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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

INSAN BCL-2 GENINE AIiT PROMOTOR BOLGESININ MOLEKULER
ANALIZI
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Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Genetik Bilim Dali

Danisman Prof. Dr. Orthan ERDOGAN

BCL-2 (B cell leukemia/lymphoma 2), apoptozis diizenleyici proteinler olan BCL
ailesinin antiapoptotik bir tiyesidir ve ilk kez t(14; 18) kromozomal translokasyonu
olan insan folikiiler B hiicre lenfomasinda tanimlanmistir. Bu tez c¢alismasinda,
apoptotik siiregte en kritik potansiyele sahip olan antiapoptotik insan BCL-2 geninin
transkripsiyonel regiilasyonunu aydmlatmak amaciyla promotér bdlgesinin
karakterizasyonu ve molekiiler analizi yapildi. Bu amagla Oncelikle c¢esitli
biyoinformatik veri tabanlarindan yararlanilarak BCL-2 geninin 5000 bp’lik promotor
bolgesi belirlendi. Ancak ¢alismamiz dahilinde bu bdlgenin transkripsiyonel bakimdan
islevsel oldugu diisiiniilen 2444 bp ‘lik pargasi kalip olarak kullanilarak fonksiyonel
ozelliklerine gore bu bolge ¢ alt pargaya ayrildi. Bolgelerin uzunluklart 2372 bp, 610
bp ve 290 bp olarak belirlenerek c¢alismamiz bu ii¢ promotdr pargasi lizerinde
gerceklestirildi. Secilen bolgelere spesifik dizayn edilen primerlerle PCR yapilarak her
bolge saf olarak elde edildi. Her bolgeye ait bu saf bantlar jelden ekstrakte edilerek
PGEM-T Easy vektoriine klonlanarak Escherichia coli JM109 bakterisine transfer
edildi. Klonlanan her bir par¢adan plazmit izolasyonu yapildi. Ayni sekilde pGL-3 Luc
vektorii de Escherichia coli JM109 bakterisine transfer edildi ve bu bakteride
¢ogaltildi. Son olarak klonlanmis pGL-3 Luc vektorii Kpn-1 ve Hind-111 restriksiyon
enzimleriyle kesildikten sonra agaroz jelde yiiriitiildii ve jelden saf olarak ekstrakte
edildi. Genomatix programi kullanilarak belirlenen bu promotor dizisi {izerinde
ozellikle insan BCL-2 ve BAX arasinda en fazla homolojinin bulundugu muhtemel
promotor parcalart klonlanarak, pGL-3 Luc vektoriine aktarilmak iizere elde edildi.

2018, 100 sayfa

Anahtar Kelimeler: BCL-2 geni, apoptozis, promotor analizi. lusiferaz bildirici vektor
sistemi.
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BCL-2 (B cell leukemia / lymphoma 2) is an antiapoptotic member of the BCL family
of apoptosis regulatory proteins and is first described in the human follicular B cell
lymphoma with chromosomal translocation of t (14; 18). In this thesis study, the
characterization and molecular analysis of the promoter region was performed in order
to elucidate the transcriptional regulation of the antiapoptotic human BCL-2 gene,
which has the most critical potential in the apoptotic process. For this purpose, a 5000
bp promoter region of the BCL-2 gene was identified primarily by using various
bioinformatic databases. However, within our study, this region was considered to be
functional in transcriptional maintenance and the 2444 bp fragment was used as a
template and this region was divided into three subfractions according to their
functional properties. The lengths of the regions were determined as 2372 bp, 610 bp
and 290 bp and our study was carried out on these three promoter fragments. In this
context. PCR was performed with primers designed specifically for each region and
each region was obtained in pure form. The pure bands of each region were gel-
extracted and transfered into the E. coli JM109 bacterium by cloning into the pPGEM- T
Easy vector. Plasmid isolation was performed from each cloned fragment. Similarly
pGL-3 Luc vector transfered into the E. coli JM109 bacterium and replicated in this
bacteria too. Finally, the cloned pGL-3 Luc vector was digested with restriction
enzymes Kpn-I and Hindlll, and then was run on agarose gel and extracted purely from
this agarose gel. Promoter fragments with the most homology between human BCL-2
and BAX on this promoter sequence determined using the Genomatix program were
cloned and transferred to pGL-3 Luc vector.

2018, 100 pages

Keywords: BCL-2 gene, apoptozis, promoter analysis, luciferase reporter vector
system.
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1. GIRIS

1.1. Apoptozis (Programh hiicre éliimii)

Apoptoz, fizyolojik bir 6liim sekli olup, hiicre sayisinin kontrolii, hiicre 6limii ve
hiicre ¢cogalmasi arasindaki dengeyi kontrol eden enerji bagimli molekiiler kaskat
olaylarin1 kapsayan kompleks bir siiregtir. Apoptoz kavrami ilk kez 1972’de Kerr
Whyllie tarafindan (Kerr et al.1972) nekrozdan farkli olan diger bir 6liim sekli i¢in
tanimlanmistir (Searle et al. 1982). Bu terim programli ve fizyolojik etkenlerden

kaynaklanan hiicre 6liimiinii tanimlar.

Apoptoz, olgun organizmada ve normal gelisim siirecindeki farkli hiicre tiplerinin
hasarlanmas1 esnasinda spesifik bazi hiicrelerin yok olmasindan sorumlu bir
mekanizmadir. Apoptozun baslica amaci yetiskinlerde hasarli, infekte olmus yada
potansiyel neoplastik hiicreleri yok ederek homeostazin devamlilifini saglamaktir.
Apoptotik hiicrelerin sayis1 bireyin yada organizmanin saglikli olup olmayisini tayin
ettiginden molekiiler ve fonksiyonel apoptoz mekanizmalari hiicrede dengeyi saglayan
Oonemli bir faktoriidiir (Orrenius et al 2011). Apoptozun normalden ¢ok olusu
Alzheimer, ALS, Parkinson ve muskiiler atrofiler gibi ndrodejeneratif hastaliklarla,
hematolojik ve otoimmiin bozukluklarla, iskemik hasarlarla iliskilidir ayrica bakteriyel
ve viral enfeksiyonlara , toksinlere baglh hastaliklara yol agar. Diger taraftan yetersiz
apoptoz ise kanser, premalign hastaliklar, otoimmiin ve metabolik bozukluklar, viral

enfeksiyonlar ve aterosklerozla sonuglanir.

Memeli hiicrelerinde meydana gelen apoptozis siirecinde gergeklesen mekanizmalar
Caenorhabditis elegans nematodunun gelisim siirecinde meydana gelen
programlanmis hiicre 6liimii mekanizmalarini da ihtiva eder (Horvitz et al. 1999). C.
elegans eriskin kurdun olusumunda 1090 somatik hiicre elzemdir fakat bu hiicrelerden
131 tanesi programlanmis hiicre 6liimiine ya da apoptozis ugrar. Apoptozis bu yiizden

hiicrelerin genetik kdkenli saptanmig eliminasyonunu ihtiva eden programlanmis hiicre



Olimii seklinin en 6nemli ve ayirt edici bir mekanizmasi olarak bilinir. Bununla
beraber programlanmis hiicre Oliimiiniin yanisira yeni tanimlanan ve heniiz
kesfedilmemis olan diger sekillerinin de dikkate alinmasi olduk¢a 6nemlidir (Debnath
et al. 2005; Formigli et al. 2000; Sperandio et al. 2000).

Apoptozis, hiicrelerdeki genetik programin aktiflesmesiyle harekete gegen bir
mekanizmadir (Searle et al. 1982). Apoptozis; hiicrenin biiziilerek tomurcuklanmasi,
kromatin yogunlagsmasi ve fragmentasyonu kendini gosteren oldukca kompleks bir
siirectir. Apoptoz, cogunlukla nekrozis ile karistirilabilir ancak nekrozis olayinda hiicre
zarlarimin gegirgenligi artar, hiicrelerin igerigi cevredeki komsu dokulara sagilir ve

inflamasyona sebebiyet verir (Searle et al. 1982).

1.1.1. Apoptozisin canli organizmalardaki yeri ve onemi

Canlilarin hayat dongiisiiniin esas faktorleri dogma, biiyiime, ¢ogalma, yaslanma ve
olimdiir. Hayatin devamliligt organizmalardaki, yap1 ve islevlerinin fizyolojik
ihtiyaglarinin belirledigi hudutlar igerisinde korunmasi ile iligkilidir. Bu nedenle
hiicrelerin ¢ogalmasi ile hiicrelerin 6liimii arasinda bir denge olmasi elzemdir. Eger bu
denge bozulursa, yani ¢ogalandan ¢ok hiicre 6liimii gergeklesirse veya da farklilagirsa
dejeneratif hastaliklar, 6len veya da farklilasanlara kiyasla daha fazla hiicre gogalmasi

durumunda ise kanser olgusuyla ve de otoimmun hastaliklarla karsilagilir (Mak T. 2003).

Canlilardaki en kiigiik fonksiyonel unsur olan hiicrede meydana gelen Gliim olayi,
fizyolojik veya da patolojik siiregler sonucunda meydana gelir. Patolojik bir hiicre 6liim
sekli olan nekroz, hiicre fragmantasyonu ve hiicre sismesi ile karakterizedir ve iskemi,
mekanik travma gibi dnemli ¢evresel faktorlerdeki degisikliklerin sebep oldugu pasif bir
siirectir (Kane AB. 1995). Bu o6lim seklinde hiicre i¢i denetim yolaklar1 etkisizdir
dolayusiyla hiicre kendi karari ile 6liime gitmez. Bir baska hiicre 6liim sekli olan
fizyolojik hiicre 6liimii ise hasarli, yasl ya da anormal hiicreleri yok ederek hiicrelerin
arasindaki homeostazi ve hiicrelerin canliliklarini siirdiirmesini indiikler (Hockenbery

1995).



1.1.2. Apoptosisin regulasyonunda rol oynayan genler

Apoptosisin diizenlenmesi p53 geni ile harekete gegen devaminda ise kaspazlarin
aktivasyonuyla siirdiiriilen bir siireci kapsar. p53 geni, timor siipresor gendir ve
mutasyona gecirdiginde hiicrenin émrii uzamaktadir. Genotoksik kosullarla meydana
gelen hiicre hasari, p53'in aktiflesmesine neden olur. p53, hasar1 tanidiktan sonra
DNA’ya direk baglanarak, G1’de hiicre dongiisiiniin durmasini saglayarak hasarin
diizeltilmesi i¢in gerekli olan zamani kazandirir veya da zarar tamir edilemeyecek
kadar c¢oksa hiicreyi apoptozise indiikler. Ek olarak BCL-2 ve BAX gruplarinin
oranlarini diizenlenmesinde p53’iin rol aldig: literatiirde belirtilmektedir (Ashkenazi et
al. 1998; Gilchrist 1998).

Apoptozis regiilasyonu bir diger gen ailesi olan BCL-2/BAX ailesiyle de
diizenlenmektedir (Chao et al. 1998). Bu aileye ait yaklasik 20 iiye tanimlanmistir
(Roulston et al. 1994; Johnson 2000) BCL-2 proteinlerinin bir grubu apoptosisi inhibe
(anti-apoptotik) eder, diger grup ise aktive (pro-apoptotik) eder.

Apoptozis programinin hayati bilesenleri kaspazlardir (Johnson 2000; Eichhorst et al.
2001). Kaspazlar, proteinleri sadece aspartik asit bulunan bolgelerden kesen sistein
proteazlardir. Kaspazlar TNF reseptor gen ailesi iiyesidir. Bunlarin sitoplazmik
boliimlerinde 6lim alam1 (death domain) denen bir aminoasit dizisi mevcuttur.
Literatiirde belirtilen alt1 tane oliim reseptorii, CD95 (APO-1/Fas), TRAIL (TNF-
Related Apoptozis-Inducing Ligand)-R1, TRAIL- R2, TNF-R1l, DR6. DR3
gosterilmistir (Wang et al. 2001; Strasser et al. 2000). Adaptor proteinlerin islevi
reseptorle gelen sinyal sonucunda kaspazlara baglanip onlar1 aktiflestirmektir. Bunlari
tamimlayan en iyi 6rnekler Fas (CD95) ve de TNF reseptorii-1 (TNFR1) dir. Fas'in
etkisiyle kaspaz yolag: aktiflesir ve de kaspaz tarafindan aktiflestirilen DNaz (caspase-
activated DNase; CAD) vasitas: ile baslayan DNA yikimi devam eder. Ilk kez bir
proteaz olarak tanimlanan prokaspaz-1dir. Kaspazlar kaskat mekanizmasi siiresince
farkli prokaspazlari aktiflestirirler (Kaspaz 1,4,5,13). Kaspaz 2,8,10 proteolizisin
baslaticilar1 iken Kaspaz 3,6,7 ise uygulayicilart olarak siniflandirilirlar (Thompson
1998; Hart S 1994).



Kaspaz inhibitorlerinin efektdr kaspazlar1 inhibe ederek apoptozu engelledigi
belirtilmistir. Ek olarak IAP ailesinin kaspazlardan ayr1 olarak transkripsiyon faktorlerin
modiilasyonu ve hiicre siklusunun kontroliinde de yer alarak apoptozun inhibisyonuna
sebep oldugu bilinmektedir. Bu inhibitérler malign hiicrelerde asiri fazla

gbzlenmektedirler.

Survivin, apoptozis inhibitér protein ailesinin bir iiyesi olup 27925 kromozomunda
kodlanan 142 aminoasitten meydana gelmistir. Apoptozis diizenlemesinde temel rol
oynayan bir diger gendir. Normal prolifere olan hiicrelerde ¢ok az seviyede bulunmakla
beraber asir1 fazla ¢ogalan hiicrelerde ekspresyonu artmaktadir. Endometrial dokuda
hiperplazi ve malignite gelisen olgularda da asir1 eksprese oldugu gosterilmistir.
Survivin hiicre dliimiinii etkileyen proteazlardan kaspaz-3 ve kaspaz-7°yi dogrudan veya
dolayli olarak inhibe ederek apoptozisin regiilasyonunda rol oynar (Israels et al. 1999).
Diger IAP proteinlerin aksine, survivin embriyonik ve fetal gelisim sirasinda da
bulunmaktadir. Normal yetiskin dokularda saptanamayacak kadar az bulundugu ve

malignitelerin tiimiinde belirgin olarak exprese oldugu gozlemlenmistir.

1.1.3. Apoptozun indiiklenmesi

Apoptozun molekiiler mekanizmasinin tam olarak bilinmemesi ile birlikte hiicrelerdeki
genetik kodlarinda bulunan 6liim mekanizmasinin fizyolojik ve patofizyolojik
faktorlerle ve stres kosullari altinda aktiflestigi bilinmektedir (Meng et al. 2010)
Sinyalizasyonu takiben gergeklesen apoptozis yolagi hiicre tipine ve uyarana gore
fakliliklarla karakterize olur. Hangi kosulda apoptozisin gelisip gelismeyecegi hiicrenin

sahip oldugu anti-apoptotik /inhibitérik molekiil potansiyeline baglidir.
Apoptoz indiikleyicileri genel olarak; biliylime faktorleri, onkogenler ve tiimor supresor

genler olarak ii¢ gruba ayrilabilir. Apoptozun indiiklenmesini saglayan baslica

uyaranlar;

e Biiylime faktorlerinin yoksunlugu



Sitokinler

e  Hiicre igindeki kalsiyum oranindaki artis

e TNF (tiimoér nekroz faktor)-alfa

e  TGF(transforming growth factor)-beta

e Fas/FasL sisteminin aktivasyonu

e p53 aktivasyonu

e Viral/ bakteriyal enfeksiyonlar

e  Glukokortikoidler ve onkojenler (c-Myc vb.)
e  Oksidatif stres

Ayrica UV, radyasyon, hipertermi, sitotoksik antikanser ilaclar ve seramid tedavisinin

de apoptozun indiiklenmesinde rol oynadigi bilinmektedir (Orrenius et al. 2011).

1.1.4. Apoptozun sekilsel dzellikleri (Morfolojisi)

Apoptozis, dokuda bulunan belirli bir bolgedeki hiicrelerin tiimiinii etkilemez,
hiicrelerde daginik olarak meydana gelir ve morfolojik olarak yangisal degisikliklere
rastlanmaz. Saptanan ilk sekilsel degisiklik kromatinin ¢ekirdek zarmin altinda
kondanse olarak farkli boyutlarda oval gibi sekillerde sinirli yogun Kitleler halini
almasidir. Niikleusta, osmiofilik graniil kitleleri olusumu i¢in niikleolus kromatini
dagilmis bir hal alir. Fibriler protein merkezi yogunlagsmis ¢ekirdek kromatinin ig
yiizeyinde yogun graniiler kitle olusturur. Bu niikleus farklilasimlariyla ayni anda
apoptotik hiicre komsu hiicrelerden uzaklagir ve baglanti noktalar1 yok edilir. Bazi
spesifik yiizey yapilari 6rnegin mikrovilluslar ortadan kalkar. Hiicre hacimce kiigiiliir
fakat hiicrenin yogunlugu artar, sitoplazmik organeller kondanse olur vediiz
endoplazmik retikulum genislemis bir hal alir. Sitoplazma asir1 yogunlasir ve vakuol
olusumlari meydana gelir. Sisternalar genisler ve hiicre zari ile biitiinleserek hiicrenin
iist yiiziine dogru tomurcuklanmalar meydana getirirler. Sitoplazmik filamentler ise yan
yana gelecek sekilde ve hiicre yiizeyine paralel katmanlar halinde toplanirlar
(Cummings et al. 1997; Kerr et al. 1994). Mevcut durumda hiicre yiizeyinde

tomurcuklanma meydana gelir ve niikleus smirinda bir diizensizlik vardir. Bunlarin



birbirinden ayrilmasi1 ile ¢ekirdek ve sitoplazma degisik boyutlarda ‘“apoptotik
cisimcikler” olusturur. Apoptotik cisimcikler epitelyal yiizeyden dokiilebilir ya da
genellikle komsu normal parankimal hiicreler ya da makrofajlar tarafindan fagosite
edilirler (Cummings et al. 1997; Kerr et al. 1994). Bu siirecin son sathasinda ise kalint
cekirdek ve sitoplazmik yapilarin genellikle fagosite eden hiicrenin fagozomu iginde
lizozomal enzimlerle pargalandig1 “in vitro otoliz” evresidir. Iste bu hiicre parcalanmasi
sirasinda hiicre i¢i elemanlar hiicreler arasi bosluga dagilmadigi ve proteolik enzimler
ya da toksik oksijen salinimi olmadigi ig¢in inflamatuvar yanit olusmaz ve komsu

hiicrelerin zarar gérmesi dnlenir (Cummings et al. 1997; Kerr et al. 1994).

Normal hicre Apoptozun basglangicindaki hiicre Apoptoz sonundaki hiicre
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Sekil 1.1. Apoptoz sirasinda hiicrede meydana gelen morfolojik degisimler (Cummings
et al. 1997; Kerr et al. 1994; Toraman 2017).

1.1.5. Apoptozisteki biyokimyasal olaylar

Protein ayrilmasi; Protein hidrolizi apoptozisin spesifik bir 6zelligidir ve kaspazlarin
aktivasyonu ile meydana gelir. Ek olarak kaspaz aktivitesi endoniikleazlarin

indiiklenmesinde 6nemli rol oynar (EImore 2007; Wickremasinghe et al. 1999).

Protein ¢apraz baglanmas1 (Cross-Linking); Apoptoziste hiicreler biiziiserek kiigiik
boyuttaki fragmentlere parcalanir. Iste bu fragmentler; transglutamazlar vasitasiyla
yapilan ¢apraz baglanmalar ile sitoplazmik proteinlerin apoptotik cisimlere doniisiimiinii

saglar.

DNA yikimi; Apoptoza ugrayacak hiicrelerde DNA pargalanarak 50-300 kilo baz’lik

biiyiik fragmentlere ayrilir. Sonrasinda Ca®* ve Mg?’a bagimli endoniikleazlar DNA



zincirini, H1 histon bolgesinden 180-200 baz ¢iftlik ve de katlar1 seklinde pargalar.

Fagositik tanima; Apoptoza ugrayacak hiicreler, plazma zarlarinin disinda fosfatidilserin
ve trombospondin ekspesyonu gergeklestirirler. Fosfotidilserin, saglikli hiicrelerde
plazma membraninin iginde bulunurken apoptotik hiicrelerde plazma zarinin dis
yiizeyinde bulunur. Apopto crelerde fosfotidilserin ekspresyonu sayesinde hiicrenin
fagositozu i¢in makrofajlar ve komsu hiicreler tarafindan taninmasi saglanir ve bu olay
fagositik hiicreler igin sinyal gorevi goriir (EImore 2007; Wickremasinghe et al. 1999;
Keane et al. 2001; Duvall et al. 2006).tik hii

1.1.6. Apopitotik hiicre 6liimiiniin asamalari

Apoptozis siireci genel olarak 4 safhada gergeklesir;

a. Apoptozun baslatilmasi (sinyal iiretici yollarin aktivasyonu)
b. Hiicre i¢i protezlarin (kaspazlarin) aktivasyonu
c. Hiicrede farkli biyokimyasal ve sekilsel degisikliklerin meydana gelmesi

d. Fagositoz

Sinyalizasyon siirecini takiben hiicre i¢inde bulunan, proteaz ailesinden olan kaspazlar
(Caspase: Cysteine-containing Aspartate Spesific Proteases) aktiflesir. Bu siireg
dahilinde adaptor proteinler vasitasiyla 6lim reseptorleri, mitokondriden serbestlesen
Sit-c, Smac ve Omi gibi apoptotik modulatorler araciligiyla ise i¢ sinyaller, fakli
zincirleme reaksiyonlar ile sitoplazmadaki efektor kaspazlar1 aktive ederler ve sonug
olarak hiicreyi apoptoza gotiirlirler. Ayrica mitokondriden serbestlesen Endoniikleaz G

ve AIF gibi modulatorlerde non-kaspaz yoldan hiicreyi apoptotik siirece gotiirebilir.

Ca™ artisinda oldugu gibi hiicre igi metabolik degisiklikler de hiicrenin apoptozis
stirecine girmesinde rol oynar. Hiicre i¢i artan Ca*™ diizeyi, inaktif haldeki endonukleaz,
proteaz, transglutamaz, fosfolipaz benzeri latent enzimleri aktiflestirerek programli

hiicre oliimiine gotiriir.. Ca™ bagimli proteazlar ve endonukleazlarin aktiflesmesi



sitoplazmik proteinlerin pargalanmasina ve apoptozise Ozgii internukleozomal DNA
kiriklarina sebep olur (Zhivotovsky et al. 2011). Ca*™ bagimli endoniikleazlar DNA
zincirini, H1 histon bolgesinden 180-200 baz ¢ifti ve katlar1 uzunlugunda pargalara
ayirmaktadir (Earnshaw 1995). Katepsin-D ise apoptozun ge¢ safhasinda ortaya cikan
bir endopeptidazdir ve de lizozomlarin proteolitik fonksiyonunun gelisiminde 6nemli
bir role sahiptir (Minarowska et al. 2007) Hiicre i¢inde bazi kinazlarda apoptotik siiregte
yer alir; 6rnegin protein kinaz-A apoptozisi uyarirken (Moujalled et al. 1998) , protein
kinaz-C’nin ¢ogu izoformunun apoptozisi engelledigi bilinmektedir (Reyland 2009).

Hicrenin icinden veya disindan geen sinyaller ile olusturulan DNA hasarinin
aktiflestirdigi cogu genler de hiicreyi apoptoza siiriikleyebilir. Bu genler i¢inde en iyi
tanimlanan p53 geni DNA hasar ile aktiflesir, ardindan DNA hasar tamiri i¢in hiicre
siklusunu durdurur; ancak tamir miimkiin olmaz ise BCL-2 ailesinden pro-apoptotik
BAX proteinini aktive eder ve yine mitokondri araciligtyla hiicrenin apoptozuna sebep

olur (Lia etal. 2012).

Hiicre igi/dis1 sinyallerle olusan apoptotik uyar1 hiicre i¢i farkli sinyal yolaklari
tizerinden kromatin kondensasyonu ve DNA kiriklarinin olusumuna sebep olarak
hiicreyi geri doniisiimsiiz bir yola sokar. Hiicrede membran, sitoplazma ve nukleus
seviyesinde meydana gelen biyokimyasal ve morfolojik degisimler sonugta hiicrenin
apoptotik cisimlere ayrilmasina Sebep olur. Apoptozun erken sathasinda hiicreler
birlestigi kisimlardan ayrilir, farklilasmus yiizey reseptorlerini kaybederler ve belirgince
biiziilerek total agirliklarinin yaklasik olarak yarisin1 kaybederler. Meydana gelen bu
biizlismenin sebebi; Cl, Na, K, tasiyici sistemlerin bozulmasi sebebiyle hiicrenin i¢ ve
dis kism1 arasinda cereyan eden sivi kinetiginin durmasiyla iliskilidir. Dolayisiyla
plazma zarmin formunda bozulma ve kabarciklanmalar meydana gelir bir de pargalara
ayrilarak apoptotik cisimlerin olusumu gergeklesir. Bu evrede transglutaminaz enzimi

de etkili olmaktadir.

Apoptozun son evresi ise apoptotik cisimlerin fagositozudur. Normalde hiicre zarindaki
ATP bagiml translokaz enzimi ile aktif olarak korunan fosfolipit asimetrisi apoptozun
indiikksiyonunda bozulur. ATP-translokaz enzim aktivitesinin yitirilmesi normalde

membran i¢ yiizeyinde bulunan fosfatidilserinin (PS) membranin dis yiizeyine



yerlesmesine ve apoptotik cisimlerin ¢evre hiicrelerce taninarak fagosite edilmesine
neden olur. Apoptotik cisimler nekrozisten farkli olarak sitokin salgilanmasini ve
inflamasyon olusumunu uyarmaksizin makrofajlar ya da komsu hiicreler tarafindan

fagosite edilirler (Zhivotovsky et al. 2011).

1.1.7. Apoptozun molekiiler mekanizmalari

Apoptozisin molekiiler ve genetik detaylari ilk kez C.elegans nematodunda ¢alisilmistir.
C.elegans’ ta apoptozu baslatan genler Ced-3 ve Ced-4 diye adlandirilmistir. Ced-3 geni
bir sistein proteazi kodlar, bu da memelilerdeki ICE (interleukin 1b converting
enzyme)’ye benzemektedir. Ced-4 ise kalsiyuma bagli bir proteini kodlamakta ve
memelilerdeki Apaf-1 ile benzerdir. Ced-9, insanlarda BCL-2 ile homoloji gosterir ve

apoptozu inhibe ettigi bilinmektedir.

Hiicre ylizeyinin 6zel 6liim reseptorleri ile etkilesmesi sonucunda apoptozis baslar.
Apoptozise karar veren bir hiicrenin ilk olarak, hiicredeki genetik mekanizmay1
uyaran bir sinyal almasi gerekir. Sinyal kaynagi hiicrenin i¢inden ya da disindan
olabilir. Hiicre dongiisii bozukluklari, DNA hasar1, hiicredeki Ca" miktarindaki artis,
pH farkliliklar1, gibi etkenler hiicre 6liim sinyallerini harekete gegirir. Sonrasinda
kaspazlarin aktivasyonu gerceklesir. Aktiflesen kaspazlar hedefteki proteinlerin
yikimini saglayarak, hiicre i¢inde farkliliklara sebebiyet verir (Touchette et al. 1991;
Keane et al. 2001). Hiicre apoptotik siirecte ilerledikge sitoplazmada g¢ikintilar
meydana gelir. Sonrasinda hiicre, kiiclik, zarla ¢evrili fragmentlere bdliiniir ve
“apoptotik cisimler” olusturur Olusan apoptotik cisimler, etraftaki parankimal

hiicreler ve makrofajlar tarafindan fagosite edilir (Touchette et al. 1991).
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* Hiicresel hasar
* Stokin yoklugu

Prokaspaz-9

Sekil 1.2. Apoptozun molekiiler mekanizmasi (Toraman 2017)

Apoptozis siireci; enerji bagimli ve 6nemli derecede kompleks molekiiler kaskat
olaylarmi ihtiva etmektedir. Daha Onceki caligmalarla ekstrinsik ve intrinsik
(mitokondriyal yol) denen iki esas apoptotik yolun oldugu ve bu iki yolun birbiri ile
baglantili oldugu bildirilmistir. Intrinsik ve ekstrinsik yola ilave olarak perforin-
granzim bagimli hiicre 6liimiinii ve T-hiicre aracili sitotoksisiteyi ihtiva eden yolaklar

da mevcuttur (Elmore 2007; Duvall et al. 2006).
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a. Ekstrinsik yol

Ekstrinsik ya da oliim reseptdr yolu, apoptozisi transmembran reseptOrler vasitali
etkilesimlerle baglatan yolu tanimlar. Ekstrinsik yolda TNF reseptor gen siiper
ailesinin Uyelerinden oOliim reseptorlerini ihtiva eden transmembran reseptorler
kritiktir. TNF ailesi iiyeleri, ortalama 80 aminoasitlik bir sitoplazmik domaine sahip
olan oldiirticii domain (death domain) ihtiva ederler (Ashkenazi et al. 1998) ve bunlar
hiicrenin {ist yliziinden hiicre i¢i sinyal yoluna oldiiriicii sinyalin iletilmesinde 6nemli
bir gérev iistlenirler. Oldiiriicii reseptorler ve onlarin ligandi olan TNF-a/TNFR1,
FasL/FasR, Apo2L/DR5’i Apo3L/DR3, Apo2L/ DR4 ve ihtiva etmektedir (Ashkenazi
et al. 1998; Chicheportiche et al. 1997; Ashkenazi et al. 1999; Peter et al. 1998;
Suliman et al. 2001). Apoptozun ekstrinsik fazini tanimlayan olaylarin dizisi, TNFR1/
FasL / FasR ve TNF-o kompleksleriyle en iyi sekilde belirlenir. Fas ligandinin Fas
reseptoriine baglanmasi, adaptér proteini FADD'yi baglar ve TNF ligandinin TNF
reseptoriine baglanmasi, FADD ve RIP alimiyla TRADD adaptdr proteininin
baglanmasiyla sonuglanir (Hsu et al. 1995, Wajant, 2002). Sonrasinda FADD, &liim
efektor domaininin dimerizasyonu yoluyla prokaspaz -8 ile baglanir. Iste bu safhada,
6liime neden olan bir 6liim sinyal kompleksi (DISC) olusur ve prokaspaz-8'in katalitik
aktivitesi ortaya cikar (Kischkel et al. 1995). Kaspaz-8 aktive olur olmaz, apoptozun
aktivasyon asamasi indiiklenir. Oliim reseptdr aracili apoptoz, c-FLIP ad1 verilen ve
FADD ve kaspaz-8'e baglanacak bir protein ile inhibisyonu gergeklesir (Kataoka et al.
1998). Potansiyel apoptoz diizenlenmesinin bir baska safthasinda, Toso adi verilen,
Kaspaz-8 islemesinin inhibisyonu yoluyla T hiicrelerinde Fas'in indiikledigi apoptozu

bloke ettigi gosterilen bir protein bulunur (Hitoshi et al. 1998).
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Cizelge 1.1. Apoptozisin baslaticilar1 (Ekstrinsik yol) (Duvall 2006)

Oliim reseptérleri Ligandi

TNF ailesi: TNF-R1 TNF
Fas FasL
DR3 Tweak
TRAIL-R1(DR4) TRAIL
TRAIL-R2(DR5) TRAIL
DR6 DR6L
TAJ TAJL
THANK-R THANK
Diger:

Mannoz 6-Fosfataz (Insiilin benzeri Biiyiime Granzim B
faktorii I1 reseptorii; ILGF-11)

Tuzak reseptorleri

TNF ailesi (6liim reseptorlerini antagonize edenler):

Solubl Fas FasL

TRAIL-R3 TRAIL
TRAIL-R4 TRAIL
Tuzak reseptor 3 Osteoprotegerin TRAIL

b. Perforin/granzim yolu

T hiicre aracili sitotoksisite tip IV asir1 duyarliligin bir varyantidir. Sitotoksik T
lenfositleri (CTL'ler) hedef hiicreleri ekstrinsik yolak ile oldiirebilirler ve FasL / FasR
etkilesimi, CTL'nin tetikledigi apoptozisin farkli bir teknigidir (Brunner et al. 2003).
Bununla birlikte, sitotoksik etkilerini tiimor hiicrelerine ve viriislerin enfekte ettigi
hiicrelere, transmembran porlar olusturan molekiil perforinin salgilanmasini
devaminda ise porlar boyunca ve hedef hiicre i¢ine sitoplazmik graniillerin ekzofilik
bir halde serbest birakilmasini ihtiva eden yeni bir yol ile uygulanabilirler (Trapani and
Smyth 2002). Serin proteaz iiyeleri olan granzim A ve granzim B, molekiiller

igerisindeki ¢ok kritik graniillerdir (EImore 2007).

Granzim B molekiilleri, aspartat kalintilarin1 pargalayacaki dolayisiyla prokaspaz-10'u
aktive edecek ve ICAD (Caspase Activated DNAse'nin Inhibitorii) gibi kompleksleri
pargalayabilecektir (Sakahira et al. 1998). Ayrica Granzim B'nin Bid'in spesifik kesimi

ve sitokrom ¢ saliniminin indiiksiyonu vasitastyla 6lim sinyalinin aktivasyonu i¢in
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mitokondriyal yolun kullanilabilecegi rapor edilmistir (Barry and Bleackley, 2002,
Russell and Ley 2002). Granzim B ise direkt olarak Kaspaz-3'i aktiflestirebilir.
Mitokondrial yolun ve Kaspaz-3'iin direkt olarak harekete gegirilmesi, Granzim B ile
tetiklenen infaz i¢in Onemli bir yer tutar (Goping et al. 2003). Rapor edilen
caligmalarda, Granzim B sitotoksisite mekanizmasinin, tip 2 yardimct T (Th2)
hiicrelerin kontrol mekanizmasi olarak olduk¢a énemli oldugu belirtilmistir (Devadas

et al. 2006).

Mevcut ¢alismalarda, aktiflesmis Th2 hiicrelerinin, T hiicre reseptorlerinin tetikledigi
programli hiicre 6liimii seklinde kaspazlarin ve 6liim reseptdrlerinin gorev almadig:
gosterilmistir. Diger taraftan kaspazlar, Fas-Fas ligand etkilesimi ve 6liim alanlarina
sahip adaptor proteinler sitotoksik Tip 1 yardimci hiicrelerin programli 6liimiinde ve
diizenlenmesinde rol oynarken Granzim B'nin herhangi bir etkisinin olmadig:
bildirilmistir. Sitotoksik T hiicresi tarafindan indiiklenmis apoptozda da Granzim A
onemlidir ve kaspazlara bagimli olmayan kaskatlar1 aktiflestirir. Granzim A, hiicrelere
salindiginda bir, timor siipresor gen lriinii olan DNaz NM23-H1 vasitasiyla DNA
kesimini aktiflestirir (Fan et al. 2003).

SET, niikkleozom montaj proteinidir ve NM23-H1 geninin inhibisyonundan
sorumludur. Granzim A, SET kompleksini par¢alayarak NM23-H1'in aktivasyonu
gerceklesir dolayisiyla da DNA yikimina sebep olur. SET kompleksi, NM23-H1'in
engellenmesinde, DNA onariminda ve kromatin yapisinda da kritik fonksiyonlar
vardir. SET kompleksini meydana getiren molekiillerin (SET, HMG2, Apel, pp32)
DNA ve kromatin yapisini korumak i¢in birlikte ¢alistig1 diistiniilityor (Lieberman and
Fan 2003). Bu sebeple, bu kompleksin Granzim A ile inhibisyonu DNA ve kromatin

yapisinin biitiinliiglinii bozarak programli hiicre 6liimiine de yardimci olur.

c. Intrinsik yol

Apoptozu baglatan intrinsik sinyal yollar1, hiicre i¢indeki hedeflere dogrudan etki eden

ve mitokondriyal baslatilan olaylar olan hiicre i¢i sinyaller {ireten reseptor aracili
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olmayan ¢esitli uyaranlar dizisini icerir. I¢sel yolu baslatan uyaranlar, pozitif
veya negatif bir sekilde hareket edebilecek hiicre i¢i sinyaller {iretirler. Negatif
sinyaller, baz1 6liim faktorlerinin, hormonlarin ve sitokinlerin yoklugunu igerir; bu da
6liim programlarinin bastirllmamasina ve dolayisiyla apoptozun tetiklenmesine neden

olabilir.

Bir diger deyisle, g¢esitli biiylime faktorlerinin geri ¢ekilmesi, apoptotik supresyonun
kayb1 ve sonrasinda apoptozun aktivasyonu meydana gelir. Buna sebep olan diger
uyarilar, bunlardan ibaret degildir ve radyasyon, toksinler, hipoksi, hipertermi, viral
enfeksiyonlar ve serbest radikaller de dahil edilebilir. Biitiin bu indiikleyiciler,
mitokondriyal  gecirgenlik gecis (MPT) porlarimin acilmasina, mitokondriyal
transmembran potansiyelini kaybetmesine ve sitozole intermembran boslugundan
normalde saliverilmis pro-apoptotik proteinlerin iki ana grubunun serbest
birakilmasina neden olan i¢ mitokondriyal zardaki degisiklige neden olur (Saelens et
al. 2004). Birinci grup serin proteaz HtrA2 / Omi ve Sitokrom ¢, Smac / DIABLO ‘dan
olusur (Du et al. 2000; Garrido et al. 2006). iste bu molekiiller kaspaz bagimli
mitokondriyal yolag: aktiflestirirler.

Sitokrom c, "apoptozom" kompleksini meydana getiren prokaspaz-9 ve Apaf-1'i baglar
ve de aktiflestirir (Chinnaiyan, 1999, Hill et al. 2004). Prokaspaz- 9' un bdyle bir
birlesimi Kaspaz -9’ un aktiflesmesine sebebiyet verir. Smac / DIABLO ve HtrA2 /
Omi'nin, IAP (apoptoz proteinlerinin inhibitérleri) aktivitesini bloke ederek programl
hiicre oliimiinii tesvik ettigi bildirilmistir (van Loo et al. 2002, Schimmer, 2004). Pro-
apoptotik proteinlerin ikinci grubu, AIF, endoniikleaz G ve CAD apoptoz esnasinda
mitokondriden salinir, ancak bu hiicrenin 6liim karar1 verdikten sonra meydana gelen

gec bir olaydir.

Niikleusa giren AIF, DNA'nin 50-300 kb'lik fragmentlere parcalanmasina ve
cekirdekteki kromatinin yogunlagsmasina sebeptir (Joza et al. 2001). Niikleer
yogunlagmanin bu erken formu "evre 1" yogunlasma olarak tanimlanir (Susin et al.

2000). Endoniikleaz G ise niikleusa translokasyon yapar ve burada niikleer kromatin
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pargalanarak oligoniikleozomal DNA pargalart iiretilir (Li et al. 2001). Endoniikleaz G
ve AIF, kaspazlardan bagimsiz ¢alisirlar. CAD, daha sonra mitokondriden salinir ve
Kaspaz-3 ile boliinmeden sonra oligoniikleozomal DNA fragmantasyonuna ve fazla
belirgin gelisen bir kromatin kondensasyonuna sebep olan niikleusa translokasyon

yapar (Enari et al. 1998).

Sonrasinda meydana gelen ve daha belirginlesen bu kromatin kondensasyonu "evre I1"
yogunlagma olarak ifade edilir (Susin et al. 2000). Apoptotik mitokondriyal siirecte ki
olaylarin regiilasyonu ve de kontrolii, proteinlerin BCL-2 familyas1 {iyeleri vasitasiyla
gerceklesir (Cory and Adams 2002). Timor siipresor protein olan p53° iin, BCL-2
ailesinin diizenlenmesinde kritik bir gorev alir, fakat mekanizmalar heniiz ¢ok net bir
sekilde aydmlatilmamigtir (Schuler and Green 2001). BCL-2 ailesi iiyeleri,
mitokondriyal membran gegirgenligini idame ettirir ve pro-apoptotik veya

antiapoptotik olmak tizere iki farkli ¢eside sahiptir.

Bu proteinler 6zel bir 6neme sahiptir, ¢iinkii hiicrenin apoptoza gidip gitmeyecegini
belirleyebilirler. BCL-2 protein ailesinin ana etki mekanizmasimin mitokondriyal
membran gecirgenliginin degistirilmesi yoluyla mitokondriyondaki sitokrom c
salmiminin diizenlenmesi oldugu diisliniilmektedir. Birka¢ muhtemel mekanizma
incelenmistir ancak higbiri kesin olarak ispatlanmamigtir. Apoptozun Fas yolundaki
mitokondriyal hasara, Bid'in kaspaz -8 ile kesilmesi aracilik eder (Li et al. 1998).
Bad'in serin fosforilasyonu, ¢ok fonksiyonlu fosfoserin bag molekiillerinin bir ailesinin
tiyesi olan 14-3-3 ile iliskilidir. Bad fosforile edildiginde, 14-3-3 tarafindan yakalanir
ve sitoplazmada tutulur ancak Bad fosforile edilmediginde, sitokrom c'yi serbest
birakmak i¢in mitokondriye transloke olur (Zha et al. 1996). Bad ayni1 zamanda BCL-
XL veya BCL-2 ile heterodimerize olur, onlarin koruyucu etkilerini notralize eder ve

hiicre 6liimiinii tesvik eder (Yang et al. 1995).

BAD tarafindan tutuklanmadiginda, hem BCL-2 hem de BCL-XL sitokrom C'nin
mitokondriyumdan salinmasini engeller. Yapilan ¢alismalarda, BCL-2 ve BCL-xL'nin

oncelikle kaspazlarin aktivasyonunu yoneterek programli hiicre 6liimiinii inhibe ettigi
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gosterilmigtir (Newmeyer et al. 2000). "Aven" denen diger bir protein ise hem
APAF-1 hem de BCL-xL’ yi tutuklar ve boylece prokaspaz-9'un aktivasyonunu
engeller (Chau et al. 2000). BCL-2 veya BCL-xL'in asir1 ekspresyonunun digerini
down-regiile ettigini, bu iki protein arasinda karsilikli bir regiilasyona isaret ettigini
gosteren caligmalar vardir. Puma ve Noxa, ayn1 zamanda pro- apoptoz ile ilgilenen

BCL-2 ailesinin iki tiyesidir.

Puma, p53 aracili apoptozda kritik bir gorev alir. PUMA'nin asir1 sentezlenmesi BAX
sentezini arttirir ve BAX konformasyonel degisikligi, mitokondriye translokasyon,
Sitokrom c salinim1 ve mitokondriyal membran potansiyelindeki azalma ile karakterize
olur (Liu et al. 2003). Noxa ise p53 ile tetiklenen diger bir apoptotik molekiildiir.
Yapilan ¢aligmalarda, bu molekiiliin mitokondriye yerlesebilecegini ve anti-apoptotik
BCL-2 familyasi tiyeleri ile etkilesebildigini ve bunun da kaspaz-9'un aktivasyonuyla
sonuclandig1 gosterilmistir (Oda et al. 2000). PUMA ve NOXA p53 araciligiyla
tetiklendiginden, onkogen aktivasyonu ve genotoksik hasar ile olusan programli hiicre
Oliimiine yardimer olurlar. Bir onkoproteinin olan Myc’ nin hem p53'e baghh hem de

bagimsiz mekanizmalar yoluyla apoptozu giiglendirdigi rapor edilmistir (Meyer et al.
2006).

Cizelge 1.2. Apoptozisin baslaticilar1 (Intrinsik yol) (Duvall 2006)

Lokalizasyon Apoptojenik Proteinler
Mitokondri Sitokrom C
Kaspaz-2
Kaspaz-3
Kaspaz-8
Kaspaz-9
Smac/DIABLO
AlF

SIM-20
Endoplazmik retikulum Kaspaz-12
Bap31

Golgi kompleksi Kaspaz-2
Nukleus TR3

Post mitokondrial (Apoptozomlar) Apaf-1
dATP

Kaspaz-9
Sitokrom C
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1.1.7.a. Ekstrinsik ve intrinsik yolaklar arasindaki baglanti

Apoptozda intrensik ve ekstrensik yolaklar birbirlerinden bagimsiz olarak ilerlese de,
aralarinda 6nemli bir etkilesim vardir. Aralarindaki bu etkilesim Bid proteininin
Kaspaz-8 ile aktive edilmis sekli olan tBid vasitasi ile saglanmaktadir. Sitoplazmada
inaktif halde bulunan Bid, Kaspaz-8 tarafindan kirilir dolayisiyla 15 kDal hacminde bir
karboksi terminal parcasi (tBID) ortaya ¢ikar Olusan tBiD, BH3 domainine sahip
oldugundan proapoptotik BCL-2 ailesi tiyelerinin digerleriyle etkilesimde bulunarak,
sitoplazma icerisinden mitokondriye transloke olmalarina yani aktif hale gelmelerine
neden olup, sonucta sitokrom ¢ saliverilmektedir. Ek olarak BID, TNF ve TRAIL gibi
diger hiicre yiizey 6liim reseptorleri aracilifiyla da aktif hale gelebilmektedir. Yapilan
calismalarda, Bid geni “knock out” edilmis fare karaciger hiicrelerinde, anti-Fas ve de
TNF ile apoptoz tetiklenmeye calisildiginda, apoptozun olusmadigi bildirilmistir (Li et
al. 1998;Luo et al. 1998; Widlak et al. 2000). Hiicre 6liim reseptorlerinden gelen 6liim
sinyalinin mitokondriye tasinmasinda BID’in kritik oldugu ve hayati &nem
tastyabilecegi one siiriilmektedir. BAX fonksiyonu hasara ugramis insan kolon kanseri
hiicreleri ile yapilan ¢alismalarda, TRAIL indiiklii apoptozda mitokondrial salinimin
gerekli oldugu gosterilmistir. Burada asil gerekli olan molekiiliin, kaspaz kaskadinin
negatif regiilasyonunu saglayan, X’e bagli apoptozu baskilayan protein (XIAP, X-linked
Inhibitor of Apoptozis)’ in inhibisyon etkisini ortadan kaldirdigi bilinen Smac/DIABLO
oldugu rapor edilmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda intrensik yol ile ekstrensik yol
arasindaki  baglantida Smac/DIABLO salimiminin  anahtar vazifesi gordiigi

anlagilmaktadir (Deng et al.2002).
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Sekil 1.3. Intrinsik yolak ile ekstrinsik yolak arasindaki baglantiyr gosteren model
(Deng et al. 2002)
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Sekil 1.4. Mitokondriyal (intrinsik yol) ile ekstrinsik yol arasindaki baglantiy1 gésteren
sema (Deng et al.2002)
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1.1.8. Apoptozisin inhibisyonu

Apoptozis mekanizmasinda bulunan ve de apoptozisi inhibe eden molekiillerin (1AP)

mevcut oldugu yapilan caligmalarda bildirilmisti. IAP familyasinin iiyelert,

o XIAP,

e BIRC 2 (CIAP1),

e BIRC 3 (CIAP2),

e NAIP,

e Livin ve Survivin (BIRC 5)’ dir (Budhidarmo et al. 2015).

[laveten mitokondride yerlesik bulunan, SMAC (Mitokondriden Tiiremis Caspaz
Inhibitérii) ve DIABLO (Direk IAP Baglanan Protein) inhibisyon proteinlerinin varlig
da bildirilmistir. Alanin-treonin-prolin-fenilalanin aminoasitleri ile 1AP proteinleri
baglanma motifleri, prokaspaz-9 ile etkilesime girerek sistein proteaz olan kaspazlarin
birbirlerini parcalamasini engeller. Bu mekanizmalar, efektor Kaspaz-3 ve 7° de de
aynidir. IAP baglanma motifleri SMAC/DIABLO proteinleri ile alanin-valin-prolin-
izolosin aminoasitleri ile etkilesime girerek aktiflesirler. SMAC/DIABLO proteinleri
apoptozomu bloke eder ve efektor kaspazlarin inhibisyonuna neden olur (Budhidarmo
et al. 2015).

Apoptozisin blokaji hiicre igi yolaklar ile de gerceklestirilebilir. Bilhassa hiicrenin
hayatta kalmasi ile iligkili PI3K/Akt kaskadinda fosfo-Akt tarafindan BAD proteini
fosforilasyona ugradiginda fosfo-BAD konformasyon degisikligine ugradigindan BCL-
2 ile heterodimerizasyon yapamayacagt ve BAD’ in de homodimer yap1
Olusturamayacagindan mitokondri membraninin yapisal biitinligii hasarlanmaz. Bu
mekanizmada kilit rolii olan molekiil, PTEN (fosfotaz ve tensin homologu) tiimor
baskilayici  proteindir.  PI3K’min  d¢lincii  halkasindaki ~ fosfat  grubunun
defosforilizasyonunu saglayan PTEN, onu fosfoinositol-2-fosfata gevirir. Boylece Akt

molekiiliiniin fosforilasyonunu engeller (Budhidarmo et al. 2015).



20

1.1.9. Apoptozis anormaliteleri ve hastahklar

Apoptozis; istenmeyen, yaralanmis, hasarlanmis ve patojenler tarafindan enfekte
edilmis hiicreleri uzaklastirmay1 saglar fakat bu siiregte bir bozukluk meydana
geldiginde cesitli hastaliklar ortaya ¢ikar. Apoptozisin baskilanmasi kanser, otoimmun
hastaliklar, aterosklerozis gibi c¢esitli hastaliklar ile iliskilidir. Apoptozis
mekanizmasinin asir1 artmasi ile iligkili olan ¢esitli hastaliklara 6rnek olarak ise;
bakteriyel infeksiyonlar (Neisseria meningitidis), viral infeksiyonlar (AIDS), otoimmun
rahatsizliklar (Multiple Sclerosis), norodejeneratif rahatsizliklar (Alzheimer’s), iskemik
yaralanmalar (Myocardial infarction), hematolojik rahatsizliklar (Myelodysplastic
Syndromes) verilebilir (Fadeel et al. 1994). Apoptozis mekanizmasinin isleyisinin
bozulmasinin yaslanma siireci ile de iliskili oldugu rapor edilmistir. Cesitli ¢aligmalarla
apoptozis regiilasyonunu saglayan proteinlerin miktarinda yasa bagimli olarak meydana
gelen farkliliklar rapor edilmistir ve otoimmiin hastaliklar ve yash insanlardaki
norodejeneratif rahatsizliklar gibi yiiksek prevelanstaki maligniteler ile pozitif
korelasyonda oldugu bildirilmistir (Joaquin et al. 2001).

1.2. BCL-2 Ailesi

Apoptotik siirecin kontroliinde rolii en iyi tanimlanmis olan BCL-2 (B cell lymphoma/
leukemia-2) proto-onkogeni ilk kez t(14; 18) kromozomal translokasyonu olan insan
follikiiler lenfomasinda saptanmis 24-26 kDal’luk protein eksprese eden bir anti-
apoptotik gendir.

BCL-2 geni, C-terminusunda tek bir yiiksek hidrofobik alana sahip 239 amino asitten
olusan bir 26 kd proteinini kodlar, bu da esas olarak mitokondriyal dig membran i¢inde
lokalize olmasini ve niikleer zarfin daha az bir kisminda lokalize olmasini saglar (Chen-

Levy 1989).

BCL2 proteininin ana rolii, mitokondriyal membranin biitiinligiinii korumak, Sitokrom

¢ serbestlesmesini saglamak ve daha sonra APAF1'e (apoptozis aktive edici faktor-1).
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baglanmasini1 engeller. BCL2 proteini, dort Bcl-2 homoloji (BH) domainini (BH1 ila
BH4) igerir. BH1, BH2 ve BH3, proteinin, BCL2 protein ailesinin pro-apoptotik {iyeleri
ile homodimer ve/veya heterodimerleri etkilestigi ve olusturdugu hidrofobik yariktir

(Thomadaki 2006, Reed 2006).

BCL-2, ozellikle apoptozu bloke ederek hiicrenin hayatta kalma kinetigini arttirir.
Boylece, hiicrenin genellikle ATP, yeni RNA ve protein sentezi gerektiren ve hiicre
biiziismesi, niikleer pargalanma ve DNA bozunmas: gibi ¢esitli hiicresel ultra-yapisal

degisikliklere neden olan intihar faaliyetlerine girmesini onler.

BCL-2 gen ailesi iiyeleri yapisal ve fonksiyonel karakteristikleri agisindan pro-apoptotik

ve anti-apoptotik tiyeleri olmak iizere iki ana sinifa ayrilabilir;

Cizelge 1.3. BCL-2 ailesinin siniflamasi (Stephen et al. 2010)

BCL-2 ailesi BH bolgeleri Aile tiyeleri
Anti-apoptotik BH 1-4 BCL-2, BCL-W, BCL-XL, Al ve
MCL-1
BH 1-3 MCL-1
BH 1-3 BAX, BAK, BOK

Sadece BH3 BID, BIM, BAD, BIK, BMF,
BNIP3, HRK, NOXA and PUMA
Pro-apoptotik BH3ve BH4 |BCL-xs

BCL-2 ailesi karsit etkilere sahip olan iki zit gruba ayrilir. Bunlardan birincisi pro-
apoptotik ozellikte olup apoptozu tetikleyici olarak is goriirler. Diger grup ise anti-
apoptotik 6zellikte olup apoptozu inhibe edici etki gostermektedir. BCL-2 ailesinin pro-
apoptotik grubu, mitokondriden, sitokrom c¢’nin sitoplazmaya birakilmasini
indiiklerken, anti-apoptotik grup sitokrom c¢ salinmmini engellerler. BCL-2 ailesi
proteinleri, 4’e kadar numaralanmig BCL-2 homoloji (BH) bolgesi olarak adlandirilan
benzer yapilara sahip, birka¢ alfa-heliks yumagindan meydana gelmektedirler. BCL-2
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ailesi tiyeleri fonksiyonel islevlerine gore ti¢ sekilde gruplandirilirlar (Yang et al. 1996;
Wickremasinghe et al. 1999).

1. BCL-2 alt grubu; tyeleri BCL-2, BCL-XL ve BCL-w, Mcl-1, Al, Boo’dur. Bu
gruptaki proteinlerin dort bolgesi (BH1, BH2, BH3, BH4) olduk¢a fazla homolojiye
sahiptir. Tiimiiniin de anti-apoptotik etkisi olup, proteinin C terminalinde zara baglanma
bolgelerine sahiptirler ve mitokondrinin dis zarina yerlesiktirler.

2. BAX alt grubu: tyeleri BAK, BAX ve BOK/MTD’dir. Hepsi pro-apoptotik etkili
olup BH1, BH2 ve BH3 bdélgelerinde BCL-2'yle benzerlik gosterirler. Difteri toksinini
ile BAX, yapisal olarak asir1 bir benzerlik gosterir neredeyse aynidir. Difteri toksini,
endozomal ve lizozomal membranlarda mRNA translasyonunu engelleyen adenozin-5'-
difosfat ribozile edici polipeptit A alt {initesinin sitoplazmaya transportunu
gerceklestirecek boyutlarda porlar dizayn ederek hiicrenin Sliimiine sebep olur. BAX
geni, BCL-2 ile heterodimer bir yapi, kendisi ile de homodimer bir kompleks
olusturabilmektedir. Hiicrede asir1 Bax eksprese edildiginde programli hiicre 6limii
artarken, Bcl-2’nin ¢ok¢a ekspresyonu Bax ile bir heterodimer yapi olusturmakta ve
programli hiicre 6liimii baskilanmaktadir. Saglikli hiicrelerde sitozolde latent formda
bulunan Bax proteini, Oliim sinyalleri uyaris1 ile mitokondriye geger. Bax
ekspresyonunun p53 tarafindan regiile edildigi bildirilmistir (Rossé et al. 1998).

3. BIK alt grubu: BiK, BID, BIM, BAD, BFM, Hrk/DP5, BLK, NiP3, PUMA, NOXA,
BNIP3/NIX’ den olusur. Bunlarm yalnizca BH3 domainleri BCL-2 ile homoloji gdsterir
ve bundan dolayr BH3 proteinleri diye de isimlendirilirler. Bu gruptaki proteinler

heterodimerler olusturarak eslerinin aktivitelerini diizenlerler.

Anti-apoptotik genlerden BCL-xL ve BCL-2, sitoplazmadaki Bax geni ve mitokondrial
dis membrandaki Bak geni ile heterodimer yapida kalarak Bak/Bax’in mitokondrial
membranda oligomer olusturmalarint engeller, dolayisiyla mitokondrial membran
permiabilizasyonunu kontroliinii saglarlar. Bak ve Bax’in aktivasyonuna iliskin direk ve
indirek model olmak iizere iki model onerilmistir (Kuwana et al. 2002; Laulier et al.
2012). Direk modele gore yapisinda sadece BH3 igeren proapoptotik BCL-2 aile tiyeleri

(Bid, Bim, Puma vb) direk olarak Bax ve Bak’in oligomerizasyonunu, por formasyon
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degisimini uyarmaktadir; indirek modele gore ise BH3 igeren proapoptotik iiyeler BCL-
2’ yi inhibe ederek indirek yoldan BAX ve BAK’1 aktiflestirmektedir. Sonugta her iki
modele gore de mitokondrial membranda BAK/BAX oligomerizasyonunun
gerceklesmesi membranda porlarin olusumu, permeabilite artist ve mitokondrial
membrandan Sitokrom c¢ gibi apoptotik proteinlerin salinmasina sebep olacak ve

hiicreyi 6liime gotiirecektir.

Anti-apoptotik ve ayn1 zamanda anti-oksidan olarak da bilinen BCL-2 miktar1 hiicre
cesitlerine gore farklilik gosteren ve hiicre igi membranda lokalize olan bir proto-
onkogendir. Bu gen, reaktif oksijen tilirlerinin asir1 miktarda yapildigi yer olan
mitokondrial dis membranda ve onun yanisira ER ve c¢ekirdek zarinda da yer alir.
Mitokondrial yerleske gosteren BCL-2’nin yarattii etkilere paralel olarak niikleer
membrana yerlesik BCL-2; p53, NFkB, AP1, CRE, NFAT gibi transkripsiyon
faktorlerinin nukleustaki aktivitelerini kontrol eder, ER’de yerleske gosteren BCL-2 ise
hiicrenin hem apoptotik hem de normal fizyolojik siirelerinde intraselliller Ca*

seviyesinin diizenlenmesinde rol oynar (Hetz et al. 2008). BCL-2 geninin;

e Lenfoid, fibroblastik ve hematopoetik hiicrelerin biiytimesinin inhibisyonu

e Noronlarda norotrofik etkenlerin yoksunlugu

e UV, y-radyasyon

e Is1soku

o Sitotoksik bazi lenfokin gesitleri (TNF)

o Kalsiyum iyonlari

e Bazi viriis tipleri

e L- glutamat gibi indiikleyici norotransmitterler

e Serbest radikallerin {iretimini indiikleyen uyaricilar ile meydana gelen hiicre

oliimiinii bloke ettigi bildirilmistir.

BCL-2’ nin benzer koruyucu fonksiyonlari;

¢ Anti-apoptotik fonksiyonu i¢in gerekli eslesme proteinlerinin yoklugu ve
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e BCL-2’nin inhibisyonuna neden olan proteinlerin yiiksek diizeyde bulunmasi BCL-
2’nin islevini bozan post-translasyonel degisikliklerin uyarilmasi durumunda
yetersizlesir.

e BCL-2’nin antioksidan 0zelliklerine iliskin lipit peroksidasyonnuu azalttigi,
glutatyon tiikenmesi ve H202’nin yikicr etkilerinin neden oldugu apoptotik &liime
karst direng gelistirdigi bilinmektedir (Steinman 1995). BCL-2’nin bu 6zelligini
direk bir anti-oksidan gibi davranarak, redoks-aktif metalleri selatlayarak yada ROS
tiretiminin azaltilmasini saglayarak ifade ettigi diisiiniilmektedir. Bunlarin i¢inde en
kabul goreni ise BCL-2’nin ROS {iretimini azaltan bir antioksidan oldugu
yoniindedir (Jang et al. 2003). Ciinkii BCL-2 6zellikle ROS’larin en 6nemli kaynagi
mitokondrinin membranina yerlesik bir proteindir ve hiicrenin redoks durumundaki
degisikliklere karsi da duyarlhidir.

e BCL-2 geninin fazla eksprese edilmesi noral dokularda oldugu gibi apoptozu
onleyerek koruyucu etkilerini gosterirken; lenfoma, 16semi, prostat, kolon ve mide
adenokanserleri, ndroblastoma, renal hiicreli kanserler ve melenoma gibi gesitli insan
kanserlerinde de asir1 artmig BCL-2 ekspresyonu goriiliir (Martinou et al. 1994).

e Dogal yaslanmada, hipokampus da dahil beynin farkli bolgelerinde ve farkli organ
dokularinda Bcl-2 ekspresyonu ve miktarinin arastirilmasina iliskin cesitli calisma
bulgular1  ¢eliskili  goriinmektedir. Bu  durumun, BCL-2’nin  hiicre
(mitotik/postmitotik hiicre) spesifik aktivitesi ve hiicrenin sagkalim kosullarinin
farkliligiyla alakali olabilecegi muhtemeldir (Susnow et al. 2009; Kaufmann et al.
2001; Pollack et al. 2006). Kaufmann ve arkadaslar1 yaslh siganlarin hipokampus ve
serebellumunda BCL-2 diizeyinin up-regiile oldugunu ve bu up-regiilasyonun
yaglanmayla artan oksidatif stres diizeyi ve BCL-2’ nin antioksidan karakteri ile
iliskili olabilecegini rapor etmislerdir (Kaufmann et al. 2001). Baska bir ¢alismada
ise hipokampusta oksidatif stres kaynakli hiicre 6liimiinde BCL-2 ve BCL-2 mRNA
ekspresyonlarinin down-regiile oldugu, NAC (N-acetyl cysteine) gibi antioksidan

suplemantasyonunun ise bu azalisi engelledigi bildirilmistir (Pugazhenthi et al.
2003).
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1.2.1. BCL-2/BAX protein ailesi

Apoptozisin mitokondriyal yolagin diizenlenmesi BCL-2/BAX gen ailesi ile
miimkiindiir. BCL-2 familyas1 tiyelerinin {iriinleri mitokondri ve niikleus membraninda,
endoplazmik retikulum membran1 iizerinde de lokalizedirler ve homodimer ya da
heterodimer kompleksler meydana getirerek is gorlirler. Calismalarda bu
heterodimerlerden kritik olan “BCL-2/BAX” orant “6lim anahtar’” olarak
degerlendirilmektedir. Hiicrede, BCL-2'nin oraninin Bax oranindan daha fazla olmasi
yasamin devam etmesini saglarken, Bax'in oraninin BCL-2 nin oranindan yiiksek
olmast durumunda hiicre programli o&liime karar verir (Lundberg et al. 1999;
Wickremasinghe et al. 1999).

BCL-2 ailesi iiyelerinin 6nemli bir karakteristigi heterodimer ve homodimer
olusturmalaridir. Antiapoptotik ve proapoptotik iiyeler arasindaki heterodimerizasyon
birbirlerinin etkilerini inhibe eder. Bax homodimerizasyonu hiicre 6lim sinyali
olusturur. Fakat BCL-2 ve BAX heterodimerizasyonu, Bax fonksiyonunu inhibe eder.
BCL-xS, BCL-2'ye baglanarak, BCL-2 fonksiyonunu inhibe eder. BAX'in BCL-2 ile
etkilesimini engeller ve Bax'in 6ldiriicii fonksiyonu ortaya ¢ikar. (Adams et al. 1998;
Lalier et al. 2007).

Fizyolojik ve patolojik bir¢ok olayda apoptozisin regiilasyonunda BCL-2 geni kritik bir
role sahiptir. BCL-2, giiglii bir 6liim inhibitoriidir. BCL-xL, MCL-1, BFL-1 ve BCL-w
gibi diger anti-apoptotik proteinlerin ekspresyonu; Bax ve Bak proteinlerinin homo-
oligomerizasyonunu ve aktivasyonunu bloke ederek hiicre 6liimiinii inhibe eder. Bel-xL
mitokondri membran diginda lokalizedir. BCL-XL kaspaz aktivasyonunu, APAF-1
kompleksi {izerinden oOnler. BCL-xL ve BCL-2 birlikte mitokondri membran

permeabilitesini korumakla goérevlidirler (Touchette et al. 1991; Lalier et al. 2007).

Apoptotik uyariya yanit olarak BCL-2 ailesinin sadece BH 3 alanini igeren spesifik
tiyeleri aktive olur. BH3 proteinleri, Bax yada Bak gibi proapoptotik proteinlerin

miokondride aktivasyonuna neden olur. Saglikli hiicrede Bax sitozolde monomerik
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formda bulunur. Bax ve Bak mitokondri membraninda por olusumunu indiikler.
Mitokondrinin selektif iyon gecirgenligi kaybolur. Bax proteininin hidrofobik C
terminal ucu belirir ve sitokrom c birakilmasiyla sonuglanir (Duvall et al. 2006;
Wickremasinghe et al. 1999; Lalier et al. 2007; Adams et al. 1998). Apoptozis
indiikleyici faktor olarak bilinen AIF ve Sitokrom c bulunduklart mitokondriden
sitoplazmaya geger. AIF direkt kromatin yogunlagmasinin ve ¢ekirdek pargalanmasinin
ortaya ¢iktig1 niikleusa yol alirken, apoptozisin latent sathasinda sitokrom ¢ gorev
goriir. Sitoplazmik bir protein olan Apaf-1'in aktivatorii olarak gorev yapan Sitokrom

c’dir.

Sitokrom ¢ ve APAF-1’ in etkilesmesi ile prokaspaz-9 aktiflesir, ATP’nin de katilimi ile
olusan bu komplekse 'apoptozom’denir. Aktiflesen prokaspaz 9 ise cesitli kaspazlarin

aktiflestirilmesinde gorev alir (Lundberg et al. 1999).

Sitoplazmada Bid inaktif halde bulunur. Sadece bir BH3 igerir. Fas'n ligand1 ile
etkilesimi sonucunda kaspaz 8 aktiflesir. Kaspaz-8 ise BID'nin béliinerek aktiflesmesine
sebep olur. Olusan tBID, BCL-2’yi inaktiflestirmek ya da BAX’1 aktiflestirmek
amaciyla mitokondri membranina yerlesir ve de mitokondri proteinleri ile etkileserek

apoptozise sebep olur (Keane et al. 2001).

BAD, pro-apoptotik bir protein olup, regiilasyonu fosforilasyon ya da defosforilasyon
seklinde saglanir. BAD, genellikle sitoplazmada inaktif olarak fosforile halde saklanir.
Bad’ in, 6liim sinyali tarafindan defosforilasyonu saglanir. Kalsiyum bagimh fosfataz,
Bad'in defosforilasyonunu saglar. Defosforile haldeki BAD, BCL-2’ nin antiapoptotik
proteinlerine baglanir, bu proteinlerin nétralizasyonunu gergeklestirerek apoptozise
katkida bulunur. Ayrica BAD; BCL-xI-BCL-2 heterodimerine baglanir (Adams et al.
1998; Duvall et al. 2006).

Sistein proteazlardan olan kaspazlar, hiicrelerde normalde inaktif zimojenler olarak
tiretilirler. Kaspazlarin birbirlerini aktiflestirebildigi bu mekanizma, apoptoz igin gerekli

sinyal yollarin fazlalagtirir dolayistyla programli hiicre 6limii siirecini hizlandirir.
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Apoptozis mekanizmasi hayatin devamlilig1 i¢in esastir, dolayisiyla ileride etiyolojisi
net olarak bilinmeyen cesitli hastalik siireglerinin anlasilmasinda ve tedavisinde ¢ok

degerli bir gorev iistlenecektir.

Cizelge 1.4. BCL-2 nin ylikselmis seviyelerinin yaygin insan kanserlerindeki ylizdesi

Timor BCL-2

Akciger Biiyiik hiicreli akciger kanseri %25 (Pezzella et al. 1993)
Adenokarsinoma %12 (Pezzella et al. 1993)
Kiigiik hiicreli akciger kanseri%=83-90 (Reeve et al.1996)

Kolorektal Adenoma %65-98 (Hao et al. 1997; Yang et al. 1999)
Karsinoma %46-60 (Hao et al. 1997; Yang et al. 1999)
Meme %80 (Krajewski et al. 1999)
Pankreas %23 (Miyamoto et al. 1999)
Urogenital Mesane %23 (Glick et al. 1996)
Bobrek %54 (Ghanem et al. 2001)
Lenfoma Hodgkin’s %47-65 (Rassidakis et al. 2002)

Non-hodgkin’s %9-57 (Gascoyne et al. 1997; Bairey et al.
1999; Xerri et al. 1999)

Burkitt’s- negatif (Gala et al. 1994)

Losemi Akut miyeloid 16semi %13-20 (Schaich et al. 2001;
Kornblau et al. 1999)

Akut lenfositik 16semi %89-92 (Soslow et al. 1997,
Salomons et al. 1999)

Kronik miyeloid 16semi %33-54(Ravandi et al. 2001)
Kronik lenfositik 16semi %70-95 (Hanada et al. 1993)

Karaciger Nadir (Charlotte et al. 1994)

Over %30-39 (Kornblau et al. 1999; Schaich et al. 2001)

Beyin Medullablastoma %5-25(Krajewski et al. 1997; Sarkar et al.
2002)

Glioma %28-92 (Ellison et al. 1995; Krajewski et al. 1997)
Oligodendroglioma %16-60 (Delgado et al. 1999; Deininger
et al. 1999)

Ozafagus Skuamoz hiicre karsinomu %45 (Koide et al. 1997)
Adenokarsinoma %20-40 (Katada et al. 1997)

Myeloma %43 (Tu et al. 1998)
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1.3. Bildirici Vektor Deney Sistemi

Bildirici vektorler, gen ekspresyon analizi ¢aligmalarinin en birincil molekiiler
sistemleridir. Biyokimyada, molekiiler biyolojide ve de biyomedikal arastirmalarda
siklikla tercih edilmektedirler. Reporter vektor sistemlerinden; promotor dizileri,
transkripsiyon faktorleri, mRNA islenmesi ve translasyon arastirmalarinda
yararlanilmaktadir. Esas olarak bir gen iki islevsel parcadan meydana gelir: Biri
kodlanan protein igin bilgi saglayan DNA dizisidir ki buna ‘’kodlayan bolge’’ denir.
Oteki bolge ise yine kodlayan bdlgeye bagli ve genin ekspresyonunu regiile eden zel
DNA dizisidir ki bu da “’promotor’’olarak adlandirilir. Siklikla tercih edilen reporter
genler; B-glukuronidaz B-galaktozidaz ve lusiferazdir. Ekspresyonu gergeklesen
reporter vektoriin proteinini analiz etmek ve oOlgmek igin ¢ok ¢esitli belirleme
teknikleri vardir. Bunlar luminesans, flouresans ve absorbans olglimiine dayali

saptama teknik ve yontemleridir.

1.3.1. Haberci genler

Molekiiler biyolojide bir geni kontrol eden diger bir genin faaliyetlerinin gézlenmesinde
ve aktivitesinin Ol¢iilmesinde haberci (muhabir) genler gorev alir. Giin gegtik¢e haberci
gen cesitliligi siirekli artmaktadir. Genellikle sikga kullanilan haberci genler; lusiferaz
geni, yesil florasan protein (GFP) geni, B- galaktosidaz genidir. Haberci genlerin

ifadelerinin 6l¢iimleri kolay,kullanisli ve dogruluk oranlari oldukea yiiksektir.
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Cizelge 1.5. Cesitli haberci genler

HABERCI [HABERCI . TANIMLAMA
KAYNAGI SUBSTRAT .
PROTEIN |GENLER YONTEMI
) ) ] 02, FMNH ve
Bakteriyal luxAB veya |[Biyoluminesans Bivolumi
i iyoluminesans
lusiferaz luxCDABE |bakteriler uzun aldehit Y
zincirleri
_ Ates bocegi
Ates bocegi ) 02, ATP ve ) )
_ lucFF (Phaotinus Biyoluminesans
lusiferazi : 5 lusiferin :
pyralis)
Renilla Renilla Coelenterazin ve
Rluc ) ] 2 Biyoluminesans
lusiferazi reniformis Ca
B- ) . N Kimyasal
] lacz E. coli Galaktopiranoitler ]
galaktosidaz Luminesans
Aeqiorea victoria
Floresan ] )
) gfp, vb. ve derin deniz _ Floresan
protein
omurgasizlari

1.3.2. Lusiferaz bildirici gen analizi (Luciferase reporter gene assay)

Lusiferaz reporter gen analizinin genel olarak avantajlarina Ornek olarak; asiri

duyarli, lusiferaz aktivitesinin hiicrelerin ¢ogundaki yoksunlugu, siiratli ve ucuz

maliyeti verilebilir. Photinus pyralis (ates bocegi) lusiferazi

Kuzey Amerika’ da

yasayan bir tiirdlir ve yayginca tercih edilen reporter gendir (Gould et al. 1988).

Lusiferaz vektoriiniin eksprese ettigi protein, enzim aktivitesi i¢in translasyon sonrasi

modifikasyonlara ihtiya¢ duymaz, non-toksiktir, 6karyotik ve prokaryotik hiicrelerde

uygulanimi kullanmighdir. Firefly lusiferazi; ATP, Mg ™ ve oksijen varhiginda lusiferin

proteininin yiikseltgenme reaksiyonunu katalize eder.Gergeklesen bu reaksiyonun

sonucu olarak biyolojik bir foton yaymm (bioluminesans) ortaya cikar (Fan et al.

2007).
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1.3.2.a. dkili lusiferaz bildirici gen deney sistemi (Dual luciferase reporter gene

assay)

Ikili lusiferaz reporter gen analizi, her bir hiicrede es zamanh eksprese edilen iki
farkli lusiferaz reporter enzimlerini ihtiva eder. Firefly lusiferaz1 ve Renilla
(deniztavsani) lusiferazi goreceli biyoliiminesans substratlarindan ayrimi saglanabilir
Ve cross- aktivite gostermezler. Firefly lusiferazi 61 kDal’ dur ve sadece bir alt birimi
vardir. Lusiferin proteininin iki basamakta gerceklesen yiikseltgenme reaksiyonunu
kataliz eder. Bu reakéiyon ile de 560 nm’de biyolojik bir 11k yayimi gefg:eklesir. Ik
adim reaktif gecis anhidrit molekiilini olusturmak icin ATP ile proteinin
aktivasyonudur. Ikinci adim, aktif bir gecis molekiilii oksijenle birlikte, hizlica
yikilarak oksi-lusiferin {irtiniinii ve karbondioksit ile birlikte 151k demeti veren gegici
dioksetan molekiiliinii meydana getirir (Dewet et al. 1985). Renilla lusiferaz1 ise 31
kDal’ dur, yine tek bir alt birim ihtiva eder. ‘Coelenterazine’ proteinini
‘coelenteramide’ molekiiliine oksidasyonunu katalizle eder. Bu reaksiyon sonucunda
karbondioksit ¢ikiginin yani sira 480 nm’de mavi 1tk yayimi meydana gelir
(Matthews et al. 1977).

1.3.3. Lusiferaz ve cesitleri

Lusiferazlar bakteriler, mercanlar, ates bocegi gibi farkli canlilar tarafindan
tiretilmektedir. Fakat bu canlilara ait lusiferaz genlerinin dizileri arasinda farkliliklar
vardir. Bu farkliliklardan dolayr her bir canlinin lusiferaz substrati farkli olma
kapasitesindedir Genel olarak bu substratlara lusiferin adi verilir Ornegin; ates bocegi
lusiferazinin substratt D-lusiferin iken Renilla lusiferazin substrati koelenterazindir.
Lusiferazin dogal substrati olan D-lusiferinin [(S)-2-(6'-hidroksi-2'-benzotiazolil)
tiazolin-4-karboksilik asit] katalizlenmesiyle sari-yesil 1s18in ortaya ¢ikmasi olayi

biyoluminesans olarak adlandirilir.

Firefly lusiferazi ilk olarak Photuris pennsylvanica tiiriinden 1985 yilinda Wet ve

arkadaslar1 tarafindan izole edilmis ve ates bocegi lusiferaz geninin 1.8 kb uzunlugunda
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oldugu ve proteinin 545 aminoasitten olustugu rapor edilmistir. 1995 yilinda Wood ve
arkadaslarinin yaptiklar1 bir calismada, ates bocegi lusiferazinin diger enzimlerle
homolojisi arastirilmis ve adenilat kinazlara benzerlik gosterdigi bildirilmistir
(Santaniello et al. 2009)

1.3.4. Bakterilerde biyoluminesans

Biyoluminesans olaymni gerceklestirdigi bilinen 3 bakteri cinsi vardir. Bunlar;
Photobacterium, Vibrio ve Photorhabdus‘dur. Bu cinsler genellikle derin sularda ya
serbest sekilde ya da diger gelismis canlilarla mutualist sekilde yasayabilme
potansiyelindedirler. Bakterilerde biyoluminesans kontrolu lux adi verilen bir operon

tarafindan kontrol edilir.

Sekil 1.5. lux operonu, ilgili genler ve kontrol bolgeleri (Yilmaz 2013).

Bakteriyel lux operonunda sag ve sol olmak iizere iki yonlii promotor mevcuttur. Sol
yonlii olan promotor bolgesi yeterli ¢ogunluk algilanmasindan (quorum sensing)
sorumlu iken sag yonlii promotor bolgesi ise lusiferaz ve substratinin

sentezlenmesinden sorumludur.

luxA ve IluxB genleri bakteriyal lusiferaz enziminin o ve [ altiinitelerinin
sentezlenmesinden sorumlu genlerdir(sekil 1.8). luxC-D-E genleri ise yag asidi rediiktaz
kompleksini meydana getirirler. Bu kompleks lusiferazin subsratini olusturmada gorev

alr.
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Sekil 1.6. Lusiferaz ve 2 alt birimi (Yilmaz 2013).

luxl ve luxR genleri lux operonundaki diizenleyici genlerdir. luxl geni yeterli sayi
algilama mekanizmasinda oto uyarici (autoinducer) olarak is goriir. LuxR ise

diizenleyici (regiilator) protein sentezinde gorev yapar.

Ortamda yeterli sayida bakteri bulundugunda promotor sol yonli ¢alisarak LuxR
proteini sentezlenir. LuxR proteini de Luxl proteini (autoinducer) ile birleserek
promotorun sag yonlii ¢alismasini saglar. Boylece yapisal genler olan lux-1-C-D-A-B-E

genleri acilir. Lusiferaz ve substratinin sentezi baslamis olur (Sekil 1.9).
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LuxiCDABE

Sekil 1.7. lux operonu ve yeterli say1 algilama mekanizmasi (Y1lmaz 2013).
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2. KAYNAK OZETLERI

Adams et al. (2018) Bozulmus apoptozun, kanser gelisiminde merkezi bir rol
oynadigim1  ve konvansiyonel sitotoksik tedavilerin etkinligini = siirladigini
belirtmislerdir. BCL-2 protein ailesinin karsit fraksiyonlarinin apoptoz ve yapilar
tizerinde nasil degistiginin anlasilmasi, dogal inhibitorleri olan BH3'e 6zgii proteinleri
taklit ederek cesitli sagkalim tyelerini hedef alan yeni bir kanser uyusturucu sinifi
gelistirilmesine yol actigini bildirmslerdir. Bu 'BH3 mimetik' uyusturucu kansere karsi
cephanede gii¢lii yeni silahlar haline geldigini diistinmiislerdir. BCL-2'nin spesifik bir
inhibitorii olan venetosiklin / ABT-199'un basarili klinik ¢alismalari, kronik lenfositik
l6seminin refrakter bir formu ve diger maligniteler i¢cin devam eden calismalarin
skorlarin1 onayladigin1 rapor etmislerdir. Ayrica, diger MCL-2 pro-survival iyeleri,
Ozellikle MCL-1'1 hedefleyen BH3 mimetikleri ile ilgili klinik 6ncesi ¢alismalari tesvik
etmek, venetosiksata direncli kanserler icin umut vaat ettigini diistinmiislerdir. Bu
gbzden gecirme ile, BCL-2 ailesinin kanser gelisimi ve tedavisine olan etkisini ortaya
koymakta, aile liyelerinin etkilesimlerinin apoptosisi nasil tetikledigini ve BH3 mimetik

ilaglarin kanser tedavisini ilerletme potansiyelini tartismiglardir.

Kale et al. (2018) BCL-2 protein ailesi, hiicre 6liimiinii esas olarak, intermembran space
proteinlerinin, daha sonra kaspaz aktivasyonunun ve apoptozun geri doniislimsiiz
salinmasina yol agan mitokondriyal dis zar permeabilizasyonunu (MOMP) diizenleyen
dogrudan baglanma etkilesimleri ile kontrol ettigi bilgisini vermislerdir. BCL-2 aile
proteinlerinin afiniteleri ve nispi bollugu, MOMP'yi diizenleyen anti-apoptotik ve pro-
apoptotik BCL-2 ailesi proteinleri arasindaki baskin etkilesimleri dikte ettigini
bildirmiglerdir. Bu ¢aligmada ise BCL-2 aile proteinleri arasindaki etkilesimlerin hiicre
kaderini nasil yonettigine vurgu yaparak, MOMP'nin BCL-2 aile diizenlemesinin temel
mekanizmalarini vurgulamiglardir. BCL-2 aile proteinlerinin hem konsantrasyonunun
hem de afinitelerinin kritik énemini ele aliyoruz ve ya farkliliklarin sonuglari nasil
biiylik Olglide degistirebilecegini gostermislerdir. Ayrica, BCL-2 ailesi tarafindan
MOMP diizenlemesinin ¢ekirdek mekanizmalarini ayristirmak i¢in tam uzunlukta BCL-

2 aile proteinlerinin (kesilmis versiyonlara veya peptitlere karsi) kullanilmasinin
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onemini agiklamiglardir. Son olarak, translasyon sonrasi modifikasyonlarin ve farkli
hiicre i¢i lokalizasyonlarin BCL-2 ailesi proteinleri tarafindan apoptoz regiilasyon
mekanizmalarin1 nasil degistirdigini tartismislardir. Insan hastaliklarinda MOMP
diizenlemesinin basarili terapotik miidahalesi, hiicrelerde BCL-2 aile proteinleri
arasindaki ana baglanma etkilesimlerine aracilik eden faktorlerin anlagilmasini

gerektirdigini bildirmislerdir.

Lu et al. (2018) yaptig1 bu calisma ile, sinyal yollar1  Wnt yolu ile melanom ve
transforme edici biliyiime faktori ile farelerde MiRNA-708 ile ilgili mekanizmalar1 ve
hiicre ¢ogalmasi, gogii kemik morfogenetik protein ve aktive zara bagli inhibitdriiniin
hedeflenmesi ve apoptozu degerlendirmeyi amaglamiglardir. Bu ¢aligmaya gore altmis
fare ¢alismaya dahil edilmis ve bunlardan 40 tanesi daha sonra deney grubuna dahil
edilmis (22 fare, tiimor ksenogreftinde melanom modeli ve 18 fare kullanilmis) ve
normal kontrol grubu 20 fareden olusmustur. Dokular ve hiicre cizgileri ic¢indeki
ekspresyon seviyelerini saptamak i¢in Western blot ve revers transkripsiyon kantitatif
polimeraz zincir reaksiyonu kullanmislardir. Wnt sinyal yolunun aktivitesini tespit
etmek i¢in TCF lusiferaz raportorii (TOP-FLASH) ve bir kontrol vektori (FOP-
FLASH) uygulamiglardir. MTT3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolyum
bromiir deneyi, hiicre proliferasyonu, apoptoz, go¢ ve istila i¢in sirasiyla
gerceklestirmislerdir, akis sitometrisi ve Transwell tahlil timor ksenograft prosediirleri
sirasinda c¢alisma icin alinan ¢iplak fareler iizerinde gerceklestirmislerdir. Sonug
olarak;Normal kontrol grubuna kiyasla, model grup kemik morfogenetik proteinin ve
aktive membrana bagl inhibitor, Wnt10B, P53 ve BCL-2 proteininin artan ifadelerini
sergiledigini; TOP-FLASH etkinligi; B-katenin ifadesi; hiicre ¢ogalmasi; goc; ve miR-
708, vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii, Fas, Bax, Caspase-3 ve yarilmis Kaspaz-3 ve
apoptoz oraninin azaltirken invazyon yeteneklerinin ifadelerinin azaldigim
saptamislardir.. Bos ve negatif kontrol gruplarina kiyasla, sergilenen miR-708 taklit
eden ve kiiciik miidahale edici RNA-kemik morfogenetik proteini ve aktivin zara bagl
inhibitor gruplari, kemik morfogenetik protein ve aktivin zara bagli inhibitérii Wnt10B,
p53 ve BCL-2 ifadeleri azalir ve proliferasyon, migrasyon ve invazyon kabiliyetleri

artarken, apoptozisteki artis, vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii, Fas, BAX, Caspase-3
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ve yarilmig Kaspaz-3 ekspresyonlart; bununla birlikte TOPflash aktivitesi ve B-katenin
ekspresyonunun, diisiik seviyeli oldugunu kaydetmislerdir. miR-708 inhibitorleri grubu
zit bir egilim sergiledigini goérmiiglerdir. Dolayisiyla miR-708 hedefli kemik
morfogenetik proteinin ve aktivin membrana bagli inhibitoriin down regiilasyonu,
doniistiiriicii biiytime faktorii B yolaginin aktivasyonu ve Wnt yolaginin bastirilmasi
yoluyla melanoma hiicrelerinin proliferasyonunu ve gogiinii inhibe ettigi sonucuna

varmiglardir.

Montero et al. (2018) intrinsik apoptozun, BCL-2 protein ailesi tarafindan kontrol
edildigini, ancak aile i¢i etkilesimlerin karmasikligi standart molekiiler biyoloji
teknikleriyle hiicre kaderini tahmin etmeyi zorlagtirdigini belirtmislerdir. BCL-2 aile
diizenlemesini ve hiicrelerin apoptoz ve anti-apoptotik bagimhilik i¢in hazir
bulunusluklarin1 nasil belirleyeceklerini diisiinmiislerdir. Kanser hiicreleri siklikla
onkojenik strese veya anti-kanser tedavisine yanit olarak anti-apoptotik savunma
mekanizmalarin1  kullandiklarini  belirtmislerdir . Bununla birlikte, anti-apoptotik
bagimliliklarin1 belirleyerek, bu apoptotik ablukanin {istesinden gelmek i¢in yeni BH3
mimetiklerini kullanabileceklerini diisiinmiistiirler. Bu essiz anti-apoptotik inhibitorlerin
gelisimini ve kullanimlarini1 ve bunlarin kisisellestirilmis kanser tedavisini iyilestirmek
icin dinamik BH3 profili (DBP) kullanarak diger anti-kanser ajanlariyla nasil

birlestirilecegini ana hatlartyla belirledikleri rapor edilmistir.

Naderer et al. (2018) Apoptozun programlanmis hiicre 6lim yolu, istenmeyen ve
tehlikeli hiicreleri yok ettigi icin memeli gelisimi ve bagisiklig1 icin gerekli oldugunu
belirtmislerdir. Hiicresel bagisiklik cevabinin bir pargasi olarak, apoptoz hiicre igi
patojenlerin replikatif nisini ortadan kaldirdigini ve enfeksiyonlarin ¢o6ziilmesini
sagladigim1 bildirmislerdir. Apoptozu bozmak i¢in, patojenlerin cesitli mekanizmalar
gelistirdiklerini ve bazi1 durumlarda, patojenler apoptotik hiicre 6liimiinii indiikleyen
efektor molekiilleri eksprese ettigi hakkinda bilgi vermislerdir. Bu derlemede apoptotik
yolaklar1 etkileyen secilmis konakg¢i-patojen etkilesimlerine odaklanmislardir.
Patojenlerin konak hiicrelerin kaderini nasil kontrol ettiklerini ve bunun enfeksiyonlarin

sonucunu nasil belirledigini tartismistirlar. Son olarak, kanser hiicrelerinde apoptosisi
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aktive eden kiigiik molekiillii inhibitorler, enfekte hiicrelerin apoptotik hiicre 6liimiinii
de indiikleyebildigini gozlemlemislerdir. Bu, enfekte olmus hiicreleri 6ldiirmek igin
konak¢1 oliim faktorlerini hedef almanin, enfeksiy6z hastaliklar tedavi etmek icin

potansiyel bir tedavi segenegi oldugu yorumuna varmislardir.

Zhang et al. (2015) Onceki c¢alismalarda, AKT down regiilasyonu, NF-kB
aktivasyonunun inhibisyonu, ROS iiretiminin aracilagsmasi, anti-apoptoz proteinlerinin
XIAP ve clAP-1'in down regiilasyonu, BAX'in up regiilasyonu ve BCL-2 nin down
regiilasyonu dahil olmak {izere sanguinarine bagli apoptotik hiicre Sliimiine bir¢ok
yolun dahil oldugunu gésterdigini belirtmislerdir. Bu ¢alismada, ROS olugumunun ROS
temizleyici olan N-asetil-l-sistein (NAC) ile sondiiriilmesinin sanguinarine bagl
apoptoz etkilerini tersine ¢evirdigini, Ayrica, sanguinarine bagl sican hepatik stellat T6
hiicrelerinin (HSC-T6 hiicreleri) apoptozun artmig ROS olusumu ile korele oldugunu ve
bunun kaspaz-8'in aktivasyonunu (-3, -6 ve -9) ve mitokondriyal membran
potansiyelinde (MMP) azalma ve anti-apoptotik protein BCL-2'nin downregiilasyonu
takip ettigini 6grenmislerdir. BCL-2'nin downregiilasyonunun, promoter metilasyonu ve
BCL-2 3'-UTR'ye (un-translation reagon) baglanabilen miR-15a / 16-1 ifadesi ile ilgili
olup olmadigmin agikligi hakkinda bilgi olmadigini belirtmislerdir. BCL-2'nin
sanguinarine ile indiikklenen downregiilasyonunun, BCL-2 promotor bdlgesinin artan
metilasyon orani ve artmis miR-15a / 16-1 ekspresyonu ile iliskili oldugunu
gostermislerdir. 5-Aza-2'-deoksisitidin (5'-Aza-CdR) ile HSC-T6 hiicrelerinin tedavisi
sanguinarine baglt BCL-2 promotor bdlge metilasyonunu durdurdugunu ve BCL2'min
ekspresyonunu geri aldigini rapor etmislerdir. PEGFP-N1 vektorii kullanilarak BCL-
2'nin asir1 ekspresyonu sanguinarine bagli HSC-T6 hiicrelerini apoptotik 6liimde 6nemli
Olclide azaldigini fakat tamamen azaltmadigini gézlemlemislerdir. Bu gozlemler acikga
BCL-2 down regiilasyonunun promotor metilasyonu ve sanguinarine bagl sigan HSC-
T6 hiicrelerinde miR-15a / 16-1 upregulasyonu ile iliskili oldugunu agik¢a gdsterdigini

rapor etmislerdir.

Fulda et al. (2013) Kanser kok hiicresinin, kitle i¢inde, normal kok hiicrelere birgok

benzerligi paylastigi, kendi kendine yenilenme, farklilasma, ¢ogalma ve seri
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transplantasyon T{izerine timorii yeniden olusturma kapasiteleri bakimindan bir
poplilasyonu temsil ettigini diistinmiistiir. Kanser kok hiicrelerinin, tiimor biiylimesinin
stirdiirilmesi i¢in kritik oldugu ve tedaviye direng ve tiimor ilerlemesinde rol oynadigi
gosterildiginden, bunlar, terapotik miidahale ic¢in 1ilgili hedefler olusturdugunu
bildirmistir. Gergekten de, uzun vadede relapsiz sagkalimin elde edilmesi i¢in kanser
kok hiicrelerinin eradikasyonu dnlenecegini diisiinmiistiir. Bununla birlikte, kanser kok
hiicrelerinin ayirt edici 6zelliklerinden biri, ¢evresel ipuglarina veya sitotoksik
uyaranlara yanit olarak apoptoz dahil olmak iizere hiicre Oliimiine maruz kalmalari
oldugunu vurgulamigtir. Timdr hiicrelerindeki apoptoz programlarinin aktivasyonu,
giiniimiizde kullanilan ¢ogu kanser terapisinin antitimor aktivitesinin altinda
kaldigindan, kanser kok hiicrelerinin apoptozuna kars1 igsel direncin iistesinden gelmek
icin stratejiler gelistirmenin kritik olacagindan bahsetmistir. Bu nedenle, kanser kok
hiicrelerinin  apoptozdan kaginma yeteneklerinden sorumlu olan molekiiler
mekanizmalarin daha iyi anlagilmasi, kanserden muzdarip hastalar i¢in daha etkin tedavi
seceneklerinin gelistirilmesi amaciyla bu kritik hiicre havuzunu hedef alan yeni yollar

acgabilecegi ¢cikarimina varmistir.

Bourgarel-Rey et al. (2009), kromatin immiinopresipitasyon ile BCL-2 promotorii
icindeki P1 promotor upstream bogesinde 0Ozgiin bir p53 baglanma bolgesi
tanimlamiglardir ve p53’iin vinorelbine-tesvikli BCL-2 down regiilasyonuna katkida
bulundugunu bildirmiglerdir. Vinorelbine-tesvikli apoptoz sirasinda gozlenen Bcl-2
protein seviyelerinin azalmasi, BCL-2 transkripsiyon ve promotor aktivitesinin
inhibisyonunun bir sonucu olarak mRNA seviyesindeki azalma ile iliskilendirmislerdir.
Bu durum igerisinde, BCL-2 transkripsiyonel down-regiilasyonuna p53 katkisini
degerlendirmislerdir. Vinorelbine tedavisinin A549 hiicrelerindeki bu interaksiyonu
arttirdigin1 gostermislerdir. Bu is, mikrotiibiil hedefli ajan tedavisi ile transkripsiyonel
seviyede BCL-2 ve p53 arasindaki bagi giiclendirdigini gormiislerdir.Bu c¢aligma ise
ayn1 zamanda miikrotiibiil hedefli ajanlarin mekanizmasinin hesaplanmasina, etkilerini

arttirmaya ve daha iyi anlasilmasinda kullanigh olacagini bildirmislerdir.
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Bredow et al. (2007) p53 tarafindan BCL-2 expresyonu regiilasyonunun anlasilmasi
icin, BCL-2 promotor bolgelerini teker teker ve tam boy promotdér durumunda
calismiglardir. P1 promotorii yiiksek p53-bagimsiz aktivite gosterdiginde, P2 promotor
aktivitesi p53-elverisli kanser hiicre hatlarinda baskilanmasini saglamiglardir. Ek olarak
P2 aktivitesi p53—/— fare primer havayolu epitel hiicrelerinde p53+/+ fare ile
karsilagtirildiginda ~ daha  yiliksek  oldugunu  goézlemlemislerdir.  Kromatin
immiinopresipitasyon analizleri ile p5S3 CCAAT- ve TATA-elementlerini igeren P2 nin
140 bp lik dizisiyle etkilesime girdigini dogrulamislardir. Her nasilsa P1 ve P2 bir yap1
icinde baglandigt zaman P2, p53 bagimsiz P1 aktivitesini baskiladigin1 rapor
etmiglerdir. P53 bagimli bir aktivite ile P1 ve P2 arasinda konumlu potansiyel bir 6zgiin
promotdr tanimlamiglar ve M bolgesi belirlenmistir. Tam boyut BCL-2 promotorii
durumunda ise M, P2 nin P1 iizerindeki p53 bagimli yontemle baskilayici aktivitesinin
etkisini yok ettigini bildirmiglerdir. Toplu olarak bu datalarin, P1 promotorii bcl-2
geninin transkripsiyonu i¢in ana destek¢i giic oldugunu ve P1 aktivitesi, M ve P2
tarafindan p53 bagimli ve bagimsiz bicimde modiile ettigini bildirmislerdir. Bu
bulgularin, bcl-2 gen expresyonu inhibisyonuna yonelik terapiler ve hiicre 6liimiine

tesvik terapileri i¢in ¢ikarimlar verebilecegini diisiinmiislerdir.

Singh et al. (2006) DNA hasar1 kemoterapotik ajanlar carboplatin (Carb) ve 5-
fluorouracil(5-FU) gibi etkileri ¢esitli hiicre i¢i hedefler araciligiyla saglanmis olan
HPV-pozitif Hep-2 ve KB hiicrelerini igeren ¢esitli kanser hiicrelerinde apoptozu
indiikledigini bildirmislerdir. Yaptiklar1 calismada BCL-2 nin katilimi HEP-2 ve KB
hiicrelerinin Carb ve 5-FU ya maruz kalmasindan sorumlu oldugunu gostermislerdir. Bu
ilaclarin her ikisinin de apoptozun potansiyel tesvikgisi oldugunu bildirmislerdir.
Apoptoz, kaspaz-9 aktivasyonu tarafindan BCL-2 protein seviyesinin azalmasi esliginde
ve BAX expresyonunu degistirmeksizin poli polimeraz kesiminden listiin oldugunu
rapor etmislerdir. Ileriki analizler ile BCL-2 mRNA nin down regiilasyonu ilaglarla
muamele edilmis hiicrelerde protein kadar iyi oldugunu ortaya ¢ikarmislardir. BCL-2
nin ektopik expresyonu hiicreleri ilag aracili DNA hasar1 indiikleyen apoptoza karsi

korudugunu belirtmiglerdir. Tiim bu dataya dayanarak genotoxik stres HEP-2 ve KB
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hiicrelerinde BCL-2 nin down regiilasyonuna goétiirdiigiinii ki bu da bu hiicrelerde stres

neticesinde belirleyici bir rol oynadigini rapor etmislerdir.

Be'langer et al. (2005) yaptiklar1 ¢alismada BCL-2 nin adenokarsinoma hiicrelerinin
bliylime oranlarini regiile edebildigini gostermek i¢in BCL-2 proteinlerinin farkl
seviyelerini exprese eden iki izojenik insan over karsinoma hiicre hatlarini
kullanmislardir. Iki izojen over kanser hiicre hatlarinin biiyiime oranlart XTT analizleri
ve flow sitometri ile birlikte P1 boyama ile saptamislardir. BCL-2 overexprese SKOV3
hiicreleri bir doxycycline-uyarilabilir anti-BCL-2-tek zincir antikoru ifadesi igin
modifiye etmisler ve BCL-2 protein inhibisyonunun hiicre proliferasyonu ve apoptoz
lizerine etkilerini hesaplamiglardir. Sonug¢ olarak BCL-2nin, S fazinda karsinoma
hiicrelerinin  proliferasyonunu  biriktirerek ilerlettigini  gdstermislerdir. BCL-2
overexprese SKOV3 hiicre hatti 6nemli derecede hizli ¢ogalttigin1 ve diisik BCL-2
exprese emsali SKOV3.ipl hiicre hattina nazaran G2M fazi siirecine erteledigini
gormiislerdir. SKOV3 hiicrelerinde BCL-2 nin tek zincir antikor aracilikli inhibisyonu
bliylime oranlar1 artis1 ve daha hizli hiicre dongiisii siirecleri ile iliskili oldugunu
belirtmislerdir. Cisplatin ile tedavi, BCL-2 nin inhibisyonu, cisplatin-tesvikli apoptozu
etkilemeksizin G2M fazma girisi erteletip bozarken BCL-2 overexprese SKOV3
hiicrelerinde S fazinda c¢ok sayida hiicrelerin birikmesi ile sonuglandigini rapor
etmislerdir. Bu datalara gore over kanser hiicrelerinde BCL-2 S fazindaki hiicrelerin
apoptozun oraninmi etkilemeksizin birikimini ilerleterek hiicre dongiisii siirecini
erteledigi sonucuna varmislardir. Nitekim onun GO/G1 kontrol noktasindaki bilinen
roliine ek olarak biz ilk kez BCL-2 nin de ayni1 zamanda S fazimi regiile ettigini

gostermislerdir.

Droin et al. (2004) BCL-2 ailesinin farkli iiyeleri programli hiicre 6liimiinii temel
regiilatorleridir ve bu farkli iiyeler bir veya daha fazla BCL-2 homoloji domainlerini
paylasir ayn1 zamanda birbirlerini diizenleme yetenekleri igin gerekli oldugunu
bildirmiglerdir. Apoptozun deregiilasyonu ¢ok sayida hastalikla iligkili oldugunu ve son
on yil i¢inde 6zellikle ; apoptoz nasil diizenlenirse hastaliklarin tedavisinde 6zgiin yollar

bulmaya yardim eder diye kavramaya c¢alismiglardir. BCL-2 (B cell
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leukemia/lymphoma2), BCL-2 ailesinin prototipik {iyesidir ve overexpresyonunu
indiikleyen insan folikiiler B hiicre lenfomasinda t(14;18)(q32;q31) kromozomal
translokasyonu sonucu olarak tanimlandigimmi bildirmiglerdir. Memelileri, D.
melanogaster ve C. elegans 1 kapsayan farkli organizmalardaki genetik ve biyokimyasal
calismalarin Bcl-2 ailesinin apoptozun krititk regiilatorleri oldugunu belirttigini
sOylemislerdir. Bu incelemede, memeli {iyelerine odaklanmig ve onlarin hastalik ve

immiiniteye dahiliyetini tartigmiglardir.

Kumazaki et al. (2003) yaptiklar1 ¢alismada BCL-2 transfekte normal fibroblastlarin
kiiltiirti, 12 kadar populasyonun iki katina ¢ikan seviyelerinin vektor transfektatlarina
nazaran kisa bir omiir gosterdigini rapor etmislerdir(64 vs 76 populasyon iki misline
¢ikan seviyeleri,sirastyla). Bir MTT analizi ile, BCL-2 overexprese hiicrelerinin
(HCA2/BCL-2) vektor kontrol hiicrelerinden (HCA2/vector) hidrojen peroksit veya
doxorubicin tedavisinden oOtiirii daha cesitli growth supresyonu gosterdigini ortaya
koymuslardir. Ayrica HCA2/vector kiiltiiriinde degil fakat HCA2/BCL-2 kiiltiiriinde
onemli sayida ol hiicreler gozlemlemislerdir. Diger BCL-2 ailesi proteinleri ile hem
anti-apoptotik hem pro-apoptotik aktiviteli ve diger apoptoz iliskili faktorler benzer
seviyelerini  siirdlirirken, BCL-2 nin overexpresyonunun belirtilmesi normal
fibroblastlarin hiicre dliimiine duyarlilasmasinda major sebep oldugunu diisiinmiislerdir.
Genis bir kaspaz inhibitori (z-Val-Ala-Asp-fmk) ve spesifik kaspaz inhibitorleri
(acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-CHO, acetyl-lle-Glu-Thr-Asp-CHO, and acetyl-Leu-Glu-His-
Asp-CHO) HCA2/BCL-2 nin hiicre oliimiinii etkili bir sekilde baskiladigini, hiicre
oliimiinde ve apoptoz 6liim formunda kaspaz-3,8 ve 9-bagimli yolaklarin dahiliyetini
onerdigini bildirmislerdir. Beklenmedik bir sekilde hiicre oliimiinde aktif MEK in
dahiliyeti inhibitorler kullanilarak gosterildi ki, BCL-2 ve MAP kinaz kaskad:
arasindaki capraz karisma yasam Omriiniin yani sira 6liimii de regiile ettigi yorumuna

varmiglardir

Mai et al. (2003) BCL2 nin, hem kii¢iik hiicreli akciger kanseri (SCLC) hem de kiigiik
hiicreli olmayan akciger kanseri (NSCLC) hiicrelerinde eksprese edilen giiclii bir

antiapoptotik protein ve timoér uyaricisi oldugunu bildirmislerdir. Nikotinin, hiicre
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sagkalimini uyarmak icin BCL2'yi diizenleyebildigini belirtmislerdir. Bu ¢aligsmada ise
nikotinin, kemterapotik ajanlarla tedavi sonrasi fosforilasyon eksikligi olan S70A
mutant BCL-2 degil, SCLC HS82 hiicreleri exprese eden yabanil tiplerin sag kalimini
stirdirmesiyle iliskili olan sadece serin 70 bolgesindeki BCL-2 fosforilasyonunun

indiikledigini rapor etmislerdir.

Manion et al. (2003) BCL-2 ailesi proteinlerini ila¢ dizayni i¢in cazip hedefler oldugunu
bildirmiglerdir. Apoptotik hiicre 6liimiiniin esas regiilatorleri olarak anti-timér etkileri
icin BCL-2 fonksiyonlarinin manipiilasyonunun mantig1 kanser terapdtikleri igin belki
de en giiclii molekiiler hedefler oldugunu ileri stirmiislerdir. Dahas1 insan kanserlerinin
tim tiplerinde gercek olarak anti-apoptotik proteinlerin seviyesinin yiikseldiginin
gosterildigini belirtmislerdir. BCL-2 spesifik antisens oligoniikleotidlerinin pre-klinik
modellerde ve su anki ¢esitli faz III deneylerinde yaygin anti-kanser aktiviteleri
gosterildigini bildirmislerdir. Rasyonel ila¢ dizayninda bu proteinlerin fonksiyonunun
manipulasyonu, biyokimyasal veya molekiiler fonksiyonlarmin iyice anlasilmasindan
yoksun oldugu i¢in engellendigini distinmiislerdir. Daha onceki gayretlerin BCL-2
homoloji ailesi igerisindeki protein-protein interaksiyonunun bozulmasi {izerine
odaklandigin1 belirtmislerdir. Bu gorevdeki onemli siirecin molekiiler modelleme ve

ila¢ Onciileri kullanilarak yapildigini rapor etmislerdir.

Kim et al. (2001) Bu derlemede, meme kanserinde apoptozda BCL-2'nin paradoksik
rolii agisindan antikanser ilaclar ve tamoksifen ile kombinasyon tedavisinin etkinliginin
ardindaki mantig1 tartismiglardir. Tamoksifen, anti-apoptotik gen BCL-2'yi, BCL-2'nin
promotor bdlgesindeki bir E2-tepki elemani araciligiyla estradiol (E2) iizerindeki etkisi
ile indiikledigini belirtmislerdir. Kemoendokrin tedavisinin etkinligi, tamoksifenin
antikanser ilaglarin etkisi iizerindeki etkisi acisindan degerlendirmislerdir. Antrasiklin
ve non-antrasiklin bazli rejimler dahil olmak iizere adjuvan kemoterapi, nod pozitif
meme kanserinde genel bir sagkalim avantajina sahip oldugunu bildirmislerdir.
Kemoterapinin reseptdr pozitif hastalarda yararli olmasinin olasi nedenleri kiigiik ve

marjinal oldugunu:
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1) tamoksifen ile es zamanl tedavi veya on tedavi premenopozal hastalarda plazma E2
seviyelerini artirabildigini, boylelikle azalan kanser hiicrelerinde BCL-2'yi azaltabilen
kemoterapi ile kombinasyon halinde ila¢ duyarliligini;

i) BCL-2'nin indiiksiyonu, agirlikli olarak, BCL-2 hedeflerinin sitotoksik etkisi olan
taksanlara kars1 direncte yer alabildigini rapor etmislerdir Yardimei tedavi igin
tamoksifen ile birlikte tedavi veya on tedavi, 6zellikle non-pozitif meme kanseri olan
premenopozal hastalarda BCL-2'min indiiklenmesinin aracilik ettigi bir etki olan
antikanser ilaclarin etkinligini azaltabildigini bildirmislerdir. Sonu¢ olarak antikanser
ilaclarla tedavi, reseptor pozitif hastalarda kombinasyon terapisinden sagkalim faydasi

elde etmek i¢in tamoksifen ile tedavi edilmek zorundadir yorumuna varmiglardir.

Tsujimoto et al. (2000) Anti apoptotik ve pro-apoptotik tiyelerden olusan BCL-2
proteinleri ailesi, mitokondrial apoptojenik faktorler,sitokrom ¢ ve AIF nin salinimi ki
6liim proteazlar1 denen kaspazlarin aktivasyonunu kapsayan downstream islevsel fazlar
aktive eden kontrolii tarafindan bir hiicrenin yasamimi veya Oliimiinii saptadigini
bildirmistir. Sitokrom-c salinimi memelilerde nitekim apoptotik sinyal transdiisiyonu
icin merkezi oldugunu, sitokrom-c saliniminin mekanizmasi iizerine yapilan caligmalar
major bir mesele oldugunu belirtmislerdir. Sitokrom-c¢ salinimi i¢in, mitokondriyal dig
membraninin koparilmasini kapsayan ve bir spesifik kanali dahil eden ¢esitli modeller
onerildigini gostermislerdir. Burada ise son zamanki bulgulara gore BCL-2 ailesi
tiyelerinin bir hiicrenin yasam veya Oliim karar1 iizerindeki roliine genel bir bakis

saglamislardir.

Basu et al. (1998) Her hiicrenin siirekli diizenleme altinda genomunun biitiinliigiinii
devam ettirdigini bildirmektedirler. Bir hiicredeki genomik lezyonlarin DNA
replikasyonu ve hiicre boliinmesinden dnce tamir edilmeli eger genomik lezyonlar tamir
edilebilir degil ise hasarli hiicreler programli hiicre 6liimii veya apoptoz olarak bilinen
sistemli bir yol icinde atildigin1 belirtmislerdir. Kontrol edilemeyen hiicre
proliferasyonu hiicresel homeostazi bozdugunu ve bu, organ disfonksiyonu yani sira
anormalitelerin gelisimi gibi maligniteye gotiirdiigiinii bildirmislerdir. Biyolojik yolak

kontroliiniin hiicre kaderini molekiiler seviyede sirali olarak organize ettigini
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belirtmislerdir. Bir onkogen tiirevli protein BCL-2, hiicresel intihar mekanizmasi
yolaginda negatif kontrol sunarken, bir BCL-2 homologu protein Bax, BCL-2 ile
yarisarak hiicre 6limiinii ilerlettigini bildirmislerdir. Bax-Bax homodimerleri apoptoz
indiikleyici olarak hareket ederken BCL-2-BAX heterodimer sekli hiicreler icin bir
hayatta kalma sinyaline yol ac¢tigini rapor etmislerdir. DNA hasarinda apoptoza sorumlu
ve hiicre dongiisiiniin durmasini indiikleyen timor siipresor protein p53 icin Bax ve
BCL-2 nin ikisi de transkripsiyonel hedefler oldugu yorumuna varmislardir. Topyekun
bu molekiillerin performansinin diizenlenmesi bir hiicrenin yasam ve Oliimiiniin

kontroliinde ¢cok 6nemli oldugunu rapor etmislerdir.

Miyashita et al. (1994) p53 tiimor siipresor gen triinii BCL-2 geninin expresyonunu
inhibe edebildigini gdstermislerdir. Bu bildiride, BCL-2 geninden bolgeler iceren CAT
reportér gen yapilar1 ve p53 expresyon plazmidlerini dahil eden bir kotransfeksiyon
yaklasimi kullanarak BCL-2 gen expresyonunun p53 aracilikli down regiilasyonu i¢in
molekiiler temelini kesfetmislerdir. P53 yetersiz insan akciger kanser hiicre hattt H358
transfekte edildigi zaman rapOrtér gen yapilar: p53 tarafindan baskilanmayan upstream
dizilerini ve sadece BCL-2 nin promotdr bolgesini i¢erdigini gostermislerdir. BCL-2
gen dizilerinin inkliizyonu BCL-2/CAT yapilarindaki 5’UTR ye uyum sagladigin1 ve
her nasilsa p53 bagimli down regiilasyonla sonu¢landigini bildirmislerdir. BCL-2 geni
5’UTR sinden 195 pp lik bir segmentin SV40 hazir ilkel-bolge promotdriiniin kontrolii
altinda CAT igeren heterolog expresyon plazmidi iizerine p53 bagimli engelleme
yeteneginin oldugunu bulmuglardir. Bu p53 negatif sorumlu element, SV40-CAT
transkripsiyon biriminin doenstream veya upstream her ikisine de yerlestirildiginde bir
oryantasyon-bagimsiz tutum ig¢inde is gordiiglinii rapor etmislerdir. Bu sonuglar BCL-2
geni icerisinde negatif sorumlu bir elementin varligint p53 de bu genin direkt veya
indirekt transkripsiyonel down regiilasyon expresyonunu programli hiicre 6liimiiniin

regiilasyonunda dahil ettigi yorumuna varmiglardir.

Seto et al. (1988) Insan lenfomasindaki en yaygin translokasyon t(14;18) (932;g21),
alternatif BCL-2 ve ¢esitli Ig 3’UTR den sonuglanan heterojen 4.2-7.2 kb BCL-2-Ig
kimerik mRNAlar olusturdugunu bildirmistir. Normal insan BCL-2 geni bir
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untranslated birinci exon, bir fakiiltatif 220 bp intron I, bir de muazzam 370 kb intron Il
ile toplam 3 exon yapisina sahip oldugunu belirtmiglerdir. S1 korumasi ve primer uzama
analizi, exon II deki baslama bglgelerinin klasik promotor elementleri ve Ig degisken
bolge enhancerleriyle homolog bir dekaniikleotid (ATGCAAAGCA) ile iliskili
oldugunu rapor etmislerdir. Multipl baglama bdlgeleri ayn1 zamanda exon I de Spl
baglama motifleriyle GC-zengin bir bolge bulundugunu bildirmislerdir. BCL-2 nin
3’UT i¢indeki en cok t(14;18) kesim noktasi kiimeleri gen deregiilasyonundaki o
durumu ima ettigini gostermislerdir. BCL-2 geninin tanittigt SU-DHL-6 nin Ig sabit
lokususomatik mutasyonu gosterdigini rapor etmislerdir. BCL-2-Ig mRNAlar
degismemis bir 2.5 saatlik yar1 dmiirii gosterirken BCL-2-1g geninin bir olgun B hiicresi
icin transkripsiyonu uygunsuz derecede yiiksek bir oranda ortaya ¢iktigini tespit
etmislerdir. Boylece transloke olmus BCL-2 alleli normal kontrol mekanizmasindan

kagmis oldugu yorumuna varmislardir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kimyasal maddeler

Calismalarda kullanilan tiim kimyasallar molekiiler biyoloji i¢in uygun saflikta ve
sterilliktedir. Molekiiler biyoloji materyalleri, klonlamada kullanilan vektor sistemleri,
PCR calismalarinda kullanilan kimyasallar ve enzimler Sigma, Thermo Scientific,

Promega firmalarindan temin edilmistir.

Cizelge 3.1. Calismalarda kullanilan kimyasallar.

Kimyasallar Uretici
EDTA Sigma
D(+) glukoz Sigma
CaClz Sigma
Tris Base Sigma
MgCl2 Sigma
IPTG Sigma
DMSO Sigma
Ampicilin Sigma
X-gal Sigma
LB-Broth Sigma
LB-Agar Sigma
Etidyum Bromiir Sigma
Gliserol Sigma
Ethanol Sigma
Agaroz Sigma




3.1.2. Kullamilan enzimler
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Cizelge 3.2. Calismalarda kullanilan enzimler.

Taq DNA polimeraz

ThermoScientific

HindIII Restriksiyon Endoniikleaz

ThermoScientific

KpnI Restriksiyon Endoniikleaz

ThermoScientific

DNA ligaz

ThermoScientific

Enzim reaksiyonlari tiretici firmalarin 6nerdigi tamponlarda gergeklestirilmistir.

3.1.3. Calismada kullanilan laboratuvar gerecleri

Cizelge 3.3. Calismada kullanilan cihazlar

Kullanilan Cihazlar

Model

Calkalamah inkiibator

ZHWY —-2102C

Laminar Air Flow

WCS Class Il Type Biosafety Cabinet

Deep- Freeze (-86°C)

Glacier

Buz Makinasi

Fiocchetti Frigoriferi Scientific

Buzdolabi (+4°C, —20°C)

Vestel

Hassas terazi Gecavery
Santrifiij Hettich

Otoklav HMC Hirayama
pH Metre Mettler Toledo
Sicak su banyosu Memmert

Saf Su Cihaz MP Minipure
Vorteks Fisons
Spektrofotometre Beckman coulter
Nanodrop Epoch
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Cizelge 3.3. (devam)

Otomatik pipetler Eppendorf

Luminometre Thermo

Agaroz jel elektroforez tanki BIO RAD

UV Jel Goriintiileme BIO RAD

PCR ProFlex™ 3x32-Well PCR
Mikro santrifiij Thermo

Etiiv Binder

3.1.4. Kullanilan kitler ve DNA molekiiler belirtecleri

Hem kimyasal yontemle izole edilen plazmitlerin temizlenmesinde hem de DNA‘nin
jelden saflastirilmasi islemlerinde DNA jel ekstraksiyon kiti (Qiagen) kullanilmistir.
Plazmit DNA izolasyonu ig¢in ise Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification
Systems kullanildi.

Bu calisma da Sekil 3.1°de gosterilen DNA molekiiler belirteci kullanilmastir.

Sekil 3.1. DNA marker 3000 bp
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3.1.5. Stok soliisyonlar

Amfisilin Soliisyonu; 20 mg/mL olacak sekilde steril didistile su ile hazirland1 ve 0,22
um capl milipor filtreden gegirilerek steril edildi. Steril edilen ¢ozelti, kullanilincaya

kadar —20°C’de muhafaza edildi.

X-Gal Soliisyonu; 40 mg/mL olacak sekilde hazirlanan ¢ozelti, 151k almayacak sekilde
—20°C’de kullanilincaya kadar muhafaza edildi.

IPTG Soliisyonu; 23,8 mg/mL olacak sekilde steril didistile su ile hazirland1 ve 0,22
pm c¢apli milipor filtreden gecirildi. Steril edilen ¢ozelti -20°C’de kullanilincaya kadar

muhafaza edildi.

CaCly Soliisyonu (100mM); 1,11 gr CaCl, didistile su iginde ¢ozdiirildi, agzi
pamukla kapatilarak otoklavlandi ve buzdolabinda +4°C’de kullanilincaya kadar
muhafaza edildi.

EDTA Tamponu (50mM pH:8.0); 1.46 gr EDTA 90 mL didistile su igerisinde
¢oOziildii, 1 N HCI ve 1 N NaOH ile pH’s1 8,0’¢e ayarlandi. Daha sonra tamponun son

hacmi 100 mL olacak sekilde didistile su ile tamamlandi.

%70’lik EtOH; 70 mL EtOH 30 mL didistile su ile son hacim 100 mL olacak sekilde

tamamlandi.

50X TAE Soliisyonu; 242 gr Tris base, 57,1 Ml Asetat, 37,2 gr EDTA tartildi. pH’s1

8,0 ve son hacim 1 L olacak sekilde didistile su ile tamamlandi.
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3.1.6. Calismada kullanilan vektorler

Klonlama g¢alismalarinda pGEM-T Easy vektorii ve pGL-3 Basic Luc Reporter vektorii
kullanilmistir. Bu sebepten ¢oglatilan PCR firiinleri ilk olarak A-T klonlama amaciyla

pPGEM-T Easy vektoriine klonlanmustir.

pGL-3 Basic Luc Reporter vektorii promotor dizisi igermez ancak lusiferaz geni ihtiva
eder. Icerdigi bu gen sayesinde bu vektdre klonlanan hedef gen ile beraber hiicreye

verildiginde lusiferaz geni ile aktivitesi belirlenmektedir.

Apa |
LacZ QELI:
pGEM-T Easy et

Nco |

Vektor Sac
(301 5 bp) Spe |

Not |
BstZ |

Pst |
Sal |
Nde |
Sac |
BstX |
Nsi |

SPé

Sekil 3.2. pGEM-T Easy vektoriiniin restriksiyon haritasi ve klonlama bolgesi
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Synthetic poly(A) signal/
- transcriptional pause site

(for background reduction)

Amp’

Kpnl |5
Sacl |11
1 ori Mlul |15
Nhel |21
. Smal |28
ori PGL3-Basic Xhol |32
Vector BgIII 36
(4,818bp) Hindlll | 53

Ncol 86

2010 |Sall Narl 121

2004 |BamHI

SV40 late poly(A) fuct

signal (for luc+
reporter) Hpal 1902

Xbal 1742

Sekil 3.3. pGL-3 basic luc reporter vektor haritasi

3.1.7. Calismada kullanilan bakteri izolati

Calisma sirasinda klonlama i¢in E.coli JM109 bakteri susu kullanilda.

3.1.8. Bakteriyel Kiiltiir ortanm

E.coli i¢in gerekli kiiltlir ortami1 olarak LB - Broth ve LB-Agar kullanildi. Toz halinde

satin alinan besi yerleri ddH2O ile hazirlanarak otoklavda steril edildi.

3.2. Yontem

3.2.1. Calismada kullanilan ortamin ve malzemenin temizligi ve sterilizasyonu

Isiya dayanikli biitiin cam malzemeler, pipet uclari, ependorflar, santrifiij tiipleri, bakteri

kiiltiir ortamlar1 121°C'de 15 dakika (1,02 atm basingta) otoklavda steril edildi.
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3.2.2. DNA izolasyonu ve klonlama

3.2.2.a. Primer tasarimi

Primer tasarimi ig¢in  www.restrictionmapper.org, www.ncbi.nlm.nih.gov  ve
bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3/ adreslerinden yararlanildi. Tasarlanan primerlerin
sa¢ tokasi yapist olusturmamasina, Tm sicakliklarinin birbirine yakin olmasina ve
niikleotitlerin dagilimmin miimkiin oldugunca esit olmasina dikkat edildi. Ayrica
tasarlanan primerler veri tabanlarinda (GenBank + EMBL + DDBJ + PDB sequences)
bulunan DNA sekanslar1 ile blast yapilarak farkli genlerle en az homoloji gosteren

primerler secilmeye calisildi.

Bu ¢alisma i¢in Oncelikle insan BCL-2 gen promotorunun biyoinformatik olarak
restriksiyon haritalamast yapilarak, promotoru kesen ve kesmeyen restriksiyon
enzimleri saptandi. Promotor diziyi kesmeyen enzimlerin pGL3-basic-Luc vektoriiniin
klonlama bolgesindeki enzimler ile uyum gosterip gostermedigi kontrol edildi ve Kpnl
ve HindIII enzimlerinin hem promotor bdlgeyi kesmedigi hem de vektoriin klonlama
bolgesinde oldugu goriildii. Sonug¢ olarak Kpnl ve HindIIl enzim kesim bolgeleri
secilerek primerlerde kullanildi. Promotor dizinin dogru yonde klonlanabilmesi igin,
Kpnl kesim bolgesi forward primerde, HindIIl kesim bolgesi ise reverse primerde
kullanildi. Bunun diginda tasarlanan primerlerin sag¢ tokasi yapisi olusturmamasina, Tm
sicakliklarinin  birbirine yakin olmasina ve niikleotitlerin dagilimimin miimkiin

oldugunca esit olmasina dikkat edildi.


http://www.restrictionmapper.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Cizelge 3.4. Dizayn edilen primerlerin uzunluklari, sicakliklar1 ve dizileri

Primer UzunlukiTm |Dizi

BCL2-F1- 21bp  |65°C Kpnl: 5-TGGTACCAAGAGGACAGGCAC-3'
primer

BCL2-R1- 21bp |65°C Hindlll : 5'- TAAGCTTGCCCCCAGAGAAA-3'
primer

BCL2-F2- 22bp |65°C [Kpnl: 5-AAGGTACCGTTCAGGTGGACAC-3'
primer

BCL2-R2- 23bp  |60°C Hindlll : 5 CATAAGCTTCCTTCCCAGAGGAA-3'
primer

BCL2- FP2- 26 bp  |63°C [Kpnl: 5- AAGGTACCGCTATAACTGGAGAGTGC-3'
primer
BCL2-PNRE [25bp |64°C [Kpnl: 5'- AAGGTACCTCAGCATCACAGAGGAA-3
primer
BCL2- R3 27 bp  |64°C Hindlll : 5'- CATAAGCTTCCTTCCCAGAGGAAAAG-3'
primer
Vektorait primer[17 bp  |60°C 5-GTAAAACGACGGCCAGT-3'
Forward (P1)
Vektorait primer[17 bp  |60°C 5-CAGGAAACAGCTATGAC-3'
Reverse (P5)

3.2.2.b. insan genomik DNA’sinin temin edilmesi

Insan genomik DNA’s1 hazir olarak {iretici firmadan satin almnustir.

3.2.2.c. Polimeraz zincir reaksiyonlar1 (PCR)

PCR reaksiyonlar1 15 puL ve 30 pL hacimde yapildi. Kalip olarak farkh
konsantrasyonlarda elde edilen genomik DNA 0&rnekleri kullanilarak en iyi sonucu
verecek konsantrasyon belirlendi. Her bir primerin son konsantrasyonu 10 pmol olacak
sekilde seyreltildi. 10X PCR buffer (sigma), 10 mM dNTP (sigma) ve 2,5 {inite Taq
DNA polimeraz (sigma), 25 mM MgCl2 (sigma) kullanildi. PCR programi ve dongii
sayis1 primerlere ve kalip DNA kaynagma bagli olarak degisiklik gostermistir. PCR
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sonuclar1 agaroz jelde goriintiilenmis ve istenilen bantlar jelden geri kazanilmistir.

Cizelge 3.5. BCL-2 gen promotdriiniin 2444 bp’lik bolgesi icin kullanilan PCR

programi, sicaklik dongiisii

96°C 2dk
98°C 10sn
58°C 30 sn 30 dongii
68°C 8 dk

72°C 10dk

+4 o

Cizelge 3.6. BCL-2 gen promotdriiniin 2372 bp’lik bolgesi icin kullanilan PCR

programi, sicaklik dongiisii

94°C 4 dk
94°C 1 dk
60°C 1dk 4 30 dongi

72°C 3dk

72°C 6dk

+4 o0

Cizelge 3.7. BCL-2 gen promotdriiniin 610 bp’lik bolgesi i¢in kullanilan PCR programa,

sicaklik dongiisii

95°C 4 dk
94°C 2 dk
55°C 1dk
72°C 2 dk
72°C 5dk

+4 o)

35 dongi
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Cizelge 3.8. BCL-2 gen promotdriiniin 290 bp’lik bolgesi i¢in kullanilan PCR programu,
sicaklik dongiisii

95°C 4 dk
94°C 2 dk
57°C 45sn 35 dongii
72°C 1dk
72°C 5dk

+4 0

Cizelge 3.9. Koloni PCR i¢in kullanilan PCR programi, sicaklik dongiisii

94°C 5dk
94°C 1dk
58°C 1dk 30 dongi
72°C 4 dk
72°C 5dk

+4 0

3.2.2.d. DNA agaroz jel elektroforezi

DNA celektroforezi i¢in yatay jeller kullanildi ve 60 volt elektrik akiminda yaklasik 1
saat ornekler yiiriitiildii. Elektroforez tamponu olarak 1X TAE tercih edildi. Calismada
genellikle %1 konsantrasyonda agaroz jeller kullanildi. Elektroforezde ayrilan DNA
pargalarinin  biiyiikliigiiniin belirlenmesi i¢in 100 bp DNA ladder kullanildi.

Elektroforez sonuglar jel goriintiileme sisteminde goriintiilenerek fotograflar: ¢ekildi.

3.2.2.e. Agaroz jelden DNA purifikasyonu

Istenilen DNA bantlar1 UV transilluminator iizerinde agaroz jelden kesilerek alind1 ve
DNA jel ekstraksiyon kiti (Qiagen) kullanilarak DNA eliie edildi. Jelden kazanilan
DNA’nin kii¢iik bir kismi tekrar jelde yiiriitiilerek kontrol edildi. DNA miktar1 ve
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temizliginin kontrolu i¢in 260 ve 280 nm dalga boyundaki absorbanslar1 alindi.

3.2.2.f. PCR iiriinlerinin A/T klonlanmasi

Elde edilen PCR fiiriinleri pGEM-T Easy vektoriine (Promega) protokolde belirtildigi
sekliyle A:T klonlamas1 yapildi. Buna gore 10 uL toplam hacim olacak sekilde, 1 pL
PGEM-T vektor, 3 uL insert DNA (PCR iiriinii), 5 uL 10 x T4 ligaz tamponu (Promega)
ve 1 uL T4 DNA ligaz (Promega) +4°C’de bir gece veya oda sicakliginda 3 saat inkiibe
edildi. Ligasyon sonuglari E.coli JM109 competent hiicrelerine transforme edildi.
Transformantlarin se¢imi mavi-beyaz koloni yontemine gore yapildi. Bunun i¢in 40 uL

ampicillin, 100 pL X-Gal ve 40 uL IPTG igeren LB agar besiyerleri hazirlandi.

3.2.2.¢g. Plazmit DNA izolasyonu (Miniprep)

Plazmit DNA izolasyonu i¢in Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification Systems
kiti kullanildi. Oncelikle 10 mL steril LB broth besiyerine 10 pL ampisilin eklendi.
Besiyerine tek koloni ekim yapildi ve bir gece 37°C'de 150 rpm'de ¢alkalamali etiivde
inkiibe edildi. Bir gecenin sonunda kitin protokoliine uygun olarak plazmit DNA
izolasyonu yapildi. NanoDrop'ta konsantrasyon ol¢iimii yapilarak safligi kontrol edildi.

Agaroz jel elektoroforezi yapilarak da sonucun dogrulugundan emin olundu.

3.2.2.h. Kompetent hiicre hazirlanmasi

Kompetent hiicre hazirlanmasi i¢in 100 mM kalsiyum kloriir kullanildi. Oncelikle 10
mL LB besiyeri igine tek koloni E.coli JM109 susundan ekim yapilarak 37°C’de
calkalamal1 etiivde bir gece inkiibe edildi. Daha sonra bir gecelik kiiltiirden 100 mL LB
icine 100 pL inokiile edilerek, OD600 0,5 ile 0,6 arasina gelinceye kadar ¢alkalamali
etiivde 37°C’de inkiibe edildi. 4444 rpm’de 7-10 dakika santrifiij ile hiicreler
¢oktiiriildi. 2500 pL 100 mM soguk kalsiyum kloriir ile pellet yeniden ¢6ziildii ve buz
tizerinde yarim saat bekletildi. Daha sonra tekrar ¢oktiiriilerek siipernatant uzaklastirildi.

Pellet 500 pL soguk kalsiyum kloriir ile ¢oziilerek buz igerisinde +4°C’de saklandi.
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3.2.2.1. Ligasyon

Genel olarak reaksiyonlarda vektor:PCR {irlinii orani, 1:3, 1:5, 1:10 olacak sekilde
ayarlanmistir. Ligasyon i¢in hazirlanan karisim, +4°C‘de 1 gece boyunca inkiibe

edilmistir.

3.2.2.J. Transformasyon

Transformasyon i¢in, 100 pL. kompetent hiicreye 10 pL ligasyon {iriinii ilave edilerek
buz iizerinde 20 dakika bekletildi. Siire sonunda 42°C’de 30 saniye 1s1 soku uygulandi.
Hemen ardindan buz iizerinde 3-5 dakika bekletildi. Daha sonra 900 uL LB ilave edildi
ve 37°C’de calkalamali etiivde bir bucuk saat inkiibe edildi. Siire sonunda kiiltlir 6rnegi
12.000 rpm’de 30 saniye santrifiij edildi. Siipernatant alindi ve 100 pL 6rnek uygun
antibiyotigi iceren LB agar besiyerine yayilarak bir gece inkiibe edildi.

3.2.2.k. Restriksiyon endoniikleaz kesimleri

Pgl3 Lusiferaz vektoriiniin E.coli JM109 susuna klonlanmasi sonrasi izole edilen
plazmit ve kromozomal DNA‘larinin restriksiyon endoniikleaz kesim reaksiyonlari,
tiretici firmalarinin 6nerdigi tamponlar kullanilarak gergeklestirilmistir. Plazmit kesimi

yaklasik 45-60 dakikalik siirede gerceklestirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Insan BCL-2 geninin regiilasyonunun aydinlatiimas1 amaciyla ilk olarak biyoinformatik
calismalar1 ile Ensemble programi kullanilarak BCL-2 geninin promotdr bolgesi
belirlendi. Daha sonra Genomatix veri tabani kullanilarak promotordaki muhtemel
transkripsiyon faktorii baglanma bolgeleri belirlendi. Daha sonra sirasiyla genin

promotorunun ¢ogaltilmasi ve klonlanmasi ¢aligsmalari gerceklestirildi.

pii.o1

Sekil 4.1. BCL-2 geninin kromozom {izerindeki yerlesimi kromozom 18

Cizelge 4.1. BCL-2 geninin traskript varyantlari ile ilgili hastaliklar

Fenotip, hastalik ve ozellik

Mesane karsinomasi

Mesane transizyonel hiicreli karsinom

Meme difiiz biiyiik B hiicreli lenfoma

Korbagirsak adenokarsinomasi

Merkezi sinir sistem lenfomasi

Kromofor bobrek hiicre karsinoma

Kolon adenokarsinomast
Kolorektal adenokarsinoma
Kiitanoz melanom

Difiiz biiyiik B hiicreli lenfoma

Ozofagus squamoz hiicre karsinomu

Folikiiler lenfoma
Gastrik adenokarsinoma

Hepatoseliiler karsinoma

Intravaskiiler biiyiik B hiicreli lenfoma

Akciger karsinomasi

Lenfoid neoplazmi
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Olgun B hiicrelerin neoplazmi

Rektal adenokarsinoma

Kiigiik hiicreli akciger karsinomasi

Dalak difiiz biiyiik B hiicreli lenfoma

Simiflandirilmamis renal hiicre karsinomasi

Cizelge 4.2. BCL-2 geninin transkript varyantlari

Isim Transkript ID Bp Protein

BCL2-001 ENST00000398117.1 | 7461 239 aa

BCL2-002 ENST00000333681.4 | 3209 239 aa

BCL2-003 ENST00000589955.1 | 911 205 aa

BCL2-004 ENSTO00000590515.1 572 Protein
kodlamamaktadir.

BCL2-201 ENST00000444484.1 | 1206 205 aa

Translation (239 aa):

MAHAGRTGYDNREIVMKYIHYKLSQRGYEWDAGDVGAAPPGAAPAPGIFSSQPGHTPHPAASRDPVARTS

PLOTPAAPGAAAGPALSPVPPVVHLTLRQAGDDESRRYRRDFAEMSSQLHLTPFTARGRFATVVEELEFRD

GVNWGRIVAFFEFGGVMCVESVNREMSPLVDNIALWMTEYLNRHLHTWIQDNGGWDAFVELYGPSMRPLE

DESWLSLKTLLSLALVGACITLGAYLGHK

Sekil 4.2. BCL-2 geninin alternatif ekson yapisi
Siyah: Alternatif ekson, Sari: Cakigsan aminoasitler



https://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000171791;r=18:60790579-60987361;t=ENST00000398117
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/ProteinSummary?db=core%3Bg%3DENSG00000087088%3Br%3D19%3A48954815-48961798%3Bt%3DENST00000293288
https://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000171791;r=18:60790579-60987361;t=ENST00000333681
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/ProteinSummary?db=core%3Bg%3DENSG00000087088%3Br%3D19%3A48954815-48961798%3Bt%3DENST00000345358
https://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000171791;r=18:60790579-60987361;t=ENST00000589955
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/ProteinSummary?db=core%3Bg%3DENSG00000087088%3Br%3D19%3A48954815-48961798%3Bt%3DENST00000354470
https://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000171791;r=18:60790579-60987361;t=ENST00000590515
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/ProteinSummary?db=core%3Bg%3DENSG00000087088%3Br%3D19%3A48954815-48961798%3Bt%3DENST00000354470

Cizelge 4.3. BCL-2 geninin 2580 bp‘lik promotor parcasinin dizisi ve dizi tizerindeki

fonksiyonel bolgeler

Transcript:
5 ]

CTGGAGCGCT
GGGGATGCGC

ACGCTCGGGG
GGCAGCGCTG
CCGGCGGCCG
TACACGGCTA
CCAGGCGAGA
CCAGAAAGGG

CCCGCCAGCC
CGGGAGCCCC
AGGCCTGAGC

CCGCCCGCGC
CCGGACGCGC
CTCCCGGGCC
GGGTGGCTCA

GCACAGGAAA
GCTCCCGCCC

GCTCCCGCCC
GGTGCCGGGG
GCGGGAGCTC
AGGGTGCGCA
GGGGAGAACT
CCACCACCTC
GGCACCGGCG
TTTGCTGTTC
TCCCCMCNCIC

TGCCTGTGCC

GACTTCTGCG
TTTTCTCGAG
AGAAGTCTGG
TGATTCATTG
GTTGCCTTAT
ACTTAAAAAA
AAACCTTTGA
ATACATTCTT
CAGGGAAACG

ACAGAGGAAG
AGATCCGAAA
AATCAAGTGT
TAAAATAGCT
CGAGAGGTGC
ACAGGGTACG
GGCTACGAGT
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BCL2-001 ENST00000398117

GAGTTCTGCA
GTGCGTGTGT

CGTCCCTAGA
AGGTCCCACT
AGCGCCGGTA
GAAAGGGTCC
CACACACACA
TCCAGGCGGT

GCCCCCCTCC
CACCCCGTCG
AGAAGGCCCC

CACCCACTGG
CCTCCCCGGC
TGCCGCGGCG
GAGGAGGGCT

CCGGTCGGGC
CCTTCCTCCC

GCCGCTCTCC
CTCCGGGCCC
CGGGAGGCGG
GCCCGGAGGC
TCGTAGCAGT
CTTCTCCCCA
GGCCAGGCGC
GGAGTTTAAT
CCTGTCTCTC

TGGCCTGGGC
AGTGCGCGGA

CATTGCTTAA
GCTGGGGGCG
ACACAACGTG
AGGCGACACA
CACACACACA
TCCCGGCGCT

GCACTCCGTC
CGGACCCCAG
GCGCACACCC

CCGGGCCCCG
CGCGGCCCCG
CCTTTAACCC
CTTTCTTTCT

CACGGACTAG
CACCTAGGAA

AACGTGCAGA
GTGGGGGGCG
TGTGTGTGTA
CACACTCCCA
CACACACACA
TTTCCAGCCC

GTGTTCAGGT
GCTACTTGAA

Flanking sequence chromosome:GRCh38:18:63320129:63322628:-1

GGACACGGGC
AGTAAACACC

FOXF2

GTCACCTGTC
GCATTGGCCT
GGCGCGTGTA
CATACACGGC
CTCCACACAC
TTGTTTTCAT

LM184

GTCCGCCCGG
CGACCACCAA
ACCGCGCCGC

CGGGCGCAGC
CGCGCCATGT
GGGCCAGGGA
TCTTTTTTTG

LM187

TGTGCAGAGA
GCGCCCGeee

GTGGCCCCGC
TCCCTGCCGG
CCGTAGCCAG
GGGGTGCGCC
CATCCTTTTT
CCCCTCGCCG
GTCCTGCCTT
CAGAAGAGGA
TCCTGGGGAG

SMAD2/SMAD3/SMAD4

CGCGCGTGTG

AATACCGGAC
CTCTTGAGAT
GAATCGATCT
GGAAGTTTCA
GCATTTGTTT
TACAAGTAAG
GATTTTTTAC
TTTAGCCGTG
CACCTGATTT

TAGACTGATA
GGAATTGGAA
TCCGCGTGAT
GGATTATAAC
C(a)TTGGCCCC

TGCGCGCGTG

TGAAAATTGT
CTCCGGTTGG
GGAAATCCTC
AATCAGCTAT
TGGTTTTACA
TTCTCTGCAC
TTAAAGTGCA
TTACTTGTAG
TTTACTTATT

TTAACAATAC
TAAAAATTTC
TGAAGACACC
TCCTCTTCTT

ATGAAGTAAG
CTCCGCGCCG

CGCGCTGCCG
CGGCCGTCAG
CGCCGCCGCG
GGTGGGGTGC
AGGAAAAGAG
CACCACACAC
CATTTATCCA
TTCCTGCCTC
GCGTGAAGCG

TAAATTGCCG

STAT3

AATTCATCTG
GATTCCTGCG
CTAATTTTTA
AACTGGAGAG
AAAAGGAAAC
AGGAAATTGG
TTCGAGTAAA
TGTGTATGCC
AGTTTGTTTT
STAT1/STAT2
TTACTAATAA
CTGCATCTCA
CCCTCGTCCA
TCTCTGGGGG

CCCGGCCGCG
GTCCGCACGC
GGCCGCGCGG

TTCACAGCAG
GGGTCTTCCC
CACACTCTCA
TAGAAAAGGT
ACTCACACGG
GGCGCACCCT

TGCGGTTCCC
GGCCTGCCGC
GAGGCCTGTG

E2F4

GGAGCGGGCG
GCCCCCGGCG
GCGGGGCGGA
AATGAACCGT

AGGACAGGCA
CCTGCCCGCC
NRF1
CCGCCGCCGC
CGCTCGGAGC
CAGGACCAGG
AGCGGAAGAG
GGAAAAAATA
AGCGCGGGCT
GCAGCTTTTC
CGTCCCCGGC
GTCCCGTGGA

AGAAGGGGAA

CCGCCGCCGC
GATTGACATT
Crcccrcrcc
TGCTGAAGAT
TTGACAGAGG
TTTAATGTAA
TTTAATTTCC
CTGCTTTCAC
TTCTTTAACC

TAACGTGCCT
TGCCAAGGGG
AGAATGCAAA
CCGTGGGGTG

GGTGGCCGGC
GGACGCGCCA
GGGGGCGGTC
GTGACGTTAC

CCACAGCCCC
CGCCCGCCGC

TGCCAGCGAA
GGGCTGCGCG
AGGAGGAGAA
GGGGTCCAGG
AAACCCTCCC
TCTAGCGCTC
GGAAAATGCA
TCCTTCATCG
TAGAGATTCA

AACATCACAG

FOXO3

TGCCTTTTTT
TCTGTGAAGC
CCGCGACTCC
TGATGGGATC
ATCATGCTGT
CTTTCAATGG
AGGCAGCTTA
TCAGTGTGTA
TTTCAGCATC

CATGAAATAA
GAAACACCAG
GCACATCCAA
GGAGCTGGGG

CGTTGCTTTT CCTCTGGGAA GGATGGCGCA CGCTGGGAGA
ATAACCGGGA GATAGTGATG AAGTACATCC
GGGATGCGGG AGATGTGGGC GCCGCGCCCC CGGGGGCCGC CCCCGCACCG

ATTATAAGCT

GTCGCAGAGG
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Cizelge 4.3. (devam)

Yesil: Muhtemel p53 baglanma bolgesi (-2392-2362 bp) 30 bp

Kirmizi: CAAT (-101-106) ve TATAA (-83-88) kismi

Gri bolge: P1 Bolgesi (-58-1431 bp) 1373 bp
Yesil bolge: P2 bolgesi (+1-58 bp) 58 bp

Mavi (alt1 ¢izili): +1 birinci kodon

Turkuaz bolge: PNRE (-85-279) 194 BP

Mor (alt1 ¢izili-kalin): TSS

Sar1 bolgeler: Transkripsiyon faktorleri e baglanma motifleri

ER_Q6 [ | CONSERVED

100%

T Ene
s e a
-lEg)Eut =2
T T T 1 50%

25kb 15kb Lb 625 0

Sekil 4.3. Insan BCL-2 geninin 2500 bp’lik promotdr bdlgesi ile insan BAX geninin
2500 bp’lik promotérii arasindaki homoloji

Cizelge 4.4. BCL-2 gen promotorii iizerindeki muhtemel trankripsiyon faktorii
baglanma bolgeleri

Matri ksDetayh Aile |Matrix |Detayh Baslangi¢ |Bitis|Zincir|Dizi
Ailesi  [Bilgisi Matriks
Bilgisi
BRAC |[Brachyury  |TBX20.01|T-box 30 58 |(+) |ccacggactAGGTgttcaggtggac
gen, transkripsiyo acgg
mezoderma n faktor
gelisim-| TBX20
faktor
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E2FF  [E2F-myc E2F1.01 |[E2F 54 70 (+) |cacgGGCGgggatgcge
aktivator/hiicre transkripsiyo
siklus n faktor 1
diizenleyici
MZF1 [Myeloid ¢inko |MZF1.01|Myeloid 59 69 (+) |gcGGGGatgcg
parmakl cinko
faktorleri parmakl
protein
MZF1
TGF-beta CSRNP3 [Sistein- 158 |164 |(+)
indiiklenmis  |.01 serine- aGAGTca
TAIP  [apoptozis zengin
proteinleri niikleer
protein 3
iki elli ¢inko |AREB6. |[AREB6 159 171 |(+) |gagtCACCtgtct
parmak 02 (Atplal
ZFHX |homeobolgeli diizenleyici
transkripsiyon element
faktorleri baglayict
faktor 6)
Z1C-ailesi Z1C2.02 |Zicailesi |170 |184 |(+) |cttcaCAGCagggca
ZICF  |uyeleri,serebell iiyesi 2 (tek
umun ¢inko eslestirilmis
parmak Drosophila
proteinleri homologu)
(ikincil
DNA
baglayict
tercih)
HAND [Class B bHLH [TAL1_E |T-hiicre akut|168 [188 |(+) |gtcttcaCAGCagggcagcgc
transkripsiyon [2A.02  |lenfositik
faktorlerinin losemi 1,
kivrimli SCL
altfamilyasi
Krueppel KLF6.01 [Kor 199 217 |(+) |ctgetgGGGGeggtgggay
KLFS |benzeri promotor-
transkripsiyon baglayici
faktorleri protein
(CPBP) ile 3
Krueppel-tip
cinko
parmaklar
(KLF6, ZF9)
BEDF |Cinko parmak |[ZBED4.0|Cinko 203 |217 |(+) [tggGGGCggtggagg
proteinlerin 1 parmak,
BED altsinifi BED-tipi
iceren 4,
GC-kutusu
baglama
bolgesi
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Pleomorfik |PLAGL.0 |Pleomorfik 202 224 |(+) [ctGGGGgcggtggggggcggcat
PLAG |adenoma geni |2 adenoma
geni 1
SP1F  |GC-Box SP4.01  |Sp4 211|227 |(+) |9tggggGGCGgcattgg
faktorleri transkripsiyo
SP1/GC n faktorleri
ZTRE |Cinko ZTRE.O3 |[ZTRE 333 349 |(+) |caCTCCcacatacacgg
transkripsiyon motifinin 5'
el diizenleyici yarim
element bolgesi
PAX3 |PAX-3 PAX3.03 |Pax-3 463 481 |(+) |gttttCATGgcegceacccte
baglayict eslesmis
bolgeler domain
proteini
CREB |cAMP- CREB2CJ|CRE- 886 906 |(+) [|accgtgtgACGTtacgcacag
sorumlu UN.O1  |baglayici
element protein 2/c-
baglayici Jun
proteinleri heterodimeri
E-box ATF6.01 [ER 774 |790 |(+) |cgcgCCACtcccgggcee
EBOX |baglayici hasari/stresi
faktorleri tarafindan
indiiklenmis,
NF-Y ile
iligkili
ERSE’yi
baglayan b-
zip ailesinin
iyesi
FareKrueppel [IMOK2.02 |Cinko 788 |808 |(+) |gcctgeegeggegCCTTtaac
benzeri faktor parmak
MOKF protein ile
iligki
riboniikleopr
otein MOK-
2 (insan)
EGR/sinir EGR1.02 |[EGR1, erkeni825 843 |(+) |ggcggaggGGGCggteggg
EGRF |biiyiime biiylime
faktorii cevabi 1
indiiklemis
protein C &
iligkili
faktorler
Dogan NACAL.0 [Dogan 845 (857 |(+) |ggctCAGAggagy
polipeptid 1 polipeptid
NACA |iligkili iligkili
kompleks ve kompleks
koaktivator altlinitesi
alfa alfa 1
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Ubikiitinoz  |[E4F.01  |GLI- 891 [903 |(+) |gtgACGTtacgca
E4FF |GLI - Krueppel-
Krueppel iliskili
benzeri ¢inko transkripsiyon
parmak iligkili faktor,
hiicre siklus adenovirus E4
regiilasyonu promotdriniin
diizenleyicisi
ZF02 |C2H2 ¢inko [ZNF300.0 KRAB- 961 983 |(+) |gctcccgCCCCcttecteecgeg
parmak 1 iceren ¢inko
transkripsiyon parmak
faktorleri 2 protein 300
RNA BRE.O1 ([Transkripsiyo|979 985 |(+) |ccgCGCC
TF2B  |polimeraz Il n faktor 11 B
transkripsiyon (TFHIB)
faktor 11 B taniyict
element
NF1F  [Nukleer NF1.03 |Palindromik 1059 |1079 |(+) |cgccgeegecgetGCCAgega
faktor 1 olmayan
niikleer faktor
| baglama
bolgesi
Myc- MIZ1.01 |Myc- 1094 (1104 |(+)  |cgggcCCTCcc
MIZ1  |etkilesimli etkilegimli
cinko parmak cinko parmak
protein 1 protein 1,
cinko parmak
ve BTB
domaini
igeren 17
(ZBTB17)
Spesifik dizi |PURALP |Purince 1215 (1227 |(+) |9gAGGCggggtgc
icindeki her |HA.01  |zengin
PURA |ikisini de tek element
zincirli ve ¢ift baglayici
zincirli DNA protein A
baglayan Pur-
alfa
ZF5 POZ ZF5.01 |Cinko parmak|1220 {1234 |(+) |cggggtGCGCcggtg
ZF5F  |cinko parmak / POZ domain
domaini transkripsiyon
faktori
Insan and fare|SP11.02 [SPI-1 proto- (1236 [1256 |(+) |ggtgcagcGGAAgagggggte
ETSF |[ETS1 onkogen;
faktorleri hematopoietik
transkripsiyon
faktor PU.1
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4.1. BCL-2 Gen Promotoriiniin Klonlanmasi

4.1.1. BCL-2 gen promotoriiniin 2444 bp’lik bolgesinin ¢ogaltilmasi

BCL-2 gen promdtoriine ait olan ve belirlenen ti¢ farkli bolgeyi kolay bir sekilde
cogaltabilmek amaciyla kalip olarak kullanilacak olan 2444 bp‘lik bolge PCR ile
cogaltild.

Sekil 4.4. 2444 bp bolgenin PCR ile ¢ogaltilmasi

4.1.1.a. insan BCL-2 gen promotoriiniin 2444 bp bolgesinin pGEM-T Easy vektor

sistemine ligasyonu ve E.coli’ye transformasyonu

PCR ile ¢ogaltilan 2444 bp'lik promotdr bolge pPGEM-T Easy vektoriine (Promega) A:T
klonlama stratejisi ile klonlandi. Bu amagla PZR neticesinde elde edilen PZR iiriinii
ligasyon amactyla 24 saat +4 °C’de bekletildi. Bu ligasyonu gerceklestirilmis {iriiniin ise

E.coli JM109 hiicrelerine transformasyonu gerceklestirildi. Igerisinde Amfisilin bulunan
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LB agarlarin konuldugu petrilere mavi-beyaz koloni se¢imi yapilabilmesi amaciyla X-
Gal ve IPTG yayildi. Bu petrilere transformasyon yapilmig bakterilerin ekimi yapilarak
bir gece 37°C’de inkiibasyona birakildi. Olusan beyaz koloniler insan BCL-2 gen
promotoriiniin  2444'liik kismini1 igeren hiicrelerdir. Beyaz kolonilerden bes tanesi

secilerek vektoriin geni alip almadigini kontrol etmek amaciyla koloni PCR yapildi.

4.1.1.b. Koloni PCR

Klonladigimiz gen bolgesini aldigini diisiindiigiimiiz beyaz koloniler se¢ildi. Bu beyaz
koloniler PCR'da kalip DNA olarak kullanilarak koloni PCR yapildi. Primer olarak
vektore ait olan P1 ve PS5 primerleri kullanildi. PCR i¢in gerekli olan reaktif ve

miktarlarin oldugu protokoliin aynisi kullanildi.

bp

3000
2000
1500
1200
1000
900
800
700
600
500
400

300
200

100

Sekil 4.5. Koloni PCR sonucunun agaroz jelde goriintiilenmesi

4.1.1.c. Plazmit DNA izolasyonu

Koloni PCR sonucu istenen gen bdlgesini aldigi dogrulanan koloni LB-broth besiyerine
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ekildi ve hiicreler ¢ogaltildi. Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification Systems
plazmit DNA izolasyon kiti kullanilarak plazmit DNA izolasyonu yapildi. Elde edilen

plazmitin konsantrasyon ve saflig1 NanoDrop'ta 6l¢iildii.

4.1.2. BCL-2 gen promotoriiniin 2372 bp’lik bélgesinin cogaltilmasi

Bu boélgenin ¢ogaltilmasi i¢in 2444 bp’lik bolge kalip olarak kullanildi. Nonspesifik
baglanmalar1 engellemek i¢in PCR reaksiyonunda kalip olarak kullanilan DNA 1/2

oraninda sulandirildi.

Sekil 4.6. 2372 bp bolgenin PCR ile ¢ogaltilmasi

4.1.2.a. insan BCL-2 gen promotoriiniin 2372 bp bélgesinin pGEM-T Easy vektor

sistemine ligasyonu ve E.coli’ye transformasyonu

PCR’da elde edilen bantlar, pPGEM-T Easy vektoriine klonlamak igin agaroz jelden saf
olarak ekstrakte edildi. Elde edilen saf {iriin vektore klonland1 ve bakteriye transforme
edildi. inkiibasyon sonunda olusan mavi ve beyaz koloniler kalip olarak kullanilarak

koloni PCR yapildi.



67

4.1.2.h. Koloni PCR

Klonladigimiz gen boélgesini aldigini diisiindiigimiiz bes tane beyaz koloni secildi. Bu
koloniler PCR'da kalip olarak kullanilarak koloni PCR yapildi. Primer olarak vektore ait
olan P1 ve P5 primerleri kullanildi. Protokol ve PCR dongiisii olarak tiim bolgelerin

koloni PCR’1 i¢in ayinis1 kullanildi.

bp

3000
2000
1500
1200
1000
900

800

288 ’ ' = 2372bp

500
400

300
200

100

Sekil 4.7. Koloni PCR sonucunun agaroz jelde goriintiilenmesi

4.1.2.c. Plazmit DNA izolasyonu

Biitiin kolonilere bakildi fakat en saf goriintii 6zellikle 3. kolonide oldugu i¢in bu koloni
secilerek LB broth besiyerine ekildi ve koloniler ¢ogaltildi. Wizard® Plus SV
Minipreps DNA Purification Systems plazmit DNA izolasyon kiti kullanilarak plazmit
DNA izolasyonu yapildi. Elde edilen plazmitin konsantrasyon ve safligt NanoDrop'ta

Olciildi, agaroz jel elektroforezinde goriintiilendi.
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4.1.3. BCL-2 gen promotériiniin 610 bp’lik bolgesinin ¢ogaltilmasi

Bu bolgenin c¢ogaltilmast icin 610 bp’lik bolge kalip olarak kullanildi, nonspesifik
baglanmalar1 engellemek i¢in PCR reaksiyonunda kalip olarak kullanilan DNA 1/3

oraninda sulandirildi.

Sekil 4.8. 610 bp bolgenin PCR ile ¢ogaltilmasi

4.1.3.a. insan BCL-2 gen promotoriiniin 610 bp bélgesinin pGEM-T Easy vektor

sistemine ligasyonu ve E.coli’ye transformasyonu

PCR’da elde edilen bantlar, pPGEM-T Easy vektoriine klonlamak i¢in agaroz jelden saf
olarak ekstrakte edildi. Elde edilen saf iiriin vektore klonlandi, bakteriye transforme

edildi. Olusan mavi ve beyaz kolonilerden koloni PCR yapildi.

4.1.3.b. Koloni PCR

Se¢ilen yedi tane beyaz koloni PCR'da kalip olarak kullanilarak koloni PCR yapildi.

Primer olarak vektore ait olan P1 ve P5 primerleri kullanildi. Protokol ve PCR dongiisii
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olarak tiim bolgelerin koloni PCR’1 i¢in aynis1 kullanildi.

W e«

Sekil 4.9. Koloni PCR sonucunun agaroz jelde goriintiilenmesi

4.1.3.c. Plazmit DNA izolasyonu

Koloni PCR sonucu 6zellikle 6. Ve 7.koloni secilerek LB broth besiyerine ekildi ve
hiicreler ¢ogaltildi. Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification Systems plazmit
DNA izolasyon kiti kullanilarak plazmit DNA izolasyonu yapildi. Elde edilen plazmitin

konsantrasyon ve safligit NanoDrop'ta 6l¢iildii, agaroz jel elektroforezinde goriintiilendi.

4.1.4. BCL-2 gen promotoriiniin 290 bp’lik boélgesinin ¢ogaltilmasi

Bu bolgenin ¢ogaltilmasit i¢in 2444 bp’lik bolge kalip olarak kullanildi. Fakat
nonspesifik baglanmalar1 engellemek i¢in PCR reaksiyonunda kalip olarak kullanilan

DNA 1/3 oraninda sulandirildi.
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Sekil 4.10. 290 bp bolgenin PCR ile ¢ogaltilmasi

4.1.4.a. Insan BCL-2 gen promotoriiniin 290 bp bélgesinin pGEM-T Easy vektor

sistemine ligasyonu ve E.coli’ye transformasyonu

PCR’da elde edilen bantlar, pPGEM-T Easy vektoriine klonlamak i¢in agaroz jelden saf
olarak ekstrakte edildi. Elde edilen saf iirlin vektore klonlandi, bakteriye transforme

edildi. Olusan mavi ve beyaz kolonilerden koloni PCR yapildi.

4.1.4.b. Koloni PCR

Secilen sekiz tane beyaz koloni PCR'da kalip olarak kullanilarak koloni PCR yapildi.
Primer olarak vektore ait olan P1 ve P5 primerleri kullanildi. Protokol ve PCR dongiisii

olarak tiim bolgelerin koloni PCR’1 i¢in aynist kullanild.
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Sekil 4.11. Koloni PCR sonucunun agaroz jelde goriintiilenmesi

4.1.4.c. Plazmit DNA izolasyonu

Koloni PCR sonucu en saf goriintliyli veren 4.koloni secilerek LB broth besiyerine
ekildi ve hiicreler ¢ogaltildi. Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification Systems
plazmit DNA izolasyon kiti kullanilarak plazmit DNA izolasyonu yapildi. Elde edilen
plazmitin konsantrasyon ve safligt NanoDrop'ta Ol¢iildii. Daha sonra agaroz jel

elektroforezinde goriintiilendi.

4.2. pGL3 Lusiferaz Vektoriiniin E.coli’ye Transformasyonu

CaCl: ile kompetent hale getirilmis E.coli’den 100 pl alindi iizerine ise 1 ul pGL3
Lusiferaz vektoriinden eklendi. Once 20 dk buzda bekletildi sonra 42 °C’lik su
banyosunda 38 sn bekletildi ve sonra tekrar 4 dk buz igerisinde bekletilerek 1s1 sokuna
maruz birakildi. Uzerine de daha énceden hazirlanmis olan 900 ul LB- Broth eklendi.
37 °C’de 1,5 saat su banyosunda bekletildi. 6000 rpm de 30 sn boyunca 24 °C’ye
ayarlanmis santrifiij cihaziyla santrifiijlendi. Daha sonra igerisinde sadece Amp* olan

LB-Agar besiyerine ekim yapildi. 37 °C inkiibatdrde bir gece bekletildi ve beyaz
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kolonilerin biiyiimiis oldugu goriildii.

4.2.1. pGL3 Lusiferaz vektoriinii tastyan ve ¢ogaltan E.coli’den plazmit izolasyonu

Bu beyaz koloniler LB broth besiyerine ekildi ve hiicreler ¢ogaltildi. Wizard® Plus SV
Minipreps DNA Purification Systems plazmit DNA izolasyon kiti kullanilarak plazmit
DNA izolasyonu yapildi. Elde edilen plazmitin konsantrasyon ve safligi NanoDrop'ta

Olciildii. Daha sonra agaroz jel elektroforezinde goriintiilendi.

4.2.2. pGL3 Lusiferaz vektoriiniin HindIII ve Kpnl kesim enzimleriyle kesilmesi

Kesim i¢in gerekli olan reaktifler hazirlandiktan sonra 6nce 37°C’ye ayarlanmis su
banyosunda 30 dk bekletildi. Daha sonra ise 80°C’ye ayarlanmis su banyosunda 10 dk
bekletilerek kesim yapildi. Bu bantlar jelden ekstrakte edildi ve +4°C’de saklandi.

Bl et et wieny afm Kesilmis pGL3-Luc Vektor

«tpm Kiiciik parcalar kayip

Sekil 4.12. pGL3 Lusiferaz vektoriiniin HindIII ve Kpnl kesim enzimleriyle kesildikten
sonra agaroz jel goriintiisii
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5. TARTISMA ve SONUC

Apopitozisin olmasi veya olmamasi tiimor gelisiminde kritik oneme sahiptir. Apoptozu
uyaranlara (radyoterapi ve kemoterapi gibi) karsi diren¢ saglayan bir gen olan BCL-2,
diisiik dereceli B hiicreli non-hodgkin lenfomalarda t(14:18) translokasyonda
bulunmustur. Boylelikle neoplastik hiicre biiylimesinin hizli ¢ogalmadan ziyade hiicre
oliimiiniin azalmasiyla da ortaya ¢iktig1 anlasiimustir. Ote yandan parodoks sekilde bazi
kanser tiirlerinde 6zellikle de meme kanserinde tiimor biiylimesi artan apopitozisle
iliskilendirilmistir. Insanlarda BCL-2’nin 16 homologu tanimlanmustir. Baz1 iiyeleri
apopitozisi baskilarken (BCL-2, BCL-xL, BCL- W), bazilar1 da apopitozisi tetikler
(BAK, BAD, BAX, BID, BIiK). BCL-2 esas olarak dis mitokondrial membranda
bulunur. Son yillardaki ¢alismalar BCL-2 pozitifliginin genel sagkalim, lokal kontrol ve

hastaliksi1z sagkalimda bir prognostik faktor olabilecegi lizerine yogunlagsmistir.

Teorik olarak, BCL-2 geninin iki mekanizma fizerinden tedaviye direng ve koti
prognoza neden olmast beklenir: 1) Timor hiicrelerinin daha hizli birikimi ile
sonuglanacak sekilde spontan apopitozun onlenmesi. 2) Kullanilan tedavinin tipinden
bagimsiz olarak tedavi ile iliskili apopitozun engellenmesidir. BCL-2 ekspresyonunun
meme kanserlerinde %70, prostat kanserlerinde %30-60, kolorektal kanserlerde ise %90

oraninda pozitif oldugu bildirilmistir (Y1lmaz ve ark., 2015).

Yilmaz ve ark’nin NSCLC (Kiigiik Hiicreli Dist Akciger Kanseri)’li hastalik
calismalarinda %80.4 olgu BCL-2 negatif bulunurken pozitif olgu sayis1 %19.6 olarak
bulunmustur. BCL-2 pozitif olgularin daha yiiksek sagkalim oranlarina sahip olduklar
goriilmiistiir.Fakat bu ¢alismadaki pozitif olgularin ¢ogunun skuamdz hiicreli karsinom
patolojisine sahip olmasinin dikkate alinmasi gereken bir nokta oldugu belirtilmistir

(skuamoz hiicreli olanlarda %25 iken adenokarsinomlularda %12) (Yilmaz ve ark.,

2015).

Topuz ve ark’nin Malign Melanomali olgularda yaptiklar1 calismada BCL-2
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pozitifliginin kemoterapiye direncle ve ayni zamanda kotii prognozla iligkili oldugu
bulunmugtur. Raybaud ve ark.’nin kemoterapi ve radyoterapi alan bas boyun kanserli
olgularda tedaviye yanit degerlendirmesinin yapildigi ¢alismada BCL-2’nin pozitif
oldugu olgular1 tedaviye daha direngli bulmuslardir. Orsolya Csuka ve ark.’nin
yaptiklar1 bas-boyun kanserli olgularda yapilan p53, BAX ve BCL-2 ¢aligmasinda,
BCL-2 pozitifliginin tedaviye direnci artirdiklar1 ve kotii prognoza yol actiklari
bulunmustur (Topuz ve ark., 2014).

Yapilan ¢alismalarda BCL-2 geninin regiilasyonu, daha ¢ok hematopoietik soydan
hiicrelerde arastirildigr goriilmiistir (Miyashita et al. 1994; Chen and Boxer 1995;
Wilson et al. 1996; Catz and Johnson 2001; Wu et al. 2001). Bu ¢alismalar ile, spesifik
BCL-2 gen transkripsiyonuna aracilik eden iki promoter tanimlanmistir (Young and
Korsmeyer 1993). TATA'siz ve GC bakimindan zengin P1 promoterinin, acik okuma
cergevesinin 1386-1423 bp yukarisinda belirlenen bir transkripsiyonel baslangic alani
ile baskin oldugu diisiiniilmektedir (Seto et al. 1988). P2 promoteri, P1'in 1.3 kilobaz
(kb) downstreaminde bulunur, hem CCAAT hem de TATA dizilerini ve -31 ve -58
pozisyonlarinda kii¢iik baslangi¢ bolgelerini igerir (Seto et al. 1988). Bir p53'e bagh
negatif diizenleyici elemanin (NRE), P2 promoter i¢indeki 195 bp bolgesi araciligiyla
akciger kanseri hiicrelerindeki ekspresyonunu baskiladigina inanilmaktadir (Miyashita
et al. 1994). Bu bolgede hicbir p53-baglama bolgesi bulunmamakla birlikte,
hematopoietik hiicrelerde yapilan galismalar, p53'in TATA elementinde (Wu et al.
2001) etkilesim yoluyla veya CCAAT-box aktivatorii NF-Y ile iliskili olarak etkisini
gosterebilecegini belirtmistir (Imbriano et al. 2005).

Anti-apoptotik proto-onkogen BCL-2'nin ekspresyonu pro-apoptotik p53'ten olumsuz
olarak etkilenir. Diger bir ¢aligmada ise BCL-2 ifadesinin p53 ile regiilasyonunun
anlagilmast icin, BCL-2 promoter bolgelerini bireysel olarak ve tam uzunluktaki
promotdr bdlge incelenmistir. P1 promoteri en yiiksek p53-bagimsiz aktivitesini
sergiledigi halde, P2 promoter aktivitesi p53-yeterli kanser hiicre dizilerinde
bastirilmistir. Kromatin immiinopresipitasyon analizleri, p53'in CCAAT- ve TATA

elemanlarin ihtiva eden P2'nin 140 bp'lik bir sekans1 i¢inde etkilestigini dogrulamstir.
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Bununla birlikte, bir yapida P1 ve P2 baglandiginda, P2 p53'ten bagimsiz olarak P1
aktivitesini bastirdig1 goriilmiistiir. P1 ve P2 arasinda bir p53'e bagl aktiviteye sahip bir
potansiyel yeni promoter tanimlanmis ve M olarak adlandirilmistir. P53-yeterli ve p53-
eksik hiicrelerdeki M promoter aktivitesinin analizleri, bu 530 bp uzunlugunda M
dizisinin, P1 ya da P2 promotor dizilerinden bagimsiz olarak bildirici genin ifadesini
destekledigini ortaya g¢ikarmustir Toplu olarak, bu veriler, Pl promoterinin, BCL-2
geninin transkripsiyonu i¢in ana itici gii¢ oldugunu ve P1 aktivitesinin, p53'e bagimli ve
bagimsiz bir sekilde M ve P2 tarafindan modiile edildigini gostermektedir. Bu bulgular,
BCL-2 gen ekspresyonunu inhibe etmeye ve hiicre 6liimiinii indiiklemeye yonelik olan

terapiler i¢cin dnemli etkilere sahip olabilir.

Cogunlukla hematopoietik hiicre dizilerinde yapilan ve Pl veya P2 promotdriiniin
kullanildig1 c¢alismalar, farkli pozitif ve negatif diizenleyici elemanlarda etkilesim
yoluyla transkripsiyonu etkileyen bir¢ok transkripsiyon faktoriinii tanimlamistir (Lang

et al. 2005).

B-hiicreli lenfoma-2 (BCL-2) geninin promotdr bolgesi guanin ve sitozin agisindan
zengindir. Hiicre sagkalimi i¢in diisiik seviyelerde BCL-2 ifadesi gereklidir; bununla
birlikte, BCL-2 geninin upregiilasyonu bir¢ok ortak kanserin olusumuna yol agabilir ve
geleneksel kanser tedavilerine direngte rol oynadigr bildirilmistir. BCL-2 P1
promotdriinlin yukarisindaki 19-58 baz ¢ifti arasindaki bir 39 baz cift bolgesi, BCL-2
transkripsiyonunun diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar. Dai ve ark., BCL-2 ,39-mer
purin agisindan zengin iplik¢igin ¢oklu intramolekiiler G-quadruplex yapilara
katlandigim1 gostermek icin NMR ve CD (Circular Dichroism) yontemlerini
kullanmistir (Dai et al.2006).

BCL-2 genini ve immiinoglobulin lokusunu yan yana getiren bir t (14; 18) kromozomal
translokasyonun neden oldugu indolent bir neoplazm olan folikiiler lenfoma (FL),
degisken bir klinik seyre sahiptir ve siklikla agresif transformasyona ugrar. BCL-2 geni,
FL patogenezi i¢in kritiktir. BCL2, apoptozu inhibe eden bir proteini kodlamaktadir.
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IGH lokusu B hiicrelerinde aktive oldugu igin, translokasyonlu BCL-2 geni FL

hiicrelerinde asir1 eksprese edilir ve sagkalimlarini arttirir.

Bazi mutant BCL-2 proteinleri, in vitro olarak gelismis antiapoptotik kapasite
sergilemistir. Buna goére BCL-2 mutasyonlar1 antiapoptotik BCL-2 fonksiyonunu
etkileyebilir, ve indiiklenmis sitidin deaminaz ekspresyonu ve lenfomaya baglh artan

transformasyon ve 6liim riski ile iliskilidir (Blood 2015).

BCL-2 proto-onkogeni siklikla insan kanserlerinde ifade edilir ve BCL-2 hem
transkripsiyonel hem de transkripsiyon sonrasi diizenlenir (Bedi et al. 1995; Harigai et
al. 1996). ik kez sigan BCL-2 promotoriinii klonladik ve karakterize ettik ve insan
muadili BCL-2 (Seto et al. 1988; Harigai et al. 1996) gibi benzer bir genomik
organizasyonu paylastik. Iki tiir arasinda %85 6zdeslik. Boylece, sigan BCL-2 geni
dogrudan bir b-katenin / Tcf hedefi olarak goriinmemektedir. Cesitli transkripsiyon
faktorleri BCL-2'nin diizenleyicileri olarak gosterilmistir (Wilson et al. 1996; Salomoni
et al. 1997; Smith et al. 1998; Mayo et al. 1999; Pugazhenthi). insan BCL-2, 6zgiin bir
E2F yanit elementi igerir (Gomez-Manzano et al. 2001) ve cDNA mikrodizi analizi ile
E2F1 hedef gen olarak tanimlanmistir (Muller et al. 2001). Burada ilk kez, E2F1'in aynm
zamanda protein / DNA dizilerindeki giiclii sinyaller ve E2F1 bolgelerinin silinmesi
tizerine promoter aktivitesinin kaybi ile sican Bcl-2 genini dogrudan diizenledigini
bildirmekteyiz. Bununla birlikte, 6zellikle, PhIP-indiiklii kolon tiimdrlerinden gelen b-
katenin onkojenik mutantlari, BCL-2 promoter aktivitesini ve BCL-2 protein
ekspresyonunu kuvvetle aktive ederek, artan b-katenin ve BCL-2 arasindaki bir bagi

desteklemektedir.

BCL-2 ailesi, anti-apoptotik protein BCL-2 gibi memeli hiicrelerinde apoptosisin
korunmus regiilatorleri olan bir protein paneli igerir. Apoptoza yatkinlig1 degistirmedeki
onemli roliine gore, BCL-2 ekspresyon modiilasyonunun mekanizmasinin desifre
edilmesi, kanser i¢in terapotik stratejilerin tanimlanmasinda ¢ok 6nemli olabilir. M2-A
ve R16 dahil olmak iizere naftalimid bazli DNA aralayicilari ile tedavi, genellikle BCL-

2 hiicre i¢i miktarlarinda bir azalmaya yol acar. Bu kemoterapdtiklere olan ilgiye,
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antikanser Ozelliklerinin temel anlayisindaki ilerlemeler eslik ederken, BCL-2
ekspresyonundaki degisikliklerin altinda yatan molekiiler mekanizma zayif sekilde
anlasilmaya devam etmektedir. Burada, p53'in yeni bir naftalimid bazli DNA
interkalasyon maddesi olan B1 tarafindan indiiklenen BCL-2 down-regiilasyonuna
katkida bulundugunu bildiriyoruz. Gergekten de, B1 ile indiiklenen apoptoz sirasinda
gozlemlenen BCL-2 protein seviyelerindeki azalma, BCL-2 transkripsiyonunun ve
promoter aktivitesinin inhibisyonunun bir sonucu olarak mRNA seviyelerindeki
azalmayla koreledir. Bu baglamda, BCL-2 transkripsiyonel asagi regiilasyonunda p53
katkisin1 degerlendirdik. MCF7 hiicrelerinde P2 promoter TATA kutusuna, promatin
immiinopresipitasyonu ile p53 baglanmasinda 6nemli bir artis oldugunu bulduk. Bu
veriler, MCF-7 hiicrelerinde B1 ile indiiklenen kaspazdan bagimsiz apoptozun, p53'in
aktivasyonu ve BCL-2'nin asagi regiilasyonu ile iliskili oldugunu disiindiirmektedir.
Calisgmamiz, naftalimid bazli DNA interkalatér tedavisi lizerine transkripsiyonel

diizeyde p53 ve BCL-2 arasindaki baglar1 giiglendirmektedir.

BCL-2 proteini, BCL-2 ailesinin olduk¢a korunmus bir {iyesidir ve 6nemli bir apoptoz
diizenleyicisidir (Borner 2003). BCL-2'nin apoptosisi nasil engelledigine dair ortak
aciklama, mitokondriyal membran biitiinliigliniin korunmasina ve birka¢ apoptojenik
molekiiliin mitokondriden saliniminin 6nlenmesine odaklanmistir (Borner 2003). Bu,
kaspazlarin aktivasyonu i¢in gereklidir ve genellikle apoptozu indiiklemek i¢in yeterli
kabul edilir (Bao and Shi 2007). Birgok hiicrede apoptosise kaspaz aktivasyonu aracilik
eder (Earnshaw et al. 1999). Cyt ¢ nin sitozole salinmasi iizerine, kaspaz-9'u igeren, en
onemlisi kaspaz-3'ii aktive edecek olan bir kaspaz-9 iceren bir protein kompleksinin
apoptozomun, olusumunu indiikler (Earnshaw et al. 1999). Apoptoz, zar bagl 6lim
reseptorlerini isaret eden kaspaz-8 ile de indiiklenebilir (Bodmer et al. 2000). Kaspaz-3
ile parcalanan proteinler arasinda, PARP, DNA onarimindaki rolii ve kaspaz aktivitesi
icin bir belirteg olarak onemlidir (Decker et al. 2000). BCL-2 ekspresyonu hem
transkripsiyon hem de transkripsiyon sonrasi seviyelerde modiile edilebilir. Iki
promoter, P1 ve P2, BCL-2 gen transkripsiyonunu kontrol eder (Seto et al. 1988). P1
major transkripsiyonel baslangic bolgesi (TSS), BCL-2 translasyonel baslangi¢

sahasinin 715 bp yukarisinda yer alirken, 3p promotoriiniin (P2) baslangic bdlgeleri, P1
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promotoriiniin 1.3kb akis yoniinde yer almaktadir. Sadece P2 promoteri TATA ve
CAAT kutularina sahiptir. Cesitli transkripsiyon faktorlerinin de dahil olmak iizere
BCL-2 transkripsiyonunun pozitif regiilasyonuna dahil oldugu bilinmektedir. cAMP
duyarli element baglayici protein (CREBP) (Wilson et al. 1996) ve NF-KB (Heckman
et al. 2002). Bu pozitif transkripsiyon diizenleyicilerin yani sira, pre-B hiicrelerinde
(Chen and Boxer 1995) ve p53 baglanma bolgelerinde P1 baglanma alanlari dahil
olmak tizere bir dizi negatif diizenleyici bolge tarif edilmistir. Gergekten de, TATA
dizisini ihtiva eden bir 195 bp bolgesinin, PNRE (p53 negatif tepki elementi)
araciligryla p53'e bagl bastirmaya aracilik edebilecegi gosterilmistir (Miyashita et al.
1994a; Wu et al. 2001). Ek olarak, P1 ve P2 arasinda bulunan BCL-2 promoter bdlgesi,
aym zamanda p53 ile de bastirilmig bir promoter aktivitesi gosterir (Bredow et al.

2007).

Bredow ve ark., burada p53'iin yeni bir naftalimid bazli DNA interkalasyon maddesi
olan B1 tarafindan indiiklenen BCL-2 diisiisiiniin altinda yatan molekiiler mekanizmaya
odaklanmiglardir. Bu diisiisiin, apoptotik protein p53'i gerektiren bir transkripsiyon
seviyesini icerdigini bildirmiglerdir. P53, P2 promoteri TATA kutusuna baglanarak
BCL-2 asagi regiilasyonuna aracilik eder. B1'in, MCF-7 hiicrelerinde, P2 promot eri
TATA kutusuna p53 baglanmasi yoluyla BCL-2 ekspresyonunun modiilasyonunu
kapsayabilecek kaspazdan bagimsiz bir mekanizma ile apoptosisi indiikledigini ileri

stirmiislerdir.

Ayrica Bl'in promoter aktivitesini azaltarak transkripsiyonel seviyede BCL-2
ekspresyonu tizerinde hareket ettigini bulmuslardir. Boylece, B1 ile indiiklenen BCL-2
down-regiilasyonu muhtemelen iki fenomenin bir kombinasyonu, yani protein yikimi ve
mRNA regiilasyonu yoluyla gergeklesir. BCL-2 promotorii, c¢esitli transkripsiyon
faktorleri icin baglanma bolgeleri icerir ve kompleks bir protein agi tarafindan
diizenlenir. Her bir tedavinin, BCL-2 transkripsiyonunu bozabilecek spesifik bir protein

baglantisi igerebilecegi ihtimali vardir.
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Bredow ve ark., ¢alisma dahilindeki ChIP deneyleri ile B1'in, TATA kutusunda bulunan
bir bolgede BCL-2 promoteri ile p53 etkilesimini arttirdigini gdsteren p53 roliinii
dogruladig1 belirtilmistir. BCL-2 promotdriiniin farkli transkripsiyon faktorleri i¢in
bircok baglanma bdlgesi igerdigi icin, Bl-indiikkli BCL-2 azalmasinda cesitli
regiilasyon proteinlerinin rol oynayabilecegini varsayilabilir. Ornegin, transkripsiyon
faktorii NF-kB'nin, 5-FU ve Karboplatin gibi antikanser ilaclarla tedavi sirasinda BCL-2
gen ekspresyonunun asagi regiilasyonunda rol oynadigi da bildirilmistir (Singh and
Bhat 2004). Bu tiir tedavilerle inhibisyonu, BCL-2 promotoriiniin agagi regiilasyonu ile
sonuglanir. Bu nedenle, p53'ten baska transkripsiyon faktorlerinin de BCL-2 down

regiilasyonunda yer almasi olasiligin1 dislayamadiklarini belirtmislerdir.

Bredow ve ark., bu ¢aligsma ile, p53'in B1 ile indiiklenen apoptozda 6nemli roliinii ve
pS3 statiisiine ve BCL-2 tiimor profili ekspresyonuna gore tedaviye adapte etme gibi
naftalimid bazli DNA aralayicilariin verimliliginin gelistirilmesine yonelik olasiliklar
ortaya koyulmustur. Apoptoz ve ilag etkinligi arasindaki giicli iligki goz Oniine
alindiginda, p53 aktivitesinin takviye edilmesi ve / veya BCL-2 ekspresyonunun
ortadan kaldirilmasi, naftalimid bazli DNA aralayicilarin uyardigi apoptozu tesvik
etmek ve bu tir bir tedaviye hiicre duyarliligimi arttirmak igin cazip yollar

olusturabilecegi diistiniilmiistiir.

BCL-2 geni kanser mekanizmasinda apoptozu engelleyen en énemli gendir. Dolayisyla
de bu giine kadar bu genle ilgili birgok c¢alisma yapilmistir ve yapilmaya devam
edilmektedir. Ancak bir genin mekanizmasini iyice anlayabilmek i¢in dncelikle o genin

karakterizasyonunu ve molekiiler analizi yapmak gerekir.

Bu ¢aligmada BCL-2 geninin promotor bolgesi biyoinformatik ¢aligmalarla karakterize
edildi. Bu amagla Genomatix, Ensemble, NCBI, JASPAR, rVISTA gibi cesitli
biyoinformatik veritabanlar1 kullanildi. Ensemble veritabani ile elde edilen verilere gére
BCL-2 geninin 4 tane varyanti oldugu tespit edildi. Bunlardan 3 tanesinin protein
kodlarken 1 tanesinin protein kodlamadigi belirlendi. Her bir varyantin aminoasit sayisi

ve baz ¢ifti sayisi birbirinden farklidir. Calismamizda BCL2-201 transkripti temel
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alindi. Bu varyantin 7461 bp uzunlugunda olup ve 239 aminoasit igerdigi bilinmektedir.
Calismamizda BCL-2 geni biyoinformatik ¢alismalarla haritalanmis ve analiz edilmistir.
BCL-2 gen haritas1 incelendiginde 2 tane ekzon 1 tane intron igerdigi goriilmektedir.
Ensemble ve NCBI veritabanlarindan elde edilen verilere gore BCL-2 geninin bir¢ok
hastalikla iligkisi oldugu goriilmektedir. Hastalik tiirlerine gére genin varyant sayist
degisiklik gostermektedir. Yapilan ¢aligmalarda ¢alismanin etkinligini ve giivenilirligini
artirmak maksadiyla BCL-2 genom yapisiyla en fazla benzerlik gosteren BAX genom
yapisinin iliskisi dikkate alinmaktadir. Dolayisiyla ¢alismamizda fonksiyonel bolgeler
belirlenirken bu durum dikkate alinarak r-VISTA programi kullanilmis ve iki tiir
arasinda homolojinin en fazla oldugu bdlge belirlenmistir. Insan BCL-2 ve insan BAX
gen promotor bolgeleri kiyaslandiginda en yiiksek homolojinin 625 bp ve 1200 bp
arasindaki bolgede oldugu tespit edilmistir. Insan BCL-2 ve BAX promotdr bdlgesinin
sOzii edilen kisimlardaki homolojinin bu kadar yiiksek seviyede olmasi bu bolgelerin
transkripsiyon faktor baglanma bolgeleri i¢in c¢ekirdek bolge olma ihtimalini

artirmaktadir.

Bir genin ifade edilmesini saglayan bolge promotér bolgesi oldugu icin bu bdlgeyi
analiz etmek maksadiyla cesitli yaklasimlarla bazi calismalar yapilmistir. Ornegin,
Bredow et al. (2007) p53 tarafindan BCL-2 expresyonu regiilasyonunun anlagilmasi
icin, BCL-2 promotor bolgelerini teker teker ve tam boy promotér durumunda
calismiglardir. Bizim calismamizda promotor bolgesi Tlizerinde transkripsiyonel

aktivitede 6nemli olabilecek fonksiyonel pargalar belirlenmistir.

Hastaliklarin =~ molekiiler =~ mekanizmasin1  anlayabilmek  maksadiyla  genlerin
transkripsiyonel regiilasyonu ile ilgili ¢esitli ¢aligmalar yapilmaktadir. Bu baglamda
yapilan caligmalar 6zellikle bir genin ifade edilmesinde islevsel rolii olan bdlgeler ve
proteinler iizerinde yogunlasmaktadir. Ornegin; Manion et al. (2003) Apoptotik hiicre
Oliimiiniin esas regiilatorleri olarak anti-tliimor etkileri i¢cin BCL-2 fonksiyonlarmin
manipiilasyonunun mantig1 kanser terapétikleri i¢in belki de en giicli molekiiler
hedefler oldugunu ileri siirmiislerdir. Dahasi insan kanserlerinin tiim tiplerinde gercek

olarak  anti-apoptotik  proteinlerin  seviyesinin  yiikseldiginin  gdsterildigini
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belirtmislerdir. BCL-2 spesifik antisens oligoniikleotidlerinin pre-klinik modellerde ve
su anki c¢esitli faz III deneylerinde yaygin anti-kanser aktiviteleri gosterildigini
bildirmislerdir. Rasyonel ila¢ dizayninda bu proteinlerin fonksiyonunun manipulasyonu,
biyokimyasal veya molekiiler fonksiyonlarinin iyice anlasilmasindan yoksun oldugu
icin engellendigini diisiinmiislerdir. Daha onceki gayretlerin BCL-2 homoloji ailesi
icerisindeki protein-protein interaksiyonunun bozulmasi iizerine odaklandigini

belirtmislerdir.

Biz de calismamizda BCL-2 geninin transkripsiyonel mekanizmasini aydinlatmayi
amacladik. Oncelikle Miyashita et al. yaptiklari galismalardan TATA baglanma bolgesi,
muhtemel p53 bagalanma bolgeleri ve Ensebmle veritabanindan elde edilen verilere
gore genin start kodonu, transkripsiyon baslama sitesini tespit etmislerdi (Miyashita and
Reed 1995). Calismada daha dnceden tespiti yapilan bolgelerin trankripsiyon baglanma
proteinleri ve p53 baglanma bolgesi bakimindan karekterizasyonu yapilmistir.
Ensemble veritabanindaki verilerle genin 5000 bp uzunlugundaki promotdr bolgesinin
dizisi belirlendi. Daha sonra ¢alismamizda bu parganin islevsel bolgelere sahip oldugu
diisiiniilen 2444 bp°‘lik parcasi ele alindi. Genomatix programi kullanilarak segilen bu
promotor parcasi lizerinde 6zellikle insan BCL-2 ve BAX arasinda en fazla homolojinin
bulundugu kisimdaki muhtemel yliksek etkiye sahip oldugu diisliniilen transkripsiyon
faktorii motifleri ve baglanma yerleri belirlendi. Bu program ayni zamanda bize
muhtemel transkripsiyon baglanma bolgelerinin motiflerini de vermektedir. Motifler
niikleotitlerin bulunma yiizdelerine gore ¢esitli renklerle ifade edilmistir (Cizelge 4.4).
Motifleri yorumladigimiz zaman biiylik harfle ya da kirmizi renkle gosterilen diziler
bulunma ihtimali yiizde olarak en fazla olan dizilerdir. Homolojinin yiiksek oldugu bu
kisimda 10 farkli transkripsiyon faktorlerinin bulundugu belirlendi. Bu bdlgelerin genin
transkripsiyonunu birinci derecede etkileyebilecek motifler oldugu diisiintilmektedir. Bu
bilgiler 151¢1nda kalip olarak alinan 2444 bp‘lik promotor parcasi islevsel 6zelliklerine
gore li¢ parcaya ayrildi. Bolgelerin uzunluklar1 2372 bp, 610 bp ve 290 bp olarak
belirlendi. Bu bolgeler PCR'da ¢ogaltildi. Cogaltilan bolgeler pGEM-T Easy vektoriine
tek tek klonlandi ve plazmitleri izole edildi. Ayni sekilde Pgl-3-lusiferaz vektorii de

E.coli bakterisinin JM109 susuna transforme edilerek ¢ogaltildi. Daha sonra plazmit
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izolasyonu yapildi ve uygun restriksiyon enzimleriyle kesilerek elde ettigimiz bolgelein
kendisine ligasyonu yapilacak sekilde jelden ekstrakte edildi ve +4 °C de bekletildi.
Yaptigimiz c¢alismanin devami olarak BCL-2 gen promotor bolgesi iizerinde
belirledigimiz fonksiyonel bdlgeler tek tek lusiferaz vektoriine klonlanip aktivite
Ol¢timii yapilacaktir. Boylece genin transkripsiyonunda etki mekanizmasi yiiksek olan
yerlerin belirlenmis olmasiyla genin kontrolii saglanabilir. Transkripsiyonel aktivitede
en onemli olan bolge iizerindeki transkripsiyon faktorlerinde c¢esitli site-spesific
mutasyonlar yapilip genin aktivitesindeki degisim incelenebilir. Genin aktivitesini
artirmak maksadiyla bahsi gecen transkripsiyon faktorleri iizerinde cesitli
kemoterapotik ilaglarin, kimyasallarin, inhibitdrlerin ve bitki ekstraktlariin da etkisi
aragtirilabilir. Calismamiz yukarida bahsi gecen calismalara temel teskil etmesi

bakimindan 6nemlidir ve deger arz etmektedir.
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