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OZET

Amag: Transkripsiyonun kontroliinde “TATA Baglayan Protein (TBP) Asosiye Faktorlerin”
(TAF) rol oynadig1 diistiniilmektedir. Bu TAF’lardan TAF7, transkripsiyon ve hiicre dongiisii-
niin diizenlenmesi ile ilgili olarak tizerinde durulan proteinlerden bir tanesidir. TAF7’nin tam
ve dogru bir bazal transkripsiyon kompleksi olusana kadar transkripsiyonu baskiladigi, ancak
tam ve dogru bir kompleks olustugunda transkripsiyonun baslamasina izin veren bir kontrol
noktasinda gorev aldigi ileri stiriilmiistiir. TAF7 hiicre dongiisiiniin regiilasyonunda da rol oyna-
dig1 ve G2/M gecisinde, Ser159 aminoasidinden fosforillendigi bildirilmistir. Ancak TAF7’ nin
hiicre dongiisti kinetikleri tizerindeki dogrudan etkisi bilinmemektedir. Bu etkiyi incelemek
amaciyla tetrasiklinle regiile edilen (TREX) sistem ile HeLa hiicrelerinde, TAF7 nin yabanil ve
Ser159 mutant formlarmm yiiksek diizeyde kontrollii ekspresyonlarini saglayarak hiicre don-
giisli analizlerini gergeklestirdik.

Metod: Bolgeye yonelik mutagenez yontemi ile TAF7 nin Ser159 aminoasidi alanine doniig-
tiiriildii. Yabanil tip ve mutant TAF7 genleri klonlandi ve tetrasiklin ile indiiklenebilen bir eks-
presyon sistemine klonlanan plasmidlerin stabil transfeksiyonu gerceklestirildi. Akim sitomet-
risiyle hiicre DNA igerigi incelenerek hiicre dongiisii analizleri gergeklestirildi.

Bulgular: Fosforillenemeyen Ser159 mutant TAF7 barindiran hiicreler, hiicre dongisiiniin
G2/M gegisinde yigilim gosterdi. Sonuglarimiz TAF7 Ser159 fosforilasyon mutanti hiicrelerin
dongiiye girme ve M fazina kadar ilerlemede bir sorun yasamadiklarini ancak mitoz agamasina
geciste defektif olduklarini gostermektedir.

Sonug: Bulgularimiz TAF7°de gozlenen Serl59 modifikasyonunun islevsel bir karsiligi oldu-
gunu gostermekte ve hiicre dongiisii kontroliinde daha 6nce ¢alisilmamis bir protein grubunun
onemini vurgulamaktadir.

Anahtar Kelimeler: TAF7, TAF ptoteinleri, transkripsiyon, genetik regiilasyon, hiicre dongiisii.
Cikar Catismasi: Yazarlarin ¢ikar ¢atismasi yoktur.

ABSTRACT

Objective: TATA Binding Protein (TBP) associated factors (TAFs) have been shown to partici-
pate in transcriptional regulation. TAF7 is one of the TAFs, which role has been emphasized in
the regulation of transcription and cell cycle. It has been suggested that TAF7 acts at a check
point at the initiation of transcription by not leaving the pre-initiation complex until it is com-
pletely and correctly built. It has also been reported that TAF7 play a role in cell cycle regula-
tion and is hyper-phosphorylated on Ser159 at the G2/M checkpoint. To study the effect of this
phosphorylation on cell cycle kinetics, we did cell cycle analyses on WT and TAF7 Ser159
mutant cells in a tetracycline controlled expression system.

Methods: TAF7’s Ser159 amino aside was converted to Alal59 by site directed mutagenesis.
Both WT TAF7 and Ser159 mutant TAF7 vectors were cloned into tetracycline controlled ex-
pression plasmids and stable transfected into HeLa cells. Cell cycle analyses were performed
by measuring DNA content by flow cytometry.

Results: Cells stabily transfected with mutant TAF7 accumulated at the G2/M checkpoint.
These cells displayed no defect in entering the cell cycle or in passing through S phase.
Conclusion: Our results suggest that TAF7’s Ser159 phosphorylation has a functional yet un-
defined role in G2/M transition of the cell cycle; and emphasizes the need for more intensive
studies.

Key Words: TAF7, transcription, genetic regulation, cell cycle.
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Giris

Gen transkripsiyonu biiylik 6l¢iide kendilerine 6zgii dizi
motiflerini tantyan transkripsiyon faktorlerinin promotor
bolgelere baglanmasi, transkripsiyonda gorev alan mole-
kiilleri kendisine ¢ekmesi ve aktive etmesi ile gergekle-
sir. Okaryotik hiicrelerde transkripsiyonun baslamasi igin
oncelikle RNA polimeraz II’nin genel transkripsiyon fak-
torleri ile bir kompleks olusturarak promotére baglanmasi
gerekmektedir. Pre-inisiyasyon kompleksi olarak adlan-
dirilan bu yapida, genel transkripsiyon faktorleri (GTF)
TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF ve TFIIH bir araya
gelerek promotdr iizerinde karmasik bir yap1 olusturur ve
RNA polimeraz II karboksil terminalini fosforilleyerek,
transkripsiyonu baglatmasi saglanir. Promotore ilk bagla-
nan GTF TFIID’dir. Promotdriin TATA kutusuna baglanan
TFIID, TBP’den (TATA Baglayan Protein) ve TAF’lardan
(TBP asosiye faktorlerden) olugsmaktadir [1,2]. Uzun za-
man TFIID yapisinda yer alan TAF’larin yapisal prote-
inler olduklari diisiiniilmiis; ancak son yillarda bunlarin
islevsel ozellikleri de tanimlanarak farkli hiicresel siireg-
lerde diislintilenden ¢ok daha karmasik etkilesimlerde bu-
lunduklari ortaya ¢ikmistir. TAF’lardan biri olan TAF7,
transkripsiyon kontrolii ile ilgili olarak iizerinde durulma-
st gerekli proteinlerden bir tanesidir. TAF7, bir diger TAF
proteini olan TAF1 ile birlikte 6karyotik transkripsiyo-
nun baglama evresinde (inisiyasyonda) 6nemli rol oynar.
TAF1’in protein kinaz (PK) ve asetiltransferaz (AT) kata-
litik aktivitelerine sahip oldugu ve AT aktivitesiyle histon
H3 asetilasyon seviyelerinin diizenlenmesinde rolii olabi-
lecegi gosterilmistir [3,4]. Pre-inisiyasyon kompleksinde
TAF7, TAF1’in AT aktivitesine sahip bolgesine baglana-
rak baskilar. Boylelikle TAF1’in AT aktivitesine ihtiyag
duyan promotorlerde transkripsiyonel baglama, TAF7
tarafindan engellenir [5]. TAF7’nin, bir kontrol nokta-
sinda islev gorerek, pre-inisiyasyon kompleksinin tam ve
dogru bir sekilde bir araya gelmesinden sonra kompleks-
ten ayrildigi ve TAF7 varligiyla baskilanan transkripsiyo-
nun -bu ayrilmayla- tekrar baglayarak tamamlandigi ileri
stirtilmiistiir [6]. Yukarida bahsedilen TAF1’e ait PK ve
AT aktivitelerinin memeli hiicrelerde hiicre dongiisii i¢in
gerekli genlerin transkripsiyonu i¢in 6nemli oldugu bilin-
mektedir [7]. Siklin ve siklin bagimli kinazlar (CDK’lar)
hiicre dongiisii kontroliinde gorevli, ¢cok 6nemli protein-
lerdir [3,8]. Ekspresyonlar1 dongiisel 6zellik gosteren bu
proteinlere ait genlerin transkripsiyonel kontroliinde his-
ton modifikasyonlar1 dnemli rol oynamaktadir. Ornegin
histon H3 asetilasyonunun dongiisel siklin D1 ve siklin A
transkripsiyonunu uyardig1 gosterilmistir. Yiiksek diizey-
de ekspresyon ve siRNA ile ekspresyonu baskilama de-
neyleri, TAF7’nin bu genlerin promotérlerinde bir trans-
kripsiyonel baskilayici (represér) olarak davrandigini
diistindiirmektedir [4]. TAF7’nin diizenleyici islevleri ol-
dugunu destekleyen bir diger bulgu da hiicre dongiisiinde
G2/M gegisinde Ser159 amino asidinin fosforillenmesidir
[6]. Bu fosforillenmenin énemi tanimlanamamis olsa da
TAF7’nin hiicre dongiisiiniin transkripsiyonel kontroliin-
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de rol oynadig1 goriisiinii kuvvetlendirmektedir.

Her ne kadar TAF7’nin hiicre dongiisii genlerinin trans-
kripsiyonel kontroliinde farkli asamalarda rol oynadig
ileri siiriilmiisse de bu bulgularin dogrudan hiicre dongiisii
kinetikleri iizerindeki etkileri arastirilmamistir. TAF7 nin
hiicre dongiisii kinetikleri {izerindeki etkisini incelemek
amaciyla tetrasiklinle regiile edilen (TREX) sistem ile
HeLa hiicrelerinde, TAF7’nin yabanil ve Ser159 mutant
formlarinin yiiksek diizeyde kontrollii ekspresyonlarini
saglayarak hiicre dongiisii analizlerini gerceklestirdik.

Gerec¢ ve Yontemler

Hiicre hatlart ve hiicre kiiltiirii

Deneylerde HeLa hiicre hatti (ATCC, katalog
no:CCL-2™) ve T-REx™HeLa hiicre hatt1 (invitrogen,
katalog no:R714-07) kullanildi. T-REx™HeLa hiicreleri,
deneylerde kullanilan ve ileride detaylari verilecek tetra-
siklinle diizenlenen ekspresyon sisteminin represoriini
(baskilayicisini) stabil olarak eksprese etmektedir. HeLa
hiicreleri %10 FBS, 2 mM L-glutamin iceren DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium) ortaminda {iretilir-
ken; T-REx™HeLa hiicrelerinin ortamina yukaridakilere
ek olarak Spg/mL blastisidin eklendi. Tiim hiicreler 37°C,
%35 CO2 kosullarinda iiretildi. Tiim hiicrelerin iiretiminde
tetrasiklin “free” FBS (Hyclone) kullanild:.

TAF7 geninin polimeraz zincir tepkimesiyle (PZT)
cogaltilmas

Memeli ekspresyon vektoriine klonlanacak TAF7 geni
oncelikle polimeraz zincir tepkimesi ile gogaltildi. Pstl
ve Xbal restriksiyon enzim (RE) kesim bolgelerini ige-
ren ileri 5’CTA TCT GCA GTA GCT GGA ACT TTT
TAG ve geri 5’CCA GTC TAG AAG ACT GAA ATT
AAA TATC primerler kullanilarak hedef bolge ¢ogaltildi.
ImM MgCl2, 200uM dNTP, 1,25U yiiksek dogrulukta
Taq DNA polimeraz (Fermentas, katalog no:K0191), 1X
reaksiyon tamponu (Fermentas, katalog no:K0191), Ing
plazmid DNA, 0,4uM ileri ve geri primerleri igeren PZT
karisim1 hazirlandi. Termal profil 94°C’de 3 dakikalik ilk
denatiirasyonu takiben, 30 dongii boyunca 94°C’de 30 sa-
niye denatiirasyon, 60°C’de 30 saniye tavlama, 68°C ve
her dongtide 0,1°C arttirma kosulunda uzatma ve 68°C’de
10 dakika son uzatma olarak uygulandi. PZT sonucunda
1157 baz ¢ifti biiytikliigiindeki iirtin %0,8’lik agaroz jel
elektroforezinde yiiriitiilerek kontrol edildi.

PZT ile ¢ogaltilan ve TAF7 genini igeren 1157 baz ¢ifti
biiytikligiindeki iriin vektore klonlandiktan sonra elde
edilen klonlarda {iriin varlig1 yine ayni termal kosullarda
PZT ile kontrol edilmistir. Bu asamada yine TAF7’ye ait
ancak daha kiigiik iriin veren primerler (5° primer CCG
CTC GAG AGT AAA AGC AAA GAT GAT GCT CCT
CAC; 3° CCA TAA CAC AGG GCA CTA GTG CCC
TGT GTT ATGG) kullanilmistir. PZT amplifikasyon {iri-
nii 211bp’dir.

Goktiirk ve ark.



Tetrasiklinle diizenlenen ekspresyon sistemi ve klonlama

Gegici transfeksiyon yonteminde transfeksiyon etkinli-
ginin her zaman yiiksek ve tekrarlanabilir olmamasinin
yaratabilecegi problemlerin dniine gegmek amaciyla tet-
rasiklin ile indiiklenebilen bir ekspresyon sisteminin kul-
lanilmasina karar verildi (Invitrogen, katalog no:K1020-
01). Sistemin plazmidi olan pcDNA4TO’ya TAF7
klonlandi. pcDNA4TO’ya TAF7 klonlanmasi igin, PZT
sonrast saflastirilmadan cogaltilan edilen TAF7 {iriini
ve pcDNA4TO plazmidi, Xbal (Fermentas, Katalog
no:ER0681) ve Pstl (Fermentas, Katalog no:ER0611)
restriksiyon enzimleri ile kesildi. Uriinler agaroz jelden
DNA saflastirma kiti (Roche, katalog no:11696505001)
kullanilarak, kit protokoliine uygun sekilde saflastiril-
di. Ligasyon reaksiyonu i¢in (Ligasyon kiti, Roche ka-
talog n0:11635379001) su, 1X reaksiyon tamponu, 5U
ligaz enzimi, 1:1 (100ng:100ng), 1:2 (100ng: 200ng) ve
1:3 (100ng:300ng) oranlarinda saflastirilmis TAF7 ve
pcDNA4TO plazmidi enzim kesim iirtinleri, 25 pl’lik top-
lam hacimde hazirlandi ve 22°C’de 5 dakika inkiibe edil-
di. Ligasyon iiriinlerinin 5’er pl’siyle kompetan bakteriler
(Invitrogen, katalog no:12297-016) iiriin protokolii takip
edilerek transforme edildi. Transformasyon islemi sonrasi
bakteriler, 100pg/ml ampisilinli LB agar petrilere ekile-
rek 24 saat 37°C de inkiibe edildi. Yirmi dort saat sonra
kenarlar1 diizgiin ve hacimce biiyiik olan koloniler segi-
lerek, 25ug/ml zeosin (Invitrogen, katalog no: R250-01)
iceren 5’er mI’lik LB ortamlara ekildi ve 24 saat 37°C’de
inkiibe edildi. Mini-prep plazmid izolasyonlari, mini-prep
plazmid izolasyon kiti (Roche, katalog no: 03143414001)
kullanilarak, kit protokoliine uygun olarak gerceklestiril-
di.

Bolgeye yonelik mutagenezile TAF7 Serl59 mutantinin

olusturulmasi

TAF7’nin fosforillenmemesinin hiicre dongiisii lizerin-
deki etkilerini arastirmak i¢in Invitrogene marka “Ge-
neTailor™ Site-Directed Mutagenesis System (Invit-
rogen, katalog 1n0:12397-014)” kullanilarak pcDNA 4
TO TAF7 plazmidindeki TAF7 geninin serin 159 amino
asidi, alanin amino asidine doniistiiriildii. Mutagenez
icin serinl159 (TCT) yerine alanin159 kodonunu (GCT)
barindiran ve birbirileri ile ortisen ileri (5’CAAAGA-
AGAAATATATTGAAGCTCCAGATGTTG) ve geri
(S’TTCAATATATTTCTTCTTTGCTGTCTTCCG) pri-
merler olusturuldu ve iiretici firmanin protokollerine
uyularak mutagenez gergeklestirildi. Mutant TAF7 genini
igeren plazmidin ¢ogaltilmast igin, kompetan bakteri (In-
vitrogen, katalog no: 18258-012) transformasyonu sonra-
s1, 100pg/ml konsantrasyonunda ampisilin igeren LB agar
ortamina ekimi, koloni se¢imi, 1L hacimde 100pg/ml am-
pisilin igeren sivi LB ortaminda tiretilmesi ve maxi-prep
plazmid izolasyonlari (Qiagen, EndoFree Plasmid Maxi
Kit ile - katalog no:12362) yapildi. Tiim klonlanan plaz-
midlerde “insertlerin” dogru yonde yerlesip yerlesmedigi
ve herhangi bir mutasyon tastyip tasimadigmin kontrolii
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icin DNA dizi analizleri yaptirildi.

Optimum tetrasiklin/doksisiklin dozunun belirlenmesi:

pcDNAA4TO plazmidine TAF7 geninin klonlanmasindan
sonra, kullanilacak tetrasiklin/doksisiklin dozunun opti-
mize edilmesinde LacZ genini iceren pcDNA4TO/LacZ
kontrol plazmidi kullanildi. LacZ geni -galaktosidaz en-
zimini eksprese eder. Ayni sistemde, tetrasiklin ile regiilen
edilen LacZ geninin iiriinii olan B-galaktosidaz enziminin
aktivitesi dl¢iilerek optimum tektrasiklin/doksisiklin dozu
belirlendi. B-galaktosidaz enziminin aktivitesi 6lgiimii
icin B-Gal Assay Kit (Invitrogen, katalog no: K1455-01)
kullanildi.

Stabil transfeksiyon

pcDNA4TO-TAF7 ve TAF7 mutant plazmidleri
T-REx™ HeLa hiicre hattina Fugene HD (Roche, kata-
log n0:04709691001) transfeksiyon ajani kullanilarak,
irtin protokoliinde 6nerilen yontemle transfekte edildi.
Transfeksiyondan bir giin sonra ortam degistirilip, daha
onceden optimum konsantrasyonu belirlenmis (1000pug/
ml) zeosinli ortamda hiicreler 2 ay idame ettirilerek stabil
klonlarin olugmasi saglandi. Kolonilerden ayr1 ayri ¢ogal-
tilarak, hiicreleri elde edilen her bir klon numaralandirildi.
Her birine 24 saat boyunca 1000 ng/ml doksisiklin uygu-
lanip hiicre lizatlar1 hazirlandi ve TAF7 antikoruyla (Ab-
cam katalog no:ab57494) western blotlar1 yapildi. Dok-
sisiklin (1000ng/ml) eklendiginde en yiiksek verimlilikte
TAF7 ve mutant TAF7 eksprese eden klonlar belirlenerek
deneylerin devami igin segildi.

Akim sitometrisi ile hiicre dongiisii analizleri

Yabanil tip (normal) TAF7’ye gore TAF75%%* mutantinin
hiicre dongiisiine olan etkilerini inceleme amaciyla TAF-
751594 mutantini ve yabanil tip TAF7 ifade eden hiicreler
karsilastirildi. Tiim hiicreler dncelikle serumsuz ortamda
24 saat iiretilerek senkronize bir populasyonun olusmasi
saglandi. Tetrasiklinle regiile edilen ekspresyon sistemin-
de, yabanil TAF7 T-REx™ HelL a hiicreleri ve Ser159 mu-
tant TAF7 igeren T-REx™ HeLa hiicreleri, 500ng/ml dok-
sisiklin (bir tetrasiklin analogu) ile 24 saat inkiibe edilerek
TAF7’nin yiiksek diizeyde ekspresyonu saglandi. Hiicre
DNA igerigi, hiicre dongiisii analiz kiti (BD Cycletest
Plus DNA reagent kit—katalog n0:340242) kullanilarak
belirlendi. Kit protokoliinde yazdigi sekilde hiicreler flo-
resan bir boya olan propidiyum iyodidle (PI) boyandi ve
DNA igerikleri akim sitometrisinde (BD FACSCanto™II)
oOlgtilerek hiicre dongii analizleri gergeklestirildi. Tiim de-
neyler en az iki kere tekrarlandi.

Bulgular

TREX sistemine TAF7’nin klonlanmasi

pcDNA 4TO plazmidine TAF7 geninin klonlanmast i¢in
PZT tepkimesi kuruldu (Sekil 1a) ve bunu takiben diger
klonlama basamaklar1 gergeklestirildi. Klonlamanin baga-
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Sekil 1. TAF7 ve Mutant TAF7’nin TREX HeLa Hiicre hattina stabil transfeksiyonu (a) Maksi-prep ile ¢ogaltilan pcDNA4TO-
TAF7 plazmidinin PZT ve enzim kesim {irlinlerinin agaroz jel goriintiisii: 1. kuyu, 5# koloni TAF7 ifade PZT iiriint (211 bg); 2.
kuyu, 6# koloni TAF7 ifade PZT iiriinii (211 bg); 3. kuyu, bos plazmid TAF7 PZT iirtini; 4. kuyu, TAF7 “insert”inin TAF7 ifade
PZT iiriinii (211 be); 5. kuyu, Fermentas O Range Ruler 100 b¢+500 b¢ DNA marker; 6. kuyu, bos plazmid; 7. kuyu, bos plazmid
HindIII kesimi 5048 b¢ (plazmid iskeleti); 8. kuyu, 5# koloni mini-prep; 9. kuyu, 5# koloni HindIII kesimi 6193 bp (plazmid
iskeleti + TAF7); 10. kuyu, 5# koloni HindIII ve Apal kesimi 5048 bp (plazmid iskeleti) ve 1145 bp (TAF7); 11. kuyu, 6# koloni
mini-prep; 12. kuyu, 6# koloni HindIII kesimi 6193 bp (plazmid iskeleti + TAF7); 13. kuyu, 6# koloni HindIII ve Apal kesimi
5048 bp (plazmid iskeleti) ve 1145 bp (TAF7); 14. kuyu, Fermentas O Range Ruler 100 b¢+500 b¢ DNA marker. (b) Mutagenez
sonrast pcDNA4TO TAF7 mutant plazmidinde ser159 (TCT) — alal59 (GCT ) doniisiimiiniin gergeklestigini gosteren DNA
dizi analiz sonuglar1 (¢) TREX HeLa hiicre hattina pcDNA4TO-TAF7 (igerisine TAF7 klonlanmig pcDNA4TO plazmidi) stabil
transfeksiyonu sonrasi doksisiklin yoklugunda ve varliginda TAF7 ifadesinin western blot yontemi ile gosterilmesi: 1. kuyu,
doksisiklin eklenmemis (total hiicre lizatlarinda izlenen bazal TAF7 ifadesi artt pcDNA4TO-TAF7ya ait olasi kagak ekspresyonu
yansitmaktadir); 2. kuyu, doksisiklin eklenmis (total hiicre lizatlarinda izlenen bazal TAF7 ifadesi arti1 pcDNA4TO-TAF7‘nin
doksisiklin ile uyarilmig ekspresyonunu yansitmaktadir) (d) TREX HeLa hiicre hattina pcDNA4TO-TAF7 mutant plazmidi
stabil transfeksiyonunun western blot yontemi ile gosterilmesi: 1. kuyu, doksisiklin eklenmemis; 2. kuyu, doksisiklin eklenmis.

ril1 oldugu kolonilerin tespiti i¢in kurulan restriksiyon en-
zim kesim reaksiyonlart ve PZT iiriinleri, %0,8’lik agaroz
jelde yiritildi (Sekil 1a). Sonug olarak 5 ve 6 numarali
kolonilerde TAF7’nin klonlanmis oldugu goriildi (Sekil
la—1,2,9,10, 12 ve 13. kuyular). Klonlamanin kendisi
ve yonii DNA dizi analizi ile dogrulandi.

Bolgeye yonelik mutagenez ile TAF7 Ser159 mutantinin
olusturulmasi ve klonlanmast

pcDNA4TO-TAF7 plazmidinde in-vitro mutagenez is-
lemi sonrasi, kompetan bakteriler mutagenez {iriinii ile
transforme edildi ve mutant plazmid gogaltilarak saflas-
tirlldi. Mutagenezin hedeflendigi sekilde gergeklestigi
DNA dizi analizi ile dogrulandi (Sekil 1b).

Turk J Biochem 2014; 39(4):516-522

Optimum tetrasiklin/doksisiklin dozunun belirlenmesi

pcDNA4TO plazmidine TAF7 geninin klonlanmasindan
ve stabil transfeksiyonun gergeklestirilmesinden sonra,
kullanilacak doksisiklin dozunun optimize edilmesin-
de LacZ genini igeren pcDNA4TO/LacZ kontrol plaz-
midi kullanildi. Doksisiklin dozunun belirlenmesinde
B-galaktosidaz aktivite dl¢timii esas alindi. Sonug olarak
1000pg/ml doksisiklin kullanilmasinin uygun olduguna
karar verildi (Sekil 2).

Stabil transfeksiyon

pcDNA4TOTAF7 ve pcDNA4TOTAF7 Mutant plazmid-
leri TREX HeLa hiicrelerine transfekte edilip, zeosinli
ortamda inkiibe edildikten sonra, zeosine direngli (plaz-

Goktiirk ve ark.
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Sekil 2. Tetrasiklinle regiile edilen ekspresyon sisteminde pcD-
NA4TO/LacZ kontrol plazmidi kullanilarak -galaktosidaz aktivite
6l¢limityle optimum tetrasiklin konsantrasyonunun belirlenmesi.

midin genomuna katilmis oldugu diisiintilen) hiicreler
gozle goriliir koloniler olusturduktan sonra, 30 tanesi
secilip 24 kuyulu plak gozlerine ekilmistir. Hiicre lizat-
lar1 hazirlanip, protein konsantrasyonlari dl¢iilmiistiir ve
TAF7 antikoruyla Western blotlar1 yapilmistir. Sonug ola-
rak pcDNA4TO-TAF7 transfekte hiicrelerde 48 numarali
koloninin plazmidi stabil olarak yiiksek diizeyde ekspre-
se ettigi (Sekil 1¢); pcDNA4TO- mutantTAF7 transfekte
hiicrelerde ise 4 numarali koloninin plazmidi stabil olarak
yiiksek diizeyde eksprese ettigi (Sekil 1d) gosterilmistir.

Akim sitometrisi ile hiicre dongiisii analizleri

Hiicre dongiisii analizleri, yabanil tip ile karsilagtirilin-
ca hiicre dongiisiinde fosforillenemeyen Ser159 mutant
TAF7 barindiran hiicrelerin, G2/M gegisinde anlamli bir
yigilim gosterdiklerini ortaya koymustur (Sekil 3). Kont-
rol yabanil tip TAF7 barindiran hiicreler G2/M gegisinde
yaklasik %9,5’luk bir yigilim gosterirken (Sekil 3a ve
Sekil 3c); bu oran mutant TAF7 barindiran hiicrelerde
%17’ye ¢cikmaktadir (Sekil 3b ve Sekil 3¢). Bununla para-
lel olarak dongiiye girmeyen hiicre populasyonu (G0’ daki
hiicreler), yabanil tip TAF7 kontrolde %67.61’ken; mutant
TAF7 barindiran hiicrelerde bu populasyon %60.71°dir
(Sekil 3a-c). Benzer sekilde S fazindaki hiicre populasyo-
nu mutant TAF7 hiicrelerinde daha yiiksektir. Bu sonuglar
TAF7 Serl159 fosforilasyon mutant1 hiicrelerin dongiiye
girme ve M fazina kadar ilerlemede bir sorun yasamadik-
larin1 ancak mitoz asamasina geciste defektif olduklarimni
gostermektedir.

Tartisma

Insan Genom projesi kapsaminda insan DNA dizisinin
belirlenmis olmasi, biyoloji ve tip bilimi i¢in ¢ok biiyiik
oneme sahip olmakla birlikte pek ¢ok probleme tek ba-
sina ¢6ziim olmaktan uzaktir. Baz dizilimi artik bilinen
genlerin ekspresyon kontrol mekanizmalarinin ve farkli
hiicresel siireglerin transkripsiyon diizeyinde nasil diizen-
lendiginin tanimlanmasi gerekmektedir. Bu alanda yapil-
mis olan ¢ok yogun arastirmalar pek ¢ok transkripsiyon
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Sekil 3. Hiicre dongiisii analiz sonuglari: (a) pcDNA4TOTAF7
TREX HeLa hiicrelerinin (stabil olarak yabanil tip TAF7 eksprese
eden hiicreler) senkronizasyon sonrast hiicrelerdeki DNA igeriginin
olciildiigii 24 saatlik hiicre dongiisii akim sitometri analiz sonucu
(b) pcDNA4TO Mutant TAF7 TREX HelLa hiicrelerinin (stabil
olarak Ser159 mutant TAF7 eksprese eden hiicreler) senkroniza-
syon sonrasi hiicrelerdeki DNA igeriginin ol¢iildiigii 24 saatlik
hiicre dongiisti akim sitometri analiz sonucu (¢) Akim sitometri
sonuglarmin tabloda gosterimi; TREX (BOS), pcDNA4TO Bos
plazmidini barindiran TREX HeLa hiicreleri.

faktoriiniin, DNA elementinin, islevsel 6zellikte post-
translasyonel modifikasyonlarinin, sinyal ileti yolagimin
ortaya ¢ikmasina ve farkli siireclerle iliskilendirilmesine
yol agmustir. Daha 6nce transkripsiyonel kontrolde 6nemi
anlasilamamig molekiiller 6Gnem kazanmistir. Bu baglam-
da o6ne cikan bir grup protein de genel transkripsiyon fak-
torlerinin yapisal alt birimleridir. Son yillarda transkrip-
siyon kontroliinde 6zellikle “Tata Box Binding Protein”
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(TBP) ve “TBP asosiye faktorlerin” (TAF) 6nemli rolleri
olabilecegi ileri stirtilmistiir [6,10,11].

TAF’lardan TAF7, transkripsiyon diizenlenmesi ve hiic-
re dongiisii kontrolii ile ilgili olarak {izerinde durulmasi
gerekli proteinlerden bir tanesidir. TAF7 proteinin iglevi
ile ilgili az sayida makale bulunmaktadir [4-7,9-15]. Bu
caligmalarda TAF7’nin, TAF1’i bloke ettigini ve boyle-
likle transkripsiyon baslamasiin bir kontrol noktasinda
gorev aldigint ileri siiriilmistiir [6]. Tiim transkripsiyon
kompleksinin saglikli olugmasi sonrasinda TAF7, TAF1
tizerindeki blokaji kaldirmakta ve transkripsiyonun bas-
lamasina izin vermektedir. Ayrica uzama (elongasyon)
faktorii P-TEFD ile etkileserek transkripsiyonel uzamay1
desteklemektedir [6,10].

Hiicre dongiisii diizenlenmesinde, transkripsiyon dii-
zeyindeki denetleme ¢ok Onemlidir. Bir yandan hiicre
dongiisiiniin farkli agamalarinda belirli genler eksprese
edilirken diger taraftan mitozda genel transkripsiyon
durmaktadir. Transkripsiyonel regiilasyonda kilit islevle-
ri olan TAF7’nin, hiicre dongiisii proteinleri olan siklin A
ve siklin D1’in transkripsiyonel kontrolliinde de 6nem-
li rolii oldugu bildirilmistir [4]. Burada yine TAF7’nin
TAF1 ile olan etkilesimi karsimiza ¢ikmaktadir. TAF1’in
protein kinaz (PK) ve histon asetiltransferaz aktiviteleri
(AT) bulunmaktadir. Her iki enzimatik aktivite, memeli
hiicrelerinde G1 gecisi icin gerekli genlerin transkrip-
siyonu i¢in dnemlidir. TAF7’nin, TAF1’e baglanmak-
ta ve TAF1’in AT aktivitesini ve dolayisiyla histon H3
asetilasyon diizeyini diizenlemektedir. Histon H3’un
asetilasyonu siklin D1 ve siklin A transkripsiyonunu
saglamaktadir. TAF7’nin yiiksek ekspresyon ve siRNA
ile baskilama deneyleri sonucunda siklin genlerin pro-
motorlerinde TAF7’nin baskilayict fonksiyonu oldugu
gosterilmistir [4]. Siklin D1 ve siklin A promotorlerine
baglanarak transkripsiyonu baskilayan TAF7, TAF1’in
kinaz aktivitesiyle fosforillenerek TFIID kompleksin-
den ayrilmaktadir. TAF7’nin ayrilmasiyla H3 asetilas-
yon seviyesi artar ve genlerin transkripsiyonu saglanir.
TAF7°nin Ser264 aminoasidi TAF1’in kinaz aktivitesi
i¢in bir substrattir. TAF7 S264 fosfo-mutantlariyla ya-
pilan deneyler, TAF7’nin fosforillenememesinin, siklin
DI ve siklin A promotér H3 asetilasyonunu etkiledigi
gosterilmistir.

Bu bulgulara ek olarak hiicre dongiisiiniin diizenlenme-
siyle ilgili stireglerde hedef genlerin ekspresyon kontro-
liinde rol oynayan c-Jun proteininin TAF7 ile fiziksel et-
kilesime girdigi bilinmektedir [12]. Bir diger ilging bulgu
ise TAF7’nin hiicre dongiistinde G2/M gegisinde Ser159
aminoasidinden fosforillendiginin gosterilmesidir. An-
cak bu fosforillenmenin 6nemi bilinmemektedir [9].
TAF7’nin hiicre dongisii kinetikleri tizerindeki etkisini
incelemek amaciyla tetrasiklinle regiile edilen (TREX)
sistem ile HeLa hiicrelerinde, TAF7’nin yabanil ve etkisi
bilinmeyen Ser159 mutant formlarinin yiiksek diizeyde
kontrollii ekspresyonlarini saglayarak hiicre dongiisii ana-
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lizlerini gergeklestirdik. Yabanil tip TAF7°1 eksprese eden
hiicrelerle karsilastirdigimizda, mutant Ser159 hiicrelerin
(fosforillenemeyen hiicrelerin) G2/M asamasinda y1gilim
gosterdiklerini bulguladik. Bu hiicreler G2/M asamasin-
da bloklanmakta ve dongiide ilerleyememektedir. Ancak
bu fosfo-mutantin, hiicre dongiisiine giriste ve DNA rep-
likasyonunun gerceklestigi S fazi ilerleyisine etkisi yok
gibi goziikmektedir. Tam senkronizasyonun kanser hiicre
hatlarinda saglanmasinin ¢ok zor oldugu géz oniinde tu-
tuldugunda G/M gegisinde yigilmanin goriinenden daha
yiiksek olabilecegi ileri siiriilebilir.

Bulgularimiz TAF7’de gozlenen Serl159 modifikasyonu-
nun iglevsel bir karsiligi oldugunu gostermektedir. Hiicre
dongiisii kontroliinde daha 6nce calisilmamis bir protein
grubunun énemini vurgulamaktadir. Genel transkripsiyon
kompleksinin yapisal molekiilleri olarak kabul edilen TAF
proteinlerinde izlenen post-translasyonel modifikasyonlar
ve saptanana katalitik aktiviteler, dniimiizdeki yillarda bu
ihmal edilen protein grubunun 6nemli hiicresel siireglerde
oynadiklart rollere 11k tutacaktir.
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