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OZET

Hematopoez, hematopoietik kok hiicrelerin miyeloid, lenfoid ve eritroid
soylara farklilastig1 ve olgunlastigi, kemik iligi nislerinde gerceklesen fizyolojik bir
stirectir. Kan hiicrelerinin olgunlagmasi, immiin yanitin olusumu ve diizenlenmesi,
kemik iligi mikrogevresindeki hiicrelerden salgilanan sitokinler ve bu hiicreler
arasindaki etkilesimlerle saglanir. DEK, uzun siireli hematopoetik kok hiicrelerin
devamliligini saglama ve bu hiicrelerin kendini yenileme fonksiyonlar1 i¢in gereklidir.
DEK ekspresyon seviyesi hematopoetik ve epitel kokenli cogalan hiicrelerde,
farklilagan-olgunlagan hiicrelere gore daha yiiksektir. Aktive olan makrofajlardan
salgilandig1 bilinen DEK’in kemoatraktan rolii kanser, inflamasyon ve otoimmiin
hastaliklarda potansiyel bir terapotik hedef olabilecegini diisiindiirmektedir. DEK’in
bilinen iki izoformu mevcuttur (DEK1 ve DEK?2) ve 6zetlenen fonksiyonlarin tamami
literatiirde DEK olarak bilinen DEK1 i¢in arastirilmistir. Cilinkii genel olarak tiim
hiicrelerde DEK 1°in ekspresyon seviyesi DEK2’ye gore daha yiiksektir. {lave olarak,
mevcut ticari antikorlarla Western blot yontemiyle ancak DEK1 izoformu tespit
edilebilmektedir. Bu tez ¢calismasinda, DEK1 ve DEK2’nin Hs27A insan kemik iligi
stroma hiicre hattinda ve U937 pro-monosit hiicre hattinda hiicre proliferasyonuna
etkisi ve bu hiicrelerden salgilanip salgilanmadiginin belirlenmesi amaglanmistir. Bu
ama¢ dogrultusunda, Myc epitopu ile fiizyon haldeki DEK1 ve DEK2 genleri
MSCV-IRES-GFP retroviral ekspresyon vektoriine klonlandi ve retroviral
transdiikstiyonla kalic1 olarak MycDEK1 veya MycDEK2 eksprese eden U937 ve
Hs27A hiicreleri elde edildi. Bu hiicrelerde asirt DEK1 veya DEK?2 ifadesinin hiicre
cogalmasimi etkilemedigi gozlendi. Ayrica, farkli konsantrasyonlarda toplanan hiicre
medyumunun Western blot ve ELISA analizi, DEK izoformlarinin U937 veya Hs27A
hiicrelerinde saptanabilir seviyelerde salgilanmadigin1 gosterdi. Bu durumun IL-8
veya PMA gibi uyaranlar varliginda da degismedigi tespit edildi. Bu tez ¢aligsmasi
TUBITAK tarafindan 118Z765 no’lu 1001 projesi ile desteklenmistir.

Anahtar Kelimeler: DEK Izoformlari, DEK salgilanmasi, Hs27A, U937.
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SUMMARY

Hematopoiesis is a physiological process that takes place in bone marrow
niches where hematopoietic stem cells differentiate and mature into myeloid,
lymphoid and erythroid lineages. Maturation of the blood cells, formation and
regulation of the immune response are mediated by cytokines secreted from cells in
the bone marrow microenvironment and the interactions between these cells. DEK is
necessary for the maintenance and self-renewal of long-term hematopoietic stem cells.
DEK expression level is higher in proliferating hematopoietic and epithelial cells when
compared to the differentiated-matured cells. The chemoattractant role of DEK
secreted from activated macrophages suggests that it may be a potential therapeutic
target in cancer, inflammation and autoimmune diseases. There are two known
isoforms of DEK (DEKI1 and DEK2) and all of the functions outlined have been
investigated for DEK that is known as DEK in the literature. Because the expression
level of DEK1 is higher than DEK2 in general. In addition, only DEK1 isoform can
be detected by Western blot method with available commercial antibodies. In this
thesis, we aimed to determine whether DEK 1 and DEK?2 are secreted from the Hs27A
human bone marrow stroma cell line and U937 pro-monocyte cell line as well as if
they effect the proliferation. For this purpose, Myc epitope tagged DEK1 and DEK2
genes were cloned into the MSCV-IRES-GFP retroviral expression vector and U937
and Hs27A cells permanently expressing MycDEK1 or MycDEK?2 were obtained by
retroviral transduction. Using these cell lines, we found that DEK1 or DEK2
overexpression did not affect proliferation. In addition, Western blot and ELISA
analysis of the conditioned medium obtained from these cells showed that under the
experimental conditions that we used both DEK isoforms were not secreted from the
U937 or Hs27A cells at the detectable levels, in presence or absence of PMA or IL-8.
This thesis study was supported by TUBITAK 1001 project (grant number 118Z765).

Key Words: DEK Isoforms, Secretion of DEK, Hs27A, U937.
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1. GIRIS

Onkogen olarak tanimlanan DEK yiiksek oranda korunmus niiklear bir
proteindir. DEK proteini heterokromatin  biitlinliigiiniin korunmasi, DNA
replikasyonu, DNA hasar duyarlilig1 ve onarimi, transkripsiyonel diizenleme, mRNA
ucbirlestirilmesi (splicing) gibi bir¢ok hiicresel siiregte dnemli bir rol oynar. DEK,
kromatin mimarisini diizenleme fonksiyonlar1 ile kok hiicre proliferasyonu,
farklilagmasi ve kendini yenileme ile iliskili sinyal yolaklarini ve ¢esitli transkripsiyon
faktorlerini diizenler [Kappes et al., 2011]. Otoimmiin hastaliklarda hiicre dig1 alanda
tespit edilen DEK’in kemoatraktan etki gdsterdigi anlasilmigtir [Mor-Vaknin et al.,
2006]. DEK in literatiirde bilinen iki izoformundan ilk kesfedileni ve en fazla eksprese
olan1 DEK izoform 1 (DEK1) {izerine daha yogun ¢alismalar bulunurken DEK izoform
2 (DEK2)’yle ilgili calismalar olduk¢a kisithidir. Bu tez calismasinda DEK1 ve
DEK2’nin U937 insan pro-monositik hiicre hattinda ve insan kemik iligi
mikrocevresinden tiiretilen Hs27A stroma hiicre hattinda asir1 ifadesinin hiicre

proliferasyonuna etkisi ve bu hiicrelerden salgilanip salgilanmadig: arastirildi.



2. LITERATUR OZETI

2.1. Hematopoez

Hematopoetik kok hiicreler (HKH) kendini yenileme kapasitesine sahip kemik
iligi mikrocevresinde 6zellesmis nislerde bulunan ve tiim kan hiicrelerine (miyeloid,
lenfoid ve eritroid) farklilasabilen multipotent hiicrelerdir. Hematopoez (kan
hiicrelerinin yapimi), bu nislerde yerlesmis hematopoetik hiicreler, stromal hiicreler ve
hiicreler aras1 matriks (extracellular matrix (ECM)) bilesenlerinin yer aldig1 fizyolojik
bir siirectir. Farklilagmanin baslangi¢c evresinde HKH’ler uzun donem kok hiicreden
kisa donem, kendini yenileme 6zelligini kaybetmis hiicrelere ve ardindan multipotent
onciil hiicrelere (MOH) farklilasmaktadir. MOH ortak miyeloid (oMOH) veya ortak
lenfoid énciil hiicrelere (oLOH) farklilasma yetenegine sahip olan ara formdur. oMOH
megakaryosit, eritrosit, makrofaj ve graniilosit hiicrelerine farklilasirken, oLOH ise
lenfoid hiicrelere (B, T ve dogal katil hiicreler) farklilasir. [Bernitz et al., 2016], [Seita
and Weissman, 2010]. Sekil 2.1°de Hematopoez hiicrelerinin sematize edilmis hali ve
hiyerarsik yapis1 gosterilmektedir [Reagan and Rosen, 2016].

Osteoblastik niste yerlesim gosteren HKH'ler ve osteoblastlar yapisma
faktorleriyle birbirlerine baglanarak kok hiicrelerin bdliinmeyen fazda kalmasina
katkida bulunmaktadir. Uzun dénem bu fazda kalan HKH’ler kendini yenilemek
(simetrik boliinme) veya hematopoetik silirecin baslamasi i¢in bir Onciil hiicre
olusturmak {izere (asimetrik boliinme) yilda 4-5 defa uyanirlar, ancak ihtiyag
durumunda bu say1 artmaktadir. Bu sayede, HKH’ler olas1t mutasyon risklerine kars1

kendilerini korumaktadir [Iwasaki and Suda, 2009].
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2.2.Kemik Iligi Mikrocevresi ve Hematopoezdeki Onemi

Kemikler iskelet sistemimizin 6dnemli bir pargast olup i¢i kemik iligi olarak
adlandirilan siingerimsi yapidan olugsmaktadir. Saglikli bir yetiskinde sar1 kemik iligi
olarak bilinen ve yag depolayan formu ¢ogunluktayken yeni doganda kan hiicreleri
iiretiminin yiiksek oldugu kirmizi kemik iligi vardir [Gurevitch et al., 2009]. Kemik
iligi cok c¢esitli hiicreleri ve bilesenleri biinyesinde barindirir; mezenkimal kok
hiicreler (MKH), HKH’ler, onciil hiicreler (progenitor cell), siniizoidal endotel
hiicreler, perivaskiiler stromal hiicreler, adipositler, kemik soy (osteolineage)
hiicreleri, miyelinsiz Schwann hiicreleri, bagisiklik hiicreleriyle birlikte cesitli
yapisma faktorleri, biiyiime faktorleri ve kemokinler dahil olmak iizere birgok bilesen
ozel nis yapilar1 i¢inde bulunur [He et al., 2014]. Ilk olarak Shofield tarafindan 1978
yilinda 6nerilen bu nis yapilar1 kemik iligi mikrogevresi olarak da tanimlanmaktadir
[Schofield, 1978]. Iki farkli nis bolgesi (osteoblastik (endosteal) ve vaskiiler), kok

hiicrelerinin ~ boliinlip  bdliinmemesini, kendini  yenilemesini  (self-renewal),



cogalmasini (proliferation), farklilagmasini (differentiation) ve gociinli (migration)
uyum i¢inde hareket ederek diizenler [Iwasaki and Suda, 2009], [Perry and Li, 2007].
Bu nig yapilarinin olusumunda katkist olan mezenkimal/stromal hiicreler ve bu
mikrocevredeki ECM bilesenleri arasindaki etkilesimler, kan hiicrelerinin olusum
stirecini (Hematopoez) salgiladiklar1 faktdrlerin dogrudan veya dolayli etkileriyle
desteklemektedir [Tabe and Konopleva, 2014]. Hematopoetik kok hiicrelerden
miyleoid ve lenfoid kdkenli olarak gelisen yeni kan hiicreleri, kemik i¢inde yer alan
geligmis kilcal damarlar araciliiyla dolagim sistemine katilmaktadir [He et al., 2014].

Kemik iligi stroma hiicrelerinin, gelisen kan hiicrelerinin tutunabilecegi bir
zemin olusturmasi ve hematopoetik faktorleri sentezlemek gibi dnemli fonksiyonlar
bulunmaktadir. Bu zemini olusturan hiicre tiirlerine MKH’ler, fibroblastlar,
osteoblastlar, adipositler, retikiiler hiicreler, endotel hiicreler dahil olmaktadir [Moore
and Lemischka, 2006]. Bu hiicreler hematopoetik faktorlerin yaninda apoptozla ilgili
sinyalleri de saglamaktadirlar [Pierce et al., 2019].

MKH’ler kararli 6nciillerin ve farklilagmis hiicrelerin heterojen, klonal olmayan
bir karigimi1 olarak tanimlanmaktadir [Squillaro et al.,, 2016]. Belirli ylizey
belirteclerini (CD105/Endoglin, CD90/Thy-1, CD73, Stro-1, Vascular Cell Adhesion
Molecule (VCAM) 1) ifade ederken diger hiicre yiizey belirtegleri (CD45/HLA
(16kosit), CD34 (hematopoietik ve endotel), CD14/CD11b (monosit), CD79a/CD19
(B hiicresi)) ifadesinin bulunmadigi, siispansiyon halinde bulunmayan, yiizeye
yapisarak cogalan hiicrelerdir. MKH, osteoblastlar, adipositler ve kondroblastlar
olarak hiicresel farklilagma gdsterirler [Dennis and Charbord, 2002], [Dominici et al.,
2006]. Klasik olmayan farklilagsmayla, miyoblastik ve hepatositik gibi farkli hiicreler
de olusabilmektedir [Crisan et al., 2008], [Snykers et al., 2009].

Kemik iligi stroma hiicre kiiltiirlerinin genellikle %50-70’1 fibroblastlardan
olusmaktadir. Bu hiicreler alfa diiz kas aktinine (alpha-smooth muscle actin (ASMA)),
CD44 hyaluronat reseptoriine ve 1 integrinleri (Very Late Antigen (VLA)-1 ve VLA-
5) gibi membran yapigma reseptorlerine sahip olmasinin yaninda laminin, fibronektin,
proteoglikan ve kollajenler (tip I, IIT ve IV) gibi hiicre dis1 bilesenler de liretmektedir
[Wilkins and Jones, 1995], [Ciaffoni et al., 2015]. Fibroblastlarin graniilosit koloni
uyarict faktor (Granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF)), graniilosit-makrofaj
koloni uyarici faktdr (Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF)),
interlokin-6 (IL-6), trombopoietin (TPO) gibi ¢ok cesitli sitokin ve biiylime faktorii

iireterek hematopoez siirecinde 6dnemli roller iistlendigi gosterilmistir [Guba et al.,



1992], [Guerriero et al., 1997]. Hematolojik maligniteleri olan hastalardan alinan
fibroblastlarin baz1 sitokinleri (TGF-B, PDGF, IL-1, bFGF, VEGF) anormal seviyede
salgiladig1 ve daha yiiksek proliferasyon hizina sahip oldugu gériilmiistiir [Ryningen
et al., 2005], [Yonekura et al., 1985].

Mikrogevrede bulunan retikiiler hiicreler fibroblastlarla en yakindan iliskili olup
CD146, VCAM-1, alfa aktinin, lestin, neptin, CXC kemokin ligand1 12 (CXCL12) ve
IL-7 ifade eden kemik iligi siniizoidlerine komsu hiicrelerdir. Bu hiicreler kan
hiicrelerini barindiran ag yapisint uzun retikiiler fibrilleriyle olusturmakta ve
olgunlagan hiicrelerin dolasima ge¢melerini kolaylastirmaktadir. [Porter and Calvi,
2008], [Sacchetti et al., 2007]. Ayrica anjiyopoietin-1 iretirerek vaskiilogenezi
yonlendirip kemik iligindeki kan damarlarini stabilize etme 6zelligine de sahiplerdir
[Moore and Lemischka, 2006].

Osteoblastlar kemik yapiminda osteoklastlarla beraber bulunan MKH’den
tiireyen transkripsiyon faktorii Sp7/Osterix eksprese eden onciil hiicrelerdir [Liu et al.,
2013]. G-CSF, GM-CSF, IL-1, IL-6, makrofaj koloni uyaric1 faktér (M-CSF), 16semi
inhibitor faktori (LIF), TNFa, VEGF, TGF-Bf1 ve hematopoez diizenleyen
anjiopoietin-1 iretirler ve hematopoezin kontrolinde HKH’in bdliinmeden
beklemesinin saglanmasi gibi 6nemli rolleri bulunmaktadir [Arai et al., 2004].

Endotel hiicrelerin tek sira dosendigi siniisoidler kemik iligi mikrovaskiiler
sistemini ifade etmektedir. Bu hiicreler arter/ven damarlarminin olusumunu saglar,
siniisoidden ¢ikan veya siniisoide sizan yapilarin hareketlerini kontrol eder. CXCR4
(CXCL12'ye baglanan kemokin reseptorii), G-CSF, GM-CSF, makrofaj koloni uyarict
faktor (Macrophage colony-stimulating factor (M-CSF)), IL-6, LIF gibi sitokinleri
salgilarken VLA-4, B1/B2 integrinleri ve selektinlerle dogrudan hiicre-hiicre
etkilesimleri gergeklesmekte ve HKH olgunlagsmasini tesvik etmektedir. [Shiozawa et
al., 2008]

Kemik iligi adiposit hiicreleri genellikle MKH’lerden tiirevlenip ilik hacminin
olusmasina ve yasa bagimli olarak kirmizi kemik iliginin yerini alarak sari kemik
iligine doniisiimii saglamaktadir [Moore and Dawson, 1990]. Bu hiicreler kemik
iliginde bir enerji kaynagi olarak ve sistemik/yerel etkilesimler araciligiyla onarim gibi
stireclerde 6nemli rol oynamaktadir. Osteoblastlar ile ayni erken onciil hiicreden
gelebileceklerine dair bazi caligmalar mevcuttur [Horowitz et al., 2017]. Akis
sitometrisinde PdgfRa ve Scal ekpresyon varligi ve CD45, CD31 ve CD24 ekspresyon
yoklugu ile ayirt edilebilmektedir [Ambrosi and Schulz, 2017]. HKH’leri uyaracak



sitokinler, GM-CSF ve G-CSF gibi bazi biiylime faktorlerini salgilasalar bile
hematopoez siireci i¢in diger hiicre tiplerinin uyaranlar1 daha etkilidir [Corre et al.,
2006]. Diger yandan hematopoez engelleyici ndropilin-1, lipokalin-2, adiponektin ve
TNFa gibi faktorleri salgiladiklar1 bildirilmistir [Belaid-Choucair et al., 2008],
[Miharada et al., 2008].

Kemik iligi mikrogevresinin bir diger 6nemli bileseni olan ECM; fibronektin ve
kollajen gibi 6nemli glikoproteinler, osteonektin, osteopontin ve laminin proteinleri
yaninda hiyaliironik asit ve heparin siilfat gibi proteoglikanlardan olusmaktadir.
[Broxmeyer et al., 2005]

Ozetle, kemik iliginde kan hiicreleri disinda bulunan tiim bu mikrogevre
hiicreleri gerek salgiladiklar1 sitokinler gerekse hiicresel etkilesimler sayesinde kan
hiicrelerinin olgunlagmasi, immiin cevabin olusmasi ve diizenlenmesinde 6nemli role
sahiptir. Kemik iligindeki hematopoetik hiicreler ve mikrogevre arasindaki
otokrin/parakrin etkilesimin bozulmasi, kan kanseri de dahil pek ¢ok patolojiyle
iliskilendirilmektedir. Dolayisiyla, mikrogevreden salgilanan faktorlerin tanimlanmasi
ve islevlerinin altinda yatan molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmasi, kan
hiicrelerinin gerek normal gerekse kanser6z gelisimini anlamak acgisindan énemlidir.

Bu tez ¢aligmasinda insan kemik iligi stroma hiicre hatt1 olan Hs27A hiicrelerini
model hiicre olarak kullandik. Hs27A hiicre hatti, Hs27 hiicre hattinin bir alt klonudur.
Hs27A ve Hs5 hiicre hattt ayni saglikli dondrden tiiretilen kemik iligi stroma
hiicreleridir ve insan papilloma viriisti tip 16'nin (HPV16) E6 ve E7 acik okuma
cergevelerini (open reading frame) tasiyan retroviriis kullanilarak olusturulan hiicre
hatlaridir [Iwata et al., 2014], [Roecklein and Torok-Storb, 1995]. Erken
hematopoietik Onciil hiicrelerin “cobblestone area” (stromada sikica Oriilmiis
acil/koseli hiicreler grubu) olusumunu Hs27A hiicre hatt1 desteklemektedir [Denning-
Kendall et al., 2003], [Kelly et al., 2019]. Hs5 ve Hs27A hiicre hatlar1 kemik iligi
mikrocevresi calismalari1 ve erken kanser gelisimi/timér hiicre biiylimesi
caligmalarinda yaygin olarak kullanilsa da islevsel agidan ve morfolojik olarak
farklilik gostermektedir [Li et al., 2016]. Normalde vaskiiler endotelyal hiicreler,
retikiiler hiicreler, diiz kas hiicreleri ve perisitler tarafindan eksprese edilen CD146
(melanoma hiicre adezyon molekiilii (MCAM), MUCI18 ve A32 antijen olarak da
bilinir) epiteloid morfoloji gosteren Hs27A hiicrelerinde daha homolog olarak
bulunurken, fibroblast benzeri Hs5 hiicrelerinde negatiftir [Roecklein and Torok-

Storb, 1995], [Sorrentino et al., 2008]. CD146" Hs27A hiicreleri stromal hiicre



kaynakli faktor-1 (SDF-1 veya CXC-chemokine ligand 12 (CXCL12)), anjiyotensin,
osteopontin ve VCAM-1 gibi kok hiicre nisi ile iligkili proteinleri eksprese ederek bir
kok hiicre nisi yapisina olanak saglamaktadir [Roecklein and Torok-Storb, 1995],
[Sacchetti et al., 2007]. Ayrica CD146"HS27A hiicrelerinden elde eldilen kiiltiir
medyumu (conditional medium (CM)), CD14" monositlerin makrofaja doniismelerini
indiikleyebilmektedir. CD146" hiicrelerin DKK3 ve CDK6 eksprese eden monosit
morfolojideki hiicrelerle de temas halinde bulundugu bildirilirken, HKH nislerini
korumak i¢in kemik iligi makrofajlarinin da gerekli oldugu bilinmelidir [Iwata et al.,
2004], [Winkler et al., 2010]. GM-CSF, G-CSF, IL-6 faktorlerini salgilayan CD146
HS5 hiicreleri de CD34" kemik iligi kok/Onciil hiicrelerinin ¢ogalmasini ve
farklilagmasimi saglarken, bu hiicrelerin medyumunun monosit morfolojisini
degistirmedigi ancak ek faktorlerin (IL-4 ve TNFa) kullanilmasiyla beraber dentritik

hiicre fenotipine doniisiimii indiikledigi bildirilmistir [Iwata et al., 2014].

2.2.1. Monosit/Makrofaj Hiicrelerinin Yap1 ve Fonksiyonlari

Bu tez ¢aligmasi kapsaminda ayrica insan pro-monosit hiicre hatti1 olan U937
hiicrelerini de kullandik. Viicudumuzda monositler, makrofaj ve dentritik hiicrelerle
beraber mononiiklear fagositik sistemin bir pargasidir [Guilliams et al., 2014],
[Jakubzick et al., 2017]. Bu mononiiklear fagositler, patojenlere karsi konak
savunmas1 ve doku homeostazi gibi bir¢cok temel biyolojik siirecte yer almak iizere
kan, kemik, akciger, karaciger, dalak, deri ve merkezi sinir sistemi gibi dokularda
bulunmaktadir [Kurotaki et al., 2017]. Kanda dolasan monositler heterojen dagilim
gostermekte ve farkli islevlere sahip monosit tipleri yiizey belirteglerinin ifadesine
gore alt gruplara ayrilabilmektedir [Yang et al., 2014]. CD14 yiizey belirteci ifadesi
bulunan monositler, endotel hiicrelerden geg¢is yapma ve uygun sinyallere yanit olarak
dokulara yerlesme yetenegine sahip klasik (classical) veya gé¢men monositler
(migratory monocytes) olarak; CD16 ifadesi bulunan monositler, damar duvarlari
boyunca devriye gezen ve endotel hiicre destek fonksiyonu oldugu diisiiniilen klasik
olmayan monositler (non-classical) veya devriye gezen monositler (patrolling
monocytes) olarak bilinmektedir. Dolasim sistemindeki monositlerin yaklasik %80-
90’m1 klasik monositler olustururken kalan miktar1 ara form (CD14°CDI16")

monositlerle birlikte klasik olmayan monositler olusturmaktadir. [Auffray et al.,



2007], [Ingersoll et al., 2010]. Klasik monositler bir kemokin reseptorii olan CCR2’yi
(CC-chemokine ligand 2 (CCL2) reseptorii) ve CD62L (L-selektin) hiicre adezyon
molekiiliinii (lenfosit-endotelyal hiicre etkilesimlerinde 6nemli rol oynar) yliksek
seviyelerde ifade ederken ara form monositler ve klasik olmayan monositler CX3CR1
kemokin reseptoriinii yliksek seviyede ifade etmektedir [Ancuta et al., 2003], [Xu et
al., 2008]. Klasik monositlerin en 6nemli fonksiyonu fagositozdur, yiliksek peroksidaz
aktivitesi sergilerler ve bakteriyel lipopolisakkaritlere (LPS) yanit olarak yliksek
seviyelerde IL-10 ve ROS ile diisiik seviyelerde TNFo fiiretirler. Inflamasyon
esnasinda klasik ve ara monositler CCR2/CCL2 veya CCRS5/CCLS kompleman
ciftlerinin VLA-1/VCAM-1'e bagimli etkilesimiyle baglanmakta ve dokuyu istila
etmektedir [Cros et al., 2010], [Wong et al., 2011]. Klasik olmayan monositler ise
TNFa ve IL-1B olmak iizere inflamatuar sitokinler salgilayarak kompleman
CX3CRI1/CCL3 giftinin LAF/ICAM-1'e bagiml etkilesimiyle dokuya ge¢mektedir.
Monositler daha sonra dokuda makrofaja olgunlasarak Major Histocompatibility
Complex (MHC)-I/II yoluyla T hiicre reseptoriine kendi antijenini sunmakta ve T
hiicre aktivasyonuna yol agmaktadir [Yang et al., 2014], [Yona et al., 2013].

Kemik iliginde HKH’den tiirevlenen monositlerin doku makrofajlarinin ana
kaynag1 olduklari diisiiniilse de yakin zamanlarda yapilan arastirmalar dokuda yerlesik
veya dokuya 0Ozgli makrofajlarin ¢ogunlugunun embriyogenez sirasinda yolk
kesesindeki Onciilerden ve sonrasinda farkli organlara go¢ eden fetiis karaciger
monositlerinden gelistigini gostermistir [Ginhoux and Guilliams, 2016], [Ginhoux and
Jung, 2014]. Boylece bu g¢aligmalar monositleri “makrofaj ve dentritik hiicrelerin
olgunlagmamis Onciilii” bakis acisindan uzaklastirmis ve monosit fonksiyonlarina
odaklanilmistir. inflamasyon esnasinda toplanan monositler, ¢ogunlukla yerlesik
makrofajlardan ve dentritik hiicrelerden islevsel olarak farkli monosit tiirevli hiicrelere

farklilasir.[Ginhoux and Guilliams, 2016]



2.2.2. Monosit Farklilasma Yolag:

Hematopoez siireciyle birlikte klasik monositlerin gelisimi oMOH’lerden
farklilasarak gerceklesir. oMOH’ler graniiosit/makrofaj dnciil hiicresine (GMO) ve
megakaryosit ve eritrosit dnciil hiicresine (MEQO) farklilasabilme kapasitesine sahip
hiicrelerdir [Akashi et al., 2000]. Monosit/dentritik &nciil hiicreleri (MDO) ve
unipotent ortak monosit onciil hiicreleri (common monocyte progenitors (cMoP))
oMOH veya GMO’lerden olusabilmektedir [Yafiez et al., 2017]. Kemik iliginde GMO
poplilasyonu arasinda cMoP bulundugu tanimlanmigtir [Kawamura et al., 2017].
Kemik iliginden monositlerin dolasima ¢ikisi, kemokin reseptorii CCR2'nin klasik
monositlerde ekspresyonunu gerektirir [Shi and Pamer, 2011]. Klasik monositler kan
dolagimindan kaybolmadan 6nce 1-2 giinliik kisa bir 6mre sahiptir. Klasik monositler
inflamasyon, yaralanma bdlgelerine hizla gé¢ ederek onemli fonksiyonel plastisite
sergilemekte ve inflamatuar makrofajlara veya dendritik hiicrelere farklilagmaktadir
[Arnold et al., 2007], [Serbina and Pamer, 2006]. CD14 klasik monosit belirtecinin
ifadesi farklilagma esnasinda azalmaktadir [Steinbach and Thiele, 1994]. TLR2 baska
bir yilizey belirteci olarak makrofaja farklilasma esnasinda ifadesi azalmaktadir
[Henning et al., 2008]. Klasik monositlerin hem kandaki klasik olmayan monositlerin
hem de dokulardaki monosit tiirevli hiicrelerin 6ncii popiilasyonunu temsil ettigi fikri
dogrusal bir farklilasma modelini isaret etmektedir. Bu dogrusal farklilasma
modelinde klasik monositlerin kan dolagiminda ara form (CD14*CD16") monositlere
ve klasik olmayan monositlere farklilastig1 kabul edilir [Patel et al., 2017], [Sugimoto
et al., 2015], [Zawada et al., 2011].

Bu tez caligmasinda kullandigimiz U937 hiicre hatti, histiositik lenfoma
hiicrelerinden elde edilmis olup olgunlasmamis monositik hiicrelerin ¢esitli
ozelliklerini gostermektedir [Sundstrom and Nilsson, 1976]. U937 hiicreleri, THP-1
hiicreleri ile kargilagtirildiklarinda daha olgun asamada bulunmaktadir [Chanput et al.,
2014]. U937 hiicreleri, vitamin D3, forbol miristat asetat (PMA) ve all-trans retinoik
asit (ATRA) gibi ¢esitli faktorler araciligiyla uyarilarak monosit/makrofaj yolu
boyunca farklilagabilir ve iglevsel, cogalmayan ¢esitli makrofaj hiicrelerine morfolojik
ve fizyolojik olarak olgunlasabilir [Mendoza-Coronel and Castafion-Arreola, 2016],
[Nemati et al., 2019], [Yamamoto et al., 2009]. U937'nin, apolipoprotein E karboksil

terminalinden tiiretilen Epl.B peptid fragmanina maruz kalmasi dentritik hiicre



benzeri morfolojiye olgunlagsmasini ve ylizey isaretleyici ekspresyonunu
indiiklemektedir [Stephens et al., 2008].

Stispansiyon halinde biiytitiilen U937 hiicreleri, mononiiklear fagosit sisteminin
bir Onclisiinli temsil etmektedir ve PMA ile farklilastirildiklar1 zaman bulunduklar
ylizeye sikica tutunarak makrofajlara 6zgii ¢esitli 6zellikler sergilemeye baslar [Harris
and Ralph, 1985]. Makrofajlar bagisiklik sisteminde fagositoz, antijen sunumu ve
sitokin tiretimi rolleriyle yer alirken yara iyilesmesi, akut ve kronik inflamasyon ve
timor ilerlemesinde de 6nemli Olgiide katkilar1 vardir [Morrissette et al., 1999],
[Mosser and Edwards, 2008]. U937 hiicre hatti monosit ve makrofaj farklilagmasinin
mekanizmalarim1  aydinlatmada,  monosit-endotelyum  baglanmasiyla  ilgili
mekanizmalarin arastirilmasinda, kan kanseri ve kanser terapdtikleri icin in vitro
deneysel model olarak siklikla kullanilmaktadir [Liu et al., 2004], [Strefford et al.,
2001].

2.3. Sekretom

Sekil 2.2’de ozetlendigi lizere proteinlerin salgilanmasi igin ¢esitli yollar
mevcuttur [Kim et al.,, 2018]. Ana hatlar1 ile bu yolaklar klasik/geleneksel
“conventional” ve geleneksel olmayan “unconventional” protein salgilanma (UPS)
yolaklar1 olarak smiflandirilir. Birgok salgi proteini endoplazmik retikulum (ER) ve
Golgi kompleksini iceren geleneksel yolak iizerinden hedef organele, membrana veya
hiicre dis1 alana iletilmektedir. Son ¢aligmalarla birgok proteinin geleneksel olmayan
yollarla hiicre dis1 alana ulagtigi anlagilmistir. UPS yolaklar1 kendi iginde sinyal
peptidi tagimayan sitozolik proteinlerin hiicre disina salgilanmasini igeren ii¢ yolak ve
sinyal peptidi bulunan transmembran proteinlerin golgi kompleksini bertaraf ederek
hiicre-yiizey trafiginin olugsmasiyla beraber dort gruba ayrilabilir [Rabouille, 2017].
Sinyal peptidi tagimayan proteinlerin UPS'in vezikiiler olmayan sinifi, plazma
membran porlar1 (Tip I) ve ABC tastyicilar1 (Tip II) yoluyla dogrudan hiicreden
salgilanmasini igerir. Bu UPS yolaklarin1 kullandig1 bilinen 6rneklerden biri IL-1B
sitokinidir. Monosit/makrofaj gibi miyeloid hiicrelerde iiretilen IL-1fB inflamasyon
olustugunda cesitli sitokinlerle beraber dogrudan hiicrelerden salgilanmakta ve ilk
savunma hattini olusturmaktadir. Cesitli inflamatuar hastaliklarda bulunan baskin IL-

1B ve g¢esitli pro-inflamatuar sitokin salgilarinin baskilanabilmesi i¢in UPS
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yolaklarinin hedeflenebilecegi 6nerilmektedir [Martin-Sanchez et al., 2016]. Bir baska
ornek lipid porlardan TIP I UPS araciligiyla gegen merkezi sinir sistemi ve yetiskin
norojenezinin gelisimi i¢in Onemli olan fibroblast biiylime faktorii 2 (FGF2)
proteinidir ve cesitli norodejeneratif hastalikta FGF2’nin hedeflenebilecegi
onerilmektedir [Woodbury and Ikezu, 2014]. Sinyal peptidi tasimayan proteinlerin
vezikiiler sinifi (Tip III) otofagozomlar, lizozomlar, endozomlar ve eksozomlar gibi
membran bagimli organellerin dahil oldugu UPS yolagidir. Otofajiyle ilgili vezikiiler
yapilar Tip III UPS'te 6nemli bir tasiyici siniftir. Tip III UPS'nin belirgin 6rnegi, sinyal
peptidi tasimayan niiklear protein High Mobility Group Box 1 (HMGBI1)’in hiicre
disina salgilanmasidir. Hiicre disindaki HMBGI1 proteini  damage-associated
molecular patterns (DAMP) ile inflamatuar yanitlar tetiklemesi, dendritik hiicrelerin
olgunlagsmasi, miyeloid hiicrelerde proinflamatuar sitokinlerin {iretimi, endotel
hiicrelerinde hiicre yapisma molekiillerinin indiiklenmesi ve kanserin ilerlemesi

siireglerinde rol oynamaktadir [Sims et al., 2010].
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Sekil 2.2: Protein Salgilama Yolaklari.
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Cogu UPS yolagi ER stresi, inflamasyon, besin acligr ve mekanik stres gibi
hiicresel stres kosullarinda aktive edilmektedir. Birgok hastaligin stres ile iligkisi goz
ontine alindiginda, UPS'in diizenlenmesinin asir1 inflamatuar tepkileri hafifletebilecek

potansiyel terapdtik yaklagimlar barindirdigini diisindiirmektedir.[Kim et al., 2018]

2.3.1. Vezikiiller, Kemokinler ve Integrinler

Hiicre dis1 vezikiiller hiicre membran yapisindan veya endozomal sistemden
tiirevlenen hiicreler arasi iletisimin énemli araglaridir. Hiicre dis1 vezikiiller hiicresel
kokenlerine, boyutlarina ve morfolojilerine gore eksozomlar, mikrovezikiiller ve
apoptotik cisimcikler gibi smiflara ayrilirlar. Biyolojik sivilarda bulunarak hem
fizyolojik (doku homeostazi, yaslanma, metabolik diizenleme, egzersiz, stres,
sirkadiyen ritimler, hamilelik sirasinda molekiiler transfer, emzirme, yemek yeme,
parazit etkilesimleri, vb.) hem de patolojik (kanser, inflamasyon, metabolik
bozukluklar, otoimmiinite, norodejenerasyon, bagimliliklar, vb.) siireclerde yer
alabilirler. Eksozomlar tiim hiicrelerden salgilanan yakin ve uzaktaki hiicreler arasinda
hiicre-hiicre iletisimlerini DNA, RNA, mikroRNA (miR), proteinler ve sitokinlerin
hedef hiicrelere tasinmasiyla gergeklestirir. [Tkach and Théry, 2016]

Sitokinler, bagisiklik cevabini etkileyen ve diizenleyen hemen hemen her hiicre
tarafindan iiretilen otokrin, parakrin ve endokrin hiicre-hiicre iletisimini saglayan 40
kDa molekiiler boyutundan kiiciik olan salgilanan proteinlerdir. Sitokinler
interlokinler, kemokinler veya biiyiime faktorleri gibi alt gruplariyla biiyiik bir aileyi
temsil eder. Sitokinlerin etkileri, hedeflenen hiicreye bagli oldugundan pleiotropik
oldugu gibi farkli sitokinlerin ayni etkiyi gostermesi sinerjistik olabildiklerini de
gosterir [Charo and Ransohoff, 2006]. Monositler, makrofajlar, dentritik hiicreler,
notrofiller, B ve T hiicreleri, epitel ve entodel hiicreleri IL-1a, IL-10, IL-6, IL-8, IL-
10 ve TNFa gibi sitokinlerin farkli kombinasyonlarini ifade ederler. [Kany et al., 2019]

Kemokinler diisiik molekiiler agirliga sahip (7-15 kDa) sitokinlerin bir tiyesidir.
Kemokinler proinflamatuar sitokinler gibi sinyallere yanit olarak salgilanir ve
monositlerin, nétrofillerin ve lenfositlerin secici olarak toplanmasinda énemli bir rol
oynayan kemoatraktan molekiillerdir [Oppenheim et al., 1991]. a-kemokinler olarak
bilinen CXC, B-kemokinler olarak bilinen CC, CX3C, ve C kemokinler olarak N
terminalindeki sistein kalintilar1 ve konumlarina gore dort smifa ayrilir [Rollins,

1997]. Baglica nétrofil ve graniilositlerin kemotaksisini uyaran CXC kemokinler N
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terminalinde reseptor baglanmasi i¢in dnemli Glu-Leu-Arg (ELR) sekansi igerirler.
Farkli adlandirmaya maruz kalan IL-8, CXC kemokin ligand 8 (CXCLS8) kemokinidir
ve nétrofil aktive edici protein-1 (NAP-1) olarak da bilinir. IL-8 kemokini G-
proteinine baglh reseptorler CXCR1 ve CXCR?2 ile etkilesir. IL-8, notrofillerin kan
dolagimindan ayrilmasini ve ¢evre dokuya girmesini indiiklemesinin yaninda bir¢ok
kemokin gibi hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesi, hiicre i¢i Ca?* diizeylerinde
degisiklikleri, integrinlerin aktivasyonu, graniil proteinlerin salinimin1 uyarir [Paccaud
et al., 1990]. CC kemokin ailesinin ilk kesfedilen ve iyi karakterize edilmis tliyesi
monosit kemoatraktan protein-1 (MCP-1 veya CCL2) monositler i¢in gii¢lii bir
kemotatik faktordiir, Ca?* akigini ve integrin ekspresyonu dahil olmak tizere kemotaksi
ile baglantili ¢esitli hiicresel olaylar1 uyarir. CCL2 kemokin ailesinin en ¢ok caligilan
iiyelerindendir ve otoimmiin hastaliklarda potansiyel tedavi hedefi olabilecegi
bildirilmistir [Hayashida et al., 2001], [Serensen et al., 2004]. Monositlerin gdcilinde
farkli kemoatraktant molekiiller kullanilir, patern tanima reseptorleri aktivasyonundan
veya sitokin stimiilasyonundan sonra, CCL2 ve CCL7 (MCP-3) kemokinleri stromal
hiicreler ve immiin hiicreler tarafindan hizlica iiretilir. CCL2 hiicre dis1 matriks
glikozaminoglikanlar1 dimerize ederek baglanir, boylece CCR2* inflamatuar
monositler i¢in stabil bir gradyan olusturur [Proudfoot et al., 2003]. Erken
inflamasyona notrofiller hakim olurken, polimorfoniiklear 16kositleri ceken CXC1 ve
CXC8 gibi kemokinlerin baskilanmas1 yoluyla nétrofiller azalir, monositleri ¢eken
CCL2/MCP-1 ve CCL8/MCP-2 gibi kemokinler indiiklenir ve sonraki inflamasyon
durumlarina monositler hakim olur [Hurst et al., 2001]. CX3C kemokin ailesi bilinen
tek iiyesini CX3CL1 (veya fraktalkin) temsil eder. Hem membran bagimli hem de
¢cozlinlir formda bulunan benzersiz bir kemotaktik faktordiir. Fraktalkin reseptorii
CX3CRI, anti-inflamatuar klasik olmayan monositlerin iyi bilinen bir belirtecidir.
Ayrica pro-inflamatuar monositlerde bulunabilir ve normal fonksiyonunda rol
oynayabilir [Griffith et al., 2014].

Hiicre yiizeyinde bulunan integrinler, hiicre-hiicre ve hiicre-hiicre dis1 matris
etkilesimlerinde yer alan hiicre mikrogevresi icin Onemli transmembran
reseptorleridir. Aktiflesen monositlerin vaskiiler endotelyuma yapismasi, dolagimdaki
monositlerin gogiinii baslatir. inflamatuar bir hastalik olan romatoid artrit’te (RA)
monositler yapisma molekiilleri Bl ve B2 integrinlerini artan diizeyde ifade
etmektedir. VLA-4 ve VLA-5 olmak iizere B1 integrinleri endotel yilizeyde bulunan

fibronektin ve VCAM-1 ile etkilesime girerek monosit yapigmasina araci olmaktadir.
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Esasen CD11b olmak lizere CD11a ve CD11c gibi B2 integrinlerini monositler yliksek
oranda ifade eder; hiicreler arasi adezyon molekiilii-1 (Intercellular Adhesion
Molecule (ICAM) 1 veya CD54), ICAM-2 (CD102) ve ICAM-3 (CD50) endotelyal

ligandlariyla etkilesime girerek monositlerin gog siirecini destekler [Lioté et al., 1996].

2.4. DEK Geni

DEK, bircok hiicresel siirecin diizenlenmesinde 6nemli bir role sahip, tiirler
arasinda olduk¢a korunmus ve insanda 6p22.3 kromozom boélgesinde bulunan DEK
geninin irlinii niiklear bir kromatin proteinidir [Kappes et al., 2001], [Riveiro-
Falkenbach and Soengas, 2010], [Waldmann et al., 2004]. DEK geni ilk olarak akut
miyeloid 16semi (AML) hastalarinin bir alt grubunda tekrarlayan 6. ve 9. kromozomlar
arasi translokasyon (t(6;9)) triinii kimerik DEK-CAN mRNA ve DEK-CAN fiizyon
proteini araciligiyla kesfedilmistir [von Lindern et al., 1992]. Daha sonra jiivenil
romatoid artrit (JRA), junevil idiyopatik artrit (JIA), sistemik lupus eritematozus
(SLE) ve sarkoidoz gibi cesitli otoimmiin hastaliklarda otoantijen olarak da
tanimlanmistir [Dong et al., 1998, 2000], [Sierakowska et al., 1993], [Wichmann et
al., 2000]. Agresif olarak c¢ogalan malign hiicrelerde tercihen eksprese edildigi,
apoptoz ve senesens gibi hiicresel siirecleri negatif yonde etkileyerek tiimor
olusumuna katki1 sagladigi diisliniilmektedir [Carro et al., 2006], [Lin et al., 2013],
[Riveiro-Falkenbach and Soengas, 2010]. AML [Casas et al., 2003], [von Lindern et
al., 1992], kronik lenfositik 16semi [Wang et al., 2012], glioblastom [Kroes et al.,
2000], retinoblastom [Grasemann et al., 2005], Melanom [Khodadoust et al., 2009],
hepatoselliiler karsinom [Kondoh et al., 1999; Yu et al., 2016], mesane kanseri [Datta
et al., 2011], [Evans et al., 2004], kolon kanseri [Lin et al., 2013] ve gogiis kanseri
[Abba et al., 2007] gibi bir¢ok tiimor dokusunda DEK’in asir1 ifadesi gosterilmistir.
DEK ifadesinin miyeloid hiicrelerine farklilasma esnasinda olgunlagsmamis onciil
hiicrelerine kiyasla azaldig1 belirtilmistir [Ageberg et al., 2006], [Logan et al., 2015].
Ayrica DEK; HKH'nin korunmasimi, kendini yenilemesini ve popiilasyon
kapasitelerini arttirirken hematopoietik Onciil hiicrelerin ¢ogalmasini azaltarak

hematopoezi diizenlemektedir [Capitano and Broxmeyer, 2017].
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2.4.1. DEK lizoformlari

DEK proteininin bilinen iki izoformu mevcuttur. DEK izoform 1 (DEK1) 375
amino asit olmak iizere DEK’in tam uzunluktaki 43 kDa molekiiler agirliga sahip bir
formudur. DEK proteini iizerinde c¢esitli baglanma bolgeleri bulunmaktadir (Sekil
2.3)[de Albuquerque Oliveira et al., 2018]. DEK’in kromatine baglanmasindan
sorumlu, DNA’ya siiper sarmallar1 tanitan 35 amino asitlik SAF/SAP (Scaffold
Attachment Factor) bolgesi DEK’in merkezinde olup 149 ve 183. amino asitler
arasinda bulunmaktadir [Kappes et al., 2004b]. 87-187 amino asitleri arasindaki
sekans diiz DNA yerine rekombinasyon ve DNA onarimu ile iligkilendirilen “four-way
junction” DNA'sini tercih edip gevsemis dairesel DNA’da siiper sarmallari tegvik eder,
68-87 ve 187-250 amino asitleri arasindaki bitisik sekanslar pozitif sliper sarmallarin
olusumu i¢in gereklidir [Bohm et al., 2005], [Waldmann et al., 2003]. 78-208 amino
asitlerinde bulunan iki DNA baglanma bdlgesi, helix-loop-helix motifine katlanan
kapali ¢ift sarmalli DNA’ya (dsDNA) pozitif siiper sarmallar1 tanitir [Devany et al.,
2008]. 205-221 amino asitleri arasinda niiklear lokalizasyon sinyal (NLS) motifi, 309-
375 amino asitleri arasinda yapisal olarak E2F/DP transkripsiyon faktorii ailesine
homolog DNA baglanma bolgesi bulunur [Kappes et al., 2001]. Son olarak 270-350
aminoasitleri arasinda DNA baglanma bolgesi ile ortiisen Kazein Kinaz 2 (CK2)
tarafindan fosforilasyona bagli multimerizasyon bdlgesi bulunur [Kappes et al.,
2004a]. Bu bolgelerle beraber IL-8 ve MIP2 gibi CXC kemokinlerinde bulundugu
bahsedilen ve reseptor baglanmasi i¢in d6nemli ELR sekansina DEK’in de sahip oldugu
belirtilmistir [Mor-Vaknin et al., 2006]. Ozetle, DEK proteinin ugradigi post
translasyonel modifikasyonlar (fosforilasyon, asetilasyon veya ADP-ribosilasyon)

DEK'in DNA'ya baglanma afinitesini etkiler [Kappes et al., 2004a].
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Sekil 2.3: DEK’in DNA baglanmasinda yer alan fonksiyonel bolgeleri ve post
translasyonel modifikasyonlarinin sematik yapisi.

DEK izoform 2 (DEK2), pozitif DNA siiper sarmal aktivitesi i¢in gerekli olan
49-82 amino asitlerinin eksik oldugu alternatif u¢ birlestirme ile olusturulan kisa bir
formudur (Sekil 2.4) [Privette Vinnedge et al., 2013], [Teng et al., 2017]. Cogu
arastirma DEK1'in normal dokularda ve kanserde olast islev ve mekanizmalarina
odaklanmistir. Kisith da olsa bazi ¢alismalar DEK2’den bahsetmektedir. DEK2'nin
asir1 ekspresyonu daha az etkili olmasina ragmen DEKI1 asir1 ekspresyonu gibi

hepataseliiler karsinom (HCC) hiicrelerinin ¢ogalmasini ve gogiinii desteklemistir [Yu
et al., 2016].

DEK isoform 1

1 149 183 205 221 322 375 aa

| | |
SAF/SAP -—C terminal domain

DEK isoform 2

1 115 149 171 187 288 341 aa
| | | [J—

Lo ... ISAF/SAP___INLS([ ________ [GECWITEIRNET

Sekil 2.4: DEK izoformlarinin sematik yapisi. DEK izoform 2’de 49-82 amino
asitleri arasindaki ekzonlar eksiktir. SAF/SAP, Scaffold Attachment Factor motif;
NLS, niiklear lokalizasyon dizisi.
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2.4.2. DEK’in Fonksiyonlari

DEK proteini “uzun déonem hematopoietik kok hiicreleri”nin korunmasina ve
kendini yenilemesine katkida bulunurken [Broxmeyer et al., 2012], CD34" onciil
hiicrelerinin farklilagmasini uyararak graniilositik hiicre kolonilerinin olusmasinda da
rol oynar [Koleva et al., 2012], [Logan et al., 2015].

DNA iizerinde farkli yapisal bolgelerde lokalize olabilen DEK, DNA
topolojisinde [Waldmann et al., 2003], heterokromatin protein la (HP1a) ile dogrudan
etkilesimiyle H3K9me3 histonuna baglanmasin arttirarak heterokromatin yapisinin
korunmasinda pozitif diizenleyici ve promotdrlerin yakininda bulunan H3K9me3
histonunu azaltarak epigenetic silencing loop olusumunda [Kappes et al., 2011], histon
asetiltranasferaz  (HAT) enziminin aktivitesini bozarak transkripsiyonun
baskilanmasinda ve AP2-a proteininin DNA’ya baglanmasini arttirarak
transkripsiyonun aktivasyonunda [Kappes et al., 2004b), ¢ift zincir kiriklarinin (DSB)
onariminda gorevli RADS51 ile kompleks olusturarak homolog olmayan u¢ birlesmesi
(NHEJ) stirecinde [Smith et al., 2017] yer alarak DNA transkripsiyonu ve onarimi

dahil olmak iizere ¢esitli niiklear islemlerde yer almaktadir.

2.4.3. Hiicre Disina Salgilanan DEK

Niiklear bir protein olan DEK’in post translasyonel modifiyasyonlar sonucunda
DNA baglanma kapasitesinin azaldigi ve DNA hasari, apoptoz ve inflamasyon
durumlarinda hiicreler tarafindan salinabildigine dair ilgi ¢ekici bulgular vardir. DEK,
apoptoza giden hiicrelerden pasif olarak salgilanmasinin yaninda monositlerin,
monositlerden tiiretilmis makrofajlara (Monocyte derived macrophages, MDM)
farklilagtirilmasiyla beraber DEK’in 6nemli oranda hiicre ¢ekirdeginden ayrilarak
sitoplazmaya gegctigi ve oradan da eksozomlar veya golgiden bagimsiz yolla serbest
formda aktif olarak salgilandigi gosterilmistir [Mor-Vaknin et al., 2006]. CK2
fosfarilasyonu ve Poly (ADP-Ribose) Polymerase 1 (PARP1) poli ADP-ribosilasyonu
ile kromatinden ayrilan DEK’in hiicre digina saliniminin IL-8 ile uyarildigi ve bu
siirecin immiinbaskilayic1 ajanlar (deksametazon ve siklosporin A) tarafindan
baskilandig1 gosterilmistir [Kappes et al., 2004a], [Mor-Vaknin et al., 2006]. Ayrica

DEK ve DEK otoantikorlar1 JIA hastalariin sinavyal sivisinda tespit edilmistir ve bu
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serbest formunun otoimmiin hastaliklarda nétrofiller, sitotoksik T hiicreleri ve dogal
katil hiicreler i¢cin kemoatraktant olarak etki gosterdigi, eksozomlarla saliniminin ise
otoimmiinite ile iligkili oldugu belirtilmistir [Dong et al., 1998], [Mor-Vaknin et al.,
2006], [Wichmann et al., 2000].

Bir bagka calismada DEK ifadesi baskilanmis hiicrelerde goriilen kromatin
yapisindaki ve DNA tamir mekanizmalarindaki bozukluklarin besiyerine eklenen
rekombinant DEK aracilifiyla yeniden diizenlendigi gozlenmistir. HSPG bagimli bir
mekanizmayla hiicre i¢ine alinan rekombinant DEK niiklear lokalizasyon gostererek
endojen DEKin hiicre i¢i aktivitelerini gerceklestirmistir. [Saha et al., 2013]

Erken evredeki mesane kanserlerinde DEK’in asir1 ifade edildigi gozlenmis ve
sonucunda mesane kanseri hastalarimin idrarinda DEK tespit edilmistir. Pilot bir
calisma olsa da mesane kanserinin erken teshisi icin DEK’in biyobelirte¢ olarak
kullanilabilecegi 6nerilmistir [Datta et al., 2011].

JIA hastalarinin sinoviyal nétrofillerinden, makrofajlar ve T hiicreleri gibi hiicre
dis1 bosluga DEK’in salgilandig1 bir baska caligmada tespit edilmistir. Nétrofiller;
PMA, IL-8 veya LPS aktivasyonu sonucu graniil proteinlerini ve kromatini serbest
birakarak  patojenleri baglayan Neutrophil Extracellular Traps (NETs)
olusturmaktadir. DEK ifadesi silinen bir hayvan modelinde NETs olusumunun inhibe
oldugu goriilirken uygulanan rekombinant DEK ile NETs olusumunun daha
sitoplazma ve ¢ekirdege ulasmadan tamamlandigi, DEK hedefli DNA aptamerlerinin
uygulanmast sonucunda da NETs olusumunun belirgin seviyede engellendigi
bildirilmistir. inflamasyonun &nemli bir aracis1 gibi goriinen DEK, dogustan gelen
bagisiklig1 ve otoantikorlarin olusumunu diizenleyen NETs yapilari i¢in gereklidir.
[Mor-Vaknin et al., 2017]

Hiicre dist DEK, erken miyeloid Onciil hiicrelerin proliferasyonunu negatif
etkilerken, olgun miyeloid hiicrelerin farklilagmasi tizerinde olumlu bir etkiye sahiptir.
Ancak graniilositik farklilagmay1 artirip artirmayacagi veya endojen DEK gibi HKH
fonksiyonunu degistirip degistiremeyecegi bilinmemektedir. Graniilositler gibi bazi
hematopoetik hiicreler, salgilanan DEK’e dogru go¢ ederler. Inflamatuar uyaranlar
hiicre i¢ci DEK konsantrasyonlarini ve hematopoietik kdkenli hiicreler tarafindan DEK
salgilanmasim diizenler. Inflamasyon ve bagisiklik tepkisinde énemli olan NF-xB
sinyal yolaginin aktivasyonu, DEK tarafindan IL-8 gibi inflamatuar molekiillerin

iiretimindeki degisikliklerle diizenlenir (Sekil 2.5). [Capitano and Broxmeyer, 2017]
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Sekil 2.5: Hiicre dis1t DEK’in Hematopoez ve inflamasyonda Olasi Rolleri.

Hematopoezde DEK’in ekspresyonu, fonksiyonlar1 (proliferatif etki, hiicre
farklilagmasi), salgilanmasi, otoimmiin hastaliklardaki rolleri ve hematopoetik
kanserlerdeki artan ifadesi DEK’in terapdtik potansiyel bir hedef olacagi kanisini
desteklemektedir.

DEK'in ¢Oziinlir formunun sitokin/kemokin benzeri aktivite araciligiyla
hematopoez tizerindeki etkileri olduguna dair giiclii kanitlarin tespitiyle beraber
in vitro model olarak kullanilan Hs27A ve U937 hiicrelerinden DEK’in salgilanip
salgilanmadiginin belirlenmesi gerekli hale gelmistir. Bu tez calismasinda bilinen
DEK izoformlarinin asir1 ifadesi model hiicre hatlarinda saglandiktan sonra

proliferasyona etkisi, lokalizasyonu ve hiicre dist alandaki varliklart arastirilmistir.
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3. MATERYAL

Tablo 3.1: Cihazlar.

Uriin Firma Katalog Numarasi
Chemi Doc XRS+ Biorad 721BR04545
CO:; Inkiibatdr Heal Force HF90

Countess Hiicre Sayim Invitrogen 1754B
Calkalayici Labnet S2025-B-230V
Etiiv VWR 466-3510

FACS Jazz BD 655487

Floresan mikroskobu Nikon Eclipse Ti-S
Flow Sitometri BD Accuri C6

Isitic1 blok Benchmark BSH1002-E

Is1ik mikroskobu Nikon Eclipse, E100
Konfokal Mikroskop Zeiss LSM 880
Laminar Akim Kiiltlir Kabini | Cryste Puricube 1200
Micropipet Seti Gilson F167300

Mini Santrifiij Hitachi CTI5SRE

Multi rotor Biosan Multi RS-60
Pipet Gun (Gilson) Capp CAPP PA-100
Santrifiij Labogene ScanSpeed 1580R
Santrifiij Sigma 1-14

S1v1 azot tanki Taylor Wharton LS4800
Sonikasyon Cihazi Branson BBRO02110512
Su banyosu Wisd Lab. Ins. 0400702135J036
Transblot Transfer Sistemi Biorad 170-4155

Ters Floresan mikroskobu Nikon Eclipse 801

Ters Isik mikroskobu Nikon Eclipse TS100
Multiscan FC Thermo Scientific 357-701180
Varioskan Thermo Scientific 3001-1571
Worteks VWR International 444-1372

20



Tablo 3.2: Sarf Malzemeler.

Uriin Firma Katalog Numarasi

6 / 96 kuyulu plaka TPP 92006 / 92096

96 kuyulu Immiin plaka Sigma-Aldrich M9410-1CS

Amicon Ultra-4 Filtre Millipore UFC801024

Amicon Ultra-15 Filtre Millipore UFC901024

Countes Slides Nanoentek EVE EVS-50

Ependorf Tiip Axygen MCT-060-C, MCT-150-C
Falkon 15 /50 ml Capp 510015 /510050
Filtre/Cell Strainer (40pm) BD 352340

Filtreli Pipet ucu Nest 314016, 315016, 312012
Flask 25 /75 cm? TPP 90026 / 90076

Hazir Western Blot BOLT Jel | Invitrogen NWO00100BOX

Hazir Western Blot Jeli Biorad 456-1034

Hiicre Kaziyici Fisher Scientific

Kriyotiip Nest 607001

Lam SuperFrost® Menzel Thermo Scientific | 10118091

Lamel (20x20mm) Isolab 401005151

Mr. Frosty Nalgene 5100-0001

Nitroseliilloz Membran Biorad 1620112

Parafilm Isolab 058.01.001

Petri (100 mm) TPP 93100

Pipet ucu Nest 301006, 302106, 303206
PVDF Membran Biorad 1620177

Serolojik Pipet Capp SP-02-C, 05-C, 10-C,25-C
Siringa ucu filtre (0.22 um) TPP 99722

Siringa ucu filtre (0.45 um) TPP 99745

Thoma Lam1 Isolab 1.075.03.002

Western Blot Mini Jel Tank Thermo Scientific | A25977

Western Blot Transfer Modiil | Thermo Scientific | B100

Yapigkan Film Applied 4306311
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Tablo 3.3: Kullanilan Kimyasallar ve Kitler.

Uriin Firma Katalog

4X Laemmli SDS Tamponu Biorad 161-0747

4X Bolt LDS Tamponu Thermo Scientific BT0007

10X Denatiirasyon Tamponu Thermo Scientific BT0009

10X TBS Biorad 1706435

10X Yiiriitme Tamponu Biorad 161-0732

20X Transfer Tamponu Thermo Scientific BT0006

20X MES Yiirtitme Tamponu Thermo Scientific BT0002
Absolut Etanol Isolab 9.200.262.500
Aseton Sigma-Aldrich 24201-2.5L-R
Beta-mercaptoethanol Applichem A1108.0100
BSA Sigma-Aldrich A2153-10G,50G
Calcium Chloride Dihyd. Sigma-Aldrich C7902-500G
EDTA Sigma-Aldrich E5134-500G
Formaldehit (%37) Teknokim TK.060162.05000
Isopropanol Isolab 9610232500
Kemiluminisan (ECL) Advansta K-12045-D50
Kemiluminisan (ECL) Thermo Scientific 32132
Kloroform Sigma-Aldrich 24216-2.5L-R
Marker Thermo Scientific 26616
Metanol Sigma-Aldrich 32213-2.5L
MycoPlasma Detection Kit Intron 25237

NaCl Sigma-Aldrich S7653-250G
NP-40 Applichem A1694,0250
Parafolmaldehid (PFA) Sigma-Aldrich P6148-1KG
PBS Gibco 14190094
Pierce BCA Pro.Ass.Kit. Thermo Scientific 23227
Proteaz/Fosfataz Ambion 2551G
Proteaz Inhibitdr Sigma-Aldrich 11873580001
SDS Sigma-Aldrich L3771-100G
Sodium Chloride Sigma-Aldrich S7653-250G
Sodium deoxycholate Sigma-Aldrich D6750-10G
Sodium Phosphate Di. Sigma-Aldrich S7907-100G
Substrat Tableti Sigma-Aldrich S0942

Trizma Base Reagent Sigma-Aldrich T1503-1KG
Triton X-100 Isolab 1.602.32.001
Tween-20 Sigma Aldrich P9416-100ML
Vectashield Mounting Medyum | VectorLab H-1200
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Tablo 3.4: Hicre Kiiltiir Malzemeleri.

Uriin Firma Katalog Numarasi
CaPO4 Transfeksiyon Kiti | Promega E1200
DMEM Gibco 41966029
DMSO Fisher Scientific BP231-100
FBS Gibco 10270106
HEPES Sigma-Aldrich H4034-25G
IL-8 R&D 208-IL-010/CF
PBS Gibco 14190094
Penicilin/Streptomycin Gibco 15140122
PMA/TPA Sigma-Aldrich P1585-1IMG
Polybrene Sigma-Aldrich H-9268
Poly-L-Lysine Merck P5899-5MG
RPMI 1640 Medium Gibco 52400025
Tryphan Blue Invitrogen T10282
Trypsin Gibco 25300054
Tablo 3.5: Hiicre Hatlar.
Hiicre Hatti Firma Katalog Numarasi
293T Dr. Gerard Grosveld -
Hs27A ATCC CRL-2496™
U937 Dr. Gerard Grosveld -
Tablo 3.6: Primer ve Sekonder Antikorlar.
Hedef Klon Host | Firma | Katalog Numarasi
Anti-Insan MYC 9BI11 Fare CST 2276S
Anti-Insan MYC 71D10 | Tavsan | CST 22788
S | Anti-insanDEK | 2/DEK | Fare | BD 610948
E Anti-Ipsan DEK - Tavsan | Bethyl A301-335
Anti-Insan IL6 6708 Fare R&D MAB206
Anti-insan GAPDH | DIGH11 | Tavsan | CST 5174S
Anti-Fare-HRP N/A Keci CST 7076S
g Anti-Tavsan-HRP N/A Keci | CST 70748
£ | Anti-Tavsan-A555 N/A Kegci CST 44138
é Anti-Fare-AP Keci Sigma A3562
Anti-Tavsan-AP Keci Sigma A3687
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Tablo 3.7: Plazmitler ve Vektorler.

Uriin Firma Katalog Numarasi
MIG Retroviral Vektor Addgene 27490
Paketleme plazmitleri Dr. Gerard Grosveld -
(6382) SexAl * pLXSN 5' (58 ..80
(6254) BstEIl [ PBABE 5' (96 .. 112
[ Bglll (135)
(5891) Eagl PaeR7I - Xhol (141)
(5827) Spel Hpal (149)
EcoRI (153)
PspOMI (264)
Apal (268)
— Avrll (302)
—— IRES reverse (318 ..335)

— BsaAl - Pmll (467)
Aarl (490)

T Dralll (514)
TTIRESF (545 . 564)
PIMI (604)
(4988) SgrAl BmgBI (694)
4965) pBRrevBam ——— Ncol (736)
- BstX1 (737)
4844 1 —
(4840) Sphl — EGFP-N (783 ..804)
(4796 .. 4818) M13/pUC Forward —
. BtgZl (859)
(4616) Ndel ~ EXFP-R (1044 .. 1063)

EGFP-C (1391 ..1412)

Pacl (1466)
Sall (1493)
Accl (1494)
014) Amp-R \ BspQl - Sapl (2436)
(3925) Scal L4440 (2442 .. 2459

pBR3220ri-F (2693 .. 2712

Sekil 3.1: MIG Retroviral Vektoriin Haritasi.

DEK izoformlar1 ifadesinin arttirilmasi i¢in kullanilan plazmitler daha 6nce
laboratuvarimizda yapilan ¢alisgmada Addgene’den temin edilen retroviral formattaki
MIG (#27490) vektoriine Myc epitopu (N-EQKLISEEDL-C) iceren DEK1 ve DEK2
klonlanarak gerceklestirilmistir (Sekil 3.1) (https://www.addgene.org/27490/).

Tablo 3.8: Kullanilan Cozeltiler.

Cozelti Icerik
RIPA 150 mM NacCl, 50 mM Tris-HCI [pH 8], %1 NP-40,
Liziz Tamponu %0.5 Sodium Deoxycholate, %0.1 SDS
Triton X-100 150 mM NacCl, 50 mM Tris-HCI [pH 8-8.8],
Liziz Tamponu %1 Triton X-100, %0.1 SDS
10X Transfer 250ml; 36g Glycine, 7.55g Trizma Base
Tamponu
Kaplama Tamponu 500 ml, pH 9.6; 2.88 g NaHCOs, 1.66 g Na.COs

10X Substrat Buffer | 100 ml, pH 9.8; 7.51 g Glycine, 203 mg MgClz, 136 mg ZnCl,
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4. METOT

4.1. Hiucre Kiltiiru

Insan kemik iligi hiicre hatt1 Hs27A ve insan monosit &nciil hiicre hatt1 U937,
stv1 azot tankindan ¢ikarildiktan sonra kismen eritildi ve kiiltiir ortaminda 12 ml RPMI
1640 biiytime besiyeri (%10 FBS ve %1 Penisilin/Streptomisin (P/S) ilave edilmis)
eklendi, 1500 rpm‘de 5 dakika santrifiijlendi. Siipernatant (iist s1v1) uzaklastirildiktan
sonra hiicre pelleti RPMI 1640 biiylime besiyeri ile siispanse edilip T25 veya T75
flaska ekildi, %5 CO», 37°C’de ¢ogaltilarak canliliklar1 devam ettirildi. Hs27A hiicre
hatt1 flasklar1 %80-90 kapladiginda besiyeri uzaklastirip hiicreler PBS ile yikand1 ve
1X Tripsin eklenip 37°C inkiibatérde 2 dakika inkiibasyon sonunda hiicrelerin flask
yiizeyinden ayrilmasi saglanip 1/3 diliisyonla pasajlandi. Siispanse hiicre hattt U937,
maksimum 2x10° hiicre/ml oldugunda 1x103 hiicre/ml olarak pasajlandi. 293T hiicre
hatt1 sivi azot tankindan ¢ikarildiktan sonra ayni sekilde ¢oziildii, DMEM besiyeri
(%10 FBS ve %1 P/S) kullanilarak siispanse edildi ve %5 CO, 37°C inkiibatorde
cogaltilip 100 mm kiiltiir petri kabinda retroviriis iiretilebilmesi i¢in paketleme hiicre
hatt1 olarak kullanildi.

Hiicre stoklar1 olusturabilmek icin Hs27A, U937 ve 293T hiicreleri santrifiij
edildikten sonra soguk dondurma besiyeri (%10 DMSO igeren FBS) ile 3-5x10°
hiicre/ml olacak sekilde siispanse edilip cryo tiiplere aktarildi ve kademeli soguyarak
hiicrelerin saglikli sekilde dondurulmasini saglayan kaplar i¢inde (Nalgene, Mr.
Frosty, Sigma Aldrich) bir giin -80°C’de kaldiktan sonra hiicreler sivi azot tankina

(-196°C) aktarilarak uzun siire muhafaza edilmesi saglandi.

4.2. Mikoplazma Kontrolii

Mikoplazma (Mycoplasma) kontaminasyonunun test edilmesi amaciyla “e-
Myco™ plus Mycoplasma PCR Detection Kit (25237, Intron)” temin edildi ve iiretici
firmanin talimatlar1 dogrultusunda gerceklestirildi. Kitin kaynatma metoduna gore 1.5
ml'lik ependorf tiip igine 1.1x10° hiicre olacak sekilde siispansiyon hazirlandi. Daha
sonra ependorf tiip mikrosantrifiijjde 10~15 saniye dondiiriildii ve siipernatant

uzaklastirildi. Hiicreler 1 ml steril PBS ¢ozeltisi i¢inde siispanse edildi, kisaca
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dondiiriildiikten sonra siipernatant uzaklastirildi ve bu sekilde 2 kez yikama yapildi.
Hiicre pelletleri 100 pl steril PBS iginde yeniden siispanse edildi. Ornekler 10 dakika
95°C‘ye maruz birakildi ve 5~10 saniye vortekslendi. Ardindan Ornekler oda
sicakliginda 13.000 rpm'de 2 dakika boyunca santrifiijlendi. Siipernatant yeni bir tiipe
aktarild1 ve PCR i¢in kullanildi.

Uygun sayida Mycoplasma PCR Premix tiipiiniin i¢ine 15 pl DNase/RNase
icermeyen su eklendi. Her tiipe 5 pl ilgili DNA 6rnegi eklendi. Kitin i¢inden ¢ikan
pozitif kontrolden 1 pl kullanildi. PCR tiipiiniin i¢indeki mavi pellet ¢oziildiikten sonra
PCR gerceklestirildi. PCR bitiminde ornekler hazirlanan agaroz jele 5 pl olarak
yiiklendi ve 100 V’da elektroforez gergeklestirildi. Goriintiileme cihazinda hiicrelerde
herhangi bir kontaminasyon olmadigi dogrulandiktan sonra jel UV 1s18a 10 dakika

maruz birakilip atild.

1.3.Hiicrelerin DEK1 ve DEK2 Asir1 ifadesi icin Retroviriis
Uretilmesi ve Transdiiksiyon

4.3.1. Transfeksiyon

Transfeksiyon islemi igin DMEM besiyeri (%10 FBS ve %1 P/S) ilave edilmis)
kullanilarak 37°C, %5 CO2’de kiiltiir edilen 293T hiicre hatt1 kullanildi. Hiicreler
transfeksiyondan bir giin dnce 100 mm’lik petrilere 2x 10 hiicre /10 ml olacak sekilde
DMEM biiyiime besiyeri kullanilarak ekildi.

DEK’in asir1 ifadesi i¢in plazmit transfeksiyonu, her petri i¢in Tablo 4.1°de
belirtilen retroviral plazmit kullanilarak Promega kalsiyum fosfat transfeksiyon

kit’inin (E1200, Promega) 6nerdigi sekilde uygulandi.
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Tablo 4.1: 293T hiicrelerinin transfeksiyonunda kullanilan retroviral vektorler ve

miktarlari.
MSCV-MYC- | MSCV-MYC-
(11:[ SCIZ _Iifli) DEK1-IRES- DEK2-IRES- Total Kons.
cg Trontro GFP GFP
ddH,O 422 ul 422 ul 422 ul -
Plasmit
10 ul 10 ul 10 pl 10
(1 pg/n) s
Retro
Gag/Pol
4 ul 4ul 4 ul 4
(Paketleme B H W He
Vektorii)
Retro VsV-G
(Paketleme 2 ul 2 ul 2 ul 2 ug
Vektorii)
CaCl, 62 ul 62 pul 62 ul -

Transfeksiyondan 18 saat sonra petrilerdeki medyum uzaklagtirildi. Her petri 5
ml PBS ile hiicrelerin yiizeyden kalkmamasina dikkat edilerek iki defa yikandi ve her
bir petriye 5 ml taze RPMI biiylime besiyeri (55°C’de su banyosunda 1 saat inaktive
edilmis %10 FBS, %1 P/S) eklenerek hiicreler 37°C / %5 CO,‘de 24 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda transfeksiyonun gergeklesip ger¢eklesmedigi floresan mikroskop
(Eclipse Ti-S, Nikon) ile tespit edildi ve GFP pozitif hiicreler gen iiriiniiyle birlikte
ifadesi gerceklestigi icin transfeksiyonunun bagarili oldugunu gosterdi. Ardindan viriis
iceren medyum petrilerden toplanip 0.45 um’lik steril filtreden (4614, Life Sciences)

gegirildikten sonra U937 hiicrelerin infekte edilmesi (transdiiksiyon) i¢in kullanildi.

4.3.2. Transdiiksiyon

Transdiiksiyonun 24 saat 6ncesinde U937 hiicreleri 1x10° canli hiicre olacak
sekilde T25 flasklara 5 ml taze medyumda (RPMI %10 FBS + %1 P/S) ekildi. Bir
onceki adimda elde edilen viriis igeren medyuma 8 pg/ml konsantrasyon olacak
sekilde polybrene (H-9268, Sigma) eklendi. U937 hiicrelerinden eski medyum
santrifiij edilerek uzaklastirildi ve hiicre pelleti 5 ml hazirlanan viriis besiyerinde
¢oziiliip T25 flaska ekildi. Infekte edilen hiicreler inkiibatore (%5 CO, 37°C) kaldirildr.
Ayni giin aksam saatlerinde ikinci infeksiyon, ertesi gilin sabah ligiincii infeksiyon ve
aksam dordiincii infeksiyon olarak ayni islem tekrarlandi. 3. giin PBS ile yikanan

hiicrelere taze biiylime besiyeri eklenerek hiicrelerin kiiltiirde devamlilig1 saglandi.
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4.4. Transdiikte Olmus Hiicrelerin Akis Sitometrisi ile
Ayristirillmasi

GFP analizi, transdiiksiyondan 48 saat sonra ‘BD Accuri’ cihaz1 kullanilarak
gerceklestirildi. Bu amagla, hiicreler 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. 1ml PBS
ile ¢coziilen hiicreler 40 pm’lik filtreden gegirildi ve elde edilen hiicrelerdeki GFP orani
analiz edildi. Ardindan GFP pozitif ve GFP negatif hiicreler akis sitometrisi (FACS
Jazz, 655487, BD) kullanilarak ayristirildi. Hiicrelerin birbirinden ayristiriimasi
isleminde hiicre grubundan yaklagik 3x107 hiicre santrifiij edildi ve {izerine %2 BSA
(A2153-10G, Sigma) ve 4 mM EDTA (BP118-500, Fisher Chemical) igeren 10 ml
PBS (Ayristirma soliisyonu) eklendikten sonra 40 um’lik filtreden (352340, BD)
gecirildi. GFP pozitif hiicrelerin FACS sonrasinda -20°C’de dondurulmus %50 FBS
iceren 1 ml RPMI 1640 medyum igeren falkonda toplandi. Toplanan hiicreler 1000
rpm’de 10 dakika santrifiij edildi ve 12 kuyulu plakaya RPMI 1640 besiyeri (%10
FBS, %1 P/S) kullanilarak ekildi, hiicrelerin kiiltiirde devamlilig1 saglandi.

Akis sitometrisiyle ayristirma sonucunda, ayrica eksprese olan GFP proteinine
ilave olarak, N-terminal ucuna Myc epitopu eklenmis DEK1 veya DEK?2 proteinlerini
asir1 olarak eksprese eden, Hs27A-GFP, Hs27A-MycDEK1-GFP (Hs27A-MD1),
Hs27A-MycDEK2-GFP (Hs27A-MD?2), U937-GFP, U937-MycDEKI1-GFP (U937-
MDI1) ve U937-MycDEK2-GFP (U937-MD2) hiicreleri elde edildi. Yeterli GFP
pozitif orana ulasilana kadar hiicreler akis sitometrisi ile belirli kiiltiir araliklarindan
sonra birka¢ kez daha ayristirildi. Cogaltildiktan sonra hiicreler hiicre kiiltiirii metodu

boliimiinde anlatildig sekilde dondurularak saklandi.
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4.5. Western Blot

4.5.1. Protein izolasyonu

Hiicrelerden total protein 6rnegi toplanirken iki farkli yaklagim kullanildi.

Metot 1: 3x10° canli hiicre 1500 rpm’de 5 dakika 4°C’de santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasinda hiicreler 5 ml soguk PBS ile ¢oziilerek yeniden 1500 rpm’de 5
dakika 4°C’de santrifiij edildi. Pellete 99 pl RIPA Liziz tamponu ve 1 pl
proteaz/fosfataz inhibitorii (2551G, Ambion) eklenerek oOrnekler 30 dakika buz
iizerinde inkiibe edildi. Ornekler sonikasyon cihazi ile sonike edildikten sonra 13000
rpm’de 10 dakika 4°C’de santrifiij edildi. Siipernatant yeni ependorflara aktarilarak
protein ornekleri elde edildi.

Metot 2: 1x10° canli hiicre 100 mm petri kabina ekildikten sonra hiicrelerin petri
kabmi %90 kaplamasi beklendi. Hiicreler 2 ml soguk PBS ile yikandiktan sonra
hiicrelerin iizerine Triton X-100 Liziz tamponu ve proteaz inhibitorii (11873580001,
Sigma) eklendi. Ornekler gece boyu -20°C’de bekledikten sonra 10 dakika 4°C’de
bekletilip hiicre kaziyicr ile petri yiizeyinden toplandi. Ependorf tiiplere aktarilan
ornekler sonike edildikten sonra 13000 rpm’de 10 dakika 4°C’de santrifiij edildi.

Stipernatant yeni ependorflara aktarilarak protein drnekleri elde edildi.
4.5.2. Protein Miktarinin Belirlenmesi

Protein miktar1 Pierce BCA Protein Assay Kiti (23227, Thermo) ve firma
tarafindan tavsiye edilen metot kullanilarak tespit edildi. Kisaca; 96 kuyulu plakanin
her bir kuyusuna 50:1 oraninda karistirilan A ve B c¢ozeltisinden 200 pl ve
konsantrasyonunu bildigimiz standartlardan 25 pl eklendi. Aliiminyum folyo ile lizeri
kaplanan plaka, 37°C calkalayici lizerinde 30 dakika inkiibe edildi ve Varioskan
cihazinda (3001-1571, Thermo) 562 nm’lik absorbans degerinde 6l¢tim alindi, Excell
programinda cizilen standart grafiginden elde edilen denklemle protein miktarlar

belirlendi.
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4.5.3. SDS Jel Elektroforezi

Protein Jel Elektroforezi igin %10’luk mini protean hazir jel (456-9033, Biorad)
veya %10’luk Bis-Tris Bolt hazir jel (NW00100BOX, Thermo) kullanildi. Kullanilan
markaya uyumlu dikey elektroforez sistemine yerlestirilen jel lizerine 1X yiirlitme
tamponu (Biorad i¢in 10X hazir tampon (161-0732, Biorad), Thermo i¢in 20X Bolt
MES hazir tampon (B0002, Thermo)) ile yeterli miktarda dolduruldu. Orneklerin
yiiklenmeleri amaca gore farkli gerceklestirildi. Biorad jeller kullanilirken 30 pg veya
50 pg protein Ornekleri 4X yiikleme tamponu (%10 B-merkaptoetanol igeren) ile
karistirildi ve dH>O ile istenen hacme tamamlandi; hazirlanan 6rnekler 95°C’de 5
dakika inkiibe edildikten sonra marker ile jele yiiklendi. Thermo jel kullanirken
ornekler 4X Bolt LDS o6rnek tamponu (B0007, Thermo) ve 10X Bolt 6rnek
denatilirasyon tamponu (B0009, Thermo) ile karistirildi; hazirlanan 6rnekler 70°C’de
10 dakika inkiibe edildikten sonra marker ile jele yiiklendi. Yiikleme islemi

tamamlanan jeller 90 V’da 5 dakika, 100 V’da 1,5 saat yiiriitiildii.

4.5.4. Proteinlerin Jelden Membrana Transferi

Proteinleri Biorad jelden membrana transfer etmek i¢in nitroseliiloz membran
(1620112, Biorad) kullanild1 ve transblot cihazinda (170-4155, Biorad) 25 V’da 22
dakika stireyle transfer gerceklestirildi. Proteinleri Thermo jelden membrana transfer
etmek i¢inse PVDF membran (1620177, Biorad) kullanildi ve mini jel tank i¢inde
(A25977, Thermo) 1X Bolt Transfer tamponu (BT006, Thermo) ile 20 V’da 60 dakika

siireyle 1slak transfer gergeklestirildi.

4.5.5. Antikor Uygulamasi

Transfer sonrast membran 1-2 dakika kadar yaklagitk 5 ml TBS-T (1/1000
oraninda Tween-20 (P9416-100ML, Sigma-Aldrich) igeren TBS (1706435, Biorad))
sollisyonu ile yikandi ve TBS-T ile hazirlanan %5'lik BSA (A2153-50G, Sigma-
Aldrich) c¢ozeltisinde 1 saat inkiibe edildi. Ardindan %5’lik BSA soliisyonu ile
hazirlanan primer antikor soliisyonu eklendi ve oda sicakliginda 1 saat ya da gece boyu

+4°C’de rotorda inkiibasyona birakildi. Membran oda 1sisinda 3 kez TBS-T soliisyonu
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ile 10’ar dakika yikandi ve %5’lik BSA ile sulandirilan sekonder antikordan eklenip,
oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. Tekrar 3 kez 10’ar dakika TBS-T soliisyonu ile

yikanan membranin kemiluminisan soliisyonu ile goriintiisii alindu.

Tablo 4.2: Western Blot analizinde kullanilan antikor sulandirma oranlari.

Hedef Sulandirma Orani
Fare anti-insan Myc 1:1000
Tavsan anti-insan Myc 1:1000
Fare anti-insan DEK 1:1000
Primer
Tavsan anti-insan DEK 1:1000
Fare anti-insan IL6 1:1000
Tavsan anti-insan GAPDH 1:3000
Anti-fare-HRP 1:3000
Sekonder

Anti-tavsan-HRP

1:3000 veya 1:5000

4.5.6. Goriuntiileme

Kemiluminisan goriintiilemede kullanilmak tizere 1 ml ECL soliisyonu ((32132,

ThermoScientific) veya (K-12045-D50, Advansta)) hazirlandi ve soliisyon membran

iizerine biitiin alan1 kaplayacak sekilde damla damla dagitildi. Ardindan goriintiileme

cihaz1 (ChemiDoc XRS+, 721BR04545, Biorad) ve Image Lab. 4.0.1 programi

kullanilarak goriintii alindi.
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4.6. Proliferasyon Analizi

U937-GFP, U937-MD1 ve U937-MD2 hiicreleri 6 kuyulu plakalara 1x10° canli
hiicre/ml olacak sekilde RPMI 1640 biiyiime medyumu iginde 6 giin i¢in ayr1 ayri
ekildi. Her giin ayni saatte hiicreler toplandi ve trypan mavisi ile boyandi. Her 24 saat
icin canli hiicre sayisi verilerinden grafik olusturuldu.

Hs27A-GFP, Hs27A-MDI1, Hs27A-MD2 hiicreleri 6 kuyulu plakalara 2x10°
canlt hiicre/ml olacak sekilde RPMI 1640 medyum i¢inde 6 giin i¢in ayr1 ayr ekildi.
Her giin ayn1 saatte hiicreler sayilmak i¢in tizerindeki besiyeri, hiicrelerin yikandig:
PBS ve tripsin ile muamele edilip toplanan hiicreler kuyu basina tek bir falkonda
toplandi. 1500 rpm’de 5 dakika santrifiijlenen hiicrelerin iizerinden 8 ml siipernatant
uzaklastirildi ve hiicre pelleti kalan 2 ml siipernatant i¢inde ¢oziiliip Trypan mavisi ile
sayildi. Her 24 saat canli hiicre sayis1 verilerinden Prism 8 programinda hiicre biiylime
grafikleri olusturuldu. Two-way ANOVA testi ile istatiksel olarak anlamli bir farklilik

olup olmadig1 analiz edildi.

4.7. U937 Hiicrelerinin Makrofaja Farkhlastirilmasi

Liyofilize olarak satin alinan forbol 12-miristat 13-asetat (PMA; P1585-1MG,
Sigma) ImM stok olacak sekilde DMSO iginde ¢dziilerek hazirlandi ve kullanilacak
miktarin konsantrasyonu 100 ng/pl olarak ayarlandi, alikotland1 ve 1s1ktan korunarak
-20°C’de muhafaza edildi. PMA kullanilmadan hemen 6nce 20°C’den ¢ikarilarak
kullanildi.

U937-GFP, U937-MD1 ve U937-MD?2 hiicreleri topland: ve sayildiktan sonra
her hiicre hatti i¢in 5 x103 hiicre/ml olacak sekilde serumsuz RPMI 1640 besiyerinde
(%1 P/S) ¢oziiliip icine 100 ng/ml PMA (162 nM) eklendi. Planlanan deneye gore 6
kuyucuklu plaka veya T75 flask icine hazirlanan hiicrelerin ekimi gergeklestirildi.
Ekimi yapilan hiicreler 1siktan korunarak %5 CO: ve 37°C inkiibatdrde 72 saat
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda hiicrelerdeki morfolojik degisimler 151k
mikroskobu ile goriintiilendi ve immiinfloresan (IF) boyama veya kiiltiir edilmis hiicre

medyumunda DEK1/DEK?2 varliginin Western blot analizi deneylerinde kullanildu.
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4.8. Hiicre = Medyumunda  Protein  EKspresyonunun
Arastirilmasi

4.8.1. Hiicre Medyumunun Toplanmasi

Kiiltlirde biiyiitiilen ve boliinme evresindeki saglikli U937-GFP, U937-MD1 ve
U937-MD2 hiicreleri toplanarak sayildi. Daha sonra, pelletler 3 kez PBS ile siispanse
edilip 1200 rpm’de 4 dakika santrifiijlenerek yikama yapildi. Her hiicre hatt1 pelleti
5x10° hiicre/ml olacak sekilde serumsuz RPMI 1640 besiyeri ile stispanse edildi. 4 ml
medyum konsantrasyonu i¢in T25 flaska, 15 ml medyum konsantrasyonu i¢in T75
flasklara ekim yapildi. Serumsuz besiyeri eklendiginde ve besiyeri degisimi
gerceklestikten 18 saat sonra hiicre canlilig1 kontrolil i¢in flasklar 151k mikroskobu ile
fotograflandi. T25 flasklardan 4 ml besiyeri falkona toplanirken, T75 flasklardan 15
ml besiyeri falkona toplandi ve 1500 rpm’de 7 dakika santrifiijlendi. 4 ml olarak
santrifiijlenen medyumu konsantre etmek i¢in hiicre pelletine dokunmadan pipetman
ile yaklasik 4 ml medyum yavasca 10 kdA ve {izeri proteinleri tutma kapasitesine sahip
Amicon Ultra-4 filtre (UFC801024, Millipore) iizerine alindi ve proteaz inhibitorii
(11873580001, Sigma) eklendi. Amicon Ultra-4 filtreler santrifiij cihaz1 (ScanSpeed
1580R) ile 3600 xg’de (RCF) +4°C’de 45 dakika boyunca santrifiijlendi. Filtre
izerinde kalan 60 ul konsantre medyum iki tlipe boliindii ve bir tiip direk deney igin
kullanilirken digeri daha sonra kullanilmak iizere -80°C’ye kaldirildi.

15 ml olarak santrifiijlenen medyumu konsantre etmek icin hiicre pelletine
dokunmadan pipetman ile yaklasik 15 ml medyum yavasca 10 kdA ve iizeri proteinleri
tutma kapasitesine sahip Amicon Ultra-15 filtre (UFC901024, Millipore) iizerine
alindi ve proteaz inhibitorii eklendi. Amicon Ultra-15 filtreler santriflij cihazi
(ScanSpeed 1580R) ile 3600 xg’de (RCF) +4°C’de 45 dakika boyunca santrifiijlendi.
Filtre tizerinde kalan 200 pl konsantre medyuma 2 ml PBS eklendi ve soliisyon
Amicon Ultra-4 filtreye konulup ayni santriflij cihazinda tekrar konsantre edildi.
Konsantre medyum (60 pl) filtreden toplandi. Ayni islem hiicrelerin serumsuz
besiyeriyle flaska ekimi esnasinda hiicrelere 10 ng/ml rekombinant IL-8 (208-IL-
010/CF, RD) uygulanarak da gerceklestirildi. PMA ile farklilagan hiicrelerden besiyeri
toplayabilmek icin 72 saat farklilagsma sonrasinda besiyeri hiicrelerin iizerinden
uzaklastirilip 3 kez PBS ile yikama yapildi ve serumsuz besiyerinden 7,5 ml flasklara

eklenip inkiibatore (%5 CO, 37°C) kaldirildi, 18 saat inkiibasyonun ardindan ayni
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sekilde medyum konsantre edildi. Final miktar1 60 pl olan 6rnekler iki tiipe boliindii
daha sonra kullanilmak iizere -80°C’ye kaldirildi.

Baz1 deneylerde, konsantre medyumlar 4X LB (%10 B-merkaptoetanol igeren)
ile karistirildi. Hazirlanan 6rnekler 70°C’de 10 dakika inkiibe edildi ve ikiye boliiniip
daha sonra kullanilmak iizere -80°C’ye kaldirildi. Ornekler ELISA deneyi igin
kullanilacaksa denatiire edilmedi.

Hs27A-GFP, Hs27A-MD1 ve Hs27A-MD2 hiicreleri toplanip sayildiktan sonra
her hiicre hatti igin 2xT75 flaska 1,5x10° hiicre olacak sekilde ekim yapildi. 48. saatte
hiicrelerin iizerindeki eski besiyeri uzaklastirildi. Hiicreler PBS ile 3 kez yikandi ve
serumsuz besiyerinden 7,5 ml flasklara eklenip inkiibatore (%5 CO, 37°C) kaldirild.
Bagka bir grup hiicreye serumsuz besiyeriyle beraber 10 ng/ml rekombinant IL-8 (208-
IL-010/CF, RD) uygulandi. Hiicrelere serumsuz besiyeri eklendi ve 18 saat sonrasinda
canliliklar1 151k mikroskopta incelendi ve fotograflandi. Besiyeri degisimi
gerceklestikten 18 saat sonra 2xT75 flasktan yaklasik 15 ml medyum falkona toplanip
1500 rpm’de 7 dakika santrifiijlendi. Santrifiijlenen medyum yukarida anlatildig:
sekilde konsantre edildi ve elde edilen 60 pl 6rnek filtreden toplandi ve iki tiipe
boliinerek daha sonra kullanilmak {izere -80°C’ye kaldirildu.

Hs27A-GFP, Hs27A-MD1 ve Hs27A-MD?2 hiicrelerinden 4 ml medyum
konsantrasyonu i¢in 2xT25 flaska 5x10° hiicre olacak sekilde ekim yapildi. 48. saatte
eski besiyeri uzaklastirildi. Hiicreler PBS ile 3 kez yikandi ve serumsuz besiyerinden
2,2 ml flasklara eklenip inkiibatore kaldirildi. On sekiz saat sonrasinda yukarida

anlatildig1 sekilde Amicon Ultra-4 filtre ile medyum konsantrasyonu gercgeklestirildi.

4.8.2. Medyumda DEK1 ve DEK2 Varhgmmin Western Blot
Yontemiyle Analizi

Konsantre medyum oOrnekleri -80°C’den ¢ikarildiktan sonra 4X yiikleme
tamponu (%10 B-merkaptoetanol igeren) ile karistirildi ve 70°C’de 10 dakika inkiibe
edildi; Thermo jel kullanirken 6rnekler 4X Bolt LDS 6rnek tamponu (B0007, Thermo)
ve 10X Bolt 6rnek denatiirasyon tamponu (B0009, Thermo) ile karistirldi. Ornekler
jele yiiklendikten sonra, boliim 4.5°te anlatildig: sekilde, SDS jel elektroforezi, antikor

uygulamasi ve goriintiilleme gerceklestirildi.
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4.8.3. ELISA Yontemi

Sandwich ELISA yonteminin uygulanabilmesi i¢in 96 kuyulu immiin plaka
(M9410-1CS, SigmaAldrich) kullanildi. Bos plakaya hedef peptid/proteini
yakalayacak olan 5 pg/ml Myc (Myc-Tag (71D10) Rabbit mAb #2278) antikoru
kaplama tamponu ile 4°C’de gece boyu kaplandi. Ertesi sabah plaka 3 defa PBS-T
(%0.05 Tween) ile yikandi. Her kuyuya 300 pl bloklama soliisyonundan (%2 BSA in
PBS-T) konuldu ve oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. Plaka 2 defa PBS-T ile
yikandi. Hs27A-GFP, Hs27A-MD1 ve Hs27A-MD2 lizat (20 pg) ve medyum (40 pg,
80 pg veya 100 pg) ornekleri bloklama soliisyonu i¢inde ayarlandi ve 100 pl olarak
kuyulara dagitildi. Plaka oda sicakliginda 2 saat inkiibe edildi. Plaka 3 defa PBS-T ile
yikandi. Myc antikoru ile yakalanan DEK proteinlerini tespit etmek igin 0.5 pg/ml
oraninda DEK (BD DEK Anti-Human Mouse mAb #610948) antikoru kuyu basina
100 pl olacak sekilde dagitildi ve oda sicakliginda 2 saat inkiibe edildi. Plaka 3 defa
PBS-T ile yikand1. Alkalin fosfatazli Anti-mouse sekonder 1:1000 oraninda bloklama
soliisyonu i¢inde sulandirildt ve 100 pl olarak hedef kuyulara dagitilip oda
sicakliginda 1 saat boyunca inkiibe edildi. Plaka 3 defa PBS-T ile yikandu.
Goriintiileme icin 1 substrat tableti (S0942, Sigma) 5 ml 1X substrat buffer i¢cinde
vortexleyerek ¢oziildii. Subsrat 1giktan etkilendigi icin falkon aliiminyum folyo ile
kaplandi. Hedef kuyulara 100 pl subsrat dagitildi ve 15-20 dakika karanlikta yapilan
inkiibasyon sonunda Multiscan FC cihazinda (357-701180, Thermo Scientific) 405 nm
dalga boyunda 6l¢iim alind.

Indirekt ELISA yonteminde Sandwich ELISA ydnteminden farkli olarak bos
plakaya ilgili antikor (Myc) baglanmadi. Hiicre lizat ve medyumlar1 kaplama tamponu
ile kuyulara dagitilip 4°C’de inkiibe edilerek gece boyu baglanmasi saglandi. Plaka
kaplandiktan sonra 2 defa yikama yapildi. Her kuyuya 300 pl bloklama soliisyonu
konuldu ve oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. 0.5 pg/ml oraninda primer antikor
kuyulara dagitildi ve oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. Plaka 3 defa yikandi.
Alkalin fosfatazli anti-fare veya anti-tavsan sekonder antikoru 1:1000 oraninda
bloklama soliisyonu i¢inde sulandirildi ve 100 pl olarak hedef kuyulara dagitilip

yukarida anlatildig1 gibi devam edildi, 6l¢iim alindi.
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4.9. immiinfloresan Boyama ve Konfokal Hiicre
Goriuntilemesi

U937 monosit hiicre hatlariin (GFP, MDI ve MD2’nin) makrofaja
farklilagmas1 PMA ile boliim 4.7°de anlatildig1 gibi lamel konulan 6 kuyulu plakalarda
gerceklestirildi. U937 hiicreleri hiicrelerinin siispanse olmasindan dolay1 lameller 6nce
Poly-L-Lizin (#P5899-5MG, Merck) ile kaplandiktan sonra U937 hiicrelerinin
kuyulara tutunmalar1 saglandi. Daha sonra hiicreler {izerindeki medyum uzaklastirildi,
3 kez 500 pl PBS ile yikama (ilk yikama hizli digerleri 5’er dakika calkalayicida)
yapildi. Hiicreleri sabitlemek amaciyla 500 pl %4 parafolmaldehid (PFA) oda
sicakliginda 20 dakika uygulandi. 3 kez 500 pl PBS ile yikama (¢ok yavas ve hassas
sekilde yikama) yapildi. Hiicrelerin gecirgen hale gelmesi i¢in %0.5 Triton X-100
iceren 500 pl PBS (10ml PBS + 50 pl Triton-X) ile oda sicakliginda 20 dakika
calkalayici lizerinde inkiibe edildi. 2 kez 500 pl PBS ile yikama (¢ok yavas ve hassas
sekilde yikama) yapildi. Orneklerin 500 pl %2 BSA igeren PBS (0.2 gr BSA + 10 ml
1X PBS) ile oda sicakliginda ve 1 saat inkiibe edilerek bloklanmasi saglandi. Anti-
Myc (2278S, CST) primer antikoru (1:400) igceren 500 pl %1°lik BSA soliisyonu ile
nemlendirilmis kutu i¢inde gece boyu +4°C’de inkiibe edildi. Ertesi giin soliisyon
uzaklastirildi ve 6rnekler 3 kez %1°lik BSA soliisyonu ile yikama (yavagsca yikama)
yapildi. Sekonder antikoru uygulama ve sonraki adimlarda aliiminyum folyo
kullanilarak karanlik ortam saglandi. Anti-rabbit Alexa Flour 555 (kirmizi floresan,
44138, CST) sekonder antikoru (1:500) igceren 500 ul %1°lik BSA soliisyonu ile oda
sicakliginda inkiibe edildi. Sekonder antikor soliisyonu uzaklastirildi ve Ornekler
MilliQ distile su ile 3-4 kez ¢alkalayici kullanmadan yikandi. Lamel soguk hava ile
iyice kurutulduktan sonra DAPI igeren Vectashield Mounting Medyum’dan (H-1200,
Vector Lab.) 10 pl damlatildi ve lam ile hava kabarcig1 kalmayacak sekilde kapatildi.
Lamelin kenarlar1 tirnak cilasi siiriilerek kurumaya birakildi. Hazirlanan lamlar +4°C
karanlikta saklanip Zeiss LSM 880 Airyscan Konfokal Mikroskop ile goriintiilenip
fotograflandi.
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4.10. istatistiksel Analiz

Deneylerden elde edilen sonuclarin istatistiksel analizleri GraphPad Prism 8
programinda yapildi. Istatistiksel anlamliliklar belirlemek igin “Two-way ANOVA”
testi kullanildi. P <0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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S. BULGULAR

5.1. MycDEK1 veya MycDEK2¢yi Kalic1 Olarak Asir1 Ifade
Eden U937 ve Hs27A Hiicrelerinin Olusturulmasi

Onerilen tez ¢calismasinda DEK 1 ve DEK?2 ifadesindeki artisin monosit ve kemik
iligi stroma hiicrelerinin biyolojik 6zelliklerine etkisini arastirmak amaciyla, her iki
proteinin de (ayr1 ayri retroviral vektorlerle olusturulan viral transdiiksiyonla) U937
ve Hs27A hiicrelerinde kalic1 olarak ifade edilmesi saglandi. Kullanilan retroviral
vektorlerdeki (“murine stem cell virus” (MSCV-IRES-GFP)) “internal ribosome entry
site (IRES)” varlig1 sayesinde, transdiikte olan hiicreler, N-ter bolgesine Myc epitopu
(amino asit dizisi; N-EQKLISEEDL-C) eklenmis olan DEK1 veya DEK2’ye ilave
olarak ayrica GFP protein ifadesine de sahip oldular. Transdiiksiyonu takip eden
stiregte hiicreler kiiltiir ortaminda ¢ogaltilarak GFP* hiicre oranlart belirlendi. FACS
cihazi ile birkag tekrarli hiicre ayristirmadan sonra ¢ok diisiik seviyedeki GFP™ hiicre
oran1 yiiksek GFP" seviyeye cikarildi ve bu ayristirmalar sonrasinda U937-GFP %94,
U937-MD1 %95; U937-MD2 %97 oraninda GFP* hiicreye sahipti (Sekil 5.1).

U937 N1 U937 GFP U937 MD1 U937 MD2

800

1-L V1R
5.2%
12,617

600

t
400
L

200

N r TTTTT T T T T T T i
w Wl W wt WS W T2 wl Wl Wl et WS W W72
FL1-A FLA1-A

Sekil 5.1: Retroviral transdiiksiyon ardindan FACS ile ayristirilan U937 hiicre
hattinda asir1 DEK1/DEK2 ifadesinin Accuri C6 Flow Sitometri Analizi. U937 NI:
Transdiikte edilmemis olan ve negatif kontrol olarak kullanilan parental hiicreler.

Analiz sonucuna gore FACS ile ayrigtirilan hiicrelerin %94’in iizerinde olan
GFP" orani 151k mikroskop ve ters floresan mikroskop altinda yapilan incelemeler

aracilifiyla da gosterildi (Sekil 5.2).
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Sekil 5.2: FACS ile ayristirilan U937 hiicre hatlarinin inverted mikroskop
goriintiileri.

FACS ile ayristirilan hiicrelerden izole edilen total protein ile Western blot
analizi yapildi. Yapilan Western blot analizinde yiikleme kontrolii olarak GAPDH
proteini kullanildi ve bantlarin kendi iginde tutarli oldugu Sekil 5.3 sol boliimde
gozlemlendi. Sekil 5.3 sag boliimde U937-MD1 ve U937-MD2 GAPDH proteinleri
benzer yogunlukta bulunurken U937-GFP GAPDH proteini digerlerine kiyasla daha
azd1 ancak DEK proteinlerinin asir1 ekspresyonu Myc antikoru ile bu sekilde teyit
edilebildi (Sekil 5.3). DEK1 proteininin 19-169 aminoasitlerine (610948, BD) 6zgii ve
325-375 aminoasitlerine 6zgii (A301-335A, Bethyl Laboratories) olarak gelistirilmis
iki ayr1 ticari DEK antikoru kullanilarak yapilan Western blot deneylerinde, her iki
antikorun da sadece DEK1 izoformuna spesifik oldugu ve hem endojen (U937-GFP
hiicrelerinde) hem de ektopik DEK1 ekspresyonunu tespit ettifi ancak DEK2
izoformunu tanimadig1 gerek Hs27A gerekse U937 hiicre hatlarinda gosterildi (Sekil
5.4). Bu bulgular iizerine, MycDEK1 ve MycDEK2 igeren ve bu hiicre hatlarini
olusturmak igin kullanilan retroviral vektorler tekrar dizilendi ve her iki cDNA’nin

dizilerinin dogru oldugu teyit edildi.
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Sekil 5.3: FACS ile ayristirilan U937 hiicre hattinda asir1t DEK ifadesinin BD-DEK
antikoru ve Myc antikoru kullanilarak yapilan Western blot analizi.

Bu deneyler sonucunda, MycDEK1 ve MycDEK?2 protein izoformlarinin asir1
ifadesi U937 hiicre hattinda yliksek oranlarda kalici olarak saglanip U937-MDI,
U937-MD?2 ve kontrol U937-GFP hiicre hatlar1 elde edildi.
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Sekil 5.4: Asirt DEK ifadesinin Hs27A ve U937 hiicre hatlarinda Western blot
yontemiyle Bethyl DEK antikoru kullanilarak incelenmesi.

MSCV-IRES-GFP retroviral memeli ekspresyon vektoriine Myc epitopu
eklenen DEK1 ve DEK2 izoformlarinin asir1 ifadesi daha once laboratuvarimizda
yapilan ¢aligma ile Hs27A hiicrelerinde saglanmigti. Accuri C6 cihazinda yapilan
analizde gorildigu tizere Hs27A-GFP %99; Hs27A-MD1 %98; Hs27A-MD2 %99
oraninda GFP" hiicreye sahipti (Sekil 5.5). Bu tez calismasindaki deneylerde
kullanilmadan 6nce, bu hiicrelerdeki MycDEK1 ve MycDEK2 varligit Western Blot
analizi ile teyit edildi (Sekil 5.6). Yiikleme kontrolii olarak daha 6nce de gosterildigi
tizere GAPDH proteini kullanildi ve bant yogunluklarimin esit seviyede oldugu

goriildi (Sekil 5.6).
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Sekil 5.5: Hs27A hiicre hattinda agirt DEK1/DEK?2 ifadesinin Accuri C6 Flow
Sitometri Analizi. Hs27A NI: Transdiikte edilmemis olan ve negatif kontrol olarak
kullanilan parental hiicreler.
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Sekil 5.6: Hs27A hiicre hattinda asirt MycDEK1 ve MycDEK?2 ifadesinin Myc ve
BD DEK antikorlar1 kullanilarak Western blot analizinde dogrulanmasi.

5.2. MycDEK1 veya MycDEK?2 ifadesi arttirilmis U937 ve
Hs27A Hicrelerinde Proliferasyon Analizleri

DEK1 ve DEK2 protein izoformlarmin asir1 ifadesi U937 ve Hs27A
hiicrelerinde dogrulandiktan sonra bu hiicrelerin ¢ogalma hizlarinin incelenmesi
amaciyla periyodik ¢ogalma analizi gerceklestirildi ve 0. giinde ayn1 sayida ekilen
hiicreler, 24 saat arayla ardisik olarak (1-6.giinler arasinda) her giin kiiltiir kabindan
alind1 ve trypan mavisi ile boyanarak canli ve 6l hiicreler sayildi. Bu analiz sonucunda
MycDekl ve MycDEK2 ifadesi olan U937 ve Hs27A hiicrelerinin GFP-kontrol
hiicrelerine kiyasla cogalmalarinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadig:
tespit edildi (Sekil 5.7). Her iki hiicre hattinda da 1-6 gilinler arasinda hiicre canlilik

orani %90’1n lizerindeydi.
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Sekil 5.7: Asirt DEK ekspresyonunun Hs27A (A) ve U937 (B) hiicrelerinin
biliylimeleri tizerindeki etkisi (Two-way ANOVA, ns; istatistiksel olarak anlamsiz).

5.3. Hs27A Hicre Hattinda MycDEK1 ve MycDEK2
Proteinlerinin Hiicrelerden Salgilamip Salgillanmadiginin
Western Blot Yontemiyle Analiz Edilmesi

DEK1’in aktive olmus primer insan makrofaj hiicrelerinden salgilandigi

bilinmektedir [Mor-Vaknin et al, 2006] ancak DEK2’nin de salgilanip
salgilanmadigina dair bizim bilgimiz dahilinde literatiir bilgisi mevcut degildir. Bu tez
caligmasinda Once gerek DEKI1 gerekse DEK2 proteinlerinin Hs27A stroma
hiicrelerinden de salgilanip salgilanmadigi test edildi. Bu amacla, 2xT25 flaska
0.giinde 5x10° hiicre ekildi. Kirk sekiz saat inkiibasyonun ardindan hiicreler 18 saat
serum igermeyen besiyeri ile inkiibe edildi ve ardindan metot kisminda anlatildigi
sekilde toplanan besiyeri konsantre edildi (Conditioned medium (CM)). Bu asamada,
hiicrelerin canliliklarinda inverted mikroskop ile tespit edilecek diizeyde azalma
olmadig1 gozlemlendi (Sekil 5.8). Konsantre edilen besiyeri (CM) ve kontrol amagli
kullanilan hiicre lizatlarinda Western Blot yontemiyle DEK1 ve DEK2 varlig1 anti-
Myc antikoru kullanilarak test edildi. Elde edilen sonuglar, hiicre lizatlarinda
MycDEK1/MycDEK2’nin mevcut oldugunu ancak CM’de her iki proteinin de tespit
edilebilir diizeyde olmadigini gosterdi (Sekil 5.9-A). Pozitif kontrol olarak HS5 kemik
iligi stroma hiicre hattt CM’si kullanilarak Hs27A CM’leri tekrar analiz edildiginde
Hs27A hiicrelerinde MycDEK1 ve MycDEK?2 i¢in yine benzer sonug alindi, ancak
HSS5 hiicrelerinin yogun olarak salgiladigt bilinen IL-6’nin varligi HS5 hiicrelerinin

CM’sinde tespit edildi (Sekil 5.9-B). Bu sonuglar, kullanilan metodun g¢alistigini
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ancak DEK1/DEK2’nin ya salgilanma diizeyinin ¢ok diisiik oldugunu ya da bu hiicre
hattindan salgilanmadigini gosterdi. Ayni deney daha fazla sayida hiicre (2xT75 flaska
0. Giinde 1,5x109 hiicre ekilerek) ve bu hiicrelerden 15 ml CM kullanilarak 4 kez tekrar
edildi ve benzer sonuglar alind1 (Sekil 5.9-C). Son olarak, benzer deney IL-8 sitokini
(10 ng/ml) ile hiicreler 18 saat boyunca serumsuz besiyerinde (15 ml) uyarildiktan
sonra konsantre edilen CM kullanilarak tekrarlandi ve sonucun degismedigi, IL-8’in
de Hs27A hiicrelerinden DEKI/DEK2 salinmasint tespit edilebilir diizeyde
uyarmadigin gosterdi (Sekil 5.9-D).

4X 10X 20X

Hs27A GFP

Serumsuz Medyum ile 0. saat
Hs27A MD1

Hs27A MD2

Serumsuz Medyum ile 18. saat
Hs27A MD1 Hs27A GFP

Hs27A MD2

Sekil 5.8: Hs27A hiicre hattinda medyum konsantrasyonu dncesi hiicre
canliliklarinin inverted mikroskop ile gosterilmesi.
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Sekil 5.9: Hs27A hiicre hattt medyumunda DEK1 ve DEK?2 izoform proteinlerinin
Western blot analizi. Lizat: 20 pg total protein; CM: 30 ul konsantre medyum;
MYC: anti-Myc antikoru, IL-6: anti-IL6 antikoru.

5.4. U937 Hiicre Hattinda MycDEK1 ve MycDEK2
Proteinlerinin Hiicrelerden Salgilamip Salgilanmadiginin
Western Blot Yontemiyle Analiz Edilmesi

Daha once primer monositten tiirevlenen makrofajlarda DEK1 salgilandigi
gosterilmistir [Mor-Vaknin et al., 2006]. U937 hiicre hatt1 monosit oldugundan
hiicrenin ¢ogunlugunu hiicre c¢ekirdegi kaplar ve sitoplazmasi diger hiicrelere gore
daha azdir [Pagliara et al., 2005]. Monosit/makrofaj hiicreleri kemokinler, sitokinler,
ve biiylime faktorleri gibi bir¢ok faktorii salgilayabilen hiicrelerdir [ Yang et al., 2014].
Bu tez calismasinda DEK protein izoformlarinin salgisinin tespiti i¢in Hs27A
hiicrelerine ilave olarak, U937 hiicre hatlar1 da kullanildi ve hiicreler toplanip
yikandiktan sonra 0. saatte 5x10° hiicre/ml olacak sekilde 4 ml CM igin T25 flasklara
15 ml CM igin T75 flasklara serumsuz besiyeri ile ekildi. Hiicrelerin 18 saat serumsuz
besiyerinde tutulma siirelerinin sonunda canliliklar1 inverted mikroskop ile incelendi
(Sekil 5.10). Konsantre edilen CM o6rnekleri ve hiicre lizatlart diisiik seviyedeki

proteinleri de gosterebilen Western Blot (Invitrogen Bolt Jel sistemi) yontemi
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kullanilarak analiz edildi. Elde edilen sonuglar, DEK1 veya DEK2 proteinlerinin tespit
edilebilir diizeyde salgilanmadigin1 gosterdi (Sekil 5.12-A). Hs27A hiicre hattinda
yapildigt gibi IL-8 varliginda da 15 ml medyum toplanip konsantre edildiginde ve
hiicre lizatlariyla beraber analiz edildiginde ayn1 sonuclar elde edildi (Sekil 5.12-B).
Bu deneylere ilave olarak, PMA ile 72 saat boyunca makrofaja farklilagtirilan U937
hiicrelerinde DEK protein salgisint Western blot analiziyle arastirmak iizere 15 ml CM
konsantre edildi. Serumsuz medyum eklendiginde 0. ve 18. saat esnasinda hiicre
canlili1 inverted mikroskop ile analiz edildi (Sekil 5.10-Sekil 5.11). Western blot
analizi sonucunda PMA ile uyarilmanin da DEK izoformlarinin tespit edilebilir
diizeyde salgilanmasina yol agmadig1 belirlendi (Sekil 5.12-C). Ozetle, elde edilen
sonuclar Hs27A hiicre hattinda oldugu gibi U937 hiicre hattinda da DEK

izoformlarinin Western blot yontemiyle tespit edilebilir diizeyde salgilanmadigini

gosterdi.
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Sekil 5.10: U937 hiicre hatlarinin IL-8 varliginda CM konsantrasyonu dncesi
inverted mikroskop ile alinmig goriintiileri.
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PMA+ / Serumsuz Medyum ile 0. saat
U937 MD1 U937 GFP

U937 MD2

PMA+ / Serumsuz Medyum 18. saat
U937 MD1 U937 GFP

U937 MD2

Sekil 5.11: PMA ile farklilagtirilan U937 hiicre hatlarinin CM konsantrasyonu oncesi
inverted mikroskopla alinmig goriintiileri.
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Sekil 5.12: U937 hiicre hatlarinin lizat ve CM’sinde DEK1 ve DEK?2 izoformlarinin
Western blot analizi. 4 ml (sol) ve 15 ml (sag) konsantre edilen (A), IL-8 ile
muamele edilen (B) ve PMA ile farklilagan (C) hiicrelerden elde edilen proteinler.
Lizat: 50 pg total protein; CM: 30 pl konsantre medyum; MYC: anti-Myc antikoru;
BD DEK: anti-DEK antikoru.

5.5.DEK Izoformlarimin Salgisimn ELISA Yéntemiyle
Arastirilmasi

Calismamizda, HS27A ve U937 hiicre hatlarinda DEK izoformlarinin hiicre
disina salgilanip salgilanmadigi ELISA yontemiyle de arastirildi. Bu amagla, U937 ve
Hs27A hiicrelerinin CM’si ve bu hiicrelerin lizatlarindan elde edilen total protein,
metot kisminda anlatildig: sekilde iki ayr1 ELISA yontemi kullanilarak MycDEK1 ve
MycDEK?2 proteinlerinin varlig1 anti-Myc antikorlar1 kullanilarak test edildi. Hs27A
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hiicre lizatlarinda kontrol GFP hiicrelerine kiyasla DEK1 ve DEK2’nin bulundugu
ancak CM’ler karsilagtirildiginda GFP-kontrol hiicreleriyle MD1 ve MD2 hiicreleri
arasinda fark olmadigi tespit edildi (Sekil 5.13). U937 hiicrelerindeyse gerek lizatlarda
gerekse CM’lerde MD1 ve MD2 varligi tespit edilemedi (Sekil 5.14).
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Sekil 5.13: Hs27A hiicre hatti total proteinleri (GFP, MD1, MD2) ve CM
orneklerinin ELISA yontemiyle incelenmesi. Rekombinant insan SIP1 proteini
ELISA deneyinin pozitif kontrolii olarak kullanilmistir. Grafiklerdeki her yuvarlak,
ayni deneydeki ikili tekrar1 gostermektedir. A’da, iki kuyucuklu tekrar olarak
caligilan iki ayr1t ELISA deneyinin sonuglar1 gosterilmekte ve total protein 6rnekleri
(Neg, GFP ve MD1) iki ELISA deneyinde de kullanildig1 i¢in 4 yuvarlak olarak
gosterilmistir. B’de sadece total protein 6rnekleri kullanilmistir, yuvarlaklar bir
deneyin 3 kuyucuklu tekrarint géstermektedir.

U937
indirect Elisa

w » o
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Sekil 5.14: U937 hiicre hatti total proteinleri (GFP, MD1, MD2) ve CM 6rneklerinin
ELISA yéntemiyle incelenmesi. Ug tekrar olarak calisilan bir deneyin sonucu
gosterilmistir.
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5.6.Modifiye Edilmis U937 Hiicrelerinin PMA ile
Farkhlastirnlmas1 ve DEK Izoformlar1 Lokalizasyonun
Arastirilmasi

Hiicre kiiltiiriinde replikasyon devamliligi gosteren insan makrofaj hiicre hatti
olmadigindan makrofaj benzeri biyolojik 6zellikleri ¢aligmak i¢in insan U937, THP-1
veya HL60 gibi hiicre hatlar1 kullanilmaktadir [Daigneault et al., 2010]. Makrofaj
farklilagmasi i¢in Vitamin D3 veya PMA/TPA gibi maddeler kulanilmaktadir [Yang
et al., 2017]. Bu maddelerin etkin doz ve uygulama siireleri i¢in daha 6nce yapilan
caligmalar referans alindi ve tercih edilen 100 ng/ml etkin dozu 48 ve 72 saat
denenerek en uygun siirenin 72 saat oldugu belirlendi (Sekil 5.15). U937 hiicrelerinin
makrofaj benzeri hiicrelere PMA ile farklilagsmasi sonrasinda DEK1 ve DEK2
izoformlarinin hiicre i¢i lokalizasyonlarinda degisme olup olmadiginmi tespit etmek
icin, 72 saat 100 ng/ml PMA ile uyarilan hiicreler anti-Myc antikoru kullanilarak IF
yontemiyle boyandi. Konfokal mikroskop analizleri, PMA uygulamasi ile farklilasan
hiicrelerde beklendigi sekilde morfolojik olarak sitoplazma genislemesi, psddopodi
olusumu gibi degisimler gozlendi [Pagliara et al., 2005], [Yang et al., 2017] ancak
gerek DEK1 gerekse DEK?2 izoformlarinin hiicre ¢ekirdegindeki lokalizasyonunda
degisme tespit edilmedi (Sekil 5.16 A ve B).

U937 U937
Normal 72 saat PMA+
g i T XA

4X

10X

Sekil 5.15: PMA uygulanan (100 ng/ml, 72 saat) ve kontrol parental U937
hiicrelerinin inverted mikroskop goriintiisii. Uyarilmis hiicreler (PMA) kiiltiir kabina
yapigmakta ve caplar1 uyarilmamis kontrol hiicrelerine (normal) gore biiyiimektedir.
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Sekil 5.16: PMA uygulanan ve uygulanmayan U937 hiicrelerinde MycDEK1 ve MycDEK?2 izoformlarinin IF boyama ve konfokal mikroskop
analizi (400X) (A: Cok sayida hiicreye odaklanilmig goriintii. B: Tek hiicreye odaklanmis goriintii). Kontrol: PMA ile inkiibe edilmemis hiicreler.
MYC: anti-Myc antikoru.



6. SONUCLAR VE TARTISMA

Niiklear bir protein olan DEK’in iki izoformu literatiirde tanimlanmig olup
mevcut arastirmalar yogunlukla DEK’in 1. izoformuna odaklanmistir. DEK,
hiicrelerin kendini yenileme, ¢ogalma, farklilasma, yaslanma ve apoptoz gibi ¢oklu
hiicresel siireclerini etkilemektedir [Kappes et al., 2011], [Privette Vinnedge et al.,
2013]. DEK proteininin hiicresel siireclerde yer almasinin yaninda bir¢ok agresif insan
tiimoriinde asir1 ifadesinin hiicrelerin ¢ogalmasima katkida bulundugu saptanmuistir.
Ayni sekilde DEK2’nin asir1 ifadesi HCC proliferasyonunu arttirmaktadir [Yu et al.,
2016]. Mesane kanserinde ise DEK (DEK1) hastalarin idrarinda tespit edilmis olmakla
birlikte DEK2’nin salgilanmasiyla ilgili bizim bilgimiz dahilinde ¢alisma mevcut
degildir. Ilave olarak, DEK izoformlarinin Hs27A ve U937 hiicrelerinden
salgilanmasina dair bilgimiz dahilinde mevcut veri bulunmamaktadir. Bu tez ¢caligmast
ile DEK izoformlarinin Hs27A ve U937 hiicrelerinin proliferasyonuna etkisi
karsilagtirilmig, bu hiicrelerden salgilanip salgilanmadiklar1 Western blot ve ELISA
yontemiyle test edilmis ve PMA ile makrofaja farklilastiritlan U937 hiicrelerindeki
lokalizasyonlar1 aragtirilmistir.

Calismamizda DEK1 ve DEK2 proteinlerinin agir1 ifadesi saglanan U937 ve
Hs27A hiicrelerinin proliferasyon sonuclar1 degerlendirildiginde, kontrol GFP
hiicrelerine gore DEK izoformlarinin bu hiicrelerdeki biiyiime ve ¢ogalmaya negatif
veya pozitif yonde etkisi olmadig1 gozlendi. Deneylerimizde kullanilan hiicre kiiltiir
hatlar1 primer hiicrelere kiyasla hizli biiyiime ve ¢ogalma sergilemesinden dolay1
DEK’in fazla ifadesinin bu hiicrelerdeki ¢ogalmay:1 arttirmada etkisiz kaldigim
diistinmekteyiz. Ancak kullandigimiz trypan mavisi ile hiicre sayim yontemine ilave
olarak baska yontemlerle de hiicre ¢ogalmasi deneyinin tekrar edilmesi sonuglarin
daha giivenilir olarak yorumlanmasini saglayacaktir.

Sekretom, proteinlerin hiicre dist bosluga salgilanan bir boliimii olarak
tanimlanmaktadir. Geleneksel veya geleneksel olmayan yollarla hiicre disina
salgilanan proteinler otokrin, parakrin ve endokrin yollarla hiicre iletisim ve
etkilesimlerini saglamaktadir [Zullo et al., 2015]. Hiicre ve doku tiplerine gore farklilik
gosteren sekretomun bilesenleri, fizyolojik ve patolojik kosullara cevap olarak

degisebilmektedir. Sekretomun igerdigi proteinlerin belirlenmesi kanser, otoimmiin
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hastaliklar ve inflamasyon durumlarinda biyobelirte¢ veya terdpatik hedef olarak
kullanilabilecegi gibi hastaliklarin tedavisi i¢in olasi bir araci olarak da goriilmektedir.

Kemik iligi tiirevli Hs27A hiicreleri mezenkimal, stromal hiicre 6zellikleri
arastiritlirken kullanilan hiicre hatlarindan biridir. Kok hiicre nislerinin gelisimi igin
gerekli hiicrelerin CD 146 yiizey belirtecini eksprese ettigi bilinmektedir [Bianco et al.,
2013]. CD146"HS27A hiicrelerinden elde eldilen sartlandirilmis medyumun klasik
monositlere uygulanmasi ile hiicrelerin doku makrofaj fenotipi kazandig
gosterilmistir [[wata et al., 2014]. Miyeloid hiicrelerin farklilagmasi iizerindeki olumlu
etkisi ve inflamasyon esnasinda kemoatraktan olarak islev géren DEK proteininin
Hs27A hiicrelerinin sekretomunda bulunup bulunmadigi bu tez ¢aligmasi kapsaminda
arastirildi.

Hs27A hiicrelerinin IL-8 varliginda veya yoklugunda yapilan kiiltiirlerinden
elde edilen medyumlarinda (conditioned medium-CM) DEK izoformlarinin varligt
Western Blot analizlerinde saptanamadi. Bunun iizerine, medyum toplama protokolii
ve Western-Blot yonteminin validasyonu amaciyla ¢ok sayida sitokin ve kemokin
salgiladig1 bilinen Hs5 stromal hiicre hattindan toplanan CM’de IL-6 varlig1 arastirildi
[Delk and Farach-carson, 2012]. Hs5 stromal hiicre hattindan salgilandigi bilinen
IL-6 sitokini yapilan Western-Blot sonucunda gosterildi. Rekombinant DEK’in,
HKH’lerin proliferasyonunu ve kendini yenilemesini niiklear/hiicre i¢i fonksiyonlara
ihtiya¢ duymadan arttirdig: literatiirde bilinmektedir. Bu yilizden, DEK izoformlar1
salgisinin  kemik iligi stroma hiicrelerinden tiirevlenen bu hiicre hattinda olast
varliginin aragtirtlmas1 O6nemliydi. Western-Blot teknigine ilave olarak ELISA
yontemi ile de CM’de DEK izoformlarmin varligt arastirildi. Ancak hem “indirect”
hem de “sandwich” ELISA tekniklerinin denenmesine karsin kullandigimiz deneysel
kosullarda DEK izoformlarinin CM’de varlig: tespit edilemedi. Verilerimiz, Hs27A
hiicrelerinde DEK 1 ve DEK2 proteinlerinin bu tez ¢aligmasinda kullandigimiz metotla
(Western Blot ya da ELISA) tespit edilebilir diizeyde hiicre disina salgilanmadigini
gostermektedir. DEK1/2 salgisinin goriilememesinin deneylerimizde kullandigimiz
hiicre hattt Hs27A’nin protein salgilama profilinin sinirh seviyede olabilecegini ya da
kiiltiir sartlarinda primer hiicrelere gore protein salgilama profilinde degisiklik
olabilecegini diisiindiirmektedir. Hiicre dis1t DEK1/2’nin olas1 rollerini saptayabilmek
amaciyla kemik iligi mikrogevresinden tiiretilen baska hiicre hatlar1 arastirilmalidir.
Salgi deneylerinden pozitif sonu¢ alinamamasinin olasi nedenleri, kullanilan antikorun

proteinin ii¢ boyutlu yapisindayken baglanma bolgesine ulasamamasi, salgilanan DEK
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proteinlerinin kirilmasi ve kullanilan antikorlarin bu proteini tanimamasi ya da hiicre
CM’sinde yeterli seviyede DEK izoformunun bulunmamasi olabilir.

Boliinme 6zelligine sahip insan makrofaj hiicre hattinin olmamasi, primer hiicre
hatlarinin da elde edilmesinin ve kiiltiire edilmesinin zorlugu yliziinden monosit
morfolojisi ve fizyolojisine sahip insan U937, HL60 veya THP-1 hiicre hatlari
makrofaj caligmalarinda siklikla tercih edilmektedir [Daigneault et al., 2010]. Bu
sebeple tez calismamda hem monosit hem makrofaj benzeri fonksiyonlar1 ¢aligmak
amaciyla insan U937 pro-monosit hiicre hattini model olarak kullandik.

Monositlerde farklilagmay1 indiiklemek ic¢in en ¢ok kullanilan uyaranlar
vitamin-D3 ve PMA’dir. Bu tez ¢alismasinda, monositten makrofaja farklilastirilan
U937 hiicrelerinde forbol esteri PMA ’nin etkin dozu i¢in daha dnce yapilan ¢calismalar
referans almarak 100 ng/ml uygulandi [Yang et al.,, 2017]. Literatirde PMA
uygulamasi i¢in farkl: siireler bulundugundan dolayi hiicreler 48 ve 72 saat PMA ile
uyarildi ve kullanilan doz i¢in en etkin siirenin 72 saat olduguna karar verildi. U937
hiicrelerine PMA uygulanmasiyla beraber hiicrelerin ¢ogalmasi durmakta,
ekspresyonu artan integrinler ve hiicre adezyon molekiilleri araciligiyla hiicreler kiiltiir
kabma yapisarak makrofaja farklilasmaktadir. Makrofajlar bagisiklik hiicrelerinin
inflamasyon bolgesine gogiinii uyaran kemokinler ve sitokinlerin salinimindan ayrica
fagositoz ve antijen sunumundan sorumludur [Guilliams et al., 2014]. Salgilanan
DEK’in nétrofiller, sitotoksik T hiicreleri ve dogal katil hiicreleri i¢in kemoatraktan
rolii olmas1 bu ¢aligma kapsaminda kiiltiir ortaminda PMA ile makrofaja farklilagmasi
indiiklenen U937 hiicrelerindeki DEK1/2 salgisini arastirmaya yonlendirmistir. Bu
hiicrelerde DEK izoformlariin hiicre disina salinip salinmadigt PMA varliginda ve
yoklugunda arastirildi ve Hs27A hiicrelerine benzer sekilde bu hiicrelerde de Western
Blot yontemiyle tespit edilebilir diizeyde DEKI1/2 salgist godzlemlenemedi.
Mor-Vaknin ve arkadaslarmin yaptigi calismada ise primer insan monositlerinden
tirevlenen makrofaj hiicrelerinde DEK proteininin vezikiiller veya geleneksel
olmayan yollarla hiicre disina salindig1 ve IL-8’in DEK’in salgilanmasini indiikledigi
belirtilmistir [Mor-Vaknin et al., 2006]. Bundan dolayi, U937 hiicre hatt1 IL-8 ile
indiiklendikten sonra, hiicrelerden toplanan CM’de DEK izoformlarinin varligi yine
Western Blot yontemiyle incelendi ancak DEK izoformlarinin salgisinda IL-8’e bagh
bir indiiksiyon goézlenmedi. IL-8 gibi CXC kemokinler N terminalinde reseptor
baglanmasi i¢in 6nemli Glu-Leu-Arg (ELR) sekansi igerirken DEK proteininde de

benzer ELR sekansmin varligr bildirilmistir. Ayrica rekombinant DEK proteinin
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CXCR2 ve HSPG bagimli mekanizmalar araciligryla hematopoetik sitokin gibi
davrandigina dair elde edilen bulgular IL-8e benzer bir yolu takip edebilecegine isaret
etmektedir. Deneylerde kullanilan DEK1 ve DEK2 plazmitlerine yerlestirilen Myc
epitopunun N-terminaline yerlestirilmesi bu proteinin reseptor baglanmasi ile ilgili
fonksiyonunu negatif yonde etkileyebilecegi gibi ayni zamanda DEK1/DEK2’nin
hiicreden salgilanmasina da olumsuz etki yapip yapmadigi gelecek caligmalarda test
edilecektir. Bu amagla, DEK1 ve DEK2’nin N-terminalinde bulunan Myc epitopu, C
terminaline eklenerek veya epitop degistirilerek deneylerin tekrarlanmasi arastirmaya
deger goziikkmektedir.

U937 hiicrelerinin Western Blot ile tespit edilebilecek diizeyde DEK salgisi
olusturmadig1 sonucuna varilmasiyla beraber “indirect” ELISA teknigi CM’de ve
protein varlig1 bilinen hiicre lizatlariyla denenmis ancak Hs27A hiicrelerinde oldugu
gibi pozitif bir sonu¢ elde edilememistir. DEK izoformlar1 salgilanmasinin bagska
yontemler kullanilarak test edilmesi elde edilen sonuglarin dogrulugunu teyit edecek
ya da tersi bir durum soz konusu ise tespit etmemizi saglayacaktir. Gelecek
caligmalarda ticari ELISA plakalar kullanilarak antikor baglanma sorunlari minimuma
indirilebilir. Kullanilan ticari antikorlar yerine farkli bolgeleri hedefleyen antikorlarla
deneyler tekrarlanabilir. Ayrica ultrasantrijiij yontemi ile protein ve eksozom
izolasyonu yapilarak DEK izoformlar1 salgilanmasi bu hiicrelerde arastirilabilir.

Son olarak, PMA uygulanmasmin ardindan U937 hiicrelerinde DEK
izoformlarinin niiklear lokalizasyonunun degisip degismedigi immiinfloresan boyama
ile incelendi. Elde edilen konfokal goriintiilerinin incelenmesi sonucunda DEK1 ve
DEK2 proteinlerinin salgi deneylerinden elde edilen sonuglarla uyumlu olarak
hiicresel lokalizasyonunu yogunlukla hiicre cekirdeginde korudugu goézlemlendi.
Ozetle, 6zellikle DEK?2 izoformunun salgilanmasinin hematopoez siirecine etkisi olup
olmadig1 heniiz bilinmemektedir ve bu tez calismasinda elde ettigimiz Onveriler,
DEK2’nin kemik iligi mikrogevresindeki roliinii anlamay1 hedefleyecek gelecekteki
caligmalarimizi kurgulamamiza 6nemli katkida bulunacaktir.

Bu yiiksek lisans tez calismasi1 TUBITAK 118Z765 no’lu 1001 projesi

kapsaminda desteklenmistir.
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