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HEK293 HUCRE HATTINDA ASIRI iIFADE ETTIiRiLEN FOXO03 GENININ
ETKILERININ INCELENMESI

Burak Karabey, Dokuz Eyliil Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Molekiiler Tip AD.,
35340, Inciralti, izmir

OZET

Amac¢: FOXO proteinleri hiicre homeostazi, oksidatif stres yanit1 ve apoptoz gibi
fonksiyonlarin regiilasyonunda gorev yapan onemli transkripsiyon faktorleridir. Ayrica FOXO
proteinleri tiimdr baskilayicilar olarak tanimlanmalarina ragmen, FOXO genlerinin yaptigi
translokasyonlarin kanser olusumunu destekledigi de gosterilmistir. FOXO3 geninin MLL geni
ile yaptig1 translokasyon, ikincil akut 16semi ile iligkilendirilmistir. FOXO proteinlerinin kanser
olusumunda rol almasit ve belirli hiicre tiplerinde FOXO3’iin apoptoz siirecini bagslatmasi
nedeniyle bu genin HEK293 hiicre hattinda yapay olarak asir1 ifade ettirildiginde, apoptoz
mekanizmasi lizerine etkisi incelenecektir.

Yontem: Calismada FOXO3 geni mRNA kodlayici dizileri, yliksek gen ifadesi saglayan
aktif promotor barindiran pcDNA3.1 ekspresyon vektorine PCR klonlama stratejileri
kullanilarak takilmistir. Elde edilen FOXO3/pcDNAS3.1 vektori ile HEK293 hiicreleri gegici
transfekte edilmistir. Transfekte hiicrelerden protein izolasyonu yapilarak western blot
yontemiyle FOXO3, beta-aktin ve PARP proteinlerine bakilmaistir.

Bulgular: HEK293 hiicre hatt1 ile gergeklestirilen gegici transfeksiyon sonrasinda,
olusturdugumuz pcDNA3.1/FOXO3 vektorii barindiran hiicre hattinin, kontrol hiicre hattina gore
1.5 katlik bir FOXO3 ifade artis1 gosterdigini saptadik. Ayni transfeksiyon sonrasinda hiicre
kiltiiriine herhangi bir apoptotik uyar1 vermeden, kendiliginden bir apoptotik uyarisi olusturup
olusturmadigin test ettigimizde ise FOXO3 ile transfekte hiicrelerde apoptotik uyarmin kontrol
hiicre hattina gore gergeklestigini PARP analizi ile saptadik.

Sonug¢: Gergeklestirdigimiz deneyler sonrasinda FOXO3 geninin vektor yardimi ile asiri
ifade ettirilmesinin hiicrede apoptozu uyardigini gosterdik.

Anahtar Sozciikler: FOXO3, Apoptoz, PARP



EXAMINATION OF THE EFFECTS OF OVEREXPRESSED FOXO3 GENE IN HEK?293
CELL LINE

ABSTRACT

Objective: FOXO proteins are important transcription factors involved in the regulation of
functions such as cell homeostasis, oxidative stress response and apoptosis. Also, FOXO proteins
have been identified as tumor suppressors and translocations of FOXO genes have been linked to
carcinogenesis. The translocation of FOXO3 gene with MLL gene has been associated with
secondary acute leukemia. FOXO proteins are involved in carcinogenesis and FOXO3 initiates
apoptosis in certain cell types. Hence apoptosis process will be examined by overexpression of
FOXO3 gene in HEK293 cell line.

Method: In this study, FOXO3 gene were inserted into the expression vector pcDNA3.1
with using PCR cloning strategies. mRNA coding sequences of pcDNA3.1 vector contains active
promoter providing high gene expression. HEK293 cells were transiently transfected with the
FOXO03 / pcDNA3.1 vector. The protein isolates obtained from the transfected cells therefore
analyzed for FOXO3, beta-actin and PARP proteins by western blotting.

Results: Hek293 cell line transfected with pcDNA3.1 / FOXO3 vector. We showed 1.5-
fold increase in FOXO3 expression in transfected cells against to the control cells. When we
exaimed spontaneous apoptosis without giving any apoptotic stimulation to the cell culture after
the same transfection, we found apoptotic stimulation occurs in FOXO3 transfected cells by
PARP analysis.

Conclusion: Our experiments showed that overexpression of FOXO3 gene induces

apoptosis in the cell.

Key Words: FOXO03, Apoptosis, PARP



1. GIRiS VE AMAC

1.1. Problemin Tanim Ve Onemi

Forkhead Box Grup O (FOXO) aile tiyeleri 6nemli transkripsiyon faktorleridir. Hiicre
kaderi ve hiicre homeostazisini kontrol eden tiimdr baskilayicilardir. Hiicre dongiisii, apoptoz,
DNA hasar yaniti, oksidatif detoksifikasyon, kok hiicre idamesi, hiicre diferansiyasyonu dahil
birgok siiregte rol oynarlar (1). FOXO ailesindeki genlerin deregiilasyonu konjenital
rahatsizliklara, seker hastaligina ve kanser olusumuna sebep olmaktadir (1). FOXO ailesindeki
genlerin genetik ve epigenetik degisiklikleri ve ekspresyon profilleri ayrica bu ailedeki
transkripsiyon faktorlerinin hedef genleri ve bunlara baglanan proteinlerin arastirilmasi insan
hastaliklar1 igin yeni ilaglarin ve dnlemlerin gelistirmesine katki saglayacaktir. FOXO alt ailesi
kanserle iligkili genler (timor baskilayic1) olarak tanimlanmistir (2). FOXO1 geni
rhabdomyosarcoma, FOXO3 ve FOXO4 geni hematolojik maligniteler ile iligskilendirilmistir (3).
Ayrica FOXO3 geninin MLL geni ile yaptigi translokasyon, ikincil akut 16semi ile
iliskilendirilmistir (4). FOXO ailesinin kanser olusumunda rol almasi ve FOXO3’iin apoptoz
siirecini baglatmasi nedeniyle bu genin kanser olusum mekanizmalarini aydinlatmasimna ve
kanserde tedaviye yonelik calismalara katki saglayacagi diistiniilmektedir.
1.2. Arastirmanin Amaci

Daha onceki mRNA array calismalarinda mRNA diizeyinde degisim saptanmis olan
FOXO3 geni klonlanarak, Hek293 hiicre hattinda genin asir1 ifade ettirilmesi saglanacak ve
hiicrede apoptoz agisindan farkliliklar1 incelenerek yorumlanacaktir.
1.3. Arastirmanin Hipotezleri

FOXO3 geni HEK-293 hiicre hattinda asir1 ifade ettirildiginde apoptoz siireci

tetiklenecektir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. FOXO

Tiim ailenin kurucu {iyesi olan Forkhead (su anda FOXA olarak smiflandirilmstir), ilk
olarak Drosophila'da, mutasyonu bir ¢atal ‘Forkhead’ gibi goriinen ektopik kafa yapilarina neden
olan bir gen olarak tanimlandi. Forkhead proteinlerine bazen "kanatli heliks" proteinleri de denir,
clinkii X 1sm kristallografisi, DNA baglama alanmin, kelebek kanatlarina benzeyen iki
karakteristik ilmekle ¢evrili li¢ a-heliks ile ii¢ boyutlu bir yapiya sahip oldugunu gostermistir
(Sekil 1) (5).

w2

W1

TRENDS in Genetcs

Sekil 1.Forkhead bolgesinin ii¢ boyutlu yapisi (6).

Insanlarda Forkhead ailesi, 17 alt gruba ayrilan 43 farkli iiyeden olusur (‘Forkhead Box'
FOX A-Q) (6). ‘O’ smifina ait iyeler insiilin/PI3K/Akt sinyal yolagi ile regiilasyon gibi
karakteristik bir ozelligi paylasirlar (5). Forkhead/winged helix box geni, grup O (FOXO)
proteinleri, birgok dnemli hiicre i¢i etkilesimin merkezinde bulunan evrimsel olarak da korunmus
transkripsiyon faktorleridir. FOXO proteinleri 6zellikle strese cevap olarak homeostatik regiilator
olarak gdrev yaparlar, yagslanma ve hiicre dmriine potansiyel etkileri bulunmaktadir. Regiilator

olarak islev gordiigii hiicresel mekanizmalar ise glikoneogenesis, DNA tamiri, hiicre dongiisiinii



durdurma, kok hiicre homeostazisi, immiin sistem modiilasyonu, hiicre farklilagmasi, hiicre
Olimiinlin regiilasyonu, apoptozun indiiklenmesi, redoks dengesi, reaktif oksijen tiirlerinin
yikimi, lipofaji, mitofaji, otofaji ve proteostazi seklinde 6zetlenebilir (1).

FOXO proteinleri hedef genlerinin transkripsiyonunu aktive ederler ya da baskilarlar. Bu
reglilasyonu ¢ekirdekte DNA’ya baglanan FOX domaini ile yapmaktadirlar. Kendi
niikleositoplazmik hareketlerini ise kendilerine 6zgii niikleer igeri/disart sinyal sekansi ile
diizenlemektedirler. FOXO proteinlerinin hiicre i¢i yerlesimi ve transkripsiyonel fonksiyonlari
siklikla fosforilizasyon, asetilasyon ve ubikitinasyon gibi post-transkripsiyonel modifikasyonlar
ile diizenlenir (2).

Omurgasizlarda bir tane FOXO geni bulunmaktadir. Solucanlarda daf-16, sineklerde
dFOXO olarak adlandirilir. Memelilerde ise dort tane FOXO geni vardir, bunlar FOXO 1, 3, 4 ve
6’dir. FOXO2 ile FOXO3 aynidir, biri digerinin psddogenidir. FOXO5 ise FOXO3’iin balik
ortologudur (5). Bu genler ilk kesfedildiklerinde farkli bir adlandirmaya sahiptiler: FOXO1
(FKHR), FOX03 (FKHRL1), FOX0O4 (AFX) ve FOXO6 (2). FOXO 1, 3 ve 4 dokuya bagh
olarak farkli seviyelerde, sik¢a ifade edilir (7, 8). FOXOG6 ise sadece merkezi sinir sisteminde
ifade edilir (9). Belirgin veya gereksiz islev gosterip géstermediklerini belirlemek igin, farkli
FOXO ailesi iiyeleri icin nakavt (KO) fareler iiretilmistir. FOXO1 -/ - embriyolar eksik damar
gelisiminden dolayr 6lmiistii; FOXO3 */- disi fareler anormal over folikiilii gelisiminden dolay1
kisirdirlar; FOXO4 -/ - farelerde belirgin bir anormallik gozlenmemistir (10). Bu fenotip
farkliliklari, FOXO izoformlar1 arasindaki fonksiyonel farkliliklarin yami sira farkli ifade
modelleriyle ilgili olabilir (4).

2.2. FOXO’nun Onemi

FOXO proteinleri ¢evresel degisikliklere duyarlidirlar ve digaridan gelen sinyalleri entegre
edebildiklerinden, FOXO'lar temel olarak ¢evresel degisikliklere cevap verme ve bunlar
engelleme islevi gorebilir. Bu homeostatik rol, iic ana dis degisime verilen cevaba aracilik eder:
metabolik stres (aglik), oksidatif stres ve biiyiime faktorii yoksunlugudur. Hiicre dongiisiiniin
regiilasyonu gibi bazi FOXO kaynakli gen programlari, homeostatik mekanizmalarin bir

parcgasidir (Sekil 2) (11).
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Sekil 2. Homeostaz regiilatorleri olarak FOXO’lar (11).

Genel olarak FOXO proteinlerinin kilit rolii, dis kokenli, gesitli sinyallerden gelen bilgileri
birlestirerek, stres durumunda organizmanin doku homeostazini siirdiirmesini saglamaktir(11).
Bu amagta FOXO proteinleri bir ara eleman olarak gorev goriir. Apoptoz, hiicre dongiisii ve

oksidatif stres direnci gibi fonksiyonlarin hedef genlerin regiilasyonlarini programlar (Sekil 3)

().
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Sekil 3. FOXO proteinlerinin regiile ettigi fonksiyonlar (5).

FOXO proteinlerinin organizmanin yagam siiresinin uzamasina olan katkis1 da gbéz ardi
edilmemelidir. Bunun en iyi 6rnegini bir su polipi olan Hydra iizerinde yapilan g¢aligmalar
gostermektedir. Hydra’da tek bir FOXO geni bulunmaktadir. Bu durum su poliplerine devamli
bir hiicre yenilenmesi 6zelligini bir nevi 6limsiizligi verir (1). Hydra'da, FOXO ekspresyonu,
kok hiicreler1 ve dogal bagisiklik sistemini kontrol eder. FOXO'un siirekli kok hiicre
cogalmasina ve yenilenmesine neden olmasi, bagisiklik sisteminin devamli olarak etkin olmasini
saglamadaki yetenegi, bu organizmaya Oliimsiizligii veren yegane etkendir (12). Ancak daha
karmasik organizmalar evrimlestik¢e, daha spesifik dokularda ve yolaklarda FOXO’ya olan
ithtiya¢ artmistir. Bunun sonucunda FOXO’nun rolii degismis ve FOXO alt tiplere ayrilmistir. Bu
durum ise memelilerde FOXO’nun dort alt tipinin varlig: ile de desteklenmektedir (1).

2.3. FOXO Proteininin Fonksiyonel Diizenlenmesi
Hiicrenin cevresel etkenlere hizli bir sekilde cevap vermesi onemlidir. Bu cevapta rol

oynayan genlerin transkripsiyonundan ise FOXO proteinleri sorumludur. Bu yiizden FOXO



proteinleri, bu genleri siki bir sekilde regiile eder (5). FOXO proteinlerinin ekspresyonu ve
aktivitesi, fosforilasyon, asetilasyon, metilasyon ve ubikitinasyon gibi post-translasyonel
modifikasyonlarla gii¢lii bir sekilde kontrol edilir (Sekil 4) (13). Bu regiilasyonlarin biiyiik
cogunlugunu insiilin veya biiylime faktorlerine cevap olarak Akt-aracili fosforilasyon olusturur.
FOXO’nu korunan {i¢ residiisindeki (T32, S253, S315) fosforilasyonu, FOXO proteinlerine 14-3-
3 proteinlerinin baglanmasina ve FOXO proteinlerinin ¢ekirdekten sitoplazmaya aktarilmasina ve
dolayisiyla FOXO'ya bagl transkripsiyonun inhibe edilmesine neden olur (5, 14, 15). FOXO
proteinlerinin sitoplazmada bulunmasi, onlar1 inaktif bir durumda tutar ve gerektiginde bu durum
hizlica tersine ¢evrilebilir (4). FOXOI1, 3 ve 4'ten farkli olarak, FOXO6 Akt tarafindan sadece iki
residiide fosforilasyona ugrar, bu ozellik ile FOXO6 c¢ekirdekten sitoplazmaya taginmadan
inaktive edilir (9). FOXO6n sinirh bir ifade bigimi oldugu ve diger ii¢ izoformdan farkli bir
sekilde regiile edildigi i¢in, genel olarak ‘FOXO’lar’ denildigine FOXO1, 3 ve 4 kastedilir (4).

Ek olarak, FOXO proteinlerinin gekirdekten sitoplazmaya aktarilmasina takiben, FOXO
proteinleri proteazomlar tarafindan ubikitinasyona ve degredasyona ugrayabilirler. FOXO
proteinlerini elde tutmak yerine yikima yonlendiren mekanizmalar g¢ekirdekten sitoplazmaya

aktarilmasini tetikleyen sinyalin yogunlugu ile ilgili olabilir (13).
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Sekil 4. FOXO proteinlerinin regiilasyonu (11).

Akt'ye ek olarak, diger kinazlar, SGK, CK1, DYRKI1A ve yakin bir zamanda, ERK ve IKK
(15) FOXO proteinlerinin negatif regiilatorleri olarak gdosterilmistir. Buna karsilik, FOXO
proteinleri JINK, MST1 ve AMPK ile aktiflestirilebilir. Oksidatif stres kosullari altinda, MST1 ve
JNK, FOXO proteinlerini fosforile eder, sitoplazmadan ¢ekirdege translokasyonunu tetikler.
Benzer sekilde, AMPK’da besin stresine cevap olarak, enerji metabolizmas1 ve stres direncine
dahil olan genlerin ekspresyonunu uyarmak i¢in FOXO proteinlerini fosforililasyon ile aktive
eder (Sekil 5) (11, 16). Fosforilasyona ek olarak, FOXO proteinleri ayn1 zamanda co-aktivator
veya co-represor komplekslerine baglanarak asetillenir veya deasetillenir (5).

FOXO proteinleri ayrica oksidatif stres altinda monoubikitinlenir ve FOXO’nun
transkripsiyonel aktivitesini artar. FOXO proteinleri ayn1i zamanda poliubikitinlenerek protein
yikimi i¢in hedeflenebilir. FOXO'nun spesifik ¢evresel sartlar altinda benzersiz fosforilasyon,
asetilasyon ve ubikitinasyon ile regiilasyonu, FOXO hedef genlerinin regiilasyonunda c¢esitlilik

saglayabilir (5).
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Sekil 5. FOXO proteinlerinin sinyal yolagi ve fonksiyonlart (11).

2.4. FOXO Proteinlerinin islevi

FOXO proteinlerinin niikleer lokalizasyonu transkripsiyonel aktivitenin gostergesidir (17).
Biitiin FOXO proteinleri ayn1 konsensiis DNA dizisine (5-TTGTTTAC-3’) baglanirlar. Ayrica
konsensiis dizileri kisa oldugu igin genom igindeki bircok bolgeye baglanabilirler (11, 12).
FOXO proteinlerinin promotorlere baglanmasiyla belirli genlerin transkripsiyonu aktiflesir ve bu
aktiflesme diger transkripsiyon faktorleriyle etkilesimi zorunlu kilar. FOXO proteinleri, enhancer
dizilerine baglanarak transkripsiyonu dogrudan aktive edebilirler ayn1 zamanda transkripsiyonu
baskilayabilme yetenekleri DNA baglanmasimi icermeyen dolayli mekanizmalar (baslatma
kompleksinin olusumunu ve polimeraz II ‘nin DNA’ya baglanmasini inhibe ederek (18)) yoluyla
da gergeklesebilirler. Bu mekanizmamalar FOXO3-spesifik transkriptomca-genis RNA polimeraz

II profillemesi ile gosterilmistir(19). Ornegin reaktif oksijen tiirlerinin, B-katenin/TCF



birlikteligini bozarak B-katenini FOXO proteinlerine yonlendirir, bdylelikle kanonikal WNT
yollagi etkisizlesmis olur (11).

FOXO proteinlerinin genomik DNA’ya her baglanmasi mutlaka gen aktivasyonu ile
sonuglanmayabilir. FOXO proteinleri  dolayli olarak, DNA'ya baglanmadan gen
transkripsiyonunu diizenleyebilir ve bu diizenlemeyi diger transkripsiyon faktorleri ile etkilesime
gecerek veya onlarin aktivitelerini regiile ederek yapabilecegi Onerilmistir (20). Bu nedenle,
FOXO hedef genlerinin, FOXO proteinleri tarafindan dogrudan diizenlenmesi sart degildir. Buna
ragmen, FOXO proteinlerinin ¢oklu ve ¢esitli fonksiyonlar1 diizenledigi agiktir. Asagidaki
tabloda, FOXO proteinlerinin farkli fizyolojik durumlarda hangi genleri etkiledigi kisaca
Ozetlenmistir (11).

Tablo 1. FOXO proteinlerinin regiile ettigi islemler ve hedef genleri (11).

Regiile edilen islem | Hedef genler

Hiicre kaderi kararlari

Hiicre dongiisiinii durdurma

CDKN1B; CDKN1A; CDKN2B; CDKN2A;
CCND1; CCNG2; RBL2

Apoptoz BCL2L11; BCL6; PMAIP1; BBC3; FASLG;
TNFSF10; TNF

Metabolizma

Glikoneogenez PEPCK; G6PC; APOC3

Gida alim AGRP; NPY:; GPR17

Redoks dengesi SOD2; CAT; PRDX3; SENP

Protein homeostazisi

Mitofaji PINK1

Proteozomal yikim FBX032: TRIM63

Otofaji GABARAPLI1; ATG12; BNIP3; BCEN1

Sinyal yolaklar:

Artan PI3K sinyallesmesi PI3K; IRS2

Artan EGF sinyallesmesi EGFR

Azalan mTORCI sinyallesmesi;
Artan mTORC?2 sinyallesmesi

SESNS; RICTOR; RAPTOR

Azalan MYC sinyallesmesi MXI1
Hiicre tipine 6zgii fonksiyonlar
Pluripotensiyel bakim OCT4, SOX2

Bagisiklik sistemi

IL7R; CCR7; SELL; RAG1; RAGZ; FOXP3;
IFNG; IRF7
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FOXO proteinlerinin diger transkripsiyon faktorleriyle etkilesimlerinin tiriinii, FOXO’nun
hiicre tipi varyasyonuna gore belirlenir. Bu etkilesimler, FOXO proteinlerindeki post-
translasyonel ~modifikasyonlar ve/veya FOXO’nun DNA baglanma partnerleri ile
yonlendirilebilir, alternatif olarak FOXO proteinleri, bir hedef gendeki regiilatér sekanslara
eszamanli baglanma yoluyla diger transkripsiyon faktorleriyle isbirligi yapabilir (11).

FOXO3’lin tiim genom diizeyinde DNA’ya baglanma profili {izerine yapilan c¢aligmada,
FOXO3'in hedef gen ekspresyonunu, transkripsiyon baslatma yoluyla diizenleyen bir
transkripsiyonel aktivator olarak gorev yaptigi gosterilmistir (19).

FOXO proteinleri, gesitli mikroRNA'lar1 da regiile eder ve bunlar da FOXO ekspresyonunu
diizenler (11). miR-96, miR-182 ve miR-183 dahil olmak iizere gesitli mikro-RNA'lar, farkli
kanser tiplerinde FOXO ekspresyonunun diizenleyicileri olarak tanimlanmstir (Tablo 2). Hiicre
kiiltiiri calismalarina dayanarak, bu mikro-RNA’larin kanser hiicresi ¢ogalmasini ve hayatta

kalmasini destekledigi gosterilmistir (4).
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Tablo 2. Kanserde mikro-RNA’larin FOXO’lar1 hedeflemesi (4).

Kanser mikro- | FOXO Etkilesimin Islevi
RNA
Meme miR-27a | FOXOL1 | Hiicre ¢ogalmasina ve canliligina yardimei olur
miR-96
miR-182
Endometriyum miR-9 FOXO1 | Endometrial kanser hiicrelerinde diizensiz hiicre
dongiisii kontrolii ve bozulmus apoptotik tepkiye
neden olur
miR-27
miR-96
miR-153
miR-182
miR-183
miR-186
Melanoma miR-182 | FOXO3 | Melanom hiicrelerinin gogiinii ve hayatta kalmasini
tesvik eder
Meme miR-96 FOXO3 | Meme kanseri hiicre proliferasyonuna aracilik eder
Hodgkin miR-96 FOXOL1 | cHL hiicrelerinin otonom biiyliimesine ve hayatta
Lenfomasi kalmasina dahil olur
miR-182
miR-183
Prostat miR-370 | FOXO1 | Insan prostat kanseri hiicrelerinin gogalmasini saglar
Mesane miR-96 FOXO1 | FOXO1 kaynakli apoptozu diizenler
Osteosarkom miR- FOXO1 | Osteosarkom hiicrelerinin ¢gogalmasini ve istilasini
135b tesvik eder
Hepatoselliiler miR- FOXO1 | Hiicre proliferasyonunu tesvik eder
Karsinoma 1269
Akciger Kanseri miR-411 | FOXO1 | Hiicre bilylimesini arttirir

FOXO proteinlerinin memelilerdeki islevini bulmak i¢in fare modelleri tasarlanmistir. Bu
modellerdeki temel amag tek bir FOXO geninden yoksun farelerin nasil bir fenotip gelistirdigini
gozlemlemektir. FOXO1-null fareler, anjiyogenezdeki kusurlardan kaynakli 10.5’inci embriyonik
ginde olmistiirler. FOXO3-null, FOXO4-null fareler ise {iiretilmistirler ve yasamaktadirlar:
FOXO3-null farelerde disiler yasa bagimli bir kisirlik sergilerken, FOXO4-null farelerde belirgin
bir fenotipik degisiklik gozlemlenmemistir. FOXO6-null fareler {izerindeki caligmalar devam
etmektedir. FOXO’nun dort memeli izoformu, hem farkli hem de g¢akisan fonksiyonlara sahip
olabilirler. Bir FOXO {iyesinin fonksiyonunun, diger bir FOXO {iyesi tarafindan telafi edilmesi,

FOXO iiyelerinin 6zgiil fonksiyonlarini belirlemeyi zorlastirabilir. FOXO proteinlerinin yasam
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stiresi ve timor baskilamadaki roliiniin arastirilabilmesi i¢in birden fazla FOXO geninin silindigi
daha karmasik fare modellerine ihtiyag duyulmaktadir (5).
2.5. FOXO3 ve Apoptoz

Morfolojik degisiklikliklerine dayanarak hiicre 6liimiiniin {i¢ formu vardir; Apoptoz, otofaji
ve nekroz. Apoptoz, hiicresel morfolojideki degisiklikler (biiziilme, plazma zarmin sismesi,
apoptotik cisimlerin olusumu), niikleer distorsiyonlar (kromatin yogunlasmasi, DNA
parcalanmasi) ve daha az karakteristik sitoplazmik degisiklikler ile karakterize edilir (21).
Geleneksel olarak, apoptoz iki ana yoldan meydana gelir: Mitokondri aracili intrinsik yol, kaspaz
9 aktivasyonuna neden olurken, ekstrinsik yol ise 6lim reseptorlerinin aktivasyonu ile sonuglanir
(Fas ve TNFR) ve kaspaz 8 aktivasyonunu igerir (22, 23). FOXO proteinleri FasL
transkripsiyonunu ve pro-apoptik Bcl-2 ailesi iiyesi olan Bim’i aktive ederek apoptozu baslatir
(5) ve hiicre biiyiime inhibitorlerini, apoptoz sinyal yolaklarini desteklerler. Bunu iki mekanizma
ile yaparlar; Birincisi mitokondriyal hedef proteinlerinden Bcl-2 ailesinin birgok pro-apoptik
tiyesini indiiklerler, ikincisi FasL gibi 6liim reseptor ligandinin ekspresyonunu uyararak ve timor
nekroz faktori ile iliskili apoptoz-indiikleyen ligand (TRAIL) veya ¢esitli CDK inhibitorlerinin
ekspresyonunu arttirarak yaparlar (24).

Bcl-2 protein ailesi, apoptozun iyi karakterize edilen diizenleyicileridir ve paylastiklart BH
(Bcl-2 homolojisi) domaini sayisina gore ii¢ alt grupta toplanirlar (25). BH3-tek grubu, BIK,
EGI-1, Bim, BMF, NOXA, BID, BAD, BNIP3, PUMA ve Beclin-1'i igeren proapoptotik
proteinlerden olusur. Ilk arastirmalar, FOXO proteinlerinin niikleer formlarmn ifadesinin, farkli
hiicre tiplerinde pro-apoptik BH3-tek proteinlerinin en az iki {yesinin (Bim, BNIP3)
transaktivasyonunu uyararak hiicre 6liimiinii tetikledigini gostermektedir (26-29). Ayrica FOXO
proteinleri, biiyiime faktorlerinden yoksun hematopoetik hiicrelerde Bim ekspresyonunu
indiiklemektedirler (28, 29).

FOXO proteinleri, dogrudan FasL ve TRAIL gibi proapoptotik faktorlerin
transkripsiyonunu giiclendirerek ekstrinsik apoptotik yolu diizenlemektedirler. FasL promotorii
tic FBHE (Forkhead Binding Element) igermektedir. Fas/FasL etkilesemi tuzak (decoy) bir
fiizyon proteini olan Fas-Fc tarafindan bloke edildiginde serebral noronlarin FOXO3 kaynakli
apoptozu azalmaktadir. Yapisal olarak aktif bir FOXO3 formunun asir1 ekspresyonu, Fas

sinyallesme kaskad1 boyunca serebral graniil ndronlarinda apoptozu tetiklemektedir (14).
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Ek olarak, prostat kanseri hiicrelerinde FOXOIl ve FOXO3'lin asir1 ekspresyonu apoptoz ve
TRAIL ekspresyonunun artmasi ile sonuglanir. TRAIL promotorunda, FOXO3 DNA-baglanma
elementleri bulunmaktadir. Bu durum ise TRAIL’in, FOXO3’iin dogrudan bir hedefi oldugunu
gostermektedir (30).

Farkli hiicre hatlarinda gerceklestirilen deneylerde, FOXO hedef genlerinin yiiksek oranda
secici ifadesi gozlemlenmistir, FOXO proteinlerinin transkripsiyonel hedeflerinin dokuya ve
uyaricitya ozgii oldugunu diisiindiirmektedir. Ornegin, HIV ile enfekte CD4" T hiicreleri
FOXO3’iin indiiklenmesine yol agar. Gozlenen enfekte hiicrelerde bu indiiklenme Go fazina girisi
icin kritik olan ¢oklu hedef genlerini ve apoptozun intrinsik/ekstrinsik yolaklarindaki aktif
oyuncularint modiile eder (31). Ancak, kesin mekanizma belirsizdir. Birlikte ele alindiginda
FOXO proteinleri, otokrin ve parakrin yolaklarda gérev yapan BH3-tek proteinlerinin (Bim ve
BNIP3) ve 6liim reseptor ligandlarmin (FasL ve TRAIL) ekspresyonunu modiile ederek hiicre
oliimiinii regiile etmektedir (24).

Tiimo6r olusumunda hayatta kalma proteinlerinin ekspresyon seviyelerini diizenleyen
faktorlerin ok dnemli bir rolii olabilir. Ornegin, PI3K/Akt sinyalinin anormal asir1 aktivasyonu
bir¢ok insan kanserinin ayirt edici 6zelligidir. PI3K/Akt'nin hiicre sag kalimini arttirmasinin ana
yollarindan biri, FOXO proteinlerini apoptotik genlerin promotorlerinden uzakta tutmaktir. Bu
nedenle FOXO proteinleri, ¢oklu apoptotik gen ekspresyonu yoneterek PI3K/Akt sinyalinin
onemli bir efektor kolu olarak ortaya ¢ikmistirlar (2).

Memeli hiicrelerinde yapilan ¢alismalar, FOXO1l, FOXO3 ve FOXOA4'in asir1
ekspresyonunun, hiicre dongiisiiniin durmasi veya apoptoz ile sonuglandigini gostermistir (32).
Bir siklin-bagimli kinaz inhibitérii olan p27XP!, hiicre dongiisiiniin G1 fazim1 kontrol etmektedir
(33). FOXO proteinleri, p27%Pin i{iretimini artirarak, hiicre déngiisiiniin G1 fazinda, hiicre
dongiisiiniin durmasia neden olur (32). p27XP! seviyelerinin diizenlenmesinin, agirlikli olarak
transkripsiyon sonrasi seviyede ubikitin-aracili degredasyon ile regiilasyonla gerceklestigi
diistiniilmektedir. Bununla birlikte, FOXO iiyelerinin dogrudan kipl geninin transkripsiyonunu
diizenledigi gosterilmistir (3, 32).

Hiicreler erken G1 fazinda biiyiime faktorii almadiginda, PKB aktif degildir ve FOXO
tiyeleri aktif hale gelir. Bu Kipl ve Rb2 genlerinin yukar1 dogru diizenlenmesiyle sonuglanir, bu

da hiicre dongiisiinden ¢ikmaya ve devinimsizlige “Quiescence” yol acar (32, 34). Ek olarak,
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Bim ve FasL ekspresyonunda FOXO kaynakli artis hiicrede apoptoz ile sonuglanmaktadir.
PKB'nin reseptdr tirozin kinazlar vasitasiyla aktivasyonu, FOXO proteinlerinin g¢ekirdekten
cikarilmasi yoluyla etkisizlestirilmesine ve dolayisiyla hiicre dongiisiiniin yeniden baslamasina
neden olur. Hiicre dongiisiine tekrar giren hiicreler PKB'ye bagli mekanizmalar tarafindan

korunur (Sekil 6) (35, 36).

Bim, FasL
apoptoz

7
\ pet FOXO-on <—— FOXO-off
Go-G1 proliferasyon
PKB-off —> PKB-on
devinimsizlik
p130

TiBS

Sekil 6. Hiicre dongiisiine giris ve ¢ikisin kontroliinde PKB-FOXO anahtari (37).

FOXO proteinlerinin iiretimi apoptoz ile hiicre dliimiine neden olabilir. Ilging bir sekilde,
apoptoz indiikksiyonunun ¢ogunlukla transforme olmamis hematopoetik hiicrelerle (UT-7/EPO
16semi hiicreleri, birincil insan eritropoid progenitor hiicreleri, Ba/F3 6ncii-B hiicreleri ve Jurkat
hiicreleri gibi) sinirlt oldugu goriilmektedir. Buna karsin bazi hiicre tiplerinde (CHO-K1, LNCaP,
CCL39; 293T ve postmitotik ndronlar gibi) hiicre dongiisiiniin durmasina, hiicre 6liimiiniin
baslamasi eslik edebilir (37). Bu fark, sadece kinetik bir fark olabilir ve baz1 hiicre tiplerinde
hiicre dongiisiiniin durmasi apoptozdan 6nce gergeklesebilir(3).

Bununla birlikte, son c¢alismalar bunun olmayabilecegini ve bunun aksine, FOXO
proteinlerinin indiiklenebilir liretimi ile hiicre dongiisli duran hiicrelerin devinimsizlige veya GO
fazina girdigini gostermektedir (34). GO igin bir belirte¢ olan retinoblastoma ailesi proteini p130,
FOXO proteinleri tarafindan transkripsiyonel olarak kontrol edilmesi buna bir 6rnektir (34). En
onemlisi, indiiklenebilir FOXO-protein aktivitesi tarafindan hiicre donglisii duran hiicreler,
FOXO aktivitesinden kurtuldugunda, hiicre dongiisiine tekrar girerler ve ¢ogalmaya baslarlar

(34). Bu nedenle, bu sonuglar FOXO proteinlerinin PKB tarafindan negatif olarak
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diizenlenmesinin, hiicre dongiisii girisi ve ¢ikisi i¢in bir anahtari temsil ettigini gostermektedir
(Sekil 6) (4).

Su anda, baz1 hiicrelerin neden hiicre dongiistiniin durdugu ve bazi hiicrelerin ise apoptotik
hale geldigini belirleyen mekanizma belirsizdir. Muhtemel bir agiklama, pro- ve/veya anti-
apoptotik genlerin hiicreye 6zgii gen regiilasyonudur. FOXO proteinlerinin FasL ve Bim gibi pro-
apoptotik genleri transkripsiyonel olarak diizenledigi gosterilmistir (14, 28).

2.6. FOXO ve Kanser

FOXO proteinlerinin kanser ilerlemesinde paradoksal rolleri yakin zamanda agiklanmustir.
FOXO proteinleri akut ve kronik myeloid 16semide, 16semiyi baslatan hiicrelerin korunmasina
katkida bulunurlar. Bu proteinler ayrica kolon ve meme kanseri alt gruplarin istila ve
metastazin1 da tesvik edebilir. Tedaviye direng, hedefli tedaviler dahil olmak {izere bir¢ok
durumda FOXO aktivasyonuna atfedilmistir (4).

Artan kanitlar, FOXO alt ailesinin {iyelerinin, organlardaki doku homeostazinin
korunmasinda ¢ok onemli oldugunu ve kanser hiicrelerinde siklikla diizensiz regiile edildigini
gostermektedir. FOXO proteinlerinin timorijenezdeki rolii ilk olarak insan kanserlerinde
kromozomal translokasyonlara katilimiyla kesfedilmistir (38-40).

2.6.1. Kromozomal Translokasyonlar ve Fiizyon Proteinleri

FOXO1, FOXO3 ve FOXO4 genleri, myeloid/lenfoid, MLL ve alveoler rabdomiyosarkom
gibi bazi 16semi formlarinda kromozomal kopma noktalarinda bulunmusturlar. Yapilan
caligmalarda FOXO1 geni rabdomiyosarkomlarda t(2,13)(q35;q14) ve t(1,13)(p36;914)
kromozomal translokasyonlar1 tanimlanmistir. FOXO3 geni, bir akut myeloid 16semi hastasinda
t(6;11)(q21; g23) kromozomal translokasyonunda bulunurken, FOXO4 akut lenfoblastik
16semide t(x;11)(ql13; g23) translokasyonunda bulunmustur (41).

FOXO proteinlerinin yaptig1 translokasyonlari, FOXO genlerin kesfedilmesinde 6nem arz
etmektedir. FOXO1 ilk once alveoler rabdomyosarkomda (ARMS) bir t((2; 13) translokasyonu
sonucu olarak PAX3'e kaynasmis bir forkhead domain geni olarak tanimlanmistir. Bu gen,
rabdomiyosarkomda (FKHR) forkhead daha sonra ise FOXO1 olarak adlandirilmistir (42). PAX7
ve FOXOI1 arasinda bir fiizyon da t(1;13) translokasyonu olarak tanimlanmistir(38). Ek olarak,
PAX3-FOXOI fiizyon proteini onkogenezise katkida bulunmasia ragmen, gii¢lii bir onkogen

degildir ve tiimorgenezi tesvik etmek i¢in yiliksek seviyede eksprese edilmelidir (43). FOXO3 ve
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FOXO04 daha sonra akut 16semi translokasyonlarinda [sirasiyla t(6;11) ve t(X;11)] MLL “mixed
lineage leukemia” ile fiizyon proteinleri olarak tanimlanmistir. MLL-FOXO3/4 proteinleri,
PAX3/7-FOXO1 fiizyon proteinlerine benzer sekilde FOXO’nun C-terminal ucunu ve
transaktivasyon domainini igerir (44, 45) (Sekil-7). MLL translokasyonlari siklikla akut miyeloid
16semi (AML) ve akut lenfoblastik 16semi (ALL) ile iliskilidir. Diger birgok MLL fiizyon
proteini ortagi tanimlanmistir. MLL-LacZ fiizyon proteinini eksprese eden farelerde hematolojik
tiimorler gelistigi gosterilmistir. Kesik MLL genin fiizyon partneri ne olursa olsun 16semogeneze
katkida bulundugu One siiriilmiistiir. Bununla birlikte, filizyon partneri MLL i¢in bir
transaktivasyon domaini saglayabilir ya da kesilmis MLL proteinini stabilize edebilir (46).
FOXO geni igeren fiizyonlarda ise FOXO’nun korunmus transaktivasyon domaini, MLL
fiizyonlariin onkogenik potansiyeli igin kritik goéziikmektedir (Sekil 7) (47, 48). Bu duruma
aykir1 olarak, MLL-FOXO4 fiizyon proteininin endojen FOXO3 geninin transkripsiyonel
aktivitesini antagonize ettigi ve apoptozu indiikleme kabiliyetini baskiladigi da gosterilmistir

(47).
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Sekil 7. FOXO geninin diger genlerle fiizyon etkilesimleri (4).
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Yapilan ileri gozlemler, MLL-FOX4 birlesiminin, el degmemis diger allelden eksprese
edilen Wild tip FOXO'nun transdominant baskilanmasi ile sonuglandigin1 géstermistir (47). Bu
ilk bulgular, FOXO'larin gen translokasyonlarina bagli olusan fonksiyon kaybinin, timor
gelisiminde Onemli bir rol oynayabilecegi, hatta FOXO genlerinin tek bir allelinin, timor
olusumunu 6nlemek i¢in yeterli olabilecegini gostermektedir (48).

2.6.2. Hiicre Hatt1 ve Fare Deneyleri

FOXO'nun asir1 ekspresyonu, meme kanserinde in vivo’da tiimér boyutunu ve in vitro’da
timor gelismesini inhibe etmektedir. FOXO proteinlerinin sitoplazmik lokalizasyonu meme
kanseri hastalarinda daha zayif hayatta kalim ile koreledir (49, 50). Buna karsilik, FOXO'larin
niikleer lokalizasyonu hiicre dongiisiinii askiya alir (32), apoptozu tesvik eder (51) ve
anjiyojenezi negatif yonde regiile eder (52). FOXO proteinlerinin antitiimoral aktivitesinin 6nemi
ayrica losemi (53), prostat kanseri (54-56) ve glioblastom (57) ile yapilan c¢alismalarla
vurgulanmaktadir.

Uclii nakavt fare modelleri FOXO proteinlerinin tiimdr baskilayict 6zelliklerini
kanitlamistir. Bu ¢alismalarda eszamanli olarak FOXO alt ailesinin temel iiyelerinden yoksun
olan farelerin (FOXO1, FOXO3 ve FOXO04) hemanjiyomlar ve lenfoproliferatif hastaliklar
gelistirmeye egilimli oldugu gozlenmistir(47). Timor baskilayicilar olarak kabul gérmelerine
ragmen, insan kanserlerinde FOXO'larin genetik inaktivasyonu nadiren gorilmistiir. Son
arastirmalar, farelerde kanserojen kaynakli insan akciger adenokarsinomasinda (LAC) ve insan
kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri (NSCLC) hiicre hatlarinda FOXO3’iin silindigini, bu
FOXO3 kaybinin, NSCLC patogenezine katkida bulundugunu ortaya koymustur (58, 59).

FOXO3 geni, insan akciger adenokarsinomunda yeni bir delesyon hedefi olarak
tanimlanmustir. Sigara icen erken evre LAC hastalariin 8/33"inde (% 24.2) FOXO3'in biallelik
veya homozigot silindigi tespit edilmistir (60). FOXO proteinleri, insan kanserlerinin ¢ogunda,
PI3K/Akt yolunun asir1 aktiflesmesi nedeniyle ve ek olarak da RAS, PTEN veya PI3K
genlerindeki mutasyonlardan kaynakli inaktif haldedirler (61). FOXO proteinleri iyi huylu timor
baskilayicilart oldugu igin terapotik hedef olmaya uygundurlar ancak FOXO3'iin klinik meme
kanserindeki erken bir aragtirmasi, FOXO3 aktivasyonunun lenf nodal metastazi ve koti

prognozla ilging bir sekilde iliskili oldugunu 6ne stirmektedir (62).
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FOXO3 tiizerine yapilan birgok c¢alisma aktif FOXO3 proteinin kolon kanseri hiicrelerinde
apoptozu indiikledigini gostermistir (63, 64). Bununla birlikte, B-katenin ve FOXO3 geninin
birlikte aktivasyonunun, hiicre Oliimiinii 6nledigi ve farelerde ksenograftlarin metastazi
indiikledigi gosterilmistir (64). Benzer sekilde, B-katenin, FOXO genlerini aktive eden PI3K ve
Akt inhibitorlerine de direng gdstermistir (65). Insan kolon karsinomunda yiiksek niikleer
FOXO3 ve B-katenin diizeyleri metastatik evre ve daha kisa sagkalim ile iligkilidir. FOXO3
proteini B-katenin varliginda bir tiimor baskilayicidan ziyade bir metastaz uyaricisi olarak gorev
yapmaktadir. Bu durum, FOXO'nun pro-tiiméral faaliyetlerini potansiyel olarak agiklayabilir(4).
2.6.3. FOXO ve p53 Arasindaki Iliski

FOXO ve p53 genlerinin regiilasyon fonksiyonlar1 ve modlarinda birgok paralellik vardir.
FOXO proteinleri, hedef genlerinin transkripsiyonunu aktive ederek metabolik stabiliteyi
korumak i¢in hiicre dongiisii durdurma, hiicre 6liimii ve oksidatif strese aracilik etmektedir.
Tiimor baskilayict p53 ise, DNA onarimini saglamak ve genomik stabiliteyi korumak i¢in benzer
islevleri yerine getirir (61). FOXO ve p53 tarafindan hiicre dongiisiinin durmasi, pl6,
p21WAFLCIPL ye n27KPL oibi hedef genleri indiikleyerek meydana gelmektedir (66).

FOXO ve p53, ¢oklu mekanizmalarla apoptozu yonetir. FOXO proteinlerinin Bim ve
PUMA'y1 yukar regiile ettigi, ayrica PUMA'nin da transkripsiyonel olarak p53 tarafindan yukari
regiile edildigi bilinmektedir. FOXO'larin p21WATYCIPL GADDA45, WIP1 ve PA26 da dahil olmak
tizere bir dizi geni hedeflemesi ve bunlarin p53 tarafindan regiile edilmesi, FOXO proteinlerinin
ve p53'lin tiimor baskilama sinyalini koordine ettigini 6nermektedir(2).

FOXO ve p53'in ortiisen fonksiyonlarim1 daha da gosteren ilging Ornekler, transgenik
farelerdeki ¢aligmalardan elde edilmistir. p53 geni bulunmayan fareler normal olarak gelisirler,
ancak timik lenfoma ve hemanjiyom dahil olmak {izere genis bir kanser spektrumu gelistirmeye
yatkinlar ve genellikle bu fareler dogumdan 3-6 ay sonra malignitelerden kaynakli olarak oliirler
(67, 68). Benzer sekilde, FOXO geni icermeyen flglii nakavt fareler (FOXO1, 3 ve 4)
hemanjiyom ve timik lenfoma gelistirmeye egilimlidirler ve PI3K sinyal yolaginin
deregiilasyonunun yikict sonuglari ile karsilasiimistir. Ote yandan, FOXO1, FOXO3 veya
FOXO4'in tekli veya ciftli inaktivasyonunun daha az siddetli bir fenotipe neden oldugu
gozlemlenmistir (48). Bu gozlemler, FOXO ve p53 genlerinin hedef gen regiilasyonlarinin

cakismasiyla, timdorijenez baskilamasinda benzer roller oynadiklarini gostermistir.
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FOXO3 ve p53 genleri, diger partnerlerle birlikte hiicreleri DNA hasarindan korumak igin
giiclii bir timor baskilayict ag saglarlar. Bunun sonucunda klonal olusumu ve genislemeyi
onlemek i¢in genomik stabilitenin korunmasinda 6nemli bir rol oynarlar(24). Farkli ¢alismalar,
FOXO3'in, farkli seviyelerde tiimor baskilayici p53 ile etkilesime girdigini géstermistir. FOXO3
ve p53 geni fiziksel olarak etkilesime girebilirler, FOXO3 proteini, pS3 genini stabilize edebilir
veya dolayl olarak, pS3 geninin upstream diizenleyicisi olan pl19ARF geninin (CDKN2A) yukari
regiilasyonu ile dolayli olarak aktif hale getirebilir (69, 70). Ayrica, fibroblastlarda, p53 geni,
DNA hasar1 sirasinda FOXO3'in ikinci intronundaki bir boélgeye baglanarak FOXO3
ekspresyonunu uyarir. Bununla birlikte, p53 kaynakli apoptoz i¢in FOXO3 proteini kismende
olsa gereklidir. Ek olarak, FOXO3 kaybi, p53 eksikligi olan farelerde tiimor gelisim oranini
arttirmaz fakat tiimor spektrumunu etkiler. p53~ / = farelerde siklikla goriinmeyen tiimorler
(adenokarsinomlar ve anjiyopomlar) hem p53 hem de FOXO3 geni silindiginde ortaya
cikmaktadirlar (71).

2.6.4. Kanserde FOXO’nun Fizyolojik Fonksiyonlari

FOXO proteinleri, onkogen, anjiyogenez, oksidatif strese direng ve hiicre istilasinin
kontrolii gibi etkenlerle indiiklenen senesensi engelleyerek, onemli bir anti-tiimoral aktivite
sergiler. FOXO proteinleri cesitli fizyolojik fonksiyonlarda yer alirlar. Bunlar, hiicre dongiisiinii
onleme, apoptoz ve onkogene bagli yaslanma gibi, tiimor gelisimini 6nleyen ve gesitli ilaglar
tarafindan kanser hiicresinin 6ldiiriilmesine katkida bulunan anti-tiiméral fonksiyonlardir. Buna
karsilik, FOXO proteinleri, baz1 tedavilere direngli olarak pro-tiiméral rollerde oynarlar. FOXO
proteinlerinin belirsiz fonksiyonlarina, anjiyogenez, oksidatif stres direnci, hiicre farklilagmasi,
kanser kok hiicresi bakimai, hiicre istilasi ve metastazinin kontrolu drnek verilebilir. Anahtar hedef

genler daha kiiciik harflerle belirtilmistir. Bastirilmis genlerin iistii ¢izilidir (Sekil 8) (4).
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Sekil 8. FOXO’nun dahil oldugu fizyolojik islemler (4).

FOXO'larn hiicre gogii ve istilasinin kontroliinde oynadigi rol, farkli hiicresel modellerde
aragtirtlmistir. Prostat kanserinde, AEG1 geni (astrosit yiikseltilmis gen-1, metadherin veya
MTDH) siklikla asir1 eksprese edilir ve hiicre istilasinda rol oynar. AEGI nakavti, hiicre
canliligini ve istilaciligini azaltirken FOXO3 geninin ekspresyonunu ve niikleer lokalizasyonunu
arttirr.  AEG1  geninin  pro-invaziv  etkisi kismen FOXO3 proteinin  baskisindan
kaynaklanabilir(55). Invaziv iirotelyal kanserde FOXO3 geninin ekspresyonu azalir ve hastanin
sagkalimu ile koreledir (72).

Onkogene bagl senesens, iyi huylu lezyonlarin geligimini sinirlayarak organizmalari timor
olusumundan korur. Bu siiregte yer alan mekanizmalar1 netlestirmek ig¢in Courtois-Cox ve ark.
Ras'm anormal aktivasyonunun, Ras ve PI3K sinyalini baskilayan ve FOXO1 ve FOXO3 geninin
aktivasyonuna yol agan negatif bir geri besleme dongiisiiyle senesensi tetikledigini gostermistir
(73). Aktive edilmis bir FOXO mutantinin asir1 ifadesi, insan fibroblastlarinin senesensini
indiiklemek i¢in yeterlidir (74). Bu calismalar FOXO'larin bir onkogene cevaben senesensi
organize eden tiimor baskilayicilar olarak roliinii gostermistir (4).

FOXO proteinleri anjiyogenezi de diizenlerler. Anjiyogenez, yeni kilcal damarlarin
onceden var olan kan damarlarindan olustugu ve tiimor biiylimesi i¢in gerekli olan fizyolojik bir

islemdir. Anjiyogenez mekanizmasi, endotel hiicrelerinin cogalma, goc ve tiip olusumunu tesvik

21



etmek igin anjiyojenik faktorler (6rn. VEGF) ile uyarilmasini igerir (75). FOXO proteinleri hem
pro- antianjiyogenik hem de antianjiyogenik faktorler olarak bu siirece dahil olmuglardir. FOXO
proteinlerinin tiimoral anjiyojenezdeki rolleri heniiz net bir sekilde tanimlanmamustir (4).

FOXO proteinleri oksidatif sterese yanitta yer alirlar. Bu siiregte, siiperoksit dismutaz
(SOD2) ve katalaz ekspresyonunun indiiksiyonu yoluyla hiicresel detoksifikasyonunu
desteklerler. FOXO proteinleri hiicreleri asirt ROS birikiminden koruyarak, kanser gelisimini
Onleyebilir. Bu durum, hematopoetik kok hiicrelerle yapilan ¢alismalarda, FOXO proteinlerinin
ROS homeostazini korumak i¢in gerekli oldugu gosterilmistir. FOXO3 farelerde, ROS birikimi
miyeloproliferatif sendroma yol ag¢maktadir. Bu sendroma ROS ile arttrilmis sitokin
sinyallesmesi aracilik eder. Bu olusum N-asetilsistein gibi antioksidanlarin eklenmesi ile
Onlenebilir (76, 77).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanin tipi

Arastirmanin tipi deneysel niteliktedir.
3.2. Arastirmanin yeri ve zamani

Arastirma kapsaminda deneyler Dokuz Eyliil Universitesi, T1p Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji ve
Genetik AD. ‘da, Nisan 2017 — Mayis 2019 tarihleri arasinda gergeklestirildi.
3.3. Arastirmanin evreni ve orneklemi

FOXO3 geni i¢in ticari olarak alinan PCR primerleri ile ilgili gen izole edildi. Bu gen bir
vektor vasitastyla Hek293 hiicrelerine transfekte edildi ve genin/genlerin ekspresyon diizeyleri
incelelenmistir.
3.4. Calisma materyali

Calisma materyali olarak arastirmada elimizde daha Onceki ¢alismalar igin -ticari olarak-
almig oldugumuz Hek293 hiicre hatt1 ve kompetan E.coli (Promega JM109) susu kullanilmistir.
Deneylerimizde, insan, deney hayvani ve bunlardan elde edilecek olan doku, organ, biyopsi
materyali, kan vs. kullanilmamustir.
3.5. Arastirmanin degiskenleri

Aragtirmanin bagimsiz degiskeni FOXO3 protein miktaridir, bagimli degiskenleri ise
PARP proteinidir.
3.6. Veri toplama araclari

Tez calismasinda kullanilan yontemler asagida verilmistir. Calismada hiicre kiiltiirli, cDNA
eldesi, plazmid DNA eldesi, PCR, Western-blot gibi yontemler kullanilmigtir.
3.6.1. Vektor ve Insert DNA’nin Restriksiyon Enzimleri ile Eldesi

Insert icin ticari olarak satin almman FOXO3 geni kullanilmistir. FOXO3 geni EcoRV
restriksiyon enzimi ile pUC57 plazmidi igerisine eklenmis olarak gelmistir. Vektor olarak
pcDNA3.1 kullanilmistir. Bu iki plazmidin restriksiyon enzimi bolgeleri arastirildiginda Xbal-
Apal bolgelerinin ortak ve deney i¢in uygun oldugu tespit edilmistir.
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Tablo 3. Xbal ve Apal restriksiyon enzimlerinin kesim bdlgeleri

5-TICTAGA-3'
Xbal
3-AGATCIT-5'
5-GGGCC!C-3'
Apal
3-C'CCGGG-5'
(2699) Eco0109I Pfol (46)
poa3) zeat f/ M aatapr (iss)
(2527) Sspl / ‘I Kas:ar;ﬂz%)
‘f‘f ;’ / Sﬁ;ll u1('i37()239 )

J Apol - EcoRI (396)
| o / EcoS53kI (404)
SacI (406)
Acc65I (408)
KpnI (412)

_ Nrul (416)
// BsmI - NsiI (424)
—— Xbal (425)

——— EcoRV (431)
BamHI (435)
— Aval - BsoBI - TspMI

—__ BmeT110I (440)
~~__Smal (441)
PspOMI (442)

Apal (446)
Sall (448)
Accl (449)
HincII (450)
PstlI (457)
Stul (461)
SphI (469)
— HindIII (471)

BspQI - Sapl (714)

(2322) XmnI

(2203) Scal ~

(2122) Tsol —_

- ~ -
(1871) NmeAIII AfIIII - Pcil (830)

(1803) BsrFI
(1793) BpmI
(1784) Bsal

(1723) AhdI

\
\ \ BseYI (1134)
\ PspFI (1138)

AIWNI (1246)

Sekil 9. pUCS57 plazmidinin haritasi (78).

pUCS57 plazmidinin uzunlugu 2710bg, FOXO3’iin ise 2019bg, toplamda 4729b¢’dir. Bu

plazmidi Xbal-Apal bdlgelerinden kestigimizde 2040b¢ uzunlugunda FOXO3 gen bolgesi
(insert) elde edilir.
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(5426) SgrDI BgIII (12)

(5309) SspI \ }." Mfel (161)
\ y Bpul0I (180)
\ / / __Nrul (208)
(4985) Scal \ \/ J T Ml (228)
Y
(4875) Pvul 117 NdeI (484)

SnaBI (590)

NhelI (895)

BmtI (899)

| AFIII (908)

[/ HindIII (911)
///"_ Acc651 (917)

~~—— KpnI (921)
—_ BamHI (929)
~_EcoRI (952)
_ECOoRV (964)
NotI (979)
PaeR7I - PspXI - XhoI (985)
_ \\XbaI (991)

\Eco01091 - PspOMI (997)
Apal (1001)

BbsI (1217)

(4505) AhdI

~~

pcDNA™3.1(+)
5428 bp

T Dralll (1531)

___—SexAI * (1821)

.BseRI (2050)
//Stul (2053)
—- AvrII (2054)
TspMI - Xmal (2075)
—Smal (2077)
T BsaBI* (2123)

(3615) Pcil

— KasI (2263)

(3236) Bstz171 " NarI (2264)

(3184) BsmlI Sfol (2265)
/ \ PITI (2267)
(3039) Pfol / | | MscI (2346)

(2946) BstBI | PfIFI - Tth111I (2382)

(2780) RSFII  BssHII (2661)
Sekil 10. pcDNA3.1 plazmidinin haritas1 (79).
pcDNA3.1 plazmidinin uzunlugu 5428b¢’dir. Bu plazmidi Xbal-Apal bdlgelerinden
kestigimizde 5418b¢ uzunlugunda vektor bolgesi elde edilir.

Geregler:

e pUCS57 plazmidi

e pcDNAS3.1 plazmidi

e Xbal Restriksiyon Enzimi (Biolabs, R0145S)

e Apal Restriksiyon Enzimi (Biolabs, R0114S)

e Cut Buffer (Biolabs, B7204S)

e dHO
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e Thermal Cycler
Yontem:
Asagidaki basamaklar her plazmid i¢in ayr tiiplerde gerceklestirilmistir.
1. Mikrosantrifiij tiiptine 10puL Plazmid, 2puLl. Apal, S5uL. Cut Buffer, 33ul. dH20
eklenerek karistildi.
Karisim Thermal Cycler cihazinda 25°C’de 15 dakika inkiibe edildi.
Daha sonra karisima 2uLL Xbal, SpL Cut Buffer eklendi.
Karigim Thermal Cycler cihazinda 37°C’de 15 dakika inkiibe edildi.

o > w DN

Daha sonra 65°C’de 20 dakika inkiibe edilerek restriksiyon enzimleri inaktive
edildi.
3.6.2. Agaroz Jel Elektroforezi

Restiriksiyon enzimleri ile kesim sonrasi elde edilen irinler 6zgillik ve biiyiiklik
acisindan degerlendirmek i¢in %0.8’lik agaroz jelde 100 volt gerilim altinda ytriitiilmustiir. 0.24
g agaroz tartilarak 30mL 0.5X Tris-Borik asit-EDTA (0,5X TBE) tamponuna eklenmistir.
Mikrodalga firinda 1 dakika yiliksek 1sida agaroz iyice ¢ozdiiriilmiistiir. Agaroz ¢ozeltisine son
konsantrasyonu 0.5 pug/mL olacak sekilde etidyum bromiir eklenerek homojen bir sekilde
dagilmasi saglanmistir. Hazirlanan jel, jel yiikleme kabina dokiilmiistiir ve kuyucuklarin olugmasi
icin tarak yerlestirilmistir. Jelin sogumasi i¢in yaklasik 15-20 dakika beklenildikten sonar tarak
dikkatlice, donuk haldeki jele zarar vermeden ¢ikarilmigtir. Hazirlan jel, igerisinde 0.5X TBE
tampon ¢6zeltisi bulunan elektroforez tankina yerlestirilmistir.

Jeldeki kuyucuklara uygun belirte¢ (Thermo Scientific GeneRuler 1kb DNA Ladder) ile
ornekler yiiklenmistir. Jele yiiklenecek olan 6rneklere yaklasik 1puL 6X Loading Dye eklenmistir.
Ornekler jele yiiklendikten sonra ~100 voltluk sabit gerilim altinda elektroforez islemi
gerceklestirilmistir. Elektroforez islemi sonrasinda jeldeki bantlar UV 1s1k altinda incelenmistir.
3.6.3. Uriinlerinin Agaroz Jelden Saflastiriimasi

Elektroforez sonrasi uygun olan bantlar jelden kesilmistir. MN Nucleospin Extract Il (liriin
kodu:740 609 50) kiti kullanilarak ve kitin protokoliine uygun olarak ornekler saflastiriimistir.

Geregler:

o Steril Bisturi

e MN Nucleospin Extract Il
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1.5 mL’lik tiip

50°C’ye 1s1tilmis su banyosu

Vorteks

Mikrosantrifiij (Eppendorf Mini Spin)

Kit Icerigi:

Y ontem:

NTI Baglama tamponu
NT3 Yikama tamponu
NE Eliisyon tamponu
2mL’lik toplama tiipleri

Kolonlar

Caligmaya baslamadan once, kit icerisinde bulunan tamponlar kit protokoliine uygun bir

sekilde hazirlanmistir. NT3 tamponuna 24mL %9611k etanol eklenmistir.

1.

Uygun olan bant pargas1 UV 151k altinda segilerek, steril bisturi yardimiyla jelden
kesilmistir ve 1.5mL’lik tlip igerisine aktarilmistir.

Tip icerisindeki jel pargasinin tartilmistir ve 100mg jele 200ul. NTI tamponu
olacak sekilde oranlanarak NTI tamponu eklenmistir.

Jel pargasini ve NTI tamponunu igeren tiip 50°C’ye ayarlanmis su banyosunda 5-
10 dakika inkiibe edilmistir. Jel tamamen ¢oziinene kadar 3 dakika bir
vortekslenmistir.

Toplama tiipli igerisine yerlestirilen kolona 700uL ornek yiiklenmistir ve
11000g’de 30 saniye boyunca santrifiij islemi ger¢eklestirilmistir. Toplama tiipii
igerisindeki ¢ozelti atilmistir.

Kolon igerisine 700uL. NT3 Yikama tamponu yiiklenmistir ve 11000g’de 30
saniye boyunca santrifiij islemi gerceklestirilmistir. Toplama tiipli icerisindeki
¢oOzelti atilmistir. Bu yikama islemi iki kez tekrarlanmastir.

Kolon igerisindeki silika membrani kurutmak igin higbir yiikkleme yapilmadan
kolon 11000g’de 1 dakika boyunca santrifiij islemi gerceklestirilmistir. Toplama

tiipii igerisindeki ¢cozelti atilmstir.
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Eliisyon islemi i¢in kolon yeni bir tiipe aktarilarak, daha 6ncesinde 70°C’de 1sitilmis 25uL
NE Eliisyon tamponu eklenmistir ve 70°C’de 5 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra
50g’de 1 dakika, sonrasinda 11000g’de 1 dakika boyunca santrifiij islemi ger¢eklestirilmistir.
Saflastirilmis 6rnek kolondan geri kazanilmistir
3.6.4. Vektor Plazmidin Defosforilasyonu

Vektor DNA’nin ligasyon sirasinda tekrar halkasallagmamasi igin ligasyon Oncesi vektor
DNA defosforile edilmelidir. Alkalin fosfataz enzimi DNA, RNA ve niikletoidlerin 5’ ve 3’
uclarindaki fosfat gruplarinin serbest birakilmasini katalizler.

Geregler:

FastAP Isiya Duyarli Alkalin Fosfataz (Fermentas, EF06)
10X FastAP Tamponu (Fermentas, EF06)

Vektér ()cDNA 3.1)

dH20

Thermal Cycler
Yontem:
1. Mikrosantrifiij tiipii igerisine 1ug(~10uL) pvDNA 3.1, 2uL 10X FastAP Buffer,
1uL FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase, 7uL. dH20 eklendi.
2. Karisim hafifce ¢alkalandi ve spin edildi.
3. Thermal Cycler cihazinda 37°C’de 20 dakika daha sonra inaktivasyon igin
75°C’de 5 dakika inkiibe edildi.
3.6.5. Ligasyon
Yapigkan uglara sahip olan vektér DNA ve insert DNA birbiriyle eslesmektedir. Ligasyon
isleminde ise ligaz enzimi ile bu uglar arasi kimyasal baglanma gergeklestirilir. Roche Rapid
DNA Ligation Kit (iirtin kodu:11 635 379 001) kiti kullanilarak ve kitin protokoliine uygun olarak
vektor ve insert oranlari ayarlanmistir.
Geregler:
e 2X T4 DNA Ligasyon Tamponu
e 5X DNA Diliisyon Tamponu
e T4 DNA Ligaz
o Vektor
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e Insert
Yontem:
1. Mikrosantrifiij tiipiine 30pL vektor, SpL insert ve 2uL 1X DNA diliisyon tamponu
eklenerek karigtirilmistir.
2. Karisima daha sonra 10uL 2X T4 DNA ligasyon tamponu eklenmistir. (Tampon
kullanilmadan 6nce karistirilmstir.)
3. 1uL T4 DNA ligaz enzimi eklenerek, karistirilmistir.
4. Oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edilmistir.
3.6.6. FOXO3 geninin PCR ile Cogaltilmasi
FOXO3 geninin PCR igin gerekli olan ileri/Geri Primer dizileri NCBI veri tabanindan
yararlanilarak belirlenmistir.

Tablo 4. FOXO3 i¢in kullanilan PCR Primerler

Gen Primer Dizisi PCR Uriinii
Ileri: 5'-ATGGCAGAGGCACCGGCTT-3’

FOXO3 2028 b
Geri: 5'-ATCCTTCAGCCTGGCACCCA-3'

Geregler:
e Thermal Cycler
e Mikrosantrifiij (Eppendorf Mini Spin)
e 0.2 mL’lik tiip
e Otomatik pipet seti
e Primerler
e Quick-Load One Taq PCR seti
Yontem:
FOXO3 icin Tablo 5’deki kimyasallar belirtilen hacimlerde 0.2mL’lik tlipe aktarilarak
karisim hazirlanmistir. Reaksiyon karisimini igeren tiipler, reaksiyonun gerceklesmesi icin
Thermal Cycler cihazina konulmustur ve Tablo 6’daki 1s1 degerleri kullanilarak cihaz

calistirllmistir.
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Tablo 5. FOXO3 i¢in PCR igerigi

Kimyasal Hacim (uL) Son Konsantrasyon
OneTaq Quick-Load
2X Master Mix with 12.5 1X
Standard Buffer
10uM ileri Primer 0.5 0.2 uM
10uM Geri Primer 0.5 0.2 uM
DNA Ornegi 3.0
dH20 8.5
Toplam Hacim 25.0

Tablo 6. FOXO3 igin PCR 1s1 profili

Sicaklik Siire Dongii Sayist
[k Denatiirasyon 95°C 5 dakika 1
Denatiirasyon 95°C 20 saniye
Baglanma 58 °C 30 saniye 25
Uzama 72 °C 1 dakika 30 saniye
Son Uzama 72°C 5 dakika 1

3.6.7. Transformasyon
FOXO3 genini iceren vektdr kompetan hiicreye aktarilmistir. Bu sayede FOXO3-pcDNA
3.1 plasmidinin bakteri hiicresi tarafindan kopyalanmasi ve ¢ogaltilmas1 saglanmistir.
Transformasyon islemi i¢in kullanilan E.coli kompetan hiicrenin (Promega JM109) protokolii
takip edilmistir.
Geregler:
e Kimyasal kompetan E.coli (Promega JM109)
e Calkalayicili inkiibator

e Buz
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10.
11.

12.

LB besiyeri iceren petriler

LB broth besiyeri igeren SmL’liktiipler
SOC besiyeri

Ampisilin

2mL lik steril tip

Alev

42°C’ye ayarlanmis su banyosu

Oze

Spatiil

Transformasyon isleminde kullanilacak olan 2mL’lik steril tiip 1s1 sokunu 6nlemek
amactyla buz igerisine yerlestirilmistir.

Kimyasal kompetan E.coli iceren tiip -80°C’den ¢ikarildi ve buz igerisine
yerlestirilmistir.

Buz iizerinde yaklasik 5-10 dakika beklenilerek hiicreler ¢ozdiiriilmiistiir.

Coziinen hiicrelerin bulundugu tiipten 50uL alinarak buz igerisindeki 2mL’lik
steril tiipe aktarilmistir. Hizlica 2puL ligasyon iiriiniinden de ekledikten sonar tiipe
3 kez vurularak karistirma islemi yapilmstir.

Tiip hizlica tekrar buza koyularak 20 dakika buzda inkiibe edilmistir.

Hiicreleri 1s1 ile soklamak igin tiip 42°C’deki su banyosunda 45-50 saniye
tutulmustur ve hemen arkasindan buz {lizerine alinarak 2 dakika bekletilmistir.
Tiipe oda sicakligindaki SOC besiyerinden 950uL aktarilmistir.

37°C’de 150rpm’de 90 dakika boyunca inkiibe edilmistir.

Calkalanan bakteri siispansiyonundan 50 ve 100pL hacimler alinarak 1mg/mL
ampisilin iceren LB besiyerli petrilere inokiilasyon yapilmustir.

Petriler 37°C’de 14 saat inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonrasi segilen koloniler SmL LB broth igeren tiiplere ayr1 ayri
inokiile edilmistir.

Tipler 37°C’de 170rpm’de gece boyu inkiibe edilmistir.

31



13.

3.6.8. Minipre
Bakterile

Ertesi giin lireme gozlenen tliplerden 2mL bakteri slispansiyonu alinarak miniprep
DNA izolasyonu yapilmistir.
p Plasmid DNA Izolasyonu

r ile birlikte ¢ogalan plasmidler i¢in izolasyonu igin Invitrogen PureLink HiPure

Plasmid DNA Purification Kits kiti kullanilmigtir ve islemler i¢in kitin protokoli takip edilmistir.

Geregler:
[ ]
[

Y Ontem:

1.

Resuspension Tamponu (R3)
RNase A

Lizis Tamponu (L7)
Precipitation Tamponu (N3)
EquilibrationTamponu (EQ1)
Yikama Tamponu (W8)
Elution Tamponu (E4)

TE Tamponu (TE)

HiPure Kolon

15mL’lik tiipler

Steril mikrosantrifiij tiipleri
%70’1ik Etanol

Isopropanol

Sogutuculu mikrosantrifiij

Resuspension tamponunu (R3) hazirlamak i¢in kit igerisinde bulunan RNase A,
tampona eklenmistir ve tamponun iistiinde bulunan etiket isaretlenmistir.

Lizis tamponunda (L7) ¢okelti olup olmadigi kontrol edilistir, varsa ¢oziilmesi igin
37°C’de 1sitilmastir.

Kolon, 15mL’lik tiipe yerlestirilerek sabitlenmistir ve kolonun igerisine 2mL
Equilibration tampon eklenerek, yercekimi ile tamponun kolondan atilimi

beklenilmistir.

32



10.

11.

12.

13.

14.

15.
16.

17.
18.

Transformasyon sonrast elde edilen bakteri siispansiyonundan 2mL alinarak
4000g’de 10 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrast supernatant
atilmastir.

Cokelti tizerine 0.4mL Resuspension tamponu (R3) eklenmistir ve ¢ozelti tiip
icerisinde homojen bir sekilde dagilana kadar yavasca pipetaj yapilmistir.

0.4mL Lizis tamponu (L7) eklenmistir ve karigim homojen olana kadar tiip alt-iist
edilmistir. Oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edilmistir.

0.4mL Precipitation tamponu (N3) eklenmistir ve hemen ardindan karisim
homojen olana kadar tiip alt-iist edilmistir.

Elde edilen lizat 17000g’de 10 dakika boyunca santrifiij edilmistir.

Lizatin supernatant kismi dikkatlice alinarak kolona yiiklenir ve yer ¢ekimi ile
kolondan ge¢cmesi beklenmistir.

Kolon iki kez 2.5mL Yikama tamponu (W8) ile yikmistir. Soliisyonun yer ¢ekimi
ile kolondan ge¢mesi beklenmistir.

Kolonun altina mikrosantrifiij tiipii yerlestirilmistir. Saflastiracak olan DNA
buraya toplanacaktir.

Kolona 0.9mL Elution tamponu (E4) eklenmistir ve yer ¢ekimi ile kolondan
gecmesi beklenmistir.

Mikrosantrifiij tlipii i¢erisine toplanan DNA’ya 0.63mL isopropanol eklemistir ve
homojen bir karisim elde edilene kadar karistirilmistir.

4°C’de 17000g’de 30 dakika boyunca santrifiij islemi gergeklestirilmistir.
Sonrasinda supernatant kismi dikkatlice alinip, atilmistir.

DNA ¢okeltisi ImL %70’lik etanol ile sulandirilmistir.

Karisim 4°C’de 17000g’de 5 dakika boyunca santrifiij islemi gerceklestirilmistir.
Sonrasinda supernatant kismi dikkatlice alinip, atilmistir.

DNA ¢okeltisinin kurumasi i¢in 10 dakika boyunca beklenmistir.

Cokelti 50uL TE tamponu ile sulandirilmistir. Elde edilen DNA 6rnegi PCR ile
kontrol edilerek dogru koloninin segilip secilmedi test edilmistir. Daha yiiksek
oranda plasmid DNA elde etmek i¢in maxiprep plasmid DNA izolasyonu
yapilmistir.
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3.6.9. Maxiprep Plasmid DNA izolasyonu
Maxiprep plasmid izolasyonu ile daha biiyiik hacimde ve yiiksek konsantrasyonda plasmid
DNA’lar1 elde edilmistir. Bu plasmid DNA’lar bir sonraki adim olan transfeksiyonda
kullanilmistir. izolasyon icin QIAGEN EndoFree Plasmid Maxi kiti kullanilmistir ve islemler i¢in
kitin protokolii takip edilmistir.
Geregler:

e P1 Tamponu

e P2 Tamponu

e P3 Tamponu

e QBT Tamponu

e QC Tamponu

e ER Tamponu

e QN Tamponu

e RNase A

e |sopropanol

e %70 etanol

e Kolon

e Kartus

e Kartus kapagi

e LB Broth

e (Calkalayicili inkiibator

e Sogutmal1 Santrifiij

e 50mL Falcon tiipleri

e \orteks
e Buz
Y Ontem:

1. Bakteri siispansiyonundan 200pL alinarak 100mL LB Broth besiyeri igerisine
inokiile edilmistir. Inokiilasyon sonrasi érnek 37°C’de yaklasik 300rpm’de 12-16

saat inkiibe edilmistir.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

P1 tamponunu hazirlamak i¢in kit igerisinde bulunan RNase A, tampona
eklenmistir ve tamponun iistiinde bulunan etiket isaretlenmistir.

Lizis tamponunda (P2) ¢6kelti olup olmadig1 kontrol edilistir, varsa ¢oziilmesi igin
37°C’de 1sitilmastir.

P3 tamponu kullanilmadan 6nce 4°C’de sogutulmustur.

Inkiibasyon sonras1 ornekler 50mL’lik Falcon tiiplerinde 6000g’de 4 °C’de 15
dakika boyunca santrifiij edilmistir. Siipernatant atilmistir.

Cokelti 10mL P1 tamponu ile sulandirilmistir. Homojen hale gelene kadar
vortekslenmistir.

Karigima 10mL P2 tamponu eklenmistir. Elde kabaca 4-6 kez karistirilmistir ve
oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sirasinda kartuslar1 hazirlamak icin; kartuslara kapaklar takilmistir.
10mL sogutulmus P3 tamponu eklenmistir ve hemen arkasindan kabaca 4-6 kez
karistirilmastir.

Lizat kartusun igerisine aktarilmistir ve oda sicakliginda 10 dakika inkiibe
edilmistir. Bu siire zarfinda protein, genomik DNA ve deterjanlar yiizeye ¢ikip bir
tabaka olusturacaktir.

Kartuslarin kapaklari ¢ikartilmistir ve pompa yavasga kartusa yerlestirilerek lizat
50mL’lik falcon tiipiine filtrelenmistir.

Filtrelenmis lizata 2.5mL ER tamponu eklenmistir ve yaklasik 10 kez alt-iist
yapilarak homojenizasyon saglanmistir. Buzda 30 dakika inkiibe edilmistir.
Kolona 10mL QBT tamponu eklenmistir ve yer ¢ekimi ile kolondan geg¢mesi
beklenmistir.

Inkiibasyon sonrasi lizat kolona aktarilmistir ve yer ¢ekimi ile kolondan gegmesi
beklenmistir.

Kolon iki kez 30mL QC tamponu ile yikmistir. Soliisyonun yer ¢ekimi ile
kolondan ge¢cmesi beklenmistir.

Kolonun altina 50mL’lik falcon tiipii yerlestirilmistir. Saflagtiracak olan DNA

buraya toplanacaktir.
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17. Kolona 15mL QN tamponu eklenmistir ve yer ¢ekimi ile kolondan ge¢cmesi
beklenmistir.
18. Tiip igerisine toplanan DNA’ya 10.5mL oda sicakligindaki isopropanol eklemistir
ve homojen bir karisim elde edilene kadar karistirilmistir.
19.4°C’de 17000g’de 30 dakika boyunca santrifiij islemi gergeklestirilmistir.
Sonrasinda supernatant kismi dikkatlice alinip, atilmistir.
20. DNA c¢okeltisi SmL %70’lik endotoksin-free etanol ile sulandirilmistir.
21. Karisim 4°C’de 17000g’de 10 dakika boyunca santrifiij islemi gerceklestirilmistir.
Sonrasinda supernatant kismi dikkatlice alinip, atilmistir.
22. DNA ¢okeltisinin kurumasi i¢in 10 dakika boyunca beklenmistir.
23. Cokelti 500uL steril su ile sulandirilmistir.
24. Konsantrasyonu spektrofotometrik oOlclimle belirlenmistir ve transfeksiyonda
kullanilmak iizere -20°C’ye kaldirilmistir.
3.6.10. Hiicre Kiiltiirii
Calismanin ilerleyen sathalarinda kullanmak {izere, HEK293 hiicre hattinin biiyiitiilmesi ve
devamliligi saglanmistir. HEK293 hiicreleri, 2mM konsantrasyonda L-glutamin, 1pg/ml
konsantrasyonda penisilin/streptomisin ve %10 oraninda FBS igeren DMEM igerisinde tek
tabaka olarak iiretilmistir. Hiicreler kiiltiir flasklarinin yiizeyini % 70 oraninda kapladikg¢a
pasajlanmistir. Hiicre pasajlamalarinda, hiicreleri kaldirmak igin Tripsin /EDTA (%0.05 / %0.02)
soliisyonu kullanilmigtir. Tim islemler, steril calisma kabini igerisinde gergeklestirilmistir.
Hiicrelerin inkiibasyonu, 37 °C’de ve % 5 oraninda CO2 bulunan etiivde yapilmistir.
3.6.11. Transfeksiyon
HEK?293 hiicreleri, hazirlanan vektor ile transfekte edildi. Hiicrelin transfeksiyonu igin
Thermo Fisher Lipofectamine LTX with Plus Reagent (iiriin kodu: 15338-100) kullanilmstir.
Geregler:
e Hiire hatt1
e COzinkiibator
e Petri kab1
e Serumlu / Serumsuz hiicre kiiltiir ortami

e PBS
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e Plazmid DNA
e Lipofectamine LTX Reagent
e PLUS Reagent
Yontem:
1. Hiicreler transfeksiyon isleminin yapilacagi petri kaplarina pasajlandi.
2. Hiicreler petri kabinin yiizeyinin %60-70’ini kaplayana kadar CO?’li inkiibatorde
inkiibe edildi.
3. Transfeksiyon dncesi hiicre kiiltlir ortami 4mL serumlu ortam ile yenilendi.
4. Transfekte edilecek plazmid karisimi hazirlandi. Bunun i¢in 1000uL serumsuz
besi ortami, 5 pug Plazmid (~10 pL), 10 uL PLUS reagent, 25 uL Lipofectamine
LTX reagent karisimi hazirlandi ve 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.
5. Hazirlanan hiicreler iizerine karisim eklenerek, petri kabi hafifce karistirildi ve
37°C’de CO2’li inkiibatorde 24 saat inkiibasyona birakildi.
3.6.12. Protein Lizatinin Hazirlanmasi
Inkiibasyondan sonra protein eldesi icin gerekli kimyasallar hazirlanmis ve asagidaki
protokol takip edilmistir.
Geregler:
e Hiire hatt
e Isitic1 Blok
e PYLB Tamponu (Son konsantrasyonlari belirtilmistir): 50 mM HEPES (pH: 7,6)
¢ozeltisi, 50 mM NaF, 5mM EDTA, 10 mM Sodyum pirofosfat (NaPP;), %1
Triton-X 50 mM NaCl, H20
e Proteaz ve Fosfataz inhibitorleri (Son konsantrasyonlari belirtilmistir): 1mM Serin
proteaz inhibitorii (PMSF), 1 mM Tirozin fosfataz inhibitorii (NasVOa), 15 ug/mL
Aprotinin, 15 pg/mL Leupeptin, 1X Complete Mini-EDTA-Free
e Lizis tamponu: SmL PYLB tamponu, 3,75ul. Leupeptin, 3,75uL. Aprotinin, 25uL
PMSF, 25uL Na3zVOq
e Ornek Tamponu: 950uL 2X Laemmli tamponu, S0uL 2-Merkaptoetanol
Yontem:

1. Biitiin islemler buz tizerinde gergeklestirildi.
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Flasktaki var olan besiyeri ¢ekilerek atildi.

Hiicreler iki kez buz sogugu PBS (Phosphate Buffered Saline) ile yikandi.
Hiicreler iizerine 500 pL soguk lizis tamponu eklendi.

Lizis tamponu ile birlikte hiicreler scrapper yardimiyla flaskin tabanindan kazindi.
Tyice kopiiriip, homojenize olana kadar pipet ile pipetaj yapild.

Buz iizerinde 5 dakika inkiibe edildi.

20 dakika 20000 g’de 4 °C’ de santrifiijlendi.

© © N o g kDN

Ust faz dnceden buzda sogutulmus temiz bir mikrosantrifiij tiipiine aktarildi.

[EEN
o

. Elde edilen protein lizatindan 100uL ile 100uL 6rnek tamponu yeni bir tiipte
karigtirildi.
11. Karigim 95°C’ye ayarlanmis 1sitict blokta 10 dakika inkiibe edildi.
12. Tiip soguduktan sonra Western Blot’ta kullanilmak {izere -80°C’ye ayarlanmis
dondurucuya kaldirildi.
3.6.13. Protein Konsantrasyonunun Olciilmesi
BIO-RAD Protein assay (500-0006), kolorimetrik olarak total protein konsantrasyonu
Olciilmesi i¢cin formiile edilmis bir testtir. Konsantrasyonu bilinen standartlarin 595 nm’ de
verdigi absorbanslardan yararlanilarak standart grafigi ¢izilir. Boylece konsantrasyonu
bilinmeyen Orneklerin verdigi absorbanslarin standart grafikten karsiligi okunarak, protein
konsantrasyonlar1 belirlenmistir.
Yontem:
1. BCA soliisyonu, 1/5 oraninda dH2O ile sulandirildi.
2. Tablo 7’de gosterildigi gibi 5 ayr standart reaksiyonu, bir kor ve Ornekler
hazirlandi.
Biitiin tiipler 5 dakika 37°C’de inkiibe edildi.
Oda sicakligina gelmesi i¢in beklendi.

Spektrofotometrede 595nm’deabsorbanslar 6lgiildii.

o o k~ w

Konsantrasyonlar: bilinen standartlarin absorbanslarindan yararlanilarak standart
grafigi ¢izildi.
7. Standart grafigi kullanilarak orneklerin absorbanslarma karsilik  gelen

konsantrasyonlar1 belirlendi.

38



Tablo 7. BCA protein assay ile protein konsantrasyon 6lgliimii igin hazirlanan standart ve
orneklerin miktarlar

Standart 1 | Standart 2 | Standart 3 | Standart 4 | Standart 5 Kor Ornek

BSA Il 2 ul Sul 10 pul 20 pul - 2 ul
(5mg/ml)

dH20 99 ul 98 ul 95 ul 90 pul 80 ul 100 ul 98 ul

BCA 2ml 2 ml 2mi 2ml 2ml 2 ml 2ml
3.6.14.Western Blot
3.6.14.1. SDS Page

SDS-Page jel elektorforezindeki temel ama¢ molekiilleri biiyiikliiklerine gére ayirmaktir.

Bunun i¢in iki farkl jel kullanilir. Yiikleme jeli 6rneklerin yiiklendigi tstteki jeldir. Ayristirma
jeli ise molekiillerin biiytikliiklerine gore ayristigi alttaki jeldir. Denatiire edilmis protein lizati
jele yiiklenerek yiirlitme islemi gerceklestirilir.

Geregler:

e Yiikleme jeli: 0,25mL %40’lik Acr/Bis (Bio-Rad, Cat No: 1610146), 2.2mL
dH.0, 0,25mL 1M TRIS HCL (pH:6,8), 20uL %10’luk SDS, 20uL %10 APS,
2ulL TEMED

e Ayrstirict jel: 2mL %40°lik Acr/Bis (Bio-Rad, Cat No: 1610146), 5,3mL dH-0,
2,5mL 1,5M TRIS HCL (pH:8,8), 0,1mL %10’luk SDS, 0,ImL %10 APS, 6uL
TEMED

e Yiiriitme Tamponu: 1X SDS-TRIS-Glycine

e Cam kaplar

e Yirutme tanki

1. Elektroforez i¢in kullanilacak olan camlar 6nce distile su ile sonrasinda %70’lik
alkol ve izopropanol ile higbir leke kalmayacak sekilde yikand1 ve kurutuldu.
2. Jeller hazirladi. APS ve TEMED jelin polimerlesmesini baslattigi i¢in en son, jel

dokiilmeden Once eklenmelidir.
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10.
11.
12.
13.

Ayristirict jel bir pipet yardimiyla hava kabarcigr olusturulmasia dikkat edilerek
cam kalibin arasina aktarildu.

Ayristirict jelin st kisminin piiriizsiiz olmasi igin tstiine bir miktar izopropanol
konuldu ve jelin donmasi i¢in yaklasik 30-45 dakika beklenildi.

Ayrstirict jel donduktan sonra {istiinde bulunan izopropanol, jele zarar vermeden
dokiilerek veya kurutma kagidi ile uzaklagtirildu.

Donmus haldeki ayristirici jelin {izerine yiikleme jeli dokiildi ve taraklar
yerlestirilerek 25-30 dakika donmasi beklenildi.

Yiikleme jeli de donunca cam kalip elektroforez kabina tagindi.

Cam kalip kaba yerlestirilirken ylikleme yapilacak kismin kabin i¢ haznesine
bakacak sekilde olmasina dikkat edildi.

Cam kalip yerlestirildikten sonra i¢ haznenin agizina kadar, dis haznenin ise licte
ikisi dolacak sekilde yliriitme tamponu eklendi.

Yiiriitme tamponu eklendikten sonra taraklar yavasca ¢ikarildu.

Ornekler yiiklenmeden 6nce jelin 1stnmasi igin tank sistemi 5 dakika calistirild.
Kuyucuklara marker (5uL) ve 6rnekler (20uL) yerlestirildi.

125V°da yaklasik 2 saat yiiriitme islemi gerceklestirildi.

3.6.14.2. Membrana Transfer

Jelde tizerinde proteinler molekiiler agirliklarina gore yiiriidiikten sonra, proteinler jelden

PVDF membrana transfer edilir.

Geregler:

Y Ontem:

1.

Transfer Tamponu: 3g TRIS, 14,4g Glisin, 200mL Metanol, 1000mL dH.0O
Sandvi¢ Aparati

Transfer Tanki

Metanol

PVDF Membran

Filtre kagidi

Genis bir kaba bir miktar transfer tamponu dokiiliir ve igerisine siinger, filtre

kagid yerlestirilerek, bu malzemeler 1slatildi.
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8.

PVDF membran kullanilmadan 6nce metanol igerisinde 5 dakika bekletilerek
aktiflestirildi ve kullanilmadan 6nce sudan gegirildi.

Cam kap icerisinden jel dikkatlice ¢ikarildi. Jelin yoniine dikkat edildi.

Kap igerisine sandvi¢ aparatinin siyah kismi zemine gelecek sekilde yerlestirildi.
Zeminden yukariya dogru sirasiyla; slinger, 3 tane filtre kagidi, jel, membran, 3
tane filtre kagidi ve siinger iist iiste konuldu ve sandvi¢ aparati klipslenerek
kapatildi.

Sandvi¢ aparatinin saydam kismi tankin kirmizi bolgesiyle ayni1 yone bakacak
sekilde yerlestirildi.

Transfer isleminde ¢ok fazla 1s1 ortaya g¢ikacagi i¢in tankin igerisine buz akiisii
konuldu.

Transfer islemi 300mA’de 1 saatte gerceklestirildi.

3.6.14.3. Blotlama

Jelden membran {izerine transfer olan proteinleri goriintiilemek icin proteine 6zgii

antikorlar ile blotlama islemi gerceklestirilmistir.

Geregler:

10X TBS (pH:7,6): 24g Trizma, 88g NaCl, 1000mL H20

1X TBST (Tris Buffered Saline — Tween 20): 1000mL 1X TBS, 10mL Tween 20
%S35’lik Siit tozu: S5g Siit tozu, 100mL 1X TBST

FOXO03a antikoru (1:1000): 5uL FOXO3a antikoru, 10ml Siit tozu

[-aktin antikoru (1:1000): SuL B-aktin antikoru, 10ml Siit tozu

Ikincil antikor (1:1000): 5uL Anti-rabbit 1gG, HRP-linked Antibody, 10ml Siit
tozu

Calkalayici

. Membran kiiciik bir kaba alinarak TBST ile yikandi.

Membran ayni1 kapta %5’lik siit tozu ile oda sicakliginda 1 saat boyunca hafif
diizeyde calkalanmaya birakildi.
Membran, marker referans alimarak FOXO3a ve B-aktin’in bulunacagi bolgeye

gore ikiye kesildi ve yonlerinin karismamasi i¢in kose kismindan isaretlendi.
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9.

FOXO3a antikoru iceren falkona FOXO3a bakilacak olan membran pargasi
yerlestirildi.

B-aktin antikoru igeren falkona [-aktin bakilacak olan membran pargasi
yerlestirildi.

Her iki falkonda +4°C’de bir gece boyunca hafif diizeyde ¢alkalanarak inkiibe
edildi.

Ertesi glin membranlar TBST ile 4 kez 4 dakika yikandi.

Membranlar ikincil antikor igeren falkonlara aktarildi ve oda sicaklifinda 1 saat
boyunca ¢alkalayicida inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrast membranlar TBST ile 4 kez 4 dakika yikandi.

3.6.14.4. Deteksiyon

Birincil

ve ikincil antikorlar ile isaretlenen proteinler deteksiyon i¢in kullanilan 6zel

kimyasallar ile film tizerinde gosterilmistir.

Geregler

3.6.15. PARP

Western

Merck Deteksiyon soliisyonu
Kaset

Film

Membranlar deteksiyon soliisyonu ile oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi.
Membran {izerindeki soliisyon uzaklastirildiktan sonra bir poset dosya igerisine
aktarildi ve yansitict yiizeyli (intensify screen) radyolojik kaset igerisine
yerlestirildi.

Karanlik odada, kasetin igerisine radyolojik film yerlestirildi.

Uygun goriintii alinana kadar (10 saniye — 30 dakika ) farkli zaman araliklarinda
filmler membran ile ekspoze edildi.

Filmler banyo edildi ve ardinda kurutuldu. Kullanilan marker’a gore isaretlenen
proteinlerin biiyiikliikleri saptanda.

ile Apoptoz Deteksiyonu

blot ile edilen jelden membran {iizerine transfer olan PARP proteinlerini

goriintlilemek i¢in bu proteine 6zgli antikor ile blotlama islemi gergeklestirilmistir.
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Geregler:
[ ]
[

.

Yontem:
1.
2.

o o k~ w

10X TBS (pH:7,6): 24g Trizma, 88g NaCl, 1000mL H20

1X TBST (Tris Buffered Saline — Tween 20): 1000mL 1X TBS, 10mL Tween 20
%35°1ik Siit tozu: 5g Siit tozu, 100mL 1X TBST

PARP antikoru: 10uL PARP antikoru, 20ml Siit tozu

Ikincil antikor (1:1000): 5uL Anti-rabbit 1gG, HRP-linked Antibody, 10ml Siit
tozu

Calkalayici

Membran kii¢tlik bir kaba alinarak TBST ile yikand.

Membran ayni kapta %5°lik siit tozu ile oda sicakliginda 1 saat boyunca hafif
diizeyde calkalanmaya birakildi.

PARP antikoru igeren falkona membran yerlestirildi.

Falkon oda sicakliginda 2 saat boyunca hafif diizeyde ¢alkalanarak inkiibe edildi.
Membranlar TBST ile 4 kez 4 dakika yikandi.

Membranlar ikincil antikor i¢eren falkonlara aktarildi ve oda sicakliginda 1 saat
boyunca calkalayicida inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasi membranlar TBST ile 4 kez 4 dakika yikandi.

3.7. Arastirma plam

. . AYLAR

Is Paketi 1.]2.[3.]4.]5.]6.[7.]8]9.[10.[1L.] 12
Konu Se¢imi X
Literatiir Taranmasi X X[ X| X[ X]| X|X|X|X
Malzeme Siparisi ve Takibi X[ X| X
Deneylerin Gergeklestirilmesi X X| X| X|X]| X|X
Sonuglarin Karsilastirilmasi ve Degerlendirilmesi XXX X| X | X
Tezin Yazilmasi XX | X | X

3.8. Verilerin

degerlendirilmesi

Verilerin degerlendirilmesi, istatiksel ¢aligma yapilmayacaktir.
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3.9. Arastirmanin simirhhiklar:

Arastirmanin smurliliklar, apoptoz deteksiyonu i¢in tek bir parametreye (PARP)
bakilmasidir.
3.10. Etik Kurul Onay1

Dokuz Eyliil Universitesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurulundan 13.04.2017
tarihinde 2017/08-19 karar numarasi ile onay alinmistir. (EK-1)
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4. BULGULAR

4.1. Vektor ve Insert DNA’nin Restriksiyon Enzimleri ile Eldesi

pUC57 plazmidinden (4729 bg) FOXO3 genini ¢ikarmak igin plazmid Xbal-Apal
restriksiyon enzimleri ile kesildi. Kesim sonras1t FOXO3 geni (2019 bg) ve kesik pUC57 plazmidi
(2710 bg) elde edildi. %0,8’lik agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol edildi (Sekil 11). FOXO3 geni

jelden izole edilerek vektor ile ligasyonda kullanilda.

GeneRuler
1 kb DNA Ornekler

3000 bg

2700 Kesik puCS57
2500 bg bg (Kesik p |
2000 bg 2019 bg (FOX03)

Sekil 11. Xbal ve Apal ile kesilen pUC57 plazmidi
pcDNAS3.1 plazmidinden (5428 bg) vektor olacak bolgeyi ¢ikarmak igin plazmid Xbal-
Apal restriksiyon enzimleri ile kesildi. Kesim sonrasi vektor bolgesi (5418 bg) ve kesik

pcDNA3.1 bolgesi (10 bg) elde edildi. %0,8’lik agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol edildi (Sekil 12).
Vektor olacak bolge jelden izole edilerek FOXO3 ile ligasyonda kullanildi.
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Generuler K€SilMis  Kesilmis

1kbONA PCDNA3.1 pcDNA3.1
ladder  Ornek1 Ornek 2

5000 bg

4000 bg 5418 bg

Sekil 12. Xbal ve Apal ile kesilen pcDNA3.1 plazmidi

4.2. Ligasyon
FOXO geni (2019 bg) ve pcDNA3.1 vektorii (5418 bg) ligasyon islemi ile bir araya
getirildi. Bunun sonucunda 7437 bg¢ boyutunda bir vektor elde edildi. Vektoriin biiytikligi
%0,8’lik agaroz jelde yiritilerek kontrol edildi (Sekil 13). Ligasyonun gergeklestigini
dogrulamak i¢in FOXO3’ e 6zgii primerler kullanilarak PCR yapildi ve PCR iiriinii %0,81ik
agaroz jelde yiriitiilerek kontrol edildi (Sekil 14).
GeneRuler

1 kb DNA Plazmid
Ladder

Sekil 13. Ligasyon sonrasi plazmid
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GeneRuler
1 kb DNA FOXO03
Ladder

2500 bg
2000 be

1500 b

2019 bg

Sekil 14. FOXO3 PCR fiiriini
4.3. Transformasyon
Transformasyonda kullanilan kompetan E.coli (Promega JM109) bakterileri ig¢in
besiyerinde Onerilen ampisilin konsantrasyonu 100pg/mL’dir. Yapilan c¢aligmalarda bu
konsatrasyonun yeterli olmadig1 gbzlemlenmistir ve uygun konsantarasyonu bulmak icin emici
diskler belirli konsantrasyondaki ampisilin ile islatilarak bakteri tiremesi ve zon olusumu
gozlemlenmistir (Sekil 15). Bu islem sonucunda uygun konsantrasyonu Img/mL oldugu

bulunmustur ve deneyin ilerleyen safhlarinda bu konsantrasyon kullanilmaistir.

Sekil 15. Kompetan E.coli bakterisinin belirli ampisilin konsantrasyonlarinda zon olusturmasi
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4.4 Western Blot

Transfekte olmayan (-) ve transfekte olan (+) hiicrelerden elde edilen protein lizati ile
western blot yapildi. FOXO3 (94 kDa) ve B-aktin (42 kDa) antikorlar1 kullanildi. Transfekte olan
ve olmayan hiicrelerin FOXO3 proteini seviyeleri incelenmistir. Image] programi ile yapilan

analizde tranfekte olan hiicrelerde FOXO3 protein seviyesinde 1,5 katlik artis tespit edilmistir
(Sekil 16).

€— FOXO03

Sekil 16. FOXO3 ve B-aktin’in transfekte olan ve olmayan hiicrelerde western blot yontemiyle
gosterimi, Marker: Fermentas Prestained Protein Molecular Weight Marker

4.5. PARP ile Apoptoz Deteksiyonu

PARP proteini normal bir hiicrede biitiin halde bulunur ve boyutu 113 kDa’dir. Apoptoz
sirasinda aktifleserek 89 kDa ve 24 kDa olmak {izere iki parcaya ayrilir. Bu iki parganin
bulunmasi erken apoptozun isaretgisidir (21). Western blot sonucunda transfekte olmayan
hiicreyle karsilastirdigimizda PARP proteinin az miktarda da olsa iki pargaya ayrildigi
goriilmektedir. PARP proteinin biitlin halinin ve 89 kDa’luk par¢asinin bantlar1 birbirlerine ¢ok

yakindir. Bu durum apoptoz siirecinin bagladigina yonelik bir belirte¢ oldugu diisiiniilmektedir
(Sekil 17).
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HEK293 HEK293
N (+)

: PARP (113 kDa)
| &= PARP (89 kDa)

Sekil 17. PARP proteininin transfekte olan ve olmayan hiicrelerde western blot yontemiyle
gosterimi, Marker: Fermentas Prestained Protein Molecular Weight Marker
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5. TARTISMA

FOXO3 proteini hiicre homeostazinin korunmasinda 6nemli rol oynayan transkripsiyon
faktorlerinden biridir (1). Ayn1 zamanda tiimdr baskilayici 6zelligi de vardir ve apoptoz siirecinde
rol oynayan genlerin transkripsiyonunu regiile etmektedir (1, 24).

Calismanin temelinde, FOXO3 geninin asir1 ifadesi durumunda hiicrede, apoptoz agisindan
ne gibi degisiklikler olacagini gozlemlemek vardir. Daha 6nceki yapilan calismalarda belirli
hiicre tiplerinde FOXO3 geninin asir1 ifade ettirilmesinin apoptoz ile sonu¢landigi bulunmustur
(14, 30, 32). Bu calismada transfeksiyona yatkinligi sebebiyle HEK293 hiicre hattini
kullanilmistir. Literatiir taramasina istinaden HEK293 hiicre hattinda FOXO3 ifadesinin
arttirilarak apoptoz siireci izlenen ilk ¢alismadir.

Yapilan deneyler sonucunda transfekte olan ve olmayan hiicreler arasindaki FOXO3 ifade
seviyesi arasinda yaklasik olarak 1.5 katlik bir artis gozlenmistir. Transfekte olan hiicrelerde
FOXO3 eifade diizeyinde artis vardir. Apoptoz siirecini gozlemlemek i¢in PARP proteinine
bakilmistir. PARP proteinin pargalanmis olmasi erken apoptoz belirtisidir (21). Transfekte
olmayan hiicrelerde PARP proteini par¢alanmamis halde bulunurken, transfekte olan hiicrelerde
pargalanmis halde bulunmustur (Sekil 17). Bu veri, transfekte olan hiicrelerde her hangi bir
apopotik uyaran olmadan da FOXO3 ifadesinin artmasina dayali apoptoz siirecinin basladigi
diistiniilmektedir.

PARP i¢in elde edilen western blot sonucunda transfekte olan hiicrelerde PARP proteini
hem bir biitiin hem de pargalanmis haldedir. Bu parcalardan 24 kDa’luk olan goziikmemektedir.
Bunun sebebi kuyucuklara az miktarda (10 pL) ornekleme yapilmasidir. Kuyucuklara daha
yiiksek miktarda (20 pL) drnekleme yapildiginda, yogunluktan dolayr PARP proteininin biitiin
hali 89 kDa’luk parcasini baskilamaktadir ve ikisinin ayrimi yapilamamaktadir.

PARP proteininin ¢cogunlugunun par¢alanmamis olmasi hiicrenin apoptoz siirecine yeni
girdigini gosteriyor olabilir. Buradaki veriyi gili¢lendirmek i¢in mikroskobik yontemlerle hiicre
morfolojisi incelenerek apoptoz hakkinda daha detayli bir yorumlama yapilabilir.

FOXO3 ve apoptoz arasindaki iligski i¢in tek basina PARP proteinine bakmak yeterli
degildir. Bu ikisi arasindaki iligskiyi giliclendirmek icin ileri aragtirmalara gereksinim

duyulmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda, HEK293 hiicre hattinda FOXO3 geninin asir1 ifade ettirilmesi ve
apoptoz siireci arastirilmistir. Calisma sonucunda transfekte olan hiicrelerde FOXO3 ekspresyonu
seviyesinde artis gozlemlenmistir. Apoptoz indikatorii olarak PARP proteinine bakilmigtir.
Transfekte olmayan hiicrelerde PARP proteini par¢alanmamis halde bulunurken, transfekte olan
hiicrelerde pargcalanmis halde bulunmustur. Bu verilere dayanarak transfekte olan hiicrelerde her
hangi bir apopotik uyaran olmadan FOXO3 ifadesinin artmasina dayali apoptoz siirecinin
basladig1 bulunmustur.

Bu c¢alismadan elde edilen bilgilere dayanarak asagidaki faktorlerin arastirilmasinin

FOXO3 ve apoptoz arasindaki iliskiye katki saglayacag: diistiniilmektedir:

e Normal bir hiicrede FOXO3 ekspresyonu mevcuttur ve FOXO3 proteinleri genellikle
inaktif formda sitoplazmada bulunmaktadir (5). FOXO3 ve apoptoz arasindaki iliskinin
daha da netlestirilmesi icin FOXO3 proteinin seviyesine bakilirken niikleer ve sitoplazmik
lokalizasyonuna yonelik bir ayrim yapilabilir.

e Apoptoz siirecinin daha iyi bir gozlemlenmesi i¢cin PARP disinda baska apoptoz belirteci
olan genlerin (Bim, Bcl-2, FasL, TRAIL vb. ) ifade diizeylerine bakilabilir.

e Apoptoz varliginin mikroskobik, kolorimetrik ve immiinohistokimyasal gibi cesitli
yontemlerle de gdsterilmesinin apoptoz siirecini daha da detaylandiracaktir.

e Hiicre dongiisinden sorumlu genlerin ekpsresyon diizeylerine ve FOXO3 ile

karsilatirilmasina bakilabilir.

Sonu¢ olarak FOXO3 geninin asir1 ifadesi ile FOXO3 protein seviyesinin arttifi ve
apoptozu tetikledigi HEK293 hiicre hattinda gosterilmistir. Karmasik hiicre hattt modelleri ve
apoptoz ile iliskili diger faktorlerin daha derinlemesine incelenmesinin, FOXO3 ve apoptoz

arasindaki iligkinin gili¢lendirilmesi adina yararli olacag: diisiiniilmektedir.
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