FARKLILASMANIN MOLEKULER
BIYOLOJISI

Hucre farklilasma mekanizmalari



RNA Polimeraz ve Promotordaki Trans-Duizenleyici
Faktorler

Transkripsiyon icin, RNA polimeraz ile promotor DNA’sinin
interaksiyonu gereklidir.

Okaryotik hiicrelerde, 3 farkli tipte RNA polimeraz vardir;
herbiri 6zel fonksiyonlara ve 6zelliklere sahiptir.

RNA polimeraz | nikleusun nikleolar bélgesinde bulunur
ve buylk ribozomal RNA’larin transkripsiyonundan
sorumludur;

RNA polimeraz Il mRNA onculerini kopyalar;

RNA polimeraz lll transfer RNA, 5S ribozomal RNA ve diger
kiicik DNA dizileri gibi kicik RNA’lar transkribe eder.

Okaryotik RNA polimerazlarin hicbiri DNA’ya etkili bir
sekilde baglanamaz. Bunun yerine, DNA’ya ilk olarak
baglanan “DNA-baglayici protein aileleri” vardir ve bir kez
baglaninca RNA sentezini baslatmak icin RNA polimerazla
interaksiyona girerler.



TATA Elementi ve RNA Polimeraz Il

Transkripsiyonun klasik diyagrami gosterir ki; DNA, RNA
polimeraz ve ribonukleozid trifosfatlarin varliginda RNA
molekullerine transkribe edilir.

Fakat bu basit sema

(1) RNA'nin dogru yerde start almasini ve

(2) belirli bir genin transkripsiyonunun, sadece belirli
hiicre tiplerinde ve belirli zamanlarda gerceklesmesi
gibi zorluklarin sebebini aciklamaz.

RNA polimerazi sadece belirli genlerin promotorlarina
baglayabilen faktorler olmalidir.

Burada biz RNA polimerazi promotor bdlgesine
verlestiren bu proteinleri ve DNA dizilerini tartisacagiz.



MRNA’larin transkripsiyonundan sorumlu enzim
RNA polimeraz II'dir.

Buna karsin, in vitro klonlanmis genlerin dogru
transkripsiyonu, eger genler saflastiriimis RNA
polimeraz Il ve nukleozid trifosfatlarla inktube
edilirse gerceklesmeyecektir.

Transkripsiyonu baslatmak icin ntkleer ekstraktlar
eklenmelidir.

Transkripsiyonun baslamasini saglayan bu
faktorler nelerdir?

RNA polimeraz Il ile uygun transkripsiyonun
baslamasi icin en az 6 nukleer proteinin gerekli
oldugu gosterilmistir



TFIID ve TFIIA

TF transkripsiyon faktértunun kisaltmasidir;
Il RNA polimeraz Il igin gerekli oldugu bulunan ilk faktérdur;

harfler ise fosfosellilaz kolonlardaki aktiviteye sahip
fraksiyonlari gosterir.

MRNA transkripyonunun ilk basamaginda, TFIID kompleksi
TATA kutusuna baglanir.

Bu “DNaz protection” denemeleriyle gosterilmistir; bu
denemede, TFIID klonlanmis genlere ilave edilmistir ve DNA
sonra DNaz ile parcalanmistir. DNA'yi parcalanmaktan
“kurtaran” tek yol TFIID’nin DNA'ya baglanmasidir, bu
sayede DNaz’in ona ulasmasi engellenir.

Bu deneme ile arastiricilar, TFIID’nin 6zellikle genlerin TATA
bolgesine baglandigini gbstermislerdir.



TFIID multimerik bir proteindir,

bunun komponentlerinden biri (TATA baglayici protein,
TBP) dogrudan TATA dizisinin mindr oluguna baglanir.

TFIID kompleksi bir ka¢ aktiviteye sahiptir;

(1) birincisi TATA dizisine baglanmasi ve transkripsiyonal
kompleks icin temel olarak is gormesidir.

(2) TFIID’nin diger roll, promotor bolgesindeki
nukleozomlarin stabilizasyonunu engellemektir.

Promotor-iceren DNA nikleozom icine dahil oldugu zaman,
bu genler, TFIID, RNA polimeraz Il ve diger faktorler daha
sonra ilave edildigi zaman, transkribe olamazlar.

Bununla beraber, nikleozom olusumu sirasinda veya daha
once genlere TFIID ilave edildigi zaman, olusan kromatin
transkripsiyonel olarak aktiftir.

Nikleozom olusumunu bloke etmede, TFIID’nin Histon H,'e
antagonistik olarak etki ettigi aciktir.



Histon H, nukleozomlari stabilize eder ve baglandigi
bolgedeki transkripsiyonu engeller.

H,'in ilavesi TFIID'nin TATA bdlgesini bulmasini engeller
ve transkripsiyonu onler;

buna karsin, dnce TFIID ilave edilirse bu inhibisyonun
Ustesinden gelinir.

TFIID’nin baglanmasi transkripsiyon faktora TFIIA
tarafindan kolaylastirilir ve stabilize edilir.

Bircok transkripsiyon faktoru, TFIID’leri biraraya
getirerek ve TFIID transkripsiyon kompleksinin diger
uyelerine baglanabildigi icin onu “aktive ederek”
transkripsiyon fonksiyonunu aktive eder.

Yani, belirli bir genin transkribe olup olmayacaginin
karari genellikle inhibitor faktorlere (histonlarda oldugu
gibi) ve TFIID ile TFIIA arasindaki dengeye bagldir.



TFIIB ve RNA Polimeraz Il

TFIID/TFIIA kompleksi RNA polimeraz Il ile
dogrudan stabil bir kompleks olusturamaz.

Bunun yerine, TFIID TFIIB faktortne baglanir.

TFIIB’nin TFIID’ye baglanmasi cok sayidaki genin
transkripsiyonunda anahtar olan hiz-sinirlayici
basamak oldugu aciktir.

Bu hiz, “promotor- ve enhancer-baglayici
transkripsiyon faktorleri”nin yakinliklariyla
dramatik olarak arttirilabilir.

Bu transkripsiyon faktorleri diziye 6zgudur ve
hangi genin transkribe edilecegini duzenleyebilir.




* Bu transkripsiyon faktorlerinin aktivator
bolgesi dogrudan TFIIB’ye baglanir ve onun
TFIID ile biraraya gelmesini kolaylastirir.

* TFIIB bir kez yerlesince RNA polimeraz Il ona
baglanabilir.

* RNA polimerazin buyuk bir kismi, TFIIB ile
interaksiyonu sonucu yerini bulabilir, fakat
RNA polimeraz II'nin buyuk altinitesinin
karboksi terminal kuyrugu dogrudan TFIID ile
temas eder. Boylece, RNA polimeraz Il
promotorda yerini alir.



TFILE/ Fve TFII H

TFIIB’ye baglanmadan 6nce veya baglanma sirasinda
RNA polimeraz Il, TFIl F ve TFII E ile iliski kurar.

TFIIF DNA heliksini cozmek icin gerekli olan enzimatik
aktiviteye sahiptir.

TFIIE DNA’ya bagl bir ATPaz’dir ve muhtemelen
transkripsiyon icin enerji olusturmak adina gereklidir.

Fakat RNA polimerazin TATA kutusu uzerindeki bu
komplekse bagli kalip kalmamasi neye yarar?

Transkripsiyonun gerceklesmesi icin, RNA polimeraz
promotor bolgesinden ayrilmalidir. Bu serbest birakma
aktivitesinin TFIl H’'nin fonksiyonu oldugu aciktir.




TFII H

RNA polimeraz, karboksi terminal bolgesi ile (CTD) TFIl D’ye
sikica baglanmistir.

Buna karsin TFIID, CTD’nin sadece fosforlanmamis formunu
baglayacaktir.

Memelilerde CTD, 7 aminasitten olusan bir dizinin
(YSPTSPS) 52 tekrarini icerir.

Baslama kompleksi olustugu zaman, tamamlanmis
kompleks, TFIl H'nin serin/treonin protein kinaz aktivitesini
uyarir.

TFIl H sonra 52 tekrarin herbirini fosforile eder.

TFIl D yogun olarak fosforlanmis bu bolgeye baglanamaz ve
RNA polimerazi serbest birakir.

Birinci fosfodiester bagi CTD’nin fosforilasyonu olmaksizin
yapilabilirken, bu fosforilasyonun mRNA'nin sonraki
transkripsiyonu icin temel oldugu aciktir.



Aktif okaryotik baslama kompleksinin olusumu

Transkripsiyon faktorleri ve RNA polimeraz Il ile TATA box
Uzerinde olusan kompleksler

A) TFIID kompleksi, TATA kutusuna TBP altlnitesi araciligi ile
baglanir.

B) TFIID, TFIIA tarafindan sabitlenir.

C) TFIIE ve TFIIF RNA polimeraz Il ile baglanirken, TFIIB ve TFIIH
TATA kutusu Uzerindeki komplekse baglanur.

D) RNA polimeraz, TFIIB tzerine yerlesir, ve onun karboksi
terminal bolgesi (CTD), TFIID tarafindan baglanir.

E) CTD, TFlIIH tarafindan fosforile edilir ve TFIID tarafindan

serbest birakilir RNA polimeraz Il artik, genden mRNA
tercime etmeye hazirdir.



TAF’ler ve Bazal Transkripsiyonun Aktivasyonu

TFIl D multimerik bir proteindir, onun altlnitesinden sadece
biri gercekten TATA dizisine baglanur.

Diger altlnitelerin bazisina TATA baglayici proteinle-birlesen

faktorler (TAF’ler: TATA-binding protein-Associated Factors) adi
verilir.

Insan ve Drosophila’ nin TFIID’lerinden TAF’ lerin saflastiriimas
gostermistir ki; onlar benzer protein setinden olusmustur.

Bu TAF’lerin iki fonksiyonda is gordugu dusunulmaustar:
1-Bunlar TFIl D’nin promotorde kalip kalmayacagini
belirleyebilir,

2-Bunlar enhancer-baglayici proteinleri, protein-protein
interaksiyonu ile transkripsiyon kompleksine baglayan
koaktivatorler olarak fonksiyon yapabilir.



Transkripsiyonu aktive etmek icin farkl transkripsiyon
faktorleri ile etkilesime giren farkh TAF ler

(A) TBP ve bir TAF'nin minimal kompleksi transkripsiyonu aktive
etmed basarisiz. (Spl ve NTF, TBP ile birlesemez)

(B) p150 ve p60 TAF'nin ilavesi NTF ile transkripsiyonel
aktivasyona izin verir, fakat Sp1 ile vermez.

(C) p110 ve p 150 TAF'nin ilavesi hem NTF hem de Sp1 ile
aktivasyonu saglar.

(D) Holo-TFIID ¢ok sayida faktorle aktivasyonu destekler ve diger
aktivasyon proteinlerinin transkripsiyonel komplekse
ulasmasini saglar.



TATA baglayici proteinin, promotor tzerinde kalip
kalmayacagi bir gen icin cok dnemlidir.

Eger o ayrilmazsa, gen transkribe olmayacaktir.

250 ve 150 kD TAF’lerin TBP’nin TATA kutusuna bagli kalip
kalmayacagini belirlemede kritik oldugu gosterilmistir.

Bu TAF'ler promotorun upstream elemanlarini tanir, eger
varsa promotordaki TBP’yi stabilize veya destabilize eder.

Bu, bazi promotorlarin transkribe edilmek icin intrinzik
olarak daha “zor” oldugu ve bazi faktorlerin bu
promotorlari transkribe edilebilir yapmak icin mevcut
olmak zorunda olabilecegi anlamina gelir.

Daha sonra gorecegimiz gibi bazi promotorlar (insan
interferon-f icin oldugu gibi) ancak onlarin kivrilmasi,
onlarin bukulmesiyle yerlestirilmesi ve frajil transkripsiyon
kompleksinin kuvvetlendirilmesi gibi cok blylk cabalardan
sonra transkribe edilirler.



TBP’ nin farkh TAF’lerle birligi, transkripsiyon kompleksinin
enhancer ve promotor bolgelerinin upstream’indeki bagl
proteinler tarafindan aktive edilmesini saglar.

Ustelik, farkli TAFler farkli trans faktorler ile birlikte
harekete gecebilir.

Ornegin, en yaygin transkripsiyon faktdrlerinden biri Sp1’dir.

Bu non-TAF proteini, promotora veya enhancerin GGGCGG
dizisine karboksil ucuyla baglanir, fakat transkripsiyonal
aktiviteyi amino terminali ile diizenler.

Bu faktor muhtemelen tim htcrelerde bulunur ve bu
yuzden, differansiyel gen ekspresyonunu dizenleyemez.

Bununla beraber, bunun belirli hicrelerde belirli genlerin
differansiyel  transkripsiyonuyla sonuclanan yollarda
promotor bdlge ve enhancer bodlge arasindaki
interaksiyonlarla ilgili oldugu aciktir.

Sp1, transkripsiyon kompleksinin aktivasyonu icin
110kD’luk TAF'ye baglanmaya gereksinim duyar.



Boylece, bu TAF, Spl ve TBP arasinda kopri kurar, DNA'da
bir ilmek olusturur.

TAF’ler DNA'nin ilmeklenmesini yapabilecektir. Yani;
enhancer’deki Sp1 elemanlari, promotordeki TFIID
proteini ile birlesebilecektir.

Bicoid transkripsiyon faktort 110kD ve 60kD’luk TAF'lere
baglanir ve bu TAF’lerin herhangi birindeki mutasyonlar
Drosophila embriyolarinda Bicoid’e-bagli transkripsiyonu
azaltir.

Benzer olarak, Drosophila NTF1 transkripsiyon faktoru
hem 60kD hem de 150kD’luk TAF’lere baglanir ve
insanlarda, dstrojen reseptoruyle transkripsiyonal
aktivasyon onun 30kD’luk bir TAF'ye baglanmasiyla
gerceklestirilir.



