FARKLILASMANIN MOLEKULER
BIYOLOJISI

Hucre farklilasma mekanizmalari



Promotor yapisi ve fonksiyonu

* Gen yapisina ilave olarak genlerin her iki
ucunda diizenleyici diziler vardir (bu diziler
genin icinde bile olabilir).

* Bu diziler promotorlar ve enhancerlerdir.

* Bunlar 6zel bir genin kopyalanacagi yeri ve
zamani kontrol etmek icin gereklidirler.



* £. colideki lac operonundaki gen indukleme

islemini ddsunlrseniz, represodr bir genin lac
operon genlerinin operator dizilerle etkilesim
icinde olan represor bir proteini olusturdugunu
hatirlayacaksiniz.

Bu durumda operator DNA kendi kromozomu
Uzerinde vyalniz komsu lac operonunu kontrol
ettigi icin bir cis-regllator elemandir.

Buna karsin represor protein bir trans
regulatordir, cinkd o bir kromozom tarafindan
olusturulabilir ve baska bir kromozomda cis-
regllator operatore baglanabilir.



MRNA kodlayan 6karyotik genlerde iki tip cis-regtlator
DNA dizisi kesfedilmistir. Bunlar hicrede transkribe
edilecek genleri etkiler.

Bunlar promotor ve enhancerlerdir.

Promotorlar tipik olarak transkripsiyonun basladigi
verde dizinin hemen basinda yerlesmistir ve bunlar
genellikle yuzlerce baz cifti uzunlugundadir.

Promotor bolge RNA polimeraz II'nin baglanmasi icin
gereklidir ve transkripsiyonun baslamasi icin uygun bir
durum olusur.

Okaryotik RNA polimerazlar etkin bir sekilde promotora
baglanabilmek icin ilave protein faktorlerine ihtiyac
duyarlar.



Enhancer bir DNA dizisidir.
Promotorun kullanimini aktive edebilir.

Ozel bir promotordan transkripsiyonun hizini ve etkinligini
kontrol eder.

Enhancerler yalniz cis’e bagh promotorlari aktive edebilir
(ayni kromozomdaki promotorlar), fakat onlar bunu buyuk
mesafelerde yapabilir (bazen promotordan 50 kilobaz kadar
uzak).

Ustelik, enhancerler genin 5’ tarafinda (upstream) olmak
zorunda degildirler.

Intronlarda, 3’ ucunda, ya da tamamlayici DNA ipliginin
Uzerinde bile olabilirler.

Promotorlar gibi, spesifik trans-regutlator proteinlerini
baglayarak gorev yapan enhancerlere transkripsiyon
faktorleri denir.



* Bir tip enhancer “negatif enhancer”dir. Ayrica
buna silencer da denir.

* Transkripsiyon faktorleri silencer’lara
baglandiklari zaman cis’e bagli
promotorlardaki transkripsiyonu baskilar.

* Bazi diziler baska transkripsiyon faktorlerinin
hiicrede bulunmasina bagli olarak, baz
hiicrelerde pozitif enhancerler, digerlerinde
negatif enhancerler olarak etki gdsterebilir.



Promotor Yapisi

* Nisbeten cok miktarlarda mRNA kopyalayan
genlerin promotorlari benzer yapidadir.

* Bunlar transkripsiyonun basladigl yerde
(upstream’de) yaklasik 30 baz ciftlik bir TATA
dizisine sahiptir (bazen TATA kutusu veya
Goldberg-Hogness kutusu da denilir),
upstream’in 6tesinde bir veya daha fazla
promotor elementinde oldugu gibi



Bir promotor bolgenin “fonksiyonel anatomisi” etkin
transkripsiyon icin gerekli olan bazlarinin belirlenmesiyle
analiz edilebilir.

Klonlanmis genler, kurbaga oositlerinin veya fibroblastlarin
nukleuslariicine yerlestirildikleri zaman, veya nikleotidler
ve nukleer ekstratin varliginda RNA polimerazla inktube
edildiklerinde dogru bir sekilde transkribe edilebilirler.

Bir genin transkripsiyonu teyit edildigi zaman, arastirici,
gende veya onun cevresindeki bolgelerde spesifik delesyon
yapmak icin kesim (restriksiyon) enzimleri kullanir.

Boyle modifiye bir genin dogru bir sekilde transkribe edilip
edilmedigi gorilebilir.

B-globin geni lUzerinde boyle calismalar, cap boélgesinin
oncesindeki ilk 109 baz ciftinin, RNA polimerazla -globin
gen transkripsiyonunun dogru baslamasi icin yeterli
oldugunu gostermistir.



Myers ve arkadagslari (1986) bu analizi fare -globin geninin
transkripsiyonunun basladigi 106 baz ciftlik upstreamden,
birinci ekzonun ilk 475 baz ciftine kadar olan bdlgesini
klonlayarak daha ayrintili olarak yapmislardir.

Bu klonlar, in vitro mutageneze tabi tutulmuslardir (spesifik
mutasyonlar klonlanmis genin icine yerlestirilebilir).

Bu yolla, globin geninin promotor boélgesinde 130 farkli tek-
baz degisimi yapilmistir.

Bu klonlanmis genler tim dokularda normal olarak
eksprese edilen bir gendeki bir enhanceri iceren
plazmidlere yerlestirilmistir. Sonra rekombinant plazmidler,
normalde globin Uretmeyen kultlar hicrelerine
transfeksiyonla sokulmuslardir.

Hicreler klondaki kesilmis (eksik) globin mesajini transkribe
edebilecek mi?



Bircok durumda 5’ yanindaki bolgedeki bir baz
degisimi, globin gen transkripsiyonunu
etkilememistir.

Fakat mutasyonlarda, transkripsiyonu kesin
olarak azaltan Uc nukleotid grubu vardir.

Bir grup, TATA kutusundadir,

digeri promotor elementinin upstream’inde
CAAT bodlgesindedir ve

Ucuncusu cap bdlgesinden yaklasik 95-87 baz
cifti upstreamde yer alan CACCC bdlgesindedir.



CAAT ve TATA kutularinin cok sayida okaryot
promotorunda kritik elementler oldugu bulunmustur,

fakat CACCC dizisi birkag turdeki 3-globin gen
promotorlari disinda nadiren gorulmustur.

Insanlarda bu dizinin kritik oldugu aciktir.

Bu dizide dogal olarak olusan bir mutasyon, 3-globin gen
transkripsiyonunun total kaybina sebep olur ve bu dizi,
eritroside 6zgu bir transkripsiyon faktoru tarafindan
taninabilir.

-78 ve -79 pozisyonundaki iki mutasyon, transkripsiyonu
normal seviyesinin Uc katina cikarmistir.

Bu degisikliklerin, trans-dizenleyici proteinlerle
promotorun interaksiyonunu kolaylastirdigi
distnulmustur.



Promotor Fonksiyonu

Promotorlar, sadece RNA polimeraz baglama fonksiyonu
yapmaz, ayrica bu gendeki transkripsiyonun yerini ve
zamanini da tayin eder.

Promotorun bu fonksiyonu, bazi transgenik hayvanlarda
canli olarak gosterilebilmistir.

Belirli bir genin normal promotoru yerine bir baska genin
promotoru yerlestirilerek yeni bir gen yapilmistir ve bu
birlesik gen bir memeli zigotunun pronukleusuna
verlestirilmistir.

Palmiter ve ark. (1982), rat bliyime hormonu genini izole
etmisler ve onun 5’ promotor boélgesini cikarmislardir.

Bu bosluga, serum cinko seviyelerini dizenlemede ise
karisan kucuk bir proteini Greten bir baska genin
(Mt-1 :Mouse metallothionein 1) promotor dizisini
verlestirmislerdir.



* Mt-1 geni, cinko veya kadmiyum gibi agir
metallerin varhigiyla uyarilabilir, ve bu
uyarimdan sorumlu diziler bu genin
promotorundadir.

e Rat buyime hormonu genine (rGH) bu
metallothionein promotor bolgesi
birlestirilerek, metallothionein promotorunun
kontrolu altina yerlestirilmistir.

 Bu durumda, rat biyime hormonu mesaji,
Mt-1’in promotoru cinko veya kadmiyumun
varliginda aktive edildigi zaman yapilabilmistir.



Bu birlesik geni iceren bir plazmid, bakterilerde gelistirilmistir, Mt-
1/rGH parcasi izole edilmis ve bu parcanin yaklasik 600 kopyasi yeni
dollenmis fare yumurtasinin pronukleusuna enjekte edilmistir.

DNA hibridizasyonu bu yeni dogan farelerin cogunun
kromozomlarina rat baylime hormon geninin ¢ok sayida kopyasinin
birlesmis oldugunu géstermistir.

Bu transgenik fareler sonra ¢inko bakimindan zengin bir diyetle
beslenmistir.

Cinko, bu farelerin karacigerinde cok miktarda rat biyime hormonu
salgilanmasini uyarmistir

(Karaciger genellikle bu proteinin-metallothionein- yapildigi yerdir,
bliylime hormonu ise hipofiz bezinden salgilanir).

Salgilanan bliytme hormonunun miktari bu farenin buyuakliguayle
iliskilidir.

Transgenik fare onunla beraber dogan normal kardeslerinden %80
kadar daha buyuk olur.

Metallothionein promotoru, bu transgenik faredeki bliyime
hormonunun sentezini dizenlemistir.



* Bu strateji simdi peptit hormonlar, a,antitripsin
(emphysema=emboli sisligi olan hastalar icin
kullanilan) ve kan pihtilasma faktorleri gibi
protein Urunlerini cok miktarda tretmek icin
farmasotik sirketleri tarafindan kullanilmaktadir.

* |nekler, koyunlar ve kecilerdeki pronukleuslara
kazein, lactalbumin, veya [3-lactoglobulin (g
temel sut proteini) genlerinin promotorlariyla
birlestirilen, istenen proteinin gen dizisini iceren
rekombinant DNA enjekte edilmistir.

e SiUt veren inekler sut proteinlerini cok miktarda
sentezlemistir, ve bu Urldnlerin cogu yeni mesajin
transkripsiyonunu duzenlemistir.




Hayvan, (prolaktin hormonuna cevap olarak) kazein
veya lactalbumin genlerini transkribe ettigi zaman, bu
terapotik proteinlerin genlerinin transkribe edilecegine
ve sentezlenebilecegine dair umut dogmustur.

Ornegin, bir durumda, a,,antitripsin igin bir insan geni
bir 3-lactoglobulin promotoruyla birlestirilmis ve bir
koyun zigotunun pronukleusuna enjekte edilmistir.

Bu koyun embriyolarinin biri, stGtln litresi basina 35
gram insan o, antitripsin proteiniiceren bir disiye
gelismistir.

Yani promotorlar, gelisim sirasinda hangi genin hangi

hiicrede transkribe edileceginin tayin edilmesinde bir
rol oynar.



Transgenik koyunda promotor fonksiyonu. o, antitripsin
veya pihtilasma faktori peptitleri gibi farmasotik olarak
onemli proteinlerin yapisal geni, koyun situ [3-
lactalbumin (veya kazein)’in promotoruna baglanmistir.
Bu rekombinant gen, yeni doéllenmis koyun

yumurtasinin pronukleusuna enjekte edilmis ve
yumurta, anne koyunun uterusuna yerlestirilmistir.

Yeni dogan kuzu trans-genin bulunup bulunmadigini
anlamak icin PCR ve Southern blotting ile incelenmistir.

Disi transgenik koyun olgunlastigi zaman, trans gen st
bezinde aktive edilir ve protein site salgilanir. Bu
protein sonra, sltten izole edilebilir.



