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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

LOSEMI HUCRE HATLARINDA ELK-1 GENI VE BU TRANSKRIPSIYON
FAKTORUNUN HEDEFINDEKI GENLERIN EKSPRESYONLARINDAKI
DEGISIMLERIN BELIRLENMESI
Hande AKALAN

Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstittsi
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Yrd. Dog. Dr. Duygu YASAR SIRIN

Akut 16semi klinik ve biyolojik heterojenite gosteren malign ve klonal bir
hematopoetik kok kiicre hastaligidir. Ulkemizde her yil binlerce insanda goriilen 16seminin
hiicresel kokeninin ve hiicrelerin malignant degisimini tetikleyen genetik mekanizmalarin
anlagilmas1 icin  Ozellikle molekiiler genetik calismalara ihtiyag duyulmaktadir.
Transkripsiyon faktorii olarak fonksiyon goren ELK-1 proteininin miyojenik farklilasmadaki
rolii iyi bilinmektedir. Ancak yaptigimiz literatiir taramasinda ELK-1 asir1 ekspresyonu ile
hematolojik malignansiler arasinda iliski bildiren bir yayma rastlanmamistir. Yaptigimiz
caligmada HL-60, Jurkat, Daudi ve K-562 Ilosemi hiicre hatlarinda ELK-1’in gen
ekspresyonundaki  degisimlerin  belirlenmesi  planlanmigtir.  Ayrica  ELK-1’in
l6komogenezdeki roliiniin aydinlatilabilmesi i¢in beraber fonksiyon gordiigli diistiniilen diger
genlerin (BCL10, CEBPB, MCL1, ZC3H12A, SRF) ekspresyon diizeyleri de aragtirtlmistir.
Proje kapsaminda EIk1 geni ve kodladig: transkripsiyon faktoriiniin hedefinde olan bes gen
bolgesinin ekspresyon diizeyleri gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu yontemiyle
karsilastirilmistir. Daudi hiicre hattinda ELK-1 ve SRF gen ifadesinin arttigi, Jurkat hiicre
hattinda ise sadece ELK-1 gen ifadesinin arttig1 belirlenmistir. Diger hiicre hatlarinda ELK-1

veya hedefi olabilecek genlerin ifadesinde degisim belirlenmemistir.

Anahtar kelimeler: ELK-1, 16semi, RNA, cDNA, ters transkriptaz PZR, gercek
zamanlhi PZR

2015, 61 sayfa



ABSTRACT
MSc. Thesis

DETERMINATION OF ELK-1 AND POSSIBLE TARGETS OF THIS TRANSCRIPTION
FACTOR IN LEUKEMIA CELL LINES

Hande AKALAN

Namik Kemal University
Institute of Science
Department of Biology
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Duygu YASAR SIRIN

Acute leukemia is a malignant, clonal, hematopoietic stem cell disorder; comprising
numerous clinical and biologic heterogeneities. Every year thousands of people are suffering
from acute leukemia’s in our country. To understand the cellular origins and several distinct
genetic mechanisms that lead to malignant transformation of hematopoietic stem cells,
especially research using molecular techniques have became important. Role in myogenic
differentiation of ELK-1 protein is well studied but up to our knowledge no research indicated
correlation between ELK-1 over expression and hematologic malignancies. With this project
in HL-60, Jurkat, Daudi and K-562 cell lines we aimed to investigate expression of ELK-1
gene. In addition effects of ELK-1 over expression on ELK-1 candidate target genes BCL10,
CEBPB, MCL1, ZC3H12A and SRF were investigated. Expression levels of ELK1 and target
genes were determined using real-time PCR analysis. Daudi cell line over Express ELK-1
and SRF and Jurkat cell line over expresses only ELK-1.No change in transcription of ELK-1

or targets were determined in other cell lines.

Key words: ELK-1, leukemia, RNA, cDNA, reverse transcriptase PCR, real-time
PCR
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1. GIRIS

Her yil iilkemizde yaklasik 150000 eriskin kanser olgusu ve 0-14 yas grubunda 2500-
3000 kanser olgusu gozlenmektedir (Kutluk 2010). T.C. Saglik Bakanligi, 2009-2015 yili
kanserle savas dairesi baskanligi ulusal kanser programi verilerine gore 2005 yilinda
Tirkiye’de kemik iligi kanserlerinin goriilme sikligi 6,63 / 35 ile sekizinci sirada yer
almaktadir (Tuncer 2009-2015). Kemik iligi kanserlerinden akut 16seminin iki ana tipi
bulunmaktadir. Bunlar Akut Myeloid Losemi (AML) ve Akut Lenfoblastik Losemi (ALL)
olarak adlandirilmaktadir. AML eriskinlerde en ¢ok rastlanan akut 16semi tiiriidiir (Grimwade
2001). ALL ise en sik karsilasilan ve genetik olarak en iyi karakterize edilmis gocukluk ¢agi
timorleridir (Mullighan 2010). Hematolojik malignansilere genellikle tekrarlayan andploidi
veya hematopoietik transkripsiyon faktorii ve tirozin kinaz fonksiyonunda diizensizlige neden
olan kromozomal yeniden diizenlenmeler neden olmaktadir (Grimwade 2001, Mullighan
2010). Bu kromozomal degisimler 16komogenezin baslamasinda 6nemli bir yere sahiptir ve
tedavi protokolii olguda saptanan kromozomal anomaliye gore diizenlenmektedir. Akut
16seminin hiicresel kokenini ve hematopoietik kok hiicrenin malignant degisimini tetikleyen
genetik mekanizmalar1 anlamaya yonelik sitogenetik, FISH ve molekiiler tekniklerin
kullanildig1 bir¢ok calisma yapilmis, birgok caligmada da l6semi hiicre hatlar1 model olarak

kullanilmistir (Kearney ve Horsley 2005, Calasanz ve Cigudosa 2008).

Yasar D. ve arkadaglarinin ALL ve AML olgulan ile yaptigi ¢alismada Ets-like
transcription factor-1 (ELK-1) onkogeninin duplikasyonu hem ALL hemde AML olgularinda
0aKGH (oligoarray karsilagtirmali genomik hibridizasyon) teknigi ile belirlenmistir (Yasar ve
ark. 2010). ELK-1; bir ETS onkogen siiperailesi iiyesidir. Kromozomal lokalizasyonu Xp11.2
olan ELK-1 geni ilk defa 1989’da tanimlanmistir. ELK-1 proteini doku 0zgilligii
gostermeyen bir transkripsiyon faktoriidir (Cohen-Armon 2007). ELK-1 Immediate Early
Gene (IEG)’lerin transkripsiyonunu saglamaktadir (Hao ve ark. 2011). Yapilan caligmalar
biiyiime faktorii tarafindan diizenlenen IEG promotorlarinda ELK-1’in Serum Cevap Elementi
(SRE) olarak adlandirilan DNA dizisine baglandigin1 ve E Twenty Six (ETS) domain iceren
transkripsiyon faktorii ve Serum Cevap Faktorii (SRF)’nii iceren yapi ile birlikte serum ile

indiiklenen ternari protein kompleksini olugturdugunu gostermistir (Schmeier ve ark. 2009).



Tanimlanmig yaklasik 40 hiicresel IEG bulunmaktadir ve bunlar arasinda en iyi
karakterize edilmis olanlar c-fos, c-myc ve c-jun’dur (Schmeier ve ark. 2009, Jin ve ark.
2013). ELK-1 transkripsiyon faktoriiniin hedef genleri arasinda; RNaz aktivitesi gosteren ve
imflamasyonda fonksiyon géren, MCPIP proteinini kodlayan ZC3H12A geni (Kasza 2013),
BCL-2 ailesi iiyesi bir anti apoptotik protein kodlayan MCL-1 geni ve NFkB yoluyla hiicrenin
apoptoza ugramasinda fonksiyon géren BCL-10 geni sayilabilir (Boros ve ark. 2009).

ELK-1 proteini transkripsiyonel aktivitesi MAPK (Mitojen Aktif Protein Kinaz)
tarafindan saglanmaktadir (Cohen-Armon 2007). MAPK sinyal yolu B hiicre gelisiminde
diizenleyici rol oynayan temel yolaklardan birisidir ve fosforillenerek aktive olan MAPK,
ELK-1"1 fosforilleyerek aktive etmektedir (De Alvaro ve ark. 2008). AML hastalarinda p-
MAPKI1/2’nin sag kalimla ilgili bagimsiz bir prognostik faktoér olabilecegi daha onceki
caligmalarda bildirilmistir (Gregorj ve Maria 2007). CEBP’ler CREB super ailesi iiyesi
transkripsiyon faktorleridir ve enerji metabolizmasi, yag depolanmasi, doku farklilagsmasi,
hematopoez, immiin cevap, antibakteriyal savunma ve disi tireme donglisii gibi birgok
biyolojik siiregte fonksiyon gostermektedir (Akasaka ve ark. 2007, Gade ve ark. 2008).
Yapilan bir ¢alisma CEBPB’nin Akut Promiyelositik Losemi (APL) hiicre farklilagsmasinda
kritik rol oynadigini gostermistir (Zhang ve ark. 2010). Myeloid ve lenfoid 16komogenezin
baskilanmasinda rol oynayan CEBPJ proteini MAPK yolaginda ELK-1 ile iliskiye giren aday
bir proteindir (Akasaka ve ark. 2007, Gade ve ark. 2008). MAPK sinyal yolagindaki
aksamalar hematolojik malignansiler de dahil olmak iizere bir¢cok kanser tipinde sayisiz
calisma ile bildirilmistir (McCormick 2011, Sugiura ve ark. 2011, Toton 2011) . Bu sinyal
yolag1 sonunda aktive olan transkripsiyon faktorleri ile kanser progresyonu ve prognozu
iliskisi tamimlanmistir (Rodriguez-Berriguete ve ark. 2010, Schmitt ve ark. 2010). ELK-1
transkripsiyon faktorii aktivitesi Ozellikle solid tiimorlerde arastirilmis ve hiicre
prolifersyonunu arttirdig1 hatta kemoterapotik ile indiiklenen apoptoza karsi direng sagladigi
gosterilmistir (Rodriguez-Berriguete ve ark. 2010, Schmitt ve ark. 2010, Shukla AA 2010,
Zhang ve ark. 2011) . Ayrica Ng ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada MLL-AF4 ailesi flizyon
onkoproteinlerin  ELK-1’i aktive ederek ERK sinyal yolu iizerinden MLL yeniden
diizenlenmesi tasiyan losemilerin patogenezinde rol oynadigimi gostermistir (Ng ve ark.
2010). Ancak yaptigimiz literatiir taramalarinda akut 16semi patogenezi ve/veya prognozu ile
ELK-1 aktivitesi arasindaki iligki bildiren herhangi bir ¢aligmaya rastlanmamistir. Bu nedenle,
ELK-1 geni ve ldsemi patogenezi iligkisinin arastirildig1 bu projede insan myeloid hiicre hatti
HL-60, insan kronik myeloid 16semi hiicre hatt1 K-562, Burkitt lenfoma hiicre hatt1 Daudi ve
T hiicre 16semi hiicre hatt1 Jurkat hiicrelerinde ELK1 ve kodladig: transkripsiyon faktorii i¢in
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hedef olabilecek ZC3H12A, MCL1, BCL10, CEBPB ve SRF genlerinin ifadesindeki

degisimler arastirilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Kan Doku

Kan doku, damar aginin iginde dolasan akici plazma (Serum) ve hiicrelerden meydana
gelmektedir. Hiicreler; alyuvarlar (eritrosit), akyuvarlar (16kositler) ve trombositler (kan
pulcuklar1) olarak smiflandirilmaktadir. Plazmada ise; elektrolitler, proteinler, metabolitler,
vitaminler, hormonlar ve eser miktarda ¢esitli kimyasal maddeler bulunmaktadir (Berkarda
2003). Kan dokunun temel islevi; besin maddelerinin (oksijen, glikoz) ve yapisal elemanlarin
taginmasi, atitk maddelerin (karbondioksit, laktik asit vb.) atilmasinin saglanmasi ve
organizmada homeostazinin saglamasidir (Anonim 2015).

2.1.1. insan Kaninin Bilesimi

2.1.1.1. Plazma (serum): Kan hiicreleri diginda kalan s1vi kisimdir. Plazmanin %90- 92’si su,
geri kalan kismi ise organik ve inorganik maddelerden olusmaktadir. Organik ve inorganik
maddelerin bulundugu bu kisimda; aminoasitler, yaglar, karbonhidratlar, hormonlar, {ire, tirik
asit, enzimler, antikorlar, sodyum, potasyum, iyot vb. elementler bulunmaktadir. Albumin,
globulin ve fibrinojen plazmanin temel proteinleridir.

2.1.1.2. Alyuvarlar (Eritrositler): Kanda sayica en fazla olan hiicrelerdir. Ortalama 10
mikron ¢apinda tavla puluna benzeyen diskler seklindedir. Eritrositler; ¢ekirdek igermeyen,
oksijen tasiyict protein olan hemoglobin iceren kan hiicreleridir. Temel iglevi oksijen ve
karbondioksit tagimaktir. Eritrositler hemoglobin araciligiyla asit baz dengesinin
diizenlenmesini saglar ve hiicre zarlarinda bulunan antijenler (agliitinojenler) kan grubunu
belirler. Eritrositlerin 1mm?® kandaki sayisi erigkin bir erkekte 4,5-6 milyon, eriskin bir
kadinda ise 4-5 milyon arasindadir.

2.1.1.3. Akyuvar (Lokositler): 10-20 mikron ¢apina sahip olan akyuvarlar, alyuvarlardan
daha biyiik olup cekirdekli hiicrelerdir. 1mm?®kanda 4000-10000 akyuvar bulunur.
Akyuvarlar gesitli yollarla viicuda giren mikroorganizmalari, 6lii doku atiklarini, yabanci
partikiilleri ya fagosite ederek ya da irettikleri antikorlarla ve duyarli lenfositlerle harap
ederek ortadan kaldirmaktadir.

Akyuvarlar sitoplazmalarinda graniil bulunup bulunmamasina gore; graniilosit
(polimorfoniiklear 16kosit) ve agraniilosit (mononiiklear 16kosit) olmak iizere iki gruba
ayrilmaktadir. Graniilositler aralarinda; noétrofil, bazofil ve eozinofil olmak iizere ii¢ kisma

ayrilir. Agraniilositler ise lenfosit ve monosit olmak tizere iki kisma ayrilir.


http://tr.wikipedia.org/wiki/Hemoglobin
http://tr.wikipedia.org/wiki/Antijen
http://tr.wikipedia.org/wiki/Antikor

Lenfosit hiicreleri; B lenfositler, T lenfositler ve dogal 6ldiiriicii hiicreler [natural killer

(NK)] olmak tizere 3 gruba ayrilmaktadir:
1) B lenfositler: Humoral immiin yanittan yani antikor olusumundan sorumludurlar.

2) T lenfositler: Ozellikle bakteri ve viriis infeksiyonlarinda immiin cevabi saglar. Ayrica

tiimor hiicrelerinin eliminasyonunda gorev almaktadir.

3) Dogal oldiriicii [natural killer (NK)] hiicreler: Viriisler tarafindan enfekte edilmis viicut
hiicrelerine ve kanser hiicrelerine saldirirlar. Fagositik degillerdir. Saldirdiklar1 hiicrenin zar
yapisini zayiflatarak hiicrenin igerisine su ve iyonlarin girigini saglarlar. Bu sekilde osmotik
dengesi bozulan hiicrelerin dokudan eliminasyonu gergeklesmektedir (Anonim 2014c, a,
2015).

2.1.1.4. Trombosit (kan pulcuklar): Caplar1 1-2 mikron olan trombositler kanin en kii¢iik
hiicreleridir. Her mm® kanda 150000-300000 civarinda bulunan kan pulcuklar1 renksiz olup

kanin pihtilagsmasinda rol alirlar.
2.2. Hematopoietik Sistem

Kan hiicreleri bireyin yasina gore viicudun farkli yerlerinde yapilir. Embriyonda kan
yapimu ilk iki ay kan adaciklar1 olarak adlandirilan vitellus kesesinde yapilir. Olusan hiicreler
megaloblastiktir. Ug, dért ve besinci aylarda ise karaciger, dalak ve timusta kan hiicreleri
tiretilir ve bu sirada miyeloblast hiicreleri de yapilmaya baslar. Altinci aydan itibaren esas
hematopoietik organ olan kemik iliginden kan hiicreleri iiretilmeye baglanir (Fernandez ve
Alarcén 2013).

Hematopoietik kok hiicreleri de kemik iliginde tiretilmektedir. Kemik iliginde bulunan
hiicrelerin %1-3’1 kadar olup yiizeylerinde CD 34 (Cluster of Differenciation: CD) antijeni
tasirlar. CD 34 antijeni hiicre yiizey glikoproteini olup hiicre-hiicre adezyon molekiilii olarak
gorev alirlar (Blom ve Spits 2006). Kok hiicreler hem boliinerek yeni kok hiicreler

olusturmakta hem de farklilasarak kan hiicrelerini meydana getirmektedir.

Tiim hematopoietik hiicreler bir pluripotent kok hiicreden kdken alir ve multipotent
ozelliktedir (Spits 2002). Hematopoietik hiicreler olgun kan hiicrelerine birgok ara hiicre

tipinden gecerek farklilagmaktadir. Bu farklilagma; fibroblastlar, endotel hiicreleri ve



makrofajlar tarafindan olusturulan hematopoietik biiylime faktorlerinin  yardimiyla
gerceklesmektedir. Farklilagan bu kan hiicrelerinin bir kismi 6nciil myeloid bir kismida onciil
lenfoid hiicre serilerine doniistir. Myeloid onciil hiicreler kemik iliginde geliserek koloni
uyaran faktorler (CSF), interlokin 3 ve eritropoetin (EPO) biiylime faktorleri yardimiyla
monosit ve eritrosit hiicrelerine, trombopoetin, interlokin-6, interlokin-11 yardimiyla da
megakaryosit ve trombosit hiicrelerine doniisiir (Blom ve Spits 2006). Multipotansiyel
hematopoietik kok hiicrelerden hematopoietik sistem hiicrelerinin olusumu Sekil 2.1°de
sematize edilmistir. Fetal donemde lenfoid hiicreler kemik iliginden lenf diigtimleri, dalak ve
timusa go¢ ederek lenfositlere farklilasir. T lenfositler IL-7Ra biiyiime faktorii tarafindan
uyarilarak farklilagirken B lenfositlerin farklilasmasinda IL-2, 4, 5, 6, 7, 9, 10, 11, 12, 13,
interferon-a, B gorev almaktadir. (Spits 2002, Beyaz 2004).
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Sekil 2.1. Hematopoietik sistem (Anonim 2014d)



2.3. Hematolojik Malignansiler

Hematolojik sistem elemanlarinda meydana gelen malign hiicre ¢ogalmasina
hematolojik malignansi adi verilmektedir. Hematolojik maligniteler ¢esitli formlari ile 16semi,
lenfoma ve myelomlari meydana getirmektedir. Kan dokusunda homeostazin saglanmasi i¢in
multipotent hematopoietik kok hiicrelerin kendini eslemesi, farklilasmasi, apoptozu ve hiicre
gocii; intrinsik ve ekstrinsik sinyal yollar1 ile kontrol altina alinmistir. Bu sinyal yollarinda
birgok sitokin, biiylime faktori, transkripsiyon faktorii, kromatin modelinin degisiminde rol
oynayan faktorler ve hiicre dongiisiinii diizenleyen molekiiller fonksiyon gormektedir (Spits
2002, Blom ve Spits 2006). Bu sinyal yollarinda ortaya g¢ikan aberasyonlar hematolojik
malignansilere neden olabilmektedir. Siklikla gézlenen hematolojik malignansilerden biriside

16semidir.
2.4. Losemi

Losemiler hematopoetik sistemden kaynagini alan, klonal, neoplazik kan hastaliklar
olarak tanimlanabilir (Turgeon M 1999). Kan kanseri olarakta bilinen I6semi; kan
hiicrelerinin 6zellikle lenfositlerin sayisinda meydana gelen artis ile olusan malign bir
hastaliktir. Cok fazla sayida cogalan fakat farklilasmamis olan 16kositler ¢esitli hematopoietik
organlara, deriye, testislere, merkezi sinir sistemine istila ederek, periferik kanda birikir.
Lokosit sayisinin fazla olmasma ragmen farklilasamadiklarindan islev yapan hiicre sayisi
azalarak anemi, nétropeni, trombositopeni olusmaktadir. Tam olarak farklilasmayan bu
hiicrelere blast adi verilmektedir. Losemi, kok hiicre durumundan farklilasma asamasina
kadar herhangi bir basamakta meydana gelebilir. Losemik doniisiim temelde mutasyon sonucu
meydana gelmektedir. Olusan bu mutasyonlar organizma tarafindan gesitli yollarla elimine
edilirken, az sayida hiicre ¢ok fazla iireme Ozelligi kazanabilir. Bdylece asir1 c¢ogalan
16kositler 16semiye sebep olmaktadir. Losemi olusumunda mutasyonlarin yani sira ¢evresel ve

kalitsal etkenler de oldukga etkilidir.

Losemiler, koken aldiklart hiicre grubuna, ortaya cikis ve ilerleme hizlarina gore
siniflandirilir. Losemiler ortaya ¢ikis hizlarina gore akut ve kronik olmak {izere siniflandirilirken

koken aldiklart hiicre gruplarina gore de ikiser alt sinifa ayrilmaktadir. Bu alt siniflar;

1. Akut Losemiler
a. Akut Myeloid Losemi (AML)
b. Akut Lenfoblastik Losemi (ALL)



2. Kronik Losemiler
a. Kronik Myeloid Losemi (KML)
b. Kronik Lenfositik Losemi (KLL)

2.4.1. Akut Losemiler

Akut; kelime anlami olarak hizli baslayan demektir. Hastalik kemik iligi ve igerisinde
bulundugu kan dokuda iri, olgunlasmamuis, anormal hiicreler ile karakterize edilir.
2.4.1.1. Akut Myeloid Losemi (AML)

Akut myeloid 16semi; beyaz kan hiicrelerinin kemik iliginde hizla ¢ogalip birikmesi ile
karakterizedir. Akut myeloid 16semide; trombositlerin, normal beyaz kan hiicrelerinin ve kirmizi
kan hiicrelerinin sayisinda azalma meydana gelmektedir. Trombositlerin sayisindaki azalma
viicutta morarmalara, kirmizi kan hiicrelerinin azalmasi nefes darligina sebep olurken normal
beyaz kan hiicrelerinin sayisindaki azalma enfeksiyon riskini arttirmaktadir. AML genellikle
yetiskinlerde goriilmekte olup goriilme siklig1 yasla birlikte artar. AML’nin kesin tanisi igin
kemik iligi aspirasyonu ve biyopsi gerekmektedir. Kan ve kemik iliginden alinan 6rneklere
konvensiyonel sitogenetik ve floresan in situ hibridizasyon yontemi uygulanarak sitogenetik
anamoliler tayin edilirken bu hiicrelere sudan siyah, miyeloperoksidaz veya spesifik olmayan
esteraz boyalar1 uygulanarak AML’nin alt siniflar1 belirlenir. Diinya Saglik Orgiiti (WHO)
kurallarina gore AML’nin tanisi i¢in kemik iligi veya periferik kanda 16semik myeblastlarin
sayisinin toplam hiicre sayisina orani % 20 olmasi gerekirken French-America-British (FAB)
kurallarina gore bu oran % 30 olarak belirlenmistir (Yin ve ark. 2010).

FAB siniflandirmasina gore; AML simiflarint morfolojik, sitokimyasal, histokimyasal
ozelliklere gore alt gruplara ayirmaktadir (Vardiman ve ark. 2002). FAB’a gore AML siniflart

cizelge 2.1°de verilmistir.



Cizelge 2.1. FAB siniflandirmasina gére AML siniflar1

AML MO Akut miyeloblastik 16semi (minimal farklilagsmais)
AML M1 Akut miyeloblastik 16semi (farklilasma yok)
AML M2 Akut miyeloblastik 16semi (farklilagsma olusmus)
AML M3 Akut promiyelositik 16semi (2 alt tipi vardir)

AML APL | Hipergraniiler akut promiyelositik 16semi

AML APL-V | Mikrograniiler akut promiyelositik 16semi

AML M4 Akut miyelomonositik 16semi

AML-M4Eo | Artmis eozinofili ile seyreden AMMoL
AML M5 Akut monositik 16semi

AML Mb5a Akut monoblastik 16semi (hafif farklilagsmais)
AML M5b | Akut monositik 16semi (farklilagmis)

AML M6 Eritrol6semi

AML M7 Akut megakaryoblastik 16semi

Diinya Saglik Orgiiti (WHO) smiflandirmas: ise morfolojik, genetik ve klinik bilgiye
dayanmaktadir (Vardiman ve ark. 2002).

AML’de en ¢ok goriilen kromozomal degisiklikler, M3 tipi olan promiyelositik 16semi
(PML)’ye ozgii olan (15;17) translokasyonu, M2 tipinde goriilen (8;21) translokasyonu,
eozinofili ile karaterize M4 tipinde (16) inversiyonu, M5’a tipindeki (8;16) translokasyonudur
(Ghanem ve ark. 2012).

2.4.1.2. Akut Lenfoblastik Losemi (ALL)

Genellikle tiimor kitleleri olusturmayan ALL, basta kemik iligi olmak {izere birgok
olguda karaciger, dalak ve lenf nodlar1 gibi diger organlarada yayilim gosterebilmektedir. Bu
nedenle ALL’nin alt tiplerinin belirlenmesinde hasta yas1 ve laboratuvar testlerinin sonuglarinin

temel alindig1 birden fazla siniflandirma bulunmaktadir.

French-America-British (FAB) simiflandirilmasi;  Fransiz,  Amerikan  ve  Ingiliz
doktorlarindan olusan konsorsiyumun yaptigr smiflandirma 16semi hiicrelerinin  rutin
hematoksilen-eozin boyamalarindan sonra mikroskop altindaki goriiniimlerini temel almaktadir.

Sadece akut 16semilerin siniflandirilmasinda kullanilmaktadir. FAB’a gére ALL tipleri:



ALL-L1: Mikroskopta kiiclik, ayni tipte ve diizgiin (uniform) hiicreler seklinde
gozlenmektedir. Eriskin ALL olgularinin yaklasik % 30°u, pediatrik ALL olgularinin ise
yaklasik % 85’1 bu gruba dahil edilmektedir. immiinolojik fenotipleri T-hiicre ya da pre-B-hiicre
olabilmektedir.

ALL-L2: Mikroskopta biiylik ve ¢esitli tiplerde hiicreler seklinde gozlenmektedir.
Erigskin ALL olgularinin yaklasik % 65’1, pediatrik ALL olgularnin ise %14’3 bu gruba dahil
edilmektedir. Immiinolojik fenotipleri T-hiicre veya pre-B-hiicre olabilmektedir.

ALL-L3: Mikroskop altinda vakuolleri olan biiyiik ve cesitli tiplerde hiicreler seklinde
gozlenmektedir. Eriskin ALL olgularinin yaklasik %5°’1, pediatrik ALL olgulariin ise yaklagik
%1’i bu gruba dahil edilmektedir. immiinolojik fenotipleri B-hiicre olarak belirtilmektedir.

Immiinofenotip temelli siniflandirma; lenfositin B veya T hiicre olmasi ve bu hiicrenin
farklilasmanin hangi evresinde oldugu temeline dayanarak yapilan bu siniflandirmaya gore ALL
alt tipleri belirlenmistir.

B-hiicre ALL: ALL olgularinin yaklasik %10’u erken pre-B ALL (pro-B ALL olarakta
adlandirilir), %50’si yaygin B-hiicreli ALL, %4’liik kism1 ise mature B-hiicre ALL (Burkitt
16semi olarakta adlandirilir) olarak siniflandirilmaktadir.

T-hiicre ALL: ALL tanis1 olan olgularin yaklagik %5-10’u pre-T ALL ve yaklasik %15-
20’si mature T-hiicre ALL alt grubunda yer almaktadir.

ALL hastalarinda ¢ok sayida kromozom translokasyonu goriilmektedir. Bunlarin
icerisinde (4;11), (8;14), (1;19) ve (9;22) en 6nemli kromozom translokasyonlaridir. Ayrica 7p,
17p, 12p, 13q delesyonlart ve 8 ve 21 numarali kromozomlarin trizomisi siklikla rastlanan
kromozomal anomolilerdir. ALL’de ¢ocuklarda en sik goézlenen translokasyon TEL-AML
genleri arasinda gerceklesen (12;21) translokasyonu iken yetiskinlerde BCR-ABL genleri
arasinda gerceklesen (9;22) translokasyonudur (Bloomfield ve ark. 1981).

2.4.2. Kronik Losemiler

Olgun lenfositler gibi goriinmelerine ragmen viicudu savunamazlar. Bu hiicreler kemik
iliginden ¢ok fazla miktarda {iretilirler. Eriskinlerde goriilen bu hastalik, yavas geliserek
ilerlerler.
2.4.2.1. Kronik Myeloid Losemi

Kronik miyeloid 16semi, kemik iliginde olgun graniilositlerin (nétrofiller, eozinofiller,
bazofiller) ve bunlarin 6nciil hiicrelerinin sayisinda artisin meydana geldigi myeloprolatif bir
hastaliktir. Kronik Myeloid Losemi (KML), kronik graniilositik 16semi olarakta adlandirilir.
KML,; kemik iliginde myeloid hiicrelerinin asir1 ¢ogalmasi ve kanda birikmesi ile karakterize
edilmektedir. Genellikle 30-60 yas aralifinda goriilmektedir. insanlarda bulunan malignasiler
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arasinda ilk spesifik kromozomal anomali ile iliskilendirilen 16semi ¢esitidir. KML hastalarinda
gorillen (100 hastanin  95’inde) bu anomali Phidelphia kromozomu (Ph) olarak
adlandirilmaktadir. Phidelphia kromozomu; 9. kromozom iizerinde bulunan ABL (Abelson)
protoonkogeninin ve 22. kromozom iizerinde bulunan BCR (Break point cluster region-kirilma
bolgesi) geninin translokasyonu sonucu olugmaktadir (Sekil 2.2.). Fiizyon sonucu BCR-ABL
kimerik geni olusur. Bu genin iriinii 210 kDa agirliginda bir fiizyon protein olup 16semili
hiicrelerin biiyiimesini ve g¢ogalmasimi uyarmaktadir. Phidelphia kromozomu disinda kronik
myeloid l6semide yaygin olarak; 8, 17, 19, 20 ve 21 kromozomlarinda trizomi, 17q’de
izokromozom ve 7. kromozomda monozomi kromozomal diizensizlikleri bulunmaktadir (Ozbey
2006).

9. kromozomda olugan
kromozomal degigiklik

9. ve 22. kromozomlarda
9 Kr meydana gelen kromozomal
'omozom farklar
22. kromozomda olugan
kromozomal degigiklik
22. Kromozom (Philadelphia kromozmu)
<
( g (
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1

Sekil 2.2. 9 nolu kromozom ile 22 nolu kromozom arasindaki karsilikli translokasyon ve
Philedelphia kromozomunun olugumu (Anonim)
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KML; kan ve kemik iliginde bulunan olgunlagmamis hiicrelerin (miyeloblastlar) sayisina
gore kronik faz, hizlanmig faz ve blastik faz olmak {izere iic gruba ayrilmaktadir. Bu ii¢ fazin
farkli simiflandirmalar1 bulunmakta olup bunlarin igerisinde en sik kullanilan Diinya Saglik
Orgiitiine (WHO) gore yapilan siniflandirma ¢izelge 2.2.‘de gésterilmistir (Vardiman ve ark.
2002).

Cizelge 2.2. Diinya Saglik Orgiitii’ne gére KML fazlar1 ve karakteristik dzellikleri (Vardiman ve

ark. 2002)

Kronik Faz

Hizlanmis Faz

Blastik Faz

Cevresel kan 1okositlerin
ve cekirdekli kemik iligi
hiicrelerinin < %10’unun

blast olmasi

Cevresel kan 16kositleri
ve ¢ekirdekli kemik iligi
hiicrelerinin %10-19’unun

blast olmasi

Cevresel kan 16kositlerin
ve ¢ekirdekli kemik iligi
hiicrelerinin %20°sinin blast

olmasi

Cevresel kandaki
bazofillerin < %20

olmasi

Cevresel kandaki bazofillerin

>20 olmasi

Kemik iligi dis1
(ekstramediiller) blastik
proliferasyon

Tedavi ile iliskisiz kalici
trombositopeni
(<100.000/mm?) veya
tedaviye yanitsiz kalici

trombositoz (>1.000.000/mm?)

Kemik iligi biyopsisinde
gruplar halinde blastlarin

olmasi

Tedaviye yanit vermeyen
l6kosit sayisinda artis ve

dalakta giderek biiyiime

Sitogenetik olarak klonal

doniisiim
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2.4.2.2. Kronik Lenfositik Losemi (KLL)

Kronik lenfositik 16semi; kemik iliginde olgun lenfosit hiicrelerinin agir1 liretimi sonucu
kanda birikmeleri ve lenfositlerin fonksiyonlarini yerine getirememeleri ile karakterize olan
l6semi ¢esididir. En sik goriilen 16semi olup 65-70 yaslar arasinda goézlenmektedir. Seyri yavas
ilerleyen bu hastaligin tanisi icin hastadan alinan kan Orneginde B lenfosit sayisinin
5000/mm*’ten fazla olmasi gerekmektedir. Ayrica KLL olgularinda trizomi 12, 14 ve 11q, 17q,
13q delesyonlar1 ¢ok sik goriilmektedir (Dohner ve ark. 2000).

Losemi ve lenfomalar ile yapilan ¢alismalarda hastalik icin model olabilecegi diisiiniilen
cesitli hiicre hatlar1 kullanilmamaktadir. Yaptigimiz ¢calismada HL-60, K562, Daudi ve Jurkat

hiicre hatlar1 kullanilmastir.
2.5. Hiicre Hatlar

Hiicre hatt1; hiicrelerin siirekliliginin saglanmasi demektir. Organizmalardan bagimsiz
olarak hiicre populasyonlar1 {izerinde deney yapilmasi anlamimna gelen hiicre kiltiiri
calismalar1 igin hiicre hatlar1 bilyiik énem tasimaktadir. Insan Burkitt lenfomasi kokenl,
siispansiyon tip olan ilk hematopoietik hiicre hattim1 Nijerya Ibadan Universitesinden
Pulvertaft kurmustur (Drexler ve ark. 2000). Siispansiyon hiicreler besleyici besiyerinde tek
bagina ya da kiimeler halinde yiizerler. Lenfoma I6semi (LL) hiicre hatlari; monoklonal
kokenlidir, kiltir ic¢inde siirekli ¢ogalirlar, uzun siire kiiltiire kaldiklarinda genetik
degisiklikler meydana gelebilmektedir. LL hiicre hatlari; hasta tanisina gore veya spesifik
hiicrelerinin  immiinojik durumuna, spesifik sitogenetik aberasyonlara, fonksiyonel
karakterizasyonuna gore siniflandirilir. Genellikle siniflandirmada kullanilan yéntem normal
hematapoietik hiicre soylarinin fiziksel spektrumuna dayalidir. Lenfoma 16semi hiicre

hatlarinin siniflandirilmas: Cizelge 2.3.’de verilmistir.
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Cizelge 2.3 LL hiicre hatlarinin siniflandirilmasi (Drexler ve ark. 2000)

Hiicre Tipi Fizillzsgll(efrlliiicre Hiicre Hattinin Tipi ve Alt tipi
Onciil B hiicre hatti
Lenfoid Olgun B hiicre hatt1
B Hiicre
Plazma hiicre hatt1
Olgunlagmamig T hiicre hatti
T Hiicre Olgun T hiicre hatt1
NK Hiicre NK hiicre hatt1
Myelositik Myelositik hiicre hatti
Myeloid Monositik Monositik hiicre hatti
Eritrositik Eritrositik hiicre hatti
Megakaryositik Megakaryositik hiicre hatti

2.5.1. HL-60 Hiicre Hatt1 (Akut promiyelosit 16semi hiicre hatti)

Insan myeloid hiicre hatti HL-60, Collins ve ¢alisma arkadaslari tarafindan; akut
promyelositik 16semi hastasi olan 36 yasinda, beyaz 1rkli bir kadinin periferik kanindan elde
edilmigtir (Anonim 2014h). Myeloblast morfolojik 6zellikte olan bu hiicreler belirgin
azurofilik graniiller tagimaktadir. HL-60 hiicrelerinin iki katina ¢ikma siireleri 48-72 saat
arasina tekabiil etmektedir. Tiimorojenik yapida olan bu hiicreler N-RAS, p53, ve c-myc
onkogen mutasyonlarini tasimaktadir. HL-60 hiicrelerinde birgok farkli sitogenetik aberasyon
gozlenmektedir. Karyotipinde baskin olarak; 45,X, -5, -8, -16, -X, + A grup markerlar1, +
akrosentrik D grubu markerlar1 ve submetasentrik D grubu markerlar1 bulunmaktadir. Bu
hiicreler Fc-IgGl ve C3b reseptorlerine ve ayni zamanda kemotaktik tripeptid formil-
metionil-leusil-fenilalanin ve insiilin igin reseptorlere sahiptir. HL-60 hiicreleri; HLA-A1/8,
B17 antijenlerini tagir. Yiizeylerinde immiinoglobulin, Epstein barr viris (EBV) ile iliski
kuran antijenleri tasimamaktadir. HL-60 hiicrelerinin %5°1 eritrositlerle iliski kuran antikor
(EA) veya antikor ve komplementeri (EAC) ile kapldir. In vitro ortamda HL-60 hiicrelerinin
koloni uyarim faktorii (CSF) ile koloni olusturmasi saglanabilmektedir. HL-60 hiicreleri CSF
yoklugunda %3,5 oraninda promiyelosit kolonilerini olusturma 6zelligindedir. Ortama CSF

eklenmesiyle beraber 2-3 kat oraninda koloni sayisi artmaktadir. HL-60 hiicrelerinde yapilan
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aragtirmalarda CSF’nin homojen hiicre populasyonu olusumunu sagladigi gosterilmistir. %1
dimetil siilfoksit (DMSO) ile muame edildiginde promyelositik evrede olan hiicreler
graniilosit evreye farklilasir. Forbal estere (PMA, TPA) maruz kaldiklarinda monositoid
karakterine doniiserek azurofilik graniillerini kaybederler ve pseudopodia goriiniimde
selebriform cekirdegine sahip gibi goriiniirler. HL-60 hiicreleri fagositik aktivite gosterir ve
kemotatik uyarima cevap verir (Collins 1987). Kromozom analizlerinde kopya sayisinda artis
veya amplifikasyonlar1 gosteren bir aberasyon olan HSR (Homologenously Staining Region)
kromozomunun varligi bildirilmemistir. Transfeksiyon i¢in uygun ozelliktedirler (Anonim
2014h).

2.5.2. K-562 Hiicre Hatt1 (Kronik myeloid 16semi hatt)

K-562 hiicre hatti, 1975 yilinda Lozzio tarafindan blast krizinde olan kronik myeloid
16semi hastas1 53 yasindaki bir kadinin kemik iliginden Kurulmustur. K-562 hiicre hatti;
glikoforince zengin, 20um c¢apinda, hemin varliginda fetal ve embriyonik hemoglobin
tiretebilen, farklilasmamis blast hiicrelerinden olusmaktadir. K-562 blastiar: multipotansiyel
Ozellikte olup spontan olarak progenitor eritrositik, graniilositik ve monositik serilere
farklilasabilmektedir. Lenfoblast morfolojisi gosteren K-562 hiicreleri; graniilsiiz bazofilik
sitoplazmaya, bir veya daha fazla belirgin ¢ekirdege sahiptir. K-562 hiicrelerinin kiiltiir
ortaminda iki katina ¢ikma siireleri 12 saattir. K-562 hiicrelerinin graniilosit ve monositlerin
pozitif reaksiyon verdigi sitokimyasal maddeler ile pozitif reaksiyon vermedikleri ve
peroksidaz, Sudan siyah1i B, ASD kloroasetat esteraz boyalari ile boyanmadiklar
belirlenmistir. Histokimyasal boyalarla boyandiginda K-562 hiicrelerinin esteraz lipidler i¢in
ve asit boyalar ile bayandiginda fosfataz i¢in pozitif oldugu gozlenmistir. K-562 hiicrelerinin
%90’1 Fc reseptoriine sahiptir ve bu reseptorii ifade eden hiicreler EA rozet formunda
bulunmaktadir. Bu hiicreler koloni uyaran faktére cevap vermemektedir. K-562 hiicre
membran glikoproteinleri eritrositlerle benzer 6zelliklere sahiptir. Bu hiicrelerce sentezlenen
glikoporin A sadece insan eritrositlerinde bulunmaktadir. K-562 hiicre hatlarinda; -13, -17,
+7, +9 kromozomal anomolileri goriilmektedir (Koeffler ve Golde 1980). Hiicre populasyonu;
farklilasmamis hiicreler ve graniilosit serileri ile karakterize edilen K-562 hiicreleri
transfeksiyon i¢in uygun deneysel model 6zelligi tasimaktadir. Kronik miyeloid 16seminin
hiicresel belirteclerinden biri olan Philadelphia kromozomu, hiicrelerin graniilositik

serilerinde bulunmaktadir. Ayrica K-562 hiicreleri EBNA tasimamaktadir (Anonim 2014i).
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2.5.3. Daudi Hiicre Hatt1 (Burkitt lenfoma hiicre hattr)

Daudi hiicre hatti; 16 yasinda, siyahi, burkitt lenfoma hastas1 olan bir erkek bireyin
periferal kanindan elde edilmistir. B lenfoblast hiicre tipi 6zelligine ve lenfoblastik morfolojik
yaptya sahiptir. Transfeksiyon i¢in uygun yapidadirlar. Hiicrelerin yaklasik %66’sinda
karyotipin diploid oldugu belirlenmistir. Epstein-barr viriis tasiyan bu hiicreler EBNA, VCA ve
ylizey immiinoglobulini ekspresse etmekte ancak [ 2-mikroglobulin tasimamaktadirlar

(Anonim 2014g).
2.5.4. Jurkat Hiicre Hatt1 (T hiicre losemi hiicre hatti)

Jurkat hiicre hatt1; akut T hiicre 16semisi 14 yasindaki erkek bir bireyin periferal kanindan
elde edilmistir. Hiicreler lenfoblastik morfolojiye sahiptir ve T lenfosit hiicre tipindedir.
Hicrelerin %5,3 i pseudodiploiddir ve kromozom sayisinin 46 oldugu belirlenmistir. Jurkat
hiicreleri genellikle normal karyotipe sahiptir. Ancak -2, -18, del(2)(p21p23), del(18)(p11.2)
gibi anomoliler nadir olarak goriilmektedir (Anonim 2014;j).

Bugiine kadar bir¢ok ¢alismada HL-60, Jurkat, K-562 ve Daudi hiicre hatlar1 kullanilarak
bu hiicre hatlarinin temsil ettigi 16semi tiplerinin molekiiler tanisi, prognozu veya tedavisi ile
iligkilendirilebilecek genler arastirilmistir. Biz ¢alismamizda ELK-1 transkripsiyon faktoriini
kodlayan ELK-1 geni ve bu transkripsiyon faktoriiniin olast hedeflerinin bu dort hiicre hattinda

gen ekspresyonlarinin degisip degismedigini arastirdik.
2.6. ETS (E-twenty-six) Transkripsiyon Faktor Ailesi

Transkripsiyon faktorleri, genlerin transkripsiyonunu diizenlemek i¢in DNA iizerinde
belli bir diziye baglanabilen proteinlerdir. Bunlar, diziye 6zgiin DNA baglanma proteini
olarak da adlandirilmaktadir (Karim ve ark. 1990). DNA'nin regiile edilecek bdolgelerine
tutunup onunla dogrudan iliski kuran bu faktorler, RNA polimerazin bu promotor bolgelerini
tanty1p onlara tutunmasini saglamakta ve o bolgedeki genlerin transkripsyonunda bir aktivator
veya baskilayici olarak gorev almaktadir (Roeder 1996).

ETS (E-twenty-six) transkripsiyon faktor ailesinin 12 alt ailesi ve 29 iyesi
bulunmaktadir. ETS ailesi iiyesi proteinleri ve domain yapilar1 Sekil 2.7.°de gdsterilmistir.
Ailenin tyeleri; hiicre farklilagmasi, hiicre dongiistiniin kontrolii, hiicre gogii, hiicre ¢ogalmasi,

apoptoz ve anjiyogenezin diizenlenmesinde gorev almaktadir (Oikawa ve Yamada 2003).
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Pointed domain Ets domain

ETS (Ets-1, Ets-2) [ Ao [HLH] 1D

ERG (Erg, Fli-1/ErgB, FEV) L Ao [HiH] RIS Ao |
GABP! bindin,

ELG (GABPq) [ Ao [HCA] o s

mSin3A N-CoR binding
TEL (TEL/ETV6, TEL2) T

PEA3 (PEA3/E1AF, ER71, o o TN © |
ERB1/ETV1, ERM etc)

ELF (EI1-1, EI1-2, EI-Y/ERT/ TR - -

ESX/ESE-1, MEF etc.)

SPI (PU.1/Spi-1, Spi-B, Spi-C etc)) [ a0 [EE |

ERF (PE1/METS, PE2/ERF) [ e  [CRo] |

SRF bindin:
TCF (Elk-1, Sap-1, Net, Netb) CE | 10 TAD (RD)[1D

Sekil 2.3. ETS Transkripsiyon faktor ailesinin alt siniflar1. (Oikawa ve Yamada, 2003)

ETS transkripsiyon faktorleri GGA(A/T) motifi iceren hedef gen promotorundaki

dizilere heliks doniisiim heliks yapisi ile baglanir.

(a)

helix-1 strand- 1 strand-2 helix-2

————— -

333 340 350 360 370 380

GPIQLWQFLLELLTDKSCQSF I SWTGDGWEFKLSDPDEVARRWGERENK

helix-3 strand-3 strand-4  helix-4 helix-5

400 410 420 430

390 438

PEMNYEELSRGLRYYYDENIIHKTAGKRYVYRFVCDLOSLLGYTPEELHAMLDV

(b)
GGAA sequence
-5 -3 11 3 5 7
5'-A 6 T G C C G G A A A TG T-=-3'
3'-T C A C G 6 C C T T TA C
: =11 3 5' 7

A =5

Sekil 2.4. ETS Transkripsiyon faktor ailesinin biitlin alt tiyeleri hedef gen promotorundaki

ayni dizilere baglanmaktadir (Obika ve ark. 2003)
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2.7. TCF (Ternari Kompleks Faktor) Ailesi

Ternari Kompleks Faktor (TCF) ailesi ETS ailesi iiyelerinden en fazla calisilan alt
smiftir. TCF ilk olarak serviks kanser hiicre hatti HeLa hiicrelerinde Serum Cevap Faktor
(SRF) ile birlikte c-fos promotoruna baglandigi bulunmustur. Bu proteinin molekiil agirliginin
62 kDa olmasindan dolay1r p62 olarak da adlandirilmistir. Ardindan homologu olan ELK-1
tanimlamis, daha sonra bu iki protenin diger homologlart SAP-1 ve Net/SAP2 belirlenmistir
(Sharrocks 2002).

TCF; A, B, C ve D olmak tiizere dort farkli domen igermektedir. ETS domain
lokalizasyonu olarak adlandirilan A domeni, proteinin N terminalinde bulunmakta olup
tizerinde yaklasik 85 aminoasitten olusan korunmus bir boélge igerir (Mo ve ark. 2000,
Besnard ve ark. 2011). Bu domain winged helix turn helix motifi ile DNA’ya baglanmay1
saglar ve niiklear lokalizasyon sinyali (NLS) ile niiklear eksport sinyalini (NES) tasimaktadir.
B domeni SRF ile etkilesime girerek ternari kompleks olusumunu saglar. Transaktivasyon
domeni olan C domeni proteinin C terminalinde bulunur ve MAPK yolag: tarafindan fosforile
edildiginde TCF aktif hale gelmektedir. C domeni igerisinde bulunan DEF bolgesi de ERK
(Ekstrasellular Sinyal Diizenleyici Kinaz)’in MAPK ile etkilesime girmesini saglamaktadir
(Buchwalter ve ark. 2004). Okaryotlarda MAP kinazlar es zamanli olarak birgok yolag: aktive
ederek hiicre gogalmasi ve farklilagsmasini diizenlemektedir. MAP kinazlarin 5 tane alt sinifi
tammmlanmistir. Bunlardan ERK, JNK ve p38 en iyi bilinenleridir. ERK, sinyal iletimi
oncelikli olmak tiizere hiicre proliferasyonu, sag kalimi ve farklilasmasina yol agarken, JNK
ve p38 MAP kinaz yolaklar1 genellikle imflamasyon ve hiicre 6liimiine neden olmaktadir.
ERK gibi JNK ve p38 MAP kinazlar da g¢ekirdege gegebilmekte ve gen ekspresyonunu
diizenleyen transkripsiyon faktorlerini fosforlayabilmektedirler. ERK; biiyiime faktorleri ve
mitojenler tarafindan, JNK ve p38 ise sitokinler ve stres uyarimi ile aktif hale gelmektedir
(Sharrocks 2002).

2.8. ELK-1 Geni

Doku o6zgilliigii gostermeyen bir transkripsiyon faktorii olan ELK-1 proteini ETS
onkogen siiper ailesinin bir iyesidir (Cohen-Armon 2007). Kromozomal lokalizasyonu
Xp1l.2 olan ELK-1 geni ilk defa 1989°da tanimlanmis olup 15084 baz ¢ifti uzunlugundadir.
ELK-1 proteininin fosforilasyon ve sumoilasyon olmak iizere iki post transkripsiyonel
modifikasyon gecirdigi belirlenmistir. Bu iki modifikasyon ELK-1’in hem aktivator hem

baskilayici fonksiyon kazanmasinda rol oynamaktadir (Yang ve ark. 2003). ELK-1 serum ve
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bliyiime faktorlerine yanit olusturan Erken Cevap Geni (IEG) transkripsiyonunu
saglamaktadir. Tanimlanmig yaklasik 40 hiicresel IEG bulunmaktadir ve bunlar arasinda en
iyi karakterize edilmis olanlar c-fos, c-myc, ve c-jun’dur (Eilers ve Menezes 2005, Schmeier
ve ark. 2009). ELK-1 proteininin aktif hale gelmesi i¢in fosforillenmesi gerekmektedir. ELK-
1, C domeni iizerinde bulun serin 383 ve serin 389 bakiyelerinin MAPK tarafindan
fosforillenmesi sonucucu aktif hale gecer. Daha sonra Serum Cevap Elementi (SRE) olarak
adlandirilan DNA dizisinin GGA/T bolgesine ETS baglanma domeni (A domeni) baglanir ve
Serum Cevap Faktor (SRF) ile hedef genin promotorunda ternari (ii¢lii) protein kompleksini
olusturur (Schmeier ve ark. 2009). ELK-1’in aktivasyonu sonucu ELK-1 hedef gen
promotoruna baglanarak genin transkripsiyonunu saglamaktadir (Yang ve ark. 2003). Hedef

gen promotorunda ternari kompleks olusumu S$ekil 2.5.te verilmistir.

Ternari

a a kompleks
|

Sekil 2.5. SRE dizisi lizerinde olusan ternari kompleksi (Buchwalter ve ark. 2004).
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ELK-1 proteinin aktivitesinin diizenlenmesinde sumoilasyon fonksiyon gormektedir.
Sumoilasyon ELK-1 aktivitesini baskilayan bir modifikasyondur ve proteinin doért domainden
biri olan R domainin igerisindeki lizin bakiyelerinde ger¢eklesmektedir (Yang ve ark. 2002).
Bu modifikasyon ubiquitinlenme gibi proteinlerin degredasyonu ile iliskili degildir, sadece
proteinlerin yapisinda degisiklige neden olmaktadir. SUMO tarafindan gergeklestirilen bu
modifikasyon proteinlerin ¢ekirdege lokalizasyonunu etkileyebilmekte ve transkripsiyon
faktoriiniin baskilanmasi sonucu gen ekspresyonunu negatif yonde diizenleyebilmektedir
(Hardeland ve ark. 2002, Gill 2004). ELK-1 proteinin domen yapisi, fosforilasyon ve

sumoilasyon bolgeleri Sekil 2.6’da verilmistir.

MAPK

N terminus 0 Ly @- Serine Sites C terminus

A Domain B Domain R Domain D Domain C Domain DEF Domain

Sekil 2.6. ELK-1 Proteinin yapisi (Anonim 2014b)
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2.9. ELK-1 Transkripsiyon Faktoriiniin Hedefindeki Diger Genler
2.9.1. SRF (Serum Cevap Faktorii) Geni

Kromozomal lokalizasyonu 6p21.1 olan SRF geni ilk kez 1984 yilinda tanimlanmustir.
Genin kodlagi SRF proteini; MADS (MCM1, Agomous, Deficiens, SRF) box transkripsiyon
faktor siiper ailesinin bir tiyesidir (Shore ve Sharrocks 1995). 10607 bg¢ uzunlugunda olup 7
ekzon bolgesi icermektedir. 1984 yilinda yapilan ¢alisma sonucunda hiicre kiiltiinde duragan
fazda bulunan hiicrelere serum eklenmesi ile c-fos gen transkripsiyonunda hizli bir uyarilma
oldugu bulunmustur. Ilerleyen yillarda c-fos’un promotorunda 300 bp uzunlugunda bir dizi
tanimlanmistir. Bu dizi A/T’ce zengin olup tekrar dizileri igermektedir. Bu diziye Serum Cevap
Elementi (SRE), SRE’ye baglanarak gen ekspresyonunu kontrol eden proteine de Serum Cevap
Faktorii (SRF) isimleri verilmistir. SRF proteini 508 aminoasit igerir ve 67 kDa agirhgindadir.
Yapilan ¢aligmalar sonucunda SRF’nin SRE dizine baglanmasi sonucunda IEG’lerin
aktivasyonunu diizenleyerek, hiicre siklusunun diizenlenmesi, apoptozis, hiicre biiyiimesi ve
farklilasmasi, embriyonun gelismesi, kaslarin biiylimesi gibi bir¢ok hiicresel olayda gorev
aldigr bulunmustur. SRF, SRE dizinin aktivasyonunu Ras-Raf-MAPK-ERK yolagi {izerinden
saglamaktadir. SRF’nin diizenlenmesi hem hiicresel sinyal transdiiksiyon yolaklar1 ile hem de
diger transkripsiyon faktorleri (ELK-1, Apl vb) ile etkilesime girmesi sonucu
gerceklesmektedir (Chai ve Tarnawski 2002).

2.9.2. ZC3H12A/MCPIP1

Cinko parmak model genleri olarak bilinen bir gen grubunun iiyesi olan ZC3H12A
[Zinc finger CCCH domen igeren protein 12A]; geni MCPIP ailesinin 4 iyesini
kodlamaktadir. Bu ailenin iiyesi olan proteinler; timus, dalak, akciger, bagirsak ve adipoz
dokusu gibi makrofaj ile iliskisi bulunan organlarda bulunmaktadir. ZC3H12A; 9860 baz
uzunlugunda olup 6 ekzon bolgesi igerir ve 61 tane tek niikleotid polimorfizmi
tanimlanmistir. ZC3H12A geninin kodladigt MCPIP1 proteini, 599 amino asite sahip olup
65,8 kDa agirligindadir. MCPIP1, 2 tane prolince zengin aktivasyon domeni igerir. Ayrica
niiklear lokalizasyon sinyal dizisi ve RNA’ya baglanmak i¢in 3 sistein ve 1 histidinden olugan
tek ¢inko parmak domeni tasir (Sekil 2.7.). MCPIP1 transkripsiyon faktorii olarak gérev
almasmin yani sira RNaz olarakta islev gormektedir (Kasza ve ark. 2010). ZC3H12A
mutasyonlari; immiinoglobiilin iireten plazma hiicreleri ve granuloma yapist ile karakterize
edilen bir¢ok otoimmiin hastalikta tanimlanmistir. Bir kronik otoimmiin hastalik olan Sjogren

sendromu olgularinda yapilan mikroarray analizleri apoptozda islev goren bir grup genin
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hastaligin ortaya cikmasi ile iliskili oldugunu gostermistir. Bu genlerden bir tanesi

ZC3H12A’nin diizenlenmesinde gorev almaktadir (Cifuentes ve ark. 2010).
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Sekil 2.7. ZC3H12A geninin lokalizasyonu ve MCPIP-1 proteini (Cifuentes ve ark. 2010)




MCPIP1 eksprese oldugunda sitokin IL-6 ve IL-6p40 mRNA’larinin stabilizasyonunu
bozarak imflamasyonu negatif yonde diizenler. Bu transkriptler 3°-UTR (gevrilmeyen
bolgeler) bélgesinde 30 niikleotitlik korunmus bir domene sahiptir. Bununla beraber MCPIP-
1 imflamatuar siire¢te yer alan Timor Nekroz Faktori alfa (TNFa) ve MCP-1 gibi
molekiillerin yar1 dmiirlerini RNA transkriptleri lizerinden etkilememektedir. MCPIP1; TNFa
ve MCP-1 genlerinde lipopolisakkarid (LPS) indiikleyen promotorun inhibisyonunu
saglayarak transkripsiyon faktorii olarak fonksiyon gormektedir. MCPIP1 bu fonksiyonunu
NFkB yolagini aktive ederek saglamaktadir (Sekil 2.8.). Diger taraftan MCPIP1 apoptoziste
yer alan ¢esitli genlerin ekspresyonunu indiiklemektedir (Sekil 2.8.). MCPIP-1’in
aktivasyonu; c-Jun N-terminal kinaz (JNK), p38, p53’ii ayrica p53 tarafindan diizenlenen
PUMA (Apoptozun p53 yukart diizenleyici modiilatorii)’nin  aktivasyonuna aracilik
etmektedir. MCPIP-1 ekspresyonu ayrica; sitoplazmada bulunan NADPH oksidaz alt iinitesi
olan phox47’nin hiicre membranma translokasyonunu ve reaktif oksijen tiirleri (ROS),
endoplazmik retikulum (ER) stres markirlar1 olan Ist Soku Proteini 40 (HSP40), Protein
Disiilfid Izomeraz (PDI), Guanin Niikleotid Saran Protein 78 (GRP78) ve inozitol bagiml
lo (IREla) enziminin tiretimini indiikler. MCPIP-1 kaspaz 12 ve kaspaz 2 aktif formunun
olusumunu da indiiklemektedir. Kaspaz 2/12 ve IREla-JNK/p38-p53-PUMA yolagi
araciligiyla otofaji ve apoptoz meydana gelmektedir (Cifuentes ve ark. 2010).

MCPIPI’in adipogenezi indiikledigine dair kanitlar da bulunmaktadir. MCPIP1;
CCAAT / Enhansir baglayici proteinlerin (C/EBPB, C/EBPS, C/EBPa) ekspresyonunu
saglamaktadir. Ayrica, MCPIP1’in indiikklenmesi C / EBP ailesinde bulunan transkripsiyon
faktorlerinin ekspresyonunuda saglamaktadir. MCPIP ayrica anjiyogenezde de fonksiyonu
oldugu diistiniilmektedir. Ancak buradaki fonksiyonu tam olarak agiklanamamistir (Cifuentes
ve ark. 2010).
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Sekil 2.8. MCPIP1 aktivasyonu (Cifuentes ve ark. 2010)

MCP-1; ZC3H12A genini uyararak transkripsiyonun indiiklenmesini gergeklestirir.
Boylece mononiikleer hiicrelerde MCP-1’e karsi cevap olarak ekstraselliiler sinyal
diizenleyici kinaz (ERK) ve serin/threonin spesifik protein kinaz (Akt) aktivasyonu
gerceklesir. LPS ve IL-1p gibi diger proinflamatuar molekiiller tarafindan ZC3H12A’ nin
ekspresyonunu indiiklemektedir. IL-1B; ZC3H12a’y1 NFkB ve mitojen aktif protein kinaz
(MAPkinaze) yolaklari ile diizenlenmektedir (Kasza 2013). IL-1B muamelesi ile erken cevap
geni (IEG) ekspresyon diizenleyicisi olarak bilinen ELK-1, ERK MAPkinaz yolag {izerinden
fosforillenerek aktif hale gelmektedir. MCPIP1 sinyal yolag:i Sekil 2.9.’da gosterilmistir.
ZC3H12A gen promotoru; -70,+60 bolgesi arasinda bulunan 136 bg¢ uzunlugunda bir alani
kapsamaktadir ve bu alanda ETS baglanma bolgesi (CAGGAA) ile CArG kutusu
bulunmaktadir. CArG kutusuna (CCATATAAAGG) serum cevap faktorii (SRF) baglanirken,
ETS bolgesine fosforillenen ELK-1 baglanir. Boylece TCF olusturularak transkripsiyon
baglatilir.
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Sekil 2.9. MCPIP1 sinyal yolag: (Cifuentes ve ark. 2010)

2.9.3 MCL1 (Myeloid hiicre losemisi-1) Gen Bolgesi

Antiapoptotik BCL2 (B hiicre lenfoma 2) gen ailesinin bir {iyesi MCL1 genidir.
Kromozomal lokalizasyonu 1g21°dir ve 5188 baz ¢ifti uzunlugundadir (Craig ve ark. 1994,
Anonim 2014f). Kozopos ve arkadaglari 1993’te insan myeloid 16semi hiicre hatti ML-1’in
hiicre farklilasmasi esnasinda MCL1 geninin ekspresyonununda hizli bir artisin oldugunu
ortaya koymuslardir (Craig ve ark. 1994). MCL1 geninin hiicre farklilasmasi ve apoptozu
indiikleyici uyaranlara (myelomonositik biiylime faktorii, granulosit/makrofaj koloni uyarma
faktorii (GM-CSF)) karsi cevap olarak ekspresyonununda artis oldugu gozlenmistir (Townsend
ve ark. 1999). ilerleyen yillarda yapilan ¢aligmalar sonucunda MCL1 geninin myeloid 16semi
hiicre hatlarinda (HL-60, THP-1, U-937, K562) farklilasmanin indiiklenmesinde gorev aldigi
bulunmustur (Townsend ve ark. 1999). BCL2 geni; programli hiicre 6liimiinii inhibe eder,
hiicre proliferasyonundan ¢ok hiicre canliligini tesvik etmektedir. Bu 6zellikleri MCL1 geni ile
paralellik gostermekle beraber hiicre proliferasyonunda birbirine zit diismektedir (Kozopas ve
ark. 1993). MCLI1 proteini BCL2 ile yiikksek homoloji gostermektedir. MCLL protein en ug
karboksil terminalinde 20 hidrofobik aminoasit rezidiiesi yer almaktadir (Sekil 2.10.). MCL1
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proteininin amino terminal kisminda birbirini takip eden dort farkli bolge mevcuttur. Birincisi;
glisin/alanin’ce zengin bir bolge bu bolgeyi takip eden aminoasitlerce zengin bdlge arkasindan
bir PEST dizisi ve bu dizinin pesinde 4 ¢ift arjinin bulunmaktadir. Prolin(P), glutamik asit (E),
serin (S), threonin (T)’ce zengin olan PEST dizisi BCL2 proteinin yapisinda da yer almaktadir.

BCL2 ile benzerlik
pigteren hiilge 4.
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Sekil 2.10. MCL1 ile BCL2 arasindaki dizi benzerligi (Kozopas ve ark. 1993)
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MCL1 geninin ekspresyonundaki artis i¢in ERK’in aktivasyonu gereklidir. ERK
fosforilasyonunun artisinin engellenmesi sonucunda MCL1 geninin ekspresyonu azalarak
hiicre apoptoza gider. ERK aracili yolagin yukarisinda bulunan bilesenler yolagin protein
kinaz C (PKC) ile uyarimi sonucu belirlenmislerdir. PKC endojen aktivatorleri iireten
fosfolipaz C tiibuline baglanan proteinler tarafindan aktif hale getirilir. Mikrotiibullerin
parcalanmasi sonucunda PKC uyarilarak ERK fosforilasyonu saglanir ve MCL1 geninin
ekspresyonunda artis olur. Sonug olarak; MCL1’in diizenlenmesinde ERK yolaginin, BCL2

ailesinin diizenlenmesinde MAPK ve protein kinazlarin gorev aldig agiklanmastir.

Okaryotik transkripsiyon faktorleri DNA baglanma domenlerine gore siiflandirilirlar.
Bir¢ok durumda DNA baglanma domeni yapr tiyeleri, DNA baglanma 6zgilinliigli i¢in siirl
bir imkan saglar. Bu sebepten bu ailenin liyeleri DNA {izerinde ayni yerlere baglanir. ETS
domen transkripsiyon faktorlerinin her biri GGAA/T motifine baglanir. MCL1 geni iizerinde
162 bg¢ uzunlugundaki dizi, SRF, ELK1 i¢in baglanma bdolgesidir (Boros ve ark. 2009).
Joanna Boros ve arkadaslari tarafindan yapilan arastirma sonucunda MCL1 geninin SRF ile
iligkili oldugu ve ELK-1-SRF kompleksinin hedef genlerinden birisi oldugu bulunmustur
(Boros ve ark. 2009).

2.9.4. CEBPS Gen Bolgesi

Ik olarak Steve McKnight tarafindan bulunan C/EBP (CCAAT baglanma
proteinleri)’nin tanimlanmis 6 tane izotipi (C/EBP-a, -B, -y, -6, -&, ve —{ ) bulunmaktadir
(Johnson ve McKnight 1989). C/EBP’lerin iizerinde bulunan DNA baglanma ve dimerizasyon
domeni bazik 16sin fermuar (basic-leucine zipper, bZIP) motifi modeline sahiptir (Agre ve
ark. 1989, Landschulz ve ark. 1989). Uyelerin hepsinin karboksil ucunda bZIP domen
bolgenin varligi kanitlanmistir (Akira ve ark. 1990, Descombes ve ark. 1990). CEBPS geni
20. kromozom iizerinde (ql2-q13.1) lokalize olmustur ve CREB siiper ailesi {iyesi
CEBPB (CCAAT baglanma proteini 3) transkripsiyon faktoriinii kodlamaktadir (Jenkinsen ve
ark. 1995). CEBPp enerji metabolizmasi, myelomonositik hiicrelerin farklilagsmasi, yag
depolanmasi, hematopoez, immiin cevap, antibakteriyal savunma ve disi iireme dongiisii gibi
birgok biyolojik siiregte fonksiyon gostermektedir (Ramji ve Foka 2002, Akasaka ve ark.
2007, Gade ve ark. 2008).

Yapilan c¢alismalarda CEBPP’nin Akut Promiyelositik Losemi (APL) hiicre
farklilasmasinda kritik rol oynadigin1 gostermistir (Zhang ve ark. 2010, Yu ve ark. 2013).
Myeloid ve lenfoid l6komogenezin baskilanmasinda rol oynayan CEBPf proteini MAPK
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yolaginda ELK-1 ile iligkiye giren aday bir proteindir (Akasaka ve ark. 2007, Gade ve ark.
2008).

2.9.5. BCL10 (B-Hiicre Lenfoma/Losemi 10) Gen Bolgesi

Kromozomal lokalizasyonu 1p22.3 olan BCL10, mukoza iliskili lenfoid doku (MALT
lenfoma) lenfomasinda t(1;14)(p22;q32) ile iliskilendirilen antiapoptotik diizenleyici bir
molekiildiir. BCL10 geni 233 aminoasit uzunlugunda ve 26.252 dalton agirlinda olan BCL10
proteini kodlamaktadir. Bu proteinin 13 ile 101. aminoasit bakiyeleri arasinda kaspaz domeni
bulunur (CARD). Bu domende apoptotik diizenleyici molekiiller bulunmaktadir. CARD
domeninin N terminalinde bulunan bélge hematopoietik spesifik membran iliskili guanilat
kinaz protein Carmal bulunmaktadir. Carmal, C terminalinden bulunan serin134, 136, 138,
141 ve 144 bakiyelerinin fosforlanmasi sonucunda NFxB yolagmin aktivasyonu
saglanmaktadir (Huang 2010). NFxB yolagiyla hiicrenin apoptoza ugramasinda fonksiyon
goren BCL-10 geni ELK-1 transkripsiyon faktoriiniin hedef genleri arasinda sayilabilir (Boros
ve ark. 2009, Yu ve ark. 2013).

2.10. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Hedef DNA parcasinin veya RNA’nin oligoniikleotit (20-30nt) primerler tarafindan
yonlendirilerek in vitro sartlarda kopyalanmasina dayanan polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)
ilk olarak Kary Mullis ve ark. (1986) tarafindan tanimlanmistir. Bu yontem basitge ii¢

asamadan olusur:

e Hedef parcanin denatiirasyonu,

e Primerlerin DNA {izerinde kendilerine 6zgii bolgelerine baglanmasi,

e Yeni DNA zincirlerinin sentezi.

Polimeraz zincir reaksiyonunun ilk asamasinda hedef DNA yiiksek sicakliklarda (95-
100°C) denatiire edilmektedir. Denatiirasyon asamasindan sonra ortam kullanilan primerlere
Ozgli baglanma sicakliklarina distriilmekte ve oligoniikleotit primerler kendilerine 6zgii
bolgelere baglanmaktadir. Son asamada Taq DNA polimeraz uygun tampon, uygun sicaklik
ve dort ¢esit ANTP (deoksiniikleotid trifosfat) varliginda primerleri 5° ucundan 3’ ucuna
dogru uzatmaya baglar. Her dongli sonucunda ilgili DNA bdlgesi iki katina ¢ikmaktadir
(Schochetman ve ark. 1988).
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2.11. Ters Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PZR)

Ters transkriptaz PZR reaksiyonu; hiicrelerden elde edilen RNA molekiillerinin ters
transkriptaz enzimi ile tamamlayict DNA (cDNA)’ya ¢evrildigi bir yontemdir. cDNA’ya
doniisim mRNA iizerinden gerceklesmektedir. mRNA’lar intron bolgeleri tasimadigindan bu
yontem sayesinde gen ekspresyonunun analizi yapilir. Bu PCR c¢esidinden verimli sonug
alabilmek ig¢in elimizdeki RNA miktar1 fazla olmalidir (Mulhart 2007). Bir RT-PZR farkli
kaynakl1 ters transkriptaz enzimleri mevcuttur. Ornegin; Avian myeloblastosis virus (AMV-
RT)’den elde edilen ters transkriptaz enzimi; DNA ekzoniikleaz ve RNaz aktivitesi gosterir.
42°C’ de optimal caligma gosterir. Moloney miirin 16semi viriisi (MMLV-RT) kokenli ters
transkriptaz enzimi RNA bagimli DNA polimeraz aktivitesi gosterir. Optimum 37-42°C
arasinda calisir. Bir ters transkriptaz PZR reaksiyonunda; ters transkriptaz enzimi,
oligodNTP’ler ve/veya rastgele olan primerler, ters transkriptaz tamponu ve dH,O bilesenleri
bulunmaktadir. 0ligopdNTP; RNA molekiillerinin i¢inden sadece mRNA molekiillerini segmek
icin, mRNA’larin 3’ uglarinda bulunan poli A kuyruklarindan yararlanir. Ters transkriptaz
enzimi RNA’y1 kalip olarak kullanarak DNA sentezler. Boylece RNA ve DNA hibridi olusur.
RNaz—H bu hibridi pargalayarak RNA’ya tamamlayici CDNA sentez edilmesini saglamaktadir.
Reaksiyona katilan oligodNTP’ler, 16-20 baz uzunlugunda timidin bazlarini tasirlar. Timidin
bazlart mRNA’nin poli A kuyruguna baglanir. Béylece cDNA reaksiyonu dogru bir sekilde
baglamasi amaglanmaktadir. Rastgele olan primerler ise mRNA’nin 3’ ucundan baglanmaya
baglar. Ters transkriptaz enzimi kullanmilarak 1,2 kb’lik cDNA elde edilir. Fakat mRNA’nin
uzunlugu 10 kb’ den fazladir. Bu nedenle 6-8 baz uzunlugundaki rastgele primerler kullanilarak
mRNA iizerinden cDNA’ya doniisiim kesintisiz olarak gerceklesir. Ters transkriptaz enzimi;
RNaz-H ve endoniikleaz alt birimlerini icermektedir. Reaksiyona katilan dH,O; in vivo ortam
sartlar1 ile in vitro ortam sartlar1 arasindaki farki dengelemek i¢in kullanilmaktadir. Ters
transkriptaz reaksiyon tamponu Mg*? Tris HCL ve KCL icermektedir. Mg* rastgele
primerlerin mRNA dizisi lizerine baglanmasini saglamaktadir. Enzimin kofaktorii olarak gérev
saglamaktadir. Tris-HCI; ortamin pH’sin1 dengelemekte ve reaksiyonun pH’s1 20°C’de 6.8 ile
7.8 arasinda kalmasini saglamaktadir. KCI; primerlerin baglanmasini kolaylagtirmaktadir

(Mulhardt 2007).
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2.12. Ger¢ek Zamanh Kantitatif Ters Transkripsiyon Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Gergek zamanli ters transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu; PZR reaksiyonunun her
dongiisii sirasinda olusan amplifikasyon diriinii miktarin1 belirlemek i¢in kullanilan bir
yontemdir (Bustin ve ark. 2005). Gergek zamanli PZR sistemin temelini floresan raportor
molekiillerinin 1sinimlarmin tespiti ve miktarinin belirlenmesi (kantifikasyon) olusturur.
Kantitatif gercek zamanli PZR yontemi, genomik DNA kopya sayisini, tek niikleotid
polimorfizmlerini, DNA metilasyon durumunu ve viral genom varliginin belirlenmesi igin
kullanilabilmektedir. Genel kullanim alan1 ise mRNA diizeylerinin belirlenmesi iizerinden
gen ifadesinin saptanmasi veya gen ifadelerini birbirleri ile karsilastirma yapilmasidir (Bustin
2000, Bustin ve ark. 2005).

Gen ifadesinin belirlenmesi i¢in Oncelikle Orneklerden elde edilen mRNA
molekiillerinin ters transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu ile cDNA molekiiliine doniisiimii
gerceklestirilir. Floresan kaynagi olarak primerlere bagli ya da onlardan bagimsiz floresan
isaretleyiciler kullanilir. En sik kullanilanlar arasinda hidroliz problari, hibridizayon problari,
TagMan® problari, Molecular Beacon® problari ve SYBR® Green I boyast bulunmaktadir.
Yaptigimiz ¢alismada Taq- Man prob sistemi ile ¢alisan bir kit kullanilmistir. Tag-Man® prob
sistemi; primer ¢ifti ile sinirlanan bolge igerisinde kalan bir hedef diziye baglanacak sekilde
tasarlanmaktadir. Probun; 5’ ucunda raportor florokrom (6rnegin; 6-karboksifloresan veya
FAM ) ve 3’ ucunda baskilayic1 boya (6rnegin; 6 — karboksi — tetrametil rhodomin veya
TAMRA ) bulunmaktadir. (Sekil 2.11.).
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Sekil 2.11. Tag-Man® prob sistemi



Yesil 151k kirmizi 1518a gore daha yiiksek enerji emisyonuna sahiptir. Bunun nedeni ise
yesil 15181 kirmizi 1518a gore daha kisa dalga boyuna sahip olmasidir. Kirmiz1 boya yesil
boyaya yakin oldugu zaman yesil boyanin emisyon enerjisi kirmizi boyaya transfer olur. Bu
iki boyanin beraber bozulmamis yapisi sayesinde raportér boyanin floresan emisyonu
baskilayici boya tarafindan emilir (Anonim 2013). Baskilayic1 boya [nonfluorescent quencher
(NFQ)] sistemine kiigiik oluga baglanma (MGB) probu baglidir. Prob sistemi, hedef DNAnin
kiigiik oluguna baglandigi zaman MGB probununda 3’ ucundan baglanmasini saglar. Bu
baglanma ile erime sicakligi (Tm) artarak probun hedef DNA’ya baglanmasi kuvvetlenir
(Afonina ve ark. 1997, Kutyavin ve ark. 1997). MGB problari, yiiksek Tm sicakliklarinda
hedef diziye primer baglanmasini gergeklestirmis olur. PZR reaksiyonunda 5' niikleaz
aktivitesi gosteren AmpliTaq® Gold DNA polimeraz PZR siiresi boyunca Taq-Man problarin
ayrilmasini saglar. Reaksiyon boyunca problarin pargalanmasi ile raportdr boya ile baskilayici
boya birbirinden ayrilarak FRET (floresan rezonans enerji transferi) meydana gelir (Sekil
2.12.). PZR iriinlerinde ki artis raportdr boyanin florasanstaki artisi izlenerek analiz

gerceklestirilmektedir.
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Sekil 2.12. Tag-Man® prob sistemi ve FRET olusumu (Anonim 2014k)
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Sinyal artis1t PZR iiriin artistyla dogru orantilidir. Her bir PZR doéngiisiindeki floresan
isiniminin kaydedilmesi ile baglangictan itibaren iissel fazda {iriin artisina hangi noktada
ulasildigi, es zamanl izlenir. PZR iiriinlerinin DNA viriislerine karsi korumak i¢in urasil-
DNA glikozilaz kullanilir. Reaksiyona eklenen deoksiriboniikleotit trifosfat (dNTP)
karisiminda deoksitimidin trifosfat (dTTP) yerine deoksiuridin trifosfat (dAUTP) olmalidir.
Urasil-DNA glikozilaz enzimi reaksiyona eklendiginde, dUTP niikleotidini i¢eren her tiirli
olas1 PZR {irtiniinii sindirerek tirtinlerinin tekrar amplifiye olmasin1 6nlenmektedir.

Giivenilir kantitatif gercek zamanli PZR metodunda olusan deneysel varyasyonlara
gore bir korelasyon gerekmektedir. Konsantrasyon veya hacim degisiklikleri nedeniyle olusan
floresan dalgalanmalarina karsi raportdr boya ROX pasif boyasi ile normalize edilir. Raportor
boyanin yogunlugunun ROX pasif referans boyasimin yogunluguna boliimii ile elde edilen
sonu¢ Rn’yi verir. Rn" ; Reaksiyona giren tiim komponentlerin floresan emisyonu. Rn’;
Negatif kontroliin (pasif boya) ve reaksiyona girmeyen orneklerin floresan emisyonu. ARn;
PZR’da meydana gelen sinyal biiylikliigiinii gostermektedir ve ARn asagidaki sekilde
hesaplanir;

ARn=Rn" - Rn’

Hedef genin ekspresyonu cesitli sartlar altinda ekspresyonu degismedigi bilinen bir
referans gene (housekeeping gen) gore normalize edilmelidir. Ilgilenilen genin ekspresyon
diizeyi, referans gen olarak kullanilan housekeeping genin ekspresyon diizeyine oranlanir.
Boylece izole edilen RNA miktar1 ve bu 6rneklerden sentezlenen ¢cDNA miktarlarindan
kaynaklanabilecek 6rnekler arasi baslangi¢ farkliliklar1 ve deneysel hatalar normalize edilir.

Ters transkriptaz PZR’da normalizasyon igin kullanilan diger parametreler ise
sOyledir; taban ¢izgisi, ger¢cek zamanli PZR’da PZR reaksiyonunun 3 ile 15 sikluslar1 arasinda
meydana gelen az miktardaki 1gtmadan olusur. Kullanicinin analizlerine veya amplifikasyon
alanlarina gore her bir reaksiyon i¢in ampirik olarak belirlenir. Taban ¢izgisi, esik dongiisiinii
(Ct) dogru bir sekilde tespit edilmesini saglar. Ger¢ek zamanli PZR reaksiyonunda taban
cizgisi sinyali iizerinden istatiksel olarak onemli ilk artisin oldugu nokta esik degeri olurken

bu artisin gézlendigi dongii esik dongi sayisin1 vermektedir (Sekil 2.13.).
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Sekil 2.13. Gergek zamanli PZR Amplifikasyon egrisi; Ct= esik degeri, Cq= esik degerinin
tekabiil ettigi siklus

Veriler degerlendirilirken ilk olarak; ilgilenilen genin ekpresyon miktarindan referans
gen orneginin ekspresyon miktart ¢ikarilacak ACt degeri elde edilir. Kat farki ise 22 ile
hesaplanir. Ornek kalitesini ve reaksiyon etkinligi farkhiliklarmida kontrol etmek igin bu
metot yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle 22 yontemi kullanilir.

Burada;

AC; s5mek = ACt referans gen = AACt
Ct hedef gen — Ct normal gen = ACt smek

Ct referans gen — Ct normal gen — ACt referans

Primer dizayni; giivenilir kantitatif gercek zamanli PZR sonuglari elde edebilmek i¢in
dikkat edilmesi gereken en Onemli asamalardan birisidir. Ger¢ek zamanli PZR primerleri
dizayn edilirken amplikon uzunlugu yaklasik 50-150 b¢ olmalidir. Daha uzun amplikon
tirinleri amplifikasyonu etkilemektedir. Genellikle primerler 18-24 niikleotid uzunlugunda
olmalidir. Bu uzunluk baglanma sicakliginda kolaylikla baglanmanin gergeklesmesini
saglamaktadir. Primerler standart PZR Kurallarina gore dizayn edilmelidir. Primerler hedef
dizi i¢in spesifik olmal1 ve ikincil yap1 igermemelidir. Primer g¢iftleri erime sicakligindan 5°C
eksigine gore ayarlanir ve yaklasik %50 oraninda GC igerirler. Primerlerin 3' ucunun daha
kolay baglanmasini saglamak i¢in GC bazlarinin igeriginin fazla olmasi istenir. Primerler
kendi arasinda olas1 tamamlayiciligt yani hibridizasyonu 6nlemek igin primer ¢ifti dizi analizi
yapilir. Final konsantrasyonunda 200 nM bulunan her bir primer bir¢ok reaksiyon igin etkili

miktardir.
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2.13. Housekeeping Genlerin Ger¢cek Zamanh PZR Cahsmalarindaki Onemi

PZR metodunun varyanti olan kantitatif gercek zamanli PZR yontemi DNA’daki
spesifik bolgenin kantifikasyonunu saglar. Bu teknik belirli bir hiicre tipinde mRNA
seviyesinin degerlendirilmesi agisindan oldukca basarilidir. Kantitatif gercek zamanli PZR
uygulamalarinda pipetajdan, ters transkriptaz i¢in kullanilan enzim etkinliginden, cDNA
sentezi etkinliginden, i¢ kontroller ve farkli deneysel Orneklerden kaynaklanan hatalarin
Oniine gecmek i¢in normalizasyon gergeklestirilir (Lima Rebougas ve ark. 2013).
Normalizasyon islemi; farkli dokulardaki gen ekspresyon seviyesinin sabit oldugu bilenen
referans bir housekeeping gene karsi ilgilenilen hiicre veya doku tipinde meydana gelen gen
ekspresyon seviyesinin oranlanmasi ile gergeklestirilir. Yani ilgilenilen hedefte meydana
gelen ekspresyon oranindan kullandigimiz referans housekeeping genin ekspresyon
seviyesinin orani ¢ikartilarak hesaplama yapilir. Housekeeping gen, ekspresyon seviyesinin
belirlenmesinde oldukga biiyiik bir 6nem tagimaktadir. Calismada segilen housekeeping genin
farkli dokulardaki ekspresyon seviyesi ne kadar az degiskenlik gostererek sabit kalirsa

ilgilenilen genin ekspresyon seviyesinin belirlenmesi o kadar dogru olacaktir.
2.13.1. GAPDH (Gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz)

Bir hiicrenin; metabolizma, hiicre yapisi, gen transkripsiyonu ve homeostazis gibi ¢esitli
biyokimyasal ve temel islevsel fonksiyonlarinda gorev olan, farkli doku ve hiicre tiplerinde
ekspresyon seviyeleri degismeyen genlere housekeeping genler denir. Ayrica bu genler
hiicrenin endojen diizenleyici genleri olarakta bilinmektedir (Zainuddin ve ark. 2010).
Literatiirde; GAPDH (Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz), B-aktin, ribozomal proteinleri
kodlayan protein (RPL) ubikitin (UBQ), B-tubulin, 18S ribozomal protein (18S rRNA) ve
fosfogliserat kinaz (PGK) en iyi bilinen housekeeping genlerdir (Lima Reboucas ve ark.
2013). Yaptigimiz ¢alismada bir housekeeping gen olan GAPDH endojen kontrol, referans
gen olarak kullanilmustir.

GAPDH; yaklagik 37 kDa agirliginda bir enzimdir. Replikasyon, DNA onarimi, glikoliz
ve transkripsiyonun diizenlenmesinde gorev almaktadir (Meyer-Siegler ve ark. 1991).
Glikoliz, glikozun enzimlerle piriivik asite (pirtivat) kadar yikilmas1 olayidir. Biitiin canlilarda
glikoliz basamaklart ayni sekilde gerceklesmektedir. Gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz
(GAPDH), glikolizin ara basamaklarinda gliseraldehit-3-fosfattan iki molekil 1,3-
bisfosfogliserat olusumunu katalizleyen NAD bagimli bir dehidrojenazdir (Sekil 2.14.).
Glikolizin 6. basamagini katalizledigi bu olayda glikozu kirarak enerji (ATP) ve karbon

molekiillerini ortaya ¢ikarir.
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Gliseraldehid 3-fosfat 1,3-Bisfosfogliserat (1,3-BPG)

Sekil 2.14. Gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal
3.1.1. Kullanilan Cihazlar

Biyogiivenlik kabini (class II), Niive, Tirkiye
Buzdolaba, Profilo, Tiirkiye

CO; etiiv, Thermo, Amerika Birlesik Devletleri (ABD)
Calkalayicili su banyosu, Niive, Tiirkiye

Derin dondurucu -20°C, Vestel, Tiirkiye

Distile su cihazi, GFL, Almanya

Gergek zamanli PZR sistemi, Applied biosystems fast 7500, ABD
Isisal dongiileme cihazi, Techne TC5000, Ingiltere
Invert mikroskop, Olympus, Almanya

Kirik buz makinasi, Fiocchetti, Italya

Mini mikrosantrifiij, Cleaver, Giliney Kore

Neubauer lami1, Marienfeld, Almanya

Otoklav, Hirayama, Japonya

Otomatik pipet seti, Axygen axypet, Kanada
Sogutmalr santrifiij, Niive, Tiirkiye

Vorteks, WiseMix, Kore

3.1.2. Kullanilan kimyasal maddeler
Amfoterisin B, Multicell, Kanada

Etanol, Sigma, ABD

Fetal Sigir Serum (FBS), Multicell, Kanada
L-glutamin, Multicell, Kanada
Penisilin/Streptomisin, Sigma, ABD

RPMI 1640, Sigma, ABD

Tripan mavisi, Fluka, ABD
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3.1.3. Kullanilan kitler
3.1.3.1. Hiicreden RNA izolasyon kiti ( Ambion Pure Link, ABD)
Kit icerisinde bulunan yikama soliisyonu Il igcerisine 60 ml %100 EtOH ilavesi, lizis
solusyonu igerisine %1 B-merkaptoetanol (B-ME) ilavesi ile kullanima hazir hale getirildi.
Soliisyon igerisindeki yikama soliisyonu 1 oldugu gibi kullanildi.
3.1.3.2. Kandan RNA izolasyon kiti ( Qiagen, Almanya)
Kitin igerisinde;
- Soliisyon EL (eritrosit lizis soliisyonu)
- Soliisyon RLT (lizis soliisyonu)
- Soliisyon RW1 (yikama soliisyonu)
- Soliisyon RPE (yikama soliisyonu)
bulunmaktadir.
Kit igerisinde ki 11 ml soliisyon RPE igerisine 44 ml %2100 EtOH ilavesi, 23 ml soliisyon
RLT igerisine 230 pl B-ME ilavesi ile kullanima hazir hale getirildi.
3.1.3.3. cDNA reverse transkripsiyon kiti (Applied Biosystems, ABD )
Kit igerisinde;
v 10x Ters transkriptaz soliisyonu 1 ml
v’ Ters transkriptaz enzimi 100ul
v' dNTP 100 mM
v" 10x Random primer 1 ml
bulunmaktadir.
3.1.3.4. Ger¢ek zamanh kantitatif polimeraz zincir reaksiyon kiti (Applied Biosystems,
ABD)
Gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu Kkiti igerisinde;
2x Tag-Man gen ekspresyon master karigimi
e AmpliTag Gold DNA polimeraz
e Urasil-DNA glikozilaz
e dNTP
e ROX pasif referans
e Optimize edilmis tampon bilesenleri
20x Tag-Man gen ekspresyon tayin kiti
e iki tane isaretsiz primer (1x primer final konsantrasyonu 900 nM ve 20x stok

primer konsantrasyonu 18uM).
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Bir tane FAM™ boya ile isaretlenmis Taq-Man prob MGB (1x final
konsantrasyonu 250 nM, stok konsantrasyonu SuM).

Tag-Man gen ekspresyon assayleri 1tane 6-VIC® boyast ile isaretlenmis Taq-
Man MGB prob igerirler (1x final konsantrasyonu 250 nM, 20x stok
konsantrasyonu SuM’dir).bulunmaktadir.

Her bir gen boélgesi i¢in 4331182 katalog numarasina sahip ticari Tag-Man gen ekspresyon
Kitleri alindi. MCPIP gen bélgesi i¢in Hs00962356 _ml1, GAPDH gen bdélgesi i¢in
Hs00166169 m1, MCL-1 gen bolgesi icin Hs01050896_ml, ELK-1 bolgesi igin
Hs00901847_m1, BCL-10 gen bolgesi i¢cin Hs00961847_ml, CEBPB gen bdlgesi icin
Hs00270923 s1 ve SRF gen bolgesi i¢cin Hs00182371 ml kodlu iirlinler kullanilmistir.

Reaksiyon i¢in gerekli olan bilesenler ve miktarlar1 Cizelge 3.1.de verilmistir.

Cizelge 3.1. Bir reaksiyon i¢in gereken bilesenler ve miktarlar

20x Tag—Man® gen ekspresyon tayin kiti 1
2x Tag-Man gen ekspresyon master 10
karigimi

cDNA 2
dH,0O 7
Toplam 20
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3.1.4. Kullanilan Besiyeri
3.1.4.1. RPMI 1640 ( Sigma, ABD)

% 10 fetal sigir serum

% 1 L-glutamin

100 pg/ml Penisilin — streptomisin
100 pg/ml Amfoterisin B

500 ml steril RPMI 1640 igerisine 50 ml FBS, 5 ml L-Glutamin, 5 ml Penisilin-
streptomisin ve 5 ml amfoterisin B ilave edilerek kullanima hazir hale getirildi (Cherng ve
ark. 1996).

3.1.5. Kullanilan Soliisyonlar

3.1.5.1. %70 Etanol

70 ml etanol 100ml’ye dH,0O ile tamamlanur.
3.2. Yontemler

3.2.1 Hiicre Kiiltiri

Kronik myeloid 16semi hiicreleri olan K-562 hiicre hatti, T hiicre 16semi hiicreleri olan
Jurkat hiicre hatti, Burkitt lenfoma hiicreleri olan Daudi hiicre hatti, akut myeloid 16semi
hiicre hatt1 olan HL-60 hiicre hattt Aydin Adnan Menderes Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi
Biyoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi Yrd. Dog. Dr. Mehtap Kilig Eren’den temin edildi.
Hiicreler 25 cm?’ vyiizey alanina sahip T-25 hiicre kiiltiiri kaplarinda 5 ml RPMI 1640
icerisinde kiiltiire edildiler. Hiicreler rutin olarak haftada bir kez pasajlandi. Pasajlama
isleminde hiicrelerimiz silispande hiicre oldugu i¢in flask igerigi steril 15 ml’lik santrifii tiipii
igerisine aktarildi. Santrifiij tlipii icerisine alinan hiicreler oda sicakliginda 1100 rpm hizda 5
dakika coktiiriilerek pellet 2 ml besiyerinde siispande edildi ve igerisinde Sml RPMI 1640

besiyeri bulanan yeni flask icerisine aktarildi.
3.2.2. Hiicre Sayimi

RNA izolasyonunu gergeklestirmeden once hiicrelerin sayimmi yapildi. K-562, Jurkat,
Daudi, HL-60 hiicrelerinin bulundugu flasklarin igerigi 15 ml’lik santrifiij tiiplerine aktarildi.
Santrifiij tiipleri 1100 rpm hizda 5 dakika oda sicakliginda santrifiij ile ¢oktiiriilerek pellet 2

ml besiyerinde silispande edildi. Siispande edilen hiicrelerden 100’er pl alinarak steril
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eppendorfa aktarildi ve iizerlerine 100 er pl tripan mavisi eklenerek pipetaj yapilarak

karistirildi. Karigimdan 10 pl neubauer lamina alinarak hiicre sayimi gergeklestirildi. Her bir

hiicre hatti i¢in bu islem yapildi ve RNA izolasyonuna 5.3x10° hiicre sayisina sahip hiicreler

ile baglanildi.

3.2.3. Hiicreden RNA izolasyonu (Pure Link, Ambion Kit)

Hiicreden RNA izolasyonuna 5.3x10° hiicre ile baslanildi.

1)

2)

3)
4)

5)
6)
7)
8)
9)

Flask igersinde siispande halde bulunan hiicreler 15 ml steril santrifiij tiipline
aktarilarak +4 °C 2000 g hizda 5 dakika santrifiij ile ¢oktiiriildii. Santriflij sonrasinda
slipernatant uzaklastirildi.

B-merkaptoetanol igeren lizis soliisyonundan 0,6 ml eklenerek hiicre pelleti dagilana
kadar vortekslendi.

Hiicre debrisi maksimum hizda 2 dakika santrifiij ile ¢oktiirtildii.

Stipernatant yeni steril eppendorf tlipe aktarilarak iizerine siipernatant miktar1 kadar
%70 EtOH eklendi ve vortekslendi.

700 pl 6rnek icerisinde filtreli kolonun bulunan koleksiyon tiipiine aktarildi.

12000 g hizda 15 saniye oda sicakliginda santrifiij ile ¢oktiirtildii.

Koleksiyon tiipiinde biriken siiziintli dokiildii.

6. ve 7. basamaklar tekrar edildi.

Filtreli kolon iizerine yikama soliisyonu I eklenerek 12000 g hizda 15 saniye oda

sicakliginda santrifiij ile ¢oktiirtildii.

10) Filtreli kolon yeni steril eppendorf tiiptine yerlestirildi.

11) 500 pl EtOH eklenmis yikama soliisyonu II filtreli kolon iizerine ilave edilerek 12000

g hizda 15 saniye oda sicakliginda santrifiij edilerek ¢oktiirtildii.

12) Santrifiij sonrasinda eppendorfta biriken dokelti bosaltirak filtreli kolon ayni

eppendorfa tekrar yerlestirildi.

13) Eppendorf tiip 12000 g hizda 1-2 dakika oda sicakliginda bos olarak santrifiij edilerek

stizlintiinlin tamami uzaklagtirildi.

14) Filtreli kolon yeni steril eppendorf tiipe yerlestirildi.
15) Filtreli kolon tizerine 50 pl dH,O eklenerek oda sicakliginda 12000 g de 2 dakika

santrifiij ile ¢oktiirtildii.

16) Filtreli kolon uzaklastirildi.

17) Eppendorf tiipte 50 pul miktarinda total RNA izolasyonu elde edildi.
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3.2.4. Kandan RNA izolasyonu (Qiagen RNA izolasyon kiti, Almanya)

Saglikl1 23 bireyden alinan 5’er ml kan 6rneginden gerceklestirildi. Bireylerden alinan

kan 6rnekleri pihtilasmay1 onlemek i¢cin KsEDTA igeren tiiplere alindi.

Kullandigimiz protokol basamaklari oda sicakliginda gergeklestirildi.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

1 ml kan 6rnegi 15 ml’lik santrifiij tiipline alinarak iizerine 5 ml soliisyon EL eklendi
ve tiip alt iist edilerek karistirildi.

15 dakika santrifiij tiipii buz igerisinde inkiibe edildi. Bu zaman igerisinde tiip 1 kez
vorteks ile karigtirilarak tekrar buza gomiildii.

Daha sonra tiip 10 dakika +4 °C’de 1200 rpm hizda santrifiij ile g¢oktiiriilerek
stipernatant uzaklastirildi ( pellet kism1 16kositleri icermektedir).

Tiipte ki pelletin iizerine 2 ml EL soliisyonu eklenerek 1200 rpm hizda +4°C ‘de 10
dakika santrifiij ile ¢oktiiriildii ve siipernatant uzaklastirildi.

Tiipteki pellet iizerine 600ul RLT soliisyonu eklenerek tiip igerigi vorteks ile
karigtirildi.

Tiipte olusan lizat koleksiyon tiipiine yerlestirilmis (mor renk ile isaretlenmis) filtreli
kolon tizerine aktarildi ve 2 dakika maksimum hizda oda sicakliginda santrifiij ile
coktiirtldi.

Santrifiij sonrasi olusan lizatin icerisine 600 pl %70 EtOH eklenerek pipetaj islemi ile
karigtirildi.

Olusan bu karisim yeni koleksiyon tiipii icerisinde bulunan (beyaz renk ile
isaretlenmis) filtreli kolon iizerine aktarilarak 15 saniye 10000 rpm hizda oda
sicakliginda santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasinda filtreli tlip yeni koleksiyon tiipiiniin icerisine yerlestirilerek
tizerine 700 pl RW1 soliisyonu eklendi ve 15 saniye oda sicakliginda 10000 rpm hizda
santrifiij edilerek ¢oktiiriildii.

10) Koleksiyon tiipii igerisindeki siizintii bosaltilarak filtreli kolon igerisine tekrar

yerlestirildi.

11) Filtreli kolon iizerine 500 pl soliisyon RPE eklenerek 15 saniye oda sicakliginda

10000 rpm hizda santrifiij ile ¢oktiiriildii.

12) Filtreli kolonun iizerine tekrar 500 pl RPE soliisyonu eklenerek 14000 rpm hizda oda

sicakliginda 3 dakika santrifiij edilerek ¢oktiiriildii.

13) Koleksiyon tiiplindeki siiziintiisii bosaltilarak tekrar filtreli tiip iizerine yerlestirildi.
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14) Filtreli tiip lzerine higbir soliisyon eklemesi yapilmadan 14800 rpm hizda oda
sicakliginda 1dakika santrifiij edildi.
15) Filtreli kolon 1.5 ml steril eppendorf igine yerlestirilerek tizerine 50 pl RNaz icermeyen

sudan eklendi ve 10000 rpm hizda oda sicaklifinda 1 dakika santrifiij edildi.
Islem basamaklar1 her bir kan drnegi icin ayr1 ayr1 uygulandi.
3.2.5. Ters Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Applied Biosystems, ABD )

Ters transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu; hiicre hatlar1 ve saglikli bireylerin
kanlarindan elde edilen RNA 6rnekleri kullanilarak gergeklestirildi.

Kullanilan kimyasallar -20°C ‘den alindi. Taq DNA polimeraz -20°C’de sivi halde
bulunmaktadir. Taq DNA polimerazin yapisi sicakliktan etkilendigi i¢in karisima eklenecegi
zaman -20°C’ den alind1 ve ekleme yapilir yapilmaz geri kaldirildi. Diger PZR bilesenleri oda
kosullarinda eritildi. Daha sonra vortekslenip kisa siireligine santrifiij edildi. Karisimi
olusturma islemleri buz icerisine yerlestirilen steril eppendorf tiipte gerceklestirildi. Master
karisimi olusturan bilesenlerin miktar1 Cizelge 3.2.’te gosterilmistir. Karisimi olustururken
steril eppendorfun i¢ine oncelikle dH,O eklendi. Daha sonra miktar1 ¢ok olandan az olan
bilesene gore karisima eklendi. Karisima en son Tag DNA polimeraz eklendi. Boylelikle
primerlerle olas1 etkilesimi engellenmis oldu. Dort tane steril eppendorf igerisine 20’ser ul
karisimdan konularak iizerlerine 20’ser pl kalip RNA’lardan eklendi. Islem bittikten sonra
eppendorf tiipler kisa siireligine vorteksle karistirilarak santrifiij edildi ve ornekler 1sisal
dongii cihazina yerlestirildi. Ornekler 1sisal dongii cihazinda Cizelge 3.3.’de gosterilen
sicaklik ve siirelere tabii tutuldu.

Cizelge 3.2. cDNA reaksiyonu bilesenleri ve miktarlart

Reaksiyon icerigi Miktar (pl)
10x RT tampon 16
25x ANTP karigimi(100mM) 6.4
10x RT random primerler 16
MultiScribe ters transkriptaz 8
dH,O 33.6
Toplam 80

Cizelge 3.3. Isisal dongii cihazinin siire ve sicakliklar

1.Basamak 2.Basamak 3.Basamak 4.Basamak
Sicaklik(°C) 25 37 85 4
Zaman 10 dakika 120 dakika 5 dakika o0
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3.2.6. Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Applied Biosystems, ABD)

Calisma iki tekrarli olarak gergeklestirildi. Saglikli bireylerden elde edilen cDNA
ornekleri ¢alismanin kontrol grubu i¢in kullanildi. Saglikli bireylerin ¢cDNA o6rneklerinden
2’ser ul alinarak buza gomiilii steril bir eppendorf tiip igerisine eklendi. Boylece saglikli
bireylerin cDNA 6rneklerinden bir havuz olusturdu. Buz {izerinde bulunan cDNA 6rnekleri
havuza eklenir eklenmez buza tekrar geri gomiildi. Her bir gen bdlgesine ozgiil kit
kullanilarak cizelge 3.4.’te gosterilen reaksiyon karisimi olusturuldu.

Cizelge 3.4. Gergek zamanli-PZR bilesenleri ve miktarlar

Reaksiyon icerigi Miktar (pl)
cDNA 20
Master karigim 100
Gen 6zgiil Assay 10
dH,0 70
Toplam 200
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Oncelikle master karisim, gen spesifik kit, dH,O steril bir eppendorf tiip icerisinde
cizelge 3.3’te gosterilen miktarlarda konularak bir karigim olusturuldu. Bu karisimdan 18’er
ul 96 kuyucuklu mikroplaklara yerlestirilerek tizerlerine ilgili cDNA o6rneklerinden 2’ser pl
eklendi. Kontrol grubu i¢in olusturdugumuz havuzda bulunan ¢cDNA ornekleri kullanildi.
Karisimin ve cDNA 6rneklerinin mikroplakalara yerlesimi gizelge 3.5.°te gosterildi. Plakanin
tizeri optik kaplayici ile kaplanarak maksimum hizda oda sicakliginda 30 saniye santrifiij
edilerek mikroplaka igeriklerinin ¢6kmesi saglandi. Plaka Applied Biosystems Fast 7500
gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu cihazinin igine yerlestirilerek. Uygun PZR
kosullarinda ¢aligildi (Cizelge 3.6.)

Cizelge 3.5. Mikroplakalara 6rnek yerlesimi

cDNA oOrnekleri

Ilgili gen | Kontrol | Kontrol | K562 | K562 | Jurkat | Jurkat | Daudi | Daudi | HL60 | HL60

bolgesi

GAPDH

ZC3H12A

MCL1

ELK1

BCL10

CREBP

SRF

Cizelge 3.6. Gergek zamanli PZR reaksiyon sicaklik ve siireleri

UDG AmpliTagGold, UP PZR
Basamak inkibasyonu | Enzim Aktivasyonu
40 Dongii
Denatiirasyon |Baglanma
Zaman 2 dakika 10 dakika 15 saniye 1 dakika
Sicaklik (°C) 150 95 95 60
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4. BULGULAR ve TARTISMA

Calisma grubu; insan myeloid hiicre hattt HL-60, insan kronik myeloid 16semi hiicre
hatt1 K-562, Burkitt lenfoma hiicre hatt1 Daudi ve T hiicre 16semi hiicre hatt1 Jurkat
hiicrelerinden, kontrol grubu saglikli 23 bireyden olugsmaktadir. Hiicre hatlarindan kiiltiir
kurulmus ve 5.3x10° sayida hiicre elde edilinceye kadar kiiltiir devam ettirilmistir. HL-60, K-
562, Daudi ve Jurkat hiicrelerinin invert mikroskop goriintiileri sirastyla Sekil 4.1., Sekil 4.2.,
Sekil 4.3.ve Sekil 4.4’te gdsterilmistir.

Sekil 4.2. K-562 hiicre hattinin mikroskobik goriintiisii
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Sekil 4.3. Daudi hiicre hattinin mikroskobik goriintiisii

Sekil 4.4. Jurkat hiicre hattinin mikroskobik goriintiisii

Calisma ve kontrol grubunda GAPDH, ZC3H12A, MCL1, ELK1, BCL10, CEBPB ve
SRF genlerine 0zgiil primer ve problar kullanilarak yapilan boliim 2.13.’te agiklanan gergek
zamanli PZR yontemi ile gen ifadelerindeki degisim arastirilmigtir. Her bir gen bdlgesine ait
amplifikasyon egrileri elde edilmis ve Ct degerleri belirlenmistir. BCL10, CEBPB, SRF ve
MCLL1 gen bolgelerine ait amplifikasyon egrileri Cizelge 4.1.’de, ZC3H12A, ELK1 ve GAPDH

gen bolgelerine ait amplifikasyon egrileri ise ¢izelge 4.2.°de verilmistir.
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Cizelge 4.1. BCL10, CEBPB, SRF, MCL1 gen bolgelerine ait amplifikasyon egrileri x: dongii
say1s1, y:Rn degeri

BCL10
225 —— 775
o0 . 7.50
735
&8 7.00
850 675
625
650
&% 625
575 o0
550 575
5.2 550
500 525
475 500
450 475
425 450
400 425
c 375 £ 400
380 T
325 350
300 335
275 3.00
250 275
225 250
2.00 225
175 2.00
150 175
125 150
100 125
078 1.00
o 075
028 050
- i 035
2 < ] a W oE2oK O® |\ W Zm X N B W W R OB W AN 0.00
Cycle
MCL1
775 775
7.50 750
725 725
7.00 700
675 675
650 650
625 625
6.00 600
575 575
5.50 550
525 525
500 500
475 475
450 450
425 425
c 400 £ 400
375 375
350 350
325 325
3.00 3.00
275 275
250 250
225 2254
2.00 2.00
175 : : : : : 175
150 150
125 125
1.00 1.00
075 : : : : : 075
050 050
025 025
0.00 0.00
2 < a & LN I L ] LT - B - - R - A - 2 ) & a 10 12 14 18 13 W om xB M @ M o -® ¥ ®m om M
Cycle Cycle
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Cizelge 4.2. ZC3HI12A, ELK1, GAPDH gen bolgelerine ait amplifikasyon egrileri x: dongii
sayist, y:Rn degeri

ZC3H12A ELK1

750
725
.00
675
.50
6.25
6.00
575
5.50
525
5.00
475
4.50
425
4.00
377
3.50
325
3.00 -
275
250 1
225 1
200
1751
150
125
1.00
075 1
0.50 -
0325
0.00

Rn
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Gergek zamanli PZR ¢aligmasi sonucunda elde edilen Ct degerleri Cizelge 4.1°de
verilmistir. Calisma iki tekrarli olarak yapilmis ve Ct degerlerinin ortalamasi ¢izelge 4.2°de
verilmistir. Ct degerlerinin ortalamasi1 kontrol grubunda GAPDH gen bolgesi i¢in 23,935,
ZC3H12A gen bolgesi igin 22,345, MCL1 gen bolgesi i¢in 20,19, ELK1 gen bolgesi i¢in
25,82, BCL1 gen bolgesi i¢in 26,285, CEBPB gen bolgesi i¢in 20,05 ve SRF gen bolgesi icin
24,765 oldugu belirlenmistir. K-562 hiicre hattinda Ct degerlerinin ortalamast GAPDH gen
bolgesi i¢in 19,8, ZC3H12A gen bolgesi i¢in 24,105, MCL1 gen bolgesi i¢in 21,145, ELK-1
gen bolgesi i¢in 22,32, BCL1 gen bolgesi i¢in 22,94, CEBPB gen boélgesi i¢in 22,94 ve SRF
gen bolgesi i¢in 22,195 oldugu belirlenmistir. Jurkat hiicre hattinda Ct degerlerinin ortalamasi
GAPDH gen bdlgesi igin 20,675, ZC3H12A gen bélgesi i¢in 23,3, MCL1 gen bdlgesi i¢in
21,47, ELK-1 gen bolgesi i¢in 22,305, BCL1 gen bolgesi i¢in 27,015, CEBPB gen bdlgesi i¢in
23,625ve SRF gen bolgesi i¢in 21,875 oldugu belirlenmistir. Daudi hiicre hattinda Ct
degerlerinin ortalamast GAPDH gen bdlgesi i¢in 12,475, ZC3H12A gen bolgesi icin 23,66,
MCL1 gen boélgesi i¢in 20,19, ELK1 gen bolgesi i¢in 23,34, BCL1 gen bdlgesi i¢in 26,965,
CEBPB gen bolgesi i¢cin 23,4ve SRF gen bolgesi i¢in 22,73 oldugu belirlenmistir. HL-60
hiicre hattinda Ct degerlerinin ortalamasit GAPDH gen boélgesi icin 23,57, ZC3H12A gen
bolgesi icin 24,725, MCL1 gen bolgesi i¢in 22,99, ELK1 gen bolgesi i¢in 26,21, BCL10 gen
bolgesi icin 29,92, CEBPB gen bdlgesi icin 22,635 ve SRF gen bolgesi icin oldugu 25,54

belirlenmistir.
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Cizelge 4.3. Kontrol grubu ve hiicre hatlarina ait Ct degerleri

1 [ 2 3 4 5 6 NN 9 10

Kontrol Kontrol K-562 K-562 Jurkat Jurkat Daudi Daudi HL-60 HL-60
GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH
Ct:23.84 Ct:24.03 Ct:19.76 Ct:19.84 Ct:20.54 Ct:20.81 Ct:22.6 Ct;22.35 Ct:23:26 Ct:23.88

Kontrol Kontrol K-562 K-562 Jurkat Jurkat Daudi Daudi HL-60 HL-60
ZC3H12A | ZC3H12A | ZC3H12A | ZC3HI12A | ZC3H12A | ZC3H12A | ZC3H12A | ZC3H12A | ZC3H12A | ZC3H12A
Ct:21.37 Ct:23.32 Ct:24.14 Ct:24.07 Ct:23.03 Ct:23.57 Ct:23.39 Ct:23.93 Ct:24.63 Ct:24.82

Kontrol Kontrol K-562 K-562 Jurkat Jurkat Daudi Daudi HL-60 HL-60
MCL1 MCL1 MCL1 MCL1 MCL1 MCL1 MCL1 MCL1 MCL1 MCL1
Ct:20.19 Ct:20.19 Ct:21.12 Ct:21.17 Ct:21.29 Ct:21.65 Ct:20.68 Ct:19.7 Ct:22.98 Ct:23
Kontrol Kontrol K-562 K-562 Jurkat Jurkat Daudi Daudi HL-60 HL-60
ELK1 ELK1 ELK1 ELK1 ELK1 ELK1 ELK1 ELK1 ELK1 ELK1
Ct:25.6 Ct:26.04 Ct:22.25 Ct:22.39 Ct:22.25 Ct:22.36 Ct:23.44 Ct:23.24 Ct:26.27 Ct:26.15
Kontrol Kontrol K-562 K-562 Jurkat Jurkat Daudi Daudi HL-60 HL-60
BCL10 BCL10 BCL10 BCL10 BCL10 BCL10 BCL10 BCL10 BCL10 BCL10

Ct:26.06 Ct:26.51 Ct:22.92 Ct:22.96 Ct:27.08 Ct:26.95 Ct:26.94 Ct:26.99 Ct:30.77 Ct:29.07

Kontrol Kontrol K-562 K-562 Jurkat Jurkat Daudi Daudi HL-60 HL-60
CEBPB CEBPB CEBPB CEBPB CEBPB CEBPB CEBPB CEBPB CEBPB CEBPB
Ct:19.93 Ct:20.17 Ct:22.92 Ct:22.96 Ct:23.64 Ct:23.61 Ct:23.44 Ct:23.36 Ct:22.29 Ct:22.98

Kontrol Kontrol K-562 K-562 Jurkat Jurkat Daudi Daudi HL-60 HL-60
SRF SRF SRF SRF SRF SRF SRF SRF SRF SRF
Ct:24.79 Ct:24.74 Ct:22.16 Ct:22.23 Ct:21.73 Ct:22.02 Ct:22.72 Ct:22.74 Ct:25.25 Ct:25.83

Cizelge 4.4. Kontrol grubu ve hiicre hatlarindan elde edilen ortalama Ct degerleri

Ornek GAPDH ZC3H12A MCL1 ELK1 BCL10 CEBPB SRF

Kontrol Ct Ortalama 23,935 22,345 20,19 25,82 26,285 20,05 24,765
K-562 Ct Ortalama 19,8 24,105 21,145 22,32 22,94 22,94 22,195
Jurkat Ct Ortalama 20,675 23,3 21,47 22,305 27,015 23,625 21,875
Daudi Ct Ortalama 12,475 23,66 20,19 23,34 26,965 23,4 22,73
HL-60 Ct Ortalama 23,57 24,725 22,99 26,21 29,92 22,635 25,54

Elde edilen ortalama Ct degerlerine gore GAPDH geni endojen kontrol ve kontrol
grubu da kalibrator olarak kullanilarak rolatif kantifikasyon (Relative Quantification: RQ)
yapilmustir. RQ degerleri endojen gen ifadesine gore kontrol grubu ve hiicre hatlar1 arasindaki
gen ifade farkini kat olarak vermektedir. Elde edilen RQ degerleri Sekil 4.1. ve Cizelge 4.5°da
verilmistir. Daudi hiicre hattinda ELK-1 gen ifadesi 2,0285 kat ve SRF gen ifadesi 1,4951 kat
artmistir. Jurkat hiicre hattinda ise sadece ELK-1 gen ifadesi 1,1965 kat artmistir. Diger hiicre
hatlarinda ELK-1 veya hedefi olabilecek genlerin ifadesinde degisim belirlenmemistir. ELK-1
artis1 saptanan her iki hiicre hattida lenfoblastik 0Ozellikteki hiicrelerdir. Myeloblastik
ozellikteki K-562 ve HL-60 hiicrelerinde ELK-1 diizeyinde degisim saptanmamustir.
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Sekil 4.5. Kontrol grubu ve hiicre hatlarinda elde edilen RQ degerleri bar grafigi
Cizelge 4.5. Kontrol grubu ve hiicre hatlarinda elde edilen RQ degerleri
Kontrol RQ 1 1 1 1 1 1 1
K-562 RQ 1 0,0084 0,0295 | 0,6441 | 0,0343 | 0,0077 | 0,3375
Jurkat RQ 1 0,027 0,0432 | 1,1965 | 0,0631 | 0,0088 | 0,7754
Daudi RQ 1 0,0734 0,3654 | 2,0285 | 0,2251 | 0,0357 1,4951
HL-60 RQ 1 0,0749 0,1118 | 0,5934 | 0,0625 | 0,1296 | 0,4546
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Daudi hiicre hattinda ELK-1 transkripsiyon faktorii ile beraber ternari komplekste yer
alan SRF proteininde gen ifadesi diizeyinde artis gdzlenmistir. Jurkat hiicre hattinda ise SRF
geni ELK-1 artisindan etkilenmemistir. Her iki hiicre hattinda da ELK-1 transkripsiyon
faktorii i¢in aday olan ZC3H12A, MCL1, BCL10 veya CEBPB genlerinin ifadesinde degisime

rastlanmamustir.

ZC3H12A gen promotorunda SRF’nin baglandigt CArG kutusu ve ELK-1’in
baglandigi ETS domeni daha Once yapilan c¢alismalar ile belirlenmistir. Ayrica ifadesinin
ELK-1 tarafindan diizenlendigi gosterilmistir (Cifuentes ve ark. 2010) . Ancak yaptigimiz
calismada Daudi ve Jurkat hiicrelerinde artan ELK-1’in ZC3H12A gen ifadesinde degisime

neden olmadig1 gozlenmistir.

Joanna Boros ve arkadaglar tarafindan yapilan arastirmada MCL1 geninin SRF ile
iligkili oldugu ve ELK-1-SRF kompleksinin hedef genlerinden birisi oldugu bulunmustur
(Boros ve ark. 2009). Ancak arastirmacilarin aksine bizim ¢alismamizda Daudi ve Jurkat

hiicrelerinde artan ELK-1’in MCL1 gen ifadesinde degisime neden olmadigi belirlenmistir.
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5.SONUC VE ONERILER

Transkripsiyon faktorleri, genlerin transkripsiyonunu diizenlemek i¢cin DNA iizerinde
belli bir diziye baglanabilen proteinlerdir (Karim ve ark. 1990). ELK-1; ETS (E-twenty-six)
onkogen siiper ailesinin bir tlyesidir (Anonim 2014e). ELK-1 proteini doku ozgilligi
gostermeyen bir transkripsiyon faktoriidir (Cohen-Armon 2007). ETS (E-twenty-six)
transkripsiyon faktor ailesi hiicre farklilasmasi, hiicre dongiisiiniin kontrolii, hiicre gocii, hiicre
¢ogalmasi, apoptoz ve anjiyogenezin diizenlenmesinde gorev almaktadir (Oikawa ve Yamada
2003). ETS Transkripsiyon faktor ailesinin biitiin alt iiyeleri GGA(A/T) motifi iceren DNA
dizilerine doniisiim heliks donilisim yapisi ile baglanir (Graves ve J.M. 1998). Ternari
Kompleks Faktor (TCF) ailesi ETS ailesi tiyelerinden en fazla g¢alisilan alt siniftir ve bu alt
smifin tanimlanmig tiyeleri Serum Cevap Faktor (SRF), ELK1, SAP-1 ve Net/SAP2’dir
(Sharrocks 2002). ELK-1, MAPK tarafindan fosforillenerek aktif hale gecmekte ve daha
sonra Serum Cevap Element (SRE) olarak adlandirilan DNA dizisinin GGA/T bolgesine ETS
baglanma domeni ile baglanarak SRF ile hedef genin promotorunda ternari (ii¢lii) protein
kompleksini olusturmaktadir (Schmeier ve ark. 2009). ELK-1 serum ve biiyiime faktorlerine
yanit olugturan Immediate Early Genlerin (IEG) transkripsiyonunu saglamaktadir (Eilers ve
Menezes 2005, Schmeier ve ark. 2009). ELK-1’in IEG disindaki farkli hedef genlerinin
belirlenmesi bir¢ok ¢alisma i¢in arastirma konusu olmaktadir. Ancak yaptigimiz literatiir
taramasinda ELK-1 asir1 ekspresyonu ile hematolojik malignansiler arasinda iligki bildiren bir
yayina rastlanmamistir. Yaptigimiz calismada hematolojik malignansilerin arastirilmasinda
model olarak siklikla kullanilan; HL-60, Jurkat, Daudi ve K-562 losemi hiicre hatlarinda
ELK-1’in  gen  ekspresyonundaki  degisimler  belirlenmistir.  Ayrica  ELK-1’in
lokomogenezdeki rolliniin aydinlatilabilmesi i¢cin ELK-1 i¢in hedef olabilecek bes genin
(BCL10, CEBPS, MCL1, ZC3H12A, SRF) ekspresyon diizeyleri de arastirilmistir.

Daudi hiicre hattinda ELK-1 gen ifadesi 2,0285 kat ve SRF gen ifadesi 1,4951 kat
artmustir. Jurkat hiicre hattinda ise sadece ELK-1 gen ifadesi 1,1965 kat artmistir. Diger hiicre
hatlarinda ELK-1 veya hedefi olabilecek genlerin ifadesinde degisim belirlenmemistir. ELK-1
artist saptanan her iki hiicre hattida lenfoblastik 06zellikteki hiicrelerdir. Myeloblastik
ozellikteki K-562 ve HL-60 hiicrelerinde ELK-1 diizeyinde degisim saptanmamistir. MADS
box transkripsiyon faktdr siiper ailesinin bir iyesi SRF; ELK-1 ile beraber IEG
transkripsiyonunun indiiklenmesinde fonksiyon goérmektedir (Shore ve Sharrocks 1995).
Calismamizda Daudi hiicre hattinda ELK-1 transkripsiyon faktorii ile beraber ternari

komplekste yer alan SRF proteininde gen ifadesi diizeyinde artis gézlenmistir. Jurkat hiicre
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hattinda ise SRF geni ELK-1 artisindan etkilenmemistir. Her iki hiicre hattinda da ELK-1
transkripsiyon faktorii i¢in aday olan ZC3H12A, MCL1, BCL10 veya CEBP/ genlerinin
ifadesinde degisime rastlanmamistir. ZC3H12A gen promotorunda SRF’nin baglandigi CArG
kutusu ve ELK-1’in baglandig1 ETS domaini daha 6nce yapilan ¢alismalar ile belirlenmistir.
Ayrica ifadesinin ELK-1 tarafindan diizenlendigi gosterilmistir (Cifuentes 2010). Ancak
yaptigimiz ¢alismada Daudi ve Jurkat hiicrelerinde artan ELK-1’in ZC3H12A gen ifadesinde
degisime neden olmadig1 gozlenmistir.

Daha oOnce yapilan c¢alismalarda MCL-1’in hiicre farklilasmasi ve apoptozu
indiikleyici uyaranlara (myelomonositik biiyiime faktorii, granulosit/makrofaj koloni uyarma
faktori(GM-CSF)) kars1 cevap olarak ekspresyonununda artis oldugu gozlenmistir
(Townsend 1999). Ayrica MCL1’in myeloid 16semi hiicre hatlarmin (HL-60, THP-1, U-937,
K562) farklilagmasinin indiiklenmesinde gorev aldigi bulunmustur (Townsend 1999). Joanna
Boros ve arkadaglar tarafindan yapilan arastirmada MCL1 geninin SRF ile iliskili oldugu ve
ELK-1- SRF kompleksinin hedef genlerinden birisi oldugu bulunmustur (Boros ve ark. 2009).
Ancak arastirmacilarin aksine bizim ¢alismamizda Daudi ve Jurkat hiicrelerinde artan ELK-
1’in MCL1 gen ifadesinde degisime neden olmadig1 belirlenmistir.

CREB siiper ailesi liyesi CEBPB (CCAAT baglanma proteini ) (Jenkinsen ve ark.
1995) enerji metabolizmasi, myelomonositik hiicrelerin farklilasmasi, yag depolanmasi,
hematopoez, immiin cevap, antibakteriyal savunma ve disi lireme donglisii gibi birgok
biyolojik siirecte fonksiyon gosteren bir transkripsiyon faktoridiir (Ramji ve Foka 2002,
Akasaka ve ark. 2007, Gade ve ark. 2008). Yapilan c¢aligmalarda CEBPP’nin Akut
Promiyelositik Losemi hiicre farklilasmasinda kritik rol oynadigini gostermistir (Zhang ve
ark. 2010, Yu ve ark. 2013). Myeloid ve lenfoid 16komogenezin baskilanmasinda rol oynayan
CEBPB proteini MAPK yolaginda ELK-1 ile iliskiye giren aday bir protein oldugu ileri
stirilmustiir (Akasaka ve ark. 2007, Gade ve ark. 2008). Ancak yaptigimiz ¢aligmada ELK-1
transkripsiyonunun yiiksek oldugu Daudi ve Jurkat hiicrelerinde CEBP ifadesinin
degismedigi belirlenmistir.

Calisma kapsaminda mRNA ekspresyon diizeyleri belirlenen BCL10, CEBPS, MCL1,
ZC3H12A, SRF genlerinin protein diizeyinde degisimine veya proteinlerin fosforilasyon
durumlarina bakilmamistir. Ayrica bu hiicre hatlarinda ELK-1 asir1  ekspresyonu
saglandiginda  veya tamamen  susturuldugunda ortaya ¢ikabilecek  degisimler

degerlendirilmemistir. Bu sorular daha sonraki ¢aligmalar i¢in 6neri niteligindedir.
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