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Moleküler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dalı 

Genetik Bilim Dalı 

 
Danışman: Prof. Dr. Orhan ERDOĞAN 

 
 

Kanserlerin çoğu insan hayatındaki bir takım genetik değişimler sonucu oluşur. 

Onkogenler ve tümör baskılayıcı genler büyümeyi kontrol eden genlerdir. Onkogenler, 

normalde büyümeyi uyaran proteinleri kodlar. Aşırı sentezleri, translokasyonları ve 

mutasyonları sonucu malign transformasyon oluşur. Tümör baskılayıcı genler ise 

normalde büyümeyi inhibe eden proteinleri kodlar. Bu genlerde delesyonların meydana 

gelmesi, transkripsiyon olayının gerçekleşmemesi ve protein inaktivasyonu ile 

fonksiyon kaybına uğramaları halinde istenmeyen durumlar oluşabilmektedir. 

 

Bu çalışmada apoptoz mekanizmasında önemli bir potansiyele sahip olan proapoptotik 

Bax geninin karakterizasyonu ve promotör bölgesinin fonksiyonel analizi yapıldı. Bu 

amaçla öncelikle biyoinformatik programlarından ve çeşitli veritabanlarından 

yararlanılarak Bax geninin 5000 bp’lik promotör bölgesi belirlendi. Fakat çalışmamızın 

genelinde yapılan analiz çalışmaları işlevsel olduğunu düşündüğümüz 2000 bp ‘lik 

promotör parçası üzerinde gerçekleştirildi. Bu bağlamda öncelikle genin transkripsiyon 

başlama bölgesi, TATA bağlanma kutusu ve muhtemel p53 bağlanma bölgeleri tespit 

edildi. Daha sonra çeşitli literatür taramaları ve software programlarıyla bu bölge 

üzerindeki muhtemel transkripsiyon faktör bağlanma bölgeleri ve motifleri belirlendi. 

Yapılan analiz çalışmaları sonucunda bu 2000 bp’lik parça işlevsel özelliklerine göre 

dört alt parçaya ayrıldı. Bu bağlamda öncelikle insan genomik DNA'sı satın alındı. 

Seçilen bölgelere spesifik dizayn edilen primerlerle PCR yapılarak her bölge saf olarak 

elde edildi. Her bölgeye ait saf bantlar jelden ekstrakte edilerek pGEM-T Easy 

vektörüne klonlanarak Escherichia coli JM109 bakterisine transfer edildi. Klonlanan her 

bir parçadan plazmit izolasyonu yapıldı. 
 

2017,75 sayfa 
 

Anahtar Kelimeler: Bax geni, kanser, promotör analizi, trankripsiyon faktörü. 
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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. 
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1. GİRİŞ 

 

 

1.1. Kanser 

 
 

Kanser hücrelerin kontrolsüz bir şekilde bölünmesiyle oluşan bir hastalıktır. Kanserlerin 

çok çeşitli türleri vardır. Kanserler oluştukları doku ve organlara göre sınıflandırılırlar. 

Normal hücrelerde hücre bölünmesi ve ölümü arasında dinamik bir denge 

bulunmaktadır. Fakat kanser hücrelerinde bu denge bozulmaktadır. Kanserleşen 

hücrelerde hücrenin genetik materyalinde hasarlar ve mutasyonların birikmesi söz 

konusudur. Kanser, tek bir hücrenin mutasyonu sonucu ortaya çıkabilir. Bu mutasyonlar 

kanser hücrelerine normal hücrelere göre daha fazla büyüme yeteneği kazandırırlar. 

Bunun sonucunda kanser hücreleri normal proliferasyon kontrolünden kaçmaya 

başlarlar. Meydana gelen ilk mutasyon hücrelerin bölünerek genetik olarak homojen 

kopyalarını oluşturur. Daha sonra meydana gelen mutasyonlar hücrelerin daha fazla 

bölünmesine sebep olur (Macdonald et al., 2004). Kanser karsinogenez olarak 

adlandırılan bir süreç sonunda ortaya çıkan bir hastalıktır. Karsinogenez, çeşitli sebepler 

sonucunda normal hücrelerin kanser hücresi şekline dönüşümünü açıklayan bir terimdir. 

Karsinogenezde etkili olan pek çok faktör vardır. Yaş, coğrafi faktörler, çevresel 

etmenler (fiziksel, biyolojik, kimyasal), inflamasyonlar (Helicobacter pylori, Hepatit 

virüsleri, HIV), prekanseröz hastalıklar ve genetik faktörler karsinogenezde önemli rol 

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

 

Karsinogenez DNA’daki ölümcül olmayan fakat kalıcı genetik hasarın başlangıcıdır. Bu 

kalıcı hasar geri dönüşümsüzdür ve bu değişikliğe sahip hücrelerin malign olma  

olasılığı oldukça yüksektir. Karsinogenez sürecinin oluşumunda temel olarak proto- 

onkogenlerde, tümör baskılayıcı genlerde, DNA tamir genlerinde ve apoptozu kontrol 

eden genlerde mutasyonlar meydana gelmektedir. Hücre bölünme döngüsü sürecinde bu 

genlerde meydana gelen bozukluklardan dolayı hücrelerde onkogenler aktifleşirken 

tümör baskılayıcı genler, DNA tamir genleri ya da apoptozu kontrol eden genler inaktif 

hale gelir. Genomik stabilitede bozulma sonucu karsinogenez başlamaktadır (Ueno et 

al., 2003). 
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1.1.1.Kansere sebep olan etkenler 

 

 
a. Genetik ve ailesel özellikler 

 

 
Normal hücrelerde çekirdek, sitoplazma ve hücre zarında bulunan pek çok gen ve gen 

ürünü protein fonksiyonu görerek sağlıklı büyüme ve çoğalmayı sağlarlar. Fakat kanser 

hücrelerinde bu normal kontrol mekanizmalarının bozulması sebebiyle hücreler anormal 

bir şekilde bölünmeye devam eder (Kumar et al., 2014). 

 

b. Fiziksel yaralanma ve genel enfeksiyonlar 

 

 

Kanser ile ilgili çalışmalarda, bedensel yaralanmalar sonucunda virüs, mantar ve bakteri 

gibi nedenlerden dolayı meydana gelen enfeksiyonların tekrarlaması ile enfeksiyonun 

olduğu yerde kanser görülebileceği belirtilmiştir (Hemşirelik, 2013). 

 

c. Virüsler 

 

 
Vücuda giren onkojenik virüsler uygun şartlar oluştuğunda hücre çekirdeğinde genetik 

yapıyı değiştirirler. Bu şekilde DNA ve RNA yapısı bozulan hücre çoğalarak kanserli 

dokuya dönüşür (Allen et al., 2009). 

 

d. Radyasyon 

 

 
Yüksek miktarda radyasyona maruz kalınması deri kanserlerine neden olabilmektedir 

(Hemşirelik, 2013). 

 

e. Hormonlar 

 

 
Vücutta meydana gelen bazı hormonal değişiklikler kansere yol açabilmektedir. Erken 

yaşlarda adet gören (10-12 yaş) kız çocuklarında, çocuk doğurmayan ya da 30  yaşından 
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sonra doğum yapan kadınlar ile menopoza geç giren (50-60 yaşından sonra) kadınlarda 

meme kanseri riskinin daha yüksek olduğu bildirilmiştir (Hemşirelik, 2013). 

 

f. Toksik kimyasal maddeler 

 

 
Fabrikalarda ve çoğu iş yerlerinde gün içerisinde insan sağlığını olumsuz yönde 

etkileyecek kimyasal etkenlere maruz kalan işçiler kanser hastalığı için risk 

grubundadır. Ayakkabı ve deri imalatında çalışanlar bu durumun en iyi örnekleridir. 

Sigara, kömür, egzos ve fabrikalardan çıkan dumandan her gün solunum yolu ile inhale 

edilen binlerce toksik kimyasal madde kansere neden olabilmektedir (karbonmonoksit, 

etilen, arsenik gibi). Yine tüketilen besinlerin, bazılarının tarlalarda yetiştirilmesi ve 

hasadı sırasında, bazılarının fabrikalarda işlenme ve paketlenme sırasında toksik 

maddelerle temas ettiği bildirilmektedir (çeşitli tarım ilaçları, makine yağları ve ambalaj 

maddeleri gibi) (Hemşirelik, 2013). 

 

g. Diyet 

 

 
Kanserojen maddeler bazı besin maddelerinin yapılarında bulunmaktadır. Bazı besin 

maddelerinin muhafaza edilmesi, saklanması, depolanması, hazırlanması ve hatalı 

pişirilmesi sırasında kullanılmaktadır. 

 

Günümüzde yaygın olarak tüketilen bazı besinlerin (et, sucuk vb.) kömür ateşinde 

pişirilmesi sırasında kanserojen madde ile temas ettiği bilinmektedir. Kızartma 

yöntemiyle tüketilen besinler de kanserojen özellik taşımaktadır (Hemşirelik, 2013). 

 

h. Alkol 

 

 
Alkol birçok sağlık sorununa sebep olmakla beraber bazı kanser türlerine yakalanma 

riskini arttırır (Allen et al., 2009). 
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ı. Sigara 

 

 
Sigara akciğer kanserinin en önemli sebebidir ve kanser riskini 10 ile 20 kat arttırır 

(Colditz et al., 2003). 

 

1.1.2. Kanser hücrelerinin özellikleri 

 

 
Kanser hücrelerini normal hücrelerden ayıran bazı özellikleri vardır. 

 

 
1) Büyüyüp çoğalmaları büyüme faktörlerine bağlı değildir. Çünkü kanser hücrelerinde 

otokrin uyarım denen bir mekanizma vardır. Bu mekanizma sayesinde kendi büyüme 

faktörlerini kendileri salgılayabilirler. Böylece kendi çoğalmalarını başka bir uyarıya 

gerek duymadan kendileri yönlendirebilirler. Kanser hücrelerinin büyüme faktörlerine 

gereksinim duymamalarının nedeni hücre içi sinyal sistemlerinde gerçekleşen 

bozukluklardır. Hücre çoğalmasını sağlayan sinyal yollarında görev yapan büyüme 

faktörü reseptörlerinin ya da başka proteinlerin kontrolsüz aktivitesinden kaynaklanır. 

 

2) Tümör hücreleri normal hücrelerden farklı olarak büyümeyi durduran sinyallere karşı 

duyarsızdırlar. Bu özellikleri sayesinde apoptoz denilen programlı hücre ölümünden 

kaçabilirler. Tümör hücreleri apoptoza girmedikleri için DNA hasarına yol açan 

kemoteropötik ilaçlara karşı direnç gösterirler. 

 

3) Kültür ortamında kanser hücreleri ile normal hücreler arasındaki en önemli fark 

normal hücrelerin çoğalmasının yoğunluğa bağlı inhibisyondan etkilenmesidir. Normal 

hücreler kültür ortamında bulunan büyüme faktörlerinin miktarına bağlı olarak belirli  

bir yoğunluğa erişince çoğalmayı keserek G0 evresinde dururlar. Kanser hücreleri 

yoğunluğa bağlı inhibisyondan sorumlu normal hücrelerin durmasını sağlayan 

sinyallerden etkilenmezler. 
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4) Malin hücreler hücre dışı matriks bileşenlerini parçalayan ve böylece kanser 

hücresinin normal dokunun içine girişine olanak veren proteazlar salgılar. Örneğin 

kollejenaz karsinomların bazal laminayı parçalayıp aşarak altındaki bağ dokuya girişini 

kolaylaştırır. 

 

5) Kanser hücreleri yeni kan damarlarının oluşumunu sağlayan büyüme faktörleri 

salgılarlar. Bu durum anjiyogenez olarak adlandırılır. Bu sayede ihtiyaç duydukları 

oksijen ve besin ihtiyaçlarını karşılamış olurlar. Bu durum ise kanser hücrelerinin 

metastatik olarak yayılımına sebep olur. 

 

6) Tümör hücreleri telomeraz enziminin aktivasyonundan dolayı hücreler sınırsız 

bölünme ve büyüme yeteneğine sahip olurlar (Macdonald et al., 2004). 

 

1.1.3. Kanserin moleküler biyolojisi ve karsinogenez 

 

 
Kanser, hem çevresel hem de kalıtsal etkenlerden kaynaklı, çok genli, çok faktörlü ve 

çok basamaklı gelişim gösteren bir hastalıktır (Lichtenstein et al., 2000, Olah, 2005). 

Kanserin mekanizmasının anlaşılabilmesi için kanserleşmeye sebep olan DNA 

değişimlerinin belirlenmesi gerekir (Vogelstein and Kinzler, 2004). Karsinogenez; 

sağlıklı bir hücrenin tümör hücresine dönüşmesi sürecini tanımlamaktadır ve bu süreç 

çok adımlı bir yapıda ilerlemektedir (Devi, 2005). Karsinogenez sürecini anlamak için; 

büyüme, invazyon ve metastaza sebep olan, hücre döngüsü mekanizmasında  

aksaklıklara yol açan genetik değişikliklerin nasıl meydana geldiğinin bilinmesi gerekir 

(Vogelstein and Kinzler, 2004). Karsinogenezin temelinde büyümenin kontrolünü 

sağlayan genlerdeki mutasyonlar rol almaktadır (Devi, 2005). 

 

1.1.3.a. Karsinogenez süreci 3 aşamada ilerlemektedir 

 

 
Başlama: Karsinogenzin ilk aşamasıdır. Hücresel genomda bir ya da daha fazla stabil 

olan değişiklikler meydana gelir. Bu mutasyonlar spontan olarak ortaya çıkabilir veya  

bir kanserojene maruz bırakılarak  indüklenir (Tütün veya  güneş  gibi dış  etkenler)   ve 



6 
 

 

 

 

 

 

neoplazi gelişim potansiyelini yaratır. Bu dönüşüme neden olan DNA sekansları 

onkogenler olarak adlandırılırlar. Neoplastik transformasyon için birden fazla  

onkogenin aktivasyonu gerekli gibi görünse de, tümör oluşumunun tek bir gen 

mutasyonuyla başlatılabileceğini gösteren çalışmalar vardır. Bu tümör gen  

mutasyonları, hücresel davranış üzerinde derin etkilere sahiptir ve hücre 

proliferasyonunun kontrolü ile ilişkili sinyal yollarına katılan genlerin 

düzensizleşmesine neden olabilir (Devi, 2005). 

 

İlerleme: Başlatılan hücre, daha da çoğalmaya teşvik edilinceye kadar zararsız kalır. Bu 

çoğalma birkaç basamak içerir ve teşvik eden uyaranlara tekrar tekrar ve uzun süre 

maruz kalmayı gerektirir. Neoplastik gelişme, hücre içi ve dışı hücresel ortamdan 

etkilenir. İlk mutasyonun ifadesi sadece diğer onkojenik mutasyonlar ile  etkileşime 

değil aynı zamanda spesifik gen ekspresyonu (sitokinler, lipid metabolitleri ve bazı 

forbol esterlerin) kalıplarını (geçici olarak) değiştirebilen faktörlere de bağlı olacaktır. 

Bu etkileşimler, diğer değişiklikler arasında hücresel büyüme potansiyelinin artmasına 

neden olacaktır. 

 

Yayılma: Neoplazmadaki ardışık değişimlerin giderek kötü huylu alt populasyonlara  

yol açtığı süreçtir. Bu süreçte tümör büyümesi gerçekleşir. Bu süreç, kanserojen 

uyaranlara tekrar tekrar maruz kalındığında hızlanabilir. Bu aşamada hücreler çoğalır ve 

tümör boyutunda hızlı bir artışa neden olur. Tümör büyüdükçe, hücreler daha fazla 

mutasyona uğrayabilir, böylece hücre populasyonunun heterojenitesi artar. 
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Şekil 1.1. Karsinogenezis süreci 

 

 
1.1.4. Tümör büyümesi ile ilgili temel prensipler 

 

 
1.1.4.a. Metastaz 

 

 
Tümör ilerledikçe, hücreler yapışma özelliklerini kaybettiği için tümör kitlesinden 

ayrışır ve komşu dokuları istila ederler. Bu hücreler ayrıca kan ve lenf dolaşımına 

girerler ve metastazı oluşturan birincil bölgeden uzaktaki diğer organlara / dokulara 

taşınırlar. 

 

Metastaz oluşumuna neden olan basamaklar aşağıda görüldüğü gibidir : 
 

 
 Komşu normal dokuların işgali, 

 Kan ve lenfatik sistemlerde neoplastik hücrelerin yayılması, 

 Uzaktaki bölgelerde ikincil tümör büyümesinin kurulması. 
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Şekil 1.2.Metastaz formasyonu 
 

 

 
Tümör metastazındaki adımların birçoğu, spesifik hücre yüzey moleküllerini içeren 

hücre-hücre ve hücre-matriks etkileşimlerini içerir. Malin hücrelerin birbirine yapışması 

düşüktür, bu nedenle primer tümörden ayrılır ve diğer dokuları istila eder. Tümörlerin 

davranışı, hücre adezyon moleküllerinden (örn. Kaderinler) etkilenir. Gen mutasyonları, 

diğer faktörlerin yanı sıra tümör vaskülatürünün gelişimi ile metastaz oluşumunun itici 

gücüdür (Leal et al., 2012). 
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1.1.4.b. Tümör anjiyogenezi 

 

 
Tümör büyümesi, yeterli miktarda kan tedarikiyle sağlanan toksik moleküllerin etkin bir 

şekilde uzaklaştırılması ve büyüme faktörlerinin (besinler, oksijen vb.) sağlanmasına 

bağlıdır. Yaklaşık olarak 2 mm'den daha büyük tümör büyümesi ancak vasküler arz 

sağlandığında gerçekleşebilir. Bundan dolayı, büyümek için vasküler oluşum 

anjiyogenezine ihtiyaç duyulmaktadır. Endotel hücresi proliferasyonunu uyaran bir 

takım doku faktörleri tanımlanmıştır. Tümör Anjiyogenez Faktörü (TAF), Transforme 

Edici Büyüme Faktörleri (TGF) ve interlökin 1 bunlara örnektir. Tümör vaskülatörünün 

oluşumu normal dokulardan farklıdır. Tümör damarları genellikle genişler, bükülür ve 

damarın endotel tabakasında tümör hücreleri içerebilir. Bu nedenle, normal dokulardaki 

kan akışı ile karşılaştırıldığında tümördeki kan akışı yavaştır. Ayrıca, tümör 

mikrovasküler yapısı plazma proteinlerine aşırı permeabilite gösterebilir (Leal et al., 

2012). 

 

1.1.4.c. Kanser genleri 

 

 
Somatik gen mutasyonları, normal bir hücrenin bir kanser hücresine dönüştürülmesinde 

temel olaydır. Karsinogenez sürecinde rol oynayan birçok farklı gen vardır. 

Onkogenezin gen mutasyon teorisi, kanserojenlerin DNA ile etkileşimde bulunduğunu 

ve gende geri dönüşü olmayan değişikliklere neden olduğunu belirtmektedir (nokta 

mutasyonları). Bu değişiklikler, hücrelerin malign transformasyona yatkın olmasına 

sebep olur ve farklı gen sınıflarının ardışık mutasyonunu (örn., Proto-onkogenler, 

onkosupresör genler, hücre döngüsünde yer alan genler) içerir. Tümör mutasyonları 

arasındaki biyokimyasal etkileşimler, hücre sinyallerinde, proliferasyonda ve 

farklılaşmada kontrol kaybına neden olarak genomu istikrarsızlaştırır ve dokularda 

hücrelerin normal etkileşimlerini bozar. Karsinogenezde yer alan iki düzenleyici gen 

sınıfı vardır: Onkogenler ve onkosupresörler. 

 

Tümör baskılayıcı genler negatif büyüme regülatörleridir. Normal hücrelerde hücre 

döngüsü ilerlemesini kontrol ederek çoğalmayı düzenlerler. Bu genlerdeki mutasyonlar, 
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karsinogenezi teşvik eden bir işlev kaybına neden olur. Rb ve p53 genleri üzerinde en 

fazla çalışılan onkosupresörlerdir. Bu genler tarafından kodlanan proteinler, gen 

ürünlerinin transkripsiyonunu bloke ederek hücre döngüsünün ilerlemesini inhibe 

ederler. Rb genindeki mutasyonlar, hücre çoğalmasını arttıran hücre döngüsü 

ilerlemesinin normal inhibisyon kontrolünün kaybedilmesine neden olabilir. p53, 

genetik istikrarın ve hücresel dengenin muhafaza edilmesinde önemli bir role sahiptir. 

p53’teki fonksiyon kaybına neden olan mutasyonlar; apoptozun bastırılmasına, hücre 

bölünmesinin ilerlemesine ve hücrelerin farklılaşmasının önlenmesine neden olarak 

neoplazmanın gelişimine yol açar (Leal et al., 2012). 

 

1.1.5. Tümör oluşumunun moleküler mekanizması 

 

 
Canlıların yaşamını devam ettirebilmesi için hücrelerin sürekli yenilenmesi gerekir. 

Yaşlanan ve ölen hücreler vücuttan atılırken yerlerine yenileri gelir. Bu denge belli 

genlerin kontrolü altındadır. Bazı genler hücrelerin bölünüp çoğalmasını sağlarken, 

bazıları da aşırı hücre çoğalmasını önlerler (Kumar et al., 1992). Bunlar; proto- 

onkogenler ve anti-onkogenler (tümör supresör genler)’dir. Bu genlerin ekspresyonunun 

bozulması hücrelerin kontrolsüz çoğalmasına sebep olur (Sutherland, 1999). 

 

Proto-onkogenler: Hücrelerin çoğalmasını kontrol eden genlerdir. Proto-onkogenlerde 

meydana gelen mutasyonlar bu genlerin onkogenlere dönüşmesine sebep olur. 

Onkogenler ise, hücre proliferasyonunu hızlandıran genlerdir. Aşırı ifade olmaları 

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

 

Günümüzde proto-onkogenlerin; üreme faktörlerini, hücre yüzey reseptörleri ve onların 

ligandlarını, hücre yüzey reseptörlerinden nükleusa üremeyi sitimule eden sinyalleri 

taşıyan sinyal moleküllerini (intrasellüler sinyal yolağı bileşenleri), gen ekspresyon 

oranını kontrol eden nükleer transkripsiyon faktörlerini, hücre siklusunun ilerlemesi, 

DNA bağlayan proteinler, hücre proliferasyonu, hücre farklılaşması ve apoptotik hücre 

oluşumunun  moleküler  kontrolüne  katılan  molekülleri  ve  hücre  siklusu yolağındaki 
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bileşenler gibi normal hücre üremesinin regülasyonu için gerekli proteinleri kodladıkları 

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

 

Hücre siklusu regülatörleri, Int-2 (fibroblast büyüme faktörü reseptörü), sis 

(trombositlerden salınan büyüme faktörü reseptörü), fms (koloni uyarıcı faktör  

reseptörü tip 1), erb-B (epidermal büyüme faktörü reseptörü) ve ras proto-onkogenleri 

proto-onkogenlere örnek olarak verilebilir . 

 

Anti-onkogenler (tümör supresör genler): Hücre çoğalmasını engelleyen genlerdir. 

Bu genler, aktivitelerini kaybettikleri zaman kansere sebep olmaktadırlar. Tümör 

supresör genler, hücre bölünmesini baskılayan genlerdir. Her iki allelde işlev kaybı, 

kontrolsüz hücre bölünmesine ve tümör büyümesine neden olur. Normal allelin varlığı 

tümör gelişimini baskılar. Bir etki oluşması için işlev kaybı her iki alleli de etkilemelidir 

(yani tümör supressör genlerin mutasyonları, hücresel düzeyde 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 yılında Lane ve Crawford, bunların hemen arkasından da Linzer 

ve Levine tarafından nükleer fosfoprotein olarak tanımlanmıştır. David Lane ise 

immunohistokimyasal yöntemlerle insan tümörlerinde p53 genini göstermiştir (Alberts 

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

 

p53 geni 17. kromozomun kısa kolu üzerinde 17p13-1 pozisyonunda bulunan bir tümör 

süpressör gendir. 16.20 kb uzunluğunda olan bu gen 11 ekzondan oluşmaktadır (Nigro 

et al., 1989, Levine, 1997). 

 

p53 geninde meydana gelen değişiklikler insan tümörlerinde en sık rastlanan genetik 

değişikliklerdir (Harris, 1996, Prives and Hall, 1999). İlk tanımlandığı yıllarda sadece 

bir onkogen olarak görev yaptığı düşünülen p53 geninin daha sonraları sadece mutant 
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formunun anormal hücre büyümesinde rol oynadığı, normal p53 geninin ise tümör 

oluşumunu baskıladığı anlaşılmıştır (Greenblatt et al., 1994). 

 

p53 geni hücrelerde normal koşullarda bazal seviyede ve inaktif halde bulunur. 

Fizyolojik şartlar altında yaşam süresi 20 dakika gibi oldukça kısadır ve ubikütin 

aracılığı ile proteolize uğrar. Hücre bölünmesine ya da hücrenin hayatını sürdürmesine 

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

 

Hücrede meydana gelen stres durumları p53’ün aktivasyonuna sebep olabilir. Hipoksi, 

DNA’da oluşan hasarlar, büyüme sinyallerinin düzensizliği, ısı şoku, onkogenler, nitrik 

okside maruz kalma p53’ün aktivasyonuna sebep olan sinyallere örnek olarak  

verilebilir. p53 DNA’nın ve genel anlamda genomun içerdiği bilginin olduğu gibi 

korunmasını sağlaması nedeniyle “genomun gardiyanı” adını almıştır. p53 miktarı stres 

koşullarında hızla artar ve aktif hale gelir. 

 

p53 hücrelerde iki şekilde aktivite gösterir: 

 

 
1- Hücre siklusunun baskılanması ile büyümenin durdurulması 

 

 
2- Apoptozis 

 

 
Hücre bölünmesi sırasında G1’den S fazına geçişi kontrol eden mekanizma p53’ün etki 

ettiği ana mekanizmadır. DNA’da hasar meydana geldiğinde p53 DNA’nın tamirini 

hücre siklusunun G1 aşamasında bloke eder ve DNA tamir genlerini aktive eder. Zarar 

görmüş DNA’sı olan ve bunu tamir edemeyen hücre p53 tarafından apoptoza gönderilir. 

Hücrelerde p53 inaktif olduğu zaman hasar görmüş DNA tamir edilemez ve hücre 

içerisinde mutasyonlar sabitlenir. Bu durum ise hücrelerde malign transformasyona 

sebep olur. DNA hasarının yanı sıra, hipoksi de p53’ü aktive edebilir. Tümör 

anjiogenezi tümör hücrelerinin büyümesinde önemlidir. Hipoksiye giren tümör 

hücrelerinin p53 genleri eğer aktifse apoptoza giderler. Fakat p53 genleri mutasyona 
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uğramışsa o zaman hipoksik tümör hücreleri apoptoza dirençli hale gelir (Tsujimoto et 

al., 1985). 

 

1.2. Apoptoz (Programlı hücre ölümü) 

 

 
Fizyolojik şartlarda ihtiyaç duyulmayan veya patolojik koşullarda fonksiyonları bozulan 

hücrelerin, çevreye zarar vermeden, genetik faktörlerin kontrolünde programlı bir 

şekilde olan ölümüne “apoptoz” denir (Kerr et al., 1972, Elmore, 2007, Zakeri and 

Lockshin, 2008). Çok hücreli organizmalarda, hücre çoğalması ve hücre ölümü arasında 

sürekli bir denge mevcuttur. Bu denge organizmanın gelişimi ve doku homeostazisinin 

sağlanması açısından büyük önem taşır. Bu dengenin bozulması  embriyogenez 

sürecinde hatalara yol açar, ayrıca dejeneratif hastalıkların ve kanserin gelişiminde rol 

oynar (Danial and Korsmeyer, 2004). Yaşam süresince dokulardaki hücre sayısı apoptoz 

sayesinde dengede tutulur (Kerr et al., 1972). Programlı hücre ölümü, ökaryotik hücre 

ölümünün en sık formu olup, tümör regresyonu ve embriyonik gelişim sırasında görülür 

(Wyllie et al., 1992). 

 

Apoptozis, dokuların gelişim evrelerinde, dokulardaki hücre sayısını belirleyici 

homeostatik mekanizmada, immün olaylarda, hücrelerin hastalık veya zararlı ajanlara 

bağlı hasarlanmalarında ve yaşlanma sürecinde rol oynar (Thompson, 1995). Apoptoz, 

çeşitli eksojen ve endojen uyaranlar tarafından uyarılabilir. Kemoterapötik ajanlar, 

iyonlaştırıcı radyasyon, oksidanlar, hipertermi, büyüme faktörü veya hormon eksikliği, 

sitokinler, glukokortikoidler ve çeşitli kimyasallar başlıca apoptoz indükleyicileridir 

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

 

Apoptoza uğrayan bir hücrenin morfolojik ve biyokimyasal özelliklerinde bir takım 

değişiklikler oluşur. Öncelikle, apoptoza uğrayan hücrenin tutunduğu yüzeyle 

arasındaki adezyon ortadan kalkar ve hücre yuvarlaklaşır. Aynı zamanda apoptotik 

hücrenin komşu hücrelerle olan teması da ortadan kalkar. Apoptoza giden hücrenin 

hacminde azalma olur ve hücre büzülmesi meydana gelir. Kromatin nüklear membrana 

yaklaşır ve  yoğunlaşır. Hücre membranında kabarcık şeklinde girintili-çıkıntılı   yapılar 
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oluşur ve membran tomurcuklanması meydana gelir. Son olarak apoptotik hücre; 

apoptotik cisimcik (“apoptotic body”) adı verilen, membranla çevrili, içinde 

sitoplazmayı, hücresel organelleri ve nukleus fragmentlerini içeren küçük parçalara 

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

 
 

 

Şekil 1.3. Apoptoz sırasında hücrede meydana gelen morfolojik değişimler 

 

 

1.2.1. Apoptozun morfolojisi 

 

 
Apoptoz sırasında ortaya çıkan çeşitli morfolojik değişiklikler ışık ve elektron 

mikroskopisi ile tespit edilmiştir (Hacker, 2000, Elmore, 2007). Apoptozun ilk aşaması 

boyunca, hücre küçülmesi ve piknozis, ışık mikroskopisi ile görülebilir (Kerr et al., 

1972, Elmore, 2007). Hücrenin büzülmesi ile hücrelerin boyutları küçülür, sitoplazma 

yoğunlaşır ve organeller sıkı bir şekilde paketlenir. Piknozis kromatin yoğunlaşmasının 

bir sonucudur ve bu apoptozun en karakteristik özelliğidir. Hematoksilen ve eozin 

boyaması ile yapılan histolojik incelemede, apoptoz tek hücreleri veya küçük hücre 

kümelerini içerir. Apoptotik hücre, koyu eozinofilik sitoplazma ve yoğun mor nükleer 

kromatin parçaları ile yuvarlak veya oval bir kitle olarak görülür. Elektron mikroskobu, 

subselüler değişiklikleri daha iyi tanımlayabilir. 

 

Kromatin yoğuşma evresinin başlangıcında, elektron yoğun nükleer madde karakteristik 

olarak nükleer membranın altında çevresel olarak toplar, ancak düzgün yoğun 

çekirdekler de olabilir. Plazma zarının patlamasının ardından karyoreksis ve 

"tomurcuklanma" adı verilen bir süreç boyunca hücre parçalarının apoptotik cisimlere 

ayrılması meydana gelir. Apoptotik cisimler, nükleer bir fragman içeren veya içermeyen 
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sıkı bir şekilde paketlenmiş organellerin bulunduğu sitoplazmadan oluşur. Organel 

bütünlüğü halen muhafaza edilmekte ve hepsi bozulmamış bir plazma membranı içine 

alınmaktadır. 

 

Bu cisimler daha sonra makrofajlar, parenkimal hücreler veya neoplastik hücreler 

tarafından fagositlenir ya da fagolizozomlar içinde degrede edilirler. Apoptotik hücreleri 

parçalayan ve sindiren makrofajlara "yapışkan vücut makrofajları" denir ve çoğunlukla 

lenfoid foliküllerin rejeneratif germinal merkezlerinde veya bazen timik kortekste 

bulunur. Apoptotik hücrelere ait nükleer atıkların parçaları esnek cisimciklerdir. 

Aslında, apoptozis süreciyle veya apoptotik hücrelerin çıkarılmasıyla ilişkili hiçbir 

enflamasyon reaksiyonu yoktur, çünkü: (1) apoptotik hücreler hücresel bileşenlerini 

interstisyel dokuya salmamaktadır; (2) çevreleyen hücreler tarafından çabucak  

fagositize edilirler, bu nedenle muhtemelen sekonder nekroz önlenir ; ve (3) yutulan 

hücreler antienflamatuar sitokinler üretmezler (Savill and Fadok, 2000, Kurosaka et al., 

2003). 

 

1.2.2. Apoptozun moleküler mekanizması 

 

 
Apoptoz mekanizmaları moleküler olayların enerji bağımlı bir kaskadını içerir ve 

oldukça karmaşıktır. Bugüne kadar yapılan araştırmalar, iki ana apoptotik yol olduğuna 

işaret ediyor: ekstrinsik veya ölüm reseptörü yolağı ve intrinsik veya mitokondriyal yol. 

Bununla birlikte, şu anda iki yolağın birbirine bağlı olduğunu ve bir yolaktaki 

moleküllerin diğerini etkileyebileceğine dair kanıtlar vardır (Igney and Krammer,  

2002). T hücresinin aracılık ettiği sitotoksisiteyi ve perforin-granzime dayalı olarak 

hücrenin öldürülmesini içeren ek bir yol vardır. Perforin / granzim yolu, ya granzim B 

ya da granzim A aracılığıyla apoptozu indükleyebilir. Ekstrinsik, intrinsik ve granzim B 

yolakları aynı terminal veya ölüm yolunda birleşir. Bu yol, kaspaz-3'ün kesilmesi ile 

başlatılır ve DNA parçalanması, sitoskeletel ve nükleer proteinlerin bozunması, 

proteinlerin çapraz bağlanması, apoptotik cisimlerin oluşması, fagositik hücre 

reseptörleri için ligandların ekspresyonu ve son olarak fagositik hücreler tarafından 

alınması  ile  sonuçlanır.  Granzim  A  yolu  da  yine  benzer  şekilde  aktivite    gösterir, 
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kaspazdan bağımsız bir hücre ölüm yolunu tek zincirli DNA hasarı vasıtasıyla aktive 

eder (Martinvalet et al., 2005). 

 

1.2.3. Apoptotik hücrelerin biyokimyasal özellikleri 

 

 
Apoptotik hücreler, protein bölünmesi, protein çapraz bağlanma, DNA parçalanması ve 

fagositik tanıma gibi birtakım biyokimyasal modifikasyonları sergilerler (Hengartner, 

2000). Kaspazlar pek çok hücrede aktif olmayan bir proenzim formunda yaygın olarak 

eksprese edilir ve aktive olduktan sonra  çoğunlukla diğer prokaspazları  aktive ederek 

bir proteaz kaskadının başlatılmasına izin verir. Bazı prokaspazlar ayrıca otomatik 

olarak da aktif hale gelebilirler. Bir kaspazın diğer kaspazları aktive edebildiği bu 

proteolitik kaskad, apoptotik sinyal yolunu güçlendirir ve böylece hızlı hücre ölümüne 

yol açar. 

 

Kaspazların proteolitik aktivitesi vardır ve proteinleri aspartik asit kalıntılarıyla 

parçalayabilir, ancak farklı kaspazların komşu aminoasitlerin tanınmasını içeren farklı 

spesifiklikleri vardır. Kaspazlar başlangıçta aktive edildiğinde, hücre ölümüne karşı geri 

dönüşümsüz bir şekilde başlamış olur. Bugüne kadar, 10 tane ana kaspaz tanımlanmış  

ve başlatıcılar (kaspaz-2, -8, -9, -10), efektörler veya uygulayıcılar (kaspaz-3, -6, -7) ve 

inflamatuvar kaspazlar (kaspaz-1 , -4, -5) olarak kategorize edilmiştir (Cohen, 1997, Rai 

et al., 2005). 

 

Saptanan diğer kaspazlar, septik şok sırasında apoptozu ve sitokin olgunlaşmasını 

düzenleyen kaspaz -11, amiloid-β ile endoplazmik spesifik apoptozise ve sitotoksisiteye 

aracılık eden kaspaz -12, bir sığır geni olarak tanımlanan kaspaz-13 ve olgun dokularda 

ifade edilmeyip embriyonik dokularda oldukça yüksek oranda ifade edilen kaspaz-14  

'tür (Hu et al., 1998, Nakagawa et al., 2000, Koenig et al., 2001, Kang et al., 2002). 

Kapsamlı protein çapraz bağlama, apoptotik hücrelerin başka bir özelliğidir ve doku 

transglutaminazının ekspresyonu ve aktivasyonu yoluyla meydana gelir (Nemes et    al., 

1996). Endonükleaz bağımlı Ca
+2  

ve Mg
+2  

tarafından DNA parçalanması da oluşur    ve 

180 ila 200 baz çiftli DNA fragmanlarının oluşmasına neden olur (Bortner et al., 1995). 
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Bir diğer biyokimyasal özellik, bitişik hücreler tarafından apoptotik hücrelerin erken 

dönemde fagositik olarak tanınmasıyla sonuçlanan hücre yüzeyi belirteçlerinin 

ekspresyonudur ve çevresindeki dokuya en az ödün verilmek suretiyle hızlı fagositoz 

sağlar. Bu, plazma zarının dış tabakalarında ekspresyonu sağlamak için hücrenin çift 

katlı lipid tabakasının normal içe dönük fosfatidilserinin hareketi ile sağlanır (Bratton et 

al., 1997). Fosfatidilserinin dışa salınıımı, apoptotik hücrenin yüzeyindeki fagositler için 

iyi bilinen bir tanımlayıcı ligand olmasına rağmen, yeni çalışmalar, apoptotik hücre 

temizlemesi sırasında diğer proteinlerin hücre yüzeyinde de maruz kaldığını 

göstermiştir. 

 

1.2.4. Yolaklar 

 

 
1.2.4.a. Ekstrinsik yolak 

 

 
Apoptozu başlatan ekstrinsik sinyal yolları, transmembran reseptör aracılı etkileşimleri 

içerir. Bunlar, tümör nekroz faktörü (TNF) reseptör gen süper ailesinin üyesi olan ölüm 

reseptörlerini içerir (Locksley et al., 2001). TNF reseptör ailesinin üyeleri,  benzer 

sistein açısından zengin hücre dışı alanları paylaşmaktadır ve "ölüm domaini" olarak 

adlandırılan yaklaşık 80 aminoasitlik bir sitoplazmik alana sahiptir (Ashkenazi  and 

Dixit, 1998). Bu ölüm domaini, ölüm sinyalinin hücre yüzeyinden hücre içi sinyal 

yollarına iletilmesinde kritik bir rol oynamaktadır. Bugüne kadar, en iyi tanımlanmış 

ligandlar ve bunlara karşılık gelen ölüm reseptörleri, FasL / FasR, TNF-α / TNFR1, 

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 fazını tanımlayan olayların dizisi, FasL / FasR ve TNF-α / TNFR1 

modelleriyle en iyi şekilde karakterize edilir. Bu modellerde reseptörlerin kümelenmesi 

ve homolog trimerik ligand ile bağlanması vardır. Fas ligandının Fas reseptörüne 

bağlanması, adaptör proteini FADD'yi bağlar ve TNF ligandının TNF reseptörüne 

bağlanması,  FADD  ve  RIP  alımıyla  TRADD  adaptör  proteininin       bağlanmasıyla 
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sonuçlanır (Hsu et al., 1995, Wajant, 2002). FADD daha sonra, ölüm efektör  

domaininin dimerizasyonu yoluyla prokaspaz -8 ile bağlanır. 

 

Bu noktada, ölüme neden olan bir sinyal kompleksi (DISC) oluşur ve prokaspaz-8'in 

otomatik katalitik aktivasyonu meydana gelir (Kischkel et al., 1995). Kaspaz-8 

etkinleştirildikten sonra, apoptozun aktivasyon aşaması tetiklenir. Ölüm reseptör aracılı 

apoptoz, c-FLIP adı verilen ve FADD ve kaspaz-8'e bağlanacak bir protein ile inhibe 

edilebilir (Kataoka et al., 1998). Potansiyel apoptoz düzenlenmesinin bir başka 

noktasında, Toso adı verilen, kaspaz-8 işlemesinin inhibisyonu yoluyla T hücrelerinde 

Fas'ın indüklediği apoptozu bloke ettiği gösterilen bir protein bulunur (Hitoshi et al., 

1998). 

 

1.2.4.b. Perforin/Granzim yolağı 

 

 
T hücre aracılı sitotoksisite tip IV aşırı duyarlılığın bir varyantıdır. Bu sitotoksik T 

lenfositleri (CTL'ler) hedef hücreleri ekstrinsik yol ile öldürebilirler ve FasL / FasR 

etkileşimi, CTL'nin indüklediği apoptozun baskın yöntemidir (Brunner et al., 2003). 

Bununla birlikte, sitotoksik etkilerini tümör hücreleri ve virüs ile enfekte olmuş 

hücrelere, transmembran gözenek oluşturan molekül perforinin salgılanmasını ve 

ardından gözenek boyunca ve hedef hücre içine sitoplazmik granüllerin ekzofitik bir 

şekilde salınmasını içeren yeni bir yol yoluyla uygulanabilirler (Trapani and Smyth, 

2002). Serin proteazlar granzim A ve granzim B, granüller içerisinde en önemli 

bileşenlerdir (Elmore, 2007). 

 

Granzim B proteinleri aspartat kalıntılarında parçalayacak ve dolayısıyla prokaspaz-10'u 

aktive edecek ve ICAD (Caspase Activated DNAse'nin İnhibitörü) gibi faktörleri 

parçalayabilecektir (Sakahira et al., 1998). Raporlar ayrıca granzim B'nin Bid'in spesifik 

kesimi ve sitokrom c salınımının indüksiyonu yoluyla ölüm sinyalinin amplifikasyonu 

için mitokondriyal yolağı kullanabileceğini göstermiştir (Barry and Bleackley, 2002, 

Russell and Ley, 2002). Bununla birlikte, granzim B de doğrudan kaspaz -3'ü aktive 

edebilir. Hem mitokondrial yolak hem de kaspaz-3'ün doğrudan harekete geçirilmesi, 
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granzim B ile indüklenen öldürme için kritik öneme sahiptir (Goping et al., 2003). Son 

bulgular, bu granzim B sitotoksisite yönteminin, tip 2 yardımcı T (Th2) hücrelerin T 

hücre genişlemesi için bir kontrol mekanizması olarak kritik olduğunu göstermektedir 

(Devadas et al., 2006). 

 

Yapılan araştırmalar, aktive Th2 hücrelerinin T hücresi reseptörünün indüklediği 

apoptoz ile ne ölüm reseptörlerinin ne de kaspazların rol oynamadığını gösteriyor çünkü 

ligandlarının bloke edilmesi apoptoz üzerinde hiçbir etkiye sahip değildir. Öte yandan, 

Fas-Fas ligand etkileşimi, ölüm alanlarına sahip adaptör proteinleri ve kaspazlar, 

sitotoksik Tip 1 yardımcı hücrelerin apoptozu ve regülasyonunda yer alırken granzim 

B'nin herhangi bir etkisi yoktur. Granzim A, sitotoksik T hücresi tarafından uyarılmış 

apoptozda da önemlidir ve kaspazdan bağımsız yolakları aktive eder. Hücrelere 

girdikten sonra, granzim A, tümör süpresör gen ürünü olan DNaz NM23-H1 vasıtasıyla 

DNA kesimini aktive eder (Fan et al., 2003). Bu DNaz, tümör hücresi apoptozunun 

indüksiyonu yoluyla kanseri önlemek için bağışıklık sürveyansında önemli bir role 

sahiptir. 

 

Nükleozom montaj proteini SET normalde NM23-H1 genini inhibe eder. Granzim A 

proteazı SET kompleksini parçalayarak NM23-H1'in inhibisyonunu serbest bırakarak 

apoptotik DNA yıkımına neden olur. NM23-H1'in engellenmesine ek olarak, SET 

kompleksi kromatin yapısında ve DNA onarımında önemli işlevlere sahiptir. Bu 

kompleksi oluşturan proteinler (SET, Ape1, pp32 ve HMG2) kromatin ve DNA yapısını 

korumak için birlikte çalışıyor gibi görünüyor (Lieberman and Fan, 2003). Bu nedenle, 

bu kompleksin granzim A ile inaktivasyonu DNA ve kromatin yapısının bütünlüğünü 

bloke ederek apoptozise de katkıda bulunur. 

 

1.2.4.c. İntrinsik yolak 

 

 
Apoptozu başlatan intrinsik sinyal yolları, hücre içindeki hedeflere doğrudan etki eden 

ve mitokondriyal başlatılan olaylar olan hücre içi sinyaller üreten reseptör aracılı 

olmayan  çeşitli  uyaranlar  dizisini  içerir.  İçsel  yolu  başlatan  uyaranlar,  pozitif veya 
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negatif bir şekilde hareket edebilecek hücre içi sinyaller üretirler. Negatif sinyaller, bazı 

ölüm faktörlerinin, hormonların ve sitokinlerin yokluğunu içerir; bu da ölüm 

programlarının bastırılmamasına ve dolayısıyla apoptozun tetiklenmesine neden  

olabilir. 

 

Başka bir deyişle, faktörlerin geri çekilmesi, apoptotik supresyonun kaybı ve sonra 

apoptozun aktivasyonu meydana gelir. Olumlu bir şekilde hareket eden diğer uyarılar, 

bunlarla sınırlı olmamak üzere, radyasyon, toksinler, hipoksi, hipertermi, viral 

enfeksiyonlar ve serbest radikallerdir. Tüm bu uyaranlar, mitokondriyal  geçirgenlik 

geçiş (MPT) porlarının açılmasına sebep olan, mitokondriyal transmembran 

potansiyelini kaybetmesine ve sitozole intermembran boşluğundan normalde 

salıverilmiş pro-apoptotik proteinlerin iki ana grubunun serbest bırakılmasına neden 

olan iç mitokondriyal zardaki değişikliğe neden olur (Saelens et al., 2004). Birinci grup 

sitokrom c, Smac / DIABLO ve serin proteaz HtrA2 / Omi'den oluşur (Du et al., 2000, 

Garrido et al., 2006). Bu proteinler kaspaz bağımlı mitokondriyal yolağı aktive eder. 

 

Sitokrom c, bir "apoptozom" oluşturan prokaspaz-9 ve Apaf-1'i bağlar ve aktive eder 

(Chinnaiyan, 1999, Hill et al., 2004). Prokaspaz-9'un bu şekilde kümelendirilmesi 

kaspaz -9 aktivasyonuna yol açar. Smac / DIABLO ve HtrA2 / Omi'nin IAP (apoptoz 

proteinlerinin inhibitörleri) aktivitesini inhibe ederek apoptozisi teşvik ettiği 

bildirilmektedir (van Loo et al., 2002, Schimmer, 2004). Pro-apoptotik proteinlerin 

ikinci grubu, AIF, endonükleaz G ve CAD apoptoz sırasında mitokondriyumdan salınır, 

ancak bu hücrenin ölmeye karar verdikten sonra meydana gelen geç bir olaydır. 

 

AIF, çekirdeğe girer ve DNA'nın 50-300 kb'lık parçalara ayrılmasına ve çevresel  

nükleer kromatinin yoğunlaşmasına neden olur (Joza et al., 2001). Nükleer 

yoğunlaşmanın bu erken biçimi "evre I" yoğunlaşma olarak adlandırılır (Susin et al., 

2000). Endonükleaz G aynı zamanda nükleusa translokasyon yapar ve burada nükleer 

kromatin parçalanarak oligonükleozomal DNA fragmanları üretilir (Li et al., 2001). AIF 

ve endonükleaz G'nin her ikisi de kaspazdan bağımsız bir şekilde çalışır. CAD, daha 

sonra mitokondriden salınır ve kaspaz-3 ile bölünmeden sonra oligonükleozomal   DNA 
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parçalanmasına ve daha belirgin ve gelişmiş bir kromatin yoğunlaşmasına neden olan 

çekirdeğe translokasyon yapar (Enari et al., 1998). 

 

Daha sonra meydana gelen ve daha belirgin olan bu kromatin yoğunlaşması "evre II" 

yoğunlaşma olarak adlandırılır (Susin et al., 2000). Bu apoptotik mitokondriyal  

olayların kontrolü ve düzenlenmesi, proteinlerin Bcl-2 familyası üyeleri vasıtasıyla 

gerçekleşir (Cory and Adams, 2002). Tümör süpresör protein p53, proteinlerin Bcl-2 

ailesinin düzenlenmesinde kritik bir role sahiptir, ancak kesin mekanizmalar henüz 

aydınlatılmamıştır (Schuler and Green, 2001). Bcl-2 ailesi proteinleri mitokondriyal 

membran geçirgenliğini yönetir ve pro-apoptotik veya antiapoptotik olabilir. Bugüne 

kadar, Bcl-2 ailesinde toplam 25 gen tespit edilmiştir. Bazı anti-apoptotik proteinler 

arasında Bcl-2, Bcl-x, Bcl-XL, Bcl-XS, Bcl-w, BAG bulunur ve bazı pro-apoptotik 

proteinler Bcl-10, Bax, Bak, Bid, Bad, Bim, Bik ve Blk'dır. 

 

Bu proteinler özel bir öneme sahiptir, çünkü hücrenin apoptoza gidip gitmeyeceğini 

belirleyebilirler. Bcl-2 protein ailesinin ana etki mekanizmasının mitokondriyal 

membran geçirgenliğinin değiştirilmesi yoluyla mitokondriyondaki sitokrom c 

salınımının düzenlenmesi olduğu düşünülmektedir. Birkaç muhtemel mekanizma 

incelenmiştir ancak hiçbiri kesin olarak ispatlanmamıştır. Apoptozun Fas yolundaki 

mitokondriyal hasara, Bid'in kaspaz -8 ile kesilmesi aracılık eder (Li et al., 1998).  

Bad'in serin fosforilasyonu, çok fonksiyonlu fosfoserin bağ moleküllerinin bir ailesinin 

üyesi olan 14-3-3 ile ilişkilidir. Bad fosforile edildiğinde, 14-3-3 tarafından yakalanır ve 

sitoplazmada tutulur ancak Bad fosforile edilmediğinde, sitokrom c'yi serbest bırakmak 

için mitokondriye yer değiştirir (Zha et al., 1996). Bad aynı zamanda Bcl-Xl veya Bcl-2 

ile heterodimerize olur, onların koruyucu etkilerini nötralize eder ve hücre ölümünü 

teşvik eder (Yang et al., 1995). 

 

Bad tarafından kenetlenmediğinde, hem Bcl-2 hem de Bcl-XL, mekanizma iyi 

anlaşılmamış olmasına rağmen, sitokrom C'nin mitokondriyumdan salınmasını engeller. 

Raporlar, Bcl-2 ve Bcl-XL'nin öncelikle kaspaz proteazlarının aktivasyonunu kontrol 

ederek  apoptotik  ölümü  engellediğini  gösteriyor  (Newmeyer  et  al.,  2000).   "Aven" 
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olarak adlandırılan ek bir protein hem Bcl-XL hem de Apaf-1'i bağlar ve böylece 

prokaspaz-9'un aktivasyonunu önler (Chau et al., 2000). Bcl-2 veya Bcl-XL'in aşırı 

sentezlenmesinin diğerini down-regüle ettiğini, bu iki protein arasında karşılıklı bir 

regülasyona işaret ettiğini gösteren kanıt vardır. Puma ve Noxa, aynı zamanda pro- 

apoptoz ile ilgilenen Bcl2 ailesinin iki üyesidir. 

 

Puma, p53 aracılı apoptozda önemli bir rol oynamaktadır. Puma'nın in vitro aşırı 

ekspresyonu artmış Bax ekspresyonu, Bax konformasyonel değişikliği, mitokondriye 

translokasyon, sitokrom c salımı ve mitokondriyal membran potansiyelindeki azalma ile 

aynı zamanda meydana gelmektedir (Liu et al., 2003). Noxa, aynı zamanda p53 ile 

indüklenen bir başka apoptoz proteinidir. Çalışmalar, bu proteinin mitokondriye  

lokalize olabileceğini ve anti-apoptotik Bcl-2 familyası üyeleri ile etkileşebildiğini ve 

bunun da kaspaz-9'un aktivasyonuyla sonuçlandığını gösteriyor (Oda et al., 2000). Hem 

Puma hem de Noxa p53 tarafından indüklendiğinden, genotoksik hasar veya onkogen 

aktivasyonuyla ortaya çıkan apoptozise aracılık edebilirler. Myc onkoproteininin hem 

p53'e bağlı hem de bağımsız mekanizmalar yoluyla apoptozu güçlendirdiği bildirilmiştir 

(Meyer et al., 2006). 
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Şekil 1.4. Apoptozun moleküler mekanizması 
 

 

1.2.5. Apoptozun inhibisyonu 

 

 
Aşırı apoptoza neden olan birçok patolojik durum (nörodejeneratif hastalıklar, AIDS, 

iskemi, vb.) vardır ve bu nedenle apoptozu yapay olarak inhibe ederek yararlanabilirler 

(Nicholson, 2000). Anti-apoptotik mekanizmanın potansiyel yöntemlerinin kısa bir 

listesi, IAP (apoptoz proteinlerinin inhibitörleri) ailesi, kaspaz inhibisyonu, PARP (poli 

[ADP-riboz] polimeraz) inhibisyonu, PKB / Akt’in (protein kinaz B) yolağının 

uyarılmasını ve Bcl-2 proteinlerinin inhibisyonunu içerir. IAP protein ailesi belki de 
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hem intrinsik hem de ektrinsik yolları düzenledikleri için apoptozun en önemli 

düzenleyicisidir (Deveraux and Reed, 1999). 

 

XIAP (X bağlantılı memeli apoptoz proteini inhibitörü) ve survivin, daha iyi bilinen 

üyeler olarak kalmasına rağmen, sekiz insan IAP proteini tespit edilmiştir (Silke et al., 

2002). Şimdiye kadar, IAP ailesinin üyeleri felç, omurilik yaralanmaları, multipl skleroz 

ve kanser tedavisinde terapötik hedef olarak araştırıldı. Sentetik nonspesifik kaspaz 

inhibitörü z-VAD-fmk'nin, miyokard enfarktüsü, sıçan ve fare modellerinde 

miyokardiyal reperfüzyon hasarının şiddetini artırdığı görülmektedir (Mocanu et al., 

2000). Kaspaz etkinliğinin spesifik inhibitörleri bazen yararlı da olabilir. Kaspaz  I 

olarak da adlandırılan ICE (İnterlökin-1 beta-dönüştürücü enzim), apoptoz sırasında 

hücre içi protein bozunmasına aracılık ettiği görülen bir sistein proteazdır (Livingston, 

1997). ICE inhibitörleri, interlökin 1β'nın azaltılması yoluyla romatoid artrit ve diğer 

enflamatuvar durumların tedavisi için geliştirildi (Le and Abbenante, 2005). 

 

PARP-1'in hem DNA onarımında hem de apoptozda ikili rolü nedeniyle, PARP-1 

inhibitörlerinin farmakolojik kullanımı, iskemik ve inflamatuar hücre ve organ hasarını 

hafifletebilir veya antitümör ajanların sitotoksisitesini artırabilir (Graziani and Szabo, 

2005). PARP-1 nakavt fareleri ile yapılan son araştırmalar, PARP-1 inhibitörlerinin 

miyokard iskemisi ve reperfüzyon hasarıyla ilişkili yaralanma için etkili bir terapi 

olabileceğini göstermektedir (Zhou et al., 2006). PKB / Akt sinyalini uyaran ve hücre 

hayatta kalışını teşvik eden insülin benzeri büyüme faktörü-1'in (IGF-1) infüzyonunun 

hayvan modellerinde miyokard iskemisinde yararlı olduğu gösterilmiştir (Fujio et al., 

2000). Transgenik kardiyak iskemi modelleri ve global beyin iskemisi ile yapılan diğer 

çalışmalar, Bax'ın ekspresyonunu ve/veya fonksiyonunu inhibe etmenin sitokromun 

mitokondriden salınmasını önleyebileceğini, mitokondriyal membran potansiyelindeki 

azalmayı inhibe edebildiğini ve hücreleri apoptosise karşı koruyabileceğini gösteriyor 

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

 

 
İç veya dış fizyolojik uyaranlara ek olarak apoptozu tetikleyen çok çeşitli patolojik 

hücresel hareketler vardır (Vaux and Korsmeyer, 1999). Çok hücreli organizmalarda, 

apoptoz veya programlanmış hücre ölümü, neredeyse tüm dokulardaki hücre çoğalması 

ve ölümü arasında homeostatik denge sağlayan fizyolojik bir süreçtir (Kerr et al., 1972). 

Apoptoz aşırı oranda üretilen hücrelerin yok edilmesinden sorumludur. Embriyonik 

gelişme, doku yenilenmesi, hormona bağlı doku atrofisi ve sayısız patolojik koşullar 

sırasında özellikle önemlidir (Thompson, 1995). 

 

Hücrenin büzülmesi, hücre zarının kabarcıklanması, nükleer kromatinin yoğunlaşması, 

kromozomal DNA'nın yer yer nükleozomal bölgede kesilmesi ve çekirdeğin 

parçalanması apoptozise uğramış bir hücrenin ana morfolojik değişiklikleridir. Hücre 

zarı kabarcıklarının oluşumu zara bağlı apoptotik cisimlerin salınmasıdır. Normal olarak 

plazmanın iç yüzünde bulunan fosfatidilserin membran dış yüzeyine çıkar ve burada 

fagositler tarafından alım için bir tanıma sinyali sağlar. Dolayısıyla, apoptoz, hücrelerin 

hızlı ve etkili biçimde yok edilmesine neden olur (Kerr et al., 1972). 

 

Apoptoz ile ilgili mekanizmalar tam olarak anlaşılamamıştır. Kaspazlar sonuçta bir dizi 

proteini parçalayarak hücrelerin parçalanmasına neden olan bir dizi olaya katılan bir 

proteaz ailesidir (Thornberry and Lazebnik, 1998). Kaspaz proteolitik kaskadı apoptotik 

yanıtta merkezi bir nokta oluşturur ve başlatılması çeşitli faktörlerle sıkı bir şekilde 

düzenlenir. Apoptozun düzenlenmesinde ve kaspaz aktivasyonunun indüklenmesinde 

Bcl-2 familyasının proteinlerinin önemli bir rol oynadığı bilinmektedir ancak işlevleri 

henüz tam olarak tanımlanmamıştır (Adams and Cory, 1998). Bcl-2 proteinleri, kaspaz- 

3 aktivasyonunun ve apoptozun kontrolünde rol oynadığından, bir hücrenin yaşayıp 

yaşamayacağına karar vermede önemli olabilirler (Chao and Korsmeyer, 1998). 



26 
 

 

 

 

 

 

1.3.1. Bcl-2 aile üyelerinin genel özellikleri 

 

 
Adından da anlaşılacağı üzere, Bcl-2 geni önce insan B hücresi lenfomalarında 

keşfedildi (Tsujimoto et al., 1985). Bcl-2, apoptozu inhibe ederek hücre sağkalımını 

uzatan bir proto-onkogendir. Daha sonraki çalışmalar, Bcl-2’nin birçok hücre tipinde 

çok sayıda uyaran tarafından uyarılan apoptozu önleyebileceğini veya erteleyebileceğini 

göstermiştir (Hockenbery et al., 1990). Bcl-2’nin antiapoptotik fonksiyonunu açıklamak 

için  birkaç  hipotez  önerilmiştir.  Bcl-2,  Ca
2+    

homeostazı  için  bir  regülatör    görevi 

görebilir (Gulbins et al., 2000) ve ya bir antioksidan olarak aktivite gösterebilir 

(Haunstetter and Izumo, 1998). Buna ek olarak, Bcl-2, sonuç olarak apoptozise özgü 

intraselüler proteolize aracılık eden sitozolik kaspazların mitokondri aktivatörlerinin 

salınmasını önleyebilir (Chao and Korsmeyer, 1998). 

 

Bcl-2'nin apoptozu aktive eden faktör 1 (Apaf-1) ile ilişkilendirilmesi, sitokrom c 

salımını ve iki efektör kaspaz olan kaspaz-9 ve 3'ün aktivasyonunu önleyebilir 

olmasındandır. Ayrıca, Bcl-2, apoptoz sırasında ortaya çıkan mitokondriyel 

transmembran potansiyelinin çöküşünü modüle ederek etki gösterebilir (Hockenbery et 

al., 1990). Çeşitli biyokimyasal, genetik ve moleküler tekniklerle, omurgalılarda birçok 

Bcl-2 homoloğu tanımlandı ve bir Bcl-2 familyası proteini oluşturuldu. Bu aile, Bcl-2, 

Bcl-XL, Mcl-1, A1, Bcl-W (Adams and Cory, 1998) gibi hücre sağkalımını veya Bax, 

Bak, Bcl-XS, Bok gibi hücre ölümünü destekleyebilen proteinleri içerir (Chao and 

Korsmeyer, 1998). Bu pro-ve anti-apoptotik proteinler arasındaki göreceli miktarlar 

veya denge, hücrelerin bir ölüm sinyaline duyarlılığını etkiler. 

 

Apoptozdaki rolüne bakılmaksızın tüm Bcl-2 ailesi üyeleri korunmuş dört Bcl-2 

homoloji (BH) domaininden en az birini içermesiyle karakterize edilir ve bunlar BHl- 

BH4 olarak adlandırılırlar (Adams and Cory, 1998). Genel olarak, anti-apoptotik üyeler, 

dört domainin tamamının korunmuş dizisine sahiptirler fakat pro-apoptotik moleküller 

birinci α-sarmal parçanın dizisini kaybetmişlerdir. BH3 domaini, pro-apoptotik üyelerde 

kritik bir ölüm domaini olarak kabul edilir. Bu kavram, " BH3-domain-only "üyeler 
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olarak bilinir ve bu domain içindeki tüm üyeler pro-apoptotiktir (Puthalakath and 

Strasser, 2002). 

 

Bcl-2 proteini, dış mitokondri membranına, endoplazmik retikulum zarına ve çekirdek 

zarına lokalize olan bir proteindir ve NH2-terminali sitoplazmaya bakmaktadır.  

Ailesinin diğer birçok üyesi gibi, Bcl-2'nin, COOH-terminalinde, hücre içi 

membranlardaki sitozolik yüzeye proteinin sokulmasına izin veren hidrofobik bir alanı 

vardır (Nguyen et al., 1993); bu hücre içi lokalizasyon fonksiyonları için önemlidir. Bcl- 

2 ailesinin üyelerinin önemli bir özelliği, bu proteinler arasındaki nötralize edici 

rekabeti öne sürerek heterodimerler kadar homo- formları oluşturma yetenekleridir. 

Böylece, Bcl-2 (239 amino asit proteini, 26 kDa), Bcl-2 ile ~% 21 amino asit özdeşliği 

olan bir proapoptotik protein olan Bax ile heterodimerler oluşturur. Bax'a ilaveten, 

birkaç diğer genin, Bcl-2 ile dizi homolojisine sahip proteinleri kodladığı ve onunla 

heterodimerler oluşturma kapasitesi olduğu bildirildi. 

 

Bunların arasında Bcl-X, alternatif bir birleştirme mekanizması vasıtasıyla iki protein 

üretebilir: Bcl-XL (uzun biçim) ve Bcl-XS (kısa form). Bcl-XL, hücre ölümünü 

bastıran, Bcl-2 ile % 43 dizi özdeşliğine sahip olan 241 amminoasit proteini olup, 63-aa 

bölgesi (aa 126-188) Bcl-XL'de bulunamamıştır ve bu bir proapoptotik protein olarak 

işlev görür (Adams and Cory, 1998). Başka bir Bcl-2 homologu, yaklaşık 140 aa'lık bir 

bölge üzerinde Bcl-2 ile ~% 35 benzerlik gösteren Mcl-1'dir (Zhu et al., 1996). Şimdiye 

kadar, Mcl-1'in Bcl-2 ile etkileşime girip girmediği veya hücre ölümünün 

düzenlenmesinde görev yapıp yapmadığı tam olarak açıklanmamıştır. Antiapoptotik 

üyeler, özellikle mitokondride, endoplazmik retikulumda ve nükleer membranlarda 

bulunan integral membran proteinleridir (Krajewski et al., 1994). Pro-apoptotik 

proteinlerin büyük çoğunluğu sitoplazmada lokalizedir, ancak bir ölüm sinyalini  

takiben, konformasyonel değişikliğe uğramış gibi gözükmektedir (Wolter et al., 1997, 

Griffiths et al., 1999). 
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2.3. Transkripsiyonel Regülasyon 

 

 
Bir organizmanın özellikleri, sahip olduğu genetik bilgi ve genetik bilginin çevreye 

cevabı tarafından belirlenir. Genetik bilginin ifadesi, transkripsiyon ve translasyon 

olmak üzere iki ardışık basamağı içeren protein sentezi aracılığı ile olur. Birinci 

basamak, bilginin haberci RNA (mRNA) olarak bilinen bir RNA molekülü formuna 

dönüştürülmesidir. Transkripsiyon olarak adlandırılan bu olay RNA polimeraz enzimi 

tarafından gerçekleştirilir (Yıldırım et al., 2007). RNA replikaz enzimi içeren RNA 

virüsleri ve Retrovirüsler hariç, DNA çift zincirlerinden bir tanesinin kalıp olarak 

kullanılmasıyla tek zincirli RNA molekülüne dönüştürülmesine transkripsiyon (yazılım) 

denir (Luleyap, 2008). Transkripsiyon, protein sentezi için olduğu kadar taşıyıcı RNA, 

ribozomal RNA ve katalitik ve yapısal fonksiyonları olan diğer RNA molekülleri için  

de bilgileri taşıyan mRNA'ları üretir. Transkripsiyon, dsDNA kalıbına ve ribonükleotit 

öncülleri olan ATP, GTP, CTP ve UTP'ye gereksinim duyan RNA polimeraz tarafından 

katalizlenir (Turner et al., 2004). mRNA yazılımına şablon oluşturacak DNA zinciri ve 

bundan oluşacak RNA zincirleri çok farklı şekillerde isimlendirilmektedir. 

Transkripsiyonda kalıp olarak kullanılan DNA zinciri için; template = negatif zincir 

veya antisense zincir gibi farklı tanımlamalar kullanılırken, diğer zincir için kodlayıcı = 

pozitif zincir veya sense (anlamlı) zincir gibi tanımlamalar kullanılmaktadır (Lodish et 

al., 2003). 

 
 

 

Şekil 1.5. Transkripsiyonun şematik görünümü 
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2.3.1. RNA polimerazlar 

 

 
RNA sentezini gerçekleştiren enzim RNA polimerazdır. DNA’yı kalıp olarak kullanıp 

ribonükleosid 5′- trifosfatların (NTP) polimerizasyonunu 5′ → 3ʹ dogrultusunda 

katalizler. DNA polimerazdan farklı olarak RNA polimerazlar RNA sentezini başlatmak 

için primere gereksinim duymaz. Bunun yerine transkripsiyon genin baslangıcında 

belirli bölgelerden de novo olarak başlar. RNA polimerazın bağlanıp, transkripsiyonu 

başlattığı gen ifadesinin düzenlendiği DNA bölgeleri “promotör” olarak isimlendirilir. 

RNA polimeraz çoklu protein polipeptid zincirlerinden oluşan kompleks bir enzimdir. 

Prokaryotik RNA polimeraz beş farklı alt üniteden oluşmaktadır. Bunlar; α, ß, ß’, ω ve 

σ’ dır. σ alt ünitesi diğerlerine göre daha zayıf bağlıdır ve diğer alt ünitelerden kolayca 

ayrılabilir. Merkezi polimerazı α, ß, ß’ ve ω alt üniteleri oluşturur. σ alt birimi 

transkripsiyon inisiyasyonun başlama bölgesinin tanınması için gereklidir (Cooper and 

Hausman, 2004). 

 

Ökaryotlarda transkripsiyon prokaryotlardakine benzerdir fakat daha karmaşıktır. 

Prokaryotlarda tüm genler tek bir RNA polimeraz ile transkribe edilirken, ökaryotik 

hücreler farklı RNA polimerazlar içerir. Ayrıca prokaryotlarda RNA polimeraz direkt 

olarak promotör sekansa bağlanabilirken, ökaryotik RNA polimerazlar transkripsiyonu 

başlatmak için başka proteinler ile etkileşime girmek durumundadır. Ökaryotik hücreler 

üç farklı RNA polimeraz içermektedir. Protein kodlayan genler RNA polimeraz II ile 

transkribe edilerek mRNA’ ya dönüştürülür. Ribozomal RNA (rRNA) ve transfer 

RNA’lar (tRNA) ise RNA polimeraz III tarafından transkribe edilir. RNA polimeraz I 

rRNA’ların büyük parçaları olan 28S, 18S ve 5,8S alt birimlerinin transkripsiyonundan 

sorumludur. RNA polimeraz III ise tRNA ve rRNA’ ların 5S alt birimlerinin 

transkripsiyonundan sorumlu olan polimerazdır. 

 

2.3.2. Transkripsiyonda önemli olan bölgeler 

 

 
Ökaryotik canlılarda, transkripsiyonel düzenlenmeyi sağlayan bazı önemli bölgeler 

bulunmaktadır.   Bunlar;   transkripsiyon   faktörleri   ve   DNA   üzerindeki    promotör, 



30 
 

 

 

 

 

 

enhancer (arttırıcı), silencer (susturucu) ve response element (cevap elementleri)'dir 

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

 

2.3.2.a. Promotör bölgesi 

 

 
Bir genin transkripsiyonunu başlatmak için RNA polimeraz enziminin bağlandığı DNA 

dizisine promotör denir. Ökaryotik canlılarda RNA polimeraz II tarafından 

transkripsiyonu yapılan genlerin iki önemli promotör elemanları vardır. Bunlardan 

birincisi, temel transkripsiyon faktörlerinin özel bağlanma bölgeleri olarak tanımlanan 

ve prokaryotlardaki -10 bölgesindeki Pribnow TATA kutusuna homolog işlevi olan, -35 

ile -20 baz 5′ bölgede yer alan TATAAA dizisi, ve diğeri ise initiator (başlatıcı=Inr) 

olarak tanımlanan Inr dizisidir (Luleyap, 2008). Prokaryotik canlılarda promotörün 

yapısına katılan DNA dizileriyle ilgili olarak yapılan çalışmalarda iki promotör dizisinin 

birçok gende ortak olduğu bulunmuştur. Bu ortak diziler başlangıç pozisyonu olan +1 

referans noktasına göre -10 baz çifti yukarıda yer aldığı için -10 veya TATAAT 

(Pribnow kutusu) dizisi olarak tanımlanırken, diğeri -35 baz çifti yukarıda yer alan 

TTGACA promotör dizisidir. Promotör bölgesi ile RNA Polimeraz enzimi arasındaki 

etkileşimi inceleyen araştırmacılar, iki önemli nokta saptamışlardır. Bunlar; a) 

Konsensüs dizisi az uyumlu olan promotörlere sahip genlerin transkripsiyonu daha 

yetersizdir. b) Bu promotör bölgelerinde meydana gelebilecek mutasyonlar promotör 

fonksiyonunu değiştirir (Lodish et al., 2003). 

 

Diğer cis-etkili kontrol dizileri, bireysel genlerin ekspresyonunu kontrol eden çok 

sayıdaki kontrol faktörlerinin bağlanma bölgeleri olarak görev yaparlar. Bu diziler her 

zaman olmasa da çoğunlukla TATA kutusundan önce (upstream) lokalize olmuşlardır. 

Bu dizilerin her ikisi de TATA kutusundan -100, -120 baz çifti (bç) daha önceki bir 

bölgede bulunmaktadır. CCAAT ve GC kutusu olarak da adlandırılan GGGCGG 

dizilerinden oluşan bu bölgelerin tüm ökaryotik genlerin promotör yapısında bulunduğu 

netlik kazanmamıştır (Alberts et al., 1994, Lodish et al., 2003). 
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2. KAYNAK ÖZETLERİ 

 

 
Kanser, doku veya organlardaki hücrelerin düzensiz ve kontrolsüz bölünerek 

çoğalmasıyla oluşan malign tümörlerin tanımlanmasında kullanılan bir terimdir (2016). 

Kanser gelişimi karsinogenez olarak adlandırılan bir süreç sonunda ortaya çıkar. 

Karsinogenez, hücrelerdeki malign transformasyon sürecinde oluşan moleküler, 

genotipik ve fenotipik değişiklikleri açıklayan bir süreçtir. Karsinogenezde etkili olan 

pek çok faktör vardır. Yaş, coğrafi faktörler, çevresel etmenler (fiziksel, biyolojik, 

kimyasal), inflamasyonlar ( Helichobacter pylori, Hepatit virüsleri, HIV), prekanseröz 

hastalıklar ve genetik faktörler karsinogenezde önemli rol almaktadır (Kumar et al., 

2014, Bayrak, 2010). 

Apoptozis; morfogenez, doku homeostasizi, yaşlanma ve istenmeyen zararlı hücrelerin 

çıkarılmasını içeren çeşitli biyolojik olaylarda rol oynayan ve spesifik reseptör 

molekülleri-CD95, tümör nekroz faktör, büyüme faktörleri, ultraviole ışınlar, 

irradyasyon, ısı şoku, sitotoksik ilaçlar, oksidatif stres ve bakteriler gibi çeşitli fizyolojik 

ve patofizyolojik indükleyiciler ile indüklenebilen programlı hücre ölümüdür (Lodish et 

al., 2003). 

 

Apoptotik metabolik yolda meydana gelen bozukluk, kanser, otoimmün ve 

nörodejeneratif rahatsızlıkları içeren çeşitli patolojik durumlar ile sonuçlanır  

(Thompson, 1995, Hanahan and Weinberg, 2000, Bidere et al., 2006). Bax, p53 adlı 

tümör baskılayıcı proteinin kofaktörü olma işlevine sahip, insanda bulunan bir 

proteindir. Bax; Bcl-2 associated x protein anlamında kullanılmaktadır (Zhu et  al., 

1996). 

 

Proapoptotik bir proteindir. Bcl-2 ile % 43 yapısı aynıdır ve Bcl-2 ile homodimerler ve 

heterodimerler oluşturabilir. Bax predominant olduğunda apoptozis artmaktadır (Oltvai 

et al., 1993). 

Bax geni, Bcl-2 gen ailesinin bir üyesidir. Bax, p53 aracılığıyla indüklenir ve bulunduğu 

hücrenin apoptoza gidişini hızlandırır (Zhu et al., 1996). Normalde sitozolde lokalizedir; 

https://tr.wikipedia.org/wiki/P53
https://tr.wikipedia.org/wiki/Apoptoz
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apoptozis sırasında mitokondri membranına yerleşir (Gross, 1998). İyon kanallarını 

açarak sitokrom-c salınımına neden olur ve apoptozisi sağlar (Jurgensmeier et  al., 

1998). Bax fonksiyon kaybının bazı lösemi ve kolon kanserlerinde rol oynadığı 

gösterilmiştir (Meijerink et al., 1998). Servikste Bax sentezini inceleyen çok az çalışma 

olmasına karşın bu çalışmaların çoğunda normal ve neoplastik dokuda Bax sentezinin 

farklı olmadığı gösterilmiştir (Giarnieri et al., 2000). 

Bcl-2 (B-cell lymphoma gene-2) protein ailesi üyeleri hücre ölümünün en önemli 

regülatörleridirler. Bu ailede hem apoptotik hem antiapoptotik üyeler bulunmaktadır. 

Bcl-2 proteini antiapoptotik proteinlerdendir ve mitokondrinin dış membranı, nükleus 

membranı ve endoplazmik retikulum membranında lokalizedir (Goping et al., 2003). 

Yapılan bir çalışmada gastrik kanserde Bax geninin promotör bölgesinde G/A 

polimorfizmi incelenmiştir. Hastalardan alınan kan örneklerinin analizi sonucu bu 

nükleotitlerde polimorfizm olduğu belirlenmiş ve bu polimorfizmin hücrelerde 

ekspresyonu etkileyebilecek olan Sp1 motiflerini kaldırdığı görülmüştür (Mirmajidi et 

al., 2016). 

 

Geçmişte yapılan bir çalışmada transkripsiyonel regülasyonda doğal tip ve mutant p53 

proteinlerinin fonksiyonel alanları belirlenmiştir (Unger et al., 1993). 

 

Öncelikle Miyashita et al. yaptıkları çalışmalarda Bax gen promotörü üzerindeki TATA 

bağlanma bölgesini ve muhtemel p53 bağlanma bölgelerini belirlemişlerdir (Miyashita 

and Reed, 1995). 

 

Bu çalışma ile proapoptotik bir gen olan Bax geninin promotör bölgesi üzerinde  

bulunan ve genin transkripsiyonu için önemli transkripsiyon faktörlerini barındıran belli 

başlı bölgeler pGEM-T Easy vektörüne klonladı.Bu şekilde promotör üzerinde 

belirlenen dört tane bölgenin gen konstraktları oluşturuldu.Biyoinformatik 

programlarıyla genin promotör bölgesi fonksiyonel olarak analiz edildi. 
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3. MATERYAL ve YÖNTEM 

 

 

3.1 Materyal 

 
 

3.1.1 Kimyasal maddeler 

 

 
Çalışmada kullanılan kimyasalların tamamı moleküler biyoloji için uygun saflıktadır. 

Klonlamada kullanılan vektör sistemleri ve enzimler ise Promega, Sigma, Thermo 

Scientific firmalarından temin edildi. 

 

Çizelge 3.1. Çalışmada kullanılan kimyasallar 

Kimyasallar Üretici 

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. Çalışmada kullanılan laboratuvar gereçleri 

 

 

Çizelge 3.2. Çalışmada kullanılan laboratuvar gereçleri 

Kullanılan Gereç Modeli 

-86 
o
C Derin Dondurucu Sanyo Ultra Low 

Buz Makinası Scotsman AF–20 (Authomatic ice 

machines) 

Buzdolabı Arçelik 

Çalkalamalı İnkübatör Ika ks 4000i çalkalayıcılı inkübatör 

Otoklav Hirayama 

PH Metre Schott pH-Meter CG840 

Saf su cihazı Barnstead Easy Pure UV/UF 

Soğutmalı santrifüj Hermle Z 323 K(Germany) 

Sıcak su banyosu Memmert WNB14 

Spektrofotometre Shimadzu UV-3600 Plus 

Vorteks Fısons whırlı-mixer 

Agaroz jel elektroforez Tankı BIO RAD 

Jel görüntüleme sistemi Bio-Rad 

PCR ProFlex™ 3x32-Well PCR 

Mikro santrifüj Hettich 

Steril Kabin WCS Class II Type Biosafety Cabinet 

NanoDrop Epoch 

Hassas terazi Gecavery (UK) 

Otomatik pipet Eppendorf 

Magnetik karıştırıcı 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 solüsyonlar 

 

 

Çizelge 3.3. Agaroz jel elektroforezi solüsyonları 

Solüsyon İçeriği 

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 Çalışmada kullanılan vektörler 

 

 

Klonlama amaçlı kullanılan pGEM-T Easy vektörü Promega’dan satın alındı. 
 

 

 

 

Şekil 3.1. pGEM-T Easy vektörünün restriksiyon haritası ve klonlama bölgesi 
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3.2 Metotlar 

 

 
3.2.1 Çalışmada kullanılan ortamın ve malzemenin temizliği ve sterilizasyonu 

 

 
Isıya dayanıklı bütün cam malzemeler, pipet uçları, ependorflar, santrifüj tüpleri, bakteri 

kültür ortamları 121 °C' de 15 dakika otoklavda steril edildi. 

 

3.2.2 DNA izolasyonu ve klonlama 

 

 
3.2.2.a. İnsan genomik DNA’sının temin edilmesi 

 

 
İnsan genomik DNA’sı hazır olarak üretici firmadan satın alınmıştır. 

 

 
3.2.2.b Polimeraz zincir reaksiyonları (PCR) 

 

 
PCR reaksiyonları 15 μL hacimde yapıldı. Kalıp olarak farklı konsantrasyonlarda elde 

edilen genomik DNA örnekleri kullanılarak en iyi sonucu verecek konsantrasyon 

belirlendi. Her bir primerin son konsantrasyonu 10 pmol olacak şekilde seyreltildi. 10X 

PCR buffer (sigma), 10 mM dNTP (sigma) ve 2,5 ünite Taq DNA polimeraz (sigma),  

25 mM MgCl2 (sigma) kullanıldı. PCR programı ve döngü sayısı primerlere ve kalıp 

DNA kaynağına bağlı olarak değişiklik göstermiştir. PCR sonuçları agaroz jelde 

görüntülenmiş ve istenilen bantlar jelden geri kazanılmıştır. 

 

3.2.2.c. Primer tasarımı 

 

 
Primer tasarımı için www.restrictionmapper.org, www.ncbi.nlm.nih.gov ve 

bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3/ adreslerinden yararlanıldı. Tasarlanan primerlerin 

saç tokası yapısı oluşturmamasına, Tm sıcaklıklarının birbirine yakın olmasına ve 

nükleotitlerin dağılımının mümkün olduğunca eşit olmasına dikkat edildi. Ayrıca 

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

http://www.restrictionmapper.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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bulunan DNA sekansları ile blast yapılarak farklı genlerle en az homoloji gösteren 

primerler seçilmeye çalışıldı. 

 

3.2.2.d. DNA agaroz jel elektroforezi 

 

 
DNA elektroforezi için yatay jeller kullanıldı ve 60 volt elektrik akımında yaklaşık 1 

saat örnekler yürütüldü. Elektroforez tamponu olarak 1X TAE tercih edildi. Çalışmada 

genellikle %1 konsantrasyonda agaroz jeller kullanıldı. Elektroforezde ayrılan DNA 

parçalarının büyüklüğünün belirlenmesi için 100 bç DNA  ladder  kullanıldı. 

Elektroforez sonuçları jel görüntüleme sisteminde görüntülenerek fotoğrafları çekildi. 

 

3.2.2.e. Agaroz jelden DNA purifikasyonu 

 

 
İstenilen DNA bantları UV transilluminator üzerinde agaroz jelden kesilerek alındı ve 

DNA jel ekstraksiyon kiti (Qiagen) kullanılarak DNA elüe edildi. Jelden kazanılan 

DNA’nın küçük bir kısmı tekrar jelde yürütülerek kontrol edildi. DNA miktarı ve 

temizliğinin kontrolu için 260 ve 280 nm dalga boyundaki absorbansları alındı. 

 

3.2.2.f. PCR ürünlerinin A:T klonlanması 

 

 
Elde edilen PCR ürünleri pGEM-T Easy vektörüne (Promega) protokolde belirtildiği 

şekliyle A:T klonlaması yapıldı. Buna göre 10 μL toplam hacim olacak şekilde, 1 μL 

pGEM-T vektör, 3 μL insert DNA ( PCR ürünü), 5 μL 10 x T4 ligaz tamponu  

(Promega) ve 1 μL T4 DNA ligaz (Promega) +4 
o
C’de bir gece veya oda sıcaklığında  3 

saat inkübe edildi. Ligasyon sonuçları E.coli JM109 competent hücrelerine transforme 

edildi. Transformantların seçimi mavi-beyaz koloni yöntemine göre yapıldı. Bunun için 

40 μL ampicillin,100 μL X-Gal ve 40 μL IPTG içeren LB agar besiyerleri hazırlandı. 
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3.2.2.g. Plazmit DNA izolasyonu (Miniprep) 

 

 
Plazmit DNA izolasyonu için Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification Systems 

kullanıldı. Öncelikle 10 mL steril LB broth besiyerine 10 μL ampisilin eklendi. 

Besiyerine tek koloni ekim yapıldı ve bir gece 37
o
C 'de 150 rpm 'de çalkalamalı   etüvde 

inkübe edildi. Bir gecenin sonunda kitin protokolüne uygun olarak plazmit DNA 

izolasyonu yapıldı. NanoDrop'ta konsantrasyon ölçümü yapılarak saflığı kontrol edildi. 

Agaroz jel elektoroforezi yapılarak da sonucun doğruluğundan emin olundu. 

 

3.2.2.h. Kompetent hücre hazırlanması 

 

 
Kompetent hücre hazırlanması için 100 mM kalsiyum klorür kullanıldı. Öncelikle 10 

mL LB besiyeri içine tek koloni E.coli JM109 suşundan ekim yapılarak 37
o
C’de 

çalkalamalı etüvde bir gece inkübe edildi. Daha sonra bir gecelik kültürden 100 mL LB 

içine 100 μL inoküle edilerek, OD600 0,5 ile 0,6 arasına gelinceye kadar çalkalamalı 

etüvde   37
o
C’de   inkübe   edildi.   4444   rpm’de   7-10   dakika   santrifüj   ile hücreler 

çöktürüldü. 2500 µL 100 mM soğuk kalsiyum klorür ile pellet yeniden çözüldü ve buz 

üzerinde yarım saat bekletildi. Daha sonra tekrar çöktürülerek süpernatant uzaklaştırıldı. 

Pellet 500 µL soğuk kalsiyum klorür ile çözülerek buz içerisinde +4 
o
C’de saklandı. 

 

3.2.2.ı. Transformasyon 

 

 
Transformasyon için, 100 μL kompetent hücreye 10 μL ligasyon ürünü ilave edilerek 

buz üzerinde 20 dakika bekletildi. Süre sonunda 42
o
C’de 30 saniye ısı şoku uygulandı. 

Hemen ardından buz üzerinde 3-5 dakika bekletildi. Daha sonra 900 μL LB ilave edildi 

ve 37
o
C’de çalkalamalı etüvde bir buçuk saat inkübe edildi. Süre sonunda kültür  örneği 

12.000 rpm’de 30 saniye santrifüj edildi. Süpernatant alındı ve 100 μL örnek uygun 

antibiyotiği içeren LB agar besiyerine yayılarak bir gece inkübe edildi. 
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3.2.2.j. Çalışmada kullanılan bakteri izolatı 

 

 
Çalışma sırasında klonlama için E.coli JM109 bakteri suşu kullanıldı. 

 

 
3.2.2.k. Bakteriyel kültür ortamı 

 

 
E.coli için gerekli kültür ortamı olarak LB - Broth ve LB-Agar kullanıldı. Toz halinde 

satın alınan besi yerleri ddH2O ile hazırlanarak otoklavda steril edildi. 

 

3.2.2.l. Antibiyotikler 

 

 

Amfisilin 50 mg/mL stok solüsyon şeklinde hazırlandı ve -20 
o
C’de saklandı. 
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4. ARAŞTIRMA BULGULARI 

 

 
İnsan Bax geninin regülasyonunun aydınlatılması amacıyla ilk olarak biyoinformatik 

çalışmaları ile Ensemble programı kullanılarak Bax geninin promotör bölgesi belirlendi. 

Daha sonra Genomatix veri tabanı kullanılarak promotordaki muhtemel transkripsiyon 

faktörü bağlanma bölgeleri belirlendi. Daha sonra sırasıyla genin promotorunun 

çoğaltılması ve klonlanması çalışmaları gerçekleştirildi. 

 

 

 

 

 
 

Şekil 4.1. Bax geninin kromozom üzerindeki yerleşimi 

 

 

Çizelge 4.1. Bax geninin traskript varyantları ile ilgili fenotip, hastalık ve özellikler. 

 

Fenotip,hastalık ve özellik Varyantların sayısı 

Bir fenotip açıklaması olan tüm varyantlar 5 

T hücreli lenfoblastik lökomia hücre hattı 1 

Kolorektal kanser 2 

Kolon kanseri 2 

Lökomia,T hücreli lenfoblastik ,somatik 2 

T hücreli akut lenfoblastik lökomia 2 
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Çizelge 4.2. Bax geninin transkript varyantları 

 
İsim 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 

kodlamamaktadır. 

BAX-010 ENST00000513217.1 869 Protein 

kodlamamaktadır. 

BAX-008 ENST00000513545.5 775 Protein 

kodlamamaktadır. 

BAX-012 ENST00000503726.2 488 Protein 

kodlamamaktadır. 

 

 
 

MDGSGEQPRGGGPTSSEQIMKTGALLLQGFIQDRAGRMGGEAPELALDPVPQ 
DASTKKLSECLKRIGDELDSNMELQRMIAAVDTDSPREVFFRVAADMFSDGNF 

NWGRVVALFYFASKLVLKALCTKVPELIRTIMGWTLDFLRERLLGWIQDQGG 

WVRLLKPPHPHHRALTTAPAPPSLPPATPLGPWAFWSRSQWCPLPIFRSSDVVY 

NAFSLRV 

Şekil 4.2. Bax geninin alternatif ekson yapısı. 

Siyah: Alternatif ekson, Mavi: Alternatif ekson, Kırmızı: Çakışan 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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Çizelge 4.3. Bax geni 001 transkriptinin ekzon ve intron yapısı 

 
No Ekzon/ İntron Başlangıç Bitiş Başlan 

gıç 

aşama 

sı 

Bitiş 

Aşaması 

Uzunl 

uk 

Dizi 

 ( 5' upstream 

dizisi) 
     ......tgcggccgcccgcgcggacccggcgaga 

ggcggcggcgggagcggcggtg 

1 ENSE00003477 

122 

48,954,929 48,954,962 0 1 34 ATGGACGGGTCCGGGGAGCA 

GCCCAGAGGCGG 

 Intron 1-2 48,954,963 48,955,547   585 gtgaggcgggaggcagacgggcggg.......... 

cctcttcccttcctttctcctctag 

2 ENSE00000853 

382 

48,955,548 48,955,599 1 2 52 GGCCCACCAGCTCTGAGCAGA 

TCATGAAGACAGGGGCCCTTT 

TGCTTCAGGG 

 Intron 2-3 48,955,600 48,955,686   87 gtgagtttgaggtctgattattgtg..........caccc 

tcactccatccccactctag 

3 ENSE00003478 

529 

48,955,687 48,955,833 2 2 147 TTTCATCCAGGATCGAGCAGG 

GCGAATGGGGGGGGAGGCAC 

CCGAGCTGGCCCTGGACCCGG 

TGCCTCAGGATGCGTCCACCA 

AGAAGCTGAGCGAGTGTCTCA 

AGCGCATCGGGGACGAACTG 

GACAGTAACATGGAGCTGCA 

GAG 

 Intron 3-4 48,955,834 48,956,197   364 gtgtgggcccctgaggacccagaag..........g 

cactggttctcctctctcctgcag 

4 ENSE00003731 

885 

48,956,198 48,956,333 2 0 136 GATGATTGCCGCCGTGGACAC 

AGACTCCCCCCGAGAGGTCTT 

TTTCCGAGTGGCAGCTGACAT 

GTTTTCTGACGGCAACTTCAA 

CTGGGGCCGGGTTGTCGCCCT 

TTTCTACTTTGCCAGCAAACT 

GGTGCTCAAG 

 Intron 4-5 48,956,334 48,960,809   4,476 gtgggcagctgcagggcagtgagcc..........ct 
aacgcccactccactccccacag 

5 ENSE00002027 

056 

48,960,810 48,961,798 0 0 989 GCCCTGTGCACCAAGGTGCCG 

GAACTGATCAGAACCATCATG 

GGCTGGACATTGGACTTCCTC 

CGGGAGCGGCTGTTGGGCTGG 

ATCCAAGACCAGGGTGGTTGG 

GTGAGACTCCTCAAGCCTCCT 

CACCCCCACCACCGCGCCCTC 

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 
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       GAAGCGACTGATGTCCCTGTC 

TCCAGGACGGCCTCCTCTCCT 

ACTTTGGGACGCCCACGTGGC 

AGACCGTGACCATCTTTGTGG 

CGGGAGTGCTCACCGCCTCAC 

TCACCATCTGGAAGAAGATGG 

GCTGAGGCCCCCAGCTGCCTT 

GGACTGTGTTTTTCCTCCATA 

AATTATGGCATTTTTCTGGGA 

GGGGTGGGGATTGGGGGACG 

TGGGCATTTTTCTTACTTTTGT 

AATTATTGGGGGGTGTGGGGA 

AGAGTGGTCTTGAGGGGGTAA 

TAAACCTCCTTCGGGACACA 

 3' downstream 

sequence 
     cttcggcatctgagtcactgggcctctgccccgct 

ccccggcacgtcagg.......... 

 

 

 

Çizelge 4.4. Bax geninin 2000 bp ‘lik promotör parçasının dizisi ve dizi üzerindeki 
fonksiyonel bölgeler 

 
>5' Flanking sequence chromosome:GRCh38:19:48952929:48954928:1 

 

 

 

                                     
GAGAAGCATT ACACATCCTG GGTGCTATGC GAGCTTTTTT TTTTTTTTTT TTTTTTTTTG -2000 

  
AGTTGGAGTT TCCCTCTTGT TACTGAGGCT GGAGTGCAAG GTCACGATCT CAGCTCACTG -1940 

  

CAACCTCTGC CTCCAGATTC AAACGATTCC CCTGCCTCAG CTCCCGAGTA GCTGGGACTA -1880 

  

CAGGTGCCTG CCACCACACC TGGCTAATTT AGAATTTTTA GTAGGGATAG GGTTTCACCG -1820 

  

TGTTGGCCAG GCTGGTCTCA AACTCCTGAC CTCAGGTGAT CTACCCATCT CGGCCTCCCA -1760 

  

AAGTGCTGGG ATTACAGAAG TGAGCCACTG AGCCCAACCA GGAGCTTTTT CGAGAAAGAA -1700 

  

GGAAGTCCAA GAGATCTTCC TGACACCCTA GTCTGACTCT GCCCTTTGCC TGCTCAAAAT -1640 

  

TTCCCCATGC TTCCCAGCGG CCTTCTGGAC ATAGATCAAG TCCCTTCTCT GACAGGCCCA -1580 

  

AACCCTTTAT CATCTGATCC TAGCTCATTT TTCTGAGTTT TCCTTAGTTG CTATTATTTT -1520 

  

CTGTCTAAAG TGACATGTCA TAATATTCAT AAAGCACACA AGTCTTATGT GTACAGCTCA -1460 

  

ATGAATTGTA AATATGTGTA TACCCGGCCG GGCACAGTGG CTCACGCCTG TAATCCCAGC -1400 

  

ACTTTGGGAG GCCGAGGCAG GTGGATCACT TGAGGTCAGG AGCTTGAGAC CAGCCTGACC -1340 

  

AACATAGTGA AACCCCATCT TTACTAAAAA TACAAAATTA GCTGGGCGTG GTGTCGCATG -1280 

  

CCTGCAATTC CAGCTACTTG GGAGGCTGAG GCAGGAGAAT TGCTTGAACC CGGAGGCAGA -1220 

  

GGTTGCAGTA AGCCGAGATC GTGCCATTGC ACTCCATCCT GGGCAACAAG AGCAAAACTC -1160 

  

CGTCTCAAAA TAATAATAAT AATAATAATA ATAATAATAA TAATAATGTG TATACCCATG -1100 

  

TAAACACCAT TCAGATAAAA ATATGGCATA TTTGGGGCAC CCGGGGAGTG TCTCTTGTGG -1040 

  

CCCCTCCCCT CCATACCCTG CTGATCTATC AGCACAGATT AGTTTCTGCC ACTTTTTAAA -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 

  

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 bağlanma bölgesi 

 Muhtemel P53 bağlanma bölgeleri 

 Ortak baz 

 TATA kutusu 

 Trankripsiyon başlama sitesi 

+1 Start Kodonu 

 Transkripsiyon faktörleri ve altlarındaki 

diziler bağlanma motiflerini 

göstermektedir 
 

 

 
 

Şekil 4.3. İnsan Bax geninin 2000 bp’lik promotör bölgesi ile fare Bax geninin 2000 bp’lik promotörü 

arasındaki homoloji
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Çizelge 4.5. Bax gen promotörü üzerindeki muhtemel trankripsiyon faktörü bağlanma bölgeleri 
 

 

Matri 

ks 

Ailesi 

Detaylı Aile 

Bilgisi 

Matrix Detaylı 

Matriks 

Bilgisi 

Başlan 

gıç 

Bit 

iş 

Zinc 

ir 

Dizi 

NFKB Nüklear 

faktoör 

kappa B/c-rel 

NFKAPPAB 

65.01 
NF-kappa B 

(p65) 

 

62 

 

76 

 

(+) 

gttggagtTTCCctc 

NKX 

H 

NKX 

homeodomai 

n faktör 

NKX21.01 NK2 

homeobox 1 

(Troid 

transkripsiyon 

faktör 1) 

 
 

86 

 
 

104 

 
 

(+) 

aggcTGGAgtgcaaggt 

ca 

SF1F Omurgalı 

steroidojenik 

faktör 

 

SF1.01 

SF1 

steroidojenik 

faktör 1 

 

93 

 

107 

 

(+) 

 

agtgCAAGgtcacga 

MYO 

D 

Myoblast 

belirleyici 

faktörler 

 

TCFE2A.01 
Transkripsiyo 

n faktör E2a 

(E12/E47) 

 

175 

 

191 

 

(+) 

 

ggactacaGGTGcctgc 

 
 

CREB 

cAMP- 
duyarlı 

eleman 

bağlama 

proteinleri 

 
CJUN_ATF2 

.01 

 

c-Jun/ATF2 

heterodimerle 

r 

 
 

261 

 
 

281 

 
 

(+) 

 
aactccTGACctcaggtg 

atc 

 

 
TALE 

TG 

Motiflerini 

Tanıyan 

TALE 

Homeodomai 

ni 

 

 
TGIF.01 

Homeodomai 

n faktörlerinin 

TALE sınıfına 

ait TG ilişkili 

faktör 

 

 
548 

 

 
564 

 

 
(+) 

 

 
aagtgacatGTCAtaat 

 

TCFF 

TCF11 

transkripsiyo 

n faktör 

 

TCF11.01 

TCF11/LCR- 

F1/Nrf1 

homodimerler 

 

557 

 

563 

 

(+) 

 

GTCAtaa 

 

 
 

SIX3 

 
 

Sinüs oküler 

homeobox 

homologu 3 

 

 
 

SIX3.03 

SIX3 / 

SIXdomain 

(SD) ve 

Homeodomai 

n (HD) 

transkripsiyon 

faktör 

 

 
 

644 

 

 
 

664 

 

 
 

(+) 

 

 
acgcctgTAATcccagc 

actt 

 
 

HAN 

D 

Sınıf B 

bHLH 

transkripsiyo 

n 

faktörlerinin 

alt ailesi 

 
 

TAL1_E2A. 

01 

Lmo2'nin 

Kompleksi, 

Tal-1, E2A 

proteinlerine 

ve GATA-1'e 

bağlıdır 

 

 
671 

 

 
691 

 

 
(+) 

 
 

gccgaggCAGGtggatc 

actt 

 
ZF02 

C2H2 Çinko 

Parmak 

Transkripsiy 

on faktör 2 

 

ZKSCAN3.0 

1 

SCAN 
domains 3 ve 

KRAB ile 

çinko parmak 

 
728 

 
750 

 
(+) 

 

tgaaaCCCCatctttacta 

aaaa 

 
 

SIX3 

 

Sinüs oküler 

homeobox 

homologu 3 

 
 

SIX3.03 

SIX3 / SIX 
domain (SD) 

and 

Homeodomai 

n (HD) 

 
 

904 

 
 

924 

 
 

(+) 

 
ctcaaaaTAATaataata 

ata 

https://www.genomatix.de/cgi-bin/matinspector_prof/matrix_help.pl?s=0fdfced4e20297ee97832b9eb6e96cae%3BML%3D94%3BNAME%3DFAM_V%24NFKB
https://www.genomatix.de/cgi-bin/matinspector_prof/matrix_help.pl?s=0fdfced4e20297ee97832b9eb6e96cae%3BML%3D94%3BNAME%3DV%24NFKAPPAB65.01
https://www.genomatix.de/cgi-bin/matinspector_prof/matrix_help.pl?s=0fdfced4e20297ee97832b9eb6e96cae%3BML%3D94%3BNAME%3DV%24NFKAPPAB65.01
https://www.genomatix.de/cgi-bin/matinspector_prof/matrix_help.pl?s=0fdfced4e20297ee97832b9eb6e96cae%3BML%3D94%3BNAME%3DFAM_V%24NKXH
https://www.genomatix.de/cgi-bin/matinspector_prof/matrix_help.pl?s=0fdfced4e20297ee97832b9eb6e96cae%3BML%3D94%3BNAME%3DFAM_V%24NKXH
https://www.genomatix.de/cgi-bin/matinspector_prof/matrix_help.pl?s=0fdfced4e20297ee97832b9eb6e96cae%3BML%3D94%3BNAME%3DV%24NKX21.01
https://www.genomatix.de/cgi-bin/matinspector_prof/matrix_help.pl?s=0fdfced4e20297ee97832b9eb6e96cae%3BML%3D94%3BNAME%3DFAM_V%24SF1F
https://www.genomatix.de/cgi-bin/matinspector_prof/matrix_help.pl?s=0fdfced4e20297ee97832b9eb6e96cae%3BML%3D94%3BNAME%3DV%24SF1.01
https://www.genomatix.de/cgi-bin/matinspector_prof/matrix_help.pl?s=0fdfced4e20297ee97832b9eb6e96cae%3BML%3D94%3BNAME%3DFAM_V%24MYOD
https://www.genomatix.de/cgi-bin/matinspector_prof/matrix_help.pl?s=0fdfced4e20297ee97832b9eb6e96cae%3BML%3D94%3BNAME%3DFAM_V%24MYOD
https://www.genomatix.de/cgi-bin/matinspector_prof/matrix_help.pl?s=0fdfced4e20297ee97832b9eb6e96cae%3BML%3D94%3BNAME%3DV%24TCFE2A.01
https://www.genomatix.de/cgi-bin/matinspector_prof/matrix_help.pl?s=0fdfced4e20297ee97832b9eb6e96cae%3BML%3D94%3BNAME%3DFAM_V%24CREB
https://www.genomatix.de/cgi-bin/matinspector_prof/matrix_help.pl?s=0fdfced4e20297ee97832b9eb6e96cae%3BML%3D94%3BNAME%3DV%24CJUN_ATF2.01
https://www.genomatix.de/cgi-bin/matinspector_prof/matrix_help.pl?s=0fdfced4e20297ee97832b9eb6e96cae%3BML%3D94%3BNAME%3DV%24CJUN_ATF2.01
https://www.genomatix.de/cgi-bin/matinspector_prof/matrix_help.pl?s=0fdfced4e20297ee97832b9eb6e96cae%3BML%3D94%3BNAME%3DFAM_V%24TALE
https://www.genomatix.de/cgi-bin/matinspector_prof/matrix_help.pl?s=0fdfced4e20297ee97832b9eb6e96cae%3BML%3D94%3BNAME%3DV%24TGIF.01
https://www.genomatix.de/cgi-bin/matinspector_prof/matrix_help.pl?s=0fdfced4e20297ee97832b9eb6e96cae%3BML%3D94%3BNAME%3DFAM_V%24TCFF
https://www.genomatix.de/cgi-bin/matinspector_prof/matrix_help.pl?s=0fdfced4e20297ee97832b9eb6e96cae%3BML%3D94%3BNAME%3DV%24TCF11.01
https://www.genomatix.de/cgi-bin/matinspector_prof/matrix_help.pl?s=0fdfced4e20297ee97832b9eb6e96cae%3BML%3D94%3BNAME%3DFAM_V%24SIX3
https://www.genomatix.de/cgi-bin/matinspector_prof/matrix_help.pl?s=0fdfced4e20297ee97832b9eb6e96cae%3BML%3D94%3BNAME%3DV%24SIX3.03
https://www.genomatix.de/cgi-bin/matinspector_prof/matrix_help.pl?s=0fdfced4e20297ee97832b9eb6e96cae%3BML%3D94%3BNAME%3DFAM_V%24HAND
https://www.genomatix.de/cgi-bin/matinspector_prof/matrix_help.pl?s=0fdfced4e20297ee97832b9eb6e96cae%3BML%3D94%3BNAME%3DFAM_V%24HAND
https://www.genomatix.de/cgi-bin/matinspector_prof/matrix_help.pl?s=0fdfced4e20297ee97832b9eb6e96cae%3BML%3D94%3BNAME%3DV%24TAL1_E2A.01
https://www.genomatix.de/cgi-bin/matinspector_prof/matrix_help.pl?s=0fdfced4e20297ee97832b9eb6e96cae%3BML%3D94%3BNAME%3DV%24TAL1_E2A.01
https://www.genomatix.de/cgi-bin/matinspector_prof/matrix_help.pl?s=0fdfced4e20297ee97832b9eb6e96cae%3BML%3D94%3BNAME%3DFAM_V%24ZF02
https://www.genomatix.de/cgi-bin/matinspector_prof/matrix_help.pl?s=0fdfced4e20297ee97832b9eb6e96cae%3BML%3D94%3BNAME%3DV%24ZKSCAN3.01
https://www.genomatix.de/cgi-bin/matinspector_prof/matrix_help.pl?s=0fdfced4e20297ee97832b9eb6e96cae%3BML%3D94%3BNAME%3DV%24ZKSCAN3.01
https://www.genomatix.de/cgi-bin/matinspector_prof/matrix_help.pl?s=0fdfced4e20297ee97832b9eb6e96cae%3BML%3D94%3BNAME%3DFAM_V%24SIX3
https://www.genomatix.de/cgi-bin/matinspector_prof/matrix_help.pl?s=0fdfced4e20297ee97832b9eb6e96cae%3BML%3D94%3BNAME%3DV%24SIX3.03
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   transkripsiyon 

faktör 
    

 

 

 

 

 
SATB 

 

 

 
Özel AT 

zengin 

dizileri 

bağlayan 

protein 

 

 

 

 

 
SATB1.01 

Özellikle 

timositlerde 

eksprese 

edilen AT- 

zengin dizi- 

bağlayıcı 

protein 1 

matris 

bağlanma 

bölgelerine 

(MAR'ler) 

bağlanır. 

 

 

 

 

 
912 

 

 

 

 

 
926 

 

 

 

 

 
(+) 

 

 

 

 

 
aatAATAataataat 

 

 

 

 

 
SATB 

 

 

 
Özel AT 

zengin 

dizileri 

bağlayan 

protein 

 

 

 

 

 
SATB1.01 

Özellikle 

timositlerde 

eksprese 

edilen AT- 

zengin dizi- 

bağlayıcı 

protein 1 

matris 

bağlanma 

bölgelerine 

(MAR'ler) 

bağlanır. 

 

 

 

 

 
918 

 

 

 

 

 
932 

 

 

 

 

 
(+) 

 

 

 

 

 
aatAATAataataat 

 

 

 

 

 
SATB 

 

 

 
Özel AT 

zengin 

dizileri 

bağlayan 

protein 

 

 

 

 

 
SATB1.01 

Özellikle 

timositlerde 

eksprese 

edilen AT- 

zengin dizi- 

bağlayıcı 

protein 1 

matris 

bağlanma 

bölgelerine 

(MAR'ler) 

bağlanır. 

 

 

 

 

 
930 

 

 

 

 

 
944 

 

 

 

 

 
(+) 

 

 

 

 

 
aatAATAataataat 

 

 

 

 

 
SATB 

 

 

 
Özel AT 

zengin 

dizileri 

bağlayan 

protein 

 

 

 

 

 
SATB1.01 

Özellikle 

timositlerde 

eksprese 

edilen AT- 

zengin dizi- 

bağlayıcı 

protein 1 

matris 

bağlanma 

bölgelerine 

(MAR'ler) 

bağlanır. 

 

 

 

 

 
933 

 

 

 

 

 
947 

 

 

 

 

 
(+) 

 

 

 

 

 
aatAATAataataat 

 

FKH 

D 

Çatal 

yönetici 

domain 

proteinleri 

 
FOXP1.01 

 

Forkhead box 

P1 

 
955 

 
971 

 
(+) 

 
cccatgtAAACaccatt 

GAT 

A 

GATA 
bağlanma 

GATA.01 
GATA 
bağlanma 

970 982 (+) ttcaGATAaaaat 

https://www.genomatix.de/cgi-bin/matinspector_prof/matrix_help.pl?s=0fdfced4e20297ee97832b9eb6e96cae%3BML%3D94%3BNAME%3DFAM_V%24SATB
https://www.genomatix.de/cgi-bin/matinspector_prof/matrix_help.pl?s=0fdfced4e20297ee97832b9eb6e96cae%3BML%3D94%3BNAME%3DV%24SATB1.01
https://www.genomatix.de/cgi-bin/matinspector_prof/matrix_help.pl?s=0fdfced4e20297ee97832b9eb6e96cae%3BML%3D94%3BNAME%3DFAM_V%24SATB
https://www.genomatix.de/cgi-bin/matinspector_prof/matrix_help.pl?s=0fdfced4e20297ee97832b9eb6e96cae%3BML%3D94%3BNAME%3DV%24SATB1.01
https://www.genomatix.de/cgi-bin/matinspector_prof/matrix_help.pl?s=0fdfced4e20297ee97832b9eb6e96cae%3BML%3D94%3BNAME%3DFAM_V%24SATB
https://www.genomatix.de/cgi-bin/matinspector_prof/matrix_help.pl?s=0fdfced4e20297ee97832b9eb6e96cae%3BML%3D94%3BNAME%3DV%24SATB1.01
https://www.genomatix.de/cgi-bin/matinspector_prof/matrix_help.pl?s=0fdfced4e20297ee97832b9eb6e96cae%3BML%3D94%3BNAME%3DFAM_V%24SATB
https://www.genomatix.de/cgi-bin/matinspector_prof/matrix_help.pl?s=0fdfced4e20297ee97832b9eb6e96cae%3BML%3D94%3BNAME%3DV%24SATB1.01
https://www.genomatix.de/cgi-bin/matinspector_prof/matrix_help.pl?s=0fdfced4e20297ee97832b9eb6e96cae%3BML%3D94%3BNAME%3DFAM_V%24FKHD
https://www.genomatix.de/cgi-bin/matinspector_prof/matrix_help.pl?s=0fdfced4e20297ee97832b9eb6e96cae%3BML%3D94%3BNAME%3DFAM_V%24FKHD
https://www.genomatix.de/cgi-bin/matinspector_prof/matrix_help.pl?s=0fdfced4e20297ee97832b9eb6e96cae%3BML%3D94%3BNAME%3DV%24FOXP1.01
https://www.genomatix.de/cgi-bin/matinspector_prof/matrix_help.pl?s=0fdfced4e20297ee97832b9eb6e96cae%3BML%3D94%3BNAME%3DFAM_V%24GATA
https://www.genomatix.de/cgi-bin/matinspector_prof/matrix_help.pl?s=0fdfced4e20297ee97832b9eb6e96cae%3BML%3D94%3BNAME%3DFAM_V%24GATA
https://www.genomatix.de/cgi-bin/matinspector_prof/matrix_help.pl?s=0fdfced4e20297ee97832b9eb6e96cae%3BML%3D94%3BNAME%3DV%24GATA.01
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 faktörleri  faktör     
 
 

ZTRE 

Çinko 

transkripsiyo 

nel 

düzenleyici 

element 

 
 

ZTRE.04 

 

ZTRE 

motifinin 3' 

bölgesi 

 
 

1002 

 
101 

8 

 
 

(+) 

 
 

cggGGAGtgtctcttgt 

 
 

ZF02 

C2H2 çinko 

parmak 

transkripsiyo 

n faktör 2 

 
 

ZBTB7.03 

7A, 

pokemonu 

içeren çinko 

parmak ve 

BTB domaini 

 
 

1016 

 
103 

8 

 
 

(+) 

 
tgtggCCCCtcccctccat 

accc 

 
 

ZTRE 

Çinko 

transkripsiyo 

nel 

düzenleyici 

element 

 
 

ZTRE.03 

 

ZTRE 
motifinin 5' 

bölgesi 

 
 

1022 

 
103 

8 

 
 

(+) 

 
 

ccCTCCcctccataccc 

GAT 

A 

GATA 
bağlanma 

faktörleri 

 

GATA1.02 

GATA- 
bağlanma 

faktör 1 

 

1053 
106 

5 

 

(+) 

 

cacaGATTagttt 

 
 

ZF02 

C2H2 Çinko 

parmak 

transkripsiyo 

n faktör 2 

 
ZKSCAN3.0 

1 

SCAN 

domainleri 3 

ve KRAB 

bulunduran 

çinko parmak 

 
 

1121 

 
114 

3 

 
 

(-) 

agccaCCCCacccagtc 

atgact / 

agtcatgactgggtGGG 

Gtggct 

 
 

MYT 

1 

 

MYT1 

C2HC çinko 

parmak 

protein 

 

 
MYT1.02 

Primer 

nörogeneze 

katılan MyT1 

çinko parmak 

transkripsiyon 

faktörü 

 

 
1249 

 
 

126 

1 

 

 
(+) 

 

 
aaaAAGTtttaaa 

 

HNF1 
Hepatik 

Nükleer 

Faktör 1 

 

HNF1.01 
Hepatik 

nüklear faktör 

1 

 

1253 
126 

9 

 

(-) 
gGTTAatttttaaaact / 

agttttaaaaatTAACc 

 
 

TF2B 

RNA 

polimeraz II 

transkripsiyo 

n faktör II B 

 
 

BRE.01 

Transkripsiyo 

n faktör II B 

(TFIIB)'yi 

tanıyan 

element 

 
 

1451 

 
145 

7 

 
 

(-) 

 
ccgCGCC / 

GGCGcgg 

 
E2FF 

E2F-myc 

aktivatör/hüc 

re döngüsü 

regülatörü 

 
E2F1.01 

E2F 

transkripsiyon 

faktör 1 

 
1981 

 

199 

7 

 
(+) 

 

cggcGGCGggagcggc 

g 

 

 
 

HIFF 

 

Hypoxia'yı 

indükleyebile 

n faktör , 

bHLH/PAS 

protein ailesi 

 

 
 

ARNTL.01 

Aril 

hidrokarbon 

reseptörü 

nükleer 

translokatör 

benzeri 

homodimer 

 

 
 

1928 

 

 
194 

4 

 

 
 

(-) 

 
 

ccgggtcaCGTGagagc 

/               

gctctCACGtgacccgg 

 

 

 

HESF 

 

Bölünmüş 

kompleks 

enhansırının 

omurgalı 

homologları. 

DEC1.01 
Dec1, Stra13, 

Sharp2 veya 

BHLHE40 

olarak bilinen 

temel heliks- 

loop-heliks 

protein. 

 

 

 

1929 

 

 
194 

3 

 

 

 

(+) 

 

 

 

ctctCACGtgacccg 

 
 

https://www.genomatix.de/cgi-bin/matinspector_prof/matrix_help.pl?s=0fdfced4e20297ee97832b9eb6e96cae%3BML%3D94%3BNAME%3DFAM_V%24ZTRE
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EBO 

X 

E-box 

bağlanma 

faktörleri 

 

USF.03 
Upstream 

uyarıcı faktör 

 

1928 
194 

4 

 

(+) 

 

gctctcaCGTGacccgg 

 

 
 

HESF 

 

Bölünmüş 

kompleks 

enhansırının 

omurgalı 

homologları. 

 

 
 

DEC2.01 

Dec2, Sharp1 

ya da 

BHLHE41Bas 

ic olarak 

bilinen helix- 

loop-helix 

protein 

 

 
 

1928 

 

 
194 

2 

 

 
 

(-) 

 

 
gggtcaCGTGagagc / 

gctctCACGtgaccc 

EBO 

X 

E-box 

bağlanma 

faktörleri 

 

USF1.01 
Upstream 

uyarıcı faktör 

1 

 

1927 
194 

3 

 

(-) 

cgggTCACgtgagagcc 
/                

ggctctcacGTGAcccg 

 

 

HIFF 

Hypoxia'yı 

indükleyebile 

n faktör , 

bHLH/PAS 

protein ailesi 

 

 

HRE.02 

 

Hipoksia- 

cevap 

elementi 

 

 

1910 

 
192 

6 

 

 

(-) 

 

ccgctgaaCGTGcgtcc 

/                

ggacgCACGttcagcgg 

EBO 

X 

E-box 

bağlanma 

faktörleri 

 

MNT.01 

MAX 
bağlanma 

proteini 

 

1897 
191 

3 

 

(+) 
gcggcCACGtgaagga 

c 

EBO 

X 

E-box 

bağlanma 

faktörleri 

 

USF.01 
Upstream 

uyarıcı faktör 

 

1896 
191 

2 

 

(-) 
tccttCACGtggccgcc / 

ggcggccaCGTGaagg 

a 

 

 
YY1F 

Transkripsiy 

on başlama 

sitesine 

bağlanan 

aktivatör/repr 

esör 

 

 
YY2.01 

 
Transkripsiyo 

n faktör yin 

yang 2 

 

 
1879 

 
 

190 

1 

 

 
(+) 

 
 

cagcggCCATtttgcgg 

ggcggc 

 

 

 

 
MITF 

 

 

 

Mikroftalmin 

in 

transkripsiyo 

n faktörü. 

 

 

 

 
CLEAR.01 

Eşgüdümlü 

Lizozomal 

İfade ve 

Düzenleme 

(CLEAR) 

unsurları 

TFEB 

tarafından 

sınırlandırılmı 

ştır 

 

 

 

 
1850 

 

 

 
 

186 

4 

 

 

 

 
(-) 

 

 

 
 

cgggTCACgtgaccg / 

cggtcacGTGAcccg 

 

 
 

HIFF 

 

Hypoxia'yı 

indükleyebile 

n faktör, 

bHLH/PAS 

protein ailesi 

 

 
 

ARNTL.01 

Aril 

hidrokarbon 

reseptörü 

nükleer 

translokatör 

benzeri 

homodimer 

 

 
 

1849 

 

 
186 

5 

 

 
 

(-) 

 
 

ccgggtcaCGTGaccgc 

/                

gcggtCACGtgacccgg 

 
 

HESF 

Bölünmüş 

kompleks 

enhansırının 

omurgalı 

homologları. 

 
 

BHLHB2.01 

Sınıf B, 2'yi 

içeren temel 

helix-loop- 

helix domain 

 
 

1850 

 
186 

4 

 
 

(+) 

 
 

cggtcACGTgacccg 

EBO 
X 

E-box 

bağlanma 

faktörleri 

 

USF.03 
Upstream 
uyarıcı faktör 

 

1849 
186 

5 

 

(+) 

 

gcggtcaCGTGacccgg 

MITF Mikroftalmin CLEAR.01 Eşgüdümlü 1849 186 (+) gcggTCACgtgaccc 
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 in 

transkripsiyo 

n faktörü 

 Lizozomal 

İfade ve 

Düzenleme 

(CLEAR) 

unsurları 

TFEB 

tarafından 

sınırlandırılmı 

ştır 

 3   

 

 
 

HIFF 

 

Hypoxia'yı 

indükleyebile 

n faktör , 

bHLH/PAS 

protein ailesi 

 

 
 

ARNTL.01 

Aril 

hidrokarbon 

reseptörü 

nükleer 

translokatör 

benzeri 

homodimer. 

 

 
 

1848 

 

 
186 

4 

 

 
 

(+) 

 

 
 

tgcggtcaCGTGacccg 

 
SF1F 

Omurgalı 

steroidojenik 

faktör 

 

SF1.01 

SF1 

steroidojenik 

faktör 1 

 

93 

 

107 

 

(+) 

 

agtgCAAGgtcacga 

GAT 

A 

GATA 

bağlanma 

faktörleri 

 

GATA1.01 

GATA- 

bağlanma 

faktör 1 

 

222 

 

234 

 

(+) 

 

taggGATAgggtt 

 
 

HAN 

D 

B sınıfı 

bHLH 

transkripsiyo 

n 

faktörlerinin 

alt familyası 

 
 

TAL1_E2A. 

0 

Tal-1, E2A 

proteinlerine 

ve GATA-1'e 

bağlı Lmo2 

kompleksi 

 

 
266 

 

 
286 

 

 
(+) 

 
 

ctgacctCAGGtgatcta 

ccc 
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Çizelge 4.6. Bax gen promotörü üzerinde sıçan ve fare arasında en fazla homolojinin 
görüldüğü 440-660 bp arasındaki bölgede bulunan muhtemel transkripsiyon faktörü 

bağlanma bölgeleri 
 

 

Transkripsiyon Faktörü Transkripsiyon Bağlanma 

Motifi 

SRY_01 AAACaaa 

IRF_Q6_01 CaAACAGAAAa 

IRF1_Q6 AACAGAA 

STAT1_03 CagAAaag 

STAT4_01 CaGAAaag 

STAT5A_03 CaGAAaag 

STAT5A_04 CaGAAaag 

MYCMAX_B AgCTCATGcc 

P53_DECAMER_Q2 GctCATGcct 

CRX_Q4 CctgTAAtcccag 

CDXA_02 CtgtAat 

GFI1_Q6 TgtAATCccagcg 

PITX2_Q2 TgTAATCCCag 

IK2_01 GtaaTCCCagcg 

CAP_01 CCAgcgct 
 
 

4.2. Bax Gen Promotörünün Klonlanması 
 

 

 
4.2.1 Primer tasarımı 

 

Öncelikle insan Bax gen promotorunun biyoinformatik olarak restriksiyon haritalaması 

yapılarak, promotoru kesen ve kesmeyen restriksiyon enzimleri saptandı. Promotor 

diziyi kesmeyen enzimlerin pGL3-basic vektörünün klonlama bölgesindeki enzimler ile 

uyum gösterip göstermediği kontrol edildi ve KpnI ve HindIII enzimlerinin hem 

promotor bölgeyi kesmediği hem de vektörün klonlama bölgesinde olduğu görüldü. 

Sonuç olarak KpnI ve HindIII enzim kesim bölgeleri seçilerek primerlerde kullanıldı. 

Promotor dizinin doğru yönde klonlanabilmesi için, KpnI kesim bölgesi forward 

primerde, HindIII kesim bölgesi ise reverse primerde kullanıldı. Bunun dışında 

tasarlanan primerlerin saç tokası yapısı oluşturmamasına, Tm sıcaklıklarının birbirine 
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yakın olmasına ve nükleotitlerin dağılımının mümkün olduğunca eşit olmasına 

dikkat edildi. 

 

 

Primer Uzunluk Tm Dizi 

Bax Forward-1 26 bç 65 °C KpnI: 5'-TGGTACCAACCCTTTATCATCTGATC-3' 

Bax Reverse-1 22 bç 60 °C HindIII :5'-TAAGCTTAACGTGCGTCCTTCA-3' 

Bax Forward-2 23 bç 63 °C KpnI: 5'-CCGGTACCTAAACACCATTCAGA-3' 

Bax Forward-3 22 bç 64 °C KpnI: 5'-TGGTACCGGTTATCTCTTGGGC-3' 

Bax Reverse-2 22 bç 64 °C HindIII: 5'-TAAGCTTGTATGGAGGGGAGGG-3' 

Vektör ait 

primer Forward 

(P1) 

17 bç 60 °C 5'-GTAAAACGACGGCCAGT-3' 

Vektör ait 

primer Reverse 

(P5) 

17 bç 60 °C 5'-CAGGAAACAGCTATGAC-3' 

 

Şekil 4.4. Dizayn edilen primerlerin uzunlukları, sıcaklıkları ve dizileri. 
 

 

 

4.2.2 Polimeraz zincir reaksiyonları (PCR) 

 

 
PCR reaksiyonları 15 μL hacimde yapıldı. Buna göre Bax gen promotörünün 

çoğaltılması için en uygun şartların saptanabilmesi amacıyla PCR 

bileşenlerinin miktarları ve primerlerin sıcaklıkları belirli oranlarda 

değiştirilerek PCR  şartları optimize edilmeye çalışıldı. Daha sonra her bölge 

için tablolarda belirtilen protokol ve PCR programı kullanılarak promotör dizi 

çoğaltıldı. PCR sonucu oluşan ürünler agaroz jelde yürütüldü ve 1922 bç’lik 

insan Bax promotorüne ait bant görüntüleme sistemi ile görüntülenerek 

fotoğrafları çekildi. 
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4.2.3. Bax gen promotörünün 1922 bp’lik bölgesinin çoğaltılması 

 

 
Bax gen promötörüne ait olan ve belirlenen dört farklı bölgeyi kolay bir şekilde 

çoğaltabilmek amacıyla kalıp olarak kullanılacak olan 1922 bp ‘lik bölge PCR’da 

çoğaltıldı. 

 

 

 

 

Şekil 4.5. 1922 bp bölgenin PCR ile çoğaltılması 
M: Markır; 1,2:1922 bp gen bölgesi 

 

 

4.2.3.a. İnsan Bax gen promotörünün 1922 bp bölgesinin pGEM-T Easy vektörüne 

klonlanması ve E.coli’ye transformasyonu 

 

PCR ile çoğaltılan 1922 bp'lik promotör bölge pGEM-T Easy vektörüne  (Promega)  

A:T klonlama stratejisi ile klonlandı. Bu amaçla PCR sonucu elde edilen PCR ürünü bir 

gece +4
o
C’de ligasyona bırakıldı. Ligasyon ürünü E.coli JM109 hücrelerine  transforme 

edildi. Amfisilin içeren LB agarlı petrilere mavi-beyaz koloni seçimi yapılabilmesi 

amacıyla X-Gal ve IPTG yayıldı. Bu petrilere transformasyon yapılmış bakterilerin 

ekimi yapılarak bir gece 37
o
C’de inkübasyona bırakıldı. Oluşan beyaz koloniler insan 

Bax gen promotörünün 1922 'lik kısmını içeren hücrelerdir. Beyaz kolonilerden  üç 

tanesi seçilerek vektörün geni alıp almadığını kontrol etmek amacıyla koloni PCR 

yapıldı. 
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4.2.3.b. Koloni PCR 

 

 
Klonladığımız gen bölgesini aldığını düşündüğümüz beyaz koloniler seçildi. PCR 'da 

kalıp olarak kullanılarak koloni PCR yapıldı. Primer olarak vektöre ait olan P1 ve P5 

primerleri kullanıldı. 

 

 

 

 

Şekil 4.6. Koloni PCR sonucunun agaroz jelde görüntülenmesi. 
M: Markır; 1: 1922 bp gen bölgesi 

 

 
 

4.2.3.c. Plazmit DNA izolasyonu 

 

 
Koloni PCR sonucu istenen gen bölgesini aldığı doğrulanan koloni LB -broth besiyerine 

ekildi ve hücreler çoğaltıldı. Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification Systems 

plazmit DNA izolasyon kiti kullanılarak plazmit DNA izolasyonu yapıldı. Elde edilen 

plazmitin konsantrasyon ve saflığı NanoDrop'ta ölçüldü, agaroz jel elektroforezinde 

görüntülendi. 
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Şekil 4.7. İzole edilen plazmitlerin agaroz jelde görüntülenmesi. 

 

 

4.2.4. Bax gen promotörünün 1400 bp’lik bölgesinin çoğaltılması 

 

 
Bu bölgenin çoğaltılması için 1922 bp’lik bölge kalıp olarak kullanıldı. Nonspesifik 

bağlanmaları engellemek için PCR reaksiyonunda kalıp olarak kullanılan DNA 1/3 

oranında sulandırıldı. 

 

 

 

 
 

Şekil 4.8.1400 bp bölgenin PCR ile çoğaltılması 
M: Markır; : 1, 2, 3: 1400 bp’lik bölge 
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4.2.4.a. İnsan Bax gen promotörünün 1400 bp bölgesinin pGEM-T Easy vektörüne 

klonlanması ve E.coli’ye transformasyonu 

 

pGEM-T Easy vektörüne klonlamak için PCR’da elde edilen bantlar agaroz jelden saf 

olarak ekstrakte edildi. Elde edilen saf ürün vektöre klonlandı ve bakteriye transforme 

edildi. İnkübasyon sonunda oluşan mavi ve beyaz koloniler kalıp olarak kullanılarak 

koloni PCR yapıldı. 

 

4.2.4.b. Koloni PCR 

 

 
Klonladığımız gen bölgesini aldığını düşündüğümüz dokuz tane beyaz koloni seçildi. 

PCR 'da kalıp olarak kullanılarak koloni PCR yapıldı. Primer olarak vektöre ait olan P1 

ve P5 primerleri kullanıldı. Protokol ve PCR döngüsü olarak tüm bölgelerin koloni 

PCR’ı için ayınısı kullanıldı. 

 
 

Şekil 4.9. Koloni PCR sonucunun agaroz jelde görüntülenmesi 
M: Markır;  Koloniler: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 

 

 
4.2.4.c. Plazmit DNA izolasyonu 

 

 
Bütün kolonilere bakıldı fakat en saf görüntü 8. kolonide olduğu için bu koloni seçilerek 

LB broth besiyerine ekildi ve hücreler çoğaltıldı.       Wizard® Plus SV Minipreps DNA 
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Purification Systems plazmit DNA izolasyon kiti kullanılarak plazmit DNA izolasyonu 

yapıldı. Elde edilen plazmitin konsantrasyon ve saflığı NanoDrop'ta ölçüldü, agaroz jel 

elektroforezinde görüntülendi. 

 

4.2.5. Bax gen promotörünün 930 bp’lik bölgesinin çoğaltılması 

 

 
Bu bölgenin çoğaltılması için 1922 bp’lik bölge kalıp olarak kullanıldı, nonspesifik 

bağlanmaları engellemek için PCR reaksiyonunda kalıp olarak kullanılan DNA 1/3 

oranında sulandırıldı. 

 

 

 
 

Şekil 4.10. 930 bp bölgenin PCR ile çoğaltılması 
M : Markır; 930 bp bölge: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 

 

 

4.2.5.a. İnsan Bax gen promotörünün 930 bp bölgesinin pGEM-T Easy vektörüne 

klonlanması ve E.coli’ye transformasyonu 

 

pGEM-T Easy vektörüne klonlamak için PCR’da elde edilen bantlar agaroz jelden saf 

olarak ekstrakte edildi. Elde edilen saf ürün vektöre klonlandı, bakteriye transforme 

edildi. Oluşan mavi ve beyaz kolonilerden koloni PCR yapıldı. 
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4.2.5.b. Koloni PCR 

 

 
Seçilen dokuz tane beyaz koloni PCR 'da kalıp olarak kullanılarak koloni PCR yapıldı. 

Primer olarak vektöre ait olan P1 ve P5 primerleri kullanıldı. Protokol ve PCR döngüsü 

olarak tüm bölgelerin koloni PCR’ı için aynısı kullanıldı. 

 

 

 
 

Şekil 4.11. Koloni PCR sonucunun agaroz jelde görüntülenmesi 
M: Markır; Koloniler: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 

 
 

4.2.5.c. Plazmit DNA izolasyonu 

 

 
Koloni PCR sonucu 9.koloni seçilerek LB broth besiyerine ekildi ve hücreler çoğaltıldı. 

Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification Systems plazmit DNA izolasyon kiti 

kullanılarak plazmit DNA izolasyonu yapıldı. Elde edilen plazmitin konsantrasyon ve 

saflığı NanoDrop'ta ölçüldü, agaroz jel elektroforezinde görüntülendi. 

 

4.2.6. Bax gen promotörünün 390 bp’lik bölgesinin çoğaltılması 

 

 
Bu bölgenin çoğaltılması için 1922 bp’lik bölge kalıp olarak kullanıldı. Fakat 

nonspesifik bağlanmaları engellemek için PCR reaksiyonunda kalıp olarak kullanılan 

DNA 1/3 oranında sulandırıldı. 
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Şekil 4.12. 390 bp bölgenin PCR ile çoğaltılması 
M : Markır; 390 bp bölge: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 

 

 

4.2.6.a. İnsan Bax gen promotörünün 390 bp bölgesinin pGEM-T Easy vektörüne 

klonlanması ve E.coli’ye transformasyonu 

 

pGEM-T Easy vektörüne klonlamak için PCR’da elde edilen bantlar agaroz jelden saf 

olarak ekstrakte edildi. Elde edilen saf ürün vektöre klonlandı, bakteriye transforme 

edildi. Oluşan mavi ve beyaz kolonilerden koloni PCR yapıldı. 

 

4.2.6.b. Koloni PCR 

 

 
Seçilen dokuz tane beyaz koloni PCR 'da kalıp olarak kullanılarak koloni PCR yapıldı. 

Primer olarak vektöre ait olan P1 ve P5 primerleri kullanıldı. Protokol ve PCR döngüsü 

olarak tüm bölgelerin koloni PCR’ı için aynısı kullanıldı. 
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Şekil 4.13. Koloni PCR sonucunun agaroz jelde görüntülenmesi 
M: Markır; Koloniler: 1, 2, 3, 4 

 

 

4.2.6.c. Plazmit DNA izolasyonu 

 

 
Koloni PCR sonucu en saf görüntüyü veren 4.koloni seçilerek LB broth besiyerine  

ekildi ve hücreler çoğaltıldı. Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification Systems 

plazmit DNA izolasyon kiti kullanılarak plazmit DNA izolasyonu yapıldı. Elde edilen 

plazmitin konsantrasyon ve saflığı NanoDrop'ta ölçüldü. Daha sonra agaroz jel 

elektroforezinde görüntülendi. 

 

4.2.7. Bax geninin 47 bp’lik bölgesinin çoğaltılması 

 

 
Bu bölgenin çoğaltılması için 1922 bp’lik bölge kalıp olarak kullanıldı. Fakat 

nonspesifik bağlanmaları engellemek için PCR reaksiyonunda kalıp olarak kullanılan 

DNA 1/3 oranında sulandırıldı. 
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Şekil 4.14. 47 bp bölgenin PCR ile çoğaltılması 
M: Markır; PCR ürünleri: 1, 2 

 

 

4.2.7.a. İnsan Bax gen promotörünün 47 bp bölgesinin pGEM-T Easy vektörüne 

klonlanması ve E.coli’ye transformasyonu 

 

pGEM-T Easy vektörüne klonlamak için PCR’da elde edilen bantlar agaroz jelden saf 

olarak ekstrakte edildi. Elde edilen saf ürün vektöre klonlandı, bakteriye transforme 

edildi. Oluşan mavi ve beyaz kolonilerden koloni PCR yapıldı. 

 

4.2.7.b. Koloni PCR 

 

 
Seçilen dokuz tane beyaz koloni PCR 'da kalıp olarak kullanılarak koloni PCR yapıldı. 

Primer olarak vektöre ait olan P1 ve P5 primerleri kullanıldı. Protokol ve PCR döngüsü 

olarak tüm bölgelerin koloni PCR’ı için aynısı kullanıldı. 
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Şekil 4.15. Koloni PCR sonucunun agaroz jelde görüntülenmesi 
M: Markır; Koloniler:1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 

 
 

4.2.7.c. Plazmit DNA izolasyonu 

 

 
Koloni PCR sonucu 9.koloni seçilerek LB broth besiyerine ekildi ve hücreler çoğaltıldı. 

Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification Systems plazmit DNA izolasyon kiti 

kullanılarak plazmit DNA izolasyonu yapıldı. Elde edilen plazmitin konsantrasyon ve 

saflığı NanoDrop'ta ölçüldü, agaroz jel elektroforezinde görüntülendi. 
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

 

 
Yapılan çalışmalarda insan/hamster somatik hücre hibrid DNA analizi ve izotop in situ 

hibridizasyon ile Bax geninin 19q13.3-q13.4 üzerinde bulunduğu tespit edilmiştir (Apte 

et al., 1995). Floresan in situ hibridizasyon ile Bax geninin fare kromozomu 7 ve sıçan 

kromozomu 1q31.2 üzerinde 2 tür arasında benzer olduğu görülmüştür (Matsuda et al., 

1996). Bax geni Bcl-2 ile ilişkili bir proteindir. Bax, Bcl-2 ile kapsamlı amino asit 

homolojisini gösterir ve in - vivo Bcl-2 ile homodimerler ve heterodimerler oluşturur 

(Oltvai et al., 1993). 

 

Bax geni, Bcl-2'ye zıt bir şekilde çalışan ve apoptozu arttıran Bcl-2'ye bağlı bir 

proteindir (Oltvai et al., 1993). Bax geninin ekspresyonunun p53 aracılı apoptozla 

paralellik gösterdiğini ortaya koyan birçok kanıt vardır (Miyashita et al., 1994). Bax 

geni doğrudan p53 tarafından aktive edilmektedir (Miyashita and Reed, 1995). Bu 

nedenle, Bax geninin p53 aracılı apoptoz için gerekli olduğu düşünülmektedir (Yin et 

al., 1997). Bu bağlamda, apoptoz ile bağlantılı olan Bax gibi genlerin somatik olarak 

mutasyona uğramış olup olmadığını incelemek büyük önem arz etmektedir (Alnemri et 

al., 1995). 

 

Bax geninin promotör bölgesi, p53 bağlama konsensüs sahasıyla homoloji gösteren 4 

motif içerir. p53 bölgesinden yoksun olan tümör hücre hatlarının kullanıldığı ko- 

transfeksiyon analizlerinde; mutant p53 ekspresyon plasmidlerinin değil, yabanıl 

tiplerin, kloram fenikol asetiltransferazın transkripsiyonunu bozmak için Bax gen 

promotörünü kullanan bir raportör gen plasmidini transaktive ettiği bulunmuştur. 

Mutasyonların p53’ün bağlanma alanındaki konsensüs dizilerinde oluşturulması  

raportör gen plazmidlerinin p53’ün yanıt vermesini ortadan kaldırdığı bildirilmiştir 

(Miyashita and Reed, 1995). Bax geninden yoksun olan fareler üzerinde yapılan bir 

araştırmada, proapoptotik Bax molekülünün bir tümör baskılayıcı olarak işlev 

görebileceği gösterilmiştir (Meijerink et al., 1998). 
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Meijerink et al. (1998) insan hematopoietik malignitelerini incelemiş ve yaklaşık % 21’ 

lik bir hücre dizisinin, belki de en yaygın olarak akut lenfoblastik lösemi  (ALL;  

613065) alt grubundaki Bax’ta mutasyona sahip olduğunu bulmuştur (Meijerink et al., 

1998). 

 

Proapoptotik Bax proteini, mitokondriye etki ederek hücre ölümünü indükler. Bax’ın 

kanser hücrelerinde ölüm reseptör aracılı apoptoz için gerekli olabileceği gösterilmiştir 

(LeBlanc et al., 2002). 

 

Apoptozis, Bcl-2 ailesi üyeleri aracılığı ile gerçekleşir (Adams and Cory, 1998). Bir 

hücrenin apoptoza eğilimli oluşu heterodimer ya da homodimer formundaki Bcl-2 ailesi 

genlerinin etkisine bağlıdır. Örneğin; Bcl-2 nin Bax ile olan etkileşiminde Bcl-2 nin 

oranının daha yüksek olması hücrenin yaşamını sürdürmesini sağlarken, Bax’ın daha 

fazla olması durumunda hücre ölüme gitmektedir (İnci et al., 2009). Bcl-2 apoptozu 

engelleme fonksiyonunu ya kaspasların öncü formlarını durdurarak ya da kaspas akışını 

direkt olarak aktive eden sitoplazmadaki apoptoz uyarıcı faktör (AIF) ve sitokrom-C’nin 

mitokondriden serbestleşmesini engelleyerek gerçekleştirir (Tsujimoto, 1998). 

 

Bax geni kanser mekanizmasında kanserli hücreyi apoptoza götüren en önemli gendir. 

Bu nedenle de bu güne kadar bu genle ilgili birçok çalışma yapılmıştır ve yapılmaya 

devam edilmektedir. Ancak bir genin mekanizmasını iyice anlayabilmek için öncelikle  

o genin karakterizasyonunu yapmak gerekir. 

 

Çalışmamızda Bax geninin promotör bölgesi biyoinformatik çalışmalarla karakterize 

edildi. Bu amaçla Genomatix, Ensemble, NCBI, JASPAR, rVİSTA gibi çeşitli 

veritabanları kullanıldı. Ensemble veritabanı ile elde edilen verilere göre Bax geninin 13 

tane varyantı olduğu tespit edildi. Bunlardan 9 tanesinin protein kodlarken 4 tanesinin 

protein kodlamadığı belirlendi. Her bir varyantın aminoasit sayısı ve baz çifti sayısı 

birbirinden farklıdır. Çalışmamızda Bax-001 transkripti temel alındı. Bu varyantın 1358 

bp uzunluğunda olup ve 218 aminoasit içerdiği bilinmektedir.Çalışmamızda Bax geni 

biyoinformatik   çalışmalarla   haritalanmış   ve   analiz   edilmiştir.   Bax   gen   haritası 
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incelendiğinde 5 tane ekzon 4 tane intron içerdiği görülmektedir. Ensemble ve NCBI 

veritabanlarından elde edilen verilere göre Bax geninin birçok hastalıkla ilişkisi olduğu 

görülmektedir. Hastalık türlerine göre genin varyant sayısı değişiklik göstermektedir. 

Yapılan çalışmalarda çalışmanın etkinliğini ve güvenilirliğini artırmak maksadıyla insan 

genom yapısıyla en fazla benzerlik gösteren fare genom yapısının ilişkisi dikkate 

alınmaktadır. Dolayısıyla çalışmamızda fonksiyonel bölgeler belirlenirken bu durum 

dikkate alınarak r-VİSTA programı kullanılmış ve iki tür arasında homolojinin en fazla 

olduğu bölge belirlenmiştir. İnsan ve fare Bax gen promotör bölgeleri kıyaslandığında 

en yüksek homolojinin 1600 bp ve 1400 bp ile 1000 ve 1100 bp arasındaki bölgede 

olduğu tespit edilmiştir. İnsan ve farede promoter bölgenin sözü edilen kısımlardaki 

homolojinin bu kadar yüksek seviyede olması bu bölgelerin transkripsiyon faktör 

bağlanma bölgeleri için çekirdek bölge olma ihtimalini artırmaktadır. Bir genin ifade 

edilmesini sağlayan bölge promotör bölgesi olduğu için bu bölgeyi analiz etmek 

maksadıyla çeşitli yaklaşımlarla bazı çalışmalar yapılmıştır. Örneğin, Semaan et al. 

(2010) yaptıkları bir çalışmada Bax geninde meydana gelen tek bir nükleotit 

polimorfizminin retinal gangliyon hücre ölümünü ve transkripsiyonu etkilediği 

belirlenmiştir. Ve bu tek nükleotit polimorfizminin genin transkripsiyonel aktivitesinde 

bir azalama meydana getirdiği görülmüştür. Bizim çalışmamızda promotör bölgesi 

üzerinde transkripsiyonel aktivitede önemli olabilecek fonksiyonel parçalar 

belirlenmiştir (Semaan et al., 2010). Benzer şekilde, Thornborrow and Manfrendi  

(1999) yaptıkları bir çalışmayla insan Bax promotörü üzerinde p53 proteininin 

yerleşimini şematize etmişlerdir (Thornborrow and Manfredi, 1999). Hastalıkların 

moleküler mekanizmasını anlayabilmek maksadıyla genlerin transkripsiyonel 

regülasyonu ile ilgili çeşitli çalışmalar yapılmaktadır. Bu bağlamda yapılan çalışmalar 

özellikle bir genin ifade edilmesinde işlevsel rolü olan bölgeler ve proteinler üzerinde 

yoğunlaşmaktadır. Örneğin; Liao ve ark. çalışmalarında p53 geninin hedef aldığı ve Bax 

geninin traskripsiyonunda düzenleyici role sahip olan TFIIS.h adlı yeni bir uzama 

faktörü üzerinde çalışmışlardır (Liao et al., 2016). Yaptıkları çalışmayla bu faktörün 

p53'ün yeni bir transkripsiyonel hedefi olduğunu ve bunun, apoptoz ile ilişkili Bax 

geninin transkripsiyon uzamasının etkinliğini artırabileceğini, ancak hücre döngüsü ile 

ilişkili p21 (CDKN1A) geninin verimliliğini artırabileceğini de göstermişlerdir. 

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 çalışmamızda Bax geninin transkripsiyonel mekanizmasını aydınlatmayı 

amaçladık. Öncelikle Miyashita ve ark. yaptıkları çalışmalardan TATA bağlanma 

bölgesi, muhtemel p53 bağalanma bölgeleri ve Ensebmle veritabanından elde edilen 

verilere göre genin start kodonu, transkripsiyon başlama sitesini tespit etmişlerdi 

(Miyashita and Reed, 1995). Çalışmada daha önceden tespiti yapılan bölgelerin 

trankripsiyon bağlanma proteinleri ve p53 bağlanma bölgesi bakımından 

karekterizasyonu yapılmıştır. Ensemble veritabanındaki verilerle genin 5000 bp 

uzunluğundaki promotör bölgesinin dizisi belirlendi. Daha sonra çalışmamızda bu 

parçanın işlevsel bölgelere sahip olduğu düşünülen 2000 bp ‘lik parçası ele alındı. 

Genomatix programı kullanılarak seçilen bu promotör parçası üzerinde özellikle insan 

ve fare arasında en fazla homolojinin bulunduğu kısımdaki muhtemel yüksek etkiye 

sahip olduğu düşünülen transkripsiyon faktörü motifleri ve bağlanma yerleri belirlendi. 

Bu program aynı zamanda bize muhtemel transkripsiyon bağalanma bölgelerinin 

motiflerini de vermektedir. Motifler nükleotitlerin bulunma yüzdelerine göre çeşitli 

renklerle ifade edilmiştir (Çizelge 4.4). Motifleri yorumladığımız zaman büyük harfle  

ya da kırmızı renkle gösterilen diziler bulunma ihtimali yüzde olarak en fazla olan 

dizilerdir. Homolojinin yüksek olduğu bu kısımda 15 farklı transkripsiyon faktörlerünün 

bulunduğu belirlendi. Bu bölgelerin genin  transkripsiyonunu birinci derecede 

etkileyebilecek motifler olduğu düşünülmektedir. Bu bilgiler ışığında kalıp olarak alınan 

2000 bp‘lik promotör parçası işlevsel özelliklerine göre dört parçaya ayrıldı. 

 

Bölgelerin uzunlukları 1400 bp, 930 bp, 390 bp ve 47 bp olarak belirlendi. Bu bölgeler 

PCR 'da çoğaltıldı. Çoğaltılan bölgeler pGEM-T Easy vektörüne tek tek klonlandı ve 

plazmitleri izole edildi. Yaptığımız çalışmadan elde edilen veriler ışığında Bax gen 

promotör bölgesi üzerinde belirlediğimiz fonksiyonel bölgeler tek tek lusiferaz 

vektörüne klonlanıp aktivite ölçümü yapılabilir. Böylece genin transkripsiyonunda etki 

mekanizması yüksek olan yerlerin belirlenmiş olmasıyla genin kontrolü sağlanabilir. 

Transkripsiyonel    aktivitede    en    önemli    olan    bölge    üzerindeki    transkripsiyon 
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faktörlerinde çeşitli site mutasyonları yapılıp genin aktivitesindeki  değişim 

incelenebilir. Genin aktivitesini artırmak maksadıyla bahsi geçen transkripsiyon 

faktörleri üzerinde çeşitli kemoterapötik ilaçların, kimyasalların, inhibitörlerin ve bitki 

ekstraktlarının etkisi araştırılabilir. Çalışmamız yukarıda bahsi geçen çalışmalara temel 

teşkil etmesi bakımından önem arz etmektedir. 
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