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OZET

Doktora Tezi

INSAN BAX GENi 5 KODLAMAYAN DIiZIiDE TRANSKRIiPSiYON FAKTORU
BAGLANMA BOLGELERININ DELESYONUNUN GEN EKSPRESYONU
UZERINE ETKILERININ ARASTIRILMASI

Atena GHOSI GHAREHAGHAJI

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

Danisman: Prof. Dr. Orhan ERDOGAN

Bu calismada, proapoptotik bir gen olan insan BAX geni 2000 bg¢'lik 5’ kodlamayan
dizisi Ensembl veri tabani kullanilarak belirlendi. Bu bolge islevsel 6zelliklerine gore
PCR yontemiyle 1400 bg, 930 bg¢ ve 390 bg'lik parcalara ayrildi. Cogaltilan pargalar
PGEM-T Easy vektoriine aktarilarak Escherichia coli JIM109 bakterisine transfer edildi.
Daha sonra elde edilen bolgeler Lusiferaz vektoriine (pGL-3 basic vektor) aktarildi.
Saflastirilan plazmitler MCF-7 hiicrelerine transfekte edildi. Olusturulan konstraktlarin
lusiferaz aktivitesi, kontrol vektoriine gore dl¢iimii yapildiginda 930 bg'lik parganin en
yiiksek aktivite gosterdigi tespit edildi. Genomatix veritabani kullanilarak 930 bg¢'lik
parca, SWI / SNF transkripsiyon faktor baglanma bdlgelerinin yerlesimine gore 797 bg,
673 bg, 230 bg ve 185 bg'lik pargalara ayrildi. Cogaltilan pargalarin lusiferaz aktivitesi
kontrol vektorii ile kiyaslandiginda en yiiksek aktivitenin 673 bg'lik bolgede bulunan
SWI-SNF3 ve SWI-SNF4 olarak adlandirdigimiz transkripsiyon faktér baglanma
bolgelerinde oldugu tespit edildi. Boylece daha sonraki caligmalarda tespit edilen
transkripsiyon faktor baglanma bolgeleri lizerinde site spesifik mutagenezler yapilarak
5" kodlamayan dizisi lizerindeki farkli transkripsiyon faktorleri ile etkilesimlerinin
belirlenmesi miimkiin olacaktir.

2017, 82 sayfa

Anahtar Kelimeler: BAX geni, kanser, 5’ kodlamayan dizisi, transkripsiyon faktori



ABSTRACT

Ph. D. Thesis

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF DELETION OF TRANSCRIPTION
FACTOR BINDING SITES IN HUMAN BAX GENE 5' NONCODING
SEQUENCE ON GENE EXPRESSION

Atena GHOSI GHAREHAGHAJI

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

Supervisor: Prof. Dr. Orhan ERDOGAN

In this study, the human BAX gene, a proapoptotic gene, was identified the 2000 bp 5’
noncoding sequence by using the Ensembl database. According to the functional
features of this region, 1400 bc, 930 bc and 390 bc fragments were separated by PCR
method. The amplified fragments were transferred to the pGEM-T Easy vector and
transferred to Escherichia coli JM109 bacteria. Subsequently, the obtained regions were
transferred to the luciferase vector (pGL-3 basic vector). Purified plasmids were
transfected into MCF-7 cells. Olusturulan konstraktlarin lusiferaz aktivitesi, kontrol
vektoriine gore Olglimii yapildiginda 930 bg'lik parcanin en yiiksek aktivite gosterdigi
tespit edildi. Using the Genomatix database, 930 bp fragments were divided into 797 bp,
673 bp, 230 bp and 185 bp fragments according to the location of the SWI / SNF
transcription factor binding sites. Cogaltilan pargalarin lusiferaz aktivitesi kontrol
vektorli ile kiyaslandiginda en yliksek aktivitenin 673 bg'lik bolgede bulunan SWI-
SNF3 ve SWI-SNF4 olarak adlandirdigimiz transkripsiyon faktér baglanma
bolgelerinde oldugu tespit edildi. Thus, site-specific mutagenesis on transcription factor
binding sites detected in later studies will allow interaction with different transcription
factors on the 5'non-coding sequence.

2017, 82 pages
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TESEKKUR
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ERDOGAN’a Calismalarimin biitiin safhalarinda fakiiltemizin ve bdliimiimiiziin biitiin

imkanlarindan yararlanmami saglayan dekanimiz Sayin Prof. Dr. Yiiksel OZDEMIR e,
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boliimdeki tiim hocalarima, kimya bolimii 6gretim tiyelerinden Sayin Prof. Dr. Siikrii
BEYDEMIR e, Tez dénemim boyunca ¢alismalarima devam etmemde énemli bir katki
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Saltuk Bugrahan CEYHUN’a,

Doktora egitimim siirecinde beraber c¢aligmaktan, beraber giilmekten, beraber
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dostum Ekrem SULUKAN’a ve bana destek olan tiim arkadaslarima,
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sevgili babam Saymn Daryoush Ghosi Gharehaghaji'ye, canim annem Saym Tahere
FANAY1 ye ve kardeslerime gdstermis olduklar: sabir ve anlayistan dolay: siikranlarimi

sunarim.
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

A549 Adenocarcinomic human alveolar basal epithelial cells.
AlF Apoptoz indiikleyici faktor

Apaf-1'e Apoptotic protease activating factor 1,
Bcl-2 B-cell lymphoma 2

BRCA1 Breast cancer type 1

Caspase-10 Cysteine-aspartic proteases

CD95 Cell Death

CHK2 Human gene Checkpoint kinase 2.

dATP Deoxyadenosine triphosphate

DED Death effector domain

DISC Death-inducing signaling complex
DMEM Dulbecco's Modified Eagle's medium
DMSO Dimetil stilfoksit

DNA Deoxyribonucleic acid

E.coli Escherichia coli

EDTA Ethylene diaminetetra acetic acid

Endo G Endonuclease G

FADD Fas-associated death domain

FBS Fetal Bovine Serum

Hep3B Hepatoma cell line

HER2 Human epidermal growth factor receptor 2
HIV Human immunodeficiency virus

HPV Human papillomavirus

HUVEC Human Umbilical Vein Endothelial Cells
IAP Inhibitor of Apoptosis (IAP) Proteins
ING3 Inhibitor Of Growth Family Member 3 (Protein Coding)
IPTG Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside
MCEF-7 Human breast adenocarcinoma cell line
Mcl-1 Myeloid cell leukemia sequence 1 protein



Mdm2
MEF
PARP
PBS
PC3
PCD
pGL3
RNA
ROS
RPMI
SH-SH5Y
TAE
TBP
TFB
TFIID
TNFI

Mouse double minute 2 homolog
Mouse embryo fibroblast

Poly ADP ribose polymerase
Phosphate-buffered saline
Human prostate cancer cell lines
Primary ciliary dyskinesia
Luciferase Reporter Vectors
Ribonucleic acid

Reactive oxygen species
Roswell Park Memorial Institute
Neuroblastoma cell line
Tris-acetate-EDTA
TATA-box-binding protein
Transcription factor B
Transcription factor 11 D

Tumor necrosis factor
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1. GIRIS

1.1. Kanser

Kanser, molekiiler heterojen bir hastaliktir (Louzada et al. 2012) ve diinya ¢apindaki
Oliimlerin baglica nedenlerinden biridir. Farkli histopatolojilere, genetik ve epigenetik
varyasyonlara sahip olmasi bu hastaligin anlagilmasini  ve yeni terapilerin

olusturulmasini zorlagtirmaktadir.

Kanser patobiyolojisi caligmasindaki ilerlemeler, bu hastaligin ¢esitli bi¢imlerini gézden
geciren, genetik ve epigenetik degisiklikleri ve antikanser ilag testlerinin bilgisine izin
veren farkli deneysel model sistemlerinin mevcudiyeti tizerine kurulmustur (Vargo-

Gogola and Rosen 2007).

Kanser, hiicre ¢ogalmasini, hiicre dongiisiinii, hiicre 6liimiinii kontrol eden genler ile
hiicrenin stabilitesini belirleyen genlerdeki mutasyon ve anormal aktivasyon sonucu

ortaya ¢ikmaktadir (Abraham and Rotella 2003).

Normal hiicre biliylimesinde hiicrenin biiylimesini ve Oliimiinii saglayan sinyaller
arasinda bir denge mevcuttur. Bir yara iyilesme siireci ve normal doku yenilenmesi gibi
durumlarda bu denge hiicre sayisini artirmaya sebep olur ve bu siirecte hiicre
farklilagsmasi belirli bir diizen iginde ilerlerken ihtiya¢ ortadan kalktiginda ise ¢ogalma
durmaktadir. Oysa timor hiicrelerinde bu diizen ve kontrol bozulmus olup stirekli bir

hiicre ¢ogalmas1 meydana gelmektedir (Macdonald et al. 2004).

Genomdaki dinamik degisimler kansere sebep olmaktadir (Hanahan and Weinberg
2000). Genomik seviyedeki bu degisimler mutasyon ve kopya sayisindaki degisimleri
icermektedir. Bu degisimler ayni zamanda genlerin transkripsiyonel seviyedeki
degisimlerini de kontrol etmektedir. Kanserle iliskili genlerin ekspresyonundaki

degisimler ilk asamada genom seviyesindeki mutasyonlarla ortaya ¢ikmasina ragmen



¢ogu gen ekspresyon degisim paternleri mutasyonlu gen igcermemektedir (Sager 1997).
Kanserdeki genlerin diferansiyel ekspresyonlari DNA metilasyonu, genin kopya
sayisindaki degisimler ve transkripsiyonel ve transkripsiyon sonrasi regiilasyon ile

aciklanabilir.

1.1.1. Kansere sebep olan etkenler

1.1.1.a. Tyonize radyasyon

Radon gazi ve giinesten gelen mor 6tesi 1sinlara uzun siire maruz kalma melanomaya ve
diger cilt malignitelerine neden olabilir. Bir ¢esit kansere verilen radyasyon tedavisi
baska bir kanser tipine de neden olabilir. Ornegin, lenfomalar igin gogiis radyasyon

tedavisi alanlar daha sonra meme kanserine yakalanabilirler.

1.1.1.b. Viral ve bakteriyal enfeksiyonlar

Baz1 kanserler, patojenlere bagli enfeksiyonlardan kaynaklanabilir. Bunlarin arasinda,
Hepatit B ve C enfeksiyonlarina bagl karaciger kanseri; Insan Papilloma viriisii (HPV)
enfeksiyonlarina bagli rahim agz1 kanseri; Epstein Barr viriisii, Helicobacter pylori

enfeksiyonuna bagli Burkitt lenfoma ve gastrik veya mide kanserine neden olur.

1.1.1.c. Genetik veya kalitsal kanserler

Genel oOrnekler kalitsal meme kanseri ve BRCA1 ve 2 dahil yumurtalik kanseri
genleridir. Li-Fraumeni sendromu, p53 geninde kemik kanserleri, meme kanseri,

yumusak doku sarkomlari, beyin kanseri vb. neden olan kusurlari igerir.



1.1.1.d. Hormonal degisikler

Bunlarin arasinda kadinlarda hormon diizeylerinde Ostrojen degisiklikleri dikkati

cekmektedir. Ornegin asir1 strojen rahim kanserini tesvik eder.

1.1.1.e. immiin sistem bozukluklar

HIV enfeksiyonunu igeren bagisiklik bozuklugu, Kaposi sarkomu, non-Hodgkin
lenfoma ve anal kanser ve rahim agzi kanseri gibi HPV ile iliskili maligniteleri de iceren

birkag kansere yol agar (Koh et al. 2003).

1.1.1.f. Hava Kirliligi

Hava kirliliginin tek basina veya sigara igilmesi ile birlikte akciger kanserlerinin

etiyolojisinde rol oynar (Raaschou-Nielsen et al. 2013).

1.1.1.9. Sigara

Akciger kanserinin etiyolojisindeki en dnemli nedendir ve kanser riskini 10 ile 20 kat

arttirir (Colditz et al. 2003).

1.1.2. Kanserin molekiiler biyolojisi

Kanser, upregule edilmis ve kontrol edilemeyen hiicre ¢ogalmasi ile ilgili anormal bir
durumdur. 71'den fazla farkli kanser tiiri mevcuttur ve bunlarin ¢ogu, hiicresel
morfoloji, gen ifadesi (hiicre yiizeyi belirtecleri ve biiylime faktorii ve hormonal
reseptorlerin ekspresyonu dahil), metabolizma, motilite ve anjiyojenik, proliferatif,
immiinojenik ve metastatik potansiyel gibi tiim fenotipik 6zelliklerde heterojendir
(Marusyk and Polyak 2010). Kanser hiicrelerinde goriilen bu degisikliklere hiicrelerin

genetik materyalinde meydana gelen bazi durumlar neden olur. Karsinogenez



stirecindeki genetik degisiklikler genel olarak; genomik dayaniksizlik, kromozom kaybi,
kromozomlarin yeniden diizenlenmesi veya insan kromozomlarinin lokuslaria yabanci
DNA dizilerinin (genellikle viral DNA dizileri) girmesi seklinde 6zetlenebilir. Genlerde
meydana gelen degisikliklerin bir kismi kalitsal olabildigi gibi onemli bir kismi ise

cevresel faktorlerin etkisiyle ortaya ¢ikmaktadir (Fiskin 2002).

1.1.3. Hiicre dongiisii ve kanser

Hiicreler normalde hiicre cogalmasin1 saglayan uyaranlara bagli olarak gerekli
durumlarda boliiniirler. Kanserli hiicrelerde ise ortaya ¢ikan mutasyonlar kontrollii
biiyiime stirecini bozmaktadir (Evan and VVousden 2001). Hiicre dongiisii G2/M gegisi,
S fazina girmeden onceki ge¢ G1 faz1 ve M kontrol noktasinda olmak iizere ti¢ farkl

noktada denetlenir (Fiskin 2002).

Bu denetim noktalarinin her birinde, dongiiniin ilerleyip ilerlemeyecegine karar
verilmektedir. Bu kararlarin verilmesinin kontrolii, protein kinazlar ve hiicre
dongiistiniin islerligini kontrol eden siklin adli proteinler tarafindan yapilir (Figkin
2002).

[k kontrol noktast ge¢ Gl fazidir. Bu noktada hiicrenin G1 fazin1 agip S fazina
gecebilmesi icin DNA’nin hasarsiz olmasi1 gerekmektedir. Eger bir hasar varsa hasar
onarilana kadar hiicre bu kontrol noktasinda durur (Cabadak 2008). Kanser hiicrelerinde
olusan genetik bozuklugun onde gelen sebeplerinden biri hiicre dongiisiiniin
kontroliiniin bozulmasia sebep olan mutasyonlardir. Hasarli veya replike olmamis
DNA varsa bu fazda kontrol edilir. Tam bir kromozom takiminin yavru hiicrelere
gecmesini saglamak {izere kromozomlarin mitoz sirasindaki dizilimlerini kontrol eden
M kontrol noktasi bir diger 6nemli kontrol noktasidir. Eger, kromozomlarin tam bir
takiminin yavru hiicrelere dagiliminda bir problem olursa hata giderilinceye kadar mitoz

fazinin metafazinda siklus durur (Fiskin 2002).



1.1.4. P53 geni

TP53 olarak da bilinen p53 veya timor proteini, hiicre dongiislinii diizenleyen ve
dolayisiyla bir timdr baskilayici olarak islev goren bir proteini kodlayan bir gendir.
P53, genom mutasyonunu Onleyerek istikrarin korunmasini saglamasindan dolayi
"genomun gardiyan1" olarak tanimlanmaktadir. Insan p53 geni 17. Kromozomun kisa
kolunda bulunmaktadir. P53 proteini, 393 amino asitten olusan bir fosfoproteindir. Dort
domainden olusmaktadir ve bunlarin farkli farkli gorevleri vardir. Bu domainlerin
transkripsiyon faktorlerini aktive etme, spesifik DNA dizilerini tanima, proteinlerin
tetramerlesmesini saglama ve yanlis hizalanmis baz ¢iftleri veya tek sarmalli DNA gibi
hasarlt DNA'y1 tanima gibi gorevleri vardir. Hiicre dongiisii kontroliinde ve apoptozda
o6nemli bir rol oynar. Mutasyona ugramis p53, anormal hiicrelerin ¢ogalmasina ve
kansere neden olabilir. Tiim insan tiimoérlerinin %50'si p53 mutantlar1 igerir. Normal
hiicrelerde p53 protein seviyesi disiiktiir. DNA hasar1 ve diger stres sinyalleri,
bliylimeyi durdurma, DNA onarimi ve apoptoz (hiicre 6liimii) olmak iizere ii¢ ana

fonksiyona sahip olan p53 proteinlerinin artisini tetikleyebilir.

Hasar gormiis DNA'nin ¢ogalmasini dnleyerek hiicre dongiisiiniin ilerlemesini durdurur.
Biiyiimenin durdurulmasi sirasinda DNA onariminda rol oynayan proteinlerin
transkripsiyonunu aktive edebilir. P53'in hiicresel konsantrasyonu siki bir sekilde
diizenlenmelidir. Tiimorleri baskilamasinin yaninda, anormal p53 seviyesi asir1 apoptoz
ile yaslanmay1 hizlandirabilir. P53'iin baslica diizenleyicisi, ubiquitin sistemi ile p53'iin
bozunmasini tetikleyebilen Mdm?2'dir. P53, (kendi regiilasyonu i¢in) Mdm2'nin

ekspresyonunu diizenleyen bir transkripsiyonel aktivatordiir (Bell et al. 2002).

1.1.4.a. P53’iin regiilasyonu

Asagida belirtildigi gibi, p53 esas olarak Mdm?2 tarafindan diizenlenir.
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Sekil 1.1. P53’{in Mdm?2 tarafindan diizenlenmesi

a) Mdm2'nin ekspresyonu p53 ile aktive edilir.

b) P53'tin Mdm?2 ile baglanmasi p53'iin ubikitin sistemi vasitasiyla parcalanmasini
tetikleyebilir.

c) P53%n Serl5, Thr18 veya Ser20'deki fosforilasyonu Mdm?2 ile baglanmasini
bozacaktir. Normal hiicrelerde bu ii¢ rezidii fosforile degildir ve p53 diisiik seviyede

Mdm?2 ile korunur.



d) DNA hasari, protein kinazi (ATM, DNA-PK veya CHK?2 gibi) aktive ederek p53'i
bu ii¢ rezidiiden birinde fosforile ederek p53 seviyesini arttirir. Mdm?2 ekspresyonu p53
tarafindan aktive edildiginden, p53'iin artis1i da Mdm?2'yi arttirir, ancak p53'in fosforile
oldugu siirece higbir etkisi yoktur. DNA hasar1 onarildiktan sonra ATM kinaz artik aktif
degildir. P53, biriken Mdm? ile hizla defosforile edilip pargalanir (Blagosklonny 2002).

1.2. Apoptoz (Programlanmis Hiicre Oliimii)

Apoptoz, programlanmis hiicre 6liimii, fizyolojik hiicre 6liimii veya hiicre intihar1 olarak
da bilinmektedir. Her hiicre dogmakta, belli bir siire (hiicre tipine gore giinlerden yillara
kadar degisen bir siire) yasamakta ve sonra 6lmektedir. Bu durum fizyolojik olarak her
saniye yaklasik bir milyon hiicremizin 6lmesiyle bir 0miir boyu siirmektedir. Buradaki
6lim mekanizmasi apoptoz olarak tanimlanmaktadir (Kerr et al. 1972). Ultraviyole
1sinim, oksidatif stres ve genotoksik kimyasallar gibi digsal ve endojen uyaranlar
tarafindan tetiklenen apoptoz, biyolojik sistemler i¢inde ¢ok Onemli bir fenomendir.
DNA hasar1 ¢ekirdekte ve sitoplazmada p53'ii aktive eder ve stabilize eder ve intrinsik

ve digsal apoptotik yollar: uyaran diger proteinleri diizenler (Sinha et al. 2009).

1.2.1. Apoptozun ozellikleri

Hiicre 6liimii, genis ¢apta tanimlanmis en az iki mekanizma vasitasiyla ortaya ¢ikabilir:
nekroz veya apoptoz. Nekroz pasif, katabolik, patolojik bir hiicre 6liim siirecidir ve
genellikle inflamasyon, iskemik veya toksik yaralanma gibi dis toksik faktorlere yanit
olarak ortaya ¢ikar. Fizyolojik kosullar altinda gergeklestigi diisliniilmez. Nekroz,
mitokondrinin sismesi, plazma membraninin erken kopmasi, daginik kromatin ve
hiicrenin bozulmamis yapisinin erken yikimi ile karakterizedir. Aksine, apoptoz, aktif,
metabolik, genetik olarak kodlanmis ve evrimsel olarak secilmis bir 6lim yoludur.

Fizyolojik veya patolojik kosullar altinda olusur.

Bu intihar yolu, zarin patlamasi, yiiksek Olclide yogunlagsmis kromatin goériiniimii ve

kromozomal DNA'nin birkag yiiz kilobaza, daha sonra 50 kb'ye ve sonucta 200 bp'ye



dizisel olarak boliinmesine yol agan bir endoniikleolitik siirecin aktivasyonu ile
karakterizedir. Bu oligozomal DNA fragmanlari, apoptozun bir isaretini temsil eden
etidyum bromid ile boyanmis agaroz jel iizerinde farkli bir merdiven deseniyle
sonuglanir. Sonug olarak, hiicreler kiiciiliir ve fagositler i¢in hedef olarak 6zel bir
egilimi gosteren c¢ok sayida kiigiik membrana bagli "apoptotik cisimler" halinde
yogunlagir. Bu, sitoplazmik igerikleri hiicre-i¢i bosluga sizdirmadan apoptotik hiicreleri
ortadan kaldirarak, doku iltihaplanmasimni en aza indirir, komsu hiicrelere zarar
vermemek ve konak (veya viral) DNA'y1 etkin bir sekilde pargalamaya baslar (Giiltekin
et al. 2008).

1.2.2. Apoptozu diizenleyen genler

Apoptozun kontroliinde ¢cok sayida gen ve protein gorev almaktadir. Bunlar, apoptotik
yol lizerindeki ayr1 basamaklardaki faaliyetleri ve spesifik hastalik durumlariyla olan
iliskileri ile kategorize edilebilir.Tetikleyicilerin bir ¢esidi, Olim yolunun
diizenleyicileri veya modiilatorleri tarafindan siki homeostatik diizenlemeye tabi olan
kaskadi etkinlestirir.Kaspazlar (apoptozun yiriitiiciileri) enzimatik olarak aktive
oldugunda apoptozda geri doniisii olmayan noktaya ulasilir. Kaspaz aktivasyonunu
diizenleyen faktorlerden Bcl-2 ailesi,apoptozu ya olumlu (6rnegin Bax) ya da olumsuz
yonde etkiler. Diger apoptoz modiilatorleri daha ileri akista bulunur ve Bcl-2 gibi
downstream faktorleri tarafindan regiilasyona tabi tutulan kaskadlar1 aktive ettigi
diistiniilmektedir. Bu upstream modiilatorleri arasinda, c-myc gibi onkogenler,
(goriinliste paradoksal olarak) apoptozu tiimorijenez veya kanser tedavisinde dnemli
olabilecek bir sekilde harekete gegirir. Timor siipresorii pS3, belirli kosullar altinda
apoptozu indiikler ve bdylece tiimor baskilayici aktivitesinin en azindan bir kismini

olusturur (Min et al. 2015).

1.2.3. Apoptoz mekanizmalari

Apoptozun yolaklari, enerjiye bagli molekiiler olay akisinin gergeklestigi yerde son

derece karmasiktir. Esas olarak intrinsik ve ekstrinsik yol olmak {izere iki yolak iyi



tanimlanmustir. Perforin / granzim-A veya B'yi (sitotoksik T lenfositleri ve NK hiicreleri
tarafindan salinan perforin / granzim kaynakli apoptozis) iceren apoptozun bir baska
yolu da bulunmaktadir. Granzyme A ile indiiklenen apoptozun tek sarmallt DNA hasar1
yoluyla bir kaspazdan bagimsiz yol oldugu bulunmustur (Martinvalet et al. 2003).
Apoptozun hem intrinsik hem de ektrinsik yolaklar1 iligkilidir ve birbirlerini

etkilemektedirler (Igney et al. 2002).

Apoptozun li¢ (intrinsik, ekstrinsik ve granzim B tarafindan indiiklenen) yolu da, hiicre
biiziilmesi, kromatin yogunlasmasi ve kromozomal DNA parcalanmasi1 ve niikleusun
parcalanmasini takiben caspase-3 / 7'min aktivasyonu ile hiicre 6liimiine neden olan
noktada bir araya gelirler (Elmore 2007).Genellikle, kaspazlar, hiicrelerde aktif olmayan
bir formda (yani prokaspaz) bulunurlar ve aktive olduktan sonra diger kaspazlari
tetikleyerek apoptotik sinyal yolagina ve ardindan proteolitik aktiviteye bagli olarak
hiicre 6liimiine neden olur. Kaspazlar ¢ogu hiicrede aktif olmayan bir pro-enzim
formunda yaygin sekilde ifade edilir ve aktive olduktan sonra ¢ogu zaman diger
prokaspazi aktive ederek bir proteaz kaskadinin baslatilmasina izin verir. Bir kaspazin
diger kaspazlar1 aktive edebildigi bu proteolitik kaskad, apoptotik sinyal yolunu

giiclendirir ve bdylece hizli hiicre 6liimiine yol acar.

1.2.4. Apoptozun ektrinsik yolu

Artmig p53 proteini seviyesi UV 1sinlarina maruz kaldiktan sonra insan
keratinositlerinde tespit edildi (Henseleit et al. 1997). Normal insan keratinositlerinin
UV 1sinina maruz birakilmasi, TNFI reseptorii (pSS veya CD120a), Fas (CD95 / APO-
1), DR3 (Apo3 veya WSLI), DR4 (TRAIL-R1) ve DR5 (TRAIL-R2) gibi hiicre yiizey
olim reseptorleri tarafindan baslatilan ekstrinsik apoptotik yolagi indiikler (Haupt
2003). UV-B ile indiiklenen apoptoz ligand bagimli (Caricchio et al. 1998) veya
ligandtan bagimsiz (Clément et al. 2007) Fas kiimelemesi ile tetiklenir ve sonugta
kaspaz aktivasyonu saglanir. Oliim reseptdriiniin aktivasyonu, adaptdr molekiilii FADD
(Fas iliskili oliim bolgesi) ve kaspaz-8'den olusan oliim indiikleyici sinyal yolagi

kompleksinin (DISC) olusumuyla izlenir (Boldin et al. 1996). FADD, N-terminal 6lim
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efektor etki alanlart (DED'ler) ile homofilik ara yiiz vasitasiyla kaspaz-8 zimojenleri ile
baglantilidir (Boatright et al. 2003). DISC olusumu ile, efektor kaspazlarini direk olarak
bolen ve aktive eden caspase-8 aktive edilir veya dolayli olarak BH3-only proteini olan
Bid'in boliinmesi yoluyla downstream kaspazlarimi aktive ederek apoptozun intrinsik
yolaginin harekete gegmesine yol acar (Luo et al. 1998). UV radyasyonu esas olarak
BH3-only protein Noxa yoluyla cilt keratinositlerinin apoptozunu tetikler (Naik et al.
2007).

UV irradyasyonu, ERKs, JNKs ve p38 MAPK gibi MAPK siiper ailesinin birkag
tiyesinin aktivasyonuyla sonuglandigi gosterilmistir (Peus et al. 1999). Prokaspaz-3
aktivasyonu takiben sitozol i¢ine mitokondriyal sitokrom-c salinimini indiikleyerek UV-
B 1sinlamasi yoluyla p38 MAPK yolagmmin apoptozise aracilik ettigi gosterilmistir
(Assefa et al. 2000). C-Jun N-terminal kinazl'in (JNK-1) UV ile indiiklenen apoptotik
hiicre 6liimiinde 6nemli bir rol oynadigi bulunmustur (Katagiri et al. 2006). Serpin
stiperfamilisine (SCCA1 & SCCA?2) ait olan skuamoz hiicreli karsinoma antijeninin
(SCCA), insanlarda (Schneider et al. 1995) UV isinlamasindan sonra cildin st
epidermisinde gii¢lii bir sekilde upregiile oldugu bilinmektedir (Katagiri et al. 2006).

Ayrica SCCA asint eksprese edildiginde UV ile indiiklenen apoptoz onemli olciide
azalir ve SCCA1'in JNK'yi baskilayarak keratinositlerde UV radyasyona kars1 koruyucu
bir rol oynamak i¢in JNK-1'e kuvvetli bir sekilde baglanir. Son zamanlarda Wang ve Li
(2006), ozellikle gekirdekte bulunan bir timér baskilayict protein olan ING3'iin, Fas
ekspresyonunu modiile ederek UV ile indiiklenen apoptoziste rol aldigini géstermistir.
Caspase-10 ve FLICE benzeri inhibitor proteinin (FLIP) tutulumunun, o6limle ilgili
reseptor aracilikli apoptoza dahil oldugu bulunmustur (Juo et al. 1998). FLIP, belirli
anlamli farkliliklara sahip bir caspase-8 homologudur ve diisiikk konsantrasyonun,
muhtemelen heterodimerizasyon yoluyla DISC'de Fas'in neden oldugu kaspaz-8
aktivasyonunu arttirdigi  gosterilmistir; yiiksek konsantrasyonlarda FLIP kaspaz-8

aktivasyonunu inhibe eder (Chang et al. 2002).
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1.2.5. Apoptozun intrinsik yolu

DNA hasarinin ardindan Bax diizeyinin artmasi ve / veya azalmig Bcl-2 seviyesi,
prokaspaz-9'u miiteakip aktivasyonu tetikleyen sitokrom gibi pro-apoptotik faktorleri
serbest birakmak icin mitokondrasyonu permeabilize edebilir ve akabinde apoptotik
efektorleri takip eder (Crompton 2000). Son zamanlarda, DNA hasarina tepki olarak,
mitokondriyal permeabilizasyon ve sitokrom salinmadan once kaspaz-2'nin gerekli
oldugu bulunmustur (Guo et al. 2002). Kaspaz-2'nin aktivasyonu, prekiirsor
molekiiliinlin islenmesinden sonra meydana gelebilir, ancak oligomerizasyon, EXCLI J
caspase-2 aktivasyonu icin énemli bir adimdir (Norbury and Zhivotovsky 2004). Insan
hiicrelerinde siklin-D3 ve kaspaz-2 ekspresyonu, kaspaz-2 aktivasyonunda siklin-D3
tutulumunu gosteren, tek basina kaspaz-2'nin ekspresyonuyla karsilastirildiginda,

apoptozu uyarmaktadir (Mendelsohn et al. 2002).

Sitokrom-c'yi serbest biraktiktan sonra, apoptotik proteaz aktive edici faktor Apaf-1'e
baglanir ve niikleotid dATP / ATP'ye bagimli sekilde 7-span simetrik bir aktif kompleks
'apoptozom' olusturur (Zou et al. 1999). Daha sonra apoptozom, prokaspaz-9'u merkez
bolgesi igine ¢ekerek aktif bir holoenzim olusturur; bu da, PCD'ye yol agan kaspaz-3/7
gibi downstream kaspazlart harekete gecirir (Jiang and Wang 2004). Memeli
hiicrelerinde kaspaz aktivitesinin, apoptoz inhibitorii (IAP) familyas1 proteininin
etkisine miidahale ederek apoptozu tesvik eden pro-apoptotik mitokondrial protein
Smac / Diablo ve Omi / HtrA2'den biri tarafindan da uyarildigi bulunmustur (survivin
gibi (Verhagen et al. 2000). Kaspaz aktivator proteinlerine ilaveten, kaspaz aktivasyonu
ile iligkili olmayan AIF (apoptoz indiikleyici faktor) ve Endo G (endoniikleaz G) gibi
baz1 diger molekiillerinde DNA pargalanmasi ve daha sonra kromozomal yogunlasma
ile apoptosise neden olan mitokondriyumdan salindig1 da bulunmustur. Son kanutlar,
Bax / Bak'in endoplazmik retikulumda (ER) lokalize olabilecegini ve ER stresine yanit
olarak aktiflestigini ve bunun kalsiyum tiilkenmesine ve murin kaspaz-12 aktivasyonuna
neden oldugunu diisiindiirmektedir (Scorrano et al. 2003). Puma Bax / Bak'in ER stres
aktivasyonuna ek olarak, Noxa'yt ER stresiyle harekete geciren yeni bir BH3-only

protein olarak tanimlandi (Li et al. 2006). Ayrica, fare embriyo fibroblastlarinda
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(MEF'ler), ER stresiyle Noxa ve Puma'nin indiiklenmesinin biiyiik 6l¢iide p53'e bagimli
oldugu ve her iki proteininin (Puma / Noxa) ER stresinin neden oldugu apoptosise

katkida bulundugu bulunmustur (Franklin et al. 2006).

1.3. Transkripsiyonun Molekiiler Biyolojisi

Transkripsiyon, DNA'nin belirli bir boliimiiniin RNA polimeraz enzimi tarafindan
RNA'ya (ozellikle mRNA'ya) kopyalanacagi gen ekspresyonunun ilk adimidir.
Transkripsiyon sirasinda, bir DNA sekansi, birincil transkript olarak adlandirilan

tamamlayici, antiparalel RNA zinciri tireten bir RNA polimeraz tarafindan okunur.

Transkripsiyon asagidaki genel adimlarda ilerlemektedir:

Polimeraz
haraket yoni

—>

RNA Poli
DNA'nin yeniden baulll.

i i T Ty
CLLHICE 1 (1 I ) Py DNA'nin agiimasi
MR BN ;
= KU NI 3 ( I DU ADC 5
f P RNAnin 3 ucuna
Kalis-DNA - niikleotit ilave edilir.
[ 3 TT !
RNA dNTP’ler
5’ RNA-DNA hibridizasyonu

Sekil 1.2. Transkripsiyonun sematik gosterimi (Toraman 2017)
E3w

1. RNA polimeraz, bir veya daha fazla genel transkripsiyon faktorii ile birlikte promotor
DNA'ya baglanir.
2. RNA polimeraz, DNA helezonunun zincirlerini ayiran bir transkripsiyon balonu

olusturur. Bunu tamamlayict DNA niikleotidleri arasindaki hidrojen baglarimi kirarak

yapar.
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3. RNA polimeraz RNA niikleotidlerini (bir DNA sarmalinin niikleotidlerine
tamamlayici olan) ekler.

4. RNA seker fosfat omurgasi, bir RNA ipligi olusturmak iizere RNA polimeraz
yardimiyla olusturulur.

5. RNA-DNA helezonunun hidrojen baglar1 koparilir ve yeni sentezlenen RNA ipligi
serbest birakilir.

6. Eger hiicrenin cekirdegi varsa, RNA islenmesi ger¢eklesir. Bu, poliadenilasyon,
sapka takilmasi ve alternatif splays mekanizmalarini igerebilir.

7. RNA ¢ekirdekte kalabilir veya niikleer gézenek kompleksi vasitasiyla sitoplazmaya

donebilir.

Transkripsiyon, baglatma,uzama ve sonlandirma olmak {izere ii¢ basamaktan

olusmaktadir (Macdonald et al. 2004).

1.3.1. Baslatma

Transkripsiyon, RNA polimerazin bir veya daha fazla genel transkripsiyon faktorii ile
birlikte "promotor" olarak belirtilen spesifik bir DNA sekansina baglanmasi ile baslar.
Daha sonra ¢ift sarmalli DNA'nin yaklasik 14 baz ¢iftlik kismi agilir ve "Transkripsiyon
baloncugu" olarak adlandirilan, tek sarmalli bir DNA boélgesi olusur. RNA polimeraz
transkripsiyon balonunda bir transkripsiyon baslangic bolgesini secer, bir baslatici
NTP'ye ve transkripsiyon baslangic sitesinin dizisini tamamlayict uzanan bir NTP'ye
(veya bir kisa RNA primeri ve uzayan bir NTP'ye) baglanir.Ve bir baslangic RNA
uriinii vermek tlizere bag olusumunu katalize eder. Bakterilerde, RNA polimeraz
cekirdek enzimi 5 alt birimi igerir: 2 o altbirimi, 1 B altbirimi, 1 B'altbirimi ve 1 w
altbirimi. Bakterilerde RNA polimeraz ¢ekirdek enzimi bakteri genel transkripsiyon
faktorli sigma'ya baglanarak RNA polimeraz holoenzim olusturur ve daha sonra bir
promotore baglanir. Arkea ve Okaryotlarda, RNA polimeraz, bakterilerdeki bes RNA
polimeraz alt biriminin her birine homolog altbirimler igerir ve ayrica alt birimler igerir.
Arkea ve Okaryotlarda bakteriyel genel transkripsiyon faktorii sigma'nin fonksiyonlari,

birlikte ¢alisan bir¢ok genel transkripsiyon faktorii tarafindan gerceklestirilir. Arkeada
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iic genel transkripsiyon faktdrii vardir: TBP, TFB ve TFE. Okaryotlarda, RNA
polimeraz II'ye bagl transkripsiyonda, alti tane genel transkripsiyon faktorii vardir:
TFHA, TFIIB (arkeal TFB'nin bir ortologu), TFIID (anahtar altbirim olan TBP, arkeal
TBP'nin bir ortologudur) TFIIE (arkale TFE ortologu), TFIIF ve TFIIH. Arkea ve
Okaryotlarda, RNA polimeraz yiikseltici kapali kompleks genellikle "preinitiasyon
kompleksi" olarak adlandirilir. Transkripsiyon inisiyasyonu, aktive ediciler ve
baskilayicilar olarak bilinen ek proteinler ve bazi durumlarda, transkripsiyon baslatma
kompleksinin olusumunu ve islevini modiile eden iligkili ortak aktiflestiriciler ya da

cekirdek baskilayicilar tarafindan diizenlenir (Macdonald et al. 2004).

1.3.2. Promotoriin taninmasi

Ik bag olusturulduktan sonra, RNA polimeraz promotdrden kagmalidir. Bu siire
zarfinda RNA transkriptini serbest birakma ve kesilmis transkriptler liretme egilimi
vardir. Buna kusurlu baslatma denir ve hem dkaryotlar hem de prokaryotlar i¢in ortaktir
(Hanahan and Weinberg 2000). Yaklasik 10 niikleotidlik bir esik uzunlugunda bir RNA
iriinii sentezlenene kadar kismen baslatma meydana gelir ve bu noktada promotdr
kagis1 olusur ve bir kopyalama uzatma kompleksi olusur. Mekanik olarak, promotdr
kacisi, RNA polimeraz holoenzim ve promotor arasindaki etkilesimleri kirmak igin
gereken enerjiyl saglayan DNA taramasinda olusur (Sager 1997). Bakterilerde,
promotdr temizlenmesinde ve sonrasinda, ¢ faktorii stokastik modele gore serbest
birakilir (Koh et al. 2003). Okaryotlarda, RNA polimeraz II'ye bagimli bir promotdrde,
promotor temizlemesi lizerine, TFIIH, serin 5'1 RNA polimeraz II'nin karboksi terminal
alaninda fosforillendirir ve kapak enziminin (CE) toplanmasina yol acar (Colditz et al.
2003; Raaschou-Nielsen and Weinberg 2013). Okaryotlarda CE'nin promoter klirensini

nasil indiiklediginin tam mekanizmasi heniiz bilinmemektedir.

1.3.3. Uzama

DNA'nin bir seridi, sablon iplik¢cik (veya kodlamayan iplik¢ik), RNA sentezi i¢in bir

kalip olarak kullanilir. Transkripsiyon ilerledikce, RNA polimeraz sablon zincirini
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caprazlar ve bir RNA kopyasi olusturmak i¢in DNA sablonu ile baz eslestirme
tamamlayicisi kullanir. RNA polimeraz sablon telini 3 '— 5' arasinda gegmesine ragmen
kodlama (sablon olmayan) iplik¢ik ve yeni olusturulan RNA da referans noktalari
olarak kullanilabilir, bu nedenle transkripsiyon 5 '— 3' olarak tanimlanabilir. Bu

kodlama ipliginin tam bir kopyasi olan 5 '— 3'den bir RNA molekiilii iiretir.

1.3.4. Sonlandirma

Bakteriler, transkripsiyon sonlandirma i¢in Rho'dan bagimsiz terminasyon ve Rho'ya
bagli sonlandirma i¢in iki farkli stratejiyi kullanirlar. Rho'dan bagimsiz transkripsiyon
terminasyonunda, yeni sentezlenen RNA molekiilii bir G-C bakimindan zengin sag
tokas1 dongiisii olugturdugunda RNA aktarimi durur ve ardindan bir kosu akisi baslar.
Sa¢ tokasi olustugunda, mekanik stres zayif rU-dA baglarin1 pargalayip DNA-RNA
hibritini doldurur. Bu, transkripsiyonu sona erdiren poli-U transkriptini RNA
polimerazin aktif bolgesinden ¢eker. "Rho'ya bagli" sonlandirma tipinde, "Rho" adi
verilen bir protein faktorii sablon ve mRNA arasindaki etkilesimi bozarak yeni
sentezlenen mRNA'y1r uzatma kompleksinden serbest birakir (Marusykand Polyak
2010).

Okaryotlarda transkripsiyonun sonlanmasi bakterilerdekinden daha az anlasilir, ancak
yeni transkriptin boliinmesini ve ardindan poliadenilasyon ad1 verilen bir siiregte adenin

3" ucuna sablondan bagimsiz olarak katilmasini gerektirir (Figkin 2002).

1.3.5. Transkripsyonel koaktivatorler ve korepressorler

Koaktivatorler ve korepressorler; direk olarak DNA ya baglanmaksizin transkripsiyonel
aktiviteyi arttiran yada azaltan proteinlerdir. Bunlar direk olarak transkripsiyon
faktorlerine baglanir veya enzimatik aktivetesi olan diger proteinlerin aktivitesini
arttirirlar ya da kromatin yapisini degistirici enzimatik aktivite gosterirler.Koaktivatorler

ve korepressorleri incelemek transkripisyon faktorlerini ile karsilastirldiginda daha
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zordur. Genel olarak protein - protein etkilesim deneyleri yapmak protein - DNA

etkilesim deneylerini yapmaktan daha zordur.

Genelde koaktivatoler iki ana sinifa ayrilir:

1) Kromatini modifiye edici kompleksler: Post translasyonel olarak histonlari
modifiye eden multiprotein kompleksleri sayesinde; diger proteinlerin DNA ya
ulasilabilirligi biiyiik oranda attrilir.

2) Kromatini yeniden sekillendiren kompleksler: SWI/SNF ailerinin multi protein

kompleksleri ve ATP bagimli DNA ‘y1 agma aktivitesi olan proteinlerdir.

1.3.6. Kromatini yeniden modelleyen faktorler

Son zamanlarda ATP bagimli kromatin sekillendiren komplekslerin kesfi, kromatin
alanindaki heyecan verici bir gelismedir. Bu yeni sinif molekiiler motorlar ; ATP nin
hidrolizinden iiretilen enerjiyi histon ve DNA arasindaki etkilesimi degistirmek icin
kullanilir. Ve bu sayede transkripsiyon faktorlerinin DNA daki diizenleyici elementlere
baglanmasini saglarlar. Kromatin yeniden modelleyici kompleksler, kromatin yapisinda

en azindan 4 farkli degisikligin olmasina neden olurlar. Bunlar:

1- Nukleozom kaymast: niikleozomun DNA iizerindeki pozisyonu degismesidir.

2- Yeniden modelllenmis niikkleozom: DNA daha ulasilabilir olur fakat histonlar bagl
kalmaya devam eder.

3- Niikleozom ayrilmasi: DNA ve histonlarin tamamen ayrilmasidir.

4-Niikleozomun degistirilmesi kor histonun diger bir ¢esit histonla degismesidir.

Karakterizazyonu yapilmis ¢ok sayida ve Fakli ATP bagimli yeniden sekillendirici
kompleks ailesi mevcuttur. SWI/ SNF, ISWI ve SWR1 kompleks aileleri de
bunlardandir. Her bir ailenin kendine has bir alt {inite kompozisyonu ve ayr1 bir ATPaz1
vardir. Yeniden modellenmenin mekanizmasi, aile {iyelerinden birinden digerine

farklhidir.
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1.3.7. SWI / SNF'nin Calisma mekanizmasi: Niikleozom kaymasi ve parc¢alarina

ayrilmasi

Kromatini yeniden modelleyen bir kompleks olan SWI / SNF; ilk olarak tomurcuklanan
bir mayadan elde edilmistir. SWI / SNF nin insanlardaki homologu BAF kromatini
yeniden modelleyici faktdr olarak tanimlanmistir.SWI/ SNF ve iliskili kromatin
remodelling kompleksleri; niikleozom kaymasina ve niikleozom yapisinda 6nemli
diizensizliklere neden olurlar.Yeniden modelleyici kompleksin; histon oktomerinin
etrafindaki, DNA'nin seklini degistirmesinin ardindan transkripsiyon faktorleri ve genel
transkripsiyon araglart DNA ya kolay ulasabilirler. SWI/ SNF ve histon asetil transferaz

kromatinin yapisinin yeniden sekillenmesinde ortaklasa ¢aligirlar.

1.3.8. Kromatini yeniden modelleyen ISWI kompleksleri Histon oktomerini DNA

iizerinde kaydirir

SWI/ SNF aksine ISWI ailesinin iiyeleri histon oktomerinin yapilarinda herhangi bir
diizensizlik yapmaksizinn DNA {izerinde kaydirirak nukleozomlar1 baska bir yere

yerlestirir. Bu islemde nukleozomlarin yapisinda bir bozulma meydana gelmez.

1.3.9. SWRI kromatini yeniden modelleyen kompleksi

Histonu bir bir histon varyanti ile yer degistirir. SWRI kompleksi ATPaz alt {initesi olan

Swrl den bu ad1 almustr.

SWR1 Kompleksi: H2A.Z-H2B dimerlerini niikleozomdaki H2A-H2'nin yerine
yerlestirebildigi; ancak kompleksin bu varyant dimerini ¢iplak DNA'nin yapisina
sokamadig1 goriildii. Histon varyanti olan H2A.Z; telomerin yakinlarinda bulunan,

transkripsiyonal olarak aktif olan bazi genlerin giiciinii arttirirlar (sw1 snf kompleks).
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(a) DNA protein temasinin degismesi ; :
SWI/SNF

ATP

ADP

(b) DNA'nin sarilma seklinin degismesi

ATP  ADP

AN 4N

SWI/SNF

(c) Nukleozom cekirdek yapisinin yeniden
yapilandiriimasi

ATP  ADP

N

 —

SWI/SNF

Sekil 1.3. SWI/SNF kompleksinin ¢aligma mekanizmasi

1.4. Promotor

Promotdr belirli bir genin transkripsiyonunu baglatan bir DNA bdlgesidir.
Destekleyiciler genlerin transkripsiyon baglangic bolgelerinin yaninda, ayni iplik¢ikte
ve DNA'nin iistiinde (sensor ipliginin 5' bolgesine dogru) bulunurlar. Destekleyenler
yaklastk 100-1000 baz ¢ifti uzunlugunda olabilir (Louzada et al. 2012).
Transkripsiyonun gergeklesmesi i¢in, RNA polimeraz olarak bilinen RNA sentezleyen
enzim, bir genin yakinindaki DNA'ya baglanmalidir. Destekleyiciler, RNA polimeraz
icin ve RNA polimeraz1 aktive eden transkripsiyon faktorleri olarak adlandirilan

proteinler i¢in giivenli bir baslangi¢ baglanma yeri saglayan tepki unsurlart gibi spesifik
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DNA dizileri igerir. Bu transkripsiyon faktorleri, spesifik promotdrlere baglanan ve gen
ekspresyonunu diizenleyen ilgili niikleotidlerin spesifik aktivator veya repressor
sekanslarina sahiptir. Bakterilerde promotor, RNA polimeraz ve iliskili bir sigma
faktorii tarafindan taninir ve bu da yakinlarda kendi DNA baglama bdlgesine baglanan
bir aktivator proteinin ¢cogu tarafindan promotér DNA'ya getirilir. Okaryotlarda islem
daha karmasiktir ve bir RNA polimeraz [I'nin promotére baglanmasi i¢in en azindan
yedi farkli faktor gereklidir. Promotor, belirli bir genin transkripsiyon diizeyini
yonlendirmek i¢in diger diizenleyici bolgelerle (arttiricilar, susturucular, sinir elemanlari
/ izolatorler) birlikte ¢aligabilen kritik unsurlari temsil eder. Bir promotor, bir hiicredeki
diizenleyici proteinlerin bollugu veya konformasyonundaki degisime tepki olarak
indiiklenir ve bu da transkripsiyon faktorlerinin RNA polimerazin aktive olmasini saglar

(Abraham and Rotella 2003; Vargo-Gogola and Rosen 2007).

1.4.1. Bakterilerde promotor yapisi

Bakterilerde, promotor, yaklasik olarak 10 (Pribnow Box) olmak iizere iki kisa dizi
elementi ve transkripsiyon baslangic alanindan yukar1 akista 35 niikleotid igerir. -
10'daki dizilim (-10 elemani), TATAAT uzlasma dizisine sahiptir. -35 (-35 elementi)
dizisi, TTGACA dizisine sahiptir. Ortalama olarak, her bir konsensiis sekansindaki 6

baz ciftinden yalnizca 3-4 tanesi herhangi bir promotdrde korunmus olarak bulunur.

1.4.2. Okaryotlarda promotériin yapisi

Okaryotik tesvikgiler ¢esitlidir ve karakterize etmek zor olabilir, ancak son calismalar
10'dan fazla sinifa ayrildigini gostermektedir (Raaschou-Nielsen et al. 2013). Gen
promotorleri tipik olarak genin iist kisminda bulunur ve transkripsiyonel baslangi¢
alanindan birkac kilobaz uzakta diizenleyici elemanlara sahip olabilirler (arttiricilar).
Okaryotlarda, transkripsiyonel kompleks, DNA'nin kendi iizerine gerilmesine neden
olabilir; bu da, transkripsiyonun gercek sitesinden uzakta diizenleme dizilerinin
yerlestirilmesini saglar. Okaryotik RNA polimeraz-1I'ye bagli promotorler, genel

transkripsiyon faktorii TATA-baglama proteini (TBP) tarafindan taninan bir TATA
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elemant (konsensiis sekanst TATAAA) igerebilirler; Ve genel transkripsiyon faktorii
TFIIB tarafindan tanmnan bir B tanima elemani (BRE) bulundururlar (Hanahan and
Weinberg 2000; Colditz et al. 2003). TATA elemam1 ve BRE tipik olarak
transkripsiyonel baslangi¢c alanmin yakininda (tipik olarak 30 ila 40 baz ciftinde
bulunur) bulunur. Okaryotik hizlandirici  diizenleyici sekanslar, tipik olarak,
transkripsiyonel kompleksin olusumunda rol oynayan transkripsiyon faktorleri adi
verilen proteinleri baglar. Bir 6rnek, temel helezon-dongiisel heliks (bHLH) ailesindeki
transkripsiyon faktorlerini (6rn., BMAL1-Clock, cMyc) baglayan E-kutusu (sekans
CACGTG)'dir (Marusyk and Polyak 2010) Birden fazla transkripsiyon faktorii
tarafindan hedeflenen bazi promotdrler artmis transkripsiyonel aktiviteye yol acan

hiperaktif bir duruma ulasabilirler (Fiskin 2002).

1.4.3. Promotorlerdeki CpG adalan

1.4.3.a. Inaktif genlerde CpG adalariin metilasyonu

Insanlarda, DNA metilasyonu CpG bdlgeleri icindeki sitozin kalintilarinin pirimidin
halkasinin 5 'konumunda olusur ve 5-metilsitozinler olusturur. Promotorlerin CpG
adalarinda birden fazla metillenmis CpG mevkisinin bulunmasi, genlerin stabil
sessizlesmesine neden olur.Bir genin susturulmasi, diger mekanizmalarla baslatilabilir,
ancak bunun ardindan, genin istikrarl susturulmasina neden olmasi i¢in CpG adasindaki

promotdrde metilasyon yapilir (Schneider et al. 1995).

1.4.3.b. Kanserde CpG adalarmin hiper-hipo metilasyonu

Genellikle, kanserin ilerlemesinde ylizlerce gen susturulur veya etkinlestirilir.
Kanserlerdeki baz1 genlerin susturulmasi mutasyona bagli olmasina ragmen, kanserojen
gen susturuculugunun biiyiik bir kismi degigsmis DNA metilasyonunun bir sonucudur.
Kanserde sessizlestirmeye neden olan DNA metilasyonu, tipik olarak, protein kodlayan
genlerin hizlandiricilarinda bulunan CpG adalarinda bulunan ¢oklu CpG bolgelerinde

meydana gelir.
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Mikro RNA'larin degisen ifadeleri ayni zamanda kansere ilerlemede bir¢ok geni
susturur veya etkinlestirir. Degistirilmis mikroRNA ekspresyonu, mikroRNA'larin
transkripsiyonunu kontrol eden promotdrlerdeki CpG adalarinda CpG bolgelerinin hiper
/ hipo-metilasyonuyla ger¢eklesir. CpG adalarinin kendi hizlandiricilarinda metilasyon

yoluyla DNA onarim genlerinin susturulmasi, kansere ilerlemede 6zellikle 6nemlidir.

1.5. Mutagenez

Mutagenez, bir organizmanin genetik bilgilerinin degistirilerek mutasyona neden olan
bir siirectir. Dogada kendiliginden veya mutajenlere maruz kalmanin bir sonucu olarak
ortaya ¢ikabilir. Deneysel olarak laboratuvar prosediirleri kullanilarak da elde edilebilir.
Dogada mutagenez kansere ve gesitli kalitsal hastaliklara yol agabilir. Bir bilim olarak
mutagenez, 20. yiizyilin ilk yarisinda Hermann Muller, Charlotte Auerbach ve J. M.
Robson tarafindan yapilan ¢alismaya dayanilarak gelistirildi (Louzada et al. 2012).
DNA, dogal veya yapay olarak, bir takim fiziksel, kimyasal ve biyolojik ajanlarla

degistirilebilir, bu da mutasyona neden olur.

1.6. Kanser ve Hiicre Hatt1

Kanser, molekiiler heterojen bir hastaliktir (Louzada et al. 2012) ve diinya ¢apindaki
Oliimlerin baglica nedenlerinden biridir. Farkli histopatolojileri, genetik ve epigenetik
varyasyonlari ve klinik sonuglar1 olan g¢esitli tiimor tirleri varligt Bu hastaligin
anlasilmast zor, kemoterapotiklerin etki mekanizmalar1 ve yeni terapilerin
olusturulmasi. Kanser patobiyolojisi calismasindaki ilerlemeler, bu hastaligin ¢esitli
bicimlerini gozden geciren, genetik ve epigenetik degisiklikleri ve antikanser ilag
testlerinin bilgisine izin veren farkli deneysel model sistemlerinin mevcudiyeti lizerine

kurulmustur (Vargo-Gogola and Rosen 2007).

Kanser hiicre dizileri, arastirma amacl yaygin olarak kullanilmaktadir ve genetik
yaklasimda yararh bir ara¢ oldugu kanitlanmistir ve karakterizasyonu, aslinda, kansere

karigan biyolojik mekanizmalarin incelenmesi i¢in miikemmel bir model oldugunu
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gostermektedir. Kanser hiicre dizilerinin kullanimi bu hastaligin diizenlenmemis genleri
ve sinyal yolaklar1 hakkindaki bilginin artmasina izin vermistir (Vargo-Gogola and
Rosen 2007; Raaschou-Nielsen et al. 2013). Ayrica, hiicre modelinin kullanimu,
antikanser ilaglarin gelistirilmesi ve test edilmesinin kaynagindaydi (Raaschou-Nielsen
et al. 2013) ve yeni tedavilerin gelistirilmesinde (Louzada et al. 2012; Marusyk and
polyak 2010), ayni zamanda kemoterapétik testlerde transplant edilebilir hayvan
timorlerine alternatif olarak (Fiskin 2002) kullanilmaktadir. Aslinda kanser
arastirmalarinda uygun in vitro modeli kullanmak, genetik, epigenetik ve hiicresel
yolaklarin arastirilmasi, c¢ogalma deregiilasyonu, apoptoz ve kanser progresyonu
calismasi, potansiyel molekiiler belirteclerin tanimlanmasi ve tarama ve karakterizasyon
icin 6nemlidir. Kanser hiicre dizilerinde yapilan arastirmalarin sonuglari1 genelde in vivo
insan timorleri i¢in ekstrapole edilmistir (Abraham and Rottela 2003) ve ilag testi ve
translasyonel calisma i¢in model olarak Onemi bircok biyomedikal ve ilag sirketi

tarafindan kabul edilmistir (Raaschou-Nielsen et al. 2013).

1.7. MCF-7 Hiicre Hattinin Kékeni

MCF-7, 69 yasinda bir Kafkas kadininin gégiis dokusundan 1970 yilinda ilk izole edilen
bir hiicre dizisidir. Alinan iki mastektomiden birincisi, alinan dokunun iyi huylu
oldugunu ortaya koydu. Bes y1l sonra yapilan ikinci ameliyatta plevral efiizyonda habis
bir adenokarsinoma goriildii ve doku alindi ve sonugta MCF-7 hiicre dizisi ortaya
cikacakti. Verici meme kanseri tedavisinde radyoterapi ve hormon tedavisi uygulandi.
Gogiis adenokarsinomasindan tiiretilmis, genis capta incelenen bir epitel kanseri hiicre
hattt olan MCF-7, farkli meme epitelinin 6zelliklerine sahiptir. Ayrica, sitoplazmik
Ostrojen reseptorleri vasitasiyla, bu hiicreler ostradiolil isleme yetenegine sahiptir. MCF-
7 hiicreleri, meme epiteline 6zgii bir¢cok ideal 6zelligi barindiran hiicre hattinin bir
sonucu olarak in vitro meme kanseri ¢alismalarinda yararlidir. Bunlara MCF-7 hiicreleri
Ostrojeni Ostradiol formunda Ostrojen reseptorleri yoluyla hiicre sitoplazmasinda
isleyebilir. Bu MCF-7 hiicre hattinin bir strojen reseptorii (ER) pozitif hiicre hatti
olmasma neden olur. MCF-7 ayni zamanda progesteron reseptorii pozitif ve HER2

negatiftir. Desmin, endotelin, GAP ve vimentin i¢in kabul edilmezler. in vitro
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yetisirken, hiicre hatti kubbeler olusturabilir ve epitel benzeri hiicreler tek katmanli
tabakalarda biiylir. Bliylime, tiimor nekroz faktorii alfa (TNF alfa) kullanilarak
engellenebilir ve MCF-7 kanser hiicrelerinin anti-ostrojenlerle tedavisi, eninde sonunda
hiicre biiylimesinde bir azalmanin etkisine sahip olan insiilin benzeri biiyiime faktorii
proteinlerini modiile edebilir. Bilim adamlari, MCF-7 hiicrelerinin yayilimi kolay
olmasina ragmen genellikle yavas biiyliyen bir popiilasyon oldugunu kesfettiler. MCF-7

katlanma siiresi genellikle 30-40 saattir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Kanser genel bir terim olarak viicutta herhangi bir organ veya dokuyu etkileyebilen bir
grup hastalig1 ifade eder. Kanser belirli bir doku veya organdaki hasarli hiicrelerin
kontrolsiiz bir bigimde iireyerek bir kitle veya tiimor olusturmasidir. Bu c¢ogalma
sirasinda kanser hiicresinde, normal hiicrelere gore yapisal farkliliklar ortaya ¢iktigi
gibi, islevleri agisindan da farkliliklar meydana gelmektedir. Bazen hiicre normalde
yaptig1 islevlerini yapamazken, bazen de normalde olmayan bazi yeni islevleri yapmaya
baslayabilmektedir. Anormal sekilde ¢ogalmaya baslayan bu hiicreler bulunduklari
yerdeki doku ve organlari hatta daha uzaktaki organlari isgal etmekte ve isgal ettigi bu

boliimlerin gorevlerini engellemektedir.

Hiicre kontroliiniin bozulup kanser tablosunun ortaya c¢ikmasi kanser tiirline gore
farklilik gosterir. Kanser, biiyiik bolimii edinsel olarak kendiliginden veya cevresel
faktorlerin etkisi ile ortaya c¢ikan DNA mutasyonlar1 sonucu olusan genetik bir
hastaliktir. DNA’da ister kendiliginden ister cevresel faktorlere bagli olusan bu
mutasyonlar sonucu hiicrelerin biiylime, boliinme ve yaslanma gibi faaliyetlerini
diizenleyen genlerde degisiklikler olusur. Olusan bu degisiklikler boliinme ile yavru

hiicrelere aktarilir (Hanahan and Weinberg 2000).

Canli yasammnin devamlilig1 i¢in hiicrelerin siirekli kendini yenilemesi gerekir. Olen
hiicreler viicuttan atilirken yerlerine yenileri gelir. Bu denge belli genlerin kontrolii
altindadir. Baz1 genler hiicrelerin boliiniip ¢gogalmasini saglarken, bazilar1 da agir1 hiicre
cogalmasini Onlerler (Kumar et al. 1992). Bunlar; proto-onkogenler ve anti-onkogenler
(timor supresor genler)’dir. Bu genlerin ekspresyonunun bozulmasi hiicrelerin

kontrolsiiz bir sekilde cogalmasina sebep olur (Sutherland 1999).

Apoptozis, morfogenez, doku homeostasizi, yaslanma ve istenmeyen zararl hiicrelerin
cikarilmasini iceren ¢esitli biyolojik olaylarda rol oynayan ve spesifik reseptor

molekiilleri-CD95, tiimér nekroz faktor, biiyiime faktorleri, ultraviole 1sinlar,
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irradyasyon, 1s1 soku, sitotoksik ilaglar, oksidatif stres ve bakteriler gibi cesitli fizyolojik
ve patofizyolojik indiikleyiciler ile indiiklenebilen programli hiicre 6liimidiir (Janssen
et al. 2003; Lancellotti et al. 2009). Ayrica, sinyal apoptotik mekanizmasinda ¢alisan bir
endoniikleaz olan ‘kaspaz’ diye adlandirilan sistein proteinlerinin sirali proteolitik
aktivasyonunu igeren bir metabolik yol olarak da tanimlanir. Cekirdek yogunlasmast,
DNA parcalanmasi, kromatin yogunlagmasi, karisik membran segmentlerinin olusumu,
hiicresel biizisme ve mitokondrinin bitlinliigiinii kaybetmesi tipik apoptozis

degisimleridir (Saikumar et al. 1999; Gulbins et al. 2000).

Kanser biyolojisinde programli hiicre dlimii dnemli bir siirectir.Ciinkii fazla ve arzu
edilmeyen hiicreler bu mekanizma ile ¢ikarilir. Bu programli 6liim yolaklarinin ilki ilk
kez 1990’larda Caenorhabditis elegans’da bulunan apoptozistir (Kerr et al. 1972).
Ancak ¢ok sayida non-apoptotik hiicre 6liim yolagi da tanimlanmustir. Bunlar; otofaji,
nekroz, senesens ve mitotik yikimdir. Apoptozis inhibe oldugunda hiicreler 6limii

miimkiin kilmak i¢in otofaji gibi non-apoptotik yolaklara cevrilebilir.

Otofajik yolak c¢evreye bagl olarak hiicre yasamini ya da programli hiicre dlimiini
tesvik edebilir.Nekrozun morfolojik 6zellikleri mitokondriyal isleyis bozuklugu, organel
biiyiimesi, plazma membran permeabilizasyonu ve oksidatif stresi igerir (Wei et al.
2001). Nekrozda, apoptozisin aksine ¢ekirdek fragmentasyonu olmaz. Cok sayida ajan
ve yolak, belli hiicreler arasi aracilar, DNA hasari, ATP tiiketimi, kalsiyum iyon
konsantrasyonlari, reaktif oksijen tiirleri (ROS), belli protein kinazlar, Poly (ADP-
Riboz) polimeraz (PARP), mitokondriyon, Bcl-2 proteinleri, 1si-sok proteinleri,
proteazlar, niikleazlar ve fosfolipazlari igeren nekrozla baglantilidir (Proskuryakov et al.

2003).

Pro-apoptotik proteinleri gereginden fazla salma yeteneginde olan mitokondri, tim
programli hiicre o6liim tiplerindeki genis regiilasyonun gerekli bir boliimiidiir. Bel-2
familyasi, Ozellikle dis mitokondriyal membranin permeabilitesini degistirerek
mitokondriden apoptotik proteinlerin salinmasin1 diizenleyen ©6nemli bir protein

grubudur. Bu yolla Bcl-2 protein ailesi kaspazlar ile iliskili apoptotik sinyalin upstream
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aktivatorlerinden meydana gelirler. Bcl 2 benzeri protein ailesi iki gruba ayrilabilir:

Anti-apoptotik Bcl 2 grubu ve pro-apoptotik BH-3-only proteinleri.

Pro-apoptotik BH-3-only proteinleri mitokondriyal dis membrana yerlesen gerekli
apoptoz inhibitorleri olan Bax ve Bak’1 aktive eder. Anti-apoptotik grup Bcl-2, Bel-XL
ve Mcl-1 gibi proteinleri igerir ve BH3-only proteinlerini engelleyerek ¢ogunlukla

apoptozisi inhibe ederler.

Boylece Bak/Bax proteinlerinin aktivasyonunu engellerler. Son yillardaki caligmalar,
ozellikle Bel-2 olmak iizere bu proteinlerin sadece apoptozis degil, ayn1 zamanda otofaji

ve programli nekrozisin de aracist oldugunu gostermistir.

Bcl-2 ailesi iki pro-apoptotik grup icerir. Bax, Bak, Bok/Mtd, Bcl-xs ve Bcl-Gl 2 ya da
3 Bh bdlgesine sahiptir ve onlarin pro-survival iligkilerle genis yapisal benzerlikler
paylasir (Suzuki et al. 2000). Bunlarin aksine memeli Bik/Blk/Nbk, Bad, Hrk/DP5, Bid,
Bim/Bod, Noxa, Puma/Bb3 ve Bmf birbirleri ve diger Bcl-2 ailesi tiyeleri ile kisa BH3
domainlerini paylasir ve bdylece onlar BH-3—only proteinleri diye adlandirilirlar

(Huang et al. 2000).

Bax; Bcl-2 associated x protein anlaminda kullanlmaktadir. Proapoptotik bir proteindir.
Bcl-2 ile yapist %43 aynidir ve Bcl-2 ile homodimerler ve heterodimerler olusturabilir.
Bax predominant oldugunda apoptosis artmaktadir (Tung et al. 2004). Bax fonksiyon
kaybinin bazi 16semi ve kolon kanserlerinde rol oynadigi gosterilmistir. Servikste Bax
sentezini inceleyen az c¢aligma olmasina karsin bu calismalarin ¢ogunda normal ve
neoplastik dokuda Bax sentezinin farkli olmadigi gosterilmistir (Mozeti et al. 2000).
Literatiirde Bax proteininin serviks kanserinde prognoza etkisine bakti§imizda hemen
hemen biitiin ¢aligmalarda Bax pozitifliginin iyi prognozla iliskili oldugu bulunmustur.
Ayrica Bax eksikliginde serviks kanseri gelisiminin arttig1 goriilmistiir (Matjiernik et

al. 1998).
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Pro-apoptotik Bcl-2 ailesi iiyelerinin her biri programli hiicre 6liimii ve stres-indiikleyici
apoptozis icin gereklidir ve Bax/Bak benzeri proteinler downstream fonksiyon goriirken
(Lindsten et al. 2000; Cheng et al. 2001) BH3 only proteinleri hiicre 6liim sinyalini
baslatic1 fonksiyon goriir (Huang et al. 2000).

Bcl-2 protein ailesi iiyeleri, apoptozun mitokondriyal yolaginin esasli kontrolorleri
olarak bilinmektedir. Bax, apoptoz kontrolii i¢in ¢ok 6nemli roller oynadigi bilinen Bcl-
2 protein ailesinin proapoptotik bir {iyesidir. Bax, gogiis ve kolorektal karsinom gibi
bazi kat1 tiimorlerde potansiyel tiimor baskilayici olarak gorev yapmaktadir. Promotore
bagli CpG adalarinin DNA metilasyonu, tiimor hiicrelerinde gen inaktivasyonu igin
ortak bir mekanizma olarak bilinir. Alipour vd 2013 yaptiklar1 bir caligmada Metilasyon
Spesifik PCR (MSP) yontemini kullanarak kolorektal ve gogiis kanseri hiicre hatlarinda
BAX gen promotdriindeki CpG adalarinin metilasyon profilini bulmaya ¢aligmislardir.
T47D, MCF7, MDA-MB-231 ve MDA-MB-468 gibi meme karsinoma tiirevli hiicre
hatlar1 ve kolorektal kanser hiicre hatlar1 olan H29 ve Caco II hiicre hatlarinin higbirinde
BAX geninin promotdr bolgesinde CpG adalarinda hipermetilasyon gdzlenmemistir.
Sonugta CpG adasi metilasyonununun meme ve kolon kanserlerinde BAX geninin

down regiilasyonunda bir 6neme sahip olmadig1 gériilmistiir (Alipour et al. 2013).

Igata et al. 1999 vyaptiklar1 bir ¢alismada BAX geninin transkripsiyonel
diizenlenmesinin mekanizmasint aragtirmak i¢in, fare BAX geninin 5' flanking
bolgesinin genomik DNA'sin1 izole edip dizi analizi yapmislardir ve promotdr bolgesini
bir lusiferaz vektoriine sub- klonlama yapmislardir. Fare Bax promotorii, TATA kutusu
icermez ve sekansi insan BAX promotorii ile kismen homologtur. Tek yonlii olarak
silinen promotdr ve Spl bolgelerinin mutantlart NIH3T3 hiicrelerine gegici
transfeksiyon ile aktarilmistir.Bu ¢alisma iki Spl bolgesinin bazal aktiviteden kismen
sorumlu oldugunu ortaya koymustur. Fare Bax promotori, eksojen p53'e cevap
vermedi; bu da, yapilan calismada kullanilan bolgede p53'e duyarli elemanin mevcut

olmayabilecegini gosterdi (Igata et al. 1999).
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BCL-2 proteini, noronal ve diger hiicre tiplerini apoptotik programlanmis hiicre
Olimiinden koruyabilir ve sinir sisteminin gelisimi sirasinda apoptoz oranini
diizenlemede 6nemli bir rol oynar. Smith et al. 1998 yaptiklar1 bir ¢alismada, Brn-3a
POU transkripsiyon faktoriiniin duyusal noronlarini, sinir biiyiime faktoriinlin geri
cekilmesiyle indiiklenen apoptotik programlanmis hiicre o6limiinden korudugunu
gostermislerdir. Hem ND7 noronal hiicre ¢izgisi hem de primer dorsal kdk ganglion
noronlarinda, diger hiicre tiplerinde Bcl-2 P1 promotoérii baskin bir sekilde aktivite
gosterirken Bcl-2 transkripsiyonu ¢ogunlukla Bel-2 P2 promotorii ile baglatilmaktadir.
P2 bolgesinden baglatilan Bcl-2 transkripsiyonu, Brn-3a'y1 stabil sekilde asir1 ifade eden
ND?7 hiicrelerinde artar ve BCL-2 protein seviyelerinde artisa neden olur. Benzer
sekilde, Bcl-2 P2 promotérii hem ND7 hiicrelerinde hem de dorsal kok ganglion
noronlarinda ortak transfeksiyon deneylerinde Brn-3a ile dogrudan aktive edilir. Bu
veriler, Brn-3a'y1, noronal hiicrelerde Bel-2 aktivitesini diizenleyen ilk transkripsiyon
faktorii olarak tanimlar (Smith et al. 1998).

Jiang et al. 2014 yaptiklar1 bir ¢alismada bir C2H> tipi ¢inko parmak transkripsiyon
faktorii olan ZNF667 / Mipul'in, oksidatif stresde Onemli bir rol oynadigini 6ne
sirmislerdir. Bununla birlikte, hedef genlerin hi¢biri veya kardiyomiyositlerde
ZNF667'nin potansiyel rollerinin higbiri aydinlatilamamistir. Burada, ZNF667'nin H9¢2
hiicre dizilerindeki fonksiyonel rolii, hiicrelerin apoptozdan korundugu molekiiler
mekanizmasina odaklanarak incelendi. ZNF667 transkripsiyon faktoriiniin, sigan
proapoptotik geni olan Bax geninin ekspresyonunu ve promotdr aktivitesini inhibe ettigi
ve ayn1 zamanda H2O2 ve Dox tarafindan indiiklenen H9¢2 hiicrelerinin apoptozunu
engelledigi bulunmustur. Yapilan bu caligma, sitoproteksiyonu saglayan ZNF667nin
sican Bax geninin yeni bir regiilatorii oldugunu ve H202 muamelesine yanit olarak H9c2
kardiyomiyositlerde Bax mRNA ve protein ifadesinin inhibisyonuna aracilik ettigini

gostermektedir (Jiang et al. 2014).

P53, tiimdr hiicrelerinin kemosensitivitesinin bir belirleyicisi olabilir; bununla birlikte,
sisplatin'e kars1 hiicresel direngteki rolii tam olarak aydinlatilmamistir. Dogal tip veya

mutant p53 ekspresyon plazmidleri ile birlikte transfeksiyon denemeleri ve
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kloramfenikol asetiltransferazin transkripsiyonunu tesvik etmek i¢in Bax gen
promotdriini kullanan bir raportér gen plazmidi, bu hiicrelerde Bax ekspresyonunun

diizenlenmesinde p53'iin rol oynadigi tespit edilmistir (Perego et al. 1996).

Yapilan calismalar insan kanserlerinde apoptozun deregiilasyonu ve apoptoz ile ilgili
genlerin somatik mutasyonlarinin  kanser gelisim mekanizmalarina katildigini
gostermektedir. Bel-2 ailesinin bir proapoptotik iiyesi olan Bcl-XL / Bel-2'ye bagl 6lim
promotorii (Bad), intrinsik apoptoz yolaginda onemli bir rol oynamaktadir. Bad'in
genetik degisikliklerinin insan kanserlerinin gelisiminde etkisini aragtirmak ig¢in, 47
kolon adenokarsinomasinda insan Bad geninin tiim kodlama boélgesi analiz edilmistir.
Genel olarak, Bad geninde iki somatik missense mutasyonu (%4.3) tespit edildi. ilging
bir sekilde, Bad’in mutasyonlarin her ikisi de, Bad'in, hiicre dliimiinii indiiklemede
onemli bir role sahip olan Bcl-2 homoloji3 alanini kodlayan gen sekanslarinda tespit
edildi. Transfeksiyon ¢aligmasi, tiimdr kaynakli Bad mutantlarin her ikisinin de vahsi tip
Bad ile karsilastirildiginda apoptoz aktivitelerini azalttigini gostermistir; bu da Bad

mutasyonlarin Bad'in hiicre 6liim fonksiyonunu azalttigin1 gostermektedir (Lee et al.

2004).

Bcl-2 ailesi, anti-apoptotik protein Bcl-2 gibi, memeli hiicrelerinde apoptozun korunan
diizenleyicileri olan bir protein paneli icerir. Apoptoza duyarliligin degistirilmesindeki
belirgin roliine gore Bcl-2 ekspresyon modiilasyon mekanizmasinin sifresinin
¢oziilmesi, kanser icin terapdtik stratejilerin belirlenmesi i¢in ¢ok 6nemli olabilir. M2-A
ve R16 da dahil olmak iizere naftalimid bazlit DNA interkalatorleri ile tedavi genelde
Bcl-2 hiicre i¢i miktarlarda bir azalmaya yol agar. p53'in, yeni bir naftalimid esash
DNA interkalasyon ajani olan B1 tarafindan indiiklenen Bcl-2’nin down regiilasyonuna

katkida bulundugu bildirilmektedir.

Aslinda, B1 kaynakli apoptoz sirasinda gozlemlenen Bcl-2 protein seviyelerindeki
azalma, Bcl-2 transkripsiyonunun ve promotdr aktivitesinin inhibisyonunun bir sonucu
olarak mRNA seviyelerindeki azalma ile korelasyon gdstermistir. Bu baglamda, Bcl-2

transkripsiyonel down regiilasyonunda p53’in rolii arastirilmistir.  Kromatin
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immiinopresipitasyonu ile MCF7 hiicrelerindeki P2 promoter TATA kutusu i¢in p53
baglanmasinda belirgin bir artis bulunmustur. Bu veriler, MCF-7 hiicrelerinde B1'in
neden oldugu kaspazdan bagimsiz apoptozun, p53'iin aktivasyonu ve Bcl-2'nin asagi
regiilasyonu ile iligkili oldugunu ileri siirmektedir. Bu ¢alismada naftalimid esasli DNA
interkalator tedavisi {izerine transkripsiyonel diizeyde p53 ve Bcl-2 arasindaki

baglantilar gliglendirmektedir (Liang et al. 2011).

Literatiirlerde BCL-2 ailesi iiyelerinin transkripsiyonel regiilasyonunu aydinlatmak
amactyla ¢esitli bakis agilartyla bazi calismalar yapilmistir.Rastgele segilen bazi
transkripsiyon faktorlerinin genlerin ekspresyonu nasil etkiledigi belirlenmeye
calisilmigtir. BAX geni promotdr bolgesindeki CpG adalarinin metilasyon profili tespit
edilmis ve sonugta CpG adasi metilasyonununun meme ve kolon kanserlerinde BAX
geninin down regiilasyonunda bir éneme sahip olmadig1 goriilmiistiir.Fare BAX geni
promotdr bolgesinde p53 proteinin gen ekspresyonundaki rolii arastirilimistir.Bcl-2
geninin regiilasyonunda bir ¢inko parmak proteininin rolii arastirilmistir.Yukarida
literatiirlerde de belirtildigi gibi birka¢ ¢alismada belli kimyasalllarin  gen
ekspresyonuna etkisi arastirilmistir.Fakat literatiirlerde insan BAX gen promotdriiniin

fonksiyonel analizi ile alakali detayl bir calisma bulunmamaktadir.

Biz bu calisgmamizda insan promotdr bolgesini parcalara ayirdik.Bu bolge tlizerindeki
transkripsiyon faktorlerini ve baglanma dizilerini tespit ettik. Yaptigimiz bu c¢aligmayla
ayirdigimiz bu pargalar1 bir lusiferaz vektoriine klonlayip hiicre kiiltiirline aktararak
lusiferaz aktivite 6l¢limii yaptik ve hangi promotdr pargasinin genin aktivasyonu i¢in en
fazla 6neme sahip oldugunu tespit ederek bu bolge lizerinde mevcut olan transkripsiyon

faktorlerini belirledik.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Kimyasallar

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

Scientific firmalarindan temin edildi.

Calismada kullanilan kimyasallar

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan kimyasallar

Kimyasallar Uretici
Proteinaz K Sigma
Beta-mercaptoetanol Sigma
LB Agar Sigma
LB Broth Sigma
Ampicillin Sigma
Gliserol Sigma
DMSO Sigma
Lusiferaz Substrat Sigma
Reporter Lizis Buffer Sigma
DMEM Sigma
FBS Sigma
Tripsin Sigma
Penisilin-Streptomisin Sigma
PBS Sigma
Agaroz Sigma
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Cizelge 3.1. (devam)

Trizol Sigma
Kloroform Sigma
Izoamilalkol Sigma
X-gal Sigma
IPTG Sigma
D(+) glukoz Sigma
Tris Base Sigma
Glasiyal asetik asit Sigma
EDTA Sigma
SYBR-Green Master Mix Qiagene

3.1.2. Cahismada kullanilan laboratuvar gerecleri

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan laboratuvar gerecleri

Kullanilan Gere¢ Modeli
CO:2 'li inkiibator Nuaire
Laminar Air Flow Biophlox
Inverted Mikroskop Zeiss

-80 °C ultralow freezer

Sanyo Ultra Low

Buz Makinasi

Scotsman AF-20 (Authomatic ice machines)

Buzdolabi

Argelik

Calkalamal1 Inkiibator

Ika ks 40001 ¢alkalayicili inkiibator

Etiiv Nuaire
Isitmali Manyetik Karistiric Heidolph
Otoklav Hirayama

PH Metre

Schott pH-Meter CG840

Saf su cihazi

Barnstead Easy Pure UV/UF

Santrifiij

Hermle Z 323 K(Germany)




Cizelge 3.2. (devam)
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Sicak su banyosu

Memmert WNB14

Is1 kontrollii ¢alkalamali inkiibator

Biobase

Spektrofotometre Shimadzu UV-3600 Plus
Steril Kabin WCS Class Il Type Biosafety Cabinet
NanoDrop Epoch

Vorteks Fisons whirli-mixer
Hassas Terazi Gecavery (UK)
Luminometre Promega

Agaroz jel elektroforezi BIO RAD

Jel goriintiileme sistemi Bio-Rad

PCR ProFlex™ 3x32-Well PCR
Mikro santrifiij Hettich

Real Time PCR Bio-Rad

3.1.3. Stok soliisyonlar

Cizelge 3.3. Agaroz jel elektroforezi soliisyonlar1
Soliisyon Icerigi
50X TAE 2 M Tris : 242 gram

1 M Asetat : 57,1 mL
100 MM EDTA : 0,5 M EDTA (pH: 8)

3.1.4. Calismada kullanilan vektorler

Klonlama amagl kullanilan pGL3-basic vektorii Promega’dan satin alindi.
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Sentetik Poli (A)

sinyalilftrankripsiyon sonlanma bélgesi

pGL3-Basic

Vektor
(4818 bp)

Kpnl
Sac!
Miul
Nhel
Smal
Xhol
Bglll

36

NS Hindlll 53

Sall 2010
BamHI 2004

Narl 121

SV40 son poli (A) sinyali
(Luc+ reporter igin)
Hpal 1902

\
\
|
\

Xbal 1742

Sekil 3.1. pGL3-Basic vektoriiniin restriksiyon haritasi ve klonlama bolgesi
3.2. Metotlar
3.2.1. Calismada kullanilan ortamin ve malzemenin temizligi ve sterilizasyonu

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

kuiltiir ortamlar1 121°C'de 15 dakika otoklavda steril edildi.

Hiicre kiiltiirii laboratuvari her hafta periyodik olarak camasir suyuyla temizlendi.
Calismaya baglamadan en az yarim saat 6nce laminar flow agilarak ¢alisma ortaminin

sterilizasyonu saglandi.
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3.2.2. Hiicre Kiiltiri Teknikleri

3.2.2.a. Hiicre Kkiiltiirii medyumunun hazirlanmasi

Hiicrelerin tiiriine gore hiicre kiiltiirii calismalarinda DMEM ve RPMI-1640 kullanildi.
Mediumlarin igerisine kullanmadan once %10 FBS ve %]l antibiyotik (penisilin-

streptomisin) eklenerek bir mix hazirlandi. Mediumlar +4°C'de saklandi.

3.2.2.b. FBS hazirlanmasi

FBS -20°C’de saklandi ve tasinmasi soguk zincirle yapildi.

3.2.2.c. PBS tampon cozeltisinin hazirlanmasi

Tablet seklinde temin edilen PBS (Dulbecco's phosphate-buffered saline), her tableti
100 ml ddH-2O0 ile hazirland1 ve otoklavda steril edildikten sonra +4°C'de saklandi.

3.2.2.d. Calismada kullanilan hiicre hatlar

Calismada HUVEC, MCF-7, Hep3B, A549, PC3 ve SH-SH5Y hiicre hatlar1 kullanildi.

3.2.2.e. Hiicrelerin ¢oziilmesi

Uzun donemde sivi azot i¢inde saklanan hiicre hatlarinin biiyiitiilmesi i¢in sivi azot
tankindan ¢ikarilan hiicreler 37°C sicakligindaki su banyosuna alindi ve hizlica
coziinmeleri saglandi. Coziinen hiicreler %10’luk FBS iceren medyuma alindi, alt iist
edildi ve 1000 rpm'de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirildi, olusan pellet
medyum ile ¢oziildii ve flasklara ekim yapildi. Flasklar 37°C, %5CO2, %90 nem igeren

inkiibatore konuldu.
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3.2.2.f. Hiicrelerin biiyiitiilmesi

Hiicreler 5 ml medyumda 25 cm? flasklarda, haftada 2 kez rutin pasaj yapilarak iiretildi.

3.2.2.9. Hiicrelerin pasajlanmasi

Hiicreler bulunduklari yiizeyi %80-90 oraninda kaplayinca, igerisindeki medyum
uzaklastirildi. Hiicreler 2 kez steril PBS ile yikand1 ve 25 cm? flasklar icin 1 ml Tripsin-
EDTA ile tripsinizasyon yapildi. Hiicreler yiizeyden ayrilinca medyum eklendi ve 1000
rpm'de 5 dakika santrifiij ile hiicreler ¢oktiiriildli. Siipernatant uzaklastirildi, pellet
medyum ile ¢oziildii ve flasklara ekim yapildi.Ve Flasklar 37°C, %5 CO2, %90 nem

iceren inkiibatore konuldu.

3.2.2.h. Hiicrelerin s1vi1 azotta saklanmasi

Hiicreler bulunduklar1 yilizeyi %80-90 oraninda kaplayinca, igerisindeki medyum
uzaklastirildi. Hiicreler 2 kez steril PBS ile yikandi ve 25 ¢cm? flasklar igin 1 ml Tripsin-
EDTA ile tripsinizasyon yapildi. Hiicreler ylizeyden ayrilinca medyum eklendi ve 1000
rpm 'de 5 dakika santrifiij ile hiicreler ¢oktiiriildii. Stipernatant uzaklastirildi, pellet %10
DMSO igeren FBS ile dikkatlice ¢6ziildii ve sivi azota dayanikli cryovial tiiplerine
konularak, etiketlendi ve izole edilerek, oncelikle —80°C derin dondurucuya konuldu,
dereceli olarak sicakligin diismesi saglandiktan sonra sivi azot i¢inde uzun dénemli

saklandi.

3.3. Memeli Hiicrelerinden RNA izolasyonu

Yiiksek konsantrasyonda ve temiz bir RNA elde etmek amaciyla RNA izolasyonu i¢in

trizol kullanildi.
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Oncelikle kiiltiir flasklarinda biiyiitiilen hiicreler tripsinle muamele edildi ve hiicreler
kaldirildi.Daha sonra 15'lik falkonlarin igerisine konularak santrifiij edildi. Siipernantant
pastor pipetiyle alindi. Dipte kalan hiicre pelleti tizerine 500 pl trizol konularak
homojenizasyon yapilarak, 4°C'de 12000 x g'de 10 dk santrifiij edildi. Siipernatant
alindi ve 5 dk buzda bekletildi. 100 pl kloroform eklendi ve kuvvetli bir sekilde
vortekslenerek 2 dk buzda bekletildi. 4°C'de 12000 x g'de 15 dk santrifiij edildi.
Stipernatant 1,5 'lik tiipe alindi. 250 pl izopropanol eklendi ve mix yapildi. 10 dk buzda
bekletildi ve alt - iist yapildi. 4°C'de 12000 x g'de 10 dk santrifiij edildi. Dip kisim kald1
ve st kisim atildi. 1 ml %100'lik alkol eklendi ve vorteks yapildi. 4°C 'de 9000 x g'de 5
dk santrifiij edildi.Ust kisim alind1. 500 pl %100'liik alkol eklendi. 4°C 'de 9000 x g'de 5
dk santrifiij edildi.Ust kistm alindi. 40 pl DEPEC'li su ile ¢oziildii.Elde edilen RNA
ornekleri -80°C'de saklandi.

3.4. Elde Edilen RNA'lardan cDNA Sentezi

cDNA sentezi i¢in Roche Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit kullanildi.
Bunun i¢in kitin protokoliine gére 2 tane mix hazirlandi. Mix 1'in igerisine oligo dT,
RNA ornekleri ve gerekli oranlarda su konuldu. Mix 1'in son hacmi 12 pl oldu. Daha
sonra 65°C'de 10 dk inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra 5-10 dk buz igerisinde
sogutuldu. Bu arada mix 2 hazirlandi. Mix 2'nin igerisine protokole gore belli oranlarda
reaksiyon buffer, RNaz inhibitor, dNTP mix, kontrol RNA ve reverse transkriptaz
enzimi eklendi. Daha sonra 8 pl olacak sekilde tiiplere dagitildi. Son karigim 55°C'de 30
dk ve 85°C'de 5 dk bekletildi. Elde edilen cDNA orneklerinin bir kism1 Real Time
PCR'da kullanilmak tizere 1/10 oraninda seyreltildi ve -20°C'de saklandi.

3.5. Real- Time PCR

Real Time PCR i¢in SYBR Green master mix kullanildi. Hedef gen olarak BAX,
referans gen olarak da beta-actin kullanildi. Reaksiyon karisimi 25 ul olacak sekilde
hazirlandi. Bunun i¢in 12,5 pl master mix , 9,5 ul su, 0,25 pl forward ve reverse primer

ve son olarak 2,5 ul cDNA 6rnegi kullanildi.
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3.5.1. Real - Time PCR dongiisii

Sicaklik Sire
50°C 2 dk
95°C 10 dk

Bu kisim 1 dongii olacak sekilde tamamlandi.

Sicaklik Stire
95°C 10sn
60°C 1dk
70°C 10 sn

Bu kisim ise 45 dongii olacak sekilde tamamlandi.

3.6. Primer Tasarimi

Primer tasarimi  i¢in  www.restrictionmapper.org, www.ncbi.nlm.nih.gov  ve
bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3/ adreslerinden yararlanildi. Oncelikle insan BAX
promotorunun biyoinformatik olarak restriksiyon haritalamasi yapilarak, promotoru
kesen ve kesmeyen restriksiyon enzimleri saptandi. Promotor diziyi kesmeyen
enzimlerin pGL3-basic vektoriiniin klonlama bolgesindeki enzimler ile uyum gosterip
gostermedigi kontrol edildi ve Kpnl ve HindIIl enzimlerinin hem promotor bolgeyi
kesmedigi hem de vektoriin klonlama bolgesinde oldugu goriildi. Sonug olarak Kpnl ve
HindIII enzim kesim bdolgeleri secilerek primerlerde kullanildi. Promotor dizinin dogru
yonde klonlanabilmesi ic¢in, Kpnl kesim bolgesi forward primerde, HindIIl kesim
bolgesi ise reverse primerde kullanildi. Bunun disinda tasarlanan primerlerin sa¢ tokasi
yapist olusturmamasina, Tm sicakliklarimin birbirine yakin olmasina ve niikleotitlerin

dagiliminin miimkiin oldugunca esit olmasina dikkat edildi.
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Ayrica tasarlanan primerler databanklarda (GenBank + EMBL + DDBJ + PDB
sequences) bulunan DNA sekanslar ile blast yapilarak farkli genlerle en az homoloji

gosteren primerler se¢ilmeye calisildi.

Cizelge 3.4. Dizayn edilen primerlerin uzunluklari, sicakliklari ve dizileri.

Primer Uzunluk|Tm  |Dizi

Bax Forward-1 |26 b¢  [65°C |Kpnl: 5-TGGTACCAACCCTTTATCATCTGATC-3'
Bax Reverse-1 |22 b¢  [60°C |Hindlll :5-TAAGCTTAACGTGCGTCCTTCA-3'
Bax Forward-2 |23 b¢  [63°C |Kpnl: 5-CCGGTACCTAAACACCATTCAGA-3'
Bax Forward-3 |22 b¢  [64°C |Kpnl: 5-TGGTACCGGTTATCTCTTGGGC-3'

Bax Reverse-2 [22b¢  [64°C |Hindlll: 5-TAAGCTTGTATGGAGGGGAGGG-3'
RV-primer3  [20bg¢  [60°C |[CTAGCAAAATAGGCTGTCCC

GL-primer2 23b¢  [60°C |CTTTATGTTTTTGGCGTCTTCCA

3.6.1. Restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile DNA’nin kesilmesi

Insan genomik DNA'sindan yapilan PCR'la cogaltilp pGEM-T Easy vektdriine
klonlanmis olan insan BAX gen promotdriine ait olan 1400 bp, 930 bp ve 390 bp'lik
bolgeler tek tek lusiferaz vektoriine konlandi. Bunun i¢in hem istenilen gen bolgesini
iceren pGEM-T Easy vektorii hemde lusiferaz vektorii aynmi restriksiyon enzimleriyle

(Kpnl ve HindIII) kesildi.

Kesim Protokolii:

Su 15 ul
RE Kesim Tamponu 2 ul
Plazmit DNA 2 ul
Kesim Enzimleri (Kpnl ve HindllIl) 1ul
Toplam 20 ul




40

Her iki vektor de 37°C'de 40 dk boyunca kesildi. Daha sonra 80°C'de 10 dk enzim
inhibisyonu i¢in bekletildi.Sonra kesilen iirlinler agaroz jel elektroforezinde yiirtitiilerek
gorintiilendi. Kesim sonunda gene ait olan kii¢iik par¢a ve vektore ait olan kii¢lik parca

jelden saflastirilarak pGL-3 lusiferaz vektoriine klonlandi.

3.6.2. DNA agaroz jel elektroforezi

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

Elektroforez sonuglar jel goriintiilleme sisteminde goriintiilenerek fotograflar: ¢ekildi.

3.6.3. Agaroz jelden DNA piirifikasyonu

Istenilen DNA bantlar1 UV transilluminator iizerinde agaroz jelden kesilerek alindi ve
DNA jel ekstraksiyon kiti (Qiagen) kullanilarak DNA eliie edildi. Jelden kazanilan
DNA’nin kiiciik bir kismi tekrar jelde yiiriitiilerek kontrol edildi. DNA miktar1 ve

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

3.6.4. Elde edilen promotor parcalarinin lusiferaz vektoriine klonlanmasi

Elde edilen BAX gen promotoriine ait olan parcalar (1400, 930 ve 390 bp'lik bolgeler)
lusiferaz vektoriine tek tek klonlandi. Bunun i¢in 10 pl toplam hacim olacak sekilde, 1
ul pGL- Basic vektor, 3 pl insert DNA, 1 ul 10 x T4 ligaz tamponu (Promega) ve 1 pl
T4 DNA ligaz (Promega) +4°C’de bir gece veya oda sicakliginda 3 saat inkiibe edildi.
Ligasyon sonuglart E.coli JM109 kompetent hiicrelerine transforme edildi.

Transformantlarin se¢imi i¢in koloni PCR yapildi.
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3.6.5. Calismada kullanilan bakteri izolati

Calisma sirasinda klonlama i¢in Ecoli JM109 bakteri susu kullanildi.

3.6.6. Bakteriyel Kiiltiir ortanmm

E.coli igin gerekli kiiltiir ortam1 olarak LB - Broth ve LB-agar kullanildi. Toz halinde
satin alinan besi ortamlar1 iiretici firmanin belirttigi sekilde saf su ile hazirlanarak

otoklavda steril edildi.

3.6.7. Antibiyotikler

Ampisilin 50 mg/ml stok soliisyon seklinde hazirlandi ve 20°C’de saklandi.

3.6.8. Kompetent hiicre hazirlanmasi

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

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

3.6.9. Transformasyon

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

antibiyotigi iceren LB agar besiyerine yayilarak bir gece inkiibe edildi.

3.6.10. Koloni PCR

PCR reaksiyonlar1 12 pl hacimde yapildi. Her bir primerin son konsantrasyonu 10 pmol
olacak sekilde seyreltildi. 10X PCR buffer (sigma), 10 mM dNTP (sigma) ve 2,5 {inite
Taq DNA polimeraz (sigma), 25 mM MgCl: (sigma) kullanildi. Kalip DNA olarak
klonlama sonucu elde edilen bakteri kolonileri kullanildi. PCR sonuglar1 agaroz jelde
goriintiilendi ve istenilen gen bolgesini alan pozitif koloniler belirlendi. Elde edilen

kolonilerden plazmit izolasyonu yapildi.

3.6.11. Plazmit DNA izolasyonu (Maxiprep)

Plazmit DNA izolasyonu i¢in Endotoxin Free Plazmit DNA izolasyon kiti (sigma)
kullanildi. Oncelikle 150 ml steril LB broth besiyerine 150 pl ampisilin eklendi.
Besiyerine tek koloni ekim yapildi ve bir gece 37°C'de 150 rpm’de ¢alkalamali etiivde
inkiibe edilir. Bir gecenin sonunda kitin protokoliine uygun olarak plazmit DNA
izolasyonu yapildi. NanoDrop'ta konsantrasyon ol¢iimii yapilarak safligi kontrol edildi.

Agaroz jel elektoroforezi yapilarak da sonucun dogrulugundan emin olundu.

Cizelge 3.5. izole edilen lusiferaz plazmitlerinin konsantrasyonlari

Plazmit Konsantrasyon
Kontrol (bos lusiferaz vektorii) 4ng/ ul

1400 bp bolge 33 ng/ ul

930 bp bolge 43 ng/ wl

390 bp bolge 40 ng/ ul
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3.6.12. izole edilen plazmitlerin MCF7 hiicrelerine gegcici transfeksiyonu

Hiicrelere transfeksiyon icin Transfection reagent (promega) kullanildi. Her bolge
lusiferaz aktivite 6l¢limii i¢in teker teker hiicrelere aktarildi. Bunun i¢in 6 well platelere
MCEF7 hiicreleri ekildi. Optimizasyonu saglamak maksadiyla 0,25 png DNA/kuyucuk ve
0,5 pg DNA/ kuyucuk olacak sekilde iki tekrar halinde yapildi deneyler.
Transfeksiyondan 2 giin 6nce hiicreler wellere ekildi ve bliylimeleri saglandi. Transfekte
edilecek DNA ve TransFast Reagent ayr bir tiip icerisinde hazrilandi. Vortekslendi ve
10-15 dakika oda sicakliginda bekletildi. Hiicrelerden biiyiime mediumu kaldirildi ve
transfeksiyon karigimi hiicrelere eklendi. 37°C'de 1 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonunda biiyiime mediumu wellere eklenerek son hacim 2 ml'ye
tamamlandi. Analiz i¢in 48 saat inkiibasyona birakildi. Bu siire sonunda lusiferaz

aktivite 6l¢timii yapildi.

3.6.13. Lusiferaz aktivitesinin 6l¢iilmesi

Lusiferaz aktivite 6l¢iimii i¢in Dual-Luciferase Reporter Assay System kullanildi. Duol-
Glo Lusiferaz aktivite tayin yontemi iki vektor plazmid kullanimina dayanan ve floresan
151k yayilim esasina gore calisan bir tekniktir. pGL-3 plazmidi igerisine klonlanan gen
dizisinin Oniinde yer alan firefly 151k veren floresan 1s1ma yapan proteine ait dizi
bulunmaktadir. Dolayisiyla kantitatif olarak 1s1ma miktaria gore genin ekspresyonu
veya promotdr bolge c¢alismalarinda gen aktivasyonu tayini bu yontem ile

yapilabilmektedir.

Hiicre ekstraktinin hazirlanmasi i¢in kuyucuklardan hiicre mediumu uzaklastirildi.Her
bir kuyuya 500 ul PLB eklendi ve hiicreler cell scraper ile kazinarak toplandi.Baska bir
tipe 100 pul LAR 1II soliisyonu konuldu iizerine PLB- hiicre karistmindan 20 pl
eklenerek Firefly lusiferaz aktivitesi (ilk olglim) 6l¢iildii.Daha sonra 100 pl Stop-glo

reagent eklenerek Renilla lusiferaz aktivitesi (ikinci 6lgiim) olgtildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

insan BAX geninin regiilasyonunun aydinlatiimas: amaciyla ilk olarak kandan genomik
DNA temin edildi. Daha sonra sirasiyla genin promotoriiniin ¢ogaltilmas: ve
klonlanmas:1 ¢alismalar1 gergeklestirildi. Farkli uzunluklarda promotor pargalarinin
olusturulmasi ve biyoinformatik calismalar: ile promotérdeki muhtemel transkripsiyon

faktori baglanma bolgeleri belirlenmistir.

Cizelge 4.1. Bax geninin 2000 bp‘lik promotdr parcasinin dizisi ve dizi iizerindeki

fonksiyonel bolgeler (Toraman 2017)

>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
CTTCATATTC CTTTTCTTTT TACACAAACA CAAACATTCG AGTCATGACT GGGTGGGGTG -920
GCTCAAGCCT GTAATCTCAG CACTTTGGGA GGCCAAGGTG CGAGGATCGC TTGAGTCTGG -860




Cizelge 4.1.

(devam)
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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 AGTTA-Q GAC AAGCCYGGGC GTGGGCTATA TTGCTAGATC -500
SRY/IRF/IRF1
CAGGTCTCTG CAAAAAACAA AACCACTCAG TTTTTAGTCA TCTATAACGT CCTGCCTGGA -440
v
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
o Muhtemel P53 baglanma bolgesi
[ Muhtemel P53 baglanma bolgeleri
° Ortak baz
o TATA kutusu
v Trankripsiyon baglama sitesi
+1 Start Kodonu
° Transkripsiyon faktorleri ve altlarindaki  diziler
baglanma motiflerini gostermektedir
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4.1. BAX Gen Promotoriiniin 1922 bp’lik Bolgesinin Cogaltilmasi

BAX gen prométoriine ait olan ve belirlenen dort farkli bolgeyi kolay bir sekilde
cogaltabilmek amaciyla kalip olarak kullanilacak olan 1922 bp‘lik bolge PCR’da
cogaltildi.

< 1922 bp

Sekil 4.1. 1922 bp bolgenin PCR ile ¢ogaltilmasi (Toraman 2017)
M: Markir; 1,2:1922 bp gen bolgesi
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4.1.1. Insan BAX gen promotoriiniin 1922 bp bélgesinin pGEM-T Easy vektoriine

klonlanmasi ve E.coli’ye transformasyonu

< 1922 bp

Sekil 4.2. Koloni PCR sonucunun agaroz jelde goriintiilenmesi (Toraman 2017)
M: Markar; 1: 1922 bp gen bolgesi

4.2. BAX Gen Promotoriiniin 1400 bp’lik Bolgesinin Cogaltilmasi

Bu bdlgenin c¢ogaltilmast icin 1922 bp’lik bolge kalip olarak kullanildi. Fakat
nonspesifik baglanmalar1 engellemek icin PCR reaksiyonunda kalip olarak kullanilan

DNA 1/3 oraninda sulandirilarak kullanildi.
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e < 1400 bp

Sekil 4.3. 1400 bp bolgenin PCR ile ¢ogaltilmasi (Toraman 2017)
M: Markir; : 1, 2, 3: 1400 bp’lik bolge

4.2.1. insan BAX gen promotoriiniin 1400 bp bélgesinin pGEM-T Easy vektoriine

klonlanmasi ve E.coli’ye transformasyonu

2345678 9

o oy S — - e ww < 1400 bp

Sekil 4.4. Koloni PCR sonucunun agaroz jelde goriintiilenmesi (Toraman 2017)
M: Markir; Koloniler: 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9
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4.3. BAX Gen Promotoriiniin 930 bp’lik Bolgesinin Cogaltilmasi

M12 3 4567

-— e - - - 930 bp

Sekil 4.5. 930 bp bolgenin PCR ile ¢ogaltilmasi (Toraman 2017)
M : Markar; 930 bp bolge: 1, 2, 3,4,5,6,7

4.3.1. Insan BAX gen promotériiniin 930 bp bolgesinin pGEM-T Easy vektoriine

klonlanmasi ve E.coli’ye transformasyonu

234 5617 8 9

B L T T ] — <+ 930 bp

Sekil 4.6. Koloni PCR sonucunun agaroz jelde goriintiilenmesi (Toraman 2017)
M: Markir; Koloniler: 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9
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4.4. BAX Gen Promotoriiniin 390 bp’lik Bolgesinin Cogaltilmasi

- s amemes < 390 bp

Sekil 4.7. 390 bp bolgenin PCR ile gogaltilmasi (Toraman 2017)
M : Markar; 390 bp bolge: 1, 2, 3,4,5,6,7

4.4.1. insan BAX gen promotériiniin 390 bp bolgesinin pGEM-T Easy vektoriine

klonlanmasi ve E.coli’ye transformasyonu

ol X 4—390bp

Sekil 4.8. Koloni PCR sonucunun agaroz jelde goriintiilenmesi (Toraman 2017)
M: Markar; Koloniler: 1, 2, 3, 4
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4.5. Calismada Kullamilan Hiicre Hatlarimin Biiyiitiilmesi

Sekil 4.10. Hep3B hiicre hattinin inverted mikroskopta gozlenmesi
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Sekil 4.12. MCF-7 hiicrelerinin inverted mikroskopta gézlenmesi
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Sekil 4.13. A549 hiicre hattinin inverted mikroskopta gézlenmesi

4.5.1. Secilen hiicre hatlarinin Real-Time PCR sonuclari

Lusiferaz aktivite dl¢limiinde aktivite degisikligini en iyi sekilde gozlemlemek amaciyla
transfeksiyon icin BAX ekspresyonunun en yiiksek oldugu hiicre hati se¢ildi.Bu amacla
secilen hiicre hatlarindan RNA izolasyonu yapilarak cDNA sentezlendi.BAX gen

ekspresyonunu degerlendirmek amaciyla da Real-Time PCR yapild:.

Yaptigimiz 6n deneyler neticesinde elde edilen sonuglar degerlendirildiginde ¢alismada
insan MCF7 hiicre hattinin daha yiiksek BAX ekpsresyonuna sahip oldugu gézlemledi.

Bu nedenle ¢alismada bu hattin kullanilmasina karar verildi.
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Hiicre Hatlan

Sekil 4.14. Farkl: hiicre hatlarinin BAX genine ait ekspresyon diizeyleri

4.6. Insan BAX Gen Promotériine Ait 1400 bp'lik Bélgeyi Iceren pGEM-T Easy ve

Lusiferaz Vektoriiniin Restriksiyon Enzimleriyle Kesilmesi

Her iki vektorde Kpnl ve HindIII kesim enzimleriyle 37°C’de 40 dk boyunca kesildi.

Lusiferaz
vektori

Sekil 4.15. 1400 bp bolgeyi iceren pGEM-T Easy ve lusiferaz vektoriiniin kesilmesi
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4.6.1. insan Bax gen promotoriiniin 1400 bp bélgesinin lusieraz vektoriine

klonlanmasi ve E.coli’ye transformasyonu

Kesilen iirlinlerin saf bir sekilde elde edilmesi i¢in gen bolgesine ait olan kiigiik parca
lusiferaz vektoriine ait olan biiyiik par¢a agaroz jelden saf olarak elde edildi. Daha sonra
insert DNA lusiferaz vektoriine klonlanarak E.coli’ye transforme edildi. Olusan

kolonilerden istenilen gen bolgesini alan koloniyi dogrulamak icin koloni PCR yapildu.

4.6.2. Koloni PCR

Secilen on dokuz tane koloni PCR'da kalip olarak kullanilarak koloni PCR yapild:.
Primer olarak vektore ait olan RV-primer3 ve GL-primer2 primerleri kullanildi. 17.

koloni segilelerek plazmit izolasyonu yapildi.

< 1400 bg

HTTETN. . YiumeETENe™T

Sekil 4.16. Koloni PCR sonucunun agaroz jelde goriintiilenmesi
M: Markir; Koloniler: 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17,18,19
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4.6.3. Plazmit DNA izolasyonu
Koloni PCR sonucu 17.koloni segilerek LB broth besiyerine ekildi ve hiicreler
cogaltildi. Endotoxin Free Maxiprep Plazmit DNA izolasyon kiti kullanilarak plazmit

DNA izolasyonu yapildi. Elde edilen plazmitin konsantrasyon ve safligi NanoDrop'ta

Olciildii. Daha sonra agaroz jel elektroforezinde goriintiilendi.

4.7. Insan BAX Gen Promotoriine Ait 930 bp'lik Bolgeyi Iceren pGEM-T Easy ve

Lusiferaz Vektoriiniin Restriksiyon Enzimleriyle Kesilmesi

Her iki vektorde Kpnl ve HindIII kesim enzimleriyle 37°C’de 40 dk boyunca kesildi.

bp

Lusiferaz
vektori

3000
2000
1500 — - —
1200
1000
900

800 < 930 be
700
600
500
400

300
200

100

Sekil 4.17. 930 bp bolgeyi iceren pGEM-T Easy ve lusiferaz vektoriiniin kesilmesi

4.7.1. insan Bax gen promotoriiniin 930 bp bélgesinin lusieraz vektoriine

klonlanmasi ve E.coli’ye transformasyonu

Kesilen iirtinlerin saf bir sekilde elde edilmesi i¢in gen bolgesine ait olan kii¢iik parca

lusiferaz vektoriine ait olan biiyiik par¢a agaroz jelden saf olarak elde edildi. Daha sonra
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insert DNA lusiferaz vektoriine klonlanarak E.coli’ye transforme edildi.Olusan

kolonilerden istenilen gen bolgesini alan koloniyi dogrulamak i¢in koloni PCR yapildu.

4.7.2. Koloni PCR

Secilen on iki tane koloni PCR'da kalip olarak kullanilarak koloni PCR yapildi. Primer
olarak vektore ait olan RV-primer3 ve GL-primer2 primerleri kullanildi. 11. koloni

secilelerek plazmit izolasyonu yapildi.

<« 1130 bg 1130 bg —Pp e

Sekil 4.18. Koloni PCR sonucunun agaroz jelde goriintiilenmesi
M: Markir; Koloniler: 1, 2, 3, 4,5,6,7,8,9,10,11,12

4.7.3. Plazmit DNA izolasyonu

Koloni PCR sonucu 11.koloni segilerek LB broth besiyerine ekildi ve hiicreler
cogaltildi. Endotoxin Free Maxiprep Plazmit DNA izolasyon kiti kullanilarak plazmit
DNA izolasyonu yapildi. Elde edilen plazmitin konsantrasyon ve safligi NanoDrop'ta

o6l¢iildii. Daha sonra agaroz jel elektroforezinde goriintiilendi.
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4.8. insan BAX Gen Promotoriine ait 390 bp'lik Bélgeyi Iceren pGEM-T Easy

Vektoriiniin Restriksiyon Enzimleriyle Kesilmesi

Her iki vektorde Kpnl ve HindIII kesim enzimleriyle 37°C’de 40 dk boyunca kesildi.

< 390 be

Sekil 4.19. Restriksiyon enzzimleriyle kesilen 390 bg'lik bolgenin agaroz jelde
gorlintiilenmesi

4.8.1. Insan Bax gen promotoriiniin 390 bp bélgesinin lusieraz vektoriine

klonlanmasi ve E.coli’ye transformasyonu
y y

Kesilen {irtinlerin saf bir sekilde elde edilmesi i¢in gen bolgesine ait olan kiiglik parca
lusiferaz vektoriine ait olan biiyiik par¢a agaroz jelden saf olarak elde edildi. Daha sonra
insert DNA lusiferaz vektoriine klonlanarak E.coli’ye transforme edildi. Olusan

kolonilerden istenilen gen bolgesini alan koloniyi dogrulamak i¢in koloni PCR yapildu.
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4.8.2. Koloni PCR

Segilen on iki tane koloni PCR'da kalip olarak kullanilarak koloni PCR yapildi. Primer
olarak vektore ait olan RV-primer3 ve GL-primer2 primerleri kullanildi. 11. koloni

secilelerek plazmit izolasyonu yapildi.

- < 590 bg

T Y EY Mg v e o -y

Sekil 4.20. Koloni PCR sonucunun agaroz jelde goriintiilenmesi
M: Markur; Koloniler: 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9,10

4.8.3. Plazmit DNA izolasyonu

Koloni PCR sonucu 3.koloni segilerek LB broth besiyerine ekildi ve hiicreler ¢ogaltildi.
Endotoxin Free Maxiprep Plazmit DNA izolasyon kiti kullanilarak plazmit DNA
izolasyonu yapildi. Elde edilen plazmitin konsantrasyon ve safligi NanoDrop'ta 6l¢tildii.

Daha sonra agaroz jel elektroforezinde goriintiilendi.

4.9. Olusturulan Lusiferaz Konstraktlarimin Hiicre Kiiltiiriine Aktarilmasi

MCF-7 (meme kanseri) hiicreleri 6 well platelere ekildi. Her bir 6érnek 0,5 ve 0,75 pg

DNA olmak tizere iki farkli miktar halinde aktarildi. Lusiferaz aktivite 6l¢iimiinii analiz
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edip karsilastirma yapabilmek i¢in bir tane de igerisinde gen bulundurmayan bos
lusiferaz vektorii aktarildi hiicrelere.Lusiferaz vektoriine aktarilan 1400 bp,930 bp ve

390 bp’lik bolgelerin hepsi hiicrelere transfekte edildi.
4.10. Lusiferaz Aktivite Ol¢iimii (Luminimetre Olciimii)

Luminimetre kullanilarak hiicrelere aktarilan her bir konstraktin lusiferaz aktivitesi

sleiildi.

i
|

!

il

Sekil 4.21. Insan BAX geninin kromozom iizerindeki yerlesimi

5' kodlamayan bdélge (2000 bg) BAX Geni

390 bg
930 bg

930 bg

1400 bg 1400 bg

Delesyon analizi

4818 bg

T T T T 1
0.0 01 0.2 0.3 0.4 0.5
Lusiferaz aktivitesi

Sekil 4.22. Insan BAX geni 5’ kodlamayan bdlgede yapilan delesyonlarin lusiferaz
aktivitesine etkisinin incelenmesi

One-way ANOVA Test analiziyle BAX geni 5’ kodlamayan bdlgedeki 930 bp'lik
parcanin kontrole gore lusiferaz aktivitesinin en fazla oldugunu istatistiksel olarak

onemli bulunmustur. * p<0.05,** p<0.01, *** p<0.001
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Lusiferaz aktivite 6l¢imii sonucunda bos vektorle kiyaslaninca en fazla aktivitenin 930
bp’lik bolgeden geldigi tespit edildi.Yani bu bolge BAX geninin aktivasyonunu en fazla
bolge olarak belirlendi.Daha sonar bu bolge iizerinde bulunan transkripsiyon faktorleri

tizerinde yogunlagildi.

4.11. BAX Gen Promotoriiniin 930 bp’lik Bolgesinde Bulunan Transkripsiyon

Faktorlerinin Tespit Edilmesi

Genomatix programiyla tespit edilen transkripsiyon faktorleri dikkate alinarak 930 bp
bolge iizerinde bulunan transkripsiyon faktorleri belirlendi.Kromatinin yeniden
sekillenmesi ve transkripsiyonun baslamasindaki onemli roliinden dolayr SWI/SNF
transkripsiyon faktorleri tizerinde yogunlasildi.Bu bolge iizerinde bulunan dort tane

SWI/SNF transkripsiyon faktorii belirlendi.

Transkripsiyon| Ayrintih Aile Matris Ayrintih Matris | Sekans
faktorii adi Bilgileri Bilgisi
RUSH SWI/ SNF'ye baglhi |[SMARCA3.02 |SWI/SNFile |cagcACTTtgg
niikleofosfoproteinl iligkili, matris
er ile RING parmak iligkili, kromatin
DNA baglama aktine bagimli
motifi. regiilator,
altfamily
IKRS Ikaros ¢inko LYF1.01 BveT cttTGGGaggcca
parmak ailesi lenfositleri
bakimindan
zenginlestirilmis
LyF-1 (ikaros 1)
PURA Pur-alfa hem tek PURALPHA.O1 |Purin agisindan |ggAGGCcaaggtg
zencir hem de ¢ift zengin element
zencir DNA'y1 baglama proteini
diziye 6zgii bir A
sekilde baglar.
SF1F Omurgali FTF.01 Alfa (1) - aggcCAAGgtgcg
steroidojenik fetoprotein ag
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faktor. transkripsiyon
faktorii (FTF),
karaciger
reseptoru
homolog-1
(LRH-1)

CEBP Ccaat / Enhancer |CEBPE.02 CCAAT/ cagcctggGCAAC
Baglayici Protein arttirict baglama |at

proteini (C/
EBP), epsilon

BEDF Cinko parmak ZBED4.01 Cinko parmak, |cagGGGCggtgtag
proteinlerinin BED 4'i iceren BED |t
alt sinifi tipi; Kutu

baglama alanlari

IKZF Ikaros ailesi ¢inko |PEGASUS.01 IKAROS ailesi |aggggcGGTGtag

parmak 5 ¢inko parmak 5
(Pegasus)

HAND Twist subfamily of |TH1E47.01 1/E47 ccgggaattCCAGa
class B bHLH heterodimeri, ctgcagt
transcription gesitli
factors embriyonik

dokulardaki TH1
bHLH {iiyesine
spesifik
ekspresyon.

FKHD Catal kafa etki FOXP1 ES.01 |ESC'lerde aktive |aaaaaaaAACAQg
alan faktorleri. edilen, aaaa

FOXP1'in
alternatif ekleme
varyanti.

ZFXY Zfx ve Zfy - ZFX.01 X baglantili caGGCCtggcg
transkripsiyon ¢inko parmak
faktorleri memeli proteini
seks
belirlenmesinde rol
oynar.

BCDF Bikoid benzeri GSC.01 Omurgali bicoid |gcctgTAATcccag
homeodomain tipi cgc
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kopyalama homeodomain
faktorleri protein
Goosecoid.
SIX3 Sine oculis SIX3.03 SIX3/ atgcctgTAATcce
homeobox SIXdomain (SD) |agcgctt
homolog 3 ve
Homeodomain
(HD)
transkripsiyon
faktorii
AHRR AHR-olmayan AHRARNT.03 |DRE (dioksin acaagcctggGCGT
heterodimerler ve yanit gggctatattg
AHR'ye baglh elementleri),
faktorler. XRE
(xenobiyotik
yanit
elementleri)
AHR / ARNT
heterodimerleri
ile baglanir.
KLFS Kruppel, GKLF.03 Bagirsaga agectgggecGTGG
transkripsiyon zenginlestirilmis |gctata
faktorleri gibi. Krueppel-
benzeri faktor /
KLF4
CEBP Ccaat / Enhancer |CEBPE.02 CCAAT/ aggtctctGCAAaa
Baglayici Protein arttirict baglama |a
proteini (C/
EBP), epsilon
ClzZF CAS gecmeli ¢cinko [NMP4.01 NMP4 (niikleer |gcAAAAaacaa
parmak proteini matriks proteini
4)/ ClZ (Cas ile
etkilesen ¢inko
parmak proteini)
BPTF Bromodomain ve |FAC1.01 Fetal Alz-50 caaaaAACAaa
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PHD domain clone 1 (FAC1)
transkripsiyon
faktorleri
VFKHD Fork head domain |VFOXP1_ES.01 |FOXP1'in tgcaaaaAACAaaa
factors alternatif cca
baglant1
varyanti, aktive
edildi
VTCFF TCF11 VTCF11.01 TCF11/LCR- GTCAtct
transcription factor F1/Nrfl
homodimers
VRUSH RING parmak VSMARCA3.02 [SWI/SNFile |ttgcACTTgct
DNA baglama iligkili, matriks
motifi ile SWI/ iliskili,
SNF'ye bagh kromatinin
niikleofosfoproteinl aktine bagimli
er regiilatorii
VHOMF Homeodomain VMSX2.01 as segmenti cacttgCTAAttcctt
transkripsiyon homeo kutusu 2, |ctg
faktorleri Drosophila
homologu (HOX
8)
VHBOX Homeobox VGSH2.01 Homeodomain |acttgcTAATtccttc
kopyalama transkripsiyon  |tgc
faktorleri. faktorii Gsh-2.
VSIX3 Sine oculis VSIX3.03 SIX3/ cacttgcTAATtcctt
homeobox SIXdomain (SD) | ctgcg
homolog 3 ve
Homeodomain
(HD)
transkripsiyon
faktori
VCART Cart-1 (cartilage  |VS8.01 Binding site for |cttgcTAATtccttct
homeoprotein 1) S8 type gcgct
homeodomains
OTF2B RNA polymerase 11 |OBRE.O1 Transcription cggCGCC
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transcription factor factor 11 B
1B (TFHIB)
recognition
element
VE2FF E2F-myc VE2F3.02 E2F ggacgGCGCcact
activator/cell cycle transcription gctg
regulator factor 3
(secondary DNA
binding
preference)
VRUSH SWI/SNF related |VSMARCA3.02 [SWI/SNF tggcACT Tatc
nucleophosphoprot related, matrix
eins with a RING associated, actin
finger DNA dependent
binding motif regulator of
chromatin,
subfamily a,
member 3
VHIFF Hipoksi ile VARNTL.01 Avril hidrokarbon |gacagtcaCGTGac
indiiklenebilir reseptori ggg
faktor, bHLH / niikleer
PAS protein ailesi. translokator
benzeri
homodimer
VMITF Mikrofalemi VCLEAR.O01 Esgtdimli acagTCACgtgacg
transkripsiyon Lizozomal ifade |g
faktori ve Diizenleme
(CLEAR)
unsurlari
TFEB'ye bagh
VEBOX E-box binding VUSF.03 Yukar1 akim acagtcaCGTGacg
factors uyarici faktor gga
VHESF Boliinmiis VBHLHB2.01 |Temel helezon- |cagtcACGTgacgg
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kompleks dongii-helis alan |g
gelistiricisinin igeren, sinif B, 2
omurgali hayvan

homologlari

VCARE Kalsiyum cevap VCARF.01 Kalsiyum cevap |ggagcGAGGca
elementleri. elementleri.

VHAND Twist subfamily of |VTALL1_E2A.01 |Tal-1, E2A agcgaggCAGGtg
class B bHLH proteinlerine ve |cggtcacg
transcription GATA-1'e bagh
factors Lmo2

kompleksi, yar1
alan 1

VYY1F Aktivator / VYY2.01 Transkripsiyon |cagcggCCATtttg
baskilayict, faktorii yin yang |cggggcggc
transkripsiyon 2
baslatma bolgesine
baglama

Cizelge 4.2. Insan BAX gen 930 bp’lik SW1/SNF transkripsiyon faktorleri baglanma
bolgeleri

AACCCTTTATCATCTGATCCTAGCTCATTTTTCTGAGTTTTCCTTAGTTGCTATTATTTT
CTGTCTAAAGTGACATGTCATAATATTCATAAAGCACACAAGTCTTATGTGTACAGCTCA
ATGAATTGTAAATATGTGTATACCCGGCCGGGCACAGTGGCTCACGCCTGTAATCCCAGC
ACTTTGGGAGGCCGAGGCAGGTGGATCACTTGAGGTCAGGAGCTTGAGACCAGCCTGACC
AACATAGTGAAACCCCATCTTTACTAAAAATACAAAATTAGCTGGGCGTGGTGTCGCATG
CCTGCAATTCCAGCTACTTGGGAGGCTGAGGCAGGAGAATTGCTTGAACCCGGAGGCAGA
GGTTGCAGTAAGCCGAGATCGTGCCATTGCACTCCATCCTGGGCAACAAGAGCAAAACTC
CGTCTCAAAATAATAATAATAATAATAATAATAATAATAATAATAATGTGTATACCCATG
TAAACACCATTCAGATAAAAATATGGCATATTTGGGGCACCCGGGGAGTGTCTCTTGTGG
CCCCTCCCCTCCATACCCTGCTGATCTATCAGCACAGATTAGTTTCEGCCACTTTTTAAA
CTTCATATTCCTTTTCTTTTTACACAAACACAAACATTCGAGTCATGACTGGGTGGGGTG
GCTCAAGCCTGTAATCT IS G2 GGCCAAGGTGCGAGGATCGCTTGAGTCTGG
GAGTTCAGAGACCAGCCTGGGCAACATAGAGAGACCTCATCTCCACATAAAAAGTTTTAA
AAATTAACCAGGGGCGGTGTAGTCCCAGCTACTCAGGAGGCTGAGGTGGGAGGCTTCAGC
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CCGGGAATTCCAGACTGCAGTGAGCCATGATTGGGCCACTGCACTCCAGCCTGGGCAACA
CAGTGAGACCCTGTCTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAACAGGAAAAAACAAACAAACAGAA
AAGCAGGCCTGGCGCGGTAGCTCATGCCTGTAATCCCAGCGCTTTGGAAGGCTGAGACGG
GGTTATCTCTTGGGCTCACAAGTTAGAGACAAGCCTGGGCGTGGGCTATATTGCTAGATC
CAGGTCTCTGCAAAAAACAAAACCACTCAGTTTTTAGTCATCTATAACGTCCTGCCTGGA

AGCATGCTATTTTGGGCCTCTGAGCTTHgCACTTQCtAATTC GGGAGA
GCTCAAACCCTGCCCGAAACTTCTAAAAATGGCTGCCTGGATAAATGAAGGCATTAGAGCT
GCGATTGGACGGACGGCTGTTGGACGGCGCCACTGC TGGCACTTATCGGGAGATGCTCAT
TGGACAGTCACGTGACGGGACCAAACCTCCCGAGGGAGCGAGGCAGGTGCGGTCACGTGA
CCCGGCGGLCGLCTGCGGGGCAGCGGCCATTTTGCGGGGCGGCCACGTGAAGGACGCACGTT
CAGCGGGGCTCTCACGTGACCCGGGCGLCGLCTGLCGEGCLCGLCCLCGCGCGGACCCGGCGAGAGG
CGGCGGCGGGAGCGGCGGTG (-1) (5'UTR BOLGEST)

>19 DNA:CHROMOSOME CHROMOSOME:GRCH38:19:48954929:48961798:1
(+1)
ATGGACGGGTCCGGGGAGCAGCCCAGAGGCGGGG

TGCCACTTTTT SW1/SNF

F1-CTTTTTACACAAA 797 bp

RGNS <1/ SN

F2-TGGGCAACATAGAG 673 bp

ttgcACTTgct SW1/SNF

CGAAACTTCTA SW1/SNF

F 4- ATGGTGCCTGGAT

4.11.1. Tespit edilen transkripsiyon faktorleri iizerinde delesyon yapilmasi

Belirlenen bolgelerde delesyon yapmak amaciyla Kpnl ve HindIII restriksiyon enzim
kesim bolgelerini bulunduran primerler dizayn edildi.930 bp bolge kalip olarak
kullanilarak bu bolgeler PCR ile ¢cogaltildi.
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4.11.2. Cogaltilan bolgelerin pGEM-T Easy vektoriine klonlanmas1 ve E.coli’ye

transformasyonu

Cogaltilan her bir bolge jelden ektrakte edilerek pGEM-T Easy vektoriine klonland1 ve

E.coli’ye transformasyonu yapildu.

Sekil 4.23. pGEM-T Easy vektoriine aktarilan delesyon bdlgelerinin koloni PCR

sonucunun agaroz jelde goriintiillenmesi
M: Markir; 1. P1 delesyon bdlgesi (797 bp), 2. P2 delesyon bolgesi (673 bp), 3. P3 delesyon bdlgesi (230
bp), 4. P4 delesyon bolgesi (185 bp)

4.11.3. Plazmit DNA izolasyonu

Koloni PCR sonucu istenen bolgeyi aldigi dogrulanan kolonilerden plazmit izolasyonu

yapildu.

4.11.4. Delesyon bolgelerini iceren pGEM-T Easy ve lusiferaz vektoriiniin

restriksiyon enzimleriyle kesilmesi

Her iki vektorde Kpnl ve HindIII kesim enzimleriyle 37°C’de 20 dk boyunca kesildi.
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4.11.5. Delesyon bolgelerinin lusiferaz vektoriine klonlanmas1 ve E.coli’ye

transformasyonu

Kesilen iirlinlerin saf bir sekilde elde edilmesi i¢in gen bolgesine ait olan kiigiik parca
lusiferaz vektoriine ait olan biiyiik par¢a agaroz jelden saf olarak elde edildi. Daha sonra
insert DNA lusiferaz vektoriine klonlanarak E.coli’ye transforme edildi. Olusan

kolonilerden istenilen gen bolgesini alan koloniyi dogrulamak icin koloni PCR yapildu.

4.11.6. Koloni PCR

Secilen koloniler PCR'da kalip olarak kullanilarak koloni PCR yapildi. Primer olarak

vektore ait olan RV-primer3 ve GL-primer2 primerleri kullanildi.

Sekil 4. 24. Lusiferaz vektoriine aktarilan delesyon bolgelerinin koloni PCR sonucunun
agaroz jelde goriintiillenmesi

M: Markir; 1. F1 delesyon bolgesi (797 bp), 2. F2 delesyon bolgesi (673 bp), 3. F3 delesyon bdlgesi (230
bp), 4. F4 delesyon bolgesi (185 bp)
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4.11.7. Plazmit DNA izolasyonu

Koloni PCR sonucu istenen gen bolgesini aldig1 dogrulanan kolonilerden Endotoxin
Free Maxiprep Plazmit DNA izolasyon kiti kullanilarak plazmit DNA izolasyonu
yapildi. Elde edilen plazmitin konsantrasyon ve safligit NanoDrop'ta 6l¢iildii. Daha

sonra agaroz jel elektroforezinde goriintiilendi.

4.11.8. Olusturulan lusiferaz konstraktlarimin hiicre Kiiltiiriine aktarilmasi

MCF-7 (meme kanseri) hiicreleri 6 well platelere ekildi. Her bir 6rnek 0,5 ve 0,75 pg
DNA olmak tzere iki farkli miktar halinde aktarildi.Lusiferaz aktivite 6l¢iimiinii analiz
edip karsilastirma yapabilmek i¢in bir tane de igerisinde gen bulundurmayan bos
lusiferaz vektorii aktarildi hiicrelere. Lusiferaz vektoriine aktarilan delesyon bolgelerin

hepsi hiicrelere transfekte edildi.

4.11.9. Lusiferaz aktivite 6l¢iimii (Luminimetre ol¢iimii)

Luminimetre kullanilarak hiicrelere aktarilan her bir konstraktin lusiferaz aktivitesi
Olctildii.Bos lusiferaz vektoriiyle kiyaslandiginda en fazla aktivitenin TF 2 delesyonunda
oldugu gortildii.Sonug olarak bu transkripsiyon faktoriiniin BAX gen ekspresyonunu en

fazla etkiledigi tespit edildi.
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+1
5' kodlamayan bolge (2000 bg) BAX Geni
s 230 b
N
™
873 be Luc = 673 bg
c
797 b Luc % 797 bg
L
s g 930bg

4818 bg Luc K

1 1 1
0.0 0.1 0.2 0.3 0.
Lusiferaz aktivitesi

Sekil 4.25. SWI/SNF Transkrpsiyon faktor baglanma bolgelerinin delesyonunun
lusiferaz aktivite sonuglari

—m —~ IV —
—@»—_m —Cwv —
— 1 —@—_ m —CWV —

930 bg | |

Silinen SWI/SNF bélgeleri

T T
0.0 0.1 0.2 0.3 04
Lusiferaz aktivitesi

Sekil 4.26. insan BAX geninin 5° kodlamayan bdlgesinde bulunan 930 bg'lik parca
tizerindeki SWI/SNF transkripsiyon faktdr baglanma bolgelerinin delesyonu

SWI/SNF transkrpsiyon faktor baglanma bolgelerinin lusiferaz aktivite sonuglari

One-way ANOVA Test analiziyle BAX geninin 5’ kodlamayan bolgesinde bulunan P2
parcasindaki III numarali SWI/SNF transkrpsiyon faktoriiniin, kontrole gore lusiferaz
aktivitesinin en fazla oldugu istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur. * p<0.05,**

p<0.01, *** p<0.001.
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Silinen transkripsiyon faktorlerinin lusiferaz aktivite sonuglari

(P2 pargasinin kontrole gore en fazla lusiferaz aktivitesine sahip oldugunu

gostermektedir.)
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5. TARTISMA ve SONUC

Apoptozis, proapoptotik BCL-2 ailesi proteinleri tarafindan ger¢eklesmektedir (Adams
and Cory 1998). Bir hiicrenin apoptoza meyilli olup olmayis1 BCL-2 ailesi genlerinin
etkisine baghdir. Ornegin; BCL-2 proteinin BAX proteini ile olan etkilesiminde BCL-2
proteininin oraninin daha yiiksek olmasi hiicrenin yasamini siirdiirmesini saglarken,
BAX proteinin daha fazla olmas1 durumunda ise hiicre 6liime gitmektedir (Inci et al.
2009).

Bu nedenle de bugiine kadar iizerinde ¢esitli yaklasimlarla sayisiz ¢alisma yapilmistir ve
yapilmaya devam edilmektedir. BCL-2 protein ailesi iiyeleri, apoptozun mitokondriyal

yolaginin esasli kontroldrleri olarak bilinmektedir.

BAX geni hiicrelerin apoptoza gitmesini saglayan BCL-2'ye bagli proapoptotik bir
proteindir (Oltvai et al. 1993). Ekspresyonu p53 aracili apoptozla paralellik
gostermektedir (Miyashita et al. 1994). Bu gen dogrudan p53 tarafindan aktive
edilmektedir (Miyashita and Reed, 1995). Bu nedenle, BAX geninin p53 aracili apoptoz
icin gerekli oldugu disiiniilmektedir (Yin et al. 1997). BAX, gogiis ve kolorektal
karsinom gibi bazi1 kati tiimorlerde potansiyel timor baskilayici olarak gorev
yapmaktadir. Promotore bagli CpG adalarinin DNA metilasyonu, tiimor hiicrelerinde
gen inaktivasyonu icin ortak bir mekanizma olarak bilinir (Alipour et al. 2013).
Promotordeki CpG adaciklari, P53 proteini ve transkripsiyon baglanma proteinleri,
BAX geninin regiilasyonundaki 6neminin yani sira, genin ekspresyonunu kontrol
etmede de olduk¢a onemlidir (Igata et al. 1999). Biz bu ¢alismamizda BAX geninin
kontroliinden sorulu olan muhtemel transkripsiyon faktér baglanma bolgelerini ve
transkripsiyondaki fonksiyonunu bulmayi amagladik. Hedeflenen g¢alismaya paralel
olarak, Semaan ve ark., fareler iizerinde yapmis olduklar1 ¢aligmalarinda BAX geni
promotoriinde P53 baglanma bolgesindeki tek niikeotit polimorfizminin genin

ekpresyonunu degistirdigini bildirmektedirler (Semaan et al. 2010).
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Diger taraftan, Ang et al. yapmis olduklari bir calismada, GPR43 geninin kontroliinden
sorumlu olan XBP1 transkripsiyon faktoriinii bulmalar1 ve genin kontroliinden birinci
derecede sorumlu oldugu motifi ortaya koymalar1 ile promotoér bdlgelerindeki
transkripsiyon faktorleri ve baglanma motiflerinin 6nemini daha iyi anlamamizi

saglamistir (Ang et al. 2015).

Jiang et al. yaptiklar bir ¢alismada bir C2H2 tipi ¢inko parmak transkripsiyon faktorii
olan ZNF667 / Mipul'in, oksidatif stresde énemli bir rol oynadigin1 6ne siirmiislerdir.
Bununla birlikte, hedef genler ve kardiyomiyositlerde ZNF667'nin potansiyel rollerinin
hicbiri aydinlatilamamistir. Burada, ZNF667'nin H9¢2 hiicre hatlarindaki fonksiyonel
rolii, hiicrelerin apoptozdan korundugu molekiiller mekanizmasma odaklanarak
incelenmistir. ZNF667 transkripsiyon faktoriiniin, sican proapoptotik geni olan Bax
geninin ekspresyonunu ve promotor aktivitesini inhibe ettigi ve ayni zamanda H20> ve
Dox tarafindan indiiklenen H9c2 hiicrelerinin apoptozunu engelledigi bulunmustur.
Yapilan bu c¢aligsma, sitoproteksiyonu saglayan ZNF667'nin sigan Bax geninin yeni bir
regiilatorii oldugunu ve H202 muamelesine yanit olarak H9¢2 kardiyomiyositlerde Bax
mRNA ve protein ifadesinin inhibisyonuna aracilik ettigini gostermektedir (Jiang et al.
2014). P53’iin BAX proteinin ekpresyonu {izerindeki roliinii ortaya koymak maksadiyla
yapilan bir c¢alismada ise P53 proteinin bir transkripsiyon faktorii olarak Bax

ekspresyonunun diizenlenmesinde rol oynadigi tespit edilmistir (Perego et al. 1996).

Bagka bir calismada ise, Mitchell et. all 2000, yapmis olduklar1 bir ¢aligmada, c-Myc
onkoproteininin, hiicresel transformasyonda ve apoptotik hiicre 6liimiinde rol oynayan
bir transkripsiyon faktorii oldugunu bildirmistir. Biitin  bu caligmalar gen

reglilasyonlarinda trankripsiyon faktorlerinin Onemini agikca ortaya koymaktadir
(Mitchell et al. 2000).

Literatiirlerde insanda BAX geni, kanser ve apoptoz ile ilgili ylizlerce calisma
bulunmaktadir. Fakat, BAX geni promotdrii ve transkripsiyon faktorleri iizerine detayl
bir ¢alismaya rastlanmamaistir. Bizim ¢alismamizda simdiye kadar literatiirlerde var olan

aragtimalardan farkli olarak insan BAX geni 5’ kodlamayan bdlge iizerinde genin
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aktivasyonundan birinci derecede sorumlu olabilecek transkripsiyon faktorlerinin
analizi gerceklestirildi. Yapilan biyoinformatik caligmalarla insan BAX geni 5’
kodlamayan bolgenin detayli analizi yapildi ve bu bolge tizerindeki muhtemel SWI-SNF
(BAF ve PBAF) transkripsiyon faktorlerinin baglanma yerlerini tespit edildi.

Bu amacla apoptozdaki 6nemli roliinden dolay1 ¢aligmamizda BAX geni 5’ kodlamayan
bolge iizerinde delesyon bdlgeleri secilirken genin p53 baglanma bolgesi ve TATA
baglanma bolgesi dikkate alindi.

Calisgmamizda, BAX geni 2000 bg¢’lik 5’ kodlamayan bolgesi PCR yardimiyla elde
edildi. Elde edilen bu parcadan, 930 bg'lik parga lusiferaz vektoriine aktarildi ve
lusiferaz aktivite 6l¢iimii gerceklestirildi. Bu parcanin kontrol lusiferaz verktoriine gore
oldukga yiiksek bir aktiviteye sahip oldugu goriildii. 930 bg'lik parcanin bu genin
ekspresyonunda onemli bolgeleri icerebilecegi diisliniilmektedir. Bu bolge iizerinde
yapilan biyoinformatik c¢aligsmalar neticesinde SWI / SNF kompleksinin bdlgede
muhtemel baglanma noktalarinin yogun bir sekilde lokalize oldugu anlasildi. SWI /
SNF kompleksinin 5’ kodlanmayan bdlgede genin regiilasyonunda ve kromatin yeniden
sekillenmesinden sorumlu proteinler oldugu bildirilmektedir (Oike et al. 2014).
Calismadan elde edilen (Sekil 4.24) bulgulardan 930 bg’lik bdlgenin biyoinformatik
caligmalar sonucu SWI / SNF baglanma motifleri bakimindan dort motif iceren bir

bolge oldugu belirlendi (Cizelge 4.2).

Caligmamizda lusiferaz gen ekspresyonun yiiksek goriildiigii 930 bg¢’lik bolgenin daha
da 1yi analiz edilmesi maksadiyla bolge SWI / SNF yerlesimine gore 797 bg, 673 bg,
230 bg ve 185 bg'lik pargalara ayrildi. Calismamizda, 797 bg'lik parca TF1 olarak
adlandirildi ve kalibin igerisinde II, III ve IV nolu SWI/ SNF baglanma motifleri
motiflerinin bulundugu goriildii. Ayrica, 673 bg'lik parga TF2 olarak adlandirildi ve
kalibin icerisinde I1I ve IV diye isimlendirilen, iki, SWI/ SNF baglanma bolgeleri tespit
edildi. 230 b¢'lik parca TF3 olarak adlandirildi ve kalibin igerisinde IV olarak

isimlendirilen bir baglanma bdlgesine sahip oldugu goriildii. TF4 olarak isimlendirilen
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185 be 'lik parcanin ise herhangi bir SWI / SNF baglanma bolgesine sahip olmadigi
anlasildi.

Calismamizda lusiferaz gen ekspresyonun yiiksek goriildiigii 930 bg’lik bolgenin daha
da iyi analiz edilmesi maksadiyla bolge SWI / SNF yerlesimine gore 797 bg, 673 bg,
230 bg ve 185 bg'lik parcalara ayrildi. Calismamizda, 797 bg'lik par¢ca TF1 olarak
adlandirildi ve kalibin igerisinde II, III ve IV nolu SWI/ SNF baglanma motifleri
motiflerinin bulundugu gorildii. Ayrica, 673 bg'lik parca TF2 olarak adlandirildi ve
kalibin igerisinde III ve IV diye isimlendirilen, iki, SWI/ SNF baglanma bolgeleri tespit
edildi. 230 bg'lik parca TF3 olarak adlandirildi ve kalibin igerisinde IV olarak
isimlendirilen bir baglanma bdlgesine sahip oldugu goriildii. TF4 olarak isimlendirilen
185 b¢'lik parganin ise herhangi bir SWI / SNF baglanma bdlgesine sahip olmadigi

anlasildi.
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