FARKLILASMANIN MOLEKULER
BIYOLOJISI

Hucre farklilasma mekanizmalari



Transkripsiyon Faktorleri
Promotorlarin ve enhancerlerin trans-duzenleyicileri

* Transkripsiyon faktorleri enhancer ve promotor
bolgelerine baglanan proteinlerdir ve transkripsiyonun

gerceklestigi herhangibir hicrede sadece klctk bir grup
promotorla etkilesir.

* Bircok transkripsiyon faktorleri spesifik DNA dizilerine
baglanabilir, ve bu trans dizenleyici proteinler yapisal
benzerlikleri bakimindan aileler seklinde gruplandirilirlar.

* Boyle bir aile icinde, proteinler kendi DNA baglama
bolgelerinde genel bir iskelet yapisini paylasirlar, ve
baglanma yerindeki amino asitlerdeki hafif farkliliklar
onun baglandigi DNA'nin dizisini degistirebilir.



Transkripsiyon Faktorleri

Bu diziye-6zgli DNA-baglama bolgelerine sahip olmalarina ilaveten,
transkripsiyon faktorleri genin promotoruna veya enhancerine
baglanarak bu genin transkripsiyonunu aktive etmede ise karisan bir
bolge icerir.

Genellikle bu trans-aktive edici bolge transkripsiyon faktorintn
RNA polimeraz baglamayla ilgili proteinlerle interaksiyonunu saglar.

Bu interaksiyon genellikle onun transkripsiyonal kompleksi insa
etme etkinligini ve RNA polimeraz II'yi baglama etkinligini arttirir.

Transkripsiyon faktorlerinin birkac ailesi vardir, ve simdi baslica
tiplerinden bazilarini burada tartisacagiz.



Transkripsiyon Faktorleri

Homeodomain Proteinler

Trans-dlzenleyici faktorlerin en onemli ailelerinden biri
homeodomain proteinler grubudur.

Bu proteinler hayvanlar aleminde anterior-posterior
vucut ekseninin belirlenmesinde onemlidir.

Homeodomain bir heliks-ilmek-heliks seklinde
dizenlenmis 60 amino asitten olusur, tGctnci heliks
DNA’'nin major oluguna uzanarak onu tanir.

Homeodomainin amino terminal kismindaki amino
asitler de minor oluktaki bazlarla temas eder.



Homeodomain Proteinler

Bu homeodomain ilk kez Drosophila’da segment
kimligini tayin eden proteinlerde gérilmustuir.

Bu proteinlerin mutasyonlari bir vicut segmentinin
digerine transforme olmasina sebep olur (homeosis
olarak bilinen bir transformasyon).

Drosophila melanogaster’in homeodomain
proteinlerinin birkaci klonlanmis, dizi analizi yapiimis,
ve transkripsiyonu dizenleme yetenekleri bakimindan
test edilmistir.

Tabloda dokuz tane homeodomain iceren Drosophila
proteini ve onlari taniyan DNA dizileri gosterilmistir.



Homeodomain Proteinler

Homeodomain iceren proteinler tarafindan spesifik
promotorlarin taninmasinin Drosophila’nin gelisimi icin
hayati oldugu gosterilmistir.

Ornegin, Bicoid protein, hunchback  geni Uzerindeki
promotora baglanan bir homeodomain transkripsiyon
faktoraddar.

Bu baglanma hunchback geninin transkripsiyonunu aktive
eder, olusan hunchback proteini de bir transkripsiyon
faktorudur, ve bu da Drosophila’nin basi ve toraksinin icgin
olusumu icin gerekli genlerin enhancerlerine baglanir.

DNA baglama yerinin amino asit kompozisyonundaki klctk
degisiklikler protein tarafindan taninan DNA dizisini
degistirebilir.

Treisman ve ark. (1989) homeodomaindeki tek bir amino
asiti  degistirerek bu promotoru aktive edebilecek
promotorlari degistirebileceklerini bulmuslardir.



POU Transkripsiyon Faktorleri

Bazi transkripsiyon faktorleri hem bir homeodomain hem
de ikinci bir DNA-baglama bolgesine sahiptirler (Sekil 10-
15).

Bazi durumlarda, homeodomaine karsilik gelen bu bdlge ve
ikinci DNA-baglama bolgesine POU domaini adi verilir.

Ik bilgiler, bdyle bdlgelere sahip oldugu ilk kez gérillen dort
proteinden alinmistir:

Pit-1 (GHF1 de denir), buyime hormonu, prolaktin ve diger
hipofiz proteinlerini kodlayan genleri aktive eden hipofize-
Ozgu bir faktor;

Octl, octa box adi verilen belirli bir sekiz baz ciftlik diziyi
taniyan genel (her yerde bulunan) bir protein; ve

Oct2, octa box’i taniyan ve immunoglobulin genlerini aktive
eden B-hicresine-6zgl bir protein; ve

UNC-86, noral hiicre kaderinin belirlenmesiyle ilgili bir
nematod gen urdndu.



POU Transkripsiyon Faktorleri

Pit-1'in homeodomaini ATATTCAT dizisini
tanirken,

Oct-2'nin homeodomaini benzer ATTTGCAT
dizisini tanir.

Eger Pit-1 tarafindan taninan DNA elemaninin iki
veri(bazi) degistirilirse, o bir Oct-baglama vyeri
olur ve B lenfositlerinde prolaktin geni eksprese
edilir.

Boylece, bir POU proteini tarafindan taninan
enhancerdeki iki baz degisikligi hipofize 6zgu
transkripsiyonu lenfosite 6zgul transkripsiyona
donusturdar.



POU Transkripsiyon Faktorleri

Pit-1 proteini sadece hipofiz hiicrelerinde bulunur.

Bliylime hormonu genleri (hipofizde aktif olan) klonlanip,
hipofiz olmayan hicrelerin nikleer ekstraktina
verlestirildigi zaman, bu genler transkribe edilmezler,
halbuki eger blylime hormonu genleri 6n hipofiz
hicrelerinin nukleer ekstraktlarina yerlestirilseydi
transkripsiyon gerceklesecekti.

Ustelik, nonhipofiz niikleer ekstrakta Pit-1’in ilavesi biiyiime
hormonu geninin transkripsiyonunu saglayacaktir.

Sonra, 6n hipofizdeki buylime hormonu geninin spesifik
ekspresyonunun dokuya 6zgu bir trans-dizenleyici protein
tarafindan dizenlendigi aciktir.

Bunun tersine, diger genler (globinler gibi) Pit-1 baglama
dizisinin yanina klonlanmis ve transgenik fare yapmak icin
kullaniimistir, bu genler hipofize 6zgl transkripsiyon
gosterir.



POU Transkripsiyon Faktorleri

* Pit-1 enhancer baglayici protein gelisme
sirasinda kendi kendine duzenlenir.

* Fare Pit-1 geninin transkripsiyonu 6n hipofizin
parcasi (anlage) olan Rathke’nin kesesinin
histolojik gorinumunu izleyen bir gun icinde
belirlenebilir, fakat bu mMRNA'nin proteine
translasyonu sonraki 2-3 gun icinde
gerceklesmez.

* BlUyime hormonu mRNA’sI ilk kez Pitl geni
tercume edildigi zaman belirlenir.



POU Transkripsiyon Faktorleri

llginc olarak 6n hipofiz hiicrelerinin iki tipinde, kortikotropin
(adrenokortikotropik hormon veya ACTH olarak da bilinir)
sentezleyen kortikotroflar ve gonadotropinleri sentezleyen
gonadotroflarda Pitl mRNA’si yapilir fakat tercime edilmeden kalir.

Sadece somatotrof (bliyuime hormonu lreten) , laktotrof (prolaktin
ureten) ve tirotrof (tiroid uyarici hormon sentezleyen) hipofiz
hiicrelerinde Pit1 mesaji DNA-baglayici nukleer proteine tercime
edilir.

Pitl enhancer baglayici protein sadece bu hucrelerin farklilasmis
drunlerinin transkripsiyonuna aracilik etmez ayrica Rathke’nin
kesesindeki on hipofiz hlicrelerinin olusumu icin de gereklidir.

Farelerdeki iki dwarf (kictk) mutasyona Pitl proteinindeki bir
mutasyon sebep olur.

Bu fareler on hipofizin tirotrof, laktotrof ve somatotrof
hicrelerinden yoksundur.



Prolaktin Gen Ekspresyonunun Diuzenlenmesinde
Combinatorial interaksivonlar ve ilmekleme

Prolaktin geni Gzerinde Pitl proteininin aktivitesi transkripsiyon faktorlerinin genel
ozelliklerini gosterir.

Birincisi, prolaktin geninin enhanceri interaksiyonlari transkripsiyonu dlizenleyen
birkac farkli faktore baglanir.

Prolaktin geni sit Gretimini uyaran hipofiz hormonunu (prolaktin) yapmak icin
hamilelik sirasinda aktive edilir; bu gen Pitl ve dstrojenin kombinasyonuyla
maksimal olarak uyarilir.

Bu kombinasyon prolaktin sentezinin yerini (hipofiz bezi) ve zamanini (hamilelik ve
ondan sonra kisa stire) dizenler.

Bu sinerjizmin genin enhancer bolgesinde oldugunu gosterilmistir.

Pitl proteini enhancerin bir bolgesine baglanirken 6strojen enhancerin bir baska
bolgesine kendi reseptor proteini araciligi ile baglanir.

Bu faktorler birlikte bulundugu zaman, transkripsiyon her ikisi ayri ayri ilave edildigi
zamandan daha buayuktur.

Ustelik tirotroflarda prolaktin genini kapatmak icin gerekli olan enhancerin
yaninda bulunan silencer bolgeleri olarak ortaya c¢ikarlar (diger yandan prolaktin
geni aktive edilir).

Boylece Pitl hedef genlerini diizenlemek icin diger transkripsiyon faktorleriyle
birlikte ¢ahsir.



Prolaktin Gen Ekspresyonunun Diizenlenmesinde Combinatorial
Interaksiyonlar ve iImekleme

Ikincisi, prolaktin geninin enhanceri ve promotoru arasinda
sinerjizm vardir.

Prolaktin geninin enhanceri kendi promotorunu uyaracagi kadar
etkili bir sekilde yanindaki baska genin promotorunu
uyarmayacaktir.

Promotor ve enhancer arasindaki bu sinerjizme enhancer ve
promotor bolgeleri arasindaki DNA ilmeklenmesinin sebep oldugu
aciktir.

Rat prolaktin geninde, enhancer onun promotorundan 1300 baz
cifti upstreaminde yerlesmistir.

Protein-protein interaksiyonuyla biraraya getirilen birlesik DNA'nin
bir deneyde kullanilmasiyla, gosterilmistir ki promotor ve enhancer
bolgeler sadece Pit-1 ve 6strojenin her ikisi de bulundugu zaman
biraraya getirilir.

Enhancer Uzerindeki hormon-bagli 6strojen reseptoriiniin enhancer
ve promotor bodlgeler arasindaki interaksiyonlari stabilize ettigi
aciktir, boylece promotorun transkripsiyon aparatiyla enhancer-
bagli proteinler (Pit-1 ve 6strojen reseptori) arasinda interaksiyon
saglanuir.




Prolaktin Gen Ekspresyonunun Diizenlenmesinde
Combinatorial interaksiyonlar ve ilmekleme

Uclinclisu, Pit-1 proteini kendi sentezini pozitif olarak
duzenler.

Pit-1 proteininin hedeflerinden biri Pit-1 geninin kendi
enhanceridir.

Pit-1 geni (diger transkripsiyon faktorleriyle) bir kere aktive
edilince, Pit-1 proteini kendi enhancerine baglanir ve Pit-1
gen transkripsiyonunu devam ettirir.

Pozitif otoreglilasyonun bu tipi, bir hiicrenin belirli bir
gelisim yoluna girmesi icin mekanizma olarak 6nemlidir.

Boylece bir kere aktif olan Pit-1 geni hipofiz fenotipini
devam ettirir.

Boyle otoregulasyon ayrica MyoD proteininde (Hucreyi kas
hiicre gelisim yoluna yonlendirir) ve bireyin eseyini ve
segmente-0zgu sinirlari belirleyen cesitli Drosophila
proteinlerinde de gorulir.



