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OZET

Vitamin D3 (1,25 (OH); D3) ile islenmis HL-60 hiicrelerindeki gen anlatiminin
zamana kars1 degisiminin analizi

Akut myeloid ldseminin, 1,25(0OH),D3’iin farklilastirma etkisiyle tedavisi son
yillarin 6n plana ¢ikan arastirma konularindandir. D vitamini tedavisiyle iliskili gen
anlatimindaki degisikliklerin tayini i¢in en etkin yol, miyeloid hiicrelerin fark-
lilagsmasinda rol oynayan mekanizmalar ve hedef genlerin anlagilmasidir.

Bu tezin amaci HL-60 hiicrelerinde I6semi hiicre farklilasmasi ve
apopitozunda 1,25(OH),D3’{in roliinii arastirmaktir. Dort farkli zamanda (18, 36, 48,
72. saatler) vitamin D ile indiiklenmis ve indiiklenmemis HL-60 hiicrelerinde
TNFR1, Bcl-w, Bax, Bak, Kaspaz—6, Kaspaz—8, AIF, Survivin, Cdk1 (Cdc2), Cdk2,
Cdk4, Siklin D1 ve Siklin E genlerinin gen anlatimlar1 gercek zamanl kantitatif PZR
(polimeraz zincir reaksiyonu) yontemi kullanilarak incelenmistir.

Deneylerimiz boyunca incelenen genlerde dramatik diisiis ve ylikselisler goz-
lenmemistir. Elde edilen degerler, incelenen genlerin, vitamin D bagimh etkiye yiik-
sek diizeyde duyarli olmadigini diistindiirmektedir. Ger¢ek zamanli PZR analizlerinin
sonucu, 72. saat sonunda TNFR1, Cdk-4, Siklin D1, Siklin E, Survivin genlerinin an-
latiminda azalma, Kaspaz-8 ve Bak genlerinin anlatiminda artma oldugu gozlenmis-
tir. Hiicre siklusu ile iligkili genlerin anlatiminda 18. saatten 72. saate dogru azalma
egiliminin olmasi, hiicrelerin proliferasyon siirecinden ¢ikip farklilasma siirecine
girdigini diisiindiirmektedir. Antiapoptotik genler Bcl-w ve Survivin gen anlatimla-
rinin genelde azalan bir ¢izgi izlemesi ve pro-apoptotik bir gen olan Bak ve Kaspaz-
8’in anlatimlarinda artis egilimi apoptotik siirecin 72. saat civarinda basladigini
diisiindiirmektedir. AIF gen anlatiminda 72. saate dogru azalmanin olmasi da, bu
genin HL—60 hiicrelerinde apoptotik siirecte yer almadiginin bir gostergesi olabilir.

Sonug olarak, bu genlerin yani sira hiicre dongiisii ve apoptozis ile iliskili
diger genlerin ¢esitli zamanlarda incelenmesi ve in vitro caligmalara ilaveten hasta
orneklerinde de calismalarin yapilmasi, 16seminin tedavisinde yeni yaklasimlarin

gelistirilmesi i¢in aydinlatict olacaktir.

Anahtar kelimeler: HL-60, 1,25 (OH), D;, Hicre Dongiisti, Farklilasma,
Apoptozis, Ger¢ek Zamanl Kantitatif PZR
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ABSTRACT
Analysis of The Changes of Time Dependent Gene Expression in HL-60 Cells
Treated with vitamin D3 (1,25 (OH), D5)

The treatment of acute myeloid leukemia (AML) with differentiation effect of
1,25(OH),D; has been one of the popular research topics recently. The most effective
way to determine changes of gene expression related to vitamin D treatment is to
determine mechanisms and target genes which play a role in differentiation of myeloid
cells.

The aim of this thesis was to investigate the role of 1,25 (OH),Ds in leukemia
cell differentiation and apoptosis in HL-60 cells. At different time periods (18, 36, 48,
72. hours), TNFR1, Bcl-w, Bax, Bak, Caspase—6, Caspase—8, AIF, Survivin, Cdkl
(Cdc2), Cdk2, Cdk4, Cyclin D1 and Cyclin E genes expression were analyzed in HL-60
cells which were treated and un-treated vitamin D using a real time quantitative
polymerase chain reaction (RQ-PCR) method.

We observed that expression of the genes which was investigated during our
experiments were not dramatically decreased and increased. What we have seen was that
the investigated genes were not markedly effected by the supplementation of vitamin D.
RT-PCR analysis revealed that 72 hour time period was a critical time for the
investigated genes. The expression of TNFR1, Cdk4, Cyclin D1, Cyclin E and Survivin
genes was reduced whereas the expression of Caspase—8 and Bak genes were increased
at the end of 72 hour period. Time dependent reduction of cell cycle related gene
expression from 18 hrs to 72 hrs implied that the cells go through proliferation process
and pass into the differentiation process. The decrease in antiapoptotic Bcl-w and
Survivin genes expression and the increase in Bak (pro-apoptotic) and Caspase—8 genes
expression illustrate that apoptosis process was initiated around 72 hours. Moreover,
reduction of AIF gene expression towards to 72. hours could indicate that this gene did
not participate in the apoptosis of HL 60 cells.

In conclusion, investigation of other cell cycle and apoptosis related genes in
different times should be carried out. Furthermore, aside from in vitro studies, in vivo
studies should be carried out. These studies may shed light on the development of new

approaches for the treatment of leukemia.

Key words: HL-60, 1,25 (OH), D3, Cell Cycle, Differentiation, Apoptosis, Real Time
Quantitative Polymerase Chain Reaction (RQ-PCR)
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1. GENEL BILGI VE ILGILI CALISMALAR

Her hiicre, dogar, ¢cogalir (proliferasyon), farklilasir (diferansiyasyon) ve oliir
(apoptozis). Biitiin bu olaylar dogal bir denge halinde siirer gider. Doku homeostazisi
(dengelesim), yani yeniden yapim ve yikimin bir diizen i¢inde olusu, apoptozis ve
proliferasyon  dengesinin  saglikli  bir  sekilde  siirdiiriilmesine  baghdir
(Thompson,1995; Nagata and Golstein, 1995).

Baz1 hiicre dongiisii regiilatorleri (c-myc, p53, pRb, Ras, PKA, Bcel-2, NF-«B,
CDK, siklinler ve CKI’lar) hem hiicre boliinmesini hem de programli hiicre 6limiinii
etkileyebilir (Vermeulen et al. 2003). Pozitif ve negatif sinyaller arasindaki denge,
yasam ve Oliim arasindaki karari belirler. Bir dengesizlik istenmeyen apoptozis veya
istenmeyen hiicre biiyiimesi ile iliskili hastaliklara neden olabilir. Ornegin; artmus
proliferasyon ve azalmig apoptozisin karsinogenezisde rol oynadigi diigiiniilmektedir

(Thompson, 1995).

1.1. HUCRE DONGUSU

Tek hiicreli ve ¢ok hiicreli organizmalarin biliyiime, gelisme ve ¢ogalmalari
hiicre boliinmesiyle saglanir. Okaryotik hiicrelerde hiicre déngiisii G, (ilk aralik), S
(sentez), G, (ikinci aralik) ve M (mitoz) olmak iizere dort evreden meydana gelir ve
Gy, S, G; evrelerinin hepsine birden interfaz adi verilir. Mitoza hazirlik evresi olan
Interfazin G, evresinde; hiicre icin gerekli RNA ve proteinler sentezlenir, DNA igin
sentez hazirlig1 yapilir. S evresinde; RNA sentezi devam ederken protein sentezi en
yiiksek diizeye ulasir. DNA sentezi yapilarak DNA miktar1 iki katina ¢ikar. G;
evresinde; DNA sentezi tamamlanmistir fakat RNA ve protein sentezi G; evresindeki
kadar olmamakla birlikte devam eder (Cooper, 1997; Jahn and Bar, 2000; Alberts et
al, 2002).

1.1.1. Hiicre Dongiisii Kontrol Noktalar:

Hiicre dongiisiiniin bu farkl evreleri arasindaki koordinasyon, kontrol noktasi

sistemi tarafindan saglanir. Bu kontrol noktalarinin gérevi, tamamlanmamis veya



hasarl1 kromozomlarin replikasyonunu engellemek ve bunlarin yavru hiicrelere
gecisini Onlemektir. Hiicre dongilisii boyunca belirlenmis birka¢ kontrol noktasi
vardir. (Cooper, 1997; Jahn and Bar, 2000; Alberts et al. 2002).

Restriksiyon Noktasi: Bircok hiicrede ortaya c¢ikan onemli bir kontrol
noktast G; evresinde goriiliir ve G; evresinden S evresine gecisi kontrol eder. Bu
nokta ilk olarak Saccharomyces cerevisiae’de belirlenmis ve START olarak adlandi-
rilmigtir. Biitiin hiicreler normalde bu noktay1 gegerek bdliinmelerine devam ederler.
Bu nokta hiicre biiylikliigii ve besin gibi dis uyarilar tarafindan kontrol edilir. Bircok
hayvan hiicresinin ¢ogalmasit da hiicre dongiisiiniin G; evresinde diizenlenir. G, deki
bu karar noktast hayvanlarda Restriksiyon (R) noktasi olarak adlandirilir. Uygun
faktorlerinin varliginda hiicreler R noktasim1 gegerek S evresine girerler. Uygun
faktorler olmadiginda olaylar R noktasinda durur ve G;’de kalirlar. Hiicre dongiisiine
devam edemeyen bu hiicreler Gy evresindeki hiicreler olarak adlandirilir. Gy hiicreleri
bliytimelerini durdurmus olsalar da metabolik aktiviteye sahiptirler ve ¢ok az protein
sentezi yaparlar. Gy evresindeki olan hiicreler uygun faktorlerin varliginda tekrar
cogalabilir hale gelirler (Cooper, 1997; Jahn and Bar, 2000; Alberts et al. 2002).

G1 Kontrol Noktasi: Bu kontrol noktasi, DNA’da bir hasar varsa, dongiiniin
Gi’de durmasimi saglar. Memeli hiicrelerinde bu noktada durmayi p53 proteinin
faaliyeti etkili olur. DNA hasar1 oldugu zaman, bu hasar hizlica p53 tiretimini artirir.
Bu artan p53 seviyesi de hiicrenin G; evresinde kalarak S evresine geg¢mesini
onleyen sinyalleri olusturur. (Cooper, 1997; Jahn and Bar, 2000; Alberts et al. 2002).

G; Kontrol Noktasi: DNA replikasyonunda bir hata olur ve ortamda replike
olmamig DNA bulunursa, bu kontrol noktasi dongiiniin G,’de durmasini saglar.
Boylelikle DNA replikasyonu tamamlanmadan hiicrenin mitoza girmesi Onlenir.
DNA’da hasar varsa tamir edilene kadar mitoz engellenir ve bdylece hasarl
DNA’nin yavru hiicrelere ge¢mesi onlenir. (Cooper, 1997; Jahn and Bar, 2000;
Alberts et al. 2002).

M Kontrol Noktasi: M kontrol noktasi, mitoz esnasinda yavru kromozomlar
mitotik igcik lizerinde uygun sekilde dizilmezlerse, dongiiyli M evresinde durdurur.
Mitotik igcik lizerinde yer alan kromozomlardan biri veya birka¢i eksilirse, bu

kontrol noktasi mitozun metafaz evresinde kalmasim1 saglar ve bdylece



kromozomlarin eksik olarak yavru hiicrelere ge¢meleri onlenir (Cooper, 1997; Jahn

and Bar, 2000; Alberts et al. 2002).

G2 kontrol noktas:
— G2 -
G1/8 kontrol s Eeplike olmarug veya
nolitas hasarh DIA

Hasarl DITA \\7< M | 4+——| M kontrol noktas:
\ Eromozom yanhs
| I eslegmes

Gl
Diferansivasyvon
GO

- —®]

Sekil.1.1: Hiicre dongiisiiniin kontrol noktalar1 (Cooper, 1997°den uyarlanmustir).

1.1.2. Hiicre Dongiisiiniin Diizenlenmesi

Okaryotik hiicrelerin hiicre déngiisiiniin kontroliinde gérev alan protein
kinazlar, kontrol noktalarindan geciste 6nemli rol oynarlar. Bu kontrol noktalarinda
maturation promoting factor (MPF) olarak adlandirilan ve iki alt birimden olusan bir
kompleks gorev almaktadir. Bu dimerik yapiy1 olusturan alt birimler siklin B ve
Cdc2 (cycline dependent kinase 2, Cdkl) dir. Siklin B diizenleyici alt birimdir ve
fonksiyon yapabilmek icin bir protein kinaz olan Cdc2’nin katalitik aktivitesine
gereksinme duyar. MPF aktivitesi, hiicre dongiisii olaylar1 boyunca siklin B’nin
peryodik olarak dagilip toplanmasiyla kontrol edilir. Biitiin bu olaylar Cdc2’nin
fosforilasyon ve defosforilasyonu ile gergeklesir (Cooper, 1997; Jahn and Bar, 2000;
Alberts et al. 2002). MPF’yi olusturan siklin ve cdk’larin ¢aligma prensiplerini gesitli
organizmalarda ¢aligarak ortaya ¢ikaran {i¢ bilim adami Timoty Hunt, Paul Nurse ve
Leland Hartwell, bu c¢alimalarindan o6tiiri 2001 yilinda Nobel o6diiliinii
kazanmiglardir (Gupta PK, 2001).

Memeli hiicrelerinde siklin B sentezi hiicre dongiisiiniin S evresinde baslar.

Sentezlenen siklin B ile Cdc2 bir kompleks olusturur. Bu kompleks hiicre



dongiisiiniin S ve G, evresi boyunca gorev yaparak, G, evresinden M evresine gecis
gerceklesir (Cooper, 1997; Jahn and Bar, 2000; Alberts et al. 2002).

Cdc2 protein kinazin aktiflesmesi, hedef proteinlerin fosforlanmasini saglar,
boylece M evresi olaylar1 baslar. Ayni zamanda Cdc2’nin aktivitesi siklin B’nin
dagilmasini saglar. Siklin B’nin bu proteolitik dagilimi Cdc2’yi inaktive eder ve
boylece mitozun sonlanip sitokinez tamamlanarak hiicrenin interfaza dénmesi

saglanir (Cooper, 1997; Jahn and Bar, 2000; Alberts et al. 2002).

1.1.2.1. Siklinler ve Siklin-Bagimh Kinazlar (Cycline-dependent kinase)

Cdc2 ve siklin B birbirleriyle iliskili genis ailelerin iiyeleridir. Bu ailelerin
farkl liyeleri hiicre dongiisiiniin farkli evreleri boyunca kontrolii saglamaktadirlar.
Yiiksek okaryotlarda hiicre dongiisii hem farkl: siklinler ile hem de Cdc2 ile akraba
farkli protein kinazlar tarafindan kontrol edilir. Yiiksek okaryotlarda bu kinazlar Cdk
(cyclin-dependent kinase) olarak adlandirilir. Cdk tiyeleri 6zel siklinler ile birleserek
hiicre dongiisiiniin farkli evrelerinin diizenlenmesini saglarlar (Cooper, 1997; Jahn
and Bar, 2000; Alberts et al. 2002).

o Gy’den S evresine gegis, Cdk2 ve Cdk4 (bazi hiicrelerde Cdko6) ile
birlesmis Siklin E ve Siklin D ile saglanir. Cdk2, Cdk4 ve Cdké6 ile birlesen D-tip
siklinler (Siklin D1, D2, D3) G; evresindeki R noktasin1 gegiste ¢ok onemli rol
oynarlar. Siklin E, G1’in sonlarina dogru devreye girer ve olusan Cdk2/Siklin E
kompleksi, S evresine gegisi saglar ve DNA sentezini baslatir.

o DNA sentezinin baglamasinda ve S evresinin tamamlanarak G;
evresine gegiste Cdk2/Siklin A kompleksi gorev yapar.

o Gy’den M evresine gegis ise Cdk2 ile Siklin B kompleksi tarafindan
gerceklestirilir. Ayrica bu evrede Cdkl ile Siklin A kompleksi de gorev yapabilir
(Cooper, 1997; Jahn and Bar, 2000; Alberts et al. 2002).

1.1.2.2. Biiyiime Faktorleri ve D-tip Siklinler

Hayvan hiicrelerinin ¢ogalmasi, genellikle G; evresindeki R noktasinda

ekstraseliiler biiylime faktorleri tarafindan diizenlenir. Biliylime faktorlerinin



yoklugunda hiicreler R (restriksiyon) noktasini gecemez ve dinlenme haline (Gy)
gecerler. Go’daki bu hiicreler eger bliylime faktorleri uyarisi alirlarsa, yeniden
boliinmeye baslarlar. Biliylime faktorleri tarafindan hiicre dongiisiiniin bu tiir
kontrolii, biiyiime faktorleri reseptorlerinin uyarilmasiyla hiicre i¢i uyart yollari
kullanilarak gergeklestirilir (Cooper, 1997; Alberts et al. 2002).

Biiylime faktorleri uyarisina bagl olarak siklin D sentezi artmakta ve biiylime
faktorleri ortamda oldugu siirece siklin D sentezi de devam etmektedir. Biiyiime
faktorleri ortamdan uzaklagtirllirsa D-tip siklinler yikilmakta ve hiicre ici
konsantrasyonu hizlica diigmektedir. Normal durumda G; siiresince hiicrede biiyiime
faktorleri mevcuttur ve Cdk/Siklin D kompleksi hiicre dongiisliniin R noktasini
gecmesini saglar. Eger biiylime faktorleri, hiicre dongiisii R noktasina gelmeden dnce
ortamdan uzaklastirilacak olursa, hiicre G;’den S evresine gegemez ve dinlenme
durumuna (Gy) girer. Siklin D, biiyiime faktorleri uyarisinin hedefi oldugundan siklin
D diizenlenmesindeki bir bozukluk, kanser hiicrelerinin bir karakteristigi olan
biliylime faktoér diizenlenmesinin bozulmasina neden olur. Hiicre dongiisiindeki bu
bozukluk sonucu bazi insan kanserlerinin arttig1 bulunmustur (Cooper, 1997; Alberts

et al. 2002).

1.1.2.3. Hiicre Déngiisii Inhibitorleri

Hiicre ¢ogalmasinin kontrolii biiyltime faktorlerinin yaninda, hiicre dongiisiinti
inhibe edici faaliyet gosteren uyarilar tarafindan da yapilir. Ornegin; eger bir DNA
hasar1 olusursa, bu hasar tamir edilmedikce hiicre dongiisii kesilir. Yine, bir takim
hiicre dis1 faktorler, hedef hiicrelerin ¢ogalmasini uyarmaktansa inhibe eder. Bu tiir
inhibitdr uyaricilarin etkisi 6zellikle Cdk inhibitorleri tarafindan artirilir (Cooper,
1997, Jahn and Bar, 2000; Alberts et al. 2002).

Hiicrede bir DNA hasarmin olugmasi, hiicre i¢i p53 proteini
seviyesinde artmaya neden olur. Bu p53 proteinleri de bir Cdk inhibitorii olan p21°i
kodlayan genin transkripsiyonunu saglar. p2l proteini bazi Cdk/Siklin
komplekslerini inhibe ederek hiicre dongiisiiniin durmasina neden olur. p21’ler,
Cdk’larla iligkiye girerek hiicre dongiisiinii durdurmanin yaninda, dogrudan DNA
replikasyonunu da inhibe eder. Gergekten de p21, DNA polimeraz &’nin bir alt birimi
olan PCNA (proliferating cell nuclear antigen)’ ya baglanarak DNA replikasyonunu



inhibe eder, bdylece hasarli DNA’nin dongiliye devamini engeller (Cooper, 1997;
Jahn and Bar, 2000; Alberts et al. 2002).

Bunlar disinda yine bir¢ok uyari, hiicre dongiisli sistemiyle iliski kurarak
dongiiyii durdurmaktadir. Bunlar arasinda ¢ogunlukla diger Cdk inhibitorlerini
sayabiliriz. Ornegin; bazi memeli hiicrelerinde, bir ikinci mesajc1 olan cAMP, bir
Cdk inhibitorii olan p27’yi uyararak hiicre ¢ogalmasimi G;’de durdurur (Cooper,

1997, Jahn and Bar, 2000; Alberts et al. 2002).

1.1.2.4. MPF ve Hiicre Déngiisiiniin ilerlemesi

Mitoz boliinme hiicre bilesenlerinde bircok degisikligin ve sonra
yeniden diizenlenmelerin ortaya c¢ikmasina neden olur. Bu olaylarin biiyiik
cogunlugu bir protein kinaz olan MPF (Cdc2/Siklin B) aktivitesiyle ger¢eklesir. MPF
sadece mitoz evreleri arasindaki gegisleri degil, hiicrede yer alan diger bazi protein
kinazlar1 da fosforlayarak aktiflesmelerini ve dolayisiyla hiicrede bazi olaylarin
gerceklesmesini saglar (Cooper, 1997; Alberts et al. 2002).

Interfazda kromatinin yogunlasarak kompleks bir kromozom olusturmast,
kromatin yogunlagmasinda H1 histonunun Cdc2 (Cdkl) protein kinaz tarafindan
fosforlanmasi ile olur. Mitozun profaz evresinde nuklear laminlerin Cdc2 tarafindan
fosforlanmasiyla c¢ekirdek zarmin dagilmasi da MPF’nin aktivitesinin oldugu diger
bir olaydir. Hiicre bdliinmesi sirasinda cekirdek zar1i gibi Golgi kompleksi ve
endoplazmik retikulumun da kiiciik vezikiiller halinde ayrisarak yavru hiicrelere
dagilmasinda MPF etkilidir ama mekanizma tam olarak bilinmemektedir. Profaz
sirasinda mikrotiibiillerin davranisindaki degisiklikle sentrozomlardan uzanan g¢ok
sayida mikrotiibiiliin ortaya ¢ikarak mitoz igcigini olusturmasi1 da MPF ya da MPF
tarafindan aktiflestirilen bagka bir kinaz tarafindan oldugu diisiiniilmektedir (Cooper,

1997, Alberts et al. 2002).



1.1.3. Hiicre Déngiisiiyle Iliskili Baz1 Genler

Cdkl1 (Cdc2) (Cyclin Dependent Kinase 1)

Cdkl geni 10g21.1 kromozomal bolgede bulunur ve 34.000 molekiiler
agirliklh bir protein kinazi {iretir. Cdk1l geni {iriinii, MPF’nin katalitik altbirimidir.
Mitoza girisi indiikler ve tiim dkaryotlarda aynidir. Hiicre dongiisiinde G, fazindan S
fazina ve G, fazindan M fazina ge¢isi kontrolden sorumludur. Bu genin kodladigi
protein, Ser/Thr protein kinaz ailesinin bir {iyesidir. Mitotik siklinler bu protein ile
baglanir ve regiilator alt {inite olarak fonksiyon yapar. Bu proteinin kinaz aktivitesi
siklin birikimiyle ve hiicre dongiisii sirasinda bozulmasiyla kontrol edilir. Bu
proteinin fosforilasyonu ve defosforilasyonu da hiicre dongiisii kontroliinde 6nemli
regiilator  roller oynayabilir  (Cooper, 1997; Alberts et al. 2002;
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/dispomim.cgi?id=116940).

Cdk2 (Cyclin Dependent Kinase 2)

Cdk2 geni 12q13 kromozomal bolgede bulunur ve 33.000 molekiiler agrlikli
bir protein kinaz iiretir. insan endotel hiicrelerinin apoptozisi, Cdk2’nin aktivitesinde
artis ve upregiilasyonla iligkilidir. Bu genin kodladig1 protein, Ser/Thr protein kinaz
ailesinin bir iyesidir. Bu protein kinaz S. cerevisiae cdc28 ve S.pombe cdc2 gen
triinlerine ¢ok biiyilk oranda benzer. Cdk2, siklin-bagimli protein kinaz
kompleksinin katalitik altbirimidir. Cdk2’nin aktivitesi G;-S fazi i¢in sinirlidir ve
hiicre siklusu G;-S faz1 gegisi icin dnemlidir. Bu protein siklin A veya E igeren
kompleksin regiilator altbirimine, CDK inhibitorii p21 Cipl (CDKN1A) ve p27Kipl
(CDKNI1B) ile baglanir ve onlar tarafindan diizenlenir. Cdk2’nin aktivitesi proteinin
fosforilasyonu tarafindan da regiile edilir (Cooper, 1997; Alberts et al. 2002;
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/dispomim.cgi?id=116953)

Cdk4 (Cyclin Dependent Kinase 4)

Cdk4 geni 12q14 bolgesinde bulunur ve 303 aminoaistlik bir protein kodlar.

Bu genin kodladig1 protein, Ser/Thr protein kinaz ailesinin bir liyesidir. Bu protein



kinaz S. cerevisiae cdc28 ve S.pombe cdc2 gen {iriinlerine ¢ok biiyiik oranda benzer.
Protein kinaz kompleksinin katalitik altbirimi, hiicre dongilisi G; faz1
progresyonunda onemlidir. Bu kinazin aktivitesi D-tip siklinler ve CDK inhibitorii
pl6 (INK4a) regiilator altbirimler tarafindan kontrol edilen G;-S fazi ile sinirlidir. Bu
kinaz retinoblastoma gen irlinli (Rb) fosforilasyonundan sorumlu oldugu da
gosterilmistir. Cdk4’lin iliskili proteinleri D-tip siklinler, pl6(INK4a) ve Rb’daki
gibi bu gendeki mutasyonlarin ¢esitli kanserlerin tiimorigenesisi ile iligkili oldugu
bulunmustur (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/dispomim.cgi?id=123829;
(Cooper, 1997; Alberts et al. 2002).

Cdk’larin apoptozisdeki roliine dair ¢eliskili sonuglar mevcuttur. Baz1 calis-
malar Cdk i¢in bir pro-apoptotik aktivite bildirmistir, (Gil-Gomez et al. 1998; Hakem
et al. 1999). Cdk2 aktivite kaybinin, timositleri apoptozisden, mitokondriyal
degisikliklerden ve kaspaz aktivasyonundan korudugu gosterilmistir (Hakem et al.
1999). Bir grup c¢alismada Cdk inhibisyonu ile haematopoietik hiicrelerde
apoptozisin indiiksiyonu gosterilmistir (Arguello et al. 1998; Byrd et al. 1998;
Vermeulen et al, 2002a; 2002b). Bazi apoptozis uyaran ajanlar (staurosporine,
kafein), hiicre 6liimii 6ncesinde Cdk1 ve Cdk2 aktivitesinin artmasina neden olabilir

(Meikrantz et al. 1994).

Siklin D1 (B-Cell Leukemia 1, BCL1; Parathyroid Adenomatosis 1, PRAD1):

11q13 kromozomal bélgede bulunan Siklin D1 geni {iriinii, hiicre dongiisiiniin
Gi-S gegisinde gerekli olan Cdk4 ve Cdké6 ile kompleks yaparak bunlarin regiilator
altbirimi olarak islev goriir. Bu protein tiimdr supresdr protein Rb ile etkilesime
girerek, bu genin ekspresyonunu pozitif olarak diizenler. Bu genin mutasyonlari,
amplifikasyonu ve artmig gen anlatimi hiicre dongiisii ilerlemesini degistirerek,
cesitli timorlerde siklikla goriilmektedir ve tiimdrigenezise katilabilir (Cooper, 1997,

Alberts et al. 2002; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/dispomim.cgi?id=168461).



Siklin E:

Siklin E geni 19q12-q13 kromozomal bdlgede bulunur ve bu genin {iriini,
hiicre dogiisiiniin G;-S gegisinde gerekli olan Cdk2’ye baglanarak onun regiilator alt-
birimi olarak gorev yapar. S fazinda da gdrevi vardir. Siklin E, G;’in sonlaria dogru
devreye girer ve olusan Cdk2/Siklin E kompleksi, S evresine ge¢isi saglar ve DNA
sentezini baglatir. Bu genin artmis anlatimi kromozom instabilitesine neden olur ve
pek c¢ok tiimorde gozlenmistir. Bu nedenle tiimorigenezise katkis1 olabilir
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/dispomim.cgi?id=123837;  Cooper,  1997;
Alberts et al. 2002).

1.2. APOPTOZIS

Yunanca’da “agaclarin yapraklarini dokmesi” anlamina gelen apoptozis, ilk
kez literatiirde 1972 yilinda Kerr ve arkadaslar1 tarafindan “mitozun karsit anlami”
olarak kullanilmistir (Kerr et al, 1972). Apoptozis (programlanmis hiicre oliimii),
hiicre intihar1 olarak da bilinir ve fizyolojik bir olaydir. Programlanmig hiicre 6limdi,
embriyolojik gelisim ve eriskin dokunun gelisiminin siirdiiriilmesinde anahtar rol
oynar. Apoptozis, organizmada hasar gormiis veya organizma icin tehlikeli
olabilecek hiicrelerin yok edilmesinde de gorev alir. Malign hastaliklar, klasik olarak
kontrolsiiz asir1 hiicre proliferasyonunun oldugu hastaliklar olarak bilinir. Oysa asir1
proliferasyonun yaninda azalmis apoptotik hiicre 6lim hizinin da malignite
gelisimine katkida bulundugu goriilmiistiir. Zamani geldiginde normal olarak
apoptozise gidemeyen, beklenenden daha uzun siire yasayan hiicreler, genomlarinda
biriktirdikleri mutasyonlarin etkisi ile malign hiicrelere doniisme potansiyeli tasirlar.

(Cooper, 1997; Alberts et al, 2002).

1.2.1. Apoptozis ve nekrozis

Apoptozis, klasik hiicre 6liim sekli olan nekrozisden birgok 6zelligi agisindan
oldukga farkli bir hiicre 6liim mekanizmasidir. Nekrozis, fizyolojik bir 6lim sekli

olmamasina ragmen, apoptozis hem fizyolojik hem de patolojik sartlar altinda



meydana gelebilir. Diger bir ifadeyle, apoptozis hem saglikta hem de hastalikta
karsimiza c¢ikmaktadir. Apoptozis, morfolojik olarak Ozgiindiir. Nekrozisde hiicre
icine asir1 sivi girmesi sonucu hiicre siserken (cell swelling), apoptotik hiicre tam
tersine kiiciiliir (cell shrinkage). Nekrozisde kromatin patterni hemen hemen normal
hiicredeki goriintilye benzerdir ama apoptotik hiicrenin  kromatini niikleus
membraninin ¢evresinde toplanir (chromatin aggregation) ve kondanse olur
(chromatin condensation). Nekrotik hiicrenin plazma membrani biitiinliigiini
kaybeder ve hiicre iginden disina hiicre i¢i materyallerinin ¢ikis1 gergeklesir. Oysa
apoptotik hiicre membran1 biitlinliigiinii korur ve iizerinde kiiciik cepgikler
(membrane blebs) olusur. Nekrotik hiicre sonra lizise ugrar ama apoptotik hiicre
kiigiik cisimciklere (apoptotik bodies) parcalanir. Apoptotik cisimcikler membranla
kaplidir, degisen miktarlarda c¢ekirdek veya diger hiicre i¢i yapilar igerirler.
Nekrozisde plazma membranmin biitiinliigiiniin bozularak hasarlanmas1 nedeniyle
hiicre igeriginin dis ortama saliverilmesi sonucu inflamasyon uyarilir. Oysa
apoptozisde apoptotik hiicre veya cisimcikler plazma membranlar1 hasarlanmadan
komsu hiicreler veya makrofajlar tarafindan fagosite edildiklerinden inflamasyon
olugmaz. Apoptozisin en dnemli 6zgiin yonii DNA’nin internukleozomal bolgelerden
yaklagik 180-200 baz ¢ifti veya bunun katlar1 boyutunda DNA pargalar1 olusturacak
sekilde parcalanmasidir. Bu durum agaroz jel elektroforezinde merdiven goriintiisii
imajinin (ladder pattern) ortaya ¢ikmasina neden olur. Apoptotik hiicrede goriilen
onemli degisikliklerden biri normalde plazma membraninin i¢ yiiziinde bulunan
fosfatidilserin’in erken evrede membranin dis yliziine dogru transloke olmasidir
(phosphatidylserine translocation). Bu mekanizma apoptotik hiicrelerin komsu
hiicreler ve makrofajlar tarafindan taninmasini saglar. (Thompson, 1995; Cooper,

1997; Jahn and Bar, 2000; Alberts et al, 2002).
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Sekil 1.2: Apoptozis ve nekrozis (Cooper GM, 1997 ve http://anatomy.iupui.edu/
courses/histo D502/D502103/f03 lectures/Cell.f03/Cell.html’den uyarlanmustir).

1.2.2. Apoptozisdeki Major Oyuncular

1.2.2.1. Oliim Faktérleri ve Oliim Reseptorleri (TNF Ailesi ve TNFR Ailesi)

Sitokinler, protein yapisinda olup hedef hiicrelerde 0zgiil reseptorlere
baglanarak hiicre ¢ogalmas1 ve farklilasmasmi kontrol ederler. Onemli apoptotik
faktorlerden Fas Ligand (FasL) ve TNF-a (Tiimor Nekrozis Faktor-alfa), sitokinlerin
bir grubu olan TNF ailesinin iiyesidirler. (Nagata and Golstein, 1995; Holtz and
Darmer, 2000).

FasL ve TNF-a, apoptozisi baglatmak {izere hedef hiicrede 6zgiil reseptorlere
baglanirlar. FasL’in reseptorii olan Fas, APO-1 veya CD-95 adiyla da bilinen bir
tip—1 membran proteinidir. Fas, TNF reseptor ailesinin bir iiyesidir ve bu ailenin
diger iiyeleri arasinda TNFR—1, TNFR-2 sayilabilir. TNF ligandi, reseptorleri
TNFR-1 veya TNFR-2 ile baglandiginda apoptozisi aktive eder. TNFR—1, pek ¢ok
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dokuda bu sinyalin aktivasyonundan ve iletiminden sorumludur. TNF, TNFR-1 ile
baglandiktan sonra apoptotik sinyal iletimi gergeklesir ve bu apoptotik yolun
sonunda kromozomal DNA yikimi ile hiicre 6liimii meydana gelmektedir. (Behnia et
al. 2000).

TNFR-1 ve Fas’in sitoplazmik par¢asinda bulunan yaklasik 80 aminoasitlik
homolog bdlgeler, 6liim sinyalinin iletimini sagladiklarindan 6liim bolgeleri olarak
adlandirilmiglardir. Bu bolgeler, FADD (Fas ile iligkili 6liim bolgesi) veya MORT1
ve TRADD (TNFR-1 ile iliskili 6liim bolgesi) olarak adlandirilir. TRADD, TNFR-1
ve TNFR-2 reseptorlerinin, FADD ise Fas reseptoriiniin 6lim bolgesidir. Bu
bolgeler araciligiyla kaspaz-8’i aktive ederek kaspaz kaskadini baslatip apoptozise

neden olurlar. (Nagata and Golstein, 1995; Holtz and Darmer, 2000). (Sekil 1.3.)

TrF

CDasL

Baglatic Baglatic
kaspaz kalSF'EI
Efektdr Efektdr
kaspaz kaspaz
Apoptozis Apoptazis

Sekil 1.3: Oliim faktdrleri ve reseptérleri (http://www.vhsd.org/docs/apoptosis-AT-
04B (2).ppt#21°den uyarlanmstir).
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1.2.2.2. Bcl-2 ailesi

Bcl-2 ailesi, lyelerinin bir kisminin apoptozisi indiikledigi (proapoptotik:
Bax, Bad, Bid, Bcl-xS, Bak, Bim), bir kisminin ise inhibe ettigi (Antiapoptotik: Bel—
2, Bel-xL, Mcll) genis bir ailedir. Bu ailenin {iyeleri kendi aralarinda homo- veya
hetero-dimerler olustururlar. Hiicrenin yasayabilirlik durumu (survival) bu ailenin
pro-apoptotik (apoptozisi indiikleyici) ve anti-apoptotik (apoptozisi baskilayici)
tiyelerinin rolatif oranina baglidir. Bu heterodimerlerden biri olan Bcl-2/Bax’in
(ikisinin oraninin) bazi hematolojik malignensilerde prognostik deger tasidigi rapor
edilmistir. Ciinkii oranin artmasi ya da azalmasi apoptozisin aktivasyonu veya
inhibisyonu ile sonuglanir. Bu da prognozu belirleyici bir deger tasiyabilir (Cooper,

1997; Alberts et al. 2002).

Proapoptotik Bcl-2  {iyeleri mitokondriden sitokrom—c  salinmasini
indiiklerken, antiapoptotik tiyeleri sitokrom—c salinmasini baskilar. Bu iki zit etkili
grubun isleyisi, yapilarinda bulunan iki bolgeye (hidrofobik cep ve amfipatik o-
heliks) baghdir. Yapilarindaki BH1, BH2 ve BH3 bdlgeleri hidrofobik cepi olusturur.
Amfipatik a-heliks, BH3 bolgesinde yer alir. Hidrofobik cep sayesinde bir diger Bel—
2 ailesinin BH3 bolgesine baglanirlar Pro-apoptotik tiyeler kendi iclerinde iki alt
gruba ayrilirlar. Bu alt gruplardan biri yapilarinda her {i¢ bolgeyi (BH1, BH2, BH3)
de iceren iiyelerden (Orn; Bax, Bak), digeri ise sadece BH3 bdlgesini igeren
tiyelerden (Bid, Bad, Bim) olusur. Anti-apoptotik iiyelerde ayrica BH4 bolgesi
bulunur. Bu bolgenin, apoptozisin diger hiicresel yollarla iliski kurdugu
diisiiniilmektedir. Anti-apoptotik {iyeler, dogal olarak “intrinsic” sitokrom-c’nin
salinmasini baskilama 6zelligine sahiptir. Bu durumda, pro-apoptotik iiyelerin anti-
apoptotik iiyelerle baglanmasi halinde bu inhibitor etki ortadan kalkar ve sitokrom-c
salinmasi gerceklesir. Bu yiizden, pro ve anti-apoptotik {liyelerin dengesi yasam ile
Olim arasindaki segenegi belirler. Anti-apoptotik iiyelerin asir1 ekspresyonlarinin
apoptozisi baskiladigi oysa pro-apoptotik {iyelerin asir1 ekspresyonunun ise hiicreleri

oldiirdiigii goriilmektedir (Schlootmann and Schélmerich, 2000).
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Cizelge 1.1: Bcl-2 ailesi tiyeleri

Pro- apoptotik Bel-2 Uyeleri Anti-apoptotik Bel-2 Uyeleri
Bax Bak Bcl-2

Bid Bcl-xS Bcel-xL

Bad Bik Bcel-w

Bim Bmf Mcl-1

Bcl-2 geni ilk olarak insan B hiicreli folikiiler lenfomada tanimlanmistir. Bu
lenfoma tipinde, Bcl-2, hiicrelerin normalden uzun yasam siirelerine neden olur.
Boylece malignite olusumuna zemin hazirlamaktadir. Bel-2 6zellikle mitokondri dis
membraninda bulunmakta ve iyon transportunu diizenlemektedir. Bax ve Bad
sitozolde bulunur ve apoptotik uyar1 alinmasi halinde mitokondri membranina
baglanir, burada kiiciik delik¢ikler (pore) olusumunu indiikler, boylece segici iyon
gecirgenligi kaybolur, sonugta sitokrom—c ve apoptozis-indiikleyici faktér olarak
bilinen AIF’iin mitokondriden sitozole ¢ikmasini saglar. Bcl-2’nin ayrica mitokondri
ile olan iligskisinden dolay:1 antioksidan bir etkiye sahip oldugu ve bdylece oksidan
stresin neden oldugu apoptozisi baskilayabildigi bulunmustur (Behnia et al. 2000;
Alberts et al., 2002; Schlootmann and Schélmerich, 2000).

1.2.2.3. Kaspazlar

Kaspaz (“caspase”)’lar, zimojen (inaktif prekiirsor) olarak sitoplazmada
bulunan ve aktif merkezlerinde sistein yer aldigindan sistein proteazlar olarak
adlandirilan bir grup enzimdir. Kaspazlar, aspartik asitten sonraki peptid bagini
kirarlar. Su ana kadar 14 tanesi tanimlanmistir ve ¢ogu apoptozisde rol almaktadir.
Kaspazlar birbirlerini aktiflestirerek proteolitik bir kaskad (selale tarzi reaksiyon
dizisi)’a neden olurlar. Kaspaz kaskadi, sitokrom—c’nin sitoplazmaya
saliverilmesiyle prokaspaz 9’un aktivasyonu yoluyla aktiflestirildigi gibi, kaspazlar

da sitokrom—c’nin saliverilmesine neden olabilirler (Rudel, 2000).

Kaspazlarin bazilar1 (Kaspaz—2, —8, —9, —10) baslatict (initiator) kaspazlar
olarak bilinirken bazilar1 da (Kaspaz-3, —6, —7) efektor (effector) kaspazlar olarak

bilinir. Baglatici kaspazlar apoptotik uyariyla baslayan oliim sinyallerini efektor
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kaspazlara naklederler. Efektor kaspazlar ise ilgili proteinleri (6rnegin, hiicre iskeleti
proteinleri aktin veya fodrin, niiklear membran proteini lamin A, DNA tamirinde rol
alan poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP))’1 parcalayarak apoptotik hiicre

morfolojisinin meydana gelmesine neden olurlar (Rudel, 2000).

Cizelge 1.2: Kaspaz Ailesi Uyeleri

Baslatic1 Kaspaz Uyeleri Efektor Kaspaz Uyeleri
Kaspaz—2 Kaspaz—1 Kaspaz—-3

Kaspaz—8 Kaspaz—4 Kaspaz—6

Kaspaz—9 Kaspaz—5 Kaspaz—7

Kaspaz—10 Kaspaz—11

Kaspaz—12 Kaspaz—13

Kaspaz—14

Kaspazlar dizi, yapt ve substrat spesifitesi bakimindan benzerlikler
gosterirler. Hepsi N-terminal pro-domain, biiyiik altiinite (~20 kDa) ve kii¢iik
altiinite (~10 kDa) igeren inaktif prekiirsorler olarak iiretilir. N-terminal domain
farkl liyeler arasinda degisiklik gosterir ve bu domain subsellular lokalizasyon ve

aktivasyonu i¢in 6nemlidir. (Rudel, 2000).

1.2.2.3.1. Kaspaz Inhibitérleri

Bir kaspaz inhibitorleri ailesi olan IAP (“inhibitors of apoptosis”)’ler,
kaspazlar selektif olarak inhibe ederler, boylece apoptotik mekanizmay1 durdururlar.
Bu inhibitorler birgok malign hiicreler tarafindan asir1 eksprese edilmektedirler.
IAP’ler ayrica hiicre dongiisiinii de etkileyerek apoptozisi durdurabilirler.
Kaspazlardaki defektler otoimmun hastaliklara, kansere ve baz1 norolojik
bozukluklarin olusumuna katkida bulunabilir (Kidd et al. 2000). Hatta kaspaz 8’in
noroblastomada timor supressorii olarak islev gordiigii bulunmustur (Teitz et al.
2000).

[IAP’ler prokaspazlarin aktivasyonunu oOnleyerek ve olgun kaspazlarin
enzimatik aktivitesini inhibe ederek apoptozisi baskilayabilir. Birka¢ farkli memeli

IAP proteini (XIAP, c-IAP1, c-IAP2 ve survivin) tanimlanmistir ve bunlarin hepsi
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hiicre kiiltiiriinde anti-apoptotik aktivite gostermektedir (Deveraux et al. 1999; Miller
et al. 1999).

[IAP’ler, apoptoziste hem mitokondriyal (intrinsic) hem de Sliim reseptorii
aracili (extrinsic) yollar1 regiile eden antiapoptotik protein ailesidir. IAP’lerin
antiapoptotik aktivitesi, bu protein ailesinin tiim {yelerinde bulunan, korunmus
baculovirus IAP tekrar domainine atfedilir. insan IAP’lerinin bazilar1 (XIAP, c—
IAP1, c-IAP2) direkt olarak pro—kaspaz—9’a baglanip sitokrom—c’ye karsilik pro—
kaspaz—9’un aktivasyonunu onledigi gosterilmistir (Holcik and Korneluk, 2001). Ya
da efektor kaspazlardan kaspaz—3 ve kaspaz—7’°nin proteaz aktivitesini direkt olarak
baskilarlar (Deveraux et al. 1997). Onun i¢in, IAP’ler, apoptozisin 6liim reseptorii
aracili (extrinsic) ve mitokondriyal (intrinsic) yollarinda is goéren downstream
proteazlar gibi bazi kaspazlarin endojen (i¢sel) antagonistleri olarak gorev yapar.
Bazi IAP’lerin artmis gen anlatimi, istenmeyen klinik sonuglari olan kanserlerde

bildirilmistir. (Grossman et al. 2001).

1.2.2.4. Sitokrom-c

Sitokrom-c, mitokondri i¢ membraninda bulunan elektron transport zincirinin
bir proteinidir. Son yillarda anlasilan 6nemiyle apoptozis silirecinde merkezi bir
konuma oturmustur. Bu yiizden de sitokrom-c’nin mitokondriden sitoplazmaya
saliverilmesi apoptozis yoluna girmis bir hiicrede geri doniisiimsiiz bir déneme
girildigini isaret eder. Sitokrom-c, mekanizmasi heniiz tam olarak aydinlatilamamis
bir sekilde mitokondriden apoptozis-indiikleyici faktor (“AlF, apoptosis-inducing
factor”) ile birlikte sitoplazmaya saliir. Sitokrom-c sitoplazmik protein olan Apaf-1
(“apoptotic protease activating factor—17)’e baglanir ve onu aktive eder, ardindan
ATP’nin de katilimiyla apoptozom adi verilen bir kompleks olusur. Bu kompleks
inaktif olan prokaspaz-9’un aktif kaspaz—9 haline doniismesini saglar. Aktif kaspaz—
9 ise efektor kaspazlardan prokaspaz-3°ii aktive eder. Aktif kaspaz—3, kaspazla-
aktiflesen deoksiriboniikleaz inhibitériinii (“ICAD, inhibitor of caspase-activated
deoxyribonuclease) inaktiflestirir, bdylece ICAD’tniin bagladig1 kaspazla-
aktiflesen deoksiriboniikleaz (“CAD, caspase-activated deoxyribonuclease™)

serbestlesir ve bu da apoptozisin karakteristik bulgularindan biri olan kromatin
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kondensasyonuna ve oligoniikleozomal DNA fragmentasyonuna neden olur (Cooper,

1997; Alberts et al. 2002).

1.2.3. Apoptozis Mekanizmalari

Apoptozis, hiicre dis1 ve hiicresel seviyede olusan ¢esitli sinyaller yoluyla
tetiklenebilir (Thompson, 1995). Hiicresel diizeyde etkili ana fizyolojik aktivatorler,
Fas Ligand (FasL) ve Tiimdr nekrozis faktér (TNF) isimli proteinlerdir. Oliim
faktorii olarak da adlandirilan bu proteinlerin, ilgili reseptorlerine baglanmasi ile
hiicre 6liimii gerceklesir. Bunun disinda apoptozis viral enfeksiyonlar, bakteriyel
toksinler, onkogenler, kemoterapétikler, radyasyon gibi bazi faktorler ile de
baslatilabilir. Agir DNA hasarina yanit olarak aktive olan p53 geni ve reaktif oksijen
radikalleri (hem mitokondri, hem plazma membrani, hem de genom iizerinde
olusturabilecegi hasarlara bagli olarak) apoptozisi tetikleyebilmektedir (Cooper,

1997; Alberts et al. 2002).
1.2.3.1. Kaspazlara-Bagimh Gelisen Apoptozis Mekanizmasi
1.2.3.1.1. Oliim Reseptorii Aracih (Extrinsic) Apoptotik Yol:

Bu yolda, hiicre yiizeyindeki dis sinyaller yoluyla apoptozis tetiklenir. Bu yol
Oliim reseptorlerinin (Fas veya TNFR1) hiicre dis1 uyarimina baghdir. Bu reseptorler
aldiklar1 sinyali Kaspaz—8’e iletirler ve Kaspaz—3, Kaspaz—6, Kaspaz-7 gibi

kaspazlarin aktivasyonuna neden olarak kaspaz kaskadimi baslatirlar (Gruss and

Dower, 1995; Wallach et al, 1999). (Sekil 1.4)
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”“' - Sdapidr Proteinler

'

Kazpaz-2 veya Kaspaz-10

'

Efektdr Kaspazlar
(Maspaz-3, -6, vava -7)

Slim substratiar

'

Sekil 1.4: Oliim reseptorii aracili (extrinsic) apoptotik yol (http://www.vhsd.org/

docs/apoptosis-AT-04B (2).ppt#15°den uyarlanmistir).

1.2.3.1.2. Mitokondriyal (Intrinsic) Apoptotik Yol

Bu mekanizmada apoptotik sinyaller hiicre icinde ortaya c¢ikar.

mekanizma mitokondriler araciligiyla calisir ve Bcl-2 ailesi tarafindan kontrol edilir.

Bu yol, Bcl-2 ailesinin pro- ve anti-apoptotik iiyeleri arasindaki dengenin

kaybolmasina neden olabilen hipoksik stres, biiyiime faktorlerinin yoklugu veya

radyasyon gibi faktorler tarafindan aktive olur (Yang, 1997). Mitokondrinin dis

membrani yiizeyinde Bcl-2 proteini eksprese olur. Bcl-2 Apaf—1 proteinine baglanir.

Hiicrenin internal hasari, Bcl-2’nin Apaf-1 ve sitokrom-c’nin mitokondriden

salinimina neden olur. Sitokrom-c ve Apaf-1, prokaspaz-9’u aktive ederek kaspaz

kaskadmin aktiflestirilmesini saglar ve apoptozis gergeklesir (Cooper, 1997; Alberts

et al. 2002) (Sekil 1.5)
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Sekil 1.5: Mitokondriyal (intrinsic) apoptotik yol (http://www.vhsd.org/docs/
apoptosis-AT-04B (2).ppt#15°den uyarlanmistir).

1.2.3.2. Kaspazlara Bagimh Olmadan Gelisen Apoptozis Mekanizmasi

Apoptozise neden olabilen diger pathwayler heniiz tamamen karakterize
edilememistir. Kaspaz-bagimli iki mekanizma disinda kaspazlara bagimli olmadan
gelisen yollar da olabilir. Mitokondri membrani hasar gordiigii zaman canli hiicrede
mitokondri zarlar1 arasinda yerlesmis olan Apoptosis inducing factor (AIF)
sitokrom—c gibi ayni1 yolla mitokondriden salinir. AIF nukleusa girer ve kromatin

kondensasyonu yoluyla hiicresel apoptozisi indiikler (Susin et al. 1999).
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1.2.4. Apoptozis iliskili Bazi Genler

TNFR1:

Timor Nekrozis Faktor Reseptor Superailesinin bir iiyesi olan TNFRI,
12p13.2 kromozomal boélgede bulunur. Bir sitokin olan TNF-o’nin baglandigi
reseptordiir. TNFR1, aldig1 sinyali Kaspaz—8’e iletir ve Kaspaz—3, Kaspaz-6,
Kaspaz—7 ve Bid gibi genlerin aktivasyonuna neden olur. (http://www.ncbi.nlm.nih.

gov/entrez/dispomim.cgi?id=191190).

Bax (Bcl-2-associated X protein)

Bax geni 19q13.3-13.4 kromozomal bolgede bulunur ve proapoptotik bax
proteini mitokondri lizerine etki ederek hiicre Oliimiinii indiikler. Oltvai ve ark.
(1993) Bax’1 Bcl-2’ye eslik eden bir protein olarak tanimlamistir. Bax, Bel-2 ile
oldukca fazla aminoasit homolojisi gosterir ve in vivo Bcl-2 ile homo- ve
heterodimerler yapar. Bax fazla oldugu zaman programli hiicre 6liimii hizlanir ve
Bcl-2’nin 6liim represor aktivitesi karst koyamaz. Bcl-2/Bax orami apoptotik
stimulustan sonra yasam veya Oliimii belirler. Bcl-2 protein ailesi, apoptozis
sirasinda mitokondriyal membran gegirgenligini kontrol ederek hiicre oliimiinii
regiile eder. Proapaoptotik Bax ve Bak mitokondri porlarini agarken, antiapoptotik
Bcl-xL kapar. Bax ve Bak sitokrom-c nin ¢ikmasina izin verirken Bcl-xL gegisi onler

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/dispomim.cgi?id=600040).

Bak (Bcl-2 antagonist killer 1)

Bak geni 6p21.3-21.2 kromozomal bodlgede bulunur. Chittendau ve ark.
(1995) ve Kiefer ve ark. (1995) yeni bir Bcl-2 homologu Bak’1 klonlamiglardir. Bak
hiicre 6liimiinii indiikler. P53 proteini 6nemli bir proapoptotik regiilatérdiir. Leu ve
ark. (2004) hiicre stresinden sonra p53’iin Bak ile etkilesime girdigini bulmustur. Bu
etkilesim Bak’in olgomerizasyonuna ve mitokondriden sitokrom-c’nin salinmasina

neden olur (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/dispomim.cgi?id= 600516).
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Bid, Bak ve Bax gibi pro-apoptotik Bcl-2 ailesi liyeleri normalde hiicrelerde
sessiz “latent” halde bulunurlar. Bu proapoptotik iiyeler aktive edildiklerinde
sitokrom—c’nin sitoplazmaya saliverilmesini saglarlar. Bid’in kirilmasina, dolayisiyla
aktiflesmesine, yol acan etken kaspaz—8’in aktivasyonudur (Schlootmann and

Scholmerich, 2000).

Bcl-w (Bcl2-like 2, Bel2L2):

Bcl-w geni 14q11.2-q12 kromozomal bdlgede bulunur. Ilk kez Gibson ve ark.
(1996) tarafindan klonlanmistir. Fare hematopoetik hiicre hatlarinda myeloid
hiicrelerde eksprese olurken, lenfoid hiicrelerde daha az eksprese oldugu
bulunmustur. Bcl-w eksprese oldugu zaman cesitli sitotoksik sartlar altinda hiicrenin

sag kalimini saglar (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/dispomim.cgi?id=631931).

AIF (Apoptosis Inducing Factor)

AIF, Xq25-q26 kromozomal bdlgede bulunur. ilk kez Susin ve ark
(1999) tarafindan klonlanan (kopyalanan) AIF geni, saglkli hiicrelerde
mitokondriyal intermembran aralikta bulunan, apoptotik hiicrelerde niikleus
biitiinliiglinliin bozulmasi i¢in 6énemli 57 kDa molekiiler agirlikta bir flavoproteini
kodlar. Cekirdege tasindiginda apoptozisi indiikler. Apoptozis indiiksiyonuyla bu
protein nukleusa transloke olur ve kromozom kondensasyonu ve fragmentasyonunu
etkiler. Ayrica, bu genin {iriinii mitokondriden sitokrom—c salinmasini indiikler
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/dispomim.cgi?id=300169).
AIF, kaspaz-bagimsiz yol araciligiyla apoptozisi ve nuklear kromatin
kondensasyonunun indiiklenmesinde énemli bir role sahiptir. AIF, memeli apoptozis

olaylar1 sirasinda sitokrom—c ve kaspazlar ile de interaksiyona girer. (Lu et al. 2003).

Survivin (IAP: Inhbitors of Apoptosis grubu iiyesi)

Survivin 17925 kromozomal bdlgede olup, bir apoptozis inhibitoriidiir ve pek

cok insan kanserinde artmis gen anlatimi (overeksprese) olur. Survivin gen anlatimi
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(ekspresyonu) hiicre dongiisii bagimlidir. Cogalan hiicrelerde hiicre dongiisiiniin
G2/M fazinda yliksek seviyelerde eksprese olur ve hiicre donglisii durduktan sonra
hizla gen anlatimi diiser. Mitozun baslangicinda survivin mitotik ig ipliklerinin
mikrotiibiilleri ile baglanir. Survivin-mikrotiibiil interaksiyonlarimin bozulmasi,
survivinin antiapoptotik fonksiyonu kaybina neden olur ve mitoz sirasinda hiicre
Oliimiinde gerekli bir mekanizma olan kaspaz-3 aktivitesinde bir artisa neden olur.
Kanserde survivin artmig gen anlatimi (overekspresyonu) apoptotik bir kontrol
noktas1 olabilir. Survivin tarafindan yiiriitiilen antiapoptotik yolun manipulasyonu
kanser terapisi i¢in yararl olabilir (Li et al. 1998; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
entrez/dispomim.cgi?id =603352).

Survivin, upstream ve terminal kaspazlari inhibe ederek hiicre 6liimiinii bas-
kilayan protein ailesi IAP’lerin bir iiyesidir (Duckett et al. 1996; Liston et al. 1996;
Ambrosini et al. 1997; Roy et al. 1997; Deveraux et al. 1997; Deveraux et al. 1998;
Tamm et al. 1998) Bu proteinler ¢esitli uyarilar (TNF-a, Fas, growth faktoriin
olmayis1 gibi) ile indiiklenerek apoptozisi baskilar (Ambrosini et al. 1997; Duckett
et al. 1996; Liston et al., 1996; Li et al. 1998). Survivin, hem hiicre 6liimii hem de
hiicre ¢ogalmasiyla iliskilidir (Altieri et al. 1999). Survivin olgun, terminal olarak
farklilasmis dokularda eksprese olmaz, fakat ¢ogu insan kanserinde ve kanser hiicre
hatlarinda eksprese olur (Ambrosini et al. 1997; Altieri et al. 1999). Survivin eks-
presyonunda bir bozulma hiicre 6liimii ve hiicre dongiisii bozukluklarina neden olur
(Fraser et al. 1999; Li et al. 1999; Li et al. 2000). Cesitli calismalarla Survivin eks-
presyonunda artisin, AML’de ve bazi1 kanserlerde kotii prognoz ve tiimor yinelen-
mesiyle iliskili oldugu gosterilmistir (Adida et al. 1998; Adida et al. 2000; Sarela et
al. 2000). Carter ve ekibinin gergeklestirdigi iki calismada da Survivin artmis gen
anlatimi AML hastalarininin blastlarinda tespit edilmistir (Carter et al. 2001).

Kaspaz-6
4q25-q26 kromozomal bdlgede bulunan kaspas-6 geni kaspaz proteaz
ailesinin bir tyesidir. 34 kDa’luk bir protein kodlar. Efektor kaspazlardandir.

Kaspaz-6’'nin en iyi bilinen substrati Lamin A’y1 keserek apoptotik hiicre

goriinlimiine neden oldugu bilinmektedir (Cohen, 1997).
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Kaspaz-8

2q33-q34 kromozomal bolgede bulunan kaspas-8 geni kaspaz proteaz
ailesinin bir iliyesidir. Baglatic1 kaspazlardan olan Kaspaz-8’in substratlar1 diger pro-
kaspazlardir. TNFRI tarafindan aktive edilen kaspaz-8 diger efektor pro-kaspazlar
aktive ederek kaspaz kaskadini baslatir (Cohen, 1997).

1.3. HEMATOPOEZ VE HUCRE FARKLILASMASI

Hematopoez, kok hiicrelerin kendi kendini yenilemesini (self-renewal),
lineage-committed (lineage-bagimli) progenitdr (Onciil) populasyonun biiylimesi
(expansion), ve bu diizenle terminal elementlere olgunlagmasini igeren bir siiregtir
prosestir (Ogawa, 1993; Furukawa, 1997). Hematopoetik farklilasma; miyeloid ya da
lenfoid yolaklar1 kapsar. Periferal kanda az sayidaki stem hiicreler yaklasik olarak
10 farkl: hiicre tipini olusturur. Hematopoetik hattin son 3 elementi, yani kirmiz1 kan
hiicreleri, beyaz kan hiicreleri (graniilositler, monositler ve lenfositler) ve plateletler,
hem morfolojik olarak ayirtedilebilirler hem de tamamen farkli fonksiyonlara
sahiptirler (Sekil 1.6). Hematopoetik farklilasma sirasinda bu hiicre cesitliligi elde
edilir (Watowich et al. 1996).

Hiicre biyolojisi ¢alismalari, hiicre dongiisiiniin hiicrelerin fonksiyonu ile siki
baglant1 i¢cinde oldugunu ortaya koymustur. Hiicre dongiisiindeki yavaglama kok
hiicrelerin kendini yenilemesi i¢in gereklidir, hizlanma ise dnciil populasyonun etkili
geniglemesi i¢in gereklidir ve terminal olarak farklilagmis hiicrelerin cesitli
fonksiyonlar1 i¢in bazen onkosuldur (Furukawa, 1997; Furukawa, 1998). Eger
hiicreler bu diizenlemeden kurtulursa, sonug kotiidiir, malignant hiicrelere transforme
olabilirler veya transformasyondan kaginmak i¢in, hiicreler apoptotik programa gore
elimine edilirler (Drexler and Minowada, 1998). Bu nedenle hematopoetik hiicre
dongiisiiniin normal kan gelisimi sirasinda siki diizenlemesi altinda oldugu varsayilir.
Bu kavrami destekleyen pek ¢ok biyolojik delil olmasina ragmen, hematopoetik
hiicre farklilagsmasi sirasinda hiicre dongiisii diizenlemesinin molekiiler temeli
hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Memeli hiicre dongiisii mekanizmasinin baslica

major komponentleri, (cdklar, siklinler ve cdk inhibitorleri) tanimlanmis ve
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karakterize edilmistir (Morgan, 1997). Bu molekiillerin rolleri, hiicre hatlarinin
kullanildigt model sistemlerde aydinlatilmis olmasina ragmen, hematopoetik
farklilagsma sirasinda her komponentin kesin fonksiyonu tamamen anlasgilamamistir
(Burger et al. 1994; Liu et al. 1996; Schwaller et al. 1997; Gao and Zelenka, 1997,
Liu et al. 1999). Hiicre hatlarindan elde edilen sonuglar direkt olarak normal
hematopoeze uygulanamaz. Cilinkii hiicre siklusunda ve hiicre farklilagsmasinda
defektlere sahip olan hiicre hatlarina ait analiz sonuglari, normal hiicre fizyolojisini

bire bir yansitmaz (Drexler and Minowada, 1998).

Pluripotent kak hiicre

Retikllosit

1

Eritrosit i
F‘Iateletler .

Mlakrofsi Mitrofi Eozinofil Bazofi  Blenfosit T lenfosi

Megakaryosit  Monosit
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Sekil.1.6. Hematopoetik hiicre farklilagmasi. (Cooper GM. The Cell 1997°den

uyarlanmistir).
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Hiicre dongiisii mekanizmasinin aktivasyonu, in vivo kan havuzunun etkili
genislemesi i¢in gerekli olabilir. Hiicre-hiicre interaksiyonu etkisiyle transkripsiyonel
aktivasyonun yonetildigi daha oOnce bildirilmesine ragmen, hematopoetik
progenitdrlerde  cdk/siklin  indiiksiyonunun diizenlemesi hakkinda az sey
bilinmektedir (Philips et al. 1999).

Cesitli bildirilerde, insan hematopoetik stem (kok) hiicrelerde hiicre dongiisii
genlerinin ekspresyonuna deginilmistir (Della Ragione et al. 1997; Dai et al 2000;
Marone et al. 2000). Bu calismalar, cdk’larin ve siklinlerin ekspresyonlarinin
genellikle taze olarak izole edilen CD34+ hiicrelerde baskilandigin1 gdstermistir. Dai
ve ark.(2000) kord kani kaynakli CD34+ hiicrelerin cdk2 veya siklin D2, D3 ve E’yi
eksprese etmedigini, halbuki kii¢iik miktarda siklin DI’in flow sitometri ile
bulundugunu bildirmislerdir (Dai et al 2000). Tersine, Della Ragione ve ark (1997)
kemik iliginden izole edilen CD34+ hiicrelerde immunoblotting ile yiiksek seviyede
siklin D3 bulurken siklin D1 bulamadiklarini; bu hiicrelerde cdk6’nin eksprese
olurken cdk4’iin eksprese olmadigimi bildirmislerdir (Della Ragione et al. 1997).
Marone ve ark (2000), Cdk2 ve Cdc2 (Cdkl)’nin kinaz aktivitesinin hematopoetik
stem hiicrelerde ¢ok diisiik bulmuslardir (Marone et al. 2000).

Hiicre dongiisii kontrol genlerinden siklin D1’in forbol esterleri ile muamele
edilmis HL-60 hiicrelerinde up-regiile oldugu gosterilmistir (Burger et al 1994;
Akiyama et al. 1993; Horiguchi-Yamada et al. 1994) Bununla birlikte, terminal
olarak farklilagmis myeloid hiicrelerde siklin D1’in fonksiyonel dnemi hakkinda ¢ok
az sey bilinmektedir (Furukawa, 2002). Zwijsen ve arkadaslar1 Siklin D1’in, direkt
olarak Ostrogen reseptorii ile interaksiyona girdigi ve dstrojen-yanitlayan elementlere
baglanmasini artirdig1 ve boylece Ostrojenle-yonlendirilmis transkripsiyonun aktive
oldugunu bildirmistir. Benzer mekanizmalar yoluyla, Siklin D1, myeloid-6zgiil

genlerin regiilasyonunda da gerekli olabilir (Zwijsen et al. 1997).

1.3.1. Losemi ve HL-60 hiicre hatti

Malign hastaliklar klasik olarak kontrolsiiz asir1 hiicre proliferasyonunun
oldugu hastaliklar olarak bilinir. Oysa asir1 proliferasyonun yaninda azalmis
apoptotik hiicre 6liim hizinin da malignite (kotiiciil hastalik) gelisimine katkida

bulundugu gorilmistiir. Zaman1 geldiginde normal olarak apoptozise gidemeyen
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dolayisiyla beklenenden daha wuzun siire yasayan hiicreler, genomlarinda
biriktirdikleri mutasyonlarin etkisiyle malign (kotiiclil) hiicrelere doniisme
potansiyeli tasirlar. Hematolojik maligniteler, kan hiicrelerinin neoplastik
cogalmalar1 ya da kanserleridir. Biitiin kanserlerde oldugu gibi, malign doniisiimiin,
tek bir hiicrenin biliylime ya da yasam avantaji kazandigi ¢ok basamakli bir siire¢
oldugu diistintilmektedir. Bu hiicre ve aymi soydan gelen hiicrelerin kontrolsiiz
biiylimesi klonal ya da 6zdes hiicre populasyonunun genislemesiyle sonuc¢lanir. Bu
stire¢ 16kosit hiicre soylarindan birinde meydana geldiginde sonucta ortaya cikan
kanser, l6semidir. Yani l6semi; hematopoetik soya ait olan hiicrelerin kontrol
edilemeyen proliferasyonudur.

Loéseminin sik goriilen formlari, hiicre dizilerine (miyeloid ya da lenfoid) ve
hastaligin  klinik seyriyle iligkili olan terminal farklilasma derecesine gore
siiflandirilir. Akut 16semi daha ileri mutasyon i¢in siirli kapasitesi olan progenitor
hiicrenin transformasyonundan ortaya ¢ikar. Bu formlar miyeloid (akut miyeloid
16semi, [AML]) ya da lenfoid (akut lenfositik 16semi [ALL]) diziden gelebilir. Bir
insan akut myeloid losemi hiicre hatti olan HL—60 hiicreleri, baz1 indiikleyici
molekiiller ile muamele edildigi zaman granulositik veya monositik yol boyunca
diferansiye olurlar. HL—60 hiicrelerinin bu karakteristik 6zellikleri arastiricilarin
ilgisini ¢ekmistir ve in vitro 16semik diferansiyasyon i¢in siklikla basvurulan bir

model sistem olmustur (Collins et al. 1980; Collins,1987).

1.3.2. D vitamini ve Akut Myeloid Losemi Hiicresinin Farklilagsmasi:

Vitamin D3, giines 1518ina maruz kalindiginda deride iiretilir ve daha sonra
karacigerde hidroksillenerek 25(OH)Ds’e ve bobrekte 1,25(OH),Ds;’e dontistir.
1,25(0OH),D5’lin kemik, barsak ve bobrekte etkileri vardir ve bu organlardan kana
kalsiyum transportunu stimiile eder (Lips, 2006).

Vitamin D3’lin fizyolojik olarak aktif metaboliti 10,25 dihydroxyvitamin D3
[1,25(OH),Ds], insan myeloid 16semi hiicrelerinde, hiicre diferansiyasyonu i¢in giiclii
bir uyarandir. HL-60 hiicrelerinde Vitamin D3’iin, monosit ve makrofajlara
diferansiyasyonu indiikledigi gosterilmistir (Mangelsdorf et al. 1984). Vitamin D;

hiicrelerdeki bu etkisini vitamin D reseptorii (VDR) ile interaksiyonlar1 sayesinde
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gerceklestirir (Bar-Shavit et al. 1983; Murao et al. 1983; Tanaka et al. 1983;
Djulbegovic et al. 1986; Amir et al. 1999; James et al. 1999). Vitamin D reseptorleri
myeloid hiicre ve meme ve kolonik epitelyumdaki pek c¢ok hiicre tipinde
tanimlanmistir (Eisman et al. 1981; Kizaki et al. 1991; Meggouh et al. 1991).
Vitamin D bazi tiimdr tiplerinin insidansini diisiirebilir (Garland et al. 1985; Corder
et al. 1993). Vitamin D 16semi (Koeffler et al. 1985; Elstner et al. 1994), meme
(Elstner et al. 1995), kolon (Wali et al. 1995) ve prostat (Miller et al. 1995) kanser
hiicre hatlarinin biiytimesi siirecini engeller (Colston K et al 1981; Frampton et al.

1983).

HO""

Sekil.1.7: 1,25 (OH),D5’iin yapisi (Hansen et al, 2001’den uyarlanmistir).

Vitamin D ile ilgili yapilan klinik deneyler az olmakla birlikte, birka¢ yanit 2
mg/giin doz ile tedavi edilen myelodisplastic sendromlu hastalarin bir ¢alismasinda
gozlenmistir, fakat tolere edilemeyen hiperkalseminin kisitlayici  oldugu
ispatlanmistir (Koeffler et al. 1985). Son zamanlarda kalsiyum metabolizmasinda
minimal etkiye neden olurken diferansiyasyon aktivitesini koruyan yeni Vitamin D3
analoglar1 kullanilabilir hale gelmistir (Perlman et al. 1990; Dore et al. 1994;
Pakkala et al. 1995).

Proliferasyon ve olgunlasma (maturasyon) arasindaki bir dengesizlik,
olgunlagsmanin farkli asamalarinda bloklarin goriildiigii akut myeloid 16seminin
ozelligidir. Bununla birlikte, in vitro ortamda I6semik hiicrelerin rastgele spontan

diferansiyasyonundan elde edilen deliller, diferansiyasyondaki bu blogun geri
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dontistimli oldugunu gostermistir. Bu bulgular, AML tedavisinde farkililasmay1
indiikleyen ajanlarin kullanilabilir oldugunu gostermektedir (Tenen, 2003).

Vitamin Dj;’lin bu etkileri, ciddi in vivo hiperkalsemiye sebep olan genellikle
10° ve 107 M seviyelerinde saglanir. Vitamin D3 ve analoglarmin, tek ¢ekirdekli ve
T lenfosit hiicre kiiltiirlerinde TNF-o’nin iiretimini inhibe ettigi de bulunmustur
(Muller, 1992). Myeloid 16semi hiicre hatti HL-60 hiicrelerinin farklilagsmasini
indiikleme yetenegi olan, diisiik kalsiyum tekrar emilim aktivitesi olan 1,25(OH),
Vitamin D3 ve analoglart da bazi arastiricilar tarafindan degerlendirilmistir
(Srivastava et al., 1994; Srivastava et al., 1995; Behringer et al., 2001; Nakagawa et
al., 2001; Savli ve ark. 2002).

1,25(0OH), Vitamin Ds’iin 10° ve 10 M seviyede in vitro olarak bu
hiicrelerin biiylimesini inhibe ettigi ve farklilagmasini indiikledigi gdsterilmistir.
Bununla birlikte AML hastalarindan elde edilen primer hiicrelerde (blast) vitamin

D3’iin etkisi ¢ok az ¢alisilmistir (Yamada et al, 2001).

1.4. Gergek Zamanh Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu

DNA zincirinin 6nceden belirlenen bir bolgesini ¢ogaltmak i¢in kullanilan
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR), molekiiler genetik alaninda devrim niteligi
tastyan bir yontemdir. Son yillarda PZR reaksiyonlarinda sicaklik dongiileri
saglamak i¢in kullanilan cihazlarin (thermocycler) hassas Ol¢iim aletleriyle
birlestirilmesi, gercek zamanli (real-time) polimeraz zincir reaksiyonu olarak
adlandirilan yeni bir yontemin gelismesine neden olmustur. Ger¢ek zamanli PZR,
geleneksel PZR’1n uygulama alanlarini arttirirken PZR’1a iligkili pek ¢ok laboratuvar
sorununa da ¢oziim getirmistir. Bu yontem sayesinde DNA ve RNA oOrnekleri
kalitatif ve kantitatif olarak kisa siirede analiz edilebilmekte, ¢cok sayida 6rnek son
derece az kontaminasyon riskiyle giivenle calisilabilmektedir
(http://www.iontek.com.tr/?id=11).

Gergcek zamanli kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu; baslangi¢ miktarina
gore olusan, son PZR iirliniiniin 6l¢limiiniin 6zgiin, hassas ve diger metodlara gore
daha kolay tespit edilebildigi bir yontemdir (Freeman et al., 1999; Raeymaekers,

2000). Bu yontemde; her bir PZR dongilisiinde olusan flouresan 1ginimi araciligr ile
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son lirlin miktar1 tespit edilebilir (es zamanh olarak) (Higuchi et al., 1992; Higuchi et
al., 1993). Reaksiyon, bazi sistemlerde real time = es zamanli olarak izlenebilir.
Gergek zamanli kantitatif PZR bizi klasik PZR sonrasi yapilmasi zorunlu diger
degerlendirme calismalarindan da kurtarir (jel elektroforez gibi). Bu, dogrulugu
arttirdigr  gibi kontaminasyon riskini de azaltir. Klasik PZR ydntemleriyle
karsilastirldiginda 107 kat daha giivenilirdir. Genis bir uygulama alani, 6zgiinliik ve
dogru miktar tayini (kuantifikasyon) olanagi sunar.

Gergek zamanli kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu sisteminin temelini
flouresan reporter molekiillerinin 1sinimlarinin tespiti ve miktarinin belirlenmesi
(kuantifikasyon) olusturur. Sinyal artis1 PZR {iriin artisiyla direkt orantilidir. Her bir
PZR dongiisiindeki flouresan 1siniminin kaydedilmesi ile baslangictan itibaren iistel
fazda {riin artisina hangi noktada ulasildigi, es zamanli (real time) izlenebilir.
Niikleik asit hedef molekiiliiniin ¢ok sayidaki kopyasinin olusturulabildigi anda
artan miktarda flouresan 1s1n1m godzlenir. Olgiilebilir 1s1n1m 3-15 déngiide olusur
(Lee et al., 1993; Livak et al., 1995).

Onemli artis1 isaret eden esik deger kullanici tarafindan ayarlanabilir. CT
(cycle threshold) parametresi, tespit edilen flouresan 1sinim esik degerinin asildigi
dongii sayisini belirtir. DNA amplifikasyonunu belirlemek i¢in fluoresansa dayanan
iki metod kullanilir. Hibridizasyon problar1 ve DNA baglayici boya SYBR Green 1.
(Wittwer, 1997). Hibridizasyon problariyla DNA kantifikasyonu duyarli olmakla
kalmaz, ayn1 zamanda yiiksek 6zgiilliige de sahip olur ( Siraj et al., 2002).

Hibridizasyon problariyla ¢alismaya gore daha ucuz bir alternatif ise SYBR
green I veya Ethidium bromid gibi ¢ift zincirli DNA’ya baglanan (non-spesifik
amplifikasyon ve primer dimerizasyonu dahil), diziye spesifik olmayan bir kimyasal
kullanmaktir. Bunlar ssDNA’ya baglanmazlar. SYBR green soliisyon halinde ¢ok az
1s1mim yapar, fakat ¢ift zincir DNA’ya baglaninca 1sinimi giigliiddiir. SYBR Green 1
boyast ¢ift sarmal DNA’nin kiigiik girintisine baglanir. Ayrica uzun siire
dayaniklidir (30 amplifikasyon dongiisii sonrasi yalnizca aktivitesinin %6’sin1
kaybeder). Total DNA oOlc¢limlerinde tercihen kullanilir. Amplifikasyon oOncesi
reaksiyon karisimi denatiire edilmis DNA’y1, primerleri ve boyay1 igerir.
Baglanmamis olan boya az miktarda fluoresans yayarak, daha sonraki bilgisayar

analizlerinden ¢ikartilan, minimum arka fon fluoresans sinyalini olusturur.
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Primerlerin tutunmasiyla az sayidaki boya molekiilii ¢ift sarmal DNA’ya baglanir.
DNA’ya baglanmasi, SYBR Green I molekiillerinin uyarilma sonucu 151k
sagmalarmi etkili sekilde artmasina neden olur. Uzama asamasi esnasinda gift
sarmal DNA olustukca, daha fazla sayida boya molekiilleri baglanir. Reaksiyon
devamli denetlenerek, fluoresansdaki artis gercek zamanli (real-time) olarak izlenir.
Diger dongiiniin 1sitma basamaginda DNA denatiire edildiginde boya molekiilleri
serbest kalir ve fluoresans sinyali diiser. Erime egrisinin incelenmesiyle spesifik
fluoresans sinyalleri, spesifik olmayan sinyallerden ayirt edilebilir (Siraj et al.,
2002).

Relatif gen ekspresyonu karsilastirma c¢alismalarinda en 1iyi sonug;
endojen/internal kontroliin 6rnek igerisinde fazla ve sabit oranda (total RNA’ya gore)
bulunmasiyla elde edilir. Her bir reaksiyondaki farkli hedef mRNA’larin
kuantifikasyonu i¢in degismeyen bir endojen kontrol kullanilabilir. Bu amag ig¢in
genellikle 18S RNA, GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenas), B-actin
gibi houskeeping genler secilir (Suzuki et al., 2000). Normal degerleri ifade eden
referans gen ekspresyonunun kararli olmasi, hedef genin incelenecegi deney
kosullariin olusturulmasinda ¢ok dnemlidir (Schmittgen and Zakrajsek, 2000). Bu
konuda yapilan diger ¢aligmalarda gostermistir ki ¢oklu internal kontrol kullanilmas1
1yi ve giivenilir sonuca ulagmak i¢in gereklidir (Schmid et al., 2003). Degisik hiicre
ve doku tiplerine bagl olarak, birden fazla ve degisik gen ekspresyonlarinin referans
olarak kullanilmasi genel kullanima uygundur (Vandesompele et al. , 2002).

Klinik uygulamalar1 giderek artan ger¢ek zamanl kantitatif polimeraz zincir
reaksiyonu sistemleri, infeksiyon hastaliklarinin tanisinda ve nokta mutasyonlarinin
belirlenmesinde sagladig: ustiinliikler nedeniyle tercih edilmektedir. Tiim diinyada
oldugu gibi lilkemizde de yayginlasan real-time PCR sistemleri, hiz ve kaliteye 6nem
veren molekiiler genetik laboratuvarlarinin pek ¢ok sorununa ¢oziim olmaktadir

(http://www.iontek.com.tr/?1d=11).
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2. AMAC VE KAPSAM

Akut myeloid Losemi (AML)’nin differansiyasyon etkisiyle olgunlagsmamis
hiicre formundan daha olgun formasyonlara taginmasi yoluyla tedavisi son yillarin 6n
plana ¢ikan arastirma konularindandir. D vitaminleri bu ylizyilin ilk yarisindan bu
yana kanda kalsiyum dengesi, immiinoloji, hiicre farklilagsmasi gibi hiicresel bir ¢cok
alanda onemli bir regiilatér olarak saptanmakta ve incelenmektedir. Monosit ve
makrofajlarda D  vitamini reseptorlerinin  1,25(OH),D; ile indiiklenerek
differansiyasyona ugradiklari gosterilmistir (Abe et al. 1981). Bu goézlem daha
sonralar1 diger doku ve hiicrelerde, 6zellikle de hematolojik hiicre hatlarinda
gelistirilmistir (Eisman et al. 1983). Ldsemi hiicre hatlarindan olan HL—-60, 6zellikle
bu amacla kullanilmaktadir. HL—60 hiicre hatti, 1976 yilinda bi¢imlendirilmis ve
uzun yillar boyunca tek 16semik hiicre hatti olarak kullanilmistir (Koeffler et al.
1980). Promiyeldsitik bir hat olan HL-60, sitotoksisite ve differansiyasyon
indiikleyici ajanlarin insan l6semi hiicreleri lizerindeki etkilerini incelemede bir
model olarak kullanilmaktadir. Bu yaklasim sayesinde kiiltiire edilen hiicrelerdeki
degisiklikler molekiiler diizeylere inilerek irdelenebilmektedir (Simpson et al. 1989).
Ozellikle 1,25(OH),Ds etkisiyle HL—60 hiicrelerinin proliferasyonunda gdzlenen
azalmalar ve monosit-makrofaj altyolu iizerinden ilerleyen differensiasyonel
degisiklikler konu iizerinde daha genis arastirmalarin yolunu a¢gmistir (Studzinski,
1989). 1,25(OH),Ds yalnizca 16semik hiicre hatlarinin in vitro farklilagmasini
indiiklememektedir, ayn1 zamanda kemik iliginin progenitor hiicrelerini de monosit-
makrofajlara dogru farklilastirmaktadir (Mc Carthy et al. 1983; Miyaura et al. 1982).
1,25 (OH), D3, differansiyasyon sinyalini bir DNA baglanmali transkripsiyon faktorii
tizerinden ve niiklear hormon reseptorleri ailesine baglt VDR reseptorii araciliiyla
iletmektedir (Evans, 1988) Dogrudan VDR regiilasyonunu etkiledigi gosterilen
genlerin  sayisindaki azlik ve D vitaminine yanit veren elemanlarin
karakterizasyonundaki yetersizlik, VDR reseptorlerinin nasil tanindigt ve gen
diizenlenmesi-farklilagsma etkisinin nasil olustugu konularinda uygun modeller

olusturulmasini olumsuz etkilemektedir.

31



Tanimlanan bazi genler olmasina ragmen konu hala tiimiiyle aydinlatilmis
degildir. D vitamini tedavisiyle iligkili gen anlatimindaki degisikliklerin tayini i¢in en
etkin yol miyeloid hiicrelerin differansiyasyonunda rol oynayan molekiiler
mekanizmalar ve hedef genlerin anlagilmasidir. Farklilasmaya baslayan hiicre, dogal
gelisimini siirdiirdiikten sonra apoptozise girerek Olecektir. Biitlin bu olaylarin
deneysel ortamda yaklasik olarak 72 saat gibi bir siirede olustugu daha onceki
caligmalarda izlenmistir (Pakkala et al. 1997; Savhi ve ark. 2002; Savli ve ark., 2003).

Biz bu caligmada, losemi hiicre farklilagsmasi ve apopitozundaki roliinii
anlamak amaci ile HL—60 16semik hiicrelerini vitamin Dj; ile indiikledik. Dort farkl
zamanda (18, 36, 48, 72. saatler) kiiltiirden alinan vitamin Ds ile indiiklenmis ve
indiiklenmemis HL 60 hiicrelerinde TNFR1, Bel-w, Bax, Bak, Kaspaz—6, Kaspaz-8,
AIF, Survivin, Cdkl (Cdc2), Cdk2, Cdk4, Siklin D1 ve Siklin E genlerinin gen

anlatimlarini inceledik.
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3. GEREC ve YONTEMLER
3.1. Geregler
3.1.1. HL-60 Hiicre Hatt1

HL-60 hiicreleri Helsinki Universitesi Transplantasyon Laboratuar1 Kemik
[ligi Nakli Arastirma Ekibi iiyesi Dr. Hakan Savli tarafindan saglanmustir ve énceki

deneylerde kullanilan hiicre hattidir (Savli ve ark. 2003).
3.1.2. Vitamin D analogu:

1a,25(0OH);,D3  (Department of Chemical Research, Leo Pharmaceutical

Products, Denmark) tarafindan sentezlenerek bu arastirmalarda kullanilmasi ig¢in

isopropanol (4 x 10‘3M) iceren solusyonlarda -209C’de kullanima hazir halde temin

edilmis ve IMDM’ler i¢inde sulandirilarak kullanima hazir halde depo edilmistir.
3.1.3. Kitler

Light Cycler Faststart SYBR Green I (Roche)
First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche)
RNeasy Mini Kit (50’lik) (Qiagen)
Ligtcycler Control Kit DNA (Roche)

3.1.4. Primerler

Primer dizileri IDT (Integrated DNA Technologies) firmasina sentezlettiril-
mistir. Cesitli kaynaklardan faydalanilan primer dizileri, NCBI’nin BLAST progra-
minda kontrol edilmistir (Cizelge 3.1). Kaspaz-6'nin forward dizisi, Weinreb ve
ark.(2003)’nin yaymnindan (5’-CTA ATC TTC AAT CAC GAG AGG TTC-3’)
alinmis, ancak NCBI’nin BLAST programindaki diziye gore sentezlettirilmistir.

33



Cizelge.3.1: Primer dizileri

Gen

Dizi

Kaynak

Cdk1 (Cdc2) F: 5’-CCT TGC CAG AGC TTT TGG AAT ACC-3’ Lohr et al. (2003)

R: 5’-GAC ATG GGA TGC TAG GCT TCC TGG-3’ | PCR Uriinii: 316 bp
Cdk2 F: 5’-GGC CCG GCA AGA TTT TAG TA-3’ Furukawa et al. (1996)

R: 5’-CTA TCA GAG TCG AAG ATG GG-3’ PCR Uriinii: 169 bp
Cdk4 F: 5-TGA CAA GTG GTG GAA CAG TC-3’ Fink and LeBien (2001)

R: 5-TAA GAG TGC TGC AGA GCT CG-3’ PCR Uriinii: 439 bp
Siklin D1 F: 5>-GAG ACC ATC CCC CTG ACG GC-3’ Schmidt et al. (2001)

R: 5°-TCT TCC TCC TCC TCG GCG GC-3’ PCR Uriinii: 484 bp
Siklin E F: 5’-ATA CAG ACC CAC AGA GAC AG-3’ Schmidt et al. (2001)

R: 5>-TGC CAT CCA CAG AAATACTT-3’ PCR Uriinii: 301 bp
TNFR1 F: 5°- ACC AAG TGC CAC AAA GGA AC-3° Sawanobori et al.. (2003)

R:5’- CTG CAA TTG AAG CAC TGG AA-3’ PCR Uriinii: 263 bp
Bel-w F: 5’-ATG GTG GCC TAC CTG GAG AC-3’ Metcalfe et al. (2004)

R: 5’-CCC CGT CAG CAC TGT CCT CA-3’ PCR Uriinii: 153 bp
Bax F: 5°-TGC TTC AGG GTT TCA TCC AG-3’ Savli et al. (2003)

R: 5°’-GGC GGC AAT CAT CCT CTG-3’ PCR Uriinii: 170 bp
Bak F: 5°-GGC CTG CTA AGG CTC CTC-3’ Metcalfe et al. (2004)

R: 5’-GCT GTG CCA ATA GAG AAG GC-3’ PCR Uriinii: 291 bp
AIF F: 5’-GGA TCC TGG GGC CAG GGT ACT GAT-3" | Zhang et al. (2003)

R: 5°-CTC GGG GAA GAG TTG AAT CAC TTC-3’ | PCR Uriinii: 550 bp
Survivin F: 5°-TGC CTG GCA GCC CTT TC-3’ Lohr et al. (2003)

R: 5’-CCT CCA AGA AGG GCC AGT TC-3’ PCR Uriinii: 259 bp
Kaspaz-6 F: 5°-TTA ATC TTC AAT CAT GAG AGG TTC-3’ Weinreb et al. (2003)

R: 5’-CTC ACA CAA ATC TTG AAT GTA CCA-3’ PCR Uriinii: 561 bp
Kaspaz-8 F: 5’-AGA GCC TGA GAG AGC GAT G-3’ Grassi.et al. (2004)

R

1 5’-CAC CAT CAA TCA GAA GGG AAG-¥

PCR Uriinii: 166 bp

Beta-2-mikro-

globulin

o

: 5°-GAT GAG TAT GCC TGC CGT GTG-3’
:5’-CAA TCC AAA TGC GGC ATC T-3’

Wellmann et al. (2001)
PCR Uriinii: 114 bp

34




3.1.5. Kullamlan Kimyasallar

1a,25(0OH),Ds (Leo Pharmaceutical)

Beta-Mercapto Ethanol (Sigma)

Iscove modification of Dulbeccos Medium (IMDM) (Sigma)
RPMI-1640 (Sigma)

Fetal Calf Serum (Biochrome)

L- Glutamine (Gibco)

Penicillin-Streptomycin (Gibco)

6X Loading Dye (Fermentas #R0611)

Ethidium Bromide (Sigma E-7637)

Tris base (Sigma)

Glasiyel asetik asit (Sigma)

EDTA (Disodium ethlendiaminetetraacetate.2H,0O) (Sigma)
NaOH (Sigma)

3.1.6 Kullanilan Tamponlar ve Soliisyonlar

Elektroforez yiikleme tamponu
6X Loading Dye tamponu: 10mM Tris-HCl (pH 7.6), 0.03% bromophenol blue,
0.03% xylene cyanol FF, 60% glycerol, 60mM EDTA.

Etidyum bromiir stok soliisyonu

10 mg/ml etidyum bromiir

50X TAE

Tris base 242 ¢
Glasiyel asetik asit 57,1 ml
EDTA (0,5 M) 100 ml

Distile su ile 1 L’ye tamamlanir.
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0,5 M EDTA (pH 8,0)
Disodium ethlendiaminetetraacetate.2H,O 186,1 g
Distile su ile 800 ml’ye tamamlanir

pH’s1 NaOH ile 8,0’e ayarlanur.

3.1.7. Kullanilan Araclar

Lamin Air Flow (Heraus ELB 2448)

COy’li etiiv (Heraus)

Inverted Mikroskop (Olympus IM)

Vortex (VELP Scientifica)

Zaman Ayarli Santrifiij (MSE Rotor)

Buzdolabi (+ 4°C) (AEG 1400 P)

Thoma Lami (1/10mm, 1/400 mm?) (isolab)

Puar

Santrifiij Tiipt (TPP)

Steril Doku Kiiltiirii Flaski (T-25)

Milipor (25mm, 0.22um) (Costar)

Elektronik Pipet Controler (Rainin GlassMaster K7803)
Otomatik Pipet Seti (Eppendorf)

Mini Santrifiij (Eppendorf Mini Spin F45-12-11)
Sogutmal1 Santrifiij (+ 4°C) (Hettich Zentrifugen, Rotanta 460 R)
Spektrofotometre (Biochrome WPA Biowave, S2100)
Spektrofotometrik 6l¢iim i¢in kiivet (Biochrome, Type 40 00 9143)
Steril Filtreli Pipet Ucu (Neptune)

Derin Dondurucu (- 86°C) (Nuare, Ultraflow Freezer)
Derin Dondurucu (- 20°C) (Argelik 2031 D)

Hassas Terazi (Scaltec SBC31)

Mikrodalga Firin (Vestel)

Yatay Elektroforez (BIORAD)

Gii¢ Kaynag1 (BIORAD Mod 200/2.0 Power Supply)

UV transilimiinator (Fotodyne Incorporated)
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Tiip (15 ml’lik)

Thermal Cycler (Applied Biosystem 2720)
Quantica RT-PCR Cihaz1 (Techne)
Thermo-Sealor (AB gene)

Clear Heat Sealing Film (UK, SP-0088)

96 Low Profile Reaction Plate (UK, SP-0029/K)
Image Analysis System Image SCI (GeneLine)

3.2. YONTEMLER

3.2.1. HL-60 Hiicrelerinin Cogaltilmas1 ve D Vitamini ile indiiklenerek Hiicre
Kiiltiirii
D vitamini inkiibasyonu caligmalari i¢in gerekli miktarda (on milyon
hiicre) hiicreye ulasabilmek i¢in HL—60 hiicreleri 6ncelikle lamin air flow igerisinde
steril sartlarda, RPMI-1640 besiyeri (%10 FCS, %1 Pen/Strep, %1 L-Glutamin)
icerisine ekilerek, %5 CO, 37°C’lik etiivde bir siire cogaltilmistir. Haftada 2 giin
kiiltiirler kontrol edilerek gerekli besiyeri degisimleri yapilmistir. Yeterli miktarda
HL-60 hiicre sayisina ulasildiktan sonra, D vitamini inkiibasyonu i¢in RPMI-
1640°’tan daha zengin bir besiyeri olan IMDM (Iscove Modification of Dulbeccos
Medium) besiyeri tercih edilmistir.
Her zaman dilimi i¢in (18, 36, 48, 72) D vitamini eklenmis ve eklenmemis

IMDM besiyeri (%10 FCS, %1 Pen/Strep, %1 L-Glutamin) igerisine, D vitamini

konsantrasyonu 4 x 10-8M ve kiiltiir flasklarmda 10.000 hiicre/10 ml besiyeri olacak
sekilde HL—60 hiicreleri T-25 flasklara ekilmis ve inkiibasyon siiresi ayni anda
baslatilmistir. Daha sonra kiiltiiriin baslangicindan itibaren 18, 36, 48 ve 72. saatlerde
D vitamini ile indiiklenmis ve indiiklenmemis HL—60 hiicreleri kiiltiirden harvest

edilerek hemen RNA izolasyonu asamasina ge¢ilmistir.
3.2.2. HL-60 Hiicrelerinden Total RNA Elde Edilmesi
Kiiltirden harvest edilen D vitamini ile indiklenmis ve

indiiklenmemis HL-60 hiicreleri, steril tiiplerde 1000 rpm’de 5 dakika siire ile
+4°C’de santrifiij edilerek siipernatan kismi atilmistir. Pelet halindeki HL-60
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hiicrelerinden RNA eldesi, RNeasy Mini Kit (50’lik) (Qiagen) ile iiretici firmanin
onerdigi sekilde yapilmistir.

Hiicre peleti, tiipe fiske vurularak ¢ozdiiriilmiis, lizerine 500 pul RLT buffer
eklenerek ve mikropipetle ¢ekip birakilarak iyice karistirilmustir. Uzerine 500 pl %70
Etanol eklenmis ve mikropipetle ¢ekip birakilarak iyice karigtirilmigtir. 1000 pl’lik
ornek, 2 ml’lik RNeasy mini kolona konarak tiip kapatilmis, tiip oda 1s1sinda 10.000
rpm’de 30 saniye santrifiij edilip, alt siv1 atilmigtir. 500 ul RW1 Buffer, RNeasy mini
kolona eklenmis, tiip kapatilmig ve tiip oda 1s1sinda 10.000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edilip, alt stv1 atilmistir. Kolon, yeni 2 ml’lik tiipe aktarilmis, tizerine 500 pul RPE
buffer konmus ve tiip kapatilmistir. Tiip oda 1sisinda 10.000 rpm’de 30 saniye
santrifij edilmis ve alt sivi atilmistir. RPE ile bu asama tekrarlanmistir. Kolon
dikkatlice almip, 1,5 ml’lik yeni tiipe aktarilmig, tizerine 30 pl RNase-free su
membrana pipetlenmis ve tlip kapatilmistir. Oda 1sisinda 10.000 rpm’de 1 dakika
santrifiij edilmistir. Bu asama kolon iizerine 20 ul RNase-free su konarak
tekrarlanmistir. Tiiplin dibinde total 50 pl hacimde RNA solusyonu toplanmistir.
RNA izole edildikten hemen sonra, 260 ve 280 nm ultraviole dalga boyunda
absorbsiyon degerleri spektrofotometrede okunarak, konsantrasyon ve safligi
belirlenmigtir. Daha sonra %1 agaroz jelde ylriitilerek DNA kontaminasyonu ve

RNA bantlar1 agisindan degerlendirilmistir.

3.2.3. RNA Konsantrasyonu ve Safligimn Olgiilmesi

1.Stok RNA tiiptinden 1 pl RNA almmis ve 1,5 ml’lik ependorf tiipiline
aktarilmistir.

2.Uzerine 299 pl distile su eklenerek 1/300 oraninda sulandirilmstir.

3.Spektrofotometrede 260 ve 280 nm ultraviole dalga boyunda absorbsiyon
degerleri okunmustur.

4.RNA miktar1 formiile gére hesaplanmigtir:

Konsantrasyon = 300 (Sulandirma Katsayisi) x 40 x ODyep=ng/ pul

5.0D260/ODygp degeri 1,9-2,1 arasinda olmasi, saf RNA elde ettigimizi

gostermektedir. ODy60/OD250<1,9 bulundugunda ise, protein kontaminasyonu olarak

degerlendirilmistir.
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3.2.4. cDNA Elde Edilmesi

cDNA elde edilmesi Gergek Zamanli Time PZR amagli cDNA sentez
kiti (First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR, AMV=avian myeloblastis virus,
Roche) kullanilarak, iiretici firmanin onerdigi bi¢imde yapilmistir. Kit icerisinde
AMV reverse transcriptase, deoxynucleotide mix, 10x reaction buffer, 25 mM MgCl,
stok solusyon, random primer [p(dN)s], RNase inhibitor ve steril su yer almaktadir.
Toplam hacim 20 pl olacak sekilde iiretici firmanin 6nerdigi bigimde malzemeler
karigtirtlarak, uygun miktarda RNA 6rnegi tek siklusta 25°C’de 10 dakika, 42°C’de
60 dakika, 99°C’de 5 dakika ve 4°C’de 5 dakikada cDNA’ya doniistliriilmistiir.
cDNA daha saglam ve dayanikl bir yapidir, dolayisiyla -20°C’de saklanabilir.

3.2.5. Gercek Zamanh Kantitatif PZR Deneyi (Real-time Kantitatif RT-PCR)

3.2.5.1. Deneyin Yapihis1

Deney 96 kuyulu bir 1sitic1 plaka ve 151k yansimalarini dort dalga boyunda
Olcebilen bir PZR cihaz1 ile yapilmis (Quantica; Techne, UK), 151k yansimasi igin
SYBR Green I boyas1 kullanilmistir. SYBR Green I ¢ift sarmal DNA’ya baglanma
kapasitesi olan ve baglandiginda floresan yansimasi anlamli olarak artan bir boyadir.
Ortamda ¢ift sarmal DNA miktar1 arttikca floresans yansima da artar. Bagka bir
deyisle PZR dongiilerinde iiriin miktar1 arttik¢a 1s1ma artar. Hedef DNA’nin miktari
ne kadar fazla ise o kadar erken ve o kadar ¢ok yansima baslar (Ririe et al. 1997;
Wittwer et al. 1997).

Bu amagla LightCycler Faststart DNA Master SYBR Green I kiti igerisinde
gelen LightCycler Faststart Enzim, LightCycler Faststart Reaction Mix SYBR Green
(FastStart Taqg DNA Polimeraz, Reaction buffer, ANTP Mix, SYBR Green I dye, 10
mM Mg Cl, igeren), 25 mM MgCl, stok solusyon ve H,O (PCR grade) kullanilarak,
gercek zamanli PZR deneyi yapilmistir. Bu tiir reaksiyonlarda Mg yogunlugu
deneyin etkinligine katkida bulunur (Oste, 1988). Bu deneyler esnasinda reaksiyon

karigtmina 2,5mM MgCl, eklenmis, primer yogunluklari 5 pmol/ul olacak sekilde
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ayarlanmig, kit icerisinden ¢ikan enzim, iiretici firmanin Onerdigi sekilde
kullanilmustir.

Deney dongiisii 95°C’de 10 dakikalik denatiirasyonu takiben 95°C’de 30
saniye, 55°C’de 30 saniye, 72°C’de 1 dakika olarak ayarlanmigtir. SYBR 1s1masi
83°C’de Olgiilmiistiir. Dimer olusumu halinde kaynaklanacak i1sima 83 derecede
dimer sarmallar1 tamamen ayrildigi i¢in diismekte ve dimer dolayisi ile olusan
yansima kalmamaktadir. Bunun i¢in okumalar 83°C’de yapilmistir. Deneylerde amag
miktar tayini olmadigi icin Pozitif kontrol sulandirimlar: kullanilmis olmasina karsin
degerlendirmeye alinmamustir. Uriin boyu ve primer dimerlerini ayirabilmek igin
erime noktasi analizlerinden yararlanilmistir. Reaksiyon bitiminde “melting curve”
yani ¢ift sarmal DNA ayrisma 1sis1 egrisi analizleri yapilarak beklenen iiriinlerin

varlig1 gbzlemlenmistir.

3.2.5.2. Sonuc¢larin okunmasi

Sonuglar crossing point (CP) denilen 1s1ma seviyelerinin ger¢ek zamanli PZR
cihaz ile birlikte gelen program tarafindan degerlendirilmesi esasina dayanmaktadir.
Bu program her 6rnegin 1s1ma degerinin artmaya basladigi dongliyii o 6rnek i¢in CP
degeri olarak belirlemektedir. CP degeri ne kadar kiiciikse, ¢ogalma o kadar erken
baslamistir. Yani gen miktar1 fazladir.

Eger amac¢ miktar tayini ise deneye igindeki gen miktar1 bilinen pozitif
kontrol miktarinin katl seyreltikleri eklenir ve bu 6rneklerden elde edilen degerler ile
bir grafik ¢izilir (Sekil 3.1). Elde edilen standart egri, bilinmeyen Ornegin CP
degerine karsilik o 6rnege denk gelen gen miktarini gosterir.

Calismada, CP degerleri elde edilerek hesaplamalar yapilmig, deneyler
boyunca deney etkinligini Glgebilecek ek bir kantifikasyon belirteci olarak dis
standartlar da reaksiyona sokulmustur. Bu standartlar onlu dilusyonlar halinde
PZR’dan geg¢irilmis olup elde edilen logaritmik veri kantifikasyonda
kullanilmamigtir. Kantifikasyonda, CP degerleri tim gen bolgeleri i¢in informatif

bulunmus ve ikinci bir sonu¢ okuma sistemine gereksinim dogmamustir (Sekil 3.1).
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Sekil.3.1: Dis standartlarin (Beta-Globin) azalan 10 kat seyreltikleri ile elde edilen
A. bagil 1s1ma degerleri ve B. standart egri

3.2.6. Sonuclarin REST ile Degerlendirilmesi

Amac vitamin D ile indiiklenmis ve indiiklenmemis HL—60 hiicreleri arasinda
genlerin anlatim diizeylerini belirlemek oldugu i¢in, deneylerde elde edilen CP
degerleri degiskenlik ve anlatim uyumluluklari agisindan incelenmistir.

Sonuglar elde edilen CP degerleri iizerinden ticretsiz bir program olan REST
(Relative Expression Software Tool) version 2 (2002) araciligiyla degerlendirilmistir

(Pfaffl, 2001).
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4. BULGULAR
4.1. RNA Konsantrasyonu ve Safligi

RNA o6rneklerinin konsantrasyonlar1 spektrofotometrede dl¢iilmiis, OD2g0/230
degeri 1,9-2,1 arasinda bulunmustur. Ayrica RNA 6rnekleri %1 agaroz jel elektro-

forezde yiiriitiillerek DNA kontaminasyonu agisindan degerlendirilmistir (Sekil 4.1).

18 38. 48 T2

gaat saat saat  saat
J— —_——_——

D+ D- D+ D- D+ Do D+ D-

Sekil 4.1: Vitamin D ile indiiklenmis ve indiiklenmemis HL-60 hiicrelerinden elde

edilen RNA’larin %1 agaroz jel elektroforez goriintiisii.

4.2. Ger¢cek Zamanh Kantitatif PZR deneyi

Quantica cihazinin programi ile CP degerleri “First Derivate Maximum”
ayarinda degerlendirilmistir. Ayrisma 1silar1 uygun olan 6rneklerin CP degerleri esas

alinmistir (Sekil 4.2 ).
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Sekil 4.2: Calisilan gen iirlinlerinin ayrigma 1silari
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4.3. Gercek Zamanh Kantitatif RT-PCR Sonuclar: (18, 36, 48, 72. saatler)

18, 36, 48 ve 72. saatler olmak tizere dort farkli zamanda kiltiirden alinan
vitamin D ile indiiklenmis ve indiiklenmemis HL 60 hiicrelerinde TNFR1, Bcl-w,
Bax, Bak, Kaspaz—6, Kaspaz—8, AIF, Survivin, Cdk1 (Cdc2), Cdk2, Cdk4, Siklin D1
ve Siklin E genlerinin gen anlatimlarina iligskin sonuglar, REST (Relative Expression
Software Tool) version 2 (2002) araciligtyla analiz edilmistir. Bu analiz sonucunda
gen anlatimlarina iligskin elde edilen sonuclar toplu olarak cizelge 4.1°de verilmistir.
Ayrica 18, 36, 48 ve 72 saatlerde hiicre dongiisii iliskili genlerin anlatim seviyeleri
sekil 4.4°de, 18, 36, 48 ve 72 saatlerde apoptotik genlerin anlatim seviyeleri sekil
4.5°de ve 18, 36, 48 ve 72 saatlerde tiim genlerin anlatim seviyeleri sekil 4.6’da

verilmigtir.

Cizelge.4.1: Gergek zamanli kantitatif RT-PCR sonuglari (18, 36, 48, 72. saatler)

Genler Gen anlatim analizi sonucu
18. saat 36. saat 48. saat 72. saat

Cdk1 - 0,260 1 | -1430 ! |-1,140 ! 1-0,430 !
Cdk2 - 0,020 !l 1-03 ! 1-0,350 ! 1-0,750 !
Cdk4 + 0,190 T | -1300 !l 1-09 ! |-1,510 !
Cyeclin D1 | + 0,530 T |-0,800 ! 1-0,870 1 1-1450 l
Cyclin E | -0,270 1 1-0,950 ! 1-0,710 1 1-1,940 !
TNFR1 + 0,020 T | +0,060 1T [ +0,170 T 1-2910 !
Bel-w - 0,200 1 1-0,700 1 ]1-1,590 1 1-0,440 l
Bax - 0,050 1 1-0,280 ! 1-0,650 ! 1-0,850 !
Bak + 0,040 T 1-0,320 1 | -1,000 ! 1+2,620 1
Caspase-6 | - 0,370 1 ]-1,250 1 ]-1350 ! 1-0,860 !
Caspase-8 | - 0,060 1 [-0,710 1 1-0,620 ! |+ 1,160 1
AIF - 0,030 1 1-0,380 ! ]-1,020 ! 1-0,820 !
Survivin | + 0,480 T 1-0,570 ! ]-1,230 ! |-1,890 !

) : Up-regulation (Artmis gen anlatimi)

! : Down-regulation (Azalmis gen anlatimi)
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Cdk 1 {Cdc 2} gen anlatim seviyesi Cdk 2 gen anlatim sewviyesi
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Sekil.4.3: 18, 36, 48 ve 72 saatlerde hiicre dongiisti iliskili genlerin anlatim

seviyeleri
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THFR1 gen anlatim seviyesi

Bcl-w gen anlatim seviyesi
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Sekil.4.4: 18, 36, 48 ve 72 saatlerde apoptotik genlerin anlatim seviyeleri
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Anlatim seviyesi

Genlerin Anlatim Seviyeleri

4 |
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Sekil.4.5: 18, 36, 48 ve 72 saatlerde tiim genlerin anlatim seviyeleri



5. TARTISMA

Bu c¢alismada, bir AML M2 hiicre hattt olan HL—60 hiicrelerinde Cdkl
(Cdc2), Cdk2, Cdk4, Siklin D1, Siklin E, TNFR1, Bcl-w, Bax, Bak, AIF, Survivin,
Kaspaz—6 ve Kaspaz—8 genlerinin anlatim diizeylerinin, Vitamin D islenmesine kars1
zaman i¢inde nasil degistigi arastirildi.

Bu deneylere ait genlerin ¢cogu HL-60 hiicre hattinda, zaman bagimli bir
farklilasma modelinde ilk kez c¢alisilmaktadir ve hiicre dongiisiiniin farklilasma
yetisiyle ilgili temel bilgiler saglamaktadir. Bununla birlikte, bu sonuglarin 16semik
blast hiicrelere denk diisen bir hiicre hattinda elde edilmis oldugu ve normal hiicre
dongiisiinde elde edilen verilerle bire bir kiyaslanmasinin yanlis olacagi akilda
tutulmalidir. Bu sonuglar, bu genlerin gerek kanser hiicresinin farklilasmasi, gerek
hiicre dongiisiindeki zamanlama ve gerek D vitaminiyle uygulanacak kanser
terapisindeki olas1 genetik altyollar agisindan bilgi saglayabilecektir.

Vitamin D ile dort ayr1 zaman noktasinda yapilan inkiibasyonlar sonunda, 72.
saat sonunda TNFR1, Cdk—4, Siklin D1, Siklin E, Survivin genlerinin anlatiminda
azalma, kaspaz—8 ve Bak genlerinin anlatiminda artma oldugu goézlenmistir.

Deneylerimiz boyunca incelenen genlerin higbirinde dramatik diisiis ve
yiikselisler gozlenmemistir. Elde edilen degerler, incelenen genlerin, vitamin D
bagiml etkiye yliksek diizeyde duyarli olmadigini diisiindiirmektedir.

Genlere ait anlatim diizeylerindeki degisiklikler ilk olarak 18 ve 36.saatlerde
Olclildii. Bu silire¢ boyunca tiim genlerde zamana karsi izlenen diizenli anlatim
azalmas1 ve bu azalma trendinin 48. saate dogru duraklamaya girerek devam etmesi
dikkat ¢ekicidir. Bu tablo, 16semik hiicrenin, beklenildigi gibi vitaminin etkisine
maruz kaldigin1 ve tekrarlayan klonal gelisim silirecinin sonlanarak farklilagsma
siirecinin baslayacagin1 gostermektedir. Bu donem boyunca o6zellikle 36. saatte
kaspaz—6 ve Cdkl, 48.saatte ise Bcl-w, Survivin ve Kaspaz—6 genlerinin
anlatimindaki azalma daha belirgindir.

Ilging bir sekilde TNFR1 geni 48. saate dek vitamin D’nin etkisine karsi
direnen ve anlatim diizeyini sabit bir sekilde koruyan bir tavir sergilemesine ragmen,

72. saat sonunda dramatik bir diisiise gecerek deneyimiz sonundaki en diisiik anlatim
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diizeyi gosteren gen olarak dikkat ¢ekmistir. Bak geni de 72. saat sonunda en yiiksek
gen anlatimi gostererek dikkati ¢eken diger bir gendir.

Sonuglarimizi hiicre dongiisii ile iligkili genlere yogunlasip yorumlamak
istersek Cdk1, Cdk2, Cdk4, siklin D1 ve siklin E genleri i¢in sunlar sOylenebilir.

Cdkl geni, calismamizin erken evrelerinde goreceli olarak yiiksek
diizeydeyken (18. saatte —0,26), farklilasmanin ilk dilimlerinde keskin bir diisiise
gecmistir (36. saatte —1,43). 48. saate dogru bu diisiis egilimini korudugu (48. saatte
—1,14) ve 72. saate dogru ise muhtemelen artmis diferansiyasyon kapasitesini
yansitarak 18. saatteki diizeylerine yaklastig1 izlenmistir. (72. saatte —0,43). Harrison
ve ark (1999) 1,25(OH),Ds ile muamele gérmiis HL—60 hiicrelerinde 0 ve 96 saatte
immunoblatting ile gen anlatim seviyelerine bakmigslar, 96. saatte Cdkl gen
anlatmmin 10 kat azaldigin1 bulmusglardir (Harrison et al. 1999). Bizim
calismamizda 96. saat dilimi olmamakla birlikte Cdkl gen anlatimin azalan bir
egilim gostermesi bu ¢alismayla uyumluluk géstermektedir.

Bizim bulgularimiza gore, Cdk2 gen anlatimi 18. saatten (-0,020) itibaren 72.
saate (-0,750) kadar azalan bir yon izlemektedir. Cdk4 ekspresyonu 18 saatte artmis
gen anlatimi (+0,19) yoniindeyken 36. saatten itibaren azalmig gen anlatimi
gozlenmistir. Ozellikle 72. saatte daha belirgin bir azalmis gen anlatimi (-1,510)
dikkati ¢ekmistir. Siklin D1 ¢ok belirgin olmamakla birlikte 18.saatte (0,530) artmis
gen anlatimi gosterirken, 36. ve 48. saatlerde azalma egilimi gostererek 72. saatte (-
1,45) bu azalma daha belirgin olarak goriilmiistiir. Ayni sekilde, siklin E gen anlatimi
da 18. saatten (-0,270) itibaren 72. saate (-1,940) kadar azalma egilimi gostermistir.
Seol ve ark. (2000), 3 giin siireyle EB1089 (1x10® M) ile HL-60 hiicrelerini
muamele etmigler ve 24. saatte Cdk2 ve Cdk6’nin down-regiile oldugunu, Cdk4’iin
kademeli olarak arttiini, siklin D1’in zamana bagimli olarak artis gosterirken, siklin
E de bir degisiklik olmadigini bulmuslardir (Seol et al. 2000). Bizim ¢alismamizda
da, Seol ve arkadaslarinin c¢aligsmasiyla uyumlu olarak, Cdk2 gen anlatimimin 18.
saatten 72. saate dogru azalmakta oldugu gozlenmistir. Cdk4, Siklin D1 ve siklin E
genlerine ait gen anlatimi bulgularimiz ise Seol ve arkadaslarinin bulgulariyla
uyumlu degildir.

Horiguchi-Yamada ve ark (1994), 12-o-tetradecanoyl 13-acetate (TPA) ile

HL 60 hiicrelerini muamele etmisler ve ¢esitli siklinler ve cdk2 gen degisikliklerini
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incelemislerdir. 12-36. saatler arasinda Cdk2, siklin A ve siklin E gen anlatiminin
belirgin sekilde azaldigini, siklin D1 gen anlatiminin ise arttigini bildirmislerdir.
(Horiguchi-Yamada et al, 1994). Bu calismada bizimkinden farkli bir farkililagtirma
ajan1 kullanilmis olmasina ragmen Cdk2 ve siklin E gen anlatimlari sonucu bu
calismayla uyumluluk gostermektedir.

Deneylerimiz sonucunda 18. saatten 72. saate dogru diizenli bir bicimde gen
anlatim1 azalmasi oldugu izlenen Siklin D1 geni diizeylerinin genel olarak kanser
hiicresinin farklilasma siirecine denk diistiigiinii disiinebiliriz ve zamana karsi
dogrusal olarak olusan bu hareketin diizenliligi bizim i¢in dikkat ¢ekici bir belirtectir.
Vurgulamak istedigimiz nokta, bu down regulasyonun 36 ve 48. saatler arasinda bir
duraklama fazi yasadigidir.

Siklin E diizeyleri 18-48. saatler arasinda diismekle birlikte 48. saatten sonra
72. saate kadar belirgin bicimde diisiis egilimi gostermektedir. Bu durum Siklin
E’nin AML hiicresinin diferansiyasyonunun 6zellikle ge¢ evresinde daha az diizeyde
eksprese edildigini diistindiirmektedir.

Deney sonuglarimizi apoptozis ile iligkili genlere yogunlagip yorumlamak
istersek de TNFRI1, Bcl-w, Bax, Bak, AIF, Survivin, Kaspaz—6 ve Kaspaz—8
genlerine ait su su sonuglar ortaya ¢ikmaktadir.

Elde ettigimiz gen anlatimlarinin HL-60 hiicre hattinin farklilasmasina ait
verdigi bu hatta 6zgii (lineage-spesific) 6zgiin farklilasma profili daha 6nce baska
calismalarda da incelenmistir. Razzouk ve Shapiro, insan kemik iligi stromal
hiicrelerini 28 giin siireyle Dexamethasone (DMSO) ile muamele ederek osteoblast
fenotipin ekspresyonunu indiiklemislerdir. Daha sonra yiliksek konsantrasyonlarda
Ca®* ve Pi ile hiicreleri muamele ederek apoptozisi indiiklemisler, 4 ve 8. saatlerde
hiicre dongiisii ve apoptozis ile iligkili genlerin anlatim diizeylerine bakmuislardir.
TNFRI1 gen anlatiminmi 4. saatte 2,66 kat artmus, 8. saatte hafifce diiserek 1,91 kat
artmustir. 4. saatteki bu artisin zaman ilerledik¢e azaliyor olmasini, hiicre siklusu ve
hiicre sinyal iletiminde gerekli genlerin, apoptozisin erken evrelerinde eksprese
oldugu seklinde yorumlamislardir (Razzouk and Shapiro, 2003). Bizim ¢alismamizda
kullandigimiz 16semik hiicre hattinda ise erken donem 18. saatte ve hatta 36 ve 48.
saatlerde TNFR1 gen anlatimi seviyesi normal diizeydeyken, ancak 72. saatte —2.91

kat anlatim azalmasi olugsmustur. Gerek hiicre hatt1 gerek differansiyasyon ajani ve
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3

gerek zaman gsemasi1 farkli olmakla birlikte “zamana karsi anlatim azalmasi”
calismamizla ortaklasan bir bulgudur

Calismamizda 18-48. saatler arasindan belirgin olmamakla birlikte artma
egiliminde olup 72. saatte ise belirgin diisis vardi, bu da bize TNFR1 gen
anlatiminin ~ apoptotik  siirecin  erken  evrelerinde  eksprese  oldugunu
diistindiirmektedir.

Santos-Beneit ve Mollinedo (2000), HL-60 hiicrelerini 4 giin siireyle DMSO
ile muamele etmisler ve bcl-w, bak genlerinde basamakli bir artig, Bcl-2 de ise
azalma olustugunu gostermislerdir (Santos-Beneit ve Mollinedo, 2000). Bizim
bulgularimiza gore Bcl-w gen anlatimi, 18, 36 ve 48. saatlerde azalma yoniinde
olmakla birlikte, Ozellikle 48. saatte belirgin bir gen anlatimi azalisi (-1,59)
goriilmekte ve daha sonra 48-72. saatler arasinda bu anlatim yukar1 dogru yon
degistirerek -0,440 diizeyine ¢ikmaktadir. Bak geninin 72. saat civarinda (2,620)
anlatim1 en belirgin genimiz olarak 6n plana ¢ikmasi ve yukarda anilan yayindaki
sonugla gosterdigi uyumluluk dikkat cekicidir. Santos ve arkadaslar1 bu apoptotik
gen diizey artislarini HL-60 hiicrelerinde nétrofil apoptotozisine giden bir kanit
olarak algilamaktadirlar. Bizim deneylerimiz ise, apoptozisi net bir olgunlukta
olusmus olarak gosterecek zaman dilimine ge¢cmemekle birlikte farklilagmanin
tamamlanip apoptozisin baglamasiyla ilgili bir siireci incelemektedir.

Diaz ve arkadaglart (2000) kolon kanseri hiicre hatlarin1 lalpha,25-
dihydroxyvitamin D3 ve vitamin D analogu EB1089 ile 2, 4 ve 7 giin siireyle
muamele etmigler. Bu uzun inkiibasyon siire¢lerinin sonucunda Bcl-2 anlatim
diizeyinin diistiiglinii, Bak anlatim diizeyinin arttifin1 bulmuslardir. (Diaz et al.
2000). Bu yayindaki Bak gen anlatimindaki artis bizim bulgularimiza uyumluluk
gostermektedir. Bulgularimiza gére Bak gen anlatimi 36 ve 48. saatlerde azalma
yoniinde bir hareket izenirken, 72 saatte belirgin bir artis (+2,62) gostermistir. Bak
geninin 72. saatte anlatimi en belirgin gen olarak 6n plana ¢ikmasina ve kullanilan
hiicre hattinin farkli olmasina ragmen bu yayindaki sonugla gosterdigi uyumluluk
dikkat ¢ekicidir.

Razzouk ve Shapiro, osteoblast hiicrelerinde yaptiklari calismada, Bax’in gen
anlatiminda 4. saatte 1,4 ve 8. saatte 6nemli dl¢iide artarak, 2,99 kat artis oldugunu

gostermislerdir (Razzouk and Shapiro, 2003). Bizim ¢alismamizda ise, 18, 36, 48 ve
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72. saatlerde Bax’da belirgin bir degisiklik olmamakla birlikte, giderek azalan bir
gen anlatimi goriilmektedir. Farkli bir hiicrede ve apoptozisi indiikleyen farkli bir
ajan1 kullanmis olmalari, bulgularimizin Razzouk ve Shapiro’nun bulgularindan
farkli olmasinin sebebi olabilir.

Savli ve arkadaglari, ATRA ile tedavi edilmis APL t(15,17) hastalarinda
apoptozisle iligkili genlerin real time PCR analizini yapmislar, Bcl2’ye gore bax’in
oranindaki artigla apoptozis iliskisini gostermislerdir (Savli et al. 2003). Bizim
calismamizda 18, 36, 48 ve 72. saatlerde Bax’da belirgin bir degisiklik olmamakla
birlikte, giderek azalan bir gen anlatimi goriilmektedir. Gerek farkli bir farklilastirma
ajaninin  kullanilmig  olmasi, gerekse hasta Orneklerinde bakilmis olmasi,
bulgularimizin Savli ve arkadaslarinin bulgularindan farkli olmasinin nedeni olabilir.

Kumagai ve arkadaslar1 ¢esitli ajanlarla myeloid l6semi hiicreleri (HL-60,
NB-4 ve U937), myeloma hiicreleri (NCI-H929, RPMI8228 ve ARH-77), prostat
(LNCaP, PC-3 ve DU145), meme (MCF-7 ve MDA-MB-231) ve kolon (HT-29)
kanser hiicre hatlarim1 inkiibe etmisler. Nonkalsemik vitamin D analogu (19-nor-
1,25(OH),D,; paricalcitol) ile NB-4 APL hiicreleri ve HL-60 AML hiicrelerini
muamele etmigler ve HL-60 hiicrelerinde Bcl-2 ve Bcel-xL antiapototiklerde anlatim
diizeyini diigiirdiigiinii, Bax anlatim diizeyinde belirgin bir degisiklik yapmadigini
bulmuslardir. Bu ajanin AML’de biiylimeyi diisiirdiigii, diferansiyasyon ve
apoptozisi indiikledigi sonucuna varmislardir (Kumagai et al. 2005). Bizim
calismamizda Bax’da belirgin bir degisiklik olmamakla birlikte, giderek azalan bir
gen anlatiminin goriilmesi Kumagai ve arkadaglarinin yaptigi bu c¢alismanin
sonuclariyla desteklenmektedir.

Antiapoptotik bir gen olan Bcl-w’nin gen anlatiminin genelde azalan bir ¢izgi
izlemesi, pro-apoptotik bir gen olan Bak’in gen anlatiminda artis egilimi apoptotik
siirecin 72. saat civarinda basladigimi1 diisiindiirmektedir. Proapoptotik bir gen olan
Bax’da o6nemli bir degisiklik olmayip yine proapoptotik bir gen olan Bak’in
anlatiminda 72. saatte bir artis olmasi, yeni baslayan ilgili apoptotik siirecin Bak
genini yakindan etkiledigini diisiindiirmektedir.

AIF, proapoptotoik bir fonksiyona sahiptir. Kaspaz-bagimsiz yolla kromatin
kondensasyonu ve DNA fragmentasyonu gibi apoptotik ozelliklerin olusmasina

neden olur (Susin et al. 1996; Susin et al. 1999). Bizim calismamizda AIF gen
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anlatim1 18, 36, 48 ve 72. saatlerde azalma egiliminde olmakla birlikte en belirgin
olarak 48. saatten (-1,020) itibaren azalmis gen anlatimi goriilmiistiir. 72. saatte gen
anlatimi artma yoniinde olmakla birlikte azalmis bir gen anlatimi devam etmektedir.
Kaspaz-bagimsiz bir yol izleyen AIF gen anlatiminda 72. saate dogru azalmanin
olmasi, bu genin HL 60 hiicrelerinde apoptik siirecte yer almadiginin bir gostergesi
olabilir.

Wang ve ark. (2003), HL-60/ADR hiicrelerinde 12 ve 48. saatlerde survivin
gen anlatimina bakmislar ve zamana bagimli olarak survivin gen anlatiminda azalma
bulmuslardir. Ozellikle 48. saatte bu gen anlatimin %67 oraninda azaldigim tespit
etmiglerdir (Wang et al. 2003). Bizim ¢alismamizda survivin gen anlatimi 18. saatte
artma egiliminde iken (0,48), 36. saatten itibaren azalmaya baslamis ve 6zellikle 48
ve 72. saatte (sirastyla -1,230 ve -1,890) belirgin diizeyde azalmistir. Bulgularimiz
Wang ve ark nin bulgulariyla tutarlilik gostermektedir. Survivin, IAP (Inhibitor of
Apoptosis Protein) ailesinin bir {iyesidir ve antiapoptotik bir gendir. Bu ac¢idan
survivin gen anlatiminda azalmanin olmasi apoptotik stirecle iligkisinin HL—60
hiicrelerinde 48—72. saatlerde oldugunu diisiindiirmektedir.

Carter ve ark. (2001), yaptiklar1 bir ¢alismada ATRA ile muamele edilmis HL
60 hiicrelerinde survivin gen anlatiminda, ATRA ile muamele edilmemis hiicrelere
gore, 48. saatte belirgin bir etki yokken, 72. saatte %67, 96. saatte ise %96 oraninda
azalma bulmuslardir (Carter et al. 2001). Calismamizda 96 saat c¢alisiimamis
olunmasina karsin, 6zellikle 48 ve 72. saatte belirgin diizeyde gen anlatimlarinin
azalmasi, Carter ve ekibinin bulgulariyla da uyumluluk géstermektedir.

Kaspaz—8 initiator (baslatic1) kaspazlardandir ve erken apoptotik sinyal
iletiminden sorumludur. Kaspaz—6 ise efektér kaspazlardandir ve apoptozisin
execution (uygulama) fazindan sorumludur. Kaspaz—8, TNFR reseptor ailesinden
olan Fas’in indiiksiyonu ile aktive olmakta diger kaspazlar1 da aktive ederek
apoptozisin gergeklesmesini saglamaktadir. Kaspaz—8, ayn1 zamanda TNFRI1 ile de
aktive olmaktadir (Wolf and Green, 1999). Zhuang ve Simon (2000), HL 60
hiicrelerinde peroksinitrit (ONOQ) ile apoptozisi indiiklemisler ve ¢esitli kaspazlarin
aktivitelerini incelemislerdir. Calismalar1 sonucunda 6zellikle initiator kaspazlardan
Kaspaz—8 ve Kaspaz—9’un aktivitelerini tespit etmislerdir (Zhuang and Simon,

2000). Bizim bulgularimiza gére Kaspaz—6 gen anlatimi 18. saatten itibaren azalma
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egiliminde bulunmustur. Kaspaz—8 gen anlatimi ise 18, 36 ve 48. saatlerde azalma
egilimindeyken, 72. saatte 1,16 kat artmis gen anlatimi bulundu. Kaspaz—8’in
anlatiminda 72. saatte bir artisin goriilmesi, apoptotik sinyal iletiminin baglamis
oldugunu, ancak kaspaz—6’da anlamli bir degisikligin olmamas1 kaspaz kaskadin
heniiz bagladigini diistindiirmektedir.

Song ve ark. (2003), 827 geni igeren bir calismada 0, 6, 12, 24, 36, 48 ve 72.
saatlerde HL—60 hiicre monositik ve graniilositik hiicre hattina ait gen anlatim
profillerini 1,25(OH),Ds ile diferansiyasyonun stimiilasyonunu takiben elde etmisler,
72. saatte 45 genin ekspresyon seviyesinde belirgin degisiklik tanimlamislardir (Song
et al, 2003.) Bu genlerin hi¢biri bizim calismamizda inceledigimiz genlerle ayni
degildir ve gerek farklilasmaya gerek apoptoza ait daha pek ¢ok genin bu modellerde
saptanmasi muhtemeldir.

Ozellikle apoptotik siireci inceleyecek olan yeni ¢alismalarin 72. saat ve daha

ileri zaman dilimlerini kapsamas1 deneylerimizden ¢ikardigimiz bir bagka sonugctur.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Deneylerimiz boyunca incelenen genlerin hicbirinde dramatik diisiis ve
yiikselisler gozlenmemistir. Elde edilen degerler, incelenen genlerin, vitamin D
bagimli etkiye yiiksek diizeyde duyarli olmadigini diisiindiirmektedir.

AML M2 hiicre hatt1 olan HL—-60 hiicrelerinin 18, 36, 48 ve 72 saat olmak
lizere dort ayr1 zaman noktasinda Vitamin D ile igslenmesine kars1 sectigimiz genlerin
anlatim diizeyleri hakkindaki bulgularimizin sonucu, 72. saat sonunda TNFR1, Cdk4,
Siklin D1, Siklin E, Survivin genlerinin anlatiminda azalma, kaspaz-8 ve Bak
genlerinin anlatiminda artma oldugu gézlenmistir.

Cdkl1, Cdk2, Cdk4, Siklin D1 ve Siklin E gen anlatimlarinda 18. saatten 72.
saate dogru azalma egilimin olmasi bize hiicrelerin proliferasyon siirecinden ¢ikip
farklilagsma siirecine girdigini diisiindiirmektedir. TNFR1 gen anlatiminin 18-48.
saatler arasindan belirgin olmamakla birlikte artma egiliminde olup, 72. saatte
belirgin bir diisiis gostermesi, TNFR1 gen anlatiminin apoptotik siirecin erken
evrelerinde eksprese oldugu kanisini gliglendirmistir. Antiapoptotik bir gen olan Bcl-
w nin gen anlatimin genelde azalan bir ¢izgi izlemesi, pro-apoptotik bir gen olan
Bak’in gen anlatiminda artis egilimi apoptotik siirecin 72 saat civarinda basladigi
izlenimi yaratmistir. Antiapoptotik bir gen olan survivin gen anlatiminda azalmanin
olmasi, apoptotik siirecle iliskisinin HL—60 hiicrelerinde 48-72 saatlerde oldugunu
diisiindiirmektedir. Kaspaz—8’in anlatiminda, 72. saatte bir artigin goriilmesi,
apoptotik sinyal iletiminin baglamis oldugunu, ancak kaspaz—6’da anlamli bir
degisikligin olmamas1 kaspaz kaskadinin heniiz basladigini akla getirmektedir.
Kaspaz-bagimsiz bir yol izleyen AIF gen anlatiminda 72. saate dogru azalmanin
olmast da, bu genin HL—60 hiicrelerinde apoptik siirecte yer almadiginin bir
gostergesi olabilir.

Bu tablo, bize, 16semik hiicrenin, beklenildigi gibi ilacin etkisine maruz
kaldigin1t ve tekrarlayan klonal gelisim siirecinin sonlanarak farklilagmanin
tamamlanip, apoptotik siirecin bagladigini diisindiirmektedir. Bununla birlikte, bu
sonuglarin 16semik blast hiicrelere denk diisen bir hiicre hattinda elde edilmis oldugu
ve normal hiicre siklusunda elde edilen verilerle bire bir kiyaslanmasinin yanlis

olacag1 akilda tutulmalidir. Bu sonuglar bu genlerin gerek kanser hiicresinin
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farklilasmasi, gerek hiicre siklusundaki zamanlama ve gerek D vitaminiyle
uygulanacak kanser terapisindeki olasi genetik altyollar agisindan bilgi saglayabilir.
Sonug olarak, secilen bu genlere ilaveten hiicre dongiisii ve apoptozis ile
iligkili daha fazla sayida genlerin, daha erken ve daha ileri zamanlarda kiiltlirlerde
incelenmesi ve hatta hasta orneklerinde kiiltiir ortaminda bu ¢alismalarin yapilmasi,

l6seminin tedavisinde yeni yaklasimlarin gelistirilmesi i¢in aydinlatic1 olacaktir.
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