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ONSOz

Gunumuzde genomda protein kodlayan genlerin cogu aydinlatiimis olsa da, bu proteinler
arasindaki molekuler etkilesimler henliz tam olarak tanimlanamamistir. Hicrelerdeki protein-
protein etkilesimleri olduk¢ca kompleks bir yapilanma gdstermekte ve memeli hicrelerinde
gbzlenen patolojik durumlarin ¢odu esasen bu etkilesimlerin bozulmasi veya degisiminden
kaynaklanmaktadir. Bu nedenle protein-protein, protein-DNA, protein-RNA, reseptdr-ligand gibi
molekdler etkilesimlerin kapsamli bir sekilde aydinlatiimasi hicredeki molekiler organizasyonun

anlasiimasi bakimindan son derece 6nemlidir.

Projemizin hareket noktasi, gen ekspresyonunun DNA-baglanma proteinleri, temel
transkripsiyon faktorleri ve regulatér fonksiyona sahip olan adaptér/ko-aktivator proteinleri gibi
cok sayida molekuler etkilesimleri gerektirmesidir. Bu nedenle, transkipsiyonel regulasyon
surecinde DNA-protein etkilesimlerinin yaninda c¢ok-altbirimli protein komplekslerinin kendi
bilesenleri ve diger kompleksler arasindaki protein-protein etkilesimlerinin de yer almasi beklenir.
Bu bulgular dogrultusunda; insan ADA3 (hADAZ3) ile etkilesimleri daha 6nce ekibimizce rapor
edilen dort yeni etkilesim partnerinin, yine hADAS3 ile ayni kompleks icerisinde yer alan ve
hADAS3 ile etkilesimleri daha dnceden rapor edilen insan ADA2 (hADA2) ve insan GCN5
(hGCNS5) proteinleri ile fonksiyonlari geregi etkilesebilecekleri hipotezimize temel olmustur. Bu
cok alt-birimli protein komplekslerinin bilesenleri, potansiyel olarak diger transkripsiyonel
regulatorler ile etkilesebildiginden, bu etkilesimlerin belirlenmesi ve karakterize edilmesi oldukca
onemlidir. Tanimladiimiz yeni protein etkilesimlerini, ADA-iceren protein komplekslerinin
dizenledigi yeni mekanizmalarin tanimlanmasina yardimci olacagi gibi RNA polimeraz Il (RNA
polymerase ll)-aracili transkripsiyon mekanizmasinda goérev alan transkripsiyon komplekslerinin
karakterizasyonu konusunda yeni bilgiler kazandirabilecek niteliktedir. TUBITAK tarafindan
desteklenen projemiz sonuglarinin etki degeri yuksek dergilerde yayinlanmasi ile tlkemizde
protein-protein ve DNA-protein etkilesimlerine ilgi duyan diger birimlerin maya hibrit teknolojisi

yaklagimina 6zendirilecedi inancindayiz.
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OzZET

Protein kodlayan genlerin ¢cogu aydinlatiimis olsa da proteinler arasindaki etkilesimler
hendz bitindyle tanimlanamamistir. Molekiler etkilesimler olduk¢a kompleks bir yapilanma
gbstermekte ve memeli hlcrelerinde goézlenen patolojik durumlarin ¢odu bu etkilesimlerin
bozulmasi veya degdisiminden kaynaklanmaktadir. Bu nedenle protein-protein, protein-DNA,
protein-RNA, reseptdr-ligand gibi etkilesimlerin analizi hiicredeki molekller organizasyonun

anlasiimasi bakimindan énemlidir.

Okaryotik DNA histon proteinleri ile etkileserek kromatin yapisi seklinde sikica
paketlenmis olarak depolanmaktadir. Bu yapi, genetik bilginin ekspresyonu ve transkripsiyonel
regulasyonu uzerinde genellikle baskilayici etkidedir. Adaptor proteinler adi verilen bir grup
protein, kromatinin bu yapisini modifiye ederek transkripsiyon faktorlerinin promotorlara
baglanmalarina ve/veya dizi-spesifik aktivatorler ile transkripsiyon mekanizmasi arasinda fiziksel
bir etkilesim saglanmasina yardimci olarak transkripsiyonun regulasyonunda o6nemli rol
oynamaktadirlar. Bu mekanizma igerisinde yer alan Alteration/Deficiency in Activation (ADA)
transkripsiyonel ko-aktivatér kompleksleri temel olarak Alteration/Deficiency in ADA3, ADA2 ve
General Control Non-derepressed 5 (GCN5) proteinlerinden olusmakta ve aktivasyon bolgeleri
ile transkripsiyonel aktivatérler arasinda etkilesim kopruleri kurarak gen ekspresyonunun
dizenlenmesinde dnemli fonksiyonlar Ustlenmektedirler. Ekibimizin daha dnceki ¢alismalarinda
maya 2 hibrit (Yeast 2 Hybrid; Y2H) yéntemi ile insan fetal beyin cDNA kitiphanesini taranarak,
insan ADA3 (hADA3) proteininin etkilesim gdsterdigi dort yeni protein partneri rapor edilmistir.
Bu partnerlerin iki tanesi, iki farli Serin-Treonin (Ser-Thr) fosfataz sinifi regulatérlerden PPP1R7
ve PPP2RS5D, diger ikisi ise transkripsiyonel regulatorler olan PHF21A ve AATF proteinleridir. Bu
projemizde ise tanimlanan bu yeni etkilesim partnerlerinin, hADA3 ile ayni Histon Asetil
Transferaz (Histone Acetyl Transferase; HAT) komplekslerinde yer alan ve hADAS3 ile
etkilesimleri bilinen hADA2 ve hGCN5 proteinleri ile etkilesimlerinin aydinlatiimasi
hedeflenmistir. Konvansiyonel yontemlerden farkli olarak in vivo sonuglar vermesi ile 6ne gikan
bir yontem olan Y2H yontemi ile gerceklestirdigimiz bu ¢alismamiz kapsaminda hADA2 ve
hGCN5 proteinlerinin etkilesim bolgeleri belirlenmis ve aday proteinler ile etkilesimleri

biyolojik/biyokimyasal deneylerle verifiye edilmistir.

Bulgularimiz, ADA-iceren protein komplekslerinin dizenledigi yeni mekanizmalarin
tanimlanmasi ve RNA polimeraz ll-aracili transkripsiyon mekanizmasinda gorev alan

transkripsiyon komplekslerinin karakterizasyonu konusunda yeni bilgiler kazandirabilecek

viii



niteliktedir.

Anahtar Kelimeler: ADA3, ADA2, GCNS5, transkripsiyonel reglilasyon, maya hibrit teknolojisi,

protein-protein etkilesimleri.



ABSTRACT

Although majority of the genes encoding proteins are already identified, molecular
interactions between the proteins are yet to be characterized. Protein-protein interactions display
a complex network and most of the pathological conditions of mammalian cells are resulted from
dis-functioning or variations of these interactions. Therefore, a comprehensive analysis of
protein-protein, protein-RNA, receptor-ligand interactions is important for understanding of

molecular organization in the cells.

Eukaryotic DNAs are stored in the form of chromatin packages through extensive
interactions with histone proteins. This structure is generally suppressive on gene expression
and regulation. A group of proteins, called adaptors, contribute to transcriptional regulation by
modifying chromatin structure to mediate access of transcriptional factors to promoter regions
and/or providing physical interactions between sequence-specific activators and transcription
machinery. Alteration/Deficiency in Activation (ADA), a transcriptional co-activator complex
within this mechanism, is comprised of ADA3, ADA2 and General Control Non-depressed 5
(GCNS5) proteins have important roles in regulation of gene expression through bridges between
their activation regions and transcriptional activators. We recently reported four new partners of
hADA3 by screening a human fetal brain cDNA library using yeast 2 hybrid (Y2H) technology.
Two of these partners were Serine-Threonine (Ser-Thr) phosphatases, PPP1R7 and PPP2R5D
while the other two were transcriptional regulators, PHF21A and AATF. Our proposal aims to
identify whether the other components of hADA3 containing-Histon Acetyl Transferase (HAT)
complexes, hADA2 and hGCN5 known to associate with hADA3 also interact with these
proteins. Our study covered the interaction regions of hADA2 and hGCN5 and
biological/biochemical verification of their interctions with the candidates through Y2H that is

superior to the conventional methods due to its in vivo nature.

Completion of our project will provide new informations about new pathways regulated by
ADA-containing protein complexes as well as characterization of transcriptional complexes in

RNA polymerase Il (RNA pol Il)-mediated transcription mechanisms. .

Keywords: ADA3, ADA2, GCNS5, transcriptional regulation, yeast hybrid technology, protein-
protein interactions.



1. GiRiS

Memelilerde transkripsiyonel mekanizmanin kompleksligi bilinen bir gergektir. Bu
komplekslik buylk 6lgude okaryotik organizmalarda DNA molekullerinin histon proteinleri ile
etkileserek kromatin yapisi seklinde paketlenmis olmasindan kaynaklanir. Paketlenmis bu yapi
genetik bilginin ekspresyonu uzerinde genellikle baskilayici bir etkiye sahiptir. Hicre icerisinde,
kromatin yeniden duzenlenmeleri ve kromatin modifikasyon aktiviteleri ile kromatinin bu
baskilanmis vyapisi degigtirilerek, RNA Polimeraz 1l (RNA Pol |II) transkripsiyonel
mekanizmasinin  bilesenleri tarafindan erigilebilir ve tanimlanabilir bir konformasyon
kazanabilmektedir. In vivo ve in vitro ¢alismalar kromatinin temel bloklari olan nukleozom
bilesenlerinin, DNA baglanma bdlgeleri icin transkripsiyon faktorleri ile rekabet ederek
transkripsiyonu duzenledikleri ve bu islemin DNA-protein etkilesimleri disinda ¢ok sayida

protein-protein etkilesimleri de gerektirdigini gostermistir.

Transkripsiyonel aktivasyon icin genellikle adaptor proteinlere gereksinim vardir; bu
proteinlerin nukleozomlari asetilleyerek ve destabilize ederek promotor bdlgede kromatin
yapisinin aglimasina yardimci olduklar dusunulmektedir. Projemizin konusu olan hADAZ3,
hADA2A, hADA2B proteinleri transkripsiyonel adaptor proteinleri olup nukleozomal histon
asetilasyonu icin gerekli, farkh buytkliklerde (0.2, 0.9 ve 1.9 MDa) HAT komplekslerinin bir
bilesenidirler. Bu komplekslerin ADA proteinleri disinda ¢ok sayida farkli fonksiyona sahip olan
diger proteinleri ve histon asetil transferaz aktivitesine sahip olan GCN5 proteinlerini iceren ¢ok
altbirimli protein kompleksleridirler. Bazi komplekslerde farkli TATA-Baglanma Proteini (TBP)-
ilgili Faktorleri (TBP Associated Factors; TAFs) ve Spt proteinleri de yer almaktadir. In vivo ve in
vitro ¢alismalar ADA2, ADA3 ve GCNS5’in transkripsiyonel aktivasyon bdlgeleri ile dogrudan
etkilesebilen protein komplekslerinin birer alt birimi olduklarini géstermistir. ADA proteinlerinin,
potansiyel olarak farkli transkripsiyonel regulatérler ile etkilesebildikleri icin kromatin
modifikasyonlarinda etkili olan kompleksler icerisinde fonksiyon géstererek gen ekspresyonu

uzerinde etkili olduklari ongorilmektedir.

Mayada GCNS5 proteininin ADA2 ve ADA3 adaptor proteinleri ile birlikte heterotrimer
yapilari halinde birgok HAT kompleksinin (SAGA, ADA, SALSA, SLIK) asetil transferaz katalitik
domainini olusturduklar bilinmektedir. Son yillardaki bulgular, memeli HAT komplekslerinde de
benzer bir organizasyonun oldugunu goéstermistir. Ancak metazoalarda iki farklh ADA2 adaptor
proteinlerinin (ADA2A ve ADAZ2B) birbirlerinden fonksiyon olarak ¢ok farkli olan iki farkli HAT
kompleksinin, sirasiyla ADA Two A Containing (ATAC) ve Spt-Ada-Gcn5-Acetyltransferase



(SAGA) komplekslerinin, alt birimleri oldugu rapor edilmistir. hAADA2A'nin hGCNS5 ile etkileserek
aktivitesini  duzenledigi, hADA2B’nin ise nukleozomal histonlarin hGCNS tarafindan
asetilasyonunu uzerinde etkili oldugu belirlenmigtir. Ayrica hADA2B’nin, UV hasari durmunda
p53-bagimli promotorlarin aktivasyonu icin gerekli oldugu rapor edilmis, ancak hADA2A’nin
benzer aktivitesinin olmadigi belirlenmistir. Bu bulgular, esasen projemize iki farkli ADA2 adaptor

proteinin de dahil edilmesinin temel nedenidir.

Projemize temel olan hareket noktamiz, gen ekspresyonunun DNA-baglanma proteinleri,
temel transkripsiyon faktorleri ve regulatér fonksiyona sahip olan adaptdr/ko-aktivator proteinleri
gibi cok sayida molekuler etkilesimleri gerektirmesidir. Bu nedenle, transkipsiyonel regulasyon
surecinde DNA-protein etkilesimlerinin yaninda c¢ok-altbirimli protein komplekslerinin kendi
bilesenleri ve diger kompleksler arasindaki protein-protein etkilesimlerinin de yer almasi beklenir.
Hipotezimiz; ekibimiz daha dnce hADAS ile etkilesimlerini belirledigi yeni partnerlerin, hADAS ile
ayni kompleks igerisinde yer alan ve hADA3 ile etkilesimleri daha énceden rapor edilen hADA2
ve insan GCN5 (human GCNS5; hGCNS5) proteinleri ile fonksiyonlari geregi etkilesebilecekleri
olmustur. Bu amacla aday etkilesimler ilk olarak, memeli sistemlerinin arastirimasinda ideal
model organizmalar olan maya hucrelerini kullanarak in vivo protein-protein etkilesimlerini
belirleme 6zelligi ile klasik ydntemlerden Ustinliglu olan Y2H teknolojisi ile test edilmistir.
Sonuglarimiz hADA2A, hADA2B ve hGCNS5 proteinlerinin aday partnerler PPP1R7, PPP2R5D,
PHF21A ve AATF ile farkli derecelerde etkilestiklerini gdstermektedir. Y2H bulgularimiz, 6zellikle
hADA2B ve hGCNY5’in doért aday proteinler ile etkilesimlerinin daha énce ekibimizce rapor edilen
hADA3 etkilesimlerine benzer karakterde oldugunu géstermistir. hADA2A’nin ise aday proteinler
ile etkilesimlerin 3-aminotriazole (3-AT) iceren platelerde elimine edildigi, dolayisiyla hADA2A
etkilesimlerinin nispeten daha zayif oldugu belirlenmigtir. Etkilesimlerin hADA2A ve hADA2B
proteinleri icin farkli olmalari bu proteinlerin icinde yer aldiklari multiprotein komplekslerinin
birbirlerinden fonksiyon olarak farkl olduklari bulgularini dogrular niteliktedir. Mayada belirlenen
etkilesimler memeli sistemlerde farkli biyolojik/biyokimyasal deneyler ile de verifiye edilmistir.
Ayrica yine projemiz kapsaminda etkilesimlere aracilik eden O6zgun protein domainlerinin ve
motiflerinin aydinlatiimasi da bu etkilesimlerin aktivitelerinin kontroll ve reguilasyonun agisindan

da onemli bulgulardir.

Bulgularimiz literatirde 6nemli bir eksiklikligi doldurmaya aday niteliktedir. CuUnku
transkripsiyonel regulatorlerin acik veya kapali kromatin yapisina bagl mekanizmalari heniz
yeterince aydinlatilamamigtir. Son yillarda “Interactomics’ ¢alismalarinin vazgegilmez bir araci

olan bu yaklasim yeni etkilesimlerin tanimlanmasina olanak saglayacadi gibi, bu yeni

2



etkilesimler epigenetik regllasyonda oldukga o6nemli olan ADA proteinlerinin ve de bu
proteinlerin icerisinde yer aldiklari fonksiyonel olarak farkhh HAT komplekslerinin hicresel

sureclerin regulasyonundaki 6zgun rollerinin aydinlatiimasina dnemli katkilar saglayacaktir.



2. LITERATUR OZETi

2.1 Okaryotik Organizmalarda Kromatinin Yapisi ve Gen Ekspresyonunun

Regiilasyonundaki Onemi

Genetik materyali DNA olan butiin canlilar bu molekili htcre igerisinde kuguk bir
yuzey/hacim oraninda koruma zorunlulugu ile kargi karsiyadirlar. DNA’nin hicrede paketlenme
islemi oldukca komplekstir, ¢clinkii dncelikle DNA molekulinin fonksiyonel olmasi, her hicre
dongusinde sadece bir kez ve butin olarak replike edilmesi, olusan iki DNA kopyasinin kardes
hicrelere dogru bir sekilde ayrilmasi, DNA tarafindan kodlanan genetik bilginin 6zgliin bir
hiicrede ve gelisimin belirli bir evresinde eksprese edilmesi gerekmektedir. Okaryotik
organizmalarda DNA, histon proteinleri ile etkileserek kromatin yapisi seklinde paketlenmistir.
Hucre icerisinde bu kromatin yapisi; ‘kromatin yeniden modellenmesi’ (Chromatin Remodelling)
ve ‘kromatin modifikasyonu’ (Chromatin Modifying) aktiviteleri sonucunda, DNA'nin
paketlenmesinde degisiklikler meydana getirebilen proteinler ile diizenlenmektedir (Brownell ve
Allis, 1996; Lee ve Workman, 2007). Bu modifikasyonlar sonucunda kromatin yapisi degismekte
ve bu dinamik denge transkripsiyon, replikasyon, DNA tamiri ve diger DNA-bagimli hicresel
sureglerde proteinlerin nikleozom vyapisinda paketlenmis olan DNA ile etkilesimlerini

kolaylastirmaktadir.
2.2 Histon Modifikasyonlarinin Kromatin Yeniden Diizenlenmelerindeki Fonksiyonu

Kromatinin yapisal 6zellikleri kismen nlkleozomal histon proteinlerindeki post-
translasyonel modifikasyonlar araciligiyla kontrol edilebilmektedir. Bu kovalent modifikasyonlar
genellikle ‘ko-regllatér kompleksler’ olarak tanimlanan, multi-protein komplekslerinin bir parcasi
olan enzimler tarafindan dizenlenmektedir (Wang vd., 2008). Bu kompleksler, DNA-baglanma
dizenleyicileri aracihgiyla ve/veya genetik belirtegler yardimiyla hedeflenmektedirler
(Kouzarides, 2007; Wang vd., 2008). Nukleozomal histon proteinlerinde gerceklesen post-
translasyonel modifikasyonlarin en &énemlilerinden birisi asetilasyondur (Kouzarides, 2007).
Histonlarin asetilasyon orani birbirleri ile koordine olarak ¢alisan ancak birbirinin tersi fonksiyona
sahip olan HAT ve Histon Deasetilaz Kompleksleri (Histone Deastylase Comlexes; HDAC) multi-
protein kompleksleri tarafindan kontrol edilmektedir. Bu kompleksler DNA replikasyonu,
transkripsiyon ve/veya hilcre boélinmesi gibi 6nemli hicresel islemlerin regulasyonunda rol
almaktadirlar (Orpinell vd., 2010).



Bir genin transkripsiyonel olarak aktif hale gelebilmesi sureci oldukga kompleks ve
dinamik bir sdrectir. Bu stire¢ yine DNA-baglanma proteinleri, temel transkripsiyon faktdrleri ve
regulatdér fonksiyona sahip olan adaptdr/ko-aktivatér proteinleri gibi ¢ok sayida proteine
bagimhdir. Adaptér proteinlerin fonksiyonuna iligskin iki model mekanizma bulunmaktadir; bu
model mekanizmalara gbre adaptér proteinler, kromatinin baskilanmis yapisini enzimatik olarak
degistirerek temel transkripsiyon faktorlerinin promotor bdlgeye baglanmalarini saglamakta
ve/veya dizi-spesifik aktivatorler ile temel transkripsiyon mekanizmasi arasinda fiziksel bir

etkilesim saglanmasina yardimci olmaktadirlar (Barlev vd., 2003).

2.3 HAT Komplekslerinin Bir Bileseni Olarak ADA Proteinlerinin Transkripsiyonel

Regiilasyondaki Onemi

GCN5 N-asetiltransferaz (GCN5 N-acetyltransferase; GNAT) protein ailesinin temel
elemanlarindan birisi olan GCN5, transkripsiyon ile iligkili oldugu tanimlanan ilk HAT olmasi
Ozelligi ile one c¢ikan, birgok transkripsiyonel ko-aktivator komplekslerinin temel alt-birimidir
(Brownell vd., 1996; Lee ve Workman, 2007). GCN5'’in transkripsiyonel regiilasyonun disinda,
hicre dongulsitnin dizenlenmesinde de goérev aldigi belirlenmistir (Vernarecci vd., 2008;
Paolinelli vd., 2009). Metazoalarda en az iki GCN5 iceren HAT kompleksi tanimlanmistir; bu
kompleksler SAGA ve ATAC multi-protein kompleksleridir (Nagy vd., 2010). Mayalarda ise ADA
ve SAGA komplekslerinin yer aldidi bilinmektedir (Candau ve Berger, 1996; Lee ve Workman,
2007). Bu kompleksler ¢ok sayida ortak protein icermekte ancak molekil bayUklUkleri, alt-birim
kompozisyonlari ve substrat 6zgunlikleri bakimindan farkhliklar gdstermektedirler (Lee ve
Workman, 2007; Ciurciu vd., 2008; Suganuma vd., 2008; Nagy vd., 2010). SAGA ve ATAC
komplekslerinde, GCN5 ve iki adaptor protein ADA2B/ADA3 (SAGA) veya ADA2A/ADA3 (ATAC)
bu komplekslerin katalitik merkezini olusturmaktadir (Grant vd., 1998; Nagy ve Tora, 2007;
Suganuma vd., 2008; Wang vd., 2008; Gamper vd., 2009; Guelman vd., 2009). Bu molekiler
yapilardan mayalarda bulunan SAGA kompleksinin molekuler buyukligu 1.8 MDa'dur ve
cogunlukla nukleozomal histonlardan histon H3 ve H2B’nin asetilasyonunda, kromatin yeniden
duzenlenmeleri, transkripsiyon, mRNA’nin ¢ekirdekten sitoplazmaya tagsinmasinda ve nikleotid
eksizyon tamir mekanizmasinda rol alan ko-aktivatérler olarak bilinmektedir (Candau ve Berger,
1996; Baker ve Grant, 2007).



ADA kompleksi ve ADA-proteinlerini iceren kompleksler ile ginimuize kadar elde edilen
bulgular sinirhdir ve htcrede rol aldiklari molekiler sirecler tam olarak aydinlatilamamigtir.
Projemizdeki yaklasimimiz hADA3, hADA2 ve hGCNS5 proteinlerinin ayni regulatér kompleksler
icerisinde yer almalari bulgularindan yola c¢ikilarak sekillenmistir. Bu U¢ proteinin birbirleri ile
etkilesim gdsterdikleri literatirde rapor edilmistir (Horiuchi vd., 1995). hADA3 proteininin, iki
tanesi transkripsiyonel regulatér ve iki tanesi Ser-Thr fosfataz olmak Uzere doért yeni protein
partneri ile etkilestigi ise ekibimiz tarafindan belirlenmistir (Zencir vd., 2013a). Ancak
bulgularimizin ADA3 iceren komplekslere 6zgunligini aydinlatmak amaciyla, bu etkilesim
aginda yer alan diger proteinlerden hADA2 ve hGCN proteinlerinin gerekliligine dair heniz bir
calisma yapiimamistir. Yapilan ilk ¢alismalar maya ADA2’nin (Ada2), maya GCN5 (Gcn5) ve
maya ADA3 (Ada3) proteinleri ile etkilesim icerisinde olduklarini, ADA2’nin GCN5 proteininin
HAT aktivitesinin regulasyonunda rol alirken ADA3’uUn ise niukleozomal HAT aktivitesi ve lizin
6zgunlagad icin dnemli oldugunu gdéstermistir (Horiuchi vd., 1995; Candau ve Berger, 1996;
Pollard ve Peterson, 1997; Saleh vd., 1997; Grau vd., 2008). ADA2 geni evrimsel olarak
korunmus olup, fare ve insan homologlari dikkate deger bir homoloji gdstermektedir. Bazi
komplekslerde ADA2 adaptdr proteininin dogrudan GCNS5 proteininin HAT aktivitesinin etkili hale
getiriimesinden sorumlu oldugu tartisiimaktadir. ADA2, ADA3 ve GCN5 proteinlerinin
transkripsiyonel aktivasyon bdlgeleri ile dogrudan etkilegsebilen protein komplekslerinin birer alt
birimi olduklarindan hareketle, ADA-benzeri proteinlerin molekuler etkilesimlerinin belirlenmesi
kromatin dizenleyici komplekslerin fonksiyonlari ve mekanizmalarinin aydinlatiimasinda anahtar
role sahip olabilecektir. Bu etkilesim agdinin aydinlatimasi ayrica, ADA-iceren protein
komplekslerinin dizenledigi yeni yolaklarin tanimlanmasina da yardimci olacaktir. Su halde
projemiz, gunumuizde hendz aydinlatiamamis olan HAT ve HDAC kompleksleri arasindaki
dinamik iligkilerin  belirlenmesi ve hedeflenmesi kapsaminda ele alindiginda gen
ekspresyonunun dizenlenmesi, epigenetik regllasyon ve timoér olusumu konulari igin énem

tasimaktadir.



3. GEREG ve YONTEM
3.1 Projemizin Gergeklestirilmesi i¢in Segtigimiz Metodolojinin Tanitimi

Calisma yodntemimiz Y2H teknolojisi olarak secilmistir. CUnki mayalar memeli
sistemlerinin aragtirlmasinda ideal model organizmalardir. Molekuler biyolojide mayalarin
kullaniimasinin en ©6nemli avantajlari;; kolay elde edilebilmeleri, maliyetlerinin dusuk,
transformasyon verimliliklerinin ylksek olmasi ve ayrintili karakterizasyonlari yapilmis besin
belirtecleri ve raportdr genlerinin bulunmasidir (Topcu ve Borden, 2000; Topcu vd., 2005; Zencir
vd., 2011). Bu metodoloji protein-protein etkilesimlerinin in vivo olarak belirlenmesine olanak
saglamasi bakimindan konvansiyonel biyokimyasal yontemlere gore 6nemli avantajlara sahiptir.
Dahasi bu yaklasim protein-protein etkilesimlerinin yaninda maya 1 hibrit (Yeast 1 Hybrid; Y1H),
maya 3 hibrit (Yeast 3 Hybrid; Y3H) gibi farkli uygulamalar sayesinde sirasiyla DNA-protein ve
reseptor-ligand etkilesimleri gibi ¢ok bilesenli komplekslerin aydinlatimasina da olanak

saglamaktadir (Topcu ve Borden, 2000).

Y2H metodunun temeli, birgok transkripsiyon faktorinin birbirlerinden fiziksel olarak
ayrilabilen iki bélgeden olusmasi 6zelligine dayanmaktadir; bunlar bélge-spesifik DNA-Baglanma
bélgesi (Binding Domain; BD) ve transkripsiyon aktivasyon bolgesidir (Activation Domain; AD)
(Fields ve Song, 1989; Gietz ve Woods, 1994; Topcu vd., 1999; Topcu ve Borden, 2000). Bu
bélgelerden BD, spesifik promotor dizilerinde (Upstream Activating Sequences; UAS)
transkripsiyon faktérlerinin hedeflenmesinde goérev alirken, AD transkripsiyon kompleksinin
olusumuna yardimci olmaktadir. Bu bdlgelerden herhangi birisi, digerinden bagimsiz olarak
transkripsiyon mekanizmasini aktive edebilme 06zelligine sahip degildir ancak fuzyon
proteinlerinin etkilegsimleri ile yeniden yapilandirilan aktif transkripsiyon faktéru bir veya daha
fazla raportér genin ekspresyonunu baglatabilir. Bu iki bdlgenin transkripsiyonu aktive
edebilmeleri igin ayni polipeptid icerisinde olmalari zorunlu dedildir. Bu 6zellikten yararlanarak
projemizde hADA2A, hADA2B ve hGCN5 proteinlerini kodlayan cDNA dizisine sahip olan BD
plazmidleri olusturularak (“bait” fizyon), AD plazmidine klonlanmig olan aday etkilesim

partnerlerinin etkilesimleri Y2H yontemi ile analiz edilmigtir.

insanlarda ADA2 proteininin ADA2A ve ADA2B olarak adlandirilan iki farkl izoformu
bulunmaktadir. Bu izoformlardan hADA2A’nin protein kodlayan gen dizisi 1332 baz cifti (base
pair; bp) ve hADA2B proteinini kodlayan gen dizisi ise 1263 bp uzunlugundadir. hGCN5 proteinini
kodlayan dizi ise 2514 bp’dir. hADA2’nin bu farkl varyantlarinin farkh multi-protein



komplekslerinde yer aldigi bilinmektedir. Buradan hareketle yaklasimimiz, her iki varyantin
etkilesimlerinin  belirlenmesinin, bu varyantlarin yer aldigi farkh protein komplekslerinin

dizenledikleri yeni yolaklarin aydinlatilmasina da katkida bulunacagi seklindedir.

Rekombinant plazmidlerin eldesini takiben, S. cerevisiae AH109 maya susu bait-igceren
pGBKT7 BD plazmidi ve prey- iceren pGADT7-Rec AD plazmidleri ile sirali olarak transforme
edilerek ve etkilesimler transformantlarin konak maya hlcresinin tasidigi raportér genler
bakimindan segici besi ortamlarina transfer edilmis ve bu segici besi ortamindaki buyime
Ozelliklerine gore degerlendirilmistir. Etkilesimler mayada Y2H yontemi disinda B-galaktosidaz

(B-galactosidase; B-gal) enzim aktivitesi 6lciimleri ile kantitatif olarak da test edilmistir.

Etkilesimlerin  belirlenmesinin  ardindan etkilesimlerden sorumlu bolge/bdlgelerin
tanimlanmasi amaciyla delesyonel analizler ile hADA2 ve hGCNS5 proteinlerini kodlayan cDNA
dizilerinde anlamli modifikasyonlar olusturularak yeni cDNA dizileri ayni maya BD plazmidine
klonlanlanmig, delesyonlu bait-iceren BD ile aday etkilesimlerin testiyle protein-protein

etkilesimlerinde 6nemli olan gen baolgeleri tanimlanmistir.

Calismalarimizin  son asamasinda mayada belirlenen protein-protein etkilesimleri
raportér gen analizleri ve konfokal mikroskopi analizleri ile memeli sistemlerde de verifiye

edilmistir. Projemizde takip ettigimiz deneysel asamalarin detaylari agagida sunulmustur;

3.2 hADA2A, hADA2B ve hGCN5 Proteinlerini Kodlayan Gen Bolgelerinin Maya

Plazmidine Klonlanmasi

hADA2A, hADA2B ve hGCN5 genleri nikleotid dizileri bilinen genler olup protein
kodlayan gen boélgeleri (Open Reading Frame; ORF) sirasiyla 1332 bp, 1263 bp ve 2514 bp
blylkligindedir. Uluslararasi Biyoteknoloji Bilgi Merkezi (National Center for Biotechnology
Information; NCBI) veri tabani yardimiyla yaptigimiz biyoinformatik analizler ile hADAZ2A,
hADA2B ve hGCN5 proteinlerini kodlayan gen bdlgelerine ait diziler belirlenerek bu gen
bolgelerine 6zgun primerler tasarlanmis ve ilgilendigimiz gen bodlgeleri Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (Polymerase Chanin Reaction; PCR) ile ¢ogdaltiimistir. PCR Grunlerinin kontrolinin
ardindan gerekli restriksiyonel kesimleri takiben hADA2A, hADA2B ve hGCN5 genlerinin protein
kodlayan nukleotid dizilerinin Y2H yonteminin geregi olarak maya BD plazmidi olan pGBKT7
plazmidine klonlanmistir. Sonrasinda Escherichia coli (E. col) DH5-a kimyasal kompetan
hucrelerin aday klonlar ile transforme edilmis, antibiyotik iceren secici besi ortaminda buyuyen

kolonilerden Ug farkli koloni segilerek plazmid DNA izolasyonu yapilmis ve plazmid DNA’lar



restriksiyonel analizler ile kontrol edilmistir. ilgilenilen hedef DNA molekiilini igerdigi belirlenen
plazmid DNA’larinin, herhangi bir mutasyon icerip icermediklerini belilemek amaciyla DNA'lar
dizi analizine génderilmistir. Dizi analizi sonuglari analiz edilerek mutasyon icermedigi belirlenen

klonlar segilmis ve daha sonraki deneylere bu klonlar ile devam edilmistir.
3.3 Mayada hADA2A, hADA2B ve hGCN5 Proteinlerinin Ekspresyonu

Y2H yontemi plazmidin konak¢l maya hicre igerisinde ekspresyonunu gerektirmektedir.
Bu nedenle S. cerevisiae AH109 maya susu pGBKT7- hADA2A, -hADA2B ve -hGCNS5 klonlari
ile transforme edilmis ve TCA ¢oktirmesi yontemi ile proteinler ekstrakte edilmistir. Elde edilen
protein 6rnekleri SDS-PAGE jelinde kontrol edilmistir. Ardindan proteinler PVDF membrana
transfer edilerek western blot yontemi ile anti-Myc mouse monoklonal antikor kullanilarak

proteinlerin ekspresyonlari analiz edilmistir (Sambrook vd., 1989; Topcu vd., 1999).
3.4 Mayada hADA2A, hADA2B ve hGCN5 Proteinlerinin Toksisite Testleri

Mayada hADA2A, hADA2B ve hGCNS5 proteinlerinin ekspresyon analizlerini takiben
hADA2A, hADA2B ve hGCN5 genlerinin maya igerisinde ekspresyonu sonucu sentezlenen
proteinlerin mayada toksik etkisi olup olmadigini belirlemek amaciyla toksisite testleri yapilmistir.
Bu amacla AH109 maya susu bos vektdr (pGBKT7) ve mayada eksprese edildikleri dogrulanan
pGBKT7-hADA2A, -hADA2B ve -hGCN5 rekombinant plazmidleri ile ayri ayri transforme
edilmistir. pGBKT7 plazmidi Triptofan (TRP) besin belirteci igerdigi igin transformantlar SD/-Trp
segici besi ortamina transfer edilerek 30°C’de 2-3 gun inkibasyonu takiben koloni sayilari ve

koloni morfolojileri bakimindan fenotipik olarak karsilastiriimigtir.
3.5 Mayada hADA2A, hADA2B ve hGCN5 Proteinlerinin Oto-aktivasyon Testleri

Y2H ile etkilesimlerin analizi éncesinde hADA2A, hADA2B ve hGCNS5 proteinlerinin
herhangi bir etkilesim partnerine gerek duymaksizin AH109 maya susundaki raportér genleri
kendiliginden aktive edebilme (oto-aktivasyon) 6Ozelliginin bulunup bulunmadigini belirlemek
Uzere bait vektdri iceren AH109 susu SD/-Ade/-His/-Trp/X-a-Gal ve SD/-Trp/X-a-Gal segici
besi ortamlarina transfer edilmis ve bu segici besi ortamlarindaki koloni gelisimleri

karsilastirilarak degerlendirmeler yapilimistir.



3.6 Protein-Protein Etkilegimlerinin Y2H Y6éntemi ile Belirlenmesi

Projemizin gercgeklestiriimesi icin sectigimiz Y2H yodnteminin ayrintili tanitimi Bolum
3.1’de, yontemin ilkesi ise Sekil 1°’de verilmigtir. Calismamizda hADA2A, hADA2B ve hGCN5
proteinlerini kodlayan cDNA dizisine sahip olan BD plazmidlerinin olusturularak, AD plazmidine
klonlanmis olan aday etkilesim partnerleri ile etkilesimleri analiz edilmistir. Y2H yénteminde
kullanilan BD ve AD plazmidlerinin haritalari, icerdikleri antibiyotik diren¢ genleri ve besin
belirtecleri sirasiyla Sekil 2. A ve Sekil 2. B’de sunuldugu gibidir.
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DBD Transkripsiyonun
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Sekil 1. Maya iki Hibrid ydnteminin prensibi; iki farkli proteinden birisi Gal4 DNA-BD ve digeri Gal4

DBD

transkripsiyonel AD vektorlerinde ayri ayri eksprese edilmektedir. Sadece bu iki proteinin etkilesim

gOstermesi durumunda konak mayadaki raportér genler transkripsiyonel olarak aktif olurlar.
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Sekil 2. Y2H deneylerinde kullanilan maya plazmidlerinin haritalari; (A) Maya pGBKT7-BD ve (B) Maya
pGADT7-Rec AD plazmidlerinin haritalari.
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Y2H ile etkilesimlerin analizi amaciyla AH109 maya susu pGBKT7-hADA2A, -hADA2B, -
hGCNS5 BD plazmidleri ve aday protein partnerlerini tasiyan pGADT7-Rec plazmidleri ile es-
transforme edilmistir. Etkilesimlerin degerlendirmeleri AH109 maya susunun tasidigi raportdr
genlerden yoksun, segici besi ortamlarinda koloni gelisimlerinin takibi ile gergeklestiriimigtir.
Maya AH109 susu farkli GAL4 sorumlulugunda olan UAS ve TATA kutularinin kontrolu altinda

olan 4 farkh raportor gen icermektedir. Bu genler;

HIS3: AH109 histidin (HIS) sentezini gerceklestirememektedir ve bu nedenle temel
aminoasitleri icermeyen segcici besi ortaminda blylyemezler. Ancak bait ve prey proteinleri
etkilestigi durumda GAL4 sorumlulugunda olan His3 ekspresyonu gergeklesebilecegi igin
hicreler His sentezleyebilecek ve His i¢cermeyen secici besi ortaminda

blayuyebileceklerdir.

ADE2: AH109 ayrica adenin (ADE) icermeyen segici besi ortaminda buylyebilme
yeteneginde degildirler. Ancak iki protein etkilestigi durumda AdeZ2 geninin ekspresyonu

aktive edilecedi icin hicreler Ade icermeyen besi ortaminda buyuayebilirler.

MEL1: MEL1, bircok maya susunda dogal olarak sentezlenen bir enzim olan a-
galaktosidaz enzimini kodlayan bir gendir. iki hibrit etkilesiminin bir sonucu olarak mayada
a-galaktosidaz geni ekprese olur ve salgilanir. MEL1 geninin eksprese edildigi maya
kolonileri ortamda X-a-Gal kromojenik substrati varliginda mavi renkli fenotipte biylime

gosterirler.

LacZ: LacZ, B-gal enzimini kodlamaktadir. B-gal, E. colide bulunan bir enzim olup AH109
kromozomuna eklenmistir. iki hibrit etkilesimlerinin sonucunda bu enzim eksprese

edilmeye baglar ancak salgilanmaz.
3.7 Etkilesimlerin ve Etkilesimlerin Ozgiinliigiiniin Test Edilmesi

Y2H ile etkilesimler test edilirken, pozitif etkilesimlerin hedef proteinler hADA2A, hADA2B
ve hGCNS5 proteinlerine 6zgun olup olmadiklarini belirlemek amaciyla negatif kontrol olarak bu
proteinler ile hem hucresel lokalizasyonlari hem de fonksiyonlari bakimindan tamamen farkli
Ozellikte bir protein olan insan Glutaminaz ile etkilesen protein (Glutaminase Interacting Protein;
hGIP) kullanilmistir (Zencir vd., 2011; Zencir vd., 2013a; Zencir vd., 2013b). Bu amagla AH109
birbirinden bagimsiz olarak aday etkilesim partnerlerini iceren maya AD plazmidleri ile es-

transforme edilmis ve raportdr genler bakimindan segici besi ortamlarinda (SD/-Ade/-His/-Trp/-
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Leu/X-a-Gal) kolonilerin gelisimleri gbézlenmistir. hADA2A, hADA2B ve hGCN5 proteinleri ile
etkilesimleri pozitif iken hGIP proteini etkilesimi negatif olan protein-protein etkilesimleri dikkate

alinmistir.

3.8 Etkilesimlerin Mayada Beta-Galaktosidaz Aktivitesi Olgiimleri ile Kantitatif Olarak
Belirlenmesi

Y2H sistemi, etkilesimlerin fonksiyonel transkripsiyon faktorlerinin aktive edilmesi ve buna
bagl olarak gerceklesen raportor genlerin aktivasyonu ile belirlendigi bir sistemdir. Bircok Y2H
sisteminde /lacZ geninin kodladigi B-gal enzimi kolorimetrik analizlere olanak saglamasi
bakimindan etkilesimlerin kalitatif ve kantitatif olarak analizleri icin siklikla tercih edilen bir
yontemdir (Topcu vd., 1999, Serebriiskii vd., 2000). Projemiz kapsaminda etkilesimlerin mayada
kantitatif olarak analizi amaciyla maya AH109 konak hiicresi Y2H yéntemi ile etkilesimlerin
belirlenmesinde kullandigimiz BD ve AD plazmidleri ile es-transforme edilmis, O-nitrofenil 3-D-
galaktopiranozid (O-nitrophenyl 3-D-galactopyranoside; ONPG) kromojenik substrati kullanilarak
B-gal enzim aktivite Olgimleri yapilmis ve B-gal enzim aktiviteleri hesaplanarak etkilesimler

kantitatif olarak analiz edilmistir.

3.9 Etkilesim Bolgelerinin Haritalanmasi

hADA2A, hADA2B ve hGCNS5 genleri nlkleotid dizileri bilinen genlerdir. hADA2A, hADA2B
ve hGCN&S’in partnerleri ile etkilesimlerinde énemli olabilecek gen bdlge/bdlgelerin belirlenmesi
amaciyla oncelikle NCBI veri tabani yardimiyla elde ettiimiz gen dizilerinin biyoinformatik
analizleri yapiimig, farkli organizmalarda korunan bdlgeleri belirlenerek daha énce rapor edilen
veriler yardimiyla hADA2A, hADA2B ve hGCN5 gen dizilerinin kodladiklari proteinlerin
fonksiyonlari bakimindan énemli olmasi beklenen olasi bdlgeleri belirlenmistir. Ardindan bu gen
bdlgelerinde delesyonlar olusturularak delesyonlu yeni pGBKT7-hADA2A, -hADA2B ve -hGCN5
rekombinant plazmidleri elde edilmigstir. Delesyonlu hADA2A, hADA2B ve hGCN5 proteinlerinin
mayada ekspresyon analizleri ile toksisite ve oto-aktivasyon testleri hazirladigimiz yeni
rekombinant plazmidlerle tekrarlanmis ve Y2H ile belirlenen etkilesimler ayrica delesyonlu

proteinler ile de test edilmigtir.

12



3.10 Mayada Belirlenen Etkilesimlerin Memeli Sistemlerde Verifikasyonlari

3.10.1 hADA2A, hADA2B ve hGCNS5 protein kodlayan gen bodlgelerinin memeli ekspresyon
plazmidine klonlanmasi

Projemizde etkilesim partnerlerini belirlemeyi amacladigimiz hedef proteinin insanlarda
eksprese edilen proteinler olmasi nedeniyle etkilesimlerini Y2H yontemi ile mayada
gosterdigimiz dort aday partner ile etkilesimlerini memeli hicrelerinde de gostermek amaciyla
hADA2A, hADA2B ve hGCNS5 protein kodlayan cDNA dizileri memeli ekspresyon plazmidlerine
klonlanmigtir. Raportér gen analizleri icin kullanilan plazmidlerden pcDNA3-Flag-hADA2A ve
pcDNA3-Flag-hADA2B plazmidleri isbirligi icerisinde oldugumuz Macar Bilimler Akademisi’nden
Dr. Boros’'un laboratuvarindan temin edilmis, pcDNA3-Flag-hGCN5 ise proje yuritictsu Dr.
Zencir'in daha once Dr. Boros'un danismanhgdinda yer aldigi Avrupa Birligi projesi kapsaminda
isbirligi icinde oldunan IGBMC’den Dr. Tora’nin laboratuvarindan saglanmistir.

Konfokal mikroskopi analizlerinde kullanilan plazmidlerin klonlamalari ekibimizce
tamamlanmistir. Es-lokalizasyon deneylerinin bir geregi olarak hADA2A, hADA2B ve hGCN5
protein kodlayan gen bolgeleri CFP fluoresan isaret (cyan-fluorescent protein) tagsiyan pECFP-
C2 plazmidine ve aday partner proteinler PPP1R7, PPP2R5D, PHF21A ve AATF ise pEYFP-C3
plazmidine (yellow-fluorescent protein plasmid) klonlanmistir. Klonlar restriksiyonel kesim

analizleri ile kontrolln ardindan ilgili deneyler icin kullaniimigtir.
3.10.2 Raportor gen ekspresyonu analizleri (Luciferase Assay)

Genetik raportdr sistemler, hicre biyolojisi ile ilgili ¢galismalarda gen ekspresyonu ve
reseptdr aktivitesi, hlicre ici sinyal iletimi, mRNA islenmesi, protein katlanmasi ve protein-protein
etkilesimleri gibi gen ekspresyonu ile iligkili olan hiicresel fonksiyonlarin ¢alisiimasinda yaygin
olarak kullanilan sistemlerdir. Bu sistemlerden birisi olan Lusiferaz, post-translasyonal
modifikasyonlar gerektirmemesi nedeniyle hlcrede hizli ve kolay translasyona girmesi,
reaksiyon sonucu olugan kemiluminesans 1gsimanin ¢ok yuksek duyarh bir yontem olmasi ve
reziduel luminesans olusturmamasi, hizli olmasi nedeniyle en yaygin kullanilan raportor

sistemlerden birisidir.

Bu bolim deneylerimizde U20S hicreleri hADA2A, hADA2B ve hGCNS5 proteinlerini
tasiyan rekombinant memeli ekspresyon plazmidleri aday proteinleri tagiyan memeli ekspresyon
plazmidleri ile birlikte es-transfekte edilmis ve luminometre araciligiyla lusiferaz aktivitesi

Olgulmastur. Lusiferaz aktivitesi élgumleri icin U20S hicreleri transfeksiyon isleminin 24 saat
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oncesinde 2.0x10° hiicre yogunlugunda olacak sekilde 6-well platelere transfer edilmis ve %70-
80 konfluent olan hucreler farkl plazmidler ile Turbofect transfeksiyon ajani (Thermo)
kullanilarak transfekte/es-transfekte edilmistir (2 ug DNA/well). Transfeksiyon iglemi sonrasinda
hicreler 37°C’de %5 CO; ortaminda 24 saat inkUbasyonu takiben lusiferaz aktivitesi dlgimleri

yapimistir.

3.10.3 Konfokal mikroskopi analizleri

Mayada belirlenen etkilesimlerin verifikasyonlari igin potansiyel protein partnerlerinin es-
lokalizasyonlarinin analizleri konfokal mikroskopi analizleri ile gergeklestirilmistir. Bu amagla
oncelikle bos vektdrlerin beklenen floresan isimayi verip vermedikleri kontrol edilmis, ardindan
hedef proteinlerin ve aday partnerlerinin hem tekli hem de es-transfeksiyonlari yapiimistir. Es-
lokalizasyonlarin belirlenebilmesi icin U20S hiicreleri transfeksiyon isleminin 24 saat éncesinde
2.0x10* hiicre yogunlugunda olacak sekilde 8-well chamber slide’lara transfer edilmis, hicreler
%70-80 konfluent olduktan sonra pCFP ve pYFP plazmidleri ile Turbofect transfeksiyon ajani
kullanilarak transfekte edilmistir (0.4 ug total DNA/well). Transfeksiyon islemini takiben hicreler
37°C’de %5 CO- ortaminda 24 saat inklibe edilmis ve ardindan konfokal mikroskopi analizleri ile

goruntilenmigtir.
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4. BULGULAR

4.1 ADA2A, ADA2B ve GCNS5 Proteinlerini Kodlayan Gen Bolgelerinin PCR ile Cogaltiimasi

hADA2 proteininin  hADA2A ve hADA2B olarak adlandirilan iki farkli izoformu
bulunmaktadir. hADA2'nin bu farkl varyantlarinin farkh multi-protein komplekslerinde yer aldigi
bilinmektedir. Buradan hareketle yaklagsimimiz, her iki varyantin etkilegimlerinin belirlenmesi ile
bu varyantlarin yer aldig1 farkli protein komplekslerinin dizenledikleri farkli yolaklarin

aydinlatilmasina katkida bulunacagi seklindedir.

hADA2A, hADA2B ve hGCN5 genleri nikleotid dizileri bilinen genler olup protein
kodlayan gen bdlgeleri sirasiyla 1332 bp, 1263 bp ve 2514 bp buyudkligindedir. NCBI veri
tabani yardimiyla yaptigimiz biyoinformatik analizler ile hADA2A, hADA2B ve hGCN5
proteinlerini kodlayan gen bodlgelerine ait diziler belirlenerek bu gen bolgelerine 6zgln primerler
tasarlanmis ve PCR ile ¢cogaltiimistir. S6zi edilen 6zgin nikleotid dizilerinin PCR yéntemi ile

¢ogaltilmasi igin takip edilen stratejiler asagida detayli olarak belirtilmistir.

4.1.1 hADA2A proteinini kodlayan gen bélgesinin PCR ile gogaltiimasi

Amacimiz proteini kodlayan o6zgun gen bodlgelerini ¢ogaltmak oldugundan ve gen
dizisindeki tek bir baz degisiminin bile proteinin yapisinin, kararliiginin ve fonksiyonunun
degistirebilmesine neden olabilecedi gbz dnune alinarak PCR amplifikasyonu agsamasinda hata

oranini minumuma indirmek amaciyla ‘proofreading’ 6zellikte Taq polimeraz enzimi segilmigtir.

Bu asamada PCR igin kalip DNA olarak, proje yurGtiucisi Dr. Zencirin daha 6nce
arastirma ziyaretlerinde bulundugu Dr. Boros’un Macar Bilimler Akademisi, Szeged Universitesi,
Biyokimya ve Molekuler Biyoloji BolimiU’'ndeki laboratuvarindan temin edilen ve hADA2A
proteinini eksprese ettigi daha 6nceden tarafimizdan test edilmis olan pcDNA3-Flag-hADA2A
rekombinant plazmidi kullaniimis ve tasarladigimiz primer cifti ile hedef DNA fragmani amplifiye
edilmistir. PCR islemi icin molekuler buyuUkligu hADA2A ile ¢ok benzer olan ve daha 6nce
amplifiye ettigimiz hADA3 kontrol amaciyla kullaniimistir. PCR sonrasinda elde edilen 6zgin
hADA2A DNA fragmani Sekil 3’'te verilmistir (Sekil 3. A). PCR amplifikasyon Gruni olan DNA
fragmani agaroz jelde molekiler blyukligu bakimindan analiz edildigi gibi hADA2A’'nin ORF
bdlgesinde bir adet tanima dizisi oldugu bilinen EcoRI restriksiyon enzimi ile kesim analizi

yapilarak 6zgunligu test edilmis (Sekil 3. B) ve hedeflenen gen bolgesinin beklenildigi sekilde
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amplifiye edildigi gozlenmigtir.
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hADAS3 kontrol PCR uriini

hADA2A PCR iiriini

1 DNA Mol. agirlik stnd (1 Kb)

2 hADA2A / EcoRI

Sekil 3. hADA2A proteinini kodlayan gen bdlgesinin PCR amplifikasyonu; (A) hADA2A PCR uUrinine ait

agaroz jel goruntusu. (B) hADA2A PCR urinindn restriksiyonel kesim analizine ait agaroz jel goruntusa.

4.1.2 hADA2B proteinini kodlayan gen bélgesinin PCR ile gogaltiimasi

hADAZ2B geninin ORF bdlgesini PCR ile amplifiye etmek amaciyla yukarida belirtildigi

gibi Dr. Boros'un laboratuvarindan temin edilen ve hADA2B proteinini eksprese etti§i daha

onceden tarafimizdan test edilmis olan pcDNA3-Falg-hADA2B rekombinant plazmidi kalip DNA

olarak kullaniimig ve hedef DNA fragmani NCBI veri tabanina gore tasarladigimiz primer cifti

kullanilarak amplifiye edilmigtir. PCR sonrasinda elde edilen 6zgiun hADA2B fragmani (Sekil 4.

A, uygulama 2) ve bu fragman icerisinde tanima dizisi oldugu bilinen Psfl restriksiyon enzimi ile

kesim analizi sonuglarindan (Sekil 4. B, uygulamalar 2 ve 3) goéruldugu gibi hedeflenen gen

bdlgesi beklenildigi sekilde amplifiye edilmistir.
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4.1.3 hGCNS5 proteinini kodlayan gen bolgesinin PCR ile gogaltiimasi

hGCN5 proteinini kodlayan ORF boélgesi; tarafimizdan tasarlanan gen dizisine 6zgln

primerler yardimiyla, proje yurGtlctsu Dr. Zencirin, Dr. Boros’un laboratuvarinda arastirmaci

olarak goérev aldigi donemde isbirligi icerisinde oldugu Dr. Tora’nin laboratuvarindan temin
edilen pcDNA3-Flag-hGCN5 kalip DNA’sI kullanilarak amplifiye edilmistir (Sekil 4. A, uygulama

3). Hedef DNA fragmaninin 6zgunligtu, PCR UrGnudnin molekiler buydkligli ve Hindlll

restriksiyonel kesim analizi sonuglari ile dogrulanmistir (Sekil 4. B, uygulamalar sirasiyla 4 ve 5).

A kb
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2
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DNA Mol. adirlk stnd {1 Kb)

hADAZ2B PCR Grind

hGCNS PCR urlnd
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1 DNA Mol. agiriik stnd (1 Kb)
2 hADAZB PCR Uranl

3 hADAZB ! Pstl

4 hGCNS PCR Urlin(

5 hGCNS ! Hindlll

Sekil 4. hADA2B ve hGCNS5 proteinlerini kodlayan gen bdlgelerinin PCR yéntemi ile amplifikasyonu (A)
hADA2B ve hGCN5 PCR drilnlerine ait agaroz jel gorintusi. (B) hADA2B ve hGCN5 PCR Grinlerinin

restriksiyonel kesim analizi.
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4.2 hADA2A, hADA2B ve hGCN5 Proteinlerini Kodlayan Gen Bolgelerinin Maya

Plazmidine Klonlanmasi

Projemiz kapsaminda daha 6nce Y2H taramasi ile hADA3 proteini ile etkilesimleri ilk kez
tarafimizdan rapor edilen (Zencir vd., 2013a) fosfataz grubu proteinlerden PPP1R7 ve
PPP2R5D ile transkripsiyon faktorleri olan PHF21A ve AATF proteinlerinin hADAS3 ile ayni
komplekste yer alan hADA2 ve hGCNS5 proteinleri ile etkilesimlerinin karakterize edilmesi
hedeflenmistir. Bu amagla hADA2A, hADA2B ve hGCN5 genlerinin protein kodlayan nikleotid
dizilerinin maya BD plazmidi olan pGBKT7 plazmidine (Sekil 2. A) klonlanarak, AD plazmidi
pGADT7-Rec (Sekil 2. B) icerisinde klonlanmis olan aday proteinler ile etkilesimlerinin maya

hlcrelerinde test edilmesi planlanmistir.

4.2.1 hADA2A proteinini kodlayan gen bdlgesinin maya BD plazmidine klonlanmasi

Bir onceki boélumde ayrintii olarak belirtiien hADA2A PCR drunu, PCR isleminde
kullanilan 6zgln primerlerin tagidigi BamHI/Pstl restriksiyon tanima dizileri kullanilarak ayni
restriksiyon enzimleri ile kesilmis olan maya pGBKT7 BD vektériine klonlanmistir. Bu iglem igin
ilk olarak kullanilan restriksiyon enzimlerinin aktiviteleri teyid edilmis sonrasinda gergeklestirilen
kesim reaksiyonlari agaroz jelde kontrol edilmistir. Bu islemler ayni sekilde pGBKT7 BD vektori
icin de uygulanmistir. Kesim reaksiyonlari ile elde edilen fragmanlar klonlamada kullaniimak
uzere uygun konsantrasyonda hazirlanmis olan agaroz jelde ayristiriimig, hedef gen ve vektor
icin beklenen fragmanlar agaroz jelden ekstrakte edilmistir. Ekstraksiyonun ardindan elde edilen

DNA fragmanlari agaroz jelde tekrar kontrol edilmigtir.

4.2.2 hADA2B proteinini kodlayan gen bdlgesinin maya BD plazmidine klonlanmasi

PCR yoéntemi ile ¢ogaltilan hADA2B proteininin kodlayan gen bolgesi, amplifikasyonda
kullanilan 6zgun primerlerin tasidigi EcoRl/BamHI restriksiyon tanima dizileri kullanilarak ayni
restriksiyon enzimleri ile kesilmis olan maya pGBKT7 BD vektorine klonlanmigtir. Daha 6nce
belirtildigi sekilde 6ncelikle restriksiyon enzimlerinin aktiviteleri teyid edilmis ve gergeklestirilen
kesim reaksiyonlari agaroz jelde kontrol edilmistir. Bu iglemler ayni sekilde vektér (pGBKT7)
DNA’s! icin de uygulanmigtir. Kesim reaksiyonlari ile elde edilen fragmanlar klonlamada
kullanilimak Uzere agaroz jelde ayristiriimis, hedef gen ve vektodr igin beklenen fragmanlar
klonlamada kullaniimak Uzere agaroz jelden ekstrakte edilmistir. Ekstraksiyon sonrasi elde

edilen DNA fragmanlarinin kontrolu érneklerin agaroz jelde ayristiriimasiyla gercgeklestirilmistir.
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4.2.3 hGCNS5 proteinini kodlayan gen bolgesinin maya BD plazmidine klonlanmasi

Maya BD plazmidine klonlamak tzere hGCN5 proteinine ait ORF bolgesi PCR ydntemi
ile elde edildikten sonra PCR isleminde kullanilan 6zgin primerlerin icerdigi EcoRl/Sal
restriksiyon tanima dizileri kullanilarak ayni restriksiyon enzimleri ile kesilmis olan maya pGBKT7
BD vektorine klonlanmistir. Bu deneysel prosedirde yukarida hADA2A ve hADA2B ORF

bdlgelerinin klonlanmasinda izlenen basamaklar takip edilmistir.

4.2.4 Hedef DNA ve vektor DNA’larin ligasyonu

Restriksiyonel kesim analizleri ve agaroz jel ekstraksiyonlarini takiben BD vektora ile
hADA2A, hADA2B ve hGCN5 fragmanlari T4 DNA Ligaz enzimi ile enzimin aktivitesi icin uygun
tampon kosullarinda, 16°C’de gece boyu ligasyon reaksiyonuna birakilmistir. Ligasyon sonrasi,
kimyasal olarak kompetan hale getirilmis olan E. coli DH5-a bakteri hicreleri ligasyon reaksiyon
aranleri ile transforme edilmigtir. BD vektoru Kanamisin (Kanamycin; Kan) antibiyotik diren¢ geni
icerdiginden transformantlar dogru klonu alabilen bakteri hicrelerini belirleyebilmek amaciyla
Kan iceren (40 ug/mL) Luria-Bertani (LB) agar besi ortamlarina transfer edilmis ve kultirler
37°C’de ~16 saat inklbe edilmistir. Agar ortaminda buylyen koloniler yine Kan iceren (40
pg/mL) sivi LB besi ortamina transfer edilerek 37°C’de ~16 saat inkibe edilmis, blylyen
kolonilerden plazmid DNA izolasyonlari yapilmistir. izole edilen plazmid DNA'lari her bir gen
urindne spesifik olan restriksiyon enzimleri ile kontrol edilmistir. Kesim reaksiyonlari uygun
konsantrasyondaki agaroz jelde ayrigtirilarak kontrol edilmig, her klonlama ve kesim reaksiyonu
icin beklenen fragmanlar analiz edildiginde klonlamalarin basarili olduklari teyid edilmistir (Sekil
5. Ave B).
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Sekil 5. pGBKT7-hADA2A/ -hADA2B ve -hGCN5 klonlarinin restriksiyonel kesim analizleri. (A) pGBKT7-
hADA2A klonunun EcoRI enzimi ile restriksiyonel kesim analizi. (B) pGBK7-hADA2B ve -hGCN5

klonlarinin sirasiyla EcoRl/BamHI ve EcoRl/Sall restriksiyonel kesimlerine ait agaroz jel goruntisa.

Her klonlama igin restriksiyonel analizler ile dogru hedef geni igerdiginden emin
oldugumuz birbirinden bagimsiz 3 farkli koloni segilerek plazmid DNA izolasyonu yapilmis ve
plazmid DNA’larin herhangi bir mutasyon igerip igermediklerini belirlemek amaciyla DNA’lar dizi
analizine gonderilmistir. Dizi analizi sonuglari analiz edilerek mutasyon i¢cermedidi gbzlenen

klonlar ile daha ileri analizlere devam edilmigtir.

4.3 AH109 Maya Susunun pGBKT7-hADA2A, hADA2B ve hGCN5 Rekombinant Plazmidleri
ile Transformasyonu

Bu amacla kimyasal olarak kompetan hale getirilen S. cerevisiae AH109 susu pGBKT7-
hADA2A, -hADA2B ve -hGCN5 rekombinant plazmidleri ile transforme edilmigtir. pGBKT7
vektdru TRP prototrof bir vektér oldugundan pGBKT7-hADA2A, -hADA2B ve -hGCNS klonlari ile
transforme edilmis olan maya hucrelerinin TRP igermeyen segici besi ortaminda (SD/-Trp)

blylmesi beklenmektedir. Bu nedenle AH109 maya transformantlari dogru klonu alabilen
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hicreleri belirleyebilmek amaciyla SD/-Trp segici besi ortamlarina transfer edilmis ve kultarler
30°C’de ~2-3 gun inkube edilmistir. Bu ortamnda buyuyebilen dolayisiyla rekombinant plazmid

ile transforme oldugundan emin oldugumuz koloniler ile mayada ileri analizlere devam edilmigtir.
4.4 Maya Hiicrelerinde hADA2A, hADA2B ve hGCNS5 Proteinlerinin Kontrol Testleri

4.4.1 Mayada protein ekspresyon analizleri

Y2H vyontemi hedef proteinlerin konakgi maya hicresi igerisinde ekspresyonunu
gerektirmektedir. Bu nedenle S. cerevisiae AH109 maya susu pGBKT7-hADA2A, -hADA2B ve -
hGCNS5 klonlari ile transforme edilmis ve western blot yontemi ile anti-Myc mouse monoklonal
antikor kullanilarak sézu edilen proteinlerin ekspresyonlari analiz edilmistir. hADA2A, hADA2B
ve hGCNS5 proteinleri icin gozlenen bandlarin beklenen buyuklikte (sirasiyla ~51, 49 ve 97 kDa)
oldugu belirlenmis ve proteinlerin maya igerisinde eksprese edildigi teyid edilmistir (Sekil 6,

siraslyla uygulamalar 3, 4 ve 5).
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Sekil 6. hADA2A, hADA2B ve hGCNS5 proteinlerinin maya igerisinde ekspresyonu.
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4.4.2 Mayada hADA2A, hADA2B ve hGCNS5 proteinlerinin toksisite testleri

Hedef hADA2A, hADA2B ve hGCN5 genlerinin maya igerisinde ekspresyonu sonucu
sentezlenen proteinlerin mayada toksik etkisi olup olmadigini belirlemek amaciyla test edilmistir.
Bu amacgla AH109 maya susu, mayada eksprese edildikleri tarafimizdan dogrulanan pGBKT7-
hADA2A, -hADA2B ve -hGCN5 rekombinant plazmidleri ile transforme edilmistir.
Transformantlar SD/-Trp segici besi ortamina transfer edilmigtir. Kontrol amagli olarak AH109
maya susu bos vektor (pGBKT7) ile de transforme edilmigtir. Transformantlar 30°C’de 2-3 gin
inkiibasyonu takiben bos vektér (pGBKT7) ve de rekombinat plazmidleri iceren (pGBKT7-
hADAZ2A, -hADA2B ve -hnGCN5) maya hucreleri, transfer edildikleri platelerdeki koloni sayilari ve

koloni morfolojileri bakimindan fenotipik olarak karsilastiriimigtir.

Toksisite testlerinde drnekler Tablo 1’de verildigi sekilde ve su esaslar dikkate alinarak
degerlendirilmistir; eder bait protein (hnADA2A, hADA2B ve hGCN5) maya hiicrelerinde toksik bir
etkiye sahip ise bait vektdrl iceren maya hucreleri, bos vektoérll iceren maya hicreleri ile
kiyaslandiginda daha az sayida koloni icermesi beklenir. Ayrica her iki sug karsilastirildiginda
platelerde gdzlenen koloni morfolojilerinin de toksik etki nedeniyle daha kigcik ve degisken
olmasi beklenmektedir. Toksisite testi sonuclarimiz hADA2A, hADA2B ve hGCN5 proteinlerini
iceren maya hucrelerinin bos vektor ile transforme edilen maya hicreleri ile koloni sayilari ve de
koloni morfolojileri bakimindan fenotipik olarak karsilastirilabilir benzerlik gdsterdigini ortaya
koymustur (Sekil 7). Bu sonuglarimiz hADA2A, hADA2B ve hGCN5 genlerinin ekspresyon

drdnlerinin mayada herhangi bir toksik etkiye neden olmadigi seklinde yorumlanmistir.

Tablo 1. Mayada toksisite testleri.

Ornek Segici Besi 2mm Biiyiikliigiinde/Belirgin
Ortami Koloni Geligimi

AH109[pGBKT7] SD/-Trp Var

AH109[pGBKT7-hADA2A] | SD/-Trp Var

AH109[pGBKT7-hADA2B] | SD/-Trp Var

AH109[pGBKT7-hGCN5] SD/-Trp Var
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SD/-Trp Segici Besi Ortami

AH109[pGBKT7] AH109[pGBKT7-hADA2A] AH109[pGBKT7-hADA2B] AH109[pGBKT7-hGCN5]

ne CS (ex+atr)
(Eall t.)
A AR

Sekil 7. Mayada hADA2A, hADA2B ve hGCNS5 proteinlerinin toksisite testlerine ait 6rnek plate gérintuleri.
AH109 maya susu bos pGBKT7 plazmidi ve pGBKT7-hADA2A, -hADA2B, -hGCN5 rekombinant
plazmidleri ile transforme edilmis ve transformantlar SD/-Trp segcici besi ortamina 30°C’de 2-3 giin inkibe

edilerek koloni gelisimleri degerlendirilmistir.

4.4.3 hADA2A, hADA2B ve hGCNS5 proteinlerinin oto-aktivasyon testleri

Y2H yontemi ile aday etkilesimlerin testi, olasi yanlis pozitif sonuglarin eliminasyonu igin
vektoriin maya konak hicre icerisinde prey vektdor yoklugunda raportdr genleri kendiliginden
aktive edebilme (oto-aktivasyon) &zelliginin bulunmamasini gerektirmektedir. Sonuglarimizi
degerlendirirken bu olasiligi elimine etmek amaciyla hADA2A, hADA2B ve hGCN5 proteinlerinin
herhangi bir etkilesim partneri olmaksizin AH109 maya susundaki raportdr genleri kendiliginden
aktive edip etmedigi test edilmistir. Bu amacla bait vektoérler ile transforme edilen AH109 maya
hicreleri transformasyonu takiben belirli dillisyonlarda SD/-Trp/X-a-Gal ve SD/-Ade/-His/-Trp/X-
a-Gal segici besi ortamlarina transfer edilmistir (Tablo 2). Deneylerimizde bu segici besi
ortamlarinin kullaniimasinin nedeni AH109 maya susunun Adenin (ADE2) ve Histidin (HIS3)
raportor genlerini icermesi ve ayrica hADA2A, hADA2B ve hGCN5 ORF bdlgelerini tagiyan BD
vektorin Trp besin belirtecini tagimasidir. Oto-aktivasyon deneyi sonuglarimizin analizinde su
esaslar dikkate alinmistir; bait vektoér ile transforme edilmis AH109 hicrelerinin SD/-Trp/X-a-Gal
secici besi ortaminda beyaz renkli koloniler olusturmasi beklenirken, bait vektdr, herhangi bir
etkilesim partnerine gerek duymaksizin raportor genleri kendiliginden aktive edebildigi takdirde
SD/-Ade/-His/-Trp/X-a-Gal segici besi ortaminda ¢ok sayida mavi renkli belirgin kolonilerin
g6zlenmesi beklenmektedir. Yaptigimiz oto-aktivasyon testleri sonucunda pGBKT7-hADA2A ve
-hGCN5 rekombinant plazmidleri ile transforme edilmis maya hucrelerinin SD/-Ade/-His/-Trp/X-

a-Gal secici besi ortaminda belirgin koloniler olusturamadiklari gézlenmigtir (Sekil 8).
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Tablo 2. Mayada oto-aktivasyon testleri.

Ornek Secici Besi Ortami Belirgin Koloni Rengi
Koloniler

AH109[pGBKT7-hADA2A] | SD/-Trp/ X-a-Gal Var Beyaz
AH109[pGBKT7-hADA2A] | SD/-Ade/-His//-Trp/X-a-Gal | Yok Beyaz/Agik mavi
AH109[pGBKT7-hADA2B] | SD/-Trp/ X-a-Gal Var Beyaz
AH109[pGBKT7-hADA2B] | SD/-Ade/-His//-Trp/X-a-Gal | Az sayida Beyaz/Agik mavi
AH109[pGBKT7-hGCN5] SD/-Trp/ X-a-Gal Var Beyaz
AH109[pGBKT7-hGCN5] SD/-Ade/-His//-Trp/X-a-Gal | Yok Beyaz/Acik mavi

AH109[pGBKT7-hADA2A]

AH109[pGBKT7-hGCN5] |

Ayni deney pGBKT7-hADAZ2B ile transforme edilmis maya hicreleri icin de uygulanmis,

SD/-Trp/X-a-Gal

SD/-Ade/-His/-Trp/X-a-Gal

ve 30°C’de 2-3 gun siresince inkibe edilmigtir.

24

Sekil 8. hADA2A ve hGCNS5 icin mayada oto-aktivasyon deneyleri sonuglarina ait 6rnek plate géruntuleri.
AH109 maya hucreleri pPGBKT7-hADA2A ve -hGCN5 rekombinat plazmidleri ile transformasyonu takiben
belirli dilisyonlarda SD/-Trp/X-a-Gal ve SD/-Ade/-His/-Trp/X-a-Gal segici besi ortamlarina transfer edilmis

bu hacrelerin SD/-Ade/-His/-Trp/X-a-Gal segici besi ortamina transfer edilmesi ve inkiibasyonu
sonrasinda az sayida koloni olusumu belirlenmigtir. Sekil 9da goéruldugu gibi bu koloni
olusumunun ekibimizin daha dnceki calismalarinda hADAS3 proteini igin gdzlenen ve bos vektor




ile transforme edilmis maya hucrelerine benzer karakterde oldugu (Zencir vd., 2013a) tespit
edilmistir. Esasen bos maya BD ve/veya AD vektorlerinin ihmal edilebilir dizeyde oto-aktivasyon
gosterebilme &zellikleri bulundugu bilinen bir gercektir. Bu nedenle hADA2B proteini igin
potansiyel etkilesimlerin Y2H yontemi ile test edilmesinde olasi ‘yanlis pozitif' sonuglarin
eliminasyonu amaciyla bu oto-aktivasyon testlerinde ikinci bir raportér olarak HIS3 ile ikili segim
de yapmak amaciyla HIS3 gen urinidnin rekabetsel (kompetitif) inhibitéri olan 3-AT
kullanilmistir. Bu islemin dncesinde farkli konsantrasyonlarda (10 mM, 25 mM ve 50 mM) 3-AT
iceren secici besi ortamlari hazirlanmis ve hADA2B oto-aktivasyon 6zelliginin 3-AT’nin en disuk
konsantrasyonunda (10 mM) dahi elimine edildigi gézlenmistir (Sekil 10). Deneylerimizde
hADA2B etkilesimlerinin analizinde kullanilacak uygun 3-AT konsantrasyonu 10 mM olarak
belirlenmis ve ileri analizlere devam edilmistir.

Alinan bu sonuglar hADA2A, hADA2B ve hGCN5 proteinlerinin maya hcrelerinde
raportdr genlerin transkripsiyonunu kendiliginden aktive edebilme 6zelligine sahip olmadiklarini

gOstermistir.

SD/-Trp/X-a-Gal SD/-Adel-His/-Trp/X-a-Gal

AH109[pGBKT7]

AH109[pGBKT7-hADA3]

AH109[pGBKT7-hADA2B]

Sekil 9. hADA2B proteini icin mayada oto-aktivasyon deneyleri sonuglarina ait 6rnek plate goruntileri.
AH109 hicreleri pGBKT7, pGBKT7-hADA3 ve pGBKT7-hADA2B plazmidleri ile transformasyonu takiben
belirli dilisyonlarda SD/-Trp/X-a-Gal ve SD/-Ade/-His/-Trp/X-a-Gal segici besi ortamlarina transfer edilmis

ve 30°C’de 2-3 giin suresince inkibe edilmistir.
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SD/-Ade/-His/-Trp/X-a-Gal

3-AT (mM)

AH109[pGBKT7-hADA2B] |

Sekil 10. hADA2B proteininin mayada oto-aktivasyon &zelliginin ikinci bir raportdr gen iceren segici besi
ortaminda analizine iliskin 6érnek plate goruntileri.AH109 maya hucreleri pGBKT7-hADA2B rekombinat
plazmidi ile transforme edilmis ve transformantlar farkli konsantrasyonlarda 3-AT (10, 25, 50 mM) igeren

SD/-Ade/-His/-Trp/X-a-Gal/3-AT segici besi ortamlarinda 30°C’de 2-3 glin sliresince inkiibe edilmistir.
4.5 Etkilesimlerin ve Etkilesimlerin Ozgiinliigiiniin Test Edilmesi

Mayada etkilesimlerin Y2H yontemi ile analiz edilebilmesi amaciyla ‘Gere¢ ve Yontem’
bolumunde ayrintili olarak verildigi Uzere yontemin geredi olarak hADA2A, hADA2B ve hGCN5
proteinlerini kodlayan cDNA dizisine sahip olan BD plazmidleri elde edilmis (“bait” flzyon;
pGBKT7-hADA2A, -hADA2B ve -hGCN5), AD plazmidine klonlanmis olan aday partnerler ile
(“prey” flzyon; pGADT7-Rec-PPP1R7, -PPP2R5D, -PHF21A ve -AATF) etkilesimler test
edilmistir (Sekil 11). Maya AH109 susu GAL4 sorumlulugunda UAS ve TATA kutularinin kontrolu
altinda olan birbirinden farkh 4 raportér gen icermektedir. Bu nedenle bait proteinler ve prey
proteinlerin etkilesim gostermesi durumunda AH109 maya susunda bulunan bu doért raportor gen
(ADE2, HIS3, MEL1 ve LacZ) transkripsiyonel olarak aktive edilmis olur.

Etkilesimlerin Y2H yontemi ile test edilmesi amaciyla AH109 maya susu bait-iceren
pGBKT7 BD plazmidi ve prey- iceren pGADT7-Rec AD plazmidi ile es-zamanli olarak transforme
edilmis ve etkilesimler transformantlarin konak maya hucresinde yer alan raportdr genler
bakimindan secici besi ortamlarina transfer edilerek, bu segici besi ortamindaki bulyime
Ozelliklerine gore degerlendirilmistir. Protein-protein etkilesimlerinin gézlenmesi durumunda
AH109 maya hacresindeki dort farkh raportor genler (HIS3, ADE2, MEL1 ve LacZ)
transkripsiyonel olarak aktive edileceginden ve transformantlarin hem BD hem de AD
vektorlerinde bulunan sirasiyla TRP ve Ldésin (Leucine; LEU) besin belirteglerini tasimalari
beklendiginden etkilesimlerin gézlendigi hicrelerin, segiciligi olduk¢a yuksek olan SD/-Ade/-His/-

Trp/-Leu/X-a-Gal besi ortaminda mavi renkte kolonilerin blylyebilme 6zelligine sahip olmasi
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beklenmektedir. Etkilesimler test edilirken pozitif etkilesimlerin test edilmek istenen hADA2A,
hADA2B ve hGCNS5 proteinlerine 6zgin olup olmadiklarini belirlemek amaciyla negatif kontrol
olarak bu proteinler ile hem hiicresel lokalizasyonlari hem de fonksiyonlari bakimindan tamamen

farkli 6zellikte bir protein olan hGIP kullaniimigtir (Zencir vd., 2011; Zencir vd., 2013b).

Y2H deneylerimiz, hADA2B ve hGCNS5’in dort aday proteinler ile es-transformasyonu
sonucunda 10 mM 3-AT igeren platelerde bile oldukg¢a gugli mavi renkte koloni gelisimleri
gbzlenmis ve Ozellikle hADA2B etkilesimlerinin aday partnerlerin daha 6nce belirledigimiz
hADAZ3 etkilesimlerine benzer karakterde oldugunu gdéstermistir. hAADA2A’nIn ise aday proteinler
ile es-transformasyonu sonucunda X-a-Gal platelerinde gdzlenen etkilesimlerin 3-AT (10 mM)
iceren platelerde elimine edildigi, dolayisiyla hADA2A etkilesimlerinin nispeten daha zayif oldugu
belirlenmigstir (Sekil 11).

SD/-Ade/-His/-Trp/-Leu SD/-Adel-His/-Trp/-Leu
SD/-Trp/-Leu X-a-Gal X-a-Gal + 3-AT SD/-Trpi-Leu X-a-Gal X-a-Gal + 3'-AT
80 +AD 1 1 . [ S
worerrrs [ O S - [ W
wossrev: [ O -+ I —
wossnororv: [N O o~ [ N
hADAZB + PPP1RT _ _ _ hADAZB + PPP2RSD _ _ _
wconserrevs N I N <o [ I I
SD/-Ade/-His/-Trp/-Leu SD/-Ade/-His/-Trp/-Leu
SD/-Trp/-Leu X-a-Gal X-a-Gal + 3'-AT X-a-Gal
oo [ N N -
— |
— ||
NADAZB + PHF21A _ _ _ hADAZB + AATF
OGNS ¢ PHF2IA _ - _ NGCNS + AATF

Sekil 11. Maya hucrelerinde hADA2A, hADA2B ve hGCNS5 proteinlerinin aday partnerler (PPP1R7,
PPP2R5D, PHF21A, AATF) ile etkilesimlerinin Y2H ile test edilmesi sonucunda elde edilen 6rnek plate
gOruntuleri. AH109 hicreleri aday etkilesim partnerlerini tagiyan BD ve AD plamidleri ile es-transforme
edilmis ve transformantlar hem konak maya hicresinin tasidigi raportér genler bakimindan segcici olan
SD/-Ade/-His/-Trp/-Leu/X-a-Gal besi ortamina hem de ikincil bir raportér gen Grindnun aktivasyonunun
secimi igin SD/-Ade/-His/-Trp/-Leu/X-a-Gal/3-AT segici besi ortamina transfer edilerek bu besi
ortamlarindaki buyimelerin degerlendiriimesi ile analiz edilmistir.
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4.6 Etkilesimlerin Mayada Beta-Galaktosidaz Aktivitesi Olgiimleri ile Kantitatif Olarak
Belirlenmesi

Y2H sistemi, etkilesimlerin fonksiyonel transkripsiyon faktorlerinin aktive edilmesi ve buna
bagl olarak gerceklesen raportdr genlerin aktivasyonu ile belirlendigi bir sistemdir. Bircok Y2H
sisteminde /acZ geninin kodladigi B-gal enzimi kolorimetrik analizlere olanak saglamasi
bakimindan etkilesimlerin kalitatif ve kantitatif olarak analizleri i¢in siklikla tercih edilen bir
yontemdir (Topcgu vd., 1999; Serebriiskii vd., 2000). B-Gal aktivite dlgtimleri igin farkl yaklagsimlar
kullaniimakla birlikte en yaygin kullanilan dlgim yontemlerinden birisi enzimin aktivitesi sonucu
ONPG kromojenik substratini parcalayarak agiga c¢ikan sari rengin spektrofotometrik dlcimiine
dayanmaktadir (Mockli ve Auerbach, 2004).

Projemiz kapsaminda etkilesimlerin mayada kantitatif olarak analizi amaciyla f-gal enzim
aktivite olgimleri yapilmis ve B-gal enzim aktiviteleri asagidaki formulasyon ile hesaplanarak

analiz edilmistir.

B-Galaktosidaz Aktivitesi = 1000xA420 / (t x V x OD600)

t = inkiibasyon zamani (dakika)

V = Kullanilan hucre miktari

A420 = 420 nm'de Olcllen absorbans degeri

OD600 = 600 nm'deki optik dansite degeri (1 ml kiltiriin A600 degeri)

Elde edilen B-gal enzim aktivitesi degerleri garafige aktarildiginda bulgularimizin Y2H ile

elde ettigimiz bulgulari destekler nitelikte oldugu belirlenmistir (Sekil 12).
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PPP1R7 Etkilesimleri PPP2R5D Etkilesimleri

hGIP hGIP
hGCNS hGCNS
hADAZE hADAZB
hADAZA hADAZA
hADA3 hADA3
Ji] 20 40 B0 &0 100 120 4] 20 40 el 80 100 10
Rolatif B-Galaktosidaz Aktivitesi (%) Ralatif B-Galaktosidaz Aktivitesi (%)
PHF21A Etkilegimleri AATF Etkilesimleri
hGIP hGIP
hGCNS hGCNS
hADAZB hADAZE
hADAZA hADAZA
hADA3 hADA3
EIII ZIEI 4ID E»ﬂ BIU' 1":3"-" 120 ] 50 100 150 200 250
Raolatif B-Galaktosidaz Aktivitesi (%) Ralatif B-Galaktosidaz Aktivitesi (%)

Sekil 12. Etkilesimlerin mayada B-gal enzim aktivitesi Olcimleri ile kantitatif olarak degerlendiriimesi

sonucu elde edilen aktivite grafikleri.

4.7 hADA2A, hADA2B ve hGCNS5 Proteinlerinin Etkilesim Bolgelerinin Haritalanmasi

4.7.1 Delesyonlu hADA2A, hADA2B ve hGCNS5 klonlarinin eldesi

hADA2A, hADA2B ve hGCN5 genleri nikleotid dizileri bilinen genlerdir. Bu grup
deneylerimiz; hADA2A, hADA2B ve hGCNS'in partnerleri ile etkilesimlerinde dnemli olabilecek
gen bolge/bdlgelerin belirlenmesi amaciyla 6ncelikle NCBI veri tabani yardimiyla elde ettigimiz
gen dizilerinin biyoinformatik analizleri ve daha dnce rapor edilen veriler yardimiyla hADAZ2A,
hADA2B ve hGCN5 gen dizilerinin kodladiklari proteinlerin fonksiyonlari bakimindan éneml
olmasi beklenen bdlgelerin belirlenmesi ile baslamistir. Bu baglamda adi gegen genlerin farkl
bolgelerinde delesyonlar tasiyan klonlarin eldesinde farkli stratejiler uygunlanmis olup takip

edilen deneysel basamaklar asagida 6zetlenmistir.
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4.7.1.1 N-terminal delesyonu tasiyan hADA2A, hADA2B ve hGCNS5 klonlarin eldesi

N-terminal boélgesinde delesyon tasiyan hADA2A, hADA2B ve hGCN5 klonlarinin eldesi
icin stratejimiz; hedef bolgelere 6zgin yeni primer ciftleri tasarlayarak PCR ile hedef gen
dizilerinin amplifiye edilmesi ve ardindan ayni BD plazmidine (pGBKT7) klonlanmasi temeline
dayanmaktadir. PCR Urlnlerinin - molekuler buyuklikleri  reaksiyon drlnlerinin - uygun
konsantrasyondaki agaroz jelde analizi ile elde edilen fragmanlarin kontrolu ile gergeklestiriimis

ve beklenen fragmanlar elde edilmistir (Sekil 13. A ve B).

A) hADA2A hADA2B

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 1 WRWMWMW

DNA Mol. agirhik standardi
ADA2A-NDel-1
ADA2A-NDel-2
ADA2A-NDel-3
ADA2A-NDel-4
ADA2A-NDel-5
ADA2A-NDel-6
ADA2A-CDel
ADA2B-NDel-1
10 ADA2B-NDel-2
1" ADA2B-NDel-3
12 ADA2B-NDel-4

© ® N OO s WN -

B) hGCN5 hGCNS
PCR (iiriinleri yiikleme sirasi L e
Kb m PCR drilnleri yiikleme sirast
1 DNA Molekiiler agiriik standardi
1 DNA Molekiiler agirlik standardi

2 GCN5-Ndel-1 2 GCN5-NDel-6

3 GCN5-Ndel-2 50 3 GCN5-NDel-7

4 GCN5-Ndel-3 4 GCN5-NDel-8

5 GCN5-Ndel-4 5 GCN5-NDel-9

6

GCN5-Ndel-5

Sekil 13. hADA2A, hADA2B ve hGCN5 protein kodlayan gen dizilerinin N- terminallerinde delesyonel
analizler icin yapilan PCR amplifikasyonlarina ait reakiyon (Urlnlerinin agaroz jel elektrofozeri
goruntileri.N-Terminal delesyonlu hADA2A, hADA2B (A) ve hGCN5 (B) klonlarinin olusturulmasinda
kullanilmak (izere tasarlanan 0zglin primerler yardimiyla PCR amplifikasyonu ile elde edilen DNA
fragmanlarinin agaroz jel elektroforezi gorintuleri.
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Elde edilen PCR drunleri hedef gen bdlgesinde yer aldigi bilinen 6zgin restriksiyon
enzimleri ile de kontrol edilmistir. Fragmanlarin 6zgunlugu test edildikten sonra hADA2A N-
terminal delesyonlari i¢in elde edilen fragmanlar BamHI + Pstl, hADA2B N-terminal delesyonlari
icin elde edilen fragmanlar EcoRl + BamHI ve hGCN5 N-terminal delesyonlari igin elde edilen
fragmanlar ise EcoRI + Sall enzim iftleri kullanilarak kesim yapilmig ve agaroz jel ekstraksiyonu
ile kesim Urdnleri purifiye edilmistir. Elde edilen saf DNA fragmanlari paralel olarak hazirlanan
yine ayni enzimlerle kesilmis olan sirasiyla pGBKT7/BamH| + Pstl, pGBKT7/EcoR| + BamHI ve
pGBKT7/EcoRI + Sall plazmidleri ile ‘T4 DNA Ligaz’ enzimi varliinda, enzimin aktivitesi igin
uygun tampon ve sicaklik kosullarinda ligasyon reaksiyonuna birakilmistir. Ligasyon
reaksiyonunu takiben, kimyasal olarak kompetan hale getirilmis E. coli DH5-a bakteri hucreleri
ligasyon drinleri ile transforme edilmistir. Transformantlar dogru klonu alabilen bakteri
hicrelerini belirleyebilmek amaciyla Kan igeren (40 uyg/mL) LB agar besi ortamlarina transfer
edilmis ve kiltirler 37°C’'de ~16 saat inkibe edilmistir. Agar ortaminda buyulyen koloniler yine
Kan igeren (40 pug/mL) sivi LB besi ortamina transfer edilerek 37°C’de ~16 saat inkube edilmis,
biylyen kolonilerden plazmid DNA izolasyonlari yapiimistir. izole edilen rekombinant plazmid
DNA’lar tasidiklari gen bolgelerine 6zgin oldugu bilinen restriksiyon enzimleri ile kesilmis ve
yine ayni enzim ile kesilen bos plazmid ile karsilastirilarak elde edilen fragmanlarin analizleri
yapilmistir. Kesim reaksiyonlari uygun konsantrasyondaki agaroz jelde ayristirilarak kontrol
edilmis, her klonlama ve kesim reaksiyonu igin beklenen fragmanlar analiz edildiginde
klonlamalarin basarili oldugu goézlenmistir. Ornek agaroz jel goruntileri Sekil 14’te verilmistir.
Her klonlama icin beklenen fragmanlarin gézlendigi aday klonlar ile ileri analizlere devam

edilmistir.
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pGBKT7-ADA2B-NDel2b/ Pstl
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Sekil 14. N-Terminal bolgesinde farkl delesyonlar iceren klonlarinin restriksiyonel analizlerine ait temsili
agaroz jel goruntuleri (A) pGBKT7-hADA2A-Ndel klonlarinin igerdikleri insertlerde yer aldigi bilinen EcoRI
enzimi ile kesimi sonrasinda agaroz jelde ayristiriimasi sonucu elde edilen fragmanlar, (B) pGBKT7-
hADA2B-Ndel klonlarinin igerdikleri insertlerde yer aldigi bilinen Pstl enzimi ile kesimi sonrasinda agaroz
jelde ayristirimasi sonucu elde edilen fragmanlar, (C) pGBKT7-hGCN5-Ndel klonlarinin igerdikleri

insertlerde yer aldidi bilinen Hindlll ve Ncol enzimi ile kesimi sonrasinda agaroz jelde ayristiriimasi

1

sonucu elde edilen fragmanlar.

N1 N2 N3 N4 NS
2 3 4 5

1
2
3
“
L
6

DNA molekiler agirtik standard
PGBKT7-GCNS-NDel1/ Hindill
PGBKT7-GCNS-NDel2/ Hindill
PGBKT7-GCNS5-NDeld/ Hindill
PGBKT7-GCNS-NDeld! Hindill
PGBKT7-GCNS-NDelS/ Neol
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4.7.1.2 C-Terminal delesyonu tagsiyan hADA2A, hADA2B ve hGCNS5 klonlarin eldesi

hADA2B ve hGCNS5 proteinlerinin C-terminal delesyonlu klonlarinin eldesinde daha 6nce
ekibimizce olugturulan tam uzunluklu (full lenght) hADA2B ve hGCN5 genlerinin ORF bdlgelerini
iceren sirasiyla pGBKT7-hADA2B ve pGBKT7-hGCN5 rekombinat plazmidlerinde adi gegen
genlerin protein kodlayan dizilerinde farkh uzunlukta amino asit (aa) dizilerini icerecek sekilde
restriksiyonel kesimler yapilarak C-terminal bodlgelerinde belirli diziler uzaklastinimistir. Bu
sekilde olusturan yapigskan uclar ‘Klenow’ enzimi kullanilarak kit uc¢lu hale getiriimis ve
rekombinant plazmid yeniden ligasyon reaksiyonuna birakilmistir. Ligasyon reaksiyonu ve
bakteriyel transformasyon islemleri daha énceki bolimlerde belirtil§i sekilde gerceklestirilmistir.
Elde edilen rekombinant plazmidler ¢oklu restriksiyonel enzim kesimleri ile kontrol edilmistir.
hADA2A’'nin C-terminal delesyonlu klonunu olusturmak igin ise hedef bélgeye 6zgin yeni primer
cgiftleri tasarlanarak PCR ile hedef gen dizilerinin eldesinin ardindan pGBKT7 plazmidine
klonlanmigtir. Elde edilen PCR Urlnleri gen bolgesinde yer aldidi bilinen 6zgin restriksiyon
enzimleri ile kontrol edilmistir. hADA2A C-Terminal delesyonu igin PCR ile ¢ogaltilan fragman
BamHlI + Pstl enzim cifti ile kesilerek yine ayni enzim cifti ile kesilmis olan pGBKT7/BamHI + Psti
plazmidi ile ligasyon reaksiyonuna birakiimistir. Bos pGBKT7 plazmidi ve elde edilen C-Terminal
delesyonlu aday klonlar restriksiyonel kesim analizleri ile kontrol edilmis ve beklenen

fragmanlarin gézlendigi klonlar ile ileri analizlere devam edilmistir (Sekil 15).
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PGBKT7 hADA2A-Cdel1

— o= =
1 DNA molekiiler agirlik standard:
10.0 2 PGBKT7 / Kesilmemis
5.0 3 PGBKT7/ Ncol
4 PGBKT7-ADA2A-CDel1al Ncol

15 5 PGBKT7-ADA2A-CDel1al Ncol

1.0

05

0.2

hADA2B C-Terminal Delesyonlan
B) Cdelt Cdel2 Cdel3  Cdeld
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1
o o == N
1 DNA molekiiler agirlik standard:

10.0 2 PGBKT7-ADA2B-CDel1al EcoRl + Sall
L 3 PGBKT7-ADA2B-CDel1b/ EcoRI + Sall
30 4 PGBKT7-ADA2B-CDel1c/ EcoRl + Sall

5 PGBKT7-ADA2B-CDel2a/ EcoRl + Sall
10 6 PGBKT7-ADA2B-CDel2b/ EcoRl + Sall
os B 7 PGBKT7-ADA2B-CDel2c/ EcoRl + Sall
i2h 8 PGBKT7-ADA2B-CDel3al EcoRl + Sall

9 PGBKT7-ADA2B-CDel3b/ EcoRI + Sall

10 PGBKT7-ADA2B-CDel3c/ EcoRl + Sall

1 PGBKT7-ADA2B-CDel4/ EcoRl + Sall

C) hGCN5 C-Terminal Delesyonlan

Cdel1 Cdel2 Cdel3 Cdel4

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

DNA molekiiler agirlik standardi

PGBKT7-GCN5-CDel1al/ EcoRl + Nofl
pPGBKT7-GCN5-CDel1b/ EcoRl + Nofi
pGBKT7-GCN5-CDel1c/ EcoRlI + Notl
PGBKT7-GCN5-CDel2a/ EcoRI + Nofl
PGBKT7-GCN5-CDel2b/ EcoRI + Nofl
PGBKT7-GCNS5-CDel2c/ EcoRl + Nofl
pGBKT7-GCN5-CDel3al/ EcoRI + Nofl
pGBKT7-GCN5-CDel3b/ EcoRl + Nofl
10 pGBKT7-GCN5-CDel3c/ EcoRl + Nofl
1 PGBKT7-GCNS5-CDelda/ EcoRl + Nofl
12 PGBKT7-GCNS5-CDel4b/ EcoRl + Nofi
13 PGBKT7-GCN5-CDeldc/ EcoRl + Nofl

100

3.0

© ® N OO A WN -

0.25

Sekil 15. C-terminal bdlgelerinde farkli delesyonlar tasiyan hADA2A, hADA2B ve hGCN5 klonlarinin
restriksiyonel kesim analizlerine ait temsili agaroz jel gorintileri. (A) pGBKT7/hADA2A-Cdel klonunun
kontroll icin Ncol enzimi ile yapilan restriksiyonel kesim analizine ait agaroz jel gorintusu, (B)
pGBKT7/hADA2B-Cdel klonlarinin EcoRl + Sall enzim gifti ile kesimi ve sonrasinda agaroz jelde
ayristirlmasi sonucu gozlenen fragmanlara iligkin agaroz jel goruntisi, (C) pGBKT7/hGCN5-Cdel

klonlarinin EcoRI + Nofl enzim cifti ile kesimi ve sonrasinda agaroz jelde gézlenen fragmanlar.
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4.7.2 Delesyonlu hADA2A, hADA2B ve hGCN5 proteinlerinin mayada ekspresyon
analizleri

Y2H ybéntemi aday proteinlerin konakg¢li maya hicre icerisinde ekspresyonunu
gerektirmektedir. Bu nedenle S. cerevisiae AH109 maya susu etkilesim boélgelerinin belirlenmesi
amaciyla olusturulan N-terminal ve C-terminal delesyonlu hADA2A, hADA2B ve hGCNS5 klonlari
ile transforme edilmis, maya hucrelerinde TCA ¢oktirmesi ile protein 6rnekleri elde edilmis ve
uygun konsantrasyonda SDS-PAGE jelinde ayristirilan 6rnekler PVDF membrana transfer
edilerek anti-Myc fare monoklonal antikoru kullanilarak ile western blot analizi ile
degerlendirilmigtir. Delesyonlu hADA2A, hADA2B ve hGCN5 proteinlerinin ekspresyon
analizlerine iliskin temsili western blot goruntuleri Sekil 16’da verilmistir. Her bir 6rnek igin
beklenen buyuklikte proteinlerin gbézlendigi ve ekspresyonun basarili oldugu dusutnulen aday

klonlar secilerek ileri analizlere devam edilmisgtir.

A) B)

PGBKT7-GCNS
f NDel6 NDel? NDei8 NDeid
M Eﬁmclmm«mommnuhhn» W e me
(2]
'
- - -

¥ ¢ 2 838 |B

Sekil 16. Delesyonlu hADA2A, hADA2B ve hGCNS5 proteinlerinin mayada ekspresyon analizlerine iliskin

temsili western blot goérintileri. (A), (B) ve (C) sirasiyla farkh delesyonlar iceren hADA2A, hADA2B ve
hGCNS proteinlerinin maya hiicrelerindeki ekspresyonlarina ait western blot goruntulerine aittir.
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4.7.3 Delesyonlu hADA2A, hADA2B ve hGCNS5 proteinlerinin mayada toksisite ve oto-
aktivasyon testleri

Projemiz kapsaminda hADA2A, hADA2B ve hGCN5 proteinleri icin yaptigimiz toksisite
testleri, etkilesim bolgelerinin haritalanmasi amaciyla elde ettigimiz delesyonlu hADAZ2A,
hADA2B ve hGCNS5 proteinleri igin de tekrarlanmistir. Delesyonlu hADA2A, hADA2B ve hGCN5
proteinlerinin ekspresyonlari sonucunda maya hicrelerinde herhangi bir toksik etki yaratip
yaratmadiklarini belilemek amaciyla AH109 maya susu hem bos pGBKT7 plazmidi ile hem de
delesyonlu hADA2A, hADA2B ve hGCN5 proteinlerini iceren BD plazmidleri ile ayri ayri
transfrome edilmis ve ftransformantlar SD/-Trp secici besi ortamina transfer edilmistir.
Transformantlar 30 °C’de 2-3 gun inkibasyonu takiben koloni sayilari ve morfolojileri
bakimindan fenotipik olarak karsilastiriimistir. Toksisite testleri delesyonlu hADA2A, hADA2B ve
hGCNS5 proteinlerini iceren maya hicrelerinin bos vektor ile transforme edilen maya hcreleri ile
koloni sayilari ve koloni morfolojileri bakimindan fenotipik olarak karsilastirilabilir benzerlik
gosterdigini yani elde edilen delesyonlu proteinlerin ekspresyonlarinin mayada herhangi bir

toksik etkiye neden olmadiklarini gostermistir.

Buna ek olarak Y2H ile etkilesimlerin analizi 6ncesinde hADA2A, hADA2B ve hGCN5
proteinleri i¢cin yapmis oldugumuz oto-aktivasyon testleri de elde ettigimiz delesyonlu hADA2A,
hADA2B ve hGCNS5 proteinleri i¢in tekrarlanmigtir. Bu amagla delesyonlu hADA2A ve hGCN5
proteinlerini tagiyan bait vektorler ile transforme edilen AH109 maya hucreleri transformasyonu
takiben Dbelirli dilisyonlarda SD/-Trp/X-a-Gal ve SD/-Ade/-His/-Trp/X-a-Gal segici besi
ortamlarina transfer edilmistir. Yaptigimiz oto-aktivasyon testleri sonucunda, delesyonlu
hADA2A ve hGCNS5 proteinlerini tasiyan rekombinant plazmidler ile transforme edilmis maya
hicrelerinin SD/-Ade/-His/-Trp/X-a-Gal segici besi ortaminda belirgin koloniler olusturmadiklari
yani oto-aktivasyon 6zelliklerinin bulunmadigi gézlenmigtir. Bu bolim deneylere ait 6rnek plate

gorintileri Sekil 17. A’da verilmistir.

Ayni deney kapsaminda yine ADA2B protein kodlayan gen bolgesini tagsiyan bait vektor
ile transforme edilmis maya hicrelerinde ihmal edilebilir bir oto-aktivasyon 6zelligi gdézlenmis ve
bu oto-aktivasyon ADA2B proteini i¢in potansiyel etkilesimlerin Y2H yontemi ile test edilmesinde
olasi ‘yanls pozitif’ sonuglarin eliminasyonu amaciyla bu oto-aktivasyon 6zelligi ikinci bir raportér
olarak HIS3 ile ikili secim yapilarak ve HIS3 gen urinunin rekabetsel (kompetitif)-inhibitdri olan
3-AT kullanilarak elimine edilmistir. Bu nedenle elde ettigimiz delesyonlu hADA2B iceren bait

vektorlerin oto-aktivasyon testleri de yine 3-AT varliinda gerceklestiriimis ve SD/-Ade/-His/-
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Trp/X-a-Gal/3-AT koloni gelisimin gézlenmedigi yani delesyonlu hADA2B proteinlerinin mayada
raportér genleri kendiliginden aktive edebilme 6zelliklerinin bulunmadigi belirlenmistir. Ornek

plate goruntileri Sekil 17. B’de verilmigtir.

A) SD/-Ade/-His/-Trp/X-alpha-gal  SD/-Trp/X-alpha-gal

hADA2A delesyonlar
oto-aktivasyon

hGCNS delesyonlari
oto-aktivasyon

B) SD/-Trp/X-alpha-gal/3-AT SD/-Ade/-His/-Trp/X-alpha-gal/3-AT

hADA2B delesyonlarn
oto-aktivasyon

Sekil 17. Delesyolu hADA2A, hADA2B ve hGCN5 proteinlerinin mayada oto-aktivasyon testlerine ait
ornek plate goruntuleri. (A) AH109 maya hucreleri delesyonlu pGBKT7/hADA2A ve /hGCN5 rekombinat
plazmidleri ile transformasyonu takiben belirli dilisyonlarda SD/-Trp/X-a-Gal ve SD/-Ade/-His/-Trp/X-a-Gal
ve segici besi ortamlarinda 30°C’de 2-3 glin slresince inklibe edilmistir, (B) Delesyonlu pGBKT7/hADA2B
rekombinat plazmidlerini iceren AH109 hicreleri ise SD/-Trp/X-a-Gal/3-AT ve SD/-Ade/-His/-Trp/X-a-

Gal/3-AT segici besi ortamlarinda degerlendirilmistir.
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4.7.4 AH109 Maya hiucrelerinin aday etkilesim partnerleri ile es-transformasyonu ve
hADA2A, hADA2B, hGCNS5 proteinlerinin etkilesimden sorumlu bolgelerinin haritalanmasi

Etkilesimden sorumlu protein bdlgelerinin belirlenmesi amaciyla mayada eksprese edilen,
ekspresyonu sonucu herhangi bir toksik etki olusturmayan ve oto-aktivasyon ozelligi
bulunmayan delesyonlu proteinleri tasiyan pGBKT7 plazmidlerinin secimi gerceklestirilmistir.
Ardindan, AH109 maya hlcreleri hem tam uzunluklu hem de delesyonlu proteinleri iceren
pGBKT7-BD vektorleri kullanilarak, pGADT7-Rec AD plazmidinde klonlanmis olan aday
etkilesim partnerleri ile birlikte es-transforme edilmistir. Mutasyonlarin etkilesimlerde meydana
getirebilecegi olasi degisiklikler, es-transformantlarin raportér genler bakimindan secici besi
ortamina transfer edilmesi ile analiz edilmistir. Bu analizlerimiz sonucunda hADA2A proteininde
yer alan ‘Ada Box 1° ve ‘Ada Box 2’ domainlerini iceren gen bdlgelerinin protein-protein
etkilesimlerinde 6nemli oldugu belirlenmistir (Sekil 18). Benzer sekilde ADA2 proteininin diger
izoformu olan hADAZ2B icin N-Terminal ve C-Terminal bolgelerinde yapilan delesyonel analizler
‘Ada Box 1’ ve ‘Ada Box 2’ bolgelerinin protein-protein etkilelimleri igin gerekli oldugunu
goOstermistir (Sekil 19). Her iki izoformda da yer alan ve proteinlerin N-Terminal bolgesinde
bulunan SANT domaini ile C-Terminalinde bulunan evrimsel olarak korunmus SWIRM
domainlerinin ise protein etkilesimlerinde énemli bir roli olmadigi belirlenmigtir. hGCN5 proteini
ile yaptigimiz delesyonel analizler sonucunda proteinin 553 ve 820. aa bdlgeleri icerisinde yer
alan ‘Asetil Transferaz’ ve C-Terminalinde bulunan ‘Bromodomain’ bdlgelerini iceren protein

domainlerinin etkilesimlerden sorumlu bdlgeler oldugu belirlenmistir (Sekil 20).
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hADA2A

SANT  AdaBox1 Ada Box 2 SWIRM Etkilegimler

157 71 120 174 232 240 PPPIRT PPP2RSD PHF21A  AATF
+ + + +
+ + + +
+ + + +

Sekil 18. hADA2A proteininin, partner proteinler ile etkilesimlerinde énemli olan gen bélgeleri.

hADA2B

SANT  AdaBox 1 Ada Box 2 SWIRM Etkilegimler

NN 7 |
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PPPIR7T PPP2R5SD PHF21A  AATF
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Sekil 19. hADA2B proteininin, partner proteinler ile etkilesimlerinde énemli olan gen bélgeleri.

hGCN5
PCAF- Asetil
spesite e Sromedomein Etkilesimler
86 37 553 628 7ar 820
PPP1IRT PPPZRSD PHF21A  AATF
- X
—-— .
5 A A o+ _ _ _ _
7?7- 837 h B N -
[ - - - -
[ - - - -

®

]

=]
+
+
+
+

Sekil 20. hGCNS5 proteininin, partner proteinler ile etkilesimlerinde énemli olan gen bélgeleri.
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Yapilan c¢alismalar ADA2A ve ADA2B proteinlerinin N-Terminal bdlgeleri araciligiyla
GCNS’' a baglanabildiklerini, N-Terminal bdlgelerine yakin merkezi protein domainlerinin ise
GCNS5'In HAT domain ile etkilegimlerinde 6nemli oldugunu goéstermigtir (Mao vd., 2006). Yine
ADA2 proteinlerinde bulunan SWIRM domaininin ise nukleozomal ve ift zincirli DNA’ya
baglanmalarinda énemli oldugunu, nukleozomal histon H3 ve linker histon H1'in nukleozom
yapisina erigimlerinde rol aldigini gdstermektedir (Qian vd., 2005). Dolayisiyla bu domain,
protein-protein etkilesimlerinden ziyade protein-DNA etkilesimleri i¢in gerekli olup ve kromatin

yeniden dizenlenmelerinde énemlidir.

GCN5'in etkilesimlerinde 6nemli oldugunu belirledigimiz ‘Asetil Transferaz’ domaini
proteinin fonksiyonu acisindan esas olan domaindir. Bu domain, histon ve histon olmayan
proteinlerin N-Terminallerindeki 6zgun lizin rezidulerinin asetilasyonu yolu ile transkripsiyonel
aktivasyonun kontroliinde goérev alir (Dyda vd., 2000; Vetting vd., 2005). Bromodomain ise
kromatin-liskili ve histon asetil transferaz aktivitesine sahip olan proteinlerin yapisinda bulunan
bir domain yapisi olup, 6zgun olarak asetillenmis lizin reziduleri ile etkilesimde yer almaktadir.
Bu domainin fonksiyonu tam olarak aydinlatilamamis olmakla birlikte protein-protein
etkilesimlerinde 6nemli olabilecegi, transkripsiyonel aktivasyonda rol alan ¢ok-alt birimli protein
komplekslerinin olusumu ve fonksiyonu icin gerekli olabilecegi dne suriimustir (Zeng ve Zhou,
2002). Su halde bulgularimiz, ADA2A, ADA2B ve GCN5'in etkilegimlerinde 6nemli oldugunu

belirledigimiz protein domainlerinin literatur raporlari ile desteklendigini géstermektedir.

4.8 Mayada Belirlenen Protein-Protein  Etkilesimlerinin Memeli Hicrelerde

Verifikasyonlar

Projemizde aday proteinler ile etkilesimlerini analiz etmeyi amacladigimiz hedef
proteinler hADA2A, hADA2B ve hGCN5 insanlarda ifade edilen proteinler olmalari nedeniyle,
Y2H yoéntemi ile mayada goéstermis oldugumuz etkilesimlerin verifikasyonlari memeli
hicrelerinde gercgeklestiriimistir. Memeli sistemlerde etkilesimlerin verifikasyonlari raportér gen
ekspresyonu analizleri ve proteinlerin es-lokalizasyonlarinin konfokal mikroskopi ile analizleri

olmak Uzere iki farkli ydntemle gergeklestirilmistir.
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4.8.1 hADA2A, hADA2B ve hGCN5 protein kodlayan gen bolgelerinin memeli ekpresyon

vektorlerine klonlanmasi

Memeli sistemlerde verifikasyonlarin 6ncesinde ilgili proteinleri kodlayan gen bdlgeleri
memeli ekspresyon vektorlerine klonlanmistir. Raportdér gen ekspresyonu analizleri igin
kullanilan rekombinant plazmidlerin bir bolimd projemize hipotez teskil eden bir 6nceki
¢alismamizda ekibimizde elde edilen pCMV-PPP1R7, pCMV-PPP2R5D, pCMV-PHF21A ve
pCMV-AATF rekombinant plazmidleridir (Zencir vd., 2013b). Deneylerimizde kullandigimiz diger
rekombinat plazmidlerden pcDNA3-Flag-hADA2A ve pcDNA3-Flag-hADA2B plazmidleri isbirligi
icerisinde oldugumuz Macar Bilimler Akademisi’nden Dr. Boros’'un laboratuvarindan temin
eldilmis, pcDNA3-Flag-hGCN5 ise proje yuritlcistu Dr. Zencirin daha o6nce Dr. Boros’'un
danismanhginda yer aldigi Avrupa Birligi projesi kapsaminda isbiligi icinde olunan Dr. Tora’nin

laboratuvarindan saglanmistir.

Konfokal mikroskopi analizlerinde kullanilan plazmidlerin klonlamalari ekibimizce
tamamlanmistir. Bu amacgla hADA2A, hADA2B ve hGCN5 protein kodlayan gen bolgeleri maya
deneylerinde kullanilan ve basarili bir sekilde eksprese edildikleri bilinen pGBKT7-hADA2A,
pGBKT7-hADA2B ve pGBKT7-hGCN5 rekombinat plazmidlerinden hedef DNA’lar sirasiyla Bglll
+ Pstl, EcoRI + BamHI| ve EcoRI + Sall restriksiyonel kesim enzimleri kesimiyle ¢ikarilarak (Sekil
21, Ust panel), BamHI+Pstl, EcoRI+BamHI| ve EcoRI+Sall enzimleri ile kesilen ve CFP fluoresan
isaret tasiyan pECFP-C2 plazmidine klonlanmigtir. Klonlar restriksiyonel kesim analizleri ile
kontroller sonrasi ilgili deneyler i¢in kullanilmistir (Sekil 21, alt panel). Aday proteinler PPP1R?7,
PPP2R5D, PHF21A ve AATF ise yontemin gerektirdigi Uzere pEYFP-C3 plazmidine
klonlanmigtir (Zencir vd., 2013a).
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1 DNA Mol. agirlik stnd (1 Kb)

2 pGBKT7-hADA2A /| BamHI + Psti

3 PGBKT7-hADA2B / BamHI + EcoRI
4 pGBKT7-hGCN5 / EcoRl + Sall

1 DNA Mol. agirlik stnd (1 Kb)

2 pECFP-C2 (Kesilmemis)

3 pECFP-C2/ hADA2A (Kesilmemis)
4 PECFP-C2/ hADA2B (Kesilmemis)
5 pECFP-C2/ hGCNS (Kesilmemis)
6 pECFP-C2/ Ndel + Xhol

7 pECFP-C2/ hADA2A / Ndel + Xhol
8 pECFP-C2/ Dralll

9 PECFP-C2/ hADA2B/ Dralll

10 pECFP-C2/ BamHI

1 pECFP-C2/ hGCN5/ BamHI

Sekil 21. pECFP-C2/ hADA2A, /hADA2B ve hGCN5 rekombinant plazmidlerinin eldesi ve kontrollleri igin

uygulanan restriksiyonel kesim analizlerine ait 6rnek agaroz jel géruntusu.

4.8.2 Raportér gen ekspresyonu analizleri (Luciferase Aassay)

Y2H taramasi sonucu elde ettigimiz potansiyel etkilesim partnerlerinin raportér gen
aktivitesi Uzerindeki etkilerini belirlemek Uzere Lusiferaz testleri kullaniimistir. Bu amacgla U20S
hicreleri hADA2A, hADA2B ve hGCN5 proteinlerini tagiyan rekombinant memeli ekspresyon
plazmidleri ve aday proteinleri tagiyan memeli ekspresyon plazmidleri ile birlikte es-transfekte
edilmis ve luminometre araciliiyla lusiferaz aktivitesi 6lgctlmugtir. Lusiferaz aktivitesi dlgiimleri
icin U20S hlicreleri transfeksiyon isleminin 24 saat 6ncesinde 2.0x10° hiicre yogunlugunda
olacak sekilde 6-well platelere transfer edilmis ve %70-80 konfluent olan hicreler farkli

plazmidler ile Turbofect transfeksiyon ajani (Thermo) kullanilarak transfekte/es-transfekte

42



edilmistir (2 yg DNA/well). Transfeksiyon islemi sonrasinda hicreler 37°C’de %5 CO, ortaminda
24 saat inkUbasyonu takiben lusiferaz aktivitesi olgulmleri yapilmistir. Lusiferaz aktivitesi
Olgumleri en az 3 kez tekrar edilmistir. Bulgularimiz, dort aday partnerin hADA2A’nin
transkripsiyonel aktivasyonunu arttirdigini ve hGCN5 etkilegsimlerinde ise bu aktivasyonun
onemli oranda oldugunu gostermistir (Sekil 22). Aday partnerlardan fosfataz regulatérleri olan
PPP1R7 ve PPP2R5D’nin hADA2B'nin lusiferaz aktivitesinde anlamli bir artisa neden olmazken
hADA2B’nin transkripsiyon faktérlerinden PHF21A ve AATF ile es-transfeksinonu sonucunda
transaktivasyonu Uzerinde artisa neden olduklari belirlenmistir (Sekil 22).
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Sekil 22. Aday partnerlerin hADA2A, hADA2B ve hGCN5 proteinlerinin transkripsiyonel aktivasyonlari
uzerindeki etkileri. U20S hucreleri lusiferaz raportdr plazmidinin varliginda hADA2A, hADA2B, hGCN5 ve

aday partnerler ile es-transfekte edilmis ve lusiferaz aktiviteleri dlgulmustar.

Aday partnerlerin hADA2A, hADA2B ve hGCN5 proteinlerinin transaktivasyonu
Uzerindeki etkileri de projemiz kapsamina dahil edilmigtir. Bu amacla yukarida belirtildigi sekilde
U20S hacreleri hAADA2A, hADA2B ve hGCN5'in aday protein partnerleri PPP1R7, PPP2R5D,
PHF21A ve AATF ile es-transfekte edilmistir. Transfeksiyon islemi sonrasinda hicreler 37°C’de
%5 CO, ortaminda 24 saat inkiibasyonu takiben lusiferaz aktivitesi olgllmleri yapilmistir.
Lusiferaz aktivitesi dlgumleri en az 3 kez tekrar edilmistir. Bu deneyler sonucunda hADA2A,
hADA2B ve hGCN5’in dért aday proteinin de transaktivasyonunu down-regile ettigi belirlenmis,
bu baskilanmanin hADA2A ve hADA2B proteinleri varliginda daha dramatik oldugu gdzlenmistir
(Sekil 23).
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C)
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Sekil 23. hADA2A, hADA2B ve hGCN5’in aday partnerlarin proteinlerin transkripsiyonel aktivasyonlari
Uzerindeki etkileri.U20S hiicreleri lusiferaz raportor plazmidinin varliginda (A) hADA2A, (B) hADA2B, (C)

hGCNS5 ve aday partnerler ile es-transfekte edilmis ve lusiferaz aktiviteleri 6lgtimUstir.

4.8.3 Konfokal mikroskopi analizleri

Calismamizda hADA2A, hADA2B ve hGCN5 proteinlerinin etkilesimlerinin  memeli
sistemlerde verifikasyonu verilerimizi desteklemek amaciyla aday partnerler ile es-
lokalizasyonlari  konfokal mikroskopi analizleri degerlendiriimistir. Konfokal mikroskopi
¢alismalarinda en yaygin olarak kullanilan vektdrlerden birisi CFP ve YFP vektor ciftidir. Bu
vektorlerin her ikisi de yesil floresan protein (Green Fluorescent Protein; GFP) tlrevleridirler.
Calismamizin bu bélimu i¢in yapilan klonlamalar ‘Gereg ve Yoéntem’ bélimidnde ayrintili olarak
verilmistir. Elde edilen rekombinant pECFP ve pEYFP vektoérleri ¢oklu restriksiyonel kesim
analizleri ve dizi analizleri ile dogrulanmigtir (sunulmayan veriler). Konfokal mikroskopi
analizlerimiz ilk olarak bos vektorlerin beklenen floresan igimayi verip vermediklerinin kontroli ile
baslamistir;, pECFP ve pEYFP vektorleri ile transforme edilen U20S hiicrelerinin konfokal
mikroskopi analizleri sonucu elde edilen temsili hicre goérintileri Sekil 24’te verilmistir. Bos
pECFP ve pEYFP vektorlerinin U20S hicrelerinde ekspresyonlari sonucu beklenen floresan
gorunti teyid edildikten sonra, U20S hicreleri hADA2A, hADA2B, hGCN5 proteinlerini tagiyan
pECFP-C2 ve potansiyel etkilesim partnerlerini tasiyan pEYFP rekombinant plazmidleri ayni
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kosullarda es-transfekte edilmis ve 24 saat inkliibasyonun sonrasi hiicreler konfokal mikroskopisi

ile analiz edilmigtir.

Daha saglikh bir degerlendirme yapabilmek igin eg-lokalizasyonlarin 6ncesinde U20S
hucreleri batun partnerler ile ayri ayri transfekte edilerek her bir proteinin hicredeki
lokalizasyonlari belirlenmigtir. Hedef proteinler hADA2B ve hGACYS’in beklenildigi Gzere yodun
olarak nukleusta lokalize olduklari gozlenirken, hADA2A'nin yodun nuklear lokalizasyonunun
yani sira sitoplazmada da bulundugu ve bu durumun hdcrenin iginde bulundugu hticre déngisu
asamalari ve proteinin htcresel fonksiyonu ile iligkili olabilecedi seklinde yorumlanmistir (Sekil
24). Projemize temel teskil eden hADA3 ile yaptigimiz calismalarda PPP1R7’nin tek basina
transfekte edildigi hicrelerde bu proteinin yogunlukla sitoplazmada lokalize oldugu diger
etkilesim partnerleri olan PPP2R5D, PHF21A ve AATF’nin ise nukleusta lokalize oldugu daha

onceki calismalarimizda rapor edilmistir (Zencir vd., 2013a).

pCFP pYFP

CFP-Flizyon Proteinlerin Hiicresel Lokalizasyonlan

YFP-Flizyon Proteinlerin Hiicresel Lokalizasyonlari

PPP1R7 PPP2R5D PHF21A

Sekil 24. U20S hicrelerinde hADA2A, hADA2B ve hGCNS5 proteinleri ile etkilesim partnerlerinin hiicresel

lokalizasyonlari.
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Kontrol denemelerini takiben pECFP-hADA2A, -hADA2B, hGCNS5 klonlari ve potansiyel
etkilesim partnerlerini tagsiyan pEYFP vektorleri ile es-transfekte edilerek U20S hicrelerinde es-
lokalizasyonlari analiz edilmistir. Konfokal analizlerimiz sonucunda hADA2A proteininin aday
etkilesim partnerleri ile es-lokalize oldugu ancak lokalizasyonlarin bazi hicrelerde sitoplazmik ve
bazi hlcrelerde nuklear oldugu belirlenmistir (Sekil 25). Bu durum hADA2A etkilesimlerinin

proteinin fonksiyonuna bagl olarak gecici etkilesimler olabilecegi seklinde yorumlanmigtir.

ADAZ2A ve Partnerlerin Es-Lokalizasyonlari

CFP-Fuzyon YFP-Flzyon Merged

. -
E .

PHF21A

Sekil 25. U20S hicrelerinde hADA2A'nin aday etkilesim partnerleri ile es-lokalizasyonlari.
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Ote yandan U20S hiicrelerinde hADA2B ve hGCN5'in aday partnerler ile etkilesimlerinin
oldukga kararh oldugu belirlenmistir (sirasiyla Sekil 26 ve 27)

ADAZ2B ve Partnerlerin Es-Lokalizasyonlari

CFP-Fuzyon YFP-Fuzyon Merged

PHF21A

Sekil 26. U20S hiicrelerinde hADA2B’nin aday etkilesim partnerleri ile es-lokalizasyonlari.

48



GCNS5 ve Partnerlerin Es-Lokalizasyonlari

CFP-Fluzyon YFP-Fuzyon Merged

GCN5S

PHF21A

GCN5

GCN5S

Sekil 27. U20S hicrelerinde hGCN5'’in aday etkilesim partnerleri ile es-lokalizasyonlari.

Sonug olarak memeli hiicrelerinde yaptigimiz gerek raportdr gen analizleri gerekse konfokal

mikroskopi analizleri mayada Y2H ile belirlemis oldugumuz etkilesimleri destekler niteliktedir.
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5. TARTISMA ve SONUG

Projemizde farkh hicresel slreclerin regilasyonunda rol alan HAT komplekslerinin
icerisinde yer almalari nedeniyle gen ekspresyonunun ve transkripsiyonunun regilasyonunda
oldukca 6nemli fonksiyona sahip olan hADA2 ve hGCN5 proteinlerinin daha 6nce ekibimiz
tarafindan rapor edilen dért yeni hADA3 etkilesim partnerleri ile etkilesimlerinin tanimlanmasi
hedeflenmistir. Bu proje kapsaminda ekibimiz hADA2A, hADA2B ve hGCNS5S proteinlerini
kodlayan cDNA’larin klonlanmasini ve maya hicrelerinde ekspresyonununu takiben, Y2H
yontemiyle dort yeni aday protein partnerleri ile etkilesimlerini tanimlamigtir. Bulgularimiz memeli
hicre kultirinde yapilan raportér gen aktivitesi takibi ve konfokal mikroskopi analizleri ile

biyolojik olarak da verifiye edilmigtir.

Projemizde ADA2 ve GCNS5 ile etkilesimlerini arastirdigimiz proteinlerden birisi olan
AATF, transkripsiyon faktorlerinin karakteristik 6zelligi olarak 16sin-fermuar domaini iceren,
evrimsel olarak korunmus bir RNA Polimeraz-baglanma proteini olup transkripsiyonun ve hticre
boélinmesinin regllasyonu, fizyolojik ve patolojik durumlarda hicrenin canliliginin saglanmasi
gibi cok genis metabolik yolaklarda rol aldigi, ayrica DNA hasar mekanizmasi (DNA damage
response; DDR), genom butinliginin saglanmasi ve tumor olusumunu engelleyen kompleks
sinyal yolaklarinin elemanlarindan birisi oldugu bilinmektedir (Sorino vd., 2013; De Nicola vd.,
2014; lezzi ve Fanciulli, 2015). AATF’nin birgok fonksiyonu post-translasyonel olarak duzenlenir
ki bu modifikasyonlar ayrica proteinin etkilesim 6zgunligu belirlerken, DNA hasari durumunda
kararliliginin saglanmasinda da 6nemlidir. AATF’nin retinoblastoma proteini ile etkileserek
Histon Deasetilaz 1 (HDAC1)'in RB1/EF2 kompleksinden ayrilmasina neden oldugu, boylelikle
E2F hedefli genlerin transkripsiyonel olarak aktive edilmesine ve hucre déngusunun ilerlemesine
yardimci oldugu rapor edilmistir (Fanciulli vd., 2000; Bruno vd., 2006; Sorino vd., 2013).
AATF’nin over-eksprese edilmesi durumunda MAP3K12 aracili apoptozu inhibe ettigi
bilinmektedir. Daha 6nemlisi AATF’nin etkilesim gdsterdigi rapor edilen MAP3K12'nin fizyolojik
partneri olarak bilinen MAP3K12-Binding Inhibitory Protein 1 (MBIP) Histon 3 (H3) ve Histon 4
(H4) proteinlerinin asetilasyonunda dnemli olan ve ADA2A iceren HAT kompleksinin (ATAC) bir
bilesenidir (Guelman vd., 2009). Bu bulgular projemizde, AATF’nin hADAZ3 ile etkilesimlerinin
yani sira ADA iceren HAT komplekslerine 6zglin olarak belirlemis oldugumuz ADA2 ve GCN5

protein-protein etkilesim verilerimizi destekler niteliktedir.

Okaryotik hiicreler DNA hasarina yanit (DNA damage response; DDR) durumunda hiicre

doéngusund durdurmak ve DNA hasarini onarmak ya da apoptozu uyarmak amaciyla kontrol
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noktalarini aktive ederler. Bilindigi gibi p53 timoér baskilayict bir gen olup temel olarak
bdylmenin durdurulmasi ve apoptoz ile ilgili genlerin transkripsiyonel olarak regilasyonunda rol
alan bir proteindir. Genotoksik bir hasar durumunda p53 farkli mekanizmalar araciligi ile hicre
doéngusunin G1/S vel/veya G2/M kontrol noktalarinda durdurulmasina yardimci olur. Proliferatif
fonksiyonunun yani sira AATF’nin, cesitli hlcresel strese yanit sirasinda gugli bir anti-apoptotik
aktivite gOstererek apoptozun regulasyonunda fonksiyon gdsterdigi rapor edilmistir. Ayrica, farkh
genotoksik ajanlarin neden oldugu DNA hasari durmunda, ATM/ATR ve Chk2 tarafindan
AATF’nin post-translasyonel olarak modifikasyonu uyarilir ve AATF 06zglin rezidllerinden

fosforile edilir. Bu aktivasyon fonksiyonel olarak Go/M kontrol noktasini uyaran DNA hasari ile

iligkilidir. AATF’nin DNA hasarina yanit sirecinde ATM-Chk2 tarafindan fosforillenmesi proteinin
nuklear translokasyonuna neden olarak, p53 promotoruna baglanmasi ve buna bagh olarak
p53’Un hedef genleri olan PUMA, BAX ve BAK gibi apoptotik genlerin ekspresyonunun
baskilanmasina neden olur (Jackson ve Lozano, 2012; Hépker vd., 2012a; Hopker vd., 2012b).
AATF’nin inhibe edildigi hucrelerde antikanser ilaclarin sitotoksisitesinin arttigi ve buna bagli
olarak timor hucrelerindeki kemoresistansin geri donusturtldugu gosterilmistir. Yine bu bulgu ile
iligkili olarak, AATF’nin delesyon ile ¢ikarildigl insan kanser hucrelerinde p53 ekspresyonunun
dramatik bir sekilde azaldigi, DNA hasari kontrol noktalarinin uyarildigi ve p73’ln ve apoptozun
induklendigi belirlenmigstir (Jackson ve Lozano, 2012; Hopker vd., 2012a; Hopker vd., 2012b).
hADAS3 proteini de hp53 ile etkilesim gosterdigi bilinen 6nemli bir proteindir. Memeli hicrelerinde
hADA3’Un over-ekspresyonunun, p53’Un hicredeki seviyesinin ve p53-hedefli genlerin
transkripsiyonel aktivitelerinin artmasina neden oldugu rapor edilmigtir. ADA3’Un p53 ile
etkileserek p53’Un asetilasyonu, stabilizasyonu ve aktivitesinin regulasyonunda anahtar rol

oynayabilecegi ileri surllmektedir (Nag vd., 2007).

p53 bircok hiicresel slrecin kontrolinde yer alan énemli bir proteindir, p53 tarafindan
kontrol edilen bu slreclerde hicrenin kaderinin belirlenmesi oldukga kompleks bir
mekanizmadir. p53’Un aktivitesini duzenleyen yolaklar hala tam olarak aydinlatilamamig olup
cok sayida cevap bekleyen sorular bulunmaktadir. Ozellikle son yillarda yapilan calismalar
AATF’nin, p53 yanitinin olugsmasindaki 6énemli roli nedeniyle glindeme gelmesine olanak
saglamigtir. AATF’nin, pro-apoptotik p53 hedef genleri PUMA, BAX ve BAK proteinlerinin
uyarilmasini engelleyerek p53 aracili apoptozun secici olarak baskilanmasinda rol almasinin
disinda, p38/MK2/AATF sinyal vyolagi tumor hicrelerinde p53 aracili apoptozun
baskilanmasinda kritik dneme sahip oldugundan bulgularimiz bu yolagin regulasyonunun

aydinlatiimasi ve bu yolagi hedefleyen terapdtiklerin gelistiriimesi bakimindan son derece
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onemlidir. Su halde bulgularimiz, hlcredeki fonksiyonlari nedeniyle son yilarda kanser
tedavisinin yeni hedeflerinden birisi olarak giindeme gelen AATF’'nin hem hADA2A’'nin da iginde
yer aldigi ATAC kompleksi ile dolayli olarak etkilesim gdstermesi, hem de hADA3’Gnde etkilesim
gOsterdigi bilinen p53’ln transkripsiyonel olarak aktivasyonunun regilasyonununda rol almasi

bakimindan onem kazanmaktadir.

Transkripsiyonun regulasyonunda goérev alan diger etkilesim partneri PHF21A,
BRAF35/HDAC kompleksi (BHC) olarak bilinen kompleksin bir elemani olup ayrica BHC80
olarak da adlandiriimaktadir. Bu kompleks sinapsin ve sodyum-kanal genleri gibi bir takim
genlerin promotorlarina baglanarak noéron-spesifik genlerin baskilanmasinda rol almaktadir.
PHF21'nin 6zgiin olarak H3K4 histon proteinine badlanmasi, komplekste yer alan ve histon
metiltransferaz aktivitesine sahip olan LSD1-aracili gen baskilanmasinda fonksiyona sahip
oldugu bilinmektedir (Lan vd., 2007). Daha 6nemlisi PHF21A’nin Potocki-Shaffer syndrome
(PSS) adi verilen bir gen hastalidi ile iligkili oldugu rapor edilmistir (Kim vd., 2012; Montgomery
vd., 2013). Bu proteinin PSS bolgesine translokasyonu ile hasar gordigu veya ekspresyonunun
azaldi§1 durumlarda Intellectual Disability (ID) adi verilen zeka geriligi bulgusu ile karsilasiimis,
dolayisiyla normal beyin gelisimi icin de transkripsiyonel kontrol ve kromatin yeniden
dizenlenmelerinin énemi vurgulanmigtir (Kim vd., 2012; Montgomery vd., 2013). N6ron-spesifik
genlerin baskilanmasi, hem ndéronal hem de ndéronal olmayan dokularin gelisiminde temel
oneme sahiptir. Bu nedenle histon modifiye edici komplekslerin dizenleyici veya enzimatik
Oneme sahip bilesenlerinde meydana gelebilecek mutasyonlar norolojik gelisim sirasinda gerekli
kromatin dizenlenmeleri icin oldukca kritiktir. Sonug¢ olarak transkripsiyonun regilasyonunda
kromatin yapisindaki dizenlemelerin olduk¢a 6énemli oldugu bilinmektedir. Kromatin yapisindaki
modifikasyonlar HAT ve HDAC kompleksleri arasindaki dinamik iligkiler ile dlizenlenmektedir.
Dolayisiyla HAT kompleksinin Uyeleri olan ADA proteinleri ve GCNS5 ile etkilesim partneri olarak
belirledigimiz HDAC kompleksinin énemli bir tyesi PHF21A’nin etkilesimi verilerimizi dogrular

niteliktedir.

Hulcresel proseslerin dizenlenmesinde geri donusumliu protein fosforilasyonu en yaygin
duzenleme mekanizmasi olarak bilinmektedir. Hlcrede bircok proteinin aktivitesi net protein
fosforilasyonu ve de-fosforilasyonu ile dolayisiyla spesifik kinazlar ve fosfatazlar arasindaki
dengeye bagli olarak belirlenebilmektedir. Projemizde hiicresel proseslerde 6nemli olan fosfataz
ailesine ait iki farklh proteinin ADA2 ve GCNS5 ile etkilesimleri belirlenmigtir. Bu proteinlerden birisi
PPP2RSD, fosfataz 2A (PP2A) regulatoér altbirim B ailesine aittir. PP2A, Serin/Treonin

fosfatazlarin temel bir Uyesi olup transkripsiyon, translasyon, iyonlarin iletimi, gelisim, hicre
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blyUimesi ve farklilagsmasi, apoptoz gibi ¢ok sayida hiicresel prosesin kontrolliinde goérevlidir (Yu
vd., 2014). Heterotrimerik PP2A haloenzimleri temel yapisal bir A alt birimi, regulatér bir B
altbirimi ve katalitik aktiviteye sahip C alt biriminden olusmaktadir. Bu regulatér alt birimin hicre
doéngusiunidn regllasyonunda, DNA replikasyonunda, hlcrenin blyUmesi ve apoptozda, c¢esitli
sinyal iletim yolaklarinin dizenlenmesinde 6nemli role sahip oldugu rapor edilmigtir. PP2A
haloenzimlerinin fonksiyonlarini aydinlatmak Uzere yapilan calismalarda B alt birimi tasiyan
PP2A proteinlerinin Raf1 kinaz ile etkilesimleri ile bu proteinlerdeki fosfat gruplarini
uzaklastirarak ERK1/2 aktivasyonunu kontrol ettikleri belirlenmistir. Bu aktivasyon ise MEK1/2 ve
ERK1/2 proteinlerinin fosforilasyonunu ve aktivasyonunu indiklemektedir (Adams vd., 2005).
Ayrica son yillarda yapilan calismalar PPP2R5D’nin kilinik énemini de ortaya koymustur.
Norofibriler yapilarin énemli bir bileseni olan Tau proteinlerinin izoformlarinin hiperfosforilasyonu
Alzheimer hastaliginin ayirici 6zelliklerindendir. PP2A, Tau proteinin fosforilasyonunda rol
oynamaktadir (Yu vd., 2014). PPP2R5D’nin down-regllasyonu, Tau’'nun Ser-202/Thr-205, Thr-
231 ve Ser-422 rezidulerinden fosforilasyonunun azalmasina neden olmaktadir. Ancak elde
edilen bulgular henlz bu mekanizmanin nasil c¢alistigini aciklayabilecek nitelikte dedgildir.
Dolayisiyla PPP22R5D’nin fonksiyonunun ve molekuler etkilesimlerinin aydinlatimasi Tau
proteininin bolge-spesifik fosforilasyonun nasil gergeklestiginin anlasiimasi bakimindan énemili
oldugu gibi Alzheimer hastaliginin tedavisi i¢in de yeni yolaklarin bulunmasinda anahtar role

sahiptir.

Son etkilesim partnerimiz yine fosfataz sinifi protein olan PPP1R7 (SDS22) olup tip 1
Serin/Treonin fosfatazlarin (PP-1) regtilator alt birimi olarak bilinmektedir (Ceulemans vd., 2002;
Peggie vd., 2002). PP-1 metabolizma ve protein sentezi gibi énemli hicresel proseslerin yani
sira ayrica mitozda ve bazi anahtar proteinlerin defosforilasyonunun duzenlenmesinde de
onemli olan bir proteindir. PP1’in etkilesim gdésterdigi regulatér altbirimler hendz butlintyle
aydinlatilamamis olmakla birlikte ginimize kadar yapilan calismalar SDS22 metafaz/anafaz
gecisinde kromozomlarin ayrilmasinda rol alan temel proteinlerden birisi oldugunu gostermigtir
(Ceulemans vd., 1999; Peggie vd., 2002). SDS22'nin kinetokorlar ve mikrotubuller arasindaki
etkilesimin regulasyonunda onemli oldugu bilinen Aurora B proteini ile etkilesim gosterterdigi
bilinmektedir. Mitoz sirasinda kromozomlarin ayrilmasi AuroraB kinaz ve PP1 aktiviteleri
tarafindan dizenlenmektedir. PP71’in kinetokorlardaki fonksiyonu PPP1R7 ile iliski olup
PPP1R7’in kesin hliceresel lokalizasyonu ve PP1 fonksiyonunu nasil diuzenledidi halen netlik
kazanmamigtir (Wurzenberger vd., 2012). Aurora B’nin Transforming Acidic Coiled-coil-

Containing protein 1 (TACC1) ile etkilesim gosterdigi de bilinmektedir-ki TACC1 proteininin
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onkojenik transkripsiyon faktorlerinden YEATS domain-containing protein 4 (YEATS4) ile
etkilesim gosterdigi rapor edilmigtir (Delaval vd., 2004). YEATS4, o6zellikle nidkleozomal
histonlardan H4 ve H2A'in asetilasyonu olmak (zere spesifik genlerin transkripsiyonel
aktivasyonunda goérev alan NuA4 HAT kompleksinin bir bilesenidir (Doyon vd., 2004). Bu
kompleks onkogen ve proto-onkogen aracili buyumenin indiksiyonu, tumor baskilayici aracili
bdylmenin durdurulmasi ve replikatif yaslanma, apoptoz ve DNA tamiri gibi transkripsiyonel
proseslerin aktivasyonunda gerekli olabilmektedir. NuA4 ayrica DNA hasarinin oldugu
durumlarda DNA’nin tamirinde dogrudan gorev alabilen bir proteindir (Doyon vd., 2004; Doyon
ve Cote, 2004). Projemiz bakimindan daha da o6nemlisi TACC1'nin GCN5L2 ve PCAF
kompleksleri ile etkilesim gosterdiginin rapor edilmis olmasidir (Gangisetty vd., 2004).
Transforming Acidic Coiled-coil-Containing protein 3 (TACC3) de yine Aurora B’nin etkilesim
gosterdigi proteinlerden birisidir. Bu proteinin hicre blyimesi ve farkllasmasinin kontroliinde
gerekli olabilecegi dusunulmekte ve TACC1’e benzer olarak GCN5L2 ve PCAF kompleksleri ile
etkilesim gosterdigi bilinmektedir (Gangisetty vd., 2004). Hicre bolinmesi esnasinda
kromozomlarin yanlis ayrilmasi potansiyel karsinojenik etkiye sahip olan aneuplodilere neden
olabilmektedir. Dolayisiyla PPP1R7 aracili kormozom ayrilmasi mekanizmasinin ve bu yolakta
yer alan protein etkilesimlerinin aydinlatilmasi olduk¢a 6nemlidir. HAT / HDAC aktivitelerinin
dizenlenmesinde goérev alan ve hiicre bdlinmesinde kritik dneme sahip olan fosfataz ailesi
proteinlerinden iki tanesinin ADA iceren kompleksler ile etkilesimleri bu proteinlerin
dizenledikleri yolaklarin diuzenlenmesine ve yeni yolaklarin aydinlatiimasina énemli katkilar

saglayabilecek niteliktedir.

Sonug olarak yukarida ayrintili olarak sunulan AATF, PHF21A, PPP2R5D ve PPP1R7
proteinlerinin fizyolojik 6zellikleri g6z 6nune alindidinda bulgularimizin anlamh ve guvenilir
oldugu gorilmektedir. ADA iceren protein kompleksleri i¢in belirledigimiz bu yeni etkilesim
partnerlerinin mekanistik karakterizasyonu uzun vadede gen eskpresyonun ve transkripsiyonel
regllasyonun duzenlenmesinde, HAT ve HDAC komplekslerinin dinamik iliskilerinin

aydinlatiimasinda onemli bulgular saglayacagi kanisindayiz.

ADA ve GCNS5 igeren komplekslerin epigenetik regulasyondaki fonksiyonlarinin
anlagiimasi, bunun yani sira genom Kkararliiginin korunmasi ve yaslanma sureclerindeki
fonksiyonlarinin aydinlatiimasi 6nemlidir. Su halde bulgularimiz daha 6nce hADA3 igin
belirledigimiz dort yeni etkilesim partnerlerinin etkilesimlerinin hADA3 iceren komplekslere 6zgin
olabilecegini destekler niteliktedir. Ozellikle hADA2A ve hADA2B etkilesimlerinde

g6zlemledigimiz farklanmalar dikkat gekicidir. Clnku, son yillarda yapilan ¢alismalar SAGA ve
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ATAC HAT komplekslerinin farkli yapisal ve fonksiyonel alt-birimlerden olustugunu ve bu
komplekslerin baglanma 6zelliklerinin, her ne kadar kigik benzerlikler gésterse de, komplekse
6zgun oldugunu goéstermistir (Nagy vd., 2010; Krebs vd., 2011). ATAC ‘enhancer’ ve ‘promotor’
bdlgelere baglanma egiliminde iken SAGA temel olarak ‘promotor bdlgelere baglanma
O6zgunligl gostermektedir. Dahasi, SAGA ve ATAC komplekslerinin birbirinden farkh gen
ailelerinin regulasyonunda gorev aldiklari rapor edilmistir (Nagy vd., 2010; Krebs vd., 2011). Bu
bulgular bu iki kompleksin fonksiyonel olarak énemli farkhliklar gosterdigini ortaya koymaktadir.
Projemiz kapsamina dahil ettigimiz ve bu iki farkli komplekse 6zgin olduklari bilinen ADA2A ile
ADAZ2B proteinlerinin etkilesim aginin aydinlatiimasi ATAC ve SAGA komplekslerinin baglanma
ozgunliklerinin ayritilandiriimasi, yine bu farkl komplekslerin dizenledigi yeni gen ailelerinin

tanimlanmasi ve hedeflenmesinde anahtar role sahiptir.
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Gunumuizde genomda protein kodlayan genlerin gogu aydinlatiimis olsa da, bu proteinler
arasindaki molekuler etkilesimler henliz tam olarak tanimlanamamigstir. Hiicrelerdeki protein-
protein etkilesimleri oldukga kompleks bir yapilanma gdstermekte ve memeli hlicrelerinde
g6zlenen patolojik durumlarin codu esasen bu etkilesimlerin bozulmasi veya degisiminden
kaynaklanmaktadir. Bu nedenle protein-protein, protein-DNA, protein-RNA, reseptor-ligand
gibi molekuler etkilesimlerin kapsamli bir sekilde aydinlatiimasi hiicredeki molekuler
organizasyonun anlagiimasi bakimindan son derece 6nemlidir.

Projemizin hareket noktasi, gen ekspresyonunun DNA-baglanma proteinleri, temel
transkripsiyon faktérleri ve regulatdr fonksiyona sahip olan adaptér/ko-aktivator proteinleri gibi
¢cok sayida molekuler etkilesimleri gerektirmesidir. Bu nedenle, transkipsiyonel regulasyon
surecinde DNA-protein etkilesimlerinin yaninda gok-altbirimli protein komplekslerinin kendi
bilesenleri ve diger kompleksler arasindaki protein-protein etkilesimlerinin de yer almasi
beklenir. Bu bulgular dogrultusunda; insan ADA3 (hADAZ3) ile etkilesimleri daha 6nce
ekibimizce rapor edilen doért yeni etkilesim partnerinin, yine hADA3 ile ayni kompleks
icerisinde yer alan ve hADAS ile etkilesimleri daha 6énceden rapor edilen insan ADA2 (hADA2)
ve insan GCN5 (hGCNS5) proteinleri ile fonksiyonlari geregi etkilesebilecekleri hipotezimize
temel olmustur. Calismamizda takip ettigmiz metodoloji in vivo protein-protein etkilegimlerini
belirleme 6zelligi ile klasik yontemlerden Ustlnludu olan maya iki hibrit teknolojisi (Yeast 2
Hybrid; Y2H) olarak secilmistir. Y2H analizleri sonucunda hADA2B ve hGCN5'in dort aday
partner ile de etkilesimlerinin oldugu g6zlenmis, 6zellikle hADA2B etkilesimlerinin aday
partnerlerin daha énce belirledigimiz hADA3 etkilesimlerine benzer karakterde oldugu
belirlenmistir. hADA2A etkilesimlerinin ise nispeten daha zayif oldugu gézlenmistir. Bu
kapsamda yaptigimiz haritalama deneyleri sonucunda hADA2A ve hADA2B proteinlerinde yer
alan 'Ada Box 1' ve 'Ada Box 2' domainlerini iceren gen bdlgelerinin etkilesimlerde 6nemli
oldugu, hGCNS5 proteinin 553 ve 820. aa bdlgeleri igerisinde yer alan 'Asetil Transferaz' ve C-
terminalinde bulunan 'Bromodomain' bélgelerini iceren protein domainlerinin etkilesimlerden
sorumlu bélgeler oldugu belirlenmistir. Raportér gen analizleri ile hADA2A, hADA2B ve
hGCNS5'in, dort aday proteinin de transkripsiyonel olarak aktivasyonlarini baskiladiklari, bu
baskilanmanin hADA2A ve hADA2B proteinleri varliginda daha dramatik oldugu gézlenmistir.
Son olarak, konfokal mikroskopi analizlerimiz hADA2A, hADA2B ve hGCNS5 proteinlerinin
aday etkilesim partnerleri ile es-lokalizasyonlarini destekler niteliktedir.

Tanimladigimiz yeni protein etkilesimleri, ADA-igeren protein komplekslerinin diizenledigi yeni
mekanizmalarin tanimlanmasina yardimci olacagi gibi RNA polimeraz Il (RNA polymerase Il)-
aracili transkripsiyon mekanizmasinda gorev alan transkripsiyon komplekslerinin
karakterizasyonu konusunda yeni bilgiler kazandirmistir. TUBITAK tarafindan desteklenen
projemiz sonuglarinin etki degeri yuksek dergilerde yayinlanmasi ile Glkemizde protein-protein
ve DNA-protein etkilesimlerine ilgi duyan diger birimlerin maya hibrit teknolojisi yaklagsimina
6zendirilecegi inancindayiz.
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