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OZET

Hiicre olusumu, farklilagmasi ve hiicre olimii gen ekspresyonunun
diizenlenmesi ile gerceklesmekte ve uygun zamanda, uygun genlerin geregi kadar
ekspresyonu ile kontrol edilmektedir. DNA’ya baglanarak gen ekspresyon
diizeylerini kontrol eden transkripsiyon faktorleri, bu regiilasyon mekanizmasinda
cok onemli rol oynarlar. Bu faktorlerin bir grubu da T-box transkripsiyon faktorleri
ailesidir.

Bir¢cok TBX geninin embriyonik gelisim esnasinda gérev yapmasina ragmen,
TBX2 ve TBX3 genlerinin, meme, akciger ve over kanserlerinde amplifiye oldugu ve
protein diizeylerinin arttig1 gosterilmistir. Bunun yamisira, Tbx2 ve Tbx3
proteinlerinin ekspresyonunun hiicre yaslanmasini bloke ettigi saptanmistir. Tbx 2/3,
hiicre yaglanmasini indiikleyen ve kansere karsi koruyucu bir gorev iistlenen Cdkn2a
(p19**%)/p53 ile Cdknla (p21P) ve pl4 gibi Cdki (cyclin dependent kinase
inhibitor) proteinlerini regiile eden gen promoter bolgelerine baglanarak bu genlerin
ekspresyonunu engellemekte veya fonksiyonlarin1 bozmaktadir. Bu durumda, Tbx2
ve Tbx3 proteinleri, hiicre yaslanmasini bloke ederek kanser olusumuna neden olan
faktorler olarak tanimlanabilir ve sadece meme, over ve akciger kanserlerinde degil,
bir cok baska kanser tiiriiniin gelisiminde de bu iki gen iiriinii 6nemli rol oynayabilir.
Nitekim, heniiz yayinlanmamis verilerimize gore, Tbx2 protein diizeyleri, B hiicre
gelisiminin erken safhalarinda ¢ok yiiksek, daha sonraki donemlerde ise diisiik olarak
bulunmustur.

Bu verilerden yola ¢ikarak, gerek fonksiyon gerekse yapi olarak Tbx2
proteinine ¢ok benzeyen Tbx3’iin hematolojik kanserlerin olusumunda rol
oynayabilecegi diisliniilmiis ve akut/kronik 16semi, multiple myeloma ile Burkitt
lenfomali hastalarin hem kemik iligi hem de periferik kanindan izole edilen
mononiikleer hiicrelerde Tbx3 mRNA diizeyleri (Reverse Transcription) RT-PCR
yontemi ile incelenerek, diizeyler saglikli kisilerden elde edilen degerlerle
karsilastirilmistir.

Toplam 26 hasta ile 30 saglikli bireyin mononiikleer hiicrelerinden izole
edilen mRNA’larin analizi sonucunda, Tbx3 mRINA diizeyinin hastalarda kontrollere
gore daha yiiksek oldugu saptanmistir (p=0.001). Hem kan hem de kemik iligi
ornekleri bulunan 10 hastada ise Tbx3 mRNA diizeyleri, kemik iligi ve periferik kan
hiicreleri arasinda 6nemli bir fark gostermemistir. Bu ¢alismada ayrica, Tbx3 mRNA
diizeylerini 6l¢mek icin farkli teknikler denenmis ve en giivenilir sonuglar TagMan
probu kullanilarak gerceklestirilen es-zamanli niceliksel PZR ile elde edilmistir.

Anahtar kelimeler: T-box, Tbx3, hematolojik kanserler.
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ABSTRACT

Transcription factors are involved in a wide range of normal cellular
regulatory processes such as constitutive, inducible, developmental or cell-type
specific regulation. Since the absence or malfunctioning of a transcription factor
during development may have fatal consequences and transcription deregulation is
intimately involved in the oncogenic process, it is likely that many factors controlling
cellular differentiation and development are also involved in cancer formation.

Tbx2 and Tbx3 are both transcription factors that belongs to the highly
evolutionarily conserved T-box family of proteins. Like all the other members of T-
box family of proteins, Tbx2/3 are also involved in development and are expressed in
both limb buds and developing retina. In addition to this, some evidence points to a
possible role for Tbx2 in cancer. Tbx 2 was found to be amplified in some types of
cancer and it was also shown to repress the ARF gene expression, indicating that
Tbx2 may play a role in cellular proliferation and therefore, cancer formation. In
addition, both Tbx2 and Tbx3 were shown to be expressed in preB lymphocyte cell
lines and the expression levels go down as the cells reach to a mature state. These
findings indicate that both Tbx2 and Tbx3 are important in differentiation process
and abberations in their functions might lead to dedifferentiation and subsequently
formation of cancer. Although in many solid tumours, the expression levels of Tbx3
has been found to be increased, the molecular mechanisms underlying the Tbx3
function remain to be elucidated as well as its state in hematological malignancies.

In this study, 26 patients with various hematological malignancies and 30
healthy individuals were analysed for Tbx3 mRNA levels in mononuclear cells
obtained from the peripheral blood. We observed increased mRNA levels of Tbx3 in
patients compared to healthy controls (p=0.001). In 10 of the patients, of whom both
the peripheral blood and bone marrow samples were present, Tbx3 mRNA levels did
not exhibit a significant difference between the peripheral blood and bone marrow
cells of the same patient. In addition, different methods were applied for detection of
the Tbx3 mRNA levels and the most reliable results were obtained by real time
quantitative PCR using TagMan probes.

Key words: T-box, Tbx3, hematalogical malignancy.
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GIRIS

Hiicre olusumu, farklilagmas1 ve hiicre olimii gen ekspresyonunun
diizenlenmesi ile gerceklesmekte ve uygun zamanda, uygun genlerin geregi kadar
ekspresyonu ile kontrol edilmektedir. Gen ekspresyonunun cok siki bir sekilde
kontrolii, hiicrelerin ve sistemlerin diizenli calismasi i¢in gereklidir. Gerek hiicreye
0zgii gerekse her hiicrede bulunan ama farkli kombinasyonlarda DNA’ya baglanarak
gen ekspresyon diizeylerini kontrol eden transkripsiyon faktorleri, bu regiilasyon
mekanizmasinda ¢ok dnemli rol oynarlar.

Transkripsiyon faktorleri spesifik DNA dizinlerine dogrudan baglanirlar. En
az iki yapisal ve fonksiyonel bolge tasirlar: Dizine-6zgiil DNA baglanma bolgesi ve
transkripsiyonu arttirici/baskilayict bolgesi. Ayni grupta bulunan transkripsiyon
faktorlerinin DNA’ya baglanma bolgeleri birbirine benzemektedir .

Drosophila optomotor-blind (omb) ve fare Brachyury/T geninin kodladigi
proteinlerin amino ucunda yer alan DNA’ya baglanma bdlgesinin iki protein arasinda
benzerlik gosterdigi bulunmustur. incelemeler sonucunda yaklasik 50 proteinde de
benzer dizinler tespit edilmistir. Bu bolge T-box ve bu proteinleri kodlayan genler de
TBX gen ailesi olarak isimlendirilmistir '.

T-box proteinleri spesifik organlarda veya hiicre tiplerinde; dollenmemis
yumurtadan organogenesise kadar * gelisimin bircok asamasinda, sinir sistemi,
iskelet, bobrek, akcigerler, meme bezi ve kas gibi cesitli dokularda eksprese
olmaktadirlar. Normal gelisim i¢in TBX genlerinin dogru yerde, dogru zamanda ve
dogru seviyede eksprese olmasi gerekmektedir 3 Yapilan analizlerde Tbx
proteinlerinin hiicre icerisinde cekirdekte yer aldig1 gosterilmistir .

TBX genlerindeki mutasyonlar insanda cesitli hastaliklara neden olmaktadir.
Ornegin TBX1’deki mutasyon Di George sendromuna, 7BX3 mutasyonlar1 Ulnar-
mammary sendromuna, 7BX5 mutasyonlart Holt-Oram sendromuna, 7BX19
mutasyonlart izole ACTH eksikligine ve 7BX22 mutasyonlarn ise yaritk damak
olugsumuna neden olmaktadir *.

Bircok TBX geni embriyonik gelisim esnasinda gorev alirlar ve genelde
transkripsiyonu arttirici olarak etki gosterirler. Ancak Tbx2 ve Tbx3, diger tiim Tbx
proteinlerinden farkli olarak birer transkripsiyon baskilayicisidirlar ve yine diger T-
box protein ailesi liyelerinden farkli olarak bazi tiir kanserlerde (meme, akciger ve
over) ya gen lokiislerinde amplifikasyon ya da protein diizeylerinde artis saptanmistir
>0 TBX2 ve TBX3 gen Uriinlerinin kanserli dokulardaki artis1 ve baskiladiklar1 genler
gbz Oniine alindiginda her iki proteinin de kanser olusumunda rol oynadig1 ortaya
cikmaktadir. Zira Tbx2/3’iin baskiladig1 genler, hiicre dongiisiinii durduran ve/veya
hiicreleri yaslanmaya yonlendiren genlerdir. Her iki protein de Cdkn2a (p19°%F) ile



Cdknla (p21®) ve pl4 gibi Cdki (cyclin dependent kinase inhibitor) proteinlerini
kodlayan genlerin promoter bolgelerine baglanarak bu genlerin ekspresyonunu
baskilamaktadirlar > ®. Tiimér baskilayici proteinler ve CDKI'nin yanmisira, Tbx2
proteininin melanositlerde farklilasma marker: olarak bilinen 7TRP-1 promoterina da
baglanarak TRP-I gen ekspresyonunu bloke ettigi gosterilmistir °. Tbx2/3
proteinlerinin melanositlerdeki etkileri sadece hiicre farklilagmasi lizerine degildir.
Melanoma hiice hatlarinda yapilan calismalarda Tbx2 proteinin hiicre yaslanmasini
baskiladig1, dolayisiyla hiicreleri bolinmeye yonlendirdigi gosterilmistir ' ',

Kanserin olusumunda etkin olan mekanizmalar dort grupta toplanabilir.
Bunlar; proto-onkogenlerin kontrolsiiz aktivasyonu, timor baskilayic1 genlerin
fonksiyonlarin1 yapamamasi, apoptozis mekanizmasinin ¢alismamast ve son yillarda
ortaya konuldugu {iizere, hiicre yaslanmasinin baskilanmasidir. Bu durumda, Tbx2 ve
Tbx3 proteinleri, hiicre yaslanmasini bloke ederek kanser olusumuna neden olan
faktorler olarak tanimlanabilir ve belki de bircok kanser tiiriiniin gelisiminde de rol
oynayabilirler. Ilgin¢ olarak, heniiz yayinlanmamis verilere gore Tbx2 protein
diizeyi, B hiicre gelisiminin ilk sathalarinda yiiksek iken, hiicreler farklilasarak olgun
hale geldik¢e diismeye baslamaktadir (B. Bilican ve U. Yavuzer, yayimnlanmamis
veri). Yani B hiicrelerinin fizyolojik gelisimi esnasinda Tbx2 proteinin diizeyleri de
diismektedir.

Bu bulgu, fizyolojik yolun bozulmasi ve temel olarak farklilagsmis hiicrelerin
yeniden farklilasmamis hale doniismeleri (dedifferention) ile karakterize olan kanser
hastaliginda da Tbx2 ve ona ¢ok benzeyen Tbx3 mRNA ve protein diizeylerinin
artabilecegini diisiindiirmiistiir. Bu nedenle de bu calismada, TBX3 gen iiriiniiniin
hematolojik kanserlerdeki olasi rolii incelenmistir. Bu amacla, akut ve kronik 16semi,
multiple myeloma ile Burkitt lenfomali hastalarin hem kemik iligi hem de periferik
kanindan izole edilen mononiikleer hiicrelerde Tbx3 mRNA diizeyleri saptanmis ve
saglikli kisilerle karsilastinlmistir. Bu calismada ayrica, Tbx3 mRNA diizeylerini
O0lcmek icin farkli teknikler denenmis ve en giivenilir sonuglar TagMan probu
kullanilarak gerceklestirilen es-zamanli niceliksel PZR ile elde edilmistir.



GENEL BIiLGILER

2.1. Hiicre Dongiisii ve Kontrol Noktalar:

Hiicre dongiisii; cogalmak iizere uyarilmig bir hiicrede gerceklesen, bir dizi
gecicl biyokimyasal aktivite ve morfolojik degisikliklerin goriildiigii bir siirectir ve
bu siirecin sonunda, morfolojisi ve genetigi ayni olan iki hiicre olusur. Hiicre
dongiisiiniin 4 evresi bulunmaktadir. ilk hazirik evresi (Gapl-G1), hiicrenin
boliinmeye hazirlandigi donemdir ve DNA replikasyonu i¢in gereken tiim ogeler
sentezlenerek hiicre kiitlesi biiyiir. ikinci evre sentez (S) evresi olarak adlandirilir ve
DNA kopyalanarak iki katina ¢ikartilir. Sentez evresini ikinci hazirlik evresi (Gap2-
G2) izler ve bu donemde de hiicrenin boliinmesi i¢in gereken son hazirliklar yapilir.
Son evre mitoz (M) evresidir ve hiicre ikiye boliinerek tamamen anne hiicreye
benzeyen iki hiicre olusur. Okaryotik hiicrelerde, bir evreden digerine gecis ile bir
evrede tamamlanmasi gereken olaylar bitmeden diger evreye gecisin engellenmesi
“hiicre dongiisii kontrol sistemi” tarafindan gerceklestirilir. Bu kontrol sistemi bir
grup proteinden olusur ve bu proteinlerin regiilasyonu tamamen hiicre disindan gelen
sinyallere baglidir. Bu sinyaller, hiicre yiizeyi veya hiicre i¢i reseptorlere baglanarak
ligand-reseptor tipine gore farkliliklar gosteren bir sinyal ileti yolagini etkin hale
getirir ve “hiicre dongiisii kontrol sistemini” aktiflestirerek hiicreyi boliinmeye sevk
eder veya kontrol sistemini bloke ederek hiicre dongiisiinii durdurur. Dolayisiyla,
“hiicre dongiisii kontrol sistemi” dokulardaki hiicre sayisinin regiilasyonunda temel
gorevi listlenmektedir. Bu regiilasyonun bozulmasi halinde yersiz ve zamansiz hiicre
kayiplar1 olabilecegi gibi, sistemin asir1 ¢alismasi durumunda da kontrolsiiz hiicre
cogalmasi gerceklesmektedir.

Hiicre dongiisii kontrol sisteminde baslica 4 grup protein gorev almaktadir.
Bunlardan ilk 3 gruptakiler “hiicre dongiisii ¢ekirdek kontrol sistemi” proteinleri
olarak kabul edilirken, son gruptakiler dis sinyallere gore c¢ekirdek kontrol
sistemindeki proteinlerin aktivitesini diizenleyen ‘“kontrol noktasi-checkpoint”
proteinleri olarak adlandirilirlar:

1. siklinler (A, B, D1, D2, D3 ve E)
2. siklin-bagimli serin/treonin protein kinazlar (CDK: CDKI1, CDK2, CDK4,

CDKS5, CDK6 ve CDK7)

3. siklin-bagimli kinaz inhibitérleri (CDKI: pl5, pl8, CDKN2A/pl9,

CDKNI1A/p21 ve p27)

4. Hiicre dongiisii kontrol noktalarinda gorev alan proteinler (pS3, Rb, Bub, AT,

ATR, v.b)

Bu proteinlerden siklinler, adlarindan da belli oldugu iizere, siklik olarak
sentezlenir ve yikilirlar. Hiicre dongiisiiniin her bir evresinde ayn bir siklin proteini
gorev almaktadir. Cdk ve Cdki proteinleri ise transkripsiyonel olarak regiile
edilmeseler bile (bu proteinlerin diizeyi hiicre dongiisiiniin her evresinde aynidir)
baglandiklar1 siklin proteinine gore aktiviteleri ve hedef proteinleri degisir. O



nedenle, bir CDK proteini birden fazla siklin ile baglanabilir ama her bir siklin/CDK
kompleksi farkli aktivite ve Ozellikte kinaz olusturacagindan etkileri de farkl
olmaktadir (Tablo 2.1, Sekil 2.1). Aym sekilde, Cdki proteinleri de birden fazla Cdk
proteinine baglanabilir ve boylece Cdk proteinlerinin siklinlerle baglanmasin
engelleyerek aktif kinaz olusumunu 6nlemis olurlar.

Tablo 2.1. Siklinler ve siklin bagimli kinazlar.

Siklin Etkilestigi cdk
G1 siklin SiklinD | Cdk4 ve Cdk6

G1 siklin SiklinE Cdk2

S-G2 siklin | SiklinA | Cdk2 ve Cdkl

M siklin SiklinB Cdk1
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Sekil 2.1. Hiicre dongiisii ve siklin/cdk kompleksleri: SiklinD baslama siklini olarak adlandirilir
ve biiylime faktorleri veya mitojenlere yanit olarak eksprese edilir. Cdk4 ve Cdk6’y1
regiile eder. Mitojenler ortamdan uzaklastirildifinda ise hizla yikilir. Siklin E, G1/S
fazlariin sinirinda gegcici olarak sentez edilir ve hiicre S fazina girdigi anda hizla yikilir.
Cdk2’yi diizenler. Siklin A ve B mitotik siklinlerdir. Siklin A, S faz1 boyunca sentez
edilir ve anafaz sirasinda da yikilir. Cdk2 ve Cdkl ile kompleks yapar. Siklin B ise S
fazinin ge¢ doneminde sentez edilir ve Cdkl ile etkilesime girer. Siklin B’nin anafazda
yikilmasiyla birlikte hiicre mitozdan ¢ikar ve G1’e tekrar geri doner.

Hiicre dongiisiiniin hatasiz tamamlanabilmesi ve bir evre sona ermeden
digerinin baslamamasi hiicre dongiisii icinde yer alan bazi1 kontrol noktalar
tarafindan saglanmaktadir. ilk kontrol noktas1 ge¢ G1 fazinda, S fazina girmeden
oncedir. Bu asamada hiicre, DNA replikasyonu ic¢in gereken biitiin molekiillerini



hazirlamis ve hiicre kiitlesini arttirmis haldedir. DNA’da da herhangi bir hasar
bulunmamali ve eger bir hasar varsa, sentez evresine gecmeden bu hasarin tamir
edilmesi gerekmektedir. Bu anlamda G1 kontrol noktasinin en 6nemli proteini
pS53’tiir. Bir transkripsiyon faktorii olan p53, Cdki proteinlerini yapan genleri etkin
hale getirerek, hiicre dongiisiiniin durmasina neden olur. ikinci kontrol noktasi ise
hiicreler mitoz fazina girmeden hemen 6ncedir (G2-kontrol noktasi). Bu noktada da
replikasyonu yapilmis olan DNA’nin biitiinliigli ve mutasyon igerip icermedigi
kontrol edilmekte ve bir hasar varsa hiicre dongiisii durdurularak DNA’nin tamiri
saglanmaktadir. Uciincii kontrol noktast M (mitoz) evresinde bulunmaktadir. Burada
gorev alan proteinlerin en dnemli gorevi, kromozomlarin tiimiiniin metafaz plagina
tam ve dogru diizlemde yerlestigini kontrol etmektir. Boylece boliinme aninda
kromozomlarin yavru hiicrelere gecerken tam ve dogru sayida gecmeleri saglanmis
olur. Bu kontrol noktalarinda gorev alan proteinlerin fonksiyonlarinin bozulmasi
halinde hiicre dongiisiinde de aksakliklar olusur ve bu durum kendini kromozom
anomalilerine bagli hastaliklardan kansere kadar yayilan genis bir hastalik yelpazesi
ile gosterir 2
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Sekil 2.2. Hiicre dongiisiiniin kontrol sistemi: Hiicre dongiisii kontrol sisteminin merkezi cesitli
siklin-Cdk komplekslerinden olusur. Her bir kompleksin aktivitesi ¢esitli kontrol noktasi
inhibitorlerinden etkilenmektedir. Hiicre dis1 kosullar, hiicre hasar1 ve tamamlanmamis
hiicre dongiisii bu inhibitorlere 6rnek verilebilir. Bu mekanizmalar erken embriyonik
hiicreler gibi bazi hiicre tiplerinde yoktur.

2.2. Karsinogenezis

Normal hiicrelerin, homeostatik geribildirim mekanizmalara olan yanitinin
kontrolden c¢ikip, kontrolsiiz ve spontan olarak biiyiiyebilen ve komsu dokulara
invazyon yapabilen hiicre sekillerine doniismelerine “karsinogenezis™ denir.

Normal bir hiicre boliinerek ¢ogalir, farklilasir, yaslanir ve apoptozise ugrar.
Fakat tiimor hiicreleri, yaslanma ve apoptoza girebilme yetilerini yitirdiklerinden
siirekli boliinerek cogalirlar. Sonu¢ olarak dokuda, hiicre sayisinin artisina bagh
olarak “timor” adi verilen bir kitle olusur. Tiimorler, malign (kotii huylu) ve benign
(iyt huylu) olmak iizere ikiye ayrilir. Malign tiimorler; agresif (hiicre ¢ogalmasi
belirli sinirlar i¢inde degildir), invaziv (malign tiimorii olusturan hiicreler cevre



dokulara da yayilir) ve metastatik (tiimorii olusturan hiicreler uzak organlar1 da
tutabilir) olmalar1 nedeniyle benign tiimorlerden farklidir. Malign tiimérleri olusturan
hiicrelerin kendilerine 6zgii 6zellikleri vardir;

Klonal orijin: Cogu kanser hiicresi tek bir anormal hiicreden olusur. Bu
klonlar ya bir dokunun birden fazla hiicresinin karsinojene maruz kalmasi gibi saha
hasar1 sonucu ya da bazi genlerdeki kalitimsal hasarlar sonucu olusurlar '*.

Oliimsiizliik: Cogu normal hiicrenin boliinme sayis1 sinirli olmasina karsin
kanser hiicreleri smirsiz sayida boliintip asirt miktarda hiicre olustururlar.
Oliimsiizlik mekanizmalarindan biri de kromozom uglar1 olan telomerlerin
kisalmamasidir. Insan telomerleri kromozomlarin uglarinda yerlesmis TTAGGG dizi
tekrarlarindan olusan spesifik dizinlerdir. Cogu normal hiicre tipinde, hiicreler
farklilagirken telomeraz programli bir sekilde gittikce azalir. Bu mekanizma, hiicre
omriinii belirleyen bir saat gibidir. Bu sayede telomerler hizla kisalir ve sonucta
hiicre 6limii gerceklesir. Ancak kanser hiicresinde telomeraz aktivitesi nedeniyle
kisalan telomerlerin hemen hekzamerik yapilarla tamamlandig goriiliir. Sonucta,
telomerlerin uzunlugu sabit kalir ve hiicre simirsiz sayida ¢ogalir. Bu da hiicreyi
oliimsiiz kilar '* 2.

Kontakt inhibisyonun ve substratuma tutunarak biiyiime 6zelliklerinin kayb:
Kiiltir ortaminda biiyliyen normal hiicreler substratuma yapisamazlarsa
boliinemezler. Cogalip {iizerinde biiyiidiikkleri tiim yiizeyi tek tabaka halinde
doldurduklarinda da boliinme 6zelliklerini kaybederler. Hatta besiyerleri boliinmeleri
icin gerekli tiim biiyiime faktorleri ve diger besin elemanlarini icerse bile
bolilnmezler. Kanser hiicreleri ise, yari kati1 bir besiyerinde substratuma yapigsmaya

gerek duymadan bagimsiz olarak bolinmeye, biiyiimeye devam edebilirler ',

Kanser hiicresinin asir1 boliinmesinin nedenleri ii¢ ana bashk altinda
incelenebilir:
* Tiimor baskilayici genler ve hiicre yaslanmasinin baskilanmasi
* Onkogenlerin mutasyonel aktivasyonu
* Apoptotik mekanizmanin baskilanmasi

2.2.1. Tiimor baskilayici genler ve hiicre yaslanmasinin baskilanmasi

Bu genler hiicre dongiisiiniin baskilanmasindan sorumlu genlerdir.
Bozukluklar1 halinde organizma genetik olarak anormal hiicreleri yok
edemediginden kanser gelisir. Resesif genlerdir; yani bu genlerin ¢aligsmamasi
nedeniyle olugsmus bir malign hiicre normal hiicre ile hibridlestirildiginde
normallesir. En iyi bilinenleri retinoblastoma (Rb) ve p53°diir.

2.2.1.1. Retinoblastoma

RB ilk bulunan tiimor siipresor gendir. 13ql4’de lokalize olup hiicresel
farklilagsmada ¢cok Onemli bir role sahiptir. Rb hiicre dongiisiiniin istirahat fazinda
E2F transkripsiyon faktoriine baglanir. E2F Rb’ya baghh oldugu siirece S fazini
tetikleyecek genleri aktive edemez. DNA’da hasar yok ise Rb, G1’in sonunda
siklinD/cdk4—6 kompleksleri tarafindan fosforile edilir. Rb fosforile olunca E2F’den



ayrilir ve serbestlesen E2F, S fazi icin gerekli olan genlerin promoterina baglanarak
bu genlerin ekspresyonunu saglar ve boylece S fazi1 baslamis olur. Dolayisiyla, S
fazina gecis icin kilit mekanizma Rb’nin siklin/Cdk4—6 tarafindan fosforlanmasidir.
Siklin/Cdk4—6 kompleksinin olusamamasi veya Cdk proteinlerinin aktif olarak Cdki
proteinleri (p16, p21, p27) tarafindan inhibe edilmesi, Rb’nin fosforilasyonunu
engelleyeceginden E2F transkripsiyon faktorii serbestlesemeyecek ve S fazina gecis
gerceklesmeyecektir. Yani bu noktada sadece Rb proteini degil, Cdki proteinleri de
timor baskilayict olarak calismaktadirlar ve bu proteinleri kodlayan genlerdeki
fonksiyonel bir mutasyon, tiimor baskilayicilarin c¢alismamasina ve hiicrenin
kontrolsiiz cogalmasina neden olacaktir '+,
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Sekil 2.3. G1/S kontrol noktasi: Rb E2F’e bagh oldugu siirece dongii G1’den S’e
ilerleyemez. Rb, siklinD-cdk4/6 kompleksi tarafindan fosforile edildiginde,
E2F serbest kalir ve S fazi baglar. p16 ise siklin/cdk kompleksini inhibe ederek,
dongiiniin G1 fazinda kalmasini gerceklestirir.

2.2.1.2. pS3

17p13 lokusunda yerlesmis olan p53, tiimor baskilayici gorevi olan bir bir
transkripsiyon faktoriidiir. DNA hasar1 ya da hipoksi veya riboniikleotid yoklugu gibi
hiicresel stresler, hiicre icinde p53 miktarinin artmasina neden olur. Artan p53,
genomun stabilizasyonunu saglamak icin G1 fazinda hiicre dongiisiiniin durmasina
ve hasarli DNA bolgesine DNA tamir proteinlerinin yonlendirilmesine neden olur.
Boylece, hasarli DNA, “S” evresine girmeden tamir edilir. Eger hasar, tamir
sinirlarinin - disindaysa, yine p53 proteininin etkisiyle baslayan olaylar zinciri
sonucunda hiicre 6liimii (apoptozis) gerceklesir. Yani genom biitiinliigiinii korumak
icin hiicre ici miktar1 artan p53; hiicre dongiisiiniin G1 fazinda durdurulmasi, hiicre
biiylimesinin sonlandirilmas1 ve programli hiicre Oliimiiniinde rol alir 719 Bu
islevlerini yerine getirirken de p21, MDM?2, BAX ve GADD45 gibi genlerin
ekspresyonlarimi arttirmaktadir. Boylece Bax proteinlerinin yapilmasi ile apoptozis,
p21 ve Gadd45 proteinlerinin yapimi ile de hiicre dongiisiiniin durdurulmasi
saglanmis olur (Sekil 2.4). Mdm2, p53’e baglanarak proteini inaktif bir sekilde
tutmakta ve degredasyona yonlendirmektedir. Bu nedenle, tehlike sinyali almayan



hiicrelerde p53 diizeyleri son derece diisiik olarak tutulmaktadir '. p53’iin MDM?2
promoterina baglanarak kendini inhibe edecek proteinin yapimina neden olmasi ise
bir negatif geri-besleme yontemidir. Hiicre fonksiyonlar1 i¢in cok onemli gorevler
istlenen tiim proteinlerde oldugu gibi pS53 aktivasyonu da fosforilasyon, asetilasyon,
degredasyon gibi bir ¢ok kompleks posttranskripsiyonel mekanizmalar ile
diizenlenmektedir *°. Tiim bunlardan anlagilacagi iizere, p53 fonksiyonlarimin
bozulmasi veya hi¢ yapilamamasi sonucunda hiicre dongiisiiniin G1-kontrol noktasi
calismayacagindan hasarli bile olsa hiicre, DNA replikasyonuna girecek ve hasarli
genomik bilginin yavru hiicrelere gecmesine neden olacaktir. Preneoplastik ve
neoplastik hiicrelerin klonal olarak gelisiminde de bu temel mekanizma rol oynar 1.
21-22 ve bircok farkli kanser tiiriinde p53 gen mutasyonlarinin bulunmasi bu proteinin
tiimor olusumunun baskilanmasindaki 6nemli roliinii desteklemektedir .

DNA hasart olumsuz ¢evre kosullari (zehirli gazlar, radyasyon vb) yam sira,
esas olarak hiicrenin fizyolojik metabolizmasi nedeniyle aciga ¢ikan serbest oksijen
radikalleri tarafindan olusturulmaktadir. Dolayisiyla, p53 tarafindan hiicre
dongiisiiniin durdurulmas1 ve DNA tamiri yapildiktan sonra dongiiniin tekrar
baslamas1 boliinen hiicrelerin rutin bir 6zelligidir. Ancak yine p53 proteini etkisi ile
gerceklesen bir baska fizyolojik hiicresel mekanizma olan “hiicre yaslanmasi’nda
durum biraz daha farklidir. Yash hiicrede de aktif olarak boliinme durdurulur, ancak
bu durum kalicidir. Yani hiicrenin fizyolojik kosullarda tekrar hiicre dongiisiine
baslamasi olanaksizdir. Hiicre yaslanmasini indiikleyen faktorler tam olarak
bilinmese de, kisaca ARF-mdm2-p53 yolagi olarak adlandirilan olaylar zincirinin
hiicre yaslanmasini diizenledigi deneysel olarak gosterilmistir 3,
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Sekil 2.4. p53 aktivasyonu ve inaktivasyonu: DNA hasar1 sonucu aktif olan p53 bir takim
proteinleri de aktiflestirir. Bunlardan p21 genomik stabiliteyi saglarken, Gadd45 hiicre
dongiisiinii durdurarak DNA tamiri i¢in hiicreye zaman saglar. Eger hasar tamir
edilemeyecek kadar fazla ise Bax hiicreyi apoptozise gotiiriir. p53 ayn1 zamanda mdm2’yi
de regiile eder. Mdm?2 p53 ile etkileserek onu ya degrede eder ya da aktivitesini inhibe
eder.

Cesitli onkogenlerin asir1 ekspresyonu veya mitojenik sinyallerle, p19***
(insanda CDKNZA/p14ARF) ekspresyonu uyarilir. Yaslanmanin uyarilmasi i¢in bu
gereklidir ve Cdkn2a’dan yoksun hiicreler in vitro olarak siirekli hayattadirlar **. Arf
proteini pS3’ii ve onun hedef genlerinin ekspresyonunu durduran mdm?2’ye baglanir
ve boylece p53’iin ubiquitin yolagi ile yikilmasi onlendiginden, p53 hiicre icinde
birikmeye baglar ve aktiflesir 2% Yabanil tip p53 iceren hiicrelerde p19™*"
ekspresyonu, hiicre dongiisiiniin durmasina ve hiicrenin yaslanmasina neden olmakta
iken, p53’ten yoksun hiicrelerde bu etki goriilmemektedir.>*.

p19ARF-mdm2-p53 yolagi primer hiicreleri onkogenik doniisiime karsi
korumada gerekli bir yolaktir. c-myc, adenoviriis EIA, E2F-1 ve ras'’? gibi
onkogenlerin aktivasyonu ile uyarilan anormal mitojenik sinyal p19**" seviyesinin
artmasim, dolayisiyla p53’iin  aktivasyonunu saglamaktadir >>°. Embriyonik
hiicrelerde bu yolak p53 bagimli ya da bagimsiz hiicre dongiisiiniin durdurulmasini
uyardigi gibi p53 bagimhi yaslanma veya apoptozisi de uyarmaktadir. ARF
inhibisyonu veya ekspresyonunun asag1 ¢ekilmesi (downregulation) yaslanmanin ve
apoptozisin olmamasi, siirekli bir ¢ogalma ve oOliimsiizliikkle sonu¢lanmaktadir. Bu
olay onkogenik doniisiimiin bir gostergesi olarak gorev yapmaktadir *'.



2.2.2. Onkogenlerin mutasyonel aktivasyonu

Genel olarak hiicre biiylimesinin diizenlenmesinde gorev alan proteinler,
kontrolsiiz hiicre cogalmasini saglayici potansiyele sahip olmalar1 nedeniyle proto-
onkogen olarak adlandirilirlar. Proto-onkogenleri kodlayan DNA bdolgelerindeki bazi
mutasyonlar veya proto-onkogenlerin transkripsiyon sonrasi modifikasyonlarinda
olusabilecek degisiklikler, bu proteinlerin devamli sekilde aktif halde kalmalarina
neden olabilir. Iste, mutasyonel olarak devamli aktif hale gecen bu proteinlere
onkoprotein, mutant iiriinleri kodlayan gen bolgelerine de onkogen ad1 verilmektedir.
Proto-onkogen iiriinleri, ya dogrudan ya da dolayl olarak hiicre dongiisii kontrol
sisteminde gorev alan genlerin (siklinler, CDK’lar gibi) ekspresyonunu arttirir ve
hiicreyi béliinmeye yonlendirirler. Ornegin ras proteini, MAPK (Mitogen Activated
Protein Kinase) yolaginin aktiflesmesine neden olur ve hiicre i¢inde bir dizi
fosforilasyon olayim1 baslatarak, basta siklin D olmak iizere bircok siklin
molekiiliiniin transkripsiyonunu artiran faktorleri aktif hale gecirmis olur. RAS
genindeki bir nokta mutasyonu, iiretilen ras proteinin devamh aktif halde kalmasina
ve MAPK yolagimin susturulamamasina neden olmaktadir. Bir¢ok kanser tiiriinde
RAS geni aktivasyon mutasyonlar1 gosterilmistir '*. Bir diger énemli proto-onkogen
ise MYC’tir. Myc proteini, aralarinda siklin ve CDK genleri de dahil, bir ¢ok genin
ekspresyonunu arttiran bir transkripsiyon faktoriidiir. Yani ras proteinin aksine
etkisini dogrudan DNA’ya baglanarak gostermektedir. Bircok kanser tiirtinde MYC
gen lokiisiiniin amplifiye oldugu, dolayisiyla fazlaca Myc proteini {iiretildigi
gosterilmistir 2.

Kanserde kromozomal anomaliler olusmakta ve Ozellikle translokasyonlar
siklikla goriilmektedir. Translokasyonlarin en onemli 6zelligi, kopan bir kromozom
parcasininin bir bagka kromozoma yapigmasiyla kopan parcada bulunan genlerin bir
baska promoter kontroliine girmesidir. Boylece fizyolojik kosullarda iiretilmeyen bir
protein yapilmis olur ki bazen bu proteinler de onkoprotein 6zelligindedir. Ornegin
KML, ALL ve AML gibi l6semilerde goriilen Philadelphia kromozomu denilen
translokasyonda, 22. kromozomun bir pargasi koparak 9. kromozoma yapisir
[t(9:22)(q34:q11)]. Normalde 22. kromozomda olan BCR geni de bdoylece 9.
kromozomdaki ABL geni promoterinin etkisi altina girer. Bu yeni promoterin
etkisiyle normal hiicrelerde yapilmayan bcr/abl proteini yapilir ki bu devamli aktif
halde kalan bir tirozin kinazdir ve hiicre dongiisii proteinlerini devamli aktif halde
tutar. Bunun yamisira, DNA tamirinde gorev alan proteinleri de baskiladigindan
genomik stabilite bozulur ve “blast krizi” denilen olay olusur. Yani bu tiir
l6semilerdeki kontrolsiiz hiicre c¢ogalmasinin nedeni, kromozom translokasyonu
yoluyla bir onkoprotein yapilmis olmasidir.

2.2.3. Apoptotik mekanizmanin inhibisyonu

Apoptozis, programli hiicre Oliimiidiir ve genelde DNA hasarinin tamir
edilemeyecek boyutlarda olmasi1 sonucunda aktif olan ve bdylece genomik
biitiinliigiin korunmasina yol acan bir savunma mekanizmasidir. Hiicre iginde
apoptoza neden olan ve engelleyen proteinler bulunmaktadir ve bunlar dis sinyallerin
etkisiyle bir denge i¢inde calisirlar. Apoptoz mekanizmasinin engellenmesi, hiicrenin
hasarli DNA’ya ragmen boliinmeye devam etmesine neden olacagi i¢in kanserin
gelismesinde de onemli bir mekanizmadir. Bu nedenle de apoptozu baskilayici
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proteinleri kodlayan genler de onkogen olarak kabul edilir. Ornegin bir anti-
apoptotik protein olan Bcl-2, normal hiicre oliimiinii yavaslatarak asir1 hiicre
birikmesine yol agmaktadir. Bu gorevini de bir apoptotik protein olan Bax’a
baglanarak ve boylece Bax’in mitokondriye yonelip sitokrom C salgilanmasii ve
kaspaz kaskadinin baslatilmasini engelleyerek gerceklestirir. DNA hasarli bile olsa,
Bcl-2’nin asir1 ve kontrolsiiz sekilde devamli aktif olmasi, hiicrelerin Oliimiinii
onleyeceginden Bcl-2 de bir onkoprotein olarak kabul edilmektedir '2.

2.3. T-BOX Transkripsiyon Faktorleri

DNA’dan RNA yapimi olan transkripsiyon, DNA iizerindeki farkli bolgelere
baglanan proteinlerin esgiidiim igerisinde ¢alismalariyla gerceklesmektedir. Bir gen
baslica 3 bolgeden olusmaktadir; RNA’ya kopyalanacak bolge, kopyalama isleminde
gorev alacak proteinlerin DNA iizerine belli bir sira ve diizen igerisinde yerlestikleri
bolge (promoter bolgesi) ve promoter bolgesine baglanan proteinlerin aktivitesini
diizenleyen bolge (Regulatory region- diizenleyici bolge). Promoter bolgesi ve bu
bolgeye baglanan proteinler, mRNA yapan tiim gen lokiislerinde biiyiik oranda
aynidir. O nedenle bu bolgeye baglanan proteinlere “Genel Transkripsiyon
Faktorleri” denilir. Bir genin ne zaman, ne kadar ve ne siireyle mRNA yapacagi ise
diizenleyici bolgeye baglanan proteinler, yani diizenleyici transkripsiyon faktorleri,
tarafindan kontrol edilir. Dolayisiyla diizenleyici transkripsiyon faktorleri her bir gen
icin 6zgiindiir ve hiicreden hiicreye de fark gosterirler. DNA’da bulunan genetik
bilginin tiim hiicrelerde ayn1 olmasina ragmen, hiicrelerin birbirinden farkli olmasi ve
farkli dokular1 olusturabilmelerinin nedeni de budur. Diizenleyici transkripsiyon
faktorleri ilgili DNA bolgesine baglandiklarinda, promoter bolgesine baglanan
proteinlerle etkilesime girmekte ve boylece mRNA yapimini kontrol etmektedirler.
Bu durumda, diizenleyici proteinlerin mRNA yapimim arttirict veya baskilayici
etkileri olabilir ki, ilk gruptaki proteinlere arttirici, diger gruptakilere ise baskilayici
transkripsiyon faktorleri denmektedir (transcriptional activators and repressors).

Bu bilgilerden de anlasilacagi iizere transkripsiyon faktorleri, hiicre
farklilasmasi ve embriyolojik gelisimde en ©6nemli rolii oynarlar. Su ana kadar
tanimlanan yiizlerce transkripsiyon faktorii arasinda T-box proteinleri de
bulunmaktadir ve bu aileye ait proteinler 6zellikle erken embriyolojik gelisimde
onemli fonksiyonlar istlenirler 3 T-box geninin prototipi olan Brachyury/T geni ilk
defa farede belirlenmistir > **. Notokord ve kuyruk cikintisinda eksprese olmakta >*
ve posterior, aksial ile paraksial mezoderm olusmasi i¢in gerekmektedir 3
Brachyury/T’deki homozigot mutasyonlar erken embriyonik oOliimlere, heterezigot
olanlar ise farelerde kuyruksuzluga neden olmaktadir 33-35 " Brachyury; balik, kopek,
kurbaga ve fareler gibi omurgalilar arasinda yiiksek oranda DNA dizilim ve mRNA
ekspresyon Dbenzerligi gostermekte ve fonksiyonel olarak ortak ozellikler
sergilemektedir > **®. T-box genlerinin bazilari ise sadece belli tiirlere 6zgiindiir.
Bunlar arasinda VegT geni sayilabilir. Bu bir T-box geni olup, Xenopus’un endoderm
olusumu icin gereklidir. Bu genin homologuna fare ve insanlarda rastlanmamustir .

Brachury’nin kodladig1 proteinin amino-ucundaki DNA baglanma bolgesinde

50’den fazla protein arasinda yiiksek oranda dizilim benzerligi so6z konusudur.
Benzerlik gosteren bu bolgeye T-box, bu bolgeye sahip genlere ise T-box gen ailesi
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denmektedir > **?°. T-box genlerinin, DNA baglanma bolgelerindeki homolojileri iyi
korunmustur.

T-box genleri ¢ok sayida ekzon icermekte olup, oldukca genis bir bolgeye
yayilmis en az bes ekzon tarafindan kodlanmaktadir. Ornegin insan TBX5 geni 12.
kromozom iizerindeki 53 kilobazlik bir alana yayilmis olup, 8 ekzon icermektedir '.
Diger gen ailelerinde oldugu gibi, T-box genlerinin intron-ekzon sinirlar1 evrim
siireci boyunca korunmustur, ancak intron uzunluklar tiirler arasinda farkliliklar
gostermektedir **. Pek cok T-box geni tek bir mRNA kodlamakta ve alternatif ekzon
birlesimi (alternative splicing) ¢ok seyrek goriilmektedir '.

2.3.1. Karakteristik Yapisal Ozellikleri

T-box proteinlerinin  50-78 kDa biiyiikliigiinde olduklar1 ve tiim
transkripsiyon faktorlerinde oldugu gibi, 6zgiin DNA dizinine baglandiklar1 T-box
bolgesi (DNA-binding domain) ile transkripsiyonu diizenledikleri bdolgeler
(activation/repression domain) olmak iizere en az iki yapisal ve fonksiyonel bolgeden
olustuklar saptanmustir > *°. Bu bolgelerin birbirlerine gore pozisyonlari, ailenin
farkli tiyelerinde degiskenlik gostermekle birlikte, genel olarak amino asit dizilimi
agisindan biiyiik oranda benzerlik sergilemektedirler " *°.

Birer transkripsiyon faktorii olmalar1 nedeniyle tiim T-box proteinleri, protein
yapilarinin ilk 229 amino asidlik kisminda bulunan ve T-box baglanma bolgesi
olarak adlandirilan protein bolgesi yoluyla DNA iizerindeki 0Ozgiin dizinlere
baglamirlar * ** ** %! Bu DNA dizini, her bir T-box proteini i¢in bazi varyasyonlar
gosterse de c¢ekirdek dizin sabittir ve “TCACACCT” niikleotidlerinden olusur.
Diizenleyici bolgelerinde bu dizini iceren genlerin ekspresyonu, T-box proteinlerinin
katkisiyla gerceklesmektedir.

T-box proteinleri spesifik organlarda veya hiicre tiplerinde; dollenmemis
yumurtadan organogenesise kadar gelisimin bir¢cok asamasinda, sinir sistemi, iskelet,
bobrek, akcigerler, meme bezi ve kas gibi cesitli dokularda eksprese olmakta ve
hiicre cekirdeginde bulunmaktadirlar °.

Omurgalilarda en az 22 farkli T-box geni saptanmistir 3
2.3.2. ipsan Hastaliklarinda T-box Genleri
Insanda bilinen TBX genlerinin bir ¢ogu gelisim esnasindaki rollerinin

yanmisira, c¢esitli hastaliklar ile iliskilendirilmislerdir. Bu hastaliklar, tablo halinde
asagida belirtilmistir 4249,
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Tablo 2.2. T-box genleri ve iligkili olduklar1 hastaliklar.

Aktivator/
Gen Lokus Represor Hastalik Referans
TBX1 |22ql1.2 Aktivator | DiGeorge sendromu (DGS; 188400) 4
Hiicreleri 6liimstizlestirerek timor
TBX2 |17q23 Represor | olusumunda yer alir »

TBX3 |12g24.1 Represor | Ulnar-Mammary sendromu (UMS; 181450) |*

TBX4 |17q21-q22 | Aktivatér | Small Patella sendromu (SPS; 147891) -

TBXS5 |12q24.1 Aktivator | Holt-Oram sendromu (HOS; 142900) 8

TBX19|1g23-q24 | Aktivator | ACTH Eksikligi (201400) v

TBX20 | 7p15-p14 | Aktivator | Atrial septal defect 4 (ASD4; 611363) 4
X'e bagli yarik damak ve dil yapisiklig1

TBX22 | Xql12-q21 | Aktivatr | (CPX; 303400) “

Tiim Tbx proteinleri arasinda Tbx2 ve Tbx3 digerlerinden birer
transkripsiyonel baskilayict olarak ayrilirlar 7-9. 4530 By iki faktorii daha da ilging
kilan 6zellikleri ise kanser olusumu ile yakindan iliskili olmalaridir. TBX2 geni, over
karsinomalarinda degiskenlik " 'meme kanserlerinin %20’sinde amplifikasyon
gdstermektedir >2. Meme kanserlerinde immortalize edici genlerin arastirildigi bir
calismada TBX2'nin p53 timdr baskilayict  yolagmi, CDKN2A (p19*F)
promotorunu baskilayarak etkiledigini gostermistir ki, bu TBX2’nin kanserde ki
roliinii vurgulamaktadir *°.

2.4. TBX3

Insan TBX3 geni, 12. kromozomun uzun kolunda 24. bélgede (12q24) yer alir
! Bu gen yedi ekzondan olusmakta ve 723 aa. lik bir proteini kodlamaktadir *°.
Proteinin amino-ucu DNA baglanma domainini, karboksil-ucu ise baskilayici
domainini icerir °. Proteinin T-box domaini 105-285. aminoasitler, baskilayici
domaini 567-623. aminoasitler ve niikleer lokalizasyon sinyali ise 292-297.

aminoasitler arasindadir > % 3.

TBX3 gelisimin bir¢cok asamasinda, adrenal bez, kalp, bobrek, karaciger,
akciger, plasenta, prostat, tiikiiriik bezi, iskelet kasi, dalak, testis, trakea, uterus,
kolon, ince barsak, over ve meme gibi cesitli dokularda eksprese olmaktadir > °.

TBX3’deki heterezigot mutasyonlar otozomal dominant bir hastalik olan
UMS’ye (Ulnar Mammary Syndrome) neden olup; meme hipoplazisi, apokrin bez
eksikligi veya disfonksiyonu, dis, sa¢ ve cinsel organ hasar1 ile on ekstremite

tomurcugunun posterior elementlerinin duplikasyonu ve eksikligi ile karakterizedir
42
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Tbx3 ve gerek yap1 gerekse fonksiyon olarak ¢ok benzeyen Tbx2’nin,
fibroblast ve melanoma hiicrelerinde dogrudan pl9ARF ve p21 adli CDKI
proteinlerini kodlayan genlerin promoter bolgelerine baglanarak bu genlerin
ekspresyonunu baskiladiklari saptanmustir ¥ Cdkn2a (p19°*Y); hiicre icinde
mdm2’ye baglanarak p53 diizeyinin artmasini, artan ve aktif hale gecen p53 ise basta
CDKNIA (p21) olmak iizere hiicre dongiisiiniin durdurulmasinda gérev alan genlerin
ekspresyonunu arttirmaktadir. Bu yolagin basindaki molekiiliin Tbx2 ve 3 proteinleri
etkisiyle baskilanmasi halinde dogal olarak dongiiyli durduran Cdki proteinleri
yapilamayacak ve hiicreler asir1 ¢ogalmaya yoneleceklerdir (Sekil 3.5). Nitekim, bu
hiicrelerde de Tbx2 ve 3 etkisiyle asir1 c¢ogalmanin yanisira Ozellikle hiicre

yaslanmasinin baskilandig1 deneysel olarak gosterilmistir ' ',

p1§\<f,

X
Il

p53

H
p21 F___

(CDKI)

Sekil 2.5. Tbx3 yolagi: Normal bir hiicrede herhangi bir sekilde DNA’da hasar olustugu zaman,
p19**" tiimor baskilayici proteini aktifleserek mdm2’ye baglanir. Béylece mdm2’nin
p53’e baglanarak onu inaktiflestirmesine engel olur. Aktiflesen p53 ise bir siklin bagiml
kinaz inhibitorii olan p21’i uyararak, hiicre dongiisiiniin DNA’daki hasar tamir edilene
kadar Gl fazinda kalmasim1 saglar. Ama TBX3’iin asir1 ekspresyonu sézkonusu
oldugunda durum degisir. Tbx3, CDKN2A (p19**") promoter bolgesine baglanarak
ekspresyonunu baskilar. pl9 olmayinca serbest kalan mdm2 p53’e baglanir ve onu
inaktiflestirir. Inaktif olan p53’de p21’i uyaramayacag icin hiicre, DNA’sindaki hasar
tamir edilmeden G1’den S fazina gecer ve siirekli boliiniip cogalir. TBX3 p21 tizerindeki
etkisini boyle dolayl bir sekilde yapabilirken aym zamanda CDKNIA (p21°") promoter
bolgesine dogrudan baglanip, ekspresyonunu baskilayarak da yapabilmektedir.

Tbx2/3 proteinleri, etkilerini dolayli olarak p19ARF/mdm2/p53 yolagini,
direkt olarak ise p21 ekspresyonunu baskilayarak gostermesine ragmen, fonksiyonel
p53’i bulunmayan hiicrelerde de Tbx2/3 etkisiyle siklin D1 diizeylerinde bir artis
saptanmistir. Bu gozlemin altinda yatan mekanizmalar heniiz bilinmemekle birlikte,
Tbx2 ve 3 proteinlerinin mdm2/p53 yolagindan bagimsiz olarak da etkilerini
gosterebildikleri diistiniilmektedir 4,
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Tbx3 mRNAsinin olusumu sirasinda farkli birlesme (alternative splicing) ile
olusan iki izoformu tespit edilmistir %0 Bunlardan Tbx3+2a (GenBank accession no:
NM_016569), insan fibroblastlarinin kiiltiir ortaminda yaslandirilmis formunda ve
bebek beyni c¢cDNA kiitiiphanesinde tamimlanmistir. Tbx3+2a, Tbx3’iin DNA
baglanma bolgesinin ortasinda fazladan 20 aminoasit tasimaktadir. Bu yapisal
farklilik hiicre icinde gen regiilasyonunda farkli fonksiyonu olabilecegini
gostermektedir. Insan ve fare dokulariyla yapilan calismada, Tbx3 ve Tbx3+2a
ekspresyon orant dokudan dokuya ve tiirden tiire farklilik gostermektedir. Bu
nedenle, alternatif birlesmenin dokuya ve tiire 6zgiin oldugu yargisina varilmaktadir.
Tbx3 ve Tbx342a retroviriis ile MEF hiicrelerine verildiginde Tbx3’ilin yaslanmay1
onleyip olimsiizliige neden oldugu, Tbx3+2a’nin ise yaslanmay1 sagladig1 ve kontrol
hiicrelerine gore bu hiicrelerin yavas gelistigi gosterilmistir. Bu ¢alismaya gore;
DNA baglanma bolgelerindeki farkliliktan dolayir TBX3+42a’min tiim Tbx
proteinlerinin baglandigt DNA dizinine baglanamadigi, dolayisiyla bu proteinin

farkl1 bir dizini hedefleyebilecegi hipotezi desteklenmektedir > *".

Kanser hiicrelerindeki ekspresyon calismalarinda ise, pelvis ve meme kanseri
olmayan 28 hastanin %30’unda Tbx3 zayif ekspresyon gosterirken, 1. evredeki over
kanseri hastalarinin hepsinde ve meme kanseri hastalarinin %80’inde Tbx3 tespit
edilmistir °. Yirmi sekiz adet meme kanseri hiicre hattiyla yapilan bagka bir
calismada %25’inden fazlasinda Tbx3 ve Tbx3+2a’nin asir1  ekspresyonu
gbzlenmistir >, TBX3’iin lokalize oldugu 12qg24 bolgesinin amplifikasyonu B hiicre
non-Hodgkins lenfoma, meme ve mesaneyi iceren cesitli timor tiplerinde

bulunmustur 5557,

Ayn1 zamanda Tbx3 osteoblast cogalmasinin 6nemli bir diizenleyicisidir. Fare
osteoblast benzeri hiicre hattina (MC3T3-El) verilen biiyiime hormonu ile Tbx3
miktarinin arttig1 gosterilmistir .

2.5. Hematolojik Kanserler

Kan hiicrelerinin ozellikle de Iokositlerin normalin iizerinde ¢ogalmasi ile
kendini gosteren bir kanser tiiriidiir. Hastaligin gelismesi ve ilerlemesindeki hiz ile
koken aldigr kan hiicresine gore gruplandirilirlar.

Hastaligin ortaya ¢ikis ve ilerleme hizina bagh olarak "akut" ve "kronik"
olmak {lizere ikiye ayrilir. Akut losemiler olgunlagsma ve farklilasma ozelligini
yitirmis hematopoietik Oncii hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasi ile karakterize bir
hastalik grubudur. Habis hiicreler (blastlar veya az farklilagsmis onciil hiicreler) kemik
iligini doldurmak suretiyle normal hematopoiezi baskilarlar ve sonugta saglikli-
normal kan hiicrelerinden sayica daha fazla hale gelmektedirler. Bu anormal hiicreler
diger organlara da yayilarak, organi fonksiyonlarimi yapamaz hale getirebilirler.
Kronik 16semi ise goriiniiste olgun ancak normal olgun kan hiicrelerinin yaptiklarini
yapamayan kan hiicrelerinin asir1 iiretimi ile karakterizedir. Hiicre sayisindaki artis
ve hastaligin ilerleme hiz1 akut 16semiye gore daha yavastir 9,

Hematopoietik kok hiicrenin farklilasmaya basladigi ilk basamakla iliskili
olarak kokene gore siniflandirma yapilir. Kok hiicre CFU-L (lenfoid koloni yapan
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tinite)’ye farklilasirsa lenfoid; CFU-GEMM (graniilosit, eritrosit, megakaryosit,
makrofaj koloni yapan {linite)’ye farklilasirsa myeloid dizi olusur. Boylece CFU-
L’den koken alan malignitelere lenfoid, CFU-GEMM’den kaynaklananlara da
myeloid adi verilir .

2.5.1. Akut Lenfoblastik Losemi (ALL)

Normalde lenfosit adi verilen olgun kan hiicresi tipine doniismesi gereken
lenfoblast isimli olgunlasmamis kan hiicrelerinin artmasi ile karakterizedir. Bu
lenfoblastlarin sayilar1 artar ve genelde lenf diigiimlerinde birikerek lenfadenopatiye
neden olurlar. ALL, cocukluk ¢aginda en sik goriilen malignitedir ve ¢ocukluk cagi
akut 10semilerin yaklasik %85’ de, daha nadir olarak eriskinlerde de goriiliir
(yaklasik %15) *°.

2.5.2. Akut Myeloid Losemi (AML)

Myeloblast adi verilen ve normal kan hiicrelerine doniismesi gereken
olgunlasmamis kan hiicrelerinin iiretimi ile karakterizedir. Olgunlasmamis bu
hiicreler kemik iliginde ¢ok yiiksek sayilara ulasirlar ve normal kan hiicrelerinin
tiretimini azaltirlar. Sonugta anemi (kansizlik-kirmizi kan hiicresi iiretiminde azalma)
ve sik enfeksiyona yakalanma (beyaz kan hiicresi iiretiminde azalma) durumu ortaya
cikabilir. AML her yasta goriilebilmekle beraber temelde ileri yas eriskin
hastaligidir. Insidans yasla beraber giderek artar. Eriskinlerde akut ldsemilerin
%85°1, cocukluk ¢agi 16semilerin ise % 15’1 AMLdir.

Kronik 16semiler farklilagsma ve olgunlagsma kusuru olmaksizin proliferasyon
bozuklugu gosteren hematopoietik kok hiicre hastaliklaridir. Artmig hiicre sayilar1 6n
planda olgun hiicrelerden olusmaktadir *°.

2.5.3. Kronik Lenfositik Losemi (KLL)

Olgun goriiniise sahip lenfositlerin kemik iliginde asir1 iiretimi ile kendini
gosterir. Bu anormal hiicreler tam olarak olgunlagsmis normal lenfositler gibi
goriiliirler, ancak normal lenfositler gibi viicudumuzu enfeksiyonlara karsi
koruyamazlar. KLL’de, kanser hiicreleri kemik iliginde, kanda ve lenf nodlarinda
bulunurlar ve lenfadenopati olustururlar. KLL tiim 16semilerin %30’ unu olusturur. 30
yasin altinda nadiren goriiliirler, ancak goriilme siklig1 yasla birlikte artar ve en sik
olarak 60—70 yas arasinda gdzlenir *°.

2.5.4. Kronik Myeloid Losemi (KML)

Olgun goriiniisli ancak fonksiyon kaybi bulunan myeloid hiicrelerin
(Iokositler gibi) agir1 tiretimi ile kendini gosterir. Bu asir iiretim hi¢ normal hiicre
kalmayana kadar devam eder. KML yetiskinlerde gozlenen l6semilerin %20-30’unu

meydana getirir ve 25-60 yaslar arasinda gozlenir .
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HIiPOTEZ

Tbx2 ve Tbx3 proteinlerinin hiicre boliinmesini indiikleyici yolaklarda gorev
aldiklar1 ve deneysel olarak her iki proteinin de hiicre yaglanmasini baskilayarak
hiicreleri boliinmeye yonlendirdikleri bilinmektedir. Ayrica, kiiltiir ortamindaki B-
lenfositlerde her iki proteinin de ekspresyonunun hiicreler farklilastikca azaldigi
gozlemlenmistir. Bu 0On verilerden yola c¢ikarak, hematolojik malignitelerde
hastaligin tipine ve seyrine bagli olarak Tbx3 protein ve mRNA diizeylerinin saglikli
kisilerdeki diizeylere gore farklilik gosterebilecegi ongoriilmiistiir. Bu tez calismast,
asagida belirtilen sorulara yanit bulmak amaciyla baslatilmistir:

1. Genel olarak hematolojik malignitelerde Tbx3 mRNA ve protein diizeyleri
saglikli bireylere gore fark gosteriyor mu?

2. Hangi tip hematolojik malignitelerde Tbx3 mRNA ve protein diizeylerinde
farkliliklar olusmaktadir?

3. Tbx3 mRNA ve protein diizeyleri hastaligin tipi ve gidisatinin takibinde bir
belirte¢ olarak kullanilabilir mi?
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OLGULAR ve YONTEM

4.1. Olgular

Calismaya Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi I¢c Hastaliklar1 A.D.
Hematoloji Poliklinigi ile Cocuk Sagligi ve Hastaliklar1 A.D. Hematoloji-Onkoloji
Poliklinigine bagvuran akut, kronik 16semi, multipl myeloma ve burkit lenfoma 6n
tanist alan ve calismaya katilmayr kabul eden 23 hasta dahil edilmistir. Bu calisma
icin gerekli Etik Kurul izni B.30.2.AKD.0.01.00.00/Etik/186 sayili rapor ile alinmis
ve erigskin hastalarin kendilerinden, cocuk hastalarin ise ebeveynlerinden imzali
onam formlar1 alindiktan sonra kan 6rnekleri temin edilmistir. Calismaya katilan 23
hastanin 8’inde kemik iligi drnekleri de incelenmistir. Kemik iligi 6rnekleri i¢in tani
veya tedaviyi takip amacglhi yapilan ponksiyonlardan klinik testler icin gerekli
miktarin disinda kalan kisim kullanilmistir. Dolayisiyla ponksiyon yapilmayan veya
ponksiyon materyalinin gerekli klinik testler i¢in kullanilmasinin ardindan yeterli
miktarda materyal kalmayan hastalarin kemik iligi Ornekleri caligmaya dahil
edilmemistir. Kontrol grubu, calismaya katilmay1 kabul eden ve herhangi bir saglik
sorunu bulunmayan hastane calisanlarindan olusturulmustur (n=30). Her ne kadar
cocuk hastalar i¢in yas grubu uyumlu saglikli ¢ocuklardan kan Ornegi alinmasi
planlanmigsa da ebeveynlerin goniillii olmamasi ve c¢ocuklarindan kan Ornegi
alinmasina izin vermemeleri nedeniyle kontrol grubuna saglikli cocuklar dahil
edilememistir.

4.2. Mononiikleer Hiicre izolasyonu

EDTA’l1 tiipe alinmis olan 4 ml periferik kan, esit miktarda steril PBS ile
sulandirilmig ve 3 ml histopaque 1077 iizerine yavasca eklenmistir. Daha sonra
ornekler 1000 rpm’de 30 dakika santrifiij edilmis ve dansite gradiyentiyle
mononiikleer hiicreler ayristirilmistir. Temiz bir tiipe alinan mononiikleer hiicreler 3
kez PBS ile yikanmis ve hiicre soliisyonundan alinan 6rnek Beckman Counter kan
sayim cihazinda sayilarak mililitredeki hiicre sayisi saptanmistir. Yaklagik 4x10°
hiicre protein ekstraksiyonu i¢in ayrilmis, geri kalan hiicreler ise RNA stabilitesini
korumak i¢in RNAlater (QIAGEN GmbH, USA, 76106) soliisyonunda sulandirilarak
kullanim anina kadar —20°C” de saklanmugtur.

4.3. Hiicre Kiiltiirii

Calismalarda pozitif kontrol olarak kullanilmak {izere hepatoselliiler
karsinoma hiicre hatlarindan Tbx3 mRNA’s1 izole edilmistir. Bu amagla Huh?7,
Mahlawu, SNU 475, SNU 182, SNU 423, SNU 3877, SkHepl ve Hep3B
hepatoselliiler karsinoma hiicre hatlart kullanilmistir. Hiicreler; %10 FBS (fetal
bovine serum, Invitrogen, USA, 10108-165), %1 penisilin/streptomisin (Invitrogen,
USA, 15140-122) ve %1 Fungizone (Invitrogen, USA, 15290-018) iceren
Dulbecco’s Modified Eagle’s (DMEM-Invitrogen, USA, 31966) besi yerinde 75
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cm?’lik hiicre kiiltiirii flasklarina ekilmis ve %10 CO,’li ortamda 37°C inkiibatorde
biiyiitiilmiistiir. Diizenli olarak 3 giin araliklarla Trypsin-EDTA (Invitrogen, USA,
25300-054) yontemiyle pasajlanan hiicreler, yeterli yogunluga ulasinca flasklardan
alinmis, santrifiigasyonla coktiiriilerek yikanmis ve RNAlater (QIAGEN GmbH,
USA, 76106) soliisyonu icinde sulandirilarak kullamim anmna kadar —20°C de
saklanmiglardir.

4.4. Protein Ekstraksiyonu

Mononiikleer hiicrelerde Tbx3 protein diizeyi, immunoblot yontemi ile
saptanmaya caligilmistir. 4x10° hiicreye 100ul 1xSDS (%2 SDS, 100 mM DTT, 60
mM Tris pH 6.8, %0.01 bromophenol blue) eklenip 3 dakika vortekslendikten sonra
95°C’de 10 dk kaynatilmistir. Ornekler, 4°C’de 14.000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edilerek hiicre membranlar1 ¢oktiiriilmiis ve total protein iceren siipernatant protein
elektroforezi islemine kadar -20°C’de muhafaza edilmistir.

4.5. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) ve Immiinoblot

Proteinlerin ayristirilmas: i¢in %10’luk poliakrilamid jel kullanilmis ve
molekiiler agirlik standardi (Invitrogen, US, LC5725) orneklerle birlikte kuyucuklara
yiiklenerek 10 mA akim ile 1,5 saat siireyle elektroforez yapilmistir. Elektroforez
sonrasi, jelde molekiiler agirligina gore ayrilmis olan proteinler, nitroselliiloz
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 sonras1i membranlar, % 5’lik siit tozunda 1 saat bloke
edilmis ve daha sonra her biri 15 dk olmak iizere 4 kez TBS-T soliisyonu (%0,1
Tween 20, 10 mM Tris pH 7.5, 150 mM NaCl) ile yikanmistir. Primer antikor (Santa
Cruz, California, USA, sc—17871) olarak 1:200 diliisyonda hazirlanmis anti-Tbx3
kullanilmis ve antikorla membran, 16 saat siireyle 4°C’de inkiibe edilmistir. Primer
antikor inkiibasyonu sonrasinda membranlar, yine 1 saat boyunca TBS-T ile devamli
calkalanarak yikanmustir. Isaretlemek icin, 1:5000 oraminda TBS-T soliisyonunda
sulandirilmis HRP-konjuge IgG kullanilmis ve membranlarla 1 saat oda 1sisinda
calkalanarak inkiibe edilmistir. Sekonder antikor uygulamasi sonrasinda membranlar
tekrar 1 saat siiresince calkalanarak yikanmis ve ECL (Amersham Biosciences, UK,
RPN2132) uygulanarak kemiluminisans olusturulmustur. Daha sonra membran,
radyografik filme konularak goriintiileme gerceklestirilmistir. Pozitif kontrol olarak,
hiicrelerde sabit ekspresyonu olan aktin proteinine 6zgii antikor (AbCam, UK,
ab3280) 1:1000 oraninda kullanilmustir.

4.6. RNA izolasyonu

RNA stabilizasyon sivisinda (RNAlater) -20°C de saklanmis olan Ornekler,
buzda eritildikten sonra RNAlater’t uzaklastirmak i¢in 4°C’de 4000 rpm’de, 20
dakika santrifiij edilmistir. mRNA izolasyonu, MagNa Pure LC mRNA izolasyon
kitinin (ROCHE, Germany, 03 004 015 001) kullanim kilavuzunda onerildigi sekilde
MagNa Pure cihazinda (ROCHE, Germany, 03 322 025) gerceklestirilmis ve RNA
miktar1 spektrofotometrik olarak saptanmistir.
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4.7. TBX3 mRNA Diizeyi

Hepatoseliiler karsinoma kokenli hiicre hatlari ile hasta ve kontrollerin
mononiikleer hiicrelerinden elde edilen mRNA, AMV reverse transkriptaz (ROCHE
Germany, 10 109 118 001) ve oligoDT varhginda 42°C de 1 saat siireyle inkiibe
edilmis ve cDNA’ya doniistiiriilmiistiir. Elde edilen cDNA daha sonra klasik (end-
point PCR) ve es-zamanli niceliksel PZR (real-time PCR) kullanilarak ¢cogaltilmis ve
Tbx3 mRNA diizeyleri incelenmistir.

4.7.1. Klasik PZR (end-point PCR)

Bu amacla, asagida dizinleri ve lokalizasyonlar1 belirtilen oligoniikleotidler
kullanilarak ilgili gen bolgeleri polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile cogaltilmistir.
Her PZR i¢in; 2 ul cDNA, 0.3 uM sag ve sol primerler, 200 uM dNTP, 1,5 mM
MgCl, ve 1.24 U Taq polimeraz kullanilmis ve reaksiyonlar 1s1 dongii cihazina
(Techne, UK, TC-312) yerlestirilmistir. Is1 dongii programi 95°C’de 5 dk siireyle
denatiirasyonu takiben 95°C’de 30 sn, 60°C’de 45 sn, 72°C’de 60 sn’den olusan 40
dongii olacak sekilde ayarlanmistir. PZR dongiilerinin tamamlanmasindan sonra,
tiriinler %2’lik agaroz jele yiiklenmis ve 60mA’de 1 saat elektroforez yapildiktan
sonra %0.1 oraninda etidyum bromiir iceren TBE (89 mM Tris, 89 mM Borik asit, 2
mM EDTA) icerisinde boyanarak DNA goriiniir hale getirilmistir. Etidyum bromiir
ile boyanmig 6rnekler jel goriintiileme cihazinda (Vilber Lourmat, France, CN-115)
uv lambasinda incelenmis ve goriintiiler kaydedilmistir.

Insan TBX3 mRNAsina 6zgii primerler: (GenBank no: NM_016569) Lokalizasyon

Sol primer: 5’-CCGCTACTGGGGAACAGTGG 3200-3219

Sag primer: 5’-CTCATCAGAGGTCCCATTCTCC 7767-1746

Bu primerler, Tbx3’tin her iki izoformunu da tanmiyacak sekilde
tasarlanmiglardir. Tbx3+2a iiriinii 443 bp, Tbx3 iiriinii ise 385 bp biiytikliigiindedir.

Insan GAPDH mRNAsina 6zgii primerler: (GenBank no: XR_018317) Lokalizasyon

Sol primer: 5’-TGAACGGGAAGCTCACTGG 672-690
Sag primer: 5’-TCCACCACCCTGTTGCTGTA 978-959
PZR iiriinii 307bp biiytikliigiindedir.

4.7.2. Es-zamanh niceliksel PZR (real-time quantitative PCR)
Bu amacla hem SYBR Green I hem de daha 6zgiin bir ydontem olan TagMan
problari kullanilmistir.

4.7.2.1. SYBR Green I kullanmilarak yapilan es-zamanh niceliksel PZR

Yukarida anlatilan sekilde elde edilen cDNA’lar, DNA master SYBR Green |
kiti (ROCHE, Germany, 03 515 869 001) ile LightCycler 2.0 cihazinda (ROCHE,
Germany, 03603962001) incelenmislerdir. Kisaca, asagida dizinleri ve
lokalizasyonlar1 belirtilmis olan primerler 0.3 uM konsantrasyonda olacak sekilde
ayarlanmis ve 1 pul cDNA eklenerek kit i¢indeki master miks ile iiretici firmanin
onerdigi miktarda karistirilarak toplam 20 pl hacimde reaksiyon hazirlanmistir. Her
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bir ornek i¢in, ikiser adet Tbx3’e 0Ozgii primerler ile ikiser adet GAPDH’a 6zgii
primerler kullanilarak toplam 4 reaksiyon kurulmustur. Hazirlanmis olan
reaksiyonlar LightCycler kapillerlerine alinmis ve cihaza yerlestirildikten sonra tablo
4.1°de belirtilen kosullar programlanmustir. Uriinlerin 6zgiinliigii erime egrisi analizi
(melting curve analysis) yanisira klasik elektroforez ile PZR iiriinlerinin boylarin
saptanmast ile gerceklestirilmistir. Sonuclar, LightCycler 2.0 yazilim ile
degerlendirilmis ve degerler, her bir 6rnek icin GAPDH mRNA diizeylerine gore
normalize edilerek verilmistir.

Insan TBX3 mRNAsina 6zgii Primerler: (GenBank no: NM_016569) Lokalizasyon

Sol primer: 5’-CCGAAGAGAAAAAAGAAAACAGC 1890-1913
Sag primer: 5’-GGGACATAAATCTTTGTGGTTCGAT 2074-2050
PZR iiriinii 184bp biiyiikliiglindedir.

Insan GAPDH mRNAsina 6zgii primerlerin dizinleri bir onceki boliimde
belirtilmistir.

Tablo 4.1. SYBR Green I ile kullanilan PZR kosullari.

Ram
Program Sicaklik | Siire Ratep Dongii | Acquisition | Analiz modu
(°C/sn) modu
Baslangi¢
aktivasyonu 95°C | 10dk 20 1 Yok Yok
95°C | 10sn 20 Yok
PZR dongiisii| 56°C |5sn 20 45 Yok Kuantifikasyon
72°C | 8sn 20 Tek
Erime Egrisi | 95°C |0 20 Yok
(Melting 65°C | 15sn 20 1 Yok Erime egrisi
Curve) 90°C [0 0.1 Siirekli
Sogutma 40°C | 30sn 20 1 Yok Yok

4.7.2.2. TagMan Problar: kullanmilarak yapilan es-zamanh niceliksel PZR

Bu amagla, asagida dizinleri ve lokalizasyonlar belirtilen primer-prob seti
kullanilmis ve LightCycler TagMan Master kiti (ROCHE, Germany, 04 535 286
001) ile iiretici firmanin Onerileri dogrultusunda reaksiyon hazirlanmistir. Bu
analizde reaksiyonlar toplam 20 ul hacimde hazirlanmis ve 5 ul cDNA i¢in 0.3 uM
primer ile 0.08 uM probe Onerilen miktardaki master miks ile karistirilmistir.
Reaksiyon kapillerleri LightCycler cihazina yerlestirildikten sonra tablo 4.2°de
goriilen kosullar programlanmis ve sonuglar LightCycler yazilim ile analiz edilmistir.
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Insan TBX3 mRNAsina 6zgii primerleri: (GenBank no: NM_016569) Lokalizasyon

Sol primer: 5’-AAAAATAGACAACAACCCTTTTGC 1840-1863
Sag Primer: 5’-TGCAGGGTGAGCTGTTTTC 1923-1905
PZR iiriinii 84 bp biiyiikliiglindedir.

Tbx3’e 6zgii prob (Universal ProbeLibrary probe: #47, kat. no: 04688074001)

5’-ACACTGGA 1878-1885

Tablo 4.2. TagMan problart ile es zamanli niceliksel PZR kosullari.

Acgusition
Program Sicaklik | Siire | Dongii Mod Analiz Modu
PZR Baslangi¢
Aktivasyonu 95°C | 15dk 1 Yok Yok
95°C | 10sn Yok
PZR Dongiisii | 52°C | 30sn 45 Yok Kuantifikasyon
72°C | Isn Tek
Soguma 40°C | 30sn 1 Yok Yok

4.8. Istatistik

Degiskenler ortalamazstandart sapma seklinde ifade edilmistir. Gruplar
arasindaki farklarin istatistiksel 6nemliligi icin Mann-Whitney U Testi ve Student’s ¢
Testi yapilmistir. Yapilan analizler sonucunda gruplar arasinda istatistiksel olarak
onemli fark tespit edilen degiskenler icin p<0.05 kabul edilmistir. Kritik nokta (esik
deger) ROC egrisi analizi ile belirlenmistir. 2.8 bulunan esik degerinin iistiindekiler
yiiksek, altindakiler ise diisiik deger olarak yorumlanmaistir.
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BULGULAR

5.1 Calisma Gruplar

Calismaya, 30 saglikli birey ile 23 hasta katilmistir. Literatiirde Tbx3 mRNA
ve protein diizeylerinin hangi tiir hematolojik malignitelerde degisiklik gosterdigine
ait bir yayin bulunmadigindan, ilk basamak icin, tamis1 dikkate alinmaksizin
calismaya katilmayi kabul eden tiim hastalar degerlendirmeye alinmistir. Hastalarin
12 tanesi cocuk, 11 tanesi ise eriskin yas grubundadir. Cocuk hastalarin tiimii akut
lenfositik 16semi (ALL) tanist almis iken erigskin hastalarin tanilari; akut myeloid
Iosemi (AML, n=6), kronik lenfositik 16semi (KLL, n=3), Burkitt Lenfoma (BL,
n=1) ve multiple myeloma (MM, n=1) olarak dagilim gostermistir. Hastalarin yas,
cins ve klinik tanilarina gore dagilimlari tablo 5.1°de verilmistir.

Tablo 5.1. Hastalarin tanilari, hastalarin ve kontrollerin yaslar1 ve cinsiyetleri (hasta n=23; kontrol

n=30).
Cinsiyet Yas Tam
Erkek Kadin ort. ALL AML KLL BL MM

Cocuk

Hasta 6 6 4 12

n=12 | (%26.08) | (%26.08) (%52.17)
Yetiskin

Hasta 7 4 50.1 - 6 3 1 1

n=11 (9%30.43) | (%17.4) (%26.09) | (%13.04) | (%4.35) | (%4.35)
Kontrol 14 16

n=30 (% 46.7) | (% 53.3) 33.29

5.2. Klasik PZR ile TBX3 mRNA Diizeyinin Saptanmasi

Ekspresyon caligmalarinda, 6zellikle de incelenen genin ekspresyonunun olup
olmadiginin bilinmedigi dokularda c¢alisilirken, gerek PZR kosullarinin optimize
edilmesi, gerekse ekspresyon diizeyine bir referans olusturulmast acisindan
reaksiyonlara bir pozitif kontrol eklenmesi gerekmektedir. Tbx3’iin erigkin
dokularinda eksprese oldugu, ancak diizeyinin dokular arasinda farkliliklar gosterdigi
bilinmektedir > *°. Laboratuvarimizda A.U. Bilimsel Aragtirma Projeleri Birimi
destegi ile yiiriitilen bir diger proje kapsaminda (2004.01.0200.003) Tbx3
ekspresyonunun insan karaciger dokusunda fazlaca bulundugu saptanmistir. Bunun
tizerine bir dizi karaciger kanseri (HCC) hiicre hattinda Tbx3 ekspresyon diizeyleri
incelenerek deneylerimiz i¢in bir pozitif kontrol olusturulmasi amaclanmistir. Sekiz
adet HCC hiicre hattindan elde edilen cDNA, Tbx’iin her iki izoformunu da
taniyacak sekilde tasarlanmis primerler kullanilarak PZR ile ¢ogaltilmis ve PZR
irinleri, agaroz jel elektroforezi sonrasi goriintiilenmistir (Sekil 5.1). Goriildiigi
gibi, bes hiicre hattinda Tbx3’ilin her iki izoformunun da varlig1 saptanmis ancak
ekspresyon diizeylerinin SNU 475 ve Mahlawu hiicre hatlarinda digerlerine gore
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daha kuvvetli oldugu saptanmistir. Bu deney ile hem ideal PZR kosullar1 (dongii
1silart ve primer/cDNA konsantrasyonlart) olusturulmus hem de bu iki hiicre hattinin
Tbx3 mRNA ekspresyon calismalarinda pozitif kontrol olarak kullanilabilecegi
ortaya konmustur.

1
e
o+

P53 mutation

SNU 3877 +

Mahlavu | +
Sk Hep 1
Hep 3B
SNU 475 | +
SNU 182 | +
SNU 423

Huh 7

440 bp .

380 bp=— Thx3

Sekil 5.1. Hepatoselliilerkarsinoma hiicre hatlarinda TBX3 gen ekspresyonu: Mahlawu,
Hep3B, Huh7, SNU475, Snul82 ve SNU 3877 (p53 yabanil); SkHepl (p53 yok) ve
SNU423 (p53 durumu bilinmiyor) hepatoseliiler karsinoma hiicrelerinden izole edilen
mRNA’lar AMV reverse transkriptaz ile cDNA’ya doniistiiriilmiis ve TBX3’lin her iki
izoformunu da tamyacak primerler kullanilarak PZR ile ¢ogaltilmistir. PZR iiriinleri
%2’lik agaroz jelde aynistirlmigs ve TBX3+2a’ya ait 443 bp ile TBX3’e ait 383 bp
uzunlugundaki tiriinler etidyum bromiir ile boyandiktan sonra goriintiilenmistir.

HCC hiicre hatlarinda, TBX3 ve ayn1 sekilde GAPDH primerleri ile
cDNA’larinin ¢ogaltilmasi icin gerekli deney kosullarinin optimize edilmesinden
sonra, ¢alismaya dahil edilen hasta ve saglikli bireylerin periferik kan mononiikleer
hiicrelerinden RNA izole edilmis ve cDNA’ya doniistiiriilmiistiir. Elde edilen
cDNA’larin kalite ve miktar kontrolii, GAPDH’ye ozgii primerler kullanilarak
gerceklestirilen PZR ile yapilmistir (Sekil 5.2). Goriildiigii gibi GAPDH’ye 6zgii
primerler kullanilarak yapilan reaksiyonlarda beklenilen biiyiikliikte, tek ve temiz bir
band gozlenmistir. Bu deney, olgulardan RNA izolasyonu ve cDNA olusturulmasinin
basaritli ve cDNA Kkalitesinin iyi oldugunun gostergesidir. Ancak ayni cDNA’lar,
Tbx3’e 6zgii primerler kullanilarak ¢ogaltiginda, higbir {iriin elde edilememistir. Bu
deneyler sirasinda kullanilan PZR kosullarinda Tbx3 pozitif kontroliiniin ¢aligmis
olmasi, teknik bir hatanin veya uyumsuzlugun olmadigina isaret etmektedir.
Dolayisiyla bu negatif sonucun, insan kanindan elde edilen hiicrelerde Tbx3
diizeylerinin ¢ok diisiik olmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmiis ve daha hassas
ve niceliksel olan yontemler kullanilarak hasta ve kontrol gruplarinin incelenmesine
karar verilmistir.
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Sekil 5.2. Baz1 hasta ve kontrollerde GAPDH gen ekspresyonu: Hasta ve kontrollerin kan ve/veya
kemik iliklerinden elde edilen mRNA, AMV reverse transkriptaz ile cDNA’ya
doniistiiriilmiis ve GAPDH’a 6zgii primerler kullanilarak PZR ile cogaltilmustir.

5.3. SYBR Green I ile es-zamanlh niceliksel PZR kullanilarak Thx3 mRNA

diizeylerinin saptanmasi

DNA cift zincir yapisina baglanan ve floresans veren boyalar, eszamanli PZR
teknolojisinde siklikla kullanilmakta ve bilgisayar ortaminda reaksiyonun gidisati
adim adim izlenmektedir. Es-zamanli PZR’nin klasik PZR den en onemli farki ise
tiriinlerin doygunluga ulasilan en son noktada degil (6rnegin 40 dongii sonrasi),
baslangictan itibaren izlenebilmesidir. Bu durum o6zellikle mRNA ekspresyon
calismalarinda 6nem kazanir. Zira baslangic materyalinin O6rnekler arasinda farkli
olmasi1 (6rnegin Tbx3 mRNA diizeyinin bir 6rnekte ¢ok yliksek, diger ornekte ise ¢ok
diisik olmasi gibi) ancak es zamanli PZR ile ortaya konulabilir. SYBR Green I
floresans boyasinin PZR de isleyis bicimi sekil 5.3’de gosterilmistir. Goriildiigii gibi
ortamda bulunan floresans boya, ¢ift zincir halinde oldugu takdirde ortamdaki her
DNA molekiiliine yapigsmaktadir. Ortamdaki DNA molekiil sayis1 arttik¢a, baglanan
boya miktarida artacagindan floresan Sl¢iimlerinde de yiikselme goriilmektedir. Yani
es zamanli niceliksel PZR reaksiyonlarinda ne kadar fazla iiriin varsa o kadar yiiksek
floresans degeri elde edilmektedir.

Uygulamasinin kolay olmas1 ve diger niceliksel PZR yontemlerine gore daha
ucuz olmasi nedeniyle olgularimizdaki Tbx3 ve GAPDH diizeylerinin oncelikle bu
yontem ile saptanmasina karar verilmis ve bu amacla Tbx3 mRNA’sina 6zgii ancak
daha once kullanilan primerlerden farkli bir set primer daha tasarlanmistir. Bunun
nedeni, SYBR Green I ile niceliksel PZR uygulamalarinda en verimli sonucun en
fazla 200 bp uzunlugundaki iiriinlerden alinmasidir. Bu primer setinin PZR
kosullarinin optimizasyonu yine pozitif cDNA (Mahlawu/SNU 475 karaciger kanseri
hiicre hatlar1) kullanilarak yapilmistir. Sekil 5.4 (Mahlawu PZR) goriildiigii gibi 180
bp biiyiikliigiindeki Tbx3 cDNA’s1 Mahlawu hiicre hatlarinda net bir sekilde ortaya
konulmustur.
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Sekil 5.3. SYBR Green I caliyma mekanizmasi: A. PZR dongiisii sirasinda
denatiirasyon fazinda DNA iplik¢ikleri ayrilir. B. Eslesme fazinda
primerler (oklarla gosterilmistir) DNA’ya yapisir. C-D. Uzama fazinda ise
DNA’nin kopyast ¢ikartilarak yeni bir zincir olusturulur. Ortamda bulunan
SYBR Green I floresan boyast, her cift zincirli DNA molekiiliine yapisma
egilimindedir ve DNA molekiil sayis1 arttik¢a flouresan yayilimi da artar.

hdah.

Sekil 5.4. Mahlawu hiicre hattinda Thx3 mRNA
ekspresyonu: SYBR Green I ile niceliksel PZR
uygulamalarinda kullanilmasi planlanan primer
seti kullanilarak Mahlawu hiicrelerinden elde
edilen cDNA c¢ogaltilmis ve bu primer seti i¢in
uygun PZR kosullar1 optimize edilmistir.
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Daha sonra SYBR Green I kullanilarak hasta ve saglikli bireylerin periferik
kanindan elde edilen cDNA’lar ile Tbx3 ve GAPDH mRNA’s1 ekspresyon
diizeylerine bakilmistir. Sekil 5.5’da goriildiigi gibi olgularin amplifikasyon egrileri
26. dongiiden itibaren baglarken, pozitif kontrol olarak kullanmilan SNU 475 HCC
hiicre hatlarindan elde edilen cDNA’nin Tbx3 amplifikasyonu 20. dongiide (sekil
5.5.A), GAPDH amplifikasyonu ise 12. dongiide baslamaktadir (sekil 5.5.B). Bu
durum, pozitif kontrol i¢in kullanilan baslangic ¢cDNA miktarinin olgularin
mononiikleer hiicrelerinden elde edilen cDNA miktarlarindan daha fazla oldugunun
gostergesidir. Pozitif kontrolde her iki amplifikasyonun basarili olmasi ise kullanilan
sartlarin ve 1s1 programlarinin uygunlugunu ispatlamaktadir. Hasta ve kontrol
ornekleri incelendiginde; Tbx3 diizeylerinin oldukca diisiik olmakla birlikte (en
erken 26. dongiide amplifikasyon baslamaktadir), izlenebilir boyutlarda oldugu
ancak diizeylerin ornekler arasinda farkliliklar gosterdigi anlasilmaktadir (Sekil
5.5.A). Bu farkliligin dogrudan Tbx3 diizeyleri ile ilgili oldugu, yani kullanilan
cDNA miktarinin o6rnekten ornege farklilik gostermediginin ispati ise GAPDH
mRNA diizeyleri ile saglanmistir (Sekil 5.5.B). Goriilecegi iizere, pozitif kontrol
hari¢ tiim o6rneklerin GAPDH amplifikasyonuna bagh floresans ol¢iimii 26. dongii
sirasinda olusmaya baslamistir ki bu da reaksiyon baslangicinda ortama konulan
cDNA miktarinin tiim olgu 6rneklerinde esit oldugunun gostergesidir. Boylece, Tbx3
ekspresyonunun gerek saglikli bireylerde gerekse hastalarda diisiik diizeyde de olsa
bulundugu ve bireyler arasinda farkliliklar gosterdigi saptanmistir. Olgularda ancak
es-zamanli PZR kullanilarak Tbx3 diizeylerinin saptanabilmesi ve floresans miktari
verilerine gore yapilan niceliksel hesaplamalarda degerlerin diisiik olarak bulunmasi,
klasik PZR ile herhangi bir sonu¢ alinamamasin da aciklamaktadir.

Deneme amagli yapilan bu ilk ¢alismada, 3 saglikli birey ve 13 hasta
cDNA’s1 incelenmistir. Ancak bu deneyin erime egrisi (melting curve analysis)
analizlerinde 6zellikle Tbx3 amplifikasyonunda (Sekil 5.5.C), iki adet pik olustugu
saptanmistir. Erime egrisi analizi; reaksiyon sonunda yapilan bir 1s1 programi ile
ortamda bulunan DNA molekiillerinin boyuna, dizinlerine ve GC iceriklerine gore
gruplandirilmalarini saglamaktadir. DNA iplikg¢ikleri, ortam 1s1s1 arttik¢a birbirinden
ayrilir, dolayisiyla sadece cift zincirli DNA’ya baglanabilen SYBR Green I boyasinin
yaydig1 floresans da iplikler ayrildik¢a azalir. Sekil 5.5.C ve D’de iist kisimda
orneklerin floresans degerlerinin 1s1 artimina paralel olarak azaldig1 goriilmektedir.
Bu c¢izelgenin birinci negatif tiirevinin alinmasiyla olusturulan c¢izelge ise her bir
ornek icin olusan erimeyi pik tarzinda gostermektedir (melting peaks). Bu analizde
her bir DNA’nin uzunlugu ve dizin igerigi farkli oldugundan farkli pikler olusacaktir.
Nitekim GAPDH erime analizi tablosu incelendiginde (Sekil 5.5.D), negatif kontrol
hari¢ tim Orneklerin ayni noktada ve tek bir pik verdigi goriilmektedir. Bu da
reaksiyon icindeki tiim {iiriinlerin 6zgiin ve GAPDH’a ait oldugunun gostergesidir.
Negatif kontrol olarak kullanilan Ornekte ortama sadece primerler konmus, cDNA
konmamistir. Dolayisiyla farkli noktadaki erime piki de GAPDH’a ait degil, primer
dimer olusumuna baglidir. GAPDH egrilerindeki diizgiinlige karsin, Tbx3
orneklerinin iki pik olusturdugu gozlenmektedir. Bu durum, elde edilen PZR
tiriiniinde Tbx3 yanisira 6zgiin olmayan iiriinlerin de bulundugunu gostermektedir.
Dolayisiyla A sikkinda gozlenmis olan floresans degerlerinin, 6zgiin olan ve
olmayan tiim {iriinlerden kaynaklandigi anlasilmaktadir. Reaksiyon kosullart ve
MgCl, konsantrasyonu degistirilerek defalarca tekrarlanan deneyler sonrasinda bile
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0zgiin olmayan PZR iiriinlerinin olusumu engellenememistir. Bu sartlar altinda elde
edilen floresans degerlerin dogrudan Tbx3 diizeyini yansitamayacagi diisiiniilerek
bagska bir yontemle es-zamanli PZR uygulamasi yapilmasina karar verilmistir.
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Sekil 5.5. SYBR Green I kullanarak es-zamanhh PZR ile Tbx3 diizeylerinin saptanmasi: A. Tbx3
mRNA’sina 6zgii primerler kullanilarak yapilan amplifikasyon ciktisi. B. GAPDH mRNA’sma 6zgii
primerler kullanilarak yapilan amplifikasyon ¢iktisi. C. Tbx3 amplifikasyon {iriinlerinin erime analizi.
D. GAPDH amplifikasyon iirtinlerinin erime analizi.
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5.4. TagMan problari ile es-zamanh niceliksel PZR kullanilarak Tbx3 mRNA

diizeylerinin saptanmasi

TagMan problar1 ile yapilan es-zamanli PZR’de de floresans boya
kullanilmakta ancak SYBR Green I de oldugu gibi boya dogrudan reaksiyon icine
konulmamaktadir. Bu yontemde, sag ve sol yonde ilerlemeyi saglayacak bir cift
primer seti yanisira prob olarak adlandirilan ve sadece 8-9 niikleotidten olusan 6zel
primerler kullanilmaktadir. Floresans boya da probun sentezlenmesi sirasinda iizerine
yerlestirilir (reporter) ve sadece DNA’daki 6zgiin bolgesine baglandigi zaman 1s1ma
vermesi icin de probun diger ucuna 1stma olusumunu engelleyecek bir bagska
kimyasal yap1 konulur (quencher). Sekil 5.6’de izlenebilecegi gibi, reaksiyon
sirasinda DNA denatiirasyonunu takiben eslesme fazinda hem primerler hem de prob
DNA iizerindeki 6zgiin bolgelerine baglanirlar, bu esnada prob herhangi bir 1s1ma
vermemektedir. PZR reaksiyonunun uzama fazinda primerlerden baslayarak yeni
DNA iplik¢iginin olusmasiyla birlikte prob da yerinden sokiiliir ve engelleyici
yapidan uzaklastig1 i¢in 151ma vermeye baslar. Yani burada 1s1ma ancak 0zgiin {iriin
amplifiye olursa gerceklesmektedir.

A 57
S ] 3
Forward prirer
reporer guencher
Reverse primer
J—_—
¥ 3°
B 3 5
5 3—-75 3
Forsard prirer
quencher
repo Reverse pritner
+— . 5’
¥ 3
L ), — =5
ST G &g o
Forward
priter :
e o e neher Feweree primer
+ ey I
5’ 3

Sekil 5.6. TagMan probunun cahisma prensibi: A. Primerler ve
prob tek zincirli DNA’ya baglamir. B. Karsit zincir
sentezlenir ve Taqg DNA polimerazin 5’ niikleaz aktivitesi
ile bildirici boya yerinden ¢ikartilir ve floresans vermeye
baslar. C. Prob pargalanarak hedef DNA’dan ayrilir (Roche
Molecular  Biochemicals Technical Note’tan  alint1
yapilmustir).
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Bu yontem ile olgularimizin Tbx3 mRNA diizeyleri incelendiginde, pozitif
kontrollere gére mononiikleer hiicre cDNA’larinin daha diisiik diizeyde Tbx3 igerdigi
(amplifikasyon ancak 22-23. dongiilerde baslamistir) ancak egrilerin son derece
diizglin olustugu saptanmistir (Sekil 5.7). Bu yontemde 6zgiin olmayan bir {iriin
amplifiye edilemeyeceginden, egrilerin Tbx3 amplifikasyonuna bagli olarak
olustuguna karar verilmis ve floresans nicelik degerleri hesaplanarak sonuclar grafik
haline getirilmistir.

SYBR Green I deneylerinde kullanilan cDNA’lar burada da ayn1 miktarda
kullanildigindan, ornekler arasinda cDNA miktar1 acisindan bir fark olamayacagi
diisiiniilerek GAPDH ekspresyonu ayrica incelenmemistir.
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Sekil 5.7. TagMan problar1 kullanilarak yapilan es-zamanh PZR ile Tbhx3
diizeylerinin saptanmasi: SNU 475 HCC hiicre hatti cDNAs1 pozitif
kontrol olarak iki farkli diliisyonda kullamilmistir. Negatif kontrolde ise
sadece primer-prob seti reaksiyona konulmus, cDNA eklenmemistir.

Hasta ve saglikli bireylerin TBX3 diizeylerini gosteren floresans degerlere
gore bir grafik cizildiginde hastalarin cogunda saglikli bireylere gore bir artig oldugu
goriilmiistiir (p=0.001; sekil 5.8).
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Sekil 5.8. Hasta ve Kontrol Gruplarinda Tbx3 mRNA diizeyleri: TagMan
problari  kullanilarak  yapilan  es-zamanli  niceliksel PZR
uygulamasinda elde edilen floresans degerlere gore olusturulmustur
(p=0.001; hasta n=23; kontrol n=30)

Ancak gerek saglikli bireylerde gerekse hastalardaki Tbx3 degerlerinin kisiler
arasinda biiyiik oranda varyasyon gosterdigi de saptanmustir. Hasta kisilerdeki bu
farkli degerler, klinik taniya veya hastaligin evresine bagl olarak gelisebileceginden
caligmaya katilan kisilerin klinik ve laboratuvar 6zellikleri ile Tbx3 mRNA’s1 diizeyi
Olctimlerinden elde edilen floresans degerler karsilastirllmistir (Ek 5 ve 6). Ancak
klinik taniya bagl olarak Tbx3 degerlerinde belirgin bir degisim saptanmamustir.

Tablo 5.1’de de belirtildigi gibi, caligmaya katilan 23 hastanin 12 tanesi
cocuk olup hepsi de ALL tanis1 almistir ve bu grup tiim hastalarin %352.17 sini
olusturmaktadir. Bunu, %26.09 ile AML tanis1 almis olan hastalar takip etmektedir
(n=6). ALL hastalarinin, TagMan problar: ile yapilan niceliksel PZR sonrasi elde
edilen floresans degerlerinin ortalamasi1 alinarak (4.47+1.79), kontrollerden elde
edilen degerler ile (2.72+1.49) karsilastirilmast sonucunda ALL hastalarinin Tbx3
diizeylerinin kontrollere gore artmis oldugu bulunmustur (p=0.002, sekil 5.9).
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Sekil 5.9. ALL tams1 almis hastalarin Tbx3 mRNA diizeyi: ALL hastalari
ve saglikli kontrollerin TagMan problar1 ile yapilan niceliksel PZR
soncunda elde edilen floresans degerlerinin ortalamast alinmis ve
ALL hastalarinda (4.47+1.79) kontrollere gore (2.72+1.49) daha

yiiksek diizeyde Tbx3 bulundugu saptanmistir (p=0.002; ALL n=12;
kontrol n=30).

AML tamist almis hastalarin sayisi diisiik oldugundan istatistiksel analiz
yapilamamustir. Hematolojik maligniteler genel anlamda koken aldiklar hiicre tipine
ve hastaligin gidisatina gore simiflandirildiklarindan akut 16semiler ile saglikli
bireyler arasinda Tbx3 mRNA diizeyi acisindan fark olup olmadigr da incelenmistir.
Tim ALL ve AML tanis1 almis hastalarin floresans degerleri ortalamalari
(4.62+1.69), saglikli bireylerin ortalamalar1 ile karsilastirilinca, istatistiksel olarak
onemli bir fark bulunmustur (p=0.001, sekil 5.10).

Floresans seviyesi
w N
—

Kontrol ALL+AML

Sekil 5.10. ALL ve AML hastalarindaki Thx3 mRNA diizeyi:
Ortalamalar esas alindiginda, ALL ve AML
(4.62+1.69) hastalarinda kontrole (2.72+1.49) gore daha
yiikksek diizeyde TBX3 mRNA’s1 saptanmistir (p=0.001;
ALL ve AML n=18; kontrol n=30).
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ALL ve AML disinda tam1 almis olan hastalarin sayilarn istatistiksel
degerlendirme yapabilecek sinirin altinda olmasi nedeniyle (3 adet KLL ve 1’er adet
Burkitt lenfoma ve multiple myeloma tanist almig hastalar) karsilastirma
yapilmamustir.

Olgular ve yontem boliimiinde belirtildigi gibi hastalarin 8 tanesinin periferik
kan Ornekleri yanmisira kemik iligi Orneklerinden de Tbx3 mRNA diizeyleri
calisiilmistir. Kan ve kemik iligi orneklerinde Tbx3 diizeyleri agisindan istatistiksel
olarak onemli bir fark saptanmamustir (Sekil 5.11).

Floresans seviyesi
(5}
°
o
1

4,00
3,00 J_
2,00 ]
T T
Kemik iligi Kan

Sekil 5.11. Periferik kan ve kemik iligi 6rneklerinde Thx3 mRNA diizeyi:
TagMan problar1 kullanilarak yapilan niceliksel PZR sonucunda elde
edilen floresans degerlerinin ortalamasi almip karsilastirildiginda
periferik kan mononiikleer hiicre Tbx3 degerleri (4.35+1.54) ile kemik
iligi hiicreleri Tbx3 degerleri (4.75+1.66) arasinda Onemli bir fark
saptanmamustir (p=0.636; kan ve kemik iligi n=8).

Kemik iligi 6rnekleri ¢alisilan hastalarin hem kan hem de kemik iliklerindeki
blast hiicre oranlar1 verilmistir (Tablo 5.2). Ornek sayis1 az olmasina karsin, periferik
kandaki blast hiicre oraninin ¢ogunlukla %20’den fazla oldugu goriilmektedir.
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Tablo 5.2. Kemik iligi 6rnekleri ¢aligilan hastalarin kan ve kemik iliklerindeki Tbx3 mRNA diizeyi
ve blast hiicre oranlar1 (n=8).

Kan Kemik iligi
Fluoresans Blast hiicre Fluoresans Blast hiicre
seviyesi oram (%) seviyesi oram (%)
NK 3.68 - 3.43 -
HY 2.60 80 5.42 -
DKG 3.33 10 4.43 100
MS 3.84 60 2.63 80
FA 6.70 96 6.70 80
oc 5.55 60 7.25 80
FK 6.10 40 4.90 80
7Y 3.00 26 3.20 80

5.5 Thx3 Protein Diizeyinin Saptanmasi

Tbx3 mRNA diizeyindeki degisiklikleri protein diizeyinde de inceleyebilmek
amaciyla gerek karaciger kanseri hiicre hatlarindan gerekse olgularin mononiikleer
hiicrelerinden total protein izolasyonu yapilmis ve anti-Tbx3 antikoru ile immunoblot
uygulanmistir. Ancak, anti-aktin antikoru ile yapilan immunoblotlarda aktin
proteininin  gOriintiilenmesine  ragmen  Tbx3  proteini  higbir  kosulda
goriintiillenememistir. Anti-aktin ile elde edilen sonuclar, protein izolasyonu ve SDS-
PAGE ile ayrnistirma islemlerinde herhangi bir teknik sorun olmadiginin
gostergesidir. Farkl siirelerde ve konsantrasyonlarda defalarca uygulanan anti-Tbx3
antikoru ile sonug¢ alinamamasi ise, satin alinan antikorun belki de uygun kosullarda
sevk edilmediginden bozulmus olmasina baglanmistir. Proje kapsaminda kullanilan
paranin yeterli olmamasi nedeniyle ikinci bir antikor satin alinamamaistir.
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TARTISMA

Embriyolojik gelisim esnasinda Ozellikle {iist ekstremite ve bazi1 salgi
bezlerinin gelisiminde rol oynayan Tbx3, eriskin dokularda da eksprese edilmekte
ancak eriskin hiicrelerdeki fizyolojik fonksiyonlar1 bilinmemektedir. Bugiine kadar,
Tbx3’{in eriskin dokulardaki ekspresyonu sadece kanser olusumu ile ilintilendirilmis
3:6.3557 yo deneysel olarak, hiicre dongiisiinii durduran proteinleri baskilayarak, hiicre

yaslanmasini engelledigi ve hiicreleri asir1 boliinmeye yonlendirdigi gosterilmistir
10, 11,45

B lenfosit hiicre hatlariyla kiiltiir ortaminda yapilan calismalarda; Tbx3 ve
Tbx2 diizeylerinin olgun olmayan hiicrelerde yiiksek oldugu, fakat hiicreler
olgunlastik¢a her iki protein diizeyinin giderek azaldigi saptanmistir (B.Bilican ve U.
Yavuzer, yayinlanmamig veriler). Bu nedenle de hematolojik malignitelerde Tbx3’iin
rol alabilecegi diisiiniilmiis ve islevinin molekiiler mekanizmasini ortaya ¢ikaracak
deneylere bir baglangic olmak iizere, Oncelikle bu tiir hastaliklarda Tbx3
diizeylerinde bir degisim olup olmadiginin arastirilmasina karar verilmistir.

Calismamiza 12’si cocuk olmak iizere toplam 23 hasta katilmistir. Tbx3
mRNA  diizeylerinin  hangi tiir hematolojik malignitelerde  degisecegi
ongoriilemediginden baslangicta belli bir gruba agirlik verilmemistir. Ancak ¢ocuk
hastalarin tiimiiniin ALL tanis1 almis olmasi nedeniyle karsilastirma temel olarak bu
grup maligniteler i¢in yapilmis ve Tbx3 diizeylerinin saglikli bireylere gore 6nemli
derecede arttig1 saptanmistir (p=0.002). Ancak, kontrol grubunu olusturan saglikli
bireyler erigkin kisilerden olusmaktadir. Saglikli ¢ocuklarin ebeveynleri ¢alismaya
katilmay1 kabul etmediklerinden yasa uyumlu bir kontrol grubu olusturulamamustir.
Literatiirde her ne kadar erigkin hiicrelerdeki Tbx3 diizeylerinin yasa bagh olarak
degistigine dair bir bilgi bulunmasa da, kontrol grubunun bu anlamda ideal sartlari
yerine getirmedigi agiktir. Erigkin hasta grubu ise 11 kisiden olusmustur. Klinik
tanilarina gore gruplandirildiklarinda, her bir gruba diisen hasta sayisi istatistiksel bir
degerlendirme  yapilabilecek  smirin  altinda  kaldigindan  degerlendirme
yapilamamistir. Ancak gerek cocuk gerekse erigskin hastalarin periferik kan
mononiikleer hiicrelerindeki Tbx3 diizeyi Olclimlerinden elde edilen floresans
degerlere bakildiginda (Ek 5 ve 6), 3 kisi hari¢ hastalarin tiimiinde degerlerin ROC
egrisi analizi sonucunda elde edilen 2.80’den yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu da
Tbx3’lin, belki de klinik tam1 farki gozetmeksizin, tiim hematolojik kanserlerde
artabilecegini gostermektedir. Ancak bu konu ile ilgili olarak kesin sonuca varmak
icin hasta serilerinin arttirllmas1 ve daha giivenilir istatistiksel karsilagtirmalar
yapilmasi gerekmektedir. Saglikli bireylerdeki Tbx3 diizeylerinin kisiler arasinda
biiylik farkliliklar gostermesi ve 10 kiside de giivenli sinir olan 2,80 degerinin
tizerinde bulunmasinin nedenleri ise heniiz anlasilamamastir.

Hematolojik malignite etyopatogenezinde, homolog olmayan kromozomlar
arasinda olusan translokasyonlar en Onemli yeri tutmaktadirlar. Bunun yanisira
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translokasyona neden olan proteinleri kodlayan genler ve bir ¢ok genin
ekspresyonunu kromatin yapisint degistirerek (asetilasyon, metilasyon gibi olaylar
ile) diizenleyen gen iiriinleri de 10semi gelisimine neden olmaktadirlar.
Translokasyona neden olan olaylar zinciri tam olarak bilinmese de 16semide goriilen
kromozomal translokasyonlarimin [t(4;11), t(9;11), t(8;21), inv(16), t(15;17),
t(12;21), t(1;19) ve t(9;22) dahil olmak iizere] genomik kirilma bolgeleri klonlanmig
ve MLL, AF4, AF9, AML1, ETO, CBFB, MYHI1, PML, RARA, TEL, E2A, PBXI,
BCR ile ABL gibi genlerin bu bolgelerde lokalize olduklart saptanmustir .
Dolayisiyla, her bir tip losemide farkli gen {iriinleri rol oynamaktadir ve timor
baskilayicilarin inhibe edilmesi yanisira, yeni onkogenlerin olusmasi veya proto-
onkogenlerin durdurulamayan aktivasyonu ortaya cikabilmektedir. Translokasyon
bolgelerinin rastgele bir dagilim gostermemesinin nedeni, yapisal olarak bu
bolgelerin kirilmalara karsi direngsiz olmalarindan kaynaklanmaktadir ®'. Bunun
tizerine bir de DNA tamir mekanizmalarindaki eksiklikler eklenince, kirik bolgeler
tamir edilememekte ve istenmeyen gen iiriinlerinin olusmasina neden olan
translokasyonlar meydana gelmektedir. Bu nedenle 16semilerin gelisiminde sadece
yukarida bahsedilen genler degil, DNA tamirinde rol oynayan genler (ATM, ATR
gibi) ve DNA metilasyonu ve asetilasyonunu regiile eden genler de etkin
olmaktadirlar ®,

Tbx3’iin regiilasyonu hakkinda ¢ok detayl bilgi olmamasina ragmen, retinoik
asid reseptorii (B. Bilican, yaymnlanmamis veriler) ve b-catenin’in Tbx3 promoterine
baglanarak Tbx3 ekspresyonunu arttirdigr bilinmektedir ®. B-catenin, Wnt sinyal
yolaginda gorev alan bir transkripsiyon faktoriidiir ve ilging olarak bu yolak bazi tip
losemilerin gelisiminde de etken rol oynamaktadir. Losemi etyopatogenezinde rol
oynayan ¢ok sayida farkli gen ve sinyal yolaginin hangilerinin Tbx3 regiilasyonunda
gorev aldigi heniiz bilinmese de bu yolaklardan bazilarinin Tbx3 diizeylerini arttiric
etkisi olabilecegini diisiinmek cok da gercek dis1 bir yaklasim degildir.

Her ne kadar hasta sayimiz cok kuvvetli ¢ikarimlar yapmak igin yeterli
degilse de, Tbx3 diizeylerinin klinik tan1 farki gbzetmeksizin tiim hastalarda yiiksek
olarak bulunmasi, belki de tiim farkli genlerin ve farkli yolaklarin ortak hedefi
olmasindandir. Bu da, Tbx3’iin 16semilerin erken tanisinda veya tedaviye yanitlarinin
takibinde onemli bir belirte¢ olarak kullanilmasini saglayabilir. Bu noktada, mevcut
hastalarin takibi sirasinda Tbx3 diizeylerinin de incelenmesinin faydali oldugu
goriisiindeyiz. Boylece tan1 anindaki Tbx3 diizeyi ile tedavi sonrasindaki diizeylerin
karsilastirilmasiyla daha saglikli bir sonuca ulasilabilecegine inaniyoruz.

Tbx3 diizeyinin periferik kan veya kemik iliginden elde edilen mononiikleer
hiicreler arasinda fark gostermemesi, Tbx3 diizeyleri ol¢iimiinde periferik kan 6rnegi
kullaniminin yeterli olacagini gdstermektedir. Ancak, bu noktadaki belirleyici etken
periferik kandaki blast hiicre yilizdesidir. Toplam 8 hastanin periferik kan ve kemik
iligi orneklerinin karsilastirilmasi sonucunda periferik kandaki blast hiicre oraninin
en az %20 oldugu hallerde Tbx3 mRNA’st hem kan hem de kemik iliginde
saptanmistir. Calismaya katilan hastalar arasinda kemik iligi tutulumu olup da
periferik kanda blast hiicresi hi¢ olmayan hasta bulunmamaktadir. Bu nedenle Tbx3
mRNA diizeylerinin periferik kandan saptanabilmesi i¢in gereken en diisiik blast
hiicre yiizdesi heniiz bilinmemektedir.
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Bu calisgma sirasinda, ekspresyon analizlerinde klasik PZR tekniginin
kullanilmasinin kisitlayict yonleri hakkinda da deneyim kazamilmistir. Bir gen
tiriinliniin ¢ok diisiik diizeylerde ekspresyonu halinde veya farkli 6rneklerde farkli
diizeylerde ekspresyonu olmasi durumunda klasik PZR yontemi ile her zaman
giivenilir sonu¢ almak miimkiin degildir. Nitekim bizim ¢alismamiz sirasinda da ¢ok
yiiksek Tbx3 diizeyi bulunan birkag¢ hasta diginda ekspresyon diizeyini gostermemiz
ve miktar yoniinden kontrol grubu ile karsilastirmamiz basarisiz olmustur. Es-
zamanli niceliksel PZR uygulamalarinda da kullanilan teknigin se¢imi Onem
kazanmaktadir. Cogu ekspresyon analizlerinde ucuz ve uygulamanin kolay olmasi
nedeniyle ilk tercih olarak kullanilan SYBR Green I teknigi c¢ogu kez basarili
sonuglar verse de, dikkatle degerlendirilmesi gereken bir tekniktir. SYBR Green I
boyasinin secici olmayan bir sekilde ortamda bulunan tiim ¢ift zincirli DNA
molekiillerine baglanabilmesi, 0zgiin {iriin yanisira 6zgiin olmayan PZR f{iriinleri
(primerlerin genom iizerinde baska bolgelere zayif da olsa yapisip, baska iiriinlerin
cogaltilmasina neden olmalari) ve primer dimerlerinin de floresans 1s1ma yapmasina
ve gorilintii kirliligine neden olabilmektedir. Bu nedenle es-zamanli niceliksel PZR
uygulamalarinda, bu c¢alismamizda kullandigimiz gibi TagMan problart veya
hibridizasyon problarmin kullanilmasi sadece ©zgiin iiriiniin Olciilmesine olanak
sagladigr icin daha giivenilir olarak kabul edilmektedir. Ancak prob kullaniminin
pahali bir yontem oldugu da unutulmamalidir. Ozellikle genis kapsamli ¢aligmalarda
veya caligmalarin tarama yontemine doniistiiriilmesi gerektiginde test maliyetinin
olabildigince diisiik olmasi gerekliligi dikkate alinmalidir.

Sonug olarak bu calisma ile, Tbx3’iin hematolojik kanserlerde diizeylerinin
artmis oldugu gosterilmis ve bu artisin nedenlerinin agiklanmasina yonelik
fonksiyonel c¢aligmalar icin Onemli ipuclart elde edilmistir. Gelecekteki
calismalarimizda, hasta sayisinin arttirllmasi ve mevcut hastalarin takibi sirasinda
Tbx3 diizeylerinin de incelenmesi ile daha giivenilir bir sonuca ulasilacagini
diistinmekteyiz.
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SONUCLAR

. ALL tanis1 almis hastalarda TBX3 mRNA diizeyi, saglikli kontrollere gore

istatistiksel olarak onemli diizeyde yiiksek bulunmustur.

. TBX3 mRNA diizeyleri hastalarin periferik kan mononiikleer hiicreleri ve
kemik iligi hiicrelerinde fark gostermemektedir.

. ROC egrisi analizine gore, 3 hasta haric, caligmaya katilan ve farkli klinik
tanisi olan tiim hematolojik malignite hastalarinda Tbx3 mRNA diizeyi

saglikli bireylerin ortalamasindan yiiksek olarak bulunmustur.

. Tbx3 mRNA diizeyleri, saglikli bireyler arasinda farklilik gostermektedir.
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EKLER



EK 1
TBX3 ve TBX3+2a iCIN COGALTILAN BOLGE DiZiNi

GenBank acc No: NM_016569

3181 gtacattcac ccggacagee cegetactgg ggaacagtgg atgtccaaag tegtcacttt

3241 ccacaaactg aaactcacca acaacatttc agacaaacat ggatttetaa gtttcattec

4141 agtactgaat cattttgtaa attaaaatgc atgtttttct ctatctttta agactttgec

4201 cttcccaagt gatcacgcta cetggcagee gaattatagt tttgetactc agetagecta

4501 cctgecectg cagactatat tgaactccat gcacaaatac cageeccggt tccacattgt

4561 aagagccaat gacatcttga aactccctta tagtacattt cggacatact tgttccccga

4621 aactgaattc atcgctgtga ctgcatacca gaatgataag gtaaactcaa ggggctttee

6481 tctetcttec ttgtatetet tccaatagat aacccagtta aaaatagaca acaacccttt

6541 tgcaaaaggt ttccgeeaca ctggaaatge ccgaagagaa aaaageteag tteaaacaat

7681 ggcttctgee acagaaaaca getcaccctg cagtccatga gggtgtttga tgaaagacac

7741 aaaaaggaga atgggaccte tgatgagtcc tccagtgaac aagcagcttt caactgcttce

PZR iirtinleri 380 ve 440 bp biiyiikliigiindedir.



EK 2
SYBR GREEN RT-PCR’DA TBX3 iCiN COGALTILAN BOLGE DiZiNi

GenBank acc No: NM_016569

1861 tgcaaaaggt ttccgggaca ctggaaatgg ccgaagagaa aaaagaaaac agetcaccct

1921 gcagtccatg aggetottte atgaaagaca caaaaaggag aateggoacct cteatgagtc

1981 ctccagtgaa caagcagctt tcaactgctt cgcccagect tettctccag ccgcctecac

2041 tgtagggaca tcgaacctca aagatttatg tcccagegag ggtgagageg acgecgaggc

PZR iirtinii 184bp biiyiikliigiindedir.



EK 3
TAQMAN RT-PCR’DA TBX3 iCiN COGALTILAN BOLGE DiZiNi VE
BU BOLGEYE OZGUL PROB DiZiNi

GenBank acc No: NM_016569

1801 cgctgtgact gcataccaga atgataagat aacccagtta aaaatagaca acaacccttt

1861 tgcaaaaggt ttccgggaca ctggaaatgg ccgaagagaa aaaagaaaac agetcaccect

1921 gcagtccatg agggtgtttg atgaaagaca caaaaaggag aatgggacct ctgatgagtc

PZR iirtinii 84 bp biiylikliigiindedir.



EK 4
SYBR GREEN RT-PCR’DA GAPDH iCiN COGALTILAN BOLGE DiZiNi

GenBank acc No: XR_018317

661 catccctgag ctgaacggga agetcactgg catggcectte catgecccca ctgecaatgt

721 gtcagtggtg gacctgacct getgtetgga aaaccctgec aaatatgaca acatcaagaa

781 ggtggtgaag caggegttga aggcceccct caagggcate ctgggctaaa ctgageacca

841 ggtggtctee tecgatttca acagtgacac cecctectee accttcaatg ctggggctgg
901 cattgccctec aacgaccact ttgtcaagcet catttcctgg tatgacaatg aatttggcta

961 cagcaacagg gtggtggacc tcatggccca catggectce aaggagtggg actcctggac

PZR iirtinii 307bp biiyiikliiglindedir.



EK 5

COCUK HASTALARIN KLIiNiK ve LABORATUVAR OZELLIiKLERI iLE TBX3 mRNA DUZEYi OLCUMLERINDEN
ELDE EDILEN FLORESANS DEGERLERI

Fluo. Sitogenetik

No | Hasta | Tam1 | sev. Tipi Risk Yiizey Belirtecleri tam Remisyon Yasam siiresi
5 BB | ALL | 2.41 X X X X X X

6 | DKG | ALL | 3.33 |CALLA + |standart |CD19, 10, 22; TdT X idame kemoterapi yasiyor

CD19, 10, 20, 22; DR;

7 MS | ALL | 3.84 |preB ortarisk | sitlgM 11g23* | idame kemoterapi yasiyor
15 FA ALL | 6.70 |CALLA + |standart |CD19, 10, 22; TdT trizomi9* | idame kemoterapi yas1yor
16 | OC | ALL | 5.55 |proB ortarisk |CD19, 22; TdT; DR X idame kemoterapi yas1yor
17| OM | ALL | 6.40 |CALLA + |ortarisk |CD19, 10, 20; DR; TdT X idame kemoterapi yas1yor
21 | AY | ALL | 5.03 |proB ortarisk |CD19, 50, 54; DR X idame kemoterapi yasiyor
22| CY | ALL | 6.63 |CALLA + |standart |CD19, 10; DR X idame kemoterapi yas1yor
23 | FK | ALL | 6.10 |proT ortarisk | CD7, sitCD3 X idame kemoterapi yasiyor
24 | ZY | ALL | 3.00 |preB standart |CD19, 10, 22; DR; sitlgM X idame kemoterapi yasiyor
25| AY | ALL | 1.80 |CALLA + |ortarisk |CD19, 10, 22 Down send. | idame kemoterapi yas1yor
26 FT ALL | 2.90 |proB ortarisk |CD19, 22; DR X X X

*Indiiksiyon kemoterapi sonrast normale dondii.



EK 6

YETiSKiN HASTALARIN TANILARI ve TBX3 mRNA DUZEYi
OLCUMLERINDEN ELDE EDIiLEN FLORESANS DEGERLERI

Fluo.
No |Hasta | Tam sev.
1 NK MM 3.68
3 HY | AML 2.60
4 NO KLL 2.88
8 SK KLL 4.02
9 GD BL 3.68
11 OB AML 3.60
12 HB KLL 3.14
13 OK | AML 4.63
18 KT AML 6.33
19 KO | AML 6.03
20 AA | AML 6.30




EK7

SAGLIKLI KONTROLLERIN Tbx3 mRNA’s1 DUZEYi OLCUMLERINDEN
ELDE EDILEN FLORESANS DEGERLERI

Kontrol | Fluoresans seviyesi
1k 1.35
2k 1.89
3k 1.21
4k 0.95
Sk 0.71
6k 0.87
7k 0.72
8k 0.88
9k 0.80
10k 2.30
11k 3.50
12k 2.30
13k 2.30
14k 2.70
15k 3.30
16k 2.30
17k 6.10
18k 5.00
19k 4.80
20k 3.50
21k 4.30
22k 3.20
23k 1.50
24k 3.40
25k 4.80
26k 4.00
27k 2.10
28k 4.50
29k 3.00
30k 3.30




