarilmis olmasi, kanser gelisiminde bu mekanizmanin dneminin de arastirilmasina
neden olmustur.

Hematolojik kanserlerin gelisimini agiklayan teorilerden biri de“Ldsemik
Kok Hiicre”lerin (LKH) varliginin saptanmasiyla ortaya c¢ikmistir. Normal kemik
iligi kok hiicrelerinden farkli olan bu hiicreler, AML hastalarinda saptanmis ve
CD34+CD38-CD123+ belirteglerini tagiyan hiicre toplulugu olarak tanimlanmigtir

€)

Bu o6zelliklere sahip hiicreler, ¢alismamiza katilan ve yeni tani konulmus
AML hastalarinin sadece 5’inde saptanabilmistir. Kemik iligi 6rneklerindeki tim
blast hiicreleri ile “CD34+CD38-CD123+” 16semik kok hiicreler akis sitometrisi ile
ayristirllmis ve bu iki hiicre grubundaki Tbx3 ve PTEN protein diizeyleri her iki
proteine 0zgiil, ancak farkli isaretlenmis antikorlar kullanilarak saptanmistir. Sekil
4.15.°de; kemik iligi blast hiicreleri (CD34+CD38-CD123-) ile 16semik kok
hiicrelerin (CD34+CD38-CD123+ ) akis sitometrisinde ayristirilmalari (A) ve her bir
hiicre toplulugundaki Tbx3 ve PTEN protein diizeyleri (B) goriilmektedir.

Tbx3 protein diizeyinin kemik iligi blast hiicrelerine oranla LKH’lerinde
belirgin olarak ytiksek (p<0,05) (Sekil 4.15 —B paneli P1 ve P2), buna karsilik PTEN
protein diizeyinin LKH’lerinde belirgin olarak diisiik oldugu saptanmistir (Sekil 4.15
—B paneli P1 ve P2).

Her ne kadar orneklem sayist az olsa da bu sonug, hematolojik kanser
gelisiminde Tbx3 proteininin bir timdr baskilayicit olan PTEN ifadesini susturarak
kontrolsiiz  hiicre c¢ogalmasina ve/veya farklilasmasina yol acabilecegini
gostermektedir. Daha da Onemlisi, Tbx3 proteinin 16semik kok hiicre
tanimlanmasinda bir belirte¢ olarak kullanilabilecegini de diistindiirmektedir.
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Sekil 4.15. Losemik Kok Hiicrelerde Tbx3 protein diizeyi artarken PTEN diizeyinin azalmasi: A.

AML tanis1 almig 5 hastanin kemik iliginden normal blast hiicreler (CD34+ /CD38- /CD
123-) ile 16semik kok hiicreler (CD34+ /CD38- /CD 123+) akis sitometrisi ile ayristirtlmistir.
B. Her iki hiicre toplulugunda da anti-Tbx3 (DyLight488 isaretli) ve anti-PTEN (PE-A
isaretli) antikorlar kullanilarak Tbx3 ve PTEN protein diizeyleri saptanmigtir. Tbx3 proteini
losemik kok hiicrelerde (P2) normal blast hiicrelere gore (P1) belirgin olarak artmustir
(p<0,05). PTEN proteininin ise blast hiicrelerinde yiiksek (P3), 16semi kok hiicresinde ise
diisik (P4) oldugu goriilmistir. KI: Kemik iligi, Blast H: Blast hiicrelerin tiimii, LKH:
T.6semi Kok Hiicresi
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TARTISMA

Hiicrelerin boliinerek ¢ogalmalar1 ve 6zellesmeleri; embriyolojik gelisim ile
yasam boyunca goriilen hiicre yenilenmesi gibi fizyolojik olaylarin temelini
olusturmaktadir. Molekiiler biyoloji tekniklerinin gelismesi sayesinde hiicre
boliinmesi ve 6zellesmesini diizenleyen genler ile sinyal yolaklari ortaya ¢ikarilmig
ve ilging olarak aymi yolak ve genlerin kanser gelisiminde de rol oynadiklari
saptanmistir. Bu ¢aligmamizda inceledigimiz Tbx3 ve MITF transkripsiyon faktorleri
de hiicre dongiisiinii durduran proteinleri kodlayan genleri baskilayarak hiicreleri
asir1 bolinmeye yonlendirmeleri nedeniyle embriyolojik gelisimde olumlu etki
gdstermelerine ragmen, kanser hiicresi gelisiminde de rol oynamaktadirlar. Ozellikle
TBX3 geni ifadesinin bir¢cok kanser tiirtinde artmis oldugu (5-7), ve Tbx3’iin sadece
kanser hiicresi gelisiminde degil, metastazinda da rol oynadig1 gosterilmistir (57-58).
Kanser tedavisindeki basart oraninin biiyilk oranda primer kanser hiicrelerinin
yayilma kapasitesine bagli oldugu diisiiniiliirse, Tbx3’lin kanser gelisimi ve kanser
hiicreleri yayilimindaki rolii daha da 6nem kazanmaktadir.

Tbx3’ln kanser olusumu ve gelisiminde kullandigi  molekiiler
mekanizmalarin bazilar1 belirlenmistir (7, 21, 23-24, 59-60). Fakat kanser olusumu,
gelisimi  ve kanser hiicresi metabolizmasinin diizenlenmesinde etkin olan
PIBK/PTEN/AKT yolaginin Tbx3 tarafindan kontrolii ilk kez bu doktora ¢aligsmasi
ile ortaya konulmustur (61). PI3K/PTEN/AKT yolaginin merkezinde yer alan AKT
kinaz; protein sentezi, apoptoz ve hiicre metabolizmasini diizenleyerek hiicre sag-
kalimini arttirmaktadir. AKT kinazin etkinligi PI3K’1n aktif olmasina veya PTEN
aktivitesinin azalmasina baglidir. Bu nedenle de kanser hiicrelerinde, p53
proteininden sonra en ¢ok PTEN’in etkinliginde degismeler gézlenmektedir. Fakat
bir¢ok solid kanser tiirtinde PTEN geni ifadesinin azalmis oldugu gosterilmis olsa da,
DNA diizeyindeki mutasyonlar sadece glioblastoma multiforma ve endometriyal
kanserlerde saptanmis, diger kanser tiirlerinde PTEN ifadesi azalmis olsa da, PTEN
geni DNA mutasyonlarina rastlanmamistir (62). Bu gozlemler, PTEN geni ifadesi
azalmasmin transkripsiyon  evresinde, yani mRNA sentezi sirasinda
gerceklesebilecegini diistindiirmektedir.

PTEN geni maksimum promoter aktivitesi; -1345. ve -745. b¢’leri arasinda
yerlesmis ve “esas promotor” olarak adlandirilan DNA bolgesi tarafindan
diizenlenmektedir (53). PTEN promotor bdlgesinde yapilan bir¢cok ¢alisma,
transkripsiyon baslangi¢ noktasinin (“0” noktasi) solunda ve saginda yerlesmis olan
negatif (baskilayici) diizenleyici bdlgelerin varligini ortaya koymustur (53-54, 63).
Ancak bu vyaymlarin esas inceleme konulari disinda kaldigindan, PTEN
promotor’unda bulunan negatif diizenleyici bolgeler veya bunlara baglanan
transkripsiyon faktorleri tanimlanmamistir. Yine ilk kez bu doktora caligmasi ile
Tbx3 transkripsiyon faktoriiniin PTEN promoter aktivitesini baskiladigi (Sekil 4.8),
hiicre kiiltiirii ortaminda hem HeLa hem de HEK hiicreleri kullanilarak gosterilmistir

60



(61). Ayrica, PTEN promoter aktivitesinin USF adli proteine yanit olarak beklendigi
lizere artig gdstermesine ragmen, Tbx3’{in indiiklenmis olan promotor aktivitesini de
siddetle baskiladig1 saptannustir (Sekil 4.11). Indiiklenmis promoter aktivitesinin
baskilanmasi; USF ve Tbx3 transkripsiyon faktorlerinin ayni anda PTEN
promotoruna baglanmalari ve Tbx3’lin promoter aktivitesini baskilayic1 etkisinin
USF’in arttiric1 etkisine baskin olmasi nedeniyle gergeklesebilecegi gibi Tbx3
proteininin USF proteinini baskilamasi sonucunda da gergeklesmis olabilir. Bu iki
olasilik arasindan hangisinin gegerli oldugunun agiga ¢ikarilmasi, bu g¢aligmanin
amaci disinda kaldigindan irdelenmemistir. Bu verilerin yani sira; artan miktarlardaki
Tbx3 proteininin PTEN promotor aktivitesini doza bagimli sekilde baskilayabilmesi
(Sekil 4.10) ve hiicre i¢ci PTEN mRNA ile protein diizeylerinde azalmaya neden
olmas1 (Sekil 4.12), Tbx3’iin tek basina baskilama gorevini yapabildigini, bu
baskilamanin 6zgiil oldugunu ve hiicre ic¢inde (in vivo) de gergeklesebilecegini
gostermektedir.

Bu ¢alismadaki bir diger yeni bulgu ise; Tbx3’iin PTEN geni promotorundaki
0zel bir dizine baglanarak PTEN transkripsiyonunu baskiladiginin ilk kez
gosterilmesidir. PTEN promoter bolgesinde -1361. ve -1347. bg’leri arasinda iki
niikleotid (TT) ile ayrilmis GGGTGC ve GTGTAA dizinlerinden olusan iki adet
olas1 Tbx baglanma bdlgesi bulunmaktadir (Sekil 4.13). Yapilan DNA/protein
etkilesim analizleri ile Tbx3’iin GGGTGC dizinlerinden olusan ilk bdlgeye 6zgiil
olarak baglandig1 saptanmustir. ikinci bélgenin ise Tbx3 baglanmasina herhangi bir
etkisi olmamistir. Tbx3’lin bu bdlgeye baglanarak PTEN transkripsiyonunu
baskiladigi ise bu bolgenin ortadan kaldirilmasiyla olusturulan “Del. Mut CP-PTEN”
DNA’sinda Tbx3 varliginda herhangi bir baskilamanin olmamasi ile ispatlanmistir
(Sekil 4.14). In vitro kosullarda kesin bir sekilde PTEN promotoruna baglandigi
gosterilen Tbx3, in vivo kosullarda da PTEN promotoruna baglanmakta midir? Bu
sorunun yaniti, hiicre i¢i kromozom DNA’smmin immiinolojik yOntemlerle
ayristirilmasi ve kromatin icerisindeki DNA boélgesinin incelenmesi, yani “kromatin
immiino-presipitasyon” ydntemi ile gosterilebilir. Onciil verilerimiz, Tbx3’iin in
vivo olarak da PTEN genini hedefledigi yoniindedir. Ancak, kesin sonuca ulagsmak
icin daha detayl incelemeler gerekmektedir.

Bu calisma kapsaminda inceledigimiz diger transkripsiyon faktdric MITF’in
ise hiicre Kkiiltiirii ortaminda PTEN promoter aktivitesine herhangi bir etkisi
olmamistir (Sekil 4.8). Bir proteinin gen ifadesine etkisi, dogrudan o genin promoter
bolgesine baglanarak diizenlenebilecegi gibi diger transkripsiyon faktorleri ile veya
promoter bdlgesindeki kromatin yapisinda bulunan proteinler ile baglanarak dolayl
olarak da diizenlenebilir (12). Nitekim heniiz yayinlanmamis olan ve baz
projelerimizde birlikte calistigimiz grubun arastirmalarinda, MITF mRNA’sinin
siRNA teknigi ile susturulmast sonucunda PTEN mRNA diizeylerinin arttig1
gozlenmigtir (C.R. Goding, Ludwig Institute, UK). Yani MITF, PTEN gen ifadesini
baskilayabilmektedir, ancak bu etkisini dogrudan promoter iizerinden degil (Sekil
4.8), heniiz bilinmeyen mekanizmalarla dolayli yollardan gdstermektedir. Ozetle; bu
calisma kapsaminda hiicre kiiltiirii ortaminda yapilan ¢aligmalar, PTEN geni
promotor aktivitesinin Tbx3 proteini tarafindan dogrudan, MITF tarafindan ise
dolayl olarak baskilandigin1 ispatlamistir.
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Tbx3 ve MITF’in PTEN geni ifadesini azaltarak hiicreleri boliinmeye
gotiirecegi hipotezimizi ispatlayabilmek amaciyla bir grup hematolojik kanser tiirii
model olarak kullanilmistir. Hemositoblastin (hematopoetik kok hiicre) kendini
yenileme ve farklilagsma yetenegi sayesinde kan dokusunu olusturan tiim olgun
hiicrelerin yasam boyunca tiiretilmesi olay1 olan hematopez, ¢cevresel uyaranlar ve gen
ifadesini belirleyen transkripsiyonel agin uyumlu bir sekilde isledigi dinamik bir
stirectir (64). DNA diizeyindeki mutasyonlar, translokasyonlar sonucu farkli genlerin
bir araya gelmesi veya epigenetik degisiklikler bu fizyolojik siireci aksatmakta ve
kontrolsiiz proto-onkogen aktivasyonuna ve/veya tiimor baskilayict genlerin etkisiz
hale gelmelerine neden olmaktadir. Lokositlerde bu tiir hatalarin olmasi sonucunda
ise asir1 16kosit ¢ogalmasi goriilmekte ve genelde “losemi” olarak adlandirilan bir
grup hematolojik kanserin gelisimine neden olmaktadir. Koken aldiklar1 (myeloid ve
lenfoid) ve igerdikleri 6zellesmis/6zelesmesini tamamlamamis hiicre tiplerine gore
(kronik ve akut) smiflandirilan 16semilerin gelisiminde c¢ok sayida farkli yolak
etkindir (65-66). PI3K yolagmin dncelikle AML olmak iizere bazi 16semi tiplerinde
asirt aktivasyon gosterdigi bilinmektedir. Bu yolagin baskilayicisi olan PTEN ise
16semi gelisimini engelleyen bir faktor olarak tanimlanmaktadir. Ciinkii PTEN geni
susturulmus farelerde uzun dénemde hemositoblastlar kayboldugundan hematopoez
bozulmakta ve bu hayvanlarda AML ve ALL gelismektedir. PTEN yoklugunun hem
myeloid hem de Ilenfoid seri hiicreleri etkilemesi, PTEN’in hemositoblast
farklilagsmasinin erken evrelerinde etken olabilecegini diisiindiirdigli i¢in Onem
tasimaktadir (50). Bu ¢alismada incelenen AML, KML ve KLL hastalarinin kemik
iliklerinden elde edilen mono niikleer hiicrelerde normal hiicrelere gore; 7TBX3 gen
ifadesinin hem mRNA hem de protein diizeylerinde arttigi, MITF gen ifadesinin ise
sadece KML ve KLL hiicrelerinde arttig1 saptanmistir. Tiim hasta gruplarinda PTEN
geni ifadesinin ise azaldigi goriilmistiir (Sekiller: 4.2, 4.3, 4.4 ve tiim sonuglarin
Ozetlendigi 4.5). Hiicre kiiltlirii ortaminda elde edilen verilerimiz dikkate alindiginda
bu bulgular; Tbx3 ve MITF’in ekspresyonlarinin artarak PTEN transkripsiyonunu
baskiladigini, dolayisiyla PTEN’in hem mRNA hem de protein diizeylerinin
azalmasina neden oldugunu diisiindiirmektedir. Ancak, I6semili hastalarin kemik iligi
hiicrelerinde de bu mekanizmanin gegerli oldugunu kesin olarak sdylemek
olanaksizdir. Bu noktanin agikliga kavusturulmasi, su anda elimizde bulunmayan
bazi teknik olanaklar1 kullanarak daha detayli incelemeler yapilmasini
gerektirmektedir.

Istatistiksel olarak anlaml1 bulunamamus olsa da MITF geni ifadesinin KML
ve KLL’de artarken AML’de artmamis olmasi ilgingtir. Yiiksek MITF aktivitesi olan
hiicrelerin boliinme ve farklilasmaya yonlendigi, buna karsilik diisiik MITF aktiviteli
hiicrelerin “kdk hiicre” benzeri Ozellikler kazandigi hatirlanacak olursa (38),
l6semilerin akut veya kronik o&zellikler kazanmalarinda MITF diizeyinin rolii
olabilecegi akla gelmektedir. Daha genis hasta serilerinde bu noktanin tekrar
degerlendirilmesi 0nem tasimaktadir. Sonu¢ olarak bu bulgular ek incelemeler
gerektiriyor olsa da; bazi hematolojik kanserlerde 7BX3 ve MITF gen ifadelerinin
arttigini, buna karsiik PTEN geni ifadesinin azaldigimi ilk kez gosteriyor olmasi
nedeniyle 6nem tasimaktadir.

Losemi hastalarindan elde edilen blast hiicrelerinin sadece ¢ok kiigiik bir
kisminin in vivo kosullarda proliferasyon yapabilmesi veya in vitro olarak koloni
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olusturabilmesi nedeniyle, uzun yillar boyunca, 16semiler de dahil olmak {izere tiim
kanserlerin biiyiime potansiyelleri agisindan heterojen olduklarina inanilmstir. Ilk
kez AML hastalarinin blast hiicreleri arasindan izole edilen, kok hiicre ozellikleri
tagiyan, ancak saglikli hematopoetik kok hiicreden farkli oldugu saptanan hiicrelerin
varliginin gosterilmesi “losemik kok hiicre” kavraminin da olusmasina neden
olmustur (67). Daha sonraki yillarda; ALL, multipl myeloma, meme, santral sinir
sistemi, kolorektal ve pankreas kanserlerinde de kanser baslatict hiicrelerin varligi
saptanmig ve kanser gelisiminde “kanser kok hiicresi” teorisi olugmustur (68-72).
Kanserlerin; fizyolojik kok hiicrelerden farkli yapidaki kanser kdk hiicrelerinden
gelisebilecek olmasi ile ilgili teori, Tbx3’iin bazi Ozellikleri agisindan Snem
tagimaktadir. Tbx3’iin gerek embriyonik kok hiicrelerde (ES) gerek indiiklenmis
pluripotent kok hiicrelerde (iPS) pluripotent 6zelliklerin korunmasinda rol oynadigi
ve Nanog, Oct4 ile KIf4 gibi transkripsiyon faktorlerine benzer etkiler gosterdigi
saptanmigtir (73-76). Tbx3’iin pluripotensinin korunmasindaki rolii, bir¢ok kanser
tiiriinde goriilen artmus ifadesi ile de uyumludur. Ilging olarak, normal hematopoetik
kok hiicre ve 16semi kok hiicrelerinde (LKH) aktif olan genlerin mikroarray yontemi
ile karsilastirilmast sonucunda PTEN geni ifadesinin LKH’larda belirgin olarak
azaldig1 gosterilmistir (8-9). Bu saptamalar ve tiim bu doktora caligmasi sirasinda
elde ettigimiz veriler, Tbx3’lin 16semik kok hiicrelerde ifadesinin artabilecegini
diisiindiirmiistiir. Nitekim az sayida da olsa AML hastalar1 kemik iligi blast hiicreleri
arasindan 16semik kok hiicreler akig sitometrisi yontemiyle ayristirilmis ve Tbx3
protein diizeylerinin diger blast hiicrelerine gore belirgin olarak arttigi saptanmistir.
Buna paralel olarak PTEN protein diizeyi ise azalma sergilemistir (Sekil 4.15).
Losemik kok hiicrelerin elde edildigi hasta sayisinin ¢ok az (n=5) olmasina ragmen
bu bulgu; LKH’lerde Tbx3 ifadesinin arttigmin ilk kez gdsteriliyor olmasi ve
Tbx3’tin LKH’lerinin tanimlanmasinda bir belirteg olarak kullanilabilecegi
potansiyelini icermesi nedeniyle 6nem tasimaktadir.

Tbx3’iin gerek kok hiicrelerde pluripotensi 6zelliginin korunmasindaki roli
gerek hiicre dongiistinde gorevli bazi1 genlerin ifadelerinin diizenlenmesindeki rolleri
nedeniyle kanser hiicresi olusumundaki Onemi aciktir. Bu g¢alismada elde edilen
bulgular 1s18inda, sayet in vivo kosullarda da PTEN genini baskiliyorsa, bu
gorevlerini yerine getirirken kullandig1 molekiiler mekanizmalardan biri daha ortaya
cikarilmis olacaktir. Ancak, PTEN ifadesinin Tbx3 tarafindan diizenlenmesinin bir
baska potansiyel 6nemi daha bulunmaktadir: Kanser hiicrelerinin kdken aldiklari
dokudan kan veya lenf damarlar1 yoluyla veya komsu dokulara dogrudan atlayarak
yayilmasi, yani metastaz.

Primer kanser hiicrelerinin uzak organlara yayilmasi “epitelden mezenkime
gecis” (epithelial-to-mesenchymal transition —EMT-) olarak adlandirilan bir
mekanizma ile ger¢eklesmektedir (77). Bas-boyun skuamoz hiicre kanseri (BBSHK)
hiicre hatlarinda yapilan bir calisma, EMT 06zellikleri gosteren hiicrelerde 7BX3 geni
ifadesinin belirgin olarak arttigini gdstermistir (78). Tbx3’iin, BBSHK metastaz1 yani
sira serviks, meme ve melanoma metastazlarinda da rol oynadigi bilinmektedir (58,
78-80). Kanserlerin biiylik bir boliimiinde en 6nemli 6liim nedeni metastazlardir.
Aslinda metastatik siire¢ kanser hiicresi i¢in ¢ok zorludur. Ciinkii hiicrenin
bulundugu ortamdan kopmasi veya go¢ edebilmek icin sekil degistirmesi, apoptotik
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mekanizmalar1 harekete gecirmektedir. Dolayisiyla, kanser hiicrelerinin yasamlarini
stirdlirebilmek icin apoptoza direng gostermeleri gerekmektedir (81). Yani kanserin
tam anlamiyla gelisebilmesi igin apoptotik mekanizmalarin iflas etmis olmasi
gerekmektedir. Apotoza direnmeleri kanser hiicrelerinin sag-kalimin arttirsa da gog
ettikleri metastatik bolgelerde tiimdr biiylimesinin gegici bir siire durmasina neden
olur (sessiz kanser hiicresi) (82). Anoikiz; hiicrenin bulundugu ortamdan kopmasi
sonucu gelisen apoptozu tarif etmektedir. lging olarak PTEN anoikizde de gdrev
almaktadir (83). Ustelik PTEN ifadesinin susturuldugu meme epitel hiicrelerinde
“biiytime faktorleri”’nden bagimsiz bir hiicre ¢ogalmasinin oldugu ve bu hiicrelerin
anoikize direngli olduklar1 da gosterilerek PTEN’in dogrudan anoikize olan etkileri
ortaya konmustur (84). EMT benzeri ozellikler gosteren ve artmis Tbx3 proteini
iceren BBSHK hiicrelerinin de anoikize direngli olduklari saptanmistir (78).
BBSHK’l1 hastalarin kanserli dokularinda hem mRNA hem de protein diizeyinde
TBX3 geni ifadesinin artarken, PTEN geni ifadesinin azaldiginin gosterilmesi (61),
Tbx3’tin PTEN’i baskilayarak, kanser hiicrelerinde gozlenen anoikize direncin
olugmasinda gorev aldigimi diisiindiirtmektedir. Tbx3’{in PTEN’1 baskilamasi in vivo
kosullarda da gecerli oldugu takdirde Tbx3’iin kanser hiicrelerindeki artist PTEN’1
baskilayarak metastatik kapasitenin artmasina ve apoptoza direng gelistirilmesine
neden olabilir. Boylece kanser hiicrelerinin sag-kalimi artarak, uzak organlara gog
edebilmelerine olanak saglaniyor olabilir.

64



SONUCLAR

Bilimsel literatiirde bulunmayan ve bu doktora ¢aligmast ile ilk kez gosterilen
sonuclar agagida siralanmistir:

1. TBX3 gen ifadesi AML, KML ve KLL hastalarinin, MITF gen ifadesi ise
KML ve KLL hastalarinin kemik iligi 6rneklerinde hem mRNA hem de
protein diizeyinde artmistir.

2. AML, KML ve KLL hastalarinin kemik iligi 6rneklerinde PTEN geni ifadesi
hem mRNA hem de protein diizeyinde azalmstir.

3. Tbx3, dogrudan promoter bolgesine baglanarak PTEN geni ifadesini baskilar
ve PI3K/PTEN/AKT yolaginin diizenleyicisi olarak gorev yapar.

4. MITF, PTEN geni ifadesini heniiz bilinmeyen mekanizmalarla dolayl olarak
baskilamaktadir.

5. Losemi Kok Hiicrelerinde Tbx3 protein diizeyleri artarken, PTEN protein
diizeylerinin azaldig1 saptanmustir.
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