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KISALTMALAR

Rpm : Rotation per minute (Bir dakikadaki devir sayisi)

Dak. : Dakika

H: Hour (saat)

DNA: Deoksiribo nikleik asit

RNA: Ribo nikleik asit

PBS: Fosfat Tamponlu Tuz (Phosphate Buffered Saline)

AT: Asetil transferaz

SDS: Sodyum Dodesil Silfat (Sodium Dodesyl Sulphate)

BCA: Bi-sinkronik Asit (Bi-cincronic acid)
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TAF7-CII TA ETKILESIMININ PROGRAMLANMIS HUCRE OLUMU
UZERINDEKI ETKILERININ ARASTIRILMASI

Dilek GOKTURK, Dokuz Eyliil Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji ve Genetik
Anabilim Dal1, 35340, Balgova-izmir, Tirkiye.

OZET

Genel transkripsiyon faktori THID'nin yapisinda yer alan TAF7'nin, HIV
genomundaki 9 genden biri olan Tat'in Okaryotik islevsel homologu oldugu ileri
surdlmustar. TAF7, HIV-Tat’a benzer sekilde transkripsiyonel elongasyonu destekleme
veya transkripsiyonu baskilayabilme 0zelliklerini  barindirmaktadir. Daha ©nceki
calismalarimizda TAF7'nin HIV-Tat’a benzer sekilde hicre o6lumind tetikledigini
destekleyen bulgular elde ettik. Tat proteininin dnemli bir 6zelligi CIITA ile olan
etkilesimidir. ClIITA MHC sinif Il genleri igin transkripsiyonel bir aktivator islevi gorir
ve yoklugunda MHC sinif |l proteinleri ifade edilmez. Tat, CIITA ve MHC sinif I
ekspresyonunu baskilayabilirken; CIITA over-ekspresyonu da Tat’1 ve bu yolla da HIV
transkripsiyonunu baskilayabilmektedir. Buradan yola ¢ikarak TAF7 ile CIITA arasinda
da benzer bir etkilesim olup omadigint arastirmak hedeflenmistir. HeLa ve Kelly
hiicrelerine tek tek ve ko-transfeksiyonla TAF7 ve CIITA genlerinin yiksek dizeyde
ekspresyonu saglanarak hiicre 6lumi kaspaz aktivasyonlari, hiicre déngist davranslari
Olgllerek degerlendirildi. Gegici transfeksiyon deneylerinin yam sira TAF7 over-
ekspresyonu icin tetrasiklin ile regile edilen ekspresyon sistemi kullanildi. Ayrica
TAF7'nin tubulin polimerizasyonu tzerindeki etkisi invitro tubulin polimerizasyon deneyi
ile arastirildi. TAF7'nin Beta Tubulin proteini ile iliskisi in vitro immin presipitasyon ve
floresan mikroskobi deneyleri ile gosterildi. Bu proje kapsaminda yapmis oldugumuz
deneyler CIITA'in TAF7 nin apoptotik etkisini baskilayabildigini (6nceki ¢alismalarimiz
ve bu proje ile elde edilmis veriler) ve buna ek olarak TAF7'mn BCL-2, kaspaz2 gibi
apoptotik proteinlerle dogrudan etkilestigini gosterdik. Proje kapsaminda site-directed
mutagenez ile TAF7 nin fosforilasyon mutantini olusturduk ve mutant formun hiicre
Olumint induklemede yabanil TAF7 kadar etkili olmadigini gosterdik. Bu bulgular son 1-
2 yila kadar bir genel transkripsiyon faktorti olan THID’ in yapisal bir komponenti olarak
kabul edilen TAF7' nin hiicre dongisiine bagli olarak bir regilasyona tabi oldugunu;



modifiye olup olmamasina bagl olarak farkli etkinlige sahip oldugunu distndirmektedir.
Bunlara ek olarak TAF7 ekspresyonunun indukledigi apoptozun CIITA varliginda
baskilanabilecegini ve CIITA mutantlar1 kullanarak bu etkinin oldukca spesifik oldugunu
gogerdik. Bu gbzlem bagisiklik sistemi icin dnemlidir. Bagisiklik sisteminin bu 6nemli
molekiltnun, TAF7 ile olan etkilesiminin niteligi ve bu etkilesiminin hiicre 6limine olan
etkisinin agiga kavusturulmasi, immun sistem biyolojisi agisindan dnem kazanmaktadr.
Bu yonde elde edilecek tiim verilerin bagisik yanitin olusmasi, immun hticrelerin gelisimi
(pozitif ve negatif seleksiyon), HIV biyolojisi gibi ¢ok genis alanlarda etkisi olabilir.

Anahtar kelimeler : TAF7, CIITA, HIV, Tat, Apoptoz



INVESTIGATING THE EFFECTS OF CIITA-TAF7 INTERACTION ON
PROGRAMMED CELL DEATH

Dilek GOKTURK, Dokuz Eylul University, School of Medicine, Department of
Medical Biology and Genetics, 35340, Balcova-1zmir, Turkey.

ABSTRACT

It has been proposed that TAF7 could be a eukaryotic analogue of HIV Tat. HIV-Tat
functions can be summarized as: 1) transcriptional transactivation of the provirus 2)
transcriptional inhibition of host genes and 3) induction of apoptosis in host cells. TAF7 has
been shown to both support transcriptional elongation and to inhibit transcription by
mechanisms very similar to HIV Tat; and we have also previously reported that TAF7 over-
expression induces cell death. An important feature of the Tat protein is its interaction with
CIITA, the transcriptional activator for MHC class Il genes. While Tat can suppress MHC
class Il expression through its interaction with CIITA; CIITA over-expression can suppress
Tat and thereby inhibit HIV transcription and host cell death. Given the functional similarities
between HIV-Tat and TAF7 we aimed to investigate the effects of CIITA-TAF7 interactions
on programmed cell death. Another important feature of the Tat protein is its ability to bind
tubulin proteins during apoptosis. We also aimed to investigate whether TAF7 also binds to
tubulin proteins.

TAF7 gene was cloned in to expression vectors which were transfected in to HeLa and
Kelly cells. In addition to transient transfection, a tetracycline regulated expression system
(TREX) was used for TAF7 over-expression. TAF7 was cloned to TREX system's plasmid
and was stable transfected into a Tet-repressor expressing Hela cell line,

TAF7 — Beta Tubulin interaction was shown by immune precipitation experiments
performed using both pure isolated proteins and cell lysates. Functional outcome of the
interaction was analyzed by invitro tubulin polymerization assays. We' ve shown that TAF7
over-expression induced cell death and CIITA expression suppressed TAF7's apoptotic effect .
Our data supports a model in which TAF7 causes stabilization of tubulin polymerization. |
the presence of an apoptotic signal, TAF7 remains bound to tubulin proteins and the cell cycle
halts. In the absence of an apoptotic signal, the chromosomes attach to the mitotic spindle
properly and cell cycle continues with the termination of mitosis. We also showed that the



phosphorylation mutant of TAF7 did not induce apoprosis as its wild type form. In addition
by using CII TA mutants we were able to show that the inhibition of apoptosis is specific to the
presence of a functional ClITA molecule When taking the role TAF7 plays in apoptosis under
consideration, its interactions with CIITA during this process has very important implication
fort he field of immunology. Futhermore when one considers CIITA and Tat interactions
during HIV infection; the importance to elucidating molecular interactions between CIITA
and TAF7 is evident.

Keywords: TAF7, CIITA, HIV, Tat, Apoptosis



1.GIRIS ve AMAC

Gunuimuzde pek cok viral genin 6karyotik homologlar: bilinmektedir. HIV-Tat geni icin
ise protein diizeyinde bir 6karyotik homolog gen bulunamamustir. Buna karsin Okaryotik
TAF7 proteininin, HIV-Tat’in islevsel bir analog olabilecegi ileri surtlmustar. HIV-Tat ile
benzer Ozellikler gosterebilen; elongasyonda HIV-Tat ile ayni faktorlerle etkileserek rol
oynayan; preinisiyasyon kompleksinde bulunan proteinler ile yine Tat’ a benzer sekilde iligki
kurabilen tek okaryotik gen Uruint TAF7'dir (eski adiyla TAFI155).

Gen transkripsiyonu, biydk olciide kendilerine 6zgu sekans motiflerini  tamyan
transkripsiyon faktorlerinin promotér bolgelere baglanmasi, transkripsiyonda gérev alan
kompleksleri kendisine cekmesi ve aktive etmesi ile gerceklesir. Okaryotik hiicrelerde
transkripsiyonun baslamasi igin oncelikle RNA polimeraz 11'nin genel transkripsiyon
faktorleri (GTF) ile bir kompleks olusturarak promotore baglanmasi gerekmektedir. GTF ler
olan TFIIA, THIB, TFID, THIE, THIF ve TFIIH bir araya gelerek promotor Gzerinde bir
karmasik yap1 olusturur ve RNA polimeraz 11'nin karboksil terminalini fosforilleyerek
transkripsiyonun baglamasini saglar. Promototre ilk baglanan genel transkripsiyon faktoru
THID’dir. Promotdrin TATA kutusu bdlgesine baglanan TFIID, TBP den (TATA baglayan
protein/TATA binding protein) ve TAF lerden (TBP asosiye faktor/TBP associated factor)
olusmaktadir. Pek cok farklt TAF lerden biri de TAF7'dir. Yapilmis calismalar TAF7'in
transkripsiyon inisiyasyonunun bir kontrol noktasinda gorev alabilecegini ileri sirmektedir.
TUm transkripsiyon kompleksinin saglikli olusmasi sonrasinda TAF7, transkripsiyon
Uzerindeki blokaj1 kaldirmakta ve transkripsiyonun baslamasina izin vermekte, elongasyonda
mMRNA uzamasini desteklemektedir. Ozetle TAF7, HIV Tat proteinine benzer sekilde
elongasyonu destekleme veya transkripsiyonu inisiyasyon asamasinda baskilayabilme
Ozelliklerini barindirmaktadir. Ancak HIV Tat’in aksine programlanmis hiicre 6luminde bir

roll olup olmadig1 arastirilmamusti.

Programlanmis hiicre 6limd, hiicre disaridan yasamina devam etmesi icin gerekli
sinyalleri alamadigi veya hiicre hasar1 olustugu zaman gerceklesir. Apoptoz yolaklarinin
aydinlatiimasi ve farkli patolojilerde apoptozun roll konusunda sayisiz arastirma yapilmis
olmasina ragmen halen 6lime giden hiicrede transkripsiyonun nasil bloke edildigine dair
fazla bir veri bulunmamaktadir. Bir apoptoz bulgusu olan transkripsiyon blokajinin TAF7

Uzerinden gerceklesebilecegini  (HIV  Tat'in  kullandigi  transkripsiyonel  baskilama
mekanizmalarim kullanarak) ve HIV Tat ile arasindaki islevsel benzerliklere dayanarak



TAF7'nin apoptotik sinyal iletiminde yer alarak programlanmis hicre olimunin geg
evrelerinde rol oynayabilecegini disiindik. Onceki calismalarimizda farkl: apoptotik uyarilar
alan hicre kilturlerinde siRNA (small interferring RNA) kullamlarak TAF7' nin ekspresyonu
baskiland: ve apoptotik cevap 6lglldi. Hipotezimize gore TAF7 yoklugunda transkripsiyon
blogu olusmayacagindan kullamlacak hicre hatlarinda belli uyaranlarda apoptoza direng
gelisecektir. YiUksek diizeyde TAF7 ekspresyonunun (over-ekspresyon) oldugu durumlar da
ise HIV-Tat’a benzer sekilde artmis apoptoz izlenecektir. Yapilmis olan deneyler sonucunda
TAF7 ekspresyonunun baskilanmasi sonrasinda apoptoza direng gelistigi ve TAF7'nin over-
ekspresyonunda spontan hiicre 6lumunin arttigim gosterdik. Buna ek olarak TAF7 over-
ekspresyonunda tetiklenen apoptozun HIV-Tat proteinine benzer sekilde mikrotibdl
polimerizasyonundan kaynaklanabilecegini destekleyen floresan mikroskopi goruntileri elde
ettik. Daha 6nceki calismalarimizda elde etmis oldugumuz bu veriler Sekil 1, 2, 3 ve 4'de
gosterilmistir.
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Sekil 1. TAF7 SRNA Transfeksiyonu Yapilan HelL a Hiicre Hattinda TAF7 proteininin
western blot ile gosterilmesi.

A) Kuyu 1, HeLa normal hiticre lizatx; 2, lipid (bos lipozom) transfeksiyonu uygulanan
Hel a hucre lizati; 3, lamin A/C sIRNA transfekte HelL a hiicre lizati; 4, non-targetting
SIRNA transfekte HelL a hiicre lizati; 5, RISC Free SRNA transfekte Hel a hticre lizati;



6, bos kuyu; 7, TAF7 SRNA transfekte HeLa hicre lizati1 B) Aym1 membran “strip”
edillip antikorlar uzaklastirildiktan sonra kuyu yukleme kontrolu olarak TBP antikoru
iletekrar blotlandi. C)Transfeksiyon verimliligi SGLO ile %75 olarak izlenmistir.
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Sekil 2. Hel a Hucrelerinde TAF7 sessizlendirilmesinin etoposit ile uyarilmis apoptoz
Uzerindeki etkis (UT, islem gbrmemis kontrol; LIPID, sadece lipid kontrol; NCSRNA,
negatif kontrol SRNA)
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Sekil 3. HeLa Hucrelerinde TAF7 nin yiksek diizeyde ekspresyonunun apoptotik etkisi
(PEGFP, vektor kontrol; LIPID, lipid kontrol; NC, transfecte edilmemis normal hticre
kontral)



Sekil 4. pEGFP TAF7 transfekte edilen Kelly hicrelerinin a-tubulin boyama
floresan mikroskobis goéruntuleri. TAF7-GFP yesil, a-tubulin kirmz ve DAPI mavi
renk olarak gorulmektedir (sagdaki resimler, soldaki htcrelerin TAF7-GFP ile
transfekte oldugunu dogrulama amaciyla filtre degisimi ile GFP floresanaimin
var higin gostermektedir).

Genel transkripsiyon dizeneginde yer alan nikleer bir proteinin sitoplazmada
mikrotUbdllerle iliskili oldugu ve nikleer proteinlerin apoptoz siirecinde bilinmeyen olasi
islevsel bir roli olabilecegini gosteren bulgularimiz 6nemli ve dikkat gekicidir Ancak
arastrmamizin tamamlanmasi igin HIV Tat proteininin diger 6zellikleri Uzerinde de durmak
ve TAF7'nin benzer Ozellikler gosterip gostermedigini bulgulamak gerekmektedir. Bu
Ozelliklerden biri de HIV Tat proteininin CIITA (class |1 transactivator) ile olan etkilesimidir.
CTIA bagisiklik sistemi agisindan ¢ok onemli bir proteindir. MHC simif Il genleri igin
transkripsiyonel bir aktivator islevi gorur ve yoklugunda MHC sinif 11 proteinleri ifade
edilmez; dolayisiyla CD4 T lenfositleri timusta gelisemez. HIV Tat ile CIITA ararsinda
karsilikli bir etkilesimin oldugu gosterilmistir. Tat, CIITA ve MHC sinif 11 ekspresyonunu
baskilayabilirken; CIITA over-ekspresyonu da Tat'1 ve bu yolla da HIV replikasyonunu ve
enfekte hiicre apoptozunu baskilayabilmektedir. Sonug olarak HIV enfeksiyon gelisiminde bu



iki protein arasindaki denge 6nem kazanmaktadir. TAF7'nin, HIV Tat’'la benzer sekilde
CIITA ile etkilesip etkilesmediginin gosterilmesi, CIITA varliginin TAF7 over-ekspresyonu
tarafindan induklenen hiicre 6lUmu Uzerindeki etkisinin incelenmesi buradasunulan doktora
tez calismasinin temelini olusturmustur. Deneylerimiz sonucunda elde ettigimiz bulgular
TAF7' nin transkripsiyon dis1 hiicresel stireglerde rol aldigin ilk kez gostermis, immun sistem
hicrelerinin - programlanmis  6lum  sireglerinde  TAF7 ve CIITA etkilesiminin rol
oynayabilecegini ortaya koynustur. Doktora tezi kapsaminda yapilanlar ve asagida

sunulmustur.



2.GENEL BILGILER:

2.1 HIV Enfeksiyonu ve Virusu:

Insan immun yetmezlik virtsi tip 1’in (human immundeficiency virus type 1; HIV-
1) 1983'de (1, 2, 3) ve HIV-2'in 1986'da (4) tammlanmasindan sonra bu iki virds,
edinsel immun yetmezlik sendromunun (agquired immundeficiency syndrome; AIDS)
baglica iki etkeni olarak kabul edilmektedir. Dinyada AIDS den 6ncelikle sorumlu olan
etken HIV-1'dir. Buglin dunyada HIV ile enfekte birey sayisimin gogunlugu Asya, Afrika
ve Guney Amerika’da olmak Uzere 40 milyonu gegmektedir. HIV enfeksiyonunun
immunopatogenezini anlamak terapdtik stratgjilerin, immunoterapilerin ve profilaktik
asilarin gelistirilmesinde ¢ok buytk 6nem tasimaktadir. Diger tim viral enfeksiyonlar gibi
HIV enfeksiyonunun bireylerdeki seyri hem viral hem de konak fakttrlerine baglidr.
Primer enfeksiyon kaynagi aym olsa dahi HIV ile enfekte bireylerde enfeksiyonu seyri
cok buyuk farkliliklar sergileyebilmektedir. Konak ve viral faktorlere bagli olarak bireyde
klinik diizeyde hizl1 bir immun yetmezlik gelisebilecegi gibi birey uzun donem gelisim
gbstermeyen hasta grubunda (long-term non-progressors) daolabilir (5).

HIV-1 lentivirus ailesine ait bir retrovirtstir. HIV virtsi hiicre icine almag bagimli
endositoz yoluyla girmektedir. Birincil almaci, immun sistemin T hicrelerinde bulunan
CD4 hucre yizey amacicir. CD4 T hucrelerinin % 60'1mn yilizeyinde ifade edilen 58
kD’luk monomerik bir glikoproteindir (5). CD4'Gn HIV-1, HIV-2 ve SIV (simian
immunodeficiency virus) icin birincil almag oldugu 1984 yilinda karakterize edilmistir
(7). Ancak insandan tiretilmemis hicre hatlarinda CD4 transfekte edilerek yapilan
deneyler CD4'lUin tek basina virlsin girisi icin yeterli olmadigim ortaya koymustur.
Yapilan calismalar monositotrofik virtslar igin CCR5; T-hicretropik virtsler icin CXCR4
kemokin reseptorlerinin CD4'e ek olarak es-almag (koreseptdr) olarak gerekliligini
ortaya koymustur (7, 9, 10, 11). Hicreye girisinden sonra HIV virlsi, revers-transkriptaz
enzimi ile RNA nikleik asidini DNA'ya cevirir. Viral DNA nikleusa gegerek integraz
enzimi sayesinde hiicre DNA'sina entegre olur. Bu asamada provirts adini alir. Enfekte
hiicrenin transkripsiyon diizenegini kullanarak genomunu tekrar RNA'ya geviren proviris
bu sekilde kor nikleik asidinin replikasyonunu ve hiicrenin translasyon diizeneklerini
kullanarak yapisal proteinlerini olusturur. Yapisal viral parcalar ve RNA nikleik asit yine
hicresel mekanizmalar kullamlarak bir araya getirilir ve yeni olusan virlsler

tomurcuklanma yoluyla hiicreden ayrilarak baska hiicreleri enfekte eder.
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HIV genomunda sadece 9 adet gen bulunur. Bunlardan Ggli —gag, pol ve env- yeni
viral partikillerin olusumu igin gerekli yapisal bilgiyi barindirir. Diger 6 gen tat, rev, ref,
vrf, vpr ve vpu HIV’'in hicreyi enfekte etmesi, hiicresel diizenekleri kullanabilmesi,
kendini kopyalayabilmesi ve hastaligin olusmasina neden olan protein Urinlerini kodlar.
HIV genlerinin islevlerini kisaca Ozetlersek:

GAG: Kapsid proteinlerini kodlayan genomik bolgedir. P55 miristile bir prekirsor olarak
ifade edildikten sonra viral proteaz tarafindan p17 (MA), p24 (CA), p7 (nikleokapsid) ve
p6 proteinlerini olusturacak sekilde kesilerek islenir.

POL: Reverstranskriptaz, proteaz ve integraz viral enzimlerinin kodlandig: bolgedir.
ENV: Vira proteaz tarafindan transmembran gp4lve yizey gpl20 zarf proteinlerini
olusturacak sekilde islemlenecek gp60 prekirsdrini kodlar

REV: Lentivirisler arasinda islesel dizeyde en iyi korunmus regulatuar bir proteindir.
Nukleusta yerlesik 79kD’luk bir fosfoproteindir. Viral mRNA’larin nikleer eksportu ve
stabilizasyonundan sorumludur.

VIF: 26 kD’luk bazik bir proteindir. Enfektivite faktori olarak da amlir. Viral
partikillerin GUretiminden degil ama enfekte etme 0Ozelliginden sorumludur. Vif
yoklugunda hiicre-hiicre bulasi olmasina ragmen hiicreyi enfekte etme ve proviris
olusumu defektiftir.

VPR: Viral protein R olarak da bilinir. One siriilen islevleri arasinda preintegrasyon
komplekslerinin nikleusa hedeflenmesi, hiicre dongu aresti, bazi hicresel genlerin
transaktivasyonu bulunmaktadir.

VPU: Vira protein U olarak da isimlendirilir. En az iki 6nemli islevi kesfedilmistir.
Birincisi CD4’ iin endoplazmik retikulumda degredasyonuna neden olmakta; ikincisi HIV
ile enfekte hticrelerin plazma membranindan virtis tomurcuklanmasini uyarmaktadhr.

NEF: Enfekte hiicrelerde Uretilen ilk viral proteinlerden biri olup tim HIV proteinleri
arasinda en immunojenik olandir. Konak hticre sinyal ileti yolaklariyla etkileserek CD4
ve MHC sinif | gibi pek ¢cok genin ekspresyonunun baskilanmasing; 6te yandan da HIV
replikasyonunu destekleyecek genlerin yiksek diizeyde ifade edilmelerini saglar

HIV genomunda bulunan dokuzuncu gen olan TAT geni arastirma konumuz ile ilgili
oldugundan daha genis olarak ayr1 bir boltimde anlatilacaktir.
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2.2 HIV —Tat Geni velslevleri:

Tat proteini HIV gen ekspresyonu icin gerekli iki faktérden (tat ve rev) biri olup,
temel olarak gen ekspresyonu igin transaktivator islevi bulunmaktadir (12). iki formu
bulunmaktadir: 72 amino asit uzunlugundaki Tat-1 ekzon (mindr form) ve 86 amino asit
uzunlugundaki Tat-2 ekzon (major form). Enfekte hicrelerde her iki form da
saptanabilmektedir (12). Immunofloresans ve immunohistokimyasal boyamalarda temel
olarak nikleus ve nukleolusda lokalize oldugu gosterilmistir. HIV niukleik asidi proviral
formda hiicre DNA'sina entegre olduktan sonra, provirtsiin LTR promot6rinde bulunan
TAR (transactivation responsive region) elementine baglanarak transkripsiyonel
inisiyasyon ve elongasyonu etkinlestirdigi gosterilmistir (13, 14). TAR 1n, tammlanms
ilk cisetkili RNA enhancer olmasi, Tat’in da bir RNA enhancer’: ile etkilesebilen
tanmmlanmus ilk transkripsiyon faktori olmasi ilgi cekicidir. Tat varhiginda LTR'den
provirls transkripsiyon verimliliginin birkag yuz kat arttigi deneylerle bulgulanmis ve
guniimtize kadar yapilmig tim in vitro hicre kiltir sistemlerinde viral replikasyon igin
gerekliligi gosterilmistir (5).

Tat transkripsiyonel etkilerini TAR elementine baglandiktan sonra inisiyasyon ve
elongasyonu uyararak gerceklestirir. Bu islemleri gerceklestirebilmek icin hicresel
proteinlerle etkilesime girer ve konak hicrenin transkripsiyonel dizenegini kullanr.
Tat’ 1in elongasyon uyarimi ile ilgili daha fazla bilgiye sahibiz. Tat’in siklin T ve cdk9’ dan
olusmus bir elongasyon faktorii olan P-TEFb, TAR ve yine elongasyonda rol oynayan
Brd4 proteinleriyle dogrudan etkilesime girerek RNA polimeraz II'in C-terminal
bolgesinin  hiperforforilasyonunu  tetikleyerek transkripsiyon inisiyasyonunu ve
elongasyon devamini uyardigi gosterilmistir (15, 16) (Okaryotlarda transkripsiyon
dizenegi ve regllasyonu ilerleyen bolumlerde detayli olarak anlatilacaktir).
Elongasyonun yam sira Tat'in preinisiyasyon kompleksinin (PIC) olusumunda da rol
oynadigi bilinmektedir. Tat’in PIC yapisinda yer alan TBP (TATA baglayan protein),
TATA kutusu, Spl, TFIIH gibi molekdillerle; siklin E/cdk2’ ler ve CBP/p300, p/CAF gibi
koaktivatdr ve kromatin modelleme kompleksleriyle dogrudan etkilestigi gosterilmistir
(17, 18, 19, 20, 21,22). Ayrica Tat histon asetilazlar1 da PIC’ e ¢agirarak, transkripsiyon
daha baslamadan 0zel nikleozomal bolgelerde H3 ve H4 lizin asetilasyonunun
gerceklesmesinden de sorumludur (22).

Transkripsiyonel aktivasyonun yam swra Tat'in  c¢esitli  hicresel genleri
transkripsiyonel dizeyde baskilama (represyon) islevi de oldugu bugin bilinmektedir
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(12). Bu islevi, ilgili genlerin PIC yam ve kompozisyonlarint bozarak
gerceklestirmektedir. Ornegin MHC sinif | genlerinin bazal ekpresyonu PIC yapisinda
islevsel bir TAF1 (TBP asosiye faktor 1) molekulintn varligina bagimlidir. Tat TAFL' e
baglanarak asetiltransferaz aktivitesini ortadan kaldirabilmekte ve bu yolla MHC sinif |
ekspresyonunu baskilayabilmektedir (23, 24).

HIV Tat proteininin Gzerinde durmak istedigimiz bir diger 6zelligi de CTI1A (class
Il transactivator) ile olan etkilesimidir. CT1IA bagisiklik sistemi agisindan ¢cok énemli bir
proteindir. MHC simif Il genleri igin transkripsiyonel bir aktivator islevi gorir ve
yoklugunda MHC sinif 11 proteinleri ekprese olmaz; dolayisiyla CD4 T lenfositleri
timusta gelisemez. HIV Tat ile CIITA ararsinda karsilikli bir etkilesimin oldugu
gogerilmistir (38). Tat, CIITA ve MHC sinif 11 ekspresyonunu baskilayabilirken; CIITA
over-ekspresyonu da Tat’t ve bu yolla da HIV replikasyonunu baskilayabilmektedir.
Sonug olarak HIV enfeksiyon gelisiminde bu iki protein arasindaki denge Gnem
kazanmaktadr.

Sonu¢ olarak Tat proteini gerek proviral gerekse hiicresel genlerin, kromatin
modifikasyonlari, transkripsiyonel inisiyasyon, elongasyon, transkripsiyonel baskilanma
dahil neredeyse genetik regulasyonun tim sireclerinde etkili olmaktadir. Ancak Tat
proteininin etkileri sadece transkripsiyonel transaktivasyon ile sinirli degildir. HIV
enfeksiyonunun c¢ok belirgin bir 6zelligi olan hiicre éliminde Tat proteinin rolt bir

sonraki bolimde tartisilmustir.

2.3. HIV —Tat Geni ve Apoptoz:

HIV enfeksiyonu CD4 T hicrelerinin apoptoz yoluyla progresf kaybi ile
karakterizedir. Bu progresif kayip sadece virUs ile enfekte hiicrelerde degil, enfekte
olmayan hiicreler icinde gegerlidir (25). Ozellikle viris ile enfekte olmayan hiicrelerin
apoptoz yoluyla kaybindan HIV Tat proteininin sorumlu oldugu distnilmektedir. Tat
proteininin bir diger 6zelligi de hiicre digina sekrete olasi ve komsu hticreler tarafindan
ice alinabilmesidir. Virlisle enfekte olmayan hicrelerin bu ektraselller Tat proteinini
kendi iclerine almalar1 pek cok farkli yolla apoptoz siirecinin uyarilmasina neden olur
(26). Tat proteininin apoptotik stregleri uyarabildigi bilinen mekanizmalar arasinda, Fas
ligandimin artmis ekspresyonunu uyarmak (27), ¢esitli sitokinleri kodlayan genlerin
uyariimasi veya baskilanmasi (28), Bcl-2 gibi hiicre yasam faktorlerinin ifadesinin
uyariimas (29), manganez bagimli siiperoksit dismutaz (30) ve p53 ekspresyonunun
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baskilanmasi (31) ve CDK aktivasyonu (32) sayilabilir.

Arastirmamiza konu olmasi nedeniyle 6zellikle Gzerinde durmak istedigimiz bir
mekanizma da Tat proteininin hiicre mikrottbll polimerizasyonunu etkileyerek apoptozu
tetiklemesidir (33). Mikrotubdller tubulin polimerlerinden olusmus, hticresel morfoloji,
hiicre ici organel yap1 ve yerlesimi, mitoz sirasinda kromozom gocu, hticre farklilasmasi
ve hiicre ici transportta rol oynayan hiicre iskelet yapilaridir. Bu denli ¢ok ve 6nemli
islevleri olan mikrottbul yapisinin bozulmasi, hiicrede apoptozu tetiklemektedir (33).
Mikrotibll yapisini  bozan ajanlar (MDA-microtubul damaging agents) etki
mekanizmalarina gore iki gruba ayrilmaktadir: taxanlar gibi mikrottbll stabilizasyon
gjanlar1 ve vinca akoloidleri gibi mikrottibil depolarizasyon ajanlari. MDA’ lar hiicre ici
mikrotUbil dinamiklerini bozduklarindan programlanmis hticre 6ltimtne yol acarlar ve bu
ozellikleri nedeniyle de cesitli kanserlerde tedavi amagli kullanim alanlar1 bulunmaktadir.

HIV Tat proteininin hiicre mikrottbillerine baglandig: ve stabilize edici MDA'lar
benzeri bir etki gostererek hiicre mikrotubll dinamigini bozdugu gosterilmistir. Ayrica
mikrotUbillere baglandiktan sonra pro-apoptotik Bcl-2 aile Uyesi olan Bim ile de
dogrudan etkilestigi ve intrinsik mitokondrial apoptoz yolagim uyardigi bulgulanmustir
(CHEN ve ark., 2002). Yine bir diger ¢alisma Tat’in, bir mikrotubdl iligkili (asosiye)
protein (MAP) olan ve mikrotubil dinamiklerinde dizenleyici protein kabul edilen,
mutasyonlarinin lisensefaliye yol agtigi bilinen LIS1 fosfoproteini ile hicre iginde
dogrudan etkilesebildigi bildirilmistir (35). Tum bu calismalar HIV enfeksiyonunda
Ozellikle enfekte olmamis hiicrelerde gozlenen artmis hiicre 6limiintn bir nedeninin de
ekstrasellller ortama salgilanan Tat proteini oldugunu ortaya koymaktadr.

2.4. HIV —Tat Geninin Okaryotik Homologu Olarak TAF7

Yukarida HIV Tat'in bazi genlerin transkripsiyonel diizeyde baskilanmasindan
sorumlu oldugunu bahsetmistik. HIV Tat’in bu baskilayici etkisinin en detayli tammlandigi
gen MHC sinif | genidir. MHC sinif | geninin bazal ekspresyonu PIC de TAFL'in (eski adiyla
TAFI1250) bulunmasim gerektirmektedir. TAFL asetiltransferaz ve kinaz islevlerine sahip bir
molekildir. Kinaz islevinin substrati halen bilinmemekle beraber asetilaz 6zelligiyle histon ve
PIC de bulunan diger proteinlerin asetilasyonundan sorumlu oldugu distintlmektedir. HIV
Tat TAFl'e dogrudan baglanarak asetilaz Ozelligini baskiladigi ve MHC sinif | geninin
TAF1’ e bagimli bazal transkripsiyonunu engelledigi gosterilmistir. Buna ek olarak P-TEFb ile
etkileserek proviral elongasyonu tetikledigi bildirilmistir. Benzer Ozellikler gosterebilen,
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TAFl' e baglanarak asetiltransferaz Ozelligini baskilayabilen (36), P-TEF ile etkileserek
elogasyonda rol oynayan (37) ve PIC de bulunan proteinler ile Tat’a benzer sekilde iliski
kuran tek bir okaryotik gen bilinmektedir: TAF7 (eski adiyla TAFII55)

Okaryotik hiicrelerde transkripsiyonun baslamasi icin GTF lerin promotdre baglanmast
gerekmektedir. Promottre ilk baglanan genel transkripsiyon faktori THID'dir. TFIID,
TBP den (TATA binding protein) ve TAF lerden (TBP associated faktor) olusmaktadir. insan
genomundaki genlerin sadece %30'unun promotdrinde “TATA” kutusu bulunmaktadr.
“TATA” kutusu bulunmayan promotor bolgelerinde dnemli baska bir sekans elementi olan
initiator (Inr) sekanst bulunur. TATA kutusu icermeyen fakat Inr dizisi bulunan promotdrlerin
cogunda ayrica DPE (downstream promoter element) elementi de bulunmaktadir. DPE
yaklasik olarak transkripsiyon baslama bolgesinden 30 bp asagida yer alir. TATA kutusu
bulunmayan promotorlerde TFTC'in (TBP free TAF containing complex) THIID’in yerini
aldig1 invitro kosullarda gosterilmistir. TBP olsun veya olmasin her promotdriin kendine has
bir TAF kompleksi olusturdugu, gene 6zgl olan bu kompleks olusumunun transkripsiyonun
0n kosulu oldugu bugiin bilinmektedir. Pek ¢ok farklit TAF lerden biri de TAF7’dir.

Literatirde TAF7 ile ilgili ¢cok az sayida yayin bulunmaktadir. Bir tarama yapildig
takdirde icinde TAF7 gecen toplam 19 makale cikmaktadir. Bunlarin ¢ogu TFIID
kompleksinin farkli Okaryotlardaki yapisim ve diger TAF ler ile olan iligkileri kapsayan
calismalardur. ikisi TAF7 promotorii ve ekspresyonu ileiilgili olup protein fonksiyonu ile ilgili
bilgi vermemektedir. TAF7 proteinin islevi ile ilgili ancak 4 makale bulunmaktadir.
Bunlardan biri TAF7'nin, HIV Tat proteinine benzer sekilde TAFI1250'yi bloke ettigini ve
boylelikle transkripsiyon inisiyasyonunun bir kontrol noktasinda goérev aldigint ileri
sirmektedir (36). Tum transkripsiyon kompleksinin saglikli olusmasi sonrasinda TAF7,
TAFI1250 Uzerindeki blokaji kaldirmakta ve transkripsiyonun baslamasina izin vermektedir.
Ayrica HIV Tat proteini gibi elongasyon faktori P-TEFb ile etkileserek elongasyonu
desteklemektedir (37). Ozetle TAF7, HIV Tat proteinine benzer sekilde elongasyonu
destekleme veya transkripsiyonu baskilayabilme 6zelliklerini barindirmaktadir. Ancak HIV
Tat’1n aksine programlanmis hticre 6ltimtinde bir roli olup olmadig: arastirilmamstir.

TAF7' nin apoptoz siirecinde bir rolu olabilecegine ait tek bir yayin bulunmaktadir.
2004 yilinda Fukuchi ve arkadaslari TAF7'nin poliamin transport aktivitesini diizenleyerek
poliamin analoglar1 ile indiklenen apoptozda rol oynadigimi ileri siren bir calisma
yayinladilar. Bu calisma kapsaminda poliamin transport aktivitesinde rol oynayan genleri
tanimlayabilmek amaciyla 6ncelikle MGBG (methylglyoxal bisguanylhydrazone) direngli

15



CHO hicreleri olusturulmustur. MGBG, bir poliamin transport inhibitérii ve hiicrelere
eklenmesi programlanmis hticre Olimune yol agmaktadir. MGBG direngli hicrelerde
retroviral gen tuzag: (retroviral gene trap) metoduyla direncin olusumunu saglayan gen, bu
calismada TAF7 olarak tammlanmustir. Yazarlar verilerini TAF7’ nin poliamin transportunda
diizenleyici olarak rol aldig1 ve bu yolla indiklenen programlanmis hiicre 6luminde islevi
oldugu seklinde yorumlamisglarcir. Ancak bu calismadaki verileri farkli yorumlamak
mumkindir ve TAF7 nin apoptozda roli olabilecegi hipotezini desteklemektedir. Kullarmilan
yontem, hangi genin ekspresyon kaybinda MGBG'ye karst direng gelistigini saptamaya
yoneliktir. Sonug olarak da TAF7 ekspresyon kaybinda MGBG ile indiklenen apoptoza karsi
bir diren¢ olusumu gézlenmistir. Eger TAF7, transkripsiyonu durdurma islevi ile apoptoz
yolaginda gorev aliyorsa, yoklugu bu yolaktaki ardisik sinyal iletiminde bir duraklamaya yol
acarak direnc gelisimine neden olacaktir. Diger bir ifadeyle gbzlenmis olan apoptoza karsi
direng, TAF7 poliamin transport yolunda rol oynadig: igin degil, genel olarak programlanmis
hiicre 6luminde bir fonksiyonu varsa da gozlenebilir.

TAF7'in islevlerini daha iyi anlamak icin parcast oldugu genel transkripsiyon
mekanizmasi Uzerinde kisaca durmak gerekmektedir.

2.5. Transkripsiyon:

Gen ekspresyonunun dizenlenmesi hicrenin ¢evresel kosullardaki degisikliklere
adaptasyonunu ve farklilasmis hiicrelerin farkli gorevleri yerine getirmelerini saglamaktadr.
Ornegin kas ve karaciger hiicreleri aym genleri tasimalarina ragmen islevleri farklidir. Hiicre
islev ve Ozellikleri, genomlarindaki farkliliklar ile degil, gen ekspresyonu paternlerindeki
farkliliklar ile belirlenmektedir.

Bir genin ekspresyonundaki ilk asama DNA'nin RNA’ ya transkripsiyonudur.
Okaryotik hiicrelerde RNA sentezlendikten sonra degisik yollarla modifiye edilir. Ornegin
intronlar “splicing” ile cikarilir. Farkl: tipte RNA' lar farkli gorevler Gstlenmistir. Mesajci
RNA (mRNA)’larin protein sentezi igin kalip gorevi, ribozomal RNA' larin (rRNA) ve

transfer RNA'larin ise protein translasyonunda gorevleri vardir (41).

2.6. Okaryotlarda Transkripsiyon Baslama (inisiyasyon) K ompleksinin Olusturulmasi:
Her ne kadar yukaridatarif edilen transkripsiyon inisiyasyonu genel olarak okaryotik

RNA polimerazlar icin de gegerliyse de, her bir 0karyotik RNA polimerazlar igin detaylar

farklidir. Esas konumuz olan protein sentezi igin gerekli mRNA'larin RNA polimeraz 1l ile
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transkripsiyonuna gegmeden 6nce RNA polimeraz | ve Il ile transkripsiyondan kisaca
bahsedelim. RNA polimeraz | ve Il promotdrlerinden transkripsiyonun baslamasi RNA
polimeraz |1’ de gorulen benzer olaylari icermektedir, fakat detaylar farklidir. En dikkat cekici
benzerliklerden biri TBP' nin RNA polimeraz | ve Il ile transkripsiyon inisiyasyonundadarol
oynamasidr.

RNA polimeraz |1 ile transkripsiyon inisiyasyonunda bakteri ve Okaryotlar arasindaki
en onemli farklilik Okaryotik polimerazlarin direkt olarak gekirdek promotor sekanslarini
tammmamalaridir (42). Protein kodlayan genlerin transkripsiyonundan sorumlu oldugu igin
Okaryotlarda transkripsiyonun mekanizmasinin anlasiimast amaciyla RNA polimeraz 11’ ye
cok 6nem verilmistir. 1979 yilinda Robert Roeder tarafindan RNA polimeraz II'nin bazi
yardimct proteinler eklendiginde transkripsiyonu baslatabildigini rapor etmistir. Bu nedenle
Okaryotik transkripsiyon sisteminin bir takim baslatici faktérlere ihtiyag duydugu (bakteriyel
sistemlerdeki “ro” faktorune karsilik) anlasilmistir.

Nukleer ekstraktlarin biyokimyasal ayristirilmast yapilarak RNA polimeraz 11'nin
transkripsiyonu bagslatmast igin gerekli olan (transkripsiyon faktorleri olarak adlandirilan) bir
takim 0zgul proteinler tammlanmustir. Genel ve gene 6zguil olmak Uzere iki tip transkripsiyon
faktord tammlanmistir. Genel transkripsiyon faktorleri tim polimeraz 11 promotorlerinin
transkripsiyonunda yer alir. Bu nedenle temel transkripsiyon makinesinin bir pargasidirlar.
Gene 6zgul transkripsiyon faktorleri ise ekspresyon kontroli icin kendilerine 6zgu cis-etkili
dizilere baglanirlar. Yaklasik olarak insan genomunun %5'i transkripsiyon faktorlerini
kodlamaktadir (41).

Genel olarak bakildiginda RNA polimeraz Il ile transkripsiyonun baslamasi icin beg
genel transkripsiyon faktorti gereklidir. Polimeraz |1 ile transkribe edilen pek cok genin
promotorinde transkripsiyonun baslangicindan yaklasik 25 — 30 nikleotid asagida TATAA
benzeri DNA dizisi bulunur. Bu dizi “TATA kutusu” olarak isimlendirilir. TATA kutusunda
mutasyon olusturulmasi bazi genlerin transkripsiyonunun sonlanmasina neden olur. Bu durum
TATA kutusunun transkripsiyonun baslamasinda gorevli oldugunu distndirmektedir.
Transkripsiyon kompleksinin olusturulmasindaki ilk basamak TATA kutusuna genel
transkripsiyon faktorlerinden THIID’ nin baglanmasidir. TFIID, TATA baglayan protein (TBP)
ve bilinen 12 TBP-asosiye faktorin (TAF), transkribe olacak gene Ozgu birlesiminden
olusmaktadir. TBP, DNA’ ya baglanan bir sekans-6zgul proteindir. TATA kutusunda DNA ¢ift
ipliginde mindr oluga baglanir. TBP, DNA sarmalinin gevresini kismen sararak inisiyasyon
kompleksindeki diger proteinlerin baglanabilecegi eyer bigimli bir proteindir (42). TFIID nin
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baglanmasindan sonra diger genel transkripsiyon faktorleri de baglanarak pre-inisiyasyon
kompleksini (PIC) olusturulur. TFIID’den sonra ikinci bir genel transkripsiyon faktori olan
THIB komplekse katilir. TFIIB, TBP ye ve TATA kutusunun yukari yonunde kendine dzgu
DNA dizisine (BRE kutusu) baglanir. TFIIB, RNA polimeraz Il igin bir kdpri gorevi gorir ve
3 UTR bolgesindeki (UTR- untranslated region) transkripsiyon baslama bazini tayin eder.
Uciincii faktor TFIIF ile birlikte RNA polimeraz 11 TBP-TFIIB kompleksine baglanir. RNA
polimeraz 11’nin promotére baglanmasindan sonra transkripsiyonun baslamasi icin TFIIE ve
THIIH transkripsiyon faktorleri de gereklidir. TFIIH, iki 6nemli gorevi olan ¢oklu alt birimli
bir proteindir. Gorevlerinden birincisi transkripsiyonun baslangi¢ noktasinda DNA' nin gift
sarmal yapisinin agilmasim saglamaktir. Bu gorevi yerine getirmek icin TFIIH nin iki alt
biriminin helikaz aktivitesi vardir. ikinci gorevi ise RNA polimeraz I1'nin en biyuk birimi
olan C-terminalinin fosforilasyonudur. Bu goérevi yerine getirmek icin TFIIH’ nin bir diger alt
biriminin  protein  kinaz aktivitess vardir. RNA polimeraz 1l, C-terminalinin
fosforilasyonundan sonra preinisiasyon kompleksinden ayrilir, uzama (elongasyon) faktorleri
ile etkileserek transkripsiyona baslar. Geride kalan preinisiyasyon kompleksinde yer alan
proteinler tekrar kullamlmak Uzere serbestlesir (bknz Sekil 5) (41).
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Sekil 5. RNA polimeraz |1’ den izole edilen transkripsiyon inisyasyon kompleksine
baglanma basamaklari: Transkripsiyon inisiyasyonu kompleks olusturulduktan sonra
acik kompleks olusturulmas icin ATP hidrolizi gereklidir. Transkripsiyon baslayinca ve
polimeraz promotérden uzaklasinca, CTD fosforile hale gelir ve genel transkripsiyon
faktorleri TBP — promotor kompleksinden ayrilir ( “Lodish, Harvey; Berk, Arnold,;
Zipursky, S. Lawrence; Matsudaira, Paul; Baltimore, David; Darnell, James E.
Molecular Cell Biology, 4th Edition, New York, W. H. Freeman & Co., 2000.”
Kitabindan alinmstir).

2.7 TFIID’ nin Yapisi:

Ilk promotdre baglanan genel transkripsiyon faktorii TFIIDdir. Promotoriin TATA
kutusu bolgesine baglanan TFIID, TBP (TATA binding protein)’den ve TAF lerden (TBP
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associated faktorlerden) olusmaktadir. “TATA kutulu” promotorlere ek olarak RNA polimeraz
Il ile transkribe edilen pek ¢ok gen ikinci 6nemli bir sekans elementi olan “Inr” tasir. Bazi
“RNA pol 11" promotdrleri ise sadece “Inr” elementi icerip, “TATA kutusu” icermez. “TATA
kutusu” icermeyip de “Inr” elementi iceren promotdrler, transkripsiyon baslangi¢ noktasindan
yaklasik 30 baz cifti asagida yer alan ve “Inr” elementi ile kooperatif olarak gorev yapan,
“downstream promotor element” (DPE) de igerir. TATA kutusu bulunmayan promotérlerde
TFTC in (TBP free TAF containing complex)’in TFIID’ in yerini aldig1 in vitro kosullarda
gosterilmistir.

TBP ve TFIID, TATA sekansina direkt olarak baglanarak promotorleri tamyamazlar.
THID nin diger alt birimleri olan TAF lar “Inr” ve “DPE” elementlerini tamyarak onlara
baglanirlar.  TAFlerin “Inr” ve “DPE” elementlerine baglanmast TBPyi, TFIIB’ vyi,
polimeraz I1'yi ve diger transkripsiyon faktorlerini promotore ¢agirmaktadir. TBP bu nedenle
hem “TATA” kutusu iceren ve hem de icermeyen promotérlerde polimeraz |l
transkripsiyonunu baslatmak igin merkezi rol oynamaktadir (41).

TAF ler transkripsiyon inisiyasyonu ve coklu protein komplekslerinin  genoma
baglanmasinda degisik roller oynayan ilgi gekici proteinlerdir. TAF'lerin, transkripsiyon
inisyasyonunda TBP'den daha o©nemli rol dstlendigini destekleyen bulgular
bulunmaktadir. Ayrica Okaryotlarda, hiicre dongisi kontrolinde ve hayvanlarda gamet
olusumu ile sonlanan gelisimsel degisikliklerin dizenlenmesinde de rol oynamaktadirlar.
Transkripsiyon sirasinda TAF ler TFIID ile TATA kutusuna bagli durumdadir ve TATA kutusu
olmayan promotorlerde “Inr” sekansim tammada rol oynayan “TAF- and initiator-
dependent cofactors (T1Cs)” olarak issmlendirilen diger proteinler ile iligkilidir (42).

TAF ler icin dort oOnemli goreve sahip olduklari sOylenebilir. Birincisi gen
ekspresyonu icgin diger faktorler ile isbirligi yaparak spesifik ko-aktivator olmalaridir.
ikincisi, TFIID nin kararhligim saglamaktir (Ornegin TAF10' un histon katlama motifi
bulunmaktadir). Uglincuisii, bazi TAF larin farkli promotor elementleri ile direkt iliskiye
girerek, onlar1 tammalaridir.  Sonuncusu ise TAF larin segici olarak gen ekspresyonunda
gorevli olmalaridir. Ornegin TAF 1 memeli genlerinin %18’ inin ekspresyondan sorumludur.
MHC Sinmif | genlerinin ekspresyonu igin gerekli oldugu bilinen TAF1 in kinaz ve
asetiltransferaz aktivitesi bulunmaktadir, fakat bu aktivitelerin rolleri ve TAFL1’in fonksiyonu
hala anlasilamamistir (44). TAF6 ve TAF9' un direkt olarak DPE (downstreem promotor
element) ile etkilesime girdigi bilinmektedir TAF lerin fonksiyonlari hakkinda ¢ok az sey
bilinmekle birlikte, TFIID yapist ve komposizyonunun promotdrde transkripsiyonun

20



baglamasi icin gerekli olan “pre inisiation complex” (PIC) adh verilen genel transkripsiyon
faktorleri ve polimeraz I’ den olusan kompleksin olusturulmasi icin 6nemli oldugu
bilinmektedir (44).

2.8.TAF7 velslevleri:

HIV Tat proteini TAF 1'in asetil transferaz aktivitesi gosteren (AT) domainine
baglanarak enzimatik aktivitesini inhibe etmektedir. Bir TFIID elemam olan TAF7' nin de
TAFl'e baglanarak onun AT aktivitesini inhibe ediyor olmast ve MHC Simif |
transkripsiyonunun represyonuna yol agmasi oldukca ilginctir. Bu nedenle, TAF7 MHC Sinif
| transkripsiyonunun bir dizenleyicisidir denilebilmektedir. Bu bulgulardan yola ¢ikilarak
TAF7 nin PIC olusumu tamamlanmadan transkripsiyonun baglamasina izin vermedigi ve
dolayisiyla transkripsiyonunun baglamasinda bir kontrol noktasi dizenleyicisi oldugu
hipotezi 0One sirulebilir. TAF7 nin PIC' de TFIID ile etkilesimde oldugu ve
transkripsiyondan once PIC' den ayrildigi rapor edilmistir. TAF7' nin kompleksten
ayrilmasindan sonra TAF1 fosforillenir. BOylece tekrar TAF7'nin baglanmasi olasiligi
azaltilir (45).

Literatirde TAF7 ile ilgili az sayida yayin bulunmaktadir. Bunlarin g¢ogu TFIID
kompleksinin farkli 6karyotlardaki yapisim ve diger TAF ler ile olan iligkileri kapsayan
calismalardur. ikisi TAF7 promotorii ve ekspresyonu ile ilgili olup protein fonksiyonu ile
ilgili bilgi vermemektedir. TAF7 proteinin islevi ile ilgili ancak 4 makale bulunmaktadir.
Bunlardan biri TAF7'nin, HIV Tat proteinine benzer sekilde TAFII250'yi bloke ettigini ve
boylelikle transkripsiyon inisiyasyonunun bir kontrol noktasinda gorev aldigim ileri
sirmektedir (2). Tum transkripsiyon kompleksinin saglikli olusmasi sonrasinda TAF7,
TAFI1250 Uzerindeki blokaj1 kaldirmakta ve transkripsiyonun baslamasina izin vermektedir.
Ayrica HIV Tat proteini gibi elongasyon faktori P-TEFb ile etkileserek elongasyonu
desteklemektedir (3). Sonug olarak TAF7'nin, HIV Tat proteinine benzer sekilde elongasyonu
destekleme veya transkripsiyonu baskilayabilme 6zelliklerini barindirdigi sdylenebilir.

TAF7 nin apoptoz siirecinde bir roll olabilecegine ait bir yayin bulunmaktadir. 2004
yilinda Fukuchi ve arkadaslari TAF7 nin poliamin transport aktivitesini dizenleyerek
poliamin analoglar: ile indiklenen apoptozda rol oynadigim ileri siren bir calisma
yayinladilar. Bu galisma kapsaminda poliamin transport aktivitesinde rol oynayan genleri

tanimlayabilmek amaciyla 6ncelikle MGBG (methylglyoxal bisguanylhydrazone) direngli
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CHO hicreleri olusturulmustur. MGBG, bir poliamin transport inhibitérii ve hiicrelere
eklenmesi programlanmis hticre Olimune yol agmaktadir. MGBG direngli hicrelerde
retroviral gen tuzag: (retroviral gene trap) metoduyla direncin olusumunu saglayan gen, bu
calismada TAF7 olarak tammlanmustir. Yazarlar verilerini TAF7’ nin poliamin transportunda
diizenleyici olarak rol aldig1 ve bu yolla indiklenen programlanmis hiicre 6luminde islevi
oldugu seklinde yorumlamisglarcir. Ancak bu calismadaki verileri farkli yorumlamak
mumkindir ve TAF7 nin apoptozda roli olabilecegi hipotezini desteklemektedir. Kullarmilan
yontem, hangi genin ekspresyon kaybinda MGBG'ye karst direng gelistigini saptamaya
yoneliktir. Sonug olarak da TAF7 ekspresyon kaybinda MGBG ile indiklenen apoptoza karsi
bir direng olusumu gozlenmistir. Eger TAF7, transkripsiyonu durdurma islevi ile apoptoz
yolaginda gorev aliyorsa, yoklugu bu yolaktaki ardisik sinyal iletiminde bir duraklamaya yol
acarak direnc gelisimine neden olacaktir. Diger bir ifadeyle gbzlenmis olan apoptoza karsi
direng, TAF7 poliamin transport yolunda rol oynadig: igin degil, genel olarak programlanmis
hiicre 6luminde bir fonksiyonu varsa da gozlenebilir.

TAF1' in kinaz ve histon asetil transferaz (HAT) aktiviteleri belirli genlerin
transkripsiyonu igin ve memeli hiicrelerinde G1 progresyonu igin gereklidir. Bir diger TFIID
at Unitesi olan TAF7, TAF1l'e baglanir ve TAF1 HAT aktivitesini innhibe eder. TFIID'deki
TAFVUTAF7 interaksiyonunun bozulmasinin TAF1L HAT aktivitesine ve siklin D1 ve A
transkripsiyonuna neden oldugu belirlenmistir. Over ekspresyon ve sSiRNA deneyleri ile TAF7

nin bu promotorlarda fonksiyonel transkripsiyonal represor oldugunu dogrulamstir (46,47)

Arastirmamizda TAF7'nin apoptoz sirecine ve hiicre dongusiine olan etkisini

incelenmistir. Apoptoz ve hiicre dongusu ile ilgili genel bilgi asagida verilmistir.

2.9. Programlanms Hiicre Olumii (Apoptoz):

Programlanmis hiicre 6lumi dokularda ve embriyonik gelisim sirasinda yer olan
normal fizyolojik bir hicre 6limi formudur. Yetiskinlerde programlanmis hicre 6lumd,
hiicre ¢ogalmasinin kontrolinden ve dokulardaki hiicre sayisinin sabit tutulmasindan
sorumludur. Ayrica programlanmis hticre 6lumi DNA'st hasar gormus veya virUs ile enfekte,
dolayisiyla potansiyel zararli hicrelere karst bir korunma mekanizmasicir. Boylece
programlanmis hiicre 6lumu, kansere yol acabilecek potansiyel zararli mutasyonlar: tasiyan
hiicrelerin eliminasyonunu saglamaktadir .

Embriyonik gelisim sirasinda, programlanmis hiicre 6lumd, bir dokuda istenmeyen
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hiicrelerin eliminasyonunda rol oynamaktadir. Ornegin programlanms hiicre 6limii larval
dokularda parmak aralarindaki hiicrelerin elimine edilmesinde ve dolayisiyla parmaklarin
olusmasinda gorevlidir.

Programlanmis hicre olumi pek ¢ok sinyal yolaklarimin entegre ishirligi ile
diizenlenmektedir. Baz1 sinyal yolaklar: hiicre élimiinde rol oynarken bazilari ise hiicrelerin
yasama devam etmesinde gorev almaktadir (41, 43).

2.9.1 Kaspazlar:

Kaza sonucu meydana gelen hicre dlumlerine karsilik programlanmis hticre 6lumu
“apoptoz” olarak bilinen, morfolojik bir degisiklik olarak karakterize edilen aktif bir siiregtir.
Apoptoz sirasinda genellikle kromozomal DNA “nikleozomlar” arasindan kesilerek kuguk
parcalara ayrilir. Kromatin yogunlasir ve nikleus kiclk parcalara bélinir. Son olarak hiicre,
membran kapli kiclk parcalara bolundr. Apoptotik hiicreler ve hiicre parcaciklart hem
makrofajlar, hem de komsu hiicreler tarafindan kolayca tamnir ve fagosite edilirler. Boylece
apoptoz sonucu dlen hiicreler dokudan uzaklastirilir. Akut yaralanma sonucu 6len hiicreler ise
iceriklerine ekstrasellller bosluga verirler ve yangiya neden olurlar.

C. Elegans da programlanmis hiicre 6lumi calismalarinda apoptozda gorevli ¢
onemli gen tanumlanmistir. Nemotod gelisimi sirasinda toplam 1090 somatik hiicreden 131" i
programlanms hticre 6lumai ile elimine edilmektedir. C. Elegans da apoptozun olusmast igin
iki gen, ced-3 ve ced-4 gereklidir. Uciincii gen, ced-9, ise apoptozun negatif kontroliinde rol
oynamaktadir. Eger ced-9 mutasyon ile inaktive edilirse, normal olarak yasamaya devam
eden hicreler apoptoza gider. Eger “ced-9” anormal yiksek seviyede eksprese edilirse,
normal programlanmis hticre 6limi meydana gelemez.

“Ced-3”, “ced-4" ve “ced-9” genleri ile benzer olarak memelilerde de korunmus
efektdr ve dizenleyici proteinler tanimlanmistir. “Ced-3" memelilerde “kaspazlar” olarak
bilinen bir proteaz ailesinin prototipidir. Cink her ikisinin de aktif bolgelerinde “sistein” ©,
kestikleri bolgelerde de “aspartik asit” (Asp) amino asitleri bulunmaktadir. Kaspazlar
yaklasik olarak 100 farkli hedef proteini olan, apoptozda gorevli bir proteaz ailesidir.
Kaspazlarin anahtar hedefleri, nikleer DNA' nin fragmentasyonudur. Bu nedenle kaspaz
ailesi nikleer DNA' nin fragmentasyonundan sorumlu bir Dnase'1 da igermektedir. EK olarak
kaspazlar niUkleer laminleri de parcalayarak nikleus ve hicre iskeleti proteinlerin
fragmentasyonuna ve hiicrenin membran kapli kiictik parcalara fragmentasyonuna da neden
olmaktadr.
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Kaspazlar, aktif forma proteolitik bir kesim sonucu donisebilecek olan inaktif
prekirsorler olarak sentezlenirler. Bir baslangi¢c kaspazimin aktivasyonu, diger kaspazlarin
aktivasyonuna da yol agan zincir reaksiyonunu baslatir ve hicrenin 6limine yol acar.
Kaspazlarin diizenlenmesi hiicrenin yasamina devam etmesi igin ¢ok dnemlidir. “Ced-4" Un
memeli homologu olan “Apaf-1" kaspazlara baglanir ve onlarin aktivasyonunu saglar. “Ced-
9" un memeli homologu olan “Bcl-2” ailesi ise kaspaz aktivasyonunu ve dolayisiyla
programlanmis  hiicre 6lUmind inhibe eder. Ayrica kaspazlar, apoptoz proteinlerinin
inhibitorleri olan “IAP” ler olarak isimlendirilen protein ailesi ile de duzenlenirler. “IAP” ler
kaspaz aktivitesini direkt olarak inhibe ederler (41, 43).

2.9.2 Apoptoz M ekanizmasimin K ontrol:

Programlanmis hticre 6limi stireci ekstraselltler veya intrasellUler hiicre sinyallerince
kontrol edilir. Ekstrasellller sinyaller bir uyarana yanit olarak hiicre membramni gecen
toksinleri, hormonlari, biyume faktérlerini, nitrik oksidi veya sitokinleri icerir. Bu sinyaller
pozitif ya da negatif olarak apoptozu etkiler. Intraselliiler apoptotik sinyal bir strese yanit
olarak baglatilir, bu da hicrenin intiharina neden olabilir.  Nuklear reseptérlerin
glukokortikoidlere, 1s1, radyasyon, besin eksikligi, viral enfeksiyon, hipoksi ve intraselltler
kalsiyum konsantrasyonunun artmasi nedeni ile baglanmasi, intraselliler apoptoz
sinyallerinin salgilanmasina neden olur. Poly ADP riboz polimerler gibi pek ok hiicresel
komponent apoptoz reglasyonuna yardim etmektedir.

Hucre 6lumunin gercek prosesinden once dizenleyici proteinler ile apoptoz yolagi
baglatilir. Bu basamak apoptotik sinyallerin hiicre 6limune neden olmasina veya prosesin
durdurulmast ile sonlanabilir. iki temel ana regtilasyon metotu tammlanmustir. Bunlardan biri
mitokondri fonksiyonelitesini hedef alir, digeri ise ekstrinsik adaptor proteinler ile sinyalin
apoptoz mekanizmasina aktarilmasina neden olur. Bir diger apoptoz baslamasi igin gerekli
olan ekstrinsik  yolak toksinlerle yapilan calismalarda hicre icinde kalsiyum
konsantrasyonunun artmasi ve kalsiyum baglanan proteaz olan kalpain araciligiyla apoptoza
neden olmasi olarak tammlanmstir. Hiicre 6lumi regilasyonunda tammlanmis olan pek gok
sinyal ileti yolag: sekil 6'da gosterilmistir.
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Sekil 6: Apoptotik sinyal iletimi ( http://en.wikipedia.org/wiki/Apoptosis den alinmistir.)

2.9.3 Mitokondriyal Dizenleme:

Mitokondri gok htcreli yasam icin olmazsa olmazdir. Mitokondrisiz bir hiicre aerobik
solunum yapamaz ve hemen 6lur. Mitokondriyi hedef alan apoptotik proteinler farkl: yollarla
etki eder. Mitokondriyal hacim artisina ve dolayisiyla mebranda por olusmasina ya da
mitokondriyal membranin gegirgenligini arttirarak apoptotik efektorlerin salinmasina neden
olurlar. Bunlar intrinsik yolak ile gok yakin ilgilidir. Nitrik oksitin mitokondrinin membran
potansiyelini arttirarak daha gecirgen hale getirdigi ve apoptozu indikledigine dair bulgular

vardir.

SMAC (small mitochondria-derived activator of caspases)lar olarak bilinen
mitokondriyel proteinler sitozole salimir ve mitokondri memran gecirgenliginde artisa neden
olur. SMAC apoptoz inhibitdr proteinlerine (IAP) baglanir ve onlar1 deaktive eder. |APler
normalde bir grup sistein proteazlar olan kaspazlarin aktivitesini baskilar. Bunlar hiicrenin

degredasyonuna neden olur .

Memeli hicrelerinde programlanmis hiicre 6lUmU kontroliinde merkezi rol oynayan
“Bcl-27 ailesi tyeleri, mitokondriye etki eder. Memeli hiicrelerinde anahtar kaspazlardan biri
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“Kaspaz-9” dur. Kaspaz-9, “Apaf 1" ile kompleks olusturarak aktive olur. Memelilerde bu
kompleksin olugsmasi i¢in mitokondriden “sitokrom ¢’ nin salinmasi gereklidir. “Sitokrom c”
mitokondriden sitozole apoptotik bir sinyal alinmasi sonucu salimir. Normal kosullarda
“sitokrom ¢, “apaf-1" ve “kaspaz-9” sitozolde bulunurken, mitokondride intermembran
boslukta lokalizedir. Yani normal kosullarda kaspaz-9 inaktiftir. Herhangi bir DNA hasari
veya biuytme faktoru azligi gibi apoptotik uyar: nedeniyle mitokondri zarar gorur ve sitozole
“sitokrom ¢’ salinir. Sitozolde, “sitokrom ¢’ “Apaf-1" e baglamr ve “apoptozom” olarak
adlandirilan “Apaf-1 / kaspaz-9” kompleksinin olusmasina neden olur. Boylece “kaspaz-9”
aktive olur ve “kaspaz-3" gibi diger efektor kaspazlari da aktive eder ve hiicre 6lumu
gerceklesir. “Bcl-2” ailesi Uyeleri mitokondri membramna etki ederek mitokondriyal
bitinltgt yani MAC (Mitochondrial Outer Membrane Permeabilization Pore) olusumunu ve
“sitokrom ¢’ salimmuni diizenler.  Bcl-2 proteinleri apoptozu indikleme veya inhibe etme
Ozelliklerine sahipti. MAC/MOMPP, Bax vel/veya Bak ile por olusturulurken, Bcl-2, Bcl-xL
veya Mcl-1 ile por olusumu engellenir. Ilging olarak mitokondriyel hasar sadece “sitokrom c”
salimina degil, bununla birlikte apoptoza neden olan baska proteinlerin de salinimina neden
olmaktadir. Bunlara 6rnek olarak “Smac/Diablo” proteini verilebilir. Bu protein kaspaz
aktivitesini “1AP” ler ile yarisarak gerceklestirebilir (41, 43).

2.9.4 Ekstrinsik Yolak:

Memeli hicrelerinde apoptoz mekanizmasimin direkt olarak baslamasi ile ilgili olarak
tumour necrosis factor (TNF) ile indiklenen ve Fas-Fas ligand ile diizenlenen modeller ileri
sirdlmustr. Her iki model de TNF reseptor (TNFR) ailesi reseptorleri ile ekstrinsik sinyaller
ileiliskilendirilmistir.

TNF yolagr:

TNF aktive makrofajlarla olusturulan bir sitokindir ve apoptozun major ekstrinsik
mediatorudir. Insan viicudundaki pek cok hiicre TNF: TNF-R1 ve TNF-R2 reseptorlerini
bulundurur. TNFin TNF-R1'e TNF reseptor asosye 6lum domainleri (TRADD) ve Fas ile
asosiye 6lum domain proteinleri (FADD) araciligiyla baglanmas: kaspaz aktivsyonuna neden
olan yolag1 baslatir. Bu reseptore ligandimin baglanmasi hiicre yasami ve enflamatuar
cevaplarda yer alan transkripsiyon faktorlerin aktivasyonuna indirekt olarak neden olur.
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Fas yolagi:

Fas reseptori (Apo-1 veya CD95 olarak da bilinir) TNF ailesinin transmembran protein
parcasi olan Fas ligandina (FasL) baglanir. Fas ve FasL arasindaki etkilesim 6ltim indikleyen
sinyal kompleksi FADD, caspase-8 ve caspase-10 dan olusan (DISC) olusmasina neden olur.
Baz1 hiicrelerde (tip 1) islenmis kaspaz-8 direkt olarak kaspaz ailesini aktive eder ve hiicrenin
apotoza gitmesine neden olur. Diger hiicre tiplerinde ise (Tip 1) Fas-DISC kompleksi bir geri
basleme halkasi olusturur ve proapoptotik faktorlerin mitokondriden salinmasm ve kaspaz-8

in aktivasyonunu arttirir.

2.9.5Hiicre Olum Reseptorleri ve K aspaz Aktivasyonu

Programlanmis hiicre 6lumind birtakim salgilanan polipeptidlerin hedef hticrelerin
reseptorlerine baglanmast ile direkt olarak aktive olur. Bu hticre 6limu sinyal polipeptidleri
“tumor nekroz faktér (TNF)” olarak isimlendirilen bir protein ailesine aittir. TNF ailesi
tyelerinden en iyi tammlanmis olanlarindan biri “Fas’ olarak isimlendirilen bir hiicre ylizey
reseptorudir. “Fas’ reseptorinin immin sistemde hicre 6limtnin kontrolinde 6nemli
gorevleri bulunmaktadir. Ornegin “Fas” reseptoruniin indiklenmesi ile aktive edilen apoptoz
immin sistemin, kanser ya da virUs ile enfekte olan, hedef hicrelerinin éldurilmesinden
sorumludur. Ayrica “fas’ ligandi immin cevap sonunda fazla lenfositlerin eliminasyonunda
dagorevlidir.

Hucre 6lUm reseptorleri kaspazlar: direkt olarak aktive ederek apoptoza yol agarlar.
TNF ve diger benzer aile tyeleri ¢ polipeptid zincirinden olusur. Reseptre adaptor bir
proteinin baglanmasi sonucu reseptorin sitoplazmik kismina “kaspaz-8” baglanarak aktive
olur. Aktive “kaspaz-8" molekilleri diger kaspazlar1 da aktive ederek hicrenin 6lumi ile
sonuclanan bir kaspaz kaskatin baslatir.

Kaspaz-8 sadece diger kaspazlar: degil “Bcl-2" ailesi tyelerinden biri olan Bid” i de
aktive etmektedir. Normal olarak “bid” inaktif formda sitozolde bulunur. Bununla birlikte
“kaspaz 8’ ile aktive edilmesi sonucu mitokondriye gecer ve membran bittnlgini bozarak
“sitokrom ¢’ nin sitozole gegcmesini saglar. Bu durum “kaspaz 9" un aktivasyonuna neden
olur (43).

2.9.6 Hucre Yasam Sinyalleri:
TNF ve diger benzer polipeptidler ile sinyal iletimi hicre 6lum reseptorleri ile
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indtiklenen apoptozda aktif rol almaktadirlar. Hlcrenin yasamina devam etmesinde gorevli
sinyal yolaklar: ise ekstraselltler blyime faktorleri ve hiicre-hiicre etkilesimleri sayesinde
apoptoza kars1 savas vermektedir. Pek cok memeli hiicresinde hiicreler yasama devam etme
sinyaller1 diger hiicreler tarafindan baskilandigi zaman apoptoza gitmektedir.

Bir 6nemli intraselliler yasam sinyal yolagi, protein tirozin kinazlar ya da G protein
kapl1 reseptorler ile aktive edilen enzim Pl 3-kinaz ile baslatilmaktadir. Pl 3-kinaz membran
fosfolipid PIP2’yi PIP3 e fosforiller. PIP3 “protein-serin/treonin kinaz” “Akt” 1 aktive eder.

Sonra “Akt” apoptozu dizenleyen pek cok proteini aktive eder. “Akt” 1n bir substrati bir
“Bcl-2" ailesi Giyesi olan “Bad” dir. Bad (Bid' e benzer olarak) mitokondriden sitokrom ¢’ nin
salinmasim saglayarak hiicre Oluminu indikler. Akt tarafindan Bad'in fosforilasyonu
sitozolde proteinlerin baglanma bolgelerini  olusturur. BoOylece “Bad” 1n mitokondri
membranina translokasyonu onlenir. Akt ayrica hiicrenin yasaminin devam etmesi sirasinda
hedef genlerin ekspresyonunun kontrolinde gorevli pek cok transkripsiyon faktorini de
fosforile eder. Ayrica Akt baska bir protein kinaz olan GSK-3' Ui de fosforiller. GSK-3 hedef
genlerin transkripsiyon ve translasyonunu dizenleyerek apoptoza etki eder. Pl 3- kinaz / Akt
yolagi, | AP ler ve diizenleyicileri sayesinde hiicre yasam diizenlenir (41, 43).

Hucre yasam sadece Pl 3-kinaz/Akt yolagi sayesinde degil, Ras/Raf/ERK yolag: gibi
diger sinyal yolaklari ile de diizenlenmektedir. RSK olarak isimlendirilen bir protein kinazin
ERK tarafindan fosforillenmesi ile de apoptoz inhibe edilmektedir. Akt’a benzer olarak RSK
Bcl-2 ailesi tyesi Bad'1 fosforiller. Boylece hiicrenin yasamina devam etmesi igin gerekli
yasam sinyalleri Pl 3-kinaz / Akt ve ERK yolag: ile saglanmir. Ayrica ERK ve RSK apoptozu
diizenleyen genlerin ekspresyonunu etkileyen transkripsiyon faktorlerini de fosforiller (41,
43).

2.10 Hiicre Dongusi

Hucre Dongusii bir hicrede bolinme ve replikasyon sirecinde yer alan olaylar
serisinden olusmaktachr. Okaryotik hiicrelerde hiicre dongusii interfaz (hiicreninin biyiime,
nutrientlerin  akimilasyonu ve DNA nin replikasyonu) ve mitoz (M) safhalarindan
olusmaktadr.
2.10.1.Hucre DOnguslt Fazlar:

Hucre donglst okaryotik hiicrelerde M, G1, S ve G2 fazlarindan olusmaktadir. M
(mitoz) fazi genellikle sitokinez sonrasi baslar. S (sentez) fazi DNA replikasyonunun
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olustugu fazdir. Hicre interfaz (G1, S ve G2 safhalarindan olusur) boyunca biyur Farkl: tip
hiicrelerde hiicre dongusu fazlarinin sureleri  farklilik gosterir. Tipik bir insan hticresinde
toplam hiicre donguisii siiresi 24 saattir. G1 fazi yaklasik 11, S faz1 yaklasik 8, G2 yaksalik 4
ve M faz1 ise yaklasik1 saat siirmektedir. Bazi hiicreler daha hizli boliinebilir.Ornegin mayalar
sadece 90 dakikada hiicre dongusiiniin tim safhalarint geregeklestirebilir. Ayrica embriyo
hicrelerinde daha kisa hiicre donguleri (30 dakika veya daha az) gerceklesir. Hizl1 cogalan
embriyo hicrelerinin yan: sira bazi deri fibroblaslari, i¢ organ hiicreleri gibi somatik hiicreler
sadece hiicre 6limu veya yaralanmasi ile kaybolanlarin yerine gegmek icin bolundrler. Bu
hiicreler G1 den hiicre dongusunin dinlenme safhasi olan GO a gegerler. GO da metabolik
olarak aktif olmakla birlikte disaridan uygun sinyal almadikca uzun siire prolifere olmazlar.
Farkli hucre dongisi fazlarindaki hticreler
DNA iceriklerine gore ayrimlanabilirler (Sekil 7).
Ornegin G1 deki hayvan hiicreleri diploidtir yani
2ndir (her kromozomdan iki kopya barindirir). S
fazinda replikasyon nedeniyle DNA icerigi 2n'den
4dn'ye cikar. G2 ve M deki hiicrelerde DNA igerigi
4n kalir. Sitokinezden sonra 2n'ye diser. Deneysel

Mumber of cells

olarak DNA igerigi hticrelerin floresan bir boya ile
inkibasyonu sonrasi DNA'sinin isaretlenmesi ve

tek tek hicrelerin floresans intensitesinin akim

n 4

Asmonitet 9F Dbl e ol sitometresi ile belirlenmesi ile GlcUldr.

Sekil 7: Hucresel DNA iceriginin Belirlenmes

Hucreler tek tek floresan intensites dlgclilmes ile elde edilen verilere karsihik hiicre sayisi
grafigi cizilerek iki pik elde edilir. Bu pikler 2n ve 4n'e karsihik gelir. 2n hiicreler G1, 4n
hiicreler G2/M ve Sfaz hicrelerinin DNA igerigi 2n ve 4n arahgindadir.

The Cell: A Molecular Approach. 2nd edition. Cooper GM. Sunderland (MA): Sinauer
Associates, 2000, Geoffrey M Cooper’ dan alinmstir.

2.10.2.Hicre Dongusinin Kontrol Edilmes:

Hucrenin bolinme dongusine girip girmeyecegi cevreden gelen ekstraselltler
sinyallerle (blyame faktorleri gibi) regile edilir. Buna ek olarak hicre biytmesi, DNA
replikasyonu ve mitoz gibi hticresel prosesler de hiicre dongusti ilerlemesi stiresince koordine
edilmelidir. Bu da hicre dongusinin farkli asamalarindaki kontrol noktalar: ile
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gerceklestirilir.

Onemli bir hiicre dongiisii kontrol noktasi ge¢ G1 de gergeklesir. G1 den Sye gegisi
kararim kontrol eder. Bu kontrol noktast mayada (Saccharomyces cerevisiae) START olarak
tammlanmistir. S fazina gecisi  ve dolyisiyla hiicre dongustine girilip girilmeyecegine bu
noktada karar verilir. START maya hicre dongusiinde nutrientlerin ulasilabilirligi gibi
eksternal faktorlerle gok iyi regule edilen bir olaydir.

Pek cok hayvan hiicresi benzer sekilde G1 fazinda regile edilir. Geg G1'deki bu karar
noktasina hayvan hiicrelerinde “restrisiyon noktas” denir. Mayadaki START ile
fonksiyonlari: anolog olmakla birlikte primer olarak hiicre déngidtine girilip girilmeyecegine
nutrientlerin ulasilabilirliginden gok ekstraselliler buyume faktorleri ile karar verilir. Uygun
blytme faktorlerinin mevcutlugunda hticre restriksiyon noktasim geger ve S fazina girer. Bir
kere restriksiyon naktasindan gegildiginde daha sonraki blytme faktorleri ve sitimilasyonlar
olmasa bile hiicre hiicre dongisiini tamamlamak zorundadir.S fazina gecemeyen hiicreler ise
hiicre dongusiiniin sessiz fazi olan GO a girerler. Burada uzun periyotlar boyunca ¢ogalmadan
kalabilirler. GO hiicreleri metabolik olarak aktif olmakla birlikte blydmeleri durmustur ve
protein sentez hizlar1 azalmistir. Pek ¢cok hayvan hiicresi uygun biytime faktorleri veya diger
ekstraselliler sinyallerle prolifere olmaya cagirilmadikca GO da kalr. Ornegin deri
fibroblastlarimin hasar1 durumunda trombosit kaynakli biytme faktorleri ile cogalmasi
sittimdile edilir (41).

2.10.3.Hucre Dongusl Kontrol Noktalari:

Hucre dongusunin farkli evreleri arasindaki diizen bir seri hiicre dongusi kontrol
noktalar1 ile saglamr. Bu noktalar hiicre dongusi sirasinda bir 6nceki evredeki olayalar
tamamlanmadan sonraki evreye gegisi engeller.

Daha 6nce de belirtildigi gibi hiicre dongusiinde G1, S, G2 ve M kontrol noktalari
bulunmaktadir. Bu kontrol noktalar1 kromozomlarin eksik kopyalanmasi, DNA
replikasyomumum tamamlanmamis olmasi, replike olmamamis ya da hasarli DNA'ya
duyarlidir. G2 deki kontrol noktasi replike olmamis DNA'y1 algilar ve bdylece DNA
replikasyonu tamamlanmadan mitozun baslamasina engel olur. Ayrica hasarli DNA
varliginda da G2 noktasinda duraklama gerceklesir ve bu da hasarin onarilmasi igin gerekli
zamam saglar. DNA hasart varliginda G1 ve S kontrol noktalarinda da duraklama
gerceklesir. S deki kontrol noktasinda sadece DNA hasar1 degil, replikasyon sirasinda yanlis
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baz eslesmesi gibi ya da eksik replikasyon gibi olusabilecek hatalar1 bulma ve onarma
seklinde kalite kontrol gergeklestirilir.

G1, S, G2 kontrol noktalarinda hasar gérmils DNA'ya baglanan proteinler sayesinde
hiicre dongusti durdurulur. Heniiz tam olarak tammlanmamis olan bu proteinler sadece
donguyl durdurmakla kalmaz, DNA hasar1 onarimin ve gerekli durumlarda programlanmis
hiicre 6lUmun aktive eder. DNA hasarint algilayan proteinlerin dogrudan hedefleri ATM ve
ATR ath verilen protein kinazlardir. ATM ilk kez “Ataxia Talengiectasia’ hastaliginda
tammlanmistir. Bu hastaliktan etkilenen bireylerde ATM geninde mutasyonlar mevcuttur,
sinir ve immin sistem hatalar1 ve kanser gorulme oram yiuksekti. ATM ve ATR
aktiflestikten sonra sirastyla Chk2 ve Chk1 kinazlar: fosfatlayarak aktive eder. Bu kinazlar da
hiicre dongusiini  dizenleyen sistemin bilesenlerini  fosfatlayarak hiicre dongustini
duraksatir. Memeli hticrelerinde Chk2 ve ATM tarafindan p53 fosforillenerek G1 kontrol
noktasinda duraksama gerckelesir. Fosforillenen p53 daha kararli hale gelerek siratle
yikilmadan korunur. Boylece herhangi bir DNA hasar1 durumunda p53 miktarinda hizli bir
artis olur. Bu da hiicre dongusiinii duruduracak hedef genlerin uyariimasina yol agar. insan
kanser hiicrelerinde siklikla p53 mutasyonuna rastlanir. Bu da DNA hasar1 varliginda G1 de
duraklamay: engeller ve hasarli DNA replike olarak yavru hticreler geger. Boylece mutasyon
siklig1 artar ve genom kararsizlig1 kanserlesme siirecine katkida bulunur (41) (Sekil 8).

1®—8 Lﬂ G .

Stabilized by Kinase activity
DMA damage inhibited

Sekil 8. DNA hasarina yanmt olarak p53 ile induklenen hiicre dongusi duraksamas.
Stabil olmayan p53 proteini DNA hasar ile stabilize olur. Bu nedenle konsantrasyonu
artar. Transkripsiyon faktori olarak gorev yapan p53 bir siklin kinaz inhibitori olan (
Cdk1, Cdk2, Cdk4 ve Cdk6 sklin komplekslerini inhibe ederek G1 ve G2'deki hiicre
dongust duraksamasina neden olan) p21CIP ekspresyonunu indukler.M olecular Cell
Biology. 4th edition. Lodish H, Berk A, Zipursky SL, et al. New York: W. H. Freeman;
2000’ dan alinmustur.

G2 kontrol noktast mitozun S fazi tamamlanmadan yani DNA tam olarak replike
olmadan baglamasini engeller. Ayrica genomun bir hiicre dongusiinde bir kez replike olmasi
da 6nemlidir. Bu nedenle DNA bir kere replike olunca kontrol mekanizmasi ile mitozdan
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once yeni bir S fazinin baglamasi 6nlenmelidir. Bu kontroller G2'deki hticrelerin S faza tekrar
girmesini engeller ve mitozdan sonra yeni bir set DNA replikasyonunun baslamasin: bloklar.
Bu noktada hticre yeni dénguniin G1 fazina girer. 1970 yilinda Potu Rao ve Rober Johnsan
flzyon deneyleri gerceklestirmislerdir. Arastirmacilar hiicre dongusinun farkli fazlarindaki
hiicreleri izole edip ve hicre hibritleri olusturmuslardir. G1 hicreleri S faz hicreleri ile
flzyon yapilinca G1 nukleusu DNA sentezlemeye baslamistir. G2 hiicrelerin S hiicreleri ile
flizyon yapilmas: farkli sonuglara neden olmustur. G2 nikleusu S faz stoplazmasini
barindirsa bile DNA sentezini baslatamamusti. Bu da G2 nikleusunda DNA'min
rereplikasyonunun mitoz sonuna kadar bir bloklandigim gostermektedir (58). DNA
replikasyonunun hiicre dongusii basina bir kere ile simirlandiriimass MCM  (mini-
chromosome maintenance) proteinleri olarak isimlendirilen bir grup protein ile
gerceklestirilir. Bu proteinler replikasyon orjinine replikasyon orjin kompleksi proteinleri ile
birlikte baglanir. MCM proteinleri replikasyonun baslamasim saglayan lisans faktorleri
olarak islev gorir (sekil 9). DNA'ya baglanmalar1 sadece G1 fazindaki replikasyon orjinine

baglanmalar1  ile gergeklesir  Bu da DNA

N replikasyonunun sadece S fazina giren hicrelerde

LA

%4” gerceklesmesini saglamaktadir. Bir kere replikasyon
}_@h‘lf:’ﬁ

5 baslayinca MCM proteinleri replikasyon orjininden

uzaklasir. Boylece replikasyon hicre mitozdan

i gecmeden ve tekrar G1 fazina girmeden baslayamaz
(42).

5 : G2 kontrol noktasinin islemesi replike olmayan

o@ T DNA'Min taninmast ve MPF (metaphase promoting

factor)'n  aktivasyonunun inhibe edilmes ile

l gerceklestirilmektedir. Bu  kontrol noktasinda

G | o Sy s, MUtasyona sahip mayalarla yapilan calismalar replike
R R BRI o T o o P P ol mayan DNA mn nasil tanlndlgl ve MPF
IR L aktivasyonunun nasil dnlendigine 11k tutmustur (58).

Sekil 9. Replikasyonunun kisitlanmasi: DNA replilasyonu dongl basina bir kere ile
ORC (origin replication complex) proteinleri ile birlikte MCM (mini-chromosome
maintenance) proteinleri ile simrlandirihirrMCM proteinleri sadece G1 de S fazim
baslatabilmek icin DNA ya baglanabilir. Bir kere baslayinca MCM proteinleri uzaklasir
ve mitozdan sonraya kadar replikasyon tekrar baslayamaz. The Cell: A Molecular
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Approach. 2nd edition. Cooper GM. Sunderland (MA): Sinauer Associates; 2000,
Geoffrey M Cooper’dan alinmastar.

MPF G2'den M'ye gegiste genel diizenleyici olarak davranmaktadir. Bu 1971 yilinda
iki bagimsiz arastirma grubunun (Yoshio Masuii Clement Markert ve Dennis Smith, Rober
Eckert ) yaptigi calismalar ile ortaya konmustur. G2'de durudurulmus olan kurbaga
oositlerine G2'den M'ye gecmis olan hiicre stoplazmasi mikroenjeksiyon ile verildi. Bu da
hiicrelerin G2'den M'ye gegisini indikledi. Boylece mayozun M evresine gegis icgin
stoplazmadaki bir faktorin gerekli oldugu gosterildi. Bu faktor olgunlasmayi ilerleten faktor
(MPF) olarak isimledirildi. Sonraki ¢alismalar MPF' nin  sadece mayozda degil, somatik
hicrelerde de mitotik donginin G2den M evresine giriste indikleyici oldugunu
gostermistir. MPF siklin B ve Cdc2 protein kinazdan olusan bir dimerdir. Cdc2, S ve G2
siresince siklin B ile kompleksler olusturur. Cdc2 daha sonra aktivitesi igin gerekli olan
treonin-161 den fosfosillenir. S ve G2 siiresince Cdc2/Siklin B kompleksinin inaktif olmasi
icin Wee 1 kinaz ile tirozin 15 komsusu treonin 14' den fosforillenir. G2 den M'ye gegiste ise
Cdc25 olarak isimlendirilen fosfataz ile tirozin 15 ve treonin 14'den defosforile edilirek
Cdc2/Siklin B kompleksi aktiflestirilir (sekil 10).

T
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Sekil 10. MPF dizenlenmes. S ve G2 boyunca Cdc2 siklin B ile kompleks olusturur.
Threonin-161'den fosforillenerek aktive ve tirzin 15, treonin 14'den fosforile edilerek
deaktive olur. Bu da M faz olaylarim baslatir. Bir kere aktive olunca Cdc2 protein kinaz
pek cok hedef proteini fosforile eder. Bu da M faz olaylarim baslatir. Ek olarak Cdc2
aktivites ubikutin ile proteoliz sklin B degredasyonunu da saglar. Siklin B'nin
proteolitik yikimi hiicrenin mitozdan ¢ikip sitokineze girmesine ve ardindan interfaza
geri donmesine neden olur. The Cell: A Molecular Approach. 2nd edition. Cooper GM.
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Sunderland (M A):Sinauer Associates; 2000, Geoffrey M Cooper’dan alinmastar.

Genom bittnligini korumada énemli bir baska kontrol noktasi da mitoz sonunda
yer alir. Ig kontrol noktas: olarak bilinen bu noktaig ipliklerine kromozomlarin tam ve dogru
baglamp baglanmadigini kontrol eder (57). Mitozda da kontrol noktasi oldugu mikrotabl
polimerizasyonunu inhibe ederek mitotik ig ipliklerinin olusmasim engelleyen kolgisin ile
yapilan deneyler ile ileriye sirulmustir. Koltdrdeki hiicrelere kolgisin eklendigi zaman
mitoza giden hicrelerin kondense olmus kromozomlar: ile birlikte déngulerinin durdugu
gorilmistar. Zaman gegtikce mitotik kromozomlar: (karyotipi) belirlenebilen, dongsi duran
hiicrelerin sayist  artmustir. Mitotik kontrol noktast mitotik ig ipliklerin dizgin ve dogru
olusup olusmadigim kontrol eder ve olusmadiysa APC politbikitin sisteminin aktivasyonunu
Onler. APC Ubikitin sistemi normalde anafaz inhibitdrand inhibe eder, anafazin
gerceklesmesi icin gereklidir ve mitozdan c¢ikis icin gerekli mitotik siklinlerin
degredasyonunu erteler. Sonug olarak MPF aktivitesi yuksek, kromozomlar yogunlasmis
kalir ve nikleer zarf tekrar olusmaz (41).

2.10.4. Siklinler ve Siklin Bagimh Kinazlar
Cde2/CIb, MPF (Cdc2/Siklin B kompleksi) tanimlandiktan

Clh2, Clh3, Clha

sonra yapilan calismalar hiicre dongusiinin denetiminin

N\ L:rh:]'é."l"_|r'|_1. . . .
G;\f-'"—-“"* aydinlatiimasini ve benzer protein ailelerinin tanimlanmasin

Yeast |

/ siaRT)  sgglamustir. Cdc2 mayada hem START'dan gegisi, hem de

\::—}//// mitoza girisi kontrol etmektedir. Fakat bunu farkli siklinlerle
Cde2/CIbs, Clbb bir araya gelerek gerceklestirir. G2'den M’ye gegis B tipi
Cde2/Cyeh siklinlerle (Clbl, Clb2, CIb3 ve Clb4), START dan gegis ise

K/ﬁf \\\ sl G1 siklinler ya da Cln olarak isimlendirilen farkli bir simf
y L ye
siklinlerle Cdc2’'nin bir araya gelmesi ile gergeklestirilir. S

evresinde ilerlemek icin ise Cdc2 farkli B tipi siklinlerle
Ck2/CyeA (ClIb5 ve ClIb6) baglanr.

Sekil 11. Siklin ve Siklin Bagimh Kinaz Kompleksleri. Mayada START'dan gecis G1
sklinleri (CInl, CIn2 ve CIn3) ile birlikte Cdc2 ile kontrol edilmektedir. Cdc2 ile farkl
B tipi sklinler (Clb'ler) kompleks olusturup S fazdan gegisi ve Mitoza girisi regule
etmektedir. Hayvan hicrelerinde Cdk4 ve Cdk6 kompleksleri D tipi siklinler ile birlikte
G1 restriksiyon noktasinda kontroli saglar. Cdk2/sklin E kompleksleri G1'in geg
asamalarinda rol oynar ve Gl'den S fazina gegis icin gereklidir. Cdk2/cyclin A
komplekderi S fazdan gegis icin ve Cdc2/cyclin B kompleksleri G2'den M faza gecis




icin gereklidir. The Cell: A Molecular Approach. 2nd edition. Cooper GM. Sunderland
(MA): Sinauer Associates, 2000, Geoffrey M Cooper’dan alinmustir.

Y Uksek okaryotlarin hiicre dongileri sadece cesitli siklinler tarafindan degil, ayn
zamanda ¢esitli Cdc2 baglantili protein kinazlarla da kontrol edilmektedir. Cdc2 baglantili
kinazlar, Cdk (Siklin bagimli kinazlar) olarak bilinir. Cdc2 aym zamanda Cdk1 olarak da
bilinir. Cdk ailesi tyeleri hucre dongusinin farkli asamalarinda ilerlemeyi yonlendirmek
icin spesifik siklinlerle baglanir (bknz sekil. 11).

Gl den S'ye gegis temel olarak siklin D ve E ile Cdk2, 4 ve 6’ nin baglanmasi ile
gerceklestirilir. Cdk 4 ve 6’ nin D tipi siklinlerle (siklin D1, D2, D3) olusturdugu kompleksler
ise G1'den restriksiyon noktasina gegiste kritik bir 6neme sahiptir. G1 in ilerleyen evresinde
sklin E eksprese edilir. Cdk2/Siklin E kompleksi G1'den S'ye gegis ve DNA sentezinin
baslamasi icin gereklidir. S evresi stirecinde hiicre dongusunin ilerlemesi icin Cdk2/Siklin A
kompleksi gereklidir. G2'den M’ye gegis ise Cdk1/Siklin B komplesi ile gergeklestirilir.

Hucre dongusiinde Cdk’ larin aktivitesi dort molekiler mekanizma ile diizenlenir. Bu
mekanizmalardan birincisi olan Cdk’larin siklinler ile yaptiklari komplekslerin olusumu,
sklin sentezi ve degredasyonu seklinde gerceklestirilir. Ikincisi olan Cdk/siklin
komplekslerinin aktivasyonu ise Cdk tzerindeki treonin 160 amino asitinin fosforilasyonu ile
gerceklestirilir. Bu fosforilasyon CAK (Cdk-aktiflestiren kinaz) olarak isimlendirilen
Cdk7' nin siklin H ile kompleks olusturmas: ile meydana gelen bir enzim tarafindan
katalizlenir. Uclincli mekanizma ise Weel protein kinaz tarafindan Cdk’min amino ucuna
yakin tirozinlerin inhibe edici fosforillenmesini kapsar. Ornegin Cdk1 ve 2 tirozin 15 ve
komsu treonin 14’ in fosforillenmesi ile inhibe edilir. Bu Cdk’lar cdc25 protein fosfataz ile
defosforile edilerek aktiflestirilirler. DOrduncti mekanizma ise Cdk/siklin komplekslerine
(cdk inhibitorleri ya da CKI olarak adlandirilan) inhibitor proteinlerin baglanmas: ile
gerceklestirili. Memeli hicrelerinde Ink4 ve Cip/Kip olarak isimlendirilen iki CKI ailesi
farkli Cdk/Siklin komplekslerinin dizenlenmesinden sorumludur (Tablo 1). Ink4 CKI’lar
Gl deki restriksiyon noktasindan gecisi inhibe ederler. Cip/Kip ailesi Uyeleri ise hiicre
dongusiunun farkli asamalarinda aktivator ve inhibitor olarak davranirlar. Cdk2 nin siklin A
ve E ile yaptig1 kompleksi baskilarken, Cdk 4 ve 6'nin siklin D ile yaptigi kompleksleri
aktive eder.
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Tablo 1: Cdk Inhibitérleri. The Cell: A Molecular Approach. 2nd edition. Cooper GM.
Sunderland (MA): Sinauer Associates,; 2000, Geoffrey M Cooper’dan alinmastir.

Inhibitér Cdk/silklin kompleksi Etkilenen Hucre Donguisii Faz

Hayvan Hicreeri

Cip/Kip ales (p21, p27, p57) Cdk4/siklin D Gl
Cdk6/siklin D Gl
Cdk2/siklin E GlUSs
Cdk2/ sklin A S

Ink4 ailes (p15, p16, p18, p19) Cdk4/ siklin D Gl
Cdk6/ siklin D Gl

Maya (S. cerevisiae)

Farl Cdc2/CIn Gl
Sicl Cdc2/CIb5 S
Cdc2/Clb6 S

211.MHC Sinif 11 Molekilleri ve Simf 11 Transaktivatoru (CIHHTA)

T hicrelerinin aktivasyonu igin antijenin, doku uyumluluk molekulleri tarafindan
kendilerine sunulmas: gerekmektedir. Ozellikle viral enfeksiyonlarda aktive olan interferon
salgisi CHITA ekspresyonunu tetiklemekte; kendisi de bir transkripsiyonel trans-aktivator olan
CIITA de enfekte hiicrenin simif | ve simif 11 doku uyumluluk (MHC) molekillerinin ifadesini
arttirmaktadir. Ozellikle simf 11 molekiillerinin ekspresyonu icin CIITA gereklidir. Bagisiklik
sisteminin bu énemli molekulinin, TAF7 ile olan etkilesiminin niteligi ve bu etkilesiminin
hiicre 6lumiine olan etkisinin agiga kavusturulmasi, immun sistem biyolojisi agisindan 6nem
kazanmaktadir. Bu yonde elde edilecek tUm veriler yeni olup; bagisik yamtin olusmast,
immun hicrelerin gelisimi (pozitif ve negatif seleksiyon), HIV biyolojisi gibi ¢ok genis
alanlarda yeni acilimlar saglayacaktir.

MHC 1l molekilleri ve CIITA ile ilgili ayrintili genel bilgi asagida verilmistir.

2.11.1. MHC Sinif |1 Molekdlleri

MHC (major histocompatibility complex) Simif |1 molekiilleri sadece antijen sunan
hiicreler ve lenfositlerde bulunur. Simif 11 molekdlleri ile sunulan antijenler (simf | gibi
sitozolik olmayanlar) ekstrasellller proteinlerden elde edilir. Bu nedenle MHC sinif |1 bagiml:
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antijen sunumu endositik veya ekzojen olarak isimlendirilir (59).

Insanlarda ti¢ klasik sinif 11 molektili meveuttur: HLA-DP, DQ ve DR. Farede ise son
ikisinin ortologu olan A ve E mevcuttur. Bunlara ek olarak her iki tirde klasik olmayan
molekuller olan insanda HLA-DM ve-DO, farede M ve O olarak isimlendirilen molekiller de
s0z konusudur. Her Simif 11 molekald iki zincir (alfa ve beta zincirleri) den olusan bir
heterodimerdir. Her Simif [1 molekdlinin o ve B zinciri MHC nin sinif 11 bolgesindeki farkli
genler tarafindan kodlamr. HLA-DO haricinde tum durumlarda gen ciftleri ayr1 ayr1 kodlanr.

MHC-I1 proteinlerinin sirekli ekspresyonu doku spesifiktir ve makrofajlar, dendritik
hicreler ve B hicreler gibi antijen sunan sunan (MHC 11 pozitif) hicrelerle sinirlidir. Fakat
diger hicretiplerinde IFN-y gibi sitokinlerle stimulasyon sonrasinda indiiklenebilir.

Bu gen ailesinin transkripsiyonel kontrolinde pek c¢cok DNA ya baglanan
transkripsiyon faktori ve bir ana koaktivator olan CIITA (class Il cotransactivator)

tammlanmustir.

2.11.2 Smf 11 Transaktivatoru (CIHITA):

MHC class Il (MHC-11) molekulleri spesifik immun cevaplarin  gelismesinde
ekstrasellller patojenlerden tirettigi peptitleri CD4+ T lenfositlere sunarak 6nemli bir rol
oynar. Immiin sistem igin antijen sunumu, T hiicre secimi ve aktivasyonunu iceren pek cok
kritik rolii olmasi nedeniyle yabanci patojenlere cevap olarak MHC-1I  ekspresyonu
ekspresyon kontrolt de konak dokulara zarart minimize etmek icin oldukga onemlidir. Siuf
Il genlerin promotorlar: ile genis bir set protein etkilesir. Bunlardan en dnemlisi CIITA dir.
CIITA ekspresyonun ana kontrolctsudir. Fakat direkt olarak promotora baglanmaz.
Transkripsiyon faktorti RFX (regulatory factor X) ile birlikte galigir. RFX bir multiprotein
"enhanceosome” kompleksin MHC |1 promotorlarinda bir araya gelmesini koordine eder. Bu
enhanceosome CIITA baglanmasi icin bir bolge olusturur . Bu kontrol  Sinif |1 transaktivator
(CIITA) ile transkripsiyon seviyesinde ve kromatinin yeniden sekillendirilmesi ve epigenetik
modifikasyonu ile gerceklestirilmektedir. Bu nedenlen CIITA transkripsiyonel koativator
olarak siniflandirilir (60). CIITA geni ekspresyonunun trofoblastlar, transforme kanser
hiicreleri veya sitokin uygulanan hiicrelerde DNA metilasyonu ve histon deasetilasyonu gibi
epigenetik bir takim olaylar sonucunda basklandig: rapor edilmistir. CHHTA “simif Il, major
doku uyumluluk kompleksi, transaktivattr (class 11, major histocompatibility complex,
transaktivator)” proteini CIITA geni tarafindan kodlamr. Bu gendeki mutasyonlar immiin
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sistemin ciddi dizeyde baskilandigi ve enfeksiyonla etkili bir sekilde savasamadig: “ciplak
lenfosit sendromu” ndan sorumludur. CIITA genini igine alan kromozomal anomaliler
“Hodgkin Lenfoma’ nin patogenezinden sorumludur.

CHTA in mgjor hedef genlerinin MHC Il molekil prezentasyonundan sorumlu oldugu
bilinmektedir. Bununla birlikte birtakim farkli hedef genler de rapor edilmistir. CIITAIn
onlarin ekspresyonuna katkisi ise indirekttir. MHCII ekspresyonuna CIITA geninin
ekspresyon paterniinin - katkisi  buyUktir. Cevresel ve hicresel sinyaller MHCII
ekspresyonunu fizyolojik ve patolojik durumlarda aktive ya da represe eder. Kisaca spesifitesi
ve cok kontrolli ekspresyon paterni CIITA'T MHCII ile antijen sunumunda gerekli genlerin
regulasyonunda 6nemli bir transkripsiyon faktori yapmaktadir (61).

Major doku uyumluluk kompleks Il nin master transkripsiyon regulatord, simf 11
transaktivator (CIITA) ilk tammlandiginda patolojik durumlarda pek c¢ok farkli genin
transkripsiyonunu nasil module ettigi bilinmiyordu. CIITA'in nasil hiicre ve doku speifik
transkripsiyonu gerceklestirdigi ¢okca tartisildi ve arastirildi. Olasi bir meknizmanmin CIHITA
transkripsiyonel aktivitesinin zaman uzamsal post translasyonel (PTM) kontroll olabilecegi
ileri sirdlmastdr. Yani CIITA'in belirli amino asitleri hiicre ve cevre kosullarina bagli olarak
modifiye edilmektedir (62).

CIITA mRNA'st sadece insan MHC sinif 11 pozitif hiicre hatlarindan ve dokularindan
elde edilebilir. CIITA proteini asidik bir transkripsiyonel aktivasyon domaini, 4 LRR (l6sin
zengin tekrar) ve bir GTP baglama domaini icerir. Bu protein GTP baglama 6zelligini
nikleusa transpotunda kullanir (60).

CIITA'In MHC -1I'nin transkripsiyonel regulasyonunda gorevli oldugu bilindigi gibi
MHC-Il aksesuar genlerin (HLADM, HLA-DO ve varyant olmayan zincir ve b2-
mikroglobulin) transkripsiyonel regtilasyonunda da rol oynadig: bilinmektedir. CIITA immin
sistemin antijen sunan hicrelerinde kostititf olarak eksprese edilmekte iken, IFN gammagibi
enflamatuar sitokinlerce zengin bir ¢evrede bulunan diger hticre tiplerinde de eksprese edilir
(63).

CIITA proteinini kodlayan MHC2TA geninin transkripsiyonel regilasyonu bagimsiz
promotor Uniteleri (CHITA-PI — CIITA-PIV)'nin aktivites ile gergelestirilir. Bu promotor
Uniteleri hicre tipi ve aktivasyon spesifik olarak goreviendirilmistir. CIITAPI ve CIITA-PIII
dendritik ve B hiicrelerinde kongtitituf aktiftir. CIITA-PII insan T hiicrelerinde akivasyon ile
gorevlendirildigi bilinmektedir. CIITA-PIV IFN-g ile indiklenen ekspresyonda yer alir.
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Bunlara ek olarak insan non B hiicrelerinde CIITA-PII IFN-g ile aktive edilebilir (65)

Immun sistem icin gok 6nemli bir transaktivator olan CIITA ile HIV Tat arasinda
karsilikl1 bir etkilesimin oldugu gosterilmistir (OKAMOTO et al, 2000). Tat, CIITA ve MHC
sinif |1 ekspresyonunu baskilayabilirken; CIITA over-ekspresyonu da Tat’1 ve bu yolla da HIV
replikasyonunu baskilayabilmektedir. Sonug olarak HIV enfeksiyon gelisiminde bu iki protein
arasindaki denge 6nem kazanmaktadir.

CHITAIn immun sistem hicrelerindeki transkripsiyonel transaktivasyon islevi
nedeniyle TAF7 ile etkilestigi gosterilmistir (DEVAIAH BN et a, 2010). HIV ile enfekte
hicrelerde, CIITA ve Tat etkilesimleri g6z 6ninde tutuldugunda CI1TA ve TAF7 etkilesimleri
Onem kazanmaktadir. TAF7'nin apoptoz strecindeki rolini gostermis olmamiz CIITA-TAF7
iliskisinin 6nemini arttirmistir. TAF7 nin apoptozda oynadig: rol géz éninde tutuldugunda,
CIITA ile olan iliskisinin dogrulanmasi immunoloji alamnda ¢ok farkli acilimlara neden
olacaktir. Bir virus ile enfekte bir hiicrede interferon tarafindan indiklenecek CIITA
ekspresyonu sonucunda, CIITA'in TAF7'yi baglayarak hiicrenin hemen apoptoza girmesini
Onledigi boylece gereken immin yamta (MHC sinif | ve II’de antijen sunumu) zaman
kazandirdig: 6ne surulebilir. Bu hipotezin denenmesi icin CIITA varliginda TAF7 in apoptotik
etkisinin ortadan kalkip kalkmadiginin gosterilmesi gerekmektedir. Bagisiklik sistemi igin bu
cok onemli molekdlin TAF7 ile etkilesiminin molekiler temellerini ve bunun apoptoz

siirecine olan etkisi ileilgili bulgularimiz ileriki boltmlerde verilecektir.
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3.GERECLER VE YONTEM:

Arastirmann Tipi:

Arastirmamz deneysel niteliktedir.
Arastirmanin Yeri ve Zaman:

Arastirmamiz Aralik 2007-Mart 2012 tarihleri arasinda Dokuz Eylil Universitesi Tip
Fakultesi T1ibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali’ nda, Dog. Dr. Zeynep Sercan’in laboratuari
basta olmak (izere, Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiiltess Hematoloji Laboratuvary’ nda,
ARLAB’da, Izmir Ileri teknoloji Engtitiisi Muhendislik Fakiltesi Kimya Bolimir nde Prof.
Dr. Serdar Ozcelik’'in ve Sabanct Universitess Mihendisiik ve Doga Bilimleri
Biyomuhendislik Bolimi'nde Dog¢. Dr. Batu Erman’in mikroskobi laboratuvarlarinda
gerceklestirilmistir.

Arastirmanin Evreni ve Orneklemi/Calisma Gruplar:
Calismamiz insan Uzerinde gerceklestirilmemistir. Hucre kiltirinde ¢alisilmis olup

deney ve kontrol gruplar: kullamlmustr.

Cahsma M ateryali:
Calismalarimizda Hela, Kelly ve TREX (Tetrasiklinle regile edilen ekspresyon

sistemi) HelL a hticre hatti kullanmlmustr.
Hel a hticre Hatti1 Ege Universitesi Mihendislik Fakultesi Biyomiihendislik Bolimi 6gretim
tyesi Dog¢.Dr. Kemal Sami Korkmaz Laboratuvar:t’ ndan 2006 yilinda
Kelly Hucre Hatti Dokuz Eylul Universitesi Tip Fakiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dal
Ogretim tyesi Dog. Dr. Oguz Altung6z Laboratuvart’ ndan 2006 yilinda,
TREX Hel a Hiicre Hatt1 ise invitrogen firmasindan 2007 yilinda satin alinmustir.
Veri ToplamaArac:

Arastirmamizdada veri toplama araci olarak kantitatif ve kalitatif deneyler kullanimstir.
Calismalarimizda elde edilen veri tipi deney gruplarina gore asagidaki gibidir:
Kaspaz Deneyleri: Y iz de kaspaz aktivasyonu (sayisal deger)
Tubulin Polimerizasyon deneyleri: floresan siddeti (sayisal deger)
Immiin Presipitasyon ve western blot verileri: Kalitatif degerlendirme

Immiin floresan gorunttleme verileri: Kalitatif veri

40



Kullamlan cihazlar:
Hucre Kalturt Biyoguvenlik Kabini
CO7'li inkiibatdr (Thermo-Scientific Forma 310 Direct Heat)
Pipet pompasi (Greiner Labortechnik 000424NS — 9)

Inverted faz kontrast 151k mikroskobu (Nikon — Diaphot 200)

Thermal cycler cihazi (Eppendorf — Katalog No: 9776562)

Agaroz jel elektroforez tanki (RunOne™ System Versn 021704)

Biorad - Mini protean 3 Cell SDS Page jel elektroforez tanki (Katalog Numarast: 165-

3301)

Biorad - Trans-Blot® SD Semi-Dry Electrophoretic Transfer Cell (Katalog numarast:

170-3940)

Plate okuyucu (BioTek Synergy HT)
Neubauer lami (Marienfeld — Ref 0610110, Lot 409104)

Kullamlan Sarf M alzemeleri:
Roche - Fugene HD transfeksiyon ajan (Katalog No: 04 709 705 001)

Promega - One Glo Lusiferase Assay (Katalog No: E 610)

Sigma - Caspase 3 Assay Kit (Katalog No: CASP3F)

Cycoskeleton - Tubulin Polymerisation Assay Kit (Katalog No: BKOO6P)
BD - Cycletest™ Plus DNA Reagent Kit (Katalog No: 340242)

Invitrogen - Zeosin (Katalog No: R250-05)

Invitrogen - GeneTailor™ Site-Directed Mutagenesis System (Katalog No: 12397014)

DMEM (BiochromAG - FG 1385) ve RPMI (Biochrom AG - FG 1385)
besi ortamlari

FBS (Fetal Bovine Serum, Biochrom, S0125)

Hyclone — Tetracycline reduced FBS (Katalog No: SH30070.03T)
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Veri toplamada kullandigimiz yontemlerden biri olan kaspaz aktivasyonu 6lgiimu kisa
siirede sonug alimi saglayan bir yontemdir. Bununla birlikte hiicre sayisinda etkilendigi icin
esit hiicre ekilmesi icin deneyim gerektiren bir yontemdir. immin floresan gorintileme
yontemi kantititatif degil kalitatif bir yontemdir. Hicre dongusi analizi yontemi hiicre
donglsinin hangi safhasinda ne kadar hiicre oldugunu gosteren son derece guvenilir bir
yontemdir. Bununla birlikte hiicreleri senkronize edememe veya pek ¢cogunun GO da kalmasi
nedeniyle gibi problemler yasanmustir.

Arastirma Plan ve Takvimi:

Laboratuar Malzemelerinin temin edilmesi: Aralik 2007- Ekim 2007

TAF7' nin Tetrasiklinle Reglle Edilen Ekspresyon Sistemi’ ne Klonlanmast Ekim 2007- Ocak
2008

pcDNA 4TO TAF7 Plasmidinin TREX HelLaHucrelerine Stabil Transfekte Edilmesi: Ocak
2008-Temmuz 2008

Tubulin Polimerizasyon Deneylerinin Yapilmasi: Kasim 2009

PFLAG TAF7 ve pcDNA 4TO TAF7' nin ser 159 amino asitlerinin alenine donustirilmesi
Subat 2010 — Nisan 2010

pcDNA 4TO TAF7 mutant plasmidinin TREX HelLa hiicrelerine stabil transfekte edilmesi
Nisan 2010 — Eylul - 2010

Kaspaz deneylerinin yapilmas: Ekim 2010 — Eyldl 2011
Hucre Dongusti Deneylerinin Yapilmas: Eylul 2011-Aralik 2011
Floresan Mikroskobi Deneylerinin Yapilmas: Ocak 2012

Verilerin Degerlendirilmesi:

Kantitatif veriler grafik ve hata barlar1 eklenerek karsilastirilmis ve verilerin istatiksel
olarak anlamli olup olmadigi Graphpad software’i, student's t test yontemi ile analiz
edilmistir.

Arastirmanin Sinir hihklari:

Calismamizin  gugsiiz yamt hicrelerin  hiicre dongusi deneylerinde  senkronize
edilememesidir.
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Etik Kurul Onayn:

“TAF7 CII TA etkilesiminin Programlanms Hiicre Oliimiu Uzerindeki Etkilerinin
Arastirilmas” isimli projenin uygulanmasinda etik agidan bir sakinca olmadigina “Dokuz
Eylul Univesitesi Tip Fakiiltesi Klinik ve Laboratuvar Arastirmalar: Etik Kurulu” tarafindan
21.06.2007 tarihinde ve 11/06/2007 nolu toplantida karar verilmistir.

Etik kurul onay tarihi: 25.06.2007

Etik Kurul numarasi;229

3.1 HucreHatlar1 Ve Hucre K ultlru
Projede Kelly ve Hel a hiicre hatlar1 kullanilmistir.
Gerecler:
Pipet pompasi (Greiner Labortechnik 000424NS — 9)
Inverted faz kontrast 151k mikroskobu (Nikon — Diaphot 200)
10 ml. lik ve 5 ml. lik steril pipetler.
25 cm?™ lik, 75 cm? lik ve 125 e ik filtreli flasklar
CO,' li inkUbator.
DMEM ve RPMI 1640 besi ortamlari.
L glutamin
FBS (Fetal bovine serum)
Penisilin/streptomisin
Yontem:
Bes Ortam Haarlanmasi:
500 ml.” lik DMEM ya da RPMI besi ortamu igerisine 2 mM konsantrasyonda L

glutamin, 1pg/ml. konsantrasyonda penisilin/streptomisin ve % 15 oramnda FBS eklenir.
Kelly Hicre Hatti:

Kelly, insan noroblastom hicrelerinden elde edilmis hiicre hattidir. Y lzeye
tutunarak monolayer halde treyen hiicrelerdir. ikilenme stireleri 30 — 40 saattir. Hicre
kiltdrinde %5 CO;'li ve 37 °C’lik ortamda RPMI 1640 besi ortam (Biochrom AG - FG
1385) + % 15 FBS (Fetal Bovine Serum, Biochrom, S0125), ile uUretildiler. Hucreler
kiltur kabimn ylzeyini % 70 oramnda kapladik¢a pasajlar: yapildi.
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Hel a Hlcre Hatti:

HelLa, insan serviks karsinoma hicrelerinden elde edilmis bir hiicre hattidir.
Y Uzeye tutunarak monolayer halde Ureyen hiicrelerdir. Hiicre kiltiriinde %5 CO-’li ve 37
°C’lik ortamda DMEM besi ortami (Biochrom AG - FG 0415) + %15 FBS (Fetal Bovine
Serum, Biochrom, S0125), ile Uretildi. Hicreler kdltir kabinin ylzeyini %70 oraninda
kapladikca pasajlandilar.

3.2.Tripan Mavis Canhhk Testi
Canli hicreler membran bitunligine sahip olmalari nedeniyle tripan mavisi
boyasin gecirmezler. Fakat 6lu hucrelerin membran bitunltkleri bozuldugu igin boyayi
gegirir. Bu testte bir hlicre slispansiyonu tripan mavisi ile karistirilir ve hiicrelerin boyay1
alip almadigi mikroskopta kontrol edilir. Canli hiicreler parlak ve temiz bir sitoplazmaya
sahip olarak gorulirken, 6lU hiicreler ise mavi sitoplazmali olarak goraldr.
Gerecler:
Tripan mavisi %0,5
0,5 ml hiicre stispansiyonu
Neubauer lami
20’ lik ve 1000’ lik pipet ve pipet ucu
Mikrosantrifdj tUpu
Inverted faz kontrast 151k mikroskobu (Nikon — Diaphot 200)
Y Ontem:
1. Slspanse hiicre kltortnden 0,5 ml 6rnek alindh.
2. 1.1 Oranindatripan mavisi ve PBS bir mikrosantrif(jj tiptnde karistirildh.
3. Tripan mavisi + PBS karisimindan 0,5 ml aliip 0,5 ml hiicre stispansiyonu ile
karstirildr.
Neubauer laminin kenarlarina 1’ er damla su damlatilip Uzerine lamel kapatild.
Lamel ile lam arasindaki bosluktan 10 pul tripan mavisi + hiicre karisimindan eklendi.
Isik mikroskobunda 10 X objektifte sayim yapildh.
Mavi boyay1 almamus olan hiicreler canli, almis olanlar ise 6l olarak degerlendirildi.

© N o o &

Canl1 hiicre sayist = 1 bilyiik karede sayilan canli hiicre x diltisyon faktérii x 10
formultile belirlendi.



3.3.Transfeksiyon Y éntemi Optimizasyonu:

Optimum transfeksiyon kosullarimin belirlenebilmesi igin lusiferaz takili plazmid ve
Lusiferaz test sistemi kullanilarak denemeler yapilmustir.

96 kuyulu hicre kultara plaklarinin her kuyusuna 10000" er adet Kelly ve HelLa
hicresi ekilip lusiferaz plasmidi farkli transfeksiyon ajanlar kullamlarak transfekte edilmistir.

Fugene ve Lipofektamin ajanlari ile transfeksiyon etkinkinliginin karsilastirilmas:

Transfeksiyon isleminden bir giin énce 96 kuyulu hiicre kilttrt plaklarina kuyu basina
onar bin hicre disecek sekilde HeLa ve Kelly hicreleri ekildi. Bir sonraki gin asagida
hesaplamalar: verildigi gibi transfeksiyonlar yapildh.

Lipofektamin ile transfeksiyon:

Gerecler:
Invitrogene - Lipofectamine transfeksiyon sistemi
Promega One Glo Lusiferase Assay (Cat No: E 610)
L Usiferaz takili plasmid
Serumsuz besi ortam
96 kuyulu hticre kultard plaklar
%15 FBS oraninda FBS (fetal bovine serum) iceren besi ortam
Yontem:
Transfeksiyondan bir saat 6nce kuyulardaki ortamlar ¢ekildi ve 100’ er pl yeni ortam
eklendi.
Bir tdpe 200 pl serumsuz ortam eklendi, icerisine 500 ng lUsiferaz takili plasmid ve 1
Ml “plus reagent” eklendi.
5 dak oda sicakliginda inkiibe edildi.
2,5 pl lipofektamin LTX eklendi.
30 dak. Oda sicakliginda bekletildi.
Her kuyuya 20 ser pl eklendi.
24 saat COy’ li inkUbatorde inkibe edildi.
Sonraki guin ortamlar: yenilendi.
24 ve 48 saat sonra lUsiferaz aktiviteleri lGminometrik olarak, Promega nin One Glo

|Usiferaz test sistemi kullarilarak olgildi.
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Fugeneile Transfeksiyon:

Gerecler:
Roche - Fugene HD transfeksiyon ajan
Promega One Glo Lusiferase Assay (Cat No: E 610)
L Usiferaz takili plasmid
Serumsuz besi ortam
96 kuyulu hiicre kalttra plaklart
%15 FBS oraninda FBS (fetal bovine serum) iceren besi ortam
Yontem:
Transfeksiyondan bir saat dnce kuyulardaki ortamlar ¢ekildi ve 90" ar pl yeni ortam
eklendi.
Bir tlipe 485 ul serumsuz besi ortam ve 15 pl fugene eklendi. 5 dak. Oda sicakliginda
bekletildi.
5 ug lusiferaz geni takili plasmid eklendi.
20 dak. Oda sicakliginda bekletildi.
96 kuyulu plak gozlerine 10 ar pl eklendi.
24 saat CO;, li inkUibatorde inkiibe edildi.
Sonraki guin ortamlar: yenilendi.
24 ve 48 saat sonra lusiferaz aktiviteleri luminometrik olarak, Promega nin One Glo
(Cat No: E 610) lusiferaz test sistemi kullarmilarak olculd.
Optimum transfeksiyon kosullarinin belirlenebilmesi igin llsiferaz takili plasmid ve

Lusiferaz test sistemi kullamlarak denemeler yapilmistir.

Fugene ve CaCl, ile transfeksiyon etkinkinliginin karsilastiriimasi:

Dort adet 96 kuyulu hiicre kiltiri plagina kuyu basina 10 ar bin adet disecek sekilde
Kelly hiicresi ekildi. Tki adet 96 g6zl plaklardaki, ikiser kuyuya pH 7.10, ikiser kuyuya pH
7.17, Ikiser kuyuya pH 7.21 lik 2X HBSS sollisyonlar: kullanilarak ve ikiser kuyuya da

fugene kullanmilarak transfeksiyon yapildi.
CaCl, ile Transfeksiyon:
Gerecler:
pH: 7.10 2X HBSS soltisyonu
pH: 7.17 2X HBSS soltisyonu
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pH: 7.21 2X HBSS soltisyonu
0.5M CaCl2
Promega One Glo Lusiferase Assay (Cat No: E 610)
L Usiferaz takili plasmid
Steril distile su
Yontem:
Iki adet 96 gozli plaklardaki, ikiser kuyuya pH 7.10, Ikiser kuyuya pH
7.17, Ikiser kuyuya pH 7.21 lik 2X HBSS soliisyonlar: kullamlarak transfeksiyon
asagida anlatilchg: gibi yapild.
Kuyulardaki ortam cekilip 80 er pl yeni ortam eklendi.
Karisim 1 asagidaki miktarlardaki bilesenler ile hazirland.

DNA 1pg (yaklasik 0,5 pl)
0,5M CaCl, 500 pL
H.0 499 uL Kkarstir. 5 dak beklet.

Transfeksiyon karisim 1 asagidaki miktarlardaki bilesenler ile hazirland:
250 pl 2X HBSS (pH : 7,10 ) + Karigim |
Transfeksiyon karisim 2 asagidaki miktarlardaki bilesenler ile hazirland:
250 pl 2X HBSS (pH : 7,17) + Karigim |
Transfeksiyon karisim 3 asagidaki miktarlardaki bilesenler ile hazirland:
250 pl 2X HBSS (pH : 7,21) + Karigim |
Karigimlar 30 dak. oda sicakliginda bekletildi. Kuyulara 20 ser pl eklendi.
Fugene' in farkh konsantrasyonlari ile transfeksiyon denemesi:
Dort adet 96 kuyulu hiicre kultiri plagina kuyu basina 10 ar bin adet disecek sekilde

Kelly huicresi ekildi. 100 pl transfeksiyon karisimi basina 3, 5, 7 ve 8 er pul fugene eklenecek
sekilde dort farkl: transfeksiyon karisimi hazirlandi. Kuyu basina 10 ar pl eklendi. 24 saat
sonra ortamlar: degistirildi. 24 ve 48 saat sonra lUsiferaz aktiviteleri 6lguldu.

3.4. Lusiferaz Takih Plasmid Kullamlarak Transfeksiyonda Kullamlabilecek Optimum
Plasmid K onsantrasyonunun Belirlenmesi:
Deneylerimizde kullamlabilecegimiz optimum plasmid konsantrasyonunu belirlemek

icin bu ¢alisma yapil mstr.
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Gerecler:

Lusiferaz geni takili plasmid

“Fugene” transfeksiyon ajan

Lusiferaz 6lgtim kiti

Y ontem:

Farkli konsantrasyonlarda (1, 2,5, 5, 7,5 ve 10 pug plasmid/100 ul transfeksiyon karisimi
konsantrasyonlarinda ) lusiferaz  takili  plasmidlerle  transfeksiyon  yapilmistir.

Transfeksiyondan 24 saat sonra lUsiferaz aktiviteleri dlcilmastr.

3.5. TREX Sistemine TAF7 nin Klonlanmas ve Stabil Transfeksiyon:

Tetrasiklinle Reqgiile Edilen Ekspresyon Sistemi:

T-REx™ Sistemi tetrasklinle regile edilen memeli bir ekspresyon sistemidir.
Duzenleyici elemanlarint E.coli Tnl0 da kodlanan tetrasiklin (Tet) rezistant operondan
kullanir (Hillen and Berens, 1994; Hillen et al., 1983). T-REx Sistemindeki tetrasiklin
regulasyonu tetrasiklinin Tet represiriine baglanmasina ve ilgili genin ekspresyonunu kotrol
eden promotora bagli olan tet represdriniin uzaklastirilmasina dayanur.

T-REX sisteminin major komponentleri sunlardir:
Indiklenebilir insan cytomegalovirus immediate-early (CMV) promotorunun ve iki
tetrasiklin operatorinin (TetO2) kontrol ettigi ekspresyon plasmidi.
Tet represorini kodlayan pcDNAG/TRO bir regulatdr plasmid.
Ekspresyonun indiiklenmesi igin Tetrasiklin.
pcDNAG/TRO ile birlikte kotransfekte edildiginde ve tetrasiklin ile induklendiginde beta
galaktozidoz ekprese eden Lac Z geninin igeren kontrol ekspresyon plasmidi.

pcDNA 6/ TR:

TetR kodlayan sekans takili olan plasmididir. Normal bir hiicre hattinda terasiklinli
sisteme gegilmeden dnce bu plasmid stabil olarak transfekte edilir. Cunki TetR yoklugunda
pcDNA 4 TO yatakili olan gen stirekli eksprese olacaktir (Sekil 12).
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Comments for pcDNABTR
BEE2 nucleotides

MV promsder: basas Z32-819
Raboit fi-ginbin intron | bases 10081600

TarR gene: bases 1684-2204

Svid0 early polyadenylaion sequence: bases 2346-2477
1 angin: Basas Z2EO0F-3335

E\40 prometar and origin: bases 3335-3675

EM-T promober- basas 37153781

Blasficidin resistance gene: bases 3782-4180

5v40 sarty polyadenylation sequance: bases 43584468
pl C-derived origin; bases 851-5521

Ofa promoder: bases B521-5525 ()

Arnphciiin (bls) resistancs gens: bases SEGE-B526 ()

Sekil 12: pcDNA 6 /TR plasmidi

pcDNA 4 TO:

TAF7 geni takilacak olan plasmiddir. Promotor bdlgesinde iki adet TetO, dizisi
mevcuttur. Bu bolgeye normal kosullarda hticre hattinda stabil olarak pcDNA 6/TR den
eksprese edilen iki adet Tet represdr (TetR) homodimeri baglanarak genin ekspresyonu
engellenmektedir. Fakat ortama tetrasiklin (Tet) eklenmesi Tet’ in TetR homodimerlerine

baglanip, onlarin konformasyonel degisiklige ugramasina, promotordan ayrilmasina ve
boylece ekspresyonun gergeklesmesine neden olur (Sekil 13).
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Comiments for pelia ™ 4TO
S0TE nuclentldes

CM prommodes bases 232-958
TATA box Dases BOS-510
Tetracyciine operaton (2X TetOy) SeqUEnces: Dases B20-E53

MV forwand priming sHE: Dases TE0-740

Multipia cioning slie: bases S67-1077

BEH neverse priming sie; basas 10651106

5EH poyadenylation sequence: Dases 1095-1319

1 origrc bases 13651733

S0 promoter and oign: bases 1803-2143

EM-7 promodar: bases 2133-2249

Zenon™ resiEEnce qena bases 2250-2624

EVAD eany poyacenylation sequence: Dases 2754-2884

:KJC orgirc bases 3267-29G7
i3 promoter: bases 4937-5041 (complementany strand)

Amgiziiin (bla) resistance gene: bases 40524342 (complementany sirand)

Sekil 13: pcDNA 4 TO plasmidi

pcDNA4TO /Lac Z:

Kontrol plasmididir. Tetrasiklin varliginda beta galaktosidoz eksprese eden plasmiddir.
pcDNA 4 TO/TAF7 Transfeksiyonuna paralel olarak baska bir plakda bu plasmid de
transfekte edilmelidir. Tetrasiklin eklendigi durumda beta galaktosidoz ekspresyonu
gerceklesiyorsa diger plaklarda de transfeksiyonun da gerceklestigi distnilecektir.

Tetrasiklin yoklugunda Tet represbell bir heterodimer (4 molekdllt, iki homodimer)
olusturarak indiklenebilir ekspresyon vektdrinin promotorundaki 2 TetO2 sekansina yiksek

-1
afinite ile baglanir. Tet opertord igin Tet represdr afinitesi KB = 2 x 1011 M dir. Tet

represort homodimerlerinin TetO, sekansina baglanmast ilgili genin ekspresyonunu baskilar.

Tetrasiklin eklenmesi ile tet represori konformasyonel degisiklige ugrar ve Tet operatdrine

-1
baglanamaz hale gelir. Tetrasiklinin tet represor ile birlesme sabiti, KA, 3x 109 M dir. Tet

repressor tetrasiklin kompleksi Tet operatdriinden ayrilir ve ilgili genin transkripsiyonunun
baslamasinaizin verir (sekil 14) (63).
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1.pcDNAG/TR'den Tet represdri (tetR) eksprese edilir.
2.TetR homodimerleri TetO2'ye baglamir ve gen
ssyonunu baskilar.

3.Tetrasiklin ekleyince TetR baglanip, konformasyonel
degisiklige ugramasina neden olur.

4. TetR promotordan ayrilir ve genin ekspresyonunaizin
verir.

Gecici  transfeksiyon yonteminde deneyler
arasindaki  transfeksiyon  etkinligi problemini
minimuma indirmek icin tetrasklin ile regile edilen
ekspresyon sisteminin kullanilmasina karar verildi. Bu
amacla sistemin plasmidi olan pcDNA 4 TO ya TAF7
klonland: ve stabil olarak T-REX HelLa hiicre hattina
transfekte edildi.

Sekil 14: Tetrasiklinle Regile Edilen Ekspresyon Sistemi

3.5.1. Plasmidlerin Maxi Prep ile Cogaltiimas

TREX (Tetrasklin ile Reglle Edilen Ekspresyon sistemi ) plasmidleri olan pcDNA 4
TO, pcDNA 6 TR ve pcDNA 4 TO LACZ plasmidleri maxi prep ile gogaltildh.

Gerecler:
Kompetan bakteri

Qiagen Endo Free Plasmid Maxi Purification Kit (Kat. No: 12362)

50 ml.lik Falkon tupler

1.5 ml.lik eppendorf tipler.
Sogutmal1 santrifyj

10 ml.lik pipetler
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Y Ontem:

Transformasyon:
-20 °C'de saklanmakta olan pFLAG CIITA, pFLAG TAF7 ve peGFPC3 bos
plasmidlerden 1 er pl alimp 100 pl kompetan hiicre iceren ependorflara aktarildi.
Buz Uzerinde 1 saat inkiibe edildi.

42 °C’ lik su banyosunda 45 saniye 1sil soka maruz birakild.
500 er pl SOB ortam eklendi.
1 saat 37 °C’ de 150 rpm hizla gevrilerek inkuibe edildi.
pFLAG lar, 100 pg/ul ampisilin ve pEGFP C3, 30 pg/ul kanamisin iceren LB agar
ortamlarina ekildi.
0 200, 100, 50, 10 ve 5’ er pl plate’ lere ekim yapildh.
Bir gece 37 °C’ de inkube edildi.
Klonilerden 5’ er adet secilip 5’ er ml segici antibiyotik iceren LB ortamlara ekildi.
Ertesi guin her koloniden 1’ er adet gliserol stogu hazirlanip - 80°C’ ye kaldirildi.
M axi Prep:
200 er ml segici antibiyotik iceren LB’ lere 3'er ml ekildi.
Bir gece 37 °C’ de 100 rpm hizla gevrilerek inkiibe edildi.
Ertesi giin “Qiagen - Endo Free Plasmid Maxi Purification Kit” ile maxi prep yapildi.
DNA konsantrasyonu 6lguldu.
Spektrofotometrik DNA konsantrasyonu 6lgim ydntemi:

TE igerisinde plasmid 6rnekleri 1/10 oraminda seyreltildi.

Spektrofotometrede TE ile cihaz sifirlandh.

OD260 Ve OD2gp degerleri olculdo.

Konsantrasyon: 50 pg/ml x OD2s X Diltsyon faktord formalt ile plasmid

konsantrasyonlar1 hesapland.
NOT: OD2s0 / OD2s0 oraniar: hesaplandi. ODyep / OD2gp Oranminin 1,8 — 2,0 arasinda olmasi
beklenir. Oran 1,8 den disikse protein kontaminasyonu, 2,0'dan biyikse RNA
kontaminasyonu vardir.

3.5.2. pcDNA 4 TO’ ya TAF7 Klonlanmasi:

pcDNA 4 TO' ya TAF7 klonlanmasi igin Pst | ve Xbal restriksiyon enzim kesim
bolgelerini iceren ileri (5')ve geri (3') yonllu PCR primerleri dizayn edilmistir. Dizayn edilen
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primerler ve gen Uzerindeki konumlar: asagida verilmistir.

5 Primer :

5 CTATCTGCAGTAGCTGGAACTTTTTAGS

Baz sayisi: 27  Tm: 58,2

Hedef Bolge:

5 CTATCTGCAGTAGCTGGAACTTTTTAG 3
Ps |

3 Primer: 5 CCAGTCTAGAAGACTGAAATTAAATATC 3
Hedef Bolge:
5 GATATTTAATTTCAGTCTTCtAGACTGG 3
Xbal
Baz sayisi: 28 Tm: 55,6

ANTISENSE:

3 ATAAATTAAAGTCAGAAGATCTGACC Y
ANTISENSE REVERSE:

5 CCAGTCTAGAAGACTGAAATTAAATATC 3

ACTTCCGTTTTTGCT GCGT AGGCGACCCCGACCGAGGECCCECGAGGT GCGGGGT CTGGT GATGCGAGCT
GCGCCTCTCGGCAAGAT TTCGCGCTGCCCATCCCGEAECCCTTTCATCAGTAATCGGTAGT GGATCACTCT
GCCAAGCGGCAGGAAGAATTAAGGAAACGACAAGGAGACGCTCGECTCTCTCCCAECTTERCTCCTTGCEG
CCTCCTCTTCCCTTCGCTCCGECCCAGTGAAACTGAACT TATAATCGTCACTGGATTGTAAGTACCCGAG
GCGAAGAGAGCTCGCTGAGCCCTGATTTTTTGAGTGTCTTTGT TCCGGGAGAGT TTGTGAGT TGAAAGTA
TCTCTGCTGGGECT TTCTGEGCCGAAAACCGT TCCGEEEGAGCCGCCATTTGCTTTCCTGT TCCCTAGCTA
GCTAGCTAGCTCTCTCCGCGT TGTCCGECAGCGGECACCTAGAGGT TGGGACTTGBCATTGCATCTGATTT
AATGAACTTAAGT CTGTGAATAAGCCTTTGTGT TAACGACT GGTATTCGGT CACAGCATATTTAGAGAAA
AGACTTGGACGCT TAAATAAAAACT AAGCCAAAAT AGACCGCT TAGCT GCTGATCTACAGAGAACTTCTTGT
AATTAAAAGATTTCAATTCATAGCAAACTGCGTGTTTTAAACTATC TGCAGTACCTCGAACTTTTTAGTGTA
Pst |
ACCAGCATTTATTGGAGAAGT GAAT CACAAGGAAAT AAAGAT GAGT AAAAGCAAAGAT GATGCTCCTCAC
GAACTGGAGAGCCAGT TTATCTTACGT CTGCCTCCAGAATATGCCTCTACT GT GAGAAGGGCAGTACAGT
CTGGTCATGTCAACCTCAAGGACAGACTGACAATTGAGT TACATCCTGATGGGCGTCATGGAATCGTCAG
AGTGGACCGTGT TCCATTGGCCTCAAAATTAGT AGACCT GCCCTGT GT TATGGAAAGCT TGAAAACCATT
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GATAAAAAAACT TTTTACAAGACAGCTGATATCTGT CAGATGCCT TGTATCCACAGT TGATGGTGATCTCT
ATCCTCCT GT GGAGGAGCCAGT TGCTAGCACT GATCCTAAAGCAAGCAAGAAAAAGGATAAGGACAAAGA
GAAAAAGT TTATCTGGAACCACGGAAT TACT CTGCCTCTAAAGAAT GT CAGGAAGAGAAGGT TCCGGAAG
ACAGCAAAGAAGAAATATATTGAATCTCCAGATGT TGAAAAAGAAGT GAAACGATTCCTGAGTACAGATG
CTGAAGCTGI TAGTACT CGGT GGGAAATAAT TGCCGAAGAT GAAACAAAGGAGECAGAAAAT CAAGECCT
GGATATCTCTTCTCCAGGAATGT CTGGT CACAGECAGEGCCATGACTCATTAGAACATGATGAGCT TCGG
GAGATATTCAAT GACCT CAGCAGCAGCAGT GAGGATGAAGAT GAGACCCAGCATCAAGATGAAGAAGATA
TAAACAT CATTGACACGCGAGGAAGAT CTGGAGAGACAGCTACAGGACAAGCTAAAT GAATCAGATGAACA
GCACCAGGAAAAT GAAGGAACCAAT CAGCT GGT TATGEGAAT TCAGAAGCAGAT TGACAACATGAAAGEC
AAGCTCCAAGAGACCCAGGACAGGEGECAAAACGACAAGAGGATCTCATCATGAAAGT GGAAAATCTGGECTC
TCAAGAACAGATTTCAGGCT GTACT GGAT GAGCT CAAACAAAAGGAAGACCGAGAAAAGGAGCAACT CAG
CTCTTTGCAAGAGGAGCTAGAATCACT CCTAGAGAAGT AAAAAGAACTGATATTTAATTTCAGICTTCE AG

Xbal
ACTGGTCAGCATTAGAAAATTCTTGECTTTATTGTACTGGGTATTAAGACCTTGCTCTTCCTAGICCTTT
TAATGCTGTGTGT TCTGITAAGTTCTTTCATTTGITTGTAATTTTGT TTTTCAGCAAATTTATATTGITT

TGCTAGGTGI TCATCCTATAAGAAGCAGGAT TGTATAGGCAGAAAAAT GAT TGTAGGAAAGT TGCAGGAT
TAGCGCGAATGTATGGT TCAACCT TAATTATAGCT TCATTGCAGGACT TTACTGI TTCTCCATTTTCTAGA
AGCTCCTGI TGCTGCTTTGI GATGACGT GAGATCAAT AAGAAGAACCTAGT CTAGAGACAATGATGCTAG
TTTGCATATGT TTTCCTATGCAATAATTGI TTTCCCAGT TATTCAAAGCAGCT TTCTATATGTAGAGATG
CAAATTATTAAGT TGT TTCCAATACAATAAATAAAAGCATCTGI TTTTCACTTTA

URUN: 1157 BP

Plasmide Takilacak TAF7 Bolgesinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu Optimizasyonu:

Gerecler:
Thermal cycler cihazi
200 Ul lik PCR tupleri
Enjeksiyonluk su
Fermentas 10 mM DNTP
Fermentas High Fidelity Tag DNA polimeraz
Fermentas 10 X High Fidelity Buffer
Fermentas 25 mM MgCl,
10 pmol/Ul TREX TAF7 primerleri
Yontem:
Tablo 2'deki kosullarda PCR reaksiyonlar: kurulmustur:



Tablo 2: TAF7 Klonlama PCR reaksiyonu optimizasyonunda denenen kosullar

1 2 3 4
Su 18,75 17,75 16,75 15,75
10 X Buffer 25 25 25 25
25mM MgCl, 1 2 3 4
10 mM DNTP 0,5 0,5 0,5 0,5
Primer F 0,5 0,5 0,5 0,5
Primer R 0,5 0,5 0,5 0,5
DNA 1 1 1 1
Taq 0,25 0,25 0,25 0,25
Toplam Hacim 25 25 25 25
Termal profil:
94 °C 3 dak
95°C 40 s.

35

60 °C 40 s. }
72°C 1dak. 15s.
72°C 10 dak.
4°C Hold

Plasmide Takilacak TAF7 Bolgesinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu:

Gerecler:
Thermal cycler cihazi
200 plI’ lik PCR tupleri
Enjeksiyonluk su
Fermentas 10 mM DNTP
Fermentas High Fidelity Tag DNA polimeraz
Fermentas 10 X High Fidelity Buffer
Fermentas 25 mM MgCl,
10 pmol/Ul TREX TAF7 primerleri
Yontem:
Tablo 3'deki kosullarda 200 pul PCR reaksiyonu 50 ser ul lik hacimlerde kurulmustur:



Tablo 3:Klonlama TAF7 PCR Reaksiyonu Kosullari

pl pl
Su 315X 4 126
10 X Buffer 5X4 20
25 mM MgCI2 8X4 32
10 mM DNTP 1X4 4
Primer F 1X4 4
Primer R 1X4 4
DNA 2X4 8
Taq 05X4 2
Toplam Hacim 50X 4 200

pcDNA 4 TO plasmidine TAF7 klonlandi. Klonlamanin kontrol edilmesi igin klonlardan
restriksiyon enzim kesim reaksiyonlar1 ve PCR kurulup agaroz jelde yurituldi ve insert almis
olan koloniler tespit edildi.

Sonug olarak 5 ve 6 numarali kolonilerde klonlamanin basarili oldugu gorildu. 5
Numaral1 koloni 400 ml LB (100pg/ml Ampisilin igeren) ortaminda bir gece gogaltildi.
“QIAGEN Endo Fee Plasmid Purification Maxi Kit (Cat. No: 12362)” ile maxiprep plasmid

izolasyonu yapildi.

pcDNA 4 TO Plasmidi ve TREX TAFE7 PCR Uriiniiniin Enzim K esimi:
Gerecler:

Thermal cycler cihazi

200 I’ lik PCR tipleri

Enjeksiyonluk su

Fermentas Xbal ve Pst | restriksiyon enzimleri
Fermentas 10 X Tango Buffer

PcDNA4TO

TAF7 PCR Urdn0

Yontem:
Tablo 4’ deki kosullarda enzim kesim reaksiyonu kuruldu.

56



Tablo 4: Enzim kesim reaksiyonu kosullari

PLASMID (ul) PCR URUNU KESIMT (ul)
Su 41
10 X Tango Buffer 5 5 5 5
Xba 1 1 1 1
Pst 1 2 2 2 2
TAF7 PCR Uriuni 42 42 42
PcDNA 4TO 1
Toplam Hacim 50 50 50 50
Termal Profil:
37°C 10 saat
80°C 20 dak
4°C Hold

Li

Plasmid enzim kesim Uriinleri %1 lik agaroz jel DNA elektroforezinde yurituldu.

Roche jelden DNA ekstraksiyon kiti ile saflastirildi.

PCR Uruna de elutip ile saflastirildi.

Saflastirilan Urtinler agaroz jelde yardtuldo.

on:

Gerecler:

Thermal cycler cihazi

200 pl lik PCR tipleri

Enjeksiyonluk su

Fermentas fast ligaz

Fermentas 5X ligasyon buffer

PcDNA 4 TO (jelden saflastirilmis)

TAF7 PCR Urunu (elutip ile saflastirilms)

Y Ontem:

Tablo 5'deki kosullarda ligasyon reaksiyonu kuruldu:
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Tablo 5: Ligasyon reaksiyonu kosullari

1.1 1.2 1:3
Su 17 17 17
5 X Buffer 5 5 5
Ligaz
PcDNA 4 TO 1 2 3
TAF7 1 1 1
Toplam hacim 25 25 25

Termal Profil

22°C 5dak.,, 4°C Hold

Ligasyon Urinunden 5 pl alinip, kompedan bakterilere transformasyonda kullanildi

2 giin 37 °C de inkiibe edildi.

25 Ug / ml konsantrasyonunda zeosin iceren 3 adet 5 ml lik “low salt” LB ortamina
birer adet koloni alinip ekildi.

2 giin 37 °C de inkiibe edildi.

Fakat LB ¢ok bulanmklasmadi.

Fermentas miniprep Kiti ile miniprep yapild.

Pst 1 ve Xbal ile enzim kesimi  yapildh.

Kesilmis ve kesilmemis Urtinler agaroz jel elektroforezinde yartaldo.

3.5.3 pcDNA 4 TO LACZ Transfeksiyonu Sonras Beta Gal Assay ile Doksisiklin Doz Ve
inkiibasyon Siiresi Optimizasyonu:

Daha 6nceki calismalarimizda Invitrogen'in V1020-20 katalog numarali T-REX
sistemine TAF7 genini klonladik. Bu sistem tetrasiklin yoklugunda stabil transfeksiyonu
yapilmis olan plazmitten ekspresyonun gerceklesmesine izin vermeyen, ancak tetrasiklin
varliginda ekspresyon gerceklesmesine izin veren bir sistemdir. Sistemde Uc farkl
plazmid bulunmaktadir. Bunlar:

pcDNA 4TO
pcDNA4TO/LacZ
pcDNA 6/ TR dir.
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pcDNA4TO plasmidine TAF7 genini proje 0©ncesinde klonladik ancak
calismalarimizda  kullamlacak  doksasiklin - dozunun tekrar optimize edilmesi
gerektiginden pcDNA4TO/LacZ  kontrol  plazmitidini  kullandigimiz  deneyleri
gerceklestirdik. Bu plazmid tetrasklin varliginda beta galaktosidoz eksprese eder.
pPcDNAATO/TAFT7 transfeksiyonuna paralel olarak baska bir plakda bu plazmit de
transfekte edilmelidir. Tetrasiklin eklendigi durumda beta galaktosidoz ekspresyonu
gerceklesiyorsa diger plaklarda de transfeksiyonun da gerceklestigi distunultr. PCDNA
4TO TAF7 Plasmidi ile yapilacak deneylerimizde kullanacagimiz doksisiklin dozunu
belirlemek igin bu deney yapilmistr.
Gerecler:
TREX HelaHucre hatti
pcDNA 4 TO LACZ plasmidi
Fugene tramsfeksiyon ajan
Beta Gal Assay (invitrogen)
Doksisiklin

Y Ontem:

6 well ve 96 plate in gozlerine ekilmis olan (250 bin hiicre /well) TREX Hel a hiicre
hattina fugene transfeksiyon ajan ile pcDNA 4 TO LACZ plasmidi transfeksiyonu yapildi.

Transfeksiyondan 24 saat sonra ortamlart degistirilmis ve farkli konsantrasyonlarda

doksisiklin eklendi. 24 saat sonra da Beta Gal assay ile Beta Gal aktiviteleri olguldi.

3.5.4. pcDNA 4TO TAF7 Plasmidinin TREX HeLa Hucrelerine Stabil Transfeksiyonu:

TAF7 takilmis olan pcDNA 4 TO plasmidi T-REX Hela hiicre hattina transfekte
edildi. Transfeksiyondan bir gin sonra ortami degistirilip, daha ©nceden optimum

konsantrasyonu belirlenmis olan zeosinli ortamda idame ettirildi. Boylece plasmidi almamis

olan hicrelerin elimine olmast ve plasmid, genomuna katilmis olan hicrelerin secilmesi

saglanmustir.

Gerecler:

Fugene transfeksiyon ajan
pcDNA 4TO TAF7 plasmidi
Zeosin

Doksisiklin (tetrasiklin analogu)
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Yontem:

pcDNA 4 TO TAF7 plasmidi T-REx HelL a hiicre hattina Fugene transfeksiyon gjani ile
transfekte edildi. Transfeksiyondan bir giin sonra ortam degistirilip, daha 6nceden optimum
konsantrasyonu belirlenmis olan (750 ug/ml) zeosinli ortamda idame ettirilmistir. Boylece
plasmidi almamis olan hicrelerin elimine olmasi ve plasmid genomuna katilmig olan
hiicrelerin secilmesi  saglandi. Zeosine direngli (plasmidin genomuna katilmis oldugu
dustinulen) htcreler gozle gorulir koloniler olusturduktan sonra, 50 tanesi segilip 24 kuyulu
plaklarin gozlerine ekildi. 24 kuyulu plak gozunde konfluent olduktan sonra her bir gz daha
blylk 6lcege gecirilip donduruldu. Ayrica ikiser adet 6 kuyulu plak gozine ekildi. Onlar da
konfluent olduktan sonra bir kuyuya 1000 pg/ml doksisiklin eklenip, diger kuyuya hicbir
islem yapilmadi. 24 saat sonra hticre lizatlar1 hazirlamp, protein konsantrasyonlari 6lgildi.
Western blotlar1 yapildi.

3.6. Site Directed Mutagenesis ile pcDNA 4 TO TAF7'nin Serin 159 Amino Asitinin
Alanin Amino Asitine Donusturilmes ve Bu Plasmidin TREX HeLa Hucrelerine Sabil
Transfeksiyonu:

Pim Pijnappel ve ark. tarafindan 24.12.10 tarihinde yayinlanan “Quantitative mass
spectrometry of TATA binding protein-containing complexes and subunit phosphorylations
during the cell cycle’ baslikli makalede TAF7 nin G2/M ve G1/S gegisinde ser 159 amino
asitinden fosforillendegi bildirilmistir. Ayrica bu fosforilasyon bdlgesinin TAF7 nin
transkripsiyon aktivatorleri ile etkilestigi bolgesinde (TAFL interacting domain) yer almasi
nedeniyle TAF7 nin G2/M gegisinde transkripsiyon blokajinda gorevli olabilecegi de one
surlmuistar.

Biz de bu amino asiti kodlayan kodonu alanine donustirerek TAF7 nin
fosforillenmemesinin  hiicre dongisii Uzerindeki etkilerini  arastirmaya karar verdik.
Invitrogene'in “GeneTailor™ Site-Directed Mutagenesis System”i kullamlarak pFLAG TAF7
ve pcDNA 4 TO TAF7 plasmidlerindeki TAF7 geninin serin 159 amino asiti (bknz tablo 6.a),
alanin amino asitine donusturuldd.

“GeneTailor™ Site-Directed Mutagenesis System” inin prensibi yontemdeki akis
semasinda gosterilen DNA metilaz ve McrBC endontkleaz enzimlerinin 6zelliklerine dayanr.
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3.6.1. Site Directed Mutagenesis ile pcDNA 4 To TAF7 nin Serin 159 Amino Asitinin
Alanin Amino Asitine Donustirtlmes:
Gerecler:
GeneTailor™ Site-Directed Mutagenesis System (Invitrogene, Catalog no. 12397-014)
DH5a™-T1® Kompotent bakteri
SOC Ortam
Y Ontem:
1. Plasmid DNA, DNA metilaz ile 37°C de 1 saat boyunca metile edildi.
2. 1ki adet birbiriyle overlap eden primer (bknz Tablo 6.b) (primerlerden biri hedef
mutasyonu tasir) ile plasmid, mutagenez PCR 1 kurularak cogaltildi (bknz Sekil 26).
PCR profili tablo 7' de verilmistir. Sonugta olusan trin linear ve gift ipliklidir .
3. Mutagenez reaksiyon Urini E. coli. ye aktarildi ve konak hiicrede sirkiler hale geldi.
E coli deki McrBC endonikleazi metile kalibr degrede ederek sadece metile olmayan
mutasyon Urdntnun kalmasint saglamaktadir.
4. E.coli’ ye transformasyon sonrasinda olusan kolonilerden 4 tanesi secilerek mini
prepleri yapildi (Bknz Sekil 27).
5. Elde edilen mutasyonlu plasmidin maxi prebi yapildi.

Tablo 6.a: TAF7 Sekana Uzerinde M utagenez Bolgesi

1ATGAGT.AAA.AGC.AAA.GAT.GAT.GCT.CCT.CAC.GAA.CTGGAGAGC.CAGTTT.AT 50
51 C.TTA.CGT.CTGCCT.CCA.GAA.TAT.GCC.TCT.ACT.GTGAGA AGGGCA.GTA.CAGT 100
101 CT.GGT.CAT.GTC.AAC.CTC. AAGGAC.AGA.CTGACA.ATT.GAGTTA.CAT.CCT.GAT. 150
151 GGG.CGT.CAT.GGA.ATC.GTC.AGA.GTGGAC.CGT.GTT.CCA.TTGGCC.TCA.AAA.TT 200
201 A.GTA.GAC.CTGCCC.TGT.GTT. ATGGAA AGC.TTGAAA.ACC.ATT.GAT.AAA. AAA.A 250
251 CT.TTT.TAC AAGACA.GCT.GAT. ATC.TGT.CAGATGCTT.GTA.TCC.ACA.GTT.GAT. 300

301 GGT.GAT.CTC.TAT.CCT.CCT.GTGGAGGAGCCA.GTT.GCT.AGC.ACT.GAT.CCT.AA 350
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351 A.GCA.AGCAAGAAA.AAGGATAAGGACAAA.GAGAAAAAGTTT.ATC.TGGAAC.C 400

401 AC.GGA.ATT.ACT.CTGCCT.CTA.AAGAAT.GTC. AGGAAGAGA. AGGTTC.CGGAAG. 450

451 ACA.GCA.AAG.AAG.AAA.TAT.ATT.GAA.-.CCA.GAT.GTT.GAA.AAA.GAA.GTGAA 500

501
551
601
651
701
751
801
851
901
951

ACGATTGCTGAGTACAGATGCTGAAGCTGTTAGTACTCGGTGGGAAATAA 550
TTGCCGAAGATGAAACAAAGGAGGCAGAAAATCAAGGCCTGGATATCTCT 600
TCTCCAGGAATGTCTGGTCACAGGCAGGGCCATGACTCATTAGAACATGA 650
TGAGCTTCGGGAGATATTCAATGACCTCAGCAGCAGCAGTGAGGATGAAG 700
ATGAGACCCAGCATCAAGATGAAGAAGATATAAACATCATTGACACGGAG 750
GAAGATCTGGAGAGACAGCTACAGGACAAGCTAAATGAATCAGATGAACA 800
GCACCAGGAAAATGAAGGAACCAATCAGCTGGTTATGGGAATTCAGAAGC 850
AGATTGACAACATGAAAGGCAAGCTCCAAGAGACCCAGGACAGGGCAAAA 900
CGACAAGAGGATCTCATCATGAAAGTGGAAAATCTGGCTCTCAAGAACAG 950
ATTTCAGGCTGTACTGGATGAGCTCAAACAAAAGGAAGACCGAGAAAAGG 1000

1001 AGCAACTCAGCTCTTTGCAAGAGGAGCTAGAATCACTCCTAGAGAAGTAA 1050

Tablo 6.b : Mutagenez PCR primer sekanslari

S1) Forward: 5CAAAGAAGAAATATATTGAABBICCAGATGTTG 3
(ala substition)

S2) Reverse: 5 TTCAATATATTTCTTCTTTGCTGTCTTCCG 3

Tablo 7: Mutagenez PCR profili

1 2 3 4

Su 18,25 17,75 18,25 17,75
10 X Buffer 25 25 25 2,5
MgCl, 0,5 1 0,5 1
F. primer 1 1 1 1
R. primer 1 1 1 1
DNTP 0,5 0,5 0,5 0,5
DNA 1 1 2 2
Taq (High Fidelity) 0,25 0,25 0,25 0,25
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Termal Profil:

94 °C 3 dak

94°C30s.

60°C30s. 30 déngi
68 °C 10 dak + 0,1 °C/dongu

68 °C 10 dak.

Hold 4 °C

3.6.2 pcDNA 4TO TAF7 Mutant (Ala Substition) Plasmidinin TREX Hela Hlcrelerine
Sabil Olarak Transfekte Edilmesi:

Gerecler:

Fugene transfeksiyon ajan

PcDNA 4TO TAF7 plasmidi

Zeocine

Doksisiklin (tetrasiklin analogu)

Y Ontem:

PCDNA 4TO TAF7 mutant plasmidi TREX HelL a hiicre hattina “ Fugene transfeksiyon
gjan” kullanilarak transfekte edildi. Transfeksiyondan bir giin sonra ortami degistirilip, daha
Onceden optimum konsantrasyonu belirlenmis olan (750 pg/ml) zeosinli ortamda idame
ettirilmistir. Boylece plasmidi almamis olan hiicrelerin elimine olmast ve plasmid genomuna
katilmis olan hicrelerin secilmesi saglanmustir. ikiser adet 6 kuyulu plak gozine ekilmistir.
Onlar da konfluent olduktan sonra birer welle 1000 pg/ml doksisiklin eklenip, diger welle
hichir islem yapilmamustir. 24 saat sonra Zeosine direncli (plasmidin genomuna katilmis
oldugu dustndlen) htcreler gozle gorulir koloniler olusturduktan sonra, 30 tanesi secilip 24
kuyulu plaklerin gozlerine ekilmistir. 24 kuyulu plak gbziinde konfluent olan koloniler daha
blylk ©lcege gecirilip dondurulmustur. Ayrica hicre lizatlart hazirlanip, protein

konsantrasyonlar: 6l¢tulmistr. Western blotlar1 yapil mistir.

3.7. pcDNA 4TO TAF7 TREX HelLa Hucrelerinde Doksisklin Uygulamas ile TAF7
Ekspresyon Diizeyi Degisikliginin Western Blot Yontemi ile Arastiriimas

Gerecler:

pcDNA 4 TO TAF7 stabil transfekte TREX Hela Hiicre Hatt1
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pcDNA 4 TO TAF7 (Mutant) stabil transfekte TREX Hel.a Hiicre Hatt1
Doksisiklin
DMEM
Tetrasiklin azaltilnus FBS
Lizis Tamponu
SDS page jeli
Y Urtitme tamponu
Transfer tamponu
TAF7 (rabbit) primer antikoru
Anti rabbit sekonder antikoru (Santa Cruze)
Y Ontem:
pcDNA 4 TO TAF7 stabil transfekte TREX HelLa Hucrelerinden ve pcDNA 4 TO bos
stabil transfekte TREX Hela Hucrelerinden ikiser adet petri kabina ekim yapildi.
Sirasiyla birer tanesine 500 pg/ml doksisiklin eklendi.
24 saat sonra hiicre lizatlar: hazirland:.
SDS page jeline yuklenip yurituldd.
Yar1 kuru yontem ile PVDF membrana transfer edildi.
TAF7 (rabbit) primer antikoru ve anti rabbit sekonder antikoru (Santa Cruze) ile blotland:.
Y Ukleme kontroll yapilmasi icin TBP antikoru ile blotlandh.

3.8. Tetrasklinle Regule Edilen Sistem ile TAF7 Over Ekspresyonunun Kaspaz
Aktivasyonu Uzerindeki Etkisinin Arastiriimas:
Gerecler:
pcDNA 4 TO TAF7 ve mutant TAF7 stabil transfekte TREX Hel a hiicre hatti
DMEM + %10 FBS besi ortam
Caspase Assay (Sigma)
Yontem:

96 well plate in gozlerine pcDNA 4 TO bos, pcDNA 4 TO TAF7 ve mutant TAF7
stabil transfekte TREX Hela hicrelerinden 5000 er adet ekildi. 500 pg/ml doksisiklin
eklendi. Bir gece (18 saat) inktibe edilip kaspaz aktivasyonlari 6l¢uldu.



3.9. CIITA’in TAF7 nin Apoptotik Etkisi Uzerindeki Etkilerinin Arastiriimas:

CIITA in HIV TAT geninin apoptotik etkisi Uzerinde baskilayici etkisi oldugu
bilinmektedir. TAF7, HIV TAT’ 1n okaryotik fonksiyonel analogu oldugu hipotezinden yola
cikilarak TAF7 nin apoptotik etkisi Gzerinde baskilayici etkisi olup olmadigimin arastirilmasi
icin gecici ve stabil transfekte, TAF7 yi yiksek miktarda eksprese eden hicrelere CIITA
transfeksiyonunu yapildi. Sonrasinda kaspaz aktivasyonlar: 6lguldu.

3.9.1 CHTA'in TAF7nin Gegici Transfeksiyonu ile Apoptotik Etkis Uzerindeki
Etkilerinin Arastirilmas::

TAF7’ nin apoptotik etkisi tzerinde CIITA in etkisinin arastirilmasi igin pFLAG TAF7
ve pFLAG CIITA plasmidleri HeLa ve Kelly hticrelerine birlikte transfekte edildi. Kontrol
amaciyla da pFLAG TAF7, PFLAG CIITA ve bos pFLAG plasmidi transfekte edilmis, hic
transfeksiyon yapilmamis hiicre hatlar1 ve etoposit ile apoptoz indiklenmis hiicre hatlari
kullanildi. Floresan temelli Sigma Caspase 3 Assay kit ile kaspaz 3 aktivasyonlar: 6lguldi.
Gerecler:

pFLAG Bos, pFLAG TAF7 ve pFLAG CIITA plasmidleri

HelLave Kelly hiicre kulttrleri

RPMI + %15 FBS ve DMEM + %15 FBS besi ortamlar:

5—-10ml. lik pipetler

Pipetor

14 cm? lik hiicre kiilturii petrileri

Lipit temelli transfeksiyon kiti (Roche — Fugene)

Fltoresan temelli Sigma Caspase 3 Assay Kit

96 kuyulu hticre kultura plag:

Mikro santrifdj tupleri

Sogutmal1 santrifij
Yontem:

6 sar adet 14 cm?2 lik htcre kultara petri kaplarina birer milyon Kelly ve HeLa

hiicreleri ekildi (Bknz Sekil 15).
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NORMAL
ETOPOSI

‘ T

Sekil 15: Hicre ekim plam

Ertesi glinu asagida sema ve hesaplari verildigi gibi transfeksiyon yapildi (Bknz Sekil
16).

Sekil 16: Transfeksiyon karisimlary hazirlama plam

Transfeksiyondan 1 saat Once plaklardaki ortamlar c¢ekilip, 9 ar ml ortam eklendi

Transfeksiyon K arisinn Hazirlanmasi:

Her 100 pl. Transfeksiyon karisimina 3 pl fugene orantisina gore toplam 4000 pL
Transfeksiyon karisimi hazirlandi. 1 cm? lik flask alani basina 1 pg plasmid orantisina gore
plasmid karisimlar1 hazirlandh.

3880 mikrolitre serumsuz ve antibiyotiksiz besi ortamu Uzerine Gzerine 120 ul fugene

66



eklendi.
PFLAG bos karisimn hazirlanmas: Bir tipe 8 pl (14,6 pg) PFLAG bos ve 990 pl
transfeksiyon karigimi eklendi.
PFLAG CIITA karisimi hazirlanmasi: 10,2 pl (14,535 pg) PFLAG CIITA ve 990
pl transfeksiyon karisimi eklendi.
PFLAG TAF7 Karisim haairlanmasi: 8,72 pl (15 pg) PFLAG TAF7 ve 990 pl
transfeksiyon karisimi eklendi.
PFLAG TAF7 ve CIITA Karisimi haairlanmasi: 10,2 pl PFLAG CIITA ve 8,1
PFLAG TAF7 Uzerine 1000 pl transfeksiyon karigsimi eklendi.

TUm karisimlar pipetajla karistirildi ve 20 dak. Oda sicakliginda inkibe edildi.

Karisimlardan 990 ar ul plaklara eklendi.

24 saat sonra ortamlari yenilendi.

24 saat sonra Kaspaz 3 aktiviteleri olgtldu.

3.9.2 Stabil pcDNA 4 TO TAF7 ve Bos Transfekte TREX HeLa Hureleri ile CIITA’in
TAF7 nin Apoptotik Etkisi Uzerindeki Etkilerinin Arastiriimas:

TAF7 nin apoptotik etkisi Gzerinde CIITA in etkisinin arastiriimasi icin pcDNA 4 TO
TAF7 stabil transfekte TREX HelLa hiicre hattina, pFLAG CIITA plasmidi transfekte edildi.
Kontrol amaciyla pcDNA 4 TO bos stabil transfekte TREX HelLa hicre hatti kullanildh.
Floresan temelli Sigma Caspase 3 Assay kit ile kaspaz 3 aktivasyonlar: dl¢uldi.
Gerecler:

pFLAG CIITA plasmidi

pcDNA 4 TO TAF7 stabil transfekte TREX Hel a hiicre hatti

pcDNA 4 TO bos stabil transfekte TREX Hel a hticre hatti

DMEM + %10 FBS (Tetrasiklin azaltilmis) besi ortam

Doksisiklin

5—10ml. lik pipetler

Pipetor

Lipit temelli transfeksiyon kiti (Roche — Fugene)

Fltoresan temelli Sigma Caspase 3 Assay Kit

96 kuyulu hticre kultura plag:

Mikro santrifdj tupleri
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Sogutmal1 santrif(j
Yontem:
Kontrol amaciyla pcDNA 4 TO TAF7 ve bos stabil transfekte TREX HelLa
hicrelerinden 96 gozlU plagin gozlerine 5000 er adet ekildi.
pFLAG CIITA plasmidi transfeksiyonu yapildh.
24 saat sonra kontrol grubuna doksisiklin eklenmezken, deney grubuna 500 pg/mi
doksisiklin eklendi.
18 saat sonra kaspaz aktivasyonlari 6l¢uldu.

3.10. CIITA’in Mutant Formlarimin TAF7 nin Apoptotik Etkisi Uzerindeki Etkilerinin
Arastiriimasi:

CIITA in TAF7 nin apoptotik etkisi Uzerinde baskilayici etkisi olmasini destekleyen
bulgular elde edilmesinden sonra CIITA in nikleusa tranferi ile ilgili olarak mutant
formlarinin TAF7 nin apoptotik etkisi Gzerindeki etkilerinin arastirilmast amaclanmustir.
CIITA in GTP baglayan bdlgesi mutant olan ve bdylece niikleusa transfer olamayan D SKAD
ve TAF7 ile interaksiyona girememesine neden olan D 22 — 227 mutant formlar1t pFLAG
plasmidine klonlanmis olarak ABD, NCI Dinah Singer Laboratuarindan temin edilmistir. ilk
once bu plasmidlerin mini ve maxi prepleri yapilmistir. TREX sisteminde TAF7 ve mutant
TAF7 over eksprese HelLa hiicrelerine gegici transfeksiyonlar1 yapilip kaspaz aktivasyonu
Uzerindeki etkileri incelenmistir.

3.11. TAF7nin Tubulin Polimerizasyonu Uzerindeki Etkisinin in Vitro Tubulin
Polimerizasyon Deneyi ile Arastiriimas:

TAF7 nin tubulin polimerizasyonu Uzerinde direkt olarak etkisinin bulunup
bulunmadig: fltioresans temelli, Cytoskeleton marka “Tubulin Polymerization Assay Kit (Cat.
No: BKO11)” kullanlarak arastirildi. Kit, ilag ya da proteinlerin tubulin polimerizasyonu
Uzerindeki etkilerini tek basamakta belirlemek igin gelistirilmistir. Tubulin polimerizasyonu
olusurken bir bildirgecin mikrottbillere katilmasi sonucunda olusan flloresans sinyalin
Olgllmesi esasina dayanir. Deneylerde nikleasyon (faz 1), blytime (faz 2) ve duragan durum
dengesi (faz 3) olmak Uzere g fazl1 bir polimerizasyon grafigi olusturan néronal tubulin (Cat.
No: TL238-DX) kullanldh.

Tubulin iki adet birbirine benzer 55 kDa molekil agirligina sahip alfa ve beta
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tubulinleri icerir. Tubulin proteinleri polimerize olarak mikrottbiul olarak isimlendirilen
yapilart olusturmaktadir. Tubulin polimerizasyonu sicaklik ile kontrol edilmektedir. 37 °C de
tubulin polimerize olarak mikrottblleri olusturmakta ve 4 °C de mikrottbuller depolimerize
olarak tubulin alt birimlerine donismektedir. Her bir derece sicaklik duststinde
polimerizasyon seviyesinde %5 oraninda kayip olusmaktadhr.

Deneylerde 2 mg/ml konsantrasyonunda tubulin ve 1 mM GTP iceren Tampon 1 ile
hazirlanan reaksiyon karisimi kullamildi.
Gerecler:

Fluorometre

Mikro pipet (100 ve 1000 pl. lik)

Mikropipet ucu (100 ve 1000 pl. lik)

Siyah, “yarim alan diiz tabanli, 96 kuyulu plak” (Corning Costar Cat.3686)

Saf “TAF7" proteini (300 ng/ pl)

30 mM Tris Tamponu

Tubulin Polymerization Assay Kit (Cytoskeleton, Cat. No: BKO11)
Y Ontem:
Kit iceriginin Hazirlanmasi:

Tampon 1: 20 ml 18 ohm luk distile su igerisinde ¢ozildi ve 1,5 ml lik hacimlerde
alikatland: (Toplam 13 adet). -70 °C ye kaldirildh.

Tubulin Gliserol Tamponu: Direkt olarak +4 °C ye kaldirildh.

GTP _Stok: 300 pl buzda sogutulmus 18 ohm luk distile su ile ¢ozuldl. Buz Uzerinde
bekletilerek, 20 ser pl lik hacimlerde 13 adet alikat hazirlandi. -70 °C ye kaldirildh.

Tubulin Protein: Bir adet 20 pl lik 200 mM GTP eritilmistir. 1,5 ml Tampon 1 icerisine 15

ul 100 mM GTP stogundan eklendi. Karistirilip ve bu karisimdan tubulin tozu tzerine 1,1 ml
eklendi. Karigimin ¢ozinmesi igin buz Uzerinde 2 dak. bekletilip, 12 x 88 ul lik hacimlerde
(100 mg/ml  konsantrasyonunda) alikatlandi. Kuru buz icerisinde dondurulup
-70 °C ye kaldirild1.

Paclitaxel: 100 ul DMSO igerisinde ¢ozilerek 2 mM stok paclitaxel solisyonu hazirlanip,
direkt olarak -20 °C ye kaldirildh.

Polimerizasyon Deneyi:

FlGorometre asagidaki kosullarda ayarland;
Olguim tipi: Kinetik
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Dalga boyu: Eksitasyon: 360 nm.
Emisyon: 460 nm.
Her bir kuyu basina okuma:10
Okuma yonu: Yukaridan okuma
Calkalama siresi: 5s., Siddeti:1 (sadece ilk okumada)
Plate tipi: 96 kuyulu plak

96 kuyul1 plak fliorometreye yerlestirilip, 37 °C ye isitild1.

Paclitaxel stok soltisyonu eritilip ve oda sicakligindaki steril distile su ile seyreltilerek

deneyde arzu edilenin 10 kati konsantrasyonunda (60, 30, 10, 5 uM gibi) 10 X

paclitaxel soltisyonu hazirland.

1,5 ml Tampon 1 ile 20 ul GTP stogu eritilip buz tGizerine alindh.

88 ul (880 ng) tubulin oda sicakligindaki su banyosu icerisinde eritilip hemen buz

Uzerine alind.

TAF7 proteini deney setinde arzu edilen konsantrasyona 30 mM Tris tamponu

(pH:7,0) kullamlarak seyreltildi.

Asagidaki gibi reaksiyon karisimi hazirlanmustir.

Tampon 1: 355 pl

GTP Stok (100mM): 4,4 pl Karstirilhip, buz Gzerine alindh.

Tubulin Stok (10 mg/ml): 85 pl

Kontrol kuyularindan birine 5 pl Tris Tampon, digerine ise 81 nM CIITA, negatif

kontrol kuyusuna 5 pl 27 mM konsantrasyonda kolsemid, pozitif kontrol kuyusuna 5

ul 10X paclitaxel ve test kuyularinada5 pl TAF7 soltsyonlar: (272, 136, 68 nM

konsantrasyonlarinda), kor kuyusuna ise tubulin eklenmeden hazirlanan reaksiyon
karisimindan 55 pl eklendi.

Kontrol ve test kuyularina 50 ser ul reaksiyon karigimi eklendi.

Plate hemen flliometreye konulup okuma baglatild.

1 saat boyunca 37 °C de kinetik modda, dakikada bir olmak tizere okuma yapildi.
3.11.1 TAF7 nin Tubulin Polimerizasyonu Uzerindeki Etkisinin Arastirilmas:

TAF7'nin  tubulin  polimerizasyonundaki  etkisinin  arastirilmast  igin  farkh
konsantrasyonlarda (272, 136 nM ) TAF7 ile polimerizasyon deneyi yapildi. Negatif kontrol
olarak CIITA ve kolsemid, pozitif kontrol olarak da 30 uM paclitaxel kullanildi. Bir saatlik
okuma sonunda “sekil 41"’ de gorulen polimerizasyon grafigi elde edildi.
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3.11.2 TAF7 nin Tubulin Depolimerizasyonu Uzerindeki Etkisinin Arastiriimas:

Paclitaxel uygulanarak polimerize edilen tubulin Uzerinde TAF7 nin etkisi bulunup
bulunmadigini arastirmak icgin paclitaxel uygulanan tubulin kuyusuna TAF7 eklenip, bir
saatlik flloresans okuma yapilmistir. Kontrol olarak kolsemid kullamlmistir. Bir saatlik
okuma sonunda “Sekil 42 ve 43" de gorulen polimerizasyon deseni elde edildi.

Verilerimiz 10 uM ve 30 uM paclitaxel eklenen kuyularda, polimerizasyon Uzerinde
TAF7' nin azaltici etkisi olabilecegini desteklemektedir. Bu durum da TAF7 nin polimerize
olmayan tubuline baglanarak polimerize olmasim engelledigini distindirmektedir. Ancak
izlenen bulgularin TAF7'ye 6zgl oldugunu sdyleyebilmek icin deneyin farkli bir protein
varliginda tekrarlanmasi gerekmektedir. Flioresan mikroskobu deneylerimizde TAF7 nin
over-ekspresyonunun polimerize mikrotubulleri stabilize ettigini destekleyen veriler elde
etmistik. Bunu da g6z oninde bulundurarak TAF7'nin polimerize tubuline de baglanarak
depolimerize olmasini engelleyebilecegi dustndlda.

3.11.3 TAF7'nin Tubulin Depolimerizasyonu Uzerindeki Etkisinin Spesfik Olup
Olmadiginin Farkh proteinler (TBP, BSA veHIV TAT) ile Kontrol Edilmesi:

30 uM Paclitaxel uygulanarak polimerize edilen tubulin Uzerinde TAF7'ye benzer
sekilde TBP nin etkisi bulunup bulunmadigint arastirmak icin paclitaxel uygulanan tubulin
kuyusuna TAF7 eklenip, bir saat 45 dakikalik fliioresans okuma yapilmistir. Kontrol olarak
TBPR, BSA, pozitif kontrol olarak ise HIV TAT kullanimustir.
3.11.3.a TAF7nin Tubulin Depolimerizasyonu Uzerindeki Etkisinin Spesfik Olup
Olmadigimin Farkh Bir protein (TBP) ileKontrol Edilmesi:

TAF7' nin tubulin depolimerizasyonu Uzerindeki etkisinin spesfik olup olmadiginin
farklt bir protein (TBP) ile kontrol edilmesi icin ayn: deney TBP ile tekrar edildi.Asagidaki
deney gruplar: olusturuldu.

Taxol+ Kolsemid+TBP
Taxol + Kolsemid
TBP

Kolsemid

Kolsemid +TBP
Taxol

Taxol + TBP

Tampon
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3.11.3.b TAF7nin Tubulin Depolimerizasyonu Uzerindeki Etkisinin Spesfik Olup
Olmadigimin Farkh Bir protein (BSA) ileKontrol Edilmesi:

TAF7 nin tubulin depolimerizasyonu Uzerindeki etkisinin spesfik olup olmadiginin
farkl: bir protein (BSA) ile kontrol edilmesi igin aym deney TBP ile tekrar edildi.Asagidaki
deney gruplar: olusturuldu.

Taxol+ Kolsemid+BSA
Taxol + Kolsemid
BSA
Kolsemid
Kolsemid + BSA
Taxol
Taxol + BSA
Tampon

3.11.3.c HIV TAT’in Tubulin Polimerizasyonu Uzerindeki Etkisinin In Vitro Tubulin
Polimerizasyon Deneyi ile Arastiriimasi:

HIV TAT 1n tubulin depolimerizasyonu tzerindeki etkisinin arastirilmast icin asagidaki

deney gruplar: olusturuldu.
Taxol+ Kolsemid+HIV TAT
Taxol + Kolsemid
HIV TAT
Kolsemid
Kolsemid + HIV TAT
Taxol
Taxol + HIV TAT
Tampon

3.12. TAF7 nin Beta Tubulin ile iliskisinin immiin Presipitasyon Deneyi (In Vivo) ile
Belirlenmesi:

TAF7 ile B-tubulin arasinda dogrudan bir baglanma olup olmadigi Onceki
calismalarimizda immiin presipitasyon yontemi ile arastirilmists. Oncelikle Hela hiicrelerine
lipozomal transfeksiyon ile FLAG-TAF7 ekpresyon vektori transfekte edilmis, sonrasinda bu
hicreler apoptozu tetiklemek amaciyla etoposid ile muamele edilmisdi. HelLa lizatlarinda,
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immun presipitasyon B-tubulin antikoru ile, western blot ise FLAG antikoru ile yapildi (bknz.
sekil 53).

3.13. TAF7 nin Tubulin Proteinleri ileliskisinin in Vitro immiin Presipitasyon Deneyi
ile Arastirilmas:

In vitro immin presipitasyon saf proteinler kullamlarak, bir protein ile iliskili olan
diger proteinlerin belirlenmesi icgin kullamlan bir yontemdir. Protein A boncuklarina antikor —
antijen kompleksinin baglanabilmesi 6zelliginden yararlamimaktadir. Tubulin polimerizasyon
deneyi yapildiktan sonra Saf TAF7, polimerize ve polimerize olmayan tubulin proteinleri
iceren kuyulardaki karisimlar alimp 100 pl lizis tamponu icerisine eklenmistir. ki saat
boyunca immitin presipitasyon antikoru olan TAF7 ile inklbe edilip, protein a boncuklar:
Uzerine eklenmistir. Gece boyunca 4 °C de donmeye birakilmistir. Daha sonra Beta tubulin
antikoru ile western blot yapil mistir.

Gerecler:

Protein A boncuklar1

Lizistamponu

Mikrosantrifuj tipleri

Sogutmal1 santrif(j

+4°C’ li soguk oda.

Mini protean 3 Cell SDS Page jel elektroforez tanki
Gug kaynagi

Nitroseltloz membran

© © N o o bk~ wWwDdhPE

Protein markeri

10. Yar1 kuru transfer cihazi

11. Sit tozu

12. TBST

13. TBS

14. Towbin transfer tamponu

15. Otomatik pipet ve pipet uclari
16. Saf TAF7 proteini

17. Saf tubulin ve polimerize tubulin
18. Kemiliminesans substrat
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Yontem:
Tubulin polimerizasyon deneyinden sonra “Tubulin + Taxol + TAF7 + 1600 s. sonra
nokadazol” iceren ve “Tubulin + TAF7 + 1600 s. sonra taxol “ iceren wellerdeki
karisimlar ¢ekilip bir mikrosantriftj tuptne alindi ve Uzerlerine 100" er pl lizis
tamponu eklendi.
Bu karisgimlara 15’ er pul TAF7 antikoru eklendi ve 2 saat 4 °C’ de dondurulerek inktibe
edildi.
Bir mikrosantrifdyj tiptine 60 pl protein A boncugu eklendi.
Dort kez lizis tamponu ile yikandh.
Uzerine 100 pl lizis tamponu igerisinde 1/10 diliisyon oramnda BSA eklenmistir. 2
saat 4 °C’ de dondurtlerek inkiibe edildi.
2 saat sonra protein boncuklar spinlenerek ¢okturiltp Ust faz atildi.
Bir kez lizistamponu ile yikandh.
“Tubulin + Taxol + TAF7 + nokadazol” igeren ve “Tubulin + TAF7 + taxol “ iceren
mikrosantrifujj tuplerine BSA ile blotlanmis olan 20 ser ul protein A boncugu eklendi.
“Bead only control” olmast igin geriye kalan 20 pl protein A boncugu Uzerine de 150
ul lizis tamponu eklendi.
Uc karisim da gece boyunca +4 °C’ de donmeye birakildh.
Ertesi glin protein boncuklar sogutmali santrifiijde spinlenerek ¢cokturultp, bir kez 1 er
ml lizis tamponu ile yikandh.
Boncuklar Uzerine 2X yikleme tamponundan esit hacimde eklenip 95 °C’ de 5 dakika
inktibe edilerek proteinlerin boncuklardan ayrilmasi ve denatiire edilmesi sagland:.
Sogutmal1 santrifijde spinlenerek boncuklar ¢oktirulda.
Ust faz SDS page jeline yuklenip yuriitilmistr.
SDS jelinden nitroseliloz membrana yar1 kuru yontem ile transfer edildi.
Membran 1 saat %5 siit tozu + TBST icerisinde blotland:.
Bir gece +4 °C de “Beta Tubulin® antikoru ile %5 sittozu + TBST igerisinde
blotlandh.
Membran 2 kez TBST ve bir kez TBS solusyonlari ile yikanmustr.
Ertesi gin 2 saat boyunca anti fare antikoru ile %3 sittozu + TBST igerisinde
blotlandh.
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Membran 2 kez TBST ve bir kez TBS soltisyonlari ile yikand.
Membran kemiltiminesans substrat ile 5 dak. inkibe edildi ve liminesans gorinti
filme cekildi.

3.14. TAF7 ile Beta Tubulin iliskisinin Mikroskobi fle Arastiriimas:

In vitro tubulin polimerizasyon ve immdiin presipitasyon deneylerimizde elde ettigimiz
bulgular TAF7 ile tubulin proteinlerinin direkt olarak birbiriyle etkilestigini desteklemekteydi.
Bu bulgularin yami sira TAF7 ile tubulin proteinlerinin direkt olarak birbiriyle iliskili
oldugunu konfokal mikroskobi deneyi ile de arastirmay: planladik.

Konfokal mikroskobi deneylerimiz izmir Yuksek Teknoloji Enstitiisii Fen Fakiiltesi
Kimya Bolumii 6gretim tiyesi Prof. Dr. Serdar Ozgelik’in laboratuarinda gerceklestirilmistir.
Farkl1 fiksasyon yontemleri denenerek goruntiler elde edilmeye calisilmistr.

Parafor maldehit Fiksasyonu:

Gerecler:
PEGFP TAF7 transfekte Hela Hiicre hatti
%4 Paraformaldehit, asetik asit, asetik asit/metanol (v/v) karigimu.
Triton X
PBS
PBST (%0,05 lik Tween 20 iceren)
Birincil antikor (Beta Tubulin)
Texasred isaretli ikincil antikor.
Yontem:
PEGFP TAF7 transfekte HelLa Hicreleri  (yirmibin hiicre/goz) bulunan 8 gozli slayt
flaskin iki gozu paraformaldehit fiksasyonuna maruz birakild.
%4 Paraformaldehit ile 10 dak oda sicakliginda inkibe edildi
Once digtile su ile 1 kez yikand:
Sonra PBSile U¢ kez yikand:
1X PBS %10 FBS + %0,3 Triton X koy 37 °C de 1 h inkibe edildi
Sonral X PBS + %2 FBS + 9%0,3 Triton X icerisinde birincil antikorda 1/100
dilisyon oraminda 1 h 37 °C de inkiibe edildi.
1X PBST (%0,05 lik Tween 20 igeren) ile yikandi.
1 X PBS+ %2 FBS + %0,3 Triton X ile 3 x 5 dak yikand:.
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1 X PBS + %2 FBS + %0,3 Triton X icerisinde ikincil antikorda 1:1000 dilisyonda
1 h RT dainkiibe edildi.

1X PBST (%0,05 lik Tween 20 igeren) ile yikandi.

1 X PBS+ %2 FBS + %0,3 Triton X ile 3 x 5 dak yikand:.

Kurumaya birakildi.

Fikse Etmeden Tubulin Boyama:

Gerecler:
PEGFP TAF7 transfekte Hel.a Hiicre hatti
Triton X
PBS
PBST (%0,05 lik Tween 20 iceren)
Birincil antikor (Beta Tubulin)
“Texasred” isaretli ikincil antikor.
Yontem:
PEGFP TAF7 transfekte HelLa Hucreleri (yirmi bin hiicre/goz) bulunan 8 gozli slayt
flaskin iki goztindeki hticreler fikse edilmeden boyand:
GoOzler PBSile yikandi
1X PBS %10 FBS + %0,3 Triton X koy 37 °C de 1 h inkibe edildi
Sonral X PBS + %2 FBS + 9%0,3 Triton X icerisinde birincil antikorda 1/100
dilisyon oramnda 1 h 37 °C de inkiibe edildi.
1X PBST (%0,05 lik Tween 20 igeren) ile yikandi.
1 X PBS+ %2 FBS + %0,3 Triton X ile 3 x 5 dak. yikandh.
1 X PBS+ %2 FBS + %0,3 Triton X icerisinde ikincil antikorda 1:1000 diltiisyonda 1
saat oda sicakliginda inkiibe edildi.
1X PBST (%0,05 lik Tween 20 igeren) ile yikandi.
1 X PBS+ %2 FBS + %0,3 Triton X ile 3 x 5 dak yikand:.
Kurumaya birakildi.
Fiksasyon ve boyama islemlerinden sonra kuyular kurumaya birakild.
Kuruduktan sonra slyat flaskin flask kismu ¢ikarilip slayt haline getirildi.
0,1 pg/ml konsantrasyonda DAPI den her g6z UizerinelO pl eklenip, lamel kapatildi.
Slayt aliminyum folyaya sarildi ve 1 gece +4 °C de bekletildi.
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Ertesi giin IYTE Kimya Bolumir nde Prof. Dr. Serdar Ozgelik’in laboratuarinda “ANDOR

Revolution” marka konfokal mikroskopta incelendi.

3.15. TAF7 ve Beta Tubulin Floresan Mikroskobide Goruntileme:

Konfokal Mikroskobi ile kaliteli goruntilerin elde edilememis olmast nedeni ile
bolumimiizde bulunan floresan mikroskobi ve farkli sekonder antikorlar kullamlarak yeni
goruntuleme denemeleri yapil mistir.

Gerecler:

PEGFP TAF7 transfekte Hela Hiicre hatti

%4 Paraformaldehit

Triton X

BSA

FBS

PBS

Primer antikorlar:

TAF7 (mouse ) (santacruze sc10167)
Betatubulin (rabbid) (santa cruze sc 9104)

Sekonder antikorlar: (Dog Dr. Esra Erdal'dan temin edilmistir.)
Invitrogen Alexa 555 (A-31570) (donkey anti mouse) (TRITC turuncu)
Invitrogen Alexa 488 (A-21206) (donkey anti rabbid) (FITC yesil)

Gliserol bazl1 kaplama ortam

Y Ontem:

Parafor maldehit Fiksasyonu:

Hucrelerin Gzerindeki besi ortamu gekilir ve bir kez PBSile yikanr.
Hucrelerin ylzeyini ortecek kadar %4 paraformaldehit eklenir
Oda sicakliginda 15 dak. beklenir.
3 kez PBSile yikanr.
Asagidaki kosullarda immiun floresan boyama yapilmastir:
Fiksasyondan sonra hiicreler 10 dak. PBS + %0,5 Triton X ile inkube edilir. 3 kez
PBSile yikanr.
15 dak. Odasicakliginda PBS + 0,1 M Glisin de inktibe edilir.
1 kez PBS ile yikanr.
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1 saat oda sicakliginda PBS + %1 BSA + %5 FBS igerisinde 1/75 dilusyon

oraninda primer antikorlarla (aktivitesi azalmis olma olasilig1 nedeni ile konsantre
kullanilmaktadir) inkiibe edilir.
4 kez PBS + %1 BSA ile 5 er dakika yikanr.
1 saat oda sicakliginda PBS + %1 BSA + %5 FBS igerisinde 1/5000 diltsyon
oranmnda sekonder antikoralarla inktibe edilir.
4 kez PBS + %1 BSA ile 5 er dakika yikanr.
Slayt flask bolmeleri ¢ikartilir. Lam karanlikta kurutulur.Slayt Uzerine DAPI igeren

gliserol bazli kaplama ortam: damlatilip Gzerine lamel kapatilir.

SLAYT FLASK 1 KONTROL (HEPSI DOK SISIK LINLIDIiR)
1 SADECE TAF7 2SADECEBETA |3 TRITC 4 FITC SEKONDER
PRIMER TUBULIN PRIMER | SEKONDER
5BETATUBULIN | 6TRITC (ANTI 7 TAF7 VE BETA 8 DAPI
PRIMERVE TRITC | MOUSE) VEFITC | TUBULIN PRIMER
SEKONDER (ANTI | (ANTI RABBID)
MOUSE) SEKONDERLER
SLAYT FLASK 2 DENEY
1 TAF7 2BETATUBULIN |3 TAF7VEBETA |4 DAPI
DOKSISIKLINSIZ | DOKSISIKLINSIZ | TUBULIN DOKSISIKLINSiZ
DOKSISIKLINSiZ
5 TAF7 6 BETATUBULIN |7 TAF7 VE BETA 8 DAPI
DOKSISIKLINLI DOKSISIKLINLI TUBULIN DOKSISIKLINLI
DOKSISIKLINLI

3.16. TAF7 Over Ekspresyonunun BCL 2 Uzerindeki Etkisinin Western Blot ile

Arastiriimasi:

Gerecler:

pcDNA 4 TO TAF7 stabil transfekte TREX Hela Hiicre Hatt1

Doksisiklin
DMEM
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Tetrasiklin azaltilnus FBS
Lizis Tamponu
SDS page jeli
Y Uriitme tamponu
Transfer tamponu
BCL 2 (Santa Cruze) primer antikoru
Anti rabbit sekonder antikoru (Santa Cruze)
Yontem:
pcDNA 4 TO TAF7 stabil transfekte TREX Hela Hucrelerinden 8 adet petri kabina
ekim yapildh.
Sirasiyla 2 ser tanesine 0, 100, 500 ve 1000 er nM’ ar doksisiklin eklendi.
24 ve 48 saat sonra hiicre lizatlar: hazirland:.
SDS page jeline yuklenip yurituldd.
Yar1 kuru yontem ile PV DF membrana transfer edildi.
BCL2 (rabbit) primer antikoru ve anti rabbit sekonder antikoru (Santa Cruze) ile
blotlandh.

3.17. immin Presipitasyon Deneyi ile TAF7 — CASPASE 2L Arasndaki lliskinin
Arastiriimasi:

TAF7 nin apoptotik yolaktaki proteinler ile iliskisinin arastirilmasi icin bu deney

yapilmistr.

Gerecler:

Hucre lizat1

Lizistamponu

Sogutmal1 santrif(j

+4°C’ li soguk oda.

Mini protean 3 Cell SDS Page jel elektroforez tanki

Gug kaynagi

Nitroseliloz membran

Protein markeri

Semi dry transfer cihazi
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St tozu

TBST (igerigi icin eke bakiniz)

TBS (igerigi igin eke bakiniz)

Towbin transfer tamponu

Protein A boncuklar1

Caspase 2 L antikoru

TAF7 antikoru

Boncuklar tGizerine 100 er pl lizat eklenip gece boyunca +4 °C’ de donmeye birakilir.
Ertesi guin protein boncuklar sogutmali santrifijde spinlenerek ¢coktiruld.

Bir kez 1 ml lizis tamponu ile yikandh.

Boncuklar Uzerine 4X yiUkleme tamponundan 1/3 hacimde yani 150 pl boncuk igin 50
ul olacak sekilde eklendi.

95 —100°C’ de 5 — 10 dakika inklibe edilerek proteinler boncuklardan ayrild.
Sogutmal1 santrifijde spinlenerek boncuklar ¢okturulda.

Ust faz SDS page jeline yiklenerek western blot protokolii uygulandi.

TAF7 ile blotland:.

3.18. Tetrasklinle Regille Edilen Sistemde TAF7 ve Ser 159 Mutant TAF7'nin Over
Ekspresyonunun Hiicre Dongusii Uzerindeki Etkisinin Arastiriimas:

Pim Pijnappel ve ark. tarafindan 24.12.10 tarihinde yaymnlanan “Quantitative mass
spectrometry of TATA binding protein-containing complexes and subunit phosphorylations
during the cell cycle’ baslikli makalede TAF7 nin G2/M ve G1/S gegisinde ser 159 amino
asitinden fosforillendegi bildirilmistir. Ayrica bu fosforilasyon bdlgesinin TAF7 nin
transkripsiyon aktivatorleri ile etkilestigi bolgesinde (TAFL interacting domain) yer almasi
nedeniyle TAF7 nin G2/M gegisinde transkripsiyon blokajinda goérevli olabilecegi de dne
suralmuistar.

Biz de bu amino asiti kodlayan kodonu alanine donlstirerek TAF7 nin ve
fosforillenemeyen ser 159 mutant formunun hiicre donguisi Uzerindeki etkilerini arastirmaya
karar vermistik. Bu amacgla TAF7 ve ser 159 mutant TAF7 yi tetrasklinle reglle edilen
sistemde over eksprese ettirip, hlcre dongusi analiz kiti ile etkilerini arastirdik.
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Gerecler:
BD cell cycle analiz kiti
pcDNA 4TO bos, TAF7 ve Mutant TAF7 stabil TREX Hela hiicre hatlari
Doksisiklin
DMEM + %20 FBS (Tetrasikin azaltilmis)+5ug/ml Blastisidin
Flow sitometre
Yontem:
6 g0OzIlU bir plagin ikiser gozine 250 ser bin adet pcDNA 4TO bos, TAF7 ve Mutant
TAF7 stabil TREX Hel a hticre hatlarindan ekildi.
2 guin %0 FBS iceren ortamda senkronize edildi.
200 ng/ml doksisiklin eklendi.

2 gun sonra BD cell cycle analiz kiti ile hiicre dongusti analizleri yapildi.

3.19. Tetrasiklinle Regiile Edilen Sissem (TREX) Hela Hiicreleri ile Senkronizasyon
Cahsmalar:
Gerecler:
BD cell cycle analiz kiti
pcDNA 4TO bos, TAF7 ve Mutant TAF7 stabil TREX Hela hiicre hatlari
Doksisiklin
DMEM + %20 FBS (Tetrasikin azaltilmig)+5ug/ml Blastisidin
Flow sitometre
Yontem:
6 g0zIlU bir plagin ikiser goziine 250 ser bin adet pcDNA 4TO bos stabil TREX Hela
hiicre hatlarindan ekildi.
48 ve 72 saat %0 FBS iceren ortamda senkronize edildi.

Senkronizasyon sonrasinda BD cell cycle analiz kiti ile hiicre dongusti analizleri

yapildi.
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4BULGULAR

4.1. Transfeksiyon Y dntemi Optimizasyonu:

4.1.1 Fugene ve Lipofektamin ajanlari ile transfeksiyon etkinliginin karsilastiriimas:

KELLY VE HELA HUCRELERINDE LUSIFERAZ PLASMIDIILE
TRANSFEK SIYON OPTIMIZASYONU (24 SAAT)

LUMINESANS
[y
o
o
(=]
o

4000
2000
0 I
& & + & & N
N N v ~ & \s
N <X S N <Y o
< & O < & <
X X
S S

Sekil 17: Fugene ve Lipofektamin ajanlari ile transfeksiyon etkinliginin karsilastiriimas
Hel a hiicrelerinde fugene ile denenen konsantrasyonda transfeksiyon yapilmasina ve

Kelly hicrelerinde CaCl, ve fugene in farkli konsantrasyonlar: ile denemeler yapilmasina
karar verildi.
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4.1.2 Fugene ve CaCl; iletransfeksiyon denemesi:

KELLY HUCRELERINDE FUGENE VE CACL2ILE
TRANSFEK SIiYON OPTIMIiZASYONU SONUCLARI
(24 SAAT INKUBASYON)

600
500
400
300
200
100

pH 7,10 pH 7,17 pH 7,21 Fugene Normal Kelly

Sekil 18.a: Kelly Hucrelerinde Fugene ve CaCl, ile transfeksiyon verimliliklerinin
Karsilastirilmas (24 saat)

KELLY HUCRELERINDE CACL2 VE FUGENE ILE
TRANSFEKSIYON OPTIMIZASYONU (48 SAAT
INKUBASYON)
700
600
500
400
300
200
100
0 ‘
pH 7,10 pH 7,17 pH 7,21 Fugene Normal Kelly

Sekil 18.b: Kely Hucrelerinde Fugene ve CaCl, ile transfeksiyon verimliliklerinin
Karsilastirnlmas (48 saat)

24 saatlik transfeksiyon denemelerinin higbirinde anlamli diizeyde artis yok iken 48
saatlik denemelerde maksimum pH:7,21 2X HBSS soliisyonu ve CaCl; ile yapilan denemede

artis gorulmastdr.
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Fugene' in Farkh K onsantrasyonlari ile Transfeksiyon Denemesi:
Sonu¢ olarak Kelly Hucrelerinde 7ul/100 ul, HeLa Hicrelerinde 3 pl/100 pul
konsantrasyonlarinda “Fugene” ile transfeksiyon yapilmasina karar verildi.

KELLY HUCRELERINDE TRANSFEKSIYON OPTIMiZASYONU
(48H)

700
600

500

400

300

LUMINESANS

200

100

Ol 3l 5ul 7l 8 ul
100 pl TRANSFEKSIYON KARISIMINA EKL ENEN FUGENE MIKTARI

Sekil 19: Kelly Hucrelerinde Fugene'in Farkh Konsantrasyonlar ile Transfeksiyon

4.2 Lusuferaz Takih Plasmid Kullanilarak Transfeksiyonda Kullanmlabilecek Optimum
Plasmid K onsantrasyonunun Belirlenmesi:

Deneylerimizde kullanmlabilecegimiz optimum plasmid konsantrasyonunu belirlemek
icin lusiferaz geni takili plasmis “Fugene” transfeksiyon gjam kullanilarak 1, 2,5, 5, 7,5 ve 10
Mg plasmid/100 pl transfeksiyon karigimi konsantrasyonlarinda transfeksiyon yapilmustir.
Transfeksiyondan 24 saat sonra lUsiferaz aktiviteleri dlcilmastr.



PLASMID MIKTARININ EKSPRESYON VERIMLILIGINE ETKISI

1400

1200

1000

800

600

400

200 -

0 Hy 1 ug 2,5 ug 5 ug 7,5 ug 10 pg
plasmid plasmid plasmid plasmid plasmid plasmid

Sekil 20: Optimum plasmid konsantrasyonu
Sonug olarak transfeksiyonlarda 2,5 g plasmid/100 ul transfeksiyon karisimi oramnin

kullanlmasina karar verilmistir.

4.3 TREX Sistemine TAF7' nin Klonlanmas ve Stabil Transfeksiyon:
4.3.1 Klonlama:

4 numaral1 kosulda PCR reaksionlar: kurulmasina karar verildi.

Fermentas
O Range
Marker

Fermentas
O Range
Marker

Sekil 21: TREX TAF7 Primerleri ile Polimeraz Zincir Reaksiyonu Kosullar
Optimizasyonu
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4.3.2 Plasmidlerinin Maxi Prep ile Cogaltiimas

pcDNA 4 TO plasmidine TAF7 klonlandi. Klonlamanin kontrol edilmesi icin
klonlardan restriksiyon enzim kesim reaksiyonlari: ve PCR kurulup agaroz jelde yurituldi ve
insert almis olan koloniler tespit edildi (bknz sekil 22).

CH I S A 2 T 2

\d =

Sekil 22: Maxi prep ile gogaltilan pcDNA 4 TO TAF7plazmidinin PCR ve enzim kesm
drtnlerinin agaroz jel gorunttusi

Roche MWM XIV 100 Base pair ladder (Cat No:1272832)
5NUMARLI Koloni den TAF7 PCR

6 NUMARLI Koloni den TAF7 PCR

Bos plasmid TAF7 PCR

TAF7 insertden TAF7 PCR

Fermentas O Range Ruler 100 bp + 500 bp ladder (Cat. No # SM 0653)
Bos plasmid

Bos plasmid Hind I11 EK

5 Numar i Koloni miniprep

10 5 Numar h koloni Hind 111 EK

11. 5 Numar i koloni Hind Il veApa 1 EK

12. 6 Numar i Koloni miniprep

© oo N O A WDNRE
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13. 6 Numar i koloni Hind 11 EK
14. 6 Numar i koloni Hind Il veApa 1 EK
15. Fermentas O Range Ruler 100 bp + 500 bp ladder (Cat. No # SM 0653)

Sonug olarak 5 ve 6 numarali kolonilerde klonlamanin basaril1 oldugu goruldd.

4.3.4pcDNA 4TO LACZ Transfeksiyonu Sonras Beta Gal Assay ile Doksisiklin Doz ve
inkiibasyon Siiresi Optimizasyonu:

pcDNA4TO plasmidine TAF7 genini  proje oOncesinde klonladik ancak
calisgmalarimizda kullamlacak doksasiklin dozunun tekrar optimize edilmesi gerektiginden
PcDNA4TO/LacZ kontrol plasmidini kullandigimiz deneyleri gerceklestirdik. Oncelikle
Transfekte edilecek optimum pcDNA4TO/LacZ kontrol plazmid konsantrasyonu belirlendi;
sonraysa doksisiklin optimizasyonu beta gal deney kiti ile 6 gozli ve 96 gozli plak
yontemleri ile yapildi (bknz sekil 23 ve 24). Sonug¢ olarak 1000 pg/ml doksisiklin
kullanilmasinin uygun olduguna karar verildi (bknz sekil 25).

PCDNA ATOLACZ TRANSFEKTE TREX HELA
HUCRELERINDE BETA GALAKTOZIDOZ KiTi ILE TETRASIKLIN
DDZU OPTIMIZASYONU

14040

o
= 1200 —
w
E _ ooa — —
= E 290 — | |@10 yl Lizat
ﬂ _3_, =1yl Lizat
=f = 800 —
m [+
=L L
P 400
e 200
m p—
o = H 0w | w = B o
' DOE SsiE LN

Mormal poDMA poDMA peDNA - peDNA peDNA  poDNA  poDNA pcDNA - pooyr
4T 4T 4TO 4T 4T 4TC 4TO 4TO
Bos1 Bo? lacZ0 LacZ lacfZ lacZ LlacZ lacZ1
pgml 075 pgimi 0.1 0.2 0.5 075 pg'ml
pg'ml pml p'ml pfml woe'mil

Sekil 23: Beta galaktosidoz optimizasyonu (optimum pcDNA4TO/LacZ kontrol plasmid
konsantrasyonunun belirlenmes
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96 WELL PLATE DENEYINDE BETA GALAKTOSIDOZ OPT

1800
g 1400 — 1
— 1200
EE 1000 B 1
<5 @0
Z¥ a0
< a0
L 200

3,09 5 B B B D B B B W

Mikrogram/mililitre

Sekil 24: Beta galaktosidoz optimizasyonu (doksisiklin dozunun belirlenmesi)

TAF7 western Blot TBP western blot
(aynm: membran “strip” edildikten sonra)

1 2

1) Doksisklin eklenmemis
2) Doksisklinli

Sekil 25: Belirlenen doksisiklin dozunun stabil transfekte hiicrelerde TAF7 ekspresyonu
Uzerindeki etkisinin western blot ile gosterilmesi
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4.4 .Site Directed Mutagenesz ile pcDNA 4 TO TAF7 nin Serin 159 Amino Asitinin
Alanin Amino Asitine Donustiridlmes ve Bu Plasmidinin TREX Hela Hicrelerine Sabil
Transfeksiyonu:

Site directed mutagenez ile pcDNA4TO/TAFE7 nin serin 159 amino asitinin alanin amino

asitine donustiir ilmes:

Invitrogene’'in  “GeneTailor™ Site-Directed Mutagenesis System”i  kullanilarak
pPFLAG TAF7 ve pcDNA 4 TO TAF7 plasmidlerindeki TAF7 geninin serin 159 amino asiti
alanin amino asitine donusturdldi. “GeneTailor™ Site-Directed Mutagenesis System” inin
prensibi yontemdeki akis semasinda gosterilen DNA metilaz ve McrBC endonikleaz
enzimlerinin  Ozelliklerine dayamir. Bir 0Onceki bolimde anlatilmis olan yontemler

bolumindeki protokolun uygulanmasiyla

Sekil 26: Mutagnez PCR Uriinleri
1. kuyu O generuler 1 kb marker
2.kuyu 1nolu PCR

3. kuyu 2nolu PCR

4. kuyu 3 no lu PCR

5. kuyu 4no lu PCR

6. kuyu O generuler 1 kb marker
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Sekil 27: Mutagenez mini prep Uranleri (1. kuyu, koloni 1; 2. kuyu, koloni 2; 3. kuyu,
koloni 3; 4. kuyu, koloni 4)

pcDNA 4TO TAF7 Mutant (Ser 159 Ala Substition) Plasmidinin TREX Hela Hiicrelerine
Sabil Olarak Transfekte Edimesi:

PCDNA 4TO TAF7 Mutant plasmidi TREX Hela hiicrelerine transfekte eilip, zeosini
ortamda inktibe edildi. Zeosine direncli (plasmidin genomuna katilmis oldugu distntlen)

hiicreler gozle gorulur koloniler olusturduktan sonra, 30 tanesi segilip 24 kuyulu plaklerin
gbzlerine ekilmistir. Hucre lizatlar1 hazirlamp, protein konsantrasyonlar: 6lgllmustir. Western
blotlar1 yapilmigti. 4 numarali koloniye plasmidin stabil olarak transfekete edildigi
gordlmistar.
TAF7 Western Blot TBP Western Blot
1 2 1 2

Sekil 28: Stabil pcDNA 4 TO TAF7 Klonu Secilmes (4 Numarah pcDNA 4TO TAF7
Mutant TREX Hela Hiicre Hatti)

1. 4 nolu koloni (doksisiklin eklenmemis)

2. 4 nolu koloni (doksisiklin eklenmis)
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4.5 pcDNA 4TO TAF7 TREX HeLa Hucrelerinde Doksisklin Uygulamas ile TAF7
Ekspresyon Duizeyi Degisikliginin Western Blot Y ontemi ile Arastiriimas: :

Deneylerimizde doksisiklin uygulamas: sonrasinda TAF7 ekspresyonunda artis
gbrmemeye bagladik. Bunun Uzerine yeni bir doksisiklin preperati agilarak hazirlandi ve
western blot yontemiyle yeni preperatin doz ayarlamasi yapildi. Sonug olarak bu yeni
doksisiklin preperatiyla deneylere 500 nM  konsantrasyonda devam edilmesine karar verildi
(bknz sekil 29, sekil 30)

Sekil 29: TREX HelLa Hucrelerinde Doksisiklin Uygulamasnin TAF7 Ekspresyonu
Uzerindeki Etkisnin TAF7 Western Blot ile Arastiriimas (24 Saat)

1: 500 nM Doksisiklin (pcDNA 4 TO TAF7 TREX HELA)

2: 0nM Doksisklin  (pcDNA 4TO TAF7 TREX HELA)

3: 500 nM Doksisiklin (pcDNA 4TO BOS TREX HELA)

4 0nM Doksisklin (pcDNA4TO BOS TREX HELA)

5: Marker

6:500 nM Doksisiklin (pcDNA 4 TO TAF7 mutant TREX HELA)
7:0 nM Doksisiklin (pcDNA 4 TO TAF7 mutant TREX HELA)

Sekil 30: Yukleme konrolti TBP western blot

1: 500 nM Doksisiklin (pcDNA 4 TO TAF7 TREX HELA)

2: 0nM Doksisklin  (pcDNA4TO TAF7 TREX HELA)

3: 500 nM Doksisiklin (pcDNA 4TO BOS TREX HELA)

4 0nM Doksisklin (pcDNA4TO BOS TREX HELA)

5: Marker

6:500 nM Doksisiklin (pcDNA 4 TO TAF7 mutant TREX HELA)
7:0 nM Doksisiklin (pcDNA 4 TO TAF7 mutant TREX HELA)
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4.6 Tetrasklinle Regile Edilen Sistem ile TAF7 Over Ekspresyonunun Kaspaz
Aktivasyonu Uzerindeki Etkisinin Arastiriimas

Tetrasiklinle regule edilen sistem ile yabanl tip ile mutant TAF7 over ekspresyonunun
apoptozu indikleme yetileri, kaspaz aktivasyonu olcilerek karsilastirildi. Sonug olarak TAF7
mutant formunun TREX sisteminde doksisiklin uygulandiktan 18 saat sonra kaspaz
aktivasyonunu yabanil form kadar arttiramadigi gozlendi (bknz sekil 31, sekil 32).

TAF7 VE MUTANT TAF7 OVER EKSPRESYONUNUN
APOPTOTIK ETKISI (18 SAAT)

O PCDNA 4 TO BOS
B PCDNA 4 TO TAF7
O PCDNA 4 TO TAF7 MUTANT

KATLI ARTIS
O R, P NN ®W WA DN

NORMAL DOKSISIKLIN

Sekil 31: TAF7 ve mutant TAF7 over-ekspresyonunun apoptotik etkisinin Gegici
Transfeksiyon yontemi ile arastirilmas

TREX SISTEMINDE TAF7 NIN VE MUTANT TAFT NIN
KASPAZ AKTIVASYONU UZERINDE KI ETKIS!

15 B normal
I B doks siklin

.1
) .
a
FCOMA 4 TO TAFT

PCDMA 4 TOBOS PCOMA 4 TO TAFT MUTANT

ha
[&1]

ha

KATLI ARTIS

Sekil 32: Tetrasiklinle Regile Edilen Sistem ile TAF7 ve Mutant TAF7 Over
Ekspresyonunun K aspaz Aktivasyonu Uzerindeki Etkisinin Arastirilmas

pPpcDNA 4TO BOS - pcDNA4TO MUTANT TAF7 P=0.0239

pcDNA 4TO BOS - pcDNA4TO TAF7 P=0.0463
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Verilerin anlamli olup olmadigi Graphpad Student’st test hesaplama aract ile analiz
edilmistir. Sonuc olarak p degerleri 0,05'den blyik oldugu icin pcDNA 4TO bosa goére
pcDNA 4 TO TAF7 nin ve mutant TAF7' nin kaspaz aktivasyonu Uzerinde anlamli diizeyde

arttirici etkisi oldugu sdylenebilir.

4.7 TAF7 nin Apoptozu Tetiklemesi Uzerine CII TA’in Etkisinin Arastiriimas:

TAF7 overeksprese edildiginde spontan olarak hiicre 6lumuni arttirdigint ve TAF7
ile CIITA'in birbirleriyle etkilestigini (immun presipitasyon deneyleriyle) daha Onceki
calisgmalarimizda gostermistik. Bu bulgularimizi gbz 6ninde tutarak, CITA varligimn
TAF7' nin apoptotik etkisini baskilayip baskilayamayacagim test etmek icin kotransfeksiyon
deneyleri gerceklestirdik. Sonugc olarak Kelly hicrelerinde CIITA varliginda TAF7 nin
apoptotik etkisinde anlaml1 bir azalma izlenmedi (bknz sekil 33); ancak Hela hticrelerinde -
tekrarlayan deneylerde- CIITA varliginda hicrenin TAF7 tarafindan tetiklenen 6limden
korunabildigi anlaml: olarak gozlendi (bknz. sekil 34 ve 35).

KELLY HUCRELERINDE TAF7 nin APOPTOTIK
ETKISI UZERINDE CIITA in ETKISI

2,5

15

@O DENEY
B INHIBITOR

nmol AMC/ml/min

- ] _‘
PpFLAG pFLAG pFLAG pFLAG NORMAL NORMAL CASPASE

bos CIITA TAF7 TAF7 +ETOP
CIITA

Sekil 33: Kelly Hucrelerinde TAF7 CIITA Etkilesiminin Kaspaz 3 Aktivasyonu
Uzerindeki Etkisi
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HELA HUCRELERINDE TAF7 CIITA ETKILESIMININ APOPTOTIK
DAVRANIS UZERINDEKI ETKISI

o DENEY

CASPASE ACTIVIT®
-

= INHIBITOR

Sekil 34: Hela Hiucrelerinde TAF7 CIITA Etkilesiminin Kaspaz 3 Aktivasyonu
Uzerindeki Etkisi

HELA HUCRELERINDE TAF7 CIITA ETKILESIMININ
APOPTOTIK DAVRANIS UZERINDEKI ETKISI

O DENEY

m INHIBITOR

CASPASE ACTIVITY

COo0O R
o hromER,rNYR

Sekil 35: Hela Hicrelerinde TAF7 CIITA Etkilesiminin Kaspaz 3 Aktivasyonu
Uzerindeki Etkisi
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4.8 CIITA'IN Mutant Formlarimn TAF7 NiN Apoptotik Etkisi Uzerindeki Etkilerinin
Arastirilmasi:

DSKAD ve D22 - 227 mutant CIITA plazmidlerinin mini-prep ve maxi-prep plasmid

izolasyonlara:
CHTA in nikleusa tranferi ile ilgili olarak GTP baglayan domaini mutant olan ve

boylece nikleusa transfer olamayan D/SKAD ve daha once bildirilmis TAF7 ile baglanma
bolgesi olan ve mutasyonu halinde interaksiyona girmemesine neden olan D22 — 227 mutant
plasmidlerinin mini ve maxi prepleri yapilds.

pcDNA plasmid biyiklugi 5400 bp, DSKAD CIITA insert blyiklig 3492 bp, D22-
227 insert buyuklugt 2877 bp, toplam PCDNA D SKAD CIITA plasmidi 8892 bp, pcDNA
D22-227 CIITA plasmidi 6369 bp dir (bknz sekil 36, sekil 37).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Sekil 36: Mutant CIITA plasmidlerinin miniprep sonuglari
1) 1kb Marker ( New England Biolabs- Cat No: #N3232S)
2) DSKAD 1 CIITA (Xba 1tek enzim kesimi)
3) DSKAD 2 CIITA (Xba 1tek enzim kesimi)
4) DSKAD 4 CIITA (Xba 1tek enzim kesimi)
5) DSKAD 1CIITA (Xba1+ Bgl Il cift enzim kesimi)
6) DSKAD 2 CIITA (Xbal+ Bgl Il ¢ift enzim kesimi)
7) DSKAD 4 CIITA (Xbal+Bgl Il ¢ift enzim kesimi)
8) Bos
9) D22-227CIITA 1 (Xba1ltek enzim kesmi)
10) D 22 — 227 CII TA 2(Xba 1 tek enzim kesimi)
11) D 22 -227 CIITA 6 (Xba 1tek enzim kesimi)
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12) D 22 -227 CIITA 1 (Xba 1+ Bgl Il cift enzim kesmi)
13) D 22 - 227 CIITA 2(Xba 1 + Bgl 11 ¢ift enzim kesimi)
14) D 22 -227 CIITA 6 (Xbal+ Bgl Il cift enzim kesimi)
15) 1 kb Marker ( New England Biolabs - Cat No: #N3232S)

1 2 3 4 5

Sekil 37: Mutant CIITA plasmidlerinin maxi prep sonuclari

1) 1kb Marker ( New England Biolabs- Cat No: #N3232S)

2) D22 227 ClITAMAXI PREP

3) DSKAD CIITA MAX PREP

4) D 22-227CIITAMAXI PREP (+4 °C)
5) DSKAD ClITA MAX PREP (+4 °C)

6) 1kb Marker ( New England Biolabs- Cat No: #N3232S)

7) PCDNA 4TO TAF7 MAXI PREP

10 kb

8.0kb

8.0kb

6.0 kb

5.0kb

4.0 kb

3.0kb

2.0kb

1.5kb

1.0kb

Sekil 38: Maxi prep enzim kesim Urtnleri

1)1 kb Marker ( New England Biolabs - Cat No: #N3232S)
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2) DSKAD CIITAMAXI PREP ECORI enzim kesimi
3) D22 227 CIITAMAX PREP ECORI enzim kesimi (Not 1)
4) 1kb Marker ( New England Biolabs - Cat No: #N3232S

TAF7 Over Ekspresyonunun Apoptotik Etkisi Uzerinde CII TA’in Etkisinin Tetrasiklinle

Regile Edilen SistemdeArastiriimasi:
Bu deneylerde TAF7 transfekte hicrelerde CIHITA'in TAF7'ye baglanmasin
engellemeyen DSKAD mutant1 ve yabanil tip CIITA varliginda, TAF7 over-ekspresyonunun

yol actigi hicre 6luminin baskilandigi izlenirken; TAF7-CIITA etkilesimini engelleyen
CHTA D27-222 mutant1 varliginda hiicre 6liminde bir azalma izlenmemektedir. Ayrica
mutant TAF7'nin apoptotik etkisi Uzerinde CIITA'in hicbir formunun baskilayici etkisi
olmadig1 gorulmistir (bknz sekil 39).

= NI

B 500 ns il CaOoecsi S KL ML

Sekil 39: CIITA mutant formlarimin yabaml TAF7 ve mutant TAF7 tarafindan
tetiklenen hiicre 6limu  (zerine etkis4.9 TAF7NIN Tubulin Polimerizasyonu
Uzerindeki Etkisinin In Vatro Tubulin Polimerizasyon Deneyi ile Arastiriimas
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4.9. TAF7NIN TUBULIN POLIMERiIiZASYONU UZERINDEKIi ETKIiSININ IN
VITRO TUBULIN POLIMERIZASYON DENEYI iLE ARASTIRILMASI:

4.9.1 Pozitif Kontrol Olarak Kullanilabilecek Paclitaxel Dozunun Optimizasyonu:
Optimum Paclitaxel dozunun belirlenebilmesi icin farkli konsantrasyonlarda (60, 30,
5 uM gibi) 10 X paclitaxel solusyonlar1 hazirlanmistir. Kontrol olarak kolsemid, DMSO ve
Tris tamponu kullanilmisgtir. Yontemde belirtilen sekilde tubulin polimerizasyon deneyi
yapilmustir. Bir saat sonunda sekil 40" da gorilen polimerizasyon deseni elde edilmistir.

40000

35000
—e— M 360/460
30000 Corr. B1
—e— M 360/460
25000 Corr. C1
f —e— M 360/460
Corr. D1
20000 —e— M 360/460
Corr. G1
15000 M 360/460
.".".' Corr. H1
10000

5000

M 360/460 Corr.

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
Time (s)

Sekil 40: Tubulin polimerizasyon deneyinde pozitif kontrol olarak kullamlacak
paclitaxel konsantrasyonunun optimizasyonu. Agiklama: B1: DMSO, C1: 3 mM Tris,
D1: 2,7 pM, E1: 5puM Paclitaxel, G1: 30 pM Paclitaxel, H1: 60 pM Paclitaxel

Sonug olarak deneylerde pozitif kontrol olarak 30 uM konsantrasyonunda paclitaxel

kullanilmasina karar verildi.
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4.9.2 TAF7 nin Tubulin Polimerizasyonu Uzerindeki Etkisinin Arastiriimas:

45000
40000
35000
—8— M 360/460
e 30000 Corr. C2
o
© 25000 —8— M 360/460
o Corr. D2
3 20000 —e— M 360/460
; Corr. F2
15000 1 —e— M 360/460
Corr. G2
10000 +—
M 360/460

sooor—w Corr H2
0+ T T |

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
Time (s)

Sekil 41: Tubulin polimerizasyonu tizerinde TAF7 nin farkh konsantrasyonun etkisinin
Arastiriimas. Aaiklama: H2 PACLITAXEL - G2 272 NM TAF7 - F2 136 NM TAF7 -
D281 NM CIITA -C2 2,7uM KOLSEMID

Deney sonucunda TAF7'nin invitro tubulin polimerizasyonu Uzerinde bir etkisi

olmadhig1 izlenmektedir (bknz sekil 41).

4.9.3 TAF7 nin Tubulin Depolimerizasyonu Uzerindeki Etkisinin Arastiriimas:

35000
30000
25000 —&— M 360/460
= Corr. A3
o
O 20000 —&— M 360/460
3 Corr. B3
3
o
© 15000 —&— M 360/460
; fr Corr. C3
10000 —&— M 360/460
Corr. E3
5000 ——— M 360/460
o~ Corr. G3
0 T T t T T T T |
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
Time (s)

Sekil 42: 10 uM Paclitaxel ile polimerize edilen Tubulin tGzerinde TAF7 nin etkisinin

arastiriimas A3 — TRIS TAMPONU, B3 - 10 pM PACLITAXEL + KOLSEMID TAF?7,
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C3-10 uM PACLITAXEL + TAF7,E3 - 10 uM PACLITAXEL KOLSEMID, G3 - 10
pM PACLITAXEL

45000

40000

35000

—8— M 360/460

.. 30000 r.._-@'"" Corr. A3
8 o —e— M 360/460
= 25000 Corr. B3
3 —e— M 360/460
§ 20000 Corr. D3
= —8— M 360/460

15000 / Corr. F3

10000 - z\:/lo3rr60:;60

J".':l."‘”‘

5000 !‘ a "l'l@
0 T T T T T T

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
Time (s)

Sekil 43: 30 uM Paclitaxel ile polimerize edilen Tubulin Gizerinde TAF7 nin etkisinin
arastirilmas. A3—TRISTAMPONU , B3- 10 pM PACLITAXEL + KOLSEMID TAF7,
D3 -30puM PACLITAXEL +TAF7,F3 30puM PACLITAXEL KOLSEMID, H3 30
puM PACLITAXEL .

Verilerimiz 10 uM ve 30 uM paclitaxel eklenen kuyularda, polimerizasyon uzerinde
TAF7' nin azaltic1 etkisi olabilecegini desteklemektedir (bknz sekil 43). Bu durum da TAF7
nin polimerize olmayan tubuline baglanarak polimerize olmasint  engelledigini
dustindirmektedir. Ancak izlenen bulgularin TAF7'ye 6zgl oldugunu sdyleyebilmek icin
deneyin farkli bir protein varliginda tekrarlanmasi gerekmektedir. Flloresan mikroskobu
deneylerimizde TAF7'nin over-ekspresyonunun polimerize mikrotubulleri stabilize ettigini
destekleyen veriler elde etmistik. Bunu da goz 6ntnde bulundurarak TAF7 nin polimerize
tubuline de baglanarak depolimerize olmasini engelleyebilecegi distunildu.
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4.9.4 TAF7 nin Tubulin Polimerizasyonu ve Depolimerizasyonu Uzerindeki Etkisinin

Arastirilmasi:
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o—o—0—9—0—0-9-090
30000 =,.,.:.*;"._ 2
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Sekil 44: Polimerize tubulinin depolimerizasyonunda TAF7 nin etkis (ilk 1600 saniye)
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TEE 000
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2000 e
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Sekil 45: Polimerize tubulinin depolimerizasyonunda TAF7 nin etkis (son 1 saat).

H7 Tubulin + Taxol + 1600s. sonra TAF7 + 10 s. sonra Nokadazol; G7 Tubulin + Taxol
+ 1600 s. sonra Nokadazol; F7 Tubulin Taxol + TAF7 + 1600 s. sonra Nokadazol; B7
Tubulin Taxol +Nokadazol; A7 Tubulin + Tris Tamponu
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Sekil 46: Tubulin Polimerizasyonu Uzerinde 1600 s. once eklenmis olan TAF7 nin etkis
(ilk 1600 s.) E7 Tubulin TAF7 + 1600 s. sonra Taxol; D7 Tubulin + 1600 s. sonra Taxol;

C7 Tubulin + Taxol; B7 Tubulin Taxol +Nokadazol; A7 Tubulin + Tris Tamponu
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Sekil 47: Tubulin Polimerizasyonu Uzerinde TAF7 nin etkis (Son 1 saat). E7 Tubulin
TAF7 + 1600 s. sonra Taxol; D7 Tubulin + 1600 s. sonra Taxol; C7 Tubulin + Taxol; B7

Tubulin Taxol +Nokadazol; A7 Tubulin + Tris Tamponu
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495 TAF7nin Tubulin Depolimerizasyonu Uzerindeki Etkisinin Spesfik Olup
Olmadigimin Farkh Bir protein (TBP) ileKontrol Edilmesi:
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Sekil 48: 30 uM Paclitaxel ile polimerize edilen Tubulin Gzerinde TBP nin etkisinin
arastinimas. D 11: TAXOL + TBP ; E1l: TAXOL + KOLSEMID;
F11: KOLSEMID; G11: TAXOL; H 11: TAM PON
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Sekil 49: 30 uM Paclitaxel ile polimerize edilen Tubulin Gzerinde TBP nin etkisinin
arastirilmas A1l: TAXOL+ KOLSEMID+TBP; B11: TBP; Cl11: KOLSEMID +
TBP; D 11: TAXOL + TBP; , G11: TAXOL

TAF7' nin tubulinin polimerizasyon/depolimerizasyon dinamikleri Gzerinde dogrudan

bir etkisinin bulunmadig: sonucuna varilmistir.
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4.9.6 BSA 'min Tubulin Polimerizasyonu Uzerindeki Etkisi:
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Sekil 50: 30 uM Paclitaxel ile polimerize edilen Tubulin Gzerinde TBP nin etkisinin

arastirilmas

A9: TAXOL+ KOLSEMID+ BSA

B9: BSA

G9: TAXOL

C9: KOLSEMID +BSA
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D 9: TAXOL + BSA
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Sekil 51: 30 uM Paclitaxel ile polimerize edilen Tubulin tGzerinde BSA nin etkisinin

arastirilmas

E9: TAXOL + KOLSEMID H9: TAMPON

F9: KOLSEMID
G9: TAXOL
D 9: TAXOL + BSA

104



4.9.7 HIV TATin Tubulin Polimerizasyonu Uzerindeki Etkisinin in vitro Tubulin

Polimerizasyon Deneyi ile Arastirilmasi:
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D 10: TAXOL +HIV TAT H 10: TAMPON
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A10: TAXOL+ KOLSEMID+TBP
B10: HIV TAT

C11: KOLSEMID +HIV TAT

D 10: TAXOL + HIV TAT

E10: TAXOL +KOLSEMID
F10: KOLSEMID

G10: TAXOL

H 10: TAMPON

Sekil 52: HIV TAT 1n Tubulin Polimerizasyonu Uzerindeki Etkisinin In Vitro Tubulin

Polimerizasyon Deneyi ile Arastirilmas
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410 TAF7'nin BETA Tubulin ile iliskisinin Immin Presipitasyon Deneyi ile

Bdirlenmes

Sekil 53: Beta Tubilin antikoru ile HeL a hiicre lizatlarinda immun presipitasyon, TAF7
antikoru ile western blot deneyi

Kuyu 1: Marker

Kuyu 2: PFLAG TAF7 transfekte ve etoposit eklenmis Hela lizatindan Beta tubulin
P

Kuyu 3: PFLAG TAF7 transfekte ve normal Hela lizatindan Beta tubulin IP
Kuyu 4:bos;
Kuyu 5: Bead-only control

Bu deneyler sonucunda TAF7’ nin apoptotik kosullarda hiicre igersinde B-tubuline
baglanabildigi gosterilmistir. Diger bir ifadeyle niikleer membranin yikimiyla mikrotubullerle
aym kompartmana gecen TAF7, tubulin ile burada etkilesenilmektedir. TAF7 ile tubulinin
direkt olarak etkilesip etkilesmediginin in vitro immin presipitasyon deneyi ile asagida
gosterilmistir.

4.11 TAF7 nin Tubulin Proteinleri ileiliskisinin In Vitro immiin Presipitasyon Deneyi
ileArastiriimas:

In vitro immdn presipitasyon saf proteinler kullanilarak, bir protein ile iliskili olan
diger proteinlerin belirlenmesi icin kullamilan bir yontemdir. Protein A boncuklarina antikor—
antijen kompleksinin baglanabilmesi 6zelliginden yararlaniimaktadir. Tubulin polimerizasyon
deneyi yapildiktan sonra Saf TAF7 ve polimerize ve polimerize olmayan tubulin proteinleri
iceren wellerdeki karisimlar alinip 100 pl lizis tamponu igerisine eklenmistir. Iki saat boyunca
immun presipitasyon antikoru olan TAF7 ile inkiibe edilip, protein a boncuklar: Gizerine
eklenmistir. Gece boyunca 4 °C de donmeye birakilmistir. Daha sonra Beta tubulin antikoru
ile western blot yapil mistur.

Sonu¢ olarak “polimerize tubulin + TAF7" ve “monomerik tubulin + TAF7”
kuyularinda beta tubuline spesifik bant elde edilebilmistir. Bu da TAF7 ile tubulinin direkt
olarak birbiriyle etkilestigini desteklemektedir. Sadece monomerik tubulin kuyusunda
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polimerize tubuline oranla daha gucli bir sinyal elde edilmis olmast TAF7 nin tubulin
monomerlerine baglanma afinitesinin polimerize tubuline olandan daha fazla oldugunu
distundurmektedir (bknz sekil 54).

Sekil 54: TAF7 antikoru ile in vitro immUn presipitasyon, Beta Tubilin antikoru ile
wesrern blot deneyi Kuyu 1 : polimerize tubulin + TAF7 ; Kuyu 2: Bos; Kuyu 3: Bead
only control; Kuyu 4: Bos; Kuyu 5: monomerik tubulin + TAF7

4.12 TAF7 ile Beta Tubulin iliskisinin Mikroskobi ile Arastirilmas

In vitro tubulin polimerizasyon ve immiin presipitasyon deneylerimizde elde ettigimiz
bulgular TAF7 ile tubulin proteinlerinin direkt olarak birbiriyle etkilestigini desteklemekteydi.

Bu bulgularin yan: sira TAF7 ile tubulin proteinlerinin direkt olarak birbiriyle iliskili
oldugunu bdlmimiizde bulunan floresan mikroskobi ile de arastirmay: planladik. Uzun bir
sire yomtem optimizasyonu icgin harcanmakla beraber iyi gorintiler elde etmeye basladik
(Sekil 55 ve 56). Bu asamadan sonra en zorlayici calisma, nikleer bir protein olan TAF7' nin
mikrotubullerle etkilesebildigi (aym hiicre kompartmaninda bir arada bulundugu) apoptoz,
mitoz gibi slreclerde hicreleri mikrokopide yakalama ve yiuksek kalitede goruntl elde
etmedir (sekil 57, 58 ve degerlendirilememektedir). Bu konudaki ¢calismalarimiz siirmektedir.
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Sekil 55: Doksisklinsz TAF7 (kirmizi) ve Beta Tubulin (yesil) Boyama Floresan
Mikroskobi Goruntusi

Sekil 56: Doksisklinli TAF7 (kirmizi) ve Beta Tubulin (yesil) Boyama Floresan
Mikroskobi Goruntusi
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Sekil 57: Doksisklinli TAF7 (kirmizi) ve Beta Tubulin (yesil) Boyama Floresan
Mikroskobi Goruntusi. Okla mitoz asamasinda hiicre gosterilmistir.

Sekil 58: Doksisklinli TAF7 (kirmizi) ve Beta Tubulin (yesil) Boyama Floresan
Mikroskobi Goruntusi. Sitokinez asamasinda hiicre gortlmektedir.

4.13. TAF7 Over Ekspresyonunun BCL 2 Uzerindeki Etkisinin Western Blot ile
Arastiriimas

Daha oOnceki calismalarimizda transient transfekte edilen TAF7’nin BCL2 ile
etkilesebildigini gostermistik. Aym deneyi tetrasiklinle reglle edilen stabil TAF7 tranfekte
hicre hattimizda tekrarladik. Benzer sekilde TAF7'nin BCL2 ile etkilesebildigini
immunpresipitasyon deneyleriyle gosterdik (Sekil 59).
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Sekil 59: TREX HeLa Hicrelerinde Doksisklin Uygulamas ile TAF7 Over
Ekspresyonunun BCL2 Uzerindeki Etkinsin Western Blot ile Arastirilmas 1: 0 nM
Doksisiklin (pcDNA4TO Bos TREX HEL A 48); 2: 100 nM Doksisiklin (pcDNA 4 TO Bos
TREX HELA); 3: 0 nM Doksisklin (pcDNA 4 TO TAF7 TREX HELA); 4: 100 nM
Doksisiklin (pcDNA 4 TO TAF7 TREX HELA)

414 Immin Presipitasyon Deneyi fle TAF7 — Caspase 2L Arasndaki lliskinin
Arastiriimas

Hela hiicre lizatlarinda yaprmis oldugumuz immun presipitasyon deneyleri sonucunda,
nikleusda (TAF7' nin normal kosullar altinda bulundugu hiicresel kompartman) bilinen tek
kaspaz olan kaspaz 2 ile TAF7’ nin etkilesebildigini destekleyen bulgular elde ettik (Sekil 60).
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Sekil 60: Caspase 2 L IP, TAF7 western blot goruintisi
1. Kuyu: Marker

Kuyu: Namalwa Normal IP

Kuyu: Namalwa Etop. IP

Kuyu: Bos

Kuyu Bead only control

Kuyu: Bos

o ks wN

Sonu¢ olarak IP bulgumuz (bknz sekil 60) TAF7 ve Kaspaz 2L nin birbiri ile
etkilestigini desteklemektedir.
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4.15 Tetrasiklinle Regule Edilen Sistemde TAF7 ve Ser159 Mutant TAF7'nin Over
Ekspresyonunun Hucre Dongust Uzerindeki Etkisinin Arastinlmasi:

Pim Pijnappel ve ark. tarafindan 24.12.10 tarihinde yayinlanan “Quantitative mass
spectrometry of TATA binding protein-containing complexes and subunit phosphorylations
during the cell cycle’ baslikli makalede TAF7 nin G2/M ve G1/S gegisinde ser 159 amino
asitinden fosforillendegi bildirilmistir. Ayrica bu fosforilasyon bdlgesinin TAF7 nin
transkripsiyon aktivatorleri ile etkilestigi bolgesinde (TAFL interacting domain) yer almasi
nedeniyle TAF7 nin G2/M gegcisinde transkripsiyon blokajinda goérevli olabilecegi de dne
surdlmistdr. Biz de bu amino asiti kodlayan kodonu alanine donUstirerek TAF7 nin ve
fosforillenemeyen ser 159 mutant formunun hticre dongusi Gzerindeki etkilerini arastirmaya
karar vermistik. Bu amacgla TAF7 ve ser 159 mutant TAF7 vyi tetrasiklinle regile edilen
sistemde over eksprese ettirip, hicre dongusii analiz kiti ile etkilerini arastirdik. Ancak
yabanil tip ile mutant TAF7 arasinda anlamli bir fark izlenmemistir (bknz sekil 61). Burada
hicrelerin senkronizasyonunun sorunlu oldugunu belirtmekte fayda vardir. Hela hiicreleri
senkronizasyonu zor saglanan bir hticre hattidir. Yaptigimiz ¢alismalar sonucunda 48 ve 72
saatlik senkronizasyon sireleri sonrasinda GO da kalan hiicre miktart %60 den yukariya
cikartilamamustr.

TREX HELA HUCRELERINDE TAF7 nin VE MUTANT TAF7 nin OVER
EK SPRESYONUNUN HUCRE DONGUSU UZERINDEK i ETKISINIiN
ARASTIRILMASI
(24 SAAT SENKRONIZASYON SONRASI 0. SAAT)

80
67,61 69,15

70 B G0/G1
60 60,71 M SPhase
50 G2+M
40 W Apoptotic cells
30 5 %
2 M > T

20 bm% %:b% ’L\gh'\?}‘b‘ N
10 4,81 2 1,79

0 - I —

TAF7 MUTANT TREX (BOS)

Sekil 61: Tetrasklinle Regile Edilen Sistemde TAF7 ve Mutant TAF7 Over
Ekspresyonunun Hiicre Dongusi Uzerindeki Etkisinin Arastiriimas (24 saat
senkronizasyon sonrasi)
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5. TARTISMA SONUC VE ONERILER

Insan Genom projesi kapsaminda insan DNA sekansinin belirlenmis olmasi, biyoloji
ve tip bilimi icin ¢ok blyUk 6neme sahip olmakla birlikte pek cok probleme tek basina ¢oziim
olmaktan uzaktir. Baz dizilimi artik bilinen genlerin, ekspresyon kontrol mekanizmalarinin
tammlanmas: gerekmektedir. Gen transkripsiyonu biyik o6lclide kendilerine 6zgl sekans
motiflerini  tamyan transkripsiyon faktorlerinin - promotér  bdlgelere  baglanmast,
transkripsiyonda gorev alan kompleksleri kendisine gcekmesi ve aktive etmesi ile gergeklesir.
Bu transkripsiyon faktorlerinin bazilar1 proto-onkogen olarak tarmmlanan ve onkojenik
virislerde viral homologlari bulunan genlerdir. Viral homologlari olan genler, hastalik
patogenezi ile ilgili arastirmalarda biyolojik agidan kolaylik saglamaktadir. Viral homolog
incelenerek Okaryotik homologun islevlieri hakkinda; ya da tam tersi Gkaryotik homolog
incelenerek viral homologun enfeksiyon biyolojisindeki olasi islevleri hakkinda 6ngoride
bulunulabilir. Ne yazik ki tim virts genleri icin Okaryotik homologlar bulunmadigindan,
guniimtizde epidemiyolojik agidan 6nemli pek ¢ok viral enfeksiyon ile ilgili arastirmalar bu
kolayliktan yararlanamamaktadir. Bu tir enfeksiyonlar arasinda HIV enfeksiyonu da
bulunmaktadr.

HIV enfeksiyonunun biyoloji ve immunopatogenezini anlamak, terapdtik stratejilerin,
immunoterapilerin ve profilaktik asilarin gelistirilmesinde ¢ok buyik 6nem tasimaktadir. Tat
proteini HIV gen ekspresyonu icin gerekli iki faktorden (tat ve rev) biri olup, temel olarak gen
ekspresyonu icin transaktivator islevi bulunmaktadir. HIV nikleik asidi proviral formda hticre
DNA'sina entegre olduktan sonra, provirisin LTR promotorinde bulunan TAR
(transactivation responsive region) elementine baglanarak transkripsiyonel inisiyasyon ve
elongasyonu etkinlestirdigi gosterilmistir. Bu islemleri gergeklestirebilmek icin hicresel
proteinlerle etkilesime girer ve konak htcrenin transkripsiyonel diizenegini kullamr. Tat’in
elongasyon uyarimi ile ilgili daha fazla bilgiye sahibiz. Tat’in siklin T ve cdk9’dan olusmus
bir elongasyon faktérii olan P-TEFb, TAR ve yine elongasyonda rol oynayan Brd4
proteinleriyle dogrudan etkilesime girerek RNA polimeraz 11'in C-terminal bdlgesinin
hiperforforilasyonunu tetikleyerek transkripsiyon inisiyasyonunu ve elongasyon devamini
uyardigi gosterilmistir. Elongasyonun yam sira Tat’in pre-inisiyasyon kompleksinin (PIC)
olusumunda da rol oynadig: bilinmektedir. Tat’in PIC yapisinda yer alan TBP (TATA baglayan
protein), TATA kutusu, Spl, TFIIH gibi molekillerle; siklin E/cdk2 ‘le ve CBP/p300, p/CAF
gibi koaktivator ve kromatin modelleme kompleksleriyle dogrudan etkilestigi gosterilmistir.
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Ayrica Tat histon asetilazlari da PIC' e cagirarak, transkripsiyon daha baslamadan 6zel
nikleozomal bolgelerde H3 ve H4 lizin asetilasyonunun gerceklesmesinden de sorumludur.

Transkripsiyonel aktivasyonun yam sira Tat’in ¢esitli hiicresel genleri transkripsiyonel
diizeyde baskilama (represyon) islevi de oldugu bugin bilinmektedir. Bu islevi, ilgili genlerin
PIC yap1 ve kompozisyonlarini bozarak gergeklestirmektedir. Ornegin MHC sinif | genlerinin
bazal ekpresyonu PIC yapisinda islevsel bir TAF1 (TBP asosiye faktor 1) molekilUnin
varligina bagimlidir. Tat TAFLl' e baglanarak bu molekile ait asetiltransferaz aktivitesini
ortadan kaldirabilmekte ve bu yolla MHC sinif | ekspresyonunu baskilayabilmektedir. Sonug
olarak Tat proteini gerek proviral gerekse hicresel genlerin, kromatin modifikasyonlari,
transkripsiyonel inisiyasyon, elongasyon ve transkripsiyonel baskilanma dahil neredeyse
genetik regllasyonun tim slreclerinde etkili olmaktadir. Ancak Tat proteininin etkileri sadece
transkripsiyonel transaktivasyon ile simirli degildir. HIV enfeksiyonunun ¢ok belirgin bir
0zelligi olan hiicre 6luminde Tat proteinin de roltine deginmek gerekmektedir.

HIV enfeksiyonu CD4 T hicrelerinin  apoptoz yoluyla progresif kaybi ile
karakterizedir. Bu progresif kayip sadece viris ile enfekte hticrelerde degil, enfekte olmayan
hiicreler icinde gecerlidir. Ozellikle virus ile enfekte olmayan hiicrelerin apoptoz yoluyla
kaybindan HIV Tat proteininin sorumlu oldugu distntlmektedir. Tat proteininin bir diger
0zelligi de hiicre disina sekrete olasi ve komsu hiicreler tarafindan ice alinabilmesidir. Virtsle
enfekte olmayan hiicrelerin bu ektraseltler Tat proteinini kendi iclerine almalari pek ¢ok farkl
yolla apoptoz sirecinin uyarimasina neden olur. Tat proteininin apoptotik suregleri
uyarabildigi bilinen mekanizmalar arasinda, Fas ligandimin artmis ekspresyonunu uyarmak,
cesitli sitokinleri kodlayan genlerin uyarilmas: veya baskilanmasi, Bcl-2 gibi hiicre yasam
faktorlerinin ifadesinin uyarilmas;, manganez bagimli slperoksit dismutaz ve p53
ekspresyonunun baskilanmasi ve CDK aktivasyonu sayilabilir.

Arastirmamiza konu olmasi nedeniyle 6zellikle Uzerinde durmak istedigimiz bir
mekanizma da Tat proteininin hiicre mikrotibtl polimerizasyonunu etkileyerek apoptozu
tetiklemesidir. Mikrotubdller tubulin polimerlerinden olusmus, hicresel morfoloji, hticre ici
organel yap1 ve yerlesimi, mitoz sirasinda kromozom géci, hiicre farklilasmast ve hiicre ici
transportta rol oynayan hicre iskelet yapilaridir. Bu denli ¢ok ve onemli islevleri olan
mikrotubll yapisinin bozulmasi, hiicrede apoptozu tetiklemektedir. Mikrottbll yapisim bozan
ganlar (MDA-microtubul damaging agents) etki mekanizmalarina gore iki gruba
ayriimaktadir: taxanlar gibi mikrotUbll stabilizasyon ajanlar1 ve vinca akoloidleri gibi
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mikrotubll depolarizasyon aanlari. MDA'lar  hicre i¢i  mikrotibil dinamiklerini
bozduklarindan programlanmis hiicre 6limine yol acarlar ve bu 0Ozellikleri nedeniyle de
cesitli kanserlerde tedavi amagli kullanim alanlar1 bulunmaktadir.

HIV Tat proteininin hiicre mikrottblllerine baglandig: ve stabilize edici MDA'lar
benzeri bir etki gostererek hiicre mikrotubll dinamigini bozdugu gosterilmistir. Ayrica
mikrotUbiillere baglandiktan sonra pro-apoptotik Bcl—2 aile Uyeleriyle dogrudan etkilestigi ve
intrinsik mitokondrial apoptoz yolagim uyardigi bulgulanmistir. Yine bir diger calisma Tat’1n,
bir mikrotubdl iliskili (asosiye) protein (MAP) olan ve mikrottbul dinamiklerinde diizenleyici
protein kabul edilen, mutasyonlarinin lisensefaliye yol actigi bilinen LIS1 fosfoproteini ile
hiicre icinde dogrudan etkilesebildigi bildirilmistir. TUm bu ¢alismalar HIV enfeksiyonunda
Ozellikle enfekte olmamis hlcrelerde gozlenen arthus hiicre 6luminin bir nedeninin de
ekstrasellller ortama salgilanan Tat proteini oldugunu ortaya koymaktadr.

HIV Tat immun hicrelerde apoptozu indUkleyebildigi gibi, baskilanmasinda da rol
oynadigi dustnilmektedir. Viral replikasyonun gergeklesebilmesi igin enfekte hicrenin
Ozellikle interferon uyarisinin tetikledigi apoptozdan kagabilmesi gerekmektedir. Bu asamada
da Tat’in bagisik yanmt sirecinde rol oynayan kimi genleri baskilayarak bunu sagladigi
dustinulmektedir. Ozellikle CIITA olan etkilesimi, hiicre ici miktarlarimin dengesi bu konuda
onemli rol oynamaktadir.

Yukarida HIV Tat'in bazi genlerin transkripsiyonel diizeyde baskilanmasindan
sorumlu oldugunu bahsetmistik. HIV Tat’in bu baskilayici etkisinin en detayli tammlandigi
gen MHC sinif | genidir. MHC sinif | geninin bazal ekspresyonu PIC de TAFL'in (eski adiyla
TAFI1250) bulunmasim gerektirmektedir. TAFL asetiltransferaz ve kinaz islevlerine sahip bir
molekildir. Kinaz islevinin substrati halen bilinmemekle beraber asetilaz 6zelligiyle histon ve
PIC de bulunan diger proteinlerin asetilasyonundan sorumlu oldugu distintlmektedir. HIV
Tat TAFl'e dogrudan baglanarak asetilaz Ozelligini baskiladigi ve MHC sinif | geninin
TAF1’ e bagimli bazal transkripsiyonunu engelledigi gosterilmistir. Buna ek olarak P-TEFb ile
etkileserek proviral elongasyonu tetikledigi bildirilmistir. Benzer Ozellikler gosterebilen,
TAFl'e baglanarak asetiltransferaz  Ozelligini  baskilayabilen, P-TEF ile etkileserek
elogasyonda rol oynayan ve PIC de bulunan proteinler ile Tat’a benzer sekilde iliski kuran
tek bir okaryotik gen bilinmektedir: TAF7 (eski adiyla TAFI155).

Okaryotik hiicrelerde transkripsiyonun baslamas icin GTF lerin promotore baglanmast
gerekmektedir. Promotére ilk baglanan genel transkripsiyon faktéri THID'dir. TFIID,
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TBP den (TATA binding protein) ve TAF lerden (TBP associated faktor) olusmaktadir. insan
genomundaki genlerin sadece %30'unun promotdrinde “TATA” kutusu bulunmaktadr.
“TATA” kutusu bulunmayan promotor bolgelerinde 6énemli baska bir sekans elementi olan
initiator (Inr) sekanst bulunur. TATA kutusu icermeyen fakat Inr dizisi bulunan promotdrlerin
cogunda ayrica DPE (downstream promoter element) elementi de bulunmaktadir. DPE
yaklasik olarak transkripsiyon baslama bolgesinden 30 bp asagida yer alir. TATA kutusu
bulunmayan promotorlerde TFTC'in (TBP free TAF containing complex) THIID’in yerini
aldig1 invitro kosullarda gosterilmistir. TBP olsun veya olmasin her promotdriin kendine has
bir TAF kompleksi olusturdugu, gene 6zgl olan bu kompleks olusumunun transkripsiyonun
0n kosulu oldugu bugiin bilinmektedir. Pek ¢ok farklit TAF lerden biri de TAF7’dir.

Literatirde TAF7 ile ilgili ¢cok az sayida yayin bulunmaktadir. Bir tarama yapildigi
takdirde icinde TAF7 gegen toplam 20 makale gikmaktadir (testis-spesifik TAF7L geni ile
karistirilmamali). Bunlarin cogu THID kompleksinin farkl: 6karyotlardaki yapisim ve diger
TAF ler ile olan iliskileri kapsayan calismalardir. 1kisi TAF7 promotorii ve ekspresyonu ile
ilgili olup protein fonksiyonu ile ilgili bilgi vermemektedir. TAF7 proteinin islevi ile ilgili
ancak 4 makale bulunmaktadir. Bunlardan biri TAF7’ nin, HIV Tat proteinine benzer sekilde
TAFL'i (TAFI1250'yi) bloke ettigini ve boylelikle transkripsiyon inisiyasyonunun bir kontrol
noktasinda gorev aldigim ileri sirmektedir. Tum transkripsiyon kompleksinin saglikli
olusmast sonrasinda TAF7, TAF1l Uzerindeki blokaji kaldirmakta ve transkripsiyonun
baslamasina izin vermektedir. Ayrica HIV Tat proteini gibi elongasyon faktorti P-TEFbD ile
etkileserek elongasyonu desteklemektedir. Ozetle TAF7, HIV Tat proteinine benzer sekilde
elongasyonu destekleme veya transkripsiyonu baskilayabilme 6zelliklerini barindirmaktadhr.
Ancak HIV Tat'in aksine programlanmis hicre oOluminde bir roli olup olmadig:
arastirilmamustir.

TAF7' nin apoptoz siirecinde bir rolu olabilecegine ait tek bir yayin bulunmaktadir.
2004 yilinda Fukuchi ve arkadaslari TAF7'nin poliamin transport aktivitesini diizenleyerek
poliamin analoglar: ile indiklenen apoptozda rol oynadigim ileri siren bir calisma
yayinladilar. Bu calisma kapsaminda poliamin transport aktivitesinde rol oynayan genleri
tanimlayabilmek amaciyla 6ncelikle MGBG (methylglyoxal bisguanylhydrazone) direngli
CHO hicreleri olusturulmustur. MGBG, bir poliamin transport inhibitérii ve hiicrelere
eklenmesi programlanmis hiicre oOlimune yol agmaktadir. MGBG direngli hiicrelerde

retroviral gen tuzag: (retroviral gene trap) metoduyla direncin olusumunu saglayan gen, bu
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calismada TAF7 olarak tammlanmstir. Yazarlar verilerini TAF7' nin poliamin transportunda
diizenleyici olarak rol aldig1 ve bu yolla indiklenen programlanmis hiicre 6luminde islevi
oldugu seklinde yorumlamiglarcdir. Ancak bu calismadaki verileri farkli yorumlamak
mumkindir ve TAF7 nin apoptozda roli olabilecegi hipotezini desteklemektedir. Kullarilan
yontem, hangi genin ekspresyon kaybinda MGBG'ye karst direng gelistigini saptamaya
yoneliktir. Sonug olarak da TAF7 ekspresyon kaybinda MGBG ile indiklenen apoptoza karsi
bir direng olusumu gozlenmistir. Eger TAF7 apoptoz yolaginda gorev aliyorsa, yoklugu bu
yolaktaki ardisik sinyal iletiminde bir duraklamaya yol agarak direng gelisimine neden
olacaktir. Diger bir ifadeyle gdzlenmis olan apoptoza karsi direng, TAF7 poliamin transport
yolunda rol oynadig: icin degil, genel olarak programlanmis hticre 6lumiinde bir fonksiyonu
varsa da gozlenehilir.

Apoptotik sirecte hiicre iskelet elemanlarinin énemli rol oynadiklari uzun zamandan
beri bilinmektedir. Ancak bu siirecte dzellikle aktin-miyosin filamanlarimin oynadiklar: rol
Uzerinde durulmus ve mikrotubdllerin dnemli bir rol oynamadiklar: kabul edilmistir. Bunun
baglica nedeni pek ¢ok hicre hattinda mikrotibtl yapilarinin apoptozun erken evrelerinde
parcalandiginin  bildirilmis olmasidir. Ancak son yillarda 6zellikle bazi epitelial ve
hematolojik hiicre hatlarinda yeni ve farkli bir organizasyona sahip mikrotubdallerin
apoptozun ge¢ evrelerinde tekrar olustuklar: bildirilmistir. Bu yeni olusan mikrotbdil
elemanlarinin mitotik ig yapilanmasindan, perisentrioler yapi ve molekullerinden (perisentrin,
y-tubulin, ninein gibi) bagimsiz olduklari ileri surtlmdstir. Bu yapilarin apoptozun geg
evrelerinde, hiicre ylizeyine apoptotik kargo transportunda ve hticre membran “ blebbing” inde
rol oynadiklar: diistiniilmektedir. Onceki ve tamamlanmakta olan projelerimizden elde etmis
oldugumuz veriler 1sinda olusturmus oldugumuz modelde: Apoptozun erken evrelerinde
gerceklesen nukleer zarf yikimindan sonra gekirdek iceriginin sitoplazmaya gegmesiyle,
TAF7, burada bulunan tubulin molekdlleriyle etkileserek tubulin polimerizasyonunun
tetiklenmesinde ve sentrioler yapidan bagimsiz yeni bir mikrottbil agimn olusumunda rol
oynamaktadr.

Kolaborasyonda bulundugumuz Singer Laboratuarinin elde ettigi veriler TAF7 ile
CIITA proteininin hicre iginde iliskide oldugunu, TAF7 CIITA transaktivasyonunun negatif
diizenleyicisi oldugunu gostermektedir (“TAF7 is a negative regulator of CIITA mediated
transcriptional activation” Devaiah N. Ballachanda, Anne Gegonne, Zeynep Sercan, Hanxin
Lu and Dinah S. Singer J Biol Chem. 2010 285(50):38772-80). Bu proje kapsaminda yapmis
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oldugumuz deneyler CIITA'In TAF7' nin apoptotik etkisini  baskilayabildigini (6nceki
calismalarimiz ve bu proje ile elde edilmis veriler) gostermistir Daha Omceki
calismalarimizda TAF7' nin programlanmis hiicre 6liminde rol oynayabilecgini dustndiren
bulgular elde ettik. Bu proje kapsaminda bu bulgularimizi dogruladik ve bunlara ek olarak
TAF7nin BCL-2, kaspaz2 gibi apoptotik proteinlerle dogrudan etkilestigini gosterdik.
Pijnappel ve ark. 2010 makalelerinde TAF7 nin hiicre dongusti konrol noktalarinda (GL/S,
G2/M) fosforillendigini gosterdiler. Proje kapsaminda site-directed mutagenez ile TAF7'nin
fosforilasyon mutantim olusturduk ve tetrasiklin regile sisteme stabil transfekte ettik. Mutant
formun hicre 8lumint indiklemede yabanil TAF7 kadar etkili olmadigint gosterdik. Bu
bulgular son 1-2 yila kadar bir genel transkripsiyon faktorti olan TFIID in yapisal bir
komponenti olarak kabul edilen TAF7'nin hiicre dongusiine bagli olarak bir regilasyona tabi
oldugunu; modifiye olup olmamasina bagli olarak farkli etkinlige sahip oldugunu
distndirmektedir.

Bunlara ek olarak TAF7 ekspresyonunun indikledigi apoptozun CIITA varliginda
baskilanabilecegini gosterdik. ClII TA mutantlarinin kullanildigi deneylerde bu etkinin oldukca
spesifik oldugunu gosterdik. Bu gbzlem bagisiklik sistemi icin énemlidir. T hicrelerinin
aktivasyonu igin antijenin, doku uyumluluk molekulleri tarafindan kendilerine sunulmasi
gerekmektedir. Ozellikle viral enfeksiyonlarda aktive olan interferon salgis CIITA
ekspresyonunu tetiklemekte; kendisi de bir transkripsiyonel trans-aktivator olan CIITA de
enfekte hicrenin siif 1 ve siif 1l doku uyumluluk (MHC) molekillerinin ifadesini
arttirmaktadir. Ozellikle simf 11 molekiillerinin ekspresyonu icin CIITA gereklidir. Bagisiklik
sisteminin bu énemli molekulinin, TAF7 ile olan etkilesiminin niteligi ve bu etkilesiminin
hiicre 6lumiine olan etkisinin agiga kavusturulmasi, immun sistem biyolojisi agisindan 6nem
kazanmaktadir. Bu yonde elde edilecek tim verilerin bagisik yanitin olusmasi, immun
hicrelerin gelisimi (pozitif ve negatif seleksiyon), HIV biyolojisi gibi cok genis alanlarda
etkisi olabilir. Ornegin bir virls ile enfekte bir hiicrede interferon tarafindan indiiklenecek
CHITA ekspresyonu sonucunda, CIHITA'iIn TAF7'yi baglayarak hlcrenin hemen apoptoza
girmesini Onledigi boylece gereken immiun yamta (MHC sinif | ve II’de antijen sunumu)

zaman kazandirdigi 6ne strulebilir.

Sonug olarak TAF7 nin HIV-Tat’la benzer sekilde yuksek diizeydeki ekspresyonunun
neden oldugu spontan hiicre 8luminin CITA varliginda baskilandigini destekleyen bulgular
elde edildi. TAF7’ nin gok siki reglle edilen dkaryotik bir gen olmasi, projemiz kapsaminda
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protein diizeyinde de regllasyonunun olabilecegini destekleyen bulgularin varligi nedeniyle
immunolojik slreclerde 0Ozellikle lenfositik klonal genisleme mekanizmalarinda rolu
olabilecegini dustinmekteyiz.
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EK1
KIMYASALLAR VE COZELTILER:

WESTERN BLOT COZELTILERI:

LiZiISTAMPONU (50 ml. igin):
1,25 ml 1 M Hepes (pH: 7,6) ¢ozdltisi
10 ml. 2M. KCI
625 pl 1M. MgCl,
10 pl 500 pM EDTA
5 ml. Gliserol
500 pl. %20 NP40 solliisyonu
500 pl 100 uM PMSF
50 pl IM. DTT
50 pl proteaz inhibitor kokteyli.
Hacim ddH20 ile 50 ml.’ ye tamamlanr.
Oda sicakliginda saklanr.

TBS:
10 mM Tris (pH: 8)
150 mM NaCl

TBST:
900,05 Tween 20 + TBS

4X YURUTME TAM PONU
18,17 gr Tris Bazi
4 ml %10'luk SDS

dH,0 ile hacim 100 ml.” ye tamamlanr.
pH’ 112 N HCl ile 8,8 e ayarlanr.
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4X YUK LEME TAMPONU (500 ml igin) :

0,05M Tris: 25 ml 1 M Tris Buffer (pH: 6.8) alinir.
%0,05 SDS: 20 ml %10’ luk SDS alinur.

Hacim cift distile su ile 500 ml.’ ye tamamlanr.
Oda sicakliginda saklanur.

STOK SDSPAGE ORNEK YUKLEME TAMPON COZELTILERI:

2X Gliserol (no R) Stogu:
2,5 ml. 4X Stacking Buffer
2,0 ml %10 SDS
0,25 mg Brom Fenol Blue boyasi
2,0 ml Gliserol
2,5 ml ddH,O
2X R (no Gliserol) Stogu:
2,5 ml. 4X Stacking Buffer
2,0 ml %10 SDS
0,25 mg Brom Fenol Blue boyasi
4,5 ml ddH,O

2X RIG Sogu:
2,5 ml. 4X Stacking Buffer
2,0 ml %10 SDS
0,25 mg Brom Fenol Blue boyasi
2,0 ml Gliserol
2,5 ml ddH,O

4X Gliserol (no R) Stogu:

5ml. 4X Stacking Buffer
0,25 mg Brom Fenol Blue boyasi
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4,0 ml ddH 20

4X R (no Gliserol) Sogu:
5ml. 4X Stacking Buffer
0,25 mg Brom Fenol Blue boyasi
4,0 ml ddH,O

4X R/G Sogu:
5ml. 4X Stacking Buffer
0,25 mg Brom Fenol Blue boyasi
4,0 ml ddH,O

Tim stok 6rnek tampon stoklar1 oda sicakliginda saklanr.

SDS PAGE ORNEK YUKLEME COZELTILERI:

Kullanmadan hemen dnce asagidaki soltisyonlar hazirlanr:

2X Gliserol (no R):

900 A Stok 2XG no R

100 A ddH0O
2X R (no Gliserol)

900 A Stok 2XR no G

100 A Beta Mercapto ethanol.
2X RIG:

900 A Stok 2XR no G

100 A Beta Mercapto ethanol.
4X Gliserol (noR):

800 A Stok 4XG no R

200 A ddH-O
4X R (no Gliserol):

800 A Stok 4XG no R
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200 A Beta Mercapto ethanol.
4X RIG:

800 1 Stok 4XR/G
200 A Beta Mercapto ethanol.

% 10' LUK AMONYUM PER SULFAT COZELTISI:

1 gr. Amonyumpersilfat tartilir.

Son hacmi 10 ml olacak kadar ¢ift distile suda ¢ozilur.
+ 4 °C’ de saklanr.

% 10’ luk SDS PAGE JELI :

5 ml % 30" luk Akrilamit bis sollisyonu

3,8 ml 4X Running Buffer

6 ml ¢ift distile su

224 pl % 10’ luk Amonyum per siilfat ¢ozeltisi
10 ul TEMED

% 5 lik YUKLEME JELI:
900 pl % 30’ luk Akrilamit bis sollisyonu
1332 pl 4X Running Buffer
3 ml ¢ift distilesu
84 pul % 10’ luk Amonyum per siilfat ¢ozeltisi
15 ul TEMED

TOWBIN TRANSFER TAM PONU:
25mM Tris: 3,03 g Tris

192 mM Glisin: 14,4 g Glisin
%20 Metanol (pH: 8,3)
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19 SDS
ddH,0 ilehacim 1 L." ye tamamlanr.
Oda sicakliginda saklanr.

TRANSFEK SIYON COZELTILERI:

2X HBS (pH:7,1 - 7,2 araliginda 4 farkl1 soltisyon hazirlanir.):
275 mM NaCl: 16 gr tartilir.
10 mM KCI : 0,74 gr tartilr.
1 mM Na;HPO .0,178 gr NapHPO,4.2H0 tartilir.
11 mM Glukoz/Dekstroz: 2,08 gr CsH1206. H20 tartilir.
42 mM Hepes: 10 gr tartilir.
Hacmi 1 It.” ye tamamlanr.
Oda sicakliginda saklanr.

ELUTIPMINI KOLON COZELTILERI::

L ow Salt Buffer:
0.2 M NaCl
20 mM Tris HCI
10 mM EDTA
pH:7.4'e ayarlanr.
Oda sicakliginda saklanr.

High Salt Buffer:
2.0 M NaCl
20 mM TrisHCI
1.0mM EDTA
pH:7.4'e ayarlanr.
Oda sicakliginda saklanr.

129



MIiNI PREP COZELTILERI::

ALS1: 50 mM glukoz, 25 mM Tris Cl (pH:8,0), 10 mM EDTA

ALS 2: 0,2 N NaOH, %1 SDS (Taze hazirlanr.)

ALS 3: 5M potasyum asetat (17,725 g tartilir). 11,5 ml asetik asit, 28,5 ml distile su.

ENDO FREE PLASMID MAXI| PREP COZELTILERI:

TAMPON P1(reslispansiyon tamponu):
50 mM Tris.Cl, pH: 8.0
10 mM EDTA
100 pg/ml RNaseA
2-4 °C de saklanr,

TAMPON P2 (Liziz tamponu):
200 mM NaOH
%1 SDS (w/v)
15 - 25° C'de saklanr.

TAMPON P3 (Notralizasyon tamponu):
3 M potasyum asetat pH: 5.5
15-25veya?2 -8 ° C'de saklanr.

TAMPON QBT (Equilibration tamponu):
750 mM NaCl
50 mM MOPS, pH: 7.0
%15 izopropanol (v/v)
%0.15 Triton X-100 (v/v)
15 — 25° C' de saklanr.

TAMPON QC (Yikama tamponu):
1.0 M NaCl
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50 mM MOPS, pH: 7.0
%15 izopropanol (v/v)
15 — 25° C' de saklanr.

TAMPON QN (Elution buffer):
1.6 M NaCl
50 mM MOPS, pH: 7.0
%15 izopropanol (v/v)
15 — 25° C' de saklanr.

TE (TRISEDTA) TAM PONU:
10 mM Tris.Cl pH:8.0
1mM EDTA
15 — 25° C' de saklanr.

5X TBE (TRISBORATE EDTA) TAM PONU:
54 gr. Tris bazi
27,5 gr Borik asit
20 ml 0,5M EDTA (pH 8.0)
10 Kat dilte edilerek agaroz jel elektroforezinde yuritme tamponu olarak kullanlir.

HIGH PURE RNA iZOLASYON KiTi SOLUSYONLARI:

Liziz/BAGLAMA TAMPONU :

4.5 M guanidine-HCI

50 mM Tris-HCI

%30 Triton X — 100 (w/v)
pH:6.8

Oda sicakliginda saklanr.

o » W DN P
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DNASE INK UBASYON TAMPONU:

1M NaCl

20 mM Tris-HCI
10 mM MnCl,
pH:7.0

Oda sicakliginda saklanr.

YIKAMA TAMPONU I:
5 M guanidine-HCI
20 mM Tris-HCI
pH:6.6

Oda sicakliginda saklanr.

YIKAMA TAMPONU I1:
20 mM NaCl
2mM Tris-HCl
pH:7.5

Oda sicakliginda saklanr.

ELUSYON TAMPONU

Nukleaz free, steril, cift distile su.

DIGER COZELTILER:

6X BROMOFENOL MAVISI SUKROZ COZELTISI: (Jel elektroforezi icin loading dye)

% 0,25 (w/v) Bromophenol blue: 6,25 mg bromophenol blue alinur.
% 40 (w/v) sucrose: 10 gr siikroz tartilir.

Hacim 25 ml.ye ddH,0 ile tamamlanir.

+4 °C’' de saklanr.
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100 uM PM SF:
0,174 gr. PMSF tartilir.
Hacmi ddH,0 ile 10 ml.’ ye tamamlanr.
-20 °C’ de saklanr,

1M DTT:
1,54 gr DTT tartilr.
Hacmi ddH20 ile 10 ml.’ ye tamamlanr.
+4 °C’ de saklanr.

2M KCI:
75,56 gr KCI
Hacmi ddH,0 ile 500 ml.’ ye tamamlanr.
Oda sicakliginda saklanur.

4 M NaCl:
116,88 gr NaCl
Hacmi ddH,0 ile 500 ml.’ ye tamamlanr.
Oda sicakliginda saklanr.

0,5M CaCly:
Hacmi ddH,0 ile 500 ml.’ ye tamamlanr.
Oda sicakliginda saklanr.
36,8 gr CaCl,

0,1 M CaCl,: (Competent Hicre yapmak icin kullanilir)

20 ml 0,5 M CaCl;, soltisyonundan alinur.
Hacmi ddH,0 ile 100 ml.’ ye tamamlanr.
Otoklavlanarak sterilize edilir.

Oda sicakliginda saklanr.
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RNAse - Free Su:

100 pl DPEC 100 ml suya eklenir.

Alt Ust ederek karistirilir.
12 Saat 37 °C’ de bekletilir.

10 Dakika 121 °C'de otaklavlanr.
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