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OZET

Ccdc124 (Coiled-coil domain containing 124) proteini dkaryotlarda korunmus
bir sentrozom ve midbody proteini olarak tanimlanmistir. Ccdc124’{in sitokinez
sirasinda midbody yapisina metafaz, profaz, anafaz sathasinda ise sentrozoma giderek
hiicre boliinmesinde yer aldig1 bilinmektedir. Daha sonraki bir ¢alismada ise Ccdc124
proteininin stres durumunda duraklamis ribozomlara baglandigi ve stres sonrasi
translasyonel yeniden baslamada rol oynadigi gosterilmistir. Bunlardan baska,
Ccdcl24’iin aym1 zamanda bir RNA baglayict protein oldugu yumurtalik,
endometriyal ve idrar kesesi kanserleri gibi bazi kanser tiirlerinde ekspresyonunun
arttig1 bildirilmektedir. Ayn1 ¢alismada stres graniilleri ile yapilan deneylerde
CCDC124'un stres granul proteini TIA1 ve G3BPlile ayni graniilde yer aldig1 tespit
edilmistir.

Ccdc124’tin hem RNA baglayici bir protein oldugunun gosterilmesi hem de stres
graniillerinin varligi, onun norodejeneratif hastaliklarda bir rolii olabilecegini
disiindiirmektedir. Ccdc124'in, Bio-ID testinde ve protein etkilesim ortaklar1 bulmak
icin yapilan immuinopresipitasyon (IP) c¢alismalarinda FUS (Fused in Sarcoma)
proteini ile etkilesime girebilecegi gozlemlenmistir. Bu goriis, ndrodejeneratif bir
hastalik olan ALS'de FUS proteininin rolii ile desteklenmistir. RNA’ya baglanan
protein FUS’da  meydana gelen mutasyonlar, ¢ekirdekten sitoplazmaya
lokalizasyonunu degistirerek ALS hastaligindaki protein kiimelesmesine sebep
olmaktadir. Ayrica hiicrede strese cevaben olusturulan stress graniillerinde yer alarak
bagli oldugu mRNA’larin translasyonunu 6nlemektedir.

ALS hastaliginin patofizyolojisinde Ccdcl24'iin potansiyel yeni islevini
degerlendirmek i¢in yapilan bu tez ¢aligmasinda FUS ve Ccdc124 proteinleri, hiicresel
proteinlerden uzaklastirilmak amaciyla farkli kromatografi teknikleri ile
saflastirilmistir. Plrifiye edilen proteinlerin birbirleriyle etkilesimleri Far Western

Blot analiziyle incelenmistir.

Anahtar Kelimeler: Coiled-coil containing 124 protein (Ccdcl24), FUS

protein, Protein Saflastirma, Protein —protein etkilesimi, Far \Western Blotting.



SUMMARY

The Ccdc124 (Coiled-coil domain containing 124) protein has been identified
as a conserved centrosome and midbody protein in eukaryotes. It is known that
Ccdc124 is involved in cell division by turning to the midbody structure during
cytokinesis, and to the centrosome during metaphase, prophase and anaphase. In
addition, it is reported that Ccdc124 is also an RNA-binding protein and its expression
is increased in some cancer types. In the same study, in experiments with stress
granules, CCDC124 was found to be located in the same granule as stress granule
protein TIA1 and G3BP1.

Its RNA binding protein properties and its presence in stress granules suggest
that Ccdcl124 protein may have a role in neurodegenerative diseases. It has been
observed that the Ccdcl24 protein can interact with the FUS (Fused in Sarcoma)
protein with the help of Bio-ID test and immunoprecipitation (IP) studies applied for
protein interactions. This view was supported by the determination of the role of the
FUS protein in ALS, a neurodegenerative disease. Mutations in the structure of the
FUS protein, another protein that binds to RNA, change the localization of RNA
molecules from the nucleus to the cytoplasm, causing protein aggregation in ALS.

In this thesis study to evaluate the potential novel function of Ccdc124 in the
pathophysiology of ALS disease, recombinantly produced FUS and Ccdc124 proteins
were purified by different chromatography techniques to separate them from cellular
proteins. The interactions of the purified proteins with each other were investigated by

Far Western Blot analysis.

Keywords: Coiled-coil containing 124 protein (Ccdc124), FUS protein, Protein

Purification, Protein-protein interaction, Western Blotting.
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1. GIRIS

Bu tezin konusu laboratuvarimizda gorevleri, fonksiyonu ve lokalizasyonu
belirlenmeye c¢alisilan Ccdcl124 proteininin  bir norodejeneratif hastalik olan
Amniyotrofik Lateral Skleroz (ALS) hastaliginda sonugsal etkileri ve islevleri
tanimlanmis olan FUS proteini ile etkilesiminin incelenmesidir.

Sentrozom ve orta cisimcik (midbody)’te lokalize olarak tanimlanan Ccdc124,
Okaryotlarda evrimsel olarak korunan sarili sarmal motife sahip bir proteindir. Proteini
kodlayan genin delesyonu ya da asir1 ekspresyonu hiicrede anormalliklere yol agmis
ve proteinin hicre bolinmesinde roli oldugu goriisii gegmis ¢alismalarda
desteklenmistir. Sonraki ¢calismalar Ccdc124’iin RNA’ya baglanan bir protein oldugu
[1], yapisinda diizensiz (disordered) dizilerin oldugu biyoinformatik analizlerle
gosterilmistir [2]. Hucrede Ccdc124’iin stres graniilii bilesenleri TIA1 ve G3BP1 ile
ayni graniilde yer aldigi immunofloresan ve immin c¢oktirme deneyleri ile
dogrulanmistir [3].

Temel olarak n6éron kaybi ile karakterize edilen nérodejeneratif hastaliklarda rol
aldig1 bilinen proteinlerin 6zellikleri, Ccdc124 ile benzesmektedir. Norodejeneratif
hastaliklardaki roliiniin belirlenmesi amaciyla Bio-ID ve ardindan kiitle spektrometresi
caligmalariyla protein etkilesim partnerleri belirlenmis, skor olarak en yiksek degeri
FUS (Fused in Sarcoma) proteini almistir.

FUS, RNA metabolizmasi, DNA tamiri ve stres graniilii olusumunda gorev alan
ve RNA’ya baglanan bir proteindir. FUS proteininin yapilan bir¢ok deneysel ¢calisma
ile ALS, FTLD ve poliglutamin hastaliklariyla iliskilendirildigi gosterilmistir. FUS un
bu hastaliklarda temel olarak yapisindaki N-terminal prion benzeri domain énem
kazanmis, bu domainle hastalik durumundaki aggregat yapilar1 olusturdugu ortaya
cikarilmustir [4].

Bu tez ¢aligmasi kapsaminda Ccdc124 geni pQES81L vektoriine ve FUS geni
pET-21a vektorine klonlanarak Escherichia Coli (E.Coli) BL21DE3 bakteri hiicresi
her iki proteinin rekombinant Gretimi i¢in kullanilmistir. Ccdc124 protein saflagtirmasi
icin Once katyon degistirici ardindan afinite kromatografisi kullanilirken, FUS proteini
icin art arda afinite saflastirmalar1 yapilmistir. Elde edilen proteinler tampon
degistirme ve konsantre edilme islemlerinden sonra Far Western Blot analizine hazir

hale getirilmistir.



1.1. Tezin Amaci, Katkis1 ve I¢erigi

Bu tez caligmasinda, Ccdc124 ve FUS proteini arasinda etkilesim olup olmadigi
aragtirtlmigtir.  Her iki protein farkli kromatografik teknikler ile bakteriyel
proteinlerden saflastirilmis ve analiz i¢in konsantre etme ve tampon degistirme
islemleri yapilmustir.

Bu galisma sayesinde Ccdc124 proteininin ilk defa ndrodejeneratif hastalik
proteinlerden biri ile fiziksel olarak etkilesimi incelenerek Ccdc124’{in ndrodejeneratif

hastaliklardaki rolii hakkinda bilgi sahibi olunmasi amaglanmaktadir.



2. CCDC124

Sarili sarmal bolge bulunduran 124 (CCDC-124, Coiled coil containing-124)
proteini ilk olarak Sodyum-iyodid importunda gérevli olan NIS geninin transkripsonel
regiilasyonunu aydinlatmaya yonelik yapilan bir doktora tez ¢alismasinda tespit
edilmistir.

19. Kromozomun p13.11 konumundaki Ccdc124 geninin toplam 5 adet ekzonu
bulunmasina karsilik bir adet ekzonu protein yapimima katilmamaktadir. Diizensiz
(disordered) ve sarili-sarmal kisimlar bulunduran sentrozom proteinlerinin 6zelligini
bulunduran Ccdc124 proteini, 223 aminoasit uzunlugunda ve 32 kDA molekiiler
agirliga sahiptir. ProtParam Expasy programinda proteinin izoelektrik noktas: (pl)
9.54 ve Extincion coeff sayis1 124.90, Abs 0.1% (=1 g/l) 0.483 olarak bulunmustur.
Yapisinda alternatif Kozak ribozom baglanma sekansi icermesinden dolayr 176
aminoasitten olusan ikinci bir varyant1 bulunmaktadir [Telkoparan ve ark.].

Ccdc124 proteininin 7 treonin, 5 serin ve 1 tirozin aminoasitlerinde fosforilasyon
bolgeleri oldugu ortaya ¢ikarilmustir. Protein yapisinda pozitif ve negatif yikli
aminoasitler olduk¢a fazla sayida bulunmaktadir. Sekil 2.1 [Gillild, Tuzlakoglu,

2021]. Ccdc124 proteinin tahmini 3 boyutlu yapisi gostermektedir.
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Sekil 2.1: Cedc124 “iin tahmini 3 boyutlu yapisi. @) Cede124’iin FASTA dizisi
kullanilarak LOMETS programinda ortaya ¢ikarilan olasi ilk ti¢ boyutlu yapist b)
Robett molekiiler yap1 tahmini ile olusturulan ti¢ boyutlu yapidaki tiim rezidiilerin

diisiik hata tahminini gosteren grafik.



Ccdcl24, okaryotik hiicrelerde evrimsel olarak korunan sentrozom ve midbody
proteini olarak tanimlanmig ve hiicre boliinmesinde ortaya ¢ikan bir yapida (midbody)
lokalize oldugunda RAS-GEFI1B (Guanine Exchange factor, GEF) ile etkilesime
girdigi birlikte ¢cokturme (Co-IP) ve ikili maya hibrit deneyleri ile belirtilmistir [5].
RASGEF-1B ile etkilesim Ccdc124’iin C terminalindeki 142 ve 223 aminoasitleri
arasinda bulunan sekans ile gergeklesmektedir [6].

Hiicre boliinmesinin sitokinez agamasinda Ccdc124 proteini kodlayan genin
susturulmasi ve asir1 ifadesi boliinme durumunun gerceklesmemesine sebep olmakta
ve cok cekirdekli hiicreleri agiga ¢ikarmaktadir [5]. Bu durum Ccdc124’tin hiicre
boliinmesinin tamamlanmasinda 6nemli gérevlerde yer alabilecegini gostermektedir.

Sitokinezde gorevli olmasinin yani sira kantitatif kiitle spektrometresi deneyleri
ile Ccdc124’iin ribozoma baglanan bir protein oldugu mayadaki Lso2 ortologu ile
yapilan ¢alismalarla gésterilmistir [7].

Tiim insan dokularinda eksprese edilen Ccdcl124 [8] transkripsiyonun kanser
dokularinda giiglii bir sekilde upregule oldugu gosterilmistir [9].

2021 yilinda Arslan ve arkadaslar1 yapilan bir caligmada ise Ccdc124 mRNA ve
protein ekspresyon seviyelerinin kanser hiicrelerinde arttigi gdosterilmekte ve
yumurtalik, endometrium ve idrar kesesi kanserlerinde Ccdc124 proteini, yeni bir
kanser biyobelirteci olarak tanimlamaktadir [1].

Ccdc124’in hiicre farklilasmasi sirasinda potansiyel diizenleyici isleve sahip
oldugu, HL-60’mn hiicre farklilasmas1 sirasindaki molekiiler mekanizmasinin
anlasilmasina yonelik yapilan proteomik profilleme c¢alismasi ile ortaya ¢ikarilmis ve
bir anti kanser ilac1 uygulandiktan sonra nikleusta transkripsiyon aktivitesine sahip
olan alt1 adet niikleer proteinden biri oldugu ve zaman icinde downregiile oldugu

gosterilmistir [10].

2.2. Hicre Dongustnde Ccdcl124

Hiicre proliferasyonu, baglangictaki bir ana hiicreden gelen genetik bilginin
kopyalanmasini ve iki yavru hiicreye boliinmesini gerektirir. Hiicre biiyiikliigiinii
korumak ve olusan yavru hiicrenin dogru miktarda genetik ve biyosentetik materyal
aldigindan emin olmak i¢in, hiicreler boliinmeye hazirlik yaparlar ve bu hazirliktan

sonra boliinme sureci gergekleserek dongii tamamlanir [11].



Hiicre dongiisiiniin sonunda iki yavru hiicre olusturabilmek i¢in, hem ¢ekirdegin
icerigi ve hem de sitoplazmanin hiicreler arasinda paylastirilmasi gerekmektedir.
Mitotik faz, kopyalanan kromozomlarm hizalandigi, ayrildigi ve hiicrenin zit
kutuplarma tagindig1 ardindan hiicrenin iki yeni 6zdes yavru hiicreye boliindiigii bes
adimli bir siirectir. Burada niikleer boliinme gergeklesmesinin ardindan sitokinez
olarak adlandirilan asamada sitoplazmik bilesenler iki yavru hucreye fiziksel olarak
ayrilirlar.

Sitokinez, erken anafazda baslayip sitoplazmik bilesenlerin iki yavru hiicreye
fiziksel olarak ayrilmasiyla hiicre boliinmesinin tamamlandigi mitotik fazin ikinci
kismidir. Hayvan hiicrelerinde, sitokinez, farkli hiicre iskeleti ve filament tiirlerinin
lokal ve oldukga koordineli polimerizasyonu/depolimerizasyonu ile yurutdlir.

Sitokinezde, hiicre zar1 igeriye dogru hareket ederek ayrilma olugu olusturur ve
olugunun giderek genislemesi ile iki adet yavru hiicreyi birbirine baglayan 1-3 um
genisliginde ince bir hiicrelerarasi koprii (ICB) meydana gelmektedir [12].

Hiicreleraras1 kopriiniin (ICB) orta kisminda yer alan, antiparalel mikrotiibiiller
tarafindan yogunlastirilarak olugsmus protein agisindan zengin bir organel olan orta
cisimcigin (midbody) hiicrelerin ayrilmasi (absisyon) icin gerekli olan bir platform
oldugu distiniilmektedir. Hiicre bdliinmesi sirasinda ise Ccdcl24, telofazda orta
cisimcige yerlesmekte ve sitokinezin molekiiler bir bileseni durumunu almaktadir [5].

2013 yilinda Telkoparan ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢alisma Ccdc124’{in
hiicrelerde interfaz ve ge¢ anafaz/telofaz asamasma kadar sentrozomda lokalize
oldugu, c-tubulin and centrin gibi farkli sentrozom belirtegleri ile gosterilmistir. Bu
proteinin lokasyonu mitozun post-anafaz, telofaz ve sitokinez evrelerinde ise midbody
olarak belirlenmistir. Ayn1 ¢aligmada yapilan RNA susturma (RNA interference)
deneyleri ile proteini kodlayan genin susturulmasi halinde hiicrelerin boliinemedikleri
ve ¢ok ¢ekirdekli hiicrelerin meydana gelmesine neden oldugu agiga ¢ikarilmistir [5].

Ccdc124 proteinini kodlayan genin agir1 ifadesi ise proteinin interfaz, G1 ve
erken profaz evresinde sentrozom cevresinde ve sitoplazmada lokalize oldugu,
sitokinezin mekanizmasinin bozulup ¢ok cekirdekli hicrelerin meydana geldigi

gosterilmistir [6].



2.3. RNA Baglayic1 Protein Ccdcl124

RNA baglayic1 proteinler (RBP'ler), RNA ile birleserek dinamik yapida
ribontkleoprotein komplekslerini (RNP'ler) olustururlar. Transkripsiyon, kirpilma,
modifikasyon, hiicre igi trafik, translasyon dahil olmak tizere RNA’nin sentezinden
yikimina kadar 6nemli rolleri olan RBP’ler, RNA tanima motifi (RRM), ¢inko parmak
gibi domainlerle ile RNA’ya baglanirlar. Sarili- sarmal (coiled-coil) motifler de
hiicrenin ihtiyaclarma bagli olarak lokal protein sentezi bolgelerine gotiiriilen RNA’ya
baglanan proteinlerde fazla sayida goriilmektedir [13].

RNA’ya baglanan tiim insan proteinlerinin sekanslar1 incelendiginde (RNA-
binding protein database, RBPDP) %36’lik kismimin sarili sarmal yapida oldugu
gosterilmistir [14].

Prolifere olan insan HeLa hcrelerinin mRNA interaktomunu belirlemek
amaciyla yapilan bir ¢alismada, 860 adet yeni RBP listelenmistir, coiled coil motifine
sahip Ccdc124 ise bu proteinlerin arasinda yer almistir [15].

Hela hiicre hattinda yesil floresan etiketli (GFP) 125 proteinin etkilestikleri
proteinleri belirlemek icin kiitle spektrometre ¢alismalar1 yapilmis ve sonucunda
Ccdc124 proteinin 60S ribozomla iligkili olan Rp10 ve Rpl15 proteinleriyle etkilestigi
gosterilmistir [16].

Ayrica Ccdc124’iin Saccharomyces Cerevisia mayasmdaki ortologu Los2 (late-
annotated short open reading frame-2) ribozomda lokalizedir ve A (aminoacyl)
bolgesine yakin bir bolgede ribozomal 25S RNA ile etkilesime girmektedir. Ccdc124
proteinin mayalara disardan verilerek yapilan immiin ¢oktiirme deneyleri ile bu
proteinin de ayni baglanma bolgesine sahip oldugu ortaya cikarilmistir. Bu durum
Ccdc124 agliktan kurtulma sirasindaki translasyon islevleri dahil olmak tizere hiicresel
fizyoloji ve RNA metabolizmasinda da genis bir rol oynadigini gostermektedir.

Ccdcl24 proteini  duraklamis (hibernasyon durumundaki) ribozomlara
baglanmakta ve ribozomun tekrar aktive olmasi i¢in gerekli olan proteinler arasinda
gosterilmistir. Ayn1 zamanda 40S ve 60S ribozom alt Unitelerine baglanip 80S
ribozomlara da baglanmaktadir [7].

Protein-RNA etkilesimlerini istatiksel olarak tahmin eden catRAPID algoritmasi
ile Ccdc124’tin RNA baglayan proteini oldugu ve muhtemel RNA baglanma bolgesi

aminoasit yapisinin analiziyle temel olarak 74-124 residileri oldugu gosterilmistir.



RNA’ya baglanan pek ¢ok protein, protein-protein, protein-DNA, protein-RNA
etkilesimlerinde gorev alan diizensiz diziler igerdiginden dolay1 Ccdc124’{in de sahip
oldugu bu diziler ile olas1 bir RNA baglayici protein olmasini desteklemistir. Ayrica
Ccdcl124 proteinin maya ortologu sonuglarima dayanan rRNA ile etkilesiminin yani
sira mRNA’ya baglanan bir protein oldugu ve 27 tane potansiyel mRNA hedeflerinin
bulundugu RIP (RNA Coktiirme) ve RNA-dizileme metotlari ile gosterilmistir [3].

2.4. Ccdcl124 Yapisi

Sarili sarmal (Coiled coil) motiflere sahip proteinler, birbirini siiper halkali
sarmallar halinde saran alfa heliks yapisinda olan proteinlerdir ve protein-protein
etkilesimleri, oligomerizasyon, sentrozom olusumu, hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi
gibi gorevleri tanimlanmaktadir [17].

Sarili sarmal motifi, standart bir alfa heliksine yakin olan, doniis basina ortalama
3,5 amino asit periyodikligine sahiptir [18]. Bu motifin yedili tekrarlari, sarmallarin
istten goriiniisiinii gosteren sekilde (abcdefg)n olarak konumlanmaktadir. Sekil 2.3
hidrofobik amino asit kalintilarinin a ve d konumlarina yerlestirildigi, polar residiilerin
ise ¢ ve g konumlarinda oldugunu géstermektedir. Hidrofobik-polar etkilesimler ile
sarmallar birbirine baglanir, sarmallarin ara yizinde kalan amino asit residileri
hidrofobik-polar  paternleri ile sarmallar arasindaki etkilesimi dogrudan
etkilemektedir. Sarili sarmallar, birbirine paralel veya antiparalel olarak diizenlenmis

iki ila alt1 heliks icerir ve homo veya hetero oligomerler olabilir.
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Sekil 2.2: Dimerik sarili sarmallarin ara yiizli ve yapist a) Dimerik yapmin
araylziinde bulunan aminoasitler b) Sarili sarmal omurga yapisi. Olusan alfa
heliksler hem hidrofobik hem de hidrofilik karakter gostermektedir.

Pek cok sarili sarmallar molekiiler bosluk (spacer) koyucular olarak hareket
etmektedir ve bunlar fonksiyonel alanlar1 aywrabilir ve blyuk makromolekiiler
kompleksleri olusturabilmektedir. Ornegin molekiiler bosluk koyucular olarak islev
goren coiled coil proteinler kinetokorda da bulunmaktadir [19].

Sarili sarmal motifler, RBP'de asir1 temsil edilmektedirler. Bu nedenle P body,
stres granulleri, RNP granulleri, sitoplazmik RNA grantlleri, néronal RNP granulleri
gibi ¢esitli sivi- sivi faz ayrimi (2.3‘te ayrintili agiklanmaktadir) ile olusan
organellerdeki sarili sarmal motifinin yayginlhigini 6lgen bir ¢alisma, ndéronal RNP
granillerinin en yiiksek prevalansa sahip oldugunu ortaya ¢ikarilmistir [13]. LLPS
organelleri icinde sarili sarmal yapisinin bu denli fazla goriilmesinin sebebi, organel
cekirdegindeki (core) protein bilesenleri i¢in molekiiler bosluk sagladigini
diistindiirmektedir.

Sarili sarmal ayrica ikincil yapi, dimerler, trimerler ve daha yiiksek dereceli
oligomerik yapilarm olusumu ile de iliskilendirilmistir. Sarili sarmal (CC) olusumu,
maya prionlarinda amiloid benzeri durumlara gegcmeden onceki énemli bir adim
oldugu belirtilmistir [20].

Mayada bulunan glutamin/asparagin (Q/N) agisindan zengin boliimlerde ve
coklu glutamin aggregatlarini gevreleyen kisimlarda coiled coil motifine 6zgl olan
yedili tekrarlarin yer aldig1 bilinmektedir [21]. /n vitro ve in siliko calismalar ise sarl1
sarmal peptitlerin, sicakliga ya da pH degisimine maruz kalmasiyla alfa helikal yapinin

beta sheet fibrillere doniistiigiinii gostermektedir [22]. Bu nedenle sarili sarmal



oligomerizasyonlarin, yapisal transformasyonu tetikledigi ve ¢capraz (cross) beta sheet
amiloidleri (ikincil yap1) olusturdugu diistiniilmektedir [2].

Bunun yaninda son arastirmalar, coiled coil motiflerin siklikla etkilesim
bolgeleri icerdiklerini ve protein protein etkilesim bolgelerinde hareket ettiklerini
gostermektedir.

Sinaptik transkriptlerin belirli uzak bolgelere hareketi, blyume, sinaptik
plastisite ve noronal baglantilarin gii¢lendirilmesi igin gereklidir. Bu durum,
sentezlenen transkriptin uygun sekilde lokalize edilene kadar translasyonun
engellenmesini gerektirir; sarili sarmal motifine sahip proteinler ise transkript
tasinmasinda aktif rol almaktadir [18].

2021 yihinda Gullilu ve Tuzlakoglu tarafindan yapilan in siliko ve in vivo
caligmalar ile Ccdc124 proteinin orta kisminda bulunan sekansin (151-1AVLSV-156)
aggregasyona egilimli oldugu ve N terminalinde ise diisiik kompleksli domainin yer
aldig1 ortaya c¢ikarilmig, Ccdcl24 yiksek derecede diizensiz (disordered) protein
olarak tanimlanmstir [2].

Ccdc124 monomerleri ile yapilan molekiler docking analizi ile 151 ve 156
aminoasitleri arasindaki dizide, V153 ve S155 residulerinin birbiri arasinda ile
potansiyel bir cekim oldugu ve bu sekilde bir dimer yapisi olusturdugu gosterilmistir.
Yiiksek dimerik ve oligomerik yapilarinin olusumunda V153 residiisiiniin rol aldig1 ve
olugsan Ccdc124 dimerik yapilarmin baskin olarak sitoplazmada konumlandigi Co-IP,
Immunostaining ve BiFC analizleri ile dogrulanmaktadar.

Yiksek dereceli (High Order) oligomerik organizasyon, hiicre alt1 birikimlerle
sik1 bir sekilde iliskilendirilmektedir [20]. Bu nedenle Ccdc124in sitokinez 6ncesinde
sentrozomdan midbody yapisina translokasyonu ve glikoz starvation polizomlarda
Lso2’nin de oldukga fazla miktarda gorulmesi Ccdc124 ve ortologlarinim sentrozom,
orta cisimcik, ribozom gibi farkli subunitlerde olasi fonksiyonel dimerizasyonunu/

oligomerizasyonunu icerebilmektedir [2].

2.4. Ccdcl24 ve Stres Granulu

Stres graniilleri (SG), hiicrede 1s1 soku, oksidatif stres gibi olumsuz kosullarda
bir proteininin translasyonunu durduran surece dahil olup, RNA ve RNA’ya baglanan

proteinlerden olusan lipid membrani ile ¢evrili olmayan bir yapidir. Stres grantlleri ilk



olarak yapilarinda poliadenilllenmis mRNAlar, poli-A baglanma proteini (PABP) ve
T hicre hicreigi antijen 1 (TIAL) igeren sitoplazmadaki yogun pargaciklar olarak
gosterilmistir.

SG'ler, stres durumunda protein translasyonu giivenli bir sekilde yeniden
baglayana kadar RNA'y1 bozulmadan korumak [23] ve yanlis katlanmis proteinlerin
birikmesini 6nlemek i¢in protein translasyon hizlarinin ayarlanmasi gibi stres sinyalini
diizenlemeye hizmet etmektedir [24].

Hiicrelerde RNA, lipid membrani olmaksizin konumlanmakta, RNA’nin
lokalizasyonu genellikle RNA’ya baglanan proteinler (RBP) tarafindan kontrol
edilmektedir. Hiicrede RNA ve RBP’lerden olusan bircok RNA graniilii vardir,
sitoplazmik stres granili ise bunlardan biridir ve genellikle norodejeneratif
hastaliklarla iliskilendirilmektedir [25].

Stres graniillerinin en 6nemli 6zelligi dinamik olmalaridir ve yapisindaki
proteinler sitoplazma ile siirekli olarak degis tokus halindedir. Bu nedenle SG'lerin
gecici yapilar oldugu varsayilmaktadir, ancak yaslanma ile iligkili kronik stresler,
hastalikla ilgili proteinlerin toplanmasma yol acan kronik, kalict SG'lere yol
acabilmektedir [26].

Yapilan bir doktora tez ¢alismasi Ccdc124’iin bir stres graniilii bileseni G3BP1
(Ras GTPaz aktive edici protein baglayici protein 1) ile sicaklik ve ozmotik stres
durumunda, bir arada sitoplazmada graniiler yap1 olusturdugunu gdstermistir. Bu
yapilarin daha ¢ok c¢ekirdekte olustugu ve stresle arttigi ortaya c¢ikarilmistir. Ayni
zamanda bir diger stres graniilii bileseni olan TIA-1 proteini ile yapilan deneyde ise,
sicaklik stresi durumunda Ccdc124°iin TIA-1 ile ayni sitoplazmik graniil i¢cinde oldugu

g6zlemlenmistir [3].
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3. FUS (FUSED IN SARCOMA)

FUS (Sarkomada kaynagmig) proteini, gen ekspresyonu, RNA Pol II’ye
baglanarak transkripsiyon regulasyonu, alternatif kirpilma (splicing), mikroRNA
isleme, DNA hasar1 tamiri ve mRNA tasima gibi bir¢ok islevi olan 6zellikle RNA
metabolizmasinda rol alan RNA’ya baglanan bir proteindir.

Amyotrofik lateral skleroz (ALS) ve FTLD gibi norodejeratif hastaliklarda,
hastalarin motor ndronlarinda patolojik immunoreaktif protein agregatlarinin
bulunmast ile bilinen FET ailesinde (TLS/FUS, Ewing’s sarcoma, and TAT A-baglama
protein iliskili faktor) yer almaktadir. FUS ilk olarak bir insan adipoz doku timdriinde
(liposarkomada), kromozomal translokasyon t (12;16)(q13.3;p11.2)'dan kaynaklanan
bir flizyon onkojenik protein olarak tanimlanmastir.

16. kromozom Uzerinde 15 ekzondan olusan FUS geni, 526 aminoasitten olusan
bir proteini kodlamaktadir. FUS protein domain organizasyonu Sekil 3.1°de
gosterilmistir. Amino-terminal kisminda yer alan prion benzeri alan (PrLD), maya
proteinlerindeki kendi kendine ¢ogalarak amiloid lifleri olusturan domainlere
benzemektedir. FUS ayrica arginin/glisin a¢isindan zengin bolgeler (RGG; tekrarlanan
bir arginin-glisin-glisin motifi), bir RNA tanima motifi (RRM), ¢inko parmak (ZnF)
ve niikleer tasima reseptorii transportin 1 tarafindan tanman niikleer lokalizasyon
dizileri (NLS) icermektedir. Prion benzeri alanlar, aminoasit ¢esitliligi az oldugu i¢in
diistik kompleksli alanlar (low complexity domain) olarak bilinirler ve RGG

bdlgeleriyle birlikte diizensiz (disordered) domainler olarak adlandirilirlar.
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Low-Complexity Most ALS mutations cluster in and
Sequence Region /*... near the non-canonical NLS (PY-NLS),
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Sekil 3.1: FUS protein domainleri. N terminal proin benzeri alan, Glisin zengin
bdlge, Arjinin Glisin Glisin 1-2-3, RNA tanima bolgesi, ¢inko parmak motifi ve
niikleer lokalizasyon sinyali. Kirmizi1 y1ldiz ile isaretli olan lokasyonlar, ALS
hastaliginda goriilen mutasyon konumlarini igaret etmektedir.

FUS'daki mutasyonlar, motor ndronlarin 6liimiine yol agan nérodejeneratif bir
hastalik olan ailesel ve nadiren sporadik amyotrofik lateral sklerozun (ALS) %5'ine
neden olmaktadir [27]. Mutasyonlar ¢inko-parmak motif, RGG2 ve RGG3 alanlarini
ve NLS’yi kodlayan ekzon 12-15'te ve QGSY agisindan zengin ve RGG1 bdlgelerini
kodlayan ekzon 3-6' da meydana gelmektedir [28]. Mutasyonlarin ¢ogunda ise mutant
FUS proteinleri, bozulmus bir NLS'ye sahiptir ve bu nedenle sitoplazmada yanlis
konumlandrilmistir [29]. Fakat bazi ALS hastalarin noronlarinda FUS pozitif olan
protein topluluklar1 bulunmasina ragmen hasta, FUS gen mutasyonlarini
tasimamaktadir [30].

FUS, 6zellikle néron hicrelerinde, RNA’lar1 tasimakla gorevlidir. Noronlar, bir
uzatilmis akson ve cok sayida dallanmis dendrite sahip olan polarize hiicreler
oldugundan, aksonal ve dendritik proteinler, protein komplekslerinde tagmirlar ya da
uzak bolgelere tasinan mRNA’larin translasyonuyla lokal olarak sentezlenmeleri
gerekir. mRNA’lar, translasyonel olarak bastirilmis bir durumda ndronal tagima
granillerinde RBP'lerle (FUS, TDP-43 gibi) birlikte hareket etmektedirler [31].

Normal saglikli bir néron hicresinde, FUS agirlikli olarak ¢ekirdekte bulunur ve
proteinin sitoplazmik havuzu, fizyolojik RNA tagima graniillerinin olusumuna katkida
saglamaktadir. FUS sahip oldugu sinyal dizileri ile niikleus ve sitoplazma arasinda,
bagl oldugu mRNA’larin lokal translasyonu igin hareket etmektedir [32]. RNA

granillerinin fazla sayida olmasi, aksonlarda, dendritlerde ve sinaptik terminallerde
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lokal translasyonda yer alan spesifik proteinlerin biiyiikk mesafelere taginmasini
gerektiren noronlarin karakteristigidir.

FUS, noronal RNA tasima graniillerinin oldugu kadar stresle indiklenen stres
grandllerinin de bir bilesenidir. Hiicrede meydana gelen stres, sitoplazmada stres
graniillerine dahil edilmek tizere RNA'lar1 hedefleyen FUS ekspresyonunu indiikler
[31] ve FUS bagli oldugu RNA’lar ile birlikte stres graniillerine alinir. Stres granulleri,
translasyonu durmus RNA'lar ve proteinler igeren gecici hiicresel yapilardir ve
olumsuz kosullar altinda hiicrenin hayatta kalmasini destekler. Hiicre bir strese (is1,
ozmotik stres) maruz kaldiginda, bazi transkriptlerin translasyonu bloke edilir,
transkriptler ribozomlardan salinarak stres granillerine alinirlar. Stres durumu ortadan
kalktiginda graniil dagilir ve mRNA’lar, RNP (Ribonikleoprotein) kompleksi ile
gorevli oldugu yere tasinirlar. RNA tasima graniilleri ve stres graniilleri, belirli bir
protein havuzunu paylagmaktadirlar.

Hiicrelerde mutasyona, translasyon sonrasi modifikasyon(lar)a veya transportin
kusuruna bagli olarak gekirdekte bulunan FUS sitoplazmaya gecer ve burada birikerek
inkliizyonlar olusturur. FUS’un yanlis konumlanmasi temel olarak iki durumla
sonuglanir: Cekirdekteki temel islevlerin kaybi ve sitoplazmada toksik islevlerin
kazanilmasi [33]. FTLD ve ALS hastalarindaki FUS pozitif protein topluluklari,
stirekli olarak stres graniilii (SG) isaret proteinleri ile birlikte etiketlenir. Sitoplazmik
mislokalizasyon, FUS’un stres graniliine alimi i¢in yaygm bir 6n kosuldur [34].

Tatyana A. Shelkovnikoval ve arkadaslar1 [35] tarafindan 2014 yilinda yapilan
bir calismaya gore ise Sitoplazmada biriken FUS, fizyolojik RNA tasima graniillerine
yapisal olarak benzer yeni bir RNA graniili tiirii olan FUS graniillerini (FG'ler)
cekirdeklendirir. FUS Grandlleri, yeni sentezlenmis transkriptleri ve RNA tasima
graniillerinde bulunan proteinler gibi bilesenleri yapisina alir. FUS granilleri
kiimelenir ve stres granilli bilesenleri gibi spesifik proteinleri yapisina katarak daha
yiiksek dereceli yapilar olan FUS agregatlarini olusturur.

Bir stres durumunda FUS’un stres graniillerine dahil edilmesi geri doniisiimli
bir sirectir [36]. FUS proteinlerinin stres granulleri icinde birikmesinin, ALS
hastaligin1 baslatan bir olay olabilecegi ve strekli stresin sonunda bu proteinlerin geri
dondiriilemez patolojik agregasyonuna yol agabilecegi tahmin edilmektedir. Ciinki
sitoplazmada biriken mutant FUS, normal FUS'u da baglayarak sitoplazmik stres

graniillerine ayirabilmektedir [37]. Bununla birlikte, stres graniillerine alim, aslinda
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yanlis lokalize FUS'u ¢6ziinmez aggregasyonun (insoluble aggregation) oncusu
olmaktan ziyade geri doniisii olmayan kiimelesmeden korumaktadir.

FUS' un farkl iglevleri yerine getirdi§i DNA lezyonlarinda, mRNA'larda ve
diger SG olusum yerleri gibi hiicre alt1 bolgelerde lokalizasyonu kolaylastiran bir
protein-protein etkilesimi moduna sahip olmas1 gerekmektedir [38]. FUS’un
etkilesimde bulundugu partnerlerin bulunmasina yonelik yapilan bir proteomik
caligmasinda, 42 adet ribozomal ve 70 adet ribozomal olmayan protein ortaya
cikarilmis, RNA’ya baglanan proteinler en yiiksek etkilesim partnerleri olarak
gosterilmistir [39]. Sivi sivi faz ayrmmu ile sitoplazmadan ayrilan FUS, kromatin
yeniden modellemesi, DNA hasar1 yanit1 ve mitokondrideki proteinlerle etkilesirken,
stvi faz ile ayrilmayan FUS daha ¢ok RNA kirpilma slrecindeki proteinlerle
etkilesmektedir [40].

3.1. Sivi-Sivi Faz Ayrim (Liquid- Liquid Phase Separation)

Endoplazmik retikulum ve Golgi gibi zar iceren organellerin aksine hiicrede lipit
cift katmanl zarla gevrili olmayan hiicre alt1 boliimler bulunmaktadir. Hlcrenin bu
bélumlerinde, organelin bulundugu ¢oziictiden ayr1 bir s1vi faza ayrildigi bir siireg olan
stvi-sivi faz ayrimi (LLPS) gergeklesir [41]. Damlacik durumundaki bu yapilar, sivilar
gibi akar, kaynasir ve kiiresel sekiller alma egilimindedir. Bu yapilar membransiz
kondensatlar (membraneless condensates) olarak adlandirilmaktadir.

Kondensatlar, biyokimyasal reaksiyonlar1 etkinlestirmek ve protein RNA
konsantrasyonunu artirmak i¢in ¢ok degerlikli (multivalent) etkilesimler yoluyla
proteinleri ve nlkleik asitleri bir araya getirirler. Ayrica bir hayatta kalma stratejisi
olarak 1s1 ve pH degisikligi gibi streslere yanit vermek i¢in bir sensér gorevi
gorebilmektedirler. Saniyeler iginde toplanip demonte edilebilirler, hiicrelere
sinyallere hizli ve 6zel olarak yanit verme yetenegi saglarlar [38].

Proteinler ve nikleik asitler, niikleolus, P body ve stres granilleri zarsiz sivi
benzeri yapilarda faz ayrimi yapabilir [42]. Pek ¢ok zarsiz organel, RNA baglama
alani, tekrarlanan motiflere sahip, faz ayrimina egilimli ve dogal olarak diizensiz
bolgeleri iceren proteinler agisindan zenginlestirilmistir.

Insan FUS'unun da LLPS durumunda oldugu gosterilmistir. FUS, LC ve RGG

bakimindan zengin domainlerinin katkisiyla in vitro ve in vivo LLPS siirecini yasar.
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Bu domainler ayrica, sitoplazmik agregasyon icin gerekmekte ve sitotoksisiteyi
desteklemek igin RN A baglama alani ile birlikte islev gormektedir [42]. FUS PLD'deki
tirozinlerin aromatik halka yapilari, pozitif yukli amino asit yan zincirleri ile
molekiiller arasi ve molekiil i¢i katyon etkilesimleri yoluyla LLPS'yi
yonlendirdirmektedir.

FUS'un siv1 faz ile bulundugu yerden ayrilmis durumu, kati1 benzeri patolojik
forma doniisimii giiclendirmede rol oynamaktadir [43]. Spesifik olarak,
ribonukleoprotein komplekslerindeki yiksek FUS konsantrasyonu, 0zellikle mutant
FUS ve kalict RNP graniillerini igeren kosullar altinda, bir sividan katiya faz gecisini
kolaylastirabilir [44].
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Sekil 3.2: Coziiniir durumdaki protein yapisiin hastalik durumundaki aggregat
yapisina gecisi. Soldan saga gidildikge zayif ¢oklu (multivalent) etkilesimlerden
stabil etkilesimlere gecilmektedir.

3.2. RNA Baglayic1 Protein FUS

Swv1 fazla ayrilmis riboniikleoprotein kompleklerinin biyofiziksel 6zellikleri
RNA igerigine olduk¢a baghdir. Farkli RNA'lar, stvi RNP damlaciklar1 {izerinde
degisen Ozellikler verebilir ve bagli olduklar1 proteinleri bircok agidan
etkileyebilmektedir [46].

RNA tanima ozelligi, kiiresel proteinler ve domainlerin 6zelligi olarak
gosterilmesine karsilik genom boyunca RNA’ya baglanan proteinler ile yapilan bir
calismada, icsel olarak dizensiz bolgeleri igeren proteinlerin  zenginlestigi

bulunmustur [15].
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FUS, bir¢ok farkli RNA'ya uzunluga bagl olarak spesifik olmayan sekilde
baglanmakta ve duzenli yapilarin olusumunu tetiklemektedir. FUS’da bulunan RNA
tanima ve ¢inko parmak motifi, temel RNA etkilesim bdlgeleri olmasina ragmen
yapisinda yer alan RGG motifleri de siklikla RNA baglayici proteinlerde
bulunmaktadir [47].

FUS granulleri icin LC domainleri de 6nemlidir. Bu alanlarm her biri, biiylik
Olgilide beta sheet ikincil yapidan olusan lifli topluluklar olusturur. RN A baglanmasinin
yoklugunda ise, protein toplanmasi ¢ok yiiksek protein konsantrasyonlari
gerektirmektedir. FUS, RNA'y1 yuksek kooperative ile baglar, bu durum RNA
tizerinde sik1 paketlenmis bir protein dizisinin olusumu ile sonuglanir. RNA, hem
disik RNA/protein oranlarinda FUS toplanmasini tesvik etme hem de yliksek
RNA/protein oranlarinda birlesmeyi 6nleme yetenegine sahiptir [48]. Sekil 3.3 RNA

ile faz ayrimimi gostermektedir [49].

s
-2 ‘\J RRM 108
eGP S\ ol
w AT rRMNAY
Sj : M "RNA2
1. Increase protein concentration
2. Decrease salt concentration
3. Decrease temperature
Weak interaction 4. RNA
between IDRs S. Crowding Agent

/

Muitivalent interaction
by RNA binding

Strong interaction

between IDRs
I Aging/Maturation

Sekil 3.3: FUS aracili Riboniikeloprotein Graniil olusumu. Genellikle RNP
proteinleri diizensiz (IDR)ve RNA tanima motifi (RRM) i¢cermektedir. RNP
granulleri, diizensiz bolgeler iceren proteinlerin lokal konsantrasyonunu hizla artiran
stvi-sivi faz ayrimi ile olugmaktadir. Sivi faza katilan RNA'lar, granullerin
biyofiziksel 6zelliklerini ve lokalizasyonunu yonetir ve sivi faz, zamanla molekuller
arasinda giiclii etkilesimler ile daha kat1 benzeri bir faza olgunlasir. Lifli yapilar
genellikle olgunlasmis s1vi damlaciklar icinde gdzlenir.
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4. PROTEIN PROTEIN ETKILESIMLERI

Proteinler nadiren biyolojik fonksiyonlarini yerine getirmek i¢in izole edilmis
molekdller olarak davranirlar [49]. Proteinlerin %80' den fazlasinin tek basina islev
gormedigi, bunun yerine farkli hiicresel islevleri yerine getirmek icin siklikla
birbirleriyle ve/veya DNA veya RNA gibi diger molekiillerle etkilesime girdigi
bilinmektedir [50].

Hucrelerdeki protein-protein etkilesimleri (PPI), "interaktom™ adi verilen
karmagik bir ag olusturur [51]. interaktom, sinyal iletimi, hiicre proliferasyonu,
biiylime, farklilagsma ve apoptoz vb. gibi fizyolojik ve patolojik sureglerde 6nemli bir
role sahiptir. Bu nedenle, anormal protein protein etkilesimleri kanser, bulasict
hastaliklar ve nérodejeneratif hastaliklar gibi birgok insan hastaligi ile iligkilidir [52].

Proteinlerin kendi arasindaki baglanti nedeniyle, hastalikla ilgili bir mutasyonun
etkisi, belirli bir gen iriiniiyle simirh degildir. Bunun yerine, tim interaktom agini
etkiler ve buna bagli olarak tiim bir protein alt kiimesinin aktivitesini etkileyebilir.
Insan hastaliklarma da genellikle protein-protein komplekslerinin baglanma
araylzindeki degisiklikler neden olur (53), bu da ikili PPI’lerin saptanmasini 6nemli
bir adim haline getirmektedir. Bu nedenle hastalikta yer alan tek genlere yerine, PPI
bazli analizler, hastalik durumu tarafindan en ¢ok degisen protein agini inceler ve
bdylece bir mutasyonun hiicresel fonksiyon tzerindeki etkisini belirlemek icin bir
alternatif sunar.

PPI’lar, tiim organizmalarda c¢esitli molekiiler ve hiicresel mekanizmalar1
diizenlemesinden dolay1 proteinler arasindaki yapisal ve islevsel iliskileri ¢6zmeye
yonelik kritik bir adim, protein-protein fiziksel temaslarmni haritalandirmaktir. Insan
interaktom analizi ile fizyolojik ve patolojik siireclerde 6nemli gorevlerde yer alan
yaklagik 53.000 protein-protein etkilesimini ortaya ¢ikarilmistir [54].

Pek c¢ok deneysel tekniklerle proteinler arasindaki etkilesim ortaya
¢ikarilmaktadir. Ikili maya c¢oktiirme deneyleri, birlikte immiin ¢oktiirme, yiizey
plazmon rezonans, tandem afinite saflastirma kiitle spektroskopisi (TAP-MS) bu
tekniklerden bazilaridir.

NMR (Nukleer Manyetik Rezonans) ise fizyolojik kosullar altinda protein-
protein komplekslerinin yapisi, dinamikleri ve termodinamigi hakkinda bilgi saglamak

icin kullanilan ¢ok gu¢li bir tekniktir [55].
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NMR  spektroskopi teknikleri, hiicre zarinda olusan protein-protein
komplekslerindeki baglanma arayiizleri, molekiiller arasi afinite ve baglanma kaynakl
konformasyonel degisiklikler hakkinda bilgi amaghi uygulanmaktadir. Ayrica
solusyon NMR spektroskopisi, proteinlerin farkli tamponlarda ve gesitli sicakliklarda
incelenebilmesine izin verdiginden, ¢Ozelti kosullar1 altinda protein yapilar1 ve
dinamikleri arastirma yapma imkani sunmaktadir [56].

Teknigin temeli, glicli bir manyetik alan tarafindan yonlendirilen manyetik
olarak aktif cekirdeklerin, kimyasal ortamlar1 tarafindan yonetilen karakteristik
frekanslarda elektromanyetik radyasyonu absorblamasidir. Bu manyetik ortam,
kimyasal baglar, molekiiler konformasyonlar ve dinamik siirecler gibi cesitli
faktorlerden etkilenir. Boylece ayni elementin ¢ekirdekleri bile farkli spektral ¢izgiler
olusturur. Bu spektral ¢izgilerin farkli konumlar1 kimyasal kaymalar olarak
adlandirilir. Kimyasal kayma haritalamasi, protein baglanma bdlgelerinin hassas bir
goOstergesidir, c¢lnkd protein arayiizlerinin igindeki ve bunlara yakin ortamlar
baglanma sirasinda degiserek baglanma arayiiziine yakin olan ¢ekirdeklerin kimyasal
kaymalarini etkiler, ancak uzak olanlar1 etkilememektedirler. Diger bir deyisle, bir
ligand ya da protein, ilgilenilen protein ile etkilestiginde, degisen tepe noktalari, ¢izgi
genisligi ve yogunluk degisiklikleri, hangi amino asit rezidllerinin manyetik
ortamlarinda bir degisiklik yasadigmi gosterir ve bu da, baglanma ara yiiziiniin
tamimlanmasina izin verir. Pratikte bu, etiketlenmemis proteinin izotopik olarak
zenginlestirilmis (**N ve 13C) bir protein drnegine titre edilmesi ve etiketli proteinin
spektrumundaki pik pertiirbasyonlarin izlenmesiyle elde edilebilmektedir.

Temel bir kural, Kd < 1 uM ile protein-protein etkilesimlerinin genellikle yavas
degisimle (sik1 baglanma) ve Kd > 1 mM ile protein-protein etkilesimlerinin hizli
degisimle (zayif baglanma) olmasidir. Bu sayisal verilerden elde edilen spektrumlarla
protein- protein etkilesimi hakkinda bilgi sahibi olunmaktadir [57].

Protein protein etkilesimlerinin belirlenmesinde kullanilan diger bir teknik Far
Western Blot teknigidir [58]. Far Western Blot teknigi ilk olarak 32 P etiketine sahip
GST- flzyon proteinleri ile protein ekspresyon kitlphanelerini taramak icin
gelistirilmistir. Bu teknik daha sonra protein-protein etkilesimlerini incelemek ve bir
kiitiiphanede etkilesen protein partnerlerini taramak i¢in kullanilmistir.

Far Western Blot teknigi, ilgilenilen prey proteininin hicrelerde endojen olarak
ekspresyonuna izin vererek bu proteinlerin saflagtirilmasmin zor oldugu durumlarda

ozellikle kullanilmaktadir. Ayrica iki proteinin birbirine baglanip baglanmadiginin ve

18



proteinlerin baglanmadigi durumlarda aralarindaki fiziksel etkilesime iigilincii bir
proteinin aracilik edip etmedigini belirleyebilmektedir. Bu teknigin uygulanabilmesi
icin ilgilenilen proteinlerden en az birinin belirli miktarlarda saflastirilmasi
gerekmektedir.

Far Western Blot Teknigi, bir bait proteininin etkilesim partnerlerini belirlemek
ve yilksek verimli taramalardan agiga ¢ikarilan birebir etkilesim partnerlerini
dogrulamak i¢in kullanilmaktadir [59]. Ayrica post translasyonel modifikasyonlarin
protein-protein etkilesimleri iizerindeki etkisini inceleyebilmek amaciyla da bu
yontem kullanilmaktadir. Protein saflastirma ve standart olarak Western Blot
tekniginin uygulandig1 laboratuvarlarda kullanilabilir olmas1 bu teknigin avantajlar1
arasinda yer almaktadir.

Bu teknikte etkilesimleri arastirilan iki proteinden biri, membranda gomiilii
halde bulundugundan yalnizca dogrudan etkilesimler saptanmaktadir. Aksine immiin
coktirme ve pull down teknikleri ise dogrudan ve dolayli etkilesimleri
saptayabildikleri i¢in direkt bir sonug vermeyebilmektedir.
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5. MATERYAL VE METOT

5.1. Materyal

5.1.1. Bakteri Susu, Vektorler ve Primerler

e Bakteri Susu

E.Coli BL21DE3 Bakteri Susu.

e Vektorler

pET-21 a (+) (5443 bp)

Sekil 5.1: pET21a plazmidi (Benchling).
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pQE-81L (4753 bp)

e Primerler

Sekil 5.2: pQE8IL plazmidi (Benchling).

Primerler, Benchling programi kullanilarak dizayn edilmistir.

Tablo 5.1: Klonlama primerlerin listesi.

Primer Primer Sekans Kullanim
amaci
FUS Forward | 5'— CGC GGATCC ATG GCC TCA AAC GAT —-3' | FUS gen
Primer klonlama
FUS Reverse | 5'— CCC AAGCTT ATA CGG CCT CTC CCT -3' | FUS gen
Primer klonlama
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5.1.2. Antikorlar

Tablo 5.2: Antikor listesi.

Antikor Dilusyon Katalog No

Anti- FUS 1:1000 4H11, Santa Cruz

Anti- Ccdc124 1:1000 27106-1-AP, ProteinTech
Anti-Mouse HRP 1:4000 A4416, Sigma

Anti- Mouse HRP 1:10000 A9044, Sigma
Anti-Rabbit AP 1:20000 31340, Thermo Scientific
Anti- His 1:10000 AT7058, Sigma

5.1.3. Kullanilan Kimyasallar ve Kitler

Tablo 5.3: Kit, Enzim ve Kimyasal Listesi.

Kit, Enzim, Kimyasal

Ulke, Kod

CloneAmp™ HiFi PZR Premix

639298, Takara, Japonya

T4 DNA Ligaz

1527- 4017, Invitrogen, USA

Taq DNA Polimeraz

EP0401, Thermo Scientific, USA

MyTaq DNA Polimeraz

BIO 21105, Bioline, USA

ZymoPURE™ Midiprep Kit

D4200S, Zymo Research, USA

PZR Clean Up Kit

740609.50, Macherey-Nagel, USA

GeneRuler DNA Ladder Mix

SMO0312, Thermo Scientific, USA

Ampisilin A9393-25G, Sigma, USA
Agar 214010, BD

Tripton 211705, BD

Agaroz A5093, Sigma, USA
Akrilamid 161-0100, Bio-Rad, USA
Bis-Akrilamid 161-0125, Bio-Rad, USA
TEMED 1610801, Bio-Rad, USA

Protein Molekiiler Agirlik Marker

26619, Thermo Scientific, USA

Metanol

34860, Sigma, USA
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Tablo 5.3: Devam.

Metanol 34860, Sigma, USA
Asetik Asit 27225, Sigma, USA
2-Propanol 100995, Merck, Germany

Coomassie Brillant Blue R-250

112553, Sigma, USA

2-Merkaptoetanol

805740, Sigma, USA

Amonyum Persulfat

161-0700, Bio-Rad, USA

DNaz (2500 units/ml)

1861610, Thermo Scientific, USA

Lizozim (50 mg/ml)

1861610, Thermo Scientific, USA

B-PER Hiicre Liziz Solisyonu

78243, Thermo Scientific, USA

Proteaz Inhibit6r

S8820, Sigma, USA

IPTG

R0392, Thermo Scientific, USA

Trietanolamine

90279, Sigma, USA

4-Chloro-1-Naphthol (4C1N)

C6788, Sigma, USA

Imidazol

1047161000, Merck, Germany

4X Laemmli Protein Yiikleme Boyasi

1610747, BioRad, USA

BamHI- HF Restriksiyon Enzim

R3136S, NEB, USA

Hindlll- HF Restriksiyon Enzim

R3104S, NEB, USA

Syber Green

4364344, Thermo Scientific, USA

Tween-20

9005-64, Sigma, USA

Bovin Serum Albimin (BSA)

A7638, Sigma, USA

Mini-Protean TGX Precast Jel

456-1043, BioRad, USA

1X DPBS

14190144, Thermo Scientific, USA
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5.1.4. Ekipman

Tablo 5.4: Ekipman listesi.

Ekipman

Marka/Ulke

Jel Gortintiileme Cihazi

Azure Biosystem C600, USA

Nanodrop Nanodrop —One C,
Thermo Fisher, USA
Gili¢ Kaynagi Bio-Rad, USA

Elektroforez Sistemi

PowerPac HC, Bio-Rad, USA

Transfer Cihazi

Bio-Rad, USA

Isitic1

Techne Dri-Block, DB-2A, UK

Su Banyosu

Lauda LCB 0726, Germany

ThermoCycler

Bio-Rad, USA

Biyolojik Glvenlik Kabini

Esco Class I, Singapore

PZR kabini Biosan, Latvia

Santrifij 5417R Eppendorf, USA
Avanti J26 XPI, Beckman Coulter,
USA

Mini Santrifij Centrifuge 5415 R, Eppendorf,
Germany

Ultra Santifij

Avanti J-26 XPIl, Beckman Coulter,
USA

Konsantrator
Amicon Ultra-15 Centifugal Filters, 3K

UFC900324, Merck, Germany

Konsantrator
Vivaspin-500
5K

VS0112, Sartorius, Germany

Konsantrator
Vivaspin-2
20K

VS02X1, Sartorius, Germany
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Tablo 5.4: Devam.

Konsantrator VS2091, Sartorius, Germany
Vivaspin-20

3K

Konsantrator VS0611, Sartorius, Germany
Vivaspin-6

5K

Konsantrator VS2001, Sartorius, Germany
Vivaspin-20

10K

Vortex Vortex V-1 Plus, Biosan, China
pH Metre Mettler Toledo, USA

Western Blot

Nitroseliiloz Membran, 0.2 um

1620112, Bio-RAD, USA

Western Blot
Extra Thick Blot Filter Paper

1703966, Bio-RAD, USA

Millex- HP
Fast Flow — Low Binding Filter Unit
PES Membrane (0.45 pm)

SLHPR33RS, Merck, Germany

Millex-GP
Fast Flow — Low Binding Filter Unit
PES Membrane (0.22 pum)

SLGPR33RS, Merck, Germany

Spektrometre DU730, Beckman Coulter, USA

Calkalayici Innova 4230, New Brunswick Scientific,
USA

Kromatografi Sistemi Cytiva, USA

AKTA Avant
AKTA Pure

Afinite Saflastirma Kolon 1 ml

12009285, BioRAD, USA

Afinite Saflagtirma Kolon 5 ml

12009287, BioRAD, USA
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Tablo 5.4: Devam.

Katyon Degistirici Saflastirma Kolon

29400458, Cytiva USA

700 MHz NMR Spektrometre

Bruker Avance Il1, Germany

5.1.5. Tampon ve Solisyonlar

Tablo 5.5: Besiyeri Soliisyonlart.

I[sim

Icerik

Luria Bertani (LB) Besiyeri

10 g Bacto Tripton
5 g Maya Ekstrakti
10 g NaCl

Luria Bertani (LB) Agar Besiyeri

10 g Bacto Tripton
5 g Maya Ekstrakti
10 g NaCl
15 g Bacto Agar

2xYT Broth 16 g Bacto Tripton
10 g Maya Ekstrakt1

10 g NaCl
2xY'T Agar 16 g Bacto Tripton

10 g Maya Ekstrakt1
10 g NaCl
15 g Bacto Agar

Terrific Broth (TB) Besiyeri

12 g Bacto Tripton
24 g Maya Ekstrakti
5 ml Gliserol
4.62 g KH2PO4
25 g KoHPO4

50 mg/ml Ampisilin

0.5 g Ampisilin
10 ml ddH20
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Tablo 5.6: Jel Soliisyonlar.

80 g NaCl
10x PBS (Fosfat Buffer Salin) Tamponu 8 KH2PO4
2 g KCI

48.4 g Trizma Baz
10x TAE (Tris-Asetat) Tamponu 3.7gr EDTA
11.4 ml Asetik Asit

30.30 g Trizma Baz
10x SDS-PAGE Y urutme Tamponu 144.10 g Glisin
10 g SDS

1L ddH20

292 g Akrilamid
%30 Akrilamid-Bisakrilamid Solisyonu 8 gr Bisakrilamid
1L ddH20

181.53 gr Trizma Baz
1.5 M Tris-HCI pH: 8.8 1L ddH20

181.53 gr Trizma Baz
0.5 M Tris-HCI pH: 6.8 1L ddH20

10 g SDS
%10 SDS-PAGE Sollisyonu 100 ml ddH20O

450 ml ddH>0

450 ml Metanol

Boyama Tamponu 100 ml Asetik Asit

1 gr Coomassie Brilliant Blue R-250

450 ml ddH>0
Destaining Tampon 450 ml Metanol
100 ml Asetik Asit

3 g Trizma Baz
1 g Glisin
Transfer Tamponu 200 ml Metanol
800 ml
1L ddH.0

7.5 g NaCl
Trietanolamin Sollsyon 8.8 ml Trietanolamin

4-Chloro-1-Napthol (4C1N) Sollisyon 1 tablet (30 mg) 4C1N
10 ml Metanol
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Tablo 5.7: Saflastirma Soliisyonlar.

Afinite Saflastirma BaglamaTampon

20 mM Na-P
150 mM NaCl
20 mM Imidazol
pH:7.4

Afinite Saflagtirma Elisyon Tampon

20 mM Na-P
1500 mM NacCl
300 mM Imidazol
pH:7.4

Iyon Degisimi Saflastirma Baglama

Tampon

50 mM Sodyum Asetat
pH:6

Iyon Degisimi Saflastirma Eliisyon

Tampon

50 mM Sodyum Asetat
1 M NacCl
pH:6

Sonikasyon Tampon

50 mM Tris-HCI (pH:8)
150 mM NaCl
1 mM EDTA
1 mg/ml Lizozim

Solubilizasyon Tampon
(8 M (ire)

50 mM Tris-HCI (pH:8)
250 mM NaCl
8 M Ure
5 mM B-Merkaptoetanol

50 mM Tris-HCI (pH:8)

- 250 mM NaCl
Solubilizasyon Tampon 3 M Ure
(3 M ire) 5 mM B-Merkaptoetanol
20 mM Na-P
300 mM NacCl
Afinite Saflastirma Baglama Tamponu 30 mM Imidazol
- 8M Ure
(8 M Ure) OH:8
20 mM Na-P
Afinite Saflastirma EllisyonTamponu 300 mM NaCl
- 30 mM Imidazol
(8 M Ure) 3M Ure
pH:8
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Tablo 5.7: Devam.

Afinite Saflastirma Baglama Tamponu

(3 M Ure)

20 mM Na-P
300 mM NacCl
30 mM Imidazol
3M Ure
pH:8

Afinite Saflastirma Eliisyon Tamponu

(3M Ure)

20 mM Na-P
300 mM NacCl
300 mM Imidazol
3M Ure
pH:8

AC Tamponu
Far Western Blot
(3 M, 0.1 M Ure)

100 mM NaCl
Gliserol
20 mM Tris pH:7.5
0.5 M EDTA
Ure
Sut Tozu
1 mM BE

In vitro Yeniden Katlama Tamponu

50 mM Tris-HCI pH: 8
150 mM NaCl
1 mM EDTA
500 mM Arjinin
2 mM GSH
1 mM GSSG
%5 Gliserol
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5.2. Metot

Bakteri hicrelerinde Ccdc124 ve FUS’u kodlayan genin ekspresyonu igin
rekombinant DNA teknikleri kullanilarak proteinler elde edilmis, her iki protein FPLC
yontemleri kullanilarak saflagtirilmistir. Saflagtirma ve analiz islemleri i¢in proteinler,
gereken tamponlara farkli membran boyutuna sahip konsantratorler yardimi ile
almmustir.

Tez boyunca yapilan tiim deneylerin sematik 6zeti Sekil 5.3’te yer almaktadir.
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Created in BloRender.com bio

Sekil 5.3: Tez boyunca yapilan tiim deneylerin sematik 6zeti (BioRender ile
yapilmustir).
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5.2.1. PZR Amplifikasyonu

Laboratuvarimizda yapilan daha onceki bir calismada pENTER vektorine

Klonlanan FUS geni, bu tez c¢alismasinda kalip olarak PZR reaksiyonunda

kullanilmustir. Gerekli olan klonlama primerleri, Benchlig programinda dizayn edilip

Sentegen Biyoteknoloji firmasindan siparis verilmistir. Primerler, son hacim 100 uM

olacak sekilde ddH.O ile diliie edilerek caligma stogu olarak 10 pM primerler

hazirlanmistir. Klonlanmak istenen FUS geninin amplifikasyonu i¢in kullanilan ileri

(forward) ve geri (reverse) primerler tablo 5.1°de verilmistir. PZR reaksiyonu igin

kullanilan bilesenler ve deney kosullarini gésteren reaksiyon detaylari sirasiyla Tablo

5.8 ve 5.9’da verilmistir.

Tablo 5.8: PZR bilesenleri.

Stok
PZR Bilesenleri Konsantrasyonu |  Final Miktar Hacim (25 pl)
Taslak (FUS gene 15 ng/ul 45 ng 3ul
PENTER)
CloneAmp HiFi PZR 2X 1X 12.5 ul
Premix (2X)
10 Mm Forward P. 10 mM 0.5 mM 1.25 ul
10 mM Reverse P. 10 mM 0.5 mM 1.25 ul
ddH20 - - 7l
Tablo 5.9: PZR Dongii Kosullar.
Asama Sicaklik Sire
Baslangi¢ Denatiirasyon 98 °C 30 sn
DenatUrasyon 98 °C 10 sn
30 cycle Baglanma 54 °C 10 sn
Uzatma 72 °C 10 sn
Son uzatma 72 °C 10 dk
Son +4 °C 0
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5.2.2. Agaroz Jel Elektroforezi

Elektroforez, DNA, RNA ve proteinleri, boyut ve yiik gibi fiziksel 6zelliklerine
gore ayirmak icin elektrik akimi kullanan bir tekniktir. Boyutlarmma gore fragmanlar
farkli hizlarda hareket ederek ayrilmaktadirlar. Ortaya ¢ikan bantlar, daha sonra
Ultraviyole 151k (UV) kullanarak gorsellestirilmektedir.

PZR reaksiyonu ile amplifikasyonu yapilan DNA’y1 analiz etmek igin PZR
urlinleri, %21’lik agaroz jelde goriintillendi. Bu amagla, 1 gr agaroz, 100 ml TAE
tamponu iginde ¢6zlldii ve mikrodalgada erimesi saglandi. Agaroz jel karisimi tanka
dokulmeden énce DNA’y1 jelde goriintiilemek amaciyla son konsantrasyon 10 pg/ml
olacak sekilde Syber Green boyasi eklendi. Ornekler 6X DNA yiikleme boyas: ile
karistirilarak jele yiklendi ve 120 Voltta 30 dakika boyunca aymrma islemi yapildi.
Elektroforez isleminden sonra agaroz jel, UV 15181 altinda gorintllendi. PZR

drdinlerinin boyutu, ticari bir marker kullanilarak belirlendi.
5.2.3. Agaroz Jelden DNA izolasyonu

Klonlanmak istenen FUS geni, PZR reaksiyonu ile amplifiye edildi ve dogru
blyuklikte oldugu dogrulanarak DNA’nin bulundugu bantlar, bistrii yardimiyla jelden
kesilerek 1.5 ml'lik mikrosantrifiij tiiptine aktarildi. Jelden DNA izolasyonu, MN Gel
Extraction ve Purification kit kullanilarak yapildi. FUS DNA’s1, 50 pl distile su ile
elute edildi ve elde edilen DNA konsantrasyonu, Thermo Nanodrop One C

Spektrofotometre’de dlculdu.
5.2.4. Restriksiyon Enzimleri ile Plazmid ve DNA Kesimi

Restriksiyon endontkleaz enzimleri ile kesim islemi, DNA dizisini spesifik
bolgelerden taniyarak kesen enzimlerin DNA ile inkiibasyonu islemi ile
gerceklestirilmektedir. Kesim islemi sonunda olusan yapiskan veya kiit uclu DNA’lar,
spesifik olarak DNA Ligaz enzimi kullanilarak birbirlerine baglanabilmektedirler.

Vektor ve amplifiye edilmis FUS oligo DNA, BamHI-HF (R3136S) ve Hindll1-
HF (R3104S) restriksiyon enzimleri ile Tablo 5.10°daki kosullara uygun olarak 37
°C’de 1 saat boyunca kesilmistir.
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Inkiibasyon sonunda DNA fragmentlerinin dogrulugu, %1’lik agaroz jel ile

kontrol edilmistir.

Tablo 5.10: Restriksiyon enzim kesimi kosullar1.

Bilesenler , Hacim e Final
Vektor (pET21a) PZR Uriinu (FUS) Konsantrasyon

DNA 5uL 7 ul 1000 ng
10x Cut Smart 5ul
Tampon SuL 1X
BamHI-HF 1.5uL 1.5 ul 1 uL (20 Unit)
HindI11-HF 1.5uL 1.5 ul 1 uL (20 Unit)
Su 37 uL 35 ul -
Toplam 50 uL 50 pl

5.2.5. Kesilen DNA Urunlerinin Ligasyonu

DNA ligasyonu, restriksiyon enzimleri ile kesilen iki DNA molekilinin, DNA
Ligaz enzimi tarafindan birlestirilmesidir. Ligasyon reaksiyonu Tablo 5.11’deki
bilesenlere gore yapilmis ve reaksiyon gece boyunca 16°C'de inkiibe edilmistir. T4
DNA Ligaz enziminin inaktive edilmesi amaciyla raksiyon 10 dakika boyunca 65°C'de

bekletilmis ve transformasyon islemine kadar 4°C'de saklanmustir.

Tablo 5.11: Ligasyon reaksiyon kosullari.

Bilesenler Stok Final Miktar Hacim (20 pl)
Konsantrasyon
Gen (FUS gen PZR 17 ng/ul 5ng 55ul
urdin)
Ligasyon Tampon 10X 1X 1l
Vektor 25.7 ng/pl 100 ng 4 ul
T4 DNA Ligaz 4 U/l 0.8 U/ul 0.2 pl
ddH20 - - 8.3 ul
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5.2.6. Transformasyon

Bu tez calismasinda kompetan hiicre olarak Escherichia coli (E. coli) BL21DE3
susu kullanilmistir.  Transformasyon igin, kompetan hicreler -80°C derin
dondurucudan alind1 ve buz iizerinde ¢oziinmesi saglandi. E.coli hiicrelerine (500 pl)
3 Ml ligasyon arlnu ilave edilerek hafifce karistirildi. Hazirlanan hiicre ve ligasyon
uriinii karisimi 30 dakika buz {izerinde inkiibe edildi. 42°C’de 45 saniyelik
inkiibasyonun ardindan hticreler 3 dakika siireyle buz izerinde inkiibe edilerek 1s1 soku
uyguland1. Inkiibasyon sonunda hiicrelere SOC besiyeri eklendi ve 60 dakika boyunca
37 °C’ de yatay ¢alkalama (200 rpm) ile hiicrelerin biiyiimesi saglandi. 150 pl hiicre,
100 pg/pl ampisilin iceren LB agar platelerine yayildi. Plateler 5 dakika oda
sicakliginda bekletildikten sonra ters ¢evrilmis durumda gece boyunca inkiibasyon i¢in
37°C sicakliktaki etiive kaldirildi. Inkiibasyonun ardindan ligasyon reaksiyonunun
basarili bir sekilde gergeklesip gerceklesmedigini analiz etmek amaciyla 4 adet koloni
secildi ve bu koloniler kullanilarak koloni PZR yapildi.

Koloni PZR reaksiyonu icin secilen koloniler 12.5 pul PZR karisiminda ¢6ziildi
ve reaksiyon i¢in kalip olarak kullanildi. Koloni PZR igin bilesenler ve kosullar sirayla
Tablo 5.12 ve Tablo 5.13’de listelenmistir. PZR reaksiyonundan sonra elde edilen

iirlinler, %1 agaroz iceren agaroz jel ile analiz edilmistir.

Tablo 5.12: Koloni PZR reaksiyon bilesenleri.

Bilesenler Stok Final Miktar Hacim (12.5 pl)
Konsantrasyon
Tek koloni (Kalip olarak) - - -
MyTaq Reaksiyon 5X 1X 2.5 ul
Tampon
Forward Primer 10 uM 0.4 uM 0.5 ul
Reverse Primer 10 uM 0.4 uM 0.5 ul
MyTaq DNA Polimeraz 5 U/ul 1 U/l 0.25 pl
ddH20 - - 8.75 ul
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Tablo 5.13: Koloni PZR reaksiyon kosullar1.

Asama Sicaklik Zaman
Baslangi¢ Denatiirasyon 95 °C 10 dk
Denatiirasyon 95°C 15sn
35 Baglama 54 °C 15sn
dongu Uzama 72 °C 1dk
Son Uzama 72 °C 10 dk
Final +4 °C ©

5.2.7. Plazmid Izolasyonu

Ligasyon Urinlnd tasidigr koloni PZR ile dogrulanan koloniler, 100 pg/ul
ampisilin iceren 50 ml sivi LB besiyerine aktarildi ve gece boyu calkalayicida 37°C’
de inkubasyon gergeklestirildi. Gece boyu biyiyen bakteri kiltiri 4000 rpm’de 10
dakika santrifiijlendi. Elde edilen bakteri pelletinden ZymoPure Il Plasmid Isolation
Midiprep Kiti (D4200S) kullanilarak plazmid DNA izolasyonu yapildi. Plazmidler
150 pl ddH20 ile elute edildi. Elde edilen plazmid DNA konsantrasyonu, UV-Vis

Spektrofotometre ile 6lculdu.

e Plazmid Dizilemesi

Plazmit izolasyonu sonucunda elde edilen plazmid DNA’s1, insert genin plazmid
icindeki konumunun dogrulanmasi i¢in sekanslanmasi amaciyla BM Labosis sirketine
gonderilmistir. Sekanslama igin gerekli olan primerler, klonlama asamasinda
kullanilan FUS Forward ve Reverse primerleridir. Sekil 6.4’de sekanslama sonucu
gosterilmistir.

Dizileme islemi sonucunda FUS geninin plazmid i¢ine basarili bir sekilde
yerlestigi belirlendikten sonra protein ekspresyonu icin kompetan E.coli htcreleri,

sekanslama iglemi ile dogrulanan plazmitlerle transforme edilmistir.
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5.2.8. Protein Ekspresyonu

Ekspresyon vektorinu (Ccdcl24 igin pQES8LL vektoru, FUS icin pET2la
vektorii) tastyan BL21DES3 E.coli susu, ampisilin (100 pg/ pl') iceren 5 ml LB besiyeri
ile 37°C 220 rpm calkalama kosullarinda gece boyu buytttldu. Ertesi giin, baslangig
kalturd icin OD600 degeri 0.5 olacak sekilde gece boyu kiiltiirden alinmasi gereken
kiiltiir hacmi hesaplandi. Gece boyu baslangig kiiltiirii, 100 pg/ul ampisilin iceren 20
ml LB besiyerine iginde inokule edildi. Bu asamada gece boyu kiiltiirden %50 gliserol
stok hazirland1 ve -80 °C’de depolandi. Ekspresyon kiiltiirii 600 nm’de absorbans 0.6-
0.8 degerine ulasana kadar biiyiitiildii ve protein ekspresyonunu induklemek igin
gerekli olan IPTG miktar1 hesaplanarak E.Coli kiltiiriine eklendi. Bakteri kiilturleri
24 saat boyunca 180 rpm ile ¢alkalanarak FUS proteini i¢in 30 °C ve Ccdc124 proteini
icin 16°C’de inkiibe edildi. 24 saatlik protein iiretiminin ardindan kilturler, 5000
rpm’de 15 dakika santrifiij edildi ve bakteri hicreleri ¢okttraldu.

5.8.2.1. Hucre Lizizi

Hiicre lizisi, eksprese edilen proteinlerin saf ve verimli sekilde eldesi icin
hiicrenin pargalanmasi ve hiicre i¢eriginin agiga ¢ikarilmasi islemidir. Hucre lizizi,
hem kimyasal olarak B-PER liziz soltisyonu ile hem de mekanik olarak ultrasonik ses
dalgalar1 yoluyla sonikasyon islemi ile gercgeklestirildi. Pelletler, 1 gr pellet icin
optimizasyonu yapilan proteaz inhibitoru, lizozim, DNaz bilesenleri ile bir araya
getirilen B-PER liziz solisyonu ile resiispanse edildi. Tablo 5.14 Liziz islemi igin
kullanilan bilesenleri gostermektedir. Suspanse hiicrelerin, buz iizerinde yarim saat
calkalanarak inkiibe edilmesinin ardindan, sonikasyon islemi 10 saniye araliklarla 10
dongii gergeklestirildi. Elde edilen hiicre lizati, 4 °C'de ve 10.000 rpm’ del5 dakika
santrifiij islemiyle fraksiyonlarma ayrildi ve ¢oziiniir proteinleri iceren supernatant ve

¢oztinmeyen (insoluble) proteinler ise pellet olarak hiicre kalintilar1 ile elde edildi.
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Tablo 5.14: Liziz tampon bilesenleri.

Bilesenler Hacim (4 ml)
B-PER Solusyon 4 ml
DNaz (2500 units/ml) 8 ul
Lizozim (50 mg/ml) 8 ul
Proteaz Inhibitdr 400 pl

Cozundr durumdaki Ccdc124 proteinleri liziz asamasindan sonra bakteriyel
hicre proteinlerinden direkt olarak katyon iyon degistirici ardindan afinite
kromatografi ile saflagtirilirken ¢dzlinmeyen durumda olan FUS proteinleri 3 ve 8 M
ure iceren ¢Ozunme tamponu ile c¢ozinir hale getirilip afinite kromatografi ile

saflagtirma yapilmistir.
5.2.9. Protein Saflastirma

Rekombinant proteinler, spesifik 6zelliklerindeki (yik, boyut, hidrofobisite,
ligand spesifisite) farkliliklara gore yapi, fonksiyon veya protein-protein
etkilesimlerinin karakterizasyonu amaciyla kromatografi teknikleri kullanilarak
saflastirilmaktadir.

Proteine eklenen etiketler (tags), rekombinant proteinlerin afinite kromatografisi
(AC) ile saflastirilmasini saglar. Diger bir saflastrma yontemi iyon degistirici
kromatografisinde (IEX) ise ayrim, proteinlerin net yiizey yiiklerindeki farkliliklarina
gore yapilmaktadir.

5.2.9.1. Immobilize Edilmis Metal Afinite Kromatografisi (IMAC)

Afinite kromatografisi, biyokimyasal molekiilleri (6rnegin proteinler) bir
karigimdan (hiicre lizat1 veya protein karigimi) molekiiller arasi spesifik etkilesimler
yoluyla (6rnegin antijen-antikor) proteinin belirli bir ligandla etkilesiminden
faydalanarak aymrmak i¢in kullanilan bir tekniktir.

Immobilize edilmis metal afinite kromatografisi (IMAC) ise baz1 aminoasitlerin
(6zellikle histidin) gecis metallerle (Ni*?, Zn*2, Co'?) olan spesifik etkilesimi

kullanilarak ayrimin yapildig: bir afinite kromatografi ¢esididir. Metal iyonlar1 farkl
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selatlayici ligand (IDA, NTA) kullanilarak rezin matrisine (agaroz, sefaroz) baglanir
ve metal iyonu ile spesifik olarak etkilesen proteinler ayristirilir. IMAC uzun dmurli
olmasi, hizli ayirma, rejerasyon ve proteolik degradasyona karsi stabilite 6zelligi ile
protein ayirma kromatografik yontemler arasinda giiclii bir teknik olarak yer
almaktadir.

Saflastirma asamalarinda 1 ml ve 5 ml Econofit Nuvia IMAC Kolon (BioRad)
ve AKTA Avant ile AKTA Pure kromatografi sistemleri kullanilmistir. %20 etanol
icinde saklanan kolon saflastirmanin ilk adiminda, 0.45 pum filtre kullanilarak sterilize
edilen ddH20 su ile 1 ml/dk ve 5 ml/dk hiz ile kolon hacminin (CV) yaklasik bes kat1
hacminde yikanarak etanoliin uzaklastirilmasi saglanmistir. Ardindan diisiik imidazol
konsantrasyonu iceren baglama tamponu (20 mM Na-P, 150 mM NaCl, 20 mM
Imidazol, pH:7.4) sisteme verilerek kromatografi kolonu sartlanmis ve saflastirma
islemine hazir hale getirilmistir.

Bakteri proteinleri ve ekspresyonu yapilan spesifik ¢ozUndr proteinleri iceren
stipernatant, 0.22 pm filtreden gegirilip 1:1 oraninda baglama tamponu ile seyreltilerek
sisteme yiiklenmeye hazir hale getirilmistir. Bu asamada, SDS-PAGE i¢in Ornek
ayrilmig, saflagtirma asamasinin baslangici ve sonunda elde edilen proteinler %12
SDS-PAGE ile karsilastirilmistir. Proteinleri iceren stipernatant, 5 ml kolon icin 2.5
ml/dk hizla, 1 ml kolon i¢in ise 0.3 ml/dk ve 0.5 ml/dk hizla sisteme verilmis, kolona
baglanmayan proteinler saflastirma sisteminin fraksiyon kolektér kisminda SDS-
PAGE analizi i¢in toplanmustir. Tiim 6rnek sisteme yiiklendikten sonra, yikama islemi
baglama tamponu ile 10 kolon hacminde (CV) yapilarak kolona spesifik olmayan
bicimde baglanan kontaminant proteinlerden (bakteri hicresel proteinlerden)
uzaklastirilmasi saglanmistir. Yikama iglemi sistemdeki UV1 mAU degerinin azalarak
belli bir degere diismesi (20 mAU) ile tamamlanarak eliisyon adimma gegilmistir.
Eliisyon islemi, hem step hem de lineer sekilde gradyan olarak eliisyon tamponu (20
mM Na-P, 150 mM NaCl, 300 mM Imidazol pH:7.4) kullanilarak 1 ve 5 ml/dk hizla
yapilmigtir. Baglanan histidin etiketli proteinleri kolondan aywrmak igin, eliisyon
tamponunda ylksek konsantrasyonda bulunan imidazolin histidin aminoasidine
yapisal benzerliginden faydalamlir. Imidazol, metal yiiklii kromatografi ortamma
baglanma amaciyla proteinlerle rekabet ederek proteinlerin yerini alir (Sekil 5.4).
Boylece his etiketli proteinler, imidazol ile yer degistirerek kolondan ayrilir ve

fraksiyon kollektorde 1.2 ml veya 5 ml hacminde toplanir.
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Saflagtirma  agsamasmin  tim adimlarinda elde edilen proteinler,
konsantrasyonlar1 olgiilerek %12°1ik SDS-PAGE ile analiz edilmis ve proteinle 6zgi
antikor kullanilarak Western Blot ile analizi yapilmistir. Elektroforez igin gerekli olan
hacim el(t edilen proteinlerden alindiktan sonra, proteinler +4 °C’de analiz deneyleri
icin saklanmistir. SDS-PAGE jelindeki protein bantlari ile bir sonraki saflagtirma

adimi i¢in elisyonlar secilerek tampon degisimi ve konsantre etme islemi yapilmistir.

e
H-MN
2 \l)LDH
CH,
Y NH Y NH
Imidazole Histidine

Sekil 5.4: imidazol ve histidin aminoasidinin yapisal benzerligi.
5.2.9.2. Protein Tampon Degisimi ve Konsantre Islemi

Ellt edilen pirifiye proteinlerin, bir sonraki kromatografi ve analiz islemleri icin
hem icinde bulundugu elisyon tamponu degistirilmeli hem de konsantre hale
getirilmelidir.  Konsantrasyon islemi, yiiksek santrifiij hizinda ¢alisabilen
konsantratorler yardimiyla gerceklestirilmistir. Konsantratér, 6zel bir filtreleme
membrani (selliloz, polietersiilfon) ile ikiye boliinmiis bir tiiptiir. Konsantre edilecek
proteinin boyutuna bagl olarak, filtre membraninin porlarina uygun olacak sekilde bir
MWCO (Molecular Weight Cut-Off) degeri segilir.

FUS (68 kDA) ve Ccdc124 (32 kDA) proteinleriicin 5 kDA,10 kDA ve 20 kDA
boyutlarinda 0.5 ml, 15 ml ve 20 ml konsantratorler (Thermo Scientific, Merck
Millipore, Sartorius) kullanilmigtir. Konsantre edilmek istenen proteinin hacmine ve
molekiiler agirhigma uygun olarak secilen tipler, santrifijde dakikalardan saatlere
varan siirelerde dondiiriilerek, membranin iist kisminda kalan pdrifiye protein

konsantre edilmistir. Proteinler konsantre edilirken ayni zamanda bir sonraki adim igin
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gerekli olan tampon soliisyon, 6rnek izerine 6rnegin hacminin yaklasik 6 kat1 miktarda
eklenerek, tampon degistirme islemi gergeklestirilmistir. Konsantrasyon ve tampon
degisimi sonunda protein konsantrasyonu Nanodrop One C 200 cihazinda 1mg/ml = 1

Abs’ye gore kontrol edilmistir.
5.2.9.3. iyon Degisimi Kromatografisi

Iyon degisim kromatografisi, yikli biyomolekiillerin ayriminda kullanilan bir
kromatografi ¢esididir. Biyomolekiller sahip olduklar1 yiike gore, pozitif ve negatif
yiiklii rezine baglanarak saflastirilabilmektedir.

Ccdc124 proteinin pl degeri 9,4 (Expasy, Compute pl/MW) oldugu i¢in bu
degerin altindaki pH degerlerde pozitif yiikle yiiklenecek ve eksi yiiklii bir ortama
baglanacaktir. 50 mM Sodyum Asetat Trihidrat pH:6 tamponu i¢ine alinan Ccdc124
proteinin iyon degistirici saflastirma adimi i¢in, negatif yikli agaroz matrikse sahip
HiTrap Capto S kolon (1 ml, Cat No: 17546851, Cytiva) ve kromatografi sistemi
olarak AKTA Avant 150 kullanilmstir.

HiTrap Capto S kolon, baglama tamponu ile 1ml/dk hizda 5 kolon hacminde
(CV) yikanarak kolonun saflagtirma islemine hazir hale gelmesi saglanmistir. Tampon
degistirme iglemi ile sodyum asetat tamponu icinde bulunan Ccdc124 proteini, 0.5
ml/dk hizla sisteme verilmistir. Ornek yiikleme asamasmda zit yiiklii proteinler,
negatif yliklii ortamun iyonik gruplarma baglanarak kolon iizerinde yogunlasir. YUksuiz
proteinler veya kolonun negatif iyonik grubuyla aymi yiike sahip olanlar, kolona
baglanmadan cihazin fraksiyon kolektor kisminda toplanmistir. Tiim Ornek sisteme
yiiklendikten sonra 1 ml/dk hizla baglama tamponu ile yikama islemi yapilmas,
spesifik olmayan sekilde baglanan proteinler kolondan uzaklastirilmustir. Iyon
degistirici kromatografide kullanilan eliisyon tamponlar1 genellikle tuz iyonlari
icermektedir. Bu saflastirmada da negatif yiikli rezin i¢in Na (+) iyonunun, kolona
baglanan pozitif yiiklii proteinlerle yer degistirmesi amaciyla 50 mM Sodyum Asetat
Trihidrat, 1 M NaCl pH:6 tamponu kullanilmistir. Eliisyon islemi 1 ml/dk hizda 5
Kolon hacmi ile tamamlanmis 1.2 ml hacminde piirifiye edilen proteinler fraksiyon
kolektdrden elde edilmistir.

Saflagtirma agamasimin tiim adimlarinda elde edilen proteinler %12’lik SDS-

PAGE ile analiz edilmistir. Elektroforez i¢in gerekli olan hacim eliit edilen proteinden
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alindiktan sonra, proteinler +4 °C’de saklanmistir. SDS-PAGE jelindeki purifiye
protein bantlarina gore sonraki analizler igin konsantre etme ve tampon degistirme

islemleri yapilmustir.
5.2.9.4. FUS Inkliizyon Cisimcikleri (IB) Kromatografi (IMAC)

E.coli’de eksprese edilen histidin etiketli proteinler, biyolojik olarak islevsel
¢ozlnur proteinler ve inkliizyon cisimcikleri (inclusion body) olarak iki ana formda
uretilebilir. Inkliizyon cisimcikleri, biyolojik aktiviteye sahip olmayan, ancak
genellikle rekombinant proteinin yiksek ekspresyonuna izin veren ¢dziinmeyen
protein agregatlaridir. inkliizyon cisimcikleri olarak ifade edilen proteinlerin biyolojik
islevini eski haline geri getirmek i¢in Ure veya guanidin-HCI ile ¢6zlndirme,
saflastirma ve yeniden katlama islemleri gerekmektedir (Affinity Chromatography
Handbook).

E.coli BL21DE3 susunda eksprese edilen FUS proteini, inkltzyon cisimcikleri
halinde tretilmistir. Ekspresyon asamasinda yapilan sicaklik, besiyeri, inkiibator rpm
degeri ve protein sentez siiresi gibi yapilan optimizasyonlarla islevsel halde ¢oziiniir
protein elde edilememesi sebebiyle inklizyon cisimciklernden ¢ézinlr protein eldesi
protokolii uygulanarak piirifiye FUS proteini elde edilmistir (TUBITAK BKTM
Protein Karakterizasyon Lab Protokol 1).

Inkliizyon cisimcikleri halindeki FUS un eldesi amaciyla, 1 gram E.coli bakteri
hiicre pelleti icin 10 ml Sonikasyon Tampon (50 mM Tris-HCI (pH:8), 150 mM NaCl,
1 mM EDTA,1 mg/ml Lizozim) ile liziz islemi uygulanmistir. Reslispanse edilen
hicreler, buz {izerinde yarim saat ¢alkalanarak inkiibe edilmesinin ardindan
sonikasyon islemi 10 saniye araliklarla 10 dongii seklinde gerceklestirilmistir. Elde
edilen hiicre lizati, +4°C' de ve 10.000 rpm’de 30 dakika santrifiij islemiyle
fraksiyonlarina ayrilmistir. Rekombinant FUS proteini ¢ozunlr halde stipernatantta
bulunmadig: i¢in, bakteriyel proteinleri iceren supernatant +4 °C ‘de SDS-PAGE
analizi i¢in depolanmustir. inkliizyon cisimcikleri halinde pellette bulunan FUS
proteini, bir katotrofik ajan olan Urenin 3 ve 8 M konsantrasyon iceren tamponu ile
¢dziinmiistiir (50 mM Tris-HCI pH:8, 250 mM NaCl, 5 mM B-Merkaptoetanol). Ure
iceren tamponla pelletin resiispanse edilmesinin ardindan Peta merkaptoetanol, son

hacim 5 mM olacak sekilde dogru olmayan disiilfid baglarmin indirgenmesi amaciyla
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sonradan eklenmistir. C6zunmez formdaki FUS proteininin +4 °C’de gece boyunca
calkalayicida iire ile ¢Oziinmesi saglanmig ve inkibasyon sonunda ¢Ozunir ve
¢oziinmeyen proteinler, +4 °C'de ve 18.000 g (9.960 rpm) 45 dakika santrifiij islemiyle
ayrilmistir. Ure ile ¢oziiniir hale gelen FUS proteini, 3.1.2 bashigindaki protokol
kullanilarak afinite kromatografisi ile piirifiye edilmistir. Fakat bu agamada kullanilan
baglama ve eliisyon tampon bilesenlerine son konsantrasyonu 3 ve 8 M olacak sekilde
hesaplanan Ure eklenerek, saflastirma siireci boyunca FUS proteininin hizli sekilde
dogru olmayan katlanmasi Onlenmistir. Saflastirma asamasinda elde edilen tUm

protein fraksiyonlari, %12’lik SDS-PAGE ve WB ile kontrol edilmistir.

5.2.10. SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel
Elecktrophoresis)

SDS-PAGE, proteinlerin glglii bir deterjan (SDS) varliginda yiiklerinin
esitlendigi (negatif) ve molekiiler agirliklarma goére ayrildiklar1 bir elektroforez
cesididir. Proteinlerin jel elektroforezi ile ayrilmasi, Coomassie boyama veya Western
Bloting gibi ek analitik yontemlerlerle takip edilir.

Tez boyunca yapilan tiim c¢alismalarda %12’lik SDS-PAGE kullanilmistur.
Tablo 5.15’de SDS-PAGE jeli i¢in gereken bilesenlerin listesi verilmistir. Ekspresyon
optimizasyonu sirasindaki ornekler, saflastirma asamasinin tiim fraksiyonlari, tampon
degisimi ve konsantrasyon isleminden sonra kontrol i¢in tim proteinler SDS-PAGE
ile kontrol edilmistir. Proteinler, 4X ve 2X SDS yiikleme boyasi ile son hacim 1X
olacak sekilde karistirilip, 95°C ’de 5 dk inkiibasyonun ardindan jele yiiklenmistir. 120
V, 90 dk yiiritme islemi ardindan jel, Coomassie boyas ile 30 dk boyanmus, ardindan

destaining soliisyonu ile boya uzaklastirilarak proteinler goriiniir hale getirilmistir.
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Tablo 5.15: %12 SDS-PAGE jel bilesenleri.

Bilesenler Separation gel (12%) | Stacking gel (4%o)

dH20 1.6 ml 0.68 ml
1.5 M Tris-HCI, pH 8.8 2ml

0.5 M Tris-HCI, pH 6.8 0.13 ml
%30 Akrilamid/Bisakrilamid 1.7 ml 0.17 ml
%10 SDS 0.05 mi 0.01 mi
%10 Amonyum Persulfat (APS) 0.05 ml 0.01 ml
TEMED 0.002 ml 0.001 ml

5.2.11. Western Blot

Western Blot, SDS-PAGE islemi ile ayrilan proteinlerin, proteinlere 6zgii
antikorlarla spesifik olarak gosterildigi bir tekniktir.

SDS-PAGE ile molekiiler agirhigina gore ayrilan Ccdcl124 ve FUS proteinlerin
jeli, transfer tamponu ile 6nceden 1slatilmis nitroseliiloz membrana 30 dk boyunca
transfer edilmistir. Transfer sonunda membran, %1 veya %5 BSA soliisyonu ile 1 saat
bloklanmigtir ve ardindan Ccdcl24 proteini icin anti-Ccdcl24 (27106-1-AP,
ProteinTech) antikoru, FUS proteini icin anti-FUS antikoru (4H11, Santa Cruz) 1:1000
oraninda %5 BSA dillsyonu ile membranlarin iizerine eklenmistir. Gece boyunca +4
°C’de calkalanarak inkiibasyon sonunda, birincil antikorlarin uzaklastirilmasi i¢in 1X
PBS-T tamponu ile ii¢ kez beser dakika membranlar yikanmistir. Ccdc124 proteini
icin ikincil anti-tavsan antikoru (31340, Thermo Scientific) 1:20000 oraninda, FUS
proteini icin ikincil anti-fare antikoru (A9044, Sigma) 1:4000 oraninda %5 BSA
soliisyon diliisyonu ile membranlarin {izerine eklenmistir. Ikincil antikorlar
membranlar ile yaklagik 1 buguk saat oda sicakliginda muamele edildikten sonra g
kez beser dakika 1X PBS-T tamponu ile yikanip ikincil antikorlar uzaklastirilmistir.

Ccdc124 protein gorintilenmesi igin ikincil anti-tavsan antikorunda bulunan
alkalen fosfataz enziminin substrati NBT/BCIP soliisyonu, FUS i¢in ikincil anti-fare
antikorundaki horseradish fosfataz enziminin substrati trietanolamin soliisyonu, 4C1N
tableti ve H»0; karisimi membranlarin {izerine eklenmis ve protein bantlar:

goriintiilenmistir.
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Her iki proteinde de yer alan 6x-His etiketine kars1 ise anti-His antikoru (A7058,
Sigma) 1:10000 oraninda %1 BSA solisyonu ile dilue edilip eklenmis yaklasik bir
buguk saat inkiibasyon sonunda 1X PBS-T ile ii¢ defa beser dakika yikanarak
baglanmayan antikorlarin uzaklastirilmasi saglanmistir. Anti-His anikoruna konjuge
halde bulunan HRP enziminin substratina karsi hazirlanilan 10 ml trietanolamin
solisyonu, bir adet 4C1N tableti ve 300 p H202 karisimi, membran iizerine dokiilmiis
ve calkalayicida inkiibasyona birakilmistir. 15 dk inkiibasyon siiresi ardindan Western

membrani, Azure goriintiileme sisteminde incelenerek bantlar tespit edilmistir.

5.2.12. FUS Proteini In vitro Yeniden Katlama

SDS-PAGE ve Western Blot analizi ile elde edilen saflagtirilmis FUS protein
eliisyonlari, eliisyon hacminin 20 kati in vitro yeniden katlama tamponu ile
seyreltilmistir. In vitro yeniden katlama tamponu i¢inde 3 gilin boyunca +4 °C’de
manyetik karistirict tizerindeki FUS proteini, konsantratorler ile konsantre edilerek
katlama tamponu 1X PBS tamponuna tampon degisimi yapilmistir. Tampon degisimi

sonunda var olan FUS proteini SDS-PAGE ve WB ile analiz edilmistir.

5.2.13. NMR (Nuclear Magnetic Resonance)

Piirifiye Ccdc124 ve FUS proteinin peptit baglarindaki tek boyutlu Hidrojen (*H)
NMR Spektroskopisi analizi icin soguk proba (cryo probe) sahip Bruker 700 MHz
NMR cihazi kullanilmistir. Prifiye FUS ve Ccdc124 proteini 400 ul hacimde sirasiyla
40.44 nM ve 78.13 nM konsantrasyonda olmak tzere NMR pipeti ile NMR Shigemi
tipine aktarilmistr. TUplerin icine son hacimde %210 konsantrasyonda olmak (izere
55 pl D20 eklenerek deney baglatilmistir.

Sistemin sicakligi 295 K (22 °C) ayarlanmasmin ardindan manyetik alanin
homojen sekilde yayilmasini takiben shim coil ayarlar1 yapilarak ‘EFP’ komutuyla
ornekler NMR probu ile sisteme yiiklenmistir.

TopSpin 4.1.3 yazilimi kullanilarak tarama sayisi 64 olan Grnekten gelen sinyal

pikleri ppm spektrumda gézlenmistir.
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5.2.14. Far Western Blot

Far Western Blot, standart Western Blot’ta membran {izerindeki bir proteini
molekiiler agirhigina gore saptamak yerine bait proteinlerin molekiiler agirliklarina
gore dagildigi konumlarda immobilize edilmis prey proteinlerini saptayabilir.

Standart SDS-PAGE sonrasinda Western Blot membraninda bulunan prey
proteinlerin denatire ve renatiire edilmesi sonrasinda eklenen bait proteinlerle
etkilesimin incelendigi protein protein etkilesim teknigidir. SDS-PAGE’in
hazirlanmasi sirasinda, proteinler Laemmli jel yiikleme tamponu ile distilfit baglar1
kirilarak indirgenip denatiire edilmektedir. Fakat pek ¢ok protein-protein etkilesimi,
indirgeyici ve denatiire kosullar altinda bozulan ikincil ve {i¢iinciil yapilara bagh
oldugu i¢in, bir SDS-PAGE yikleme tamponu ile muameleden sonra varsa ¢ok az bir
protein kompleksinin devam etmesi olasidir. Bu nedenle proteinlerin denatiire ve
renatiire edilmesi etkilesim cevabimin dogrulugu agisindan énemlidir.

Far Western Blot tekniginde SDS-PAGE ile ayrimin ardindan membrana
transfer edilen proteinler, genellikle Ure ile denatlre edilir daha sonra Urenin
konsantrasyonu gradyan sekilde azaltilarak renatiire edilmektedir. Boylece
proteinlerin ikincil ve ti¢iinciil yapilarmin kazanilmasina izin verilmektedir.

Bu tez ¢alismasinda FUS ve Ccdc 124 sirayla ayri jellerde, prey proteinleri
olarak SDS-PAGE ile ayrilmis ardindan transfer islemi ile nitroseliiloz membrana
aktarilmustir. FUS (3 M (re konsantrasyonda denatiire durumda bulundugu igin) ve
Ccdc124 proteinleri, protokoldeki 6 M Ure iceren denatlrasyon tampon yerine 3 M (re
iceren tampon ile baslanarak, 1 M, 0.1 M olarak azaltilmis son olarak da hig {ire
icermeyen tamponda gece boyu inkiibe edilerek renatiirasyon saglanmistir. Renattre
edilerek native yapisimi alan proteinlere, ayr1 jellerdeki FUS ve Ccdcl24 bait
proteinleri eklenmis gece boyunca +4 °C calkalayicida inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonunda membran baglanmayan FUS ve Ccdcl24 proteinleri uzaklastirilarak
membran birincil antikorlarla ile gece boyu ve ikincil anti-tavsan antikoru ile 2 saat
muamele edilerek HRP ve AP enzimilerinin substratlari ile protein bantlar1 tespit

edilmistir.
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6. SONUCLAR

6.1. Gen Klonlamasi

e PZR

Ccdc124 proteininin Bio-ID analizi ile gosterilen olasi etkilesim partneri FUS
proteininin eldesi icin oOncelikle genin ¢ogaltilmasi amaciyla PZR reaksiyonu
gerceklestirilmistir. Laboratuvarimizda yapilan daha onceki bir ¢alismada FUS geni
PENTER plazmidine klonlanmis olup, plazmid bu tez ¢alismasinda kalip (template)
olarak kullanilmistir. Primerlerin, FUS geninine baglanma asamasindaki sicaklik,
NEB Bio Calculator programi ile hesaplanarak reaksiyonda bu deger (54°C)
kullanilmistir. PZR firtinleri, %1°lik agaroz jel ile analiz edilmistir (Sekil 6.1). FUS
geninin boyutunun (1596 bp) jelde dogrulanmasinin ardindan 6rnekler agaroz jelden
ekstrakte edilmis ve enzim kesim reaksiyonu i¢in saflastirma iglemine tabi tutulmustur.
Purifiye edilen PZR iirtinlerinin konsantrasyonu 260 nm absorbans degeri ile 6lcilerek

145 ng/ul olarak bulunmustur.
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Sekil 6.1: FUS geninin PZR amplifikasyonu. (M) GeneRuler 1 kb DNA Ladder,
(1-3) Amplifiye edilmis FUS bantlari. Kirmizi serit 1596 bp boyutundaki FUS
DNA’sma denk gelmektedir.

46



e Plazmid ve FUS geninin Restriksiyon Enzimleri ile Kesimi, Ligasyonu,

Transformasyonu

C terminal ucunda 6X-His etiketi bulunan pET21-a vektori ve PZR reaskiyonu
ile amplifiye edilmis FUS geni, ligasyon reaksiyonu i¢in yapiskan uglar olusturmasi
amaciyla BamHI-HF ve HindllI-HF enzimi ile kesilmistir. Restriksiyon enzim
kesimini dogrulamak i¢in kesim Grtinleri %1°lik agaroz jele yiikklenmistir. Sekil 6.2
enzim kesimi sonuglarini gostermektedir. Kesim reaksiyonu gerceklestirilmeyen
vektor DNA’s1da jele eklenmis ve kontrol olarak kullanilmistir. Agaroz jel sonucunda
FUS (1.5 kb) ve pET2l-a (5.4 kb) vektoriniin kesim sonrasi bant boyutlari

dogrulanmistir.
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Sekil 6.2: Restriksiyon enzim kesim reaksiyonu sonucu DNA’larin jel goriintiisii.
(M) GeneRuler 1 kb DNA Ladder, (1) Enzim ile kesilmeyen pET21-a plazmidi (2-3)
Enzim ile kesilmis Pet21a plazmidi (4-5) Enzim ile kesilmis FUS DNA’s1. Plazmid
ve insert genin boyutu jelde dogrulanmustir. Kirmizi seritler, vektor ve insert genin
beklenen bant yerlerini gostermektedir (5443 bp ve 1596 bp).

Restriksiyon enzimleri ile kesilen FUS geni ve pET21-a plazmitinin agaroz
jelden ekstraksiyonu, PZR Clean Up kiti ile yapilmis ve DNA’lar ligasyon deneyi ile
birlestirilmistir. Kit ile piirifiye edilen DNA’larin konsantrasyonu A260/A280 oranina
gore hesaplanarak pET21-a: 25.17 ng/ul ve FUS DNA’s1 ise 17 ng/pl olarak
bulunmustur. FUS geninin, pET21-a plazmidine ligasyonu fosfodiester bag
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olusumunu kataliz eden T4 DNA Ligaz ile Tablo 5.11° deki kosullara gore
gerceklestirilmistir.

16°C gece boyu inklbasyonu takiben ligasyon Urini, BL21DE3 bakteri
hicrelerine transforme edilerek ampisilin iceren LB agar besiyerinde gece boyu
biiyiitiilmiistiir. Transformasyonun etkinliginin kontrol edilmesi amaciyla ampisilin-
LB agar platelerinden rastgele dort koloni secilerek klonlama primerleri ile koloni PZR
yapilmistir. Koloni PZR iiriinleri %1°lik agaroz jelde yiirtitiilmistiir. Sekil 6.3 koloni

PZR sonuglarin1 gostermektedir.

I

|
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Sekil 6.3: FUS geninin koloni PZR amplifiye sonuglar1. (M) GeneRuler 1 kb DNA
Ladder, (1, 2, 3, 4) PZR iiriinleri. Kirmiz1 serit ile isaretlenen alan, dogru
boyutta amplifiye olan FUS DNA’sim1 gostermektedir.

Koloni PZR sonucunda secgilen dort koloninin de FUS genini tasidigi
dogrulanmus, plazmid izolasyonu amaciyla koloniler, ampisilin igeren s1vi besiyerinde
gece boyu 37°C etiivde calkalanarak biiyiitiilmiistiir. Inkiibasyon sonunda plazmitler,
MN Plazmit izolasyon kiti ile izole edilmis ve FUS geninin varligmin kantitatif
dogrulanmast amactyla dizilenmek tizere BM Labosis firmasina gonderilmistir. Sekil
6.4 yapilan dizi analizi sonucunda FUS geninin dogru bolgeye yerlestiginin FUS
geninin dogru bolgeye yerlestiginin dogrulanmasi amaciyla dizilenmek Uzere BM
Labosis firmasina gonderilmistir. Sekil 6.4 yapilan dizi analizi sonucunda FUS geninin

pET21-a vektOrine dogru sekilde klonladigini gostermektedir.
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Sekil 6.4: pET21-a vektdriinde bulunan FUS geninin sekans analizi. (a) FUS geni,
plazmid Gzerinde FUS klonlama Forward primer ile ¢ogaltilmustir (b) FUS geni,
plazmid Uzerinde FUS klonlama Reverse primer ile ¢ogaltilmistir.

6.2. Protein Ekspresyonu

6.2.1. FUS Protein Ekspresyonu

Sekanslama yoluyla FUS geninin dogrulugu analiz edilen plazmitler, E.coli
BL21DE3 bakteri hiicresine 1s1 soku ile transforme edilmistir. Transformasyon sonucu
elde edilen bakteri kolonileri ile FUS protein ekspresyon optimizasyonu agamasina
gecilmistir.

BL21DE3 bakteri hiicreleri, gece boyunca 37°C'de 5 ml LB besiyeri ortaminda
calkalanarak biyutulup, hiicreler 20 ml LB ekspresyon kiiltiiriine alinarak 0.4 mM
IPTG indlksiyonu yapilmistir. Indiiksiyon yapilmadan &nce bakteri hiicrelerinden
ornek alinarak (T0 6rnegi) SDS-PAGE’de analiz edilmistir. FUS protein ekspresyonu
icin induklenen hiicreler, 26 ve 30°C’de 4 ve 24 saat biiylime siirelerine tabi tutulup
inklibasyon sureleri sonunda santrifuj ile LB besiyeri uzaklastirilmistir. Elde edilen
hiicreler, liziz sollisyonu ile parcalanarak protein ekspresyonu miktari, SDS-PAGE ve
Western Blot ile analiz edilmistir (Sekil 6.5).
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Sekil 6.5: BL21DE3 hiicrelerinin 4 (a) ve 24 (b) saat boyunca 26 ve 30°C FUS
ekspresyon profillerinin SDS-PAGE ve WB ile analizi. (a) 4 saatte protein
ekspresyonu (b) 24 saatte protein ekspresyonu (c) K4 6rneginin ¢oziiniir ve

¢cozlinmez protein fraksiyonlar1 SDS-PAGE (d) K4 6rneginin ¢oziiniir ve ¢6zlinmez
protein fraksiyonlart WB. 68 kDA FUS proteinin artmis ekspresyonu 30°C ve 24
saat {iretim sonunda elde edilmistir. TO: IPTG indiiksiyonundan 6nce T: Hiicre lizati
C: Coziiniir protein IC: inkliizyon cisimcik durumundaki protein.

E.coli hicrelerinin 4 ve 24 saat boyunca FUS protein ekspresyon profilleri
karsilastirildiginda 24 saat sonunda (Sekil 6.5 b) 68 KDA molekiiler agirliga sahip FUS
Uretiminin 4 saatlik Uretime karsilik belirgin sekilde arttigi goriilmiistiir. Ayrica
denenen iki sicaklik kosullar1 degerlendirilerek protein Uretimine 30°C ile devam
edilmesine karar verilmistir. Sekil 6.5 b’de protein ekspresyon profilinin fazla oldugu
FUS Koloni 4 6rneginin ¢oziiniir ve ¢oziinmez protein fraksiyonlar1 santrifijle
birbirinden ayrildiginda FUS proteininin ¢6ziinmez inklizyon cisimcikleri olarak
iretildigi (Sekil 6.5 c) tespit edilmistir.

Biyolojik olarak aktif ¢oziinlir durumda FUS proteini elde edilmesi amaciyla,
protein iiretiminin indiiklenmesini saglayan IPTG konsantrasyonu degistirilerek diger
parametrelerin ayni kaldigi liretim optimizasyonlar1 yapilmistir. Sekil 6.6 IPTG

konsantrasyon degisikliklerinin protein iiretimine etkisini gostermektedir.
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Sekil 6.6: Farkli IPTG konsantrasyonlarmin FUS protein tiretimine etkisi (a) 0.1, 0.2
mM IPTG konsantrasyonlari ile protein tiretimi (b) 0.3, 0.4, 0.5 mM IPTG
konsantrasyonlar1 (c) 0.6, 0.7, 0.8 mM IPTG konsantrasyonlari.

Protein indiiklemesi amaciyla farkli IPTG konsantrasyon optimizasyonlari
sonrasinda farkli IPTG konsantrasyonu uygulamasinin ¢oziunir FUS UGretimine
etkisinin olmadig1 tespit edilmistir. Protein bantlar1 karsilastirilip 0.4 mM IPTG
konsantrasyonu sabit tutularak optimizasyonlara devam edilmistir.

Sekil 6.5 ve Sekil 6.6°daki jel gorlntiilerinden FUS proteinin diisiik de olsa
¢oziinlir durumda oldugu goriilmiis, bakterinin biiylidiigii LB besiyeri miktarmin
artirilarak Glgek biiylitmenin ¢oziiniir durumdaki FUS proteini Uretimine etKkisi
incelenmistir. 30°C, 0.4 mM IPTG konsantrasyon ve 220 rpm c¢alkalama hizi ayni
kalarak 20 ml besiyeri ortam hacmi 50, 100 ve 500 ml’e ¢ikarilarak sonuglar
incelenmistir (Sekil 6.7). SDS-PAGE sonuglarina gore besiyeri kiultlr hacmi artiginin

¢ozlnlr FUS protein miktarina etkisi olmadigi gériilmiistiir.
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Sekil 6.7: Bakterilerin biiylidiigii LB besiyeri hacminin FUS proteini Gretimine etkisi.
(a) 50, 100, 200 ml besiyeri hacim artis1. (b) 500 ml besiyeri hacim artig1.

Escherichia coli'de yanlis katlanmis veya katlanmamis proteinlerin hicresel
birikimi, katlanma surecini etkileyen mutasyonlardan, hiicrelerin yiiksek sicakliklar
gibi ¢evresel strese maruz kalmasimdan ve rekombinant proteinlerin ekspresyonundan
kaynaklanabilir. Boyle durumlarda polipeptit zinciri, biyolojik aktif bir duruma
katlanmak yerine inklizyon cisimcikleri adi verilen diizensiz agregatlar olusturmak
iizere birlesebilmektedir.

Bu nedenle bakterilerin biiyiidiigii inkiibasyon ortaminin sicakli§nin azaltilmasi
ile ¢oziinir FUS proteini elde edilmeye calisilmistir. Sekil 6.8 (a) sicaklik
diisliriilmesinin  ¢oziinlir protein {retimine etkisini gostermektedir. Sicakligin

diistiriilmesi, ¢oziiniir FUS protein miktarinda bir artiga yol agmamustir.
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Sekil 6.8: Coziiniir FUS protein tiretimine sicaklik ve bakteri susu etkisi. (a)
BL21DE3 bakteri hiicrelerinin sicakligin diistiriildiigii ortamda biiylimesinin ¢oziiniir
FUS protein iiretimine etkisi (b) Bakteri susu Shuffle kullanilarak ¢oziiniir protein
FUS iiretiminin farkli kolonilere gore karsilastirilmasi.

52



E.coli’de iiretilmek istenen protein, stabilite ve aktivite igin kritik olan distlfid
baglar1 gibi translasyon sonrasi modifikasyonlar igerdiginde ¢Ozlnir protein
ekspresyonu zorlasmaktadir. Uretilmek istenen proteinin sitoplazmada konumlanryor
olmasi, periplazmada bulunan dogru protein katlanmasi i¢in gerekli olan redox
sisteminden mahrum birakir. E.coli’nin yeni bir susu olan Shuffle ise sitoplazmasida
bir redoks sistemi ile disiilfit baglarinin olusumu i¢in ortam saglar ve biyolojik olarak
aktif ¢cozinir proteinlerin olusumuna yol agmaktadir. Bu nedenle FUS genini iceren
pET21a vektorunin E.coli Shuffle hiicresine transformasyonu ile ¢oézinir FUS
proteini tiretilmeye ¢alisildi. Sekil 6.8 (b) kanamisinli TB besiyerinde biyuyen Shuffle
bakterilerinin 30°C, 0.4 mM IPTG konsantrasyonda ve 220 rpm hizda ¢alkalanarak 24
saat boyunca FUS protein ekspresyonunu gostermektedir. Ekspresyon profilleri
incelendiginde, ¢oziiniir durumda FUS iretilmedigi tum proteinin inklizyon
cisimcikleri halinde iiretildigi tespit edilmistir.

Kaotropik Ajan ile Cozunir FUS Eldesi: E.coli BL21DE3 susunda eksprese
edilen FUS proteini, inkliizyon cisimcikleri halinde {iretilmistir. Ekspresyon
asamasinda yapilan sicaklik, besiyeri, rpm degeri ve biiyiime siiresi gibi yapilan
optimizasyonlarla islevsel halde ¢oziiniir protein elde edilememesi sebebiyle
inklizyon cisimcikleri saflastrma protokoli uygulanarak saf FUS proteini elde
edilmistir (TUBITAK MAM ITAL, Protein Karakterizasyon Lab. Co6ziinmeyen
Protein Cdzme ve Saflastirma Protokoli).

Yapilan ekpresyon optimizasyonlar1 ile c¢Ozlnir FUS proteininin elde
edilememesi, inkliizyon cisimcikleri durumundaki FUS proteininin kullanilmasini
gerektirmistir. Inkliizyon proteinler, (re ve guanidin hidrokloriir gibi kaotroplarin
yiiksek konsantrasyonunda c¢oziinebilir ve diger hiicresel elemanlara kiyasla yiiksek
yogunluklar1 nedeniyle santrifiijleme ile tiim hiicre lizatindan izole edilebilmektedir.
[Anupam Singh, 2015]. Hicre lizisinden sonraki santrifilj asamasinda pelletteki
inklizyon FUS proteini, 3 ve 8 M (re iceren solubilizasyon tamponunda (50 mM Tris-
HCI pH: 8, 250 mM NaCl, 5 mM B-Mercaptoethanol) ¢oziinmiistiir. Gece boyunca
+4°C’de ¢alkalama sonunda inklizyon FUS, yiiksek hizda santrifij ile ¢dzinur
proteinlerin bulundugu siipernatant kisma gecirilmistir. Farkli konsantrasyonlarda

iirenin inkliizyon FUS’ un ¢éziinmesine etkisi Sekil 6.9°da gdsterilmistir.
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Sekil 6.9: Kaotrafik ajan re ile ¢cézlndr protein eldesi (a) 3 M Ure ile ¢dzinlr FUS
(b) 8 M ire ile ¢ozinlr FUS.

Yiksek konsantrasyonda dire, inkliizyon proteinlerin yapisini bozarak protein
denatiirasyonuna ve {iciinciil yapmin bozulmasma sebep olmaktadir. Ure
konsantrasyonunun azaldigi durumlarda (mild condition) bazi inklizyon proteinler
ikincil yapilarin1 korumakta ve in vitro tekrar katlama streciyle biyolojik olarak aktif
halini almasi1 kolaylagsmaktadir (Singh and Panda (2005). Bu nedenle ¢6zlnir FUS

eldesi ve saflastirma asamalar1 icin 3 M (re bulunan tampon kullanilmistir.

6.2.2. Ccdcl124 Protein Ekspresyonu

PQES81L vektoriinii tasiyan BL21DE3 bakteri hiicreleri, gece boyunca 37°C'de
5 ml LB besiyeri ortaminda ¢alkalanarak buyuttdlip, hicreler 20 ml LB ekspresyon
kiiltiiriine alinarak protein ekspresyonu amaciyla degisen konsantrasyonlarda IPTG
indlksiyonu yapilmistir. Ccde124 protein ekspresyonu icin indiiklenen hiicreler, 16 ve
28°C’de 24 saat biiylime siirelerine tabi tutulup inkiibasyon siireleri sonunda santrifiij
ile LB besiyeri uzaklastirilmistir. Elde edilen hiicreler, lizis islemi ile parcalanarak
toplam ve ¢Ozundr protein fraksiyonlari, SDS-PAGE ve anti-His antikoru kullanilarak
(A7058) Western Blot ile analiz edilmistir (Sekil 6.10).
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Sekil 6.10: E.coli BL21DES3 hiicrelerinin 24 saat boyunca 16° C ve 28° C
sicakliklarda Ccdc124 ekspresyon profilllerinin SDS-PAGE ve WB ile gosterimi. (a)
16°C’de protein ekspresyonu SDS-PAGE (b) 16°C’de protein ekspresyonu WB (c)
28°C’de protein ekspresyonu SDS-PAGE (d) 28°C’de protein ekspresyonu WB. T:
Lizizde ortaya ¢ikan toplam protein C: Liziz asamas1 ardindan yapilan santrifiijleme
ile elde edilen ¢ozunir protein fraksiyonu.

Ccdc124 protein ekspresyon profilleri karsilastirildiginda (Sekil 6.10) 32 kDA
molekiiler agirliga sahip Ccdcl24 proteini ve alternatif kirpilma ile ortaya ¢ikan
izoformunun ¢ozlndr protein durumundaki yiiksek ekspresyonu gézlemlenmistir.
Ccdc124 proteinin 16°C’de 0.4 mM IPTG 220 rpm hizda Uretimine karar verilmistir.
Yuksek miktarda protein eldesi edilmesi amaciyla saflastirma deneyleri i¢in 1 litre

besiyeri hacminde iiretim gerceklestirilmistir.

6.3. Protein Saflastirma

Rekombinant proteinlerin saflagtirilmasi manual ya da bir kromatografi sistemi
kullanilarak ilgili protein 6zelliklerine gore gergeklestirilmektedir. Bu tez ¢aligmasi
kapsammda FUS ve Ccdcl24 icin var olan 6x-His etiketi araciligiyla afinite
kromatografi uygulanirken Cedc124 igin ayrica katyon iyon degistirici kromatografi

kullanilarak proteinler saf olarak elde edilmistir.
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Genel olarak afinite kromatografisi, bir duragan faz (kat1 faz) ve bir mobil fazdan
olusur. Mobil faz, hiicre lizat1 veya biyomolekiiller iceren herhangi bir karigimdir.
Hedef molekiilii baglayan bir ligand, kati faza kovalent olarak baglanir. Kat1 ve
hareketli faz arasindaki etkilesim, proteini saf bir formda elde etmek igin afinite
kromatografisi tarafindan kullanilir. Hedef protein nikel liganda baglanir ardindan
degisen kosullar (pH ve imidazol konsantrasyonlari) ile sabit fazdan elde edilmektedir.

Histidin etiketine sahip proteinler, selatlayict ligandlar kullanilarak
kromatografik ortam izerine (agaroz vs) immobilize edilen Ni *? ve diger baz1 metal
iyonlar1 i¢in yiiksek bir secici afiniteye sahiptir. Bu sekilde His etiketi igeren
proteinler, metal iyonu yiikli ortama secici olarak baglanirken, diger hiicresel

proteinler baglanmayacak veya zayif bir sekilde baglanacaktir.

6.3.1. Ccdcl124 Protein Saflastirma

E.coli BL21DES3 hiicresinde dretilen ¢ozunir protein durumundaki Ccdcl124,
yuksek miktarda eksprese edildigi igin farkli kromatografi teknikleri uygulanarak en
saf durumda protein eldesi icin optimizasyonlar gergeklestirilmistir. Saflastirma
optimizasyonlar1 i¢cin baglangic olarak tek adim afinite kromatografisi
gerceklestirilmistir. ElUt edilen proteinlerdeki bakteriyel hiicre proteinlerin elimine
edilmesi amaciyla diger bir optimizasyon katyon degistirici kromatografi ardindan
elde edilen eliisyonlara afinite kromatografi uygulanarak saf halde Ccdc124 proteini
edilmistir.

BioRAD Econofit IMAC (1 ml) kolon kullanilarak yapilan saflastirmada
Ccdc124’iin sisteme yiiklenmesi, kolona baglanma siiresinin artirilmasi amaciyla 0.3
ml/dk hizla ayarlanip direkt (sekil 6.11) ve gradient (sekil 6.12) olarak ellisyon
yapilmistir. Ccdc124 proteini ayrica proteine spesifik olarak baglanan anti-ccdcl124
antikoru 1:1000 ve ikincil antikor olarak kullanilan ikincil anti-tavsan antikorunun
1:20000 oraninda kullanilarak Western Blot ile gdsterilmistir.

Sekil 6.11 tek step afinite kromatografi uygulandiginda Ccdc124 proteininin
saflagtirma swrasinda elde edilen tiim protein fraksiyonlarmni gostermektedir. Bu
saflagtirma optimizasyon deneyinde eliisyon tampon % 100 B durumunda direkt
sisteme verilmis ve kolona baglanan tiim proteinler 300 mM imidazol konsantrasyonu

ile elde edilmistir.
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Sekil 6.12°de ise saf Ccdcl124 protein eldesi i¢in yine tek step afinite
kromatografisi uygulanmis fakat bu asamada eliisyon tampon direkt olarak sisteme
%100 verilmeyerek gradient eliisyon uygulanmistir. Eliisyon tamponun baslangic
olarak %5 oranindan %20’ye kadar lineer sekilde artmasi saglanmistir. Bu eliisyon
asamasinda %14 Eliisyon tamponu oranindan itibare protein pik artig1 gézlemlenmis
ve fraksiyonlar toplanmistir (Elu A2, A3, A4, AS). Lineer olarak %20’den %50 B
olarak (Elu A6, A7, A8) ayarlanip sonrasinda %100 B ile bitirilmistir. En yliksek pik
%36 Eliisyon tampon oraninda elde edilmistir.

Saflagtirma islemleri sonunda elde edilen proteinlerin nanodrop ile

konsantrasyon 6l¢iimii yapilmis ve SDS-PAGE ve WB analizi ile kontrol edilmistir.

)

11
a

Sekil 6.11: Ccdc124 tek step afinite saflastirmas: (a) AKTA Pure kromatogram (b)

Saflagtirma sonuglar1 SDS-PAGE M: marker, 1:C6ziinmeyen Ccdc124, 2: Kolona

yliklenen 6rnek, 3: Kolona baglanmayan proteinler, 4: Yikama, 5-11: Elusyon Al,
A2, A3, A4, A5, A6, A7 (c) Western Blot.
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Sekil 6.12: Ccdc124 tek adim afinite kromatografi sonuclar1 (a) AKTA Pure
kromatogram (b) Saflastirma sonug¢lart SDS-PAGE M: Marker, 1: Kolona yiiklenen
ornek, 2: Kolona baglanmayan proteinler, 3: Yikama, 4-10: Elisyon A2, A3, A4, A5,

A6, A7, A8 (c) Western Blot.

Yapilan afinite saflastirmalar1 sonucunda spesifik olmayan proteinlerin elimine
edilmesi amaciyla katyon iyon degisimi kromatografi (IEX) kullanilmistr.

Iyon degistirici kromatografi net yiizey yiikii ve pH arasindaki iliskinin her
protein i¢in benzersiz olmasi 6zelliginden yararlanir. Bu kromatografi sistemindeki
ayrim, yiiklii molekiiller ile zit yiiklii iyon degistirici kolon ortamu arasindaki tersinir
(reversible) etkilesimlere gore yapilir. Izoelektrik noktasmna (pl) esdeger bir pH
degerinde net yiikii olmayan protein, yiikli bir ortamla etkilesime girmeyecektir.
Bununla birlikte, pl degerinin iizerindeki bir pH degerinde, protein pozitif yikli bir
ortama (anyon degistiriciye) ve pl degerinin altindaki bir pH degerinde ise protein
negatif yukli bir ortama (katyon degistiriciye) baglanacaktir.

Saf Ccdc124 eldesi amaciyla ilk adim olarak denenen Kkatyon degistirici

saflagtirma icin hiicre lizatindan elde edilen siipernatant, IEX baglama tamponu (50
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mM Sodyum Asetat Trihidrat, pH:6) ile 1:1 oraninda seyreltilmis, HiTrap Capto S
kolon (1 ml) kullanilarak AKTA Pure kromatografi sistemine 0.2 ml/dk hizla
yiiklenmistir. Tim 6rnek sisteme yiliklendikten sonra baglama tamponu ile yikama
yapilmis ve gradient olarak eliisyon tamponu (50 mM Sodyum Asetat Trihidrat, 1 M
NaCl pH: 6) sisteme 1 ml/dk hizla verilmistir. Yapilan SDS-PAGE analizleri (Sekil
6.13) yaklasik 500 mM NaCl konsantrasyonda Ccdcl24 proteninin hicresel
proteinlerle eliit edildigi en saf halinin ise 700 mM NaCl elisyon tampon
konsantrasyonunda elde edildigini gostermektedir. Ellisyon A8, B1 ve B2 afinite
baglama tamponuna konsantratorler ile degistirilerek afinite saflagtirilmasi yapilmistir
(ikinci step saflastirma). Saflastirma sonunda Ccdc124 proteini hiicresel proteinlerden

ayrilmis ve en saf durumunda elde edilmistir (Sekil 6.14).

a) = : =

™M 10 11 12 13 14 15

b)

35 kDa

Sekil 6.13: Ccdc124 katyon degisimi kromatografi sonuclar1 (a) AKTA Pure
kromatogram (b) Saflastirma sonuglar1 SDS-PAGE M: Marker, 1: Kolona yiklenen
ornek, 2: Kolona baglanmayan proteinler, 3: Yikama, 4-14: Ellisyon Al, A2, A3, A4,
A5, A6, B1, B2, B3, B4, A8, 15: Coziinmeyen Ccdcl124 (c) Western Blot.
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Sekil 6.14: Ccdc124 afinite kromatografi sonuglar1 (a) AKTA Pure kromatogram (b)
Saflagtirma sonuglart SDS-PAGE M: marker, T: A8, B1, B2 Eliisyonlar1 toplam
kolona yiuklenen érnek, 1-9: Ccdc124 elusyonlar (c) Western Blot.

Yapilan iki stepli saflastirma ile pirifiye protein, bulundugu afinite eliisyon
tamponundan 1X PBS tampona konsantrator (5 kDA, Amicon) ile degistirilerek
analize hazir hale getirilmistir. Protein konsantrasyonu A280 degeri 2.6 mg/ml olarak

Ol¢tilmiistiir.
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6.3.2. FUS Protein Saflastirma

8 M dure ile ¢ozunlr durumda bulunan 6x-His etiketli FUS protein, tamponlarin
da iireli oldugu afinite saflastirma adinm ile AKTA Avant kromatografi sisteminde
purifiye hale getirilmistir. FUS, 3 ve 8M Ure ile kullanilabilir 6zelligindeki BioRAD
Econofit IMAC affinite kolonundaki Ni*? yukIi rezine 6x-His etiketi ile baglanir
ardindan eliisyon tamponunda bulunan 300 mM imidazol ile 1 ml kolon i¢in 1.2 ml, 5
ml kolon i¢in 5 ml hacimde elite edilmistir. Elde edilen FUS protein eliisyonlari,
yeniden katlama tamponuna seyreltilerek in vitro ortaminda yeniden katlanmasi
saglanmigtir. Katlama siiresi sonunda tampon degisimi ve konsantre etme islemleri
sonucunda FUS proteininin verim kaybinin yiiksek oldugu goriilmiistiir.

Inclusion body proteinleri daha az Ure konsantrasyonunda tamponlarla da
coziilebileceginden FUS proteinleri 3 M f{ireli tamponla ¢6zlinmiis, bu sekilde hem
native benzeri yapilar korumaya calisilmis hem de in vitro katlama adimlarindan
vazge¢ilmistir. Verim kaybinin azaltildigi bu yontem ile yiikksek miktarda FUS prifiye
protein elde edilerek analiz islemlerinde kullanilmistir.

Sekil 6.15 FUS un 8 M iireli tamponunda Sekil 6.16 ve Sekil 6.17 ise 3 M dreli
tamponunda ¢6ziinerek yine ayni konsantrasyonda olan saflastirma tamponlariyla elde
edilen saf hali SDS-PAGE ve WB ile gosterilmistir.

Purifiye edilen FUS proteinin konsatrasyonu A280 degeri ile 2.9 mg/ml olarak

Olclilmiistiir.
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Sekil 6.15: FUS tek step afinite kromatografi sonucglar1 8 M dre ile (a) FUS
afinite kromatografi AKTA Pure kromatogram (b) Saflastirma sonuglar1 SDS-PAGE
M: marker, 1: FUS protein Ure ile ¢goziinmeden dnce, 2: Kolona yiklenen 6rnek, 3:
Kolona baglanmayan, 4: Yikama, 4-8: FUS Eltsyonlar (c) Western Blot. 8M {ire ile
¢oziinme ve saflastirma sonunda purifiye FUS elde edilmistir.

Sekil 6.16° de 3M iire ile ilk adim saflastirma sonrasinda Eliisyon 7 baglama
tamponu ile diliie edilerek ikinci step saflastirma yapilmis ve FUS eliisyonlar elde
edilmistir (b). Eliisyon d, tekrar afinite saflagtirma stebi ile diliie edilerek tglncl kere
saflastirilmistir ve sonuglar Sekil 6.17’de yer almaktadir. Purifiye haldeki FUS, anti-

FUS antikoru ile muamele edilerek WB yapilmis ve tek bantlar gézlemlenmistir (Sekil
6.17 c).
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Sekil 6.16: FUS ilk step afinite kromatografi sonuclar1 3M (re ile (a) AKTA Pure
kromatogram (b) Saflagtirma sonuglart SDS-PAGE M:marker, 1-2: FUS protein Ure
ile ¢6zlinmeden Once, 3: Kolona yiiklenen, 4: Baglanmayanlar 5: Yikama, 6-8: FUS
Elusyonlar (c) ) AKTA Pure kromatogram (d) Saflastirma sonuglar1 SDS PAGE M:

marker, 1: Kolona yiiklenen 6rnek 2: Baglanmayanlar 3: Yikama 4-8: FUS
elusyonlar.
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Sekil 6.17: FUS ikinci step afinite kromatografi sonuclar1 3M (re ile (a) AKTA Pure
kromatogram (b) Saflagtirma sonuglart SDS-PAGE M: marker, 1: FUS protein
dilisyonu ure ile céziinmeden dnce, 2: Kolona yiiklenen Ellisyon d, 3:
Baglanmayanlar 4: Yikama, 5-6: FUS Eltsyonlar (c) WB.

6.4. NMR Protein Etkilesimleri

Cozelti NMR spektroskopisi, atomik ¢oziiniirliik yapisini1 bozmadan amino asit
seviyesi dogrulugu ile hedef protein-protein, protein-ilag etkilesimini gosteren
benzersiz bir tekniktir (Ziarek et al., 2011).

5 mm ¢apmda NMR Shigemi tlpu icin drnekler 400- 450 ul hacimde olmasi
gerektiginden purifiye FUS ve Ccdc124 proteinleri 400 ul hacimde tiiplere aktarilarak
sirasiyla 40.44 nM ve 78.13 nM konsantrasyonunda ve %10 D0 iginde incelenmistir.

Proteinlerin hem diisiik konsantrasyonu hem de N ve C atomlarmmn isaretli

izotoplar olmamasi sebebiyle NMR spektrumunda protein peptid bagina ait N-H ‘in
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hidrojen atomlar1 gozlemlenememistir. Proteinlerin yap1 ve etkilesim analizleri igin
dort adet NMR aktif olan gekirdek izotopu (*H, °N, $3C, 2H) biyomolekiiler NMR’da
kullanilmaktadir. Bu izotoplar proteinlerde dogal olarak °N % 0.36, 2*C %1 gibi ¢ok
diisiik miktarlarda bulunmaktadir. izotop etiketleme (isotope labelling) islemi ile
bakterilerin biiyiime asamasinda etiketli atomlar, karbon ve nitrojen kaynagi olarak
kullanilmakta bu sekilde iiretilen rekombinant proteinler isaretli atomlara sahip
olmaktadir.

FUS ve Ccdcl124’tin C ve N atomlar: isaretli izotoplar olmadig1 i¢in protein
etkilesimleri icin gereken 2 boyutlu HSQC deneyi yapilamamistir. Tek boyutlu *H
NMR teknigi ile proteinde bulunan hidrojen atomlarmm spektrumu elde edilmeye
calisilmis fakat hidrojen atomlarinin dogal olarak bulunma oranmi %>99.9 olmasina
ragmen proteinlerin konsantrasyonu NMR spektrumdaki kimyasal kayma analizleri
icin diigiik kalmistir. FUS un iginde bulundugu eliisyon tamponundaki imidazol 7-8
ppm’de iki ayri pik olarak, 3 M {ireyi gosteren 5.5 ppm’de peak olarak

gbzlemlenmistir.

6.5. Far Western Blot

Far Western Blot, saflastirilan FUS ve Ccdcl24 proteinleri arasindaki
etkilesiminin incelenmesi amaciyla gerceklestirilmistir. Ayr1 jellerde hem FUS hem
Ccdcl124 proteinleri ve kontrol proteinler Laemmli protein yiikleme tamponu ile
denature edilerek SDS-PAGE ile ayrilmistir. Molekiiler agirliklarina goére ayrilan
proteinler, membrana aktarilarak iire iceren tamponlar araciligiyla denatlrasyon ve iire
konsantrasyonun azaldigi tamponlarda renatlirasyon islemleri gergeklestirilmistir.
Membrandaki FUS proteinine Ccdc124 ve membrandaki Ccdcl124 proteinine FUS
proteinler bait olarak eklenmis, bait proteinlere spesifik olarak anti-Ccdc124 ve anti-
FUS antikorlar1 kullanilarak etkilesim incelenmistir. Sekil 6.18 ve Sekil 6.19 Far WB

sonuglarint gostermektedir.
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Sekil 6.18: Bait protein olarak Ccdc124 Far Western Blot sonuglari. Prey FUS
proteini + Bait Ccdc124 proteini + Anti- Ccdc124 Antikoru.

Far Western Blot sonuglarina gére membranda bulunan FUS proteini, Ccdc124
proteini ile etkilesim sonucunda anti-Ccdcl24 antikoru ile spesifik olarak tespit
edilmistir (Sekil 6.18).

SDS-PAGE jeli ile ayrilarak ayr1 bir nitroseliiloz membrana aktarilan proteinler,

bait FUS proteini ile gece boyu inkiibasyon sonucunda, anti-FUS antikoru ile tespit
edilememistir (Sekil 6.19).

FUS Ccdc BSA M FUS Ccdc

Sekil 6.19: Bait protein olarak FUS Far Western Blot sonuglari. Prey Ccdc124
Proteini + Bait FUS proteini + Anti-FUS Antikoru.
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7. TARTISMA

2013 yilinda Ozge Arslan tarafindan yapilan doktora tez ¢alismasmda Ccdc124
proteininin G3BP1, PABPC1, HSP27 gibi stres graniili proteinleriyle etkilestigi
gosterilmis bu nedenle Ccdc124°iin de stres graniillerinde yer alabilecegi hipotezine
yonelik ¢aligmalar yapilmistir. Yapilan deneyler sonucunda Ccdc124’iin G3BP1 ile
sicaklik stresi {izerine ayni graniillerde yer aldig1 fakat oksidatif stres durumunda bu
beraber konumlanmanin ger¢eklesmedigi goriilmiistiir [3].

Ccdc124’in olast etkilesim partnerlerini bulmaya yonelik yapilan Bio-1D testi
ve ardindan yapilan kiitle spektrometresi deneyi ile FUS proteini en yiiksek skor degeri
almistir. FUS proteini, RNA ‘ya baglanarak islev gormesi, dlizensiz bolgeler icermesi
ve stres graniillerinde konumlaniyor olmasi, Ccdc124’iin FUS’la etkileserek stres
granullerinde konumlanmasi ile norodejeneratif hastaliklarla iligkili olabilecegi
ihtimalini desteklemektedir.

FUS proteini, gen ekspresyonu, mRNA transportu, pre-mRNA islenmesi gibi
gorevlerde bulunan RNA’ya baglanan bir protein ve stres granull olarak bilinen stres
kaynakli riboniikleoprotein kompleksi graniillerinin bilesenlerinden biridir. FUS,
agirlikl olarak ¢ekirdekte yer almasina karsin, meydana gelen mutasyonlar veya stres
graniiliindeki yanlis faz gecisleri ile sitoplazmada kalic1 hale gelir ve ALS hastalig1
durumundaki motor néronlarin sitoplazmasmdaki agregat halini alir [61].

FUS’un farkli domainleri bulunmasimna karsilik N terminalinde bulunan Prion
benzeri domaini, Sivi s1vi faz ayrimi (LLPS) olarak bilinen bir stireg ile sitoplazmadaki
artmis FUS konsanstrasyonunu hastaliga yatkin hale getirir. Sivi- stv1 faz ayrim ile
damlacik i¢inde biriken proteinin yiiksek konsantrasyonlari, meydana gelen anormal
gecisler ile damlacigin sivi formdan kati hale gecisini destekler. Bu damlaciklarin
icinde temel olarak bulunan RNA’da faz gegislerini yonetir. Diisik RNA:FUS
konsantrasyonlarinda bir c¢ekirdekleyici gibi davranarak FUS proteinlerinin
toplanmasmna izin verir, fakat yliksek RNA: FUS durumlarinda ise bu toplanmaya
antagonist olarak davranmaktadir [62].

Yapilan bu tez c¢alismasi kapsaminda rekombinant Ccdcl24 ve FUS
proteinlerinin E.coli BL21DE3 ekspresyon sistemi kullanilarak asir1 ekspresyonu
saglanmistir. Ccdc124 proteini, E.coli’de ¢oziiniir ve dogal formunda sentezlenirken
FUS proteini, sulu c¢Ozeltilerde ¢Ozinmeyen sitoplazmik inkliizyon cisimcigi

formunda tretilmistir.
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E.Coli’de yiiksek dlizeyde rekombinant protein Uretimi inkliizyon proteinleri
olusumu ile sonuglanmaktadir [63]. Inkliizyon proteinleri, dinamik, geri doniisiimlii
(reversible) yapilardir ve native-like ikincil yapilar icermektedirler [64]. Protein
ekspresyonu sirasinda  yiiksek sicaklign  kullanilmasi, yiliksek indiikleyici
konsantrasyonu ve giiclii promotdr sistemleri altinda ekspresyon siklikla istenen
proteinin yuksek translasyon hizinda ekspresyonu ile sonuglanmaktadir. Bu, bakteriyel
protein kalite kontrol sistemini tliketmekte ve kismen katlanmis veya yanlis katlanmis
proteinleri, inkliizyon cisimcikleri olusturmak iizere toplanmaktadir. Inkliizyon
proteinler, guanidin hidrokloriir ve iire gibi kaotrofik ajanlarin yiiksek konsantrasyonu
ile ¢ozlinmektedir. Proteinlerin kararliligi, bityiik 6l¢iide ¢oziicii molekiilii arasindaki
hidrojen bagi aglarinin varligina baglh oldugundan kaotropik ajanlar, proteinlerin
stabilitesini ya dogrudan onlara baglanip aralarindaki hidrofobik etkilesimleri bozarak
ya da hidrojen bagini bozup ¢oziiciiniin 6zelliklerini degistirerek degistirebilirler [65].
Kaotropik ajanlar icerisinde 6 M guanidin hidroklir ve 8 M iire en sik kullanilan
solubilize ajandir. Ayrica DTT ve BE yanlis kurulan disiilfiir baglarmi indirgemek igin
solubilize ajanlara eklenebilmektedir. Saflastirma agisindan ise, inkliizyon cisimcigi
formundaki protein, bakterinin hiicresel proteinlerin yogun oldugu siipernatantan
eldeye gore daha saf ve daha konsantre halde izole edilebilmektedir.

Inkliizyon cisimcigi haldeki FUS yerine ¢oziiniir formda FUS eldesi i¢in
ekspresyon asamasinda besiyeri hacmi, ekspresyon sicakligi, IPTG konsantrasyon
optimizasyonlar1 denenmis fakat nihayetinde proteinin ¢oziiniir formda eldesi i¢in
kaotropik ajanlar kullanilmistir. Diistik Ure konsantrasyonunda ¢dzinebilen ve daha
az miktarda beta yapisina sahip inklizyon proteinler, klasik olmayan inklizyonlar
olarak bilinirler ve ¢alismamizla 3 M (re konsantrasyonu ile ¢oziinen FUS’un bu
grupta oldugu sonucuna varilmastir.

Ayrica literatiir arastrmalar1 FUS proteinin ¢ozlinur formda Gretilmesinin
vektordeki etiketlerle iliskili oldugu gercegini agiga cikarmistir. MBP (Maltose
Binding Protein) ve SUMO (Small Ubiquitin-like Modifier) gibi ¢ozunir etiketlerin
rekombinant FUS protein ekspresyon seviyelerini yiikselttigi ve saperon gorevini
iistlenerek dogru protein katlanmasi tizerinde olumlu sonuclar1 gosterilmistir.

Yiiksek miktarda saflastirilmis protein elde etmek icin bakteri hicresi
parcalanarak hticre proteinleri, nukleik asitleri, peptidoglikan hiicre duvar1 ve hucre
zar1 parcalarin1 uzaklastirmak icin c¢esitli kromatografik saflagtrma adimlar1

kullanilmistir. Bakteri hiicresi parcalandiktan sonra santrifiijleme islemi ile
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stpernatanta yer alan Ccdc124 proteini native olarak iki adimli kromatografi teknigi
ile saflastirilirken, inkliizyon cisimcigi halindeki FUS proteini santirifiij islemiyle
diger hiicresel bilesenlerden daha yogun oldugu icin pellet olarak elde edilmis,
deterjanlarla yikanip, denatiire edilerek saflastiriimistir.

Tez ¢aligmas1 boyunca proteinler iyon Degisimi ve Afinite kromatografisi ile
saflastirilarak piirifiye sekilde elde edilmistir. Afinite saflastirmasi, bir rezin matrikse
immobilize edilmis bir ligand ile ona baglanan protein partneri arasmdaki spesifik
baglanma etkilesimine dayanan bir ayirma teknigidir. Histidin etiketli Ccdcl124 ve
FUS, Nikel iyonuna sahip kolon kullanilarak imidazoliin yiksek konsantrasyonu ile
elde edilmistir. Ccdcl24 i¢in yapilan diger bir saflastrma iyon degisimi
kromatografisinde ise proteinlerdeki iyonlasabilen molekiillerin toplam yiikiine gore
ayrim gerceklesir ve yiikli rezine baglanarak protein kolonda tutulur. Ardindan
protein eldesi i¢in tuz ya da pH gradienti kullanilarak kolona baglanan protein elut
edilir. Ccdc124 proteini, 700 mM NaCl konsantrasyondaki ellisyon tamponu ile
kolondan ayrilmistir.

Saflastirma adimlar1 arasinda ve final protein eldesindeki tampon degisimi 6zel
membranlara sahip konsantratorler ile Ccdcl24 proteini 1X PBS tamponuna
alimmustir. Saflik orami yiksek proteinler Ccdc124: 2.6 mg/ml ve FUS: 2.9 mg/ml
konsantrasyonunda elde edilerek NMR ve Far Western Blot analizine hazir hale
getirilmistir.

Bir boyutlu (1D) 'H NMR analizinde sinyal/giiriiltii oranini artrrmak icin
gereken 1 mM’dan yiiksek protein konsantrasyonlari, her iki proteinin yapisindaki
agregasyona egilimli bolgeler nedeniyle elde edilememis ayrica izotop etiketleme
yapilmadigi i¢in proteinlerdeki H atomlarinin pikleri goriilememistir.

FUS-Ccdc124 etkilesim analizi i¢in yapilan Far Western Blot tekniginde
membrandaki Ccdc124 proteinine eklenen bait FUS’a karsilik anti-FUS ile bant tespit
tespit edilememistir. Anti-FUS antikoru membrandaki FUS proteini ile de bant
olusturmadig1 i¢in buradaki goriilemeyen etkilesim sebebinin birincil antikor olmasi
muhtemeldir. Membranda bulunan FUS proteinine eklenen Ccdcl24 proteinine
karsilik anti Ccdc124 antikorla non spesifik olarak bant elde edilmistir. Far Western
Blot tekniginde transfer igleminin dogrulugu, bloklama soliisyonu ile inkiibasyon ve
yikamalarin zamani gibi ayr1 islemler tespit edilmek istenen etkilesimi dogrudan
etkilemektedir. Bu nedenle, Far Western Blot teknigindeki her bir asamanin kendi

icinde optimizasyonlara tabi tutulmasi gerekir.
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2016 yilinda FUS un proteomik analizi sonucunda yapilan immiin ¢oktiirme ve
proteomik ¢aligmalar1 ile ortaya ¢ikarilan etkilesim proteinleri Ozellikle
ribontkleoprotein komplekslerinde yer alan proteinlerdir. Bu proteinler daha ¢ok
IMP1 bagimli riboniikleoprotein (RNP) graniilleri, tasima graniilleri ve stres
granilinde bulunmaktadir [66]. Ccdc124°Un stres graniiliinde yer aldigini gosteren
calismalar ile FUS ile stres graniiliinde bulunmasi muhtemeldir. Yine ayni ¢alismada
RNAaz kullanilarak yapilan pull down deneylerinde, RNA’nin bulundugu durumlarda
FUS ile partnerleri arasinda etkilesim giiciiniin arttigi gosterilmistir. Ccdc124’lin de
RNA’ya baglanan bir protein olmast her iki proteinin RNA varliginda
etkilesebilecekleri hipotezini desteklemektedir.

FUS’un sivi stvi faz ayrimi yaptigi ve yapmadigi durumlarda etkilesimde
bulundugu partnerlerini belirlemek i¢in yapilan bir ¢aligma ise LLPS durumunda
interaktomunun degistigini gostermektedir. Ayrica fazla ayrilmis durumda FUS ve
etkilesim partnerlerinin lokal konsantrasyonunun artmasiyla nedeniyle LLPS
yapmadig1 durumlara gore etkilesim giicliniin arttig1 gosterilmistir. Bu ¢alismada da
etkilesimde oldugu partnerleri biiyiik gogunlukla RNA kirpilma, ribozom biyogeneziz
ve translasyonda gorevli proteinlerdir [67]. Ccdc124’iin de yiiklii aminoasit sekansi,
hidrofobik cekirdekten yoksun olusu ve diizensiz bélgelere sahip olmast onun LLPS
yaptigina, FUS ile ayn1 LLPS kompartmaninda yer alabilecegine iligkin hipotezimizi
desteklemektedir.

Gergek zamanli baglanma kinetigini ortaya c¢ikaran teknikler kullanilarak
pirifiye FUS ve Ccdc124 proteinleri arasinda etkilesim giicti ve lokalizasyonu daha

ileri calismalarla ortaya ¢ikarilabilir.
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