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OZET

DEK proteini DNA tamiri dahil birgok hiicresel siiregte yer alan ve bazi solid
kanser tiirlerinde asir1 ifade gosteren bir onkoproteindir. DEK geni, alternatif
kirpilmayla iki farkli DEK izoformunu kodlamaktadir. DEK izoform-1 (DEK1)
hiicresel siireclerdeki rolii arastirilsa bile, DEK izoform-2 (DEK2) detayli olarak
incelenmemistir

Tez kapsaminda, HS-27A hiicrelerinde retroviral transdiiksiyon yontemiyle, N-
terminal bolgesine Myc ya da Flag epitopu eklenmis DEK1 ve DEK2 proteinlerinin
kalict asir1 ifadesi saglandi. Protein lokalizayon analizi, DEK1’in ¢ekirdekte
konumladigi, DEK2’ninse ¢ekirdege ek olarak bu hiicrelerin yaklasik %90°ninda
Nucleophosmin-1 ile Ortiisen agregatlar olusturdugunu gosterdi. Bu hiicrelerde
doxorubicin ile DNA hasar1 olusturuldu. HS-27A MycDEK1 veya MycDEK?2
hiicrelerinin kontrol (HS-27A-GFP) hiicrelerinden daha fazla yH2AX DNA hasar
sinyali olusturdugu belirlendi. Ancak, doxorubicin uzaklastirildiktan 24 saat sonra
DEK2 hiicrelerindeki DNA hasar seviyesinin kontrol ve DEK1 hiicrelerine gore daha
yiiksek seviyede oldugu tespit edildi (p<0,05). RT-qPCR analiz sonuglari, DEK2’nin
diisiik seviyede olmakla birlikte farkli hiicrelerde ifade edildigini gosterdi. Meme,
kolon, akciger, tiroid, karaciger, over, prostat ve bobrek gibi farkli kanser tiirlerinde
(normal n=3, timor n=9) DEK1 ve DEK2 seviyesi analiz edildi. Normal dokuya
kiyasla, DEK1 ifadesi meme kanserinde ortalama 137 kat, kolon kanserinde ise
ortalama 24 kat artis gosterdi (p<0,05). DEK2 ifadesiyse bu tiimér dokularinda
istatistiksel olarak anlamli diizeyde farklilik gostermedi.

Elde ettigimiz sonuglar; DEK2’nin DEKI1 den farkli olarak c¢ogunlukla
cekirdekgikte lokalize oldugunu; indiiklenen c¢ift iplikli DNA hasarimin DEK2
hiicrelerinde daha uzun siire tamir edilmeden kaldigini; normal veya timor
dokularinda DEK1 ve DEK?2 ifade seviyesinin dokuya gore farklilik gosterdigini
ortaya koymaktadir. Bu tez c¢alismast TUBITAK tarafindan KBAG 1187765

numaral1 1001 projesi ile desteklenmistir.

Anahtar Kelimeler: DEK izoform-1, DEK izoform-2, yH2AX, Doxorubicin,
HS-27A.



SUMMARY

DEK protein is an oncoprotein involved in many cellular processes, including
DNA repair and overexpressed in some solid cancers. DEK gene encodes two
different DEK isoforms by alternative splicing. Although DEK isoform-1 (DEK1) in
cellular processes has been investigated, DEK isoform-2 (DEK2) has not been
studied in detail.

In this thesis, persistent overexpression of DEK1 and DEK2 proteins with a
Myc or Flag epitope at the N-terminus were expressed by the retroviral method in
HS-27A cells. DEK1 and DEK2 protein location was found in nucleus, but DEK2
protein also in nucleolus by overlapping Nucleophosmin-1 in approximately 90%
cells. Doxorubicin induced DNA damage analysis showed that DEK1 and DEK2
cells produced more yH2AX DNA damage signals than control cells. However, 24
hours after doxorubicin removal, DEK2 cells showed higher signal than control and
DEK1 cells (p<0.05). RT-gPCR analysis showed low level of DEK2 expression in
different cells. Breast, colon, lung, thyroid, liver, ovarian, prostate and kidney tissues
were analysed to DEK1 and DEK2 expression in cancer (normal n=3, tumor n=9).
Compared to normal tissue, DEK1 level increased 137-fold in breast cancer and 24-
fold in colon cancer (p<0.05). Whereas no statistically significant difference at
DEK?2 expression was found.

Our results show that; DEK2 is mostly localized in the nucleolus, unlike
DEKZ1; DNA damage remain unrepaired for longer in DEK2 cells; expression level
of DEK1 and DEK2 can be differ in normal or tumor tissues. This study was
supported by the Scientific and Technological Research Council of Turkey
(TUBITAK) 1001 Grant (KBAG 118Z765).

Key Words: DEK isoform-1, DEK isoform-2, yH2AX, Doxorubicin, HS-27A.
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Tiim yiiksek lisans egitimimin basindan sonuna kadar maddi-manevi her tiirlii
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Kandilci’ye sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

Giliniimiizde DNA {izerinde hasar olusturan ve bir¢ok farkli kaynaktan gelen
faktore maruz kalmaktayiz. DNA hasarina ultraviyole 1s1ma, kimyasal ve radyoaktif
ajanlar gibi g¢evresel faktorlerin yani sira hiicresel streste sebep olabilmektedir
[Chatterjee and Walker, 2017]. Buna karsin, hiicre karsilastigit DNA hasarin1 kontrol
altinda tutmada olduk¢a basarilidir. Genomu karali halde tutmak ic¢in gesitli DNA
hasar cevaplar gelistirmistir. Bu siire¢ hasarin tamirine yonelik ilgili tamir
mekanizmasinin baslamasina sebep olurken, hiicre dongiisii gibi bir dizi hiicre ici
diizenlemeyi de igermektedir. Hasarin boyutuna gore hiicrenin hasara karsi cevabi
bazen hiicrenin kontrollii 6liimiine onciiliik etmektedir [Jackson and Bartek, 2009].

DEK geni ilk defa akut miyolid lésemi (AML) hastalarinda 6. ve 9.
kromozomlar1 arasinda meydana gelen t(6;9) translokasyonu sonucunda olusan
DEK-NUPI124 (CAN) fiizyon partneri olarak kesfedilmistir [von Lindern et al.,
1992]. DEK, kromatin yeniden diizenleme, histon modifikasyonu, hiicre
proliferasyonu ve farklilasmasi, DNA tamiri, RNA kirpilmasi (splicing) gibi birgok
hiicresel siiregle iliskilendirilmistir [Riveiro-Falkenbach and Soengas, 2010],
[Privette Vinnedge et al., 2013]. DEK proteininin bilinen iki izoformu
bulunmaktadir. DEK geni tarafindan kodlanan tiim aminoasitleri igeren (full length)
ve 375 amino asit uzunlugunda olan izoform (DEK isoform-1; DEK1) DEK olarak
tanimlanmistir ve literatiirde agirlikli olarak bu izoform arastirilmistir. Ote yandan,
DEK izoform-2 (DEKZ2) proteininin yukarida bahsedilen hiicresel siire¢lerde DEK1’e
benzer fonksiyon gosterip gostermedigi aragtirtlmamustir.

Yapilan ¢aligmalarda DEK proteininin g¢ift iplikli DNA kiriklarmin tamirinde
fonksiyon gosterdigi bulunmustur [Smith et al., 2017]. Ayrica bir onkogen olan
DEK’in farkli tiimorlerdeki asirt ifadesi tiimor olusumu ile iliskilendirilmistir [Teng
et al., 2018], [Riveiro-Falkenbach and Soengas, 2010]. Bu tez ¢alismasinda, DEK1
ve DEK2 izoformlarinin ifadesi ve fonksiyonlar1 karsilastirilmistir. Her iki
izoformun hiicredeki lokalizasyonlarinin farklilik gosterdigi; mRNA seviyelerinin
hiicre hatlarinda, saglikli dokularda ve tiimorlii dokularda benzer olmadigi;
doxorubicin ile olusturulmus ¢ift iplikli DNA kirigi sinyalinin DEK2’yi agir1 ifade

eden hiicrelerde daha uzun siire kaldig1 tespit edilmistir.



2. DNA HASARI

DNA her hiicrede bulunan kalitsal materyaldir. Cift iplikli yapisi ile oldukga
dayanaklidir. Fakat DNA c¢evresel ve hiicresel kosulara maruz kalmaktadir. Buna
ragmen hiicre DNA stabilizesini korumakta olduk basarilidir. DNA iizerinde
olusacak herhangi bir hata hiicre i¢in hayati bir 6nem tasimaktadir. Dolayisiyla DNA
biitlinliigiinii korumak hiicrenin sag kalimi ile dogru orantilidir. DNA hasarinin
tespiti ve onarimi i¢in hiicrede bir¢ok mekanizma rol almaktadir.

DNA hasar1 hiicre igi ve hiicre disindan gelen faktorlerle olusabilir. Ornegin
hiicrenin yasamsal dongiisiiniin vazgegilmez bir adimi olan DNA replikasyonu
sirasinda topoizomeraz aktivitesinin bir sonucu olarak DNA hasar1 olusabilir
[Chatterjee and Walker, 2017]. Ayrica hiicrenin maruz kaldigi bazi kimyasallar,
DNA yapisina etki ederek agir hasarlara sebep olabilir. Bu gibi durumlarda hiicre,
DNA hasarinin etkilerini azaltmak ve oliimciil sonug¢larindan kaginmak ig¢in hiicre
dongiisii, DNA hasar1 tamiri ve hiicre 6liimii gibi yolaklar1 aktive ederek hizla cevap
olusturur [Jackson and Bartek, 2009].

DNA hasarlari, tek bir bazda, bir DNA bolgesinde veya DNA ipliklerinin
biitiinligiinii kaybetmesi seklinde c¢esitlenmektedir. Hasar sonrasi DNA tamir
mekanizmalar1 devreye girerek hasarin diizeltilmesi hedeflenir. Hasar olustugu
zaman DNA kararliligimi korumak icin farkli DNA hasar cevabi (DHC)
olusmaktadir. DHC hasar tespitinin hemen ardindan hiicre dongiisii, metabolizma
kontrolii, kromatin diizenlenmesi ve apoptoz gibi bircok mekanizmanin
diizenlenmesinde 6nemli rol oynar [Pilie et al., 2019].

Cift iplik kirig1 ile olusan DNA hasarlar1 diger hasar tiirlerine nazaran biraz
daha karmasiktir. Hiicre i¢in daha oliimciildiir ve hizla diizeltilmeleri gerekmektedir.
Hasar olustuktan sonra DNA tamirinin iki yolu vardir. Hasar ya homolog olmayan ug
birlesmesi (Non-homologous end joining; NHEJ) ile kirtlmis iki uc dogruluk
gozlenmeksizin birlestirilerek onarilir ya da homolog rekombinasyon (HR) ile kirik
bolgesinin kardes kromatitdeki homologundan faydalanilarak yiiksek dogrulukla
tamir edilir [Chatterjee and Walker, 2017].

Hiicre her zaman DHC’yi basarili bir sekilde yonetemeyebilir. Bu durum
genellikle kanser bagta olmak iizere bir¢ok hastaliga yol acabilen, genomik kararlilig1

saglayan yolaklarin etkin ¢alisamamasi ile iliskilendirilmektedir. Bir¢ok kanserde



DNA onarimi, DNA hasar toleransi ve DHC yolaklar1 bozulur. Bu da genomik
kararsizliga sebep olarak kanser gelisimini desteklemektedir [Bouwman and Jonkers,
2012], [Ghosal and Chen, 2013], [Wolters and Schumacher, 2013].

Hiicredeki endojen kaynakli hasarlarin bir¢ogu hiicresel siiregler sirasinda
meydana gelir. Hiicre metabolizmasi ile meydana gelen reaktif oksijen tiirevleri
(ROS) ve reaktif azot tiirevleri (RNS) hiicrede meydana getirdigi oksidatif stres
sonucunda DNA’da tek veya ¢ift zincir kirigina sebep olabilir. Eksojen kaynakli
hasarlar ise (birgok ¢evresel kaynaktan maruz kalinan, iyonlastirici radyasyonlar (X
1sinlar1), kozmik radyasyon, mutajenik kimyasallar ve ultraviyole (UV) gibi
faktorler) DNA kirigi veya baz eslesme hatalarina sebep olmaktadir [Chatterjee and
Walker, 2017], [Jackson and Bartek, 2009]. Hiicrenin ¢ogunlukla maruz kaldigi
hasar tek zincirli DNA kirnigidir. Bu durum gift iplik kirigi ile karsilagtirildiginda
daha az zararli olsa da ¢ogunlukla bu hasar ¢ift iplik kirigina doniisebilmektedir
[Tubbs and Nussenzweig, 2017].

2.1. Hiicrede DNA Hasar Cevabi (DHC) Mekanizmalari

DNA hasari hiicre i¢in olumsuz ve toksik bir etki olusturmaktadir. Hasarin
varligmin tespit etmek ve bu hasara yanit verebilmek i¢in hiicreler cesitli
mekanizmalar gelistirmigtir. Hasar tespiti sonucu, kromatin yeniden diizenleme,
DNA tamiri, hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi, apoptoz, transkripsiyon gibi hiicresel
cevaplarin biri veya daha fazlasi olusabilir [Pilie et al., 2019]. Sekil 2.1’de DNA
hasarma kars1 verilen DNA hasar cevaplar1 modellenmistir [Jackson and Bartek,
2009].
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Sekil 2.1: DNA hasar1 sonrasi uyarilan hiicresel mekanizmalar.

2.1.1. Hiicre Dongiisiiniin Kontrolii

DNA hasart olusmast hiicre dongiisiiniin diizenlenmesini gerektirmektedir.
Hasarin hiicre tarafindan tanimlanmasi hiicre dongiisiiniin kontrol noktalarinda
aktivasyon ile sonuclanmaktadir. Ozellikle fazlasiyla DNA ¢ift iplik kirig
olustugunda hasarin tamir edilebilmesi i¢in hiicre dongiisiiniin durdurulmasi veya
yavaglatilmasi hayati 6nem tasimaktadir [Gomez and Hergovich, 2016].

DHC olarak ti¢ farkl hiicre dongiisii kontrol noktas1 hedef alinir. Bunlar G1/S,
intra-S faz1 ve G2/M kontrol noktalaridir. ATM (ataxia telangiectasia—mutated
kinase) ve ATR (Ataxia telangiectasia and Rad3 related), DNA hasari yanitinin ana
sensOr kinazlarindandir. DNA hasar1 tamiri icin yolaklar1 baslatmada oOnciiliik
etmenin yani sira, hiicre dongiisiinii kontrol altina almak i¢in 6dnemli rol oynarlar.
ATM-CHK2 yolag: cift iplik kirigt DNA hasarimin kontrolii, ATR/CHKI1 yolag: ise
durmus replikasyon catallar1 (stalled replication forks), hantal DNA eklentili (bulky
DNA base adducts) hasarlarda, hiicre dongiisiiniin kontrol noktalarin1 aktive eder.
Kisaca, DNA hasarina takiben, ATM/ATR hiicre dongiisiinii durdurmak i¢in bir dizi
fosforforilasyonu baslatir. Ayrica bu fosforilasyon yolaginda p53 tiimor baskilayici

proteininin aktivasyonu gergeklesir ve hiicre dongiisiiniin kontroliine aracilik eder.
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Burada p53 transkripsiyonal olarak p21’in upregililasyonunu saglayarak hiicre
dongiisiiniin  G1 fazinda durmasinda aracilik eder. Ayrica DNA hasar1 geri
dondiiriilemeyecek kadar ilerlemisse, i¢sel ve digsal yolaklarla apoptozu tetikleyerek
hiicre oliimiiniin gergeklesmesini saglar [Gomez and Hergovich, 2016]. DNA
hasarinda gergeklesen hiicre dongiisii kontrol mekanizmasi Sekil 2.2°de sematik

olarak 6zetlenmistir [Gomez and Hergovich, 2016].
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G1/S checkpoint
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Sekil 2.2: DNA hasar1 sonrast hiicre dongiisii kontrol mekanizmasi.

2.1.2. DNA Tamiri

DNA hasarmin tamiri hiicrenin sag kalimi ve c¢esitli hastaliklarin olusumunu
engellemek icin gelismis, olduk¢ca Onemli bir siiregtir. DNA’nin hasar1 genomik
biitiinliigli bozmakta, bu da hiicre ici isleyisi bozmaktadir. Hiicrenin verdigi en
o6nemli DHC’lerden biri hasarlit DNA tamir yolaklarin baslatmasidir [Jackson and
Bartek, 2009].



DNA hasarmin tamiri i¢in hasarin tliriine goére onarim mekanizmasi degisiklik
gosterebilmektedir. DNA iizerinde radyoaktif 1simalar, ultraviyole 1sinlar,
replikasyon hatalari, stres veya reaktif oksijen tiirevlerinin (ROS) birikmesi gibi
nedenler ¢esitli DNA hasarlarin1 meydana getirmektedir [Chatterjee and Walker,
2017]. Sekil 2.3’te farkli DNA hasarlarinda hiicrenin kullandigi hasar tamir

mekanizmalari gosterilmistir [Helena et al., 2018].
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Sekil 2.3: Farkli kaynakli DNA hasar ajanlarinin olusturdugu DNA hasar tiirleri ve
hasar sonrasi devreye giren ilgili DNA tamir makanizlarinin 6zet olarak gosterimi.

2.1.2.1. Niikleotid Eksizyon Onarim (NER)

DNA iizerinde ultraviyole 1sinlar1 veya ROS gibi etkenler tarafindan hacimli
(bulky) yapilar olusmaktadir. Bu tiir hasarin onarimi, o bolgedeki bir kisim birikmis
niikleotidin bolgeden uzaklastirilmasi prensibine dayanmaktadir. Hasar tamiri
stirecinde ilk olarak hasarli bolge taninir ve hasarli bolge kesilerek cikartilir.
Sonrasinda ise ¢ikartilan bolge polimeraz aktivitesi ile yeniden sentezlenir.
Sentezlenen DNA pargasi ana DNA’ya ligaz aktivitesi ile baglanir. Boylece hasarli
DNA tamiri ger¢eklemis olur [Gomez and Hergovich, 2016],[lyama and Wilson,
2013].



2.1.2.2. Baz Eksizyon Onarimi (BER)

DNA’daki baz hatalarinin, abazik bolgelerin ve tek iplik kiriklarinin onarim
mekanizmasidir. Tek iplik kiriklar1 poli-ADP-riboz (PAR) zincirlerinin olusumunu
katalize eden PARP1 tarafindan tespit edilir. Hasarli bolgedeki baz, DNA
glikosilazlar tarafindan kesilir ve ardindan polimeraz f3 ile kesilen bdlge sentezlenir.
XRCC1- ligaz III aktivesi ile de DNA ipligi tlizerinde olusan centik birlestirilir
[Gomez and Hergovich, 2016],[lyama and Wilson, 2013].

2.1.2.3. Hatah Eslesme Tamiri

Hatali eslesmis bir baza sahip olan DNA’nin tamiri hatali eslesme tamir
(Mismatch Repair; MMR) mekanizmasi ile saglanir. Hata MSH2 igeren kompleksler
tarafindan tanmir. MLH1/3 ve PMSI1/2 kompleksleri tanimlanan bolgeye gelerek
tamir i¢in uygun ortam hazirlarlar. PMS2 ve MLH3 endoniikleaz aktivitesi ile hasarli
bolgede kesik olusturulur. Kesik bolgesi eksoniikleaz Exol tarafindan agilir ve DNA
polimeraz ¢ ile yeniden sentezlenir. Ligaz I ile DNA ipligi iizerinde kalan ¢entikler
birlestirilerek hasar tamir edilir [Gomez and Hergovich, 2016],[lyama and Wilson,
2013].

2.1.2.4. DNA Cift iplik Kirig1 Tamiri

Hasar bolgesinde DNA iki ipliginden kirilarak, DNA biitiinliigiini
kaybetmektedir. Bu durumda iki serbest DNA ucu olusur. Hiicreler, bu tip sorunla
basa ¢ikmak i¢in 2 ayri hasar tamir mekanizmasina sahiptir. Bunlardan biri, kirik
uclarin hizla Ku70/Ku80 heterodimeri korunarak DNA-PK aktiflesmesi sonucunda
homolog olmayan ug birlestirme (NHEJ) tamiridir [Fattah et al., 2010]. Digeri ise
ATM veya ATR tarafindan kirigin oldugu bdlgenin isaretlenerek koruma altina
alindig1 ve kardes kromatitdeki homolog DNA bdlgesinin referans olarak kullanildigi
homolog rekombinasyon (HR) tamiridir [Goodarzi and Jeggo, 2013],[Gomez and
Hergovich, 2016],[lyama and Wilson, 2013]. Sekil 2.4’de tamir mekanizmalarinin
akis1 sematik olarak gosterilmistir [lyama and Wilson, 2013].



Homolog rekombinasyon, yiiksek dogrulukta DNA tamirini saglamaktadir ve
sadece kardes kromatidin erisilebilir oldugu S ve G2 fazinda gergeklesir [Goodarzi
and Jeggo, 2013]. DNA kiriginin oldugu bolgede, histon varyant1 olan H2AX hizla
ATM veya ATR tarafindan fosforillenir ve yYH2AX olarak isimlendirilen
fosforlanmis H2AX homolog rekombinasyon ile DNA tamiri baslamasi i¢in sinyal
olusturur. Bu sinyal ile kirikk DNA boélgesini saran CtIP-MRN komleksi (MRE11-
RAD50-NBS1), DNA uglarma tutunarak, DNA’nin 5’ ucundan niikleotit ¢ikarimini
baglatir. Ardindan Exol ekzoniikleaz tarafindan DNA’nin bir ipliginin kirpilmasi
devam eder. Tek iplik olarak kalan DNA (ssDNA) hizla sindirilmemesi i¢in RPA
proteinleri ile sarilarak korumaya alinir. BRCA?2 proteininin aracilik etmesi ile RPA
kapli ssDNA’da RPA proteini, invazyonu i¢in gerekli RADS1 ile degistirilir. Kardes
kromatitden gelen homolog bolge agilarak, RADS51 ile kapli hasarli DNA ile
eslestirilir. Sonrasinda homolog olan bu ssDNA kalip olarak kullanilarak, hasarl
DNA’nin eksik kismi tamamlanir. Bdylece, hasarli DNA bdlgesi tamamlanir ve
yiiksek dogrulukla hasar tamir edilmis olur [Scully et al., 2019],[Goodarzi and Jeggo,
2013],[Mimitou and Symington, 2008].
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Sekil 2.4: Cift iplik kirigi tamirinde hiicre dongiisiiniin bulundugu fazina gore
homolog rekombinasyon (HR) ve homolog olmayan ug birlestirme (NHEJ) tamirinin
sematik olarak gosterimi.

2.2. yH2AX ve Diizenlenmesi

Hiicrelerin DNA hasarina karsi hizli bir cevabi olarak histon modifikasyonlart
yer almaktadir. Histon proteinlerinden H2A varyanti olan H2AX, DNA kirig
hasarinda fosforile edilerek olarak hasar cevabina onciiliik etmektedir. Kromatin
tizerinde H2A histon proteinlerinin yaklasik %2-25’ini olusturmaktadir [Rogakou et
al., 1998].

DNA’da cift iplik kirilmast gergeklestiginde, H2AX’in serin 139. amino
asidinin (Ser 139) fosforilasyonu, kromatin iizerinde gamma-H2AX (yH2AX)
odaklarint olusturmaktadir. Her bir kirik bir YH2AX odagin1 karsilik geldiginden



hasar tespiti i¢in tercih edilen gilivenir biyobelirte¢ olarak diisiiniilmektedir
[Sedelnikova et al., 2002].

DNA kiriginin olusmasiyla, H2AX fosforilasyonuna, PIKK (phosphoinositide-
3-kinase-related protein kinase) ailesinden olan ATM (ataxia telangiectasia—mutated
kinase), ATR (Ataxia telangiectasia and Rad3 related) ve DNA-PKcs kinazlari
oncilik etmektedir. Ayrica bu PIKK kinazlari, bircok hiicre sag kalimi ve hiicre
oliimii gibi hiicresel siirecleri aktive etmede gorev almaktadirlar [Paull et al., 2000].
Benzer substrat ve fonksiyona sahip olsalar da, aktivasyonlar1 temel olarak farkli
kosullar altinda gergeklesmektedir. ATM, hiicredeki normal fizyolojik kosullar
altinda gergeklesmis veya kizilotesi radyasyonu gibi dogrudan DNA kirigi
olusumlarinda sorumlu ana kinaz olarak gorev almaktadir. Fakat metabolik stres ile
iligkili bircok DNA kirig1 hasarinda ATR gorev almaktadir. DNA-PKcs ise ¢ok daha
az sayida fosforilasyondan gorevliyken genellikle homolog olmayan ug birlestirme
(NHEJ) tamirinde rol oynamaktadir [Mah et al., 2010], [Maréchal and Zou, 2013].

YH2AX odaklari DNA’nin erisilebilir kalmasi i¢in 6nemli olan kromatin
modifikasyonunu saglamaktadir. Boylece DHC ve DNA onarim faktorlerinin hasar
bolgesine ulagimi i¢in uygun ortami olusturmaktadir. Bu durum H2AX
fosforilasyonuna baglidir ve niiklear odak olusumu 53BP1, BRCA1, NBS1, RAD50
ve RADS1 gibi tamir ile iliskili molekiillerin YH2AX ile birlikte-lokalizasyonu (co-
localization) ile desteklenmektedir. Ayrica bu odaklar, kromatinin sekline hasar
onarimi i¢in destek vermis olur. Her ne kadar bir yYH2AX odagi hasarin miktar ile
dogrudan iligkili olsa da, diger molekiillerin burada konumlanip birikmesi ayni
oranda gergeklesmeyebilir [Mah et al., 2010]. Sekil 2.5’te YH2AX odagi sematik
olarak ifade edilmistir [Noubissi et al., 2021].

10



Expanded Histone

4

Foci visualization through Homologous Non-homologous
immunocytochemistry recombination end joining

Sekil 2.5: MRN kompleksi (MRE11-RAD50-NBS1) ile bir yH2AX odaginin yapisi.

Hasarin tamiri sonucunda YH2AX miktarinda azalma olmaktadir. Bu azalig bir
cift iplik kiri@inin tamamen onarilmasinin ne zaman tamamladigin1 géstermese de,
hasar tamiri sonrasi gergeklesen bir sonugtur [Mah et al., 2010]. Hasar onariminda
Protein fosfataz 2A (PP2A) ve protein fosfataz 4C (PP4C) yH2AX’i defosforile
etmektedir [Mah et al., 2010], [Chowdhury et al., 2008], [Keogh et al., 2006].

yH2AX oraninin azalist her zaman DNA hasar tamirden sonra ayni sekilde
olmayabilir. DNA hasarinin siddeti ile dogru orantili artan YH2AX miktari, yiiksek
dozda hasara maruz kalmis hiicrede, hasar sonrasi biiyiik 6l¢iide ayn1 kalmaktadir.
Fakat hasar tamiri sonucunda total yYH2AX miktar1 ¢ok degismese bile, YH2AX
odaklarinda belirgin azalma gerceklesmektedir. Bu da yH2AX kaybinin oncelikli
olarak DNA kiriginin oldugu bdlgelerde gergeklestigini diistindiirmektedir [Mah et
al., 2010], [Bouquet et al., 2006].

Kanser tedavisinde kullanilan replikasyon inhibitorleri, ¢apraz baglama ajanlari
ve topoizomeraz inhibitorleri gibi bazi ilaglar replikasyon ve transkripsiyonel stres
ile DNA’da c¢ift iplik kirigina sebep olabilirler. Kamptotesin dahil olmak iizere DNA

topoizomeraz [ inhibitorleri, agirlikli  olarak S-faz hiicrelerinde H2AX
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fosforilasyonunu tetiklerken, doxorubicin, etoposid ve mitoksantron gibi DNA
topoizomeraz II inhibitorleri, hiicre dongiisiiniin tim fazlarinda, o6zellikle G1
sirasinda YH2AX {iretir. Bu tarz ajanlar tarafindan olusturulan DNA kiriklari
dogrudan olmayan hiicre stresine dayali H2AX fosforilasyonu, ATR ve DNA-
PKcs’lere tizerinden gergeklesir [Mah et al., 2010], [Podhorecka et al., 2010].
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3. HEMATOPOEZ

Hematopoietik kok hiicre (HKH), kendini siirekli yenileme kabiliyetine sahip
ve tiim kan hiicre tiplerine farklilasabilen hiicrelerdir. HKH ¢ogalma ve farklilasmast
sonucunda lenfoid, miyeloid ve eritroid serideki kan hiicreleri olugur. Viicudumuzda
giinde yaklasik bir trilyon kan hiicresi iretilir. Bu hiicreler miyeloid kokenli
megakaryositler, eritrositler, mast hiicreleri, graniilositler (bazofiller, noétrofiller,
eozinofiller) ve monosit/makrofaj hiicrelerini; lenfoid kdkenli T ve B lenfositlerinin
yani sira dogal 6ldiiriicti hiicreleri, dendritik hiicreler ve plazma hiicrelerini igerir. Bu
hiicrelerin  iiretimi  fetal gelisimin erken doneminde karaciger ve dalakta
gerceklesirken, insanlarda gelisimin besinci haftasindan sonra bu goérevi sadece
kemik iligi tistlenir [Hoffman and Marcellino, 2020]. Sekil 3.1’de hematopoietik kok
hiicre gelisimi sematik olarak gosterilmistir [Alomari et al., 2019].
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Sekil 3.1: Hematopoetik hiicre gelisimi.
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3.1. Kemik Iligi Mikrocevresi

Kemik iligi, HKH’lerin yerlesim merkezini olusturmaktadir. HKH’ler tek
basinda kemik iligini olusturmazlar ve gelisimlerine destek olan bir kemik iligi
mikrogevresi (nich) i¢inde bulunurlar. Bu mikrogevre, HKH’lere eslik eden cesitli
hiicre gruplarindan olusur. Bu birlikte yasam HKH’ler i¢in olduk¢a ©nem
tagimaktadir. Ayrica bu mikro ¢evre yeterli sayida kok hiicrenin ¢ogalmasi ve
farklilagsmasi i¢in gerekli sinyalleri olusturmaktan da sorumludur. Mikrogevreyi
olusturan ¢esitli hiicreler (osteolineage hiicreleri, endotelyal hiicreler, mezenkimal
hiicreler ve stromal hiicreler) tarafindan ifade edilen stromal hiicre-kaynakli faktor
1’1 (stromal cell-derived factor 1; CXCL12) kontrollii sekilde ¢evreye sunarlar.
CXCL12, HKH’lerde ifade edilen CXC kemokin reseptori 4 (CXCR4)
aktivasyonunu saglayarak, hiicre go¢iinii saglayan fosfatidil-3-kinaz (PI3K),
fosfolipaz C ve mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) dahil cesitli sinyal
yolaklarin1 aktive etmektedir [Perry and Li, 2007], [Anthony and Link,
2014],[Hoffman and Marcellino, 2020], [Janssens et al., 2018]. Sekil 3.2°de kemik
iligi mikro gevresi sematik olarak ifade edilmistir [Anthony and Link, 2014].
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Sekil 3.2: Hematapoetik kok hiicre gelisimine destek saglayan kemik iligi
mikrogevresi.

14



3.2. Mezenkimal Kok Hiicreler

Kemik iligi stromasinda bulunan mezenkimal kok hiicreler, bag dokuda
bulunan yag, kemik, kikirdak, kas gibi hiicrelere farklilasabilen kok hiicrelerdir.
Kemik iliginde hematopoetik olmayan ¢esitli hiicrelere farklilasip, hematopoetik kdk
hiicreler ve hematopoez i¢in yardimei rol oynayan stromal hiicreler arasinda yer
almaktadirlar. Bu hiicreler immiinolojik olmayan, MHC "%t CpD4Qnesal
CD80"™ T CD86" 9" hiicrelerdir. Ayrica hematopoetik olmayan bu hiicreler CD34,
CD45 ve CD14 gibi hematopoetik belirtecler bakimmndan negatiftir [Hoffman and
Marcellino, 2020], [Via et al., 2012].
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4. DEK PROTEINI

DEK 6p22.3 kromozom bdlgesinde yerlesim gosteren, 375 aminoasitlik bir
protein kodlamaktadir. 43 kDa kiitleye sahip DEK proteini, SAP bolgesi, C-
Terminalinde bulunan DNA’ya baglanma ve multimerizasyon bdolgelerine sahiptir.
Ayrica niikleer yerlesim sinyaline (nuclear localization signal; NLS) sahip olan DEK
genellikle hiicre ¢ekirdeginde bulunmaktadir [Kappes et al., 2004a], [Waldmann et
al., 2003]. DEK’in fonksiyonel bolgeleri Sekil 4.1°’de sematik olarak gosterilmistir
[Bohm et al., 2005].

DEK ilk olarak 6. ve 9. kromozomlar1 arasi t(6;9) translokasyonu sonucunda
NUP124 (CAN) ile olusturdugu anormal DEK-CAN fiizyonunun partneri olarak akut
miyeloid I6semi (AML) hastalarinda tanimlanmistir [von Lindern et al., 1992]. Daha
sonra yapilan ¢alismalar, deri, karaciger, meme, over, beyin, mesane, kolon gibi
farkli timorlerde DEK geninin asir1 ifade edildigini gostermistir [Carro et al., 2006],
[Han et al., 2009], [Kappes et al., 2011], [Kondoh et al., 1999], [Kroes et al., 2000],
[Orlic et al., 2006], [Sanchez-Carbayo et al., 2003].

DEK geninin transkripsiyonal olarak diizenlenmesi kendi promotor
bolgesindeki 170 ve 135 pozisyonlarda sirasiyla NF-Y ve YY1 faktorleri tarafindan
gerceklestirilmektedir [Sitwala et al., 2002]. Ayrica human papillomavirus (HPV)-
pozitif kanser hiicrelerinde Retinoblastoma (Rb) proteinini negatif olarak diizenleyen
E7 onkogeninin DEK transkripsiyonunu arttirdig: bilinmektedir [Wise-Draper et al.,
2005]. Carro ve arkadasglarmin yaptigi bir diger calismada, ise DEK geninin
transkripsiyon baglama bdlgesinde E2F baglanma bolgesi oldugu ve CDC6 ve
CDC25A bolgesine spesifik baglanma gosteren E2F3 transkripsiyon faktoriiniin
DEK promotoruna baglandig1 gosterilmistir. Dolayisiyla, Rb tarafindan negatif
olarak diizenlenen E2F faktorii direk olarak DEK ifadesini diizenlemektedir [Carro et
al., 2006].

Yapisal olarak DEK, 4 ayri1 uzun aspartik/glutamik asit dizisi bulundurmasina
ragmen bazik (pl=8.69) bir proteindir. DEK DNA’da helix-turn-helix motifine
baglanmay1 saglayan korunmus Saf/Actinus/PARP-box (SAP-kutusu) bolgesi
tasimaktadir. Bir diger DNA baglanma bdlgesi ise C-terminal bolgesinde
bulunmaktadir [Kappes et al., 2004b]. DEK’in ayrica, supercoiled ve 4 yollu DNA

seklindeki (cruciform) kromatin bolgelerine yapi-spesifik olarak baglandigi
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gosterilmistir [Waldmann et al., 2003]. Ayrica supercoiled DNA’ya DEK

baglanmasi, pozitif supercoiled topolojisinde degisime neden olmaktadir [Waldmann
et al., 2002].

1 100 200 300 375
[ | | [ sar 1
| | _saF_| CC— ]
87 187 270 350
DNA binding DNA binding
Supercoiling
intermolecular interactions /= ]
270 ® ® ® 350
Multimerization

Sekil 4.1: DEK proteininin domainleri.

4.1. DEK Proteinin Fonksiyonlari

DEK, SAP motifi ile DNA’ya baglanabilen ve bunun yaninda bir¢ok farkli
hiicresel siirecin diizenlenmesinde fonksiyon gosteren bir proteindir. Kromatin
diizenlemesi, histon modifikasyonu, hiicre proliferasyonu, farklilasmasi, DNA tamiri,
RNA kirpimi gibi mekanizmalar DEK proteininin dahil oldugu bazi hiicresel
stireclerdir [Capitano and Broxmeyer, 2017], [Riveiro-Falkenbach and Soengas,
2010], [Privette Vinnedge et al., 2013].

DEK proteini kromatin yapisina katilan non-histon bir proteindir ve histon
modifikasyonunda rol almaktadir. Heterokromatin biitiinliigiinde 6nemli rol oynayan
DEK, bu gorevi H3K9’u 3 kez metilleyen KMT1 A/B enzimini pozitif olarak
desteleyerek ve  boylece H3K9me3  post-translasyonel  modifikasyonun
gerceklesmesinde rol oynayarak saglar [Kappes et al., 2011], [Maison and Almouzni,
2004]. Ayrica DEK ifadesinin susturulmast H3K9me3 modifikasyonunda onemli
Olclide azalmaya sebep olmaktadir. Bu durum, heterokromatin biitiinliigiiniin
saglanmasinda DEK ifadesinin énemli yere sahip oldugunu gostermektedir [Kappes

etal., 2011], [Saha et al., 2013].
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DEK proteininin fonksiyonu post-translasyonel modifikasyonlara bagli olarak
farklilik gostermektedir. DEK’in fostorilasyonu casein kinase 2 (CK2) tarafindan
diizenlenir. CK2 ile fosforilasyonu DEK’in histon etkilesimini ve DNA’ya baglanma
egilimini azaltir [Sawatsubashi et al., 2010], [Kappes et al., 2004a]. Ayrica
fosforlanmamis DEK dimer olusturur ve kromatine bagh kalir [Sawatsubashi et al.,
2010]. DEK’in poly(ADP-ribosyl)lasyonu Poly(ADP-ribose) polimeraz (PARP)1
tarafindan gergeklesir. Bu modifikasyon ise DEK’in kromatinden ayrilmasi ve
apoptoz sirasinda birikimi ile iliskilendirilir, [Gamble and Fisher, 2007], [Kappes et
al.,, 2008]. DEK asetilasyonu ise DNA baglanma etkinligini azaltmakla birlikte
MRNA’dan intronlarin ayrilma mekanizmasinda yer almasini saglamaktadir [Cleary
et al., 2005], [Soares et al., 2006].

DEK’in aym1 zamanda makrofajlar tarafindan hiicre digina salindigi
bilinmektedir. Salinim yapan hiicrelerde CK2 ile fosforlanan ve PARPI ile
poli(ADP-ribosil)lenen DEK, DNA baglanma etkinliginde azalma gdostererek
kromatinden ayrilir. Apoptoza ugrayan hiicrelerde poli(ADP-ribosil)e ugrayan DEK
pasif olarak hiicre disina salinir [Kappes et al., 2004a], [Kappes et al., 2008]. Aktif
saliimi ise interlokin (IL)-8 ile uyarilmis makrofajlar tarafindan golgi aygitindan
bagimsiz olarak hem direkt olarak hem de ekzozom iginde gerceklesmektedir.
Makrofajlar tarafindan hiicre digina salinan DEK, nétrofillerin, CD8* T lenfositlerin
ve NK hiicrelerinin hedef konuma gogilinii saglayan bir kemoatraktan olarak
fonksiyon gormektedir [Mor-Vaknin et al., 2006].

Ayrica Saha ve arkadaslari yaptiklari in vitro ¢aligmalarda, hiicre digina salinan
DEK’in komsu hiicreler tarafindan hiicre i¢ine alindigin1 gdstermislerdir. Dogal
olarak pozitif yiklii (78-222 aminoasitleri arasi) DEK’in, hiicre igine alinirken
negatif yiiklii heparan sulfate-type proteoglycans (HSPGs) membran proteinleri ile

etkileserek aktif olarak endositoza ugradigi rapor edilmistir [Saha et al., 2013].

4.2. DEK ve DNA Hasar Cevabi

Cift iplikli DNA kirig1 olustugunda, ¢ift iplik DNA hasar sensorii olan ataxia
telangiectasia mutated (ATM) kinaz fosforillenerek (pATM) aktiflesmektedir. Aktif
formda olan pATM tarafindan fosforillenen H2AX (YH2AX) ile DNA hasar odaklari

olusmakta ve hasar onarim mekanizmalar1 baslatilmaktadir [Stucki et al., 2005],
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[Bakkenist and Kastan, 2003]. DNA kirig1 olustugu zaman DEK’ten yoksun
hiicrelerde, pATM seviyesi giiglii bir sekilde artsa dahi YH2AX seviyesinde belirgin
bir artis gézlenmemektedir. Bu durum, DHC olarak YH2AX seviyesini etkiledigi i¢in
DEK efektif bir yH2AX odak olusumuna aracilik ettigi disiiniilmektedir [Smith et
al., 2017].

DNA hasar onarimi igin ihtiya¢ duyulan BRCA1, CtIP ve MRN kompleksi
YH2AX aktivasyonunu pozitif olarak desteklemektedir. Bu faktorler oncelikle kirik
bolgesinde MRN kompleksinde yer alan niikleaz aktivitesi ile tek iplikli 3> DNA
kuyrugu olusturulur. RPA ile korunan bu tek iplikli DNA kuyrugu RADS1 flameti ile
kaplanarak homolog rekombinasyonda iplik invazyonuna hazirlanir [Ceccaldi et al.,
2016]. Yapilan c¢aligmalar homolog rekombinasyon tabanli DNA onariminda
DEK’in, RPA ile korunmus 3’ DNA kuyruguna RADS5I yiiklenmesinde dogrudan
veya dolayli bir rol oynadigin1 gostermektedir. Ciinkiit DEK’ten yoksun hiicrelerde
RADS1 yiiklenmesi gecikmeli olarak tamamlanabilmektedir [Smith et al., 2017].
Ayrica bu hiicreler ile yapilan birlikte-immungoktiirme (co-immunoprcipitation; co-
IP) deneylerinde, RAD51 ile DEK’in direk olarak baglandiklar1 gosterilmistir.
BRCALI ile ise ayn1 direkt etkilesim s6z konusu degildir [Smith et al., 2017].

Ayrica ¢ift iplik DNA kirigr onariminin bir bagka 6énemli yolagi olan homolog
olmayan ug birlestirme (NHEJ)’de optimal DNA-PK kinaz aktivitesi icin DEK’in
gerekli oldugu, DEK’ten yoksun hiicrelerde ise NHEJ yolagmin baskilandig:
bildirilmektedir [Kavanaugh et al., 2011].

4.3. DEK Izoformlar:

Alternatif kirpilma sonucunda DEK proteinin iki izoformu olugsmaktadir. Genel
olarak DEK proteini olarak adlandirilan DEK geninin tiim ekzonlarmin ifade edildigi
izoformu 375 aminoasit uzunlugundadir (DEK isoform-1; DEK1; Ensembl transcript
ID: ENST00000652689.1) [Web 1, 2022]. DEK izoform-2 (DEK2) proteini ise 341
aminoasit uzunlugundadir ve N-terminal bolgesindeki 3. ekzonun tamamini (49-82.
aminoasitleri) icermemektedir (Ensembl transcript ID: ENST00000244776.11) [Web
1, 2022]. DEK’le ilgili olarak izoform ayirt etmeksizin yapilan g¢aligmalar tam
uzunluktaki ve baskin olarak ifade edilen DEK1 proteinini temsil etmektedir. Bu

sayade, DEK1 proteininin yap1 ve fonksiyonlar1 hakkinda olduk¢a kapsamli bilgiler
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bulunmaktadir. Ancak DEK geninin alternatif kirpilma {irtinii olan DEK2 proteini
icin yap1 ve fonksiyonlarinin incelendigi fazla arastirma bulunmamaktadir.
Dolayisiyla DEK1 ve DEK2 proteinleri karsilastirildigi zaman, benzer veya farkli

Ozellik gosterip gostermedigi heniiz belirsizligini korumaktadir.
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5. MATERYAL ve YONTEM

5.1. Materyal
Tablo 5.1: Hiicre hatlari.

Uriin Katalog Numaras1 | Firma

HS-27A Dr. Gerard Grosveld
293T Dr. Gerard Grosveld

Tablo 5.2: Plazmitler.
Uriin Katalog Numaras1 | Firma
MIGR1 Dr. Gerard Grosveld

Retroviris Paketleme
Plazmitleri

Dr. Gerard Grosveld

Tablo 5.3: Antikorlar.

Uriin Katalog Numaras1 | Firma

tavsan anti-insan gH2AX 2577 Cell Signalling Technologies
tavsan anti-insan H2AX 7631 Cell Signalling Technologies
fare anti-Myc 2276 Cell Signalling Technologies
tavsan anti-Myc 2278 Cell Signalling Technologies
tavsan anti-human DEK 13962 Cell Signalling Technologies
tavsan anti-insan GAPDH 5174 Cell Signalling Technologies
fare anti-insan NPM1 32-5200 Invitrogen

anti-tavsan Alexa Flour 555 4409 Cell Signalling Technologies
anti-fare Alexa Flour 647 4410 Cell Signalling Technologies
anti-tavsan HRP-Konjuge 7074 Cell Signalling Technologies
anti-fare HRP-Konjuge 7076 Cell Signalling Technologies
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Tablo 5.4: Kimyasallar.

Uriin Katalog Numaras1 | Firma

RPMI 1640 Medium 52400025 Gipco

DMEM 41966029 Gipco

PBS 15140122 Gipco

FBS 10270106 Gipco

Tripsin 25300054 Gipco

DMSO BP231-100 Fisher
Penisilin/Streptomisin 15140122 Gipco

TriPure Isolation Reagent 1667157001 Roche
Kloroform 24216-2.5L-R Sigma-Aldrich
2-propanol 109634 Merck

Etanol 9200525000 Isolab

Metanol 106009 Merck
RedSafe 21141 Intron
Polybrene H-9268 Sigma-Aldrich
Parafolmaldehid (PFA) P6148-1KG Sigma-Aldrich
Triton 100-X T8787-100ML Sigma-Aldrich
BSA A2153-10G Sigma-Aldrich
VectaShield Mounting

Medium H-1200 Vector Laboratories
Doksorubisin D1515 Sigma-Aldrich
NaCl S7653-250G Sigma-Aldrich
Tris Base T1503-1KG Sigma-Aldrich
NP-40 A1694,0250 Applichem
Sodium Deoxycholate D6750-10G Sigma-Aldrich
Sodium dodecyl sulfate (SDS) | L3771-100G Sigma-Aldrich
proteaz/fosfataz inhibitorii 78440 Thermo Scientfic
LDS Sample Buffer B0008 Invitrogen
Reducing Agent B0009 Invitrogen
%40 Akrilamid 1248ML500 Neofroxx
Ammonium Peroxodisulfate

(APS) 1012010500 Merck
TEMED 8027ML100 Merck
PageRuler 26619 Thermo Scientfic
Yiiriitme Soliisyonu 161-0732 Biorad

Glisin A1067 ApplieChem
Tris Buffered Saline (TBS) 1706435 Biorad
Tween20 P9416-50ML Sigma Aldrich
Yagsiz Siit Tozu A0830 ApplieChem




Tablo 5.5: Kitler.

Uriin

Katalog Numarasi

Firma

High Capacity cDNA Reverse

Transcription 4368814 Applied Biosystems
GoTag Green Master Mix M7122 Promega
Power SYBR Green PCR
Master Mix 4368706 Applied Biosystems
kalsiyum fosfat transfeksiyon
Kiti E1200 Promega
Pierce BCA Protein
Assingment 23227 Thermo Scientfic
ECL K-12045-D50 Advansta
TissueScan Cancer Survey
cDNA Array 96-I CSRT301 Origene

Tablo 5.6: Sarf, plastik ve cam malzemeler.
Uriin Katalog Numaras1 | Firma
96 kuyulu reaksiyon plakasi
(gPCR) 4346907 Applied Biosystems
Yapiskan Film 4306311 Applied Biosystems
6 kuyulu plaka 92006 TPP
Petri (100x20 mm) 93100 TPP
Flask 25/75/150 cm2 90026/90076/90151 | TPP
Thoma Lamu 1.075.03.002 Isolab
Countes Slides Nanoentek NE-EVS-50
Mr. Frosty 5100-0001 Nalgene
Kriyoboks 616001 NEST
Kriyotiip 607101 NEST
Falkon 15ml / 50ml 510015 / 510050 Capp
Siringa ucu filtre (0.45 um) 99745 TPP
Siringa ucu filtre (0.22 um) 99722 TPP

MCT-060-C / MCT-
Ependorf Tiip 0,6 ml /1,5 ml | 150-C Axygen
Ependorf Tiip (PCR 0,2 ml) PCR-02-C Axygen
Pipet ucu (1000 pl) 5130150 Capp
Pipet ucu (200 pl) 5030090 Capp
Pipet ucu (20 pl) 315016 NEST
Pipet ucu (10 pl) 314016 NEST
SP-05-C, 10-C, 25-C,

Serolojik Pipet 50-C Capp
Parafilm 058.01.001 Isolab
Nitroseliiloz Membran 1620112 Biorad
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Tablo 5.7: Cihazlar.

Uriin

Katalog Numarasi

Firma

Konfokal Mikroskobu

LSM 880

Zeiss

One Step Plus Real Time PCR

Sistemi 4376600 Applied Biosystems
FACS Jazz 655487 BD

Flow Cytometry Accuri C6 Plus BD

Termal Cycler Trio 48 Biometra
Chemidoc Imaging Systems | c600 Azure

Chemidoc XRS+ Imaging

Systems 721BR04545 Biorad

Transblot Tranfer Sistemi 1704150 Biorad
Calkalayici S2025-B-230V Labnet International
Multi rétor Multi RS-60 Biosan

CO2 inkiibator HF90 Heal Force
Nanodrop NanoDrop Lite Thermo Scientific
Etiiv 466-3510 VWR

Varioskan 3001-1571 Thermo Scientific
Floresan mikroskobu Eclipse Ti-S Nikon

S1v1 azot tanki LS4800 Taylor Wharton
Inverted mikroskobu Eclipse TS100 Nikon

Ters Florasan mikroskobu Eclipse 80i Nikon

Isik mikroskobu Eclipse, E100 Nikon

Vorteks 62203001 Isolab

Mikro Santrifiij 1-14 Sigma

Santrifiij NF 400R Niive

Sonikasyon Cihazi B450 Branson

Hassas terazi 1.602.32.001 Isolab
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5.2. Yontem

5.2.1. Hiicre Kiiltiirii

Kullanilan hiicrelerin kiiltiir inkiibasyonlar1 ideal yasam ortamlarinda (%5 CO-
ve 37°C’de) yapildi. Belli doygunluga ulasan hiicreler ise pasajlama yapilarak alt
kiitiire edildi. Hiicre pasaj1 sirasinda hiicreler oncelikle PBS (15140122, Gipco) ile
yikandi. %0.05 1X Tripsin (25300054, Gipco) ile kisa siire 37°C’de bekletilerek
hiicrelerin bulundugu yiizeye tutunmalari bozuldu. Tripsin inhibasyonu i¢in %10
FBS (10270106, Gipco) igeren taze besiyeri ilizerlerine eklendi. Santrifiij ile hiicreler
coktiiriildii ve tizerlerinde kalan siipernatant uzaklastirildi. Hiicreler tyripan blue
(T6146-25G, Sigma) yardimi ile sayildi. Kullanilan hiicrenin ekim yapilacaga yiizeye
uygun sayida olacak sekilde %10 FBS (10270106, Gipco), %1 penisilin/streptomisin
(15140122, Gipco) igeren ilgili taze besiyeri (biiylime besiyeri) ile ekildi. HS-27A
hiicre hatt1 i¢in Hepes ve L-glutamine igeren RPMI 1640 (52400025, Gipco) besiyeri
kullanildi. Hiicreler 37°C’de inkiibasyona birakildi.

Hiicrelerin stoklanmasi icin kiiltiire edilen hiicreler alt kiiltiire edilme
yogunluklarina ulastiklart zaman bulunduklar yiizeyden, ayni alt kiiltiirleme yapar
gibi kaldirildi. Sonrasinda santrifiij edilen hiicrelerden siipernatant uzaklastirild.
Hiicreler 1 ml %10 DMSO (BP231-100, Fisher) igeren FBS (10270106, Gipco)
igerisinde ¢oziildiiler. Hizlica kryotiipe aktarilan hiicreler, izopropanol igeren araci
bir kutu ile -80°C’ye kaldirildilar. Izopropanol sayesinde kademeli derece diisiisii ile
donan hiicreler bir giin sonra -196°C nitrojen tankina uzun siireli saklamak igin

kaldirildi.

5.2.2. RT-PCR

5.2.2.1. RNA izolasyonu

Kiiltire edilen hiicreler PBS ile yikandi. Sonrasinda Tripsin ile 37°C’de
yilizeyden kalkmalar1 saglandi. Tripsin inhibasyonu i¢in %10 FBS (10270106, Gipco)
iceren taze besiyeri iizerlerine eklendi. Hiicreler Tyripan Blue (T6146-25G, Sigma)

yardimut ile faz kontrast mikroskobu altinda sayildi. Yaklasik 1,5 milyon hiicre temiz
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bir falkona aktarildi. Santrifiij ile ¢oktiiriilen hiicreler 5 ml soguk PBS ile bir kez
yikandi ve tekrar ¢oktiiriildi. Hiicre pelletleri 1 ml Trizol (1667157001, Roche) ile
¢cozildi ve iizerlerine 0,2 ml kloroform eklendi. 3 dakika oda sicakliginda
inkiibasyon sonrasi 4°C’de 14000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi
olusan 3 fazin en iist seffaf faz1 dikkatlice yeni tiibe alindi. Orneklerin iizerine 0,5 ml
saf izopropanol eklendi ve birka¢ kez alt {ist ederek karismasi saglandi. Ornekler
4°C’de 14000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi ve pellet %75 etanol ile yikandi.
Ornekler 4°C’de 14000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirildi ve
pellet kurumaya birakildi. Pellet 30 ul RNAse free su ile ¢oziiliip, konsantrasyonlari

nanodrop ile dl¢tildi.

5.2.2.2. cDNA Sentezi

Elde edilen RNA ile, random primer iceren High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kiti (4368814, Appliedbiosystems) kullanilarak sentez reaksiyonu
gerceklestirildi. Reaksiyon karsimi igerigi; 2 pl RT Buffer, 2 ul Random Primer, 0.8
ul ANTP, 1 ul Reverse Transcriptase, 1 pl RNAse Inhibitor, 3,2 ul dH20, 10 pul (500
ng/10 pl) RNA, total 20 ul hacimde hazirlandi. Reaksiyon kosulu, kite uygun olarak
25°C’de 10 dakika, 37°C‘de 120 dakika, 85°C’de 5 dakika uygulandi. Ornekler

reaksiyon sonunda -20 °C’de saklandi.

5.2.2.3. PCR

PCR reaksiyonu icin GoTag Green Master Mix kiti (M7122, Promega)
kullanildi. Kullanilan reaksiyonda cDNA kaliplarina baglanan primer ¢iftleri; DEK1
icin ileri primer 5’-GTCTCATCGTGGAAGGCAAG-3°, geri primer 5’-
GTGCCTGGCCTGTTGTAAAG-3; DEK?2 icin ileri primer 5’-

TCCGAGAAAGAACCCGAAAT-3’, geri primer 5’-
CTGCCCCTTTCCTTTTTCCT-3; GAPDH icin ileri primer 5’-
GAAGGTGAAGGTCGGAGTC-3’, geri primer 5’-

GAAGATGGTGATGGGATTTC-3’ olarak tasarlandi. PCR kosullar1 DEK1 igin
95°C’de 3 dakika, sonrasinda 29 dongii 95 °C’de 15 saniye, 57 °C’de 1 dakika; DEK2
icin 95°C’de 3 dakika, sonrasinda 33 dongii 95°C’de 15 saniye, 57°C’de 1 dakika;
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GAPDH igin 95°C’de 3 dakika sonrasinda, 25 dongii 95°C’de 30 saniye, 47°C’de 30
saniye, 72°C’de 30 saniye, tek dongii 72°C’de 10 dakika uygulandi. Toplam 20 pl
hacimde, 10 pul GoTag, kalip DNA olarak cDNA sentezi sonucunda elde edilen ve
DNAse free su ile 1:1 oraninda sulandirilan 6rneklerden 2 ul ve 10 uM primerden
0,6 ul kullanildi. Ayrica pozitif kontrol olarak, DEK izoformlarmin cDNA’s1
klonlanmis 0,1 ng MSCV-FlagDEK1-IRES-GFP ve MSCV-FlagDEK2-IRES-GFP
plazmitleri ile PCR reaksiyonu kuruldu.

PCR fiirtinlerini goriintiilemek i¢in 6ncelikle %3’luk agaroz jel TAE tanponu ile
icerisine son konsantrasyonu 1X olacak sekilde 20000x RedSafe (21141, Intron)
ekleyerek hazirlandi. Orneklerin bir miktar1 esit hacimlerde jele yiiklenerek elektrik
akimi ile yiriitiildii. PCR {riinleri, goriintiileme cihazi (c600, Azure) kullanilarak

goriintiilendi.

5.2.2.4. qPCR

Hiicrelerde DEK seviyesini karsilastirmali olarak analiz etmek i¢in gercek
zamanli PCR metodu Power SYBR™ Green PCR Master Mix (4368706, Applied
Biosystems) kiti kullanild. lgili genlerin primer ¢iftleri; DEK1 igin ileri primer 5’-

GTCTCATCGTGGAAGGCAAG-3’, geri primer 5’-
GTGCCTGGCCTGTTGTAAAG-3; DEK?2 igin ileri primer 5’-
ATGTCCGCCTCGGCCCCTG-3’, geri primer 5’-CTGCCCCTTTCCTTTTTCCT-

3’; GAPDH igin ileri primer 5’-GAAGGTGAAGGTCGGAGTC-3", geri primer 5’-
GAAGATGGTGATGGGATTTC-3’ olarak tasarlandi. PCR kosullar1 95°C’de 3
dakika, sonrasinda 45 dongii 95°C’de 15 saniye, 57°C’de 30 saniye, 72°C’de 1
dakika olarak uygulandi. Gergek zamanl olarak elde edilen ARN/Cycle grafigi baz
aliarak her bir kuyuda ilgili gene ait bir cogalma gerceklesip ger¢eklesmedigi tespit
edildi. Ayrica PCR reaksiyonu takiben Coziinme Egrisi (Melting Curve) donglisi
uygulanarak her bir kuyu i¢in elde edilen {iirlinlerin ilgili gene ait olup olmadig1 tespit
edildi. Her ornek igin 3 tekrarli reaksiyonlar kuruldu ve Ct (Treshold Cycle)
degerlenin aritmetik ortalamasi kullanildi. Farkli 6rnekler arasinda goreceli olarak
DEK1 ve DEK2 seviyesi, 2044 formiilii ile hesaplandi. Hesaplamada normalizator
olarak GAPDH o6rneklerinin Ct degerleri kullanildi.
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5.2.3. Transfeksiyon

293T hiicreleri yaklasik 3,5 milyon olacak sekilde 10 cm petriye ekildi ve bir
giin taze %10 FBS ve %1 Penisilin/Streptomisin iceren DMEM (41966029, Gipco)
besiyerinde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda hiicrelerin besiyeri 55°C’de 1 saat
inaktive edilmis %10 FBS ve ayrica %1 Penisilin/Streptomisin igeren taze
hazirlanmis 5 ml DMEM besiyeri ile degistirildi. Hiicreler 3 saat 37°C %10 CO;
ortaminda inkiibe edildi. Transfeksiyon karistmi, Promega kalsiyum fosfat
transfeksiyon kiti (E1200, Promega) kullanilarak hazirlandi. Karisimda DEK geninin
klonlandigt MIGR1 (MSCV-IRES-GFP, MSCV-MycDEK1-IRES-GFP, MSCV-
MycDEK2-IRES-GFP) vektor plazmiti 10 pg, Gag/Pol plazmiti 4 pg, VsV-G
plasmiti 2 pg kullanildi. Elde edilen karisim 293T hiicrelerine uygulandi ve hiicreler
37°C %10 CO; ‘de 18 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi hiicreler 1 kez PBS ile
yikand1 ve taze inaktive FBS igerikli hazirlanan besiyeri ile degistirildi. Hiicreler 48
saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras: hiicrelerin viriis iceren besiyerleri topland: ve

0,22 pm filtreden gegirildi.
5.2.4. Transdiiksiyon

T-25 flask igerine ekilmis 500 bin HS-27A hiicresi bir giin 37°C %10 CO>
ortaminda inkiibe edildi. Hiicrelerin iizerinde eski besiyerleri ¢ekildi ve bir kez PBS
ile yikandi. Toplanan ve filtre edilen viriis besiyerlerine, 8 pg/ml konsantrasyonunda
polybrene eklendi. Karisim HS-27A hiicreleri iizerine birakildi ve infekte olamaya
baslaya hiicreler 37°C %10 CO> ortaminda 24 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi
hiicreler bir kez PBS ile yikandi ve besiyerleri %10 FBS, %1 Penisilin/Streptomisin
icine taze RPMI 1640 besiyeri ile degistirildi. 37°C %10 CO2 ortaminda inkiibasyona
kaldirildi.

5.2.5. FACS ile Infekte Hiicrelerin Secilimi

Retroviriis ile infekte olan hiicreler GFP-pozitif hiicrelerdir. infeksiyon sonrasi
yeteri kadar biiyliyen hiicreler toplanarak bir kez PBS ile yikandi. Hiicreler 0,45 um
filtreden gecirilmis ayristirma medyumunda (%2 BSA ve 4mM EDTA igeren PBS)
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¢oOziildii. GFP-pozitif hiicrelerin seg¢ilimi i¢in akim sitometrisi tabanli floresan aktive
hiicre ayristirma (FACS) (FacsJazz, BD) sistemi kullanildi. FACS ile GFP-pozitif
hiicreler, GFP-negatif hiicrelerden ayristirilarak, soguk FBS iceren bir tiipte toplandi.
Secilen GFP-pozitif hiicreler biiyiimeleri i¢in %10 FBS, %1 Penisilin/Streptomisin
icine taze RPMI 1640 besiyeri ekildi ve 37°C %10 CO; ortaminda inkiibasyona
kaldirildi.

5.2.6. Akim Sitometrisi ile GFP-pozitif Hiicre Analizi

Se¢ilimi yapilan ve kiiltiir ortaminda biiyiitiilen hiicreler yikanarak toplandi.
Hiicreler bir kez soguk PBS ile yikandi ve temiz soguk 1 ml PBS icerisinde ¢6ziildii.
Ornekler, BD Accuri C6 akim sitometrisi cihazinda FL1-A kanali kullanilarak
gecirildi. Hiicre popiilasyonunda pozitif ve negatif hiicre kapisini belirlemek igin
GFP-negatif (infekte edilmemis HS-27A) hiicreleri kullanildi. GFP sinyaline gore

poplilasyondaki hiicre yogunluklari belirlendi.
5.2.7. Immiinofloresan Boyama

Steril lamel iizerine ekilmis hiicreler kiiltiir ortamimdan alindi. Orneklerin
i¢inde bulundugu besiyerili ortam uzaklastirildi. Ornekler PBS yikandi. Hiicrelerin
fiksasyonu i¢in pH ‘s1 6,9 olan %4 PFA (P6148-1KG, Sigma-Aldich) iceren PBS ile
oda sicakliginda 20 dakika inkiibe edildi. Fiksasyon sonrast 6rnekler PBS ile yikandi.
Hiicre gegirgenligi arttirmak i¢in devaminda ornekler %0,5 Triton 100-X (T8787-
100ML, Sigma-Aldich) igceren PBS ile oda sicakliginda 20 dakika calkalayici
lizerinde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 6rnekler PBS ile yikandi. Devaminda, %2
BSA (A2153-10G, Sigma-Aldrich) igeren PBS bloklama soliisyonu olarak 1 saat oda
sicaklinda ve c¢alkalayici lizerinde uygulandi. Sonrasinda bloklama soliisyon:
uzaklastirilarak, %1 BSA igerinde ilgili primer antikor ilgili oraninda hiicrelere
uygulandi. Ornekler gece boyu 4°C’de ¢alkalayici iistiinde inkiibe edildi.

Ertesi sabah, antikor uygulamasi uzaklastirildi ve %1 BSA iceren PBS ile
yikandi. Orneklere %1 BSA igerinde ilgili florofor bagl sekonder antikor ilgili

oraninda 1 saat oda sicakliginda calkalayici lizerinde ve karanlik ortamda hiicrelere
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uygulandi. Bu adimdan sonraki tiim uygulamalarda o6rneklerin olabildigince 1s18a
maruz kalmamalarina 6zen gosterildi.

Ikinci bir primer ve sekonder ankikor uygulamasi yapilan ornekler igin;
ornekler %1 BSA iceren PBS ile yikandi. Yikama sonrasi ise ikinci kez pH ‘s1 6,9
olan %4 PFA ile 5 dakika oda sicakliginda hiicreler inkiibe edildi. Fiksasyon sonrasi
ornekler %1 BSA igeren PBS ile yikandi. Devaminda, ikinci kez %2 BSA iceren
PBS bloklama soliisyonu olarak 30 dakika oda sicaklinda ve galkalayici iizerinde
uygulandi. Sonrasinda bloklama soliisyon1 uzaklastirilarak, %1 BSA igerinde ilgili
primer antikor ilgili oranda hiicrelere 1 saat oda sicakliginda calkalayici iizerinde
uygulandi. Devaminda o6rnekler ve %1 BSA iceren PBS ile yikandi ve %1 BSA
icerinde ilgili florofor bagl sekonder antikor ilgili oranda 1 saat oda sicakliginda
calkalayici lizerinde hiicrelere uygulandi.

Antikor antikor uygulamasi tamamlanan tiim ornekler i¢in; tiim uygulamalar
ardindan o6rnekler 6 kez distile su ile yikandi. 6 kuyulu petri igerinse bulunun
ornekler lamel ile kuyu igerisinden c¢ikartilarak kurumalar1 saglandi. Kuruyan
ornekler, bir damla VectaShield Mounting Medium (H-1200, Vector Lab.) soliisyonu
damlatilmis lam {izerine, hiicreler lam ve lamel arasinda kalacak sekilde kapatildi ve
lamellerin etrafi bir oje yardimi ile lama sabitlenmesi saglandi. Ornekler 4°C’de ve
karanlik ortamda saklandi.

Bu teknikte, PBS ile yikandi ve %1 BSA iceren PBS ile yikandi, seklinde
belirtilen tiim PBS yikama uygulamasinda, bir kez beklemeksizin PBS veya
belirtildiyse %1 BSA igeren PBS ile yikamasi devaminda ise 5 dakika calkalayici
tizerinde PBS veya belirtildiyse %1 BSA igeren PBS yikmasi seklinde uygulandi.

Kullanilan ilgili antikor bilgileri ise Tablo 5.8’de verilmistir.

30



Tablo 5.8: Immiinofloresan boyamada kullanilan antikorlar ve kullanim oranlari.

Kullanilan primer antikor Kullanim oram
Tavsan anti-insan yYH2AX (2577, Cell Signalling Technologies) 1:1000

Fare anti-Myc (2276, Cell Signalling Technologies) 1:1000
Tavsan anti-Myc (2278, Cell Signalling Technologies) 1:1000

Fare anti-human NPM1 (32-5200, invitrogen) 1:400
Kullanilan florofor bagh sekonder antikor Kullanim oram
Anti-tavsan Alexa Flour 555 (4409, Cell Signalling Technologies) 1:500
Anti-fare Alexa Flour 647 (4410, Cell Signalling Technologies) 1:500

5.2.8. DNA Hasarimin Olusturulmasi

5.2.8.1. Doxorubicinin Hazirlanmasi

DNA hasar1 olusturmak i¢in 0,05 uM doxorubicin (doxo) (D1515, Sigma-
Aldrich) kullamildi. Oncelikle toz halindeki doxorubicin 1 M olacak sekilde steril su
ile ¢oziildii. Olusturulan ana stok, 20 mM konsantrasyona sulandirildi. Son
konsantrasyon 0,05 uM olmast i¢in her 1 ml biyime (%10 FBS, %]l
Penisilin/Streptomisin igine taze RPMI 1640) besiyerine 2,5 ul 20 mM doxorubicin

verildi.

5.2.8.2. Doxorubicin Uygulamasi

Hiicreler 3 grup olacak sekilde, icerlerinde steril (alkol ve atesten gegirilmis)
lamel bulunan 6 kuyulu petrilere 200 bin hiicre ekildi. 24 saat inkiibasyonlarinin
ardindan hiicrelerin mevcut besiyerleri degistirildi. Birinci grup hiicreler, kontrol
grubu olarak secildi ve hiicrelere steril su (doxo ¢dziiciisii; diger gruplara uygulanan
doxo hacmi kadar) karistirilmis taze biiyiime besiyeri verildi. Ikinci ve {igiincii grup
hiicrelere ise son konsantrasyonu 0,05 uM doxo olacak sekilde biiyiime besiyerlerine
eklenerek hiicrelere verildi ve 24 saat biiyiime kosullarinda (37°C %10 CO2

ortaminda) inkiibe edildi. Boylece doxo gruplarinda DNA hasar1 olusturulmus oldu.
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Inkiibasyon sonunda, birini kontrol grubu ve ikinci 24 saat doxo uygulanmis
grup, hiicre kiiltiirii ortaminda alinarak, immunofloresan boyama teknigi uygulandi.
Hasar sonrast DNA hasar tamirinin izlenecegi tiglincii grup hiicrelere ise doxo igeren
besiyerleri uzaklastirilarak bir kez PBS yikmasi ardindan, taze biiyiime besiyeri
verildi. Bu grup hiicrelerde 24 saat biiyiime kosullarinda inkiibasyonuna devam

edildi. inkiibasyon sonunda ise hiicrelere immiinofloresan boyama teknigi uygulandi.

5.2.8.3. Hiicredeki DNA Hasarmin Gézlenmesi I¢in Immiinofloresan
Boyama

Kiiltiir ortamindaki inkiibasyonu tamamlanan hiicreler immiinofloresan
boyama béliimiinde anlatildig1 gibi boyandi. Ik grup primer ve sekonder antikor
olarak tavsan anti-insan yH2AX (2577, Cell Signalling Technologies) antikoru
1:1000 oraninda ve anti-tavsan Alexa Flour 555 (4409, Cell Signalling Technologies)
antikoru 1:500 oraninda kullanildi. Ikinci grup primer ve sekonder antikoru olarak
ise fare anti-Myc (2276, Cell Signalling Technologies) antikoru 1:1000 oraninda ve
anti-fare Alexa Flour 647 (4410, Cell Signalling Technologies) antikoru 1:500
oraninda kullanildi. Ornekler konfokal mikroskobu ile gériintiilenmek iizere hazir

hale getirildi.
5.2.8.4. Konfokal Mikroskobu ve Goriintii Analizi

Immiinofloresans boyamasi yapilan érnekler konfokal mikroskobu (Zeiss LSM
880) kullanilarak 4 kanalda goriintiilendi. Kullanilan kanallar, GFP i¢in Ar 488nm
25mW lazeri, DAPI 1s1masi i¢in Diode 405nm 0.2-0.8mW lazeri, Alexa Flour 555
icin Ar 514nm 25mW lazeri, Alexa Flour 647 i¢inse HeNe 633nm 5SmW lazeri
kullanildi. Arkaplan 1s1masin1 engellemek i¢in, Myc-negatif hiicre grubu ile kontrollii
bir sekilde goriintiileme ayarlart yapildi. Her 6rnek i¢in 7 adet Z-katmani (Z-Stack)
goriintiilendi. Gorlintliileme sonrasinda kaydedilen orneklerin 7 Z-katmani Zen 3.0
Blue Edition yazilimmin maximum intensity projection metodu ile birlestirildi.

Elde edilen goriintiilerin Alexa Flour 555 ile boyanmis YH2AX yogunlugunun
analizi, ImageJ yazilimi ile gerceklestirildi. Bu yazilim kullanilarak, 6ncelikle Alexa

Flour 647 ile boyanmis Myc goriintiilerinden, gerekli ayarlamalar ve esik (threshold)
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degerleri uygularak, Myc pozitif alanlar belirlendi. Bu bdlgelerden 6lgiim alalimi
niikleus ile smirlandirmak i¢in DAPI boyamasinin sinirlart Image] yaziliminda
bulunan partikiil analizi ile belirlendi. YH2AX goriintiisiinde ise belirlenen niikleus
alanlar1 dl¢tildi. Her Myc pozitif hiicrenin yH2AX yogunlugu ayri ayri kaydedildi.
Total dogrulanmis total hiicre fliioresansi (corrected total cell fluorescence; CTCF
(=intensity - Alan x arkaplan)) hesabi ile her hiicrenin floresan yogunlugu

hesaplandi.

5.2.9. Western Blot Yontemi ile Protein Analizi

5.2.9.1. Protein izolasyonu

Protein izolasyonu yapmak icin kiiltiir ortaminda biiyiitiilen her 6rnek hiicreden
yaklasik 3 milyon hiicre ayrildi. Ayrilan hiicreler 4°C’de 1500 rpm de santrifiij
edildi. Coken hiicrelerin iizerinden siipernatant (iist sivi) uzaklastirildi. Hiicreler
yikamak i¢in 5 ml soguk PBS ile ¢6ziildii ve 4°C’de 1500 rpm de santrifiij edildi.
Yikama sonrasi ¢oktiiriilen hiicrelerin siipernatanti uzaklastirildi.  Onceden
hazirlanmig Ripa soliisyonuna (150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI (pH 8), %1 NP-40,
%0,5 Sodium Deoxycholate, %0,1 SDS) final konsantrasyonu 1X olacak sekilde
100X proteaz/fosfataz inhibitorii kokteyili (78440, Thermo Scientfic) eklendi. Her
hiicre pelleti, 100 ul inhibitér eklenmis ripa soliisyonunda iyice ¢oziildii ve
vortekslendi. Sonrasinda drnekler 30 dakika buz iizerinde inkiibe edildi. Inkiibasyon
sirasinda her 10 dakikada bir vorteksleme islemi tekrar edildi. Inkiibasyon sonrasi
ornekler, 2 kez arasinda 15 saniye bekleme ile 15 saniye sonike edildi. Islem sonras:
ornekler 4°C’de 14000 rpm de 10 dakika santrifiij edildi. Siipernatant temiz bir tiipe

aktarilarak protein izolasyonu tamamlandi.
5.2.9.2. Protein Miktarinin Belirlenmesi

Her 6rnekten elde edilen bir miktar protein 1:10 oraninda sulandirildi. Protein
miktarmin belirlenmesinde BCA kitinin (23227, Thermo Scientfic) BSA standartlar
ayrica Ornek olarak kullanildi. BSA standartlarindan ve protein Ornek

sulandirilmalarindan 2 tekrarli olacak sekilde 96 kuyulu plakada her bir kuyuya 25 ul

33



ornek konuldu. Kitle birlikte gelen A ve B c¢ozeltileri sirasiyla 1:50 oraninda
karistirildi ve her bir kuyuya 200 ul eklenerek drneklerle karistirildi. Karanlik ortam
saglanan plaka 37°C’de calkalayici iizerinde 30 dakika inkiibe edildi. Ornekler 562

nm’lik absorbans degerinde 6l¢iim alinarak protein miktarlari belirlendi.

5.2.9.3. SDS PAGE Jel Elektroforezi

Toplanan proteinler toplam hacim 20 ul olacak sekilde, 20 ug protein, 5 ul 4X
LDS sample buffer (B0008, invitrogen) ve 2 ul 10X Sample Reducing Agent
(B0009, invitrogen) karistirildi. 20 ul den az hacime sahip Ornekler distile su ile
tamamlandi. Her 6rnek 70°C’de 10 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi
ornekler yiiklemeye hazir hale geldi.

Ornekleri yiiriitmek igin %12’lik akrilamid konsantrasyonuna sahip bis-tris
poliakrilamid jel kullanildi. Bir adet jel i¢cin %40’lik 37.5:1 akrilamid:bisakrilamid
(1248ML500, Neofroxx) c¢ozeltisi son konsantrasyonu %12 olacak sekilde
hazirlandi. SDS PAGE jelinin igerigi kullanilan miktarlarla birlikte Tablo 5.9’da
gosterilmistir. Yiiriitme ve ylikleme jel arasinda diiz bir hiza olmasi i¢in yiiriitme jeli
donmas1 beklenirken izopropanol kullanildi. Hazirlanan jel yiiriitme tankina
yerlestirildi ve tank 1X’e sulandirilmis yiriitme soliisyonu (161-0732, Biorad)
dolduruldu. Ornekler 20 ul hacimle jel kuyularma yiiklendi ve énce 50V akimda 5
dakika, sonra yaklasik 1,5 saat 100V akimda yiiriitiildii.

Tablo 5.9: SDS PAGE i¢in kullanilan poliakrilamid jel icerigi ve miktarlari.

Yiiriitme (Running) Jeli icerigi Hizalama (Stacking) Jeli icerigi
(%12 Poliakrilamid) (%4 Poliakrilamid)

Distile Su 2,1 ml | Distile Su 3,1 ml
%40 Akrilamid 1,5ml | %40 Akrilamid 0,5 ml
1,5M Tris-HCI (pH:8,8) 1,3ml | 0,5M Tris-HCI (pH:6,8) 1,3ml
%10 SDS 50 ul | %10 SDS 50 ul
%10 APS 50 ul | %10 APS 50 ul
TEMED 5ul TEMED 5ul
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5.2.9.4. Proteinlerin Membrana Transferi

Transferde kullanilacak nitroseliilloz membran (1620112, Biorad) aktiflesmesi
icin 5 dakika transfer soliisyonu (25 mM Tris, 192 mM glicin, 10% metanol)
icerisinde bekletildi. Yiirimesi tamamlanan jelin iizerine, transblot (170-4155,
Biorad) sistemine uygun sekilde aktiflestirilmis membran dikkatlice konuldu.

Sisteme yerlestirilen 6rnekler 25 dakika 25V akimda transferi edildi.

5.2.9.5. Antikor Uygulamasi

1X olacak sekilde sulandirilmis TBS (1706435, Biorad) igerisinde 1:1000
oraninda Tween20 (P9416-50ML, Sigma Aldrich) ¢6ziilmis TBS-T soliisyonu
hazirlandi. Transfer edilen membran, TBS-T igerisinde ¢oziinmiis %5 yagsiz siit tozu
(A0830, ApplieChem) ile 1 saat oda sicaginda roteyter inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrast membranlar ilgili primer antikorun ilgili oraninda (1:1000 oraninda fare anti-
Myc (2276, Cell Signalling Technologies), 1:1000 oraninda tavsan anti-insan DEK
(13962, Cell Signalling Technologies), 1:1000 oraninda tavsan anti-insan H2AX
(7631, Cell Signalling Technologies), 1:1000 oraninda tavsan anti-insan yH2AX
(2577, Cell Signalling Technologies)) TBS-T igerisinde ¢oziinmiis %5 yagsiz siit
tozu ile sulandirilarak 4°C’de rotor kullanilarak gece boyu inkiibe edildi. Ertesi
sabah, primer antikor igeren sollisyon uzaklastirilarak, 3 kez oda sicakliginda rotor
kullanilarak 10 dakika TBS-T soliisyonu ile yikandi. Yikama sonrasi, membranlar
rotor kullanilarak oda sicakliginda 1 saat ilgili sekonder antikor ilgili oranda (1:3000
oraninda HRP-konjuge anti-fare (7076, Cell Signalling Technologies), 1:3000
oraninda HRP-konjuge anti-tavsan (7074, Cell Signalling Technologies)) TBS-T
igerisinde ¢coziinmiis %5 yagsiz siit tozu ile sulandirilarak inkiibe edildi. Sonrasinda 3
kez oda sicakliginda rotor kullamilarak 10 dakika TBS-T soliisyonu ile yikandi.
Memranlar kemiluminisan goriintiileme ile goriintiilendi. Ardindan ayni sekilde
antikor uygulamalar1 arasinda yikama yapilarak dnce primer 1: 2000 oraninda tavsan
anti-human GAPDH (5174, Cell Signalling Technologies) antikoru sonra sekonder
:3000 oraninda HRP-konjuge anti-tavsan (7074, Cell Signalling Technologies)
antikoru ile oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi ve devaminda aym sekilde 3 kez

TBS-T ile yikanan membranlar goriintiilendi.
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5.2.9.6. Kemiluminisan Membran Goruntiileme

Kemiluminisan goriintiillemede kullanilmak iizere ECL kitinin (K-12045-D50,
Advansta) 6nerdigi gibi goriintiileme soliisyonu hazirlandi. Her membran igin 0,5 ml
solisyon membran iizerine damla damla yayildi. 3 dakika karanlik ortamda
bekletilen membran iizerinden fazla ECL uzaklastirilarak cihazina yerlestirildi ve

ImageLab 5.2.1 programu ile goriintiilendi.
5.2.10. Hiicre ici Protein Konumun Belirlenmesi

Kiiltiir ortaminda biiyiitiilen hiicrelerden 200 bin hiicre sayilarak, 6 kuyulu
plaka icerisine konulan, alkol ve ates ile steril edilmis lamel {izerine ekildi. Bir giin
kiiltiir ortaminda inkiibe edilen hiicreler alinarak, daha 6nce immiinofloresan boyama
bolimiinde anlatildigr gibi boyandi. Myc epitoplu DEK proteininin  konumun
belirlenmesi i¢in ilk primer antikor uygulamasinda, 1:1000 oraninda tavsan anti-myc
(2278, Cell Signalling Technologies) antikoru kullanildi. Devaminda sekonder
antikor uygulamasinda ise 1:500 oraninda anti-tavsan Alexa Flour 555 (4409, Cell
Signalling Technologies) antikoru kullanildi. Tek protein hedef alindigi i¢in bagka
bir antikor uygulamasi yapmadan, distile su ile yikama ve mounting medium ile
Oornegi kapatma asamalarina gecerek boyama tamamlandi. Sonrasinda konfokal
mikroskobu ile ilgili lazer kullanilarak ornekler goriintiilendi. 7 adet Z-katmani
kullanilarak alinan goriintiiler, Zen 3.0 Blue Edition yazilimi kullanilarak, maximum

intensity projection metodu ile katmanlar birlestirildi.
5.2.11. DEK ve Nucleophosmin Birlikte Konum Analizi

Protein konumun belirlenme boliimiinde anlatildigi gibi hiicre Grnekleri
hazirlandi. Devaminda immiinofloresan boyama béliimiinde anlatildig gibi hiicreler
boyand. 11k grup primer ve sekonder antikor olarak 1:1000 oraninda tavsan anti-myc
(2278, Cell Signalling Technologies) antikoru ve 1:500 oraninda anti-tavsan Alexa
Flour 555 (4409, Cell Signalling Technologies) antikoru kullanildi. ikinci grup
primer ve sekonder antikor olarak fare 1:400 oraninda fare anti-human NPM1 (32-
5200, Invitrogen) ve 1:500 oraninda anti-fare Alexa Flour 647 (4410, Cell Signalling
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Technologies antikoru kullanildi. Tamamlanan 6rnekler konfokal mikroskobu ile 7
Z-katmani alinarak goriintiilendi ve Zen 3.0 Blue Edition programi ile maximum

intensity projection metodu kullanilarak katmanlar birlestirildi.

5.2.12. insan Kanser ve Normal Doku cDNA Panel Analizi

Farkli kanser ve normal dokularda degisen gen ifadesinin analizi igin
TissueScan Cancer Survey cDNA Array 96-1 (Origene, Rockville, MD, USA) paneli
kullanilarak ger¢cek zamanli PCR reaksiyonu gergeklestirildi. PCR reaksiyonu ig¢in
Sybr Green I (4368706, Applied Biosystems) boyasi, DEK1 i¢in ileri primer 5’-

GTCTCATCGTGGAAGGCAAG-3’, geri primer 5’-
GTGCCTGGCCTGTTGTAAAG-3’, DEK?2 icin ileri primer 5’-
ATGTCCGCCTCGGCCCCTG-3’, geri primer 5’-CTGCCCCTTTCCTTTTTCCT-

3’ ve ACTB igin ileri primer 5’-CAGCCATGTACGTTGCTATCCAGG-3’ geri
primer 5’-AGGTCCAGACGCAGGATGGCATG-3’ dizileri kullanildi. Reaksiyon
kosullart ise 95°C’de 3 dakika, sonrasinda 45 dongii 95°C’de 15 saniye, 57°C’de 30
saniye, 72°C’de 1 dakika uygulandi. Reaksiyon sonunda ¢oziinme egrisi analizi ile
Ozgln Uriin tespiti gergeklestirildi. Birden fazla tekrar1 olan 6rneklerin belirlenen esik
degerine gore Ct degerlerinin ortalamasi kullanildi. Normalizator olarak ACTB Ct
degerleri kullanilarak, 2722 formiilii ile DEK1 ve DEK?2 ifadesinin géreceli seviyesi

hesaplandi. Istatiksel analiz i¢in reaksiyon sonunda tespit edilemeyen &rnekler sifir
olarak kabul edildi.

5.2.13. istatistiksel Analiz

Yapilan tekrarli ¢aligmalara GraphPad Prism 8.0.1 programi ile ¢aligmanin
tiriine gére Man Whitney U test veya Two Way Anowa uygulanmistir. P-degeri
0,05’ten kiigiik karsilastirmalar istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
[statistiksel olarak anlamlilik p-degerine gore (*: 0,05>p>0,01, **: 0,01>p>0,001,
***:0,001>p>0,0001, ****: 0,0001>p, ns:p>0,05) ile ifade edilmistir.
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6. BULGULAR

6.1. DEK1 VE DEK?2 ifadesinin Farkhh Hiicre Hatlarinda
Gosterilmesi

DEK geninin hiicresel ifadesini mRNA diizeyinde analiz edebilmek igin
oncelikle DEK izoformlarina 6zgiin baglanan oligoniikleotit primer tasarimi yapildi.
DEK izoform-2 (DEK2) ifadesi, DEK izoform-1 (DEK1) olgun mRNA’sindan
ekzon3 bakimindan yoksun olarak ifade edilmektedir (Sekil 6.1). Bu dogrultuda
izoformlara Ozgiin tasarlanan primerlerde, DEK1 olgun mRNA’s1 ig¢in ekzon3
bolgesi (DEK2’de olmayan ekzon bolgesi), DEK2 olgun mRNA’s1 i¢in ekzon2 ve
ekzon4 birlesim bolgesi hedef alindi. PCR reaksiyonunda iiriin eldesi igin kullanilan

primer c¢iftinin ters primeri ise farkli bir ekzon iizerindeki bolge hedef alinarak

tasarlandi.
DEK1 — Ekzon 1 — Ekzon 2 — Ekzon 3 —— Ekzon4 —--------- — Ekzon 11—
DEK2 — Ekzon 1 — Ekzon 2 Ekzon4 — - — Ekzon 11—

Sekil 6.1: DEK1 ve DEK2 mRNA’larinin sematik olarak gosterimi.

Tasarlanan primer ¢iftleri ile elde edilen PCR iiriinlerinin ilgili izoforma
0zglinliigiiniin kontrolii icin PCR reaksiyonlarinda ek olarak kalip DNA olarak,
DEK1 c¢cDNA’st klonu igeren (MSCV-FlagDEK1-IRES-GFP) ve DEK2 cDNA’s1
klonu iceren (MSCV-FlagDEK2-IRES-GFP) plazmitleri ayr1 reaksiyonlarda pozitif
kontrol olarak kullanildi. DEK1 ve DEK2 primer ¢iftleri ile ayr tiiplerde
gerceklestirilen reaksiyonlar sonucunda elde edilen iirlinler agaroz jel elektroforezi
uygulanarak goriintiilendi. Sonu¢ olarak, MSCV-FlagDEK1-IRES-GFP (pDEK1)
orneginde DEKI1 {irlin boyutu gozlenirken, MSCV-FlagDEK2-IRES-GFP (pDEK2)
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orneginde DEK2 firiin boyutu gozlendi (Sekil 6.2). Bu primer ¢iftlerinin, DEK
izoform ifadelerini gostermek i¢in uygun oldugu sonucuna ulasildi.

Ayni primer ciftleri ile HepG2 (insan karaciger kanseri hiicresi), HS-27A
(insan kemik iligi stroma hiicresi), U937 (insan monosit hiicresi), U266 (insan
plazma hiicresi), RPMI 8226 (insan plazma hiicresi), Hs5 (insan kemik iligi stroma
hiicresi), 293T (insan embriyonik bdbrek hiicresi) hiicre hatlarindan elde edilen
cDNA’lar ile PCR reaksiyonu gerceklestirildi. Sonug olarak, bahsi gecen tiim hiicre
hatlarinin hem DEK1 hem de DEK2’yi ayn1 anda ifade ettigi sonucuna ulasildi (Sekil
10).
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Sekil 6.2: 7 farkli hiicre hattinda DEK1, DEK2 ve GAPDH ifadesinin RT-PCR
yontemi ile gosterimi. pPDEK1 ve pDEK2 pozitif kontrol olarak kullanilan plazmitleri
ifade etmektedir. NTC negatif kontrolii gostermektedir.

Aym hiicre Ornekleri kullanilarak RT-qPCR yontemi ile hiicrelerin gen
ifadelerin goreceli olarak karsilastirmasi yapildi. Normalizasyonu GAPDH ifadesine
gore yapilan analiz sonucunda en yiiksek DEK1 ifadesi RPMI 8226 hiicre hattinda
(Sekil 6.3A), en yiiksek DEK2 ifadesi ise U937 hiicre hattinda (Sekil 6.3B) oldugu
bulgusuna ulasildi. Ayrica normalizasyonu DEK1 ifadesine gore yapilan analiz
sonucunda ise HS-27A ve U937 hiicre hatlarinda DEK1’e oranla DEK2 seviyesinin
daha yiiksek oldugu bulgusuna ulasildi (Sekil 6.3C).
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Sekil 6.3: RT-gPCR yontemiyle 7 farkli hiicre hattinda DEK1 ve DEK2 ifadesinin
analizi. A) GAPDH seviyesine oranla DEK1 ifadesinin hiicre hatlari arasinda kat
farki. B) GAPDH seviyesine oranla DEK2 ifadesinin hiicre hatlari arasinda kat farki.
C) DEK1 seviyesine oranla DEK2 ifadesinin hiicre hatlar1 arasinda kat farki.

Tiim sonuglar ele alindig1 zaman, HS-27A ve U937 hiicre hattinda, gen ifadesi
bakimindan DEK2 seviyesinin kullanilan diger hiicre hatlarina gore yiiksek oldugu
ve bu hiicre hatlarinda GAPDH seviyesinden bagimsiz olarak, DEK1 seviyesine
oranla DEK2 seviyesi kullanilan diger hiicre hatlarindan olduk¢a yiiksek oldugu

sonucuna ulasildi.
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6.2. HS-27A Hiicre Hattinda Ektopik Olarak Kalici Asiri
DEK1 ve DEK?2 ifadesinin Olusturulmasi

Hiicrelerin ektopik olarak kalic1 gen ifadesini saglamak i¢in retroviral yontem
kullanild1. Kullanilan retroviral memeli ekspresyon vektoriiniin (MIGR1) haritas1
Sekil 6.4’de gosterilmistir [Web 2, 2022]. Bu c¢alisgmada, klonlamast MIGR1
vektoriine yapilmis olan N-terminalinde Myc epitopu bagli DEK1 (MSCV-
MycDEK1-IRES-GFP) ve DEK2 (MSCV-MycDEK2-IRES-GFP) vektorleri

hiicrelerde kalic1 gen ifadesi igin kullanildi.
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Sekil 6.4: MIGR1 vektoriiniin haritasi.

Retroviris tiretimi i¢in 293 T hiicreleri retroviral vektorler ile transfekte edildi.
Transfeksiyon sonrasi toplanan viriisler ile HS-27A hiicreleri infekte edildi.
Infeksiyon verimligi, floresan mikroskobu altinda GFP 1simasi yapan hiicrelerin
varligi ile gozlendi. Gorece diisiik oldugu disiilen hiicre popiilasyonunun seviyesini
arttirmak i¢in hiicre se¢ilimi yapilmasina karar verildi.

Hiicre se¢ilimi, akim sitometrisi tabanli floresan hiicre ayristirmasi
(Fluorescence-activated cell sorting; FACS) kullanilarak, belli seviyenin iistiindeki
GFP pozitif hiicrelerin ayristirilmasi ile gerceklestirildi. Ayristirma sonrasi, segilen
hiicreler kiiltiir ortaminda bir siire biiytitiildiikten sonra akim sitometrisi kullanilarak

GFP pozitif hiicre popiilasyonunun en az %90 oldugu tespit edildi (Sekil 6.5).
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Sekil 6.5: FACS ile hiicre secilimi sonrast GFP-pozitif hiicrelerin analizi. HS-27A
(infekte edilmemis) hiicrelerin analiz ile belirlenen kapinin solu GFP-negatif, sag1 ise
GFP-pozitif hiicre popiilasyonunu gostermektedir.

Secilimi tamamlanan hiicrelerde DEK izoformlarinin agir1 ifadesini géstermek
i¢in hiicrelerden toplanan RNA 6rnekleri ile RT-qPCR analizi gergeklestirildi. Sonug
olarak mRNA diizeyinde, hiicrenin endojen DEK1 ifadesine gore, DEK1 ifadesinin
yaklasik 4,5 kat, DEK?2 ifadesinin ise yaklasik 2 kat artti31 bulgusu elde edildi (Sekil
6.6).
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Sekil 6.6: RT-gPCR sonucu ile edilen asir1 DEK1 ve DEK2 ifade eden hiicrelerin
kontrol grubu DEK1 (endojen) seviyesine gore kat farki.

Artan mRNA ifadesinin, protein ifadesi tizerine etkisini gormek i¢in bu protein
ornekleri toplandi. Elde edilen protein 6rnekleriyle western blot teknigi kullanilarak
protein analizi yapildi. Sonug olarak, DEK izoformlarinin (MycDEK1 ve MycDEK?2)
protein diizeyinde ektopik olarak ifade edildigi ve bu hiicrelerin total DEK miktarinin

endojen DEK miktarina gore arttig1 gosterildi (Sekil 6.7).
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Sekil 6.7: Western blot yontemi ile hiicrelerin ektopik asir1t MycDEK1 ve MycDEK?2
ifadesinin protein seviyesinde gosterimi. Sol: Myc antikoru, sag: DEK antikoru
uygulamasini gostermektedir. GAPDH yiikleme kontrolii olarak kullanilmistir.

43



6.3. DEK1 ve DEK2 Protein Hiicre Ici Lokalizasyonunun
Belirlenmesi

Ektopik olarak asir1 DEK1 ve DEK?2 ifade eden HS-27A hiicreleri, Myc
antikoru ile immiinofloresan olarak boyandi. Boyama sonrasi floresan 1s1ma konfokal
mikroskobu ile goriintilendi. DAPI floresan boyast DNA’da bazi niikleik asit
bolgelerine kuvvetli olarak baglanarak c¢ekirdegin konumunu gostermektedir
[Chazotte, 2011]. Elde edilen sonuglar dogrultusunda MycDEK1, DAPI goriintiisii
ile ortiiserek, genel olarak hiicre ¢ekirdeginde yayilim gosterirken, MycDEK?2 yine
hiicre ¢ekirdeginde yayildigi fakat g¢ekirdek icinde bazi konumlarda agregatlar
olusturdugu goriildii (Sekil 6.8).

DAPI MERGE

Sekil 6.8: Immiinofloresan yéntem kullanilarak HS-27A hiicrelerinde ektopik DEK
izoformlarinin hiicre i¢i lokalizasyonlariin gosterilmesi. Myc antikoru DEK
izoformlarini, DAPI ise hiicre ¢ekirdegini gdstermektedir.

GFP Kontrol

MycDEK1

MycDEK2
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6.4. DEK2 Proteini ile Cekirdek¢ik Biyobelirteci Olan
Nucleophosmin-1’in Birlikte-lokalizasyonunun Gosterilmesi

Hiicre c¢ekirdeke¢igi, c¢ekirdek igeresinde zarsiz bir yapida bulundugu
bilinmektedir [Trinkle-Mulcahy, 2018]. Nucleophosmin-1 (NPM1) proteini ise hiicre
icerisinde yogunlukla ¢ekirdekgikte bulunmaktadir [Borer et al., 1989]. Bu bilgiden
yola ¢ikarak, MycDEK2 proteinin hiicre ¢ekirdeginde agregat olusturdugu bolgelerin
hiicre ¢ekirdekg¢igi olup olmadigi gostermek i¢in hem Myc hem de NPMI ile
immiinofloresan boyama yapildi. Boyama sonrasi 6rnekler konfokal mikroskobu ile
goriintiilendi. Sonug olarak MycDEK?2 proteini, ¢ekirdekte diffiiz yayilima ek olarak
NPM1 lokalizasyonu ile ortiiserek ¢ekirdekgikte lokalize oldugunu sonucuna ulasildi
(Sekil 6.9).

DAPI MYC NPM1 MYC+NPM1 MERGE

MycDEK1  GFP Kontrol

MycDEK2

Sekil 6.9: HS-27A hiicrelerinde immiinofloresan yontemle hem NPM1 hem de Myc
antikorlar1 ile ¢ift boyama sonucunda, NPM1 ve DEK izoformlarinin birlikte-
lokalizasyonunun gosterilmesi. Ok ucu NPM1 ile ortiisen ¢ekirdekcik
lokalizasyonunu gdstermektedir.

DEK izoformlarmin hiicre popiilasyonunda ne oranda ¢ekirdekgikte
lokalizasyon gosterdigini analiz etmek MycDEK1 ve MycDEK?2 ifade eden HS-27A

hiicreleri ve benzer sekilde laboratuvarimizda olusturulmus N-Terminaline Flag
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epitopu bagh FlagDEK1 ve FlagDEK?2 ifade eden HS-27A hiicreleri kullanilarak
cekirdekgikte lokalize olma orani hesaplandi. Bu hesaplama icin dncelikle hiicreler
immiinofloresan yontemle boyandi ve floresan 1s1ma takip edilerek, her hiicre grubu
i¢in hiicre popiilasyonundan rastgele en az 100 hiicre sayildi. Sayilan bu hiicre
gruplari i¢inde, Myc veya Flag epitoplu DEK izoformlar1 bakimindan ¢ekirdekgikte
lokalizasyon gosteren hiicre sayilart not edildi. Elde edilen sonuglar dogrultusunda,
oransal olarak DEKI1 proteini olduk¢a az hiicrede ¢ekirdekgikte lokalizasyonu
gozlenirken, DEK2 proteini olduk¢a fazla hiicrede ¢ekirdekgikte lokalizasyon
gosterdigi sonucuna ulasildi (Tablo 6.1).

Tablo 6.1: Ektopik DEK izoformlarinin hiicresel lokalizasyonlari.

Niiklear Lokalizasyon | Niiklear Agregat
HS-27A Hiicresi Total Hiicre Sayisi

(% Hiicre sayisi) (% Hiicre sayisi)
MycDEK1 135 89,9 10,3
MycDEK?2 147 1,3 98,6
FlagDEK1 216 100 0
FlagDEK?2 183 20,7 79,2

6.5. DEK  izoformlarnmm DNA Hasar ve Tamir
Mekanizmalar: Uzerindeki EtKisi

6.5.1. DNA Hasarimin Olusturulmasi

DNA iizerindeki hasarlar genomik istikrarsizliga sebep olmaktadir. Bir
kemoterapi ilact olarak kullanilan doxorubicin, DNA Topoizomeraz II’yi inhibe
ederek replikasyon stresi olusturmakta ve hiicre metabolizmasini etkileyerek reaktif
oksijen tiirevlerinin (ROS) olusmasina sebep olmaktadir. Bu durumun DNA {izerinde
cift iplik kirigina sebep oldugu ise bilinmektedir [Chatterjee and Walker, 2017].
DNA hasar1 olustugu zaman bir histon proteini olan H2AX fosforillenmesi
gerceklesmekte ve hasar bolgesinde YH2AX odaklari olusmaktadir [Mah et al.,
2010]. Bu ¢alismada ¢ift zincir DNA kirigi olusturmak i¢in 0,05 pM doxorubicin
(doxo) kullanildi. Hiicrelere 24 saat boyunca doxo uygulandi. Doxo uygulamasi

sonrasi, bir grup hiicreden doxo uzaklastirilarak 24 saat taze biiylime besiyerinde
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inkiibasyonu saglandi. Ornekler immiinofloresan olarak boyandi ve hi¢ doxo
uygulanmamis (kontrol grubu), 24 saat doxo uygulanmig (DNA hasari grubu) ve
doxo uygulamasindan sonra 24 saat biiylime besiyerinde inkiibe edilmis (DNA tamiri
grubu) hiicreleri konfokal mikroskobu ile goriintillendi. DNA hasar1 grubu
hiicrelerde doxo uygulamasi sonunda DNA hasar belirteci olan yH2AX odak
yogunlugu kontrol grubuna gore oldukca ytikselirken, DNA tamiri grubu hiicrelerde
hasarin tamiri ile YH2AX odak yogunlugunun azaldigi gézlemlendi. Sonug olarak,
0.05 uM doxo uygulamasinin efektif DNA hasarina sebep oldugu, artan yH2AX
odaklar1 ile ortaya konuldu. Doxo uzaklastirildiktan sonra ise, DNA tamirinin

gerceklesmesi sonucunda YH2AX odaklarinin azaldigr gosterildi (Sekil 6.10).

Kontrol 24 saat doxo. 24 saat tamir

Merge YH2AX Merge yH2AX Merge yH2AX

Sekil 6.10: 24 saat 0,05 uM doxorubicin (doxo) uygulamasi ile olusturulmus DNA
hasar1 sonrasi, HS-27A hiicrelerinde yH2AX odak yogunlugunun immiinofloresan
boyama ile belirlenmesi. Kontrol: doxo uygulanmamais; 24 saat doxo.: doxo
uygulamasindan hemen sonra; 24 saat tamir: doxo uzaklastirildiktan 24 saat sonra,
boyanip konfokal mikroskobu ile goriintiilenmis hiicre gruplarini temsil etmektedir.

MycDEK1 GFP Kontrol

MycDEK2

6.5.2. DNA Hasar1 Sonrasi Degisen yH2AX Odak Yogunlugunun
Tespiti

Immiinofloresan olarak boyanan DNA hasari hiicre gruplarinda 50 ila 100
arasinda Myc-pozitif hiicrenin YH2AX floresan yogunlugu 6l¢iildii. Gruplardaki her
bir hiicrenin floresan yogunlugunun aritmetik ortalamasi o grubun hasar seviyesi
olarak kabul edildi. Bu deney birbirinden bagimsiz olarak 3 kez tekrar edildi. Sonug

olarak, 24 saat doxo uygulamasi sonucunda hem DEK1 hem de DEK2 hiicrelerinde
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kontrol (HS-27A-GFP) hiicrelerine gore daha yiiksek YH2AX sinyali olustu. Doxo
uzaklastirildiktan 24 saat sonunda ise DNA tamiri sonucunda, YH2AX sinyali DEK1
hiicrelerinde kontrol grubu ile benzer seviyeye inerken, DEK2 hiicrelerindeki

yH2AX sinyali azalis1 daha az oldugu tespit edildi (Sekil 6.11).
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Sekil 6.11: DNA hasar seviyesinin 50 ila 100 arasinda HS-27A hiicresinin yH2AX
yogunlugunun ortalamsini alinirak karsilastirilmasi. 3 bagimsiz tekrar ile sonuglar
desteklenmistir. A) 1. bagimsiz deney sonucu, B) 2. bagimsiz deney sonucu C) 3.
bagimisz deney sonucu. Tiim bagimsiz deneylerde, Mann Whitney U-test ile
istatistiksel olarak anlamlilik hesaplanmigtir.
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6.5.3. Asir1 DEK1 ve DEK?2 ifade Eden Hiicrelerin Hasar Tamir
Oranlarmin Analizi.

Elde edilen hasar seviyeleri kullanilarak, her 6rnegin 24 saat tamir sonrasi
seviyesinin 24 saat hasar sonrasi seviyesine boliinmesi (24 saat tamir seviyesi/24 saat
doxo seviyesi) ile DNA tamiri sonundaki hasar seviyesi hesaplandi. 3 bagimsiz
deneyin ortalamasi alindig1 zaman, asirt MycDEK 1 ifade eden HS-27A hiicrelerinin,
asirt MycDEK?2 ifade eden HS-27A hiicrelerine gore istatistiksel olarak anlamli
seviyede ve daha yiiksek oranda DNA onarimi gergeklestirdigi gortildii. Fakat asiri
MycDEK?2 ifade eden HS-27A hiicrelerinde kontrol grubuna gore anlamli fark tespit
edilmedi (Sekil 6.12).

Sonug olarak, kontrol grubu hiicrelere gore asirt MycDEK1 ve MycDEK?2 daha
fazla hasar olusumuna sebep olsa bile, asir1 MycDEKI, hiicrelerde olusan hasarin
ayni siirede daha yiiksek oranda tamir edilmesini saglamistir. Tiim sonuglar ele
alindiginda, DEK1’in DNA tamirinde olasi bir rol oynadigi, fakat DEK2’nin benzer

etkiyi gostermeyerek DEK 1 den farkli davrandigi sonucuna ulasilmistir.
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Sekil 6.12: HS-27A hiicrelerinde 24 saat doxo uygulamasi sonucunda olugan DNA

hasarina oranla, hasar tamirinin ortalama yH2AX floresan yogunlugu ile analizi. 3

bagimiz deneyin ortalams1 Two Way Anowa ile istatistiksel olarak analiz edilmistir
(hata barlari + standart sapmay1 gostermektedir).
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6.6. Farkli insan Tiimor Dokularinda Degisen DEK1 ve
DEK?2 Seviyesinin Analizi

Insan normal ve tiimdr dokularinda, degisen DEK1 ve DEK2 seviyesinin tespiti
icin TissueScan Cancer Survey cDNA Array 96-1 (Origene, Rockville, MD, USA)
paneli kullanildi. DEK1 ve DEK2 ifadesi 6zglin primer ¢iftleri kullanilarak RT-gPCR
yontemi ile analiz edildi. Calismada Actin-Beta (ACTB) ifadesi normalizator olarak
kullanildi. DEK1 ve DEK2 ifadesinin analizi igin bagimsiz iki tekrarin ortalamasi
kullanild1. Kullanilan panel 8 farkli dokuya ait farkli insanlardan alinmis cDNA
orneklerini igermektedir. Her doku i¢in 3 farkli insana ait normal ve 9 farkli insana
ait timor ornegi bulunmaktadir. Her doku i¢in PCR reaksiyonunda efektif olarak
calisan normal ve tiimor doku oOrnekleri kullanilarak, DEK1 ve DEK2 seviyesi
goreceli olarak karsilastirildi. Elde edilen sonuglar ile, tiim dokularda hem DEKI1 ve
hem de DEK2 seviyesi ayn1 doku tiiriinde farkli 6rneklerde farkli seviyelerde oldugu
ve DEK1 ifadesinin meme ve kolon tiimor dokularinda anlamli seviyede arttigi
goriildi (Sekil 6.13). DEK1 ifadesindeki bu artisin, meme kanserinde 137, kolon
kanserinde ise 24 kat arttig1 goriildi (Sekil 6.14)

Sonug olarak, yapilan ¢alisma dogrultusunda, DEK1 ifadesinin meme ve kolon
kanserinde anlamli seviyede arttigi goriildii. Fakat DEK2 ifadesinde, kullanilan 8
farkl kanser tiiriindeki higbir tiimor dokusunda, normal dokuya gére anlamli bir artig

veya azalis tespit edilemedi.
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Sekil 6.13: cDNA-doku panel 6rneklerinin RT-qPCR ile yontemiyle yontemiyle
analizi. Panel meme, kolon, bobrek, karaciger, akciger, over, prostat ve tiroid
dokularindan alimis saglikli (n=3) ve tiimor (n=9) cDNA 6rneklerini icermektedir.
DEKI1 ve DEK2 ifadesi 2 bagimsiz cDNA panelin ortalamas1 alinarak
hesaplanmigstir. Bazi 6rnekler erime egrisi (melting curve) analizi sonucunda
verilerden ¢ikartilmigtir. Logaritmik olarak sunulan grafiklerdeki barlar, normal
dokuya oranla tiimor dokusundaki kat farkini ifade etmektedir. Kat farki Mann
Whitnet U-test kullanilarak isatistiksel olarak p degeri hesaplanmistir.
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Sekil 6.14: RT-qPCR ile yontemiyle analiz edilen cDNA-doku panel 6rneklerinin
tiimor dokudaki ortalama kat farki. Grafikteki dikey degerleri logaritmik artis ile
gosterilmistir. Mann Whitnet U-test kullanilarak isatistiksel olarak p degeri
hesaplanmistir (hata barlar1 + standart sapmay1 gostermektedir).
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7. SONUCLAR ve TARTISMA

DEK proteini, DNA tamiri dahil birgok hiicresel siiregle iliskilendirilen ve bazi
solid kanser tiirlerinde asir1 ifadesi ile tanimlanmis bir onkoproteindir [Riveiro-
Falkenbach and Soengas, 2010], [Privette Vinnedge et al., 2013]. DEK geni bilenen 2
farkli izoformu kodlamaktadir ve bu izoformlar DEK izoform-1 (DEK1) ve DEK
izoform-2 (DEK2) proteinlerini ifade etmektedir. DNA tamiri ve birgok farkli
hiicresel siireg DEK1 proteini ile iliskilendirilse de, DEK2 proteini detayli olarak
incelenmemistir.

DEK?2 proteini DEK1 proteininden farkli olarak ekzon 3 bakimindan eksik 341
aminoasit uzunlugundaki bir DEK izoformudur. Yapisal olarak 34 aminoasitlik bir
fark olsa bile, DEK1 proteinindeki DNA’ya baglanma bdlgesi ve multimerize bolgesi
DEK?2 proteininde de korunmustur. Fakat bu 6zelikler bakimindan DEK2’nin ayni
ozellikleri gosterdigi hentiz kanitlanmamustir.

Bu c¢alismada, DEK1 izoformu ile karsilastirilarak, DEK2 izoformunun DNA
tamiri ve bazi epitel kokeni Kanser tiirlerinde iizerinde etkisinin gosterilmesi
amaglanmistir. Calismamiz dogrultusunda ilk 6nce farkli hiicrelerde DEKI1 ve
DEK?2 ifadesi, izoformlara 6zgiin olarak tasarlanmis primer ciftleri ile tespit edildi.
Bu calismada kullanilan tiim hiicrelerde es zamanli olarak hem DEK1 hem de
DEK2’nin ifade edildigi tespit edildi. DEK2 ifadesinin DEK1’e oranla HS-27A ve
U937 hiicrelinde goreceli olarak daha fazla oldugu sonucuna ulasildi. Bu dogrultuda,
DEK?2 izoformunun DNA tamiri {izerindeki etkisinin analizini yapabilmek igin HS-
27A hiicrelerinde N-terminaline Myc epitopu eklenmis DEK1 ve DEK2 izoformunun
asir1 ifadesi, MIGR1 retroviral vektorii (MSCV-IRES-GFP) yardimiyla saglandi.

Elde edilen hiicrelerin RNA o6rnekleri analiz edildigi zaman endojen DEK?2
ifadesinin DEK1 ifadesine gore oldukea diisiik kaldig1 (yaklasik 250 kat) goriildii.
DEK izoformlarinin asir1 ifadesi saglanan HS-27A hiicrelerinde ise endojen DEK1’e
oranla DEK1 seviyesinin 4,5 kat, DEK2 seviyesinin 2 kat arttig1 gosterildi. Western
blot yontemi ile bu hiicrelerde DEK1 ve DEK2’nin ektopik olarak protein diizeyinde
ifade edildigi N-terminalinde bulunan Myc epitopu hedef olarak gosterildi.

DEKI1 proteinin genel olarak cekirdekte lokalize olan niikleer bir proteindir
[Waldmann et al., 2004]. Farkli olarak ise hiicre disina DEK salgilayan makrofaj

hiicrelerinde, DEK proteini hiicre sitoplazmasinda da bulunabilecegi tespit edilmistir
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[Mor-Vaknin et al., 2006]. Bu ¢alismada HS-27A hiicrelerinde hem DEK1’in hem de
DEKZ2’in protein lokalizasyonunun tespiti amaglandi. Bu dogrultuda MycDEK1 ve
MycDEK?2 ifadesi saglanan HS-27A hiicrelerinde Myc epitopu hedef alinarak
konfokal mikroskobu ile proteinlerin hiicresel lokalizasyonu incelendi. Yapilan bu
calisma ile MycDEK 1 ve MycDEK2 proteininin hiicre ¢ekirdeginde lokalize oldugu
gozlemlendi. Ancak MycDEK?2 proteininin ¢ekirdek lokalizasyonuna ek olarak,
cekirdek icerisinde bazi konumlarda agregat olusturdugu ve bu agregatlarin NPM1
ile ortiisen lokalizasyon sergiledigi goriildii. DEK2’nin  NPM1 ile birlikte-
lokalizasyonu, DEK2’nin ¢ekirdekgikte de yogun olarak lokalize oldugunu gosterdi.
Bu bulgular ile DEK1 ve DEK2’nin hiicre i¢i lokalizasyonlarinda farkli egilimler
olabildigi sonucuna ulasildi.

DNA ¢ift iplik ki@ tamirinde DEKI1 proteinin etkisi bilinmektedir. DNA
hasar aldiktan sonra H2AX hizla ATM veya ATR tarafindan fosforillenerek yH2AX
odaklart olugmaktadir. Bu siire¢ hasar tamiri ig¢in gereklidir [Goodarzi and Jeggo,
2013]. DNA topoizomeraz Il DNA replikasyonunda DNA sentezinin
gerceklesebilmesi i¢cin DNA’y1 yeniden sekillendirerek agilmasini saglamaktadir.
Acgilmayan replikasyon catallari, DNA replikasyonunun durmasina sebep olarak,
hiicre stresine sebep olmaktadir [Gaillard et al., 2015]. Kanser ilac1 olarak kullanilan
doxorubicin bir DNA topoizomeraz Il inhibitoriidiir ve hiicrenin replikasyon stresine
girmesine sebep olur. Bu stres durumu ise hiicre DNA’sinda ¢ift iplik kiriklart ile
sonuglanir [Mah et al., 2010]. Bu tez ¢alismasinda ¢ift iplik kirig1 olusturmak igin
0,05 uM doxorubicin kullanildi. Asirt DEK1 ve DEK?2 ifade eden hiicrelerde DNA
hasar1 olugturuldu. DNA hasar1 sonucunda YH2AX odaklart olustu. Her bir yH2AX
odagi bir DNA hasarma karsilik gelmektedir [Mah et al., 2010]. Boylece YH2AX
odaklarinin yogunlugu ile hasarin siddeti gozlendi. Dikkat cekici olarak DEK1 ve
DEK?2 hiicrelerinde kontrole gore daha fazla DNA hasari olustu. Bu durum hem asir1
DEK1’in hem de asir1 DEK2’nin DNA hasarina kars1 hiicreyi daha hassaslastirdigini
diistindiirmektedir.

DEK’ten yoksun hiicrelerde yapilan ¢aligmalarda, olusturulan DNA hasarinda,
YH2AX odak sinyalinde anlamli bir azalig goriiliirken [Smith et al., 2017], bu tez
¢alismasinda hem DEK1’in hem de DEK2’nin asir1 ifadesinin, tam tersi olarak

anlamli bir artis sergiledigi goriildi. Dolayisiyla DNA hasarina baghh yH2AX odak
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sinyalindeki bu artisin, DEK1 ve DEK2 izoformlar1 ile iliskili olabilecegini
distindiirmektedir.

Hasar tamirinde DEK2 proteinin etkisini analiz edebilmek i¢in hem agiri
DEK1 hem de asir1 DEK2 proteini ifade eden hiicrelerde degisen yH2AX odak
yogunlugu karsilastirildi. Daha 6nce DEK geninin susturulmasi ile DNA tamiri
boyunca yH2AX vyogunlugunun hasar sonrasi azalmasinda gecikme yasadigi
gosterilmistir [Kappes et al., 2008]. Bizim ¢alismamiz asirt DEKI1 ifade eden
hiicrelerin, 24 saat DNA tamiri sonunda kontrol grubu hiicrelere benzer bir yH2AX
yogunlugunu seviyesine geldigini gosterdi. Dolayisiyla DEK1 asir1 ifadesinin, DEK
geninin susturulmasina ters olarak, DNA tamirinde basarili bir etki gostermesi
tutarhidir. Ayrica bu tez c¢aligmasi ile asir1 DEK2 ifadesinin DNA tamirinde hem
kontrol grubu hem de asir1 DEK1 ifade eden hiicrelere gore anlamli seviyede geri
kaldig1 sonucuna ulasildi. Bu sonug ise laboratuvarimizda yiiriitiilen, endojen DEK
ifadesinin susturulup sadece ektopik DEK2 ifadesinin saglandigi hiicrelerle elde
ettigi DNA tamiri sonuglar ile de tutarlidir [Ozgelik et al., 2022]. DNA tamir
oranlarma bakildigi zaman ise asirt DEK1 ifade hiicrelerinin asirt DEK2 ifade
hiicrelere gére DNA tamirinde istatistiksel olarak anlamli seviyede daha basarili
oldugu goriildii. Sonu¢ olarak, DEK2’nin DNA tamiri siirecinde DEK1 gibi
davranmadig1 sonucuna ulagildi.

Kanserde degisen DEK1 ve DEK2 ifadesi 8 farkli kanser tiirtinde analiz edildi.
Bu ¢alismada meme, kolon, bobrek, karaciger, akciger, over, prostat ve troid bezinin
normal ve tiimor doku 6rneklerinin cDNA’lar1 kullanildi. TissueScan Cancer Survey
cDNA Array 96-1 (Origene, Rockville, MD, USA) paneli tarafindan saglanan bu
orneklerde normal dokuya gore timdrde degisen gen ifadesine mRNA diizeyinde
bakildi. Sonug olarak, istatistiksel olarak anlamli seviyede, DEK1 ifadesinin meme
kanserinde 137 kat (p=0,0364), kolon kanserinde ise 24 kat (p=0,0091) arttig
bulgusuna ulasildi. Dikkat cekici olarak, akciger, over ve prostat kanserinde artis,
bobrek kanserinde ise azalis gozlense bile anlamli diizeyde bir fark tespit edilmedi.
DEK?2 ifadesinde ise over kanserinde artis, bobrek, karaciger, akciger, prostat ve
troid bezi kanserinde azalis gozlendi. Fakat DEK2 ifadesi igin hicbir kanserde
tiirlinde anlaml1 bir degisim tespit edilmedi. Diislik 6rnek sayisina ragmen, meme ve
kolon kanserlerinde elde ettigimiz artan DEK1 ifadesi sonucuyla tutarli olarak, bu

kanser tiirleri DEK agsir1 ifadesi ile iligskilendirilmistir [Lin et al., 2013], [Yang et al.,
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2021]. Bu calismada kullanilan herhangi bir kanser tiirtiinde, DEK2 ifadesi igin
anlamli bir degisim gozlenmedi. Bu kanser tiirlerindeki degisimin daha net bir tespiti
icin daha fazla ornek sayisi ile ¢alismanin daha kararli sonuglar verebilecegi
distintiilmektedir.

Ozetle, bu tez calismast DEK?2 ifadesinin DNA tamiri iizerindeki etkisini ve
bazi epitel kokenli kanser tiirlerindeki ifadesinin nasil degistigini ortaya koymayi
amaglamigtir. Sonug olarak ise DEK2’nin, DEK1’den farkli lokalizasyonda da
bulunabilecegini, DNA tamiri siirecinde DEK1’den farkli davranis sergiledigini ve
normal veya tiimor dokularinda DEK1 ve DEK2 seviyesinin dokuya gore farklilik
gbsterdigini ortaya koymaktadir. Bu tez calismasi TUBITAK tarafindan KBAG
1187765 numaral1 1001 projesi ile desteklenmistir.

56



KAYNAKLAR

Alomari M., Almohazey D., Almofty S.A., Khan F.A., Al Hamad M., Ababneh D.,
(2019), "Role of Lipid Rafts in Hematopoietic Stem Cells Homing, Mobilization,
Hibernation, and Differentiation”, Cells, 8(6):630, 1-11.

Anthony B.A., Link D.C., (2014), "Regulation of hematopoietic stem cells by bone
marrow stromal cells™, Trends in Immunology, 35, 32-37.

Bakkenist C.J., Kastan M.B., (2003), "DNA damage activates ATM through
intermolecular autophosphorylation and dimer dissociation"”, Nature, 421, 499-506.

Bohm F., Kappes F., Scholten I., Richter N., Matsuo H., Knippers R., Waldmann T.,
(2005), "The SAF-box domain of chromatin protein DEK", Nucleic Acids Research,
33,1101-1110.

Borer R.A., Lehner C.F., Eppenberger H.M., Nigg E.A., (1989), "Major nucleolar
proteins shuttle between nucleus and cytoplasm”, Cell, 56, 379-390.

Bouquet F., Muller C., Salles B., (2006), "The Loss of &gamma;H2AX Signal is a
Marker of DNA Double Strand Breaks Repair Only at Low Levels of DNA
Damage", Cell Cycle, 5, 1116-1122.

Bouwman P., Jonkers J., (2012), "The effects of deregulated DNA damage signalling
on cancer chemotherapy response and resistance”, Nature Reviews Cancer, 12, 587-
598.

Capitano M.L., Broxmeyer H.E., (2017), "A role for intracellular and extracellular
DEK in regulating hematopoiesis™, Current Opinion in Hematology, 24, 300-306.

Carro M.S., Spiga F.M., Quarto M., Di Ninni V., Volorio S., Alcalay M., Muller H.,
(2006), "DEK Expression is controlled by E2F and deregulated in diverse tumor
types”, Cell Cycle, 5, 1202-1207.

Ceccaldi R., Rondinelli B., D'Andrea A.D., (2016), "Repair Pathway Choices and
Consequences at the Double-Strand Break", Trends Cell Biol, 26, 52-64.

Chatterjee N., Walker G.C., (2017), "Mechanisms of DNA damage, repair, and
mutagenesis", Environmental and Molecular Mutagenesis, 58, 235-263.

Chazotte B., (2011), "Labeling nuclear DNA using DAPI", Cold Spring Harbor
Protocols, 2011, pdb.prot5556.

Chowdhury D., Xu X., Zhong X., Ahmed F., Zhong J., Liao J., Dykxhoorn D.M.,
Weinstock D.M., Pfeifer G.P., Lieberman J., (2008), "A PP4-Phosphatase Complex
Dephosphorylates y-H2AX Generated during DNA Replication™, Molecular Cell, 31,
33-46.

Cleary J., Sitwala K.V., Khodadoust M.S., Kwok R.P., Mor-Vaknin N., Cebrat M.,
Cole P.A., Markovitz D.M., (2005), "p300/CBP-associated factor drives DEK into

57



interchromatin granule clusters”, Journal of Biological Chemistry, 280, 31760-
31767.

Fattah F., Lee E.H., Weisensel N., Wang Y., Lichter N., Hendrickson E.A., (2010),
"Ku Regulates the Non-Homologous End Joining Pathway Choice of DNA Double-
Strand Break Repair in Human Somatic Cells”, PLOS Genetics, 6, e1000855.

Gaillard H., Garcia-Muse T., Aguilera A., (2015), "Replication stress and cancer",
Nature Reviews Cancer, 15, 276-289.

Gamble M.J., Fisher R.P., (2007), "SET and PARP1 remove DEK from chromatin to
permit access by the transcription machinery”, Nature Structural & Molecular
Biology, 14, 548-555.

Ghosal G., Chen J., (2013), "DNA damage tolerance: a double-edged sword guarding
the genome”, Translational Cancer Research, 2, 107-129.

Gomez V., Hergovich A., (2016). "Cell-Cycle Control and DNA-Damage Signaling
in Mammals”. In: I. Kovalchuk, O. Kovalchuk, Editors, "Genome Stability",
Academic Press.

Goodarzi A.A., Jeggo P.A., (2013). "The Repair and Signaling Responses to DNA
Double-Strand Breaks". In: T. Friedmann, J.C. Dunlap, S.F. Goodwin, Editors,
"Advances in Genetics", Academic Press.

Han S., Xuan Y., Liu S., Zhang M., Jin D., Jin R, Lin Z., (2009),
"Clinicopathological significance of DEK overexpression in serous ovarian tumors",
Pathology International, 59, 443-447.

Helena J.M., Joubert A.M., Grobbelaar S., Nolte E.M., Nel M., Pepper M.S., Coetzee
M., Mercier A.E., (2018), "Deoxyribonucleic Acid Damage and Repair: Capitalizing
on Our Understanding of the Mechanisms of Maintaining Genomic Integrity for
Therapeutic Purposes”, International Journal of Molecular Sciences, 19.

Hoffman R., Marcellino B.K., (2020). "Bone Marrow Microenvironment in Health
and Disease". In: M. Zaidi, Editors, "Encyclopedia of Bone Biology"”, Academic
Press.

lyama T., Wilson D.M., (2013), "DNA repair mechanisms in dividing and non-
dividing cells", DNA Repair, 12, 620-636.

Jackson S.P., Bartek J., (2009), "The DNA-damage response in human biology and
disease", Nature, 461, 1071-1078.

Janssens R., Struyf S., Proost P., (2018), "The unique structural and functional
features of CXCL12", Cellular & Molecular Immunology, 15, 299-311.

Kappes F., Damoc C., Knippers R., Przybylski M., Pinna L.A., Gruss C., (2004a),
"Phosphorylation by protein kinase CK2 changes the DNA binding properties of the
human chromatin protein DEK", Molecular and Cellular Biology, 24, 6011-6020.

58



Kappes F., Fahrer J., Khodadoust M.S., Tabbert A., Strasser C., Mor-Vaknin N.,
Moreno-Villanueva M., Burkle A., Markovitz D.M., Ferrando-May E., (2008),
"DEK is a poly(ADP-ribose) acceptor in apoptosis and mediates resistance to
genotoxic stress”, Molecular and Cellular Biology, 28, 3245-3257.

Kappes F., Khodadoust M.S., Yu L., Kim D.S., Fullen D.R., Markovitz D.M., Ma L.,
(2011), "DEK expression in melanocytic lesions"”, Human Pathology, 42, 932-938.

Kappes F., Scholten 1., Richter N., Gruss C., Waldmann T., (2004b), "Functional
domains of the ubiquitous chromatin protein DEK", Molecular and Cellular Biology,
24, 6000-6010.

Kavanaugh G.M., Wise-Draper T.M., Morreale R.J., Morrison M.A., Gole B.,
Schwemberger S., Tichy E.D., Lu L., Babcock G.F., Wells J.M., Drissi R., Bissler
J.J., Stambrook P.J., Andreassen P.R., Wiesmuller L., Wells S.I., (2011), "The
human DEK oncogene regulates DNA damage response signaling and repair”,
Nucleic Acids Research, 39, 7465-7476.

Keogh M.C., Kim J.A., Downey M., Fillingham J., Chowdhury D., Harrison J.C.,
Onishi M., Datta N., Galicia S., Emili A., Lieberman J., Shen X., Buratowski S.,
Haber J.E., Durocher D., Greenblatt J.F., Krogan N.J., (2006), "A phosphatase
complex that dephosphorylates gammaH2AX regulates DNA damage checkpoint
recovery", Nature, 439, 497-501.

Kondoh N., Wakatsuki T., Ryo A., Hada A., Aihara T., Horiuchi S., Goseki N.,
Matsubara O., Takenaka K., Shichita M., Tanaka K., Shuda M., Yamamoto M.,
(1999), “lIdentification and characterization of genes associated with human
hepatocellular carcinogenesis™, Cancer Research, 59, 4990-4996.

Kroes R.A., Jastrow A., McLone M.G., Yamamoto H., Colley P., Kersey D.S., Yong
V.W., Mkrdichian E., Cerullo L., Leestma J.,, Moskal J.R., (2000), "The
identification of novel therapeutic targets for the treatment of malignant brain
tumors"”, Cancer Letter, 156, 191-198.

Lin L., Piao J., Gao W, Piao Y., Jin G.,, Ma Y., Li J., Lin Z., (2013), "DEK over
expression as an independent biomarker for poor prognosis in colorectal cancer”,
BMC Cancer, 13, 366.

Mah L.J., El-Osta A., Karagiannis T.C., (2010), "yH2AX: a sensitive molecular
marker of DNA damage and repair”, Leukemia, 24, 679-686.

Maison C., Almouzni G., (2004), "HP1 and the dynamics of heterochromatin
maintenance”, Nature Reviews Molecular Cell Biology, 5, 296-304.

Maréchal A., Zou L., (2013), "DNA damage sensing by the ATM and ATR kinases",
Cold Spring Harbor Perspectives in Biology, 5, a012716.

Mimitou E.P., Symington L.S., (2008), "Sae2, Exol and Sgsl collaborate in DNA
double-strand break processing™, Nature, 455, 770-774.

Mor-Vaknin N., Punturieri A., Sitwala K., Faulkner N., Legendre M., Khodadoust
M.S., Kappes F., Ruth J.H., Koch A., Glass D., Petruzzelli L., Adams B.S.,

59



Markovitz D.M., (2006), "The DEK nuclear autoantigen is a secreted chemotactic
factor", Molecular and Cellular Biology, 26, 9484-9496.

Noubissi F.K., McBride A.A., Leppert H.G., Millet L.J., Wang X., Davern S.M.,
(2021), "Detection and quantification of y-H2AX using a dissociation enhanced
lanthanide fluorescence immunoassay™, Scientific Reports, 11, 8945.

Orlic M., Spencer C.E., Wang L., Gallie B.L., (2006), "Expression analysis of 6p22
genomic gain in retinoblastoma”, Genes Chromosomes Cancer, 45, 72-82.

Ozgelik E., Kalayc1 A., Celik B., Aver A., Akyol H., Kilig I.B., Giizel T., Cetin M.,
Oztiirk M.T., Caliskaner Z.0., Tombaz M., Yoleri D., Konu O., Kandilci A., (2022),
"Doxorubicin induces prolonged DNA damage signal in cells overexpressing DEK
isoform-2", bioRxiv, 2022.2006.2003.494677.

Paull T.T., Rogakou E.P., Yamazaki V., Kirchgessner C.U., Gellert M., Bonner
W.M., (2000), "A critical role for histone H2AX in recruitment of repair factors to
nuclear foci after DNA damage", Current Biology, 10, 886-895.

Perry J.M., Li L., (2007), "Disrupting the Stem Cell Niche: Good Seeds in Bad Soil",
Cell, 129, 1045-1047.

Pilie P.G., Tang C., Mills G.B., Yap T.A., (2019), "State-of-the-art strategies for
targeting the DNA damage response in cancer”, Nature Reviews Clinical Oncology,
16, 81-104.

Podhorecka M., Skladanowski A., Bozko P., (2010), "H2AX Phosphorylation: Its
Role in DNA Damage Response and Cancer Therapy", Journal of Nucleic Acids,
2010.

Privette Vinnedge L.M., Kappes F., Nassar N., Wells S.1., (2013), "Stacking the
DEK: from chromatin topology to cancer stem cells”, Cell Cycle, 12, 51-66.

Riveiro-Falkenbach E., Soengas M.S., (2010), "Control of tumorigenesis and
chemoresistance by the DEK oncogene™, Clinical Cancer Research, 16, 2932-2938.

Rogakou E.P., Pilch D.R., Orr A.H., Ilvanova V.S., Bonner W.M., (1998), "DNA
Double-stranded Breaks Induce Histone H2AX Phosphorylation on Serine 139*",
Journal of Biological Chemistry, 273, 5858-5868.

Saha A.K., Kappes F., Mundade A., Deutzmann A., Rosmarin D.M., Legendre M.,
Chatain N., Al-Obaidi Z., Adams B.S., Ploegh H.L., Ferrando-May E., Mor-Vaknin
N., Markovitz D.M., (2013), "Intercellular trafficking of the nuclear oncoprotein
DEK", Proceedings of the National Academy of Sciences, 110, 6847-6852.

Sanchez-Carbayo M., Socci N.D., Lozano J.J., Li W., Charytonowicz E., Belbin T.J.,
Prystowsky M.B., Ortiz A.R., Childs G., Cordon-Cardo C., (2003), "Gene discovery
in bladder cancer progression using cDNA microarrays”, The American Journal of
Pathology, 163, 505-516.

Sawatsubashi S., Murata T., Lim J., Fujiki R., Ito S., Suzuki E., Tanabe M., Zhao Y.,
Kimura S., Fujiyama S., Ueda T., Umetsu D., Ito T., Takeyama K., Kato S., (2010),

60



"A histone chaperone, DEK, transcriptionally coactivates a nuclear receptor”, Genes
& Development, 24, 159-170.

Scully R., Panday A., Elango R., Willis N.A., (2019), "DNA double-strand break
repair-pathway choice in somatic mammalian cells", Nature Reviews Molecular Cell
Biology, 20, 698-714.

Sedelnikova O.A., Rogakou E.P., Panyutin I.G., Bonner W.M., (2002), "Quantitative
detection of (125)IdU-induced DNA double-strand breaks with gamma-H2AX
antibody", Radiation Research, 158, 486-492.

Sitwala K.V., Adams K., Markovitz D.M., (2002), "YY1 and NF-Y binding sites
regulate the transcriptional activity of the dek and dek-can promoter", Oncogene, 21,
8862-8870.

Smith E.A., Gole B., Willis N.A., Soria R., Starnes L.M., Krumpelbeck E.F., Jegga
A.G., Ali A.M., Guo H., Meetei A.R., Andreassen P.R., Kappes F., Vinnedge L.M.,
Daniel J.A., Scully R., Wiesmuller L., Wells S.I., (2017), "DEK is required for
homologous recombination repair of DNA breaks", Scientific Reports, 7, 44662.

Soares L.M., Zanier K., Mackereth C., Sattler M., Valcarcel J., (2006), "Intron
removal requires proofreading of U2AF/3' splice site recognition by DEK", Science,
312, 1961-1965.

Stucki M., Clapperton J.A., Mohammad D., Yaffe M.B., Smerdon S.J., Jackson S.P.,
(2005), "MDCL1 directly binds phosphorylated histone H2AX to regulate cellular
responses to DNA double-strand breaks", Cell, 123, 1213-1226.

Teng Y., Lang L., Jauregui C.E., (2018), "The Complexity of DEK Signaling in
Cancer Progression”, Current Cancer Drug Targets, 18, 256-265.

Trinkle-Mulcahy L., (2018). "Nucleolus: The Consummate Nuclear Body". In: C.
Lavelle, J.-M. Victor, Editors, "Nuclear Architecture and Dynamics"”, Academic
Press.

Tubbs A., Nussenzweig A., (2017), "Endogenous DNA Damage as a Source of
Genomic Instability in Cancer”, Cell, 168, 644-656.

Via A.G., Frizziero A., Oliva F., (2012), "Biological properties of mesenchymal
Stem Cells from different sources”, Muscles, Ligaments and Tendons Journal, 2,
154-162.

von Lindern M., Fornerod M., van Baal S., Jaegle M., de Wit T., Buijs A., Grosveld
G., (1992), "The translocation (6;9), associated with a specific subtype of acute
myeloid leukemia, results in the fusion of two genes, dek and can, and the expression
of a chimeric, leukemia-specific dek-can mRNA", Molecular and Cellular Biology,
12, 1687-1697.

Waldmann T., Baack M., Richter N., Gruss C., (2003), "Structure-specific binding of
the proto-oncogene protein DEK to DNA", Nucleic Acids Research, 31, 7003-7010.

61



Waldmann T., Eckerich C., Baack M., Gruss C., (2002), "The ubiquitous chromatin
protein DEK alters the structure of DNA by introducing positive supercoils”, Journal
of Biological Chemistry, 277, 24988-24994.

Waldmann T., Scholten 1., Kappes F., Hu H.G., Knippers R., (2004), "The DEK
protein--an abundant and ubiquitous constituent of mammalian chromatin®, Gene,
343, 1-9.

Wise-Draper T.M., Allen H.V., Thobe M.N., Jones E.E., Habash K.B., Munger K.,
Wells S.1., (2005), "The human DEK proto-oncogene is a senescence inhibitor and
an upregulated target of high-risk human papillomavirus E7", Journal of Virology,
79, 14309-14317.

Wolters S., Schumacher B., (2013), "Genome maintenance and transcription integrity
in aging and disease", Frontiers in Genetics, 4, 19.

Yang M.Q., Bai L.L., Wang Z., Lei L., Zheng Y.W., Li Z.H., Huang W.J., Liu C.C.,
Xu H.T., (2021), "DEK is highly expressed in breast cancer and is associated with
malignant phenotype and progression™, Oncology Letters, 21, 440.

Web 1, (2022),
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?db=core;g=ENSG0000012
4795;r=6:18223860-18264548, (Erisim Tarihi: 27.06.2022).

Web 2, (2022), https://www.addgene.org/27490/, (Erisim Tarihi: 04.09.2022).

62



OZGECMIS

Ahmet KALAYCI, 2013 yilinda Gebze Teknik Universitesi, Molekiiler
Biyoloji ve Genetik boliimiinde basladigi lisans egitimini 2018 yilinda tamamladi.
Ayni yil Giiz déneminde Gebze Teknik Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii,
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali’nda yiiksek lisans egitimine basladi.
Yiiksek lisans egitimi sirasinda TUBITAK 1001 projesinde proje asistam olarak
gorev alan Ahmet KALAYCI, 2021 Giiz déneminden itibaren, Gebze Teknik
Universitesi’ndeki yiiksek lisans egitimine es zamanli olarak, Istinye Universitesi,
Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’nda arastirma gorevlisi kadrosunda

gorevine devam etmektedir.

63



EKLER

EK A: Tez Calismas1 Kapsaminda Yapilan Yayinlar

Ozgelik E., Kalayc1 A., Celik B., Avci A., Akyol H., Kilig I.B., Cakar T., Cetin M.,
Tuzlakoglu Oztiirk M., Caliskaner Z.0., Kandilci A., (2021), “High level of DEK

isoform-2 delays recovery from doxorubicin induced DNA damage”, The 45th FEBS
Congres, Ljubljana/Slovenia, 3-8 July 2021 (FEBS 2021)

Kalayc1 A., Ozgelik E., Kandilci A., (2021), “DEK izoform-2 asir1 ifadesinin DNA
tamirindeki roliiniin arastirilmasi”, GTU FBE 5. Lisansiisti Arastirmalar
Sempozyumu, Kocaeli/Gebze/Tiirkiye, 10-11 Haziran 2021

Ozgelik E., Kalayc1 A., Celik B., Kandilci A., (2019), “Heterodimerization, secretion

and expression patterns of DEK isoforms 1 and 2”, Turkish Journal of Biology., 43(5
Suppl), 1-132.

EK B: Telif Hakki Bulunan Sekiller I¢in Ahnan izinler

Tablo B1.1: Telif hakk: bulunan sekiller i¢in alinan izinler.

Sekil No. | Lisans Tarihi Lisans No. Telif Sahibi
2.1 1.09.2022 5380190648999 Springer Nature
2.2 1.09.2022 5380200416091 Elsevier
2.3 1.09.2022 Creative Commons (CC) MDPI
2.4 1.09.2022 5380181387380 Elsevier
2.5 1.09.2022 Creative Commons (CC) Springer Nature
3.1 1.09.2022 Creative Commons (CC) MDPI
3.2 1.09.2022 5380210108267 Elsevier
41 1.09.2022 Creative Commons (CC) Oxford University Press




