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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

INSAN BAX GENi PROMOTOR BOLGESININ FONKSIYONEL ANALIZi

Emine TORAMAN

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal
Genetik Bilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Orhan ERDOGAN

Kanserlerin ¢ogu insan hayatindaki bir takim genetik degisimler sonucu olusur.
Onkogenler ve tiimor baskilayici genler biiyiimeyi kontrol eden genlerdir. Onkogenler,
normalde biiyiimeyi uyaran proteinleri kodlar. Asir1 sentezleri, translokasyonlar1 ve
mutasyonlart sonucu malign transformasyon olusur. Tiimor baskilayici genler ise
normalde biiylimeyi inhibe eden proteinleri kodlar. Bu genlerde delesyonlarin meydana
gelmesi, transkripsiyon olaymnin gerceklesmemesi ve protein inaktivasyonu ile
fonksiyon kaybina ugramalar1 halinde istenmeyen durumlar olusabilmektedir.

Bu ¢aligmada apoptoz mekanizmasinda énemli bir potansiyele sahip olan proapoptotik
Bax geninin Kkarakterizasyonu ve promotor bolgesinin fonksiyonel analizi yapildi. Bu
amacgla Oncelikle biyoinformatik programlarindan ve ¢esitli veritabanlarindan
yararlanilarak Bax geninin 5000 bp’lik promotdr bdlgesi belirlendi. Fakat ¢calismamizin
genelinde yapilan analiz c¢alismalari islevsel oldugunu diistindiigiimiiz 2000 bp ‘lik
promotor pargasi lizerinde gergeklestirildi. Bu baglamda oncelikle genin transkripsiyon
baslama bolgesi, TATA baglanma kutusu ve muhtemel p53 baglanma bolgeleri tespit
edildi. Daha sonra c¢esitli literatiir taramalart ve software programlariyla bu bolge
tizerindeki muhtemel transkripsiyon faktdr baglanma bolgeleri ve motifleri belirlendi.
Yapilan analiz c¢alismalar1 sonucunda bu 2000 bp’lik parca islevsel 6zelliklerine gore
dort alt parcaya ayrildi. Bu baglamda oncelikle insan genomik DNA's1 satin alindi.
Secilen bolgelere spesifik dizayn edilen primerlerle PCR yapilarak her bolge saf olarak
elde edildi. Her bolgeye ait saf bantlar jelden ekstrakte edilerek pGEM-T Easy
vektoriine klonlanarak Escherichia coli JIM109 bakterisine transfer edildi. Klonlanan her
bir par¢adan plazmit izolasyonu yapildi.

2017,75 sayfa

Anahtar Kelimeler: Bax geni, kanser, promotor analizi, trankripsiyon faktorii.



ABSTRACT

Master Thesis

FUNCTIONAL ANALYSIS OF HUMAN BAX GEN PROMOTER REGION

Emine TORAMAN

Atatiirk University
Faculty of Science Graduate School
Departmant of Genetic Sciences
Genetic Sciences

Supervisor: Prof. Dr. Orhan ERDOGAN

Cancers often result in a number of genetic changes in human life. Oncogenes and
tumor suppressor genes are genes that control growth. Oncogenes encode proteins that
normally stimulate growth. Malignant transformation occurs as a result of over-
synthesis, translocations and mutations. Tumor suppressor genes normally encode
proteins that inhibit growth. Undesirable conditions can occur if deletions occur in these
genes, if the transcription event does not occur and if protein inactivation results in loss
of function.

In this study, the characterization of the proapoptotic Bax gene and the functional
analysis of the promoter region, which have an important potential in the apoptosis-free
mechanism, were performed.

For this purpose, the 5000 bp promoter region of Bax gene was identified primarily by
using bioinformatics programs and various databases. However, the overall analysis of
our study was performed on a 2000 bp promoter fragment that we thought was
functional. In this context, first, a genome transcription initiation site, a TATA binding
box and probable p53 binding sites were identified. Later literature reviews and
software programs were used to identify possible transcription attachment regions and
motifs on this region. As a result of the analysis studies made, these 2000 bp parts were
divided into four sub-parts according to their functional properties. And each fragment
was cloned into the pGEM-T Easy vector. In this context, human genomic DNA was
first purchased. 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 pGEM- T
Easy vector. Plasmid isolation was performed from each cloned fragment.

2017, 75 pages
Key Words: Bax gene, cancer, promoter analysis, transcription factor.
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1. GIRIS

1.1. Kanser

Kanser hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde boliinmesiyle olusan bir hastaliktir. Kanserlerin
cok cesitli tiirleri vardir. Kanserler olustuklar1 doku ve organlara gore siniflandirilirlar.
Normal hiicrelerde hiicre boliinmesi ve Oliimii arasinda dinamik bir denge
bulunmaktadir. Fakat kanser hiicrelerinde bu denge bozulmaktadir. Kanserlesen
hiicrelerde hiicrenin genetik materyalinde hasarlar ve mutasyonlarin birikmesi s6z
konusudur. Kanser, tek bir hiicrenin mutasyonu sonucu ortaya ¢ikabilir. Bu mutasyonlar
kanser hiicrelerine normal hiicrelere gore daha fazla biiylime yetenegi kazandirirlar.
Bunun sonucunda kanser hiicreleri normal proliferasyon kontroliinden kagmaya
baslarlar. Meydana gelen ilk mutasyon hiicrelerin boliinerek genetik olarak homojen
kopyalarin1 olusturur. Daha sonra meydana gelen mutasyonlar hiicrelerin daha fazla
boliinmesine sebep olur (Macdonald et al., 2004). Kanser karsinogenez olarak
adlandirilan bir siire¢ sonunda ortaya ¢ikan bir hastaliktir. Karsinogenez, ¢esitli sebepler
sonucunda normal hiicrelerin kanser hiicresi sekline doniisiimiinii agiklayan bir terimdir.
Karsinogenezde etkili olan pek c¢ok faktor vardir. Yas, cografi faktorler, cevresel
etmenler (fiziksel, biyolojik, kimyasal), inflamasyonlar (Helicobacter pylori, Hepatit
viriisleri, HIV), prekanser6z hastaliklar ve genetik faktorler karsinogenezde 6nemli rol

almaktadir (Kumar et al., 2014, Bayrak, 2010).

Karsinogenez DNA’daki 6liimciil olmayan fakat kalic1 genetik hasarin baslangicidir. Bu
kalict hasar geri doniisiimsiizdiir ve bu degisiklige sahip hiicrelerin malign olma
olasilig1 oldukcga yiiksektir. Karsinogenez siirecinin olusumunda temel olarak proto-
onkogenlerde, timor baskilayici genlerde, DNA tamir genlerinde ve apoptozu kontrol
eden genlerde mutasyonlar meydana gelmektedir. Hiicre boliinme dongiisii siirecinde bu
genlerde meydana gelen bozukluklardan dolayr hiicrelerde onkogenler aktiflesirken
timor baskilayici genler, DNA tamir genleri ya da apoptozu kontrol eden genler inaktif
hale gelir. Genomik stabilitede bozulma sonucu karsinogenez baslamaktadir (Ueno et

al., 2003).



1.1.1.Kansere sebep olan etkenler

a. Genetik ve ailesel ozellikler

Normal hiicrelerde cekirdek, sitoplazma ve hiicre zarinda bulunan pek ¢ok gen ve gen
iirlinii protein fonksiyonu gorerek saglikli bliylime ve ¢ogalmay1 saglarlar. Fakat kanser
hiicrelerinde bu normal kontrol mekanizmalarinin bozulmasi sebebiyle hiicreler anormal

bir sekilde boliinmeye devam eder (Kumar et al., 2014).

b. Fiziksel yaralanma ve genel enfeksiyonlar

Kanser ile ilgili caligmalarda, bedensel yaralanmalar sonucunda viriis, mantar ve bakteri
gibi nedenlerden dolayr meydana gelen enfeksiyonlarin tekrarlamasi ile enfeksiyonun

oldugu yerde kanser goriilebilecegi belirtilmistir (Hemsirelik, 2013).

C. Viriisler

Viicuda giren onkojenik virlisler uygun sartlar olustugunda hiicre ¢ekirdeginde genetik
yapiyr degistirirler. Bu sekilde DNA ve RNA yapis1 bozulan hiicre ¢ogalarak kanserli
dokuya dontisiir (Allen et al., 2009).

d. Radyasyon

Yiiksek miktarda radyasyona maruz kalimmasi deri kanserlerine neden olabilmektedir

(Hemsirelik, 2013).

e. Hormonlar

Viicutta meydana gelen baz1 hormonal degisiklikler kansere yol agabilmektedir. Erken

yaslarda adet goren (10-12 yas) kiz ¢ocuklarinda, cocuk dogurmayan ya da 30 yasindan



sonra dogum yapan kadinlar ile menopoza ge¢ giren (50-60 yasindan sonra) kadinlarda

meme kanseri riskinin daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Hemsirelik, 2013).

f. Toksik kimyasal maddeler

Fabrikalarda ve c¢ogu is yerlerinde giin igerisinde insan sagligini olumsuz yonde
etkileyecek kimyasal etkenlere maruz kalan isciler kanser hastaligi igin risk
grubundadir. Ayakkabi1 ve deri imalatinda calisanlar bu durumun en iyi Ornekleridir.
Sigara, komiir, egzos ve fabrikalardan ¢ikan dumandan her giin solunum yolu ile inhale
edilen binlerce toksik kimyasal madde kansere neden olabilmektedir (karbonmonoksit,
etilen, arsenik gibi). Yine tiiketilen besinlerin, bazilarinin tarlalarda yetistirilmesi ve
hasadi sirasinda, bazilarinin fabrikalarda islenme ve paketlenme sirasinda toksik
maddelerle temas ettigi bildirilmektedir (¢esitli tarim ilaglari, makine yaglar1 ve ambalaj

maddeleri gibi) (Hemsirelik, 2013).

g. Diyet

Kanserojen maddeler baz1 besin maddelerinin yapilarinda bulunmaktadir. Bazi besin
maddelerinin muhafaza edilmesi, saklanmasi, depolanmasi, hazirlanmasi ve hatal

pisirilmesi sirasinda kullanilmaktadir.

Gilinlimiizde yaygin olarak tiiketilen bazi besinlerin (et, sucuk vb.) komiir atesinde
pisirilmesi sirasinda kanserojen madde ile temas ettigi bilinmektedir. Kizartma

yontemiyle tiiketilen besinler de kanserojen 6zellik tasimaktadir (Hemsirelik, 2013).

h. Alkol

Alkol birgok saglik sorununa sebep olmakla beraber bazi kanser tiirlerine yakalanma

riskini arttirir (Allen et al., 2009).



1. Sigara

Sigara akciger kanserinin en onemli sebebidir ve kanser riskini 10 ile 20 kat arttirir

(Colditz et al., 2003).

1.1.2. Kanser hiicrelerinin 6zellikleri

Kanser hiicrelerini normal hiicrelerden ayiran baz1 6zellikleri vardir.

1) Biiyiiylip cogalmalar biiylime faktorlerine bagl degildir. Ciinkii kanser hiicrelerinde
otokrin uyarim denen bir mekanizma vardir. Bu mekanizma sayesinde kendi biiylime
faktorlerini kendileri salgilayabilirler. Boylece kendi ¢ogalmalarini baska bir uyariya
gerek duymadan kendileri yonlendirebilirler. Kanser hiicrelerinin biiyiime faktorlerine
gereksinim duymamalarinin nedeni hiicre i¢i sinyal sistemlerinde gergeklesen
bozukluklardir. Hiicre ¢ogalmasini saglayan sinyal yollarinda gbrev yapan biiylime

faktori reseptorlerinin ya da baska proteinlerin kontrolsiiz aktivitesinden kaynaklanir.

2) Ttimor hiicreleri normal hiicrelerden farkli olarak bityiimeyi durduran sinyallere karsi
duyarsizdirlar. Bu 6zellikleri sayesinde apoptoz denilen programli hiicre dliimiinden
kacabilirler. Tiimor hiicreleri apoptoza girmedikleri icin DNA hasarina yol acan

kemoteropotik ilaglara karst direng gosterirler.

3) Kiiltir ortaminda kanser hiicreleri ile normal hiicreler arasindaki en 6nemli fark
normal hiicrelerin ¢ogalmasinin yogunluga bagl inhibisyondan etkilenmesidir. Normal
hiicreler kiiltiir ortaminda bulunan biiylime faktorlerinin miktarina bagli olarak belirli
bir yogunluga erisince ¢ogalmayr keserek Go evresinde dururlar. Kanser hiicreleri
yogunluga bagli inhibisyondan sorumlu normal hiicrelerin durmasini saglayan

sinyallerden etkilenmezler.



4) Malin hiicreler hiicre disi matriks bilesenlerini parcalayan ve bdylece kanser
hiicresinin normal dokunun igine girisine olanak veren proteazlar salgilar. Ornegin
kollejenaz karsinomlarin bazal laminay1 parcalayip asarak altindaki bag dokuya girigini

kolaylastirir.

5) Kanser hiicreleri yeni kan damarlarinin olusumunu saglayan biiylime faktorleri
salgilarlar. Bu durum anjiyogenez olarak adlandirilir. Bu sayede ihtiya¢ duyduklari
oksijen ve besin ihtiyaglarim karsilamis olurlar. Bu durum ise kanser hiicrelerinin

metastatik olarak yayilimina sebep olur.

6) Tumor hiicreleri telomeraz enziminin aktivasyonundan dolayr hiicreler sinirsiz

boliinme ve biiyiime yetenegine sahip olurlar (Macdonald et al., 2004).

1.1.3. Kanserin molekiiler biyolojisi ve karsinogenez

Kanser, hem g¢evresel hem de kalitsal etkenlerden kaynakli, ¢ok genli, ¢ok faktorlii ve
¢ok basamakli gelisim gosteren bir hastaliktir (Lichtenstein et al., 2000, Olah, 2005).
Kanserin mekanizmasinin anlagilabilmesi i¢in kanserlesmeye sebep olan DNA
degisimlerinin belirlenmesi gerekir (Vogelstein and Kinzler, 2004). Karsinogenez;
saglikli bir hiicrenin tiimor hiicresine doniismesi siirecini tanimlamaktadir ve bu siireg
¢ok adimli bir yapida ilerlemektedir (Devi, 2005). Karsinogenez siirecini anlamak i¢in;
bliylime, invazyon ve metastaza sebep olan, hiicre dongiisii mekanizmasinda
aksakliklara yol agan genetik degisikliklerin nasil meydana geldiginin bilinmesi gerekir
(Vogelstein and Kinzler, 2004). Karsinogenezin temelinde biiyiimenin kontroliinii

saglayan genlerdeki mutasyonlar rol almaktadir (Devi, 2005).

1.1.3.a. Karsinogenez siireci 3 asamada ilerlemektedir

Baslama: Karsinogenzin ilk asamasidir. Hiicresel genomda bir ya da daha fazla stabil
olan degisiklikler meydana gelir. Bu mutasyonlar spontan olarak ortaya ¢ikabilir veya

bir kanserojene maruz birakilarak indiiklenir (Tiitlin veya giines gibi dis etkenler) ve



neoplazi gelisim potansiyelini yaratir. Bu doniisime neden olan DNA sekanslari
onkogenler olarak adlandirilirlar. Neoplastik transformasyon igin birden fazla
onkogenin aktivasyonu gerekli gibi goriinse de, timdr olusumunun tek bir gen
mutasyonuyla baslatilabilecegini  gosteren c¢alismalar vardir. Bu tiimor gen
mutasyonlar1, hiicresel davranig iizerinde derin etkilere sahiptir ve hiicre
proliferasyonunun  kontrolii ile iliskili sinyal yollarina katilan genlerin

diizensizlesmesine neden olabilir (Devi, 2005).

flerleme: Baslatilan hiicre, daha da cogalmaya tesvik edilinceye kadar zararsiz kalir. Bu
cogalma birkag basamak igerir ve tesvik eden uyaranlara tekrar tekrar ve uzun siire
maruz kalmayr gerektirir. Neoplastik gelisme, hiicre i¢i ve dis1 hiicresel ortamdan
etkilenir. Ilk mutasyonun ifadesi sadece diger onkojenik mutasyonlar ile etkilesime
degil ayn1 zamanda spesifik gen ekspresyonu (sitokinler, lipid metabolitleri ve bazi
forbol esterlerin) kaliplarini (gecici olarak) degistirebilen faktorlere de bagli olacaktir.
Bu etkilesimler, diger degisiklikler arasinda hiicresel bilylime potansiyelinin artmasina

neden olacaktir.

Yayilma: Neoplazmadaki ardisik degisimlerin giderek kotii huylu alt populasyonlara
yol actig1 siirectir. Bu siirecte tiimor biiylimesi gergeklesir. Bu siire¢, kanserojen
uyaranlara tekrar tekrar maruz kalindiginda hizlanabilir. Bu asamada hiicreler ¢ogalir ve
tiimor boyutunda hizli bir artisa neden olur. Timdr biiyiidiikge, hiicreler daha fazla

mutasyona ugrayabilir, boylece hiicre populasyonunun heterojenitesi artar.
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Sekil 1.1. Karsinogenezis siireci

1.1.4. Tiimoér biiyiimesi ile ilgili temel prensipler

1.1.4.a. Metastaz

Tiumor ilerledikge, hiicreler yapisma ozelliklerini kaybettigi icin tiimor kitlesinden
ayrisir ve komsu dokulart istila ederler. Bu hiicreler ayrica kan ve lenf dolasimina
girerler ve metastazi olusturan birincil bolgeden uzaktaki diger organlara / dokulara

tasinirlar.

Metastaz olusumuna neden olan basamaklar agsagida goriildiigii gibidir :

e Komsu normal dokularin isgali,
e Kan ve lenfatik sistemlerde neoplastik hiicrelerin yayilmasi,

e Uzaktaki bolgelerde ikincil timdr biliylimesinin kurulmasi.
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Akisin engellenmesi  ve gizli mikrometastaz ~ damar olugsumu

Sekil 1.2.Metastaz formasyonu

Tiimor metastazindaki adimlarin bir¢ogu, spesifik hiicre yiizey molekiillerini iceren
hiicre-hiicre ve hiicre-matriks etkilesimlerini i¢erir. Malin hiicrelerin birbirine yapismast
diisiiktiir, bu nedenle primer tiimorden ayrilir ve diger dokular istila eder. Tlimorlerin
davranisi, hiicre adezyon molekiillerinden (6rn. Kaderinler) etkilenir. Gen mutasyonlari,
diger faktorlerin yani sira tiimor vaskiilatiiriinlin gelisimi ile metastaz olusumunun itici

gliciidiir (Leal et al., 2012).



1.1.4.b. Timér anjiyogenezi

Tiimdr biiylimesi, yeterli miktarda kan tedarikiyle saglanan toksik molekiillerin etkin bir
sekilde uzaklastirllmas1 ve biiylime faktorlerinin (besinler, oksijen vb.) saglanmasina
baghdir. Yaklasik olarak 2 mm'den daha biiylik tiimor biiylimesi ancak vaskiiler arz
saglandiginda gerceklesebilir. Bundan dolay1, biiyiimek i¢in vaskiiler olusum
anjiyogenezine ihtiya¢ duyulmaktadir. Endotel hiicresi proliferasyonunu uyaran bir
takim doku faktorleri tanimlanmistir. Tiimoér Anjiyogenez Faktorii (TAF), Transforme
Edici Biiylime Faktorleri (TGF) ve interlokin 1 bunlara 6rnektir. Tiimor vaskiilatoriiniin
olusumu normal dokulardan farklidir. Tiim6r damarlar1 genellikle genisler, biikiiliir ve
damarin endotel tabakasinda tiimor hiicreleri i¢erebilir. Bu nedenle, normal dokulardaki
kan akis1 ile karsilastirildiginda tiimordeki kan akist yavastir. Ayrica, timor
mikrovaskiiler yapisi plazma proteinlerine asiri permeabilite gosterebilir (Leal et al.,

2012).

1.1.4.c. Kanser genleri

Somatik gen mutasyonlari, normal bir hiicrenin bir kanser hiicresine doniistiiriilmesinde
temel olaydir. Karsinogenez siirecinde rol oynayan birgok farkli gen wvardir.
Onkogenezin gen mutasyon teorisi, kanserojenlerin DNA ile etkilesimde bulundugunu
ve gende geri doniisii olmayan degisikliklere neden oldugunu belirtmektedir (nokta
mutasyonlar1). Bu degisiklikler, hiicrelerin malign transformasyona yatkin olmasina
sebep olur ve farkli gen siniflarimin ardisik mutasyonunu (6rn., Proto-onkogenler,
onkosupresor genler, hiicre dongiisiinde yer alan genler) igerir. Tiim6r mutasyonlari
arasindaki biyokimyasal etkilesimler, hiicre sinyallerinde, proliferasyonda ve
farklilagmada kontrol kaybina neden olarak genomu istikrarsizlastirir ve dokularda
hiicrelerin normal etkilesimlerini bozar. Karsinogenezde yer alan iki diizenleyici gen

siift vardir: Onkogenler ve onkosupresorler.

Timor baskilayic1 genler negatif biiylime regiilatorleridir. Normal hiicrelerde hiicre

dongiisii ilerlemesini kontrol ederek cogalmay diizenlerler. Bu genlerdeki mutasyonlar,
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karsinogenezi tesvik eden bir islev kaybina neden olur. Rb ve p53 genleri lizerinde en
fazla calisilan onkosupresorlerdir. Bu genler tarafindan kodlanan proteinler, gen
tirlinlerinin transkripsiyonunu bloke ederek hiicre dongiisiiniin ilerlemesini inhibe
ederler. Rb genindeki mutasyonlar, hiicre ¢ogalmasini arttiran hiicre dongiisi
ilerlemesinin normal inhibisyon kontroliiniin kaybedilmesine neden olabilir. p53,
genetik istikrarin ve hiicresel dengenin muhafaza edilmesinde 6nemli bir role sahiptir.
p53’teki fonksiyon kaybina neden olan mutasyonlar; apoptozun bastirilmasina, hiicre
boliinmesinin ilerlemesine ve hiicrelerin farklilagmasinin 6nlenmesine neden olarak

neoplazmanin gelisimine yol acar (Leal et al., 2012).

1.1.5. Tiim6r olusumunun molekiiler mekanizmasi

Canlilarin yasamini devam ettirebilmesi i¢in hiicrelerin siirekli yenilenmesi gerekir.
Yagslanan ve 6len hiicreler viicuttan atilirken yerlerine yenileri gelir. Bu denge belli
genlerin kontrolii altindadir. Bazi genler hiicrelerin boliiniip ¢ogalmasini saglarken,
bazilar1 da asirt hiicre ¢ogalmasini onlerler (Kumar et al., 1992). Bunlar; proto-
onkogenler ve anti-onkogenler (tiimor supresor genler)’dir. Bu genlerin ekspresyonunun

bozulmast hiicrelerin kontrolsiiz cogalmasina sebep olur (Sutherland, 1999).

Proto-onkogenler: Hiicrelerin ¢gogalmasini kontrol eden genlerdir. Proto-onkogenlerde
meydana gelen mutasyonlar bu genlerin onkogenlere doniismesine sebep olur.
Onkogenler ise, hiicre proliferasyonunu hizlandiran genlerdir. Asir1 ifade olmalari

durumunda kansere sebep olurlar (Willett et al., 2000).

Giiniimiizde proto-onkogenlerin; tireme faktorlerini, hiicre yiizey reseptorleri ve onlarin
ligandlarini, hiicre ylizey reseptorlerinden niikleusa iiremeyi sitimule eden sinyalleri
tastyan sinyal molekiillerini (intraselliiler sinyal yolagi bilesenleri), gen ekspresyon
oranin1 kontrol eden niikleer transkripsiyon faktorlerini, hiicre siklusunun ilerlemesi,
DNA baglayan proteinler, hiicre proliferasyonu, hiicre farklilagmasi ve apoptotik hiicre

olusumunun molekiiler kontroliine katilan molekiilleri ve hiicre siklusu yolagindaki
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bilesenler gibi normal hiicre iiremesinin regiilasyonu i¢in gerekli proteinleri kodladiklari

bilinmektedir , (Willett et al., 2000, Brenner et al., 1999).

Hiicre siklusu regiilatorleri, Int-2 (fibroblast biiylime faktorii reseptorii), sis
(trombositlerden salinan biiyiime faktorii reseptorii), fms (koloni uyarici faktor
reseptorii tip 1), erb-B (epidermal biiyiime faktorii reseptoril) ve ras proto-onkogenleri

proto-onkogenlere 6rnek olarak verilebilir .

Anti-onkogenler (tiimor supresor genler): Hiicre ¢ogalmasini engelleyen genlerdir.
Bu genler, aktivitelerini kaybettikleri zaman kansere sebep olmaktadirlar. Timor
supresor genler, hiicre boliinmesini baskilayan genlerdir. Her iki allelde islev kaybu,
kontrolsiiz hiicre bdliinmesine ve timdr biiyiimesine neden olur. Normal allelin varlig
tiimor gelisimini baskilar. Bir etki olugsmasi i¢in islev kaybi her iki alleli de etkilemelidir
(yani timor supressor genlerin mutasyonlari, hiicresel diizeyde resesiftir) (Sutherland,

1999, Willett et al., 2000, Greenberg, 2001, Dzivenu et al., 2009, Dunn et al., 2002).

1.1.6. p53 geni

p53 geni ilk defa 1979 yilinda Lane ve Crawford, bunlarin hemen arkasindan da Linzer
ve Levine tarafindan niikleer fosfoprotein olarak tanimlanmistir. David Lane ise

immunohistokimyasal yontemlerle insan tiimorlerinde p53 genini gostermistir (Alberts

etal., 1994, Levine et al., 1991).

p53 geni 17. kromozomun kisa kolu {izerinde 17p13-1 pozisyonunda bulunan bir timor

stipressor gendir. 16.20 kb uzunlugunda olan bu gen 11 ekzondan olusmaktadir (Nigro
etal., 1989, Levine, 1997).

p53 geninde meydana gelen degisiklikler insan tiimdrlerinde en sik rastlanan genetik
degisikliklerdir (Harris, 1996, Prives and Hall, 1999). Ik tanimlandig1 yillarda sadece

bir onkogen olarak gorev yaptigi diistiniilen p53 geninin daha sonralar1 sadece mutant
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formunun anormal hiicre biiyiimesinde rol oynadigi, normal p53 geninin ise timor

olusumunu baskiladig1 anlasiimistir (Greenblatt et al., 1994).

p53 geni hiicrelerde normal kosullarda bazal seviyede ve inaktif halde bulunur.
Fizyolojik sartlar altinda yasam siiresi 20 dakika gibi olduk¢a kisadir ve ubikiitin
aracilif1 ile proteolize ugrar. Hiicre boliinmesine ya da hiicrenin hayatini siirdiirmesine

miidahale etmez (Haupt et al., 1997, Kubbutat et al., 1997).

Hiicrede meydana gelen stres durumlar1 p53’iin aktivasyonuna sebep olabilir. Hipoksi,
DNA’da olusan hasarlar, biiylime sinyallerinin diizensizligi, 1s1 soku, onkogenler, nitrik
okside maruz kalma p53’iin aktivasyonuna sebep olan sinyallere Ornek olarak
verilebilir. p53 DNA’nin ve genel anlamda genomun igerdigi bilginin oldugu gibi
korunmasini saglamasi nedeniyle “genomun gardiyani” adini almistir. p53 miktari stres

kosullarinda hizla artar ve aktif hale gelir.

p53 hiicrelerde iki sekilde aktivite gosterir:

1-Hiicre siklusunun baskilanmasi ile biiylimenin durdurulmasi

2-Apoptozis

Hiicre boliinmesi sirasinda G1’den S fazina gecisi kontrol eden mekanizma p53’iin etki
ettigi ana mekanizmadir. DNA’da hasar meydana geldiginde p53 DNA’nin tamirini
hiicre siklusunun G1 asamasinda bloke eder ve DNA tamir genlerini aktive eder. Zarar
gérmiis DNA’s1 olan ve bunu tamir edemeyen hiicre p53 tarafindan apoptoza gonderilir.
Hiicrelerde p53 inaktif oldugu zaman hasar gérmiis DNA tamir edilemez ve hiicre
icerisinde mutasyonlar sabitlenir. Bu durum ise hiicrelerde malign transformasyona
sebep olur. DNA hasarinin yani sira, hipoksi de p53°i aktive edebilir. Timor
anjiogenezi tiimor hiicrelerinin biiylimesinde 6nemlidir. Hipoksiye giren timor

hiicrelerinin p53 genleri eger aktifse apoptoza giderler. Fakat p53 genleri mutasyona
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ugramigsa o zaman hipoksik timor hiicreleri apoptoza direngli hale gelir (Tsujimoto et

al., 1985).

1.2. Apoptoz (Programh hiicre 6liimii)

Fizyolojik sartlarda ihtiya¢ duyulmayan veya patolojik kosullarda fonksiyonlar1 bozulan
hiicrelerin, cevreye zarar vermeden, genetik faktorlerin kontroliinde programli bir
sekilde olan Oliimiine “apoptoz” denir (Kerr et al., 1972, Elmore, 2007, Zakeri and
Lockshin, 2008). Cok hiicreli organizmalarda, hiicre ¢ogalmasi ve hiicre 6liimii arasinda
stirekli bir denge mevcuttur. Bu denge organizmanin gelisimi ve doku homeostazisinin
saglanmasi agisindan biiyiilk 6nem tasir. Bu dengenin bozulmasi embriyogenez
stirecinde hatalara yol agar, ayrica dejeneratif hastaliklarin ve kanserin gelisiminde rol
oynar (Danial and Korsmeyer, 2004). Yasam siiresince dokulardaki hiicre sayist apoptoz
sayesinde dengede tutulur (Kerr et al., 1972). Programl hiicre 6liimii, 6karyotik hiicre
6liimiiniin en sik formu olup, tiimdr regresyonu ve embriyonik gelisim sirasinda goriiliir

(Wyllie et al., 1992).

Apoptozis, dokularin gelisim evrelerinde, dokulardaki hiicre sayisin1 belirleyici
homeostatik mekanizmada, immiin olaylarda, hiicrelerin hastalik veya zararli ajanlara
bagli hasarlanmalarinda ve yaslanma siirecinde rol oynar (Thompson, 1995). Apoptoz,
cesitli eksojen ve endojen uyaranlar tarafindan uyarilabilir. Kemoterapétik ajanlar,
iyonlastirict radyasyon, oksidanlar, hipertermi, biiylime faktorii veya hormon eksikligi,
sitokinler, glukokortikoidler ve cesitli kimyasallar baslica apoptoz indiikleyicileridir

(Majno and Joris, 1995, Mates and Sanchez-Jimenez, 2000).

Apoptoza ugrayan bir hiicrenin morfolojik ve biyokimyasal ozelliklerinde bir takim
degisiklikler olusur. Oncelikle, apoptoza ugrayan hiicrenin tutundugu yiizeyle
arasindaki adezyon ortadan kalkar ve hiicre yuvarlaklasir. Ayn1 zamanda apoptotik
hiicrenin komsu hiicrelerle olan temasi da ortadan kalkar. Apoptoza giden hiicrenin
hacminde azalma olur ve hiicre biiziilmesi meydana gelir. Kromatin niiklear membrana

yaklagir ve yogunlasir. Hiicre membraninda kabarcik seklinde girintili-¢ikintili  yapilar
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olusur ve membran tomurcuklanmasi meydana gelir. Son olarak apoptotik hiicre;
apoptotik cisimcik (“apoptotic body”) adi verilen, membranla ¢evrili, iginde
sitoplazmayi, hiicresel organelleri ve nukleus fragmentlerini i¢eren kiigiik parcalara

ayrilir (Willingham, 1999, Saraste and Pulkki, 2000).

Normal hiicre Apoptozun baslangicindaki hiicre Apoptoz sonundaki hiicre
(@) .
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— —~ 4 tomurcuklar ) —~ (& 8 __—» cisimcikler
@ = Q; { 7’ B 4 O .

' g\ ' ¢ AN\ ~_r &4 :

(7 \ / /7 A / ( - N @ 5
‘®- - @9 - -4 E
[ @ |\ \) / -
[ b | R > — ¢ 6 P 3 <2
[\ ™ ‘ \ @ ) Q { 2 N

\ KbE\'\\:\-\ @ v r\\g\kt“ ) \\\)“ E ’ \
e T Y °C Q3 Niklear

@ ) > fragmentler

Sekil 1.3. Apoptoz sirasinda hiicrede meydana gelen morfolojik degisimler

1.2.1. Apoptozun morfolojisi

Apoptoz sirasinda ortaya c¢ikan cesitli morfolojik degisiklikler 151k ve elektron
mikroskopisi ile tespit edilmistir (Hacker, 2000, EImore, 2007). Apoptozun ilk asamasi
boyunca, hiicre kiigiilmesi ve piknozis, 151k mikroskopisi ile goriilebilir (Kerr et al.,
1972, Elmore, 2007). Hiicrenin biiziilmesi ile hiicrelerin boyutlar kiigiiliir, sitoplazma
yogunlagir ve organeller siki bir sekilde paketlenir. Piknozis kromatin yogunlasmasinin
bir sonucudur ve bu apoptozun en karakteristik 6zelligidir. Hematoksilen ve eozin
boyamasi ile yapilan histolojik incelemede, apoptoz tek hiicreleri veya kiiclik hiicre
kiimelerini igerir. Apoptotik hiicre, koyu eozinofilik sitoplazma ve yogun mor niikleer
kromatin pargalari ile yuvarlak veya oval bir kitle olarak goriiliir. Elektron mikroskobu,

subseliiler degisiklikleri daha iyi tanimlayabilir.

Kromatin yogusma evresinin baglangicinda, elektron yogun niikleer madde karakteristik
olarak niikleer membranin altinda cevresel olarak toplar, ancak diizglin yogun
cekirdekler de olabilir. Plazma zarmin patlamasinin ardindan karyoreksis ve
"tomurcuklanma" ad1 verilen bir siire¢ boyunca hiicre pargalarinin apoptotik cisimlere

ayrilmasi meydana gelir. Apoptotik cisimler, niikleer bir fragman iceren veya igermeyen
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stk bir sekilde paketlenmis organellerin bulundugu sitoplazmadan olusur. Organel
biitiinltigli halen muhafaza edilmekte ve hepsi bozulmamis bir plazma membrani i¢ine

alinmaktadir.

Bu cisimler daha sonra makrofajlar, parenkimal hiicreler veya neoplastik hiicreler
tarafindan fagositlenir ya da fagolizozomlar i¢inde degrede edilirler. Apoptotik hiicreleri
parcalayan ve sindiren makrofajlara "yapiskan viicut makrofajlar1" denir ve ¢ogunlukla
lenfoid folikiillerin rejeneratif germinal merkezlerinde veya bazen timik kortekste
bulunur. Apoptotik hiicrelere ait niikleer atiklarin parcalari esnek cisimciklerdir.
Aslinda, apoptozis siireciyle veya apoptotik hiicrelerin ¢ikarilmasiyla iligkili higbir
enflamasyon reaksiyonu yoktur, ¢iinkii: (1) apoptotik hiicreler hiicresel bilesenlerini
interstisyel dokuya salmamaktadir; (2) cevreleyen hiicreler tarafindan c¢abucak
fagositize edilirler, bu nedenle muhtemelen sekonder nekroz onlenir ; ve (3) yutulan
hiicreler antienflamatuar sitokinler tiretmezler (Savill and Fadok, 2000, Kurosaka et al.,
2003).

1.2.2. Apoptozun molekiiler mekanizmasi

Apoptoz mekanizmalar1 molekiiler olaylarin enerji bagimh bir kaskadim icerir ve
oldukga karmasiktir. Bugiine kadar yapilan arastirmalar, iki ana apoptotik yol olduguna
isaret ediyor: ekstrinsik veya 6liim reseptorii yolagi ve intrinsik veya mitokondriyal yol.
Bununla birlikte, su anda iki yolagin birbirine bagli oldugunu ve bir yolaktaki
molekiillerin digerini etkileyebilecegine dair kanitlar vardir (Igney and Krammer,
2002). T hiicresinin aracilik ettigi sitotoksisiteyi ve perforin-granzime dayali olarak
hiicrenin 6ldiiriilmesini igeren ek bir yol vardir. Perforin / granzim yolu, ya granzim B
ya da granzim A aracilifiyla apoptozu indiikleyebilir. Ekstrinsik, intrinsik ve granzim B
yolaklar1 ayni terminal veya 6liim yolunda birlesir. Bu yol, kaspaz-3'iin kesilmesi ile
baslatilir ve  DNA pargalanmasi, sitoskeletel ve niikleer proteinlerin bozunmasi,
proteinlerin ¢apraz baglanmasi, apoptotik cisimlerin olusmasi, fagositik hiicre
reseptorleri i¢in ligandlarin ekspresyonu ve son olarak fagositik hiicreler tarafindan

alinmasi ile sonuglanir. Granzim A yolu da yine benzer sekilde aktivite gosterir,
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kaspazdan bagimsiz bir hiicre 6liim yolunu tek zincirli DNA hasar1 vasitasiyla aktive

eder (Martinvalet et al., 2005).

1.2.3. Apoptotik hiicrelerin biyokimyasal 6zellikleri

Apoptotik hiicreler, protein boliinmesi, protein ¢apraz baglanma, DNA parcalanmasi ve
fagositik tanima gibi birtakim biyokimyasal modifikasyonlar1 sergilerler (Hengartner,
2000). Kaspazlar pek ¢ok hiicrede aktif olmayan bir proenzim formunda yaygin olarak
eksprese edilir ve aktive olduktan sonra c¢ogunlukla diger prokaspazlar1 aktive ederek
bir proteaz kaskadinin baglatilmasina izin verir. Bazi prokaspazlar ayrica otomatik
olarak da aktif hale gelebilirler. Bir kaspazin diger kaspazlari aktive edebildigi bu
proteolitik kaskad, apoptotik sinyal yolunu gii¢clendirir ve bdylece hizli hiicre 6liimiine

yol agar.

Kaspazlarin proteolitik aktivitesi vardir ve proteinleri aspartik asit kalintilariyla
pargalayabilir, ancak farkli kaspazlarin komsu aminoasitlerin taninmasini igeren farkl
spesifiklikleri vardir. Kaspazlar baslangicta aktive edildiginde, hiicre 6liimiine kars1 geri
dontistimstiz bir sekilde baslamis olur. Bugiine kadar, 10 tane ana kaspaz tanimlanmis
ve baslaticilar (kaspaz-2, -8, -9, -10), efektorler veya uygulayicilar (kaspaz-3, -6, -7) ve
inflamatuvar kaspazlar (kaspaz-1 , -4, -5) olarak kategorize edilmistir (Cohen, 1997, Rai
et al., 2005).

Saptanan diger kaspazlar, septik sok sirasinda apoptozu ve sitokin olgunlasmasini
diizenleyen kaspaz -11, amiloid- ile endoplazmik spesifik apoptozise ve sitotoksisiteye
aracilik eden kaspaz -12, bir sigir geni olarak tanimlanan kaspaz-13 ve olgun dokularda
ifade edilmeyip embriyonik dokularda oldukg¢a yiliksek oranda ifade edilen kaspaz-14
'tir (Hu et al., 1998, Nakagawa et al., 2000, Koenig et al., 2001, Kang et al., 2002).
Kapsamli protein c¢apraz baglama, apoptotik hiicrelerin baska bir 6zelligidir ve doku
transglutaminazinin ekspresyonu ve aktivasyonu yoluyla meydana gelir (Nemes et  al.,
1996). Endoniikleaz bagiml Ca*? ve Mg+2 tarafindan DNA parcalanmasi da olusur ve
180 ila 200 baz ¢iftli DNA fragmanlarinin olusmasina neden olur (Bortner et al., 1995).
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Bir diger biyokimyasal 6zellik, bitisik hiicreler tarafindan apoptotik hiicrelerin erken
donemde fagositik olarak taninmasiyla sonuglanan hiicre ylizeyi belirteclerinin
ekspresyonudur ve c¢evresindeki dokuya en az 6diin verilmek suretiyle hizli fagositoz
saglar. Bu, plazma zarmnin dis tabakalarinda ekspresyonu saglamak i¢in hiicrenin ¢ift
katl1 lipid tabakasinin normal i¢e doniik fosfatidilserinin hareketi ile saglanir (Bratton et
al., 1997). Fosfatidilserinin disa salinumi, apoptotik hiicrenin yiizeyindeki fagositler i¢in
iyi bilinen bir tamimlayic1 ligand olmasina ragmen, yeni ¢aligmalar, apoptotik hiicre
temizlemesi sirasinda diger proteinlerin hiicre yiizeyinde de maruz kaldigim

gostermistir.

1.2.4. Yolaklar

1.2.4.a. Ekstrinsik yolak

Apoptozu baglatan ekstrinsik sinyal yollari, transmembran reseptor aracili etkilesimleri
icerir. Bunlar, timor nekroz faktorii (TNF) reseptor gen siiper ailesinin {iyesi olan dliim
reseptorlerini igerir (Locksley et al., 2001). TNF reseptor ailesinin iyeleri, benzer
sistein acisindan zengin hiicre disi1 alanlar1 paylasmaktadir ve "6liim domaini" olarak
adlandirilan yaklasik 80 aminoasitlik bir sitoplazmik alana sahiptir (Ashkenazi and
Dixit, 1998). Bu 6liim domaini, 6liim sinyalinin hiicre yiizeyinden hiicre i¢i sinyal
yollarina iletilmesinde kritik bir rol oynamaktadir. Bugiine kadar, en iyi tanimlanmis
ligandlar ve bunlara karsilik gelen dliim reseptorleri, FasL / FasR, TNF-a / TNFRI,
Apo3L / DR3, Apo2L / DR4 ve Apo2L / DR5'dir (Chicheportiche et al., 1997,
Ashkenazi and Dixit, 1998, Peter and Krammer, 1998, Suliman et al., 2001, Rubio-
Moscardo et al., 2005).

Apoptozun ekstrinsik fazini1 tanimlayan olaylarin dizisi, FasL / FasR ve TNF-o / TNFR1
modelleriyle en iyi sekilde karakterize edilir. Bu modellerde reseptorlerin kiimelenmesi
ve homolog trimerik ligand ile baglanmasi vardir. Fas ligandinin Fas reseptoriine
baglanmasi, adaptor proteini FADD'yi baglar ve TNF ligandinin TNF reseptoriine
baglanmasi, FADD ve RIP alimiyla TRADD adaptor proteininin  baglanmasiyla
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sonuglanir (Hsu et al., 1995, Wajant, 2002). FADD daha sonra, olim efektor

domaininin dimerizasyonu yoluyla prokaspaz -8 ile baglanir.

Bu noktada, 6liime neden olan bir sinyal kompleksi (DISC) olusur ve prokaspaz-8'in
otomatik Kkatalitik aktivasyonu meydana gelir (Kischkel et al., 1995). Kaspaz-8
etkinlestirildikten sonra, apoptozun aktivasyon asamasi tetiklenir. Oliim reseptor aracili
apoptoz, c-FLIP adi1 verilen ve FADD ve kaspaz-8'e baglanacak bir protein ile inhibe
edilebilir (Kataoka et al., 1998). Potansiyel apoptoz diizenlenmesinin bir baska
noktasinda, Toso ad1 verilen, kaspaz-8 islemesinin inhibisyonu yoluyla T hiicrelerinde
Fas'in indiikledigi apoptozu bloke ettigi gosterilen bir protein bulunur (Hitoshi et al.,
1998).

1.2.4.b. Perforin/Granzim yolagi

T hiicre aracili sitotoksisite tip IV asir1 duyarliligin bir varyantidir. Bu sitotoksik T
lenfositleri (CTL'ler) hedef hiicreleri ekstrinsik yol ile oldiirebilirler ve FasL / FasR
etkilesimi, CTL'nin indiikledigi apoptozun baskin yontemidir (Brunner et al., 2003).
Bununla birlikte, sitotoksik etkilerini tiimor hiicreleri ve viriis ile enfekte olmus
hiicrelere, transmembran gozenek olusturan molekiill perforinin salgilanmasini ve
ardindan gézenek boyunca ve hedef hiicre i¢ine sitoplazmik graniillerin ekzofitik bir
sekilde salinmasini igeren yeni bir yol yoluyla uygulanabilirler (Trapani and Smyth,
2002). Serin proteazlar granzim A ve granzim B, graniiller igerisinde en Onemli
bilesenlerdir (EImore, 2007).

Granzim B proteinleri aspartat kalintilarinda parcalayacak ve dolayisiyla prokaspaz-10'u
aktive edecek ve ICAD (Caspase Activated DNAse'nin Inhibitorii) gibi faktorleri
parcalayabilecektir (Sakahira et al., 1998). Raporlar ayrica granzim B'nin Bid'in spesifik
kesimi ve sitokrom c saliniminin indiiksiyonu yoluyla 6liim sinyalinin amplifikasyonu
icin mitokondriyal yolagi kullanabilecegini gostermistir (Barry and Bleackley, 2002,
Russell and Ley, 2002). Bununla birlikte, granzim B de dogrudan kaspaz -3'i aktive

edebilir. Hem mitokondrial yolak hem de kaspaz-3'iin dogrudan harekete gegirilmesi,
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granzim B ile indiiklenen 6ldiirme i¢in kritik 6neme sahiptir (Goping et al., 2003). Son
bulgular, bu granzim B sitotoksisite yonteminin, tip 2 yardimct T (Th2) hiicrelerin T
hiicre genislemesi i¢in bir kontrol mekanizmasi olarak kritik oldugunu gostermektedir

(Devadas et al., 2006).

Yapilan aragtirmalar, aktive Th2 hiicrelerinin T hiicresi reseptoriiniin indiikledigi
apoptoz ile ne 6liim reseptorlerinin ne de kaspazlarin rol oynamadigini gdsteriyor ¢linkii
ligandlarinin bloke edilmesi apoptoz iizerinde higbir etkiye sahip degildir. Ote yandan,
Fas-Fas ligand etkilesimi, Oliim alanlarina sahip adaptor proteinleri ve kaspazlar,
sitotoksik Tip 1 yardimci hiicrelerin apoptozu ve regiilasyonunda yer alirken granzim
B'nin herhangi bir etkisi yoktur. Granzim A, sitotoksik T hiicresi tarafindan uyarilmis
apoptozda da Onemlidir ve kaspazdan bagimsiz yolaklar1 aktive eder. Hiicrelere
girdikten sonra, granzim A, timor siipresor gen Urtinii olan DNaz NM23-H1 vasitasiyla
DNA kesimini aktive eder (Fan et al., 2003). Bu DNaz, tiimér hiicresi apoptozunun
indiiksiyonu yoluyla kanseri onlemek icin bagisiklik siirveyansinda 6nemli bir role

sahiptir.

Niikleozom montaj proteini SET normalde NM23-H1 genini inhibe eder. Granzim A
proteazt SET kompleksini pargalayarak NM23-H1'in inhibisyonunu serbest birakarak
apoptotik DNA yikimma neden olur. NM23-H1'in engellenmesine ek olarak, SET
kompleksi kromatin yapisinda ve DNA onariminda onemli islevlere sahiptir. Bu
kompleksi olusturan proteinler (SET, Apel, pp32 ve HMG2) kromatin ve DNA yapisini
korumak i¢in birlikte galisiyor gibi goriiniiyor (Lieberman and Fan, 2003). Bu nedenle,
bu kompleksin granzim A ile inaktivasyonu DNA ve kromatin yapisinin biitiinligiini

bloke ederek apoptozise de katkida bulunur.

1.2.4.c. Intrinsik yolak

Apoptozu baslatan intrinsik sinyal yollari, hiicre i¢indeki hedeflere dogrudan etki eden
ve mitokondriyal baglatilan olaylar olan hiicre i¢i sinyaller {ireten reseptdr aracili

olmayan cesitli uyaranlar dizisini icerir. I¢sel yolu baslatan uyaranlar, pozitif veya
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negatif bir sekilde hareket edebilecek hiicre i¢i sinyaller iiretirler. Negatif sinyaller, bazi
Olim faktorlerinin, hormonlarin ve sitokinlerin yoklugunu igerir; bu da Oliim
programlarinin  bastirilmamasina ve dolayisiyla apoptozun tetiklenmesine neden

olabilir.

Baska bir deyisle, faktorlerin geri c¢ekilmesi, apoptotik supresyonun kaybi ve sonra
apoptozun aktivasyonu meydana gelir. Olumlu bir sekilde hareket eden diger uyarilar,
bunlarla sinirli olmamak {iizere, radyasyon, toksinler, hipoksi, hipertermi, viral
enfeksiyonlar ve serbest radikallerdir. Tiim bu uyaranlar, mitokondriyal gegirgenlik
gecis (MPT) porlarinin  agilmasina sebep olan, 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
sitokrom ¢, Smac / DIABLO ve serin proteaz HtrA2 / Omi'den olusur (Du et al., 2000,
Garrido et al., 2006). Bu proteinler kaspaz bagimli mitokondriyal yolag: aktive eder.

Sitokrom ¢, bir "apoptozom" olusturan prokaspaz-9 ve Apaf-1'i baglar ve aktive eder
(Chinnaiyan, 1999, Hill et al., 2004). Prokaspaz-9'un bu sekilde kiimelendirilmesi
kaspaz -9 aktivasyonuna yol agar. Smac / DIABLO ve HtrA2 / Omi'nin IAP (apoptoz
proteinlerinin inhibitdrleri) aktivitesini inhibe ederek apoptozisi tesvik ettigi
bildirilmektedir (van Loo et al., 2002, Schimmer, 2004). Pro-apoptotik proteinlerin
ikinci grubu, AIF, endoniikleaz G ve CAD apoptoz sirasinda mitokondriyumdan salinir,

ancak bu hiicrenin 6lmeye karar verdikten sonra meydana gelen ge¢ bir olaydir.

AIF, c¢ekirdege girer ve DNA'nin 50-300 kb'lik pargalara ayrilmasina ve g¢evresel
niikkleer kromatinin yogunlagsmasina neden olur (Joza et al., 2001). Niikleer
yogunlagsmanin bu erken bigimi "evre I" yogunlasma olarak adlandirilir (Susin et al.,
2000). Endoniikleaz G ayn1 zamanda niikleusa translokasyon yapar ve burada niikleer
kromatin pargalanarak oligoniikleozomal DNA fragmanlar: tiretilir (Li et al., 2001). AlF
ve endontikleaz G'nin her ikisi de kaspazdan bagimsiz bir sekilde calisir. CAD, daha

sonra mitokondriden salinir ve kaspaz-3 ile boliinmeden sonra oligoniikleozomal DNA
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parcalanmasina ve daha belirgin ve gelismis bir kromatin yogunlasmasina neden olan

¢ekirdege translokasyon yapar (Enari et al., 1998).

Daha sonra meydana gelen ve daha belirgin olan bu kromatin yogunlasmasi "evre 11"
yogunlagsma olarak adlandirilir (Susin et al., 2000). Bu apoptotik mitokondriyal
olaylarin kontrolii ve diizenlenmesi, proteinlerin Bcl-2 familyas1 iiyeleri vasitasiyla
gergeklesir (Cory and Adams, 2002). Timor siipresor protein p53, proteinlerin Bcel-2
ailesinin diizenlenmesinde kritik bir role sahiptir, ancak kesin mekanizmalar heniiz
aydinlatilmamustir (Schuler and Green, 2001). Bcl-2 ailesi proteinleri mitokondriyal
membran gegirgenligini yonetir ve pro-apoptotik veya antiapoptotik olabilir. Bugiine
kadar, Bcl-2 ailesinde toplam 25 gen tespit edilmistir. Bazi anti-apoptotik proteinler
arasinda Bcl-2, Bcl-x, Bcl-XL, Bcl-XS, Bcl-w, BAG bulunur ve bazi pro-apoptotik
proteinler Bcl-10, Bax, Bak, Bid, Bad, Bim, Bik ve Blk'dir.

Bu proteinler 6zel bir 6éneme sahiptir, ¢linkii hiicrenin apoptoza gidip gitmeyecegini
belirleyebilirler. Bcl-2 protein ailesinin ana etki mekanizmasimin mitokondriyal
membran gecirgenliginin degistirilmesi yoluyla mitokondriyondaki sitokrom ¢
salimmminin diizenlenmesi oldugu dusiiniilmektedir. Birka¢ muhtemel mekanizma
incelenmistir ancak higbiri kesin olarak ispatlanmamistir. 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 yer degistirir (Zha et al., 1996). Bad ayn1 zamanda Bcl-XI| veya Bcl-2
ile heterodimerize olur, onlarin koruyucu etkilerini notralize eder ve hiicre Oliimiini

tesvik eder (Yang et al., 1995).

Bad tarafindan kenetlenmediginde, hem Bcl-2 hem de Bcl-XL, mekanizma iyi
anlasilmamis olmasina ragmen, sitokrom C'nin mitokondriyumdan salinmasini engeller.
Raporlar, Bcl-2 ve Bcl-XL'nin oncelikle kaspaz proteazlarinin aktivasyonunu kontrol

ederek apoptotik Olimii engelledigini gosteriyor (Newmeyer et al., 2000). "Aven"
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olarak adlandirilan ek bir protein hem Bcl-XL hem de Apaf-1'i baglar ve boylece
prokaspaz-9'un aktivasyonunu onler (Chau et al., 2000). Bcl-2 veya Bcl-XL'in asiri
sentezlenmesinin digerini down-regiile ettigini, bu iki protein arasinda karsilikli bir
regiilasyona isaret ettigini gosteren kanit vardir. Puma ve Noxa, ayn1 zamanda pro-

apoptoz ile ilgilenen Bcl2 ailesinin iki liyesidir.

Puma, p53 aracili apoptozda onemli bir rol oynamaktadir. Puma'nin in vitro asiri
ekspresyonu artmis Bax ekspresyonu, Bax konformasyonel degisikligi, mitokondriye
translokasyon, sitokrom c salimi ve mitokondriyal membran potansiyelindeki azalma ile
ayn1 zamanda meydana gelmektedir (Liu et al., 2003). Noxa, ayn1 zamanda p53 ile
indiiklenen bir baska apoptoz proteinidir. Caligmalar, bu proteinin mitokondriye
lokalize olabilecegini ve anti-apoptotik Bcl-2 familyasi tliyeleri ile etkilesebildigini ve
bunun da kaspaz-9'un aktivasyonuyla sonu¢landigini gosteriyor (Oda et al., 2000). Hem
Puma hem de Noxa p53 tarafindan indiiklendiginden, genotoksik hasar veya onkogen
aktivasyonuyla ortaya ¢ikan apoptozise aracilik edebilirler. Myc onkoproteininin hem
p53'e bagli hem de bagimsiz mekanizmalar yoluyla apoptozu gili¢lendirdigi bildirilmistir
(Meyer et al., 2006).
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* Hiicresel hasar
* Onkogen
* Stokin yoklugu

Prokaspaz-9

'

Sekil 1.4. Apoptozun molekiiler mekanizmast

1.2.5. Apoptozun inhibisyonu

Asirt apoptoza neden olan birgok patolojik durum (ndrodejeneratif hastaliklar, AIDS,
iskemi, vb.) vardir ve bu nedenle apoptozu yapay olarak inhibe ederek yararlanabilirler
(Nicholson, 2000). Anti-apoptotik mekanizmanin potansiyel yontemlerinin kisa bir
listesi, IAP (apoptoz proteinlerinin inhibitorleri) ailesi, kaspaz inhibisyonu, PARP (poli
[ADP-riboz] polimeraz) inhibisyonu, PKB / Akt’in (protein kinaz B) yolaginin

uyarilmasini ve Bcl-2 proteinlerinin inhibisyonunu igerir. AP protein ailesi belki de
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hem intrinsik hem de ektrinsik yollar1 diizenledikleri icin apoptozun en Onemli

diizenleyicisidir (Deveraux and Reed, 1999).

XIAP (X baglantili memeli apoptoz proteini inhibitorii) ve survivin, daha iyi bilinen
tiyeler olarak kalmasina ragmen, sekiz insan IAP proteini tespit edilmistir (Silke et al.,
2002). Simdiye kadar, IAP ailesinin iiyeleri felg, omurilik yaralanmalari, multipl skleroz
ve kanser tedavisinde terapotik hedef olarak arastirildi. Sentetik nonspesifik kaspaz
inhibitoriic  z-VAD-fmk'nin, miyokard enfarktiisii, sican ve fare modellerinde
miyokardiyal reperfliizyon hasarinin siddetini artirdigi goriilmektedir (Mocanu et al.,
2000). Kaspaz etkinliginin spesifik inhibitorleri bazen yararli da olabilir. Kaspaz I
olarak da adlandirilan ICE (Interlokin-1 beta-doniistiiriicii enzim), apoptoz sirasinda
hiicre i¢i protein bozunmasina aracilik ettigi goriilen bir sistein proteazdir (Livingston,
1997). ICE inhibitorleri, interlokin 1f'nin azaltilmasi yoluyla romatoid artrit ve diger

enflamatuvar durumlarin tedavisi igin gelistirildi (Le and Abbenante, 2005).

PARP-1'in hem DNA onariminda hem de apoptozda ikili rolii nedeniyle, PARP-1
inhibitorlerinin farmakolojik kullanimi, iskemik ve inflamatuar hiicre ve organ hasarini
hafifletebilir veya antitimdr ajanlarin sitotoksisitesini artirabilir (Graziani and Szabo,
2005). PARP-1 nakavt fareleri ile yapilan son arastirmalar, PARP-1 inhibitorlerinin
miyokard iskemisi ve reperflizyon hasartyla iligkili yaralanma icin etkili bir terapi
olabilecegini gostermektedir (Zhou et al., 2006). PKB / Akt sinyalini uyaran ve hiicre
hayatta kaligini tesvik eden insiilin benzeri biiyiime faktorii-1'in (IGF-1) inflizyonunun
hayvan modellerinde miyokard iskemisinde yararli oldugu gosterilmistir (Fujio et al.,
2000). Transgenik kardiyak iskemi modelleri ve global beyin iskemisi ile yapilan diger
calismalar, Bax'in ekspresyonunu ve/veya fonksiyonunu inhibe etmenin sitokromun
mitokondriden salinmasini 6nleyebilecegini, mitokondriyal membran potansiyelindeki
azalmay1 inhibe edebildigini ve hiicreleri apoptosise karsi koruyabilecegini gosteriyor

(Hochhauser et al., 2003).
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1.3. Bcl-2 Ailesi

Ic veya dis fizyolojik uyaranlara ek olarak apoptozu tetikleyen cok cesitli patolojik
hiicresel hareketler vardir (Vaux and Korsmeyer, 1999). Cok hiicreli organizmalarda,
apoptoz veya programlanmis hiicre 6liimii, neredeyse tiim dokulardaki hiicre ¢ogalmasi
ve 6liimii arasinda homeostatik denge saglayan fizyolojik bir siiregtir (Kerr et al., 1972).
Apoptoz asir1 oranda iiretilen hiicrelerin yok edilmesinden sorumludur. Embriyonik
gelisme, doku yenilenmesi, hormona bagli doku atrofisi ve sayisiz patolojik kosullar

sirasinda 6zellikle 6nemlidir (Thompson, 1995).

Hiicrenin biiziilmesi, hiicre zarinin kabarciklanmasi, niikleer kromatinin yogunlagmasi,
kromozomal DNA'nin yer yer niikleozomal bdolgede kesilmesi ve ¢ekirdegin
parcalanmasi apoptozise ugramis bir hiicrenin ana morfolojik degisiklikleridir. Hiicre
zar1 kabarciklarinin olusumu zara bagli apoptotik cisimlerin salinmasidir. Normal olarak
plazmanin i¢ yiiziinde bulunan fosfatidilserin membran dis yiizeyine ¢ikar ve burada
fagositler tarafindan alim i¢in bir tanima sinyali saglar. Dolayisiyla, apoptoz, hiicrelerin

hizli ve etkili bigimde yok edilmesine neden olur (Kerr et al., 1972).

Apoptoz ile ilgili mekanizmalar tam olarak anlasilamamistir. Kaspazlar sonucta bir dizi
proteini parcalayarak hiicrelerin parcalanmasina neden olan bir dizi olaya katilan bir
proteaz ailesidir (Thornberry and Lazebnik, 1998). Kaspaz proteolitik kaskad1 apoptotik
yanitta merkezi bir nokta olusturur ve baslatilmasi gesitli faktorlerle siki bir sekilde
diizenlenir. Apoptozun diizenlenmesinde ve kaspaz aktivasyonunun indiiklenmesinde
Bcl-2 familyasinin proteinlerinin énemli bir rol oynadigi bilinmektedir ancak islevleri
heniiz tam olarak tanimlanmamistir (Adams and Cory, 1998). Bcl-2 proteinleri, kaspaz-
3 aktivasyonunun ve apoptozun kontroliinde rol oynadigindan, bir hiicrenin yasayip

yasamayacagina karar vermede onemli olabilirler (Chao and Korsmeyer, 1998).
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1.3.1. Bcl-2 aile iiyelerinin genel 6zellikleri

Adindan da anlasilacagi ilizere, Bcl-2 geni Once insan B hiicresi lenfomalarinda
kesfedildi (Tsujimoto et al., 1985). Bcl-2, apoptozu inhibe ederek hiicre sagkalimini
uzatan bir proto-onkogendir. Daha sonraki ¢aligmalar, Bcl-2’nin birgok hiicre tipinde
¢ok sayida uyaran tarafindan uyarilan apoptozu dnleyebilecegini veya erteleyebilecegini
gostermistir (Hockenbery et al., 1990). Bcl-2’nin antiapoptotik fonksiyonunu agiklamak
icin birka¢ hipotez Onerilmistir. Bcl-2, Ca** homeostazi igin bir regiilator  gorevi
gorebilir (Gulbins et al., 2000) ve ya bir antioksidan olarak aktivite gosterebilir
(Haunstetter and 1zumo, 1998). Buna ek olarak, Bcl-2, sonug¢ olarak apoptozise 6zgii
intraseliiler proteolize aracilik eden sitozolik kaspazlarin mitokondri aktivatorlerinin

salinmasini 6nleyebilir (Chao and Korsmeyer, 1998).

Bcl-2'nin apoptozu aktive eden faktor 1 (Apaf-1) ile iliskilendirilmesi, sitokrom c
salimimt ve iki efektor kaspaz olan kaspaz-9 ve 3'Yin aktivasyonunu Onleyebilir
olmasindandir. Ayrica, Bcl-2, apoptoz sirasinda ortaya ¢ikan mitokondriyel
transmembran potansiyelinin ¢okiisiinii modiile ederek etki gosterebilir (Hockenbery et
al., 1990). Cesitli biyokimyasal, genetik ve molekiiler tekniklerle, omurgalilarda bir¢ok
Bcl-2 homologu tanimlandi ve bir Bcl-2 familyasi proteini olusturuldu. Bu aile, Bel-2,
Bel-XL, Mcl-1, Al, Bcl-W (Adams and Cory, 1998) gibi hiicre sagkalimini veya Bax,
Bak, Bcl-XS, Bok gibi hiicre 6liimiinii destekleyebilen proteinleri igerir (Chao and
Korsmeyer, 1998). Bu pro-ve anti-apoptotik proteinler arasindaki goreceli miktarlar

veya denge, hiicrelerin bir 6liim sinyaline duyarliligini etkiler.

Apoptozdaki roliine bakilmaksizin tiim Bcl-2 ailesi tiyeleri korunmus dort Bcl-2
homoloji (BH) domaininden en az birini igermesiyle karakterize edilir ve bunlar BHI-
BH4 olarak adlandirilirlar (Adams and Cory, 1998). Genel olarak, anti-apoptotik tiyeler,
dort domainin tamaminin korunmus dizisine sahiptirler fakat pro-apoptotik molekiiller
birinci a-sarmal parg¢anin dizisini kaybetmislerdir. BH3 domaini, pro-apoptotik iiyelerde

kritik bir 6liim domaini olarak kabul edilir. Bu kavram, " BH3-domain-only "iiyeler
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olarak bilinir ve bu domain i¢indeki tiim iyeler pro-apoptotiktir (Puthalakath and
Strasser, 2002).

Bcl-2 proteini, dis mitokondri membranina, endoplazmik retikulum zarina ve g¢ekirdek
zarina lokalize olan bir proteindir ve NHa-terminali sitoplazmaya bakmaktadir.
Ailesinin diger bir¢ok iiyesi gibi, Bcl-2'nin, COOH-terminalinde, hiicre igi
membranlardaki sitozolik ylizeye proteinin sokulmasina izin veren hidrofobik bir alani
vardir (Nguyen et al., 1993); bu hiicre i¢i lokalizasyon fonksiyonlari i¢in énemlidir. Bcl-
2 ailesinin tyelerinin 6nemli bir 6zelligi, bu proteinler arasindaki nétralize edici
rekabeti One siirerek heterodimerler kadar homo- formlar1 olusturma yetenekleridir.
Boylece, Bcl-2 (239 amino asit proteini, 26 kDa), Bcl-2 ile ~% 21 amino asit 6zdesligi
olan bir proapoptotik protein olan Bax ile heterodimerler olusturur. Bax'a ilaveten,
birka¢ diger genin, Bcl-2 ile dizi homolojisine sahip proteinleri kodladig1 ve onunla

heterodimerler olusturma kapasitesi oldugu bildirildi.

Bunlarin arasinda Bcl-X, alternatif bir birlestirme mekanizmasi vasitasiyla iki protein
tiretebilir: Bcl-XL (uzun bigim) ve Bcl-XS (kisa form). Bel-XL, hiicre 6liimiini
bastiran, Bcl-2 ile % 43 dizi 6zdesligine sahip olan 241 amminoasit proteini olup, 63-aa
bolgesi (aa 126-188) Bcl-XL'de bulunamamistir ve bu bir proapoptotik protein olarak
islev goriir (Adams and Cory, 1998). Baska bir Bcl-2 homologu, yaklasik 140 aa'lik bir
bolge tlizerinde Bcl-2 ile ~% 35 benzerlik gosteren Mcl-1'dir (Zhu et al., 1996). Simdiye
kadar, Mcl-1'in Bcl-2 ile etkilesime girip girmedigi veya hiicre Oliimiiniin
diizenlenmesinde gorev yapip yapmadigi tam olarak agiklanmamistir. Antiapoptotik
tiyeler, Ozellikle mitokondride, endoplazmik retikulumda ve niikleer membranlarda
bulunan integral membran proteinleridir (Krajewski et al., 1994). Pro-apoptotik
proteinlerin biiyilk c¢ogunlugu sitoplazmada lokalizedir, ancak bir 6liim sinyalini
takiben, konformasyonel degisiklige ugramis gibi goziikkmektedir (Wolter et al., 1997,
Griffiths et al., 1999).
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2.3. Transkripsiyonel Regiilasyon

Bir organizmanin 6zellikleri, sahip oldugu genetik bilgi ve genetik bilginin cevreye
cevabr tarafindan belirlenir. Genetik bilginin ifadesi, transkripsiyon ve translasyon
olmak {lizere iki ardisitk basamagi iceren protein sentezi aracilifi ile olur. Birinci
basamak, bilginin haberci RNA (mRNA) olarak bilinen bir RNA molekiilii formuna
doniistiiriilmesidir. Transkripsiyon olarak adlandirilan bu olay RNA polimeraz enzimi
tarafindan gerceklestirilir (Yildinnm et al., 2007). RNA replikaz enzimi iceren RNA
virlisleri ve Retroviriisler harig, DNA c¢ift zincirlerinden bir tanesinin kalip olarak
kullanilmasiyla tek zincirli RNA molekiiliine doniistiiriilmesine transkripsiyon (yazilim)
denir (Luleyap, 2008). Transkripsiyon, protein sentezi i¢in oldugu kadar tasiyict RNA,
ribozomal RNA ve katalitik ve yapisal fonksiyonlar1 olan diger RNA molekiilleri i¢in
de bilgileri tasiyan mRNA'lar iiretir. Transkripsiyon, dsSDNA kalibina ve riboniikleotit
onciilleri olan ATP, GTP, CTP ve UTP'ye gereksinim duyan RNA polimeraz tarafindan
katalizlenir (Turner et al., 2004). mRNA yazilimina sablon olusturacak DNA zinciri ve
bundan olusacak RNA zincirleri ¢ok farkli sekillerde isimlendirilmektedir.
Transkripsiyonda kalip olarak kullanilan DNA zinciri i¢in; template = negatif zincir
veya antisense zincir gibi farkli tanimlamalar kullanilirken, diger zincir i¢in kodlayici1 =
pozitif zincir veya sense (anlamli) zincir gibi tanimlamalar kullanilmaktadir (Lodish et
al., 2003).
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2.3.1. RNA polimerazlar

RNA sentezini gergeklestiren enzim RNA polimerazdir. DNA’y1 kalip olarak kullanip
riboniikleosid 5'- trifosfatlarin (NTP) polimerizasyonunu 5" — 3’ dogrultusunda
katalizler. DNA polimerazdan farkli olarak RNA polimerazlar RNA sentezini baslatmak
icin primere gereksinim duymaz. Bunun yerine transkripsiyon genin baslangicinda
belirli bolgelerden de novo olarak baglar. RNA polimerazin baglanip, transkripsiyonu
baslattig1 gen ifadesinin diizenlendigi DNA boélgeleri “promotdr” olarak isimlendirilir.
RNA polimeraz ¢oklu protein polipeptid zincirlerinden olusan kompleks bir enzimdir.
Prokaryotik RNA polimeraz bes farkli alt iiniteden olugsmaktadir. Bunlar; a, B, 8, © ve
o’ dir. o alt linitesi digerlerine gore daha zayif baghdir ve diger alt {initelerden kolayca
ayrilabilir. Merkezi polimerazt a, B, B’ ve o alt initeleri olusturur. ¢ alt birimi
transkripsiyon inisiyasyonun baslama bolgesinin taninmasi igin gereklidir (Cooper and

Hausman, 2004).

Okaryotlarda transkripsiyon prokaryotlardakine benzerdir fakat daha karmasiktir.
Prokaryotlarda tiim genler tek bir RNA polimeraz ile transkribe edilirken, dkaryotik
hiicreler farkli RNA polimerazlar icerir. Ayrica prokaryotlarda RNA polimeraz direkt
olarak promotdr sekansa baglanabilirken, 6karyotik RNA polimerazlar transkripsiyonu
baslatmak i¢in baska proteinler ile etkilesime girmek durumundadir. Okaryotik hiicreler
tic farkli RNA polimeraz igermektedir. Protein kodlayan genler RNA polimeraz 1l ile
transkribe edilerek mRNA’ ya doniistiiriiliir. Ribozomal RNA (rRNA) ve transfer
RNA’lar (tRNA) ise RNA polimeraz III tarafindan transkribe edilir. RNA polimeraz I
rRNA’larin biiylik pargalari olan 28S, 18S ve 5,8S alt birimlerinin transkripsiyonundan
sorumludur. RNA polimeraz III ise tRNA ve rRNA’ larin 5S alt birimlerinin

transkripsiyonundan sorumlu olan polimerazdir.

2.3.2. Transkripsiyonda 6nemli olan bolgeler

Okaryotik canlilarda, transkripsiyonel diizenlenmeyi saglayan bazi énemli bolgeler

bulunmaktadir. Bunlar; transkripsiyon faktorleri ve DNA {izerindeki promotdr,
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enhancer (arttirict), silencer (susturucu) ve response element (cevap elementleri)'dir

(Raven and Johnson, 1996, Lodish et al., 2003).

2.3.2.a. Promotor bolgesi

Bir genin transkripsiyonunu baglatmak i¢in RNA polimeraz enziminin baglandigi DNA
dizisine promotdr denir. Okaryotik canlilarda RNA polimeraz II tarafindan
transkripsiyonu yapilan genlerin iki onemli promotor elemanlar1 vardir. Bunlardan
birincisi, temel transkripsiyon faktorlerinin 6zel baglanma bolgeleri olarak tanimlanan
ve prokaryotlardaki -10 bolgesindeki Pribnow TATA kutusuna homolog islevi olan, -35
ile -20 baz 5’ bolgede yer alan TATAAA dizisi, ve digeri ise initiator (baslatici=Inr)
olarak tamimlanan Inr dizisidir (Luleyap, 2008). Prokaryotik canlilarda promotoriin
yapisina katilan DNA dizileriyle ilgili olarak yapilan ¢alismalarda iki promotor dizisinin
bircok gende ortak oldugu bulunmustur. Bu ortak diziler baslangi¢ pozisyonu olan +1
referans noktasina gore -10 baz cifti yukarida yer aldigi i¢in -10 veya TATAAT
(Pribnow kutusu) dizisi olarak tanimlanirken, digeri -35 baz cifti yukarida yer alan
TTGACA promotor dizisidir. Promotor bolgesi ile RNA Polimeraz enzimi arasindaki
etkilesimi inceleyen aragtirmacilar, iki Onemli nokta saptamislardir. Bunlar; a)
Konsensiis dizisi az uyumlu olan promotérlere sahip genlerin transkripsiyonu daha
yetersizdir. b) Bu promotdr bolgelerinde meydana gelebilecek mutasyonlar promotor

fonksiyonunu degistirir (Lodish et al., 2003).

Diger cis-etkili kontrol dizileri, bireysel genlerin ekspresyonunu kontrol eden cok
sayidaki kontrol faktorlerinin baglanma bolgeleri olarak gorev yaparlar. Bu diziler her
zaman olmasa da ¢ogunlukla TATA kutusundan 6nce (upstream) lokalize olmuslardir.
Bu dizilerin her ikisi de TATA kutusundan -100, -120 baz cifti (b¢) daha onceki bir
bolgede bulunmaktadir. CCAAT ve GC kutusu olarak da adlandirilan GGGCGG
dizilerinden olusan bu bolgelerin tiim Skaryotik genlerin promotor yapisinda bulundugu

netlik kazanmamustir (Alberts et al., 1994, Lodish et al., 2003).
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2. KAYNAK OZETLERI

Kanser, doku veya organlardaki hiicrelerin diizensiz ve kontrolsiiz bdliinerek
¢ogalmasiyla olusan malign tiimorlerin tanimlanmasinda kullanilan bir terimdir (2016).
Kanser gelisimi karsinogenez olarak adlandirilan bir silire¢ sonunda ortaya cikar.
Karsinogenez, hiicrelerdeki malign transformasyon siirecinde olusan molekiiler,
genotipik ve fenotipik degisiklikleri ac¢iklayan bir siirectir. Karsinogenezde etkili olan
pek ¢ok faktor vardir. Yas, cografi faktorler, ¢evresel etmenler (fiziksel, biyolojik,
kimyasal), inflamasyonlar ( Helichobacter pylori, Hepatit viriisleri, HIV), prekanserz
hastaliklar ve genetik faktorler karsinogenezde onemli rol almaktadir (Kumar et al.,
2014, Bayrak, 2010).

Apoptozis; morfogenez, doku homeostasizi, yaslanma ve istenmeyen zararl hiicrelerin
cikarilmasini igeren cesitli biyolojik olaylarda rol oynayan ve spesifik reseptor
molekiilleri-CD95, tiimér nekroz faktdr, biiylime faktorleri, ultraviole 1sinlar,
irradyasyon, 1s1 soku, sitotoksik ilaglar, oksidatif stres ve bakteriler gibi ¢esitli fizyolojik
ve patofizyolojik indiikleyiciler ile indiiklenebilen programli hiicre 6liimiidiir (Lodish et
al., 2003).

Apoptotik metabolik yolda meydana gelen bozukluk, kanser, otoimmiin ve
norodejeneratif rahatsizliklar1 igeren c¢esitli patolojik durumlar ile sonuglanir
(Thompson, 1995, Hanahan and Weinberg, 2000, Bidere et al., 2006). Bax, p53 adli
timor baskilayic1 proteinin  kofaktorii olma islevine sahip, insanda bulunan bir
proteindir. Bax; Bcl-2 associated x protein anlaminda kullanilmaktadir (Zhu et al.,
1996).

Proapoptotik bir proteindir. Bcl-2 ile % 43 yapist aynidir ve Bel-2 ile homodimerler ve
heterodimerler olusturabilir. Bax predominant oldugunda apoptozis artmaktadir (Oltvai
etal., 1993).

Bax geni, Bcl-2 gen ailesinin bir tiyesidir. Bax, p53 araciligiyla indiiklenir ve bulundugu

hiicrenin apoptoza gidisini hizlandirir (Zhu et al., 1996). Normalde sitozolde lokalizedir;
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apoptozis sirasinda mitokondri membranma yerlesir (Gross, 1998). Iyon kanallarini
acarak sitokrom-c salimmina neden olur ve apoptozisi saglar (Jurgensmeier et al.,
1998). Bax fonksiyon kaybinin bazi l6semi ve kolon kanserlerinde rol oynadigi
gosterilmistir (Meijerink et al., 1998). Servikste Bax sentezini inceleyen ¢ok az ¢alisma
olmasina karsin bu ¢alismalarin ¢cogunda normal ve neoplastik dokuda Bax sentezinin
farkli olmadig1 gosterilmistir (Giarnieri et al., 2000).

Bcl-2 (B-cell lymphoma gene-2) protein ailesi iiyeleri hiicre oliimiiniin en Onemli
regiilatorleridirler. Bu ailede hem apoptotik hem antiapoptotik iliyeler bulunmaktadir.
Bcl-2 proteini antiapoptotik proteinlerdendir ve mitokondrinin dis membrani, niikleus
membrani ve endoplazmik retikulum membraninda lokalizedir (Goping et al., 2003).
Yapilan bir c¢alismada gastrik kanserde Bax geninin promotor bolgesinde G/A
polimorfizmi incelenmistir. Hastalardan alinan kan Orneklerinin analizi sonucu bu
niikleotitlerde polimorfizm oldugu belirlenmis ve bu polimorfizmin hiicrelerde
ekspresyonu etkileyebilecek olan Spl motiflerini kaldirdig1r goriilmistir (Mirmajidi et
al., 2016).

Gegmiste yapilan bir ¢aligmada transkripsiyonel regiilasyonda dogal tip ve mutant p53

proteinlerinin fonksiyonel alanlar1 belirlenmistir (Unger et al., 1993).

Oncelikle Miyashita et al. yaptiklar1 calismalarda Bax gen promotorii iizerindeki TATA
baglanma bolgesini ve muhtemel p53 baglanma bolgelerini belirlemislerdir (Miyashita
and Reed, 1995).

Bu c¢alisma ile proapoptotik bir gen olan Bax geninin promotdr bolgesi iizerinde
bulunan ve genin transkripsiyonu i¢in 6nemli transkripsiyon faktorlerini barindiran belli
basli bolgeler pGEM-T Easy vektoriine klonladi.Bu sekilde promotor iizerinde
belirlenen dort tane bdlgenin gen konstraktlart olusturuldu.Biyoinformatik

programlariyla genin promotor bolgesi fonksiyonel olarak analiz edildi.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Kimyasal maddeler

Calismada kullanilan kimyasallarin tamami molekiiler biyoloji i¢in uygun safliktadir.
Klonlamada kullanilan vektor sistemleri ve enzimler ise Promega, Sigma, Thermo

Scientific firmalarindan temin edildi.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan kimyasallar

Kimyasallar Uretici
LB Agar Sigma
LB Broth Sigma
Ampicillin Sigma
Gliserol Sigma
DMSO Sigma
Agaroz Sigma
X-gal Sigma
IPTG Sigma
D(+) glukoz Sigma
Tris Base Sigma
Glasiyal Asetik Asit Sigma
EDTA Sigma
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3.1.2. Cahiymada kullamilan laboratuvar gerecleri

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan laboratuvar gerecleri

Kullamlan Gere¢ Modeli

-86 °C Derin Dondurucu Sanyo Ultra Low

Buz Makinasi Scotsman  AF-20  (Authomatic ice
machines)

Buzdolabi Argelik

Calkalamali1 Inkiibator Ika ks 40001 calkalayicili inkiibator

Otoklav Hirayama

PH Metre Schott pH-Meter CG840

Saf su cihazi Barnstead Easy Pure UV/UF

Sogutmali santrifiij Hermle Z 323 K(Germany)

Sicak su banyosu Memmert WNB14

Spektrofotometre Shimadzu UV-3600 Plus

Vorteks Fisons whirli-mixer

Agaroz jel elektroforez Tanki BIO RAD

Jel goriintiileme sistemi Bio-Rad

PCR ProFlex™ 3x32-Well PCR

Mikro santrifiyj Hettich

Steril Kabin WCS Class Il Type Biosafety Cabinet

NanoDrop Epoch

Hassas terazi Gecavery (UK)

Otomatik pipet Eppendorf

Magnetik karistirict Chilten Hotplate Magmetic Stirrer HSBI



https://www.google.com.tr/url?sa=t&amp;rct=j&amp;q&amp;esrc=s&amp;source=web&amp;cd=1&amp;ved=0ahUKEwiDg9WBtbHUAhVHLVAKHTB8C6EQFggnMAA&amp;url=http%3A%2F%2Fwww.kocintok.com.tr%2Fmikro-santrifuj-hettich-mikro-120-d-12120.html&amp;usg=AFQjCNF_CpIi7WVOFiZ9AuTvTSaKU4LtFA
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3.1.3 Stok soliisyonlar

Cizelge 3.3. Agaroz jel elektroforezi soliisyonlar1

Soliisyon Icerigi

50X TAE 2 M Tris : 242 gram
1 M Asetat : 57,1 mL
100 mM EDTA : 0,5 M EDTA (pH: 8)

3.1.4 Cahismada kullamilan vektorler

Klonlama amagli kullanilan pGEM-T Easy vektorii Promega’dan satin alindi.

Apall
LacZ gsm
pGEM-T Easy ot

. Nco |
Vektor Sacll

(3015 bp) SpeT
BstZ |
Pst
Sal |
Nde |
Sac |
BstX |
Nsi |

SP6

Sekil 3.1. pPGEM-T Easy vektoriiniin restriksiyon haritasi ve klonlama bolgesi
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3.2 Metotlar

3.2.1 Cahismada kullamilan ortamin ve malzemenin temizligi ve sterilizasyonu

Istya dayanikli biitiin cam malzemeler, pipet uglari, ependorflar, santrifijj tiipleri, bakteri

kaltiir ortamlart 121 °C' de 15 dakika otoklavda steril edildi.

3.2.2 DNA izolasyonu ve klonlama

3.2.2.a. insan genomik DNA’simin temin edilmesi

Insan genomik DNA’s1 hazir olarak iiretici firmadan satin alinmustir.

3.2.2.b Polimeraz zincir reaksiyonlari (PCR)

PCR reaksiyonlar1 15 pL hacimde yapildi. Kalip olarak farkli konsantrasyonlarda elde
edilen genomik DNA oOrnekleri 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 iinite Taqg DNA polimeraz (sigma),
25 mM MgClI; (sigma) kullanildi. PCR programi ve dongii sayisi primerlere ve kalip
DNA kaynagina bagli olarak degisiklik gostermistir. PCR sonuglar1 agaroz jelde

gorlintiillenmis ve istenilen bantlar jelden geri kazanilmistir.

3.2.2.c. Primer tasarim

Primer tasarimi i¢in  www.restrictionmapper.org, www.ncbi.nlm.nih.gov  ve
bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3/ adreslerinden yararlanildi. Tasarlanan primerlerin
sa¢ tokast yapist olusturmamasina, Tm sicakliklarinin birbirine yakin olmasina ve
niikleotitlerin dagilimmnin miimkiin oldugunca esit olmasina dikkat edildi. Ayrica

tasarlanan primerler veri tabanlarinda (GenBank + EMBL + DDBJ + PDB sequences)


http://www.restrictionmapper.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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bulunan DNA sekanslar1 ile blast yapilarak farkli genlerle en az homoloji gosteren

primerler secilmeye ¢aligildi.

3.2.2.d. DNA agaroz jel elektroforezi

DNA elektroforezi igin yatay jeller kullanildi ve 60 volt elektrik akiminda yaklasik 1
saat Ornekler yiiriitiildi. Elektroforez tamponu olarak 1X TAE tercih edildi. Calismada
genellikle %1 konsantrasyonda agaroz jeller kullanildi. Elektroforezde ayrilan DNA
parcalarinin bilylikliigiiniin belirlenmesi i¢in 100 b¢ DNA  ladder kullanild:.

Elektroforez sonuclar jel goriintiilleme sisteminde goriintiilenerek fotograflart ¢ekildi.

3.2.2.e. Agaroz jelden DNA purifikasyonu

Istenilen DNA bantlar1 UV transilluminator iizerinde agaroz jelden kesilerek alindi 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

temizliginin kontrolu i¢in 260 ve 280 nm dalga boyundaki absorbanslar1 alindi.

3.2.2.f. PCRiiriinlerinin A:T klonlanmasi

Elde edilen PCR iiriinleri pGEM-T Easy vektoriine (Promega) protokolde belirtildigi
sekliyle A:T klonlamasi yapildi. Buna gore 10 pL toplam hacim olacak sekilde, 1 pL
PGEM-T vektor, 3 pL insert DNA ( PCR iiriinii)), 5 pL 10 x T4 ligaz tamponu
(Promega) ve 1 pL T4 DNA ligaz (Promega) +4 °C’de bir gece veya oda sicaklifinda 3
saat inkiibe edildi. Ligasyon sonuglar1 E.coli JIM109 competent hiicrelerine transforme
edildi. Transformantlarin se¢imi mavi-beyaz koloni yontemine gore yapildi. Bunun igin

40 pL ampicillin, 100 uL X-Gal ve 40 uL IPTG igeren LB agar besiyerleri hazirlandi.
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3.2.2.g. Plazmit DNA izolasyonu (Miniprep)

Plazmit DNA izolasyonu i¢in Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification Systems
kullanildi. Oncelikle 10 mL steril LB broth besiyerine 10 pL ampisilin eklendi.
Besiyerine tek koloni ekim yapild1 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 6l¢limii 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
calkalamali etiivde bir gece inkiibe edildi. Daha sonra bir gecelik kiiltiirden 100 mL LB
icine 100 pL inokiile edilerek, ODsoo 0,5 ile 0,6 arasina gelinceye kadar ¢alkalamali

etiivde 37°C’de inkiibe edildi. 4444 rpm’de 7-10 dakika santrifiij ile hiicreler
coktiiriildi. 2500 pL 100 mM soguk kalsiyum klortir ile pellet yeniden ¢6ziildii ve buz

tizerinde yarim saat bekletildi. Daha sonra tekrar ¢oktiiriilerek siipernatant uzaklastirildi.

Pellet 500 pL soguk kalsiyum kloriir ile ¢dziilerek buz igerisinde +4 °C’de saklandh.

3.2.2.1. Transformasyon

Transformasyon i¢in, 100 pL kompetent hiicreye 10 pL ligasyon liriinii ilave edilerek

buz iizerinde 20 dakika bekletildi. Siire sonunda 42°C’de 30 saniye 1s1 soku uygulandi.
Hemen ardindan buz tizerinde 3-5 dakika bekletildi. Daha sonra 900 uL. LB ilave edildi
ve 37°C’de galkalamali etiivde bir buguk saat inkiibe edildi. Siire sonunda kiiltiir 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.
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3.2.2.j. Calismada kullanilan bakteri izolati

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

3.2.2.k. Bakteriyel kiiltiir ortam

E.coli igin gerekli kiiltiir ortam1 olarak LB - Broth ve LB-Agar kullanildi. Toz halinde

satin alinan besi yerleri ddH2O ile hazirlanarak otoklavda steril edildi.

3.2.2.1. Antibiyotikler

Amfisilin 50 mg/mL stok soliisyon seklinde hazirland1 ve -20 °C’de saklandh.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Insan Bax geninin regiilasyonunun aydinlatilmas1 amaciyla ilk olarak biyoinformatik
calismalar ile Ensemble programi kullanilarak Bax geninin promotor bolgesi belirlendi.
Daha sonra Genomatix veri tabani kullanilarak promotordaki muhtemel transkripsiyon
faktorii baglanma bdlgeleri belirlendi. Daha sonra sirasiyla genin promotorunun

cogaltilmasi ve klonlanmasi ¢alismalar1 gerceklestirildi.

1
by

\ p13.3 313.2 p13.11 i12 m—— 12 q13.11 g13.12 13.2 13.32 q13.83 q13.42 .43

|
i

Sekil 4.1. Bax geninin kromozom lizerindeki yerlesimi

Cizelge 4.1. Bax geninin traskript varyantlari ile ilgili fenotip, hastalik ve 6zellikler.

Fenotip,hastalik ve 6zellik Varyantlarin sayisi

Bir fenotip agiklamasi olan tiim varyantlar | 5

T hiicreli lenfoblastik [6komia hiicre hatti 1

Kolorektal kanser 2
Kolon kanseri 2
Lokomia, T hiicreli lenfoblastik ,somatik 2

T hiicreli akut lenfoblastik 16komia 2
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Cizelge 4.2. Bax geninin transkript varyantlari

Isim Transkript ID Bp Protein
BAX-001 ENST00000293288.12 1358 218 aa
BAX-006 ENST00000345358.11 793 192 aa
BAX-003 ENST00000415969.6 540 179 aa
BAX-202 ENST00000539787.2 458 140 aa
BAX-005 ENST00000354470.7 433 143 aa
BAX-201 ENST00000391871.4 687
175 aa
BAX-004 ENST00000506183.5 383
126 aa
BAX-002 ENST00000356483.8 677
164 aa
BAX-007 ENST00000515540.5 300
41aa
BAX-009 ENST00000502487.5 1346 Protein
kodlamamaktadir.
BAX-010 ENST00000513217.1 869 Protein
kodlamamaktadir.
BAX-008 ENST00000513545.5 775 Protein
kodlamamaktadir.
BAX-012 ENST00000503726.2 488 Protein
kodlamamaktadir.

MDGSGEQPRGGGPTSSEQIMKTGALLLQGFIQDRAGRMGGEAPELALDPVPQ
DASTKKLSECLKRIGDELDSNMELQRMIAAVDTDSPREVFFRVAADMFSDGNF
NWGRVVALFYFASKLVLKALCTKVPELIRTIMGWTLDFLRERLLGWIQDQGG
WVRLLKPPHPHHRALTTAPAPPSLPPATPLGPWAFWSRSQWCPLPIFRSSDVVY
NAFSLRV

Sekil 4.2. Bax geninin alternatif ekson yapisi.
Siyah: Alternatif ekson, Mavi: Alternatif ekson, Kirmizi: Cakisan aminoasitler.



http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core%3Bg%3DENSG00000087088%3Br%3D19%3A48954815-48961798%3Bt%3DENST00000293288
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/ProteinSummary?db=core%3Bg%3DENSG00000087088%3Br%3D19%3A48954815-48961798%3Bt%3DENST00000293288
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core%3Bg%3DENSG00000087088%3Br%3D19%3A48954815-48961798%3Bt%3DENST00000345358
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/ProteinSummary?db=core%3Bg%3DENSG00000087088%3Br%3D19%3A48954815-48961798%3Bt%3DENST00000345358
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core%3Bg%3DENSG00000087088%3Br%3D19%3A48954815-48961798%3Bt%3DENST00000415969
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/ProteinSummary?db=core%3Bg%3DENSG00000087088%3Br%3D19%3A48954815-48961798%3Bt%3DENST00000415969
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core%3Bg%3DENSG00000087088%3Br%3D19%3A48954815-48961798%3Bt%3DENST00000539787
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/ProteinSummary?db=core%3Bg%3DENSG00000087088%3Br%3D19%3A48954815-48961798%3Bt%3DENST00000539787
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core%3Bg%3DENSG00000087088%3Br%3D19%3A48954815-48961798%3Bt%3DENST00000354470
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/ProteinSummary?db=core%3Bg%3DENSG00000087088%3Br%3D19%3A48954815-48961798%3Bt%3DENST00000354470
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core%3Bg%3DENSG00000087088%3Br%3D19%3A48954815-48961798%3Bt%3DENST00000391871
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/ProteinSummary?db=core%3Bg%3DENSG00000087088%3Br%3D19%3A48954815-48961798%3Bt%3DENST00000391871
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core%3Bg%3DENSG00000087088%3Br%3D19%3A48954815-48961798%3Bt%3DENST00000506183
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/ProteinSummary?db=core%3Bg%3DENSG00000087088%3Br%3D19%3A48954815-48961798%3Bt%3DENST00000506183
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core%3Bg%3DENSG00000087088%3Br%3D19%3A48954815-48961798%3Bt%3DENST00000356483
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/ProteinSummary?db=core%3Bg%3DENSG00000087088%3Br%3D19%3A48954815-48961798%3Bt%3DENST00000356483
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core%3Bg%3DENSG00000087088%3Br%3D19%3A48954815-48961798%3Bt%3DENST00000515540
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/ProteinSummary?db=core%3Bg%3DENSG00000087088%3Br%3D19%3A48954815-48961798%3Bt%3DENST00000515540
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core%3Bg%3DENSG00000087088%3Br%3D19%3A48954815-48961798%3Bt%3DENST00000502487
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core%3Bg%3DENSG00000087088%3Br%3D19%3A48954815-48961798%3Bt%3DENST00000513217
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core%3Bg%3DENSG00000087088%3Br%3D19%3A48954815-48961798%3Bt%3DENST00000513545
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core%3Bg%3DENSG00000087088%3Br%3D19%3A48954815-48961798%3Bt%3DENST00000503726
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Cizelge 4.3. Bax geni 001 transkriptinin ekzon ve intron yapisi

No

Ekzon/ intron

(5" upstream
dizisi)
ENSE00003477
122

Intron 1-2

ENSE00000853
382

Intron 2-3

ENSE00003478
529

Intron 3-4

ENSEO00003731
885

Intron 4-5

ENSE00002027
056

Baslangic

48,954,929
48,954,963

48,955,548

48,955,600

48,955,687

48,955,834

48,956,198

48,956,334

48,960,810

Bitis

48,954,962
48,955,547

48,955,599

48,955,686

48,955,833

48,956,197

48,956,333

48,960,809

48,961,798

Baslan = Bitis Uzunl

gi¢ Asamasi uk

asama

s1

0 1 34
585

1 2 52
87

2 2 147
364

2 0 136
4,476

0 0 989

Dizi

...... tgcggeegeecgegeggacceggegaga
ggcggeggegggageggegaty
ATGGACGGGTCCGGGGAGCA
GCCCAGAGGCGG
gtgaggegggaggcagacggycygg..........
cctetteccttectttctectctag
GGCCCACCAGCTCTGAGCAGA
TCATGAAGACAGGGGCCCTTT
TGCTTCAGGG
gtgagtttgaggtctgattattgtg.......... caccce
tcactccatccecactctag
TTTCATCCAGGATCGAGCAGG
GCGAATGGGGGGGGAGGCAC
CCGAGCTGGCCCTGGACCCGG
TGCCTCAGGATGCGTCCACCA
AGAAGCTGAGCGAGTGTCTCA
AGCGCATCGGGGACGAACTG
GACAGTAACATGGAGCTGCA
GAG
gtgtgggeecctgaggacccagaag.......... g
cactggttctcctctctectgcag
GATGATTGCCGCCGTGGACAC
AGACTCCCCCCGAGAGGTCTT
TTTCCGAGTGGCAGCTGACAT
GTTTTCTGACGGCAACTTCAA
CTGGGGCCGGGTTGTCGCCCT
TTTCTACTTTGCCAGCAAACT
GGTGCTCAAG
gtgggcagcetgcagggeagtgagec.......... ct
aacgcccactccactceccacag
GCCCTGTGCACCAAGGTGCCG
GAACTGATCAGAACCATCATG
GGCTGGACATTGGACTTCCTC
CGGGAGCGGCTGTTGGGCTGG
ATCCAAGACCAGGGTGGTTGG
GTGAGACTCCTCAAGCCTCCT
CACCCCCACCACCcGCeGececTC
ACCACCGCCCCTGCCCCACCG
TCCCTGCCCCCCGCCACTCCT
CTGGGACCCTGGGCCTTCTGG
AGCAGGTCACAGTGGTGCCCT
CTCCCCATCTTCAGATCATCA
GATGTGGTCTATAATGCGTTT
TCCTTACGTGTCTGATCAATC
CCCGATTCATCTACCCTGCTG
ACCTCCCAGTGACCCCTGACC
TCACTGTGACCTTGACTTGAT
TAGTGCCTTCTGCCCTCCCTG
GAGCCTCCACTGCCTCTGGAA
TTGCTCAAGTTCATTGATGAC
CCTCTGACCCTAGCTCTTTCCT
TTTTTTTTTTTTCCCCACTGAG
AAGGGGTCTCGCTATGTTGCC
CAGGTTGGTCTCGAACTCCTG
GCCTCAAGCGATCCTCCCGCC
TCAGCCTCTCAAAGTGCTGGG
ATTACAGGTGTGAGCCACCAT
GCCTGGCCTGAGTCCAGCTCT
TTAATGCCCGTTCATCTCAGT
CCCCTGCCCGCAATCCTGCCT
TCTGGCCTCCTCCGTCCCTGAT
CCCGCCTCTGCCTGCCCAGGG
GCTGCCCCTGGCCGAGTCACT



3" downstream
sequence
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cttcggceatctgagtcactgggectetgeceegct

cceeggceacgtcagg

Cizelge 4.4. Bax geninin 2000 bp ‘lik promotdr pargasinin dizisi ve dizi iizerindeki
fonksiyonel bolgeler

>5"

GAGAAGCATT

AGTTGGAGTT

CAACCTCTGC

CAGGTGCCTG

TGTTGGCCAG

AAGTGCTGGG

GGAAGTCCAA

TTCCCCATGC

AACCCTTTAT

CTGTCTAAAG

ATGAATTGTA

ACTTTGGGAG

AACATAGTGA

CCTGCAATTC

GGTTGCAGTA

CGTCTCAAAA

TAAACACCAT

CCCccCTCCCCT

Flanking sequence chromosome:GRCh38:19:48952929:48954928:1

ACACATCCTG

TCCCTCTTGT

CTCCAGATTC

CCACCACACC

GCTGGTCTCA

ATTACAGAAG

GAGATCTTCC

TTCCCAGCGG

CATCTGATCC

TGACATGTCA

AATATGTGTA

GCCGAGGCAG

AACCCCATCT

CAGCTACTTG

AGCCGAGATC

TAATAATAAT

TCAGATAAAA

CCATACCCTG

GGTGCTATGC

TACTGAGGCT

AAACGATTCC

TGGCTAATTT

AACTCCTGAC

TGAGCCACTG

TGACACCCTA

CCTTCTGGAC

TAGCTCATTT

TAATATTCAT

TACCCGGCCG

GTGGATCACT

TTACTAAAAA

GGAGGCTGAG

GTGCCATTGC

AATAATAATA

ATATGGCATA

CTGATCTATC

GAGCTTTTTT

GGAGTGCAAG

CCTGCCTCAG

AGAATTTTTA

CTCAGGTGAT

AGCCCAACCA

GTCTGACTCT

ATAGATCAAG

TTCTGAGTTT

AAAGCACACA

GGCACAGTGG

TGAGGTCAGG

TACAAAATTA

GCAGGAGAAT

ACTCCATCCT

ATAATAATAA

TTTGGGGCAC

AGCACAGATT

TTTTTTTTTT

GTCACGATCT

CTCCCGAGTA

GTAGGGATAG

CTACCCATCT

GGAGCTTTTT

GCCCTTTGCC

TCCCTTCTCT

TCCTTAGTTG

AGTCTTATGT

CTCACGCCTG

AGCTTGAGAC

GCTGGGCGTG

TGCTTGAACC

GGGCAACAAG

TAATAATGTG

CCGGGGAGTG

AGTTTCTGCC

TTTTTTTTTG

CAGCTCACTG

GCTGGGACTA

GGTTTCACCG

CGGCCTCCCA

CGAGAAAGAA

TGCTCAAAAT

GACAGGCCCA

CTATTATTTT

GTACAGCTCA

TAATCCCAGC

CAGCCTGACC

GTGTCGCATG

CGGAGGCAGA

AGCAAAACTC

TATACCCATG

TCTCTTGTGG

ACTTTTTAAA

-2000

-1940

-1880

-1820

-1760

-1700

-1640

-1580

-1520

-1460

-1400

-1340

-1280

-1220

-1160

-1100

-1040

-980
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CTTCATATTC CTTTTCTTTT TACACAAACA CAAACATTCG AGTCATGACT GGGTGGGGTG -920
GCTCAAGCCT GTAATCTCAG CACTTTGGGA GGCCAAGGTG CGAGGATCGC TTGAGTCTGG -860
GAGTTCAGAG ACCAGCCTGG GCAACATAGA GAGACCTCAT CTCCACATAA AAAGTTTTAA -800
AAATTAACCA GGGGCGGTGT AGTCCCAGCT ACTCAGGAGG CTGAGGTGGG AGGCTTCAGC -740
CCGGGAATTC CAGACTGCAG TGAGCCATGA TTGGGCCACT GCACTCCAGC CTGGGCAACA -680
SRY IRF/IRF1_Q6
STAT1/4/5A
CAGTGAGACC CTGTCTCAAA AAAAAAAAAA AAAAAAACAG GAAAAAACAA ACAAACAGAA -620
MYCMAX B/ CRX_Q4/CDXA 02
P53DECAMER Q2 GFI1 Q6/PITX2 Q2
IK2_01/CAP 01
AAGCAGGCCT GGCGCGGTAG CTCATGCCTG TAATCCCAGC GCTTTGGAAG GCTGAGACGG -560
GGTTATCTCT TGGGCTCACA AGTTAGAGAC AAGCCTGGGC GTGGGCTATA TTGCTAGATC -500
SRY/IRF/IRF1
CAGGTCTCTG CAAAAAACAA AACCACTCAG TTTTTAGTCA TCTATAACGT CCTGCCTGGA -440
\ 4
AGCATGCTAT TTTGGGCCTC TGAGCTTTTG CACTTGCTAA TTCCTTCTGC GCTGGGGAGA -380
GCTCAAACCC TGCCCGAAAC TTCTAAAAAT GGTGCCTGGA TAAATGAAGG CATTAGAGCT -320
GCGATTGGAC GGACGGCTGT TGGACGGCGC CACTGCTGGC ACTTATCGGG AGATGCTCAT -260
TGGACAGTCA CGTGACGGGA CCAAACCTCC CGAGGGAGCG AGGCAGGTGC GGTCACGTGA -200
CCCGGCGGCG CTGCGGGGCA GCGGCCATTT TGCGGGGCGG CCACGTGAAG GACGCACGTT -140
CAGCGGGGCT CTCACGTGAC CCGGGCGCGC TGCGGCCGCC CGCGCGGACC CGGCGAGAGG -80
+1
CGGCGGCGGG AGCGGCGGTG ATG -1

Muhtemel P53 baglanma bolgesi
Muhtemel P53 baglanma bdlgeleri
Ortak baz

TATA kutusu
Trankripsiyon baglama sitesi
Start Kodonu

Y Transkripsiyon faktorleri ve altlarindaki
diziler baglanma motiflerini
gostermektedir

< 0o |0 |0 0

1
=]
=

CONSERVED

STATSA

MYCMAX B

P53 _DECAMER_Q2
CEX Q4

b
5
— — ——

]
=
Lol
(=3

e e

100%
M intergene

seql
mcd ng ST
UTR

P

18kb

repeat

T 1 50%
[t} 500 10kb 20kb

Sekil 4.3. Insan Bax geninin 2000 bp’lik promotdr bolgesi ile fare Bax geninin 2000 bp’lik promotdrii
arasindaki homoloji



Cizelge 4.5. Bax gen promotorii tizerindeki muhtemel trankripsiyon faktorii baglanma bolgeleri
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Matri | Detayh Aile | Matrix Detayh Baslan | Bit | Zinc | Dizi
ks Bilgisi Matriks gic is ir
Ailesi Bilgisi
NFKB | Niiklear NFKAPPAB gttggagtTTCCctc
faktoor 65.01 g’;;;appaB 62 | 76 | (+)
kappa B/c-rel
NKX | NKX NKX21.01 NK2 aggcTGGAgtgcaaggt
H homeodomai homeobox 1 ca
n faktor (Troid 86 104 | (+)
transkripsiyon
faktor 1)
SF1F | Omurgal SF1
steroidojenik | SF1.01 steroidojenik 93 107 | (+) | agtgCAAGgtcacga
faktor faktor 1
MYO Myoblast Transkripsiyo
D belirleyici TCFE2A.01 | n faktor E2a 175 191 | (+) | ggactacaGGTGectge
faktorler (E12/EA47)
CAMP-
duyarli c-Jun/ATF2
CREB | eleman CIUN_ALES heterodimerle 261 281 | () aactecT GACcteaggly
- .01 atc
baglama r
proteinleri
TG .
Motiflerini HomeoggigpY
Tamya® n faktorlerinin
TALE TALE TGIF.01 TALE smifina 548 564 | (+) | aagtgacatGTCAtaat
. ait TG iligkili
Homeodomai R
ni faktor
TCF11 TCF11/LCR-
TCFF | transkripsiyo | TCF11.01 F1/Nrfl 557 563 | (+) GTCAtaa
n faktor homodimerler
SIX3/
SIXdomain
Sintis okiiler (SD) ve
SIX3 | homeobox | SIX3.03 Homeodomai | 644 | 664 | (+) | 2c9cctgTAATcecage
homologu 3 n (HD) actt
transkripsiyon
faktor
Smif B Lmo2'nin
bHLH Kompleksi,
HAN | transkripsiyo | TAL1_E2A. | Tal-1, E2A 671 691 gccgaggCAGGtggate
; . (+)
D n 01 proteinlerine actt
faktorlerinin ve GATA-1'e
alt ailesi baghdir
C2H2 Cinko SCAN
Parmak ZKSCAN3.0 | domains 3 ve tgaaaCCCCatctttacta
ZF02 | ranskripsiy | 1 KRAB ile 728 1750 () | saaa
on faktdr 2 ¢inko parmak
SIX3/SIX
Siniis okiiler domain (SD)
SIX3 | homeobox | SIX3.03 and 004 |24 | (v | CORERTAATaAG
homologu 3 Homeodomai ala

n (HD)
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transkripsiyon
faktor

Ozellikle
timositlerde
eksprese
Ozel AT edilen AT-
Zenain zengin dizi-
engin baglayici
SATB | dizileri SATB1.01 rotein 1 912 926 | (+) aatAAT Aataataat
baglayan ﬁ]atris
protein baglanma
bolgelerine
(MAR'ler)
baglanir.
Ozellikle
timositlerde
eksprese
Ozel AT edilen AT-
zengin zengin dizi-
SATB | dizileri baglayict
izileri SATB1.01 rotein 1 918 932 | (+) aatAAT Aataataat
baglayan Enatris
protein baglanma
bdlgelerine
(MAR'ler)
baglanir.
Ozellikle
timositlerde
eksprese
. edilen AT-
S zengin dizi-
engin baglayici
SATB | dizileri SATB1.01 orotein 1 930 944 | (+) aatAAT Aataataat
baglayan matris
protein baglanma
bdlgelerine
(MAR'ler)
baglanir.
Ozellikle
timositlerde
eksprese
Ozel AT edilen AT-
Zenain zengin dizi-
engin baglayici
SATB | dizileri SATB1.01 protein 1 933 947 | (#) aatAAT Aataataat
baglayan matris
protein baglanma
bolgelerine
(MAR'ler)
baglanir.
Catal
FKH | ybnetici Foxp1.o1 | Forkheadbox | o501 g0 | (1) | cocatgtAAACaccatt
D domain P1
proteinleri
GAT GAV‘TA GATA.01 G'AV‘TA 970 982 | (+) | ttcaGATAaaaat
A baglanma baglanma
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faktorleri faktor
Cinko
transkripsiyo ZTRE_ o 101
ZTRE | nel ZTRE.O04 motifinin 3 1002 8 (+) cggGGAGtgtctcttgt
diizenleyici bolgesi
element
C2H2 ¢inko A,
pokemonu
zro2 | PAMEK oprR703  |icerencinko | 1016 | 193 | (4) | '9t99CCCCteceeteeat
transkripsiyo 8 accc
faktor 2 parmak ve
n BTB domaini
Cinko
transkripsiyo ZTR_E_ . 103
ZTRE | nel ZTRE.O03 motifinin 5 1022 8 (+) ccCTCCcctccataccc
diizenleyici bolgesi
element
caT | GATA CATA 106
A aglanma GATAL.02 baglanma 1053 5 (+) cacaGAT Tagttt
faktorleri faktor 1
C2H2 Cinko csicc):n?e[\ilnleri 3 agccaCCCCacccagtc
ZF02 parmak_ ' ZKSCAN3.0 ve KRAB 1121 114 ) atgact /
transkripsiyo | 1 3 agtcatgactgggtGGG
n faktor 2 Pllundulgy Gtggct
¢inko parmak
Primer
MYT1 norogeneze
MYT | C2HC¢inko | 4y gp | Katlan MyTL |05, | 12611 0y | oo AAGTHHIARR
1 parmak ¢inko parmak 1
protein transkripsiyon
faktort
Hepatik Hepatik
HNF1 | Niikleer HNFLOL | niklear faktor | 1253 156 “) %ﬁ;{fﬁ:ﬁgﬁﬁgg
Faktor | 1 g
RNA Transkripsiyo
- faktor I1 B
polimeraz 11 n L 45| ccgCGCC /
TF2B transkripsiyo BRE.O1 STFIIB) yi 1451 7 ) GGCGegg
n faktor 11 B aniyan
element
E2F-myc
RS E2F
E2FF aktl\-/.atO{/h}lC E2F1.01 transkripsiyon 1981 199 +) cg9cGGCGygagegge
re dongiisii faktor 1 7 g
regiilatorii
Aril
Hypoxia'y1 hidrokarbon
indiikleyebile reseptorii 194 ccgggtcaCGTGagage
HIFF | n faktor, ARNTL.01 | niikleer 1928 4 ©)] /
bHLH/PAS translokator gctctCACGtgacecgg
protein ailesi benzeri
homodimer
Decl, Stral3,
Boliinmiis DEC1.01 Sharp2 veya
kompleks BHLHE_4_0 194
HESF | enhansirinin olarak bilinen 1929 3 (+) ctctCACGtgacccg
omurgali temel heliks-
homologlari. loop-heliks

protein.
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E-box
>E<Bo baglanma USF.03 Upstream | yq58 [ 1944y | getetcaCGTGaceeqy
. uyarici faktor 4
faktorleri
Dec2, Sharpl
Boliinmiis ya da
kompleks BHLHE41Bas

HESF | cnhansirmm | DEC201 | ic olarak _ 1028 | () ggg{gfgfg&gﬂiﬂg’
omurgali bilinen helix-
homologlart. loop-helix

protein

EBO E-box Upstream 194 cgggTCACgtgagagcc

X baglanma USF1.01 uyarict faktor 1927 3 ) /
faktorleri 1 ggctctcacGTGAcccg
Hypoxia'y1
indiikleyebile Hipoksia- 192 ccgetgaaCGTGegtee

HIFF | n faktor, HRE.02 cevap 1910 6 ) /
bHLH/PAS elementi ggacgCACGttcagcgg
protein ailesi
E-box MAX

>E<Bo baglanma MNT.01 baglanma 1897 121 (+) | 9C99cCACGIgaagga

.. . L c
faktorleri proteini
E-box tcctt CACGtggeegcece /

)E(Bo baglanma USF.01 t’y'[’;:lﬁaf';‘ktér 1896 131 () | ggcggecaCGTGaagg
faktorleri a
Transkripsiy
on baglama -

YY1E sitgsine YY2.01 Igﬁg‘ﬁgo 1879 190 +) cagcggCCATtttgcgy
baglanan ang 2 1 ggcggce
aktivator/repr y
esor

Esgiidimli
Lizozomal
Ifade ve
Mikroftalmin Diizenleme
in (CLEAR) 186 cgggTCACqgtgaccg /
MITF transkripsiyo CLEAR.0L unsurlari 1850 4 ) cggtcacGTGAcccg
n faktorii. TFEB
tarafindan
sintrlandirilmi
stir
Aril
Hypoxia'y1 hidrokarbon
indiikleyebile reseptori 186 ccgggtcaCGTGaccge

HIFF | n faktér, ARNTL.01 | niikleer 1849 5 ) /
bHLH/PAS translokator gcggtCACGtgacccgg
protein ailesi benzeri

homodimer
Bolinmiis .
kompleks eren e 186

HESF | enhansrmnm | BHLHB2.01 hgelix_lo op- 1850 | 7,° | (+) | cggtcACGTgacceg
omurgalt helix domain
homologlari.

E-box

)E(BO baglanma USF.03 Upstream .. 1849 186 (+) | gcggtcaCGTGacccgg
I uyarict faktor 5
faktorleri

MITF | Mikroftalmin | CLEAR.01 Esgiidiimlii 1849 | 186 | (+) gcggTCACgtgaccc
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Cizelge 4.6. Bax gen promotorii lizerinde si¢an ve fare arasinda en fazla homolojinin
gortldiigi 440-660 bp arasindaki bolgede bulunan muhtemel transkripsiyon faktori
baglanma bolgeleri

Transkripsiyon Faktorii | Transkripsiyon Baglanma
Motifi
SRY 01 AAACaaa
IRF_Q6 01 CaAACAGAAAa
IRF1 Q6 AACAGAA
STAT1 03 CagAAaag
STAT4 01 CaGAAaag
STAT5A 03 CaGAAaag
STATS5A 04 CaGAAaag
MYCMAX_B AgCTCATGcce
P53 DECAMER_Q2 GctCATGect
CRX Q4 CctgTAAtcccag
CDXA_02 CtgtAat
GFI1_Q6 TgtAATCccagcg
PITX2 Q2 TgTAATCCCag
IK2 01 GtaaTCCCagcg
CAP_01 CCAgcgct

4.2. Bax Gen Promotoriiniin Klonlanmasi

4.2.1 Primer tasarimi

Oncelikle insan Bax gen promotorunun biyoinformatik olarak restriksiyon haritalamas1
yapilarak, promotoru kesen ve kesmeyen restriksiyon enzimleri saptandi. Promotor
diziyi kesmeyen enzimlerin pGL3-basic vektoriiniin klonlama bolgesindeki enzimler ile
uyum gosterip gostermedigi kontrol edildi ve Kpnl ve HindIIl enzimlerinin hem
promotor bolgeyi kesmedigi hem de vektoriin klonlama bolgesinde oldugu goriildii.
Sonug olarak Kpnl ve HindIIl enzim kesim bolgeleri segilerek primerlerde kullanildi.
Promotor dizinin dogru yonde klonlanabilmesi i¢in, Kpnl kesim bdlgesi forward
primerde, HindIIl kesim bolgesi ise reverse primerde kullanildi. Bunun disinda

tasarlanan primerlerin sag tokasi yapisi olusturmamasina, Tm sicakliklarinin birbirine
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yakin olmasina ve niikleotitlerin dagiliminin miimkiin oldugunca esit olmasina

dikkat edildi.

Primer Uzunluk | Tm Dizi

Bax Forward-1 26 be 65 °C | Kpnl: 5-TGGTACCAACCCTTTATCATCTGATC-3'
Bax Reverse-1 22 be 60 °C | Hindlll :5-TAAGCTTAACGTGCGTCCTTCA-3'
Bax Forward-2 23 be 63 °C | Kpnl: 5-CCGGTACCTAAACACCATTCAGA-3'
Bax Forward-3 22 be 64 °C | Kpnl: 5-TGGTACCGGTTATCTCTTGGGC-3'
Bax Reverse-2 | 22 bg 64 °C | Hindlll: 5-TAAGCTTGTATGGAGGGGAGGG-3'
Vektor ait | 17 be 60 °C | 5-GTAAAACGACGGCCAGT-3'

primer Forward

(P1)

Vektor ait | 17 bg 60 °C | 5'-CAGGAAACAGCTATGAC-3'

primer Reverse

(P5)

Sekil 4.4. Dizayn edilen primerlerin uzunluklari, sicakliklar1 ve dizileri.

4.2.2 Polimeraz zincir reaksiyonlar1 (PCR)

PCR reaksiyonlar1 15 pL hacimde yapildi. Buna gére Bax gen promotoriiniin
cogaltilmast i¢in en wuygun sartlarin saptanabilmesi amaciyla PCR
bilesenlerinin miktarlart ve primerlerin sicakliklar1 belirli  oranlarda
degistirilerek PCR sartlar1 optimize edilmeye c¢alisildi. Daha sonra her bolge
i¢in tablolarda belirtilen protokol ve PCR programi kullanilarak promotor dizi
cogaltildi. PCR sonucu olusan fiiriinler agaroz jelde yiiriitiildii ve 1922 bg¢’lik
insan Bax promotoriine ait bant goriintiileme sistemi ile goriintiilenerek

fotograflar: ¢ekildi.
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4.2.3. Bax gen promotdriiniin 1922 bp’lik bélgesinin cogaltilmasi
Bax gen promotoriine ait olan ve belirlenen dort farkli bolgeyi kolay bir sekilde

cogaltabilmek amaciyla kalip olarak kullanilacak olan 1922 bp ‘lik bolge PCR’da
cogaltild.

<« 1922 bp

Sekil 4.5. 1922 bp boélgenin PCR ile ¢ogaltilmasi
M: Markir; 1,2:1922 bp gen bolgesi

4.2.3.a. insan Bax gen promotériiniin 1922 bp bolgesinin pGEM-T Easy vektoriine

klonlanmasi ve E.coli’ye transformasyonu

PCR ile ¢ogaltilan 1922 bp'lik promotér bolge pGEM-T Easy vektoriine (Promega)
A:T klonlama stratejisi ile klonlandi. Bu amagla PCR sonucu elde edilen PCR f{iriinii bir
gece +4°C’de ligasyona birakildi. Ligasyon iiriinii E.coli JM109 hiicrelerine transforme
edildi. Amfisilin iceren LB agarli petrilere mavi-beyaz koloni se¢imi yapilabilmesi
amactyla X-Gal ve IPTG yayildi. Bu petrilere transformasyon yapilmis bakterilerin
ekimi yapilarak bir gece 37°C’de inkiibasyona birakildi. Olusan beyaz koloniler insan
Bax gen promotdriiniin 1922 'lik kismini igeren hiicrelerdir. Beyaz kolonilerden {i¢
tanesi segilerek vektoriin geni alip almadigini kontrol etmek amaciyla koloni PCR

yapildi.
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4.2.3.b. Koloni PCR

Klonladigimiz gen boélgesini aldigini diisiindiigiimiiz beyaz koloniler secildi. PCR 'da
kalip olarak kullanilarak koloni PCR yapildi. Primer olarak vektore ait olan P1 ve P5

primerleri kullanildi.

< 1922 bp

Sekil 4.6. Koloni PCR sonucunun agaroz jelde goriintiilenmesi.
M: Markir; 1: 1922 bp gen bolgesi

4.2.3.c. Plazmit DNA izolasyonu

Koloni PCR sonucu istenen gen bolgesini aldigi dogrulanan koloni 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 6l¢iildii, agaroz jel elektroforezinde

gorilintiilendi.
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Sekil 4.7. izole edilen plazmitlerin agaroz jelde goriintiilenmesi.

4.2.4. Bax gen promotoriiniin 1400 bp’lik bélgesinin cogaltilmasi

Bu bolgenin ¢ogaltilmasi i¢in 1922 bp’lik bdlge kalip olarak kullanildi. Nonspesifik
baglanmalar1 engellemek icin PCR reaksiyonunda kalip olarak kullanilan DNA 1/3

oraninda sulandirildi.

- e € 1400 bp

Sekil 4.8.1400 bp bdlgenin PCR ile ¢ogaltilmasi
M: Markir; : 1, 2, 3: 1400 bp’lik bdlge
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4.2.4.a. Insan Bax gen promotoriiniin 1400 bp bélgesinin pGEM-T Easy vektoriine

klonlanmasi ve E.coli’ye transformasyonu

PGEM-T Easy vektoriine klonlamak i¢in PCR’da elde edilen bantlar agaroz jelden saf
olarak ekstrakte edildi. Elde edilen saf iiriin vektore klonland: ve bakteriye transforme
edildi. Inkiibasyon sonunda olusan mavi ve beyaz koloniler kalip olarak kullanilarak

koloni PCR yapildi.

4.2.4.h. Koloni PCR

Klonladigimiz gen bolgesini aldigin1 diisiindiigiimiiz dokuz tane beyaz koloni segildi.
PCR 'da kalip olarak kullanilarak koloni PCR yapildi. Primer olarak vektdre ait olan P1
ve P5 primerleri kullanildi. Protokol ve PCR dongiisii olarak tiim bolgelerin koloni
PCR’1i¢in aymnist kullanildi.

M1 23456789

oy S — - - < 1400 bp

Sekil 4.9. Koloni PCR sonucunun agaroz jelde goriintiillenmesi
M: Markir; Koloniler: 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9

4.2.4.c. Plazmit DNA izolasyonu

Biitiin kolonilere bakildi fakat en saf goriintii 8. kolonide oldugu i¢in bu koloni segilerek

LB broth besiyerine ekildi ve hiicreler ¢ogaltildi. ~ Wizard® Plus SV Minipreps DNA
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Purification Systems plazmit DNA izolasyon kiti kullanilarak plazmit DNA izolasyonu
yapildi. Elde edilen plazmitin konsantrasyon ve safligt NanoDrop'ta 6l¢iildii, agaroz jel

elektroforezinde goriintiilendi.

4.2.5. Bax gen promotériiniin 930 bp’lik bdlgesinin ¢ogaltilmasi

Bu bélgenin ¢ogaltilmast i¢in 1922 bp’lik bolge kalip olarak kullanildi, nonspesifik
baglanmalar1 engellemek i¢in PCR reaksiyonunda kalip olarak kullanilan DNA 1/3

oraninda sulandirildi.

M12 3 4567

- — - - 930 bp

Sekil 4.10. 930 bp bolgenin PCR ile ¢ogaltilmasi
M : Markir; 930 bp bolge: 1, 2,3,4,5,6,7

4.2.5.a. insan Bax gen promotériiniin 930 bp bolgesinin pGEM-T Easy vektoriine

klonlanmasi ve E.coli’ye transformasyonu

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

edildi. Olusan mavi ve beyaz kolonilerden koloni PCR yapild.
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4.2.5.b. Koloni PCR

Secilen dokuz tane beyaz koloni PCR 'da kalip olarak kullanilarak koloni PCR yapildu.
Primer olarak vektore ait olan P1 ve PS5 primerleri kullanildi. Protokol ve PCR dongiisii

olarak tiim bolgelerin koloni PCR’1 i¢in aynis1 kullanildi.

M1 234 5617 8 9

s s g s s €= 930 DD

Sekil 4.11. Koloni PCR sonucunun agaroz jelde goriintiilenmesi
M: Markir; Koloniler: 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9

4.2.5.c. Plazmit DNA izolasyonu

Koloni PCR sonucu 9.koloni segilerek LB broth besiyerine ekildi ve hiicreler ¢cogaltildi.
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, agaroz jel elektroforezinde goriintiilendi.

4.2.6. Bax gen promotoriiniin 390 bp’lik bélgesinin cogaltilmasi

Bu bolgenin ¢ogaltilmasi i¢in 1922 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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— — ———— — <+ 390 bp

Sekil 4.12. 390 bp bolgenin PCR ile ¢ogaltilmasi
M : Markir; 390 bp bolge: 1, 2, 3,4,5,6,7

4.2.6.a. Insan Bax gen promotériiniin 390 bp bélgesinin pGEM-T Easy vektoriine

klonlanmasi ve E.coli’ye transformasyonu

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

edildi. Olusan mavi ve beyaz kolonilerden koloni PCR yapild.

4.2.6.h. Koloni PCR

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

olarak tiim bolgelerin koloni PCR’1 i¢in aynist kullanildi.
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L ey 4390 bp

- -

Sekil 4.13. Koloni PCR sonucunun agaroz jelde goriintiilenmesi
M: Markir; Koloniler: 1, 2, 3, 4

4.2.6.c. Plazmit DNA izolasyonu

Koloni PCR sonucu en saf goriintliyli veren 4.koloni segilerek 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 o0lgiildii. Daha sonra agaroz jel

elektroforezinde goriintiilendi.

4.2.7. Bax geninin 47 bp’lik bolgesinin ¢ogaltilmasi

Bu boélgenin ¢ogaltilmasi i¢in 1922 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 4.14. 47 bp bolgenin PCR ile ¢ogaltiimasi
M: Markir; PCR iiriinleri: 1, 2

4.2.7.a. Insan Bax gen promotoriiniin 47 bp bélgesinin pGEM-T Easy vektoriine

klonlanmasi ve E.coli’ye transformasyonu

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

edildi. Olusan mavi ve beyaz kolonilerden koloni PCR yapildi.

4.2.7.b. Koloni PCR

Secilen dokuz 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 aynis1 kullanildi.
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M1 23 45 678 9

Sekil 4.15. Koloni PCR sonucunun agaroz jelde goriintiilenmesi
M: Markir; Koloniler:1, 2, 3,4, 5,6,7, 8,9

4.2.7.c. Plazmit DNA izolasyonu

Koloni PCR sonucu 9.koloni segilerek LB broth besiyerine ekildi ve hiicreler gogaltildi.
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, agaroz jel elektroforezinde goriintiilendi.
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5. TARTISMA VE SONUC

Yapilan ¢alismalarda insan/hamster somatik hiicre hibrid DNA analizi ve izotop in situ
hibridizasyon ile Bax geninin 19913.3-q13.4 iizerinde bulundugu tespit edilmistir (Apte
et al., 1995). Floresan in situ hibridizasyon ile Bax geninin fare kromozomu 7 ve sigan
kromozomu 1q31.2 {izerinde 2 tiir arasinda benzer oldugu goriilmiistiir (Matsuda et al.,
1996). Bax geni Bcl-2 ile iliskili bir proteindir. Bax, Bcl-2 ile kapsamli amino asit
homolojisini gosterir ve in - vivo Bcl-2 ile homodimerler ve heterodimerler olusturur

(Oltvai et al., 1993).

Bax geni, Bcl-2'ye zit bir sekilde calisan ve apoptozu arttiran Bcl-2'ye bagli bir
proteindir (Oltvai et al., 1993). Bax geninin ekspresyonunun p53 aracili apoptozla
paralellik gosterdigini ortaya koyan bir¢ok kanit vardir (Miyashita et al., 1994). Bax
geni dogrudan p53 tarafindan aktive edilmektedir (Miyashita and Reed, 1995). Bu
nedenle, Bax geninin p53 aracili apoptoz igin gerekli oldugu diistiniilmektedir (Yin et
al., 1997). Bu baglamda, apoptoz ile baglantili olan Bax gibi genlerin somatik olarak
mutasyona ugramis olup olmadigini incelemek biiyiik 6nem arz etmektedir (Alnemri et

al., 1995).

Bax geninin promotdr bolgesi, p53 baglama konsensiis sahasiyla homoloji gdsteren 4
motif icerir. p53 bolgesinden yoksun olan tiimdr hiicre hatlarinin kullanmildigir ko-
transfeksiyon analizlerinde; mutant p53 ekspresyon plasmidlerinin degil, yabanil
tiplerin, kloram fenikol asetiltransferazin transkripsiyonunu bozmak i¢in Bax gen
promotoriinii kullanan bir raportdr gen plasmidini transaktive ettigi bulunmustur.
Mutasyonlarin  p53’iin baglanma alanindaki konsensiis dizilerinde olusturulmasi
raportdr gen plazmidlerinin p53°lin yanit vermesini ortadan kaldirdigi bildirilmistir
(Miyashita and Reed, 1995). Bax geninden yoksun olan fareler iizerinde yapilan bir
arastirmada, proapoptotik Bax molekiiliiniin bir timor baskilayic1 olarak islev

gorebilecegi gosterilmistir (Meijerink et al., 1998).
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Meijerink et al. (1998) insan hematopoietik malignitelerini incelemis ve yaklasik % 21°
lik bir hiicre dizisinin, belki de en yaygin olarak akut lenfoblastik 16semi (ALL;
613065) alt grubundaki Bax’ta mutasyona sahip oldugunu bulmustur (Meijerink et al.,
1998).

Proapoptotik Bax proteini, mitokondriye etki ederek hiicre Sliimiinii indiikler. Bax’in

kanser hiicrelerinde 6liim reseptor aracili apoptoz i¢in gerekli olabilecegi gdsterilmistir

(LeBlanc et al., 2002).

Apoptozis, Bcl-2 ailesi tiyeleri araciligr ile gergeklesir (Adams and Cory, 1998). Bir
hiicrenin apoptoza egilimli olusu heterodimer ya da homodimer formundaki Bcl-2 ailesi
genlerinin etkisine baglidir. Ornegin; Bcl-2 nin Bax ile olan etkilesiminde Bcl-2 nin
oraninin daha yiiksek olmasi hiicrenin yasamini siirdiirmesini saglarken, Bax’in daha
fazla olmast durumunda hiicre dliime gitmektedir (Inci et al., 2009). Bcl-2 apoptozu
engelleme fonksiyonunu ya kaspaslarin 6ncii formlarini durdurarak ya da kaspas akisin
direkt olarak aktive eden sitoplazmadaki apoptoz uyarici faktor (AIF) ve sitokrom-C’nin

mitokondriden serbestlesmesini engelleyerek gergeklestirir (Tsujimoto, 1998).

Bax geni kanser mekanizmasinda kanserli hiicreyi apoptoza gotiiren en 6nemli gendir.
Bu nedenle de bu giine kadar bu genle ilgili bircok calisma yapilmistir ve yapilmaya
devam edilmektedir. Ancak bir genin mekanizmasini iyice anlayabilmek i¢in oncelikle

0 genin karakterizasyonunu yapmak gerekir.

Caligmamizda Bax geninin promotdr bolgesi biyoinformatik ¢aligmalarla karakterize
edildi. Bu amagla Genomatix, Ensemble, NCBI, JASPAR, rVISTA gibi cesitli
veritabanlar1 kullanildi. Ensemble veritabani ile elde edilen verilere gore Bax geninin 13
tane varyant1 oldugu tespit edildi. Bunlardan 9 tanesinin protein kodlarken 4 tanesinin
protein kodlamadig: belirlendi. Her bir varyantin aminoasit sayis1 ve baz ¢ifti sayisi
birbirinden farklidir. Calismamizda Bax-001 transkripti temel alindi. Bu varyantin 1358
bp uzunlugunda olup ve 218 aminoasit igerdigi bilinmektedir.Calismamizda Bax geni

biyoinformatik caligmalarla haritalanmig ve analiz edilmistir. Bax gen haritasi
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incelendiginde 5 tane ekzon 4 tane intron icerdigi goriilmektedir. Ensemble ve NCBI
veritabanlarindan elde edilen verilere gére Bax geninin bir¢ok hastalikla iligkisi oldugu
gorilmektedir. Hastalik tiirlerine gore genin varyant sayisi degisiklik gostermektedir.
Yapilan ¢alismalarda ¢alismanin etkinligini ve giivenilirligini artirmak maksadiyla insan
genom yapisiyla en fazla benzerlik gosteren fare genom yapisinin iligkisi dikkate
alimmaktadir. Dolayisiyla ¢aligmamizda fonksiyonel boélgeler belirlenitken bu durum
dikkate almarak r-VISTA programi kullanilmis ve iki tiir arasinda homolojinin en fazla
oldugu bélge belirlenmistir. Insan ve fare Bax gen promotdr bolgeleri kiyaslandiginda
en yiiksek homolojinin 1600 bp ve 1400 bp ile 1000 ve 1100 bp arasindaki bolgede
oldugu tespit edilmistir. Insan ve farede promoter bdlgenin sdzii edilen kisimlardaki
homolojinin bu kadar yiiksek seviyede olmasi bu bolgelerin transkripsiyon faktor
baglanma bdlgeleri i¢in ¢ekirdek bolge olma ihtimalini artirmaktadir. Bir genin ifade
edilmesini saglayan bolge promotér bolgesi oldugu icin bu bolgeyi analiz etmek
maksadiyla cesitli yaklasimlarla baz1 ¢alismalar yapilmistir. Ornegin, Semaan et al.
(2010) yaptiklart bir calismada Bax geninde meydana gelen tek bir niikleotit
polimorfizminin retinal gangliyon hiicre Oliimiinii ve transkripsiyonu etkiledigi
belirlenmistir. Ve bu tek niikleotit polimorfizminin genin transkripsiyonel aktivitesinde
bir azalama meydana getirdigi goriilmiistiir. Bizim ¢alismamizda promotdr bolgesi
tizerinde transkripsiyonel aktivitede Onemli olabilecek fonksiyonel parcalar
belirlenmistir (Semaan et al.,, 2010). Benzer sekilde, Thornborrow and Manfrendi
(1999) vyaptiklar1 bir calismayla insan Bax promotdrii iizerinde p53 proteininin
yerlesimini sematize etmislerdir (Thornborrow and Manfredi, 1999). Hastaliklarin
molekiiler mekanizmasin1 anlayabilmek maksadiyla genlerin transkripsiyonel
regiilasyonu ile ilgili ¢esitli ¢aligmalar yapilmaktadir. Bu baglamda yapilan ¢aligmalar
Ozellikle bir genin ifade edilmesinde islevsel rolii olan bolgeler ve proteinler {izerinde
yogunlagsmaktadir. Ornegin; Liao ve ark. calismalarinda p53 geninin hedef aldig1 ve Bax
geninin traskripsiyonunda diizenleyici role sahip olan TFIIS.h adli yeni bir uzama
faktorii lizerinde ¢alismislardir (Liao et al., 2016). Yaptiklar1 ¢alismayla bu faktoriin
pS53'in yeni bir transkripsiyonel hedefi oldugunu ve bunun, apoptoz ile iligkili Bax
geninin transkripsiyon uzamasinin etkinligini artirabilecegini, ancak hiicre dongiisii ile

iligkili p21 (CDKN1A) geninin verimliligini artirabilecegini de gostermislerdir.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Semaan%20SJ%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=20360947
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Biz de caligmamizda Bax geninin transkripsiyonel mekanizmasini aydinlatmayi
amagladik. Oncelikle Miyashita ve ark. yaptiklari ¢alismalardan 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 onceden tespiti yapilan bolgelerin
trankripsiyon baglanma proteinleri ve p53 baglanma bolgesi bakimimdan
karekterizasyonu yapilmistir. Ensemble veritabanindaki verilerle genin 5000 bp
uzunlugundaki promotdr bolgesinin dizisi belirlendi. Daha sonra calismamizda bu
parcanin islevsel bolgelere sahip oldugu disiiniilen 2000 bp ‘lik parcasi ele alindi.
Genomatix programi kullanilarak segilen bu promotdr parcasi lizerinde 6zellikle insan
ve fare arasinda en fazla homolojinin bulundugu kisimdaki muhtemel yiiksek etkiye
sahip oldugu diistiniilen transkripsiyon faktorii motifleri ve baglanma yerleri belirlendi.
Bu program aym1 zamanda bize muhtemel transkripsiyon bagalanma bdlgelerinin
motiflerini de vermektedir. Motifler niikleotitlerin bulunma yiizdelerine gore cesitli
renklerle ifade edilmistir (Cizelge 4.4). Motifleri yorumladigimiz zaman biiyiik harfle
ya da kirmizi renkle gosterilen diziler bulunma ihtimali yiizde olarak en fazla olan
dizilerdir. Homolojinin yiiksek oldugu bu kisimda 15 farkli transkripsiyon faktorleriiniin
bulundugu belirlendi. Bu bdlgelerin genin  transkripsiyonunu birinci derecede
etkileyebilecek motifler oldugu diistiniilmektedir. Bu bilgiler 15181inda kalip olarak alinan

2000 bp‘lik promotdr parcasi islevsel 6zelliklerine gore dort parcaya ayrildi.

Bolgelerin uzunluklar1 1400 bp, 930 bp, 390 bp ve 47 bp olarak belirlendi. Bu bolgeler
PCR 'da ¢ogaltildi. Cogaltilan bolgeler pPGEM-T Easy vektoriine tek tek klonlandi ve
plazmitleri izole edildi. Yaptigimiz ¢alismadan elde edilen veriler 1s18inda Bax gen
promotor bolgesi tizerinde belirledigimiz fonksiyonel bolgeler tek tek lusiferaz
vektoriine klonlanip aktivite 6lgiimii yapilabilir. Boylece genin transkripsiyonunda etki
mekanizmasi yiiksek olan yerlerin belirlenmis olmasiyla genin kontrolii saglanabilir.

Transkripsiyonel aktivitede en Onemli olan bolge {zerindeki transkripsiyon
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faktorlerinde c¢esitli site mutasyonlar1 yapilip genin aktivitesindeki degisim
incelenebilir. Genin aktivitesini artirmak maksadiyla bahsi gegen transkripsiyon
faktorleri lizerinde ¢esitli kemoterapdtik ilaglarin, kimyasallarin, inhibitorlerin ve bitki
ekstraktlarinin etkisi arastirilabilir. Calismamiz yukarida bahsi gecen ¢aligsmalara temel

teskil etmesi bakimindan 6nem arz etmektedir.
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