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OZET

Tiim 6karyotlarda korunmus, ribozomla iliskili RNA baglayici protein olan Coiled-
coil domain-containing 124 (Ccdc124) proteini, stresin neden oldugu translasyonel
kapanmanin ardindan ribozom aktivitesinin devam etmesine yardimci olmaktadir.
Translasyondan bagimsiz hiicresel islevi hala bilinmemekle birlikte, Ccdcl24
proteini, ribozom disinda; hiicre dongiisiiniin interfaz evresinde sentrozom veya
sitokinetik boliinme sirasinda orta cisimcik gibi hiicresel konumlarda da bulunur.
Daha 6nce HEK293 (insan embriyonik bobrek) hiicrelerinde yapilan LC-MS/MS
tabanli proteomik analizler sonucu bir¢ok yeni Ccdcl24 protein partnerleri
kesfedilmistir. Haritalanan etkilesim partnerlerinin bir kisminin ¢ekirdekgik
biyosentezi ve isleyisinde yer aldigi goriilmiistiir. Yapilan bu tez ¢alismasinin ilk
kisminda, HEK 293T ve U20S (osteosarkom) hiicre tiplerinde kanserle baglantili
niikleolus belirteci olan Niikleofosmin (Npml) ve Niikleolin (Ncl) ile Ccdcl24
proteini arasindaki etkilesimin aydinlatilmasina  yonelik  calismalar
gerceklestirilmistir. Bu etkilesim immiin boyama ve birlikte ¢oktiirme deneyleri ile
teyit edilmistir. Calismanin ikinci kismi, Ccdcl124’iin fosforilasyonunun partner
etkilesimi tizerine etkisinin arastirilmasin1 kapsamaktadir. Ccdcl24 proteininin
mutasyona ugratilmis translasyon sonrast modifikasyon (PTM) bdolgeleri ve mutant
proteinlerin Npm1 etkilesimi tiizerindeki rolii analiz edilmistir. Yapilan immiin
boyama c¢alismalarinda mutant proteinlerin, Npm1 ile etkilesiminde yabanil tipe
oranla diisiis oldugu goriilmiistiir. Npml, ¢esitli DNA onarim yollarina aracilik
ederek genomik stabilitenin korunmasinda yer alan kritik bir proteindir [Scott ve
Oeffinger, 2016]. Niikleolar stres algilama, DNA hasari tepkisini iceren molekiiler
mekanizmalarda Ccdc124’tin davranisinin aydinlatilmasi amaciyla, ¢aligmanin son
kisminda, Ccdc124 proteininin bir DNA interkalatérii olan Dox (doksorubisin)
uygulamasina verdigi yanitin arastirilmasi ve Dox yamiti olarak DNA hasar
durumunda niikleolar lokalizasyonu degistigi bilinen Npml ile etkilesim dinamigi
analiz edilmistir. Yapilan in vitro deneyler sonucunda hem yabanil tip hem de mutant
Ccdc124 proteinlerinin Dox yaniti olarak Npm1 proteini ile benzer yol izleyerek
lokasyonunun ¢ekirdek¢ikten c¢ekirdek igine yayildigina yonelik veriler elde
edilmistir.

Anahtar  Kelimeler:  Coiled-coil domain-containing 124 (Ccdcl24),
Doksorubisin, Cekirdekg¢ik, PTM, Ribozom, RNA baglayici protein.



SUMMARY

Coiled-coil domain containing 124 (Ccdcl24), a conserved ribosome-associated
RNA-binding protein in all eukaryotes, helps maintain ribosome activity following
stress-induced translational shutdown. Although its translation-independent cellular
function is still unknown, the Ccdc124 protein is located not only the ribosome but
also found in cellular locations such as the centrosome during the interphase of the
cell cycle or the midbody during cytokinetic division. Previous LC-MS/MS-based
proteome analyses carried out in HEK293 (human embryonic kidney) cells have led
to the identification of a large number of novel Ccdc124 protein partners. Some of
the mapped interaction partners were found to be involved in nucleolus biosynthesis
and functioning. In the first part of this thesis, studies were carried out to elucidate
the interaction between Nucleophosmin (Npml), which is a cancer-associated
nucleolar stress marker, and Ccdcl24 protein in HEK 293T and U20S
(osteosarcoma) cell types. This interaction has been confirmed by immunostaining
and co-precipitation experiments. In the second part of the study, it covers the
investigation of the effect of phosphorylation of Ccdc124 on partner interaction. The
role of the proteins mutated from the post-translational modification regions of the
Ccdcl124 on the interaction of Npml has been analyzed. In the immunostaining
experiments, it was shown that the mutant proteins' interactions with Npml
decreased compared to the wild-type protein. NpmLl is a critical protein involved in
maintaining genomic stability by mediating various DNA repair pathways. In order
to elucidate the behavior of Ccdc124 in molecular mechanisms including nucleolar
stress sensing and DNA damage response, in the last part of the study, the response
of Ccdcl124 protein to Dox (doxorubicin) treatment, a DNA intercalator, and its
interaction dynamics with Npm1, which is known to change its nucleolar localization
as Dox response, were analyzed. Based on the results of the in vitro experiments, it
was demonstrated that the wild-type and mutant forms of the Ccdcl24 protein
translocate from the nucleolus to the nucleus with a similar path as the Npm1 protein
in response to Dox.

Key Words: Coiled-coil domain containing 124 (Ccdc124), Doxorubicin,
Nucleolus, PTM, Ribosome, RNA binding protein.
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1. GIRIS

Okaryotik hiicreler, hiicresel ortamlarini diizenlemek adma ¢ok sayida biyokimyasal
islem gerceklestirir. Bu islem, hiicre i¢i bilesenlerin, zara bagli veya zarsiz olabilen
organeller halinde boéliimlendirilmesiyle saglanir. Sentrozom, Cajal cisimler, P
cisimleri ve cekirdek¢ik dahil olmak iizere ¢ok sayida zarsiz organel, hiicre i¢inde
sivt damlaciklar1 olarak bulunur. Sivi-sivi faz ayrimi1 (LLPS) ad1 verilen bu 6zellik,
hiicresel malzemenin yogunlasmasindan kaynaklanir. Bu organizasyon ayni zamanda
hiicrenin stres sirasinda zindeligini gelistirir [Gomes and Shorter, 2019; Koppers et
al., 2020]. Zarsiz organeller arasinda 6nemli bir yere sahip olan ¢ekirdek¢ik; esas
olarak ribozom biyosentezinde rol oynayan ¢ekirdek alt1 cisimdir. Artan g¢ekirdekg¢ik
sayist ve / veya boyutu tarihsel olarak patologlar tarafindan kanserli lezyonlarin
prognostik bir gostergesi olarak kullanilmigtir. Bu artis, kanser hiicrelerinde artan
protein sentezi ihtiyacina atfedilmistir. Bunlara ek olarak c¢ekirdeke¢ik; hiicresel
fonksiyonlarin diizenlenmesi, 6zellikle hiicresel strese yanit, genom stabilitesinin
korunmasi, DNA hasar onarimmin Ve riboniikleoproteinlerin  (RNPs) gen

ekspresyonunda onemli rol oynamaktadir [Correll et al., 2019].

Ccdcl124, strese bagl translasyon kapanmasindan sonra ribozom aktivitesinin
stirdiirilmesinde rol oynayan, ribozomla iligkili korunmus bir RNA baglayici
proteindir. Geg-anafaz evresine kadar sentrozomda bulunan protein, sitokinez
asamasinda orta cisimcige goc etmektedir [Telkoparan vd., 2013]. Yapilan LC-
MS/MS tabanli proteomik analizlerle yeni Ccdc124 protein partnerleri kesfedilmis ve
haritalanan partnerlerden bir kisminin ¢ekirdekgik i¢i ribozom biyogenezi ve

isleyisinde yer aldig1 goriilmiistir.

Gergeklestirdigimiz bu tez ¢alismasinin ilk kisminda, kanserle baglantili ¢ekirdekeik
belirteci olan Npml ile yabanil-tip Ccdcl24 proteini arasindaki etkilesimin
aydinlatilmasina yonelik ¢aligmalar HEK 293T, U20S ve HCT116 hiicre tiplerinde
gerceklestirilmistir. Bu etkilesim immiin boyama ve birlikte ¢oktiirme deneyleri ile

teyit edilmistir.

Calismamizin ikinci kismi, Ccdc124’iin fosforilasyonunun partner etkilesimi tizerine

etkisinin  arastirilmasin1  kapsamaktadir.  Proteinin,  translasyon  sonrasi

modifikasyonlar1 iginden fosforlanma bdlgeleri (122, 141 ve 122/141. Serin
1



bolgeleri) mutasyona ugratilmis ve mutant proteinlerinin, Npm1 ile etkilesimindeki
rolli analiz edilmistir. Mutant proteinleri igeren vektorlerin HEK 293T hiicrelerine
transfeksiyonu yapilmig ve Npml proteini ile birlikte ¢oktliirme teknigi uygulanarak
etkilesimlerinin gozlenmesi amaglanmistir. Bunun yani sira, bu mutant proteinleri
stabil olarak sentezleyen U20S hiicre hattinda Npml antikoru kullanilarak immiin

boyama teknigi uygulanarak etkilesim profilleri analiz edilmistir.

Calismamizin son kismi ise, yabanil-tip ve mutant Ccdc124 proteinlerinin bir DNA
interkalatorii olan Dox uygulamasma verdigi yanitin arastirilmasi ve Dox yaniti
olarak DNA hasar1 durumunda gekirdekgik lokalizasyonu degistigi bilinen Npm1 ile

etkilesim dinamigi immiin boyama teknigi ile analiz edilmistir.



2. MEMBRANSIZ ORGANELLER

Alexander Oparin, Sovyet biyokimyaci, yaptig1 gozlemlerden yola ¢ikarak yagamin,
organik maddelerin damlaciklar halinde diger seyreltik ¢ozeltilerden kendiliginden
birleserek ortaya ¢iktigini one siirmistiir [Oparin, 1938]. Bu teori, hiicrelerin
kullandiklar1 membranlar1 ve membrana bagli organelleri agiklayamadigi igin o
donem gecerliligini kaybetse de aslinda giinlimiizde yapilan ¢alismalar gosteriyor ki;
hiicreler membrana bagli organellerinin yani sira bazi bilesenlerini membransiz
organeller halinde de diizenlemektedirler. Bu membransiz organeller, belirli protein
ve RNA’larin belli bir bélgede olusturdugu yogunluk sebebiyle etrafindaki ortama
karismadan sivi-sivi faz (LLPS) ayrimi adi verilen bir islemle olusmaktadir.
Organellerin bu faz ayrimi 6zellikleri iki tiirlii etkilesim ile saglanmaktadir; yag veya
su molekiillerin kendi aralarindaki homotipik etkilesimleri bunlardan biri; digeri ise
su ve yag molekiillerinin birbiri arasindaki heterotipik etkilesimleridir. Boylelikle
iclerinde biyokimyasal reaksiyonlar1 aktive veya inhibe eden mekanizmalar

gelismektedir.

Membransiz organellerin tiimii sivi 6zellik gdstermemekle birlikte icerigindeki
protein-RNA konsantrasyonuna ve etkilesim giiglerine bagl olarak daha sividan daha
jel benzeri yapilara kadar genis bir skalada bulunabilmektedirler. Membransiz
organellerin bu skaladaki esnekligi; biinyelerindeki RNA baglayan proteinler
(RBPs)’in sinerjik olarak birlikte ¢alisan RNA tanima bolgeleri (RRM) ve 6ziinde
diizensiz bolgeleri (IDR) gibi ¢oklu multivalent (cok degerlilik) o6zellikleri

icermesine dayanmaktadir [Gomes and Shorter, 2019].

Li ve arkadaslarinin yaptigi calismalarda tekrarli SRC Homoloji 3 (SH3) bolgesi
iceren motif ile prolin bakimindan zengin motif (PRM) igeren ligandin birlestirilmesi

sonucu proteinlerin sivi damlaciklar olusturdugunu gostermistir [Li et al., 2012].

Membransiz bir¢ok organel; protein, niikleik asit veya her ikisinin birleserek yogun
bir ortam olusturmasiyla meydana gelmektedir. Bu organeller hiicre iginde
¢ekirdekte bulunabildigi gibi sitoplazmada da bulunabilmektedir (Web 1, 2023).
Cekirdek icerisindeki organellere; ¢ekirdekgik (niikleolus), Cajal cisimler, niikleer
benekler, promiyelositik 16semi (PML) cisimleri sayilabilirken; sitoplazma
icerisindeki membransiz organellere P cisimleri, stres graniilleri ve sentrozom

(perisentriyol materyal) sayilabilmektedir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1: Okaryotik hiicrelerde membransiz organeller.

Tiim bu membransiz organeller; hiicre boliinmesi, ribozom biyogenezi, sinyal iletimi,
stres cevabi, RNA metabolizmasinin diizenlenmesi gibi hiicrenin farkli siireglerinde

rol oynamaktadir [Koppers et al., 2020; Gomes and Shorter, 2019].

2.1. Sentrozom

Membransiz organellerden biri olan sentrozom, kendini kopyalayabilme 06zelligine
sahip ana mikrotiibiil diizenleme merkezi (MTOC) dir. Hayvan hiicrelerinde bulunan
bu organellerin, hiicre dongiisii siireci, hiicre i¢i sinyalleme ve boliinme siirecinde
mitotik ag1 diizenlenme gibi ¢esitli kritik gorevleri bulunmaktadir [Blanco-
Ameijeiras et al., 2022]. Sentrozomlar, iki adet dokuz katli radyal simetrik yapilar
olan sentriyollerin etrafinin protein kiitlesi (perisentriyol materyal — PCM) ile
cevrilmesinden olusmaktadir (Sekil 2.2) [Barbelanne and Tsang, 2014]. Hiicreler
mitoz boliinmeye hazirlanirken sentrozom olgunlagmasi denilen siire¢ baslar ve bu
siirecte PCM miktarinda hizli bir artis olur. Mikrotiibiillerin ¢ekirdeklenmesi ve
diizenlenmesinin yani sira hiicre dongiisii diizenlenmesi ve hiicre sinyali gibi
stireclerde yer alan yaklasik birkag yiiz protein bu artisin sebebi olmaktadir [Raff,
2019].
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Sekil 2.2: Sentrozom yapisi.

Sentrozomlar, hiicre boliinmenin S fazindayken iki katina ¢ikmaktadir ve profaz
fazindayken ¢ekirdegin membranina bagli durumdan zit kutuplara go¢ etmektedirler.
Kromozomlara ig iplikgikleri ile tutunarak boliinme ile birlikte iki yavru hiicrede de
birer sentrozom olusturmaktadirlar [Ribeiro et al., 2002]. Bunun disinda kalan
anomaliler (yavrulardan birinde iki sentrozom veya hi¢ sentrozom igermemesi) bir
cok calismada kanserle iligkilendirilmistir. Hiicrenin bdliinmeyi dogru olarak
gerceklestirmesinden sorumlu membransiz organel olan sentrozomlar, béliinmenin
etkinligini biiyiik oranda artirip/azaltma yetisine sahiptirler [Lancaster and Baum,
2014].

2.2. Kajal Cisimler

[lk olarak noéronlarda gekirdek icinde aksesuar olarak tamimlanan Kajal cisimler,
olduk¢a kiiciik ve sarmal iplik iceren bir protein olan Coilin proteini ile
0zdeslestirilmis niikleoplazmik yapilardir. Giiniimiizde Kajal cisimler (CBs), en iyi
karakterize edilen organellerden biridir. Bu cisimler iglerinde, riboniikleoproteinleri
(RNP'ler), ozellikle spliceozomal kii¢iikk niikkleer RNP'leri (SnRNP'ler) ve kiigiik
niikleolar RNP'leri (SnoRNP'ler) konsantre ederler. SnoRNP’lerin ¢ogu kii¢iik
niikleer RNA’larin  (SnRNA’lar) yonlendirilmis modifikasyonlarinda gorev
almaktadir. Ayrica biinyelerinde bulunan U7 SnRNP’lerin histon mRNA’larin 3’



ucunun islemesi sebebiyle Kajal cisimler replikasyona bagli mRNA

diizenlenmesinde de rol oynamaktadirlar [Morris, 2008; Meier, 2017].

2.3. P Cisimleri

Okaryot hiicrelerde korunmus, 5°-3° mRNA bozunmasinda rol oynayan proteinler ile
mRNA’larin olusturdugu kompleksleri igeren sitoplazmik riboniikleoprotein (RNP)
graniilleri olarak bilinen P cisimleri, sivi-sivi faz ayrimi Ozelligi goésteren
membransiz organellerdendir [Luo et al., 2018]. P cisimlerinin olusumunu ve
dagilimimi cesitli faktorler etkilese de bunlarin basinda mRNA’lar gelmektedir.
Translasyonun durmasi ile ribozomdan ayrilan mRNA’lar P cisimlerinin iskeletini
olusturmaktadir. Translasyonel baskilama ile ekspresyonu azalan mMRNA
fragmentleri P cisimlerinin sayisin1 ve boyutunu azaltirken, asir1 ekspresyonlari ise P
cisimlerinin sayisin1 ve boyutunu artirmaktadir. P cisimlerinin iglevleri arasinda;
MRNA ve non-sense mMRNA depolamasi ve bozulmasi, translasyonel baskilama ve
mikroRNA (miRNA) / small interference RNA (SIRNA) aracili gecici gen
susturulmas: sayilabilmektedir. Ayrica hiicrede viral bir enfeksiyon olustugunda
viriis kaynakli proteinlerin sentezini 6nlemek i¢in viral mRNP’lerin mRNA {izerine
kapanmalarin1 koordine etmektedir [Jeon et al., 2022]. Stres graniillerinden farkli
olarak hiicre icinde siirekli olarak bulunmakta ve hiicresel stres durumlarinda
(sodyum arsenit veya soguk sok) sayilar1 daha da artmaktadir. Ayrica 5°-3> mRNA
bozunmasi genellikle P cisimlerinin olusumunu desteklemektedir [Sheth and Parker,
2003].

2.4. Stres Graniilleri

Sitoplazmik membransiz organellerden biri olan stres graniilleri; 1s1 soku, viral
enfeksiyon, oksidatif stres, ultraviyole 1s1n, aglik, DNA hasar1 gibi olumsuz gevresel
kosullara maruz kalan hiicrenin stres durumlarinda ortaya ¢ikmaktadir. Boyutlari
degiskenlik goOsteren graniiller, c¢evrilemeyen haberci riboniikleoproteinler
(mRNP)’den olugmaktadir. Stres graniillerinin diizenlenmesini, ¢ogu zaman
translasyon baslama faktorii (elF2a)’niin fosforile olmasiyla translasyonun
gecikmesi/Onlenmesi durumu saglamaktadir [Anderson and Kedersha, 2009]. Stres
graniillerinin hiicredeki rolleri arasinda mMRNA lokalizasyon/translasyon/bozunma,

hiicrenin sinyal yollarin1 ve antiviral tepkilerini diizenleme sayilabilmektedir.
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Graniillerin olusmasi, mRNA’larin translasyon faktorleriyle etkilesimini tesvik
ederek indiikleyici bir etki yapmaktadir. Yapilan bir ¢alismada, viral enfeksiyon
durumunda stres graniillerinin ¢ok sayida antiviral proteinin aktivasyonunu sagladigi
ve bunun da bagisiklik tepkisini ve viriis direncini artirdigi gozlenmistir [Onomoto et
al., 2012]. Stres graniillerin igerisinde bulunan bazi bilesenler (eIF3 veya ribozomal
40S), P cisimleri igerisinden gelmektedir. Hiicre icinde mRNA dongiisiine bagh
olarak aynt mRNA bazi durumlarda stres graniilleri bazi durumlarda ise P cisimlerin
icinde bulunabilmektedir. P cisimleri ve stres graniilleri arasindaki bu etkilesim,
mRNA’larin diizenlenmesinde birlikte rol oynadiklarin1 gostermektedir [Protter and
Parker, 2016].

2.5. Cekirdekcik

Cekirdekgige dair ilk bulgular 1781 yilina uzanmaktadir. italyan bir fizik¢i olan
Felice Fontana o yillarda yilan balig1 derisinde ¢ekirdek ve gekirdeke¢ik yapilarinin
varhigimi kayit altina almistir [Pederson, 2011]. Cekirdekgik, niikleolar diizenleme
bolgeleri (NOR) olarak bilinen ribozomal gen tekrar dizilerinin etrafinda olusan
membransiz organellerden biridir. Stvi-sivi faz ayrimi 6zelligi gosteren bu yapilar, su
ylizeyindeki yag damlalar1 gibi ayrilip birlesebilmektedir. Bu 6zelligi niikleoplazma

ile degisim dinamigine olasilik vermektedir [Corman et al., 2023].

Cekirdekgcik, birbirinden farkli gorevlerde yer alan dort bolgeye ayrilmaktadir (Sekil
2.3). Bunlar; fibriller merkez (FC), yogun fibriller merkez (DFC), graniiler merkez
(GC) ve periniikleolar merkez (PNC) olarak adlandirilmaktadir. GC, bu alt merkezler
igerisinde en biiyligiidiir ve DFC ile FC merkezlerini ¢evrelemektedir. Negatif yiik
bakimindan zengin proteinleri (Npml, Ncl) biinyesinde barindirmaktadir.
Icerigindeki bu proteinler RNA ile birlestiginde sivi-sivi faz ayrmi ozellik
gostermektedir. Ribozomal DNA (rDNA)’larin aktif olarak kopyalandigi merkez
FC’dir ve onu ¢evreleyen DFC, ribozomal RNA (rRNA)’larin translasyonunda
gorevli olan proteinleri (fibrillarin gibi) i¢ine alan bir merkezdir [Shaw, 2010]. PNC
ise biinyesinde ¢ok miktarda RNA baglayict protein, heterojen niikleer
riboniikleoprotein (hnRNP) ve RNA polimeraz III transkriptleri bulundurmaktadir
[Frottin et al., 2019; Weeks et al., 2019].
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Sekil 2.3: Okaryotik hiicrede ¢ekirdekgik yapis1 [Shaw, 2010].

Cekirdek¢igin  ana gdrevi ribozom biyogenezinin farkli asamalarma temel
olusturmak olsa da buna ek olarak mitoz boliinmenin diizenlenmesi, protein kalite
kontrolii, RNA diizenleme, telomeraz montaji, hiicre dongiisiinde, hiicrenin strese
olan tepkisi, viral enfeksiyon, DNA replikasyonu ve onarimi gibi bir¢ok siirecte rolii
bulunmaktadir [Dubois and Boisvert, 2016]. Jacobson ve arkadaslarinin memeli
hiicrelerinde yaptiklar1 bir ¢alisma, sinyal tanima bolgesi igeren RNA ve proteinlerin
sitoplazmaya ge¢cmeden Once cekirdekgikte bulunabileceklerini gdstermektedir. Bu
da ¢ekirdek¢igin sinyal tanima (SRP) komplekslerinin toplanma ve islenme bolgesi
olduguna kanit niteliktedir [Jacobson and Pederson, 1998]. Ayrica yapilan proteomik
caligmalar, sitozolik faktorlere (%14) kiyasla c¢ekirdekgik proteinlerinin (%20)
yapisinda faz gecisi saglayan 6ziinde diizensiz bolgelerin daha zengin oldugunu

ortaya koymustur [Corman et al., 2023].



2.5.1. Ribozom Biyogenezi

Okaryotik hiicrelerde cekirdekcik, niikleoplazma ve sitoplazma igerisinde asamali
olarak gergeklesen ribozom sentezi bircok korunmus alt {inite proteine gereksinim
duyan ve fazla enerji harcayan bir siiregtir. Ribozomun olusumundan sorumlu genler
cekirdekeigin FC merkezinde ve yeni sentezlenen rRNA’lar ise DFC merkezinde
bulunur. Fibriller merkezler ¢ekirdek¢igin yapisal ve fonksiyonel birimlerini temsil
etmektedirler [Penzo et al., 2019].

Okaryotik model organizma olan Saccharomyces Cerevisiae’da ribozom, 60S ve 40S
olmak tizere evrensel iki alt birimden olugmaktadir. 60S alt birim; ii¢ ribozomal RNA
(258, 5.8S ve 5S) ve 46 farkli ribozomal protein icerirken, 40S alt birim; bir adet
ribozomal RNA (18S) ve 33 farkli ribozomal protein icermektedir. Ribozomun
biyogenezi i¢in ¢esitli RNA baglayici proteinler, endo-ekzo niikleazlar ve helikazlar
gibi 200°den fazla protein gerekmektedir [Pefia et al., 2017]. Bu proteinler,
ribozomun olusmasi i¢in rRNA’larin katlanma ve islenmesini, proteinlerin
birbirleriyle ve RNA ile aglarmin olusmasini, ¢ekirdek i¢-dis lokalizasyonunu ve

kalite kontroliinii desteklemektedirler [Ben-Shem et al., 2011].

RNA polimeraz 1 (Pol 1) tarafindan c¢ekirdekg¢ikte sentezlenen 35S pre-rRNA
transkripti, metilasyon, asetilasyon gibi bazi modifikasyonlara ugrayarak
olgunlasmakta ve 18S, 5.8S ve 28S rRNA’lara donlismektedir. 47S rRNA ise RNA
polimeraz IIl (Pol III) tarafindan 5S rRNA’y1 olusturmak {izere niikleoplazma
icerisinde sentezlenerek g¢ekirdekgige aktarilmaktadir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.4: Ribozom biyogenezinin sematik gdsterimi.

Biyogenez sirasinda ribozomu olusturan rRNA’larin olgunlagmasi i¢in birgok protein
destek saglamaktadir. rRNA'larin olgunlagmalari Niikleolin (Ncl), Niikleofosmin
(Npml) gibi ribozomal proteinler ve olusum faktorleri ile birlesmelerine bagl
olmaktadir. Olgunlasan rRNA’lar ribozomun alt birim proteinleri ile birleserek
ribozomun yapisini tamamlamaktadirlar. Ornegin; Niikleolin (Ncl), rRNA genlerinin
sentezi icin RNA Pol I’in hem promotér hem de kodlama boélgeleriyle etkileserek
transkripsiyonun uzamasini saglarken; Niikleofosmin (Npml), biyogenez sirasinda
28S rRNA’nin olusmasi i¢in 35S pre-rRNA’nin bdliinmesinde rol oynamaktadir
[Turietal., 2019].
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2.5.2. Ribozom Hibernasyonu

Bakterilerde, stres durumunda 70S ribozomlarin dimerizasyonu ile olusan 100S
kompleksler, yaklasik 60 yil 6nce E.coli hiicre lizatlar1 ile yapilan ¢alismalarda hizla
protein sentezi i¢in doniisebilen riboniikleoproteinler olarak kabul edilmislerdir. Bu
translasyon bakimindan inaktif kompleksler, 70S ribozomlarin 50S-30S—-30S-50S
konformasyonunda diizenlenmektedir ve blinyelerinde mRNA bulunmamaktadir. Bu
kompleksler E.coli’de biiyiime fazina gore degisiklik gdstermektedir: Ustel biiyiime
fazinda 100S kompleksler goriilmezken bakterinin duragan fazinda ortaya ¢ikmaya
baslamaktadir. Mevcut stres durumu azaldiginda bu komplekslerin olusumu da
tersine donmekte ve inaktif olan dimerize ribozom alt birimleri ayrigmaktadir
[Prossliner et al., 2018]. 100S dimer kompleksler, ribozomlarin duragan biiylime
fazinda ve stres durumlarinda hibernasyon adi verilen hazirda bekleme durumuna
girmesine sebep olmaktadir. Bakterilerde translasyonun durmasindan ve inaktif olan
100S komplekslerin geri doniisiimiinden sorumlu birkag kii¢iik ribozomal baglanma
faktorleri (RBF) bulunmaktadir. Hibernasyon durumunda RBF’ler (ribozom
modiilasyon faktorii (RMF), hazirda bekletme tesvik faktori (HPF) ve ribozomla
iligkili inhibitér A (RaiA)) ribozomun mRNA baglanma kanalin1 kapatmakta, alict A
bolgesini ve tRNA bolgesi olan peptidil P bolgesini bloke ederek ribozomu
korumaya almaktadir [Wells et al., 2020]. Bakterilerde oldugu gibi 6karyotlarda da
cesitli hibernasyon durumunda ribozomlar bulunmaktadir. 80S ribozomlar1 birgok
stres durumunda (ozmotik stres, glikoz aglik vs) hiicrelerde birikerek inaktif duruma
ge¢mektedirler. Stres durumu sonrasi translasyonun yeniden aktivasyonu igin 80S
ribozomlar birbirlerinden ayrilmaktadirlar. Okaryotlarda ilk hibernasyon faktorii,
yedi transmembran proteini 1 (Stm1l), glikoz a¢liginin ardindan mayadan elde edilen
ribozomda bulunmustur. Glutatyon S-transferaz mu 1 (Gstml) proteini ve
memelilerdeki homologu SERPINEI mRNA baglayict 1 (SERBP1) proteini,
bakterilerdeki hibernasyona benzer sekilde 40S A ve P bolgelerinin yani sira mRNA
giris bdlgesine baglanarak translasyonu durdurmaktadir [Ben-Shem et al., 2011].
Wells ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alisma, Lso2 proteini ve onun memelilerdeki
homologu olan Ccdc124 proteininin, ribozomun hibernasyon durumundan g¢ikmasi
igin translasyonel iyilesmede gorev aldigim1 gostermektedir. Bu proteinler,
hibernasyon durumundaki inaktif 80S ribozomu koruyarak aktiflesme i¢in hizli geri

doniisiim durumunu stabilize etmektedirler [Wells et al., 2020].

11



2.5.3. Cekirdeke¢ik ve Hastahiklardaki Rolii

Cekirdekc¢igin morfolojisi ve bu morfolojinin kanser ile baglantis1 yaklasik 100 yil
once patologlar tarafindan ortaya konmustur. Buna gore, kanser hiicrelerindeki
cekirdekgiklerin saglikli hiicrelerdekilere oranla daha biiyiik ve yapilarinin anormal
oldugu goriilmiistiir. Giliniimiizde ise yapilan calismalar diizensiz ¢ekirdekeik
morfolojisinin rDNA transkripsiyonunda hiper aktivasyon yarattigini géstermektedir.
Ayrica ¢ekirdekeikteki diizensizlik, Npml gibi ribozomal protein ve/veya
¢ekirdekgik proteinlerinin gereginden fazla birikmesine sebep olmaktadir. Biriken
proteinler de p53’i stabilize ederek hiicre dongiisiiniin durmasina veya hiicrenin
apoptoza ugramasina neden olmaktadirlar. Ribozom biyogenezindeki bozulma da
p53°in birikmesine sebep olan niikleer stres mekanizmalarinin aktiflesmesini

tetiklemektedir.

Tiimor olusumu sirasinda onkogenlerin ve tiimor baskilayicilarin bircogu polimeraz I
transkripsiyonu ile ¢ekirdekgik igerisinde modiile olmaktadir. Translasyon ve
ribozom biyogenezi aktivatorlerinden RAS, MYC ve mTOR dahil olmak iizere
onkoproteinler ve p53, PTEN gibi timor baskilayicilar ribozom biyogenezini ve
hiicre bilyiimesini sinirlayici kontrol noktalarinda gorev almaktadirlar. Bu nedenle
kanserlerde cogunlukla r-proteinlerinin degismis ekspresyonu gozlenmektedir
[Corman et al., 2023]. Bu da c¢ekirdek¢igi hem kanser sinyal hedefi hem de
kanserlesme i¢in Onemli yolaklarin diizenleyicisi yapmaktadir. Geri besleme
dongiisii, kanserin Ozelliklerinin  belirleyicisi olarak merkeze ¢ekirdekgigi
koymaktadir. Cekirdek¢igin bu degisebilen ek islevleri kanserin kotii huylu

doniisiimii i¢in 6nemli bir izin verici adim olarak goriilmektedir [Quin et al., 2014].

Hiicre igerisinde ribozom biyogenezi enerjinin biiyiik bir kismini harcadigindan
dolay1 ¢ekirdekgik hiicrenin sagligini gosteren temel yapilardan biri olmaktadir.
Ribozom biyogenezi, kanserlerde artmakta ve ndrodejeneratif bozukluklar gibi bazi
diger hastaliklarda ise tehlikeye girmekte oldugu goz oniine alindiginda c¢ekirdek¢ik
bu tiir hastaliklarin tedavisi icin terapotik hedef haline gelmektedir [Corman et al.,
2023].
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3. TRANSLASYON VE SONRASI
DUZENLEMELER

Hiicre igerisindeki en 6nemli mekanizmalardan biri olan translasyon, hiicrenin her
tirli ihtiyacina uygun proteinlerin sentezinin gergeklestigi bir siiregtir. Protein
sentezi sitoplazmada bulunan ribozomlar tarafindan gergeklesmektedir. Sentezlenen
proteinler; hiicre dongiisiinlin tiim asamalari, hiicrenin ¢evresel kosullara verdigi
tepkiler, hiicrenin biyokimyasal reaksiyonlart gibi bircok farkli alanda
kullanilmaktadir. Translasyon siireci mRNAnin tigerli kodlarinin ribozom tarafindan
her bir kodona karsilik gelen antikodonu bulunduran tRNA’lar1 kullanarak okunmasi
ve ilgili aminoasitleri peptit baglar1 ile baglamasiyla gerceklesmektedir. Peptit
baglar1 ile birbirine baglanan aminoasitler proteinlerin birincil yapilarini
olusturmaktadir. Proteinlerin aktif Ozellik kazanmalart bu yapilarin katlanarak
islevsel hale gelmeleri ile saglanmaktadir. Gorevini ger¢eklestirmek iizere proteinler
translasyon sonrast modifikasyonlara (PTM) ugrayarak hedef bdlgeye/goreve
iletilmektedirler [Malys and McCarthy, 2011]. Translasyon sonras1 modifikasyonlar,
cok sayida biyolojik islevi kontrol etmekte onemli bir role sahiptirler. Ornegin,
protein sinyalleri, lokalizasyonlarindaki degisiklikler, bozunmalar, hiicresel bir olay1
aktif veya pasif konuma getirme gibi islevler PTM yoluyla gerceklesmektedir.
Ayrica membransiz organellerin olusumunu veya dagilimini iglerinde bulunan
proteinlerin etkilesimlerini degistirerek kontrol etmektedirler. Cesitli PTM’ler
proteinde bulunan IDR yiikiinii, proteinin hidrofobikligini, boyutunu ve yapisini
degistirmektedir. Bu degisiklikler, proteinlere fosforil, metil, asil, glikosil, alkil gibi
fonksiyonel gruplarin eklenmesiyle veya oksidasyon, deiminasyon, deaminasyon gibi
kimyasal degisiklikler araciligi ile olmaktadir. Fosforil grubunun, aminoasitlerin
hidroksil grubuna eklenmesi fosforilasyon olarak adlandirilmaktadir. Fosforil grubu
negatif yiikliidiir bu nedenle ilavesi polar ve yiiksiiz bir bolgeyi negatif yiikli bir
aminoasit bolgesine ¢evirmektedir. Boylece fosforile olan proteinin yiik durumunun
yan1 sira bununla beraber de etkilesimi, lokasyonu, islevi degisebilmektedir [Owen
and Shewmaker, 2019]. Metil grubunun arjinin aminoasitine eklenmesi metilasyon
olarak adlandirilmaktadir. Arjinin aminoasitindeki yan zincir, birden fazla
metillenebilen pozitif yiikli guanidinyum bolgesi icermektedir. Bu bdlgenin
metilasyonu metiltransferaz adi verilen bir protein tarafindan katalizlenmektedir.

Arjinin metilasyonu, grubun yiikiinii degistirmemekte bunun yerine hacmini,
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hidrofobikligini ve hidrojen bagi potansiyelini degistirmektedir. Asetil grubunun
lizin aminoasitine eklenmesi asetiltransferaz proteinleri ile gercekleserek asetilasyon
adin1 almaktadir. Asetil grubu eklenmis bir lizin aminoasitinin pozitif yilikii notralize
olmakta bu da hidrofobikligini artirmaktadir. Deiminasyon reaksiyonu ise arjinin
aminoasitinde gerceklesen bir diger PTM’dir. Sitrulinasyon adi da verilen bu islem
bir fonksiyonel grubun eklenmesi ile degil, arjinin aminoasitinin yan zincirinin
oksitlenmesi ile meydana gelmektedir. Bu reaksiyonu peptidil arjinin deiminaz
(PAD) enzimi katalizlemektedir. Deiminasyon sonucu aminoasitin pozitif yiiki
kaybolmakta ve notr yiike ¢evrilmektedir. PAD enzimi arjininde bulunan RGG/RG
motifi lizerinde islev gérmektedir. Bu motif, bircok faz seperasyon 6zelligi gosteren
proteinler ve RNA baglayic1 proteinler iizerinde bulunmaktadir. Ornegin, yapilan bir
calismada, RNA baglayict bir protein olan FUS (Fused in Sarcoma) proteinin
sitrulinlenmesinin, membransiz organellerden stres graniili igine girisinin
kisitlanmasina sebep oldugu gosterilmektedir [Tanikawa et al., 2018]. RNA baglayici
proteinler iizerindeki PTM c¢esitleri, bu proteinlerin baglanma yetenegini, aktivitesini
etkilesim ve katlanmalarini degistirdigi bilinmektedir. Farkli RBP tiirlerinin farkli
islevleri tiizerinde rolleri bulunan PTM’lerin, anormal modifikasyonlar1 timor
hiicrelerindeki RBP disfonksiyonuna da yol actigi belirtilmektedir. Zhang ve
arkadaglarinin yaptig1 bir ¢caligmada, gogiis ve kolon kanseri hiicrelerinde, RBM38
(RNA baglanma motifi 38) proteininin 195.serin bdlgesinden fosforlanmast,
konformasyon degisikligine sebep oldugu ve tiimoér baskilayict p53 proteininin
ekpresyonu icin translasyon baglatma faktorii 4E’ye baglanamamasina yol agtidi

gosterilmistir [Zhang et al., 2014].
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4. RNA-BAGLAYICI PROTEINLER

Insanda bulunan yaklasik 1914 RNA-baglayici protein, tiim protein kodlayan
genlerin sadece %?7,5’ini olusturmaktadir. Bu proteinler, hiicrelerin tasinmasi,
lokasyon ve gelisimi, farklilagsmasi ve metabolizmasi gibi onemli siireglerde yer

almaktadirlar.

RNA baglayict proteinler (RBPS), transkripsiyon sonrasi gen diizenlenmesinin
hemen her adiminda rol oynayan kilit elemanlar1 temsil etmektedirler. RNA’larin
taginmasi, bozunmasi veya translasyonu gibi kritik hiicresel islevlere aracilik
etmektedirler. Ayrica diger proteinlerle etkileserek RNA eklenmesi, stabilite
korunmasi gibi gorevlerde de bulunmaktadirlar. RBP’lerin ¢esitliligi; RNA’lara
baglanma modlar1 ve 6zelliklerine gore degismektedir [Beckmann et al., 2015; Qin
et al., 2020].

4.1. RNA-baglayici Proteinlerin Yapilari

RNA-baglayict proteinlerin (RBP) biiyiik ¢ogunlugu belirli bir alanda birden fazla
tekrarlayan dizileri icermektedir. Yapisal olarak yaygin olan bu tekrarlayan diziler;
RNA tanima motifi (RRM), K homolojisi (KH) alani, ¢ift sarmalli RNA baglanma
motifi (dSRBD), arginin-glisin-glisin (RGG) motifi, tirozin bakimindan zengin alan
ve ¢inko parmaklar (ZnF) gibi motiflerden olugsmaktadir. RNA-baglayici proteinlerin
islevlerindeki farklilik, motiflerin farklt kombinasyonlarina sahip olmalaryla
gerceklesmektedir. Bu ¢esitlilik, RBP’lerin 6zgiilliiglinli ve afinitesini artirmaktadir
[Qin et al., 2020]. RBP’lerin RNA ile olan etkilesimleri {izerine yapilan yapisal
caligmalar kanonik ve kanonik olmayan baglanma modlarini ortaya koymaktadir.
Ayrica belirli RBP’ler kanonik modlardan ziyade RRM bolgeleriyle, C- ve N-
terminal uclart araciligiyla bir ya da iki baz tipinden olusan karmasiklig1 diisiik motif
iceren RNA’lara baglanmaktadirlar [Dominguez et al., 2018]. RNP graniilleri ad1 da
verilen membransiz organellerin yapisini da olugturan RBP’ler farkli hiicre tiplerinde
karakterize edilmekte ve bir¢ogu yapisinda bulunan 6ziinde diizensiz bolgeler (IDR)

aracilig1 ile baglanmalarini gergeklestirmektedir [Hentze et al., 2018].
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4.2. RNA-baglayici Proteinlerde IDR bolgeleri

Hiicre icerisindeki amino asitlerin bir araya gelmesi ile olusan proteinlerin nasil
birbirinden farkli gorevleri yerine getirdikleri biiytlik ilgi goren bir konu olmustur.
Protein dizilerinin belirli bir gorevi ve yapiyi, icerdikleri amino asit dizilerinde
sakladiklarin1 Anfinsen ve arkadaslar1 1960’larda yaptig1 ¢alismalarda 6ne stirmiistiir
[Anfinsen, 1973]. Termodinamik hipotezi olarak da adlandirilan bu varsayim;
proteinin dogal ortamindaki {i¢ boyutlu yapisinin, tiim sistemdeki enerjinin en diisiik
olacag1 yapisal sekilde oldugunu belirtmektedir. Bu yapi1 da atomlar arasi
etkilesimlerin toplami ve amino asit dizilerinin farklilig: ile belirlenmektedir [Babu,

2016].

Proteinlerin ti¢ boyutlu yapisinin 6nemli bir belirleyicisi; amino asit dizilerinin
arasindaki hidrofobik etkilesimler olmaktadir. Bu etkilesimler yoluyla katlanan
polipeptit segmentler tanimli bir iglinciil yapiyr olusturmaktadir. Bir polipeptit
zinciri katlanmaya yeterli hidrofobik etkilesim igermiyorsa bu bdlgeler 6ziinde
diizensiz bolgeler (IDRs) olarak adlandirilmaktadir. 90’11 yillarin sonuna kadar IDR
bolgeleri ve IDR bolgeleri igeren proteinler (IDP), X-151m1 kristalografik analizleri
gibi protein arastirma yontemlerinde sorun yaratan ve engelleyiCi yapilar olarak
goriilmiistiir. Daha sonralart Wright ve arkadaslar1 yaptiklari ¢alismalarda, bu
diizensiz IDP’lerin hiicre ic¢inde protein partner etkilesimlerinde 6nemli bir rol
oynadigimi gostermiglerdir. IDR igeren bir protein veya RNP, hedef molekiil ile
etkilestiginde diizensiz olan bolgeleri hedef molekiiliin yiizeyine bagl olarak farkli
bir katlanma yapis1 sergilemektedir. Proteinler, hedef molekiil degistik¢e birbirinden
farkli katlanma yapis1 gostermekte ve bu 6zellikleri onlar hiicre i¢i aglar i¢in kor

bolge yapmaktadir [Sato, 2022].

IDR bolgeleri fazla miktarda polar veya yiiklii amino asit icermektedir. Yeterli
hidrofobik etkilesimleri bulunmadigindan tamamen veya kismen benzersiz bir ii¢
boyutlu yapilar1 mevcut olmamaktadir. Bu da kosullara bagli dinamik bir denge
icinde konformasyon cesitliligi gostermelerini saglamaktadir [Wei et al., 2016].
Proteinlerde bulunan ¢ok degerlilik ozellikleri gibi IDR bdlgeleri de proteinlerin
konsantrasyon artirimi veya etkilesim partnerlerindeki degisimleri i¢in olasilik
tutmaktadir. IDR bolgeleri bulunan birgok RNA baglayict protein, RNA ile
etkilesime girdiginde faz ayrimi 6zellik gosterebilmektedir. IDP’ler faz ayrimini

indiikleyerek membransiz organellerin agregat olusturmalarinda da dnemli bir rol
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oynamaktadirlar. A-sinliklein ve B amiloidin birikmesiyle olusan agregatlar geri
dontistimli hale gelmez ise Parkinson veya Alzheimer gibi 6nemli nérodejeneratif
hastaliklarin  olusumuna Onciiliik edebilmektedirler. Ayrica IDR bdlgelerinin
translasyon sonrast modifikasyonlara daha agik halde olmasi proteinlerin normal
islevinin yami1 sira islevi disinda anormali haline gelmesine yol agmaktadir.
Dolayisiyla bu bolgelerde gelisen hatali modifikasyonlarin hastaliklara sebep olma
orant daha fazla olmaktadir. Bu nedenle IDR yolu ile gelisen hastaliklarda yap1
incelemeleri, bu hastaliklarin teshis veya tedavisi i¢in yeni ilaglarin gelistirilmesinde

biiyiik 6neme sahip olmaktadir [Wheeler et al., 2016].

4.3. RNA-baglayici Proteinlerin Hastahklarla Iliskisi

RNA’ya baglanan protein sinifi olan RNP’ler tiirler arasinda yiiksek oranda
korunmaktadir. Hiicrelerdeki genlerin ekspresyonunda ve hiicre homeostazisinin
korunmasinda kritik rolleri bulunmaktadir. RNA’larin eklenmesi, modifikasyonu,
tasinmasi, lokalizasyonlar1 ve stabilitelerinin yani sira translasyon gibi hicresel
stirecleri yapilandirma gibi fonksiyonel gorevleri gesitliligi saglamaktadir. Hiicrenin
islevleri geregince bazi RBP’ler asir1 ifade edilirken bazilarinin ifadesi diisiiriilebilir.
Hiicredeki RBP’lerin islevsel ve yapisal bozukluklari kanser dahil olmak {izere
birgok hastaliga sebep olabilmektedir [Qin et al., 2020]. Baz1 RNP’lerin olusturdugu
graniil yapilar sadece niikleer ya da sitoplazmik hastaliga bagli hiicrelerde
olusmaktadir. RNA veya proteinlerin mutant formlar1 ¢ekirdeklenerek fizyolojik
acidan olumsuz etki ile birlikte toksik islev kazanarak hiicresel metabolizmay1
bozabilmektedir. Amyotrofik lateral skleroz (ALS) basta olmak iizere bir¢ok
norodejeneratif hastalik, birden fazla RNP graniiliin i¢eriginde bulunan bilesenlerin
mutasyonundan kaynaklanmaktadir. Ornegin, Fus (Fused in Sarcoma) proteininin
mutant formlar1 ALS hastaliginda sitoplazmik RNP graniilleri olusturmaktadir. Fus
proteinindeki bu mutasyonlarin ¢ogu, niikleer lokalizasyon sinyali (NLS) {izerinde
bulunmaktadir ve bdylece translokasyon bozukluklari ve c¢ekirdek hedefinde
sapmalar ile sitoplazmada yanlis konumlanmaya sebep olmaktadir. ALS hastaliginda
rolii olan diger RNA baglayici protein TAR DNA-baglayic1 43 (TDP-43) proteini
hastalik s6z konusu oldugunda motor noronlarindaki ¢ekirdek lokasyonundan
tamamen sitoplazma lokalizasyonuna ge¢mektedir. Stres graniilii olusumunu da

destekleyen bu mutasyon TDP-43’iin RRM bolgesinde (D169G) bulunmaktadir.
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ALS hastaliginin yani sira Akut miyeloid 16semi (AML) hastaliginda yine RNA
baglayict proteinlerin rolii bulunmaktadir. Niikleofosmin (NPM1) proteinini
kodlayan gende goriilen bir mutasyonun AML hastaliginda en ¢ok rastlanan genomik
degisiklik oldugu bilinmektedir. AML hastaliginin ilk teshisinde %20-30 ve hastalik
seyrinin devaminda %50 civarinda Npm1 mutasyonu goriilmektedir. Tiim bunlar bir
araya getirildiginde hastaliklardaki mutant proteinlerin, niikleer ve sitoplazmik
graniiller {iizerindeki farkli etkilerinin ve RNP graniil aglarinin olusumundaki

rollerinin kritik oldugunu goériilmektedir [An et al., 2021; Zarka et al., 2020].
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5. NUKLEOFOSMIN (NPM1)

Cekirdekgik bolgesinin graniiler kisminda yer alan niikleofosmin (Npm1) proteini
B23 veya numatrin olarak da adlandirilan bir fosfoproteindir. Hiicrelerde yiiksek
seviyelerde eksprese edilmektedir. Npm1 proteini hiicre iginde gesitli goérevlerde yer
almaktadir. Bunlarin en basinda ribozom biyogenezi ve sentrozom duplikasyonu
sayilabilmekle beraber, tiimor protein 53 (P53) ve Oksin yaniti faktori (Arf7) gibi
bazi tiimor baskilayict genlerin aktivitesini artirict ve azaltict olarak islev
gostermektedir. Hiicrede meydana gelen DNA hasar1 ve hipoksi gibi stres

kosullarinda Npm1 seviyesinde artis goriilmektedir [Grisendi et al., 2005].

5.1.  Npml Yapisi1

Insanda bulunan NPM1 geni 5g35 kromozomu iizerinde bulunmaktadir ve 12 adet
ekzondan olusmaktadir. Islev kazanmak icin gecirdigi degisiklikler sonucu 294
aminoasiti kodlayan 11 ekzona sahip olmaktadir. Yabanil tip NPM1 geninin yan1 sira
NPM1.2 ve NPM1.3 olmak tizere iki adet izoformu daha bulunmaktadir. Ancak bu
izoformlarin ekspresyon ve islevleri ¢cok fazla bilinmemektedir [Lim and Wang,
2006].

| Oligomerizasyon bolgesi | ’ Riboniikleaz ‘

| Saperon fonksiyon bélgesi ‘

‘ Translokasyon bélgesi H Histon baglanma ‘ Niikleik asit baglanma
NES Asidik bolge NLS NoLS
W288
H H H H W290
1 294
N-ucu holgesi Orta bélge C-ucu bolgesi

Sekil 5.1: Npm1 protein yap1 ve bolgeleri.

Hiicrede yiiksek ekspresyonla NPM1 geninden sentezlenen Npml proteini, 294
aminoasit iceren, 37 kDa agirliginda bir fosfoproteindir. Cekirdek¢ik ve sitoplazma
arasinda gidip gelen bu proteinin mekik aktivesi bulunmaktadir. Bu 6zelligi normal
hiicre fonksiyonu i¢in 6nem arz etmektedir. Yapisal olarak; N-ucu, merkez bolge ve

C-ucu olmak tizere ii¢ bolgeye ayrilmaktadir (Sekil 5.1).
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N-ucu alani yiiksek oranda korunmus bir bdlge olmakla beraber ¢ekirdek¢ik ve
sitoplazma arasindaki translokasyonunu saglayan niikleer export sinyalleri (NES) bu
alanda bulunmaktadir. Ayrica hidrofobik yapisindan dolay1r N-ucu bes monomerin
birleserek Npm1’in pentamer olusturmasinda destek gorevindedir. Npm1’de bulunan
merkez bolge yiiksek oranda asidik Ozellik gostermektedir. Bu 6zelligi histonlara
baglanma kapasitesinin artmasinda ve kromatinlerin yeniden dilizenlenmesinin
etkinlestirilmesinde Onemli rol oynamaktadir. Aromatik aminoasitlerden olusan
korunmus C-ucu ¢ekirdek¢ik lokalizasyon sinyalini (NOLS) ig¢eren bolgedir. NoLS
bolgesi niikleoplazmaya lokalizasyon i¢in Onemlidir ve burada gergeklesecek
herhangi bir mutasyon Npml’in c¢ekirdek¢ikten ayrilmasiyla sonuglanmaktadir

[Nishimura et al., 2002; Federici and Falini, 2013; Zarka et al., 2020].

5.2.  NpmZl’in Ribozom Sentezindeki Rolii

Npml proteini ribozomal RNA (rRNA)’nin diizenli sentezinin yapildig1 ¢ekirdekeik
bolgesinde bulunmaktadir. rRNA’nin 5S kismu ile baglanarak lokasyon degisiminde
refakat gorevi yapan ribozomal protein L5 (rpL5) ile etkilesime girmektedir. Bu
etkilesim Npm1’in olgun ribozoma ulagsmasini saglamaktadir. Npml, ribozomlarin
sentezinde gorev alarak hiicrenin biiylimesini destekleyen kritik bir proteindir. Npm1
fonksiyonundaki kayip, rpL5 ve 5S rRNA’nin lokasyon degisimini bloklamakta ve
hiicrenin dongiisiiniin durmasina sebep olmaktadir [Yu et al., 2006; Zarka et al.,
2020].

5.3.  Npml1’in Stres Durumunda Hiicredeki Rolii

Stres durumunda hiicreler, tepkilerini hizlandirmakta ve metabolizmalarini
degistirmektedirler. Hiicre, stres durumuna ve siddetine bagli olarak cevap
olustururken genellikle hiicre dongilisiinii durdurmakta veya apoptozu aktive
etmektedir. Ayrica hiicre, ¢ekirdegin yeniden diizenlenmesi ve ¢ekirdek igi islevlerin
(cogalma, transkripsiyon) durmasi ve stres tepkilerinin aktivasyonu (DNA onarimi)
yoluna da gidebilmektedir. Hiicre i¢inde stres algilama merkezi olarak cekirdek¢ik
gorev almaktadir. Stres durumunda tepkilerin koordine edilmesi yine bu merkez
izerinden olmaktadir [Verine-Boulon et al.,, 2010]. Stres sinyallerinin tepkiye
dontstiiriilmesi ¢ogunlukla timoér baskilayict ve genom koruyucusu olan p53’iin

stabilizasyonu veya aktivasyonu ile gerceklestirilmektedir. Bu stres yollari, hiicresel
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p53°in ekspresyonundaki artisi tetikleyecek farkli mekanizmalara dayanmaktadir.
Bunlardan biri Npm1’in stres tepkisinde Arf ve p53 protein aktivitelerini modiile
etmesi gosterilebilmektedir. Npml, bu proteinlerin transkripsiyonel olarak
ekspresyonlarindaki artig1 diizenleyerek p53 proteini ile etkilesime girmektedir [Lee
and Gu, 2010]. Ayrica DNA hasar1 durumunda olusan strese bagli olarak,
cekirdekgikten niikleoplazmaya geg¢mektedir. Burada p53°ii negatif regiile eden
MDM2 (E3 ubikiitin-protein ligaz) proteini ile etkilesime girmekte, boylece p53—
MDM2 kompleks olusumunun aktivasyonunu saglayarak p53’iin  bozulmasini
engellemektedir [Kurki et al., 2004].

5.4. Npml’in Genomik Stabilite ve DNA Onarimindaki
Rolii

Npml proteini hiicre dongiisii sirasinda sentrozomlara baglanarak ¢ogalmalarini bir
defa olacak sekilde sinirlandirarak genomik stabilitenin korunmasini saglamaktadir.
Hiicrelerin erken Gl fazinda, Npml bagli sentrozom popiilasyonunda artis
goriilmekle birlikte faz ilerledikge bu bag zayiflamakta ve proteinler birbirinden
ayrilmaktadir. Bu ayrisma CDK2/siklin  E protein kompleksinin Npml’i
fosforillemesi ile gergeklesmektedir. Npml’in fosforillenmesi, sentriollerin
duplikasyonunu tetiklemektedir [Okuda et al., 2000]. Ayrica hiicreler, DNA’da
meydana gelen c¢ift sarmalli kopmalar sonrasinda, Npml proteininin kromatin
baglama faktorii olarak da islev gormesini saglamaktadir. Hiicrede artan Npml
seviyesi DNA tamiri ile iligkilendirilmektedir. Hiicrenin DNA hasar toleransi1 (DDT)
sirasinda aktive ettigi translezyon sentezi mekanizmasinda polimeraz aktivitesini
diizenlemekle gorevlidir. Ayrica, APE1 (Apurinik / apirimidinik (AP) endoniikleaz)
gibi baz eksizyon tamiri (BER) enzimlerini, protein seviyelerini kontrol ederek
modiile etmektedir [Sekhar ve Freeman, 2023]. Dahasi Npm1’in 199.treonin bdlgesi
tizerinden fosforile olmasi, gamma-histon proteini (y-H2AX), BRCA1 ve DNA
onarimi i¢in gorevli proteinlerle etkilesime girmesine sebep olmaktadir. Bu da ¢ift
sarmalli kopma bolgelerine lokalize olmasiyla sonuglanmakta (Sekil 5.2) ve homolog
rekombinant siirecine katilmasina olanak saglamaktadir [Box et al., 2016]. Npm1
proteininin kaybi ise ATR ve ATM gibi DNA tamir kinazlarini hedef alan y-H2AX
artmasina sebep olmaktadir [Zarka et al., 2020].
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Sekil 5.2: Npm1’in ¢esitli DNA hasar yanitindaki islevleri.

5.5. Npm1!’in Hastahklardaki Rolii

Hiicre iginde sayisiz gorevi olan Npml, genom stabilitesinde ve apoptoz
diizenlemesinde rol oynamaktadir. Bu islevleri ekspresyon seviyesine ve gen dozuna
bagl olarak, bir onkogen veya tiimor baskilayici olarak hiicrede rol oynamasina
sebep olmaktadir. Npml’in kanserle iligskilendirilmesi ilk defa non-Hodgkin
lenfomada, hiicrelerin yaklasik {igte birinde Npml-ALK (anaplastik lenfoma
reseptOrii) fiizyonunun goriilmesi ile ortaya konmustur. Zaman igerisinde Npm1’in
bircok tiimoér olusumundaki rolii aydinliga kavusturulmustur. Literatiir
incelendiginde, genel olarak Npm1’in asir1 ekspresyonu ¢esitli histolojik kokenleri
olan kat1 tiimdrlerde dikkat ¢ekmektedir. Ornegin, prostat ve tiroid kanserlerinde
normal dokulara oranla Npm1 seviyesinde artis goriilmiis, bu artisin da hiicrenin
blyiikliigliniin artmasi1 ve timoriin yayilmaciligr ile iligkili oldugu bulunmustur
[Loubeau et al., 2014]. Mesane kanserlerinde ise yiiksek Npml seviyesi, kanserin
niiksii, ilerlemesi ve tekrarlamasi bakimindan belirte¢ olarak goriilmektedir. Npm1
seviyesinin artmasi kadar azalmas: da bazi kanser tiirlerinde goriilmektedir. Ornegin
mide kanserlerinde normal dokuya oranla Npm1 seviyesinde diisiis goriilmiis, meme
kanserinde de yine diisiik Npm1 seviyesi kotii prognozla iliskilendirilmistir [Box et

al., 2016].

Ekspresyon seviyesindeki degisikligin yani1 sira bazi hastaliklarda NPM1 geninin

mutasyona ugradigi goriilmektedir. Hem lenfoid hem de miyeloid bozukluklardaki
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kromozomal yer degisiklikleri ve akut miyeloid 16semi (AML) gibi hematopoetik
tiimorlerde Npml’in mutasyonlarina bagli genetik degisiklikler meydana
gelmektedir. Bu degisikligin olustugu timor hiicrelerinde, Npm1’in islevi birkag yol
ile bozulmaktadir; bunlardan ilki yabanil tip ve mutasyona ugramis hetero-dimerize
Npml’in antogonize olarak g¢alismasi; ikinci olarak ise eksprese oldugu genin tek
islev goren alele indirgenmesi ile hiicre i¢indeki miktarinin azalmasi olarak
siralanabilmektedir. Yapilan ¢aligmalar, Npm1’in orta kismindaki translokasyon ve
C-ucu mutasyonunun; promiyelositik 16semi, anaplastik biiylik hiicreli lenfoma
(ALCL), AML, kronik miyelojendz 16semi ve miyelodisplastik sendromlar (MDS)
gibi yliksek oranda hematolojik bozukluklarda oldugunu gostermektedir. EKspresyon
seviyesine ve gen dozuna bagli olarak Npml, bir onkogen veya timor baskilayict
olarak hiicrede rol oynamaktadir. Hiicre i¢indeki ekspresyonunun kaybi veya asiri
ifadesi gibi fonksiyonundaki degisiklikler bir¢ok farkli mekanizmay tetiklemekte ve
neoplastik doniisime sebep olmaktadir. Bunlarin yan1 sira, Npm1, kanser
hiicrelerinin kontrolsiiz bir sekilde biiylimesiyle de iligkilidir. Timor hiicreleri
hayatta kalmak ig¢in siirekli bir biiylime gostermekte, bu biiylime de devam eden
ribozom biyogenezini ve slirekli bir protein sentezini gerektirmektedir. Npml
ribozom biyogenezindeki islevi sebebiyle tiimor tilirlerinden bagimsiz olarak bu

sliregte onemli bir proteindir [Grisendi et al., 2005].
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6. DOKSORUBISIN VE KANSER
TEDAVISINDEKI ROLU

Adriamisin olarak da adlandirilan doksorubisin, antrasiklin sinifina ait bir bilesiktir.
Ik olarak 1950’lerde toprak bakterisi Streptomyces peucetius susundan izole edilen
bilesigin tiimorlere kars1 etkili oldugu gorildiikkten sonra 1960’larda klinik
calismalarda kullanilmaya baslanmistir [Weiss, 1992].

Kat1 tiimorler ve akut l9semiler gibi kanserlerin tedavisinde yaygin olarak kullanilan
doksorubisin ve bagka antrasiklin yapilar son on yilda fazlaca arastirilmis ve dnemli
kanser onleyici kemoterapdtik ilaglar arasinda yer almiglardir. Doksorubisin aracili
hiicre 6limi farkli mekanizmalar ile gergeklesmektedir. Bu mekanizmalarin 6zeti

Sekil 6.1°de verilmistir.

DNA hasari
Lipit
peroksidasyonu
Oksidatif Stres

Membran hasari

ROS

(Sitoplazmada)

AN /

- N

DNA cift zincir
kiriklari

Topoizomeraz
stabilitesi

interkalasyon
(Cekirdekte)

Replikasyon
durdurma

Sekil 6.1: Doksorubisin etki mekanizmasi 6zeti.

Doksorubisin, Topoizomeraz II enzimini hapsederek DNA’da ¢ift zincirli kiriklarin
kapanmasini engellemektir. Topoizomeraz II enzimi ATP ile ¢aligmaktadir. Siiper
sarmalli ve dolasmis DNA’ya baglanarak ¢ift zinciri kirarak DNA replikasyonu ve
transkripsiyonu gibi biyolojik siirecler sirasinda olusan gerginligi azaltir. Daha sonra
DNA zincirlerini yeniden kapatir. Topoizomeraz II enziminin doksorubisin

varliginda islevini tamamlayamamasi sitokinezi dnlemekte ve stire¢ hiicre oliimiiyle

24



sonuc¢lanmaktadir. Diger bir etkisini DNA interkalatorii olarak gosteren doksorubisin
DNA zincirindeki GC baz ¢iftlerini igeren bdlgeye guanin ile hidrojen bagi
olusturarak girmektedir (Sekil 6.2.) [Yang et al., 2014].

Seker- fosfat omurgasi

Doksorubisin

O‘O‘ et ) [&

XJJ;»F

Seker-fosfat omurgasi

Sekil 6.2: Doksorubisin-DNA interkalasyonu.

Doksorubisinin DNA igerigine eklenmesi ipler arasi ¢apraz baglant1 olusturmakta bu
da hiicrelerin onarimi igin zorluk teskil etmektedir. DNA hasari olusumuna sebep
olan bu olayda hiicre ¢ok sayida hasar yanit proteinine ihtiya¢ duymaktadir ve uzun

stireli hasar hiicre 6liimiinii tetiklemektedir [Forrest et al., 2012].

Yapilan caligmalar gostermektedir ki; bazi yan etkilere sahip olmasina ragmen
antrasiklin ilag sinifinda doksorubisin en fazla kanser oldiiriicii etkiye sahip olmakta
ve yaygin olarak mesane, meme, mide, akciger, yumurtaliklar, tiroid, yumusak doku
sarkomu, multipl miyelom ve Hodgkin lenfoma kanserlerinin tedavisinde
kullanilmaktadir [Weiss, 1992].
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7. COILED-COIL DOMAIN-CONTAINING 124
(CCDC124) PROTEINI

Coiled-coil domain-containing 124 (Ccdc124) proteinini kodlayan CCDC124 geni,
Okaryot genomlarda korunmus ve ilk olarak sentrozom proteini olarak kesfedilmistir
[Telkoparan vd., 2013]. Icerdigi CCD bélgesi, N-ucundaki 18-82’nci aminoasitleri
arasinda olan protein, 223 aminoasit biiyiikliigiinde ve yaklasik 32 kDa agirliginda
oldugu belirtilmistir. CCDC124 geninin Saccharomyces cerevisiae’daki ortologu
olan LSO2 (late-annotated short open reading frame-2) geninden sentezlenen protein,
ribozomal 25S RNA ile etkilesmektedir [Wang et al., 2018]. Lso2 proteini 92 amino
asit icermesiyle ortologlarindan boyut olarak biiyiik 6lciide farklidir ve insandaki
ortologu olan Ccdcl24’tin  N-ucunun sadece yarisina karsilik gelmektedir
(Arabidopsis  thaliana  ortologu  AtOxsl, 234 aa.; fisyon mayasi
Schizosaccharomyces pombe ortologu Oxsl, 207 a.a.; filamentli mantar Neurospora
crassa ortologu NcOxs1, 224 a.a) [He et al., 2017; Wang et al., 2018; Telkoparan vd.,
2013]. Ayrica S. cerevisiae Lso2 proteini, Ccdc124 dahil tiim diger ortologlarda orta
bolge / C-ucunda bulunan RNA baglama alanlar1 ve 6ziinde diizensiz bolgeleri (IDR)
icermemektedir [Arslan vd., 2021]. Her iki protein de diisiik ve yiiksek 6karyotlarda
benzer sekilde ribozom hibernasyonunun geri aktivasyonunda rol oynamaktadir.
Ancak, mayalarda tiim Lso02 popiilasyonu ribozomla baglantiliyken Cecdcl124
proteininin ¢ok az bir kismi1 hibernasyon monozomunda yer almaktadir [Wang et al.,
2018]. Ayrica Lso2'den farkli olarak Ccdcl24, geg-anafaz evresine kadar
sentrozomda; sitokinez sirasinda orta cisimcikte, ¢oklu hiicre alti bolmelerinde
oldugu gosterilmis, hiicrelerin dongii asamalari, stres kosullart gibi durumlarinda
farkl sinyal yollarinda bulundugu gosterilmistir. Bagisiklik uyarimi sirasinda Protein
Kinaz R ile etkilesimde oldugu Hek 293 hiicrelerinde; sitokinez sirasinda RasGEF1B
/ Rap2 sinyal yolunda yer aldigi HeLa hiicrelerinde gosterilmistir [Telkoparan vd.,
2013; Li et al., 2011]. Ayrica Ccdc124 proteininin translasyon sonrasi modifikasyona
ugrayan bolgelerinden 141.serin aminoasitinin PLK-1 (Polo benzeri kinaz-1),
122.serin aminoasitinin CK2 (Kazein kinaz 2) tarafindan fosforillendigi yapilan
caligmalarla ortaya konmustur [Giillili, 2017]. Bunlara ilave olarak, Ccdc124'in
bircok onkojenik baglamdaki roliinii aydinlatmay1 amaglayan ¢alismalarda Ccdc124
ekspresyon seviyeleri ile kati tiimorlerin olusumu arasinda bir iligki bulunmaktadir
[Arslan vd., 2021].
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Eski literatiir ve giincel ¢alismalar dikkate alindiginda Ccdc124’lin saglikli bir hiicre
icin birgok organeldeki varligmin, islevinin ve miktarinin kritik oldugu
goriilmektedir. Bu sebeple bu proteinin fonksiyonunun ve hiicre i¢i partnerlerinin
aydinlatilmasi; Akut Miyeloid Lésemi (AML) gibi kanserlerde, hiicre boliinmesine

bagli anomalilerde olas1 tedavi potansiyelleri i¢in bir ihtiyag olarak goriilmektedir.
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8. TEZIN AMACI, KATKISI VE iCERIGI

Daha once yapilan ¢alismalarda; Ccdc124 proteininin lokasyon bolgelerinden birkagi
(sentrozom, orta cisimcik) arastirilmig ve translasyon sonrasi modifikasyonlarindan
fosforilasyon bolgeleri aydinlatilmistir [Telkoparan vd., 2013; Giilliili, 2017]. Ayrica
Hek 293 hiicre hattinda isaretli Ccdc124 proteinin stabilizasyonu yapildiktan sonra
proteomiks analizi ile etkilesim partnerleri listelenmistir. Listelenen partner adaylari
arasinda cekirdekgikte lokalize olan ribozomla iliskili proteinler dikkat ¢ekmistir. Bu
tez calismasi kapsaminda da Ccdcl24 proteinin literatiire ek olarak, membransiz
organel olan ¢ekirdek¢ik igerisindeki konumunun ve bir¢ok hastalikta rolii bulunan
ribozom biyogenezinden sorumlu Npm1 proteini ile partner iligkisinin aydinlatilmasi
amaglanmistir. Ccdc124’lin translasyon sonrasi modifikasyonlarinin (fosforilasyon
bolgelerinin) Npml ile olasi partner iliskileri {izerine etkilerinin DNA hasari

durumuna bagli ve/veya bagli olmadan incelenmesi amaglanmustir.

Npml, genomik stabilitenin korunmasinda rol oynayan kritik bir proteindir. Npm1
genindeki mutasyonlar ve/veya proteinin asirt ekspresyonunun arastirildigi onceki
calismalarda; akut miyeloid l6semi (AML), anaplastik biiyiikk hiicreli lenfoma
(ALCL) ve solid kanserler gibi hastaliklardaki rolii aydinlatilmistir. Bu nedenle,
Ccdcl124’in Npml'in yeni bir etkilesim partneri olarak aydinlatilmasi; ¢ekirdekg¢ik
stres algilama ve DNA hasar1 cevabi i¢in gorevli olan molekiiller ve
mekanizmalarmin daha 1yi karakterize edilmesine, Npm!’in kritik rol oynadig

kanserleri hedef alan potansiyel tedavi yollarinin gelistirilmesine 151k tutacaktir.
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9. MATERYAL

9.1. Hiicre Hatt1 Se¢imi

Yabanil-tip ve mutant Ccdcl24 proteinlerinin  hiicre igindeki dagiliminin
gozlemlenebilmesi icin hiicre biiylikliiglinlin ve organellerinin net olarak
goriintiilenebildigi, 15 yasinda bir kadin osteosarkom hastasinin tibia sarkomundan

tiiretilen U20S hiicre hatt1 kullanilmigtir.

Immiinoblot ve birlikte ¢oktiirme deneyleri igin vektdr aktarimmin yiiksek verimle
gerceklesmesi ve gliniimiizde kolay kiiltiire edilebilmesi sebebiyle HEK 293T hiicre
hatt1 kullanilmastir.

Hiicre farkliliginin lokasyona ve partner dinamigine etkisi olup olmadiginin kontrolii

icin HCT116 hiicre hatt1 kullanilmistir.

9.1.1. HEK 293T Hiicreleri

Ilk olarak 293tsA1609neo olarak adlandirilan 293T hiicre hatlari, insan embriyonik
bobrek hiicrelerinden elde edilmistir. Hiicrelerin igerdigi SV40 T antijeni, plazmit
transfeksiyonu, ampfilikasyonu gibi uygulamalarda yiiksek oran saglamaktadir. Bu
hiicre hatti, SV40 replikasyon bolgesini tasiyan vektorleri cogaltma yetkisine
sahiptir. Retroviriis tiretmek i¢in kullanildiginda yiiksek titreler verir [Web 2, 2023].

9.1.2. U20S Hiicreleri

U20S hiicreleri, 1964 yilinda 15 yasinda bir osteosarkom hastasinin tibiasinin orta
derecede farklilagsmis bir sarkomundan tiiretilen epitel morfolojideki hiicrelerdir.
Poliploid bir karyotipte ve kromozomal olarak zengindir. Hiicre hatti, trombosit
benzeri tiiretilmis bir biiyiime faktoérii (PDGF) benzeri protein 2 salgilar, insiilin
benzeri biiylime faktorii (IGF) reseptorlerini eksprese eder ve artan DNA sentezi ile

IGF-I ve II ilavesine yanit verir [Web 3, 2023].
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9.1.3. HCT116 Hiicreleri

HCT 116 hiicreleri, Ras proto-onkogenin 13.kodon bdlgesinde mutasyon kolon
kanseri yetiskin bir erkekten izole edilmistir. Ras geninde bulunan bu mutasyon ayni
zamanda PCR analizleri i¢in pozitif kontrol olarak kullanilabilmektedir. [Web 4,
2023].

9.2. Hiicre Kiiltiirii Soliisyonlar:

e Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM): Besiyeri olarak kullanilan
DMEM (Gibco 41966); %10 FBS ve %1 penisilin/streptomisin (Gibco 15140122)

icerecek sekilde hazirlanmustir.

e Dulbecco’s phosphate-buffered saline (dPBS): Ticari olarak satin alinan 1X
dPBS (Gibco 14190) soliisyonu, hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda direkt olarak

kullantlmistir.

e Tripsin: Hiicrelerin kiiltiire edildikleri petriyle ve birbirleriyle temaslarini
saglayan kaderin molekiillerini pargalayarak hiicelerin temaslarini1 ortadan kaldiran
bir enzimdir. Saklama kosullarina gore -20 °C'de bulunan enzim, 1X olacak sekilde

dPBS i¢erisinde hazirlanmustir.

e Hiicre Dondurma Besiyeri: Besiyer, FBS icine %10 DMSO eklenerek

hazirlanmis, aliiminyum folyo ile sarilarak +4 °C 'de muhafaza edilmistir.

9.3. Immunoblot Soliisyonlar

e Liziz Tamponu: Tampon, 500 mM Tris (pH=8), 250 mM NaCl, %1 NP40 ve 1X
proteaz inhibitorii ile 1L’ye ddH20O ile tamamlanarak hazirlanmistir. Deneyler

sirasinda taze olarak hazirlanmasi gerekmektedir.

e HEPES Tamponu: Tampon, 25 mM HEPES, 150 mM NaCl, %1 Triton x 100 ve
1X proteaz inhibitorii ile 1L’ye ddH2O ile tamamlanarak hazirlanmigtir. Deneyler

sirasinda taze olarak hazirlanmasi gerekmektedir.

e Jel Formiilasyonlari: Tris tamponu, SDS ve akrilamid ddH2O igerisinde

asagidaki tablolarda yer alan oranlar kullanilarak hazirlanmistir (Tablo 9.1 ve Tablo
9.2).
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Tablo 9.1: Yiriitme jeli i¢in gerekli malzeme ve oranlar.

YURUTME JELI %12
1 2
1.5 Tris HCI pH 8.8 1250 uL | 2500 pL
dH20 1675y | 3350 L.
%30 Acryl/bis (37.5:1) 2000 u1. | 4000 pL
%25 SDS 20 uL 40 pL
%10 APS 50 uL 100 pL
TEMED 5uL 10 uL

Tablo 9.2: Ayirma jeli i¢in gerekli malzeme ve oranlar.

AYIRMA JELI %4
1 2
0.5 Tris HCI pH 6.8 1250 uL | 2500 pL
dH20 3000 ,i. | 6018 uL
%30 Acryl/bis (37.5:1) 666 L 1332 4L
%25 SDS 20 uL 40 pL
%10 APS 50 uL 100 pL
TEMED 5puL 10 uL

e Transfer Tamponu, 10X: 1L ddH2O igerisinde 30.3 g Tris ve 144 g Glisin
¢oziilerek hazirlanan stok tampon, deney sirasinda %10 olacak sekilde icerisine %20

metanol ilave edilerek 1X’e ddH2O ile seyreltilerek kullanildi.

e Yiriitme Tamponu, 1X: Deney sirasinda taze olarak hazirlanan tampon 10X
transfer tamponu icerisine %0.4 oranda %25 SDS konularak ddH20 ile 1L'ye

tamamlanmastir.
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e TBS, 10X: Stok ¢ozelti, 1L ddH20 igerisinde 24.2 g Tris ve 87.6 g NaCl

coziilerek, 7.6 pH degerine ayarlanmistir.

e 1X TBS-T: 10X TBS stok c¢ozeltisi 1X’e indirilerek i¢ine %0.1 tween-20

eklenerek hazirlanmistir.

e 1.5 M Tris-HCI, pH 8.8: 200ml ddH2O igerisinde 36.34 g Tris ¢oziilmiis ve 8.8

pH degerine ayarlanmistir.

e 0.5 M Tris-HCI, pH 6.8: 200ml ddH2O igerisinde 121.1 g Tris ¢oziilmiis ve 6.8

pH degerine ayarlanmistir.

e %10 APS: 1 ml ddH20O igerisinde 0.1 g amonyum siilfat ¢oziilerek filtre edilmis

ve hazirlanan soliisyon -20°C'de muhafaza edilmistir.

e Strip Sollisyonu: Deney sirasinda taze olarak hazirlanan soliisyon, son
konsantrasyon 100 mM B-mercaptoethanol, %2 SDS, 62.5 mM Tris-HCI igerecek

sekilde 6.7 pH degerine ayarlanarak hazirlanmistir.

e 50X Proteaz Inhibitorii soliisyonu: 1 mL ddH2O igerisinde 1 adet protease
inhibitori tableti (Roche 11873580001) ¢oziilerek -20°C'de muhafaza edilmistir.

e Western Blot Bloklama soliisyonu: 1X TBS-T igerisinde %35 oraninda siit tozu

coziilerek deney sirasinda taze olarak hazirlanmistir.

9.4. Immiin boyama Soliisyonlar

e Yikama soliisyonu 1X DPBS-T: Soliisyon, 1X DPBS-T igerisinde %0,1 Triton-
X 100 olacak sekilde hazirlanmustir.

e Bloklama soliisyonu: Soliisyon, 1X DPBS-T igerisinde %2 BSA olacak sekilde

hazirlanmstir.

e Hoechst 33258 boyasi: Boya, 1X DPBS igerisinde 1/10.000 oraninda Hoechst
33258 eklenerek hazirlanmistir.

9.5. Birlikte Coktiirme (CO-IP) Soliisyonlari

e Yikama solisyonu: 1X DPBS igerisine 9%0.02 Tween20 eklenerek

hazirlanmistir.
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e Eliisyon soliisyonu: Tek bir 6rnek i¢in 29uL 3X SDS yiikleme tamponu igerisine
1uL 30X DTT eklenerek hazirlanmistir.

9.6. Bakteriyel Suslar

Bu tez calismasinda, bakteriyel sus olarak Escherichia Coli (E.coli) DH5a

kullanilmustir.

9.7. Mikrobiyoloji Soliisyonlari

e LB Besiyeri: 400 mL ddH20 igerisinde 4 g Pepton, 2 g Maya ekstrakti ve 4 g

NaCl ¢oziilerek otoklavlanmustir.

e Agar Besiyeri: 400 mL ddH2O igerisinde 4 g Pepton, 2 g Maya ekstrakti, 4 g

NaCl ve 6 g Bacto agar ¢oziilerek otoklavlanmistir.

e %80 Gliserol soliisyonu: Stok soliisyon 20 mL ddH2O igerisine 80 mL %100

gliserol eklenerek otoklavlanmustir.

e 0.5 M PIPES pH 6.7 soliisyonu: 100 mL ddH2O igerisinde 15.1 g PIPES
cozilerek 5SM KOH ile pH 6.7 degerine ayarlanmis ve filtreden gegirilerek

hazirlanmstir.

e Inoue Ultra Competent Hiicre soliisyonu: 1L ddH2O igerisinde 20 mL 0.5 M
PIPES (pH 6.7), 10.88 g MnCl12.4H20, 2.2g CaCl2.2H20 ve 18.65 g KCl eklenmis

ve filtreden gecirilerek hazirlanmastir.

e Ampicillin ve Kanamycin: 100 mg/mL Ampicillin ve 50 mg/mL Kanamycin
stok soltisyonlar1 ddH2O igerisinde ¢oziillip filtre edilerek hazirlanmistir. Deneyde

her birinden 100 ug/mL kullanilmistir.

9.8. Diger Tampon ve Soliisyonlar

e Polyethylenimine (PEI) (1pg/uL): 50 mg PEI 50 ml dH2O igerisinde ¢oziilerek
80 °C'de 1sitilmis ardindan oda sicakliginda sogumasi beklenip 7.0 pH degerine
ayarlanarak filtre ile steril edilmis ve stok ¢ozelti -20 °C'de saklanmustir.
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9.9. Kimyasal Malzemeler

Deneyler sirasinda kullanilan kimyasallar, markalar1 ve katalog numaralari

asagidaki Tablo 9.3’te yer almaktadir.

Tablo 9.3: Kullanilan kimyasal malzemeler.

KIMYASAL ADI MARKASI KATALOG NO
2-Mercaptoethanol Sigma Aldrich M6250

50X Proteaz Inhibitérii Roche 11873580001
BSA Sigma Aldrich 7906

DMEM Gibco 41966

DMSO Fisher Scientific | BP231-1
DPBS Gibco 14190
Dynabeads Protein G Life Technologies | 10004D

FBS Gibco 26140-111
Glycine MP Biomedicals | 808822
Hoechst Thermo Scientific | 33258
Methanol EMD Millipore 1.06009
Mowiol® 4-88 Sigma Aldrich 81381
Nucleobond Xtra Midi / Maxi | Macherey-Nagel | 740420.50
NP-40 Applichem A1694,0250
Siit Tozu Applichem AB0830,0500
TEMED Sigma Aldrich T9281

PEI Polysciences 23966
Penicillin/Streptomycin Gibco 15140-122
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Tablo 9.3: Kullanilan kimyasal malzemeler devam.

Protein Ladder Thermo Scientific | 26616
SDS Running Tampon Biorad 161-0732
Tergitol Solution Sigma Aldrich NP40S
Trizma Base Sigma Aldrich T6066
Tyripsin-EDTA Gibco 15400054
Tween20 Sigma Aldrich P1379
Qubit Protein Assay Kit Thermofisher Q33212

9.10. Kullanilan Cihazlar

Deneyler sirasinda kullanilan cihazlar, markalar1 ve model numaralar asagidaki

Tablo 9.4’te yer almaktadir.

Tablo 9.4: Kullanilan cihazlar.

CIHAZIN ADI MARKASI MODELI
Buzdolab1 Bosch -
Chemi Doc XRS+ Biorad 721BR04545
CO; Inkiibatdr Heal Force Smart Cell
Calkalayici Labnet ROCKER 25
Dondiiriicti Biosan RS-60
Hassas Terazi ADAM PGW 253i
Hiicre goriintiileme mikroskobu Leica DMI8
Hiicre Kiiltiirti Kabini Cryste Puricube 1200
Is1 blogu Benchmark BSH1002-E
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Tablo 9.4: Kullanilan cihazlar devam.

Immunoblot goriintiileme cihazi BIO-RAD ChemiDoc XRS+
Immunoblot ekipmanlar BIO-RAD Mini-PROTEAN
Tetra Systems
Konfokal Mikroskobu Zeiss LSM 880
NanoDrop Shimadzu BiospecNano
Otoklav Priorclave -
pH metre Mettler Toledo S220
Sivi Nitrojen Tanki1 Taylor Wharton LS4800
Sogutmali santrifiij (eppendorf) HITACHI CT-15R
Sogutmalr santrifiij (falkon) NUVE NF-1200R
Su banyosu Wisd Wisebath
Qubit Thermofisher 4 Fluorometer
Vortex SCILOGEX MX-S

9.11. Kullanilan Antikorlar

Deneyler sirasinda kullanilan antikorlar ve kullanilma oranlari asagidaki Tablo.9.5°te

yer almaktadir.

Tablo 9.5: Kullanilan antikorlar.

ANTIKOR ADI FIRMA ADI KATALOG ORAN
NO
CCDC124 Polyclonal Bethyl Laboratories | A301-834A 1/200
Anti-DDDDK tag Abcam Ab18230 1/1000
Anti-HA tag Abcam Ab137838 1/1000
CAle_xa Fluor® 594 Cell Signaling #8890 1/500
onjugate
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Tablo 9.5: Kullanilan antikorlar devama.

Alexa Fluor® 488 Cell Signaling #4412 1/500
Conjugate Technology

Anti-Nucleophosmin Abcam AB40696 1/150
Anti-Nucleolin ABCAM AB70493 1/150
HRP- conjugated anti-

rabt?lt IgG Secondary Cell Signaling 7074P2 1/500
Antibody

HRP-conjugated anti-

Mouse IgG Secondary S
Antibody Cell Signaling 7076S 1/500
Monoclonal Anti-Vinculin Sigma V9131 1/200
Anti-GFP Cell Signaling #2555 1/200

9.12. Kullanilan Vektorler

Deneyler sirasinda kullanilan vektorler ve temin edilen firma bilgileri asagidaki

Tablo.9.6’da yer almaktadir.

Tablo 9.6: Kullanilan vektorler.

VEKTOR ADI FIRMA ADI
pPEGFP-N2 Clontech Laboratoried
pcDNA4/TO/Myc/His A,B,C Invitrogen / Thermo Fisher

Scientific
pCDNA4/Myc-HisB Addgene
p3xFlag-CMV10 Sigma Aldrich
pCCDC124-GFP Telkoparan vd, 2013
pS122A-GFP Gillild, 2017
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Tablo 9.6: Kullanilan vektorler devam.

pS141A-GFP

Gillili, 2017

pS-DM-A-GFP

Gillili, 2017

pCCDC124-HA

Telkoparan vd, 2013

pS122A-HA Telkoparan vd, 2013
pS141A-HA Telkoparan vd, 2013
pS-DM-A-HA Gillili, 2017
Pmex-HA Addgene
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10. METOT

10.1. LC-MS/MS Proteomik Analizler

Daha once yapilan ¢alismalarda; 3xFlag-CMV 14 ifade vektoriinde kararli N-
terminali ve C-terminali -Flag etiketli Ccdc124 yapilari Hek hiicrelerinde stabil hale
getirilmis ve Flag bagl boncuklar yardimiyla ¢oktiiriildiikten sonra lizatlar, Kiitle
spektrometreye uygun hale gelmesi icin filtre destekli numune hazirlama yontemi
(FASP) ile hazirlanmistir. Proteomik analizler SILAC yontemi ile gergeklestirilerek
Ccdc124 proteininin etkilesim partnerleri aydinlatilmistir. Bu partnerler igerisinden
¢ekirdek¢ikte bulunan Niikleolin ve Niikleofosmin proteinleri ile Ccdcl24
etkilesiminin validasyonu ve islevsel iligkisinin arastirilmasi bu tez calismasinin

konusunu olusturmustur.

10.2. Hiicre Kilturu

10.2.1. Hiicre Kiiltiirii Ortami

HEK293T ve U20S hiicre hatlar1 yiiksek glikozlu besiyeri (%10 FBS ve %l
penisilin/streptomisin) ortaminda kiiltiire edilerek, 37°C sicaklik ve %5 CO2 kosulu
saglayan inkiibatorde biiyiitiilmiistiir. Hiicrelerinin besiyerleri 3 giin aralilarla taze
besiyeri ile degistirilmis ve hiicrelerin yogunlugu %70-80'e geldiginde kiiltiire

edilmislerdir.

10.2.2. Hiicrelerin Kiiltiirlenmesi ve Saklanmasi

Hiicreleri kiiltiire ederken besiyerleri uzaklastirilarak 1X DPBS ile yikama
yapilmistir. Yikamanin ardindan hiicre-hiicre/ hiicre-yiizey baglantilarin1 koparmak
icin 1ml 1X tripsin ilave edilerek 1-2 dk boyunca inkiibatdrde bekletilmistir. Tripsin
etkisinin durmasi i¢in ortama besiyeri eklenerek hiicreler pipet yardimiyla falkon
igerisine toplanarak 1500 rpm’de 5dk boyunca santrifiij edilmistir. Falkonun dibinde
biriken hiicreler list sivi uzaklastirilarak taze besiyeri ile homojenize edilmistir.
Toplanan hiicrelerden 2 oraninda yeni petriye ekilerek inkiibasyona birakilmistir.
Hiicreleri s1v1 azot icerisinde dondurmak i¢in; toplanan hiicreler santrifiij edilip st

stvi uzaklastirildiktan sonra dondurma besiyeri ile hizli bir sekilde homojenize
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edilerek kriyotiiplere aktarilmistir. Hazirlanan tiipler 6nce -80°C’de 1 hafta, daha

sonra s1v1 azot i¢erisine alinarak saklanmustir.

10.2.3. Stok Hiicrelerin A¢ilmasi

Sivi azot tankindan alinan kriyotiip, 1-2 dk 37°C’ye ayarli su banyosunda tutularak
donmus hiicrelerin ¢oziilmesi beklenir. Taze besiyeri ile kriyotiip icerisindeki
hiicreler, falkona alinarak 1500 rpm’de 5 dk santrifiij edilerek ¢oktiiriiliir. Ust siv1

atildiktan sonra pelet taze besiyeri ile homojen olarak ¢oziliip flask icerisine ekilir.

10.2.4. Hiicrelerin Sayimi ve Canlilik Tespiti

Hiicre sayisin1 hesaplamak i¢in hiicreler ve tripan mavisi 1: 1 oraninda karistirilir ve
bir thoma sayma odasina 10 pl numune yiiklenir. Hiicreler mikroskop altinda sayilip
ve canliliklart ylizde olarak hesaplanir. Hiicre zari hasari olmayan canli hiicreler
renksiz kalirken, 6lii hiicreler bozulmus zar biitlinliigli nedeniyle hiicreye boya alarak
boyanir. Bu nedenle canli hiicreler parlak goriiniirken, 6li hiicreler mikroskop altinda

mavi olarak gozlenir [Crowley et al., 2016].

10.3. Transfeksiyon

Bu tez caligmasinda transfeksiyon kolayligi sebebiyle HEK 293T hiicreleri i¢in PEI
reaktifi kullanilirken; transfeksiyonu Hek 293T hiicrelerine gore kismen zor olan

U20S hiicreleri i¢in JetPRIME reaktifi kullanilmistir.

10.3.1. PEI Reaktifi ile Transfeksiyon

HEK 293T hiicreleri petri kabina ekilerek yogunluklar1 %70-80 olacak sekilde 24
saat inkiibe edilmistir. Ertesi giin serum igermeyen besiyerine transfekte edilecek
DNA plazmiti eklenerek oda sicakliginda 2-3 dk bekletilmistir. Ardindan igerisine
3:1 oraninda PEI reaktif eklenerek 20 dk boyunca oda sicaklifinda tutulmustur. Bu
sirada hiicreler inkiibatdrden alinarak besiyerleri uzaklastirilmis ve serumsuz besiyer
eklenmistir. Siire sonunda DNA-PEI karisimi damla damla hiicrelerin iizerine
verilerek 24 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giin hiicrelerin serumsuz
besiyeri cektirilerek serum iceren taze besiyer konulmus ve tekrar 24 saat inkiibe

edilmistir. Inkiibasyonlar sonrasi hiicreler toplanarak immunoblot ¢alismalari icin
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lizat alinmistir. Deneylerde kullanilan PEI transfeksiyon miktarlar1 asagidaki Tablo

10.1°de verilmistir.

Tablo 10.1: PEI transfeksiyon miktarlari.

PETRI HUCRE DNA PLAZMIT PEI TOPLAM

BOYUTU SAYISI MIKTARI MIKTARI | BESIYERI
6-kuyu petri 2.10° 3 ug 9uL 2mL
15 cm petri 3.10° 10 ug 30 uL 20 mL

10.3.2. JetPRIME Reaktifi ile Transfeksiyon

U20S hiicreleri petri kabimna ekilerek yogunluklar1 %70-80 olacak sekilde 24 saat
inkiibe edilmistir. Ertesi giin JetPRIME tamponu igerisine transfekte edilecek DNA
plazmiti eklenerek oda sicakliginda 2-3 dk bekletilmistir. Ardindan igerisine
JetPRIME reaktifi eklenerek 10 dk boyunca oda sicakliginda karanlikta tutulmustur.
Bu sirada hiicreler inkiibatorden alinarak besiyerleri uzaklastirilmis ve taze besiyer
eklenmistir. Siire sonunda DNA-JetPRIME karisim1 damla damla hiicrelerin iizerine
verilerek 4 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda hiicrelerin besiyeri
cektirilerek serum igeren taze besiyer konulmus ve 24 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonlar sonras1 hiicreler immiin boyama calismalar1 i¢in kullanilmistir.

Deneylerde kullanilan JetPRIME transfeksiyon miktarlari asagidaki Tablo 10.2’de

verilmistir.
Tablo 10.2: JetPRIME transfeksiyon miktarlari.
PETRI HUCRE PLAZMIT | TAMPON | JetPRIME | TOPLAM
BOYUTU SAYISI MIKTARI | MIiKTARI | MIKTARI | BESIYERI
10 cm petri 1.10° 719 500 puL 20 uL 10 mL
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10.4. Doksorubisin Uygulamasi

Hiicreler lizerinde gecici olarak genotoksik stres olusturmak amaciyla, Ccdcl124
proteini stabil olarak eksprese eden U20S hiicre hatlarinin doksorubisin
uygulanmstir. ilag inkiibasyonu igin; taze besiyeri icerisine son konsantrasyonu 2
uM olacak sekilde doksorubisin ilave edilmis ve pipetlenerek ilacin
homojenizasyonu saglanmistir. Daha sonra hiicrelerin besiyerleri ¢ektirilerek
doksorubisin igeren besiyeri hiicre iizerine konulmustur. Hiicreler 2 saat boyunca
inkiibe edildikten sonra ilag igeren besiyerleri ¢ektirilmis ve taze besiyeri eklenmistir.
Hiicreler bu sekilde 36 saat inkiibatére konulmus siire sonunda immiin boyama

calismalari i¢in kullanilmistir.

10.4.1. immiin Boyama Deneyi

Hiicreler igerisine steril lamel konulan 12-kuyulu petriye ekilmistir. Daha sonra ilag¢
uygulamasi yapilmis/yapilmamis hiicreler 1X DPBS ile 2 defa yikanarak, %4 para-
formaldehit ile 20 dk oda sicakliginda hiicrelerin fikse olmasi i¢in inkiibe edilmistir.
Ardindan 3’er kez 5’er dk boyunca yikama soliisyonu ile yikanmig ve 1 saat boyunca
oda sicakliginda bloklama soliisyonu ile ¢alkalanmaya birakilmistir. Siire sonunda
soliisyon hiicreler iizerinden uzaklastirilarak taze bloklama soliisyonu i¢ine 1/200
oraninda primer antikor eklenerek hiicreler 1 saat boyunca oda sicakliginda inkiibe
edilmistir. Antikor sollisyonu uzaklastirildiktan sonra 3’er kez 5’er dk boyunca
yikama soliisyonu ile yikanan hiicrelerin iizerine taze hazirlanan bloklama soliisyonu
igerisine 1/500 oraninda ikincil antikor konularak ilave edilmis ve 1 saat siliresince
hiicreler inkiibasyona birakilmustir. Ikincil antikor inkiibasyonu sonrasi 3’er kez 5’er
dk yikama soliisyonu ile hiicreler yikandiktan sonra 15 dk oda sicakliginda 1/10.000
oraninda Hoechst soliisyonu ile ¢alkalanmaya birakilmistir. Siire sonunda hiicreler
2’ser kez 10’ar dk dH2O ile yikanarak Mowiol kapama soliisyonu kullanilarak lam

tizerine kapatilmistir.
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10.5. Immunoblot Deneyi

Tablo 9.1 ve Tablo 9.2'deki oranlar esas alinarak %12'lik yiiriitme jeli ve ilizerine
%4'lik ayirma jeli hazirlanmig ve onluk tarak yerlestirilerek jellerin donmasi
beklenmistir. Hiicreler bulunduklar1 petri kabindan 1X DPBS ile hiicre kaziyici
kullanilarak falkona toplanmis ve 5 dk 1500 rpm’de santrifiij edilerek hiicrelerin
¢okmesi saglanmgtir. Ust sivi atilarak pellet {izerine protease inhibitér ieren liziz
tamponu eklenerek 30 dk boyunca buzda inkiibasyona birakilmistir. Bu siire i¢inde
10 dk’d bir 5’er dk tiipler vortekslenmistir. inkiibasyon sonrasi falkonlar 30 on 30 off
toplam 8 dongii, %40 vurus hiz1 olacak sekilde sonikasyona konulmustur. Hiicre
debrislerinden kurtulmak igin lizatlar +4 °C’de 15000 rpm’de 30 dk santfij edilmis,
list sivi  toplanarak lizat olarak kullanilmistir. Lizat igersindeki protein
konsantrasyonu Qubit Protein Assay Kit kullanarak belirlenmistir. Belirlenen miktar
lizat, ayr1 bir ependorfa alinarak iizerine 1X DTT iceren 3X SDS 6rnek tamponu
konularak 95 °C’de 5 dk proteinlerin denatiiresi saglanmistir. Ardindan 1X yuriitme
tampununda proteinler yiiriitiillereck Transfer Blot cihazinda 1X transfer tamponu
icerisinde PVDF membrana aktarilmistir. Transfer sonrast gece boyu bloklama
soliisyonunda +4°C’de membran calkalanmaya birakilmistir. Bloklama ardindan 2
saat boyunca taze bloklama soliisyonu igerisindeki birincil antikor ile ¢alkalanmaya
birakilmigtir. Stire sonunda 3’er kez 10’ar dk boyunca 1X TBS-T soliisyonu ile
yikanarak taze bloklama soliisyonu igerisinde ikincil antikor ile 1 saat boyunca
calkalanarak inkiibe edilmistir. Uygulama sonras1 tekrar sonunda 3’er kez 10’ar dk
boyunca 1X TBS-T soliisyonu ile yikanmig ve ECL soliisyonu ile membranin

goriintiisii ChemiDoc cihazinda alinmistir.

10.6. Birlikte Coktiirme (CO-IP) Deneyi

Deney i¢in kullanilan Dynabeads Protein G (Life Technologies 10004D) manyetik
boncuk tiipii +4°C’den alinarak homojen hale gelene kadar oda sicakliginda yavasga
calkalanmistir. Elde edilen her bir lizat i¢cin 50 pL Dynabead kullanilmistir.
Dynabeadler ependorfa konularak boncuklar ile sivinin ayrilmasini saglayan
manyetik ayiriciya yerlestirilmistir. Boncuklar kalacak sekilde sivi yavasca pipet
yardimiyla uzaklastirilmistir. Ependorflar manyetik ayiricidan alinarak, boncuklar
2’ser kez 1X DPBS ile yikanmistir. Her yikamada ependorflar manyetik ayiriciya

yerlestirilerek sivi uzaklagtirilmistir. Boncuklara baglanmasini istenen antikor CO-IP
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yikama tamponu igerisinde taze hazirlanarak boncuklarin iizerine konulmustur.
Boncuklar 2 saat boyunca oda sicakliginda ¢alkalanmaya birakilmistir. Siire sonunda
antikor iceren boncuk karisimi manyetik ayirictya yerlestirilerek sivi uzaklastirilir ve
hiicrelerden alinan lizat boncuklarin tizerine eklenerek gece boyu +4°C’de yavasca
dondiiriilmeye birakilmistir. Ertesi giin lizat iceren boncuklar manyetik karistiriciya
yerlestirilerek sivi baglanmayan proteinlerin gostergesi olarak ayr1i bir yerde
toplanmistir. Boncuklar 3’er kez CO-IP yikama tamponu ile yikanmistir. Son
yikamadan sonra boncuklar yeni bir ependorfa alinarak iizerlerine 30uL CO-IP
eliisyon tamponu eklenerek 70°C’de 10 dk boyunca denatiire edilmistir. Ayni islem
kontrol olarak kullanilacak olan lizat i¢in de yapilmistir. Siire sonunda boncuklar
manyetik karistirictya yerlestirilerek sivi toplanarak kontrollerle birlikte SDS-PAGE

icin jele ytiklenmistir.

10.7. Protein Konsantrasyon Tayini

Deneyde kullanilan hiicre lizatlarinin konsantrasyonu Qubit Protein Assay Kit

kullanilarak Qubit 4 Fluorometer cihazinda 6lgiilmiistiir.

10.8. Bakteri Kiiltiiru

Bakteri hiicresi olan E. coli DH5a susu LB igerisinde 37 °C'de, 250 rpm'de yaklasik
16 saat boyunca ¢alkalanmaya birakilmigtir. Ertesi giin bu hiicreler, tek koloni olacak
sekilde LB agar iizerine ekilerek gece boyu 37 °C'de galkalanmadan biiyiitiilmistiir.
Deneyde kullanilacak olan antibiyotik besi ortamina eklenmistir.

10.9.1. Ultra Kompetan Hiicre Hazirlanisi

Stokta bulunan E.coli DH5a bakterilerinden 6n kiiltiir yapilmak tizere 50 pL alinarak
5 mL 6nceden hazirlanip otoklavlanmis LB igerisine konularak gece boyu 37°C’de
calkalanmaya birakilmistir. Ertesi giin biiyiiyen on kiiltiir bakterilerinden alinarak
250 mL LB igerisine aktarilarak asilama yapilmistir. Aktarilan 6n kiiltiir miktari
toplam miktarin %1’ini gegmeyecek sekilde aktarilmistir. Yaklasik 50-60 dakika
araliklarla ¢alkalanan kiiltiirden bir miktar alinarak 600 OD’de Olgiilmiis ve OD
degeri 0.55’e ulastiginda bakteri kiiltlirii alinarak 4000 rpm’de +4°C’de 10 dk
santrifiij edilmigtir. Santrifiij sonrasi iist siv1 atilarak bakteri peleti {izerine soguk

Inoue Kompetan Hiicre tamponundan 80 pL ilave edilerek homojenize edilmis ve
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tekrar santrifiij yapilmistir. Coken bakteri peleti 20 mL Inoue Kompetan Hiicre
tamponu ile ¢oziliip tlizerine 1.5 mL DMSO ilave edilmistir. Bu karisim 10 dk
boyunca buzda bekletilmistir. Ardindan karigim ependorflara dagitilarak kisa siireli

s1v1 azota daldirilip -80°C’de saklanmustir.

10.9.2. Bakterilerin Saklanmasi

Stok bakteriler gliserol kullanilarak saklanmigtir. Kati agar petride koloni
olusturduktan sonra tek bir koloni alinarak LB i¢inde biiyiitiilmistiir. Biiyliyen
bakterilerden 625 pL icerisine 375 uL %80 gliserol eklenerek -80°C’de saklanmustir.

10.9.3. Transformasyon

-80°C’den alinan 150 pL ultra kompetan bakteri hiicreleri eridikten sonra iizerlerine
20 ug plazmit DNA eklenerek karistirilmistir. Bu karigim yaklagik 30 dakika
boyunca buz iizerinde bekletildikten sonra 42°C’de 2 dakika 1s1 sokunun ardindan 3
dakika tekrar buza alinmistir. Ardindan tizerine 800 uL LB konularak 37°C’de 1 saat
stiresince ¢alkalanmaya birakilmistir. Siire sonunda 10.000 rpm’de 2 dakika santrifiij
edilmis ¢oken pelet az miktar LB ile homojen hale getirilip kat1 agar besiyeri i¢eren
petriye yaydirilmistir. Petriler 37°C’de gece boyu ¢alkalanmadan inkiibe edilmistir.

Ertesi giin plazmit igeren koloniler plazmit izolasyonu yapmak tizere secilmistir.

10.9. Plazmit DNA izolasyonu

Plazmit DNA izolasyonu i¢in Nucleobond Xtra Midi / Maxi kiti kullanilmustir.

10.10. Plazmit DNA Konsantrasyon Tayini

Izolasyonlar1 yapilan plazmit DNA konsantrasyonlar: ve safliklari NanoDrop

cihazinda Ol¢lilmiistiir.
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11. SONUCLAR

11.1. Proteomik Analiz Sonuclar:

Daha once Telkoparan ve arkadaglarinin yaptigi c¢alismalarda; kararli izotop
etiketlemesiyle Ccdc124 interaktomu olusturulmus ve afinite saflastirmasina bagh
kantitatif proteomik yontemler uygulanmistir. HEK293 hiicreleri kullanilarak yapilan
Flag etiketleme deneyi sonucu stabil olarak Flag-Ccdc124 eksprese eden hiicrelerden
proteinin olast etkilesim ortaklar1 analiz edilmis, yaklasik 320 partner protein
tanimlanmistir. Bu tanimlanan proteinler arasinda membransiz organellerle iliskili
proteinler, RNA baglayici proteinler, stres ve 1s1 soku faktorleri, ribozom proteinleri
gibi proteinler yer almaktadir. Bunlara ek olarak g¢ekirdek liimeni ve ¢ekirdekg¢ik
olusumunda rol oynayan Niikleofosmin (Npm1), Niikleolin (Ncl), ve Niikleolar GTP
baglayict protein (Gtbp4) gibi ¢ekirdek igerisinde bulunan faktorlerin Cedcl124 ile
yiiksek oranda etkilestigi goriilmistiir [Telkoparan vd., 2013]. Yiiksek oranda
etkilesen proteinler STRING database kullanilarak etkilesim agi olusturulmus ve
Sekil 11.1°de gosterilmistir. Etkilesen partnerler arasindan kanser ve nérodejeneratif
hastaliklarda kritik rollere sahip oldugu bilinen Npm1 ve Ncl proteinleri secilerek
validasyon deneyleri yapilmis, Ccdc124’tin bu proteinlerle etkilesiminin farkl

kosullardaki dinamigi aydilatilmistir.

CCDC124

Sekil 11.1: Ccdc124 etkilesim partnerleri ag1 (STRING Database).
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11.2. Ccdcl124-Ncl Etkilesimi

11.2.1. Co-IP Sonuclar

Memelilerde en fazla eksprese edilen ¢ekirdekgik proteini Niikleolin (Ncl), niikleolar
diizenleme bdlgelerinin baglica giimiis (Au) baglayict bileseni olmaktadir. Ayrica
DNA transkripsiyonu, replikasyonu ve onarimi i¢in gerekli olan H2A-H2B
dimerlerinin agilimin1 destekleyen Ncl, stres durumuna bagli olarak RNA baglama
aktivitesine sahiptir [Scott and Oeffinger, 2016]. Daha 6nce yapilan proteomiks
calismalarda Ncl’nin Ccdcl124 ile partner aday iliskisinin bulunmasi ve Ccdc124’iin
¢ekirdek i¢i lokalizasyonunun aydinlatilmasi amaciyla yapilan birlikte ¢oktiirme (Co-
IP) deneyleri, Ncl ve Ccdc124’iin protein-protein etkilesimi agisindan g¢ekirdekgik
igerisinde birlikteliklerini dogrulamaktadir. Ilk olarak, gecici Ccdc124 eksprese eden
HEK293T hiicreleri olusturulmustur. C-ucunda HA etiketi bulunan pCDNA4/Myc-
HisB iskeletine sahip Ccdcl124-HA plazmiti ve kontrol plazmiti (Pmex-HA) PEI
transfeksiyon ajami kullanilarak hiicrelere aktarilmistir. Transfeksiyon sonunda
hiicreler toplanarak lizat alinmig ve Dynabead kullanilarak birlikte ¢oktiirme (Co-IP)
deneyi yapilmistir. Coktiiriilen proteinler PVDF membrana aktarilarak hiicre iginde
endojen olarak sentezlenen Ncl proteinini goriintiilemek iizere membran anti-
Niikleolin antikoru ile isaretlenmistir. Ccdc124’iin Ncl ile etkilesimi Western Blot
yontemi ile gosterilmistir. Membran tizerinde goriilen Ncl bandinin zayifligi hiicre
dogal fizyolojik durumundayken Ccdc124 ile Ncl etkilesimini dogrulamakla birlikte

etkilesim miktarinin azhigim gostermektedir (Sekil 11.2).
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Sekil 11.2: Ccdc124-HA ile Ncl etkilesimin immiinoblot goriintiisii.
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11.3. Ccdcl24-Npml Etkilesimi

11.3.1. Ccdc124-HA ile Npm1 Co-IP Sonuglar

Cekirdekgik belirteci olan Npml, niikleol ve sitoplazma arasinda mekik hareketi
yaptig1 bilinen bir fosfoproteindir. Ribozom biyogenezinde rol almakla birlikte
niikleer lokalizasyon sinyalleri araciligi ile proteinlere baglanarak saperon islevi
gostermektedir. Norodejeneratif hastaliklarda ve kanserdeki rolii g6z Oniine
alindiginda hastaliklarin tedavisine 1s1k tutmak amaciyla etkilesim partnerlerinin
aydinlatilmasi onem kazanmaktadir. Buna istinaden yaptigimiz c¢aligmalarda,
Ccdcl124’in Npml ile olasi etkilesimini aydinlatabilmek tizere HA etiketli Ccdc124
plazmiti (Ccdc124-HA) ve kontrol plazmit (Pmex-HA) Hek293T hiicrelerine gegici
olarak eksprese edilmesi i¢in PEI transfeksiyon ajani kullanilarak verilmistir.
Transfeksiyon sonrasinda hiicreler liziz tamponu ile parcalanarak protein igerikleri
toplanmistir. Daha sonra Dynabead Protein G kullanilarak lizatlar beadlere
yiiklenmis ve birlikte ¢oktiirme (Co-IP) deneyi gergeklestirilmistir. Coktiiriilen
proteinler jele yiiklendikten sonra PVDF membrana aktarilarak hiicre iginde endojen
sentezlenen Npml proteinini goriintiillemek tizere membran anti-Niikleofosmin
antikoru ile isaretlenmistir. Western blot deneylerinin sonucunda Npm1 proteinin

Ccdc124 ile hiicre dogal fizyolojik durumunda iken yiiksek oranda etkilestigi

gorilmustiir (Sekil 11.3).
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Sekil 11.3: Ccdc124-HA ile Npm1 etkilesimin immiinoblot goriintiisii.
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11.3.2. Endojen Ccdc124 ile Npm1 immiin Boyama Sonuclari

Ccdc124 proteinin hiicre igindeki lokasyonunun tayini ve Npm1 ile olan etkilesimi
immiin boyama (IF) yontemi uygulanarak analiz edilmistir. Hiicre i¢inde endojen
olarak bulunan Ccdcl24 ve Npml proteinlerinin immiin boyama islemi
gerceklestirilmek tizere, hiicreler para-formaldehit ile fikse edildikten sonra birincil
antikor olarak anti-Ccdc124 ve anti-Niikleofosmin; ikincil antikor olarak Alexa Fluor
488 ve Alexa Fluor 593 kullanilarak boyanmistir. Hiicrelerin goriintiileri Konfokal
mikroskobunda 63x yagli objektif kullanilarak alinmistir. Bu proteinlerin etkilesimi,
ilk olarak sitoplazma ve ¢ekirdek biiyilikliigii sebebiyle goriintiileme kolaylig
saglayan U20S hiicrelerinde (Sekil 11.4), daha sonra ise bu durumun hiicre hatti
spesifik olup olmadiginin kontrolii i¢in Hek293T (Sekil 11.5) ve HCT116
hiicrelerinde (Sekil 11.6) bakilmistir. Immiin boyama sonuclarina gére Ccdcl124
proteininin her bir hiicre hattinda g¢ekirdekgik i¢inde lokalize oldugu goriilmiistiir.
Cekirdekeik icindeki lokalizasyonu belirlenen Ccdc124’{in ayrica Npml proteini ile

etkilesim i¢inde oldugu da yapilan deneylerle ortaya konmustur.

Anti-Npm1 Anti-Ccdc124 Hoechst 33342 Bright-field Merge

i
AR

Sekil 11.4: U20S hiicrelerinde Ccdc124-Npm1 immiin boyama goriintiisi.
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Anti-Npm1 Anti-Ccdc124 Hoechst 33342 Bright-field

Sekil 11.5: 293T hiicrelerinde Cedc124-Npm1 immiin boyama goriintiisii.

Anti-Npm1 Anti-Ccdc124 Hoechst 33342 Bright-field Merge

Sekil 11.6: Hct116 hiicrelerinde Ccdc124-Npm1 immiin boyama goriintiisii.




11.3.3. Ccdc124-HA ile Npm1 immiin Boyama Sonuglar

Hek 293T hiicrelerine C-ucunda HA etiketi bulunan Ccdc124 vektoriiniin PEI ajani
kullanilarak daha oOnce anlatildig1 gibi gecici olarak transfeksiyonu yapilmistir.
Transfeksiyondan 24 saat sonra hiicrelerin besiyerleri ¢ektirilmis ve taze besiyer ile
24 saat daha bekletilmislerdir. Siire sonunda hiicreler para-formaldehit ile oda
sicakliginda 20 dakika fikse edildikten sonra anti-HA ve anti-Niikleofosmin
antikorlar ile isaretlenmis, ikincil antikor olarak da Alexa fluor 488 ve Alexa Fluor

594 kullanilmistir. Hiicrelerin goriintiileri Konfokal mikraskobu ile alinmistir (Sekil
11.7).

Anti-Npm1 Hoechst 33342

Sekil 11.7: Ccdc124-HA ile Npml etkilesimi immiin boyama goriintiisii.

Deney sonuglart Npml ve Ccdcl24’iin protein-protein etkilesimi dogrulamistir.
Proteinin endojen veya etiketli olma durumu hiicrede Npml ile ¢ekirdek¢ik igi

birlikteliklerini etkilememistir.
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11.3.4. Ccdc124-GFP ile Npm1 Iimmiin Boyama Sonuclar

Laboratuvarimizda daha 6nce yapilan ¢aligsmalarda; stabil olarak C-ucu GFP etiketli
Ccdc124 eksprese eden U20S hiicreleri hazirlanmistir. Bu hiicreler, CMV promotora
sahip PE GFP-N2 omurgasinda bulunan Ccdc124-GFP geninin lentiviral sistemle

hiicrelere entegre edilmesiyle olusturulmustur.

Elimizde bulunan stabil Ccdcl24-GFP eksprese eden U20S hiicreleri anti-
Niikleofosmin antikoru ile boyanarak Ccdc124-Npml etkilesiminin antikor kaynakli
olup olmadiginin kontrolii saglanmistir. Boyanan hiicrelerin goriintiileri Konfokal
mikroskobun Z-stack o6zelligi kullanilarak alinmistir. Immiin boyama deneyi
sonucunda (Sekil 11.8) hiicrelerde stabil eksprese olan Ccdc124’{in Npm1 ile hiicre
ici lokalizasyon acisindan cekirdekeik icerisindeki birliktelikleri dogrulanmistir

(beyaz oklar ile gosterilmistir).

Anti-Npm1 Ccdc124-GFP Hoechst 33342

Sekil 11.8: Stabil Ccdc124-GFP ile Npm1 etkilesimi immiin boyama goriintiisi.
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11.4. DNA Hasarn Varhginda Ccdc124’iin Lokalizasyon
Dinamigi

Adriamisin olarak da adlandirilan doksorubisin, antrasiklin bilesik sinifina sahiptir.
Ik olarak 1969 yilinda Streptomyces peucetius bakterisinden elde edilmistir.
Doksorubisin, kendisi gibi bir antrasiklin olan daunorubisinin hidroksilasyonu ile
olusmaktadir ve baz1 l6semi gruplari, Hodgkin lenfomasi, yumusak doku sarkomu
gibi birgok kanser ¢esidinin tedavisinde anti-timor ilag olarak kullanilmaktadir
[Yang et al., 2014]. DNA hasar1 durumunda hiicrelerde bol miktarda bulunan Npm1
proteini, strese yanit olarak niikleoplazmaya gecis yapmakta ve DNA hasarinin
onarimina dogrudan katilmaktadir [Scott and Oeffinger, 2016]. Npm1 etkilesimi
dogrulanan Ccdc124 proteininin DNA hasar durumundaki davranisini belirlemek

tizere immiin boyama deneyleri yapilmistir.

11.4.1. Hiicrelerde DNA Hasar Olusumu Kontrolii

Calismanin bu asamasinda, ilk olarak U20S hiicrelerinde DNA hasar1 olusturmak
icin kullanilacak ajanin miktari ve siiresi belirlenmistir. Doksorubisin (Dox), 1 uM,
1.5 uM ve 2 puM konsantrasyonda olacak sekilde 2 saat boyunca hiicrelere
uygulanarak DNA hasar olusumlariin tetiklenmesi amaglanmistir. Bu tetiklenmenin
kontrolii i¢in ila¢ uygulamasindan 36 saat sonra hiicreler para-formaldehit ile 20 dk
boyunca oda sicakliginda fikse edilmistir. Fikse edilen hiicrelerde DNA hasar
olusumu kontrol edebilmek iizere immiin boyama deneyleri gergeklestirilmistir.
DNA hasar belirteci olan y-H2AX proteinin varligi i¢in anti- y-H2AX antikoru ile
hiicrelerin isaretlenmesi yapilmistir. Yapilan deneylerin sonuglarina goére hiicrelerde
DNA hasar1 olusturmak i¢in en ideal kosul 2 uM konsantrasyondaki ilacin 2 saat
tutularak hiicrelerin 36 saat sonra fikse edilmesi ile elde edilmistir (Sekil 11.9).
Calismanin  bundan sonraki tiim ilag uygulama adimlart bu kosullarda

gerceklestirilmistir.
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Anti- y-H2AX Hoechst 33342 Merge

. . . _DOX
. . . )

Sekil 11.9: U20S hiicrelerinde Dox uygulamasi immiin boyama kontrol goriintiisti.

11.4.2. DNA Hasar Durumunda Ccdc124’iin Lokalizasyonu

DNA hasar1 onariminda dogrudan rol alan Npm1 proteini hiicrede hasar olustugunda
hasarli bolgede lokalize olmaktadir. Hiicrenin DNA’sinda ¢ift sarmalli kopmalar
meydana geldiginde, Npm1’in kromatin baglama faktorii olarak gorev almaktadir.
Hiicrenin normal kosullarinda daha ¢ok ¢ekirdekcik igerisinde bulunan Npm1 DNA

hasar durumunda ¢ekirdekeigi terk ederek niikleoplazmaya gecmektedir.

Cekirdekgcik proteinlerinden biri oldugunu gosterdigimiz Ccdc124’iin hiicredeki olasi
DNA hasar durumunda lokalizasyon dinamigini aydinlatmak iizere; Dox
varliginda/yoklugunda immiin boyama deneyleri yapilmistir. Hiicrelerde DNA hasar1
olusturmak iizere ilag uygulamasi daha once agiklanan kosullarda gerceklestirilmis
ve hiicreler para-formaldehit ile fikse edildikten sonra anti-Ccdcl24 ve anti-
Niikleofosmin antikorlar1 ile isaretlenmislerdir. Boyanan hiicrelerin goriintiileri
Konfokal mikroskobunun 63x yagli objektifi ile Z-stack 06zelligi kullanilarak
alimmistir. Goriintiiler analiz edildiginde yapilan immiin boyama deneyleri sonucu
normal fizyolojik kosullarda ¢ekirdek¢ik i¢inde bulunan Ccdc124’tiin DNA hasari
durumunda c¢ekirdekgikten ¢iktigi ve Npml benzeri davranis gostererek

niikleoplazma igerisinde dagildigr Sekil 11.10-11’da gbzlenmistir.
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Anti-Npm1 Anti-Ccdc124 Hoechst 33342 Merge

- DOX

+ DOX

Sekil 11.10: U20S hiicrelerinde Dox varligi/yoklugunda Ccdc124 ve Npm1 immiin
boyama goriintiileri-1.

Anti-Npm1 Anti-Ccdc124 Hoechst 33342

- DOX

+ DOX

Sekil 11.11: U20S hiicrelerinde Dox varligi/yoklugunda Ccdc124 ve Npm1 immiin
boyama goriintiileri-2.
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11.5. Ccdcl24-WT, S122A, S141A, S122A/S141A (DM-A)
Proteinlerin Lokalizasyon Tayini ve Npm1 ile Etkilesimleri

Ccdc124’iin Kazein Kinaz II tarafindan fosforlanan 122. ve Polo Kinaz I tarafindan
fosforlanan 141. Serin amino asit bolgeleri daha 6nceki ¢alismalarda aydinlatilmistir.
Fosforillenmenin proteinin stabilitesine etkileri yine ayni calismada bdlgelerin
yonlendirilmis mutagenezi yapilarak Alanin amino asitine doniistiiriilmesi ile analiz
edilmistir. Olusturulan HA etiketli vektorlerden Ccdc124-wt-HA, S141A-HA ve S-
DM-A-HA benzer profil sergilemis ancak S122A-HA vektoriinde ccdc124 stabilitesi
kaybolmustur [Gilliili, 2017]. Etiket temelli degredasyon sebebi ile bu mutant
proteinlerin GFP etiketli vektorleri U20S hiicre hattinda stabil olarak eksperese

olacak sekilde onceki ¢alismada hazirlanmistir.

Calismanin bu boliimiinde GFP etiketli mutant proteinlerin stabil ekspresyonunu
saglayan U20S hiicreleri kullanilmigtir. Bu hiicrelerde Ccdc124 ve mutant
proteinlerin Npml etkilesimleri incelenmis, proteinin translasyon sonrasi
modifikasyonlarindan  fosforillenmenin  partner iligkileri iizerine etkileri
arastirilmistir. GFP etiketli proteinlerin ekspresyon kontrolleri Western blot yontemi
kullanilarak gerceklestirildikten sonra lokalizasyon dinamikleri ve Npml etkilesim
profilleri immiin boyama yontemleri ve birlikte ¢oktiirme (Co-1P) deneyleri ile analiz
edilmigtir. Translasyon sonras1 fosforil bolgelerinin hiicre i¢i lokalizasyon ve partner

etkilesimindeki rollerinin aydinlatilmas1 amac¢lanmustir.

11.5.1. Hiicre I¢i Ekspresyon Kontrolii

Elimizde bulunan GFP etiketli proteinleri stabil olarak eksprese eden U20S
hiicreleri, uygun kosullarda biiyiitiilerek iki-li¢ pasaj gegtikten sonra toplanmustir.
Toplanan hiicrelerin liziz tamponu ile par¢alanmalari saglandiktan sonra elde edilen
lizatlar her bir 6rnek icin 50 pg olacak sekilde western jelinde yiiriitilerek PVDF
membran lizerine aktarilmistir. Membran daha sonra anti-GFP antikoru ile
isaretlenmistir. Proteinlerin hiicre i¢indeki ekspresyonu Western Blot yontemi ile

dogrulanmistir ve Sekil 11.12°da gosterilmistir.
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Sekil 11.12: Mutant proteinlerin Western Blot goriintiisii.

11.5.2. Co-IP Sonuclan

Proteinlerin hiicre icinde ekspresyon kontrolleri yapildiktan sonra etkilesim
dinamiginin analizi i¢in Co-IP yontemiyle Npml etkilesimlerine bakilmistir.
Hek293T hiicreleri 10 cm’lik petride biiyiitiildiikten sonra PEI ajani ile HA etiketli
mutant proteinleri (S122A, S141A ve S-DM-A) eksprese eden plazmitlerle transfekte
edilmistir. Transfeksiyon sonunda hiicreler toplanarak lizat alinmig ve lizat
icerisindeki mutant proteinler manyetik beadler araciligi ile lizat icerisinden
cekilerek Western blot jeline yiiklenmistir. Jelde yiirlitiilen proteinler PVDF
membrana aktarilarak etkilesimine bakilacak olan Npm1 (Sekil 11.13), kontrollerinin
yapildigr Ccdc124, HA ve vinculin antikorlar1 (Sekil 11.14) ile muamele edilerek
goriintiileri alinmistir. Birlikte ¢oktiirme deney sonucunda Cedc124-WT, S141A ve
S-DM-A proteinlerinin Npm1 ile etkilesimleri goriilmekle birlikte HA etiketli S122A
proteininin etkilesimi goriilmemektedir. Bu proteinin hiicre i¢indeki stabilite

problemine yol ac¢tig1 dnceki ¢alismalarda belirtilmistir [Giillili, 2017]. Bu nedenle
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bu proteinin Npml ile etkilesiminin varligi ya da yoklugu bu deneyde ortaya

konulamamustir.
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Sekil 11.13: Mutant proteinlerin Npm1 ile etkilesiminin immiinoblot goriintiisti.
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Sekil 11.14: Co-IP deney kontrollerinin immiinoblot gériintiisii.
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11.5.3. Hiicre i¢i Lokalizasyon Sonuglari

GFP etiketli mutant proteinlerin stabil olarak ekspresyonunu saglayan U20S
hiicreleri 6-kuyulu plate icerisinde yogunluklar1 %50-60 olacak sekilde biiyiitiilerek
para-formaldehit varliginda fikse edilmis ve anti-Niikleofosmin antikoru kullanilarak
immiin boyama yontemiyle boyanmistir. Boyama sonucu Ccdc124’iin fosforil bolge
mutasyonunu igeren proteinlerin (S122A, S141A, S-DM-A) ¢ekirdekgik icerisinde
lokalize olduklar1 goriilmiis ve Npml ile etkilesimleri konfokal mikroskobunun Z-

stack Ozelligi kullanilarak gosterilmistir (Sekil 11.15).

Anti-Npm1 S122A-GFP Hoechst 33342

Anti-Npm1 S141A-GFP

Anti-Npm1

Sekil 11.15: GFP etiketli mutant proteinler ile Npml etkilesimi immiin boyama
gortntiileri.



11.6. DNA Hasar1 Varhginda Ccdc124-WT, S122A, S141A,
S122A/S141A (DM-A) Proteinlerin Lokalizasyon Tayini

GFP etiketli Ccdc124-WT ve mutant proteinlerin (S122A, S141A, S-DM-A) stabil
eksprese oldugu U20S hiicreleri uygun kosullarda petri kabi igerisinde
biyiitiildiikten sonra DNA hasar1 olusturmak {izere bir grup hiicreye 2 uM
Doksorubisin 2 saat boyunca uygulanmis, diger grup hiicreye kontrol grubu olarak
ilag verilmemistir. Uygulama sonras1 hiicrelerin besiyerleri c¢ektirilerek taze besiyeri
ilave edilmis ve 36 saat sonra ilagli ve kontrol grubu hiicreler para-formaldehit ile
fikse edilmistir. Hiicreler immiin boyama yontemi ile anti-Niikleofosmin antikoru
kullanilarak isaretlenmistir. Hiicrelerin goriintiileri Konfokal mikroskobunun Z-stack
ozelligi kullanilarak alinmistir. Goriintiiler analiz edildiginde ilag uygulanmayan
hiicrelerde proteinler c¢ekirdekc¢ik icerisinde goriiliirken, ilacin meydana getirdigi
DNA hasart durumunda Npml proteinine benzer hareket ederek c¢ekirdekcik
icerisinden ¢iktiklar1 ve niikleoplazmaya gegtikleri goriilmiistiir (Sekil 11.16-19). Ilag
varligi/yoklugu durumunda ¢ekirdekcik icerisinde Npml ile etkilesen hiicrelerin

sayimlar1 yapilmis ve grafikleri % etkilesim orani olarak verilmistir (Sekil 11.20.).

Anti-Npm1 Ccdc124-GFP Hoechst 33342 Merge

Sekil 11.16: Dox varligi/yoklugu durumunda Ccdc124-GFP lokalizasyonu immiin
boyama goriintiileri.
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Sekil 11.17: Dox varligi/yoklugu durumunda S122A-GFP lokalizasyonu immiin

boyama goriintiileri.

Anti-Npm1

S141A-GFP

Hoechst 33342

+ DOX

Sekil 11.18: Dox varligi/yoklugu durumunda

boyama goriintiileri.
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Anti-Npm1 S-DM-A-GFP Hoechst 33342
Sekil 11.19: Dox varligi/yoklugu durumunda S-DM-A-GFP lokalizasyonu immiin
boyama goriintiileri.
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Sekil 11.20: U20S hiicrelerinde % Npm1/Ccdc124 etkilesim grafigi.



12. YORUMLAR

Yapilan proteomik c¢aligmalarin sonuglari; Ccdcl124’iin yaklasik 320 etkilesim
partner adayint ortaya koymustur. Bunlarin i¢cinde membransiz organellerin
yapisinda bulunan proteinler, riboniikleoproteinler, ribozomun alt birim proteinleri
ve biyogenezinden sorumlu proteinler ile g¢ekirdek¢ik proteinleri yer almaktadir.
Cekirdekeik igerisindeki proteinlerin (Npml, Ncl) kati tiimorlerde ribozom
biyogenezi iizerinde ve DNA hasar tamirinde aldiklart gorevlerin Oneminin
literatiirde fazlaca yer bulmasi1 [Scott and Oeffinger, 2016] g6z 6niine alindiginda
Ccdc124’in cekirdekgik proteinleri ile olan etkilesimi tedaviye yonelik ¢aligmalarin
aydinlatilmasinda biiylik 6nem kazanmaktadir. Yapilan immiin boyama calismalari
ile, hiicre igerisinde bir¢cok bolgede lokalize olmakla [Giilliilii, 2017; Telkoparan vd.,
2013] birlikte Ccdc124’iin gekirdekgik igerisindeki lokalizasyonu da hem stabil
hiicre hatt1 hem de gesitli hiicre hatlarinda belirgin bir sekilde ortaya konulmustur.
Etkilesim partner adaylarindan ¢ekirdekcikte oldugu bilinen Npm1 ve Ncl ile partner
etkilesimi her bir protein i¢in ayr1 ayri Co-IP deneyleri yapilarak valide edilmistir.
Wang ve arkadaslarinin yaptigi bir galismada, Ccdc124 ortologu olan Lso2 proteinin
ribozomal 25S RNA ile etkilestigi ve ribozom hibernasyonunda ribozomun yeniden
aktive olmasi igin gorev aldigi gosterilmistir [Wang et al., 2018]. Bu ¢alisma ve
deneysel teyitler géz Oniine alindiginda, Npm1’in cekirdek¢ik icinde ribozom ile

iligkili bir gorevde Ccdc124 ile birlikte rol oynadigini diisiindiirmektedir.

Npm1l, yapisinda bulunan lokalizasyon sinyalleri ve ge¢irdigi translasyon sonrasi
modifikasyonlar aracilif1 ile ¢ekirdek¢ik ve niikleoplazma arasinda mekik hareketi
yapmaktadir [Nishimura et al., 2002]. Bu asamada bazi proteinlerin taginmasinda
eslik¢i protein olarak da rol oynamaktadir. Ayrica hiicrede meydana gelen DNA
hasar durumunda ¢ekirdekgikten ¢ikarak genomik stabilitenin korunmasi igin gorev
almaktadir. Bunu; ¢ift sarmalli kopmalar sonrasinda kromatin baglanma faktorii
olarak gorev alarak, DNA hasar toleransi sirasinda polimeraz aktivitesinin
diizenlenmesini saglayarak yapmaktadir [Sekhar and Freeman, 2023]. Npm1’in bu
davranisi Ccdc124’tin de DNA hasart sirasindaki olast roliiniin Npm1 ile etkilesimi
tizerinden aydinlatilmasini akla getirmektedir. Ccdc124’iin hiicrede meydana gelen
DNA hasart durumunda davranisi ve olasi lokalizasyon dinamigini analiz etmek
amaciyla yapilan immiin boyama deneyleri sonucunda; 2 saat doksorubisin

uygulanarak hasar olusturulan hiicrelerde, hasar olmayanlara kiyasla Ccdcl124’{in
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cekirdekgigi birakarak Npml benzeri davranis gosterdigi ve niikleoplazma igine
dagildigr goriilmiistiir. Sasirtict sekilde ilag uygulanarak lokalizasyonu degisen
Npml ve Ccdcl24’tin hasar durumunda benzer davranig gdstermesine ragmen
partner iligkilerinin zayifladigi/olmadigi yapilan immiin boyama deneylerinde
gozlenmistir. DNA hasar1 durumunda olast mekanizmalarin aydinlatilmasi i¢in 6n
basamak olan bu c¢alismada, Ccdc124’tin hiicredeki hasar durumunda Npml’den
bagimsiz diger proteinlere eslik ettigi veya Npml’e yardimer rol oynadigi

distiniilmektedir.

Hiicrelerin fonksiyonlarini diizenlenmesinde hiicre alt1 lokalizasyonlar ©nem
kazanmaktadir. Translasyon sonrasi modifikasyonlar; proteinlerde yapi, gorev ve
etkilesim aglarinda  ¢esitlilige  sebep  olmaktadir.  Proteinlerin  {izerinde
bulundurduklar1 modifikasyonlara bagli olarak toplam yiiklerinde veya
konformasyonlarinda goriilen degisim, etkilesimde bulunduklar1 partnerleri ile olan
baglarin arttirabilmekte, zayiflatabilmekte veya koparabilmektedir. Ayrica proteinin
hiicre igindeki gorev ve lokasyonunun degisimi i¢in de modifikasyonlar 6nem
kazanmaktadir. Ornegin Npml cogunlukla cekirdekgik igerisinde bulunurken
gecirdigi cesitli translasyon sonrast modifikasyonlar (asetilasyon, ubikiitinasyon,
SUMOlasyon, glutatyonilasyon ve fosforilasyon) proteinin ¢ekirdek, sitozol ve
cekirdekeik arasinda mekik gorevi listlenmesine neden olmaktadir. Biitiin bu
modifikasyonlar c¢ekirdek boyunca Npml’in DNA hasar tamirine katilmasini
saglamaktadir. Yapilan calismalar gostermistir ki; DNA ¢ift zincir kiriklarinin
olusumunda Npm!’in 199. Treonin amino asitinin fosforlanmasi proteinin hasarli
bolgede y-H2AX ile birlikte lokalizasyonunu saglamaktadir [Sekhar and Freeman,
2023]. Bu literatiir 15181nda, Ccdc124’lin translasyon sonrast modifikasyonlarindan 2
adet fosforilasyon bolgesinin, Npm1 ile olan etkilesimindeki roliinii hem normal
fizyolojik durumda hem de DNA hasar1 durumunda aydinlatmak amaci ile S122A,
S141A ve S122A/S141A (S-DM-A) mutant proteinler kullanilarak immiin boyama
ve Co-IP deneyleri yapilmistir. Co-IP deneyleri sonucunda; mutant proteinlerin
Npml ile etkilestikleri goriilmiistiir. Aym1 mutant proteinlerin hiicre igci
lokalizasyonunu belirlemek amaci ile yapilan immiin boyama deneyi sonucunda da
proteinlerin yabanil tip Ccdc124’te oldugu gibi ¢ekirdekgik igerisinde bulundugu
ancak her hiicrede yaygin olarak belirmedikleri goriilmiistiir. Bu durum proteinin
fosforlanmasinin ¢ekirdekgik i¢i lokalizasyonu i¢in 6nemini vurgular niteliktedir.

Ayn1 mutant proteinlerin DNA hasar durumundaki davraniglarini analiz etmek tizere
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doksorubisin uygulanan hiicrelerde, mutant proteinlerin yabanil tip Ccdcl124’{in
lokalizasyon degistirdigi gibi ¢ekirdek¢ik i¢inden niikleoplazmaya gectikleri
goriilmiistiir. Bunun iizerine ila¢ uygulanan ve ila¢g uygulanmayan hiicrelerde
cekirdekeik icerisinde Npml ile etkilesimlerinin kantitatif analizi yapilmistir.
Yapilan analizler sonucu Npm1 ile etkilesme oranlari hesaplanmis ve yabanil tipe
kiyasla oranlarda diisiis goriilmiistiir. DNA hasar durumunda etkilesimleri en aza
inerken; normal fizyolojik durumda yiizde oranlar; Ccdc124WT/Npml igin % 85.8,
S122A/Npml etkilesimi i¢in %56.5, S141A/Npm1 etkilesimi i¢in %46.2 ve S-DM-
A/Npml etkilesimi i¢in %36.9 olarak grafiklendirilmistir. Daha 6nceden yapilan in
silico modelleme ¢alismalarinda da yabanil tip Ccdc124’iin N-ucunda bulunan alfa
heliks kolu ile Npm1’in N-ucu oligomerizasyon bolgesinin etkilestigi gdsterilmistir.
Bu etkilesim Ccdc124iin fosforil bolgeleri disinda kalmaktadir. /n silico analizler ve
yapilan immiin boyama deneyleri 1s1ginda; ¢ekirdekgik igerisindeki Npm1-Ccdcl24
etkilesimi gosterilmekle birlikte Ccdc124 fosforilasyonunun bu etkilesimi tamamen

bozmadig1 ancak zayiflattig1 goriilmektedir.

Literatiirdeki calismalar; Npm1’in Ewing sarkomu, kolorektal, bas ve boyun, bobrek,
AML, karaciger, lenfoma gibi bir¢ok kanserde kritik rolii oldugunu ortaya
koymaktadir. Ornegin Npm1°deki ekspresyonundaki degisim kemoterapétik ilaglara
yanit ile iligkilendirilmektedir. Bircok kanser tedavisinde kullanilan doksorubisin,
antiproliferatif aktivitesini, Npml tarafindan kontrol edilen APE1 ekspresyonu ile
diizenlemektedir. APE1 aktivitesi kanserli hiicrelerin hayatta kalmasini desteklerken
yapilan bir c¢alismada Npml’in merkezi asidik bolgelerinin hedeflenmesi
oligomerizasyonunu bozdugu ve kanser hiicrelerini kemoterapétik ilaglara duyarli
hale getirdigini gostermektedir. Bu sonuglar Npm1’in kanserin tedavisi icin DNA

hasar tamiri mekanizmasindaki 6nemini gostermektedir [Yu et al., 2021].

Yapilan bu tez calismasi, ele alinan Ccdcl24 proteini ve translasyon sonrasi
modifikasyonlarinin normal fizyolojik durumda ve kemoterapdtik ajan varliginda
Npm1l ile partner iligkiSindeki 6nemini vurgular niteliktedir. Ayrica Npm1 kaynakli
bircok kanser tiirii i¢in gelistirilen tedavilerin temel partner mekanizmalarini

aydinlatmak adina literatiire katki saglamaktadir.
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