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OZET

Hematopoez, kiiciik bir hematopoetik kok hiicre (HKH) toplulugundan kan
sisteminin tiim hiicrelerinin belirli bir hiyerarsik diizen i¢inde olusmasidir. Bu
siire¢ icerisinde, HKH toplulugundan oOncelikle progenitoér hiicreler olusmakta,
daha sonra bu hiicreler farklilasmaya ve Ozellesmeye devam ederek tamamen
farklilasmis olgun kan hiicrelerini olusturmaktadir. Kisacas1 hematopoez; hiicre
boliinmesi ve farklilagmasi olaylarinin ardisik olarak gerceklesmesiyle ortaya
cikmaktadir. HKH’lerin saglikli kan hiicreleri olusturabilmesi fizyolojik kontrol
mekanizmalariin diizenli ¢alismasina baglidir. Bu kontrol mekanizmalarindan
biri de uygun genlerin dogru zamanda, yeterli miktarda ve yeterli siirede ifade
edilmesinin diizenlenmesini saglayan “transkripsiyonel kontrol mekanizmas1’’ dir.
Hematopoez siirecinde fizyolojik kontroliin ortadan kalkmasi ya da hasara
ugramasi hiicrelerin kontrolsiizce ¢ogalmasima ve Ozellesmis hiicrelerin tekrar
Ozellesmemis hiicreler haline donerek kanser olusturmasina sebep olmaktadir.
Grubumuzun Onceki calismalarinda, farkli tiir hematolojik kanserli hastalarin
periferik kan ve kemik iligi 6rneklerinde Tbx3 adli bir transkripsiyon faktoriiniin
yiiksek diizeyde bulundugu gosterilmistir. Sadece hematolojik kanserlerde degil,
bircok kanser tiirlinde Tbx3 proteini artmis olarak bulunmaktadir. Bu bulgular,
Tbx3’lin hiicresel farklilasmada rol oynayabilecegini gostermektedir.  Bu
calismada, hematopoez sirasinda olusan farklilagsma basamaklarinda Tbx3 protein
diizeyinin saptanmasi, dolayisiyla Tbx3’lin bir fizyolojik gelisim siireci olan
hematopoezin hangi evrelerinde yer aldiginin belirlenmesi amaglanmistir. Bu
amagla, hematopoetik kok hiicre kaynagi olan kordon kanindan HKH’ler elde
edilmistir ve kiiltiir ortaminda myeloid seriye farklilasmasi saglanmistir. Thx3
proteini varligi, kordon kanindan elde edilen hematopoietik kok hiicrelerde ve
myeloid seri hiicrelerde ilk kez gosterilmistir. HKH’lerde Tbx3 protein diizeyi ile
myeloid serideki protein diizeyi ile karsilastirilmistir. Her iki seviye arasindaki
Thx3 protein diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark goriilmemistir. Bu
calisma ile bilimsel literatiirde olmayan bir transkripsiyon faktoriiniin varligi

hematopoezde ilk kez gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Tbx3, Hematopoietik Kok Hiicre



ABSTRACT

Hematopoiesis, is all the cells within the blood system being formed in a specific
hierarchy from a small community of hematopoietic stem cells (HSC). In this
process, the HSC community primarily forms progenitor cells, later these cells
continue to differentiate and specialise to form completely differentiated mature
blood cells. Shortly, hematopoiesis appears when the events of cell division and
differentiation occur sequentially. HSCs generating healthy blood cells is subject
to the physiological control mechanisms working properly. One of these control
mechanisms is the "transcriptional control” mechanism which enables suitable
genes to be identified and regulated at the right time, with an adequate amount
and in a sufficient time. The disappearance or damage of physiological control in
the process of hematopoiesis, results in the uncontrolled proliferation of cells and
specialised cells return to their unspecialised form which then causes cancer to be
formed. In previous studies performed by ourteam, the peripheral blood and bone
marrow samples of patients with different types of haematological cancer
were shown to have high levels of Thx3 named transcription factor. The Thx3
protein has been found to be increased in not only haematological cancer but
many cancer types. These findings show that Tbx3 could play a role in cell
differentiation. The aim of this study was to identify at which stages of
physiological development the Thx3 protein was found in hematopoiesis. With
this purpose, from the umbilical cord blood (the source of hematopoietic stem
cells), HSCs were obtained and in a cultured environment differentiation to
myeloid series was ensured. The presence of Thx3 protein was for the first time
observed and shown in the hematopoeitik stem cells obtained from umbilical cord
blood and myeloid series cells. The level of HSCs in the Tbx3 protein and the
myeloid series was compared. No statistical significance in terms of the level of
the Thx3 protein was observed between the two.

Key words: Tbx3, hematopoietic stem cells
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GIRIS VE AMAC

Hematopoietik kok hiicrenin belirli  bir diizen igerisinde ¢ogalip,
Ozellesmesini takiben tiim kan hiicrelerinin olusmasi siirecine “hematopoez”
denilmektedir. Hiicre boliinmesi ve 6zellesmesi, hematopoezi saglayan iki 6nemli
fizyolojik hiicresel mekanizmadir. Bu mekanizmalarda gdrev alan proteinlerin
veya bu proteinleri kodlayan genlerin hasarlari, fizyolojik siirecin bozularak
hiicrelerin kontrolsiizce ¢ogalmasina ve/veya uygunsuz bir sekilde 6zellesmesine,
yani kanser olusumuna neden olmaktadir. Gorildigi gibi “kanser” aslinda bir
hiicre hastaligidir ve hiicrenin yenilenmesi, farklilagmasi i¢in gerekli olan tiim
genler ile kodladiklar1 proteinler ayni zamanda kanser gelisiminde de rol

almaktadirlar.

Grubumuzun, hakkinda ¢esitli calismalar yapmakta oldugu Tbx3 proteini
[1], hiicreleri boliinmeye yonlendiren ve bu nedenle de embriyolojik gelisim
sirasinda  Ozellikle ekstremite olusumunda rol oynayan bir transkripsiyon
faktorudir [2, 3]. Ancak bu proteini kodlayan gen yetiskinde tamamen
susturulmus olarak bulunmakta, buna karsilik bir¢ok kanser tiiriinde ise gerek
kanserli dokularda gerek periferik kanda yiiksek diizeyde bulunmaktadir [1, 4-9].
Cesitli calismalarda, Tbx3 proteininin bir “pluripotens” belirteci oldugu
saptanmistir [10-13].  Grubumuzun daha Onceki ¢alismalarinda da farkl
hematolojik maligniteli hastalarin (AML, KML ve KLL) periferik kan ve kemik
iligi orneklerinde Tbx3 protein ve mRNA diizeylerinin saglikli bireylere gore
artmis oldugu saptanmistir.  Yine grubumuz tarafindan daha Once yapilan
calismalarda, AML hastalarinin kemik iligi 6rneklerinden izole edilen “losemik
kok hiicre”lerde (LKH) Tbx3 protein diizeyinin diger blast hiicrelerine gore daha
yikksek oldugu saptanmistir [14].  Ancak, Thx3 proteininin hematopoez

esnasindaki diizeyleri konusunda literatiirde heniiz bir bilgi bulunmamaktadir.

Bu veriler 15181inda, TBX3 geni ifadesinin hematopoez esnasinda incelenmesi

Oonem kazanmaktadir. Bu ¢alismanin da amaci;



1. Hematopoezin “ortak myeloid progenitér” asamasina kadar olan
farklilasma  siirecinde Tbx3 transkripsiyon faktoriiniin  bulunup
bulunmadiginin saptanmasi,

2. Sayet Tbx3 proteini varsa hangi evrelerde baslayip, hangi evrede

sonlandiginin gosterilmesidir.



GENEL BIiLGILER

Kan, viicutta oksijeni, besin maddelerini, hormonlari, vitaminleri ve antikorlari
dokulara tasityan ve olusan karbondioksit ile atik maddeleri viicuttan uzaklastiran
yasamsal sividir. Kan, plazma ve hiicresel elemanlardan olugsur. Kanin sekilli
elemanlar1 ise eritrositlerden, 16kositlerden ve trombositlerden olusan olgun kan
hiicreleri olup, yasam siireleri ¢ok kisadir. Bu olagan kaybi tolere ederek,
sistemin bozulmadan islemesi icin, her giin yeni kan hiicrelerinin siki

kontrollerden gegerek iiretilmesi ve kan dolasimina salinmasi gerekmektedir.

2.1. Hematopoez

HKH toplulugunun belirli bir diizen icerisinde ¢ogalip, 6zellesmesini takiben
tiim kan hiicrelerinin olusmasi siirecine ‘’hematopoez’” denir [15]. Hematopoez
embriyoda aort-gonad mezonefroz ve yolk sakta HKH’lerin ortaya ¢ikmasiyla
baslar, devam eden siirecte sirasiyla plasenta, fetal karaciger, dalak bu gorevi
tistlenirken; dogumdan 6nce ise hematopoez kemik iliginde gergeklesmeye baslar.
Eriskin hayati boyunca da fizyolojik sartlarda kemik iliginde giinliik 10™-10*? kan

hiicresi tiretilir [16].

Yolk sak AGM
Kan adalary,
E9.0
E8.25 HSC Cikist
Yolk Sac
AGM
:> Fetal
Embriyo E7.5 Hematopoietik E105 karaciger

Primitif Eritrositler | Progenitorler

9

Dogumdan 3-4 Hafta Once
Kemik ligi

Yetiskin Sessiz HSC'ler
Postpartum 4. Hafta
Kemik Iligi

Sekil 2.1. Fetal donemden eriskin doneme hematopoez: Fetal donemde
embriyonel 7.5 giinde ilk HKH hiicrelerinin goriilmesiyle baslayan hematopoezin
devam eden siiregteki yolculugu [17] nolu kaynaktan Tiirkgelestirilmistir.



2.2. Hematopoietik Kok Hiicre

HKH’ler kemik iliginde bulunan ve tiim kan hiicrelerini olusturma yetenegine
sahip multipotent kok hiicrelerdir. HKH’ler yasam boyunca kendilerini
yenileyerek sayilarini sabit tutarlar ve farklilasarak olgun ve/veya fonksiyonel kan
hiicrelerini tiretirler [17-21]. HKH’lerin varlig1 ilk olarak 1956 yilinda, dlimciil
dozlarda radyasyona maruz kalan hayvanlara, fraksiyone olmayan kemik iligi
hiicrelerinin nakledilmesiyle alicinin kemik iliginin yeniden olusmasi ve kanin
tim elemanlarinin goriilmesiyle gosterilmistir [22]. Daha sonra radyasyona
maruz kalmis farelere normal fare kemik iligi transplantasyonu sonrasinda, bu
farelerin dalaklarinda koloniler (myeloid ve lenfoid seri) tiredigi ve bu kolonilerin
hepsinin de tek tip hiicreden olustugu gosterilmistir [23, 24]. Monoklonal
antikorlarin ve floresansla aktive edilen hiicre siniflamasmin (FACS) ortaya
cikmasiyla HKH’ler ¢ok daha net tarif edilir hale gelmistir [25, 26]. HKH’lerin
en Onemli belirteclerinden biri, insan kemik iligi hiicrelerinin de 9%0.5-5’inde
bulunan CD34’tiir. Gegtigimiz 40 yil boyunca da arastirmacilar HKH’lerin
fiziksel 6zelliklerine (6rnegin, hiicre biiylikligli, yogunlugu), hiicre yiizey antijeni
ve biyokimyasal ozelliklerine (6rnegin, aldehit dehidrogenaz seviyelerine gore)
HKH ayrim1 yapmislar ve bu 6zelliklerine gore de hiicreleri zenginlestirmiglerdir
[27-29]. Bu ¢alismalar sonucu elde edilen belirtegler ise hiicre popiilasyonlari
arasinda ayrim yapabilmek amaciyla CD34 ile birlikte kullanilmistir [30, 31].
Insan HKH’leri LSK (lin-, Scal+, c-kit+) olarak immiinofenotiplendirilmistir
[17]. CD38 ise insan hematopoietik hiicrelerin immiin sistemi baskilanmig
farelere ksenotransplantasyonunu takiben bir belirte¢ olarak belirlenmistir [32].
2007 yilinda Majeti ve ark. Lin CD34 " CcD38 "
popiilasyonunu, CD90 * CD45RA ~ve CD90 CD45RA ~alt gruplarina ayirarak
bu gruplarin farelere ksenotransplantasyonunu gergeklestirmistir. Arastirmalari
sonucunda her iki grubun da myeloid ve lenfoid hiicreleri {iirettikleri, fakat
CD90 * CD45RA “popiilasyonunun kemik iliginde 9 kat daha fazla kimerizm
gosterdigi belirlenmistir [33]. Boylece CD90 * CD45RA ~ insanlarda HKH’leri
gosterirken; CD90 'CD45RA ~ bir ara popiilasyon olan MPP olarak yerini
almigtir [33-35]. Arastirmacilar daha sonra MPP’lere gore kendini yenileme

kabiliyeti daha smirli olan ve yiiksek oranda bir yone dogru farklilasan



CD34 * CD38 " popiilasyonunu CD45RA ve IL-3Ra ile 3 farkli gruba ayirmustir.
In vitro olarak 1L-3Ra '° CD45RA ~myeloid serinin tiim hiicrelerini olusturdugu
gosterilerek bu grup CMP olarak tanimlanmistir. IL-3Ra '© CD45RA * sadece
graniilosit ve makrofaj soylarini olustururken; IL-3Ra” CD45RA " eritrosit ve
megakaryosit soyunun hiicrelerini olusturmustur. Boylece bu hiicreler de sirasiyla
GMP ve MEP olarak tanimlanmistir [36]. HKH’ler ile baslayan bu hiyerarsik

diizen ise artik tamamen farklilasmig Lin+ olan olgun kan hiicreleri ile son bulur.

@ — (‘ T Hiicreleri
‘?3?2?/@ _.@_ -- @ B Hiicreleri
cD7- /
e —

NK Hiicreleri

CD4SRA-  CDASRA- \ ) ‘ - -
D90+  CD- / \ . T Dendritik Hiicreler
CO40f+ CD49¢- ot

>, o

Monositler

sup [ o Graniilositler
\ / @\ 9 v
G Q= @@ Eritrositler

CcD10 e .
o S * Megakaryositler
CD10-

Un- CD344 CD38- Un- CD34+ CD38+ Un+

Sekil 2.2. Insan Hematopoietik Hiyerarsisi: HKH’den olgun kan hiicrelerine
kadar olan hiyerarsik diizen [15] nolu kaynaktan Tiirk¢elestirilmistir.

2.3. Hematopoezin Hiicresel Mekanizmasi

Hematopoez, HKH’lerden kan soylarinin olgun ve fonksiyonel hiicrelerine
farklilasma stirecidir. ~ Bu siireg boyunca HKH’ler bir taraftan simetrik
boliinmeyle sayilarini arttirir ve kendilerini yenilerken, diger taraftan asimetrik
boliinerek farklilasirlar.  Aslinda hemotopoez sessizlik, simetrik ve asimetrik
boliinmenin farklt kombinasyonlar1 sonucu meydana gelmektedir. 2 hiicre
boliinmesi arasindaki siire¢ hiicre dongiisii olarak isimlendirilir. Hiicrelerin dongii
disina ¢iktigr ve boliinmedigi evre GO (sessiz evre) dir. Hiicre dongiisii 4

basamaktan olusur. Birinci basamak olan G1 hazirlik evresidir. Bu evrede hiicre



ici organeller sentezlenir, hiicre kiitlesi biiyiir. Ikinci basamak ise S (sentez)
evresidir. Bu evrede DNA miktar1 replikasyon ile 2 katmna ¢ikar. Ugiincii evre
ikinci hazirlik evresidir. Bu asamada protein sentezi yine hizli sekilde devam eder
ve hiicrenin bdliinmesi i¢in gereken tiim hazirliklar tamamlanir. Son evre ise M
(mitoz) evresidir. Bu asamada hiicre ikiye boliinerek morfolojik ve genetik olarak
birbirinin aynis1 2 6zdes hiicre olusur[37]. Iste bu birbirinin aynis1 2 hiicrenin
olusmasi simetrik bolinmedir [38]. Asimetrik bolinmede ise durum biraz
farklidir.  Asimetrik boliinmeye ismini veren, hiicrelerde asimetrik olarak
dagilmis faktorlerdir. Bu asimetrik dagilim; yiizey molekiillerinde, hiicre
organellerinde, transkripsiyon faktorleri ile kofaktorlerinde ve hiicrenin genetik
materyalinde olabilir. Bdylece yapisinda bulunan farkli faktdrlerden dolay1
boliinme sonucu olusan hiicreler yap1 ve fonksiyon olarak birbirinden tamamen

farklidir [39].

ﬂl G0 q Yaslilik

Hiicre .
Sessiz Evre

Déngiisii

G1/s
Kontrol
Noktas1

Sekil 2.3. HKH Hiicre Dongiisii Regiilasyonu: Hiicre dongiisiine giren
HKH’ler G1, S, G2, M fazlar1 boyunca ilerleyerek boéliiniirler. Boliinmeyen
hiicreler ise GO fazina geri donerek disaridan gelen bir uyar1 sonucu hiicre
dongiisiine girebilmek icin hazirda bekler ya da boliinme 6zelligini tamamen
kaybederek yaslanir. Sekil [40] nolu kaynaktan Tiirkgelestirilmistir.



Hiicre yiizeyi diizenleyici molekiillerinin asitmerik dagitmi. Ornek: Notch
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Sekil 2.4. HKH’lerdeki Asimetrik Hiicre Boliinmesinin Olas1 Mekanizmasi
Sekil [39] nolu kaynaktan Tiirkgelestirilmistir.

Asimetrik hiicre boliinmesi, boliinme asimetrisi ve ¢evresel asimetri olarak
simiflandirilir. Boliinme asimetrisinde sitoplazmadaki hiicre kaderi belirleyicileri
(mRNA ve/veya proteinler) hiicre boliinmesinden once esit olmayan sekilde
dagilir. Hiicre dongiisii boyunca boéliinme plani olusur ve mitoz sonunda sadece 1
hiicre tiim determinantlar1 alir [41]. Boylece eslenik olmayan 2 kardes hiicre
olusur. Bu hiicrelerden birisi kok hiicre 6zelligini siirdiiriirken, diger hiicre
farklilasmaya gider [41, 42]. Cevresel asimetride ise, bir kok hiicre once 2 6zdes
hiicre olusturan simetrik boliinme gegirir, sonra hiicrelerden birisi o mikrogevrede
kalarak kok hiicre 6zelligini devam ettirirken, digeri ise ayri bir mikrogevreye
temas ederek farklilagmaya baglar. Sonug¢ olarak, HKH’lerin farkli hiicre
kaderlerine yonelmeleri bdliinme ve/veya cevresel asimetri tarafindan saglanir

[42, 43].
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Sekil 2.5. Asimetrik Hiicre Boliinmesi Modeli: a) Boliinme asimetrisi
b) Cevresel asimetri, Sekil [42] nolu kaynaktan Tiirkgelestirilmistir.

HKH kendini yenileyerek kok hiicre havuzunu sabit tutabilmek igin Simetrik
boliinme gegirse de, farklilasarak olgun hiicreleri olusturmak igin asimetrik
boliinme gergeklestirir.  Bir HKH’nin olgun hiicre olustuma siireci boyunca

kendini yenileme 6zelligi azalmaktadir [40, 41].
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Sekil 2.6. Kendini Yenileme ve Farkhlasma Potansiyeli Ile Tlgili Simetrik ve
Asimetrik Boéliinme Sessiz HKH’ler intrinsik ve ekstrinsik faktorler ile aktive
olarak simetrik ve asimetrik hiicre boliinmesine girerler. HKH’den olgun hiicreye
gidildik¢e kendini yenileme ve repopiilasyon Ozelligi azalir. Sekil [40] nolu
kaynaktan alinmistir.

HKH’lerin sessiz kalmasini, prolifere olmasini, farklilagmasini belirleyen;

icinde bulundugu ortamdaki hiicreler ve onlarin salgiladiklar1 kimyasallardir



(hormon ve parakrin faktorler) [44]. Kok hiicrelerin iginde bulundugu kok hiicre
Ozelliginin ve fonksiyonlarmin stirdiiriildiigii, kok hiicre iizerine etkili faktorlerin
salgilandigi lokal doku ortamina nis denir [17]. Nis kavram ilk olarak 1978’de,
HKH’nin fizyolojik mikrogevresini tanimlamak i¢in kabul edilmistir [45]. Nis,
kok hiicreye fizyolojik stres ve zorluklardan korunmak i¢in siginak saglamakla
kalmaz, ayn1 zamanda kendini yenileme ve/veya farklilasma i¢in uyarmanin
yaninda kok hiicrelerin asir1 farklilagmalarini 6nleyerek kok hiicre havuzunun
korunmasini saglar ve asir1 kok hiicre olusumu 6nleyerek de tiimdrlesmenin dniine
gecer. Dolayisiyla nis kok hiicreleri dinamik olarak dengede tutan bir sistemdir
[46]. Eriskin yasami boyunca HKH’lerin nisi olan kemik iligi, birgok farkli
hematopoietik ve nonhematopoietik hiicre tiplerini igeren, kan damarlar1 ve sinir
sistemi ile innerve olan kompleks bir organdir. Kemik ve kemik iligi yiizeyi
endosteum olarak bilinir, osteoblastlar ve osteoklastlarla ¢evrilmistir. Endosteum
arterioller ve sinuzoidlerden zengindir [47]. Arterioller oksijen, besin, hormonlar
ve parakrin faktorleri kemik iligine tasir. Daha sonra da sinuzoidlere dokiiliir.
Siniizoidlerin  arasindaki ekstravaskiiler alanda hematopoez gerceklesir.
Siniizoidler de retikiiler bir ag olusturan veniillerdir ve yapilarinda bulunan
fenestralar sayesinde kan dolasimina giris ¢ikisi diizenler [48-50]. Yavas hiicre
dongiisiine giren HKH’ler endosteal bolgede yerlesirken [51, 52], hizli dongiiye
giren hiicreler kan damarlarimin ¢evresinde bulunur [53]. Dolayisiyla,
HKH’lerin yogun olarak bulundugu endosteal nis ve perivaskiiler nis olarak
bilinen iki bolge tarafindan kemik iligi homeostazisi diizenlenir [40, 54, 55].
HKH’ler bu nis bolgelerinde endotelyal hiicreler [56, 57], mezenkimal stromal
hiicreler [58], megakaryositler [59], osteoblastlar [60], sempatik sinir sistemi
noronlart [61, 62], non-myelinize Schwan hiicreleri [63], perivaskiiler hiicreler
[53, 57], adipositler [64], makrofajlar [55], osteoklastlar [65], esktraseliiler
matriks [66] ve kalsiyum [67] ile direk ve/veya indirekt olarak siirekli etkilesim
halindedir.
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Sekil 2.7. Kemik iligi HKH nis modeli: Endosteal kemik yiizeyleri stromal
hiicrelerle kaplidir. N-cadherin ifade eden eden osteoblastlar (SNO) endosteal
bolgede bulunarak HKH’lerin GO’da kalmasini saglar. Vaskiiler stres aninda
HKH’ler aktive olarak vaskiiler nise hareket ederek burada kendini yenilecek ve
ekstrasinuzoidal alanda farklilasmaya baslayacaktir. Yine endosteal bolgedeki
asimetrik boliinmeye ugrayarak progenitér hiicre haline gelen hiicreler de
ekstrasinuzoidal bolgede farklilasmaya baslayacaktir. MPP’ler megakaryosit,
eritrosit ve myeloid hiicrelere ya da stromal hiicrelere dogru migrasyona
ugrayacak B hiicrelerine ya da timusa go¢ edecek olan T hiicre onciillerine
farklilasabilir. Sekil [42] nolu kaynaktan Tiirkgelestirilmistir.

2.4. Hematopoietik Kok Hiicre Homeostazisini Diizenleyen Nis Hiicreleri

HKH’lerin kaderini nisteki hiicrelerle etkilesimi belirlemektedir. Nisteki her
bir hiicre direkt/indirekt olarak HKH tizerinde s6z sahibidir. Perivaskiiler stromal
hiicrelerin HKH’lerin yakininda lokalize olarak HKH’lerin diizenlenmesinde etkin
rol oynadigi gosterilmistir [68]. Bu hiicreler CXCL12 ifade eden retikiiler
hiicreler (CAR hiicreler), Nestin+perivaskiiler hiicreler ve Leptin reseptor+
perivaskiiler hiicreler (Lepr+) olarak gruplara ayrilabilir [53, 69, 70]. Lepr+
stromal hiicrelerden Scf’yi silmek kemik iliginde HKH sayisin1 azaltmustir, fakat
dalakta HKH frekansinin artmasina sebep olmustur. Bu da Lepr+ perivaskiiler

stromal hiicrelerin HKH sayisinin  sabit tutulmasina katki sagladigini
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gostermektedir [57]. Nestint+ perivaskiiler stromal hiicreler ise PDGFRa ve CD51
ifade eden mezenkimal kok hiicre tipinde hiicrelerdir [71]. Bu hiicrelerin genetik
olarak susturulmasi ile yapilan deneylerde kemik iligindeki HKH’lerin sayisinin
azaldig1 ve dalaktaki HKH’lerin sayisinin arttig1 ve nakil sonrasinda da hiicrelerin
homing kapasitesinin azaldig1 goriilmiistiir. Bu hiicrelerin HKH’lerin kemik
iliginde siirdiirtilmesinde rol oynadigr ve ekstramediiller bolgelere asiri
mobilizasyonunu engelledigi goriilmiistir [53]. CXCL12 ve Scf perivaskiiler
hiicrelerden, endotelyal hiicrelerden, Schwan ve sempatik noronal hiicrelerden
salmir. Sessiz HKH’ler de sessizligini siirdiirebilmek icin bu faktdrlerin
salgilandig arteriollerin gevresine yerlesir [44]. Scf endotel hiicrelerde delesyona
ugradigi zaman kemik iligindeki kan hiicre sayist ve kemik iligi yogunlugu
degismemesine ragmen, kemik iligindeki HKH sayis1 azaldig1 goriilmistiir. Bu da
endotel hiicrelerindeki Scf’nin HKH sessizliginin devam ettirilmesi i¢in gerekli
oldugunu destekler niteliktedir [57]. Kiigiik arteriollerin etrafindaki NG2+
perivaskiiler stromal hiicrelerin delesyonu, aktif hale gelen HKH’lerin Lepr+
perisinuzoidal hiicrelere dogru harekete gecerek hiicre dongiisiine girmesine ve
kemik iliginde HKH sayisinin azalmasia sebep olmustur [72]. Ilk nis elemani
olarak tanmimlanan hiicre ise osteoblastlardir [54, 73]. Hematopoezde
osteoblastlarin rolii ablasyon deneyleri ile gosterilmistir. Osteoblastlarin kaybs,
kemik iligi seliileritesinin ve ekstramediillar hematopoezin azalmasi ile tutarh
olarak azalmis hematopoez kabiliyeti ile iliskilidir [74]. Osteoblast ablasyonuyla
B lenfopoezisinin ve eritropoezisin akut olarak azaldigi goriilmiistiir [75, 76].
Osteoblastlarda BMPR1a ve PPR (PTH iligkili reseptor) genetik maniplasyonu
osteoblast sayisinin ve HKH frekansinin artmasi ile sonuglanmistir [73]. Bununla
birlikte osteoblast sayisi, HKH sayisinin tek belirleyicisi degildir. Ciinkii
osteoblast nakavt farelerde HKH sayisinda ve hematopoezde herhangi bir defekt
goriilmemistir [77]. Osteoblastlar ayrica HKH siirdiirebilirligini saglayan N-
cadherin, CXCL12, OPN (osteopontin) iiretirken; HKH sessizligi devam
ettirmesini saglayan Ang-1, membran bagli Scf ve TPO dretir [51, 78].
Osteoklastlar da kemik rezorpsiyonunu ve Ca salinimini saglayarak HKH
stirdiirtilebilirligini ve endosteumda yerlesmesini uyarir [65, 67]. Sinir sistemi de

HKH diizenlenmesinde o6nemli role sahiptir. ~ Dopamin beta hidroksilaz
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eksikliginde, HKH’lerin G-CSF ile tetiklenen mobilizasyonu bagarili olarak
gerceklesemedigi goriilmiistiir [61]. Yine baska bir calismada; HKH’lerin
yaklasik %20’sinin otonom sinirler tizerindeki Schwann hiicreleri ile dogrudan
temas halinde oldugu ve bu hiicrelerden salgilanan TGF-B’nin HKH

stirdiirtilebilirligini sagladig1 gosterilmistir [63].
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Sekil 2.8. HKH Homeostazisini Diizenleyen Nis Hiicreleri: Sessiz HKH’ler
perivaskiiler, endotelyal, Schwann ve sempatik noéronal hiicrelerin HKH
siirdlirebilirligini sagladig1 arterioller etrafina yerlesir. G0’dan ¢ikmig olan
hiicrelerin kendini yenilemesinde, proliferasyonunda ve farklilagmasinda ise
sinuzoidler etrafindaki hiicreler gorev alir. HKH soyundan makrofajlar ve
megakaryositler ise HKH migrasyonunu ve proliferasyonunu uyarir. Sekil [44]
nolu kaynaktan Tiirk¢elestirilmistir.

2.5. Hematopoietik Kok Hiicre Homeostazisini Diizenleyen Ekstrinsik
Mekanizmalar

HKH nisindeki sinyalizasyon aglari, sitokinler ve reseptorleri, adezyon
molekiilleri, matriks proteinleri ve bazi1 kimyasal molekiilleri iceren ekstrinsik
sinyaller HKH sessizligini, kendini yenilemesini, proliferasyonunu ve
farklilasmasini diizenlemek i¢in intrinsik mekanizmalarla i¢ i¢e c¢alisir. Bu
mekanizmalarin bir kismi embriyonik gelisim ve fetal hemotopoez i¢in gerekli
olan TGF-B, Wnts, Notch ligandlar1 ve Hedgehog yolu dahil olmak {izere bir dizi

korunmus gelisim yolu ile ilerler. TGF-B1 veya Hedgehog proteininin silinmesi
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fetal eritropoezde kusurlara yol agarak embriyonik letaliteye neden olurken [79,
80] ; Wnt3a eksik fareler fetal karacigerlerinde baskilanmis oranda HKH sayisi
gosterir [81]. Buna karsilik yetiskin farelerdeki Notch, Wnt ve Hedgehog
sinyalleme bilesenlerinin silinmesi HKH hiicre dongiisii aktivitesinde bozukluklar
veya degisiklikler olusturmaz [82-84]. Buradan yetiskin hemotopoezde bu sinyal
yolaklarinin 6nemli bir yeri olmadig1 anlasilmaktadir. Bu gelisim yollarinin in
vivo yetiskin HKH’ler {izerindeki etkilerini daha iyi anlamak i¢in ek caligsmalara

ihtiya¢ vardir.

Sitokinler, biiyiime faktorleri ve dolagimdaki diger mediatorler, kemik iligini
olusturan hiicreler ve dolagimdaki bagisiklik hiicreleri tarafindan iiretilerek HKH
sessizligini diizenler. Onceden tartisilanlarin aksine CXCL12 / SDF-1, Scf, Ang-
1 ve TPO igeren cevresel faktorler fetal hematopoez i¢in gerekli olmamakla
birlikte yetiskin HKH sessizligini diizenlemek igin sarttir [85]. CXCR4 (CXCL12
reseptorii), Tie2 (Ang-1 reseptorii) yoksunu fareler veya hipomorfik Kit (Scf
reseptOrii) aleli tasiyan farelerin hepsinin normal fetal hematopoez sergiledigi
fakat ilerleyen siiregte hiicre donglisii aktivitesinin arttigi ve erigskin yasam
stiresince HKH kompartmaninda ilerleyici kayip oldugu goriilmiistiir [51, 78, 86-
88]. HKH osteoblast adezyonunu destekleyen Ang-1/Tie2 sinyal yolu HKH
boliinmesini Onleyerek HKH sessizligini in vitro ve in vivo olarak siirdiirdiigii
gosterilmistir [51, 89]. Ang-1 pozitif SNO (N-cadherintosteoblast)’larin HKH
sessizligini korudugu ve Tie2 sinyallenmesi araciligi ile kendini yenileme ve
farklilagmay1 engelleyen bir nig elemani oldugu gosterilmistir [42]. Osteopontin
(OPN) osteoblastlardan salgilanan bir glikoproteindir [90]. OPN eksikligi olan
farelerde HKH sayisinda 2 kata yakin bir artis goriilmiistiir [66]. Kiiltiire edilmis
HKH hiicrelerinin OPN’ye maruz kaldiklarinda apoptozun indiiklendigi; OPN
eksikligi olanlarda ise, azalmis apoptoz ile birlikte HKH sayisinda belirgin artis
oldugu goriilmistiir. Bu bilgiler 1s183inda, OPN’nin HKH’lerin sessizliginin
devam etmesini saglayan bir regiilatér oldugu disiiniilmektedir [91]. HKH’lerin
sessiz durumdan hizlica hiicre dongiisiine girmesi enfeksiyon ve/veya kan kaybi
gibi stres kosullarinin etkili bir sekilde kontrol edilmesi i¢in de kritik dneme
sahiptir. Son calismalar, inflamatuar sitokinlerin bir ailesi olan interferonlarin

hizlica HKH’lerin hiicre dongiisiine girisini indiikledigini ve bunu kismen Akt
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yolunun aktivasyonu ile gergeklestirdigini gostermektedir [92, 93]. Toplu olarak
bu sonuclar HKH siirdiirtilebilirliginin devami i¢in HKH sessizliginin altim
cizerken; HKH islevini diizenlemede ekstrinsik hiicresel mekanizmalarin 6nemini

vurgulamaktadir.

HKH’lerin ylizeyi tizerinde lipit kiimesi diizenlenmesinin sitokin reseptorleri
tarafindan indiiklenen Akt aktivasyonunun seviyesini belirleyerek HKH’nin
sessizliginin kritik bir belirleyicisi olabilecegini diisiindiiren ¢alismalarda, aktif
olarak c¢ogalan HPH’lerde yiiksek diizeyde kiimelenme ve Akt yolaginin
aktivasyonu, sessiz HKH’lerde minimal diizeyde lipit kiimeleri gosterilmistir [94,
95]. Ayrica HKH’lerin in vitro kiiltiiriinde Scf veya TPO stimiilasyonunun lipit
kiimelenmesine ve Akt fosforilasyonu sonucu niikleustan FoxO3 ¢ikarilmasina
neden oldugu, boylece p21°P ve p57¥'"? ifadesini azaltarak HKH’nin hiicre
dongiisiine yeniden girisini gerceklestirdigi gosterilmistir [94, 95]. Ilging sekilde
TGF-B sinyallemesi HKH’lerde lipit kiimelenmesini baskilayarak Scf ve/veya
TPO tarafindan indiikklenen Akt aktivasyonunu HKH’nin sessiz durumda
kalmasimi saglayacak sekilde diizenlemektedir [96]. TGF-B dogrudan hiicre

KiP2 ifadesini indiiklemekte ve siklin D1’in ifadesini

dongii proteinlerinden p57
onlemektedir [96, 97]. Tim bu sonuglar birlikte diistintildiigiinde TGF-B’nin
HKH sessizligini giiclendiren mekanizmasi anlagilmaktadir. Ancak TGF-B ve
HKH arasindaki iliskiyi TGF-B sinyal komponentlerinin eksikligi olan farelerde
mevcut olan otoimmiin bozukluklarin etkisi nedeniyle in vivo olarak ele alan
calisma heniiz bulunmamaktadir [98].  Ayrica TGF-B, jun2l ve Hesl
transkripsiyon faktorleri ile p21“" ifadesini indiiklemek i¢in Notch ligantlari ile is
birligi yapar [99, 100]. TGF-BR ile etkilesime giren transkripsiyon faktorii Smad4
eksik fareler, Notchl’in daha diisiik seviyelerini ifade eder. Fakat Smad4
eksikliginin HKH hiicre dongiisii  lizerindeki etkisi heniiz dogrudan
incelenmemistir [101]. TGF-B ve Notch ligantlar1t CXCR4’l upregiile ederek,
HKH sessizliginin siirdiiriilmesini etkiler [102]. Bu bulgular TGF-B ve Notch’un
HKH hiicre dongiisli aktivitesini diizenlemek i¢in birbirine baglh sekilde islev
gordiglinii gostermektedir.  Diger taraftan Wnt ve Hedgehog aktivasyonu
HKH’lerde artmis siklin D1 ifadesi ile iliskili olmasina ragmen, Wnt sinyallemesi

tipik olarak HKH sessizliginin ve kendini yenileme aktivitesinin siirdiiriilmesini
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saglar[103, 104]. N-cadherinler, endosteal nisteki HKH’leri osteoblastlara
baglayan Onemli bir bilesendir. ~ Angl+ SNO (N-cadherin ifade eden
osteoblast)’lar, Tie sinyallemesi araciligiyla kendini yenilemeyi ve farklilasmay1
onlerken, HKH sessizliginin devam etmesini saglar. HKH’lerde Myc aktivitesi
N-cadherin ifadesini ve ¢esitli integrinlerin aktivitesini bastirir. Daha da 6nemlisi
Myc asir1 ifade eden HKH’ler nis i¢inde adezyon basarisizliklarindan dolay1
farklilagmaya baslar. Bu da bir miiddet sonra kok hiicre havuzunun tiikkenmesine
sebep olmaktadir. Myc geni eksik farelerde Lfal (lenfosit iliskili antijen 1) ve
VLAS5 adezyon molekiillerinin ifadesinin arttigi ve SNO’lar ile bu sayede baglanti
kurarak nise siki sekilde tutunmanin gergeklestigi gosterilmistir [105]. G-CSF de
nis elemani olan ve ayni zamanda kliniklerde HKH mobilizasyonunu saglamak
icin disaridan da kullanilan bir molekiildiir. Bu biiylime faktoriinii farelere 7 giin
boyunca verildiginde hem niste hem de periferik kanda HKH sayisinin arttig:
goriilmiistiir.  Fakat, periferik kandaki HKH’lerin nise geri doniisii saglandigi
zaman yeniden yapilanma potansiyelinin azaldigir goriilmiistir[106]. Tim bu
calismalar; HKH c¢ogalmasini, kendini yenilemesini ve farklilagsmasini direkt ve
indirekt olarak kontrol eden pozitif ve negatif yonde etkili olan ekstrinsik sinyaller

arasinda dinamik bir denge oldugunu gostermektedir.
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Sekil 2.9. Ekstrinsik Sinyal - Kok Hiicre Etkilesimi: Sinyalizasyon sonrasi
aktive olan hiicre ig¢i yollari, ligand reseptor etkilesimleri ve adezyon
molekiillerini gosteren endosteal nis kok hiicre sinapsinin sematik goriiniimii.
Sekil [42] nolu kaynaktan Tirkgelestirilmistir.
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Ligand Reseptor HKH Uzerine Olan Etkisi
SCF e-KIT HKH siirdiiriilebilirhigi saglar
TPO Mpl HKH'nin yeniden yapilanmasini
uyarir
CXCL12 CXCR4 HKH'nin G0'a girmesini uyarir
HKH'nin ¢ogalmasi inhibe eder
TGE-B TGFbR HKH'nin sessiz kalmasuu saglar
HKH'nin G0'a ger1 donmesini saglar
IFN IFNR GO0'daki HKH'ler1 aktive eder
.Notch Noichild HKH'lerin yeniden yapilandirimasini
ligandlan uyarir
Ang-1 Tie-2 HKH'nin sessiz kalmasim saglar

Tablo 2.1. HKH’yi Kontrol Eden Ekstrinsik Sinyaller: Sekil [107] nolu
kaynaktan Tiirk¢elestirilmistir.

2.5. HKH Homeostazisini Diizenleyen Intrinsik Mekanizmalar

HKH’ler disaridan gelen uyarilar sonucu kendini yeniler veya farklilasir.
Hiicreler kendini yenilerken ve farklilasirken bdoliinmeye devam etmektedir.
Tamamen farklilagsan hiicre ise artik kendini yenileme 06zelligini kaybetmistir
[108]. HKH’ler homeostatik sartlar altinda G0’da bulunur [109]. G0’da bulunan
sessiz hiicreler disaridan gelen uyarilar sonucu her 145 giinde 1 boliinmektedir.
Her iki hiicre boliinmesi arasinda gegen siireye hiicre dongiisii denilmektedir.
Hiicre boliinmesinin saglikli olabilmesi i¢in “hiicre dongiisii merkez proteinleri”
ve “hiicre dongiisii kontrol proteinleri” tarafindan hiicre dongiisii siirekli

diizenlenmelidir [38].
a) Hiicre Dongiisii Merkez Proteinleri

Hiicre dongiisii merkez proteinleri 3 ana grupta toplanir: Siklinler (A, B, D1,
D2, D3, E), siklin bagimli kinazlar (CDK: CDK1, CDK2, CDK4, CDK5, CDKG,
CDK?7) ve siklin bagimli kinaz inhibitorleri (CDKI: CIP/KIP (p21, p27, p57),
INK4 (p15, p16, p18, p19)).
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Siklinler, hiicre dongiisii siiresince gerektigi zaman sentezlenen ve gorevi
bittiginde parcalanan protein ailesidir. Siklin bagimli kinazlar ise hiicre dongiisti
diizenleyici serin/treonin kinazlardir. ~ Siklinlere baglandiklarinda aktif hale
gelirler. Hiicre dongiisiiniin her evresinde sadece o evreye 0zgii siklin-CDK
kompleksi  olusur. CDKI proteinleri  siklin/CDK  yapilarinin  negatif
diizenleyicileridir ve CDK proteinlerine baglanarak siklinlerle etkilesimini

engeller [38].
b) Hiicre Dongiisii Kontrol Proteinleri

Hiicre dongiisii sirasinda dongiiniin saglikli sekilde devam etmesi ve bir evre
tamamlanmadan diger evreye gecilmemesi “dongii kontrol proteinleri” tarafindan
diizenlenir. Ddngii kontrol proteinlerinin gorev aldigi noktalar: G1/S, G2/M ve M
kontrol noktalaridir. Bu noktalarda birgok protein gorev almakta ve dis ¢evreden
gelen uyarilar dogrultusunda hiicre dongiistinii yonlendirmektedir. Bu proteinler
arasinda 6zellikle p53 ve Rb isimli dongii proteinleri kanser olusumu ile baglantisi

nedeniyle onemlidir [37].
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Sekil 2.10. HKH Hiicre Dongiisii Intrinsik ve Ekstrinsik Faktorlerle Kontrol
Edilen Kompleks Bir Agdir: Sessiz HKH’lerin G0’dan G1 fazina gegisi
siklin/CDK kompleksini diizenleyen inhibitér ve aktivatér mekanizmalarca
yonetilir. Cok sayida ekstrinsik sinyal tarafindan aktive edilen PISBK/Akt/mTOR
yolag1 esas olarak siklin D—-Cdk4/6 kompleksinin aktivasyonu {izerinden hiicre
dongiisiiniin merkezi bir diizenleyicisidir. Bu yol PTEN ve TSC1/2 tarafindan
kontrol edilir. CKI olan Ink4 ailesi siklin D-Cdk4/6 aktivitesini inhibe ederken
CIP/KIP ailesi de Cdk4 aktivitesini inhibe eder. G1 fazindan S’e ilerleme ise
siklin E-Cdk2 tarafindan diizenlenir. Bu kompleks CIP/KIP ailesi ve Rb
tarafindan kontrol edilir. CIP/KIP aile iiyeleri ekstrinsik sinyal tarafindan aktive
olan Hesl, JunB ve FoxO3a transkripsiyon faktorleri tarafindan diizenlenir.
Ayrica HKH hiicre dongiisii aktivitesi ya hiicresel hasara veya p19”%" aktivitesine
yanit olarak p53 tarafindan kontrol edilir.  Sekil [110] nolu kaynaktan
Tirkgelestirilmistir.

Hiicre dongiisi merkez proteinleri ve dongli kontrol proteinlerinin
inaktivasyonunun, hiicre dongiisii regiilasyonu sirasinda kok hiicre fonksiyonu
iizerine cesitli etkileri bulunmaktadir [111, 112]. Siklin D1/D2/D3" ve Cdk4/6™
fareler, fetal karacigerlerinde azalmis HKH sayisina ve azalmig eritrosit
proliferasyonuna sahiptir [112, 113]. Bir baska c¢alisma Cdk6 yoklugunda
HKH’lerin mitojenik sinyallere yanit vermedigini gostererek Cdk6’nin G0’dan
ayrilan hiicreler i¢in 6nemini vurgulamistir [114, 115]. Uzun dénem yapilanma

aktivitesi gosteren (LT-HKH) ‘ler ve kisa donem yapilanma aktivitesi gosteren
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(ST-HKH)’ler farkli seviyelerde Cdké6 seviyesi igerirler. Sessiz LT-HKH’lerde
Cdk6 ifadesi bulunmamasi sebebiyle hiicre dongilisine girisi 5-6 saat
gecikmektedir. ST-HKH’lerde Cdk6 diizeyleri orta seviyelerde bulunur ve orta
seviyelerde Cdk6 mitojenik stres altinda hiicre dongiisiine hizli sekilde girmeye
olanak saglar. LT-HKH’lerde Cdk6 ifadesinin bulunmamasi ve gecikmeli GO’dan

¢ikis DNA onarimini koordine etmek i¢in dnemli bir mekanizma olabilir [114].

Negatif hiicre dongiisti diizenleyicisi p57kiIOl sessiz HKH’lerde yiiksek oranda
ifade edilirken farklilagsmayla miktar1 azalir [95, 116]. p57’nin inaktivasyonu
sessiz HKH sayisinin azalmasina ve p57 inaktik HKH’lerin 1sinlanmis farelere
transplantasyonu sonrasi yeniden yapilandirmanin bozulmasina yol agmaktadir
[117].  p57""in roliinii arastirmak amaciyla fetal karacifer hiicrelerinin
kullanildig1 bir ¢alismada, p57'/' farelerin neonatal donemde yasamlarini
kaybettigi gozlenmistir [118]. Ayni ¢alismada, p57'/' fetal karaciger HKH’lerinde
pl8 ve p27°nin anlamli derecede artmis oldugu gosterilmistir. P57 eksik olan
hiicrelerde, p27’nin inaktivasyonu HKH’nin sessizliginin azalmasina yol agarken,
p27°’nin upregiilasyonunun HKH islevselliginin ve sessizliginin korunmasini
sagladigl, ek olarak p27’°nin tek basmna inhibisyonunun kendini yenileyen HKH
sayisini degistirmeden progenitor havuz boyutunu arttirdigi saptanmistir [119].
Bu c¢aligmalar birlikte ele alindiginda p27°nin p57 kaybini telafi edebilecegi ve
HKH gelisimi sirasinda bazi Cdk inhibitorlerinin roliinii ortaya g¢ikarmaktadir.
p21Cip, sessiz HKH’lerde yiiksek oranda ifade edilir ve p21'/' fareler artmis
proliferasyon orami ile yliksek HKH sayis1 gosterdiginden p21°in HKH

sessizliginin diizenlenmesinde rolii oldugu diisiincesi kaginilmazdir.

INK4 ailesinin iiyeleri de HKH fonksiyonlarinin diizenlenmesinde kritik rol

6" “? ifadesi geng farelerde diisiikken yasla birlikte artmaktadir

oynamaktadir. pl
[120]. p19INK4d eksik olan fareler diisiik sayida HKH ve artmis GO/G1 gecisi,
ayrica azalmis S/G2-M gegisi ve artmis apoptoz gostermektedir. Bu bilgiler,
HKH sessizligi ve proliferasyonu arasindaki dengenin saglanmasinda, kan
homeostazisinin  dogru  sekilde siirdiiriilmesinde  karmasik  diizenleyici

mekanizmalarin varligin1 gostermektedir.
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2.6. Transkripsiyon

Hiicrenin ¢ogalmasi ve farklilagsmasi i¢in, mikrogevrede bulunan sinyal
molekiillerinin hiicre dongiisiinde gérev yapan proteinlerin profilini degistirmesi
gerekmektedir. Bu da gen ifadesinin kontrolii ile olur. Gen ifadesi DNA’daki
bilginin RNA’ya aktarilmasi (transkripsiyon), mRNA’lar araciligiyla protein
yapimi (translasyon) ve protein modifikasyonundan olusmaktadir. Hiicrenin
mikrogevresinde bulunan sinyal molekiilleri (hormonlar ve parakrin faktorler)
hiicre tarafindan algilanarak hiicre i¢ine alininca hiicre igerisinde bir dizi sinyal
iletim molekiilii aktifleserek gen ifadesini kontrol eden transkripsiyon faktorlerini
diizenler.  Transkripsiyon faktorii, DNA {izerinde 6zgil bir DNA dizinine
baglanarak gen ifadesini arttiran veya baskilayan proteinlere verilen genel isimdir.
Transkripsiyon faktorlerinin DNA’ya baglanabilmesi ic¢in sinyal iletim
molekiilleri, epigenetik diizenleme ile protein yapisindaki molekiilleri
modifikasyona ugratmakta ve o bolgedeki DNA dizilerini agiga ¢ikararak
transkripsiyon faktorleri ve RNA Polimeraz II’'nin DNA’ya baglanmalarini
saglayarak, gen ifadesinin ilk basamagi olan transkripsiyonu baslatmaktadir.
RNA polimeraz II’'nin DNA ya baglanabilmesi icin genel transkripsiyon
faktorlerinin DNA dizisi {lizerindeki tanima noktasi olarak gérev yapan niikleotid
dizileri olan promoter bélgesine belirli bir diizen iginde yerlesmesi gerekir. lk
once TFIID kompleksi kendi alt birimi olan TBP araciligi ile TATA kutusuna
baglanir. TFIID’nin baglanmasiyla DNA’da olusan yapisal degisiklikler sonucu
TFIIA ve TFIIB gibi ek faktorler de promoter lizerine baglanir. Sonra RNA
polimeraz I ve TFIF ve sirasiyla TFIIE, TFIIH baslangic kompleksine katilir.
TFIIH, RNA Polimeraz 11I’yi fosforilleyerek onun senteze baslamasini saglar.
Genel transkripsiyon faktorleri genin promoter bolgesine baglanarak bazal
diizeyde transkripsiyonu saglarken. bir genin yeterli miktarda ve hiicreye 6zgiil
transkripsiyonu 6zel transkripsiyon faktorleri tarafindan saglamr. Ozel
transkripsiyon faktorleri genin ifade olacagi zamani ve ifade hizin belirler. Ozel
transkripsiyon faktorleri aktivator olarak gorev yapabildikleri gibi baskilayict
olarak da gorev yapabilirler [37].
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HKH’lerin  bdliiniip ¢ogalmasinda  hiicre  dongiisii  proteinlerinin
transkripsiyon diizeyinde kontrolii yasamsal oneme sahiptir. Yetiskin yasami
boyunca HKH islevselligi etkiledigi gosterilmis yaklasik 50 farkli transkripsiyon
faktori vardir [121].  Hematopoezin bir kilit diizenleyici transkript faktori
Scl’dir.  Scl’nin ablasyonu embriyonik donemde dlimciildiir [122]. Scl, yolk
saktaki erken embriyonik donemde HKH gelisimi igin gereklidir. Yetiskinde
HKH sessizliginin siirdiiriilmesi saglar [123]. Yakin zamanda yapilan bir
caligmada Scl’nin azalmig seviyesinin HKH fonksiyonunu bozdugu ve Scl’nin
HKH sessizligi i¢in gerekli oldugu gosterilmistir [124]. Ayni1 zamanda Scl HKH
gelisimi ve HKH’lerin MEP seriye farklilasmasi igin de gereklidir [125]. Lmo2
geni hematopoez i¢in 6nemli olan bir transkripsiyonel kofaktorii kodlamaktadir.
Lmo proteini DNA’ya direkt baglanmamakla birlikte Ldbl, Scll, E2A ve Gata2
transkripsiyon faktorleriyle birlikte DNA baglayict komplekslerin olusmasinda
gorev almaktadir. Lmo2 hematopoezde olgun T lenfositler hari¢ yiiksek oranda
ifade olurken, T hiicreli 16semilerde yiiksek Lmo ifadesi goriilmektedir [126-128].
Bir bagka transkripsiyon faktorii Gata2 HKH/HPH hiicre dongiisiinde ilerlemesini,
proliferasyonunu ve gelismesini diizenler. Gata2™ farelerinin yasami embriyonik
donemde O6liimle sonuglanmaktadir [129-131]. Gata2’nin, HKH gelisimine ve
biiylimesine iligkin genlerin transkripsiyonunu diizenlemek icin Runx1 ile
etkilestigi gosterilmistir [132, 133]. Gata2 ve Runxl es zamanli endotelyal-
hematopoietik geciste (EHT) ve HPH gelisiminde birlikte ¢alismaktadir [129].
Gatal yoksun fareler eritrosit yoklugu nedeniyle E10.5-E11.5 asamalarinda
Olmektedir [134]. Gata2’nin aksine Gatal eritrosit ve megakaryosit seride
siirhdir ve HKH’lerde neredeyse Gatal ifadesi yoktur. HKH’lerde Gatal’in
ektopik ifadesi MEP kolonilerin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Bu da agik¢a
HKH’nin siirdiiriilebilirliginden ziyade soy belirleme roliine isaret etmektedir.
Hematopoietik sistemde HKH’lerde, T lenfositlerde, graniilositlerde, monositlerde
ve aktive makrofajlarda Gfi ifadesi vardir. Gfil™ farelerdeki HKH’ler uzun siireli
hematopoezi siirdiiremezler ¢ilinkii yiiksek proliferasyon oranlari kok hiicre
havuzunun tikenmesine neden olmaktadir [135-137]. HKH’de transkripsiyon
faktorii c-Myc’in ektopik ifadesi kendini yenileme kapasitesinin kaybina ve N-

kaderin ve integrinlerin baskilanmasiyla farklilagmasina neden olmaktadir. Myc
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gen susturulmus olan farelerde ise niste artan adezyon molekiilleri, HKH’lerin
nise sikica tutunmasini saglayarak sessizliginin devam etmesini saglamaktadir
[42]. Bu veriler, kok hiicrenin aktif hale gelerek kendini yenilenmesi ve
farklilagsmasi arasinda c-Myc’in 6nemli roliine isaret eder [85, 138]. Birkag 6rnek
daha vermek gerekirse Pu.1, Erg ve Flil gibi Ets transkripsiyon faktorleri, HoxA9
ve HoxA10 gibi homeobox faktorleri, Meis1, Helix-loop-Helix, E2A gibi TALE
ailesi transkripsiyon faktorleri HKH gelistirme ve siirdiiriilebilirliginde yer alan

onemli diger 6zel transkripsiyon faktorleridir.

Nis

Ghi-1
Gfilb
Lmo2 T
Gata2
Sessiz Evre (G0)
P53
p21

CXCL12

Sekil 2.11. HKH Ekstrinsik ve intrinsik Mekanizmalar Yoluyla Sessizligini
Korur. Sekil [121] nolu kaynaktan Tiirk¢elestirilmistir.

2.7. Tbx3 Transkripsiyon Faktorii

T-box gen ailesi, erken embriyonik gelisimin baslamasinda ve/veya organ
spesifiklesmesinde rol alan T-box faktorlerini kodlar. 1927°de Brachyury adi
verilen T-box gen ailesinin ilk iiyesi tespit edilmistir tespit edilmistir [139]. T-box
gen ailesi T, TBX1, TBX2, TBX6 ve TBR1 olmak {izere 5 alt gruba ayrilir. TBX2
alt grubu ise TBX2, TBX3, TBX4 ve TBX5 genlerini igerir. T-box proteinleri 180-
200 aminoasitlik T-box baglanma bolgeleri ile DNA iizerindeki 6zgiil dizilerine
baglanarak hiicre cogalmasini, farklilagmasini, doku biitiinliglini ve EMT
(endotelyal mezenkimal gog¢) siirecini ya bir transkripsiyonel baskilayici veya
aktivator olarak diizenler [140-142].
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TBX3 geninin kodladigi Tbx3, 723 aa’lik bir proteindir. Transkripsiyon
aktivatorleri olarak gérev yapan ¢ogu T-box proteinlerinden farkli olarak Thx3 ve
Thx2 transkripsiyonel baskilayict olarak gorev yapar. Tbhx3’iin DNA baglanma
bolgesinde fazladan 20 aa igeren ikinci bir formu Tbx3+2a olarak adlandirilir.
Her iki formunda fonksiyon veya DNA’ya baglanma etkinligi agisindan aralarinda
fark yoktur. Tbx3’iin embriyonik dénemde organogenez asamasinda Onemli
gorevleri vardir. Farede TBX3 geninin homozigot mutasyonlari embriyonik
donemde oliimle sonuglanirken, insanda bu genin homozigot mutasyonlar
tanimlanmanustir. Insanda heterozigot mutasyonlart meme hipoplazisi, apokrin
bez eksikligi, dis, sa¢ ve cinsel organ hasari ile 6n ekstremite hasariyla karakterize
UMS (Ulnar Mammary Syndrome)’ye sebep olmaktadir [2, 3].

Thx3’lin organogenezdeki rollerinin yaninda kanser kok hiicrelerinde ve ilag
direncinde [8, 143, 144] kritik rol oynadig1 gosterilmistir. Thx3’{in anormal ifade
seviyeleri mide, meme, over, servikal, pankreas, mesane, karaciger ve melanom
gibi bircok kanser grubunda gosterilmistir [4-9]. Bas ve boyun skuamoz hiicreli
kanserlerinde grubumuzun yaptigi bir ¢alismada Tbx3’lin artmis seviyeleri
gosterilmistir [1].  Tbx3’tin timor olusumuna nasil katkida bulundugunu
aciklayan kesin bir mekanizma olmamasina ragmen, potansiyel mekanizmalar kok
hiicrelerin kendini yenilemesi ve farklilasmasinda rol oynayan intrinsik ve
ekstrinsik mekanizmalarla etkilesime girerek kanser olusumuna sebep oldugu
yoniindedir. Hiicre dongiisii proteinlerinden CDKI grubunda bulunan p21 ve p19
proteinlerini kodlayan genlerin promoter bdlgelerinde T-box dizinlerinin varhigi
saptanmis ve Tbx3 proteininin bu dizinlere baglanarak p21 ve p19 gen ifadelerini
baskiladig1 gosterilmistir. Hiicre dongiisii durdurucu etkiye sahip p19’un Tbx3
tarafindan baskilanmasi1 dolayli yoldan p53 adli kontrol proteininin aktif hale
gelmesini engeller. Bdylece Tbx3 direkt ve indirekt olarak hiicre dongiisiini
durduran proteinleri baskilayarak hiicrelerin boliinmesine sebep olmaktadir [145].
Diger taraftan Tbx3 ekstrinsik mekanizmalarla da kok hiicreleri uyarmaktadir. Bir
arastirma grubu Tbx3’lin meme kanseri hiicrelerinde arttigin1 ve bunu FGF Thx3
sinyal yolagi iizerinden yaptigini gostermistir [146]. Bir baska caligma Tbx3’iin
pankreas kanser kok hiicrelerinin gelisiminde NODAL / ACTIVIN araciligiyla rol
aldig1 gosterilmistir [147]. Ayrica, Thx3 ifadesi miRNA tarafindan negatif olarak
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diizenlenmektedir [148]. Bir g¢alismada, miR-17-92°nin Tbx3 ifadesini ve
NODAL / ACTIVIN / TGF-B1 sinyallemesini baskilayarak, kanser kok
hiicrelerinin kendini yenileme kapasitesini, in vivo timor agresifligini ve
kemorezistansini azaltabildigi gosterilmistir [149]. Diger bir ¢alismada ise, meme
kanseri hiicrelerinde miR-206 / Tbx3 sinyal yolunun kanser kok hiicre
popiilasyonunun siirdiiriilmesinde rol oynadigi belirtilmistir [150]. Tbx3, Wnt
yolagi ile de yakindan iliskilidir. f-catenin’in asir1 ifadesini Thx3 aktive
etmektedir. Ayrica TBX3 geni susturulmus hiicrelerde B-catenin aracili hiicre sag
kalimi etkilenmektedir [8]. Tbx3’iin kanser olusumunda kullanabilecegi bir diger
mekanizma ise grubumuzun daha 6nceki ¢alismalarinda ortaya g¢ikarilmistir [1].
Bu verilere gore Tbx3, PTEN adli bir fosfatazi kodlayan genin promoter bdlgesine
baglanarak PTEN mRNA yapimini, dolayisiyla da protein sentezini
engellemektedir. In vitro deneylerle ortaya ¢ikartilan bu sonug, gerek bas-boyun
skuamoz hiicre kanserli hastalarin tiimoér dokularinda, gerek cesitli hematolojik
maligniteli hastalarin  kemik iligi ve periferik kan Orneklerinde yapilan
calismalarla da desteklenmistir. ~ Saglikli dokulara kiyasla, her iki grup
malignitede de hasta doku ve kan 6rneklerinde Tbx3 mRNA ve protein diizeyleri
artmis olarak bulunurken PTEN mRNA ve protein diizeyleri azalmis olarak
saptanmustir [14, 151].

Tbx3 ve PTEN arasindaki bu iligki, kanser olusumunda etkili mekanizmalardan
biri olarak onem tagimaktadir. Kanser dokularinda en ¢ok mutasyonu veya
fonksiyon kaybi goriilen iki tiimor baskilayici bulunmaktadir: p53 ve PTEN.
Daha once belirtildigi gibi p5S3 dogrudan hiicre dongiisiine etkili olan bir “dongii
kontrol proteini” iken, PTEN proteini hiicre membranina yerlesmis fosfolipidlere
etkili bir fosfatazdir ve dolayl olarak hiicre dongiisiinii etkilemektedir. Membran
fosfolipidleri, fosfatidil inozitol 3-kinaz (PI3K) adli bir protein tarafindan
fosforlanmakta ve membrana bagli fosfotidil inozitol 4,5 bifosfat (PIP2) ve
fofotidilinozitol 3,4,5 trifosfat (PIP3) olugmaktadir. Bunlardan PIP3,
sitoplazmada bulunan PDK1 ve AKT proteinleri i¢in bir birlesme platformu
olusturmakta ve bdylece AKT adli kinaz aktifleserek hiicre igerisinde bir ¢ok
hedef proteini  fosforlamaktadir. Hedef proteinler arasinda  hiicre

metabolizmasinda ve hiicre sag kaliminda gorevli proteinler ile apoptozu
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baskilayan ve hiicre dongiisiinii indiikleyici proteinler de bulunmaktadir. PI3K
tarafindan baslatilan ve AKT kinaz tarafindan diizenlenen bu cok ¢esitli hiicresel
olaylar sonucunda hiicreler oliimden kacarak bdoliinmeye yonlendirilmekte ve
metabolizmalar1 da boliinen hiicrelerin gereksinimine gore ayarlanmaktadir.
Kisaca PI3K/AKT yolagi olarak adlandirilan bu yolak, hiicrelerin boliinerek
¢cogalmasina yol agtig1 icin kanser gelisiminde de 6nemli roller oynamakta ve
cogu kez kanser hiicrelerinde PI3K/AKT yolaginin asir1  aktiflestigi
goriilmektedir. Iste PTEN fosfataz, PI3K tarafindan fosforlanmis PIP3’ten bir
fosfat grubu sokerek PIP3’iin PIP2’ye donlismesini saglar. ve bdylece AKT
aktivasyonunu engelleyerek hiicre bdliinmesini ve sag kalimini indiikleyen
PI3BK/AKT yolaginin baskilanmasina neden olur. Bu nedenle de PTEN,;
kontrolsiiz hiicre boliinmesinin engellenmesini, dolayisiyla kanser olusumunun
engellenmesini saglayan oOnemli timor baskilayicilardan biri olarak kabul
edilmektedir [1, 152, 153]. PTEN proteinini kodlayan genin Tbx3 tarafindan
baskilaniyor olmasi kanser gelisimi agisindan 6nem tagimaktadir ve birgok kanser
tiiriinde artmis olarak bulunan Tbx3 mRNA ve protein diizeyine karsilik azalmig
PTEN mRNA ve protein miktarinin nedenini de agiklamaktadir. Ancak, PTEN
ve Tbx3 arasindaki bu iliski hematopoez ve losemi/lenfoma gelisimi agisindan
ayr1 bir 6nem teskil etmektedir. Hematopoez sirasinda deneysel olarak PTEN
geninin susturulmasinin, hematopoietik kok hiicrelerin yok olmasina ve losemik
kok hiicrelerin ortaya ¢ikmasina neden oldugu gosterilmistir [154]. Bunun yani
sira PI3K aktivasyonu,  Ozellikle I6semik kok hiicrelerde artmis olarak
bulunmaktadir. Bu durumda PTEN proteininin 16semi gelisimini baskilayici bir
etkisi oldugu diistintilmektedir. Tbx3 proteininin PTEN gen ifadesini baskiliyor
olmas1 bu acidan dikkat c¢ekicidir. Nitekim grubumuzun onceki ¢alismalarinda
akut ve kronik myeloid 16semili (AML, KML) ile kronik lenfoid 16semili (KLL)
hastalarin kemik iligi ve periferik kan orneklerinde saglikli bireylere gore Tbx3
protein diizeylerinin artmis oldugu, buna karsilik PTEN protein diizeyinin azaldigi
saptanmistir [14]. Cok ilging bir diger bulgu ise; AML tanis1 almis hastalarin
kemik iliginden akis sitometrisi ile normal ve 16semik kok hiicreler ayristirilmis
ve losemik kok hiicrelerde normal blastik hiicrelere gore Tbx3 protein diizeyinin

arttig1 ve PTEN diizeyinin azaldig1 saptanmistir [14]. Kanser kok hiicresi kendini
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sinirsiz yenileme oOzelligi olan ayni1 zamanda farklilasarak bagka hiicrelere
dontisme Ozelligi olan pluripotent kok hiicrelerdir. Bircok agidan kanser kok
hiicreleri ve fizyolojik kok hiicreler benzerlik gostermektedirler.

TBX3 gen ifadesinin gerek embriyonik kok hiicrelerde gerekse indiiklenmis
pluripotent kok hiicrelerde (iPS) bulundugu saptanmistir.  Pre-implantasyon
déneminde embriyolarin i¢ hiicre kitlesinde (ICM) ve farklilasmamis embriyonik
kok hiicrelerde ifade olan Tbx3 in vitro olarak embriyonik kok hiicreleri
pluripotent durumunda tutan, kendini yenilemeyi saglayan ve farklilagmay1 inhibe
eden pluripotensi ile iliskili anahtar bir transkripsiyon faktoriidir [141, 147, 155,
156]. Tbx3-/- embriyonel kok hiicrelerin baska bir fareye transferi sonucu, yeni
olusan canlinin kimerizm gosterdigi gorilmistiir [157]. Fare embriyonel kok
hiicrelerinde Tbx3, LIF/STAT sinyaline aracilik ederek pluripotensinin
korunmasini saglar [156]. Tbx3, gastrulasyon islemi sirasinda mezoderm ve
ekstraembriyonik endoderm farklilagsma siirecini siirdiirmek ve trafoektoderm ve
ektoderm farklilasmasin1 baskilamak i¢in Onemli bir faktér olan Gata6’nin
promoter bolgesine baglanir ve onlar1 epigenetik olarak modifiye eder [158-160].
Hem Tbx3 hem de Tbx3+2a izoformlari, fare embriyonik kok hiicrelerinde
ve/veya indiiklenmis pluripotent kok hiicrelerinde normal dokulardan daha yiiksek
seviyede bulunurken, Tbx3 veya Tbx3+2a’nin ¢ikarilmasi fare embriyonel kok
hiicrelerin farklilagmasini indiikleyebilir. ~ Domuz modellerinde iki anahtar
transkripsiyon faktori ( Tbx3 ve Nr5a2, TN ) temel indiiklenmis pluripotent hiicre
faktorleri olan ( Oct3/4, Sox2, KIf4 ve c-Myc; OSKM ) ilave ederek ( OSKMTN )
fare embriyonel kok hiicreleri benzeri indiiklenmis pluripotent kok hiicre
olusumunun tesvik edildigi gorilmiistiir [11, 12]. Ayrica Tbx3; pluripotensi ile
ilgili genler olan NANOG, SOX2, OCT4 ve SMAD1 ile bir¢ok downstream
diizenleyici bolgeyi paylastig1 gosterilmistir [10, 13]. Yani, Thx3 pluripotensi ve
kanser ile iligkili 6nemli bir transkripsiyon faktoriidiir. Hiicresel mekanizmalarin
net sekilde anlasilabilmesi i¢in yeni ¢alismalara ihtiyag vardir. Hematopoietik
kok hiicreler de pluripotensi ve molekiiler mekanizmalarin anlagilmasi i¢in

elverisli bir model olusturmaktadir.
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Sekil 2.12. Biyolojik siireclerde Tbx3’iin anahtar rolii: Tbx3 organ
gelisiminde, kok hiicrelerde ve tiimorlesmede rol oynayan bir transkripsiyon
faktorudiir. Sekil [158] nolu kaynaktan Tiirk¢elestirilmistir.

UIF sinyali
PKCa/B/Thx3/E- ( SR
cadherin yolagi \ PI3K/AKT sinyali
RHO-ROCK-MIC | Wnt/beta-catenin
yolag \ yolag
NODAL/ACTIVIN/ ! FGF/Tbx3
TGF-B1 sinyali \ sinyali
miR-206/Tbx3 . Tbx3-actin/nodal
yolag - yolag:
Nodal/Smad2
sinyali

Sekil 2.13. Tbx3’iin fizyolojik ve kanser kok hiicrelerinde sinyal yollari: Tbx3
bircok sinyal molekiilii ile etkileserek, fizyolojik doku biiylimesine ve kanser
olusumuna sebep olur. Sekil [158] nolu kaynaktan Tiirkgelestirilmistir.

27



HIiPOTEZ

Kok hiicre boliinmesi ve farklilasmasinda gorevli transkripsiyon faktorlerinin
etkinlikleri hiicrenin farklilagma derecesi arttikca azalmakta ve olgun hiicrede
tamamen ortadan kaybolmaktadir. Bundan dolayi, embriyolojik gelisim sirasinda
rol oynayan transkripsiyon faktorleri yetiskin bireylerin saglikli hiicrelerinde

baskilanmis durumdadir.

“Thx3 proteini hematopoietik kok hiicrede belirli simirlar icinde ifade edilir,

myeloid seriye farklilasma asamasinda ifade diizeyi giderek azahr.”’
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MATERYAL ve METHOD
3.1. Orneklerin Toplanmasi

Calismaya, Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Kadi Hastaliklar1 ve Dogum
Anabilim Dali ameliyathane/dogumhanede dogumlar1 gergeklestirilen ve
calismaya katilmayi kabul eden 20 saglikli gebe dahil edilmistir. Caligmada
gebelere yonelik kontrol grubu yoktur. Helsinki Bildirgesi Kurallar1 geregi bu
calisma, Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’na
sunulmus ve gerekli izinler alinmistir (Karar no: 20.09.2017/554). Calismaya
katilmay1 kabul eden bireylere ‘’aydinlatilmig onam form’’u okunarak bireylerin
calismaya katilmay1 kabul ettiklerine dair imzalar1 alimmistir. Toplam 20 saglikli
vajinal / sezeryan dogum gergeklestikten sonra tibbi atik olan kordon dokusunun
anne tarafinda kalan kismi alt bolgesinden (lateralinden) klemplenip, batikon vb.
dezenfeksiyon isleminden sonra 45° 1ik ac1 ile umblikal vene girilmistir. Alim
esnasinda akim kontrol edilip kan akimi yavaglayana kadar islem devam
ettirilmistir. Akim kesilince igne venden gikarilip, ¢ikis noktasinin iist kismindan
tekrar klemplenmistir. Bu yontemle toplamda her biri 30-60 ml olan 20 torba
kordon kani almmistir ve alinan kan hiicre izolasyonu igin laboratuara
ulastirilmastir. Almman Ornekler kayit altina alindiktan sonra transfer
dezenfeksiyonu (torba disindan) yapilarak GMP laboratuvarina alinmigtir. Hacim
azaltma ve mononiikleer hiicre ayrigtirma islemi gerceklestirilmistir. Ayristirilan

ornekler 5ml cryotup i¢inde kademeli dondurma cihazi ile dondurulmustur (1°C

/dakika).

3.2. Dondurulan Kordon Kanlarimin Coziilmesi

1) 5 ml dondurma tiipii i¢inde dondurulan kordon kanlar1 37°C su banyosunda
hafif¢e hareket ettirilerek 2 dakika tutuldu.

2) Hiicreler ¢oziildiigiinde, tiipiin dis tarafi % 70 etanol ile silindi

3) Hiicreler, yavasga 15 ml konik tiipe aktarildi.

29



4) Uzerlerine yavasca (damla damla) 8 ml medium eklendi (IMDM + % 2 FBS) .
Karistirmak i¢inl dakika boyunca tiip yavasca alt-iist edildi.

5) Oda sicakliginda (15-25°C) 10 dakika siireyle 300xg de hiicre siispansiyonu
santrifiij edildi.

6) Hiicre peletini yerinden ¢ikarmamaya dikkat edilerek siipernatat uzaklastirildi.

7) Hiicre peleti 3 ml medium iginde yavasga resiispanse edildi ve temiz bir tiipe

alindi.

3.3. Coziinen Kordon Kanlarindan Mononiikleer Hiicre izolasyonu

1) Coziindiikten sonra 3 ml medium iginde resiispanse edilen hiicre peleti 15 ml

lik konik tiip i¢inde 3 ml histopaque 1077 iizerine yavasca eklendi.

2) Daha sonra 1100 rpm’de 30 dakika santrifiij edilip dansite gradiyentiyle

mononiikleer hiicreler ayristirildi.
3) Elde edilen mononiikleer hiicreler 2 kez PBS ile yikand.
4) Hiicre peleti 1,1 ml medium iginde resiispanse edildi.

5) 0,1 ml lik kism1 flow sitometride 7-AAD (7- aminoaktinomisin) ile canlilik

analizi i¢in kullanildi.

6) 1 ml lik kism1 sonraki asamada CD34 + hiicre seleksiyonu i¢in kullanildi.

3.4. Hematopoetik Progenitor Hiicre Seleksiyonu

1) MNC izolasyonu yapilan ve son hacimde 1 ml olan hiicre siispansiyonu
hedefe 6zel 400ul mAb kaplamali (CD117)  A-pluriBeads® boncuklarla

resiispanse edildi.

2) 30 dakika oda 1sisinda karigtirarak inkiibe edildi.
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3) Inkiibasyon sonrasi hiicreler S-pluriStrainer® (siizgeg) den gegirildi.

(dengelemek i¢in 1 ml yikama tamponu eklendi).

4) 1 ml aktif Tampon D (1 flakon Tampon D igine 200 ul tampon C) eklendi.
5) 10 dakika oda 1si1snda inkiibe edildi.

6) 1 ml yikama tamponu eklendi.

7) Siizge¢ 15 ml lik konik bir tiipe alindi {izerine 2,1 ml ayrigtirma soliisyonu

eklendi.

8) 0,1 ml lik kism1 hiicre sayimi ve flow sitometrik analiz i¢in kullanildi.

9) 2 ml lik kalan kismi1 sonraki hiicre kiiltiirii/ farklilastirma deneyi i¢in kullanildi.

3.5. Hiicre Kiiltiirii ve HKH Farkhlastirilmasi

1) Hicreler, her bir kuyucuk ig¢in 1000 hiicre olacak sekilde 6 well plate e

eklenmek {izere hazirlandi.

2) 5 ml lik steril tiip i¢ine CFU-GM’e farklilastirma mediumu eklendi.
3) Uzerine 1000 adet CD34 + hiicre eklendi.

4) 1 dakika vortekslendi.

5) 37°C %5 CO2’li inkiibatdrde 14 giin inkiibe edildi.

3.6. Tbx3 Protein Diizeyinin Flow Sitometri ile Saptanmasi

1) izole edilen hiicreler CD45 gate ile belirlendikten sonra Tbx3 (Anti-TBX3 +
DyLight 488 goat anti-mause) antikoru ile intraseliiller isaretlendi. Daha sonra

tiim populasyonunda ortalama fluorosan yogunlugu (MFI) degerlendirildi.
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Ornek Tiipii 1 Ornek Tiipii 2 Izotipik

kontrol
CD34 CD13 1gG1-
DyLight488
CD45 CD45 19G1-PE-
Cy7

Anti-Tbx3 + DyLight 488 | Anti-Tbx3 + DyLight 488 goat | IgG1-APC

goat anti-mause antikor anti-mause antikor

Tablo 3.1. Immiinfenotiplemede Kullamlan Antikorlar
2) Flow sitometrik analizler BD Accuri C6 cihazi kullanilarak gergeklestirildi.

Flow sitometri, floresan yogunluguna bagli olarak siispansiyon halindeki
hiicrelerin biiylikligiine ve graniilaritesine gore tek hiicre seviyesinde analiz
yapmay1 saglayan bir sistemdir. Siispansiyon halindeki hiicreler, hava basinci ile
stv1 i¢inden gecirilerek cam veya quartzdan yapilmis akis kabinine gelirler. Bu
kabinin geometrik sekli ve sivinin laminer akisi sayesinde hiicreler tek bir sira
halinde lazer kaynagi oniinden geger. Hiicrelerin analizi i¢in sistemde forward
scatter (FS), side scatter (SS) ve floresan (FL-1,FL-2,FL-3 vb.) dedektorler
bulunur. Flow sitometri cihazindan ileri sagilma grafigi (Forward scatter) ile
hiicrelerin yaklasik biiyiikliigli, yana sagilma grafigi (Side scatter) ile hiicrelerin
yaklagik graniil orani, floresan grafigi (MFI, belli dalga boyuna has parildama
eldesi) ile hiicrelerin yaklasik ortalama floresan miktar1 hakkinda bilgiler ediniriz
[161].

3.7. ALDH seviyelerinin olciilmesi

1) 1 ml assay buffer 1 vial verapamil igine eklendi ve 2 dakika vortekslendi.

32



2) Hazirlanan verapamil assay buffer igine alindi.

3) Alde Red 588-A hazirlamak i¢in 25 ul DMSO Alde Red reagent igine eklendi.
4) Uzerine 25 ul HCL eklenip 15 dakika oda 1s1sinda bekletildi.

5) Uzerine 360 ul hazirlanan Assay buffer eklendi.

6) Hiicreler 0,5 ml assay buffer i¢ine alindi.

7) Uzerlerine 2,5 ul Alde Red reagent eklendi.

8) 37°C de 30 dakika inkiibe edildi.

9) 2500 rpm de 5 dakika santrifiij edildi.

10) Siipernatant uzaklastirildi.

11)0,5 ml assay buffer eklenip resuspanse edildi.

12) Flow sitometrik analiz gerceklestirildi.

3.8. istatistik

Degiskenler, ortalama =+ standart sapma seklinde ifade edilmistir. Gruplar
arasindaki farklarin istatistiksel anlamlilig1 i¢cin Student’s T testi yapilmistir.
Yapilan istatistiksel analiz sonucunda gruplar arasinda p<0.05 anlamli kabul

edilmistir.
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BULGULAR

4.1. Calisma Gruplar

Bu calismada kullanilan kan ornekleri; ¢alismaya katilmayi kabul eden, 20
saglikli gebenin vajinal/sezeryan dogum sonrasi tibbi atik olan kordonlarindan

alinmistir. Dogumlarin 1 tanesi vajinal dogum iken, diger dogumlar sezeryan

dogumdu.
dogum
no isim yas dogum sekli | sayisi hafta bebek
1 E. U. 32 Sezeryan G3P3 39w erkek-3410 gr
2 T.E. 23 Sezeryan G3P2A1 38w2d |kiz- 3420gr
3 H.S. 27 Sezeryan G1P1 41w erkek-3635 gr
4 F.B. 30 Sezeryan G2P2 38w erkek-3735 gr
5 B. O. 20 Sezeryan G1P1 39w erkek-3825 gr
6 0. A. 28 Sezeryan G2P2 38w erkek-3060 gr
7 E. I 41 Sezeryan G3P3 37w erkek-3750 gr
8 F.Z.B 28 Sezeryan G6P4A1K1 |38w4d |Kiz- 3710gr
9 A.P. 23 Sezeryan G4P1A3 38w erkek-3230 gr
10 F. E. 33 Sezeryan G3P3 38w kiz- 2690 gr
11 H. E. 35 Sezeryan G1P1 38w 2d | erkek-2880 gr
12 Y. . 37 Sezeryan G5P5 38w 1d | erkek-3180 gr
13 S.0. 35 Sezeryan G3P3 35w 5d | kiz- 2910gr
14 F.C. 38 Sezeryan GI9P3A6 38w 5d |kiz- 3010 gr
15 S.K. 29 Sezeryan G3P2A1 38w2d |kiz- 2760gr
16 F.U. 28 vajinal G4P3A1 38w 2d |kiz- 3950 gr
17 G.D. 28 Sezeryan G1P1 36w 6d | erkek-2525 gr
18 H. O. 31 Sezeryan G2P2 38w4ad |Kiz- 4090 gr
19 Z.S. 32 Sezeryan G2P2 38w 5d |erkek-4280 gr
20 K.O. 37 Sezeryan G1P1 38w 1d | erkek-3260gr

Tablo 4.1. Calismaya Katilan Popiilasyonun Ozellikleri
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4.2. Kordon kanindan izole edilen hematopoetik progenitor hiicrelerin
CD34, CD13, CD45 ve Tbx3 ifade diizeyleri.

Kordon kanindan izole edilen hematopoetik progenitor hiicrelerin viabilitesi
kontrol edildi. Viabilite analizi flow sitometrik olarak 7AAD boyasi ile yapildi.

7AAD pozitif hiicreler 6lii, negatif hiicreler ise canli olarak degerlendirildi.

I'— o Plot 8: G08 CD34 +GATE VIABILITE I Plot 3: G08 CD34 +GATE VIABILITE
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Sekil 4.1. Hematopoetik progenitdr hiicre izolasyonu yapildiktan sonra hiicrelerin
flow sitometrik olarak canliliklar1 degerlendirildi. a)noktasal b)histogram

goriintiisii canlilik > %98 SSC : side scatter ( yana sagilma grafigi )

Hiicrelerin baglangic asamasinda Tbx3 protein ifadesinin
degerlendirilebilmesi i¢in oOncelikle immiin fenotipik olarak bu hiicrelerin
hematopoetik progenitdr hiicreler oldugu tespit edildi. CD34 belirteci kordon
kanindan izole edilen hematopoetik progenitdrde pozitif oldugu tespit edildi.

CD34+ hiicrelerde Tbx3 protein ifadesi MFI degerleri saptand1 (Sekil 4.7.)

Yine baslangi¢ asamasinda myeloid seri belirteci olan CD13 ifade diizeylerine
bakildi. Hematopoetik progenitérden myeloid seriye farklilasma asamasinda
CD13 ifade diizeyi artmaktadir [162]. Bizim c¢aligmamizda da bunun

gosterilebilmesi i¢in baslangic ve daha sonra farklilagtirma asamalarinda CD13
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ifade diizeyleri tespit edildi. Baslangi¢ asamasinda ¢ok diisiik oranda CDI13
pozitifligi tespit edildi.
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Sekil 4.2. Hematopoetik progenitor hiicre izolasyonu yapildiktan sonra hiicreler
anti-CD34, anti-CD45, anti-CD13 ve intra-sitoplazmik olarak anti-Tbx3

antikorlar1 ile isaretlendikten sonra flow sitometrik analiz gergeklestirildi. a) izole
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edilen hiicrelerin FSC/SSC noktasal (dot plot) dagilim goriiniimii. b) R2 kapisi
icindeki hiicrelerin CD34 ifadesini tanimlamak i¢in histogram goriintiisii, % 99 >
CD34+ «¢) R2 kapist igindeki hiicrelerin CD45 ifadesini tanimlamak icin
histogram goriintiisii, % 97 > CD45+ d) CD34+ hiicrelerin Tbx3 ifade diizeylerini
gosteren histogram gorlintiisiic (MFI degerleri grafik olarak metin iginde
verilmistir.) e) CD34+ hiicrelerin CD13 ifade diizeylerini gosteren histogram

goruntisu.

4.3. Hematopoetik progenitor hiicrelerin 14 giin boyunca myeloid seriye
farkhlastirma mediumunda Kiiltiire edildikten sonra CD34, CD13, CDA45 ve
Thx3 ifade diizeyleri.

Kordon kanindan izole edilen hematopoetik progenitor hiicreler 14 giin
boyunca farklilastirma mediumu icinde kiiltiire edildi. Kiiltiir islemi sonrasi
CD34, CD13, CD45 ve Thx3 ifade diizeyleri degerlendirildi. Hematopoetik
progenitdrlerden myleoid seriye farklilasmanin oldugunu, CD13 ifadesine paralel
olarak CD34 ifadesindeki azalma ile gosterildi. Bu ifade paternindeki doniistim
myeloid seriye farklilasmanin basarili bir sekilde in-vitro olarak gerceklestigini

kanitlar. Ayrica morfolojik olarak da koloni olusumlari tespit edildi.

Farklilastirma oncesi oldugu gibi farklilagtirma islemi sonunda da Tbx3

ifadesi MFI degeri ile saptand1 ( Sekil 4.7.).
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Sekil 4.3. 14 giin boyunca farklilastirma mediumu ic¢inde kiiltiire edilen
Hematopoetik progenitor hiicrelerin farklilastirma islemi sonrasinda anti-CD34,
anti-CD45, anti-CD13 ve intra-sitoplazmik olarak anti-Thx3 antikorlar1 ile

isaretlendikten sonra flow sitometrik analiz gergeklestirildi. a) izole edilen

38



hiicrelerin FSC/SSC noktasal (dot plot) dagilim goriiniimii. b) R2 kapisi igindeki
hiicrelerin CD34 ifadesini tanimlamak igin histogram goriintiisii, % 10,1°1 CD34+
c) R2 kapisi igindeki hiicrelerin CD45 ifadesini tanimlamak igin histogram
goriintiisii, % 80 > CD45+ d) CD34+ hiicrelerin Tbx3 ifade diizeylerini gdsteren
histogram goriintiisii (MFI degerleri grafik olarak metin iginde verilmistir.) ¢) R2

kapisi i¢indeki hiicrelerin CD13 ifade diizeylerini gdsteren histogram goriintiisii.

Sekil 4.4. 14 giin boyunca farklilastirma mediumu i¢inde kiiltiire edilen
Hematopoetik progenitor hiicrelerin farklilagtirma islemi sonrasinda goriintiisii a)
makroskopik goriintiisii b)  4x mikroskopik c) 10x mikroskopik d) 40x
mikroskopik. (14 giin siireyle farklilastirma medyumunda kiiltiire edildikten
sonraki goriintiileri CFU-GM)

4.4. Hematopoetik progenitor hiicrelerin izolasyon asamasinda ve 14 giin
boyunca myeloid seriye farkhlastirma mediumunda Kkiiltiire edildikten

sonraki Aldehit Dehidrogenaz ifade diizeyleri
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Aldehit dehidrogenaz, aldehidin karboksilik asit molekiillerine oksidasyonuna
sebep olan bir enzimdir. Bu enzim iiriinii olan retinoik asit ise gen ifadesini
degistirerek, kok hiicre Ozelliginin siirdiiriilmesinde rol oynamaktadir. Bu
bilgilerle uyumlu olarak kendini yenileme 6zelligi ¢ok yiiksek olan HKH’lerde ve
progenitor hiicrelerde ALDH enziminin yiiksek oldugu; farklilagarak kendini
yenileme diizeyi azaldikga da diizeyinin diistiigii saptanmustir [163].

I Plot 4: FOE CD34+GATE 0. GON I Plot 5: FO7 CD13+ GATE 14.GUN b
GATE R1 GATE R1
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Sekil 4.5. Kordon kanindan izole edilen hematopoetik progenitor hiicrelerde
ALDH ifade diizeyi. a) izolasyondan hemen sonra b) 14 giin boyunca
farklilagtirma mediumunda kiiltiire edildikten sonra. Farklilagsmayla /olgunlagsma

ile birlikte ALDH ifade diizeyi belirgin bi¢imde azalmustir.
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4.5. Baslangi¢ ve farkhilastirma sonrasi Tbx3 diizeylerinin karsilastirilmasi
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Sekil 4.6. Kordon kanindan izole edilen ve daha sonra 14 giin boyunca
farklilagtirma islemi uygulanan hiicrelerin baslangi¢c asamasi ve 14. giin sonunda
Tbx3 ifade diizeylerini ayn1 histogram {lizerinde karsilastirmali olarak gosterilmesi
(over-lay). Yesil cizgi: Baslangic ani, Kirmizi ¢izgi: 14. giin sonunda Tbx3 ifade

diizeyi (MFI degerleri metin i¢inde grafik olarak sunulmustur.)
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Sekil 4.7. Kordon kanindan hematopoetik progenitor hiicre izolasyonu asamasi ve

14. glintin sonunda Thx3 protein ifadesi sonuglar1 ( MFI) (p = 0,088)
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Sekil 4.8. Kordon kanindan hematopoetik progenitor hiicre izolasyonu agamasi ve

14. giiniin sonunda Thx3 protein ifadesi ortalama sonuglart (MFI) (p = 0,088)
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TARTISMA

Hematopoez kan yapici kok (hematopoetik) hiicre grubundan tiim olgun
kan hiicrelerinin olusturulup periferik kana serbest birakilmasi olarak tanimlanan
ve siki bir bi¢imde kontrol edilen fizyolojik bir siiregtir [15]. Embriyonik
donemin erken basamaklarinda baslayan fetal karaciger, dalak ve kemik iliginde
devam eden silire¢ dogumdan sonra sadece kemik iliginde gerceklesir. Saglikli
hematopoezin devaminin saglanmasinda kemik iligi mikrogevresinin kritik 6nemi
vardir. Hematopoetik kok hiicrelerin (HKH) yasam boyu fonksiyonlarin1 devam
ettirebilmeleri kemik iliginde nis adi verilen 6zellikli mikrogevrede yerlesmeleri
ve zararl etkilerden ka¢inmalari ile miimkiin olmaktadir. HKH fonksiyonlar1 ve
akibeti, bu mikrogevre tarafindan belirlenir. Kok hiicrelerin istirahatte
(GO/dormant) kalarak idamesinin saglanmasini, nis bdlgesine yerlesmesini
(homing), kendini yenilemesini, farklilasmasini, mobilizasyonunu, migrasyonunu

ve diger biyolojik fonksiyonlarini yonlendiren bu mikrogevredir [17].

Kok hiicreler uzun siire boliinebilen, kendi kendini yenileyebilen ve
organizmanin ihtiyacina gore farklilasma kapasiteleri olan 6zellesmis hiicrelerdir.
Bu hiicreler farklilagma kapasitelerine gore hiyerarsik bir sekilde siniflandirilabilir
ve viicutta elde edildikleri kaynaklara gére embriyonik ve yetiskin kok hiicre
olarak isimlendirilirler. Hematopoetik sistem kok hiicreler, progenitor hiicreler ve
daha olgun farklilagsmis hiicrelerden olusur. Bu sistem gilinde 2x10™ hiicre
olusturma kapasitesindedir [17]. HKH’lerin fizyolojik fonksiyonlarinin kontroli
mikrogevre etkilesimi ve transkripsiyonel regiilasyonla saglanmaktadir.
HKH’lerin hiicre siklusu durumu, gorevi i¢in belirleyici bir faktordiir. HKH’ler
ve hematopoetik progenitor hiicreler (HPH), Lineage-marker negatif, Sca-1+ ve c-
Kit+ heterojen hiicre (LSK hiicreleri) grubu i¢inde yer alirlar. Bu hiicrelerin %
70°den daha fazlas1 G0’da yer alirken daha farklilagmis multipotent progenitdr
(MPP: CD34+ LSK hiicreleri) hiicrelerin %10’dan daha azi istirahat fazindadir.
LSK HKH popiilasyonu 145-193 giinde bir boliinen bir grup ile 28-36 giinde
boliinen homeostatik gruptan olusmaktadir. Yavas siklusta bulunan HKH’ler

myeloablasyona maruz kalmig farelere nakil edildiklerinde uzun siireli yapilanma
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aktivitesi gosterirler (LT-HKH), 6nce kisa siireli (ST-HKH) HKH’leri ve daha
sonra MPP ve terminal farklilasmis hematopoetik hiicreleri olustururlar [17, 19-

32].

HKH’lerin fonksiyon ve davranislarinin transkripsiyon faktorleri ile
diizenlendigine dair ¢ok sayida ¢aligma bulunmaktadir. 50 farkli transkripsiyon
faktoriiniin anahtar rol iistlendigi tespit edilmistir [121]. Transkripsiyon faktorleri
DNA’ya baglandiklar1 6zgiil bir DNA-baglanma bolgesi ile aktivasyon ya da
baskilamadan sorumlu protein bdlgesi olmak iizere en az iki fonksiyonel bolgesi
bulunan yapilardir [37].  Transkripsiyonel regiilasyon, fizyolojik sartlarda
cekirdekli hiicrelerde disaridan gelen uyaranlar ile transkripsiyon faktorlerinin
uyumlu bigimde ¢alismasi ile saglanir. HKH’de mikrogevre—transkripsiyon
faktorti iligkisi, oOzellikle hiicre dongiisliniin kontroliinden sorumlu genlerin
transkripsiyonel diizeyde regililasyonu hayati onem tasir. Bu diizenleme
mekanizmalarinin bir veya daha fazla basamaginda meydana gelen hatalar
hematolojik malignitelerin olusmasina sebep olmaktadir [164, 165].  Thx3
proteini hematolojik malignitelerde de rol almaktadir fakat fizyolojik olarak
hematopoezdeki roli heniiz tanimlanmamistir. Thx3 proteini embriyonik
gelisimin organogenez asamasinda; sinir sistemi, iskelet, goz, kalp, bobrek,
akciger, pankreas ve meme dokusu gelisiminde 6nemli roller aldig1 bilinmektedir

[166].

Fizyolojik bir sistemin nasil isledigi tam olarak tanimlanamaz ise, bu sistemle
dogrudan ya da dolayl iliskisi bulunan hastaliklarin olusum mekanizmasi da tam
olarak anlagilamaz. Bu tez kapsaminda hematopoezin farkli asamalarinda
Tbx3’lin rolii kordon kani kaynakli hematopoetik hiicreler kullanilarak
aydmlatilmaya c¢alisilmistir. Bu baglamda mikrocevre etkisinin  kontrol
edilebilmesi (kemik iligi mikro ¢evre etkisinin diglanmasi) amaci ile kordon kani
kaynakli hiicreler tercih edilmistir (diger onemli kisitlayict faktdrde saglikli

kisilerden kemik iliginin elde edilmesinin zor olmasi ve etik kaygilardir).

Hacim azaltma yontemi [167] ile izole edilip dondurulan hiicreler ¢oziildiikten
sonra, calismaya dahil edilmeden 6nce viabilitelerine bakilmis %95 ve iizeri canli

olan (Sekil 4.1.) orneklerle sonraki siiregler yiiriitiilmiistiir. Sonraki asamada
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hiicrelerin CFU-GM iiniteye kadar farklilastirma islemi yapilmistir (Sekil 4.4.).
Farklilasma isleminin etkinligi myeloid seri belirteci olan CDI13 ekspresyon
diizeyi degerlendirilerek kanitlanmuistir (Sekil 4.2.-4.3.). Hematopoetik progenitor
hiicrede CD13 ekspresyonunun ¢ok az ifade edildigi myleoid seriye farklilasma
oldukga arttig1 bilinmektedir [162]. Bizim farklilastirma deneyimizde de CD34
ifadesi azalirken CD13 ekspresyonunun arttigi tespit edilmistir. Bu sonug
farklilagma isleminin in-vitro kosullarda gergeklestigini immiinfenotipik olarak
desteklemistir. Kiiltiir ortamindaki koloni olusturan tinitelerin morfolojik
goriintlisii ile immiinfenotipleme sonuglari hematopoetik progenitdr hiicreden
myeloid seriye farklilasmanin gerceklestigini ortaya koymustur. Bu sonug bu tez
kapsaminda degerlendirilmeye calisilan myeloid seriye farklilasma asamasinda
Tbx3 proteininin ekpsresyon paternini baslangi¢ ve farklilasma olmak tizere iki
farkli durumda degerlendirme imkani saglamisir. Bunun deney diizeneginin
ikinci bir parametreyle desteklenmesi siireci 6zellikle kok hiicre asamasi ve kiiltiir
islemi sonunda ALDH ekspresyonun karsilagtirmali degerlendirilmesi ile ortaya
konulmugtur. Bilindigi gibi ALDH kok hiicreler tarafindan eksprese edilen bir
parametre olup olgunlasma sathasinda ekspresyon diizeyi hizla azalarak son
olarak kaybolmaktadir [168].  Bizim deney setlerimizde de, baslangicta
hematopoetik progenitor hiicreler farklilastirilmadan 6nce ALDH’1 asir1 eksprese
ederken, kiiltiiriin 14. giiniinde yani myeloid seriye farklilasma gergeklestikten

sonra ekspresyon diizeyinin hizla diistiigii tespit edilmistir (Sekil 4.5.)

Tbx3 proteininin hematopoezin en az iki farkli asamasinda (hematopoetik
progenitor hiicreden ve myeloid seriye farklilasma CFU-GM den elde edilen
hiicrelerde) ekspresyon diizeyi flow sitometrik olarak tespit edilmistir. Bu analiz
teknik olarak bu c¢aligma kapsaminda yapilan yeni bir uygulama olarak literatiire
gececektir.  CFU-GM  Kolonilerin  metilseliiloz igerikli yar1 kati besiyeri
kullanilarak sayisal olarak degerlendirilmesi 6zellikle toksisite caligsmalarinda
siklikla kullanilmaktadir [169]. Yar1 kat1 besi ortaminda CFU-GM ye farklilasmis
hiicrelerin etkin bir sekilde izole edilmesi ve immiinfenotiplendirilmelerinin
yapilmasi da Tbx3 proteinin degerlendirilebilmesi agisindan ilk olarak bu tez
kapsaminda ortaya konulmustur. Hazirlik asamasinda yar1 kat1 besiyerinin tercih

edilmesi morfolojik olarakta hiicrelerin tanimlanmasina imkan saglamstir.
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Tbx3 ekspresyon diizeyleri her bir 6rnek i¢in baslangi¢ asamasinda ve 14 giinliik
farklilastirma islemi sonunda elde edilen hiicrelerde gerceklestirilmistir. Degerler

MFI olarak alinmis ve karsilastirilmistir (Sekil 4.6.-4.7.-4.8.)

Hematopoezin ortak myeloid progenitdr asamasina kadar olan farklilasma
stirecinde Tbx3 transkripsiyon faktoriiniin bulunup bulunmadiginin saptanmasi ve
sayet Tbx3 proteini varsa hangi evrelerde baslayip, hangi evrede sonlandigini
gosterilmesi amaciin 6nemli bir kismi bu tez kapsaminda ortaya konulmustur.

Tbx3 ekspresyonu myeloid 6nciil hiicre asamasinda da tespit edilmistir.

Calismamizda kullanilan deney diizenekleri en az iki seviyede Tbx3
ekspresyon diizeyini tespit etmeye imkan saglamistir. Ancak transkripsiyonel
diizenlenme ve protein ifadesi ¢evresel uyaranlar altinda zamana ve aktivasyon
durumuna bagli olarakta degisiklik gdsterebilmektedir. Bu duruma en uygun
sistem hematopoetik sistem ve sonraki asamada bu seriden farklilagarak
olgunlasan kan dokusu hiicreleridir [170]. Gerek immiin yanitta gerekse travma
gibi fizyopatolojik siireglerde i¢ ve dis uyaranlarla belirli zaman dilimlerinde yap1
ve fonksiyonlarinda degisiklikler gozlenebilmektedir [171]. Calismamizda, Tbx3
ekspresyonu baslangic ve 14. giin sonunda ekspresyon paterni agisinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark gostermemistir. Farkli hiicre hatlarinin in-vitro
olarak Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) ile uyarimi sonucu Tbx3 protein
ekspresyonunun arttigt  bilinmektedir [172]. Fakat c¢alismamizda Thx3

ekspresyonunun herhangi bir uyarana bagl degisimi degerlendirilememistir.

Kanser olusumuna yol agan mekanizmalar arasinda “kanser kok hiicre”sinin
varligi uzun yillardir bilinmektedir [173, 174]. Kanser kok hiicresi kendini
simnirsiz  yenileme 0zelligi olan ayni1 zamanda farklilasarak baska hiicrelere
dontisme 6zelligi olan pluripotent kok hiicrelerdir. Bir¢ok agidan kanser kok
hiicreleri ve fizyolojik kok hiicreler benzerlik gostermektedirler. Her iki tip kok
hiicre de boliinme ve farklilagsma yetisine sahip hiicreler oldugundan bu hiicrelerin
kullandiklar1 sinyal yolaklar1 ve hiicre boliinmesini indiikleyen gen iriinleri
benzerlik gostermektedir. ~ Bu nedenle hematopoietik kok hiicrenin farklilasma
esnasindaki Tbx3 gen ifadesini saptayarak, losemi/lenfoma gelisimin

aciklanabilmesi agisindan bir adim atmis bulunuyoruz. Fakat, hematolojik
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malignite olusumu ve hangi hiicre asamasinda blastik formasyonun oldugu, bu
olusumda Tbx3 iin ekspresyon diizeyinin katkisinin ortaya konulabilmesi igin
dinlenim sirasinda ve uyarim sonrasi ilerlemis olgunlasma siirecindeki hiicrelerde
Tbx3 diizeyinin degerlendirilmesi gerekliligi ortaya konulmustur. Bu alanda yeni

bir calismanin tasarlanmasina ihtiyag vardir.
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SONUCLAR

Bu Tipta Uzmanlik ¢alismasi ile kordon kanindan elde edilen hematopoietik
kok hiicrelerde Tbx3 transkripsiyon faktoriiniin varligi ve hematopoietik kok
hiicrelerin myeloid seriye farklilastirilmas: siiresince de Tbx3 diizeyinin
degismedigi ilk kez gosterilmistir. Bdylece, hematopoez sirasinda yeni bir

transkripsiyon faktoriiniin varligi bilimsel literatiire kazandirilmistir.
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