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Promotorlar ve Parazitolojide Kullanimlari
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Ozet: Promotorlar, gen transkripsiyonunun diizenlenmesinde gérevli genlerin regiilatér bélgesidir. Diger regiilatér bol-
gelerle uyum icinde galisarak gen transkripsiyonunu yonetirler. Prokaryotik ve 6karyotik hiicrelerde yapisi farkl olan
promotorlar ginimuzde saglik problemlerinin ¢6zimi amaciyla hemen tim bilimsel galismalarda kullaniimaktadir.
Ozellikle kanserli hastalarin tedavilerinde genetik bilimcilere yol gdsterici olmaktadir. Veteriner ve tibbi parazitoloji alan-
larinda promotorlar ile yapilan g¢alismalar genellikle protozoon parazitler Gzerinde yogunlasmistir. Bu derlemede
promotorlarin parazitolojideki kullanim alanlari degerlendirilmigtir.

Anahtar Kelimeler: Parazitoloji, promotor, gen transkripsiyonu.

Promoters and their applications in parasitology

Summary: Promoters are regulatory regions of genes which are responsible for gene transcription. With compatible of
other regulator regions they facilitate gene transcription. Promoters that have different structures in eukaryotic and
prokaryotic cells have been widely used in research to solve the health problems nowadays. They become a guide
especially for genetic scientists in the treatment of patients with cancer. In veterinary and medical parasitology, studies
of promoters have usually been focused on protozoon parasites. The application of promoters in parasitology were

evaluated in this review.
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Girig

Biyolojide promotor, gen transkripsiyonunun di-
zenlenmesinde kontrol noktasi gérevi yapan genin
5' ucuna dogru olan DNA kisminin bir regilatér
bdlgesidir. Promotor, spesifik DNA sekanslari ve
transkripsiyon faktorli olan proteinler tarafindan
taninan elementleri igerir. Bu transkripsiyon faktér-
leri, genin kodlanan béliminden sentezlenen RNA
polimeraz enziminin iglevini baslatan promotor
sekanslarina baglanirlar. Promotor, prokaryotlarda
RNA polimeraz ve ortak bir sigma faktéru tarafin-
dan taninir. Bu sigma faktéri, promotor DNA’ya
kendi DNA sekansina baglanan bir aktivatér prote-
in tarafindan getirilir. Bu olay, dkaryotlarda daha
komplike olup RNA polimeraz-lIl promotorunun
transkripsiyonunda en az yedi farkli faktér gerekli-
dir. Promotorlar, bir genin transkripsiyonunu ydnet-
mek amaciyla diger regulatér bélgelerle
(enhancer, silencer, boundary elementleri/
insulatorler) uyum iginde ¢ahisirlar. Bu ¢alisan ele-
mentler DNA spesifik degildirler ve aslinda bir
RNA genomunun 3' ucunda lokalize olurlar (1).

Nisbi Lokalizasyonun identifikasyonu

Promotorlar, tipik olarak hemen genlere yapisirlar.
Promotor igindeki pozisyonlar RNA transkripsiyo-
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nunun basladigi yer olan transkripsiyonal baslan-
gic bolgelerini gosterirler (6rnegin -100, 100 baz
pairlik bir pozisyon anlamina gelir).

Promotor Elementleri

a-) Cekirdek promotor: Transkripsiyonun basla-
masina ihtiya¢ duyulan promotorun minimal bélge-
si olup, transkripsiyon baslangi¢c bdlgesidir (TSS).
Bu promotorun agirligi yaklasik olarak 34 bp’dir.
Cekirdek promotor, RNA polimeraz i¢in baglanma
boélgesidir. Bu promotora baglanan RNA polimeraz
U¢c gruba ayrilmakta olup; RNA polimeraz-I:
rRNA’y1  kodlayan genlerin transkripsiyonunda;
RNA polimeraz-Il: mRNA ve klgik nikleer RNA’yi
kodlayan genlerin  transkripsiyonunda; RNA
polimeraz-lll: tRNA ve diger kigik RNA’lari kodla-
yan genlerin transkripsiyonunda gérev alirlar. Bu
promotor, genel transkripsiyon faktérlerini bagla-
yan bdlge olarak bilinir (1).

b-) Proximal promotor: Primer regulatdr element-
leri igeren genin proksimal sekans ucu olup, yakla-
stk 250 bp agirigindadir. Spesifik transkripsiyon
faktori baglayan bdlge olarak bilinir (1).

c-) Distal promotor: Proximal promotorlara gére
daha zayif etki gdsteren regulatdr elementleri ige-
ren genin distal sekans bdlgesi olup daha fazla
baglanma bdlgesi tasimaktadir. Enhancer veya
etkisi bagimsiz olan diger regulatér bolgeleri kap-
samamaktadir. Bu promotor da proximal promotor
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gibi spesifik transkripsiyon faktéri baglayan bélge-
dir (1).

Okaryotik Promotorlar

Okaryotik promotorlar gok cesitli olup bunlar ka-
rakterize etmek oldukga zordur. Bu promotorlar,
genellikle genin 5' ucu boyunca uzanir ve trans-
kripsiyon baslangic bdlgesinden uzakta bulunan
gesitli  kilobazlarda  elementlere  sahiptirler.
Okaryotlarda trankripsiyonel kompleks, DNA’nin
kendi etrafinda kivrilmasina sebep olur. Bdylece
gergcek transkripsiyon bdlgesinden  uzaktaki
regulator sekanslar da yerlesim g0sterebilirler.
Birgok dkaryotik promotor, bir TATA box (TATAAA
sekansi) igerir. Bu box, RNA polimeraz
transkripsiyonal kompleksin olusmasina yardimci
olan TATA proteinini baglar. TATA box, transkrip-
siyon baslangic bdlgesine ¢ok yakin olarak (50
baz igcerisinde) wuzanir. Okaryotik promotor
regulator sekanslari, tipik olarak trankripsiyonal
kompleks olusumunda gérev alan ve transkripsi-
yon faktérleri olarak isimlendirilen proteinleri bag-
lar. Buna bir 6rnek E-box (CACGTG sekansi) se-
kansidir (1).

Prokaryotik Promotorlar

Prokaryotlarda promotorlar, transkripsiyon baslan-
gi¢ bdlgelerinden olan -10 ve -35 bp pozisyonun-
daki ucglarda bulunan iki kisa sekanstan meydana
gelir. Sigma faktorleri, yalnizca RNAP’In (RNA
polimeraz) promotora baglanmasina yardimci ol-
maz ayrica RNAP’nin genleri kopyalamasina da
yardimci olurlar. -10 pozisyonundaki sekans,
Pribnow box veya -10 elementi olarak isimlendirilir.
Bu sekans, genellikle TATAATden olusan 6
nukleotitden meydana gelir. Pribnow box,
prokaryotlarda transkripsiyonun baslamasi igin
kesin olarak gereklidir. -35 pozisyonundaki diger
sekans ise genellikle TTGACA’dan olusan alti
nikleotitden meydana gelir. Bu pozisyonun varligi
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transkripsiyon oraninin daha yliksek olmasini sag-
lar (1).

Yukaridaki her iki sekans da birgok promotorda
saglam ve bitin bir halde bulunmazlar. Her bir
sekanstaki 6 bazin sadece 3’ promotorlarda bulu-
nur. Her iki ugta da saglam sekanslara sahip
promotorlar tanimlanmamistir. Bu olayin, sigma
faktérin gesitli baglanmalara sebep olarak, RNA
polimerazin transkripsiyonu baglatmasini engelle-
mesinden kaynaklanabilecegdi distnllmektedir.

Bazi promotorlar, yapisal olarak -35 sekansinin ug
kisminda UP elementi (5-TGNTATAAT-3') ihtiva
ederler. -35 sekansinda bulunan UP elementinin
transkripsiyon icin fazla bir dnemi bulunmamakta-
dir. -10 ve -35 pozisyonundaki promotorlar yalniz-
ca prokaryotik RNA polimeraz ile etkilesimde bulu-
nan sigma -70 proteini tarafindan taninirlar. Bunun
yaninda diger sigma faktorleri ile prokaryotik RNA
promotorlardan olusan kompleksler diger butln
promotor sekanslarini tanirlar (1).

Promotorlarin Parazitolojide Kullanimi

Promotor elementler giinimizde saglik problemle-
rine 11k tutmak amaciyla hemen hemen tim bilim-
sel calismalarda kullaniimigtir. Ozellikle kanser ve
kanserli hastalarda tedavi ile enfeksiyon hastalikla-
rin tedavilerinde genetik bilimcilere yol gdsterici
olmustur. Veteriner ve tibbi parazitoloji alaninda
promotor elementler ile yapilan ¢alismalarin agir-
[kl olarak protozoon parazitler Gzerinde yogunlasg-
tig1 dikkat ¢ekicidir (1).

Plasmodium falciparum ile yapilan c¢alismada
GEMS (Gene Enrichment Motif Searching) adi
verilen bir ydntem aracilidi ile parazitin mRNA ge-
nomunda parazitin patojenite faktérleri ve yasam
doéngust UGzerinde dnemli bilgiler elde edilmistir
(13). Yapillan bagka bir galismada ise P.
falciparum’la micadelede kullanilan ilaglara karsi
olusan direncin ortadan kaldiriimasi amaglanmis-
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Sekil 1. RNA polimeraz ve mRNA transkripsiyonu (1)
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tir. Bu calismada P-glycoprotein homolog 1 geni
kullanilmis olup nlkleer reseptérlerin ilaca maruz
kalan parazitlerde 6nemli oldugu ortaya konmustur

(4).

Entemobae histolytica ile ilgili olarak yapilan bir
galismada fagositozisde &nemli rol oynayan
EhrabB promotoru ve bu promotorun sentezledigi
Rab GTPase lizerinde durulmustur. Bu calismada
Ehcp112 geni Gzerinde bulunan 332 bp’lik EhrabB
promotorunun énemli oldugu vurgulanmistir (8).

Trypanosoma bruceiinin aktif RNA polimerazi tze-
rine yapilan c¢alismada, birgok ylzey antijeni,
glikoprotein ve procyclin’in sentezlenmesinde goé-
rev alan RNA polimeraz’in 9 farkli yapida protein
eksprese ettigi tespit edilmistir. Bunlardan p31 ile
ifade edilen protein yapisinin digerlerinden ¢ok
farkh bir yapiya sahip oldugu ortaya konmustur (7).

Giardia intestinalisin ¢ekirdek histon geninin
ekspirasyonu Uzerine yapilan ¢alismada
traskripsiyon baslangi¢ noktasindan yaklasik 50
bp’lik uzaklikta bulunan 1 ila 27 nikleotidlik bir
promotor bdlgenin bulundugunu tespit edilmistir
(12).

Toxoplasma gondiinin ENO1 ve ENO2 gibi iki
farkh enolase enziminin sentezlenmesindeki farkli-
liklarin arastirilmasi (zerine yapilan ¢alismada
enzimin sentezlenmesinde gbérev alan promotor
bélgelerin isil sok elementlerinin ve diger diizenle-
yici bdlgelerin stres altinda mutasyona ugrayip
ugramadigi arastinimigtir (6).

Babesial parazitlerle ilgili olarak yapilan ¢alisma-
larda parazitlerden elde edilen rap-1 genleri ara-
sinda intergenic (IG) bdlgelerin bulundugu saptan-
mistir. Bu |G bdlgelerin rap-1 genini dizenledigi
hipotez edilmistir. B. bovis’in rap-1 geninin 5" ucun-
da iki gen bdlgesini birbirinden ayiran IG alan bu-
lunmaktadir. Buna karsin B.bigeminada rap-1
bodlgesi en az 5 polimorfik rap-1a gen bdlgesi icer-
mektedir. Bu bdlgenin karakteristik yapisi tam belli
olmamakla beraber 3.38 kb’lik bir agirlikta oldugu
saptanmistir. B. bovis'in Mo7 biyolojik susundan
elde edilen DNA'nin PCR ile amplikasyonu sonu-
cu, rap-1 geninin 3' sekansini  kodlayan bir
genomik klon, 1 kb’lik 1G alan ve 5' sekansini
kodlayan ikinci bir gen elde edilmistir. Bunu taki-
ben B.bigemina rap-1a genlerinde iki farkli IG bdl-
ge (IG-1 ve 1G-2) saptanmis olup IG-1'in agirhgi
0.7 kb ve 1G-2'nin agirhgr 1.3 kb olarak sekans
edilmistir. B. bovis, B.bigemina, B.ovis ve B.
canis'den elde edilen rap-1 1G bdlgelerinin sekans
analizleri yapildiginda rap-1’in 5' ucunda en az 3
putatif regllatdr bélge oldugu tespit edilmistir (9).
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rap-1 |G bélgesinin fonksiyonel bir promotor olup
olmadigini saptamak amaciyla B. bovisten elde
edilen 1 kb’hk IG bélgesi “cat” geni iceren bir
plasmide klonlanmistir. 5' ydniinden 3' ybnlne
dogru olan IG bélge, gicli sekilde traskripsiyonu
baslatmistir. Sonug olarak yapilan bu ¢alisma ile 5'
ucundaki rap-1 genleri, bu genler arasindaki IG
bélgeler ve &' yéninden 3' ydnline dogru olan
promotor fonksiyonu, rap-1 geninin dizenlenme-
sinde IG’nin énemli rol oynadigi kanaatine varil-
mistir (5).

Babesia sp. ile yapilan bir diger c¢alismada
Babesia rap-1 gen ailesindeki Uyelerinin, parazitin
bltliin yasam ddénemlerinden eksprese edildigini ve
bunlarin transkripsiyonel ve post- transkripsiyonel
mekanizmalar ile dlUzenlendigi ileri stralmstr
(10). BUtln Babesia turlerinde ard arda gelen rap-
1 gen bdlgeleri, IG bdlgeler ile bélinmektedir. S6z
konusu c¢alisma, B. bovis rap-1 IG bodlgesinin,
merozoitlerden elde edilen ekzojen genlerin
ekstrakromozal ekspirasyonunu baslatip baslatma-
digi ve rap-1 bodlgesine benzer sekilde 1G bdlgele-
rin ard arda siralanmasinin ekzojen genlerin
ekspirasyonunu artirip  artirmadigini  saptamak
amaclyla yapillmis olup luciferase genlerin
ekspirasyonu yapilarak B. bovis'in elektroporsiyon
durumu saptanmistir. B. bovis rap-1 |G bdlgeleri-
nin kontrolu altinda, hem B. bovis'in elektroporsi-
yonu hem de luciferase genleri iceren plasmidin
nakledildigi E. colfnin luciferasi eksprese edebildi-
gi g6riimas ve bundan yola ¢ikarak rap-1 I1G bol-
genin fonksiyonel bir promotor igerdigi tespit edil-
mistir (10).

B. bovis rap-1 bélgesinin kromozomal dizilimi, bag-
tan sona dogru bir rap-1 gen bélgesi ve ardindan
bir IG bodlge seklinde olugsmaktadir. Luc ve hdhfr
genlerinin ekspresyonunu kontrol eden iki rap-1 1G
bdlgesini igeren plasmide, genlerin bastan basa
veya bastan kuyruga dogru olan siralamasindaki
farkhhklar karsilastirimistir. Genler bastan kuyru-
ga dodru siralandiginda luciferase seviyesinde
digerine gore artis oldugu gorilmustar (11).

Bu sonuglar, B. bovis'in rap-1 1G bdlgelerinin in
vivo olarak ekstrakromosal gen ekspirasyonunu
baglatarak B. bovis'ten exogen genlerin elde edil-
mesinin goésterildidi ilk calismadir. Suarez ve ark.
(11), yaptiklar bir diger c¢alismada okaryotik
preteinlerin translasyonunda anahtar bir element
olan elongation faktér 1-a (ef-1a) promotorundan
bahsetmiglerdir. S6z konusu calismada ylksek
traskripsiyon potansiyeline sahip ef-17a promoto-
runun enfekte hayvanlardan eksojen genlerin elde
edilmesinde kullanildigi bildirmis olup; yaptiklar
¢alismada sigir babesiosisine sebep olan B.

37



Promoters and Applications...

bovisin ef-1a lokusunun karakterinin saptanmasi
ve ef-1 a promotorunun transkripsiyon aktivitesinin
Olgilmesi amaglanmistir. B. bovisin  T2Bo
susunun ef-1a lokusu, 260bp’lik bir terminal bdlge
iceren 1.4 kb’lik bir IG bdlge ile ayrilan ve uctan
uca dizilim gésteren iki ef-1a (A ve B) geni iger-
mektedir. Her iki gen de 448 amino asit kodlamak-
ta olup hesaplanan molekdl agirliklari 49 kb’dir. 1G
bdlge, her iki genin ekspirasyonunu baslatmakta-
dir. Hem ef-1a A geninin Ig-A iceren 730 bp’lik ucu
hem de ef-1a B geninin 1g-B igeren 720bp’lik ucu
lusiferase aktive etmektedirler. 5'-3' diziliminde Ig-
B fragmenti en yuUksek lusiferase aktivitesini gos-
termektedir. Bu fragment ¢ok gUcli bir promotor
icermektedir. Analiz sonuglarina goére her iki ef-1a
geni de merozoitler igerisinde kopyalanmaktadir.
Bu c¢alisma ile elde edilen énemli bir bulgu ise;
diger intra eritrositer parazitlerin aksine, B. bovis
ef-1 a lokusunun 5' ucunda 160 bp’lik bir intron
bélge bulunmasidir (11).

Schistosoma mansoni ile ilgili olarak yapilan bir
calismada plasmid tabanli DNA yapi arastirmasin-
da immatur schistosomlarin  gelismesinde
schistosome actin geninin (Smact 1) 3' terminotér
sekans bdlgesindeki promotorlar araciligi ile sen-
tezlendigi saptanmistir (3).

Echinococcus granulosus ile fareler Gzerinde ya-
pilan bir ¢aligmada, protoskoleksler ile sekonder
olarak enfekte edilmis sekonder hidatidoz olgusun-
da olusan immun yanitin bir model teskil etmesi ve
kist gelisimi Uzerine promotorlardan yararlaniimis-
tir. Galismada, kist gelisimi ve olusan immun yanit-
ta sitokin geninin ekspirasyonunun etkisi incelen-
mistir. Enfeksiyondan sonra 28. ginde; INF-9, IL-
12 (Th-1) ve IL-4 (Th-2) tasiyan promotor igceren
vektdr geni ile fareler intramuskuler olarak enfekte
edilmistir. Enfeksiyondan sonra 22. haftada enfek-
te farelerdeki kistlerde INF-& oraninda %60 ve IL-
12 oraninda ise %47 azalma gézlemlenmistir. Bu-
na karsin IL-4 geni ile enfekte edilen farelerde,
kistin kontrol grubu ile kiyaslandiginda 6 kat daha
blylk oldugu gbézlemlenmistir. Enfeksiyonun 7.
haftasinda IL-12 enjekte edilen farelerde parazit
spesifik IgG2a oraninda pik gézlemlenmis olup
INF-6 enjekte edilen farelerde IlgG2a’nin 9. hafta-
dan sonra artmaya basladigi ve enfeksiyonun so-
nuna kadar dizenli olarak arttigi saptanmistir.
Buna karsin IL-4 enjekte edilen farelerde IgG1’in
9. haftadan sonra artmaya basladidi ve yine enfek-
siyonun sonuna kadar dizenli olarak arttigi tespit
edilmis ve farelerde sekonder hidatitozise karsi
meydana gelen yiksek dizeyde immun direncin
Th 1 yanitinin indiklenmesi ile ilgili oldugu anlasil-
mistir (2).
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Sonug olarak; promotorlarin hem veteriner hem de
tibbi parazitoloji alaninda parazitlerin yasam dén-
gulerinde gizli kalmis kisimlarin belirlenmesi,
patojenitede dnemli rol oynayan faktérlerin sentez-
lenmesinde goérev alan bélgelerin kesfedilmesi ve
bu yolla parazitlerin patojenitelerinin azaltiimasi
veya ortadan kaldirilarak zararsiz hale getirilmele-
rinde 6nemli olacaklari stphesizdir.
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