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OZET

HIiSTON ASETIiL TRANSFERAZ KOMPLEKSLERININ BILESENLERI
OLAN ADA PROTEINLERININ MOLEKULER ETKILESIMLERININ
INCELENMESI*

YAYLI, Gizem

Okaryotlarda kromatinin baskilanmis dogasi, kromatin yeniden diizenlenmeleri
ve histon modifikasyon aktiviteleri tarafindan serbest hale gecirebilir ve bunun i¢in
bilesenler arasinda yogun protein—protein etkilesimleri gerekir. Bu aktiviteler
kromatin yapisint RNA polimeraz II aracili transkripsiyon mekanizmasinin
bilesenleri tarafindan ulasilabilir ve taninabilir hale getirir. Bu sebeple, kromatin
yapisinin modifikasyonunda bulunan molekiiler etkilesimler transkripsiyonun
kontroliinde 6nemli bir rol oynarlar. ADA proteinleri, genel transkripsiyon faktorleri
ile etkileserek, transkripsiyon baslangicinda fonksiyon gosterir ve ADA/GCNS
histon asetil transferaz (HAT) komplekslerinin bir bileseni olarak niikleozomal
histonlarin asetillenmesini kolaylastirir. Laboratuvarimiz 6nceki ¢alismalari ile maya
2 hibrid kiitiiphane taramasi1 kullanarak insan ADA3 (hADA?3) proteinin dort yeni
etkilesim partnerlerini, AATF, PHF21A ve protein fosfataz ailesinin diizenleyici alt
birimleri PP1 ve PP2A (PPP1R7 VE PPP2R5D sirasiyla), tanimlamstir. Bu bulgular
dogrultusunda hipotezimiz; hADA3 ile etkilesimlerini belirledigimiz bu partnerlerin,
yine hADA3 ile ayn1 kompleks igerisinde yer alan ve hADA3 ile etkilesimleri daha
onceden rapor edilen insan ADA2 (hADAZ2) proteini ile fonksiyonlari geregi
etkilesebilecekleri seklindedir. Bu nedenle ¢alismamizda, hADA3 proteinini igeren
komplekslerin fonksiyonel 6nemini belirtmek i¢in hADA3 partnerleri maya 2 hibrid
(Y2H) sistemi kullanarak hADAZ2 proteini ile test edilmistir. Sonuglarimiz
hADA2’nin, hADA3 etkilesim agina katildig1 hipotezimizi destekler niteliktedir. Bu
secilen etkilesimler, ADA/GCN5 HAT kompleksleri tarafindan diizenlenen olasi

yeni yolaklarin potansiyel 6nemine dikkat ¢ekmektedir.

Anahtar Kelimeler; Insan -ADA3; -ADA2; maya 2 hibrid; kromatin yeniden

diizenlenmeleri; transkripsiyonel regiilasyon.

*Bu ¢alisma TUBITAK tarafindan desteklenmistir (112T429).



ABSTRACT

MOLECULAR INTERACTIONS OF ADA PROTEINS, AS A
COMPONENT OF HISTONE ACETYL TRANSFERASE
COMPLEXES*

YAYLI, Gizem

In eukaryotes, the repressive nature of chromatin can be relieved by chromatin
remodeling and histone-modifying activities, which require intensive protein-protein
interactions among its components. These activities alter chromatin structure making
it accessible to, and recognized by the components of the RNA polymerase IlI-
mediated transcriptional machinery. Therefore, molecular interactions involved in
modulating the structure of chromatin play an important role in transcriptional
regulation. Alteration/Deficiency in Activation (ADA) proteins function in
transcriptional initiation site selection, interacting with basal transcription factors,
and facilitating acetylation of the nucleosomal histones as the components of
ADA/GCNS5 histone acetyltransferase (HAT) complexes. Our laboratory previously,
identified four new novel interacting partners of human ADA3 (hADA3), namely
AATF, PHF21A, and regulatory subunits of the protein phosphatases PP1 and PP2A
(PPP1R7 and PPP2R5D, respectively) via yeast 2 hybrid (Y2H) library screening.
Based on these findings, our hypothesis is a prospective interaction potential of these
partners with human ADA2 (hADA?2) that was involved in the same complex with
known interaction with hADA3 due to its functions. We, therefore, tested these
interactions with hADA2 with Y2H technology to address their functional
significance in hADAS3 containing complexes in this study. Our results supported our
hypothesis that hADA2 participate in hADAS3 interaction network. The pulled
interactions are discussed in relation to the potential significance of the new possible
pathways regulated by ADA/GCN5 HAT complexes.

Key Words; Human-ADAS3; -ADA2; yeast 2 hybrid; chromatin remodeling,

transcriptional regulation

*This study was supported by TUBITAK (112T429).
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1. GIRIS

Okaryotik organizmalarda DNA molekiilleri olduk¢a yogun bir kromatin yapist
olusturmak tizere histon proteinleri tarafindan sarili sekilde bulunur. Transkripsiyon,
replikasyon, DNA tamiri, apoptoz, genetik bilginin ekspresyonu, kromozom
kondensasyonu ve segregasyonu gibi DNA iligkili biyolojik prosesler bu yogun
kromatin yapisinin degismesine bagimlidir. Kromatin yapisindaki bu gerekli
degisiklik cesitli kromatin modifiye edici proteinlerin baglanmalar1 ile farkh
mekanizmalar tizerinden gergeklesir ve oldukca yogun durumdaki kromatin yapisinin
acilarak transkripsiyonel mekanizmanin bilesenler tarafindan ulagilabilir ve
taninabilir hale gelmesi saglanir. Bu mekanizmalardan biri kovalent histon
modifikasyonlaridir. Cesitli histon post-translasyonel modifikasyonlarinin en
onemlilerinden olan asetilasyon bir genin transkripsiyonel aktivasyonunda biiyiik bir
rol oynar. Bir genin transkripsiyonel aktivasyonu kromatin yapisi i¢indeki histon
proteinlerinin amino terminal kuyruklarin hiperasetillenmesi ile giiclii bir sekilde
iligkilidir ve bunun i¢in genellikle adaptor proteinlere ihtiyag vardir. Adaptor
proteinler niikleozomal histonlarin amino terminal kuyruklarinin asetillenmesi ve
promotor bolgedeki kromatin yapisinin agilmasina yardimer olmaktadir. Histon asetil
transferaz (HAT) ve histon deasetilaz (HDAC), c¢oklu alt grup iceren, kompleksleri
hiicrelerdeki bu 06zel post-translasyonel modifikasyonlarin seviyesinin denge

durumunda stirdiirilmesinde 6nem tegkil eder.

HAT komplekslerinin korunmus bir iiyesi olan ADA kompleksi ilk olarak
mayalarda bulunmus ve memeli hiicrelerde de daha biiyiik HAT kompleksleri
icerisinde yer aldigi bilinmektedir. Tez c¢alismasinin konusu olan hADA
kompleksinin bilesenlerinden hADA2 (hADA2A ve hADAZ2B) niikleozomal histon
asetilasyonu i¢in gerekli olan bir transkripsiyonel adaptor proteindir (1-4). Oldukca
karmagik olan transkripsiyonel regiilasyon siirecinde araci olarak rol alan ADA-
benzeri adaptor proteinlerin, protein-protein etkilesimlerinde olduk¢a 6nemli bir yeri
vardir. Ancak transkripsiyon faktorlerinin, kromatin yapisinin kisitlayict etkisi ile
nasil miicadele ettikleri gen regiilasyonunun anlasilmasi bakimindan hala

cevaplanmayi bekleyen 6nemli bir sorudur.

ADA proteinleri, genel transkripsiyon faktorleri ile etkileserek, transkripsiyon
baslangicinda fonksiyon gosterir ve ADA/GCNS5 histon asetil transferaz



komplekslerinin bir bileseni olarak niikkleozomal histonlarin asetillenmesini
kolaylastirir. Daha onceki g¢alismalarimizda Y2H kiitliphane taramasi tizerinden
hADA3 proteininin dort yeni etkilesim partneri, AATF, PHF21A ve protein fosfataz
ailesinin diizenleyici alt birimleri PP1ve PP2A, tanimlanmustir (5). Bu galismamizda,
hADA3 proteinini igeren komplekslerin fonksiyonel ©Onemini belirtmek igin
belirledigimiz etkilesimler Y2H ile hADA2 proteini ile test edilmistir. Sonuglarimiz
hADA2’nin, hADA3 etkilesim agina katildig1 hipotezimizi destekler niteliktedir. Bu
secilen etkilesimler, ADA/GCNS HAT kompleksleri tarafindan regiile edilen yeni

olas1 yolaklarin potansiyel 6nemine dikkat ¢ekmektedir.

Deneylerimizde protein-protein etkilesimlerinin belirlenmesinde kullanilan
kromatografik es-saflastirma, filtre baglanma, afinite kromatografisi gibi
konvansiyonel biyokimyasal yontemler yerine maya hibrit teknolojisi kullanilmustir.
Ciinkii mayalar kolay elde edilebilmeleri, maliyetinin diisiik olmasi, transformasyon
verimliliklerinin yiiksek olmasi ve ayrintili karakterizasyonlar1 yapilmis besin
belirtegleri ve raportér genleri bulundurmalari nedenleriyle memeli sistemlerinin
arastirilmasinda ideal organizmalardir. hADA2 etkilesimlerinin testi in vivo bir

yaklasim olan Y2H ile gergeklestirilmesi nedeniyle giivenilir sonuglar vermistir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Histon Proteinleri ve Tiirevleri

Okaryotik organizmalar genetik bilgilerinin  kodlanmis oldugu DNA
molekiillerini, histon proteinlerine sarili sekilde kromatin yapisini olusturarak
niikleus ad1 verilen &zel bir organel icerisinde depolamaktadir. Okaryotik kromatinin
bu organizasyonu DNA’nin substrat oldugu tiim niikleer proseslerde olduk¢a dnemli
bir etkiye sahiptir (6). DNA molekiiliiniin hiicre igerisinde paketlenmesi oldukg¢a
kompleks bir islemdir. Ciinkii DNA molekiillerinde kodlu olan genetik bilginin
hiicrenin yagam stiresinde belirli evrelerde eksprese olmasi gerekmektedir. Bunun
icin DNA molekiiliiniin transkripsiyon mekanizmalar1 tarafindan ulasilabiliyor
olmasi son derece 6nemlidir. Sonu¢ olarak histon proteinleri kromatinin aktif ve
inaktif formlar1 arasindaki geciste yapisal ve fonksiyonel olarak esansiyel bir rol
oynar ve kromatinin bu formlart da hem DNA’nin replikasyonunu hem de genlerin
ekspresyonunu kontrol etmektedir.

Kromatinin yapisal bilesenlerinden olan niikleozom yapisi, histon
proteinlerinin (H2A, H2B, H3, H4) her birinden iki kopya halinde olusturduklar
oktamer yaptya DNA molekiillerinin sarilmasi ile olusur. HI baglayict histon
proteinleri DNA ile etkileserek niikleozomlar arasindaki bolgeleri olusturur.
Histonlar H1 baglayici histon ve H2A, H2B, H3, H4 olmak {izere 5 ¢esittir. Cekirdek
histon yapisi ikiser adet H2A-H2B dimeri, bir adet (H3),(H4), tetramerinden olusur
ve yaklasik 146 bp’lik DNA molekiilii bu oktamer yap1 etrafinda 1. 7 siipersarmallik
bir doniis yapar (Sekil 1) (7-10). Histon proteinlerinden H1 tiirlere gore cesitli ve
farklilasmis, H2A-H2B c¢ifti degisken bir yapidayken H3-H4 cifti evrimsel agidan
olduk¢a korunmustur. Pozitif yiiklii ve bazik aminoasitler lizin (Lys) ve arjinince
(Arg) zengin 10-12 kDa biiyiikligiindeki proteinlerdir. Histonlar pozitif yiikleri
sayesinde DNA’nin negatif yiikli fosfodiester iskeleti ile elektrostatik olarak
etkilesim halindedir (11).



Sekil 1. Niikleozom ¢ekirdek yapisi. Temsili renkler; H3 (mavi), H4 (agik yesil), H2A
(turuncu), H2B (sar1) (8, 10).

Okaryotik hiicrelerin cogu histon genlerinin ¢oklu kopyalarma sahiptir. Histon
protein genleri hiicrenin yagam dongiisiiniin S-fazi boyunca eksprese edilir ve bu
histonlar ~ yeni sentezlenen @~ DNA’nin  paketlenip niikleozom yapisinin
olusturulmasinda kullanilir. Baz1 histon tiirevi proteinlerin ekspresyonlar1 S-fazi ile
kisith degildir ve hiicre dongiisiiniin tiim fazlarinda sentezlenebilirler. H2A ve H2B
histonlariin ¢ok sayida tiirevleri vardir. H2A nin tiirevleri olan H2AZ ve H2AX
birgok Okaryotik hiicrede bulunur. H2A histon proteini tiirevleri genom
lokalizasyonlar1 ve farkli C-terminal sekanslari bakimindan karakterize edilir. Histon
H2B tiirevlerinin ise Ozellikle gametogenez sirasinda kromatin yogunlagmasi
stirecinde role sahip olduklari rapor edilmistir (10). H3 histon proteini H3.3, CenHS
ve H3.4 tiirevlerine sahiptir. H3.1 ve H3.2 diger histon proteinleri gibi hiicre
dongiisiinlin S-fazinda en yiiksek diizeyde eksprese edilmelerine karsilik, H3.3 hiicre
dongiisi siiresince sentezlenmesi bu tiirevlerin her anlamda birbirleri ile ayn1 6zellik
gostermedigini ortaya koymaktadir. Histon H3.3’{in, hiicre boliinmesinin S-evresinde
reglile edilmedigi ve transkripsiyonel olarak aktif kromatin yapisinda yer aldig
bilinmektedir. CenH3 ise sentromerik kromatin bolgesinde lokalize olan histon H3
tiirevi olup N-terminal bolgesinin diger H3 tiirevlerinden farkli oldugu bilinmektedir
(12). H4 histon proteini ise en korunmus histondur ve bilinen bir tiirevi yoktur. H4
niikleozom ana yapisini olusturan diger histon proteinleri ile yogun etkilesimler

igerisindedir ve dizi degiskenligi bu nedenle sinirlirdir (10).



Cekirdek histon proteinleri kromatin yapist ve fonksiyonu ile iligkileri
sebebiyle bilinen en korunmus protein ailesidir. Histon tiirevleri post-translasyonel
modifikasyonlar ve kromatin yeniden diizenleyici komplekslerle olan etkilesimleri
sayesinde kromatinin yapisal ve fonksiyonel degisikliklerine yardim ederler. Histon
tiirevleri gen ekspresyonunun kontrolii, epigenetik kontrol ve sentromer biitiinliigii
gibi farkli  kromatin  fonksiyonlarindaki  6zel rolleri {stlenmek {izere

evrimlesmislerdir.
2.1.1 Histon Modifikasyonlari

1960’larin baginda Vincent Allfrey’in Onciiliik ettigi ¢alismalar histonlarin
post-translasyonel ~modifikasyonlara ugradigini = gostermistir  (13). 1997°de
niikleozom yapisinin yiiksek ¢oziiniirliiklii X-ray goriintiisii bu modifikasyonlarin
kromatin yapisini nasil etkiledigini ortaya cikarmistir (7). Kromatin yapisinda
niikkleozomlardan histonlarin  N-terminal bolgesinde yer alan yaklasitk 20 aa
uzunlugundaki spesifik bolge histon kuyruklar1 olarak adlandirilir ve post-
translasyonel modifikasyonlara agik olan bolgedir ayrica bu bolgelerin komsu
niikkleozomlar ile baglanti kurdugu bilinmektedir (14, 15). Bodylece histon
kuyruklarinin modifikasyonlar1 niikleozomlar arasi1 etkilesimi etkileyerek tiim
Kromatin yapisin1 etkilemektedir (16-19). Histon kuyruklar1 evrimsel olarak
korunmus bdlgeler olmalarina karsi tasidiklari post-translasyonel modifikasyonlar
acisindan oldukga cesitlilik gostermektedirler ve dolayisiyla bu modifikasyonlar

epigenetik bilgi acisindan biiyiik bir kaynak olarak nitelendirilmektedirler (20).

Allfrey ve arkadaslart histonlarin post-translasyonel ~modifikasyonlara
ugradiklarim1 ortaya koyduktan sonra 1964°te ilk defa histon asetilasyonunu rapor
etmislerdir (13). Histonlarin N-terminal kuyruklarindaki spesifik lizin rezidiilerinin
asetilasyonu, birbirinin tersi fonksiyon gosteren iki enzim ailesi histon
asetiltransferazlar ve histon deasetiltransferazlar tarafindan regiile edilen oldukca
dinamik bir prosestir. HAT enzim ailesi asetil-CoA’y1 kofaktor olarak kullanir ve
ondan aldig: asetil grubunu spesifik lizin yan zincirinin e-amino grubuna transfer
ederek lizinin pozitif yiikiinii ndtralize eder. Bu nétralizasyon histonlar ile DNA
arasindaki elektrostatik etkilesimin zayiflamasima sebep olur. Boylece kromatin
tizerindeki spesifik bolgede asetilasyon transkripsiyonun aktivasyonuna yol acarken

tam tersi olarak asetil grubunun histonlardan uzaklastirilmasi1 yani deasetilasyonu



transkripsiyonun baskilanmasina yol agar (15). Transkripsiyonel kontrol HAT ve
HDAC’larin kromatin tizerindeki spesifik bolgeleri hedef almasini icermektedir.
Lokal histon asetilasyonu promotor ve enhancer bdlgelerde gozlenirken
kromozomun sinir bolgelerinde de gergeklesmektedir (21) ve bu iddiay1 destekler
bi¢imde histon asetilasyonu genel kromatin yapist boyunca DNA-protein

etkilesimlerine olanak saglamaktadir.

Memelilerde niikleozomal histon proteinlerinin bilinen asetillenme bolgeleri;
H2A i¢in Lys5-9, H2B i¢in Lys5-9-12-15-20, H3 i¢in Lys9-14-18-23 ve H4 i¢in ise
Lys5-8-12-16 seklindedir (22). Hangi spesifik Lys’nin asetillenecegi net yiik
bakimindan bir degisiklik yaratmasa da fonksiyonel anlamda 6nemli olabilmektedir.
Ornegin memeli hiicrelerinde histon H4 proteinine tek bir asetil grubu eklendiginde
asetilasyon sadece Lys16 pozisyonunda gerceklesirken daha sonra eklenecek olan

asetil gruplarinin ise sirasiyla Lys8, Lys12, Lys16 olarak bilinmektedir.

Histon modifikasyonlarindan bir digeri fosforilasyondur. Asetilasyon gibi
fosforilasyonda olduk¢a dinamik bir siiregtir. Fosforilasyon sadece histonlarin N-
terminal kuyruklarinda degil fakat genelde proteinlerdeki serin (Ser), treonin (Thr) ve
tirozin (Tyr) aminoasitlerinin yan zincirlerinde gergeklesir. Modifikasyonun seviyesi
kinaz ve fosfataz spesifik enzim aileleri tarafindan kontrol edilir. Aydinlatilmig olan
histon kinazlarin tiimii ATP’den aldiklar1 fosfat grubunu hedef aminoasit yan
zincirine transfer eder. Boylece histonlar negatif yiiklenmis olur ve bu da kromatin
yapisini etkiler (19). En yaygin olarak fosforile edilen histon proteinin baglayici
histon proteini oldugu bilinmektedir. Histon H1’in N-terminal ve C-terminal
uzantilarinda bulunan Ser ve Thr rezidiileri fosforillenebilmektedir (23, 24). Histon
H1’in hem baglayict DNA hem de temel niikleozom yapisi ile etkilesebilme 6zelligi,
bu proteinin ileri derecede diizenlenmis kromatin yapisinin olusumunda énemli rol
Oynayabilecegi diisiincesini uyandirsa da, histon H1’in bu fonksiyonunun kesin
niteligi heniiz tam olarak aydinlatilmamigstir. Niikleozom yapisindaki temel

histonlardan H3 sadece Ser10 pozisyonundan fosforillenmektedir (22).

Histon modifikasyonlarindan metilasyon ana olarak lizin ve arjinin yan
zincirlerinde meydana gelir. Asetilasyon ve fosforilasyonun tersine metilasyon
histonlarin yiikiinii degistirmez (19). Metilasyon en sik olarak H3 ve H4
histonlarinda goriilmektedir. Histon H3 Lys 4, 9, 27 ve histon H4 Lys 20

pozisyonlarinda e-amino gruplarinin metillendigi bilinmektedir (25, 26). Ayrica her
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bir e-amino grubuna 1,2 veya 3 metil grubu eklenebilmekte ve bu anlamda daha
komplike bir modifikasyon olarak nitelendirilmektedir. Metilasyon ve asetilasyonun

transkripsiyonel olarak aktif kromatin yapisinin formasyonunda onemli role sahip

olduklar1 bilinmektedir (22, 25-27).

Histon proteinlerinin glutamat ve arjinin rezidiilerinden mono- ve poli- ADP-
riboz molekiiliiniin eklenmesi ile modifiye edildigi bilinmektedir. Histonlarin poli-
ADP ribozilasyonu poli-ADP riboz polimeraz enzim ailesi tarafindan gergeklestirilir
ki bu enzim ailesi DNA zincir kiriklar ile yakindan iligkilidir ve poli-ADP riboz
glikohidrolazlar tarafindan reaksiyon geri katalizlenebilir. Bu enzimler beraber
histonlarin poli-ADP-ribozilasyon seviyelerini kontrol eder ve bu durum relaks
kromatin durumu ile iliskilidir (19). Histon mono-ADP ribozilasyonu ise mono-
ADP-riboziltransferaz enzim ailesi tarafindan ¢ekirdek histon ptoreinlerini ve
baglayict histon proteini H1’i modifiye eder. Bu modifikasyon DNA hasar tamir

mekanizma yolaklari ile iliskili olmasi bakimindan 6nemlidir (19).

Yukarida bahsedilen histon modifikasyonlarinda genel olarak aminoasit yan
zincirlerinde kiigiik molekiiler degisiklikler olurken bir diger histon modifikasyonu
olan ubikitinasyon daha biiyiik bir kovalent modifikasyondur. Modifikasyon substrat
spesifikligi ve ubikitinasyon derecesini belirleyen 3 enzimin histonlarin lizin
rezidiilerine 76 aa’lik ubikitin polipeptidini baglamasi ile gerceklesir (19, 28). Genel
olarak ubikitinasyon H2A ve H2B histonlarinda gerceklesir ve ubikitinlenen H2A ve
H2B’nin transkripsiyon siirecinin devamliliginda 6nemli olduklart belirlenmistir

(26).
2.2 Histon Asetil Transferazlar

In vivo ve in vitro yapilan analizlerin gosterdigi lizere asetilasyon g¢ekirdek
histonlarin N-terminallerinin fonksiyonlar: iizerinde regiilator bir etkiye sahip olmasi
acisindan oldukca 6nemli bir histon modifikasyonudur ve bu siire¢ histon asetil
transferaz enzim ailesi tarafindan Kkatalizlenmektedir. HAT enzim ailesi kromatin
bilesenlerinden histonlarin N-terminal bolgelerindeki spesifik lizin rezidiilerini
asetilleyen boylece gen aktivasyonunu destekleyen ¢ok alt birimli protein

komplekslerinin katalitik alt birimleridir (29).



Protein-DNA etkilesimlerini kolaylagtirarak transkripsiyonel aktivasyonu
saglayan HAT’lar bircok durumda spesifik promotor bolgelerde HAT igeren ko-
aktivatorler olarak transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonunu saglarlar (30). Maya
HAT kompleksleri, adaptor proteinleri gerektirmesine ragmen VP16, Gen4, Gal4 ve
Hap4 gibi aktivatorlerin transkripsiyon aktivasyon domainleri ile iliski kurabilirler
(31).

Tanimlanmis olan ti¢ tip asetilasyon vardir. Birinci tip HAT aktivitesi bazi
histonlarin sentezi sirasinda ko-translasyonel modifikasyonlar1 igerirler. Bu
modifikasyonlar polipeptidin ilk rezidiilerindeki a-amino gruplarin1i modifiye eder ve
geri dontistimli degildir (32). Diger iki tip HAT aktivitesi in vivo geri doniistimliidiir
ve histonlarin amino terminal domainlerindeki spesifik lizin rezidiilerinin f-amino
gruplan ile direkt olarak iliskilidir. Asetilasyonun bu iki tipi sitozolik B-tip ve
niikleer A-tip olmak tizere ikiye ayrilir (33).

Sitoplazmik veya B-tip HAT’lar kromatin replikasyonu sirasinda yeni
sentezlenmis H3 ve H4 histonlarini asetillerler. Cogu organizmada yeni sentezlenmis
H4 histonu K5 ve K12 pozisyonlarindan asetillenir. H3 asetilasyon pozisyonlari ise
daha degiskendir. Genel olarak H3 ve H4 niikleozom i¢ine katildiktan sonra
deasetillenerek asetil gruplart uzaklastirilir. HAT1 gen iirlinii maya HATB enziminin
2 alt grubu vardir. HAT1p Katalitik aktiviteden sorumlu iken HAT2p H4 histonuna
yiksek afiniteli baglanmadan sorumludur (34, 35). Bu kompleks serbest,
niikleozomal olmayan H4’ii asetiller. Insanlarda HAT2p’nin homologu p48’dir ve
DNA replikasyon bagimli kromatin diizenlenmesinde rol alan bir kompleks iginde
yer alir. p48 histon deasetil transferaz 1 kompleksinin de alt birimidir. Depozisyon
ile alakali asetilasyon sadece H3 ve H4 histonlarinda gerceklesirken, transkripsiyon

ile alakal1 asetilasyon tiim ¢ekirdek histonlarda gerceklesir.

Niikleer veya A-tip HAT’lar transkripsiyonel asetilasyonda yer alir ve
niikleozomal histonlar1 asetillerler. Tetrohymena thermophia’ nin A tip HAT
katalitik alt birimi p55 maya GCN5 (YGCNS5) ile benzerlik gostermektedir ve
yGCNS, fonksiyonlar1 bazi transkripsiyonel aktivatorler tarafindan transkripsiyonel
aktivasyon igin gerekli olan bir proteindir. yGCNS5 in vitro HAT aktivitesine sahiptir.
Mayalar ve insanlar dahil olmak {izere bir¢cok farkli organizmada GCNS5
homologlarinin oldugu bilinmektedir. GCNS iliskili histon asetiltransferazlarda insan
GCN5’1 (hGCN5), yGCN5, T.thermophila GCN5’1 (tGCNS5) sekanslari oldukca
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benzerdir. Hepsinde C-terminal bolgelerinde bromo domaini vardir ve bu domain
protein etkilesim motiflerinden olusur fakat GCN5 ve ADA2 etkilesimden sorumlu
degildir. ADA protein kompleksi ile transkripsiyon faktorlerinin baglanmasinda veya
aktivasyon domaini ile DNA baglanmasindan sorumlu olabilir ya da transkripsiyon
faktorlerinin daha genel bir aktivitesi igin gerekli olabilir. NGCN5 ve yGCN5, ADA2
etkilesim domainlerini igerirler ve bu etkilesim GCNS5’m in vivo fonksiyon
gostermesi i¢in gereklidir (36). Memelilerde GCN5 ve p300/CREB-binding protein-
associated factor (PCAF) olarak adlandirilan birbiriyle iliskili iki GCNS5
asetiltransferaz alt smifi tammlanmistir (37, 38). Insan GCNS5’in fonksiyonunu
belirlemek tizere yapilan in vitro ve in vivo ¢aligmalar bu proteinin spesifik olarak H3
ve daha diisiik derecede H4’iin asetilasyonunda gereksinim duyulan transkripsiyonel
adaptorler olarak gorev aldigimi gostermistir (39). PCAF de benzer sekilde
miyogenez, niikleer-reseptor aracili aktivasyon, biiyiime-faktorii-sinyalli aktivasyon
gibi ¢esitli hiicresel proseslerde HAT ve ko-aktivator olarak rol almaktadir (40-42).
GCNb5-iligkili enzimlerin tamami sadece niikleer HAT komplekslerine ait degildir.
HAT kompleksleri transkripsiyon prosesine, 0zgiin olarak promotor bdlgedeki
aktivatorler tarafindan gereksinim duyulan ko-aktivadrler olarak katilmaktadirlar
(43). Bu hedeflenmis ko-aktivatér fonksiyonunun yani sira GCNS ayrica genom
capinda histon proteinlerinin asetilasyonunda da rol almaktadir (44-46). GCN5 HAT
aktivitesi transkripsiyonun diizenlenmesinde ko-aktivatér fonksiyonundan bagimsiz
olarak rol almaktadir. Global asetilasyon etkisi, bir veya daha fazla transkripsiyon
faktoriiniin promotor bolgeye afinitesini arttirarak veya erisilebilir kromatin yapisinin
olugturulmasina katkida bulunarak protomor bolgede pre-initiation-complex
(PIC)’nin  olusumuna yardimci olmaktadir (46). Global asetilasyonun gen
ekspresyonunun diizenlenmesinde 6nemli rol oynadigi ve birgok promotorda
transkripsiyonun aktivasyonunun sadece niikleozomal histonlarin artan asetilasyon

orant ile sinirlt olmadigi bilinmektedir (47).

HAT’lar ve transkripsiyon arasinda bir baglantinin oldugu hipotezi HAT
aktivitesine sahip olan ancak GCNS5’den bagimsiz diger transkripsiyonel
regiilatorlerin tanimlanmasi ile daha da giiglenmistir. Bu regiilatorler arasinda,
transkripsiyonun yani sira hiicre dongiisiiniin ilerlemesinde ve hiicre-sinyal molekiilii
olan siklik AMP (cyclic AMP; cAMP)’ye yanit olusumunda rol alan genlerin

aktivasyonu gibi farkli hiicresel proseslerde gereksinim duyulan ve birbirlerine ¢ok



benzer olan p300 ve CBP bulunmaktadir (38, 48-50). CBP ve p300 fonksiyonel
olarak benzer Ozellikte olmalari nedeniyle ¢ogunlukla CBP/p300 olarak birlikte
anilmaktadir (38). Bu proteinler de transkripsiyonel ko-aktivatorler olarak bilinen
protein sinifina aittirler. Bu proteinler kendi baslarina transkripsiyon faktorleri gibi
dizi spesifik olarak DNA’ya baglanma 6zelligi gostermezler fakat dizi spesifik olarak
DNA-baglanma proteinleri ile 6zgiin olarak etkileserek bunlari spesifik genlere veya
genomik bolgelere yonlendirebilmektedirler (38). CBP/p300 2400’den fazla aa
iceren blyiik bir proteindir, bu yapisi diger farkli proteinler ile de etkilesimleri
gerektiren multi-fonksiyonel role sahip olma 6zelligini desteklemektedir (48, 49). N-
terminal ve C-terminal bdlgelerindeki domainleri TBP araciligi ile transkripsiyon
baslama kompleksine baglanabilmesini saglamaktadir ancak bu baglanmanin
mekanizmasi ve transkripsiyonun bagslamasi ile olan iligskisi hala tam olarak
aydinlatilamamistir. CBP/p300°iin kromatin yapis1 halinde paketlenen DNA dizileri
ile iligkisi sonucu biiylik olasilikla niikleozomal histonlarin asetilasyonu artmakta ve
niikleozomlar-aras1  etkilesimler ve/veya histon kuyruklari ile kromatinin
kondenzasyonunda rol alan histon olmayan proteinler arasindaki kompleklerin
bozulmasina neden olarak kromatin yapisinin agilmasina aracilik etmektedir (48, 49).
Boylelikle transkripsiyon baglama kompleksinin DNA dizilerine erisebilme sans1 ve
dolayisiyla transkripsiyon orani artmaktadir. HAT aktivitesine sahip olan diger bazi
proteinler, PCAF, SRC-1 ve ACTR gibi, CBP/p300’¢ baglanabilmektedir. Birgok
HAT gibi CBP/p300 de aktivitelerinin diizenlenmesinde protein kinazlara gereksinim
gostermektedir, CBP/p300°iin HAT aktivitesi fosforilasyon durumuna bagli olarak
degisebilmektedir.

Farkli HAT aktivitesi i¢in farkli aktivatorler gerekmektedir (11, 38). HAT in
kendi katalitik aktivitelerinin 6tesinde fonksiyonlara sahip olabilirler; farklit HAT 1n
farkli histonlar1 veya histon olmayan proteinleri asetillemeleri 6zellikleri farklit HAT
katalitik alt birimlerinin birbirinden farkli o6zelliklere sahip oldugu diisiincesini
desteklemektedir (43, 47). Asetilasyon profilinin bu sekilde farklanmasi farkli gen
setlerinin optimal aktivasyonlart agisindan gerekli olabilmektedir. Ayrica, gelisimin
asamalarina ve farklilasmaya bagli olarak ayni genin optimal aktivite i¢cin farkli
HAT’lara ihtiya¢ duymasi da olasiliklar igerisindedir. Belirli bir genin aktivasyon
icin ayn1 HAT aktivitesine sahip olmas1 gibi bir gereklilik durumu da s6z konusu

degildir.
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Niikleer HAT’larin ¢esitli biyokimyasal metodlarla yapilan analizleri
sonucunda bir¢ok niikleer HAT 1n genellikle 20 veya daha fazla proteinden olusan ve
molekiiler agirliklar1 2 MDa olan ¢ok alt-birimli protein kompleksler olduklarini
ortaya koymustur (11, 22, 38). Bazal transkripsiyon kompleksinde en azindan bir
bilesenin HAT aktivitesine sahip oldugu bilinmekle birlikte bu bulgunun 6nemi
heniiz tam olarak aydinlatilamamistir. Yapilan in vivo aragtirmalar her ne kadar
histonlar ile karsilastirildiginda daha diisiik diizeyde olsa da komplekste yer alan
diger proteinlerin de asetile edildigini gostermistir (11, 22). Bu bulgu HAT aktivitesi
icin niikleozomal histon proteinlerinin uygun substratlar olmakla birlikte belki de
bazi HAT’larin 6zglin substratlarinin histon olmayan proteinler olabilecegi
diistincesini yaratmistir. GCNS, SAGA ve ATAC gibi biiylik komplekslerin katalitik
alt birimidir. SAGA kompleksi Adal-5, Spt3, Spt7, Spt8, ¢esitli TBP-associating
factors (TAFs) ve Tral’den olusmaktadir (30). Bu faktorler arasinda Ahcl’i 6zgilin
olarak sadece ADA kompleksinde yer almaktadir (2). ADA2 ve ADA3 gibi bazi
adaptor proteinler ise her iki komplekste de yer alan ortak proteinlerdir (51). Substrat
tanima motiflerine gore gruplandirilan GNAT ve MYST HAT komplekslerinin
spesifik substratlari, komplekste yer alan diger ilgili proteinler ve asetilledikleri

histon proteinleri Tablo 1’de verilmistir.
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Tablo 1. Substrat tanima motiflerine gore gruplandirilan HAT kompleksleri. Farkli
organizmalardan saflastirilan HAT ailelerinin asetilledikleri histon proteinleri ve
kompleks igerisinde yer alan diger ilgili proteinler (11).

HAT complexes of the GNAT family
SAGA SLIK ADA HAT-A2  SAGA ATAC PCAF STAGA  TFTC HATB Elongator Hpa2

(Sc) (Se) (Sc) (Sc) (Dm) (Dm) (Hs) (Hs) (Hs) (Sc) (S¢) (Se)
Catalytic subunit

GenS GenS GenS GenS GCNS GCNS PCAF GCNSL GCNSL Hatl Elp3 Hpa2
Histones modified

H2B/ H28/ H3 H3 H3 H3/H4 H3/H4 H3/H4 H3/H4 H2A/H4 H3 H3/H4

H3/H4 H3/H4

Associated complex subunits

Tral Tral TRA1 PAF400 TRRAP TRRAP Hat2 Elp1 Hpa2
Spt7 Spt7! SPT7 STAF657 Hif1 Elp2
Spt8 Elp4
Spt3 Spt3 SPT3 SPT3 SPT3 SPT3 ElpS
Spt20 Spt20 Elpb
Adal Adal ADA1 STAF42
Ada2 Ada2 Ada2 Ada2 ADA2B ADA2A ADA2
Ada3 Ada3 Ada3 Ada3 ADA3 ADA3 ADA3 STAFS4 ADA3
Sgf29 Sgf29 Sqf29 Sgf29 SGF29
Sgf73 Sqgf73 SCA7 SCA7
Ubp8 Ubp8 TAFSL TAFSL TAFSL
Sgf11 Sqf11 TAF6L TAF6L TAF6L
Tafs Tafs TAFS TAF9 TAF9 TAF9
Taf6 Taf6 TAF6 TAF10 TAF10 TAF10
Taf9 Taf9 TAF9 TAF12 TAF12 TAF12
Taf10 Taf10 TAF10B TAF2
Taf12 Taf12 TAF12 STAF36  TAF4

Rig2 STAF46 TAF5
Chd1 Chd1 TAF6

Ahcl WDA ATAC1
Ahc2 HCF1
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HAT complexes of the MYST family

NuA4 Pic. NuA4  NuA3 SAS TIP60 HBO1 MOZ/MORF  MSL
{Sc) (Sc) (Sc) (Sc) (Dm/Hs) (Hs) (Hs) (Dm)
Catalytic subunit
Esal Esal Sas3 Sas2 TIP60 HBO1 MOZ/MORF MOF
Histones modified
H2A/H4 H2A/H4 H3 H4 H2A/H4 H3/H4 H3 H4
Associated complex subunits
Tral Yngl Sas4 TRRAP ING5 ING5 MSL1
Yng2 Yng2 Taf14 Sas5 ING3 ING4 BRPF1 MSL2
Yaf9 Nto1 p400 JADE1 MSL3
Eafl BRD8 MLE
Eaf2 EPC1 roX RNA
Eaf3 EPC2
EafS DMAP1
Eaf6 RUVBL1 EAF6 EAF6
Eaf7 MRG15
Epll Epl1 BAF53a
Actl Actin
Arp4 GAS41

MRGX

MRGBP

FLJ11730

YL1

T1IP49a

T1P49b

TRCp120

2.3 ADA Protein Kompleksinin Onemi

Okaryotik organizmalarda DNA, histon proteinleri ile etkileserek kromatin
yapist seklinde paketlenmistir. Paketlenmis bu yap1 genetik bilginin ekspresyonu
tizerinde genellikle baskilayici bir etkiye sahiptir. Hiicre igerisinde kromatin-yeniden
diizenlenmeleri (chromatin-remodelling) ve kromatin modifikasyon (chromatin-
modifications) aktiviteleri ile kromatinin bu baskilanmis yapis1 degistirilerek RNA
Polimeraz II (RNA Pol II) transkripsiyonel mekanizmasinin bilesenleri tarafindan
erigilebilir ve tanimlanabilir bir konformasyon kazanabilmektedir. In vivo ve in vitro
caligmalar kromatinin temel bloklar1 olan niikleozom bilesenlerinin, DNA baglanma
bolgeleri i¢in transkripsiyon faktorleri ile yarigarak transkripsiyonu baskiladiklarini
gostermistir (11). Ancak transkripsiyon faktorlerinin, kromatin yapisinin kisitlayici
etkisi ile nasil miicadele ettikleri, gen ekspresyonunun regiilasyonunun anlagilmasi

bakimindan hala cevaplanmay1 bekleyen bir sorudur.

Transkripsiyonel aktivatdrler fonksiyon gosterebilmek i¢in DNA-baglanma

ve aktivasyon bolgelerine ihtiya¢ duyarlar. Aktivasyon bolgeleri, niikkleozomlarin
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yikimi/bozulmasi1 siirecini baglatabilmek i¢in histon proteinleri ile etkilesirler.
Aktivatorlerin histon proteinleri ile etkilesim kurabilmeleri igin potansiyel hedefleri
ise histonlarin amino-terminal (N-terminal) bolgeleridir -ki bu bolgeler niikkleozom
yapist ve stabilitesi i¢in ¢ok Onemli bir role sahip olmamalarina ragmen ileri
derecede diizenlenmis kromatin yapisinin olusumu ve niikleozomlarin histonlar
disindaki proteinler ile etkilesimleri ic¢in gereklidirler. Histonlarin N-terminal
bolgeleri ayrica asetilasyon, metilasyon, fosforilasyon, ADP-ribozilasyonu gibi
cesitli post-translasyonel modifikasyonlarin ve kromatinin transkripsiyonel olarak
inaktif formdan aktif forma gegmesi ile iligkili olan modifikasyonlarin gerceklestigi
bolgelerdir. DNA’ya baglanabilen transkripsiyonel aktivatorler, promotor bolgede
bulunan genel transkripsiyon mekanizmalari ile etkileserek, RNA Pol II araciligiyla
transkripsiyonunun baglamasini uyarmaktadirlar (52). Transkripsiyonun baslamasi
icin genellikle adaptor proteinlere gereksinim vardir; bu proteinlerin niikleozomlari
asetilleyerek ve destabilize ederek promotor bdlgede kromatin yapisinin agilmasina

yardimet olduklar diistiniilmektedir (53).

Bu tez projesi kapsaminda calisilan hADA2 bir transkripsiyonel adaptor
protein olup niikleozomal histonlarin asetilasyonu icin gerekli birgok HAT
kompleksinin bilesenidir. HAT komplekslerinin her biri en az ii¢ veya dort adaptor
protein igcermektedir; ADA1, ADA2, ADA3 ve HAT aktivitesine sahip GCNS5
proteinleri ADA kompleksinin temel bilesenleridir. Baz1 komplekslerde, ayrica farkli
olarak TAF’lar ve Spt proteinleri de bulunmaktadir. In vivo karakterizasyonu yapilan
HAT proteinlerinden her birinin biiyiikk protein kompleksleri ile iliskileri
bulunmustur. Ornegin GCN5 ve ADA proteinleri SAGA ve PCAF gibi SAGA
benzeri ¢oklu protein komplekslerinin bir pargasidir. In vitro ADAZ2 proteininin
fiziksel olarak GCNS5 hatta transkripsiyonel faktorler ve TATA-baglanma proteini
(TBP) ile direkt etkilesim iginde oldugu gosterilmistir (36, 53, 54). Daha ileri
caligmalarda SPT gen gruplari {iyelerinin  TBP fonksiyonundan etkilendigi
gosterilmistir (36, 55). Tiim bu verileri toplayacak olursak ortaya sdyle bir sonug
cikmaktadir; GCNS, ADA ve SPT proteinlerini igeren protein kompleksleri
transkripsiyonel aktivatorler ve transkripsiyon mekanizmasi bilesenleri arasinda
fiziksel bir koprii kurmaktadirlar. Bu kompleks asetil transferaz aktivitesine sahiptir
ve SAGA olarak adlandirilmaktadir (53, 56). Tablo 2°de SAGA kompleksinin maya,

insan ve Drosophila’ daki alt birimleri listelenmistir.
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Tablo 2. SAGA kompleksinin maya, insan ve Drosophila’daki alt birimleri.

SAGA  Yeast Human Dwvosophila
GenS (adad)  GCNS/PCAF Gens

Ada Adal ADAL/STAF42 Adal
Ada2 ADAZb Adazb
Ada3 ADA3 Ada3

Spt Spt8 ND ND
Spt20 {adas)  SPT20/FAM48A/p38IP  ND
Spt7 SPT7/STAFs5y CG6506
Spt3 SPT3 Spt3

Taf Tafs TAFsL Wda
Tafa TAFsL ND
Tafo TAFo/TAFh Taf
Taf10 TAF10 Taf10
Taf12 TAF12 Taf12
Tral TRRAP Tral
Sgf29 SGF29 (5TAF3s) CG30390

DUBm Ubp& UsP22 Nonstop
Sgfll ATXN7L3 Sgf11 (CG13379)
Sus] ENY2 ely)2
Sgf73 ATXN7 ND
Chd1 ND ND
Rtg2 ND ND

Bu kompleksle yapilan in vitro ¢alismalarda rekombinant proteinlerin serbest
histonlar1 asetilleyebilmesine ragmen niikleozomal histonlarin asetilasyonunun in
vivo HAT kompleksleri tarafindan gergeklestirilebiliyor olmasi, HAT proteinlerinin
genel bir oOzelligidir ve HAT aktivitesine sahip protein kompleksleri iiye
proteinlerinin kompleks icerisindeki etkilesimlerine dikkat ¢ekmektedir. Ornegin,
rekombinant yGCNS5 ve hGCNS, niikleozomal substratlar1 H3 ve H4’u
asetilleyememekte fakat serbest H3 ve H4’ii asetilleyebilmektedir. Bu rekombinant
proteinlerin substratlari olan niikleozomal histonlar1 asetilleyememesi, kompleksin
diger tiyeleri olan ADA ve SPT proteinlerinin yoklugundan kaynaklanmaktadir.
Ciinkii mayadan izole edilen SAGA ve ADA-GCN5 komplekslerinin ikisi de
niikkleozomal histonlar1 asetilleyebilmektedir. Bu durum ADA proteinlerinin
transkripsiyonel regiilasyondaki onemini ortaya koymaktadir ve ADA proteinlerini
iceren komplekslerin yap1 ve fonksiyonlarinin aydinlatilmasi, gen ekspresyonunun

diizenlenmesi konusunda 6nemli veriler saglayacaktir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Kullamlan Kimyasallar ve Kitler

Asagida Tablo 3’te deneylerde kullanilan kimyasal maddeler ve nereden

alindiklari listelenmistir.

Tablo 3. Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler ve temin edildikleri firmalar.

Kimyasal Firma-Adres
Adenin AppliChem, Darmstadt, Almanya
Agar AppliChem, Darmstadt, Almanya
Agaroz Basica LE, Prona, AB

Agaroz Gel-Ekstraksiyon Kiti

Invitrogen, Carlsbad, CA, ABD

3-Amino-1,2,4- triazole

Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Almanya

Amonyum Asetat

AppliChem, Darmstadt, Almanya

Asetik Asit

Merck, KgaA Darmstadt, Almanya

Dekstroz

Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Almanya

Diaminobenzidin

Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Almanya

DNA molekiiler agirlik standartlar1 (100

Fermantas, Waltham,

bp, 1000 bp) Massachusetts, USA
Drop-out Mix Clontech, USA
EDTA Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Almanya
Etanol Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Almanya
Etidyum Bromiir Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Almanya
HCI Merck, KgaA Darmstadt, Almanya
Histidin AppliChem, Darmstadt, Almanya
Losin Sigma Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim, Almanya

Maya ekstresi (Yeast extract)

AppliChem, Darmstadt, Almanya

Maya Nitrojen Baz1 (Yeast Nitrogen
Base) (Amonyum Siilfatli, Aminoasitsiz)

BD Difco, New Jersey, ABD

-Merkapto Etanol

Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Almanya

Metanol

Merck, KgaA Darmstadt, Almanya

NaCl

Sigma Aldrich Chemie GmbH,



http://en.wikipedia.org/wiki/Waltham,_Massachusetts
http://en.wikipedia.org/wiki/Waltham,_Massachusetts

Steinheim, Almanya
NaOH Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Almanya
NaOAc Merck, KgaA Darmstadt, Almanya
Pepton Merck, KgaA Darmstadt, Almanya
Potasyum asetat AppliChem, Darmstadt, Almanya
Plazmid DNA izolasyon Kkiti Fermantas, Waltham,
Massachusetts, USA - QiaGen
Protein molekiiler agirlik standardi Fermantas, Waltham,
Massachusetts, USA
PVDF Biorad, Hercules, CA, Amerika
Birlesik Devletleri
Sodyum dodesil siilfat (SDS) Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Almanya
Sukroz Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Almanya
Tastyict DNA (sonicated salmon sperm Clontech ,USA
DNA)
Triptofan Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Almanya
Tripton Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Almanya
Trizma baz Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Almanya
Urasil AppliChem, Darmstadt, Almanya
X-alpha gal Clontech, USA

3.2 Kullanilan Enzimler ve Antikorlar

Asagida verilen Tablo 4’te deneylerde kullanilan enzim ve antikorlar

listelenmistir.

Tablo 4. Deneyler siiresince kullanilan enzimler ve antikorlar.

Enzim/Antikor Firma
Anti-Myc mouse monoclonal ab Cell signalling
Large fragment DNA polimeraz Invitrogen, Carlshad, CA, ABD
Restriksiyon enzimleri Invitrogen - NEB, New England,
ABD - Fermentas
Taqg polimeraz Invitrogen, Carlsbad, CA, ABD -
Fermentas
T4 DNA ligaz Invitrogen, Carlshad, CA, ABD
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3.3 Kullanilan Cihazlar ve Arac-Geregler

Asagida verilen Tablo 5’te deneylerde kullanilan cihazlar ve ait olduklari

firmalar listelenmistir.

Tablo 5. Deneyler siiresince kullanilan cihazlar ve arag-geregler.

Cihazin Adi-Modeli

Firma-Adres

Derin Dondurucu (-80°C)

New Brunswick, Ingiltere

Derin Dondurucu (-20°C) -
Biomedical Freezer

Sanyo, San Diego, ABD

Digital Su Banyosu

Vwr, Pennsylvania, ABD

Evoparator-DNA 120

Thermo, Massachusetts, ABD

Hassas Terazi — BP121S ve BL600

Sartorius Biotech GmbH, Goettingen,
Almanya

Inkiibator

New Brunswick, Ingiltere

Inkiibator-GERHARDT

Gerhardt GmbH & Co. KG, Koénigswinter,
Almanya

Laminar air flow - Simif 11

Thermo, Massachusetts, ABD

0.22 pm steril filtre Sartorius
ministar single

Sartorius Biotech GmbH, Goettingen,

Mikropipet

Eppendorf, Finnpipet, Thermo,
Massachusetts, ABD

Orbital Calkalayici - KS501 D

Ika - Werke GmbH & Co. KG, Staufen,
Almanya

Otoklav - Hiclave HV-50L

Hirayama, Saitama, Japonya

PH metre - Level 1

Wissenschaftlich-Technische Werkstatten
GmbH, Weilheim, Almanya

Santriflij - EBA 12

Hettich, Kirchlengern, Almanya

Sogutmali Santrifiij-Micro 200R

Hettich, Kirchlengern, Almanya

SDS-PAGE sistemi

Biorad, Hercules, CA, ABD

Sogutmali Santrifiij- Micro 200R

Hettich, Kirchlengern, Almanya

Thermal cycler

Thermo, Massachusetts, ABD

UV Gorintiuleme sistemi

Vilber Lourmat, Cedex, Fransa

Vorteks - MS1 Minishaker

Ika - Werke GmbH & Co. KG, Staufen,
Almanya

3.4 Tamponlar ve Cozeltiler

Aksi belirtilmedigi takdirde kullanilan tiim ¢ozeltiler 0.22 pm steril filtreden
gecirilerek sterilize edildi ve oda sicakliginda saklandi. Cozeltilerin hazirlanmasinda

steril ultrasaf (UP) veya bidistile H20 kullanildi.
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3-Amino-1,2 4- triazole (3-AT)

1 M 3-AT steril dH,0 igerisinde ¢oziildii, steril filtreden gegirildi ve stok
¢ozelti porsiyonlanarak koyu renkli cam sise igerisinde -20 °C’de saklandi.
Agaroz

Aksi belirtilmedigi takdirde %1 agaroz 0.5XTAE tamponunda isitilarak
¢oziildii ve agaroz jel elektroforezi deneylerinde kullanilmak {izere uygun jel

tanklarina dokuldi.

Amonyum Persiilfat (APS) Stok Cozeltisi (%10) (0.5 mL)

0.05 gr APS steril dH,0 igerisinde ¢oziildii. +4°C’de saklandi.

Ampisilin Stok Cozeltisi (100 mg/mL)

100 mg/ml final konsantrasyonda olacak sekilde ampisilin steril dH20
icerisinde ¢oziildii ve steril filtreden gecirilerek sterilize edildi ve stok c¢ozelti

porsiyonlanarak -20°C’de saklandi.
CaCl, (1M

11.1 gr CaCl2 steril 1 It dH0 igerisinde ¢oziildii. Daha sonra istenilen
diliisyonlarda kullanildi. +4°C’de saklandi.

CoCly(%2

1 It igin 2 gr CoCl; steril UP H,0 igerisinde ¢6ziildii, steril filtreden gegirildi ve

stok ¢ozelti oda sicakliginda saklandi.

Coomassie Boyama Cozeltisi (1L)

2,5 ml Coomassie Brilliant Blue G250, 500 ml metanol, 100 ml asetik asit

igerisinde ¢oziildiikten sonra filtre edildi ve oda sicakliginda saklanda.

Etidyum Bromide Stok Cozeltisi

10 mg/ml stok Etidyum bromide (Et-Br) hazirlandi. +4°C’de saklandi.

Glukoz (100 mL)

20 gr glukoz steril dH20 igerisinde ¢oziildii ve maya besi ortamlarina ilave

edilmek iizere besi ortamlarindan ayr1 olacak sekilde otoklavlanarak steril edildi.
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Kanamisin Stok Cozeltisi (50 mg/mL)

50 mg/ml final konsantrasyonda olacak sekilde kanamisin suda ¢oziildii ve
steril filtreden gecirilerek sterilize edildi ve stok ¢ozelti porsiyonlanarak -20°C’de

saklandi.

Lizis Soliisyonu (Mayadan protein ekstraksiyonu amaciyla kullanilmistir)

1.85 M NaOH, 7.4 % B-mercaptoethanol

SDS-PAGE Resolving (Ayirma) Jel Tamponu

% 1 (w/v) SDS, 1.5 M Tris/HCI (pH 8,8)

SDS-PAGE Stacking (Yiikleme) Jel Tamponu

% 1 (w/v) SDS, 1.0 M Tris/HCI (pH 6,8)

SDS-PAGE Yiiriitme Tamponu (Tris-Glisin Elektroforez Tamponu) (1L)

25 mM Tris, 250 mM Glisin (Elektroforezde kullanim amagli, pH 8.3), 1 gr
SDS

2XSDS-PAGE Ornek Yiikleme Tamponu (1L)

100 mMTris.HCI (pH 6.8), 200 mM dithiothreitol, 40 gr SDS (Elektroforezde
kullanim amagli), 2 gr bromfenol mavisi, 20 ml gliserol. Tampon hazirlandiktan

sonra porsiyonlanarak -20°C’de saklandi.

Western Transfer Tamponu (pH 8.3) (1L)

25 mM Tris, 192 mM glisin, % 0.037 (w/v) SDS (Elektroforezde kullanim
amagl1), 200 ml metanol (pH 8.3). +4°C’de saklandi.

Western Bloklama Tamponu (50 mL)

2,5 gr yagsiz siit tozu TBST tamponu igerisinde kullanimdan hemen 6nce taze

olarak hazirlandi.
10XTAE (1L)

48.5 gr Tris, 11.4 ml Glasiyal asetik asit, 20 ml 0.5 mM EDTA pH 8.0
1XTBS

50 mM Tris.HCI (pH 7.4), 150 mM NacCl
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%50 TCA (100 mL)

50 gr TCA steril dH,0 igerisinde ¢oziildii ve stok ¢ozelti 4°C’de saklandi.
10XTE

100 mM Tris-HCI (pH 8.0), 10 mM EDTA ve stok ¢ozelti oda sicakliginda

saklandi.

10XLiOAc (1.0 M)

1.0 M LiOAc steril dH0igerisinde ¢oziildii, steril filtreden gegirildi ve stok

¢oOzelti oda sicakliginda saklandi.

% 50 Polyethylene glycol (PEG) (100 mL)

50 ml polyethylene glycol steril UP H0 igerisinde hazirlandi ve stok ¢ozelti

oda sicakliginda saklandi.

TE/LiOAc (1mL)

Cozelti kullanimin hemen Oncesinde taze olarak hazirlanmistir.

100 pL 10x TE
100 pL 10x LiOAc
800 uL steril UP H20

PEG/TE/LiOAC (1 mL)

Cozelti kullanimin hemen 6ncesinde taze olarak hazirlanmistir.

100 uL 10x TE
100 pL 10x LiOAc
800 pL 50% PEG

IXTBST (1L)
50 mM Tris.HCI (pH 7.4), 150 mM NaCl, 1 ml Tween 20

X-alfa Gal (20 mag/mL)

20 mg/mL X-alfa gal N, N-dimetilformamid igerisinde ¢6ziildi ve stok ¢ozelti

koyu renkli cam sise igerisinde -20°C’de saklandi.
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3.5 Protokoller

3.5.1 Biiyiime ortamlari

Hazirlanan biliylime ortamlarinin sterilizasyonu otoklavda (121 °C, 2 bar, 20
dakika) gergeklestirildi. Segici agar besi ortamlarin hazirlanmasi igin ortamlarin
sicakligi yaklasik 50-55 °C’ye getirildi ve uygun konsantrasyonda hazirlanmis ve
steril filtreden geg¢irilmis antibiyotik ¢ozeltisi eklendi. Yine maya besi ortamlari
hazirlanirken % 20 dekstroz ortamlarin sicakligi yaklasik 50-55 °C’ye getirildikten
sonra eklenmistir. Besi ortamlar1 hazirlandiktan sonra +4°C’de saklandi. Kullanilan

biiyiime ortamlar1 ve icerikleri asagida listelenmistir (57).

3.5.1.1 Bakteri (E.coli) Biiyiime Ortamlari

Bakteri  hiicrelerinin  biiylitiilmesinde rekombinant E.coli  suslarinin
biiyiitiillmesinde ve kiiltivasyonunda en yaygin olarak kullanilan zengin besi ortami

olan Luria-Bertani (LB) besi ortami1 kullanildi.

3.5.1.2 Maya (S. cerevisiae) Biiyiime Ortamlari
YPD ve YPDA,;

YPD, ayrica YEPD olarak bilinen S. cerevisiae maya suslarinin biiyiitiilmesinde en
yaygin olarak kullanilan zengin besi ortamudir. Igeriginde optimum biiyiime
kosullarim1 saglanmasimna yardimci olan aminoasitler, niikleotidler, vitaminler ve
temel metabolitler bulunmaktadir. Bazi maya suslar1 Adenin geninde (ADE2)
mutasyon tagirlar ve bu hiicrelerde kirmizi pigment birikimi gerceklestiginden agar
besi orataminda biiyliyen bu hiicreler fenotipik olarak kirmizi renkli koloniler
seklinde gozlenirler. Kirmizi pigmentlerin birikimi biiylimeyi yavaglatir ve besi
ortamina adeninin eklenmesi bu pigment birikimini yavaglatarak biiylime oraninin
artmasin1 saglar. YPDA besi ortamina eklenen adeninin konsantrasyonu maya

suslarina gore farklanabilmektedir (58).
Minimal (Synthetic Dropout, SD) besi ortami;

SD, mayada spesifik besin belirtegleri tasiyan maya vektorleri ile transforme
edilen maya hiicrelerinin ve spesifik fenotiplerin se¢cimi amaciyla kullanilmaktadir.
Iceriginde tuzlar, vitaminler, azot (Yeast Nitrogen Base; YNB) ve karbon (dekstroz)

kaynagi, temel niikleotidler ve gerekli aminoasitler bulunmaktadir. X-alfa gal ve
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3’ AT kimyasallar1 minimal besi ortamlar steril edildikten sonra sicakligi 50-55°C’ye

ulastiginda eklenmistir. Besi yerlerinin icerikleri Tablo 6’da verilmistir.

Tablo 6. Mikroorganizmalarin Dbiiyiitilmesinde kullanilan besi ortamlarinin

igerikleri.
Besi Ortamm Organizma Besi Ortam Icerigi
LB (1L) Bakteri 5 gr Bacto yeast ekstrakt, 10 gr NaCl, 10 gr
Tripton (pH 7.0)
LB-Agar (1L) Bakteri LB besi ortamina 15 gr Bacto-Agar eklenerek
hazirlandi.
SD Besi Ortami Maya 10 g stiksinik asit, 6.0 g NaOH, 6.7 g YNB, 1.1
(1L) g Aminoasit karisimi (Synthetic dropout mix)#*
100 mL %20 dekstroz (5 gr)
SD Agar (1L) Maya SD besi ortamina 15 gr Bacto-Agar eklendi.
YPDA (1L) Maya 10 gr maya ekstrakti, 20 gr pepton, 20 gr
dekstroz (D-Glukoz), 100 ml Adenin (3 mg/ml)
YPDA-Agar (1L) Maya YPDA besi ortamina 15 gr Bacto-Agar
eklenerek hazirlandi.

* Aminoasit karisiminin igerigi hazirlanmasi planlanan besi ortamina bagli olarak belirlenmektedir.

3.5.2 Mikrobiyolojik Metodlar

3.5.2.1 Sterilizasyon

Istya dayanikli ¢ozeltiler ve biiylime ortamlar1 kullanilmadan 6nce otoklavlandi
(20 dakika, 121 °C ve 2 bar). Pipet uglart (40 dakika, 121 °C ve 2 bar)
otoklavlanarak steril edildikten sonra kullanildi. Sicakliga dayanikli olmayan
cozeltiler stok ¢ozelti olarak hazirlandi ve 0.2 um membran filtreden gecirilerek steril
edildi.

3.5.2.2 Bakteri ve Maya Hiicrelerinin Inkiibasyon ve Saklama Kosullari

E. coli hiicreleri 37 °C’de sivi LB besi ortaminda inkiibe edildi. Karistirma hizi
250 rpm olarak belirlendi. Plazmid tasiyan hiicreler i¢in biiyiime ortamina ilgili
antibiyotikler, son konsantrasyonlar1 75 pg/ml ampisilin, 30 pg/ml kanamisin olacak
sekilde eklendi. Hiicre siispansiyonu ilgili antibiyotigi igeren LB agar petrilere
transfer edildi, gece boyunca (yaklasik 16 saat) 37 °C’de inkiibe edildi ve plate
ortaminda tek diisen koloniler sec¢ildi. Kisa siireli saklama amaciyla petriler veya

hiicre slispansiyonlar1 4°C’de buzdolabinda bekletildi. Uzun siireli depolama igin sivi
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kiiltiir ortaminda biiyiitilen hiicreler ile % 25 gliserol icerecek sekilde stoklar

hazirlanarak -86 °C’de saklandi.

S.cerevisiae hiicreleri ise 30°C’de YPDA veya SD sivi/plate besi ortaminda
biiyiitiildii. Bakteri hiicrelerinde oldugu gibi kisa siireli saklama amaciyla petriler
veya hiicre siispansiyonlart +4°C’de buzdolabinda saklanirken, uzun siireli depolama
icin sivt kiiltiir ortaminda biiyiitilen hiicreler ile % 25 gliserol icerecek sekilde

stoklar hazirlanarak -80 °C’de saklandi.

3.5.2.3 Kimyasal Kompetent E.coli Hiicrelerinin Hazirlanmasi

Bakterilerin ¢ogu yabanc1t DNA molekiillerini biiyiime ortamindan hiicre i¢ine
alabilir. Ancak bu yolla alinan DNA hiicre tarafindan parcalanir. Eger DNA
molekiilii bir plazmid ise ve plazmidin replikasyon orjini konakgr tarafindan
taniniyorsa, plazmid pargalanmaz ve hiicrede ¢ogalabilir. Laboratuvar kosullarinda
E.coli ve diger birgok bakteri tiiriiniin ise normal sartlarda hiicre icine alabilecegi
DNA miktar1 sinirlidir. Transformasyon etkinliginin arttirilmasi icin fiziksel ve/veya
kimyasal islemlere maruz kalmis hiicreler kompetent olarak isimlendirilmektedir.
Kimyasal kompetent hiicre hazirlanmasinda kullanilan CaCl;’iin, DNA’nin negatif
yikiini maskeledigi ve hiicre duvarinda porlarin agilmasini  sagladig
diistiniilmektedir. Bu islem sirasinda DNA’nin hiicreye girisini saglayan 42°C’de
gerceklestirilen 1s1 sokudur. Kimyasal kompetent hiicre hazirlanmasinda su islemler

uyguland: (57).

E.coli hiicreleri -86°C’deki stoktan LB agar besi yerine transfer edildi ve
37°C’de ~16 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan plate ortaninda tek diisen
bir koloni segilerek 10 mL'lik steril cam tiip igerisinde 2 mL sivi LB besi ortamina
inokiile edildi ve calkalayicili inkiibatorde 37°C’de ~16 saat inkiibasyona birakild:.
Inkiibasyon sonucu ¢ogalmis bakteri siispansiyonu 1:100 seyreltme oraninda 100 mL siv1
LB besi ortamina transfer edildi ve ¢alkalayicili inkiibatdrde 37°C’de O.Dgg degeri 0,3-
0,5 ulasincaya kadar, yaklasik 2-2,5 saat, inkiibasyon devam edildi. Inkiibasyon siiresinin
bitiminde bakteri siispansiyonu 4000 rpm'de 5 dk santrifiijlendi ve bakteri pelleti elde
edildi. Pellet, buz iizerinde sogutulmus ve taze hazirlamig olan 0.1 mM CaCl,
cozeltisinden 20 mL eklenerek resiispande edildi ve 1 saat buz {izerinde bekletildi. Buz
tizerinde inkiibasyonu takiben bakteri siispansiyonu 4000 rpm’de 5 dk santrifiijlendi ve

supernatant uzaklastirildi. Pellet {izerine 2 mL, %15 gliserol igeren 6nceden sogutulan
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0.1 mM CaCl; ¢ozeltisi konularak, yeniden siispande edildi. Hiicreler, daha sonra 100
ul olacak sekilde 6nceden sogutulmus ependorf tiiplerine porsiyonlanarak -86°C’de

sakland.

3.5.2.4. Kimyasal Kompetent E. coli Hiicrelerine Transformasyon

-86°C’de depolanan 100 pl hacmindeki kimyasal kompetent hiicreler buz
tizerine alind1 ve buz lizerinde yaklasik olarak 15 dakika kendiliginden erimeleri i¢in
inkiibasyona birakildi. Hiicreler buz iizerinde eritildikten sonra kompetent hiicre
iceren her bir tiipe 20-100 ng plazmid DNA ilave edildi. Orneklere buz iizerinde 30
dk, 42°C’de 75 saniye ve buz iizerinde 5 dk inkiibasyon adimlar1 sirastyla uygulandi.
Hiicrelere 800 pL LB sivi besi ortami eklendi ve 37°C’de 1 saat karistirilmadan
inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan 6rnekler 8000 rpm’de 2 dk santrifiijlendi ve
besi ortamimin bir kismi yaklastk 600 pL hacmi uzaklastirildi. 100 pL hiicre
slispansiyonu segici antibiyotik igeren LB agar besi ortamina ekildi. Hiicreleri igeren

LB plateleri 37°C’de ~16 saat inkiibasyona birakild1.

3.5.2.5 Bakteriden Plazmid DNA Izolasyonu (Mini-prep)

E. coli’den plazmid DNA izolasyonu i¢in Fermentas marka GeneJET™
Plasmid Miniprep kit kullanildi. ~16 saat inkiibe edilen s1vi LB besi yerinde 1.5 ml
hacmindeki hiicre siispansiyonu 8000 rpm’de 2 dk santrifiijlendi. Plazmid DNA
izolasyonlar1 kitte verilen protokole uygun olarak yapildi. izole edilen plazmid

DNA’larn1 -20°C’de saklanda.

3.5.2.6 Maya Hiicrelerinin Transformasyonu ve Ko-Transformasyonu

Transforme edilecek S. Cerevisiae maya susu AH109 -86°C’deki stoktan
YPDA agar besi yerine transfer edildi ve 30°C’de yaklasik 16 saat inkiibasyona
birakildi. Gece boyu inkiibasyonun ardindan plate ortaminda tek diisen bir koloni segilerek 1.5
mL’lik stvi YPDA besi yerine inokiile edildi. Maya hiicreleri 30°C’de gece boyu 250
rpm’de karigtirilarak biiyiitiildi. Ertesi giin biiyliyen maya hiicrelerinden 200 pl
alinip 1:100 oraninda seyreltme yapilarak 2ml hacmindeki sivi YPDA besi yerine
inokiilasyon yapildi ve hiicreler 30°C’de 4-6 saat galkalanarak inkiibasyona devam
edildi. Inkiibasyon siiresinin bitiminde hiicreler steril ependorf tiiplerine transfer
edilerek 7000 rpm’de 20 sn santrifiij edildi. Santrifiij islemini takiben siipernatant
uzaklastirildi ve hiicre pelleti 5nce 1 ml distile su ardindan ile 1ml 1XLIOAC/1XTE
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ile yikandi. Ayni kosullarda santrifiij islemi yapilarak siipernatant uzaklastirildi ve
ardindan hiicre pelleti 100 uL hacimde 1XLIOAC/1XTE igerisinde resuspande edildi
hiicre stispansiyonu bir transformasyon i¢in 50 pl’lik hacimlerde iki ependorf tiipe
paylastirildi. 1 pl transforme edilmek istenen plazmid DNA’s1, 10 mg/mL tasiyici
DNA (sonicated salmon sperm DNA) ve 400 ul %40 PEG4000X1XLIOAC/1XTE
eklendi ornekler yavasca alt-iist edilerek karistirildi ve ilk olarak 30°C’de 30 dk ve
ardindan 42°C’de 20 dk inkiibe edildi. inkiibasyon siiresinin bitiminde érnekler 5000
rpm’de 1 dk santrifiij edildi. 200 pl sivi YPDA eklenerek hiicre pelleti restispande
edildi ve 30°C’de 1 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresinin dolmasindan
sonra 100 ul hacminde hiicre siispansiyonu segici besi ortamina ekildi ve 30°C’de 3-

5 giin inkiibe edilerek transformantlarin biiytimesi takip edildi.

3.5.2.7 Mayadan Protein Ekstraksiyonu (Alkali Lizis/TCA Coktiirmesi)

Maya hiicrelerinden protein ekstraksiyonu icin alkali lizis/TCA ¢oktiirmesi
kullanilmistir. Bu amagcla secici besi ortaminda biiyiitiilen ilgili maya hiicresine ait
tek diisen bir koloni 1.5 ml uygun segici kiiltiir ortamina transfer edildi ve 30°C’de
~16 saat 250 rpm’de karistirilarak biiyiitiildii. Ertesi giin biiyliyen maya hiicreleri
steril ependorf tiiplerine transfer edildi ve 4000 rpm’de 1 dk santrifiij edilerek
slipernatant uzaklastirildi. Hiicre pelleti buz tizerinde sogutulmus 200 upL lizis
tamponu igerisinde vortekslenerek tamamen resiispanse edildi ve buz tlizerinde 10 dk
inkiibe edildi. Inkiibasyon sirasinda &rnekler belirli araliklarla vortekslenerek
karistirildi. Ardindan hiicre silispansiyonu iizerine sogutulmus olan %50 TCA
cozeltisinden 200 uL eklendi ve 6rnekler hafifce vortekslenerek buz lizerinde 10 dk
inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin bitiminde ©rnekler 14000 rpm’de 1 dk
santrifiijlendi ve supernatant uzaklastirildi. Pelet {izerine buz lizerinde sogutulmus
aseton eklendi ve vortekslenerek resiispande edildi. Ornekler 14000 rpm’de 1 dk
santrifiijlendi. Aseton ile yikama islemi iki kez tekrar edildi. Son santrifiij isleminin
ardindan supernatant uzaklastirildi, pellet tamamen kurutulmalarmin ardindan daha

sonra kullanilmak {izere herhangi bir tampon eklemeden -20 °C’de saklandi.
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3.5.3 Molekiiler Biyoloji Teknikleri

3.5.3.1 DNA Fragmentlerinin Standart Polimeraz Zincir Reaksiyonu

(Polymerase Chain Reaction; PCR) ile Cogaltilmasi

PCR, hedef bir DNA molekiiliiniin in vitro kosullarda enzimatik olarak
amplifikasyonu esasina dayanir (59). DNA’nin denatiirasyonu, primerlerin
baglanmas1 ve enzimatik DNA sentezi (uzama) adimlarinin tekrarlanmasiyla DNA
fragmentleri iissel olarak cogaltilir. DNA molekiilii denatiire edildikten sonra,
primerler tek iplikli DNA molekiilleri iizerinden kendilerine tamamlayici olan
bolgelere baglanir. DNA polimeraz enzimi, uygun tampon ve dort ¢esit deoksiriboz
niikleozid trifosfat (ANTP) varliginda, primerin 3’ hidroksil ucundan baglayarak

zincirin uzamasini saglar.

PCR 25 pl hacimde, termal cycler’da gergeklestirildi. PCR i¢in kullanilan
reaksiyon kompozisyonlari su sekildedir; reaksiyon 50-100 ng kalip DNA, 2.0 U Taq
DNA polimeraz, 1 U ID ProofDNA polimeraz, 1X reaksiyon tamponu, 2.0 mM
MgCl;, 0.2 mM dNTP karisimi ve her bir primerden 0.4 uM olacak sekilde

uygulandi. Amplifikasyon i¢in uygulanan reaksiyon kosullar1 Tablo 7°de verilmistir.

Standart PCR reaksiyonu su sekilde uygulandi:

Tablo 7. DNA amplifikasyonu i¢in kullanilan PCR reaksiyonu kosullar.

PCR Basamag@ Sicaklik-Siire
Baslangi¢ Denatiirasyonu 94°C-4 dak
(Initial Denaturation)
Denatiirasyon (Denaturation) 94°C-30 sn
Primer baglanmasi (Annealing) 64°C-40 sn
Uzama (Extention) 72°C-2dk
Son uzama (Final Extention) 72 °C-10 dk

PCR reaksiyonunda denaturasyon-uzama basamaklar1 35 dongii olarak uygulandi.

Primerlerin optimum baglanma sicaklig1 (TB) GC-igerigi ve primer uzunlugu
dikkate alinarak asagidaki formiil yardimiyla hesaplandi (Chester and Mars-hook,
1993).
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TM = 69,3 + 0,41 . (%GC) - 650/n

(TM Primer erime sicakligi (°C), % GC Primerlerin GC-igerigi (%), n Primerin
icerdigi niikleotid sayisina karsilik gelmektedir)

TB=TB1+TB2/2 - 3°C

(TB Baglanma sicakligi (°C), TB1 ve TB2 5" ve 3’ primerlerin erime
sicakliklarina karsilik gelmektedir)

3.5.3.2 Cift iplikli DNA’nin Restriksiyon Endoniikleazlarla Kesimi

Restriksiyon enzimleri (RE) (EC 3.1.2.1.4) ilk kez Bertani ve Weigle
tarafindan bakteriyofaj A ile infekte edilen E. coli bakterisinde yapilan ¢alismalarda
gozlenmistir (60). Bu enzimler, ¢ift sarmalli DNA molekiillerini 6zgiin niikleotid
tanima dizilerinden kesen endoniikleazlardir. Bu enzimler etki 6zellikleri bakimindan
Tip I, Tip II ve Tip III olarak smiflandirilirlar, ancak substrat DNA’larina 6zgiin

olmalar1 nedeniyle gen miihendisliginde yalnizca Tip II enzimleri kullanilmaktadir.

Restriksiyon enzimleri deoksiriboz ile fosfat gruplari arasindaki fosfodiester
baglarina etki etmektedir ve bu nedenle kesim sonucu 5'-fosfat ve 3'-hidroksil uglari
olugsmaktadir (57). Deneylerimizde restriksiyonel kesim reaksiyonlari; toplam
reaksiyon hacmi 15-20 pl olacak sekilde en fazla 2 ug plazmid DNA’s1, ilgili
restriksiyon enzimi/enzimleri ile uygun reaksiyon tamponu varliginda 1-2 saat
enzimin aktivite gosterdigi sicaklik derecesinde (genellikle 37 °C) muamele edildi.
Iki restriksiyon enziminin birlikte kullamldigi durumlarda enzimlerin tampon
igerikleri ve aktivite gosterdikleri sicakliklar géz Oniine alinarak uygun kesim
reaksiyonu kosullart saglanmistir. Kullanilan restriksiyon enzimlerinin toplam hacmi,
reaksiyon hacminin %10’unu agsmayacak sekilde hesaplandi. Bu sekilde restriksiyon
enzimlerinin depolanmasi i¢in kullanilan gliserinin aktiviteyi etkilemesi engellendi.
Restriksiyon enzimleri ile muamele edilen 6rnekler uygun konsantrasyonda agaroz

jel elektroforezine uygulandi ve kesim iirlinleri UV 151k altinda goriintiilenerek analiz
edildi.

3.5.3.3 Agaroz Jel Elektroforezi

DNA molekiillerinin ayristirilmasinda, tanimlanmasinda ve saflastirilmasinda

yaygin olarak kullanilan metodlar poliakrilamid (PAGE) ve agaroz jel
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elektroforezleridir (57). Bu metodlarin ilkesi; yapisindaki fosfat grubu nedeniyle
negatif yiike sahip olan DNA molekiillerinin elektriksel alanda pozitif elektroda
dogru hareket etmesidir. Bu islemde jel porlar1 nedeniyle kii¢ciik DNA molekiilleri
daha hizli hareket ederler. DNA’nin jelde goriintiir hale gelebilmesi Et-Br’iin
interkalasyon 6zelligi ile DNA baglar1 arasina baglanarak 300 veya 360 nm’de 15181
absorbe etmesi sonucu fluoresan etki gostermesi ile ger¢eklesmektedir. Bu etki DNA
konsantrasyonuna bagli olarak kuvvetli veya zayif olabilir. Deneylerimizde DNA
molekiillerinin goriintiillenmesinde aksi belirtilmedigi takdirde 1XTAE tamponu
icerisinde kaynatilarak ¢oziildii ve 50-60°C’ye kadar sogutulmasinin ardindan jel
linitesine yayilan agarozun katilasmasi beklendi. DNA Ornekleri uygun DNA
molekiiler agirlik standardi ile birlikte yine uygun hacimde DNA jel ylikleme
tamponu eklenerek jele yiiklendi. DNA 6rneklerinin jelde goriintiilenmesi amaciyla
0.5 pg/ml Et-Br iceren boyama soliisyonu hazirlandi ve jel 20 dk Et-Br soliisyonu ile
boyandiktan sonra destile su ile yikanarak goriintiileme sistemi yardimiyla

goriintlilendi.

3.5.3.4 DNA Fragmentlerinin Agaroz Jelden Ekstraksiyonu

Uzun dalga boylu UV 151k altinda goriintiilenen DNA fragmentleri temiz bir
bistliri yardimiyla jelden kesildi ve steril eppendorf tiiplerine transfer edildi.
DNA’nin agaroz jelden ekstraksiyonu Nucleospin®II kiti kullanilarak kitte verilen
protokole uygun kosullarda yapildi. Jelden ekstrakte edilen DNA’lar -20 °C’de

saklandi.

3.5.3.5 Ligasyon

Ligasyon igin restriksiyon enzimleri ile muamele edilmis insert (hedef DNA
bolgesi):vektér orani 1:3 mol oraninda olacak sekilde reaksiyon hazirlanmistir.
Reaksiyon 15 pl hacimde gergeklestirildi. Reaksiyon karigimina 1 U T4 DNA ligaz
ve 1X konsantrasyonda enzimin ticari olarak satin alindigi firmanin dnerdigi tampon
eklendi. Reaksiyon karigimi gece boyu 16 °C’de inkiibe edildi. Kimyasal kompetent

E.coli hiicrelerinin transformasyonu i¢in ligasyon karigiminin 10 pl’si kullanilda.
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3.5.3.6 Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS PAGE)

SDS-PAGE (Laemmli, 1970) igin jel Tablo 8’de belirtildigi sekilde hazirlands;

Tablo 8. %12 SDS-PAGE jel hazirlanmasinda kullanilan ¢ozeltiler.

Resolving Jel (Ayirma) Stacking Jel (Yiikleme)

(%012) (%5)

Tampon 3.8 ml 0,63 ml

%30 (W/v) 6 ml 0,83 ml

Akrilamid/Bisakrilamid
Cozeltisi (19:1)
H,O 4,9 ml 3,4 ml
Tetrametiletilendiamin 0,006 ml 0,005
Amonyum Persiilfat 0,15 ml 0,05
(%10)

SDS (%10) 0.15 ml 0,05

SDS-PAGE’e uygulanacak oOrnekler 1:1 oraninda 2XSDS-PAGE o6rnek
yiikleme tamponu ile karistirildi ve 95 °C’de 5 dk inkiibe edildi. SDS-PAGE’e 10 ul
ornek uygulandi ve 30 mA, 100 V altinda analiz edilen proteinin molekiiler

biiyiikliigiine bagli olarak 1.5-2 saat jelde yiiriitiildii.

3.5.4 Maya 2 Hibrit Deneyleri

3.5.4.1 hADA2A ve hADA2B Proteinlerini Kodlayan Gen Bélgelerinin Maya

Plazmidine Klonlanmasi

Protein-protein  etkilesimlerinin maya 2 hibrit yontemi ile belirlenmesi
planlanmistir. Calisma kapsaminda daha énce Y2H taramasi ile hADA3 proteini ile
etkilesimleri ilk kez tarafimizdan rapor edilen (5) fosfataz grubu proteinlerden
PPP1R7 ve PPP2R5D ile transkripsiyon faktorleri olan PHF21A ve AATF
proteinlerinin hADA3 ile aynm1 komplekste yer alan hADA2A ve hADA2B
proteinleri ile etkilesimlerinin karakterize edilmesi hedeflenmistir. Bu amacla
hADA2A ve hADA2B genlerinin protein kodlayan niikleotid dizilerinin maya
baglanma domain (BD) plazmidi olan pGBKT7 plazmidine (Sekil 2) klonlanarak,
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aktivasyon domain (AD) igerisinde klonlanmig olan aday proteinler ile
etkilesimlerinin maya hiicrelerinde test edilmesi planlanmistir. Sekil 2’de
goriildiigiic gibi pGBKT7 vektorii triptofan (Trp) prototrof bir vektér olup

kanamisin (KAN) direng geni igermektedir.

Hind 11
(6544 )

f1
ori Paps s
GAL4

-

pGBKT? 77 & ADHI
1.3 kb

Kan" .

Sekil 2. pGBKT7 vektoriiniin gen haritast.

Hind 11
[1608)

pucC
ori

hADA2A PCR iirlinii, PCR isleminde kullanilan 6zgiin primerlerin tagidigi
BamHI/Pstl restriksiyon tanima dizileri kullanilarak ayni restriksiyon enzimleri
ile kesilmis olan maya pGBKT7 BD vektoriine klonlanmigtir. Bu islem igin ilk
olarak kullanilan restriksiyon enzimlerinin aktiviteleri teyid edilmis sonrasinda
gerceklestirilen kesim reaksiyonlar1 agaroz jelde kontrol edilmistir. Bu islemler
ayn1 sekilde pGBKT7 BD vektorii icin de uygulanmistir. Kesim reaksiyonlar
ile elde edilen fragmanlar klonlamada kullanilmak iizere uygun konsantrasyonda
hazirlanmis olan agaroz jelde aynstirilmis, insert ve vektor icin beklenen
spesifik fragmanlar agaroz jelden ekstrakte edilmistir. Ekstraksiyon sonucu elde

edilen DNA fragmanlar1 agaroz jelde tekrar kontrol edilmistir.

PCR yontemi ile ¢ogaltilan hADA2B proteininin kodlayan gen bolgesi, PCR
amplifikasyonu i¢in kullanilan 6zgiin  primerlerin = tasidigi ~ EcoRI/BamHI
restriksiyon tanima dizileri kullanilarak ayni restriksiyon enzimleri ile kesilmis
olan maya pGBKT7 -BD vektoriine klonlanmistir. Daha 6nce belirtildigi sekilde
oncelikle restriksiyon enzimlerinin aktiviteleri teyid edilmis ve ardindan

gerceklestirilen kesim reaksiyonlar1 agaroz jelde kontrol edilmistir. Bu islemler
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aynt  sekilde vektor (pGBKT7) DNA’st i¢in de uygulanmistir. Kesim
reaksiyonlart ile elde edilen fragmanlar klonlamada kullanilmak iizere agaroz jelde
ayristirilmig, insert ve vektor i¢in beklenen spesifik fragmanlar klonlamada
kullanilmak iizere agaroz jelden ekstrakte edilmistir. Ekstraksiyon sonrasi elde
edilen DNA fragmanlarmin kontrolii &rneklerin agaroz jelde ayristirilmasiyla

yapilmustir.

Restriksiyonel kesim analizleri ve agaroz jel ekstraksiyonlarinin ardindan
BD vektorii ile hADA2A, hADA2B fragmanlari T4 DNA Ligaz enzimi ile
16°C’de gece boyu ligasyon reaksiyonuna birakilmigtir. Ligasyon reaksiyonunu
takiben, kimyasal olarak kompotent hale getirilmis olan E.coli DH5-o bakteri
hiicreleri ligasyon reaksiyon tiriinleri ile transforme edilmistir. Transformantlar dogru
klonu alabilen bakteri hiicrelerini belirleyebilmek amaciyla 30 upg/mL
konsantrasyonunda kanamisin antibiyotigi iceren LB agar besi ortamlarina transfer
edilmis ve kiltirler 37°C’de ~16 saat inkiibe edilmistir. Agar ortaminda
biiyliyen koloniler yine ayni1 konsantrasyonda kanamisin antibiyotigi igeren Sivi
LB besi ortamina transfer edilerek 37°C’de ~16 saat inkiibe edilmis, biiyliyen
kolonilerden plazmid DNA izolasyonlar1 yapilmustir. izole edilen plazmid DNA’lar1

her bir gen iriiniine spesifik olan restriksiyon enzimleri ile kontrol edilmistir.

3.5.42 AH109 Maya Susunun pGBKT7-hADA2A ve hADA2B Rekombinant

Plazmidleri ile Transformasyonu ve Proteinlerin Ekspresyonlari

Y2H yontemi plazmidin konak¢i maya hiicre igerisinde ekspresyonunu
gerektirmektedir. Bu nedenle S. cerevisiae AH109 maya susu pGBKT7- hADA2A
ve hADA2B klonlari ile transforme edilmis ve western blot yontemi ile anti-Myc
mouse monoklonal antikor kullanilarak s6zii edilen proteinlerin ekspresyonlari
analiz edilmistir . hADA2A, hADA2B proteinleri igin gozlenen bandlarin
beklenen biiylikliikte (sirasiyla ~51, 49 kDa) oldugu belirlenmis ve proteinlerin

maya igerisinde basarili bir sekilde eksprese edildigi verifiye edilmistir.
3.5.4.3 hADA2A ve hADAZ2B Proteinlerinin Mayada Toksisite Testleri

hADA2A ve hADA2B genlerinin maya igerisinde ekspresyonu sonucu
sentezlenen sirasiyla hADA2A ve hDA2B proteinlerinin mayada herhangi bir toksik

etkisi olup olmadigini belirlemek amaciyla toksisite testi yapilmistir. Bu amagla
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AH109 maya susu bos vektor (pGBKT7) ve bait vektor (pGBKT7-hADA2A/ -
hADA2B) ile ayrt ayri transforme edildikten sonra transformantlar, klonlamada
pGBKT?7 vektorii triptofan prototrof bir vektér oldugu i¢in SD/-Trp segici besi
ortamina transfer edilmistir. Plateler 30°C’de 2-3 giin inkiibasyonun ardindan koloni
sayilart ve koloni biiyiikliikleri bakimindan karsilastirilarak degerlendirmeler

yapilmustir.

3.5.4.4 hADA2A ve hADA2B Genlerinin Mayada Oto-aktivasyon Testleri

hADA2A ve hADAZ2B proteinlerinin herhangi bir etkilesim partneri olmaksizin
AH109 maya susundaki raportdr genleri kendiliginden aktive edip etmedigini
belirlemek {izere bait (avci) vektorii iceren AH109 susu SD/-Ade/-His/-Trp/X-a-Gal
ve SD/-Trp/X-a-Gal segici besi ortamlarina transfer edilmis ve bu segici platelerdeki

koloni gelisimi izlenmistir.

3.5.4.5 Protein-Protein Etkilesimlerinin Y2H Yontemi Belirlenmesi

Metodun temeli, bir¢ok transkripsiyon faktoriiniin birbirlerinden fiziksel olarak
ayrilabilen iki bolgeden olugmasi 6zelligine dayanmaktadir. Bunlar, bolge-spesifik
DNA-baglanma bélgesi ve transkripsiyon aktivasyon bolgesidir (Sekil 3) (61, 62).
Bu bolgelerden DNA-baglanma bolgesi, (Upstream Activating Sequences: UAS) adi
verilen spesifik promotor dizilerinde transkripsiyon faktorlerinin hedeflenmesinde
gorev alirken, transkripsiyon aktivasyon bolgesi ise transkripsiyon kompleksinin
olusumuna yardimci olmaktadir. Ticari olarak satin alinan insan fetal beyin cDNA
kiitiphanesi insan ¢cDNA’larinin maya GAL4 AD plazmidi olan pGADT7-Rec
plazmidine klonlanmasi yolu ile olusturulmustur. Bu nedenle ekibimiz tarafindan
Y2H yonteminin gerektirdigi sekilde etkilesimleri belirlemek tizere hADA3
proteinini kodlayan gen bolgesi maya GAL4 BD plazmidi olan pGBKT7’ye (Sekil 3)

klonlanmuistir.
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Sekil 3. Y2H yonteminin prensibi (62).

Etkilesimlerin test agamasi igin AH109 maya hiicreleri pGBKT7-hADA2A ve
pGBKT7-hADA2B rekombinant plazmidleri sirasiyla pGADT7-hADAY, -ADA25, -
ADAZ26, -ADA38 rekombinant plazmidleri ile ko-transforme edilmistir. Basamaklar

Sekil 4’te verilmistir.
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Sekil 4. AH109 maya susunun rekombinant plazmidler ile ko-transformasyonu

Maya AH109 susu farkli GAL4 sorumlulugunda olan UAS ve TATA spesifik
dizilerinin kontrolii altinda olan dort farkli raportér gen icermektedir (Sekil 5). Bu

genler;

HIS3: AH109 histidin (His) sentezini ger¢eklestirememektedir ve bu nedenle
temel aminoasitleri icermeyen secici besi ortaminda biiyliyemezler. Ancak bait (avci)
ve prey (av) proteinleri etkilestigi durumda GAL4 sorumlulugunda olan His3
ekspresyonu gerceklesebilecegi icin hiicreler His sentezleyebilecek ve His igermeyen

secici besi ortaminda biiytliyebileceklerdir.

ADE2: AHI109 ayrica adenin (Ade) igermeyen segici besi ortaminda
biiyiiyebilme yeteneginde degildirler. Ancak iki protein etkilestigi durumda Ade2
geninin ekspresyonu aktive edilecegi i¢in hiicreler Ade igermeyen besi ortaminda

biiyiiyebilirler.

MEL1: MEL1, bir¢ok maya susunda dogal olarak sentezlenen bir enzim olan
o-galaktozidaz enzimini kodlayan bir gendir. Iki hibrit etkilesiminin bir sonucu
olarak mayada «-galaktozidaz geni eksprese olur ve salgilanir. MEL1 geninin
eksprese edildigi maya kolonileri ortamda X-a-gal kromojenik substrati varliginda

mavi renkli fenotipte biiylime gosterirler.
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LacZ: LacZ, B-galaktozidaz enzimini kodlamaktadir. 3-galaktozidaz, E.coli’de
bulunan bir enzim olup AH109 kromozomuna eklenmistir. Iki hibrit etkilesimlerinin

sonucunda bu enzim eksprese edilmeye baslar ancak salgilanmaz.

AH109 (Mating Partner) - raportor

MEL1 UAS MEL1 TATA MELT

Sekil 5. AH109 maya suslarinda izlenen raportdr genler

3.5.4.6 Etkilesimlerin hADA2A ve hADA2B’ ye Spesifik Oldugunun Kontrolii

Y2H taramasi sonucu elde edilen pozitif kolonilerin etkilesimlerinin hADAZ2A
ve hADA2B’ye spesifik oldugunu dogrulamak amaciyla AH109 maya hiicreleri,
fonksiyonu ve hiicresel lokalizasyonu hADA2’den farkli bir protein olan glutaminaz
etkilesim proteini (Glutaminase Interacting Proteini: GIP) kodlayan cDNA dizisini
iceren DNA BD plazmidleri ayn1 kosullarda fakat birbirinden bagimsiz olarak aday
etkilesim partnerlerini igeren maya AD plazmidleri ile ko-transforme edilmistir (63).
BD plazmidi Trp besin belirteci ve AD plazmidi Leu besin belirteci icerdigi igin
transformantlar Oncelikle her iki plazmidi igeren hiicrelerin se¢imi amaciyla SD/-
Trp/-Leu besi ortamina transfer edilmistir. Etkilesimlerin test edilmesi i¢in SD/-
Ade/-His/-Trp/-Leu/X-a-Gal segici besi ortamina yapilan ekimlerde bu hiicrelerin de

ekimi yapilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 hADA2A ve hADA2B Proteinlerini Kodlayan Gen Bolgelerinin PCR ile

Cogaltilmasi

hADA2A proteinini eksprese ettigi daha Onceden tarafimizdan test edilmis olan
pcDNA3-hADA2A rekombinant plazmidi PCR igin kalip olarak kullanilmis ve hedef
DNA fragmani 6zgiin olarak tasarladigimiz primer ¢ifti ile amplifiye edilmistir.

Insan ADA2A gen bélgesi icin spesifik primer ciftleri;

hADAZ2A (isoform A) Forward 1: 5’-cggc gg atc ¢ ga atg gac cgt tt-3°

hADAZ2A (isoform A) Forward 2: 5’-cggc catatg atg gac cgt tt-3°

hADAZ2A (isoform A) Reverse: 5’-cata ctgcag gga gcc tta gec ttt a-3’

Insan ADA2B gen bélgesi igin spesifik primer ¢iftleri;

hADA2B Forward 1: 5’-cggc gaa ttc aag atg gcggagctggggaa-3’

hADA2B Forward 2: 5’-cggc gaa ttc atg gcggagcetggggaa-3°

hADA2B Reverse: 5’-cata ggatcc agc ttc aag acg cgt-3’seklindedir.

PCR islemi i¢in molekiiler biiyiikliigii hADA2A ile ¢ok benzer olan ve daha
once amplifiye ettigimiz hADA3A kontrol amaciyla kullanilmistir. PCR sonrasinda
elde edilen 6zgiin hADA2A DNA fragmani Sekil 6’da verilmistir (Sekil 6A). PCR
amplifikasyon {irtinii DNA fragmani agaroz jelde molekiiler biiyiikliigii bakimindan
analiz edildigi gibi hADA2A’nin ORF bolgesinde bir adet tanima dizisi oldugu
bilinen EcoRI restriksiyon kesim analizi ile de 6zgiinliigii test edilmis (Sekil 6B) ve

hedeflenen gen bolgesinin basarili bir sekilde amplifiye edildigi gdzlenmistir.
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6.0

30
1065 bp

267 bp

Sekil 6. hADA2A proteinini kodlayan gen bolgesinin PCR amplifikasyonu. A) 1. uygulama;
DNA molekiiler agirlik standarti, 2. uygulama; hADA3 kontrol PCR fiiriinii, 3. uygulama;
hADA2A PCR iiriinii B) hADA2A PCR firliniiniin restriksiyonel kesim analizi. 1. uygulama;
DNA molekiiler agirlik standarti, 2. uygulama; hADA2A/EcoRI restriksiyon kesim

fragmanlari.

hADAZ2B proteinini eksprese ettigi daha dnceden tarafimizdan test edilmis olan
pcDNA3-hADA2B rekombinant plazmidi PCR igin kalip olarak kullanilmis ve hedef
DNA fragmani NCBI veri tabania gore 6zgiin olarak tasarladigimiz primer cifti
kullanilarak amplifiye edilmistir. PCR sonrasinda elde edilen 6zgiin hADA2B
fragman1 (Sekil 7A) ve bu fragman igerisinde tanima dizisi oldugu bilinen Pstl
restriksiyon kesim analizi sonuclarindan (Sekil 7B) goriildiigii gibi hedeflenen gen

bolgesi basarili bir sekilde amplifiye edilmistir.
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Sekil 7. hADA2B proteinini kodlayan gen bélgelerinin amplifikasyonu. A) 1. uygulama;
DNA molekiiler agirlik standarti, 2. uygulama; hADA2B PCR {riinii B) hADA2B PCR
iiriiniine ait restriksiyonel kesim analizi. 1. uygulama; DNA molekiiler agirlik standarti, 2.

uygulama; hADA2B PCR fiiriinii, 3. uygulama; hADA2B/PstI restriksiyon kesim fragmanlari

4.2 hADA2A ve hADA2B Proteinlerini Kodlayan Gen Bolgelerinin Maya

Plazmidine Klonlanmasi

hADA2A PCR firiinii, PCR isleminde kullanilan 6zgilin primerlerin tasidig:
BamHI/PstI restriksiyon tanima dizileri kullanilarak hADAZ2B proteinine kodlayan
gen bolgesi ise, PCR amplifikasyonu i¢in kullanilan 6zgiin primerlerin tagidig
EcoRI/BamHI restriksiyon tanima dizileri kullanilarak sirasiyla ayni restriksiyon

enzimleri ile kesilmis olan maya pGBKT7-BD vektoriine klonlanmustir.

hADA2A, hADA2B fragmanlari T4 DNA Ligaz enzimi ile enzimin
aktivitesi igin uygun tampon kosullarinda 16°C’de yaklasik 18 saat ligasyon
reaksiyonuna birakilmistir. Ligasyon reaksiyonunu takiben, kimyasal olarak
kompetent hale getirilmis olan E.coli DH5-a bakteri hiicreleri ligasyon reaksiyon
triinleri ile transforme edilmistir. BD vektorii KAN direng geni igerdiginden
transformantlar dogru klonu alabilen bakteri hiicrelerini belirleyebilmek amaciyla
kanamisin igeren (30 pg/mL) LB agar besi ortamlarina transfer edilmis ve
kiiltirler 37°C’de ~16 saat inkiibe edilmistir. Agar ortaminda biiyiiyen koloniler
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yine kanamisin igeren (30 pg/mL) sivi LB besi ortamina transfer edilerek
37°C’de  ~16 saat inkiibe edilmis, biiyliyen kolonilerden plazmid DNA
izolasyonlar1 yapilmistir. izole edilen plazmid DNA’lar1 her bir gen iiriiniine
spesifik olan restriksiyon enzimleri ile kontrol edilmistir. Kesim reaksiyonlari
uygun konsantrasyondaki agaroz jelde ayristirilarak kontrol edilmis, her bir klonlama
ve kesim reaksiyonu igin elde edilen fragmanlar analiz edildiginde klonlamalarin

basarili oldugu gézlenmistir (8).

Kb L _Kb_
20.0
56.6 7.0 7500 bp
7.0 5.0
5.0

3.0 3.0

1.5 2.0

1.0 1.5

1263 bp

0.5 1.0

0.5

Sekil 8. pGBKT7-hADA2A/ -hADA2B klonlarinin restriksiyonel kesim analizler. A) 1.
uygulama; DNA molekiiler agirlik standarti, 2. uygulama; pGBKT7-bos kesilmemis vektor.
3. uygulama; pGBKT7/EcoRI restriksiyon kesim fragmanlari, 4.uygulama; pGBKT7-
hADA2A/ECORI restriksiyon kesim fragmanlart B) 1. uygulama; DNA molekiiler agirlik
standarti, 2. uygulama; pGBKT7-bos kesilmemis vektor. 3. uygulama; pGBKT7-
hADA2B/EcoRI + BamHI restriksiyon kesim fragmanlar1

Her klonlama igin restriksiyonel analizler ile dogru inserti icerdiginden
emin oldugumuz birbirinden bagimsiz ii¢ farkli koloni segilerek plazmid DNA
izolasyonu yapilmis ve plazmid DNA’larin herhangi bir mutasyon  igerip
icermediklerini belirlemek amaciyla DNA’lar dizi analizine gonderilmistir. Dizi
analizi sonuglar1 degerlendirerek mutasyon igermedigi gézlenen klonlar ile daha ileri

analizlere devam edilmistir.
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4.3 AH109 Maya Susunun pGBKT7-hADA2A ve -hADA2B Rekombinant

Plazmidleri ile Transformasyonu ve Proteinlerin Ekspresyon Analizleri

Protein-protein etkilesimlerinin Y2H yontemi ile test edilmesinde kimyasal
olarak kompetent hale getirilen S. cerevisiae AH109 susu pGBKT7-hADA2A/ -
hADA2B rekombinant plazmidleri ile transforme edilmistir. pGBKT7-hADA2A/ -
hADAZ2B klonlar1 ile transforme edilmis olan maya hiicrelerinin Trp igermeyen
secici  besi ortaminda biiyliimesi beklenmektedir. Bu nedenle AH109 maya
transformantlar1 dogru klonu alabilen hiicreleri belirleyebilmek amaciyla Trp
icermeyen (SD/ -Trp) secici besi ortamlarina transfer edilmis ve kiiltlirler 30°C’de
~2-3 giin inkiibe edilmigtir. Agar ortaminda biiyliyen koloniler yine SD/ -Trp
stvi besi ortammna transfer edilerek 30°C’de gece boyu karistirilarak inkiibe
edilmis ve biiyilyen kiiltiirlerden plazmid DNA izolasyonlar: yapilmstir. izole
edilen plazmid DNA’lar1 yukarida ayrintili olarak belirtildigi sekilde her bir gen

tiriiniine spesifik olan restriksiyon enzimleri ile kontrol edilmistir.

Y2H yontemi plazmidin konak¢i maya hiicre igerisinde ekspresyonunu
gerektirmektedir. Bu nedenle western blot yontemi ile anti-Myc mouse
monoklonal antikor kullanilarak s6zii edilen proteinlerin ekspresyonlari analiz
edilmistir. hADA2A, hADA2B proteinleri i¢in gozlenen bandlarin beklenen
biiyiikliikkte (sirasiyla ~51, 49 kDa) oldugu belirlenmis ve proteinlerin maya
icerisinde basaril bir sekilde eksprese edildigi gosterilmistir (Sekil 9).
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Sekil 9. hADA2A ve hADA2B proteinlerinin maya igerisinde ekspresyonu. 1. uygulama;
protein molekiiler agirlik standardi (kDa ), 2. uygulama; pGBKT?7, 3. Uygulama; pGBKT7-
hADAZ2A, 4. uygulama; pGBKT7-hADA2B

4.4 hADA2A ve hADA2B Proteinlerinin Toksisite Testleri

Y2H yontemi ile etkilesimlerinin test edilmesi amaciyla pGBKT7-hADA2A ve
-hADA2B rekombinant plazmidleri olusturulmus ve maya S. cerevisiae hiicrelerinde
gen bolgelerinin ekspresyon analizleri yapilmigtir. Caligmamiz ilk olarak hADA2A,
ve hADA2B genlerinin maya igerisinde ekspresyonu sonucu sentezlenen proteinlerin
mayada toksik etkisi olup olmadigmi belirlemek amaciyla toksisite testlerinin
yapilmasi ile devam etmistir. Bu amagla AH109 maya susu mayada eksprese
edildikleri tarafimizca dogrulanan pGBKT7-hADA2A ve -hADA2B rekombinant
plazmidleri ile transforme edilmistir. Kontrol deneyleri icin AH109 maya susu bos
vektor (pGBKT7) ve bait vektorler (pGBKT7-hADA2A/ -hADA2B) ile ayr ayri
transforme edildikten sonra SD/-Trp segici besi ortamina transfer edilmistir.
Transformantlar 30°C’de 2-3 giin inkiibasyonu takiben koloni sayilar1 ve koloni

morfolojileri bakimindan fenotipik olarak karsilastirilmistir.

Toksisite testlerinde ornekler Tablo 9’da verildigi sekilde ve su esaslar dikkate
almarak degerlendirilmistir; eger bait protein (hADA2A, hADA2B) maya
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hiicrelerinde toksik bir etkiye sahip ise bait vektorli iceren maya hiicreleri, bos
vektorii iceren maya hiicreleri ile kiyaslandiginda daha az sayida koloni igermesi
beklenir. Ayrica her iki sus karsilastirlldiginda platelerde gozlenen koloni
morfolojilerinin  de toksik etki nedeniyle daha kii¢iik ve degisken olmasi
beklenmektedir. Toksisite testi sonuglari; hADA2A, hADA2B proteinlerini igeren
maya hiicrelerinin bos vektor ile transforme edilen maya hiicreleri ile koloni sayilar
ve de koloni morfolojileri bakimindan fenotipik olarak karsilastirilabilir benzerlik
gosterdigini ortaya koymustur (Sekil 10). Bu sonuglari hADA2A ve hADAZ2B
genlerinin ekspresyon iiriinlerinin mayada herhangi bir toksik etkiye sahip olmadigi

seklinde yorumlanmastir.

Tablo 9. Mayada toksisite testleri.

Ornek Secici Besi 2mm
Ortam Biyiiklugiinde/Belirgin
Koloni Gelisimi
AH109[pGBKT7] SD/-Trp Var
AH109[pGBKT7-hADA2A] SD/-Trp Var
AH109[pGBKT7-hADA2B] SD/-Trp Var
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SD/-Trp Segici Besi Ortami

AH109[pGBKT7]  AH109[pGBKT7-hADA2A] AH109[pGBKT7-hADA2B]

Sekil 10. Mayada hADA2A ve hADA2B proteinlerinin toksisite testlerine ait o6rnek plate

goriintiileri.

4.5 hADA2A ve hADAZ2B Proteinlerinin Oto-aktivasyon Testleri

Y2H yontemi ile aday etkilesimlerin testi, olasi yanlis pozitif sonuglarin
eliminasyonu i¢in bait vektoriin maya konak hiicre igerisinde prey vektor yoklugunda
raportdr genleri kendiliginden aktive edebilme (oto-aktivasyon) 0Ozelliginin
bulunmamasini gerektirmektedir. Sonuglarimiz1 degerlendirirken bu olasilig1 elimine
etmek amaciyla hADA2A, hADA2B proteinlerinin herhangi bir etkilesim partneri
olmaksizin AH109 maya susundaki raportér genleri kendiliginden aktive edip
etmedigi test edilmistir. Bu amagla bait vektorler ile transforme edilen AH109 maya
hiicreleri transformasyonu takiben belirli diliisyonlarda SD/-Trp/X-oa-Gal ve SD/-
Ade/-His/-Trp/X-a-Gal segici besi ortamlarina transfer edilmistir (Tablo 10).
Deneylerimizde bu secici besi ortamlarinin kullanilmasmin nedeni AH109 maya
susunun ADE2 ve HIS3 raportor genlerini icermesi ve ayrica hADA2A, hADA2B
genlerinin agik okuma ¢ercevesi (Open Reading Frame: ORF) bolgelerini tasiyan BD
vektoriin Trp besin belirtecini tagimasidir. Oto-aktivasyon deneyi sonuclarimizin
analizinde su esaslar dikkate alinmistir; bait vektor ile transforme edilmis AH109
hiicrelerinin  SD/-Trp/X-a-Gal segici besi ortaminda beyaz renkli koloniler
olusturmas1 beklenirken, bait vektor, herhangi bir etkilesim partnerine gerek
duymaksizin raportor genleri kendiliginden aktive edebildigi takdirde SD/-Ade/-His/-
Trp/X-a-Gal segici besi ortaminda ¢ok sayida mavi renkli belirgin kolonilerin

gozlenmesi beklenmektedir. Yaptigimiz oto-aktivasyon testleri sonucunda pGBKT7-
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hADA2A rekombinant plazmidi ile transforme edilmis maya hiicrelerinin SD/-Ade/-
His/-Trp/X-a-Gal secici besi ortaminda belirgin koloniler olusturamadiklar
gbzlenmistir. Ayn1 deney pGBKT7-hADAZ2B ile transforme edilmis maya hiicreleri
icin de tekrar edilmis ancak bu hiicrelerin SD/-Ade/-His/-Trp/X-a-Gal segici besi
ortamina transfer edilmesi ve inkiibasyon sonrasinda az sayida koloni olusumu

belirlenmistir (Sekil 11).

Tablo 10. Mayada oto-aktivasyon testleri.

Ornek Secici Besi Ortami Belirgin Koloni
Koloniler Rengi
AH109[pGBKT7- SD/-Trp/X-a-Gal Var Beyaz
hADA2A]
AH109[pGBKT7- SD/-Ade/-His/-Trp/X-a- Yok Beyaz/Acik
hADA2A] Gal mavi
AH109[pGBKT7- SD/-Trp/X-a-Gal Var Beyaz
hADA2B]
AH109[pGBKT7- SD/-Ade/-His/-Trp/X-a- | Azsayida | Beyaz/Agik
hADA2B] Gal mavi
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SD/-Trp/X-a-Gal SD/-Ade/-His/-Trp/X-a-Gal

AH109[pGBKT7-hADA2A]

Sekil 11. hADA2A ve hADA2B igin mayada oto-aktivasyon deneyleri sonuglarina ait 6rnek

plate goriintiileri.

Bos maya BD ve/veya AD vektorlerinin ihmal edilebilir diizeyde oto-
aktivasyon gosterebilme oOzellikleri bulundugu icin ADAZ2B proteini potansiyel
etkilesimlerin Y2H yontemi ile test edilmesinde olas1 ‘yanlis pozitif® sonuglarin
eliminasyonu amaciyla bu oto-aktivasyon testleri ikinci bir raportor olarak HIS3 ile
ikili se¢im yapilmig ve HIS3 gen firliniiniin kompetitif inhibitérii olan 3-AT
kullanilmistir. Bu islemin 6ncesinde farkli konsantrasyonlarda (10 mM, 25 mM ve
50 mM) 3-AT igeren segici besi ortamlar1 hazirlanmis ve hADA2B oto-aktivasyon
ozelliginin 3-AT’nin en diisiikk konsantrasyonunda (10 mM) dahi elimine edildigi
gozlenmistir (Sekil 12). Deneylerimizde hADA2B etkilesimlerinin analizinde uygun

3-AT konsantrasyonu 10 mM olarak belirlenmis ve ileri analizlere devam edilmistir.

Alinan bu sonuglar hADA2A ve hADA2B proteinlerinin maya hiicrelerinde
transkripsiyonu kendiliginden aktive edebilme o6zelligine sahip olmadiklarini
gostermistir.
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Sekil 12. hADA2B proteininin mayada oto-aktivasyon o6zelliginin ikinci bir raportér gen

igeren secici besi ortaminda analizine iligkin 6rnek plate goriintiileri.

4.6 Protein-Protein Etkilesimlerinin Testi

Etkilesimlerin Y2H yontemi ile test edilmesi amaciyla AH109 maya susu bait-
iceren pGBKT7-BD plazmidi ve prey- iceren pGADT7-Rec-AD plazmidi ile es-
zamanli olarak transforme edilmis ve etkilesimler transformantlarin konak maya
hiicresinde yer alan raportér genler bakimindan segici besi ortamlarma transfer
edilerek, bu secici besi ortamindaki biiyiime Ozelliklerine gére degerlendirilmistir.
Protein-protein etkilesimlerinin gozlenmesi durumunda AH109 maya hiicresindeki
dort farkli raportor gen (HIS3, ADE2, MEL1 ve LacZ) transkripsiyonel olarak aktive
edileceginden ve transformantlarin hem BD hem de AD vektorlerinde bulunan
sirastyla Trp ve Leu besin belirteglerini tagimasi beklendiginden etkilesimlerin
gozlendigi hiicrelerin segiciligi oldukga yiiksek olan SD/-Ade/-His/-Trp/-Leu/X-a-
Gal besi ortaminda mavi renkte bilyliyebilme 0Ozelligine sahip olmasi
beklenmektedir. Etkilesimler test edilirken pozitif etkilesimlerin test edilmek istenen
hADA2A ve hADA2B proteinlerine 6zgiin olup olmadiklarini belirlemek amaciyla
negatif kontrol olarak bu proteinler ile hem hiicresel lokalizasyonlar1 hem de
fonksiyonlart bakimindan tamamen farkli 6zellikte bir protein olan insan hGIP

kullanilmastir (5, 63).

Yapilan Y2H analizi sonucunda hADA2A ve hADAZ2B proteinlerinin maya
hiicrelerinde hADA3 i¢in daha 6nceden belirledigimiz PP1 ve PP2A fosfataz protein
ailesinin regiilator alt birimleri olan PPP1R7 and PPP2R5D proteinleri ile etkilesim
gosterdikleri belirlenmistir (Sekil 13).
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Sekil 13. hADA2A ve hADA2B proteinlerinin maya hiicrelerinde PP1 ve PP2A fosfataz

protein ailesinin regiilator alt birimleri olan PPP1R7 ve PPP2RSD ile etkilesimlerinin Y2H
ile test edilmesi sonucunda elde edilen 6rnek plate goriintiileri. Olasi oto-aktivasyon
ozelliginin eliminasyonu i¢cin hADA2B etkilesimleri ek olarak 10 mM 3-AT igeren segici

besi ortaminda degerlendirilmistir.

Daha once yine ilk kez ekibimizce tanimlanmis olan diger hADA3 etkilesim
partnerleri ise transkripsiyonel regiilator olan AATF ve histon deasetilaz
kompleksinin bir bileseni olan PHF21A proteinleri de projemiz kapsaminda
hADA2A ve hADA2B proteinleri ile etkilesimleri bakimindan degerlendirilmistir.
Yine mayada yapilan Y2H analizleri sonucunda hADA2B’ nin AATF ve PHF21A
proteinlerinin her ikisi ile de etkilesim gosterdigi gozlenirken hADA2A’nin bu
proteinler ile etkilesimlerinin zayif oldugu belirlenmistir (Sekil 14).
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Sekil 14. hADA2A ve hADA2B proteinlerinin maya hiicrelerinde AATF ve PHF21A
proteinleri ile etkilesimlerinin Y2H ile test edilmesi sonucunda elde edilen 6rnek plate
goriintiileri. Olast oto-aktivasyon 6zelliginin eliminasyonu i¢cin hADA2B etkilesimleri ek

olarak 10 mM 3-AT igeren segici besi ortaminda degerlendirilmistir.
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5. TARTISMA

Okaryotlarda transkripsiyonel aktivasyon, UAS veya enhancer denilen spesifik
DNA dizilerine baglanmis olan transkripsiyonel aktivatorler ile yine DNA {iizerindeki
TATA-box bdlgesine baglanmis genel transkripsiyon faktorlerinin fonksiyonel
etkilesimini gerektirir. Kromatin yapisinin modifikasyonunda bulunan molekiiler
etkilesimler transkripsiyonun kontroliinde dnemli bir rol oynarlar. ADA proteinleri,
genel transkripsiyon faktorleri ile etkileserek, transkripsiyon baslangicinda fonksiyon
gosterir ve ADA/GCN5 HAT komplekslerinin bir bileseni olarak niikleozomal
histonlarin asetillenmesini kolaylastirirlar. Daha 6nceki g¢alismalarimizda maya 2
hibrid kiitiiphane taramasi tlizerinden s6zii gecen komplekslerin bir iiyesi olan
hADAS3 proteininin dort yeni etkilesim partneri, AATF, PHF21A ve protein fosfataz
ailesinin diizenleyici alt birimleri PP1 ve PP2A (PPP1R7 VE PPP2R5D sirasiyla),
tamimlanmustir (5). Tez c¢alismamizda, insan ADA3 proteinini ile etkilesimlerini
belirledigimiz partnerlerin, yine hADA3 ile ayn1 kompleks igerisinde yer alan ve
hADA3 ile etkilesimleri daha onceden rapor edilen hADA2A ve hADA2B
proteinleri ile etkilesimleri Y2H yontemi kullanarak test edilmistir (4, 64, 65).
Sonuglarimiz hADA2’nin, hADA3 etkilesim agina katildigi hipotezimizi destekler
sekildedir.

ADA2, ADA3 ve GCN5 gen iirlinlerinin olusturduklart HAT kompleksleri
transkripsiyonel aktivasyona aracilik etmeleri agisindan gen regiilasyonunda 6dnemli
bir yere sahiptir. Kompleks igerisindeki alt birimlerin kendi aralarindaki etkilesimleri
incelendiginde ADA3 aktivasyonunun in vivo olarak ADA?2 seviyeleri tarafindan
kontrol edildigi goriilmiistiir. Ayni sekilde ADA2 ekspresyonu da ADA3 seviyeleri
tarafindan kontrol edilmektedir ki bu bulgular proteinlerin hiicre i¢inde bir kompleks
olusturduklarimi desteklemektedir (36). ADAS3 proteini amino-terminal ve karboksi-
terminal olmak iizere iki domaine ayrilir. In vitro heterotrimerik kompleksin
olusmast ve in vivo ADA2 aktivasyonu i¢in ADA3 karboksi-terminal domaini
yeterli olmaktadir. ADA3 amino-terminal domaini ve aktivasyon domainleri
tizerinden ADA ko-aktivator kompleksinin etkilesimlerine aracilik etmektedir (36,
55). Kompleks igerisinde katalitik aktiviteye sahip olan GCNS5 proteini ADA3 ile
direkt olarak etkilesmemektedir. ADA3 yoklugunda ADA2 ve GCNS5 proteinlerinin
birbirleri ile kompleks olusturabildigi goriilmiis etkilesim in vivo ve in vitro olarak
test edilmistir. Bu testler ADA2’nin ADA3 ve GCNS proteinlerinin etkilesimine
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aracilik ettigini gostermektedir (36, 51). Tez c¢aligmamizda etkilesimlerini test
ettigimiz ADA2A ve ADA2B proteinlerinin kompleks igerisindeki pozisyonlaria
bakilarak ADA/GCNS5 HAT kompleksleri tarafindan regiile edilen yeni olasi

yolaklarin ortaya ¢ikmasi agisindan oldukg¢a 6nemlidir.

Maya ADA?2 proteininin insanlardaki homologlar1 olan ve tez ¢alismamizda
etkilesimlerini test ettigimiz hADA2A ve hADA2B proteinlerinden her biri in vivo
ve in vitro olarak ADA3 ve GCN5 proteinleri ile etkileserek kompleks
olusturabilmektedir. Bu iki homolog protein benzer biiyiikliikkte olmakla birlikte %26
ayni ve %50 homolog aa sekanslarina sahiptirler. yYADA2A gibi hADA2A ve
hADAZ2B proteinleri de protein-protein etkilesimlerinden sorumlu SANT, SWIRM
ve ZZ-finger domainlerine sahiptirler (66). Fakat bu iki protein yer aldiklar1 HAT
kompleksleri ve fonksiyonlari bakimindan farklilik gostermektedir. Ornegin,
Drosophila ADA2A (dADA2A), HAT aktivitesine sahip ATAC kompleksi
icerisinde yer alirken Drosophila ADA2B (dADA2B), HAT aktivitesine sahip
SAGA kompleksi igerisinde yer almaktadir (11, 66, 67). Bu komplekslerin alt
birimlerinin farkli olmasi asetilledikleri histon proteinlerinin de farklilik
gostermesine sebep olmaktadir (68). hADA2B histon asetiltransferaz aktivitesine
sahip insan c¢ok alt birimli transkripsiyon ko-aktivator kompleksi olan STAGA’ nin
bir tyesidir (66). STAGA kompleksinin katalitik alt birimi GCNSL’dir (11).
hADAZ2A ise histon asetiltransferaz katalitik aktivitesine sahip PCAF kompleksinin
bir {iyesidir (69). ADA2B, GCNS5L’nin niikleozomlar: asetillemesini uyarirken,
ADA2A’nin GCNS aktivitesine bir etkisi yoktur. ADA2B proteini SWIRM domaini
tizerinden ADA3 ile etkilesirken, SANT domaini ise GCNSL ile etkilesimden
sorumludur. Bu domainleri sayesinde ADA2B, ADA3 ve GCNS5L proteinleri
arasinda koprii gorevi kurarak etkilesimlerine olanak saglarken, ayni zamanda
SWIRM domaini iizerinden, STAGA kompleksinin HAT aktivitesi iizerinde etki
gostermektedir (66). Insan ADA2B alt birimli STAGA kompleksi, hADA2A igeren
komplekslerin aksine H3 histonunu asetilleme yetenegine sahiptir (70). Tim bu
veriler gostermektedir ki yADA2 protein homologlart hADA2A ve hADA2B yer
aldiklart kompleksler ve fonksiyonlar1 bakimindan 6nem teskil etmektedir. Bu
sebeple etkilesimlerinin test edilmesi transkripsiyonel regiilasyon siirecinde rol alan

mekanizmalarin ve kullanilan yolaklarin aydinlatilmasina katkida bulunmaktadir.
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hADA2A ve hADA2B proteinlerinin diger dikkat ¢eken bir 6zelligi ise tlimor
baskilayic1 protein olan p53 ile olan iliskileridir. Okaryotik hiicreler DNA hasarina
yanit (DDR) durumunda hiicre dongiisiinii durdurmak ve DNA hasarini onarmak ya
da apoptozu uyarmak amaciyla kontrol noktalarin1 aktive ederler. Bilindigi gibi p53
tiimor baskilayici bir gen olup temel olarak biiylimenin durdurulmasi ve apoptoz ile
ilgili genlerin transkripsiyonel olarak regiilasyonunda rol alan bir proteindir.
Genotoksik bir hasar durumunda p53 farkli mekanizmalar araciligi ile hiicre
dongiisiiniin G1/S ve/veya G2/M kontrol noktalarinda durdurulmasina yardime1 olur.
Bu aktiviteyi gosterebilmesi i¢in normalde hiicrede ¢ok diisiik diizeyde eksprese
edilen ve inaktif konformasyonda bulunan p53’iin uyarilmas: ve aktive edilmesi
gerekmektedir. p53’iin bu aktiviteyi gostermesinde esas olarak post-translasyonel
modifikasyonlarin 6nemli rol oynadigi distiniilmektedir. Bu post-translasyonel
modifikasyonlar p53’iin mdm?2 tarafindan degredasyonunun inhibe edilmesi ve
p53’in aktivasyonunda Onemli olan diger post-translasyonel modifikasyonlara
olanak saglamasi bakimindan gereklidirler. Ancak p53°tin transkripsiyonel
diizeydeki regiilasyonunun da onemli oldugunu destekleyen c¢ok sayida calisma
yapilmustir (1). Transkripsiyonel regiilasyonda 6nemli rolii olan yeni niikleer protein
CCDC134 (Coiled-Coil Domain Containing) ile insan transkripsiyonel adaptor
protein ADA2A’nin etkilestigi ve CCDCI134’in ADA2A’nin over-ekspresyonu
durumunda p53 protein stabilitesini ve p53’tin PCAF-histon asetiltransferaz
kompleksi bagimli K320 pozisyonundan asetillenmesini arttirdigi gosterilmistir (69,
71). PCAF/HAT ko-aktivator kompleksinin alt birimi ADA2A direkt olarak p53 ile
etkilesmektedir. ADA2A, Lys320 pozisyonundan p53°ii asetilleyerek aktivasyon ve
stabilizasyonunu saglamaktadir (69). ADA2B ve p53 proteinlerinin iligkilerinde ise
STAGA kompleksinin direkt olarak p53 ile etkilestigi ve bu etkilesimin p53 gen
aktivasyonunu etkiledigi bilinmektedir (66, 72). hADA3 proteini de hp53 ile
etkilesim gosterdigi bilinen onemli bir proteindir (1). Memeli hiicrelerinde
hADA3’in over-ekspresyonunun, p53’iin hiicredeki seviyesinin ve p53-hedefli
genlerin transkripsiyonel aktivitelerinin artmasina neden oldugu rapor edilmistir.
ADA3’in p53 ile etkileserek p53°lin asetilasyonu, stabilizasyonu ve aktivitesinin

regililasyonunda anahtar rol oynayabilecegi ileri stiriilmektedir (1)

Tez c¢alismamizda hADA2A ve hADA2B’nin potansiyel etkilesim
partnerlerinden ilki AATF geni tarafindan kodlanan 63 kDa biiyiikliigiinde, temel
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olarak niikleus ve niikleolusta lokalize olan bir proteindir (73-75). AATF geni insan
beyin, kalp, bobrek, plasenta ve timus dokularinda yiiksek oranda eksprese edilmekte
ve hiicrede apoptozu indiikleyen protein kinaz olarak bilinen MAP3K12 proteini ile
etkilesim gostermektedir (74, 75). Daha 6nceki ¢alismalarda hADA3’{in etkilesim
partneri olarak belirledigimiz AATF proteininin de transkripsiyon faktorlerinin
karakteristik 6zelligi olarak 16sin-fermuar domainini igerdigi bilinmektedir ve Losin-
fermuar motifleri protein-protein etkilesimlerinde olduk¢a 6nemlidir(76). Evrimsel
olarak ileri derecede korunmus 6zellikteki AATF’nin ayrica RNA polimeraz II’ye
baglanarak gen ekspresyonunun regiilasyonunda gorev aldigi rapor edilmistir (77).
AATF’nin etkilesim gosterdigi rapor edilen MAP3K 12 nin fizyolojik partneri olarak
bilinen MAP3K12-Binding Inhibitory Protein 1 (MBIP) H3 ve H4 proteinlerinin
asetilasyonunda Onemli olan ADA2A igeren HAT kompleksi ATAC’m bir
bilesenidir (78). AATF’nin bir diger 6nemli iliskisi p53 ile olandir. Yapilan
calismalarda da p53’iin transkripsiyonunu aktive ettigi ve bu aktivasyon igin
AATF’nin fosforile edilmesi gerektigi belirlenmistir. Ayrica AATF’nin G2/M

kontrol noktasinin diizenlenmesine katkida bulundugu rapor edilmistir (74).

Literatiir verileri ve tez c¢aligmalar1 kapsaminda elde ettigimiz bulgular
toparlarsak, p53°tin ADA kompleksi proteinleri ile direkt etkilesimleri ve ADA2A,
ADAZ2B proteinleri ile etkilesimlerini test ettigimiz, ADA2A alt birimli ATAC histon
asetiltransferaz kompleksi ile dolayli yoldan etkilesim i¢inde bulundugu bilinen
AATF’nin, ADA2 proteinleri ile aday etkilesimi tez calismamizda elde ettigimiz

anlamli sonuglardandir.

Bir diger etkilesim partneri PHF21A yaklagik 78 kDa biiyiikliigiinde yine
niikleusta lokalize olan ve beyinde yiiksek oranda olmak iizere hemen biitiin
dokularda eksprese edilen bir proteindir (79-81). Bu protein BRAF35/HDAC
kompleksi (BHC) adi verilen kompleksin bir eleman1 olup ayrica BHCS80 olarak da
adlandirilmaktadir. BHC histon deasetilaz kompleksi ndronal olmayan hiicrelerde
noron-spesifik genlerin transkripsiyonunun baskilanmasinda rol oynayan bir ko-
represor kompleksidir. PHF21A proteininin H3’te Lys4’lin demetilasyonunu inhibe
ettigi bilinmekte, bu nedenle gen ekspresyonunun diizenlenmesinde 6nemli role

sahip olacag diisiiniilmektedir.

Kromatin yapisindaki modifikasyonlar HAT ve HDAC kompleksleri
arasindaki dinamik iligkiler ile diizenlenmektedir. Dolayisiyla farkli HAT
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kompleksinin iiyeleri olan ve bu kompleksler icerisinde farkli fonksiyonlar gosteren
hADA2A ve hADA2B proteinleri ile HDAC kompleksinin 6nemli bir iiyesi olan
PHF21A’nin aday etkilesimleri anlamlidir.

Hiicresel proseslerin diizenlenmesinde geri doniistimlii protein fosforilasyonu
en yaygin diizenleme mekanizmasi olarak bilinmektedir. Hiicrede birgok proteininin
aktivitesi protein fosforilasyonu ve de-fosforilasyonu ile dolayisiyla spesifik kinazlar
ve fosfatazlar arasindaki dengeye bagli olarak belirlenmektedir. Hiicresel proseslerde
onemli olan fosfataz ailesine ait iki farkli proteinden etkilesimini test ettigimiz bir
diger protein PPP2R5D olup fosfataz 2A (PP2A) regiilator altbirim B ailesine aittir.
Hem sitoplazmada hem de niikleusta lokalizasyon gosteren bu proteinin, hiicre
boliinmesinin interfaz asamasinda ve mitozda niikleusta lokalize oldugu
bilinmektedir. 70 kDa biiyiikliigiindeki bu protein hemen hemen biitiin dokularda
eksprese edilmektedir (82). PP2A transkripsiyon, translasyon, iyonlarin iletimi, hiicre
biiylimesi ve farklilagmasi, apoptoz gibi ¢ok sayida hiicresel prosesin kontroliinde
gorevlidir (83, 84). Diger fosfataz sinifi protein olan PPP1R7 (SDS22) olup tip 1
Serin/Treonin fosfatazlarin (PP-1) regiilator alt birimi olarak bilinmektedir (85, 86).
Yapilan c¢alismalarda PPP1R7’nin metafaz/anafaz  gegisinde kromozomlarin
ayrilmasinda rol alan temel proteinlerden birisi oldugu, PPP1R7’nin kendi basina bir
fosfotaz aktivitesi gostermemekte fakat PP-1c ile etkileserek PP1 aracili
defosforilasyona aracilik ettigi belirlenmistir (86, 87). PPP1R7, kinetekorlar ve
mikrotiibiiller arasindaki etkilesim regiilasyonunda 6nemli oldugu bilinen Aurora B
proteini ile etkilesim gostermektedir (88). Aurora B proteini hiicrede mitoz siirecinde
yer almaktadir (88). PPP1R7/PP1 kompleksi fosforile olan Aurora B’deki fosfat
gruplarmi1 uzaklastirarak kinetokor-mikrotiibiil etkilesiminin stabilizasyonunda
dolayli olarak rol alir. Aurora B, TACCI1 (Transforming Acidic Coiled-Coil
Containing Protein 1) ile etkilesmektedir. TACCI1 proteini ise onkojenik
transkripsiyon faktorlerinden YEATS4 (Yeats4 domain-containing protein 4) ile
etkilesmektedir (89). YEATS4, 6zellikle niikleozomal histonlardan H4 ve H2A’ nin
asetilasyonu olmak iizere spesifik genlerin transkripsiyonel aktivasyonunda gérev
alan NuA4/HAT kompleksinin bir bilesenidir (90, 91). Bu kompleks onkogen ve
protoonkogen aracili biiylimenin indiiksiyonu, tiimor baskilayici aracili biiylimenin
durdurulmasi ve replikatif yaslanma, apoptoz ve DNA tamiri gibi transkripsiyonel

proseslerin aktivasyonunda gerekli olabilmektedir. NuA4 ayrica DNA hasarinin
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oldugu durumlarda DNA tamirinde dogrudan gorev alabilen bir proteindir (91).
Calismamiz acisindan daha da 6nemlisi TACC1 nin hADA2A ile etkilestigi bilinen
ve hADA3’lin igerisinde yer aldigt GCN5SL2 ve PCAF kompleksleri ile etkilesim

gosterdiginin rapor edilmis olmasidir.

HAT ve HDAC aktivitelerinin diizenlenmesinde gorev alan fosfataz ailesi
proteinlerinden PPP2R5D ve PPP1R7 ile HAT komplekslerinin bilesenlerinden

ADAZ2 proteinleri arasinda elde ettigimiz aday etkilesimler de anlamli birer bulgudur.

55



6. SONUC

Daha onceki calismalarimizda Y2H kiitiiphane taramasi iizerinden hADA3
proteinin dort yeni etkilesim partneri, AATF, PHF21A ve protein fosfataz ailesinin
diizenleyici alt birimleri PP1 VE PP2A (PPP1IR7 VE PPP2R5D sirasiyla),
tamimlanmistir (5). Bu c¢alismamizda, hADA3 proteinini igeren komplekslerin
fonksiyonel 6nemini belirtmek icin belirledigimiz etkilesimleri Y2H sistemi ile
hADA2A ve hADAZ2B proteinleri ile test edilmistir. Sonuglarimiz hADA2’nin,
hADA3 etkilesim agma katildigi hipotezimizi destekler seklindedir. Bu segilen
etkilesimler, ADA/GCN5 HAT komplekslerinin 6nemine ve bu kompleksler

tarafindan regiile edilen yeni olas1 yolaklarin potansiyel 6nemine dikkat cekmektedir.
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