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OZET

DEK, DNA’ya baglanabilen, ¢ekirdekte lokalize olan, hilicre migrasyon ve
proliferasyonunda etkili oldugu bilinen bir proteindir. Literatiirde DEK genin kodladigi
tam protein dizisine sahip olan DEK-izoform 1 (DEK1) agirhikh olarak arastiriimigtir.
Ancak DEK geninin, alternatif mRNA kirpilmasi ile olusan ve ifade diizeyi DEK1'den
olduk¢a disik olan DEK-izoform 2’yi (DEK2) de kodladigi da bilinmektedir.
Laboratuvarimizda yiruttigimiz heniiz yayinlanmamis arastirmalarimiz DEK’in
alternatif kirpilma ile DEK3 olarak adlandirdigimiz farkh bir izoform daha
olusturdugunu gostermistir. Bu tez c¢alismasinda, DEK1’de bulunan 253-348
arasindaki amino asitleri icermeyen bu DEK3 izoformunun fonksiyonel ozellikleri
diger iki izoformla karsilastirilarak arastiriimistir. Bu amagla, HS-27A kemik iligi hiicre
hattinda Flag etiketi eklenmis DEK izoformlari retroviral yontemle kalici olarak asiri
ifade ettirilmistir. imminofloresan boyamayla DEK3’in DEK1’e benzer olarak
cekirdekte yaygin boyanma gosterdigi tespit edilmistir. Yara kapanma (wound
healing) deneyleri, kontrol hiicrelerine kiyasla DEK1 (p degeri: 0.034) ve DEK2 (p
degeri: 0.0006) izoformlarinin asiri ifadesinin hiicre migrasyonunu azalttigini, DEK3
izoformununsa fark olusturmadigini gostermistir. Proliferasyon deneyleri, her (g
izoformun da DEK3’te daha belirgin olarak, kontrole kiyasla hiicre cogalmasini hafif
oranda ve istatistiksel olarak anlamli seviyede yavaslattigini (DEK1 p degeri: 0.0011;
DEK2 p degeri: 0.002) ve bununla uyumlu olarak, ti¢ izoformun da hiicre donglisliniin
G2/M evresinde birikmeye (arrest) sebep oldugunu, gostermistir. Son olarak,
kullandigimiz deneysel kosullarda Ug¢ izoformun da HS-27A hiicrelerinden Western
blot yontemiyle tespit edilebilecek diizeyde salgilanmadigi tespit edilmistir.

Ozetle, bu tez calismasinda DEK3 izoformu ilk kez tanimlanmistir. Sonuglarimiz
DEK izoformlarinin HS-27A hicrelerinin migrasyonu ve cogalmasinda farkh etkilere
sahip oldugunu, DEK’in 253-348 arasindaki amino asit bdlgesinin varliginin 6zellikle

migrasyonu yavaslatici etkiye sahip oldugunu géstermistir.

Anahtar Kelimeler: DEK, DEK-izoformlari, HS-27A, Alternatif Kirpilma.



SUMMARY

DEK localizes in the nucleus, binds to DNA and affects cell migration and
proliferation. DEK-isoform 1 (DEK1; called DEK), which has the complete protein
sequence encoded by the gene, has been heavily investigated. However, it is also
known that the DEK gene encodes DEK-isoform 2 (DEK2), which is formed by
alternative mRNA splicing and has a much lower expression level than DEK1. Our as-
yet unpublished research has shown another DEK mRNA isoform, which we call DEK3.
In this thesis, the functional properties of DEK3 isoform, which does not contain
amino acids 253-348 in DEK1 were investigated. For this purpose, flag-tagged DEK
isoforms were stably overexpressed in the HS-27A bone marrow cell line by retroviral
method. Immunofluorescence staining showed that DEK3 diffusely locates in the
nucleus, similar to DEK1. Overexpression of DEK1 and DEK2 isoforms reduced cell
migration compared to control cells (DEK1 p value: 0.034; DEK2 p value: 0,0006),
whereas DEK3 isoform made no difference. In addition, all three isoforms slowed cell
proliferation slightly and statistically significantly (DEK1 p value: 0.0011; DEK2 p
value: 0.002) compared to control. Consistently, all isoforms caused arrest in the
G2/M phase of the cell cycle. Finally, we found that all isoforms were not secreted
from HS-27A cells at a level detectable by Western blot method.

DEK3 isoform was described for the first time in this thesis. We showed that
DEK isoforms have different effects on the migration and proliferation of HS-27A

cells, and the presence of amino acid region 253-348 of DEK reduces migration.

Key Words: DEK, DEK-Isoforms, HS-27A, Alternative Splicing.
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1. GIRIS

DEK proteini (6;9) (p23;934) translokasyonu ile akut miyeloid I6seminin bir alt
tipinde kesfedilmis bir proto-onkogendir [von Lindern et al., 1992]. DEK gelismis tim
Okaryotlarda korunmus ve cekirdekte lokalize olan bir proteindir [Waldmann et al.,
2004], [Kappes et al., 2001]. DEK proteininin sekans spesifik olarak DNA’ya
baglandigini gosteren calismalar bulunsa da DNA baglanmasinda cogunlukla siper
sarmal ya da dort-yollu baglanti DNA'yI tercih ettigi gosterilmistir [Fu et al., 1997],
[Waldmann et al., 2003]. DEK’in hiicre icerisinde migrasyon, proliferasyon ve hiicre
dongustu ile iliskili oldugu pek ¢ok calismada bildirilmistir [Feng et al., 2017], [Xu et al.,
2017], [Zhang et al., 2016].

Literatlirde DEK olarak tanimlanan DEK izoform 1 (DEK1) disinda bilinen ikinci
bir izoformu (DEK2) daha bulunmaktadir [Datta A. and Trama J., 2014]. DEK2 asiri
ifadesinin hepatoseliiler karsinoma hiicre hatlarinda proliferasyonu ve migrasyonu
arttirdig1  bildirilse de izoformun saghkli hicrelerde etkisi detayli olarak
arastirilmamistir [Yu et al., 2016].

Laboratuvarimizda yapilan ¢alismalar sirasinda DEK proteinin alternatif kirpilma
ile Gretilen Gglincl bir izoformu (DEK3) bulundugu gosterilmistir. Bu tez calismasinda
DEK3 izoformunun kemik iligi stroma hicre hattinda (HS-27A) lokalizasyonu,
migrasyon ve proliferasyon Uzerindeki etkisi, hiicre donglisii Gizerindeki etkisi ve
salgilanip salgilanmadigi arastirilmistir. Ayrica yapilan ¢alismalar sirasinda DEK1 ve

DEK2 izoformu da kullanilarak izoformlar arasindaki farkliliklar belirlenmistir.



2.LITERATUR OZETI

2.1. Hematopoez

Kan hicrelerinin (retilmesini ifade eden hematopoez, birincil olarak
hematopoietik organlar olan kemik iligi ve timus bezinde gergeklesir. Kemik iliginde
hematopoietik kok hiicrelerin (HKH), timusta kemik iliginden tirevienen T- 6nciil
hicrelerinin ¢ogalip farklilasmasi sonucunda kan hiicreleri olusturulur [Savino et al.,
2005]. Kendini yenileme ve tiim kan hiicrelerine dénlsebilme potansiyeline sahip
HKH’ler organizmanin yasami boyunca hematopoietik sistemin korunmasini saglar
[Bernitz et al., 2016]. Hematopoez siirecinde, hiicre ici ve/veya disi bir uyaranla kemik
iliginde bulunan HKH'lerin olusturdugu multipotent énciil hiicreler (MOH), ortak
miyeloid &nciil hiicre (OMOH) veya lenfoid énciil hiicre (OLOH) lerin (iretilmesini
saglar. OMOH'ler cesitli transkripsiyon faktérlerinin aktivasyonuyla trombositlerin,
eritrositlerin, graniilositlerin ve monositlerin iiretilmesini saglarken, OLOH’lerden B
ve T lenfositleri ve dogal katil hiicrelerin Uretilmesi ve kan dolasimina katilmasi
saglanir (Sekil 2.1), [Smith, 2003]. Tamamen farkllasmis olan bu hiicrelerin yasam
suresi de oldukga farklidir; bu siire hafiza-B lenfositlerinde (memory B cells) yillar,
notrofillerde ise sadece birkag gilinle sinirlidir [Lemischka, 2001], [Scharf et al., 2020],
[Smith, 2003].
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Sekil 2.1: Kan hicrelerinin olusum siireci. NK; Dogal Katil Hiicreleri, RBCs;
Kirmizi Kan hiicreleri, ECM; Hicreler arasi matris.

2.1.1. Hematopoezde Mikrogevre

Hematopoez, stromal hiicrelerin, hematopoietik hiicrelerin ve hiicreler arasi
matriksin birlesiminden olusan kemik iligi mikrocevresinde gerceklesir [Karadag ve
ark., 2017]. Kemik iliginde hematopoietik kok hlicre gesitleri, onlara 6zel ‘nis’ adi
verilen, fizyolojik degisimlerini destekleyecek mikrocevre icerisinde korunurlar.
Kemik iligi nisi, HKH’lerin ve oncuil hicrelerin yogunlukla bulundugu, mobilizasyon,
hiicresel farklilasma ve kendini yenileme aktivitelerinin diizenlendigi mikrogevredir
[Lucas, 2021], [Yu and Scadden, 2016]. Kemik iligi nisi icerisinde ise iki baskin nis
bulunmaktadir. Bunlardan ilki olan ve i¢ kemik ylizeyine yakin bulunan endosteal nis,
osteoblastik soy hiicrelerine (pre-osteoblast, olgun osteoblast, osteosit) ek olarak,

mezenkimal stroma hiicreleri ve osteoklast hiicrelerinden olusurken; vaskiiler nis ise



sinlizoidal endotelyal hiicreleri, perisitleri ve miyelinlenmeyen Schwann hiicrelerini

icermektedir (Sekil 2.2), [Le et al., 2018], [Uccelli et al., 2008].
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Sekil 2.2: HKH nisinde endosteal ve endosteal olmayan (vaskiiler) hiicre
cesitleri. HSC; hematopoietik kék hicreleri.

Kemik iligi stromasi icerisinde bulunan hicrelerden mezenkimal kék hiicreler
(MKH), fibroblast benzeri morfolojiye sahip olan, yag hiicresi, kikirdak doku ve kemige
farklilasma kapasitesine sahip heterojen bir hiicre poplilasyonunu ifade eder [Uccelli
et al., 2008]. MKH’ler hematopoietik hiicrelerden ylizey isaretcisi olan CD34 ve CD45
yoklugu ile secilebilirler. Ayrica, miyofibroblast, néron ve endotel hiicrelerin ifade
ettigi bazi belirtecleri (a-diiz kas aktini, nestin ve cesitli integrin formlari gibi) de ifade
ederler [Ding et al., 2011].

Mezenkimal hiicre cesitlerinden bir digeri olan osteoblastlar, genellikle kemigin
zarinda (periost) ve endosteal ylzeyinde bulunurlar ve kemik olusumundan
sorumludurlar. iskelet mimarisinin olusumunda ve sirdiriilmesinde merkezi rol
oynayan bu hicreler, kemik matrisinin birikimini, kemik rezorbsiyonuna neden olan
osteoklastlarin aktivitelerini ve bu hicrelerin farklilasmalarini  dizenlerler.
Osteoblastlar, osteoid olarak bilinen karmasik kemik matris proteinlerini liretmek
Uzere Ozellesmis hiicreler olsa da farklilasmasini tamamlamamislardir. Bu hicreler
oncil hiicrelerden farklilastik¢a kolajen yapida olan ve olmayan proteinleri salgilarlar

[Mackie, 2003]. Kolajen gesidi olan ve kemik matrisinin ana proteini olan Tip | Kolajen



kemik minarellerinin toplandig yapiyi saglarken, |6sin-zengin tekrarl dizilerden
olusan protein cekirdegine sahip proteoglikanlar (dekorin, biglikan, fiboromodulin)
blylme faktorlerinin diizenlenmesi ve matriks organizasyonu gibi gérevlerialirlar. Bir
diger kolajen yapida olmayan proteinler olan glikoproteinler (alkalen fosfataz,
osteonektin, fibrilin ve tetranektin gibi) osteoblastik gelisimin ¢esitli evrelerinde
Uretilirler. Bu proteinler, hiicre-matris etkilesimlerinde ve hiicre proliferasyonunda
dizenleyici etki gosterirler [Robey, 2002].

Diger bir mezenkimal hiicre gesidi olan endotel hiicreler ya da sinlizoidal
endotel hiicreleri (SEH), kemik iliginde bulunan vaskiler nisi sinirlarlar. SEH’ler
miyeloablasyondan sonra kok ve progenitor hiicrelerin yeniden Uretimini ve soya
bagh (lineage-dependent) progenitér hicrelerin farklilasmasi icin uygun bir ortam
saglar. Dolayisiyla, endotel hiicreler hematopoezin yeniden olusturulmasinda goérev
alir. Ancak bu modilasyonun endotel hiicrelerde hangi molekiler yolaklari kullanarak
gerceklestirdigi bilinmemektedir. Endotel hiicrelerin, hematopoietik kok ve oncil
hiicrelerin homeostazinin diizenledigi bir mekanizma olarak, spesifik endotel hiicre
kokenli parakrin trofojenler olarak taninan anjiyokrin Uretimi gosterilebilir.
[Kobayashi et al., 2010]. Endotel hiicreler ayrica insilin benzeri biylime faktori
baglayici protein-3 (IGFBP-3) salgilayarak HKH’lerin genislemesini ve blylmesini
tesvik eder. Bu hiicrelerin megakaryosit hiicreleri (MOH’lerden farklilasan kan
hicreleri) ile dogrudan temasi ise VE-kaderin veya VLA-4/VCAM yolagi ile trombosit
olgunlagmasini, salinmasini ve hayatta kalmasini diizenler [Shiozawa et al., 2008].

Hematopoezin énemli bir diger anahtar oyuncusu, dogrudan hem kendileri
hem de Urettikleri bilesenler ile slirece katkida bulunan fibroblastlardir. Stromal
kokenli fibroblastlar alfa-diiz kas aktin (ADKA/ASMA) stres ipliklerini, CD44 ve hiicre
yizey membran adezyon reseptorlerini (VLA-1 ve VLA-5) ifade ederken
hematopoietik belirtecleri (CD14, CD34, CD45) ifade etmezler. Bu hiicreler ayrica
laminin, proteoglikanlar, cesitli kolajen tipleri (Tip I, lll ve IV) ve fibronektin gibi hiicre
disi bilesenleri de (retirler. Ayrica, fibroblast hiicreleri sitokin tGretiminde 6nemli bir
kaynaktir ve hematopoezi pozitif ve negatif yonde regiile edebilmektedir. insan kemik
iligi fibroblastlari, ayni zamanda, graniilosit ve makrofaj koloni olusturucu hiicrelerin
hicre-hticre etkilesimleri ve IL-1 ve IL-1B aracihgiyla koloni stimiile edici faktor (CSF)

salinimini kontrol eder ve bdylece proliferasyonu diizenler. Hematopoezin dengede



kalmasina IL-6 ve I6semi inhibitor faktori (LIF) salgilayarak katkida bulunurlar
[Rougier et al., 1996]. Yapilan bir ¢calismada, insan serumunun, kiltirlenmis kemik
iligi fibroblastlarinda IL-6 salgisini arttirdigl bulunmustur [Guba et al., 1992]. Baska
bir calismada ise IL-1a, TGFB, TNF-a ve IL-1p sitokinlerinin kemik iligi fibroblastlarinin
LIF mRNA seviyesini arttirdigi bulunmustur [Wetzler, 1991].

Bu tez calismasi kapsaminda kullanilan HS-27A hicreleri saghkh kemik iligi
stroma hicre hattidir. Bu hicre hatti Roecklein ve Torok-Storb tarafindan
olusturulmus HS-27 hiicre hattinin bir alt klonudur. Kemik iligi stromal hiicrelerin
hematopoez lizerindeki etkisi arastirilmak tizere 27 adet klon tasarlanmis, bu hiicreler
insan papilloma virlisi E6/E7 genlerini iceren rekombinant bir retrovirls ile
olimsuzlestirilmistir [Roecklein and Torok-Storb, 1995]. E6 proteini timor baskilayici
bir protein olan ve hilicre dongisi sirasinda DNA hasari olusmasi durumunda
hiicrenin S fazina girmesini engelleyen p53 proteinine baglanir ve yapisini bozar. E7
proteini ise hiperfosforile olmus retinoblastoma proteinini (Rb) inhibe eder. Rb ise
transkripsiyonel aktivasyonu ve baskilanmayi saglayan E2F’i baglar, boylece hiicre
donglsliniin ilerlemesi durdurulur. Béylece bu hiicrelerde, SV40 bliyik T antijeninin
sebep oldugu onemli  bir sekilsel ve islevsel degisimi olmadan hiicreler
Olimsuzlestirilmistir [Kent & Leone, 2019]. Li ve ark. tarafindan yapilan fare
caprazlama ¢alismalarinda, HS-27A hiicrelerinin hematopoietik hiicreler ile dogrudan
temas ederek goc¢ ettigi, hematopoetik O6ncl (progenitor) hiicrelerin  yayilip
cogalmasina olanak tanidigi gosterilmistir. Yine bu c¢alismada yamanma
(engraftment) icin 6nemli bir sinyal olan CD146’nin da HS-27A hiicrelerinde ¢ok fazla
oldugu gosterilmistir [Li et al., 2013]. HS-27A’nin mikrogevrede “parke tasi alani”
(cobblestone area) olarak adlandirilan ve erken hematopetik 6ncil hicreleri
tarafindan olusturulan, stromal tabakanin altinda en az bes hiicreden olusan
kolonilerin olusmasini destekler [de Haan & Ploemacher, 2002], [Graf et al., 2002].
HS-27A hiicreleri, bir baska insan kemik iligi stroma hiicre hatti olan HS-5 ile
kiyaslandiginda, blyime faktorlerini disiik seviyelerde, vaskiler hiicre yapisma
molekilt 1 (VCAM1)'i yliksek seviyelerde salgilar [HS-27A, ATCC]. Monositlerden, HS-
27A hicreleriile uyarilmasi sonucu, CXCL7 geninin kisa Grtnleri olan PBP ve NAP-2'yi
salgilandig1 gosterilmistir. Bir kemokin c¢esidi olan bu peptitlerin de kemik iligi

mikrocevresinde spesifik bir gorevi olabilecegini bildirilmistir [Pillai et al., 2006]. Bir



baska galismada, HS-27A hicrelerinin CD146* oldugu ve bu hiicrelerin monositlerle
birlikte hematopoietik diizenleme ile ilgili genlerin ifadesini arttirdigi gozlemlenmistir
[lwata, Sandstrom, et al., 2014]. Yine 2014 yilinda yayinlanan baska bir raporda,
CD3187/CD146* HS-27A hicrelerinin kék hicre nisi ile iliskili olan anjiyotensin,
osteopontin ve SDF-1 gibi proteinlerin ifadesini sagladigi ve birincil CD146* hiicreleri

ile benzer oldugu gosterilmistir [lwata, Torok-Storb, et al., 2014].

2.2. Okaryot Hiicrelerde Protein Sentezi

2.2.1. Transkripsiyon

DNA’da kodlanan genetik bilgi iki 6nemli sire¢ ile islevsel (Urlinlere
donustiaralur. Bu sireglerden ilki olan transkripsiyon, genetik bilginin ¢esitli RNA’lar
araciligiyla ribozomlara iletilmesini ifade eder. Transkripsiyon prokaryotlarda daha
basit iken gelismis organizmalarda daha karmasiktir ve siki bir sekilde kontrol edilir
[Deutschman, 2005]. Transkripsiyon siireci tg¢ farkh ana RNA molekill tarafindan
kontrol edilir [Stent, 1966]. Bunlardan ilki protein sentezi makinesinde gorev alan
ribozomal RNA (rRNA)’dir. rRNA biyik ve kiguk alt birim olmak tzere iki kissmdan
olusur ve kiiclik alt birim tlirler arasinda 9S (yaklasik 640 nikleotid)’ten 18S (yaklasik
1870 nikleotid)’e kadar degiskenlik gosterirken, biyilk alt birim 12S (yaklasik 1230
niikleotid)’'ten 28S (4800 niikleotid)’'e kadar degiskenlik gosterebilir [Brimacombe
and Stiege, 1985]. ikinci RNA cesidi olan transfer RNA (tRNA) ise protein sentezinde
mesajl tastlyan RNA’dan gelen bilgiye gore uygun amino asidi tasiyan, yaklasik 100
niikleotid uzunlugunda olan RNA tiridir [Stent, 1966]. Son olarak da boyutu
degiskenlik gosteren, protein sentezi sirasinda amino asitler eklenmesi icin sablon
olan mesajci RNA (mRNA) genom bilgisini tasir [Franco and Koutmou, 2022], [Singer
and Leder, 1966].

Transkripsiyonda RNA cesitleri disinda, RNA polimerazlar (RNA Pol) adi verilen
DNA-bagiml enzimler gorev alir. Deniz kestanesi ¢ekirdeklerinden izole edilerek
bulunan RNA Pol |, Pol Il ve Pol Ill 6karyotik transkripsiyonda merkezidir [Girbig et al.,
2022], [Roeder and Rutter, 1969]. Ribozomal RNA’larin sentezinden sorumlu RNA Pol

| cekirdekgikte bulunurken, Pol Il ¢cekirdekte bulunur ve mRNA’ larin sentezinden



sorumludur. Diger dnemli polimeraz olan Pol lll ise, hiicrede hem cekirdekte hem de
sitoplazmada bulunur ve tRNA, U6 kiiglik niikleer RNA (snRNA) ya da 5S RNA gibi kisa
(yaklasik 70-340 nikleotidlik) RNA’lari sentezler. Pol Il tarafindan dretilen RNA’lar
kiicik olmasina ragmen hiicre igerisinde bulunan RNA havuzundaki olgun RNA’larin
%80-90'1n1 olusturur [Girbig et al., 2022], [Palazzo and Lee, 2015].

Transkripsiyon sureci genel olarak Gi¢ 6nemli adimdan olusmaktadir: baslangicg,
uzama ve sonlandirma. Transkripsiyonu baslatan polimeraza bagl olarak degisiklikler
olsa da transkripsiyonun asamalari Gi¢ polimeraz igin de aynidir. Baglangi¢c asamasinda
RNA polimerazlar (RNAP) genel transkripsiyon faktorleri (GTF) tarafindan ‘promotor’
adi verilen spesifik DNA bolgesine konumlandirilir. GTF’ler polimeraz gesidine bagli
olarak degisir. Baslangic asamasinda insan RNA Pol | enzimi icin RRN3 ve TATA-
baglama protein (TBP) ornek verilebilirken; RNA Pol Il igin Transkripsiyon baslama
faktora 11B (TFIIB), TFIID, TFIE, TFIIF, TFIIH ve arabulucu (mediator); RNA Pol Il igin
de TFIIA, TFIIB ve TFIIC faktorleri 6rnek verilebilir [Cramer, 2019], [Girbig et al., 2022].
GTF ve RNAP’In baglanarak olusturdugu komplekse “kapal kompleks (KK)"* adi verilir.
RNAP promotor bodlgesinde bazlar arasindaki hidrojen baglarini eriterek “acik
kompleks”i olusturur, RNA polimeraz a¢ilan boélgeden 9-10 baz ¢ifti uzunlugunda bir
RNA-DNA hibriti sentezler [Agapov et al., 2022], [Girbig et al., 2022]. RNAP senteze
devam ettikce DNA (zerinde hareket eder, acgilan ve sentezi tamamlanan bdlge ise
yeniden kapanir ve RNAP “uzama kompleksi (UK)” ni olusturur. UK promotor
bolgeden uzaklasirken, kompleks uyumsuz niikleotitlerin eklenmesi ile kendiliginden
veya hicre ici duraklama sinyallerinin taninmasi ile gecici olarak durur [Agapov et al.,
2022]. RNAP ilerleme yoniiniin tersine dogru hareket eder, bu bekleme genellikle
RNAP’In katalitik domaini araciligiyla RNA'nin 3’ ucundan iki adet nikleotidin
hidrolitik aktivite ile ¢ikarilmasi ile sonuglanir [Yuzenkova and Zenkin, 2010]. Hatalar
onarildiktan sonra uzama devam eder. Uzama sirasinda baslangi¢ctan farkh olarak,
yardimci protein ya da faktorlerin varligina ihtiyac duyulmaz, cekirdek RNAP tek
basina uzamayi gergeklestirebilir [Yamaguchi, 2013]. Sonlandirma asamasinda ise UK
destabilize olur, RNAP DNA sablonundan uzaklasir, yeni tiretilen RNA salinir ve RNAP
ya transkripsiyonu yeniden baslatir ya da hiicre icerisindeki RNAP havuzunda yerini
alir. Sonlandirma ile antisens RNA’larin (iretilmesi dnlenir ve bu sayede anormal gen

ifadeleri 6nlenmis olur [Girbig et al., 2022], [Richard and Manley, 2009]. RNA Pol | ve



RNA Pol Il uzun transkriptler Gretmeleri sebebiyle dis etkenlere daha ¢ok bagl iken,
Urettigi transkriptlerin kisa olmasi sebebiyle icerdigi motif diziler ile RNA Pol Il
dogrudan sonlandirmayi gergeklestirebilir. Disa bagimli sekilde sonlandirma yapan
Pol I ve Pol Il Grettikleri uzun transkriptlerin erken saliniminin engellenmesi agisindan
avantaj saglar. Uriinlerin uzun olmasi sebebiyle RNAP’lar Pol Ill’e kiyasla daha fazla
sonlandirma motifi ile karsilasacaklardir [Girbig et al., 2022]. Sonug olarak
sonlandirma gerceklestikten sonra yeni sentezlenen RNA’lar serbest, tek zincirli

oligoniikleotitler olarak ortama salinir [Deutschman, 2005].

2.2.2. Translasyon

ikinci stireg olan translasyon ise, temel olarak RNA ve ribozomlarin is birligi ile
amino asitlerin birbirine baglandigi ve peptit zincirini olusturdugu sireci ifade eder.
Okaryotlarda cekirdek icerisinde tiretilen mRNA’lar proteine dénistirilmek lizere
cekirdekten salinir. Translasyon da transkripsiyonda oldugu gibi Gg¢ farkli ana
asamadan olusur; baslama, uzama ve sonlandirma. Okaryot hiicrelerde translasyon
baslamasi pek ¢ok farkli mekanizma ile gerceklestigi son zamanlarda bilinse de m’G
(7-metilguanozin) - baslik bagimli tarama ve IRES (internal ribozom baglama bolgesi)
bagimh baslatma en ¢ok bilinen mekanizmalardir [Hershey et al., 2012]. m’G-baslik,
mMRNA’nin proteine donustiriilme sirecinde c¢ekirdek igerisindeki baslik baglama
kompleksi ve sitoplazmada yer alan elFE4 gibi kompleks ve protein faktorlerine
baglanma alani olusturarak 6nemli fonksiyonel siireclerin diizenlenmesinde gorev alir
[Ramanathan et al., 2016]. m’G-baslik bagiml taramada, 40S—Met-tRNA; kompleksi
m’G-bashkli mRNA’nin 5’ucundan baglanir. Daha sonra bu kompleks bir metiyonin
amino asitini kodlayan AUG kodonunu bulana kadar taramaya devam eder.
Ribozomun 60S alt birimi 40S baslatma kompleksine baglanir ve boylece uzama fazina
girebilen 80S baslatma kompleksini olusturulur [Hershey et al., 2012]. Bu reaksiyon
icin en az on iki baslatma faktori aracilik eder [Hinnebusch and Lorsch, 2012]. IRES
bagimli baslatma ise viral mRNA’larin translasyonu icin kullanilir. Ornegin polioviriis
ile enfeksiyon sirasinda viral proteinaz 2A ifade edilir, bu enzim translasyon baslatma
faktori ve baslik baglama kompleksinin parcasi olan elF4G’yi parcalar ve kesilmis

elF4G IRES aracili translasyonda gorev alir. RNA'nin 5" ucunda bulunan kodlanmayan



bdlge viral RNA’ya ribozomlari almak igin hiicre igerisindeki kanonik olan ve olmayan
faktorlerle etkilesen IRES RNA ikincil yapilarini igerir. Bu ikincil yapilara ribozomlar
dogrudan baglanarak translasyonun baslamasini saglar [Semler and Waterman,
2008]. Translasyonun uzama asamasi, translasyon uzama faktort eEF1A’ya guanozin
trifosfatin (GTP) baglanmasiyla aktiflesip aminoacil tRNA’ya baglanmasi ve bu lcli
kompleksin ribozomun A (aminoagil tRNA baglanma bdlgesi) bolgesine ulasmasi ile
baglar. Ardindan GTP hidroliz olur, eEF1A salinir ve siradaki amino asiti tasiyan
aminoacil tRNA ribozomun A bdlgesine yerlesir. Peptit baginin olusturulmasi sirasinda
A ve P (peptidil) bolgelerinde bulunan tRNA’lar sirasiyla P ve E (gikis) bolgelerine
kayarlar. P bolgesinden E bolgesine gecen tRNA ise yeni tRNA A bodlgesine
eklendiginde ribozomdan ¢ikar ve tRNA havuzuna tekrar dahil olur. Bu déngii mRNA
boyunca yeni ilgili amino asiti tasiyan tRNA’nin A bolgesine eklenmesi ile devam eder
[Dever et al., 2018]. mRNA’nin icerdigi durdurma kodonu translasyon sonlandirma
faktorleri eRF1 ve eRF3 ile GTP’nin kompleks olusturarak taninmasi ile olur.
Durdurma kodonu tanindiktan ve GTP hidrolize olduktan sonra eRF1’in icerdigi GGQ
motifi P bolgesine hareket eder, bu hareket buradaki tRNA’nin bagh kalmasini
saglayan ester bagini hidrolize eder ve konformasyonel degisim ile peptit zincirinin
salinmasini saglar. ATP baglamayi saglayan kaset proteini ABCE1, 80S kompleksinde
60S (blyuk alt birim)’i uzaklastirir ve sonlandirma kompleksi ¢6zilmis olur [Fritz and
Boris-Lawrie, 2015], [Hellen, 2018]. Boylece uretilen peptit katlanmalar ve
translasyon sonrasi modifikasyonlar (PTM) ile islevsel hale donstiriilmek (izere

hiicrede icerisinde hareket eder.

2.2.3. Alternatif Transkript Uretimi

insan genomundaki yaklasik 20.000 genden iiretilen protein sayisi yaklasik
250.000-1.000.000 arahgindadir. Gelismis 6karyotlardaki fonksiyon cesitlenmesi gen
sayisindan daha ¢ok kodlanan transript saysi ve bu transkriptlerdeki transkripsiyonel,
transkripsiyon sonrasi ve translasyon seviyesindeki degisikliklerle iliskilendirilir.

Alternatif olarak olusan transkriptler ve proteinler alternatif transkripsiyonun
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baslatiimasindan, alternatif poliadenilasyondan (APA), alternatif translasyonun
baslatilmasindan veya alternatif kirpilma (splicing)’dan kaynakh olabilir.

Alternatif transkripsiyon baslatiimasi, ilk ekzonlarinda ya da c¢evrilmeyen
bolgenin (untranslated region, UTR) uzunlugunda ve dizisinde farkhliklar olan
transkriptlerin lretilmesini saglar. Birinci ekzonlarin alternatif olarak kullanilmasi N-
terminali farkh olan ve farkli okuma gergevelerine sahip proteinlerin olusturulmasina
olanak saglar [de Klerk and ’t Hoen, 2015]. Yapilan bir galismada alternatif
promotorden Uretilen CTNNA3 izoformlari rapor edilmistir, yine ayni raporda bu
izoformlarin  islevsel olarak (kolon kanserinde hiicre-hiicre yapismasini
yenileyememe) farklihgl oldugu gosterilmistir [Goossens et al., 2007]. Alternatif
transkriptler farkli 5-UTR bolgeleri icerebilir, bu da hem translasyonun
diizenlenmesinde ve kontroliinde hem de ilgili proteinlerin tretilmesinde dnemlidir
[Barbosa et al., 2013]. Alternatif promotoér ve transkripsiyon baslama bdlgelerinin
sec¢imi icin kromatin yapisinin degistirilmesi ve hiicre ya da dokuya 6zel transkripsiyon
faktorleriile yapilan diizenleme olmak lzere iki 6nemli mekanizmadan bahsedilebilir
[de Klerk and 't Hoen, 2015].

Cokca arastirilmis bir transkripsiyon sonrasi modifikasyon olan poliadenilasyon,
normal ve stresli kosullarda mRNA’nin lokalizasyonunu, stabilizasyonunu ve
translasyonunu etkiler. mRNA icin poliadenilasyon ve boliinme bolgeleri, 3’-UTR’da
bulunan cis- elementleri tarafindan taninir. Poli(A) sinyali (PAS), poliadenilasyonun
ve bolinmenin yerini belirlemede en 6nemli etkendir. Béliinme bdlgesinin 15-30
nikleotid yukari akis yoniinde PAS ve 14-70 niikleotid asagl akis yoniinde de asagi
akis elemani (DSE) bulunur. PAS’In yukari akis elemanlari (USE) ise yardimci
poliadenilasyon faktoérlerinin baglanmasinda goérev alir [Danckwardt et al., 2008]. Bu
elemanlarin tamami trans-etkili faktorler araciligiyla bolinme bolgesini tanimlarlar.
3’ ucu islemesi iki adimda gerceklesir. ilk olarak 3’ ucunun ayrilmasi icin pre-mRNA’lar
sentezlenirken ayni zamanda RNAPI'den salinirlar. fikinci olarak, béliinme
bolgesinden Poli(A) polimeraz (PAP) aracihigiyla poli(A) kuyrugu olusturulur [Sadek et
al., 2019]. Okaryotlarda bulunan cogu gen birden fazla PAS igerir. Alternatif
poliadenilasyon olarak adlandirilan mekanizmada PAS ve boliinme sayisinin fazlaligi
3’-UTR kisminda farkhliklari bulunan transkript izoformlarini olusturabilir [Tian et al.,

2005]. Bu izoformlar da hiicre icinde baglanan protein veya mikro RNA (miRNA)’larin
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baglama bolgesinde farkhliklar sergiledigi icin fonksiyonel olarak da farklilagabilirler
[Ogorodnikov et al., 2016].

Cogu okaryotik organizmada bir mRNA’dan bir protein Uretildigi bilinse de son
yillarda yapilan ¢alismalarda alternatif translasyon baslatma bélgeleri (TBB) sayesinde
farkli protein izoformlarinin olustugu bildirilmistir. Ayrica, farkh TBB araciligiyla
Uretilen izoformlarin virlis kaynakli enfeksiyon olusumunda ve c¢esitli kanserlerde rol
aldigi raporlanmistir [Lazaris-Karatzas et al., 1990], [Ventoso et al., 2001]. Bu
mekanizma ile var olan mRNA’lar kullanilarak dogrudan protein seviyesinde dis
uyaranlara karsi hizli bir cevap olusturulur. Kullanilan alternatif translasyon baslatma
mekanizmalari 5’-baslk tanima bagimli ve bagimsiz modelleri igerir. Bunlara 6rnek
olarak alternatif baslik tanima, mRNA metilasyonu olabilir. Ayrica ribozomun
dogrudan translasyon uzerindeki dlizenleyici etkisi de son yillarda arastirilmistir
[James and Smyth, 2018]. 5’-bashk tanima bagimli modelde, 6karyotik baslatma
faktora-3 (elF3) kompleksinin yer aldig bildirilmistir. elF3’Gn segici olarak hiicrede
proliferasyon ve bliyimede gérev alan mRNA’larin 5’-UTR bolgelerinden baglayarak
translasyon seviyesinde kontrol uyguladigi bulunmustur. Ayrica, yapilan derin
sekanslama ile bu kompleksin 500’e yakin transkripte spesifik sekilde baglandigi
gosterilmistir [A. S. Y. Lee et al., 2015]. Baslik bagimsiz modellerde ise, en yogun
gahisilani viral mRNA’larda tanimlanan IRES’dir. VirUsler translasyon komplekslerini
ele gecirirken, baslk bagimli translasyonu engeller. Viral IRES’ler baslk bagimsiz

translasyon baslatma yetenekleri ile karakterize edilir [Pelletier & Sonenberg, 1988].

2.2.3.1. Alternatif Kirpilma

Alternatif transkript olusturmada alternatif kirpilma en vyaygin olan
mekanizmadir. Kirpilma ile benzer gen sayisina sahip insan ve fare genomunda
alternatif transkript sayisi farklilik géstermektedir. insan genlerinin %95’in (istiinde
alternatif kirpilma gozlemlenirken, farede bu oran %63 olarak rapor edilmistir [de
Klerk & 't Hoen, 2015], [Y. Lee and Rio, 2015]. Alternatif kirpilma pre-mRNA
ekzonlarin farkli kombinasyon seklinde birlestirilmesini ve béylece daha az mRNA ile
daha fazla protein Uretilmesini ve dis uyaranlara daha hizli yanit verilmesini saglar.

insanlarda ekzon uzunlugu ortalama olarak 137 niikleotitten olusur [Hawkins, 1988].
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Protein kodlayan bu bdlgeler yaklasik binlerce nikleotit uzunlugundaki intron
bolgeleri arasinda siralanmistir [Deutsch and Long, 1999]. mRNA’da bulunan intron
bolgelerin kesilmesini saglayan biylik ve cok proteinli bir kompleks olan splaysozom,
yeni sentezlenen mRNA Uzerinde ekzon bolgeleri tanir ve intron bolgeleri uzaklastirir.
Splaysozom bes adet kiiclik nikleer ribonikleoprotein (snRNP, U1, U2, U4, U5 ve U6)
ve cesitli proteinlerden olusan multimegadalton ribonikleoprotein kompleksidir
[Black et al., 2019], [Will and Lihrmann, 2011]. Splaysozom yeni lretilen mRNA’nin
ekzonlar tzerinde bulunan (g farkl dizi elemanini taniyarak toplanmaya baslar. Bu
elemanlar 5’ eklenme yeri, 3' eklenme yeri ve dallanma noktasidir. Oncelikle U1
snRNP ekzonun 5’ ekleme bdélgesine baglanir, sonrasinda ekleme faktori 1 (SF1)
dallanma bolgesine baglanir, bu dnceki baglanmalar ile U2 yardimci faktor (U2AF)’(in
kolay bir sekilde 3’ ekleme bdlgesine baglanmasini saglar. Bu protein ve ekzon
birlesimi erken kompleks (E kompleks) adini alir. SF1’in U2 snRNP ile yer degistirmesi
ekleme reaksiyonunu gerceklestirir, kompleks ise prespliosomal A kompleksi adini
alir. Kompleks igerisinde bulunan daha fazla faktorin alimi ve/veya degisimi ile A
kompleksi, intronlari kesen ve ekzonlari bir transesterifikasyon tepkimesiyle birbirine

yapistiran B kompleksine donisur (Sekil 2.3.) [Kelemen et al., 2013], [Ren et al., 2021].

exon intron exong

pre-mRNA < Gu A ac - mature mRNA = -
S'ss BP 3'ss - A
Ut @
Ce)
R ==

/" (. e \

Ul & g

pul '

(uz

\
) ( K
. x o = complex C* =~{Jll
~ J}/ F-sRNP 3 I 2nd step
// D \
o
L U2
lcomplex B =4
complex C
J 1st step

- 7@:-

complex B*

Sekil 2.3: Splaysozomun olgun bir mRNA {retene kadar gerceklestirdigi
adimlar.
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Splaysozom aracihigiyla Uretilen protein izoformlarinin etkisi ¢ogunlukla bir
izoformun asiri ifadesi ya da ifadenin susturulmasi yoluyla arastirilmistir. Bu
deneylerde kanserli dokularda ya da kanser hiicreleri ile Gnemli iliskisi bulunan hiicre
cogalmasi/proliferasyonu incelenmistir [Kelemen et al., 2013]. Normal sartlar altinda
saglikli hicreler cesitli proteinlerle (p53 ya da pRb gibi) hiicre dénglisi izerine etki
eder ve hicrelerin asiri cogalmasini engeller. Ancak, kati timaorler sik sik genetik
degisikliklere gider ve bu baskilayici genlerin kaybolmasini saglar [Coltri et al., 2019].
Dolayisiyla, kanser hiicrelerinde artan bir splaysozom aktivitesinden bahsedilebilir
[Oltean and Bates, 2014]. Ornek olarak, epidermal biiyiime faktérii reseptérii
(EGFR)’niin alternatif kirpilma ile olusan bir izoformu 4. ekzon bdlgesini icermez ve bu
izoform yumurtalik, glioma ve prostat kanserlerinde gbzlemlenmektedir [Wang et al.,
2011]. Yine bir baska 6rnek olarak da bir ardisik sinyal yolagi tyesi olan KRAS 6rnek
verilebilir. Normal sartlarda hiicre farklilasmasinda, hiicre gé¢iinde ve ¢ogalmasinda
onemli role sahip olan bu proteinin kolon kanseri ile gugli bir iliski icinde olan iki
alternatif ek varyantinin (KRAS 4A ve 4B) bulundugu bildirilmistir [Abubaker et al.,
2009]. Alternatif kirpilma varyantlarinin bir diger etkisi ise hiicre donglisi tUzerinedir.
Yapilan bir galismada 6strojen ile ilgili reseptor B (ERRB) nin alternatif izoformlarinin
hicre dongusil Uzerinde farkl etkilere sahip oldugu, ERRBsf (kisa form) ve ERRB2
izoformlarindan kisa formun Gi kontrol noktasini p21 proteini araciligiyla kontrol
ettigi gosterilmistir. Yine ayni ¢calismada, ERRB2 olmadigi durumda, ERRB’in sentetik
agonisti olan DY131 ile uyarilmis G2/M tutulmasinin tersine c¢evrildigi ve buna p21
uyarilmasi ve Gi tutulmasinin eslik ettigi gosterilmistir [Heckler and Riggins, 2015].
Alternatif kirpilma translasyon sonrasinda modifikasyon yaparak ya da protein-
protein etkilesim alanini degistirerek bir proteinin hiicre i¢i lokalizasyonunu
degistirebilir. Lokalizasyon degisiminde proteinler genellikle yeni islevler kazanir.
Ornek olarak, LIPIN geni alternatif bir ekzonun eklenmesi ile niikleer ve sitoplazmik
izoformlar olusturur. Niikleer izoform hiicrede transkripsiyon faktori olarak gérev
alirken, sitoplazmada bulunan izoform ise fosfatidat fosfataz aktivitesi gdsterir [Csaki
& Reue, 2010], [Kelemen et al., 2013]. Ayrica lokalizasyon degismesine bagl olarak,
alternatif kirpilma ile dretilen izoformlarin salgilanma durumlari da degisebilir.
Ornegin alternatif kirpilma ile eritropoietin reseptériiniin salgilanan bir formu uretilir.

Bu reseptor tam uzunluktaki diger izoform ile rekabet ettiginde kana salgilanir ve son-
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donem (end-stage) bobrek hastalarinin anemi iyilesmesinde en dnemli geciktirici

faktorlerden olan eritropoietin direncine katkida bulunur [Khankin et al., 2010].

2.3. DEK Proteini

DEK proteini (6;9) (p23;934) translokasyonu ile karakterize edilen akut miyeloid
[6seminin bir alt tipinde, DEK’i kodlayan dizinin gogunlugunun, niikleer por kompleksi
proteini NUP214 (ya da CAN) ile flizyonu sonucu tanimlanmistir [M. et al., 1990], [M.
et al., 1992]. Kendi sinifinin tek tiyesi olan DEK, histon olmayan, DNA’ya baglanabilen,
hiicre sag kalimi icin 6nemli siireclerde rol alan, gelismis tim 6karyotlarda oldukca
korunmus ¢ok fonksiyonlu bir proteindir [Waldmann et al., 2004]. Literatiirde yer alan
arastirmalarin cogunlugu DEK olarak ifade edilen, alternatif kirpilmaya ugramamis ve
tam uzunlukta olan izoform-1 (DEK1) Gzerine yapilmistir. DEK1’in uzunlugu 375 amino
asitten olusmaktadir [Kappes, Scholten, et al.,, 2004]. DEK1, DNA’ya baglanmasini
saglayabilen iki bilinen domain icerir [Hua et al., 2009]. ilk domain olan “Scaffold
Attachment Factor” (SAP-kutusu) domaini proteinlerin genellikle N- veya C- terminal
bolgesinde bulunurken, DEK proteinin merkezine yakin (149-187. amino asitler
arasinda) noktada bulunur [Aravind and Koonin, 2000], [Hua et al., 2009]. SAP-kutusu
korunmus 35 amino asitten olusan ve DNA’ ya baglanmayi saglayan diziyi ifade eder
[Aravind and Koonin, 2000]. Bir diger DNA baglayici domain olan yapay-SAP (pseudo-
SAP) domaininin (87-187.amino asitleri arasi) ise DNA ile DEK’in etkilesiminden
sorumlu oldugu bilinmektedir. Buna drnek olarak molekiiller arasi ve igi etkilesimleri
aractligiyla blyuk nikleoprotein komplekslerin tretilmesi verilebilir [Waldmann et
al., 2002]. Ayrica yapilan diger calismalar ile pseudo-SAP kutusunun sliper sarmal,
krusiform (hag biciminde) ya da bozulmus/bicimsiz DNA’ya baglandigi gosterilmistir
(Waldmann et al., 2003). Pseudo-SAP ve SAP kutusu domaini disinda DEK proteinin C-
terminal bolgesinde de bir DNA ekilesim alani bulunur. Bu alan, protein kazein kinaz
(CK2) ile fosforilasyonu ile kontrol edilen ve DEK'in multimerizasyonu igin
stimilasyon ile sonuglanan DNA baglama gorevini diizenler [de Albuquerque Oliveira
et al., 2018]. Ayrica yapilan dizi analizlerinde DEK’in 205-221. amino asitlerin arasinda
nikleer lokalizasyon sinyali (NLS) icerdigi gosterilmistir. Bu sinyal karyoferin a gibi NLS

reseptorleri tarafindan taninir [Devany et al., 2004], [Teng et al., 2018]. Sekil 2.4.'te
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DEK proteinin bilinen fonksiyonel bolgeleri ve wugradigi translasyon sonrasi

modifikasyonlari gosterilmistir [de Albuquerque Oliveira et al., 2018].

fpho,ph * acetyl. . PAR-binding{non-covalent) M acidgic[[][ll DNA-binding/folding
’ ’ PAR-bindi alent
- admaieomman = a-helix D DNA-binding/multimerization

modification functional domains

Sekil 2.4: DEK proteini fonksiyonel domainleri ve modifikasyon bélgelerinin
sekilsel gosterimi.

DEK proteininin aktivitesi post translasyonel modifikasyonlar (PTM) ile kontrol
edilir. Hem in vivo hem de in vitro galismalarda CK2’'nin DEK fosforilasyonunda goérev
aldigi, fosforilasyon bdlgelerinin C-terminal bolgesinde kiimelendigi gosterilmistir.
Fosforile olan DEK’in kromatine baglanmayi zayiflattigi, defosforile DEK’in ise
kromatine bagl kaldigi gosterilmistir. Ayrica bu bilgiyle tutarli olarak, bu
fosforilasyonun hiicre dongiisi sliresince miktarinin degistigi fakat G; fazinda gorece
daha fazla oldugu belirtilmistir [Kappes, Damoc, et al., 2004]. Bir diger PTM ise 6len
hicrelerde arttigi bilinen poli(ADP-ribozil)asyonudur. DEK, poli(ADP-riboz) polimeraz
1 (PARP1) ile baglanmaktadir ve boylece DNA tamirine yardimci olabilecegi
bildirilmistir [Gamble & Fisher, 2007]. DEK’in poli(ADPribozil)asyonunun, DNA
lezyonlarinin tamir edilmesini sagladigl ve hiicreleri genotoksik ajanlardan korudugu
gosterilmistir. Poli(ADP ribosile edilmis) DEK, kromatin ve hiicreden salinabilir ve
otoimmiin hastaligi olanlarin eklem sivisinda bulunan otoantikorlar bu serbest
modifiye DEK’i taniyabilir [Kappes et al., 2008]. DEK’in DNA’ ya baglanma afinitesi
ayrica asetilasyon ile de kontrol edilir. DEK N-terminalinde bulunan ilk 70 amino asit
icerisindeki lizin rezidiilerinden asetile olur. Asetilasyon ile DEK’in DNA elementlerine
olan baglanma afinitesi azalir, asetilasyonun kaldirilmasi engellendiginde ise
cekirdekte farkh vyapisal ve fonksiyonel bilesenleri ya da domainleri iceren
interkromatin granl kiimeleri icerisinde DEK’in birikmesine neden olur [Bogolyubov

and Parfenov, 2008], [Cleary et al., 2005].
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DEK transkripsiyonel olarak bilinen (g farkl transkripsiyon faktori ile kontrol
edilir. DEK’in promot6r analizlerinde transkripsiyon baslama bdlgesinde Nikleer
Faktor-Y (NF-Y) ve Ying Yang-1 (YY1) transkripsiyon faktorleri icin baglanma bolgesi
icerdigi gosterilmistir [Sitwala et al., 2002]. NF-Y kanser ve hiicre proliferasyonu ile
iliskilendirilirken, YY1 hiicresel ve viral gen ekspresyonunu diizenler. Ayrica DEK viral
E7 onkogeni tarafindan transkripsiyonel olarak aktive edilebilir. E7 ise proteozamal
degredasyon ile Retinablastom proteininin (Rb) negatif dizenleyici faktordir [Wise-
Draper et al., 2005]. Son olarak da kanser hticre hatlarinda DEK promotoriniin E2F-1
transkripsiyon  faktortyle baglandigi  gosterilmistir.  Kanser-iliskili ~ E2F-1
aktivasyonunun ayni zamanda DEK’in mRNA’sinin da Uretilmesini igerebilecegi

belirtilmistir (Sekil 2.5.) [Carro et al., 2006], [Riveiro-Falkenbach and Soengas, 2010].
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Sekil 2.5: DEK proteinin regtilasyon ve fonksiyonel mekanizmalarinin 6zeti

AML hastalarinda kesfedilmesinin ardindan yapilan ¢alismalarda, DEK’in ilk
olarak juvenile romatoid artirit (JIA) hastalarinin sinoviyal sivilarinda kesfedilmesinin

ardindan, diger otoimmun hastaliklar olan sarkoidoz ve sistemik lupus eritematoz
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hastalik belirtilerini gosteren hastalarin serumunda da otoantijen olarak gérev aldigi
bildirilmistir [Dong et al., 1998], [Sierakowska et al., 1993].

Sonraki yillarda yapilan calismalarda DEK’in c¢ekirdekte bir milyondan fazla
kopyas! bulunan bir protein oldugu, icerdigi SAP kutusu ile kromatine baglanabildigi
ve H2A-H2B histon dimeri ile ek protein-protein etkilesimini saglayabilecegi
belirtilmistir. Hlicre dongist sirasinda  DEK miktarinin  azalmamasi  ve
lokalizasyonunun degismemesi de DEK’in hiicre donglisii sirasinda kromatine bagh
oldugunu gostermistir [Kappes et al., 2001].

DEK’in HIV-2 enhancer bolgesinde bulunan peri-ets (pets) bolgesine sekans
spesifik olarak baglandigi birkac calisma ile belirtilse de son zamanlarda yapilan
calismalarda DEK’in daha cok siiper sarmal ya da dort-yollu baglanti DNA (four-way
juntion DNA)’ya baglanmayi tercih ettigi gosterilmistir [Fu et al., 1997], [Waldmann
et al., 2003]. DEK’in ayni zamanda RNA ile iliskisi kesfedildikten sonra splaysozom
baslatici yardimci faktor olan U2AF'nin 3’ birlestirme bdlgesini tanimasina aracilik
ettigi gosterilmistir. Yine ayni calismada serin rezidiileri fosforile olan DEK’in intron
cikarilmasi igin gerekli oldugu ancak splaysozom kompleksinin olusmasi igin gerekli
olmadigi gosterilmistir [Mendes Soares et al., 2006].

Mor-Vaknin ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada niikleer bir protein olan DEK’in
makrofaj tirevli monositlerin  (MDM) farklilagtirilmasi  sirasinda eksozomlar
araciliglyla ya da serbest formda hicreden salindigi ve klinik drneklere bakildiginda
ise DEK’in aktif olarak jivenil artirit hastalarinin sinoviyal sivisinda da oldugu
gosterilmistir [Mor-Vaknin et al., 2006]. DEK’in salgilanmasinda fosforilasyonundan
sorumlu olan CK2’nin gerekli oldugu ve bir kemoatraktant olan IL-8 (interldkin-8)’in
varhginin DEK salgisini arttirdigi bulunmustur. Salgilanmasi igin spesifik bir dizisi
olmamasina ragmen, DEK’in tipki IL-8 gibi kemokinlerde bulunan ELR motif icerdigi,
DEK’in de bir kemoatraktant olarak davrandigi ve nétrofil, CD8* T-hiicreleri ve CD56*
dogal katil hiicrelerinin migrasyonunda gorevli oldugu gosterilmistir [Mor-Vaknin et
al., 2006]. ELR motif, CXCR2 and CXCR1 reseptorleri araciligiyla kemotaksiste rol
almaktadir [Strieter et al., 1995].

DEK’in ayni zamanda hiicre proliferasyonu ve hiicre dénglisiinde de yer aldigi
da bildirilmistir. Glioblastoma hticre hatlari ile yapilan calismada DEK proteinin

susturulmasi ile hem hiicre proliferasyonunda azalma oldugu hem de hiicrelerin
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Go/G1 fazinda kaldigi gézlemlenmistir [Feng et al., 2017]. Serviks kanser hucreleri
kullanilarak yapilan ¢alismada da DEK’in susturulmasiyla hiicre proliferasyonu,
migrasyonu ve invazyonu ile iliskili olan Wnt/B-catenin yolaginin bozuldugu ve
hicrelerde proliferasyonun inhibe oldugu goésterilmistir [Xu et al., 2017]. DEK
dogrudan hiicre proliferasyonu lzerine etkili oldugu kadar diger protein ve protein
yolaklarini da etkiler. Zhang ve arkadaslar tarafindan yapilan galismada DEK’in
vaskller endotelyal blylime faktori (VEGF)'nlG aktive ederek hem hiicre
proliferasyonunu hem de migrasyonunu arttirdigi raporlanmistir [Zhang et al., 2016].

Literatlirde tam uzunlukta olan (375 amino asit) birinci DEK izoformu disinda,
49-82 amino asitleri arasindaki bolgesi eksik olan bir alternatif kirpilma varyanti
tanimlanmstir [Privette Vinnedge et al., 2013], [Teng et al., 2018]. ikinci izoformda
eksik olan bolgenin DEK’in DNA pozitif sliper sarmal olusturmak igin 6nemli oldugu
bildirilmistir. Literatiirde izoform-2 ile ilgili cok bilgi bulunmasa da hepatoseliiler
karsinom (HCC) hastalarinda yapilan calismada bu izoformun fonksiyonu kismen
tanimlanmistir. Bu ¢alismada hasta ornekleri ve hicre hatlari kullanilarak DEK’in
onkojenik roll arastirilmistir. DEK1 ifadesi kisa sa¢ tokasi RNA (short hairpin RNA,
shRNA) araciligiyla baskilandiginda, timordjeniteyi ve metastazi baskiladigl ancak
duslik-invasiv etkiye sahip olan HCC hiicre hattinda DEK izoformlari asiri ifade
ettirildiginde ise, birinci izoform daha fazla olmak Uzere, proliferasyonun arttig
gosterilmistir. Yine ayni calismada, izoformlar arasinda fark olmamakla birlikte,
izoform ve kontrol hiicreleri kiyaslandiginda migrasyon kapasitesinin de arttigi
raporlanmistir [L. Yu et al., 2016].

Laboratuvarimizda yapilan klonlama calismalari sirasinda DEK’in alternatif
kirpilma ile Gglincl bir izoform (DEK3) daha olusturdugu gosterilmistir. Alternatif
kirpilma sonucu uretilen izoformlarin hiicre icerisinde farkli gérevlerde rol alabildigi
ve hatta lokalizasyonunu degistigi rapor edilmistir [Kelemen et al., 2013]. DEK1
proteinin doku cesidine, saglikli ya da kanserli doku ve hiicre hatlarinda hiicresel
onemli sireclerden olan migrasyon, proliferasyon, hiicre dénglisii ve salgilanmada
onemli dizenleyici rolli oldugu gosterilmistir. Ancak DEK3’ln bu slireclerdeki etkisi
arastirilmamistir. Bu tez calismasinda DEK1, DEK2 ve DEK3 izoformlarinin asiri ifade
edildigi HS2-7A kemik iligi hiicreleri kullanilarak, bu hiicrelerde Ug¢ izoformun etkileri

karsilastirilmistir.
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3. MATERYAL

Tablo 3.1: Kullanilan Cihazlar.

Sistemi

Uriin Firma Katalog Numarasi
Chemi Doc XRS+ Biorad 721BR04545

CO; inkiibatér Heal Force HF90

Calkalayici Labnet $2025-B-230V
Etlv VWR 466-3510

Flow Sitometri BD Accuri C6

Isitici blok Benchmark BSH1002-E

Istk mikroskobu Nikon Eclipse, E100
Konfokal Mikroskop Zeiss LSM880

Laminar Akim Kiltlr Kabini Cryste Puricube 1200
Micropipet Seti Gilson F167300

Mini PROTEAN Tetra Cell BioRad 165-8004

Mini Santrifdj Hitachi CT15RE

Multi rétor Biosan Multi RS-60
Pipet Tabancasi (Gilson) Capp CAPP PA-100
Professional TRIO Thermocycler Biometra 846-070-723
Santrifdj Labogene ScanSpeed 1580R
Santrifj Sigma 1-14

Sivi azot tanki Taylor Wharton LS4800
Sonikasyon Cihazi Branson BBR02110512
Su banyosu Wisd Lab. Ins. 0400702135J036
Transblot Transfer Sistemi Biorad 170-4155

BOLT BIS TRIS %10 Western Blot Thermo Fisher NWOO010A

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

20




Tablo 3.2: Kullanilan Sarf Malzemeleri.

Uriin Firma Katalog Numarasi

6 / 96 kuyulu plaka TPP 92006 / 92096

Amicon Ultra-4 Filtre Millipore UFC801024

Amicon Ultra-15 Filtre Millipore UFC901024

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

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

Hazir Western Blot BOLT Jel invitrogen NWO00100BOX

Hazir Western Blot Jeli Biorad 456-1034

Kriyotip Nest 607001

Lam SuperFrost® Menzel Thermo Scientific 10118091

Lamel (22x22m) Isolab 075.00.003

Mr. Frosty Nalgene 5100-0001

Nitroseliloz Membran Biorad 1620112

Parafilm Isolab 058.01.001

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

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

Siringa ucu filtre (0.45 um) TPP 99745

Thoma Lami Isolab 1.075.03.002

Western Blot Mini Jel Tank Thermo Scientific A25977

Western Blot Transfer Modil Thermo Scientific B100

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

Uriin Firma Katalog Numarasi
4X Laemmli SDS Tamponu Biorad 161-0747

4X Bolt LDS Tamponu Thermo Scientific BT0007

10X Denatlirasyon Tamponu Thermo Scientific BTO009

10X TBS Biorad 1706435

10X Yirtutme Tamponu Biorad 161-0732

20X Transfer Tamponu Thermo Scientific BTO006

20X MES Yiritme Tamponu Thermo Scientific BT0002
Absolut Etanol Isolab 9.200.262.500
Beta-mercaptoethanol Applichem A1108.0100
BSA Sigma-Aldrich A2153-10G,50G
EDTA Sigma-Aldrich E5134-500G
Isopropanol Isolab 9610232500
Kemiluminisan (ECL) Advansta K-12045-D50
Marker Thermo Scientific 26616
Metanol Sigma-Aldrich 32213-2.5L
MycoPlasma Detection Kit intron 25237

NaCl Sigma-Aldrich $7653-250G
NP-40 Applichem A1694,0250
Parafolmaldehid (PFA) Sigma-Aldrich P6148-1KG
DPBS Gibco 14190094
Pierce BCA Pro.Ass.Kit. Thermo Scientific 23227
Proteaz/Fosfataz Ambion 2551G
Proteaz inhibitdr Sigma-Aldrich 11873580001
SDS Sigma-Aldrich L3771-100G
Sodium Chloride Sigma-Aldrich S§7653-250G
Sodium deoxycholate Sigma-Aldrich D6750-10G
Sodium Phosphate Di. Sigma-Aldrich S$7907-100G
TBS Bio-Rad 1706435
Triton X-100 Isolab 1.602.32.001
Tween-20 Sigma Aldrich P9416-100ML
Vectashield Mounting Medyum | VectorLab H-1200
WST-1 Roche 5015944001

22



Tablo 3.4:

Hicre Kaltird icin Kullanilan Malzemeler.

Uriin Firma Katalog Numarasi
DMSO Thermo Fisher Scientific BP231-100
FBS Gibco 10270106
IL-8 R&D 208-1L-010/CF
DPBS Gibco 14190094
Penicilin/Streptomycin | Gibco 15140122
RPMI 1640 Medium Gibco 52400025
Tryphan Blue Invitrogen T10282
Tripsin Gibco 25300054
Tablo 3.5: Kullanilan Hiicre Hatti.
Hiicre Hatti Firma Katalog Numarasi
HS-27A ATCC CRL-2496™
Tablo 3.6: Kullanilan Primer ve Sekonder Antikorlar.
Hedef Host | Firma | Katalog Numarasi
Anti-insan Flag Fare | SIGMA SLCD3524
Primer Anti-insan GAPDH | Tavsan | CST 5174S
Anti-Fare IgG At CST 7076S
(HRP-bagh)
Sekonder Anti-Tavsan IgG Kegi CST 7074S
(HRP-bagh)
Anti-Fare 1gG Fab2 Fare CST 4409S
Alexa Flour 555
Tablo 3.7: Kullanilan Cozeltiler
Cozelti igerik

RIPA Liziz Tamponu

150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI [pH 8], %1 NP-40, %0.5
Sodium Deoxycholate, %0.1 SDS

10X Transfer Tamponu

250ml; 36g Glycine, 7.55g Trizma Base

Yirtitme Jeli
(%12 Poliakrilamid Jel)

%40 Akrilamid (1.5ml), 1.5M Tris-HCI (pH:8,8, 1.3 ml), %10
SDS (50 pl), %10 APS (50 pl), TEMED (5 pl), distile su (2,1 ml)

Yikleme Jeli
(%4 Poliakrilamid Jel)

%40 Akrilamid (0.5 ml), 0.5M Tris-HCI (pH:6,8, 1.3 ml), %10
SDS (50 pl), %10 APS (50 pl), TEMED (5 pl), distile su (3,1 ml)

Dondurma Sollsyonu

%10 DMSO, %90 FBS
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4. METOT

Laboratuvarimizda daha énce MSCV-IRES-GFP (MIG, Addgene, 27490) iceren
retroviriis plazmitine Flag epitopu ile fiizyon olacak sekilde DEK izoform 1 (FD1), DEK
izoform 2 (FD2) ve DEK izoform 3 (FD3) cDNA’lari klonlanmistir. MIG plazmitleri ve
retroviris paketleme plazmitleri (VSVg, Gag/Pol) kullanilarak  elde edilen
retrovirislerle, DEK izoformlarini kalici olarak ifade eden HS-27A-FD1-GFP, HS-27A-
FD2-GFP ve HS-27A-FD3-GFP hiicreleri elde edilmistir. Ayni zamanda, negatif kontrol
olarak, insert icermeyen (bos) MIG retroviriisi kullanilarak da HS27A-GFP hiicreleri

olusturulmustur. Bu tez ¢alismasinda, bu hiicre hatlari kullanilmistir.

4.1. GFP* Hiicrelerin FACS Ayristirilmasi

4.1.1. Hiicre Kultiiru ve Hiicrelerin Saklanmasi

Daha 6nce dondurma tiiplerinin icerisinde stoklanan parental HS-27A hiicreleri
[HS27A-Noninfected (NI)] ve HS-27A- GFP, HS-27A-FD1, HS-27A-FD2, HS-27A-FD3
hicreleri su banyosunda 90 saniye bekletildikten sonra laminer akimli biyoglivenlik
kabinine alindi. Her hiicre hatti isimleriyle etiketlenen falkonlarin icerisine yavasca
aktarildi. Ardindan hiicrelerin igerisinde bulundugu dondurma besiyerinin igerisindeki
DMSO miktarini (DMSO, Thermo Fisher, BP231-100) azaltmak amaciyla toplamda 12
ml taze tamamlanmis RPMI 1640 besiyeri (%10 FBS, 25 mM HEPES, 2.05 mM L-
glutamin, %1 Pen/Strep) yavasca ve karistirilarak eklendi ve 1200 rpm’ de 6 dakika
santriflj edildi. Pellet hafifce karistirildi, 5 ml taze RPMI 1640 besiyeri ile ¢ozildi ve
icerisinde 10 ml taze RPMI 1640 besiyeri bulunan T75 flasklara aktarildi. Hicreler
37°C sicaklhik ve %5 CO2 saglayan inklibatorde inkiibe edildi. 24 saat sonra hiicrelerin
Uzerinde bulunan besiyeri dikkatlice vakum ignesi ile cekildi ve 15 ml taze RPMI 1640
besiyeri eklendi. Hiicreler yeterli saylya ulastiginda, GFP-pozitif (GFP*) olan hiicreler
akim sitometrisi (Flow cytometry; BD FACS Jazz Flow Cytometer cihazi) kullanilarak
ayristirildi. Bunun icin, hicrelerden 10 ul 6rnek alindi ve 10 pl Tripan Mavisi

(Invitrogen, T10282) boyasi ile karistirildiktan sonra Countess Cell Counter
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(Invitrogen) cihazi ya da hemositometre ile sayildi. Her hiicre hatti 1x10%/ ml olacak
sekilde, 2 mM EDTA ve %2 FBS iceren DPBS ile sulandirildi. Sulandirma sonrasinda 3
ml hiicre ‘polypropylen’ tiiplere aktarildi. GFP* hiicreler 1Iml dondurulmus FBS lizerine
toplandi. Ayristirma [Fluorescence-activated cell sorting (FACS)] islemi sonrasinda
hiicreler 5 dakika 1500 rpm’de santrifiij edildi, pellet taze besiyeri ile ¢6zildi ve

uygun konsantrasyonda T25 flasklara ekildi.

FACS sonrasinda GFP* olarak ayristirilmis HS-27A-GFP, HS-27A-FD1, HS-27A-
FD2 ve HS-27A-FD3 hiicreleri ortalama 30 milyon hiicre olacak kadar ¢ogaltildi ve her
bir tlipte (kriyotlip; cryotube) ~3 milyon hiicre olacak sekilde, dondurma medyumu
icerisinde hilicre dondurma kaplarinda (Freezing Container, Nalgene® Mr. Frosty)-

80°C’ de 24 saat donduruldu ve ertesi gin tlipler sivi nitrojen tankina aktarildi.

4.1.2. Ayrnistirilan GFP* Hiicrelerin Acuri C6 Akis Sitometri Cihaziile
Kontrolii

BD FACS Jazz Akis Sitometri cihazi ile ayristirilan hicreler ¢ogaltildiktan sonra
Acuri C6 Flow sitometri cihazi ile analiz edildi. Bunun igin hiicreler toplandi ve her
hiicre hattindan 5x10° hiicre analiz edildi. Her hiicre hattinin %95 Ulzerinde pozitif

oldugu teyit edildi (Sekil 5.2.).

4.1.3. Ayristirilan Hiicrelerin Mycoplasma Testi

Ayristilip GFP analizi yapilan hiicre hatlarinin her birinden 1,1x10° hiicre alindi
ve E-Myco Plus Mycoplasma PCR Tespit Kiti (Intron, 25237) kullanilarak Mycoplasma
tirleri ile kontaminasyonun olup olmadigina bakildi. Hiicreler ependorf tiipe
alindiktan sonra 13.000 rpm’de 15 saniye santrifij edildi. Stpernatant dikkatlice
uzaklastirildi, pellet 1 ml steril DPBS ile ¢ozlldl. Bu yikama islemi iki kere tekrarlandi.
Pellet 100 pl steril DPBS ile sulandirildi ve 95 °C’de 10 dakika inkibe edildi ve 2 dakika
13.000 rpm’de santrifiij edildi. Slipernatant yeni bir ependorfa aktarilarak kullanilana
kadar-20 °C’'de saklandi. Test gerceklestirilecegi zaman 6rnek sayisina ek olarak, bir

adet pozitif kontrol icin bir adet de negatif kontrol icin primer ve diger PCR reaksiyon
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icerikleri bulunan tupler (kit tarafindan saglanan) buz Uzerine alindi. Daha sonra
tiplere 15 pul dH;0 ve daha 6nce kaynatma metoduyla toplanan DNA orneklerinden
5 ul eklendi (Negatif kontrol icin 19 pl dH,0, pozitif kontrol icin de 18 ul dH,0, 1 ul kit
tarafindan saglanan pozitif kontrol DNA). Ardindan ornekler Professional TRIO
Thermocycler (Biometra) cihazina yerlestirildi. Kullanilan reaksiyon adimlari asagidaki

gibidir (2.,3. ve 4. basamaklar 35 kere tekrar edilmistir.):

Tablo 4.1: Mycoplasma Testi PCR Basamaklari.

Adim Sicaklik Sure

1 94 0C 1 dakika
2 94 °C 30 saniye
3 58°0C 20 saniye
4 72°C 1 dakika
5 72°0C 5 dakika
6 40C oo

4.2. Western Blot

4.2.1. Total Protein izolasyonu

Hiicre pelletleri 100 ul RIPA liziz tamponu ile ¢6zildi ve buz tizerinde 30 dakika
inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi her érnek 15 saniye sonike edildi, 30 saniye buz
Uzerinde bekletildi ve tekrar 15 saniye sonike edildi. Sonikasyon sonrasinda tiipler
13.000 rpm’de 10 dakika +4°C’de santrifiij edildi ve slpernatantlar, protein miktar
tayini yapilmak Gzere 6 pl bir tiipe ve her 6rnek icin ayri ayri etiketlenmis ikiser tlipe

dagitildi. Ornekler daha sonra kullaniimak tizere -80 °C’ ye kaldirildi.

4.2.2. Protein Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Protein tayini icin Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Fischer, 23227)

kullanildi. Bunun icin her kuyuya 200 ul hazirlanan calisma solisyonu (50 birim A
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sollisyonu: 1 birim B sollsyonu) eklendi. Daha sonra kuyulara 25 pl standart ya da 25
pl 1:10 oraninda sulandiriimis ornek yiiklendi. Her kuyuya pipetaj yapildi ve plaka
37 °C’de 30 dakika 80 rpm’de calkalanarak inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi 562
nm’de ve 700 nm’de VarioScan (Thermo Scientific, 3001-1571) cihazinda Olgiim

alindi. Ol¢iim sonuglari Microsoft Excel kullanilarak hesaplandi.

4.2.3. SDS Jel Elektroforezi

30 pg protein, yikleme Boyasi (10:1 Oraninda Laemni Buffer ve pB-
merkaptoethanol) ile karistirildi, yikleme hacmi dH;0 ile tamamlandi ve hazirlanan
ornekler 95 °C’de 5 dakika denatiire edildikten sonra %12’lik SDS- poliakrilamid jel
kullanilarak Mini PROTEAN Tetra Cell Sistemi (Bio-Rad, 165-8004)'nde, 1X Yiritme
Tamponu kullanilarak (10X tampondan sulandirildi, Bio-Rad, 161-0732), ilk 5 dakika
80V olacak sekilde, yuritme boyasinin icerdigi belirtegler tamamen jelden ¢ikana

kadar yaritald.

4.2.4. Proteinlerin Membrana Transferi ve Antikor Uygulamasi

Yiritme sirasinda 1X Transfer Tamponu hazirlandi. Ylritme sonrasi jel tanktan
cikarildi ve hizlica distile sudan gegirildi. Jelin disinda bulunan camlar bir aparat
yardimiyla jele zarar vermeden acildi. Jel tekrar dikkatlice distile sudan gecirildi. Daha
sonra Wattmann Kagitlari arasina jel Ustte membran altta olacak sekilde jel
yerlestirildi ve hazirlanan sandvig¢ transfer kasetine aktarildi. Transfer islemi Trans-
Blot Turbo Tranfer Sistemi (Bio-Rad, 170-4155)'nde 25 dakika 25V’da gerceklestirildi.
Transfer sonrasi membran 50 ml’lik kanonik uglu santrifiij tipline aktarildi. Membran
5 dakika boyunca %0,01 TBS-T (Tween-20, SIGMA, P9416-100ML; TBS, Bio-Rad,

1706435) sollisyonu ile calkalayici tizerinde yikandi.

Membran, icerisinde %5 BSA (Sigma-Aldrich, A2153-10G, 50G) iceren TBS-T
sollisyonu ile oda sicakliginda bir saat calkalayici Gizerinde bloklandi. Bloklama sonrasi
membran Gzerine %5 BSA iceren TBS-T sollisyonu icerisinde primer antikor olarak

Anti-Flag (M2, Mouse, SIGMA, F1804, 1:1000) eklendi, membran gece boyunca
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calkalayici Gzerinde +4°C’de inkiibe edildi. Ertesi glin membran (i¢ kere 7’ser
dakika %0,01 TBS-T ile yikandi ve Anti-Mouse IgG (CST, 1:3000) sekonder antikoru ile
bir saat oda sicakhiginda %5 BSA iceren TBS-T igerisinde inkiibe edildi. inkiibasyon
sonunda membran (¢ kere 7’ser dakika TBS-T ile yikandi ve goriintllendi. Daha sonra
ayni membrana anti-GAPDH (D16H11) (Rabbit mAb, CST, 5174S, 1:3000) antikoru bir
saat oda sicakliginda uygulandi. Ardindan membran Ug kere 7’ser dakika TBS-T ile
yikandi ve Anti-Rabbit 1gG (CST, 7074S, 1:3000) sekonder antikoruyla bir saat oda
sicakhginda calkalayici Gzerinde inkibe edildi. Yikamalar sonrasi membran tekrar

gorintulendi.
4.2.5. Membranin Goriintiilenmesi

Membranlarin  goriintilenmesi icin Ureticinin  tavsiye ettigi sekilde
gorintilemeden hemen once WesternBright ECL Kemiliiminesans HRP Substrat
(Advansta, K-12045-C20) kitinin icerisinde bulunan 1 ve 2 numarali sollisyonlar 1:1
oraninda karistirildi, membranin tiim ylizeyi kaplanacak sekilde damla damla eklendi.
Membran karanlikta 2-3 dakika inkiibe edildi. Ardindan fazla olan ECL soliisyonu
toplandi ve membran Chemi Doc XRS+ (Biorad, 721BR04545) cihazi kullanilarak
gorintilendi. Gorintiler daha sonra Image Lab (Bio Rad) programi kullanilarak

dizenlendi.

4.3. immunfloresan Deneyi (immunositokimya)

HS27A-GFP, HS27A-FD1, HS27A-FD2 ve HS27A-FD3 hiicreleri, 4x10°/ kuyu
olacak sekilde (6 kuyucuklu plakaya) ekildi. Ekim yapilmadan 6nce her kuyu i¢in 22x22
cm boyutundaki lameller teknik etanolden (%99,5) ve ardindan hizlica atesten
gecirildi. Lameller 6-kuyulu plakanin icerisine kondu, ardindan hiicreler kuyulara
ekildi. Hucreler 37°C sicaklik ve %5 CO2 saglayan inkibatorde 24 saat inkiibe edildi.
24. saat sonunda hiicrelerin tzerindeki besiyeri cekildi ve kuyular 3 kere 1X DPBS ile
(1 kere hizli yikama, 2 kere 5’er dakikalik yikama) calkalayici (izerinde yikandi. Yikama

sonras! her kuyuya %4 Paraformaldehit (PFA, Sigma-Aldrich, P6148-1KG) eklendi ve
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plaka 20 dakika oda sicakhginda inkiibe edildi. Ardindan yine kuyular 3 kere (1 kere
hizli yikama, 2 kere 5’er dakikalik yikama) calkalayici tzerinde yikandi. Ardindan
hicreler 500 pl %0.5 Triton X-100 (Isolab, 1.602.32.001) iceren DPBS ile 20 dakika oda
sicakhginda calkalayici Gzerinde inkibe edildi. Kuyular tekrar 3 kere yikandi ve her
kuyu 500 pl %2 BSA iceren DPBS ile oda sicakhginda 1 saat galkalayici Gzerinde
bloklandi. Bloklama sonrasi her kuyu 500 pl 1:500 oraninda % 1 BSA igceren DPBS ile
sulandiriimis Anti-Flag (M2, Mouse, SIGMA, F1804) antikoru ile gece boyunca
+4 °C’de inkilbe edildi. Ertesi glin primer antikor ¢ekildi ve hiicreler % 1 BSA igeren
DPBS ile 3 kere ¢alkalayici tizerinde yikandi. Yikamanin ardindan, %1 BSA igeren DPBS
ile 1:500 oraninda sulandirilmis olan Alexa Flour 555 (Mouse, kirmizi floresan, CST,
4409S) sekonder antikoru ile (500 ul) 1 saat oda sicakhginda karanlikta (calkalayici
Uzerinde) inklbe edildi. Kuyular ampul su ile 6 kere yikandi. Yikama adimi bittikten
sonra her lamel sirasiyla kaldirildi, kurutuldu ve Uzerine 13 ul Vectashield Mounting
Medium (VectorLab, H-1200) eklenen lamlarin Uzerine kapatildi. Preparatlarin
kenarlari seffaf tirnak cilasi ile kapatildi ve 6rnekler +4 °C’ye goriintlilemek lzere
kaldirild.

Preparatlar Zeiss LSM880 Konfokal Mikroskobu (63X objektif, immersiyon yagi

ile) gorintilendi ve elde edilen fotograflar Adobe Photoshop CS6 ile diizenlendi.

4.4. Yara Kapanma Deneyi

Hiicreler, deney gilinii %60-70 yogunlukta olacak sekilde cogaltildi. Deney glinii
hicreler sirasiyla 1:2 oraninda seri sulandirma yapilarak son konsantrasyon 2,5x10°
hicre/ml (12.500 hiicre/50 pl) olacak sekilde sulandirildi ve “lbidi Culture-Insert 2
Well in u-Dish 35 mm (lbidi, 81176)” kiltur kabi icerisinde bulunan eklentinin her iki
tarafina da 12.500 hicre/50 ul (pipetaj ile homojenize edildikten sonra) ekildi.
Hiicreler 24 saat CO; inkiibatériinde inkiibe edildi. inkiilbasyon sonrasi besiyeri
mikropipet ile cekildi, steril pens ile kdsesinden tutularak kiltiir kabinin eklentisi
cikarildi. Kiltlr kabi 2 ml 1X DPBS ile yikandi. Kiltir kabinin icerisine 2 ml %5 FBS
ve %1 Pen/Strep iceren RPMI 1640 besiyeri eklendi. insert ¢ikarildiktan sonra olusan
hat 0., 12., 24., 48. ve 60. saatlerde Nikon Eclipse Ti-S inverted mikroskobu (4X) ile
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gorintilendi. Belirlenen her saatte her 6rnek igin 3 ayri alandan fotograf cekildi. Her

saat icin, fotograflar Image-J programi ile yapilan alan analizinde kullanildi.

4.5. Proliferasyon Deneyi

4.5.1. Hiicrelerden Absorbans Elde Edilmesi

Sayilan hicreler sirasiyla énce 5x10° canli hiicre/ml ve 1,2x10° canli hiicre
/4,8ml (~5000/200ul) olacak sekilde sulandirildi. Sulandirmalar sonrasi her hicre
hattindan 6rnek alinip hemositometre kullanarak sayim yapildi. Son sayim sonrasi her
hicre hattindan 96-kuyulu plakaya 5000 hicre/kuyu olacak sekilde Ucer replika
olarak ekildi. 0.glinden itibaren her glin kuyulara 20 uL Water Soluble Tetrazolium
Salt (WST-1, Roche, 5015944001) eklendi, licer kere pipetaj yapildi. Ardindan hiicreler
37°C sicaklik ve %5 CO; saglayan inkiibatérde 4 saat inkiibe edildi. inkiibasyon
sonunda kuyulara licer kere daha pipetaj yapildi, olusan baloncuklar atesten gecirilen
enjektor ignesi yardimiyla patlatildi ve 96-kuyulu plakalarin VarioScan cihazinda, 450
nm ve 690 nm dalga boyunda absorbans degeri dlclldi. Bu islem O ile 5. glin arasinda

her giin igin tekrarlandi.

4.5.2. Absorbans Degerinin Analizi

Her kuyu icin Asso’de elde edilen degerden Asso’da elde edilen deger cikarildi ve
bu degerden de sadece medyumdan elde edilen triplike Asso degerlerinin ortalamasi
cikarildi. Her 6rnek triplike ¢alisildigl icin, elde edilen ¢ degerin ortalamasi alindi ve
her hicre hattinin kendi icindeki 0.glin degerine bodllinerek, her giin icin “0.gline
gore” kat farki hesaplandi. U¢ bagimsiz deneyden elde edilen verilerin ortalamasi

kullanilarak, Prism GraphPad yazilimiyla istatistiksel analiz yapildi.
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4.6. Hiicre Dongiisu Analizi

Hicreler 7,5x10%/ml olacak sekilde sulandirildi. Sulandirilan hicreler her gin
icin iki adet olmak tzere 8 adet 6-kuyulu plakaya 1,5x10°/kuyu olacak sekilde ekildi,
kuyularin hacmi 4 ml’ye tamamlandi. Hlicre dongusi analizi igin 1, 3, 4 ve 5. glinde
hicreler toplandi. Bunun igin énce hiicrelerin tizerinden besiyeri ¢ekildi, kuyular 1 ml
1X DPBS ile yikandi. Kuyulara yiizeyin tamamini kaplamasi i¢in damla damla 200 pl 1X
Tripsin (Gibco, 25300054) enzimi eklendi, kuyular 3 dakika 37°C’ de inkibe edildi.
Kuyulara 500 pl taze tamamlanmis besiyeri eklendi, ylzey yikandi, hiicre ve besiyeri
iceren sollisyon 1,5 ml hacimli mini santrifiij tlplerine aktarildi. Tipler 1200 rpm’de
5 dakika santrifij edildi. Pellet 1 ml soguk 1X DPBS ile ¢ozildi, tapler +4°C'de 1200
rom’ de 5 dakika santrifiij edildi. Sipernatant uzaklastirildi, hiicreler vortekslenirken
1 ml %70 EtOH (lsolab, 920.026.2500-2.5L) damla damla tiiplere eklendi, 30 dakika
+4°C'de inklibe edildi. Tupler 3000 rpm’de 10 dakika +4°C’'de santrifij edildi. Bu
asamada etil alkoliin etkisi ile pellet hareketli oldugu igin stipernatant dikkatli bir
sekilde uzaklastirildi. Pellet 1X DPBS ile ¢ozildi ve 3000 rpm’de 5 dakika +4°C’ de
santriflj edildi. Sipernatant uzaklastinldi, tiplere 100 pl (finalde 20 pg/ml olacak
sekilde) DPBS-T (%0.1 Triton-X-100) igerisinde RNase A (Thermo Scientific, ENO531)
eklendi. Huicreler 5 dakika oda sicakliginda inklibe edildi. Ardindan finalde 20 ug/ml
olacak sekilde DPBS-T (%0.1 Triton-X-100) icerisinde PI (Invitrogen, P3566) boyasi
eklendi. Hiicreler 10 dakika karanlikta oda sicakliginda inkiibe edildi. Boya eklenen
hiicreler ve boyasiz kontrol hiicreleri Acuri C6 Flow Sitometri cihaziile 1., 3., 4. ve 5.
glnlerde analiz edildi, elde edilen sonuglar ModFit LT 5.0 programi kullanilarak analiz

edildi ve duzenlendi.

4.7. Hiicre Besiyerinde DEK3 izoformunun Arastiriimasi

4.7.1. Hiicre Ekimi ve Besiyerinin Konsantre Edilmesi

HS-27A-GFP, HS-27A-FD1, HS-27A-FD2 ve HS-27A-FD3 hicrelerinden besiyeri
toplamak amaciyla; her hiicre hattindan 4 adet T75 flaska 1,2x10° hiicre ekildi. 24.
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saatte hiicrelerin ters 15tk mikroskobunda homojen sekilde dagildigi kontrol edildi. 48.
saatte hicrelerin ters i1sik mikroskobunda 4X ve 10X objektif ile fotograflari gekildi.
Ardindan besiyeri uzaklastirildi ve hiicreler oda sicakligindaki 3 ml 1X DPBS ile (i kere
yikandi. Her flaska 7,5 ml serum icermeyen (sadece %1 pen/strep iceren) RPMI 1640
besiyeri eklendi. Ve hiicreler inkiibatére kaldirildi. Rekombinant insan interlékin-8
(rhI1L-8)’i ile uyarilacak hiicrelere ise final konsantrasyon 10 ng/ml olacak sekilde rhiL-
8’i iceren besiyeri eklendi. Hicreler 18 saat inkiibe edildikten sonra medyumlar
toplandi. Medyum toplama isleminden 6nce ters 1sik mikroskobu ile her gruptan bir
flaskin 4X ve 10X blyutmede fotografi c¢ekildi. Her grupta, medyum toplanan
flasklardan birinin (izerine daha sonra total protein izolasyonu yapmak Uzere taze
serum icermeyen RPMI 1640 besiyeri eklendi. Toplanan medyumlar 1600 rpm’de 7
dakika 4°C’ de santrifiij edildi. Santriflij sonrasi besiyerleri Amicon-15 ultra santrifiij
tlplerine aktarildi. 14 ml besiyeri icin 140 pl 1X Proteaz inhibitérii (Sigma-Aldrich,
11873580001) eklendi. Ardindan santrifiij tiipleri 3600g’de 40 dakika 4°C’ de santrifij
edildi. Santriflij ardindan konsantre olan besiyerleri (~200 ul) Amicon-4 ultra santrif(ij
tlplerine aktarildi ve 1X DPBS ile hacim olarak 2 ml’e tamamlandi. Tipler tekrar
3600g’de 40 dakika +4°C’de santrifiij edildi. Santrifij sonrasi konsantre besiyerleri 1,5

ml’lik santrifiij tiplerine aktarildi ve -80°C’ye kaldirildi.

4.7.2. DEK3 izoformunun Besiyerinde Western Blot ile Analizi

Hicre lizatindan elde edilen ve hiicre medyumlarinin konsantre edilmesiyle
elde edilen proteinler BOLT BIS TRIS %10 (Thermo Fisher, NW0O0O10A) sistemi
kullanilarak jelde yuratildi. Bunun icin 6nce medyum orneklerinin 30 pl veya 10 pl’si
10X Sample Buffer ve 4X Yiikleme Boyasi ile karistirildi. Lizat 6rnekleri icin de 20 pg
protein yine 10X Sample Buffer ve 4X Ylkleme Boyasi ile karistirildi. Lizat 6rnekleri
icin ylikleme hacmi dH>0 ile tamamlandi. Hazirlanan 6rnekler 70 °C’de 10 dakika
denatiire edildi. Ornekler denatiire olurken, 1X Bolt MES ya da MOPS SDS Yiiriitme
Tamponu (Thermo Fischer, BO002) hazirlandi. Jel tanka yerlestirildi ve sizinti olmadigi
kontrol edildikten sonra tank 1X yiiriitme tamponu ile dolduruldu. Ornekler kuyulara

ylklendi ve 10 dakika 80V’da, 90 dakika 100V’da yirutulda.
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Ylritme islemi bittikten sonra “BOLT BIS TRIS %10 WELCOME PK” sistemi
kullanilarak islak transfer gergeklestirildi. Bunun igin sirasiyla kullanilacak olan PVDF
(Biorad, 1620177) membran 1 dakika saf metanol igerisinde bekletildi. Membrani
stkistirmak icin kullanilacak olan filtre kagidi ve slinger pedler 1X Transfer Tamponu
(Thermo Fischer, BT0006) ile islatildi. Transfer kasetinin igerisine siinger pedler, filtre
kagitlari ve membranlar sirasiyla yerlestirildi. Kaset tanka yerlestirildikten sonra, tank
1X Tranfer Tamponu ile dolduruldu ve 1 saat 20V’da transfer gerceklestirildi. Transfer
sonrasi membran 1 kere 5 dakika % 0.1 1X TBS-T ile yikandi. Yikama sonrasi
membran %5 BSA ile 1 saat oda sicakliginda inkiibe edildi. Ardindan membran anti-
Flag (M2, Mouse, SIGMA, 1804, 1:2000) ve GAPDH (D16H11, Rabbit, CST, 5174S,
1:3000) antikorlari ile %5 BSA iceren TBS-T sollisyonu igerisinde gece boyu 4 °C’de, ya
da 1 saat oda sicakliginda inkiibe edildi. Ardindan membran daha 6nce tanimlandigi

sekilde yikandi.

Membranlarin  goriintilenmesi icin Ureticinin  tavsiye ettigi sekilde
gorintilemeden hemen once WesternBright ECL Kemiliiminesans HRP Substrat
(Advansta, K-12045-C20) kitinin icerisinde bulunan 1 ve 2 numarali sollisyonlar 1:1
oraninda karistirildi, membranin tim ylizeyi kaplanacak sekilde damla damla
aktarildi. Membran karanlikta 2-3 dakika inklibe edildi. Ardindan fazla olan ECL
sollisyonu toplandi ve membran Chemi Doc XRS+ (Biorad, 721BR04545) cihazi
kullanilarak goriintiilendi. Goruntiler daha sonra Image Lab (Bio Rad) programi

kullanilarak diizenlendi.

4.7.3. Ticari ELISA Kiti ile Besiyerinde DEK izoformlarinin Arastiriimasi

HS-27A-GFP, FD1, FD2 ve FD3 hiicrelerinin medyumlarinda DEK protein varlgi
ayrica Flag-Etiketli Protein ELISA Kit (Biovision, 4700-100) kullanilarak arastirildi. Bu
amacla, hiicreler 1.2x10° hiicre/T-75 flask olacak sekilde 4 adet kiiltiir kabina ekildi.
48. saatte hicrelerin 4X ve 10X biuylitmede Nikon Eclipse Ti-S ters i1sik mikroskobunda
fotograflari gcekildikten sonra, hiicrelerin lzerindeki besiyeri ¢ekildi, 3 ml 1X DPBS ile
ylzey yikandi. Yikama sonrasi rhlL8 uygulanmayacak kiltlir kaplarina 7,5 ml taze

serum icermeyen (sadece %1 pen/strep iceren) besiyeri eklendi ve inkiibatore
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kaldirildi. rhIL-8 uygulanacak hiicrelere ise kiltir kaplarinin igerisinde finalde 10 ng/
ml IL-8 olacak sekilde serum icermeyen besiyeri eklendi ve hiicreler 18 saat inkiibe
edildi. Medyumlar yukarida anlatildigi gibi Amicon-15 ve Amicon-4 ultra santrifiij
tupleri ile toplandi. Medyumlari toplanan kiiltiir kaplarindan her hiicre ve kosuldan
birer adetinin Gzerine taze serum icermeyen besiyeri eklendi (hiicre lizati elde etmek
icin). Medyumlar iki tipe aktarildi. Tiplerden biri ELISA deneyi igin kullanildi (protein
Uclncil yapilarinda bozulmanin minimumda olmasi icin dondur-¢6z yapilmadi), digeri
daha sonra kullanilmak lzere denatilire edilmeden -80°C’ye kaldirildi. Kullanilacak
olan medyum Western Blot analizinde kullanmadan énce 1:5 veya 1:10 oraninda
sulandirildi.

Hicre lizatindan protein elde etmek i¢in de Gzerlerine besiyeri eklenen kultir
kaplari biyogivenlik kabinine alindi, hicrelerin lizerindeki besiyeri vakumlu igne ile
cekildi. Hiicrelerin bulundugu yiizey 1X DPBS ile yikandi ve 1X Tripsin ile 3 dakika
37°C'de inkube edildi. Ardindan taze tamamlanmis besiyeri eklenen hiicreler
toplandi, ¢coktaruldu. Her érnekten 2,5x10%/ml hiicre mini santrifiij tiplne alindi.
Tupler 10000g’de 2 dakika ¢okturaldi. Slipernatant uzaklastirildi, pellet 1X DPBS
icerisinde vortekslenerek ¢ozildi. Hicreler toplamda 2 dakika (30 saniye araliklarla)
sonike edildi ve 10 dakika 10000g’de santrifiij edildi. Slipernatant toplandi, 6érnekler
ELISA’da kullaniimak Gizere 1:20 oraninda sulandirildi.

ELISA icin DYKDDDDK standartlari hazirlandi. Kit icerisinde temin edilen Flag
standarti dH,0 kullanilarak 0 (S0), 256 (S1), 640 (S2), 1600 (S3), 4000 (S4) ve 10000
(S5) ng/ml olacak sekilde hazirlandi. Plakanin kuyularina 50 pl standart, sulandiriimis
medyum veya lizat 6rnegi eklendi. Ardindan 50 ul konjugat ¢alisma solisyonu (12 pl
HRP-konjugat stok solliisyonu 7,5 ml konjugat tamponu igerisine eklendi) ve 50 pl
antikor solisyonu (kit icerisinde, kullanima hazir) eklendi. Plakanin {zeri plaka
kapatici film ile kapatildi ve oda sicakliginda 1 saat calkalayici lizerinde inkiibe edildi.
Kuyularin iceriginin tamami uzaklastirildi, 5 kere 1X Yikama Tamponu ile yikandi. Her
kuyuya 100 pl TMB Slibstrat sollisyonu eklendi, plaka oda sicakliginda calkalayici
Uzerinde 23 dakika inklibe edildi. SO standardinin eklendigi kuyuya ODeso 6lcimi

yapildi, kuyulara 100 pl durdurma solisyonu eklendi ve hizlica ODasp 6l¢limi alindi.
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4.8. Istatistiksel Analiz

Yapilan deneylerde elde edilen sonuglar GraphPad Prisim 8.0 programi
kullanilarak analiz edildi. Yara kapanma deneyinde ve proliferasyon deneyinde
(growth curve) 2-way ANOVA testi, ELISA deneyinde Student’s T-Test kullanildi ve
P<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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5. BULGULAR

5.1. DEK3 izoformunun Diger DEK izoformlan ile
Karsilastiriimasi

DEK3 izoformu, literatirde DEK olarak tanimlanan DEK1 izoformu ile
karsilastirildiginda DEK1 izoformunda bulunan 253-348 amino asit rezidilerini
icermemektedir. “Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)” ile vyapilan
karsilastirma da DEK3 ile eslesen bir transkript bulunmamaktadir (Sekil Al1.1).
izoformlar arasi c¢ikan bolge sekil 5.1° de gosterilmektedir. DEK3 izoformunda
bulunmayan 95 amino asitlik bolge, DEK’in fosforilasyon bdlgelerini yogunlukla
icermektedir [Kappes, Damoc, et al., 2004]. Bu bolgenin CK2 gibi kinazlar ile
fosforilasyonu DEK’in multimerizayonunu sagladigi bilinmektedir. Bu bdlge ayni
zamanda molekiller arasi ve kromatin ile etkilesim icin olduk¢a 6nemlidir [Kappes,

Scholten, et al., 2004].

1 2 4 5 6 7 8 9 10 11
DEK2 — - - - - - - - — - -
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

DEK1 —-—-—-—-—-—-———-—-—-—.—

DEK3 — - - - - - - -

Sekil 5.1: DEK izoformlarinin ekzon dizilimini. DEK1: DEK izoform 1;
DEK2: DEK izoform 2; DEK3: DEK izoform 3.

5.2. DEK izoformlarininin Western Blot Analizi

Laboratuvarimizda daha o6nce MSCV-IRES-GFP (MIG) iceren plazmitler
araciligiyla, retroviral yontem kullanilarak DEK izoformlari HS27A saghkli kemik iligi
stroma hiicrelerinde kalici olarak asiri ifade ettirilmisti. Bu hticreler, kullanilan vektor
sayesinde vyesil floresan protein (Green fluorescent protein; GFP) ve ayrica, N-

terminalinde Flag belirteci (N-DYKDDDDK-C) olan DEK izoformlarini Uretir. Bu tez
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¢alismasinda hiicreler deneylerde kullanilmadan 6nce bir kere daha GFP proteini
temel alinarak FACS ile ayristirildi ve ayristirma sonrasinda hiicrelerin %95’ten ylksek
oranda GFP* oldugu saptandi (FD1 %98.5; FD2 %98; FD3 %96.1) (Sekil 5.2A).
Ayristirilan hiicreler Mycoplasma kontaminasyonu agisindan test edildi, kontamine

olmadigi gosterildikten sonra (Sekil 5.2B) hiicreler stokland.
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Sekil 5.2: FACS Analizi ve Mycoplasma Test Sonucu. Retroviral ydntem
kullanilarak transdiikte edilen HS27A hiicrelerinin FACS ile secilmesi ardindan
yapilan Acuri analiz sonuglari (A). Mycoplasma kontroli yapilan hiicrelerin agaroz
jelde goriintiilenmesi (B). (NI: Parental (transfekte edilmemis hiicre), GFP: HS-27A-
GFP kontrol. FD1: Flag etiketli DEK1 izoformunu asiri ifade eden hiicre (HS-27A-FD1).
FD2: Flag etiketli DEK2 izoformunu asiri ifade eden hiicre (HS-27A-FD2). FD3: Flag
etiketli DEK3 izoformunu asiri ifade eden hiicre (HS-27A-FD3), PK: Pozitif Kontrol.

Hiicreler FACS ile analiz edildikten sonra, DEK izoformlarinin asiri ifadesi
Western blot yontemiyle dogrulandi. Her izoform ve kontrol icin anti-Flag ve ylikleme
kontroll icin GAPDH antikoru kullanilarak analiz yapildi. Ayni konsantrasyonda

ylikleme vyapilan o6rneklerin kontrol ylikleme antikoru ile karsilastirildiginda
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izoformlarin hepsinin benzer oranda ifade edildigi gosterildi. Bu analiz sayesinde
izoformlarda bulunmayan amino asit bolgelerine bagli olarak izoformlar arasindaki

kitle farki da gosterildi (Sekil 5.3).
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Sekil 5.3: Western Blot analizi sonucunda Flag ve GAPDH boyamasi yapilan
protein orneklerinin gorintisa.

5.3. DEK izoformlarinin Lokalizasyonunun Belirlenmesi

DEK proteinin literatirde kromatine bagh sekilde ya da eksozomlar araciligiyla
salgilandigi bildirilmistir [Mor-Vaknin et al., 2006]. Alternatif kirpilma ile olusan
izoformlarin fonksiyonel farkhliklar sergiledigi ve hicre ic¢i lokalizasyonunun
degisebildigi bilinmektedir [Kelemen et al., 2013]. DEK’in hiicre ici lokalizasyonunun
izoformlar arasinda farklilik gosterip gostermedigini tespit etmek amaciyla
immunofloresan boyama yapildi. DEK1 izoformunun c¢ogunlukla kromatine bagli
olarak bulundugu ve cekirdekte lokalize oldugu gosterilmistir [Mor-Vaknin et al.,
2006], [Waldmann et al., 2003]. Anti-Flag antikoru ile indirekt olarak yapilan
immunofloresan boyama sonucunda, DEK1 izoformunun literatir ile tutarh olarak
cekirdekte lokalize oldugu, DEK2 izoformunun cekirdekcik oldugu tahmin edilen
bolgede yogun olmak Uzere cekirdekte bulundugu, DEK3’lin ise DEK1 gibi cekirdek
icerisinde yaygin bir sekilde bulundugu gosterilmistir (Sekil 5.4).
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HS27A GFP

HS27A FD1

HS27A FD2

HS27A FD3

HS27A GFP

HS27A FD1

HS27A FD2

HS27A FD3

FLAG

DAPI + FLAG

MERGE

Sekil 5.4: Anti-Flag antikoru ve Alexa-555 sekonder antikoru ile boyanan

(kirmizi) HS27A hiicrelerinin konfokal mikroskobu ile alinan goriintlsi (63X, A). Tek
hicre icin yakinlastirilmis gorinti (63X, B). Mavi: DAPI ile cekirdek boyamasi. Yesil:

GFP.

39



5.4. DEK izoformlarinin Asiri ifadesinin Hiicre Migrasyonuna
Etkisinin Arastiriimasi

Daha once DEK1 izoformunun asiri ifadesinin cesitli saghkh ve kanser
hlcrelerinde migrasyonu arttirdigi gosterilmistir. DEK1 ve DEK2 izoformunu igeren bir
calismada her iki izoformun da karaciger kanser hiicre hattinda asiri ifadesinin hiicre
migrasyonunu arttirdigi bulunmustur [Yu et al., 2016]. Kanser hiicre hatti olmayan
ancak immortalize edilmis HS-27A hiicrelerinde DEK izoformlarinin hiicre
migrasyonunu etkileyip etkilemedigini belirlemek amaciyla, yara kapanma (wound
healing) deneyi gerceklestirildi. Hlicreler yara iyilesmesini tespit etmek icin 6zel kiltlr
kaplarina ekildi, kiltiir kabini doldurmalarinin ardindan proliferasyonun durmasi igin
serum orani azaltilmis (%5) besiyeri eklendi ve hiicrelerin arasinda bosluk
olusturuldu. Ardindan 0., 12., 24., 48., ve 60. saatlerde ters isik mikroskobu ile bosluk
olan alanin 3 ayri bolgesinin goérintisi alinarak Image-J programi ile analiz edildi.
Analiz sonucunda, kontrol HS-27A-GFP hiicrelerinin ve FD3 hiicrelerinin yarayl daha
hizli kapattigl (migrasyonlarinin daha iyi oldugu), buna karsi FD1 ve FD2 hiicrelerinin
ise migrasyonlarinin yavasladigi ve yarayi daha gec kapattiklari tespit edildi (Sekil 5.5)
Elde edilen sonuclar, DEK1 ve DEK2'nin C-ter bodlgesinde bulunan ancak DEK3
izoformunda bulunmayan 253-348 arasindaki amino asit bolgesinin migrasyonu

baskiladigini gostermektedir.
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Sekil 5.5: Migrasyon Deneyi Sonuglari. 0., 24., 48. Ve 60. saatlerde Nikon
Eclipse Ti-S ters 151k mikroskobu ile alinan goérintiler (A). Her hiicre hatti icin ayni
saate ait 3 goriintl ortalamasi kullanilarak hazirlanan Image-J analiz sonuglari.
Grafik 3 bagimsiz deneyden elde edilen, her saatte 3 ayri alanin ortalamasini
gostermektedir. GraphPad Prism kullanilarak 2- way ANOVA testi yapildi (*P<0.05,
**P<0.01, ***P<0.001).

5.5. DEK izoformlarinin Hiicre Cogalmasina Etkisi

DEK proteinin pek ¢cok kanser tiriinde asiri ifade edildigi, bu ifade artisinin
birden fazla primer hicre ve hiicre hattinda ¢ogalma kapasitesini arttirdig
belirtilmistir [Feng et al., 2017], [Xu et al., 2017], [Yang et al., 2020], [Zhang et al.,
2016]. Ayni zamanda yine hepatoselller karsinoma hicre hattinda ektopik olarak

DEK1 ve DEK2 izoformunun asiri ifadesinin de hiicre cogalma kapasitesini arttirdigi
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gosterilmistir [Yu et al., 2016]. Bu veriler dogrultusunda, DEK izoformlarinin HS-27A
hicrelerinin ¢ogalmasina olan etkisini incelemek amaciyla, hiicrelerin ¢ogalmasi 6
giin boyunca takip edildi. U¢ bagimsiz deney sonucunda, kontrol HS-27A-GFP
hicreleri ile kiyaslandiginda DEK1, DEK2 ve DEK3 hiicrelerinin asiri ifadesinin
proliferasyon kapasitesini dlistirdtigi tespit edildi. DEK2 ve DEK3 izoformlarinin hiicre
cogalmasini DEK1 hiicrelerinden daha fazla baskiladigi belirlendi (Sekil 5.6A ve 5.6B).
Ozetle, DEK2’de N-terminalinde eksik olan bélge hem migrasyonu hem de
proliferasyonu yavaslatirken, DEK3’te bulunmayan amino asit bolgesi proliferasyonu

yavaslatmakta ancak migrasyona etki gostermemektedir.

WST-1 ile Proliferasyon Deneyi Sonucu WST-1 ile Proliferasyon Deneyi Sonucu
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Sekil 5.6: Hicre Proliferasyon Deneyi Sonuglari. Hicreler 5000 hiicre/kuyu ve
Uclh tekrar olarak ekildi, elde edilen absorbans degerlerinin ortalamasi alindi ve
sonuclar her hiicre hattinin 0. giin degerine bodlliinerek ¢ bagimsiz (A) ve dort
bagimsiz tekrar sonucu (B) i¢in kat farki olarak hesaplandi. Sonuglar 2-Way ANOVA
kullanilarak analiz edilmistir (*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001).

5.6. DEK izoformlarinin Hiicre Etkisinin

Incelenmesi

Donglisune

DEK3 izoformunun hiicre cogalmasi Uzerindeki yavaslatici etkisinin hiicre
donglisiinde degisiklige yol acip acmadiginin tespiti icin hiicre donglsi analizi
gerceklestirildi. Hlicre dongisi analizinde, hiicre icerisindeki nikleotitleri boyayan Pl
boyama yoéntemi ve Acuri C6 Flow sitometri cihazi kullanildi. Hiicredeki ribontiikleik

asitlerin boyanmasini engellemek icin, Pl boyama oncesi hiicrelere RNase A
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uygulandi. Hicre dongisu, proliferasyon deneyinde oldugu gibi 1., 3., 4. ve 5. giinde

analiz edildi. Analiz sonucunda tiim DEK izoformlarinin hicre dongisinin Gz/M

fazinda yigilmaya (arrest) sebep oldugu; bu yigilmanin DEK3 ifade eden hiicrelerde

daha fazla bulundugu tespit edildi (Sekil 5.7 ve Sekil 5.8).
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Sekil 5.7: Hiicre dongisi analiz sonuglari.
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Sekil 5.8: Hiicre donglist analizinin grafiksel gosterimi.

5.7. DEK izoformlarinin Hiicre Disina Salgilanmasinin Western
Blot ve ELISA Yontemi Kullanilarak Arastirilmasi

Literatirde DEK1 izoformu ile ilgili yapilan ¢alismalarda DEK1 inflamasyon
bolgesinde otoantikor profilinin ana bileseni olarak tanimlanmis, daha sonrasinda
yapilan ¢alismalarda ise DEK1’in 6zellikle juvenil idiopatik artirit hastalarindan alinan
sinoviyal sivida bulundugu gosterilmistir [Sierakowska et al., 1993]. Ayrica, DEK1’in
inflamasyonda goérevli hiicreler igin kemoatraktan olarak gorev aldigi, IL-8 ile stimiile
edilebilen ve serbest formda ya da ekzozomlar aracihigiyla MDM hiicrelerinden
salgilandigi gosterilmistir [Mor-Vaknin et al., 2006]. ilave olarak, salgilanan DEK1
proteinin hematopoietik kok hiicrelerin reglilasyonunda gorev aldigi da bildirilmistir
[Capitano et al., 2019]. Bu calismalar, DEK1’in cekirdekte DNA’ya baglanarak
gerceklestirdigi gorevlerine ek olarak, salgilanma yoluyla da fonksiyon gosterdigini ve
hem inflamasyonda hem de reglilator olarak kan hiicrelerinin Gretiminde rol
alabilecegini vurgulamaktadir. DEK1 izoformunun spesifik bir salgilanma sinyaline

sahip olmamasi fakat IL-8 uyarimi ile salgisinin artmasindan yola c¢ikilarak, bu tez
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calismasinda DEK izoformalarinin HS-27A hiicrelerinden de salgilanip salgilanmadigi
IL-8 varliginda ve yoklugunda Western Blot ve ELISA yontemiyle arastiriimistir. Bunun
icin serum icermeyen besiyerinde 18 saat inkiibe edilen kontrol ve FD1, FD2, FD3
hicrelerinin besiyerleri Amicon Ultra-15 ve Amicon Ultra-4 filtreleri ile konsantre
edildi. Besiyerleri toplanmadan Oncesinde ve sonrasinda hiicrelerin ters 1sik
mikroskobunda (4X ve 10X objektif ile) fotograflari ¢ekildi ve hiicrelerin canliliklari

konfirme edildi (Sekil 5.9).
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Serumsuz Besiyeri 0.Saat
Serumsuz Besiyeri 18.Saat

4X

Serumsuz Besiyeri + rIL8 18.Saat

FD3

10X

Sekil 5.9: rhIL8 ile uyarilan ve uyarilmayan hicrelerin 0. ve 18. saat goruntuleri. Goriuntiler Nikon Eclipse Ti-S ters 151k mikroskobu

kullanilarak 4X ve 10X objektif ile gérintulendi.




Besiyeri toplanan hicrelerden ayni zamanda total protein izolasyonu da
gerceklestirildi. Western Blot analizlerinde IL-8 ile stimile edilen veya edilmeyen
deney grubunun hiicre lizati 6rneklerinde DEK izoformlarinin varligi tespit edilmesine
ragmen, bu hicrelerin konsantre besiyerilerinde DEK izoformlari Western blot

yontemiyle tespit edilebilecek diizeyde bulunmamaktaydi (Sekil 5.10A ve Sekil 5.10B).
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Sekil 5.10: rhIL-8 ile uyarimi yapilan ve yapilmayan orneklerin Western Blot ile
degerlendirme sonucu. IL-8 ile uyariimayan (A) ve uyarilan (B) hiicrelerden
konsantre edilen besiyeri 6rneklerinin ve lizat 6rneklerinin Western Blot analizi
sonuglart.

Ayrica, hicre lizatlari ve konsantre edilen besiyerleri ELISA kiti (Biovision)
kullanilarak da analiz edildi. ELISA deneylerinde besiyeri ornekleri ayni sekilde
konsantre edilirken, hiicre lizati drnekleri kitin onerdigi sekilde toplandi ve 1:20
oraninda sulandirildi. Konsantre besiyeri ornekleri 1:10 veya 1:5 oraninda

sulandirilarak test edildi. Yapilan deneyde lizat sulandirmalari (1:20) ve 1:10 besiyeri

46



sulandirmalarinda kontrole (HS-27A-GFP) kiyasla izoform ifade eden hicreler
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlenemedi (Sekil 5.11). Besiyeri
grubunda 1:5 sulandirma yapildiginda ise, kontrole ((HS-27A-GFP) kiyasla, IL-8
varliginda DEK1 izoform salgisinin arttidigi gozlemlendi. Benzer sekilde DEK2
izoformunun da salgilandigi ancak DEK3 izoformunun salgilanmadig goéruldi.
izoformlarin 1:5 oraninda sulandirmalarini iceren deney sadece 1 kez yapilabildigi icin
istatistik analizi gergeklestirilemedi. Her ne kadar HS-27A hiicrelerinden DEK1 ve
DEK2'nin IL-8 varhiginda disik oranda da olsa salgilandigl gosterilmis olsa da

deneylerin tekrar edilerek bu sonucun desteklenmesi gerekmektedir (Sekil 5.11C).

ELISA Sonucu ELISA Sonucu
(rhIL8(-) Lizat ve Besiyeri Ornekleri) (rhIL8(+) Lizat ve Besiyeri Ornekleri)

Kat Farki
Kat Farki

GFP FD1 FD2 FD3 GFP FD1 FD2 FD3 GFP FD1 FD2 FD3 GFP FD1 FD2 FD3
Lizat Besiyeri Lizat Besiyeri
(1:20) (1:10) (1:20) (1:10)
c ELISA Sonucu

(rhIL8(-) ve rhIL8(+) Besiyeri Ornekleri)

1.5+

Kat Farki

GFP FD1 FD2 FD3 GFP FD1 FD2 FD3

rhiL8(-) rhiL8(+)
(1:5) (1:5)

Sekil 5.11: rhIL8 ile uyarimi yapilan ve yapilmayan 6rneklerin ELISA Kiti ile
degerlendirme sonucu. rhiL8 ile uyarilmayan lizat (1:20 sulandirma) ve besiyeri (1:10
sulandirma) érneklerinin kat farki (A). rhIL8 ile uyarilan lizat (1:20 sulandirma) ve
besiyeri (1:10 sulandirma) orneklerinin kat farki (B). rhIL-8 ile uyarilan ve
uyarilmayan besiyeri 6rneklerinin (1:5 sulandirma) kat farki (C). Elde edilen sonuglar
her deney grubunun kontrol (HS-27A-GFP) grubuna boéltnerek kat farki olarak
gosterildi.
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6. SONUCLAR VE TARTISMA

DEK proteini 375 amino asitten olusan (43kDa) kromatine baglanabilen ve
bilinen enzimatik bir aktiviteye sahip olmayan bir proteindir [Privette Vinnedge et al.,
2013]. Literatlirde DEK olarak tanimlanan DEK proteinin birinci izoformu (DEK1),
proliferasyon, migrasyon, hilicre donglsi, transkripsiyon, DNA hasar tamiri ve
translasyon gibi pek ¢cok dnemli hiicresel surecler ile iliskilendirilmistir. Ayrica gerek
salgilanan DEK’in gerekse endojen DEK'in hematopoezde ve hematopetik kok
hicrelerin diizenlenmesinde 6nemli roli oldugu bildirilmistir [Capitano et al., 2019],
[Chen et al., 2021]. DEK’in literatirde bilinen ikinci izoformu (DEK2), birinci
izoformdan farkli olarak 49-82 amino asitlerin oldugu bolgeyi icermez. Bu tez
calismasinda DEK’in bilinen bu iki izoformu diginda alternatif kirpilma ile olusan
Uglinci bir izoformu (DEK3) oldugu ve bu izoformun C-terminal bolgesinde 253-348.
amino asitleri arasindaki 95 amino asitlik bolgeyi icermedigi gosterilmistir. Yine bu
tez kapsaminda, DEK3 izoformunun fonksiyonel ozellikleri ve diger izoformlar ile
arasinda bulunan farkhlik ve benzerlikler incelenmistir. DEK’in hematopoezde bilinen
etkilerinin  kemik iligi mikrogevresindeki etkisini anlamlandirabilmek Gzere
immortalize edilmis kemik iligi stromal hiicre hatti HS-27A model olarak kullanilmustir.
Deneyler gerceklestirilmeden 6nce DEK izoformlarinin HS-27A hiicrelerinde retroviral
ydntemle ayri ayri kalici olarak ifadesi saglandi (Emrah Ozgelik). Bu tez kapsaminda
bu hiicre hatlari FACS ile GFP belirteci kullanilarak saflastirildi ve hiicre hatlari %95’in
Uzerinde GFP* olacak sekilde elde edilerek ¢ogaltildi ve izoformlarin ifadesi Western
Blot ve immunofloresan boyama kullanilarak dogrulandi.

HS-27A hiicre hatti insan papilloma virtisii E6/E7 genlerini iceren rekombinant
bir retroviris ile 6limsuzlestirilmistir (immortalized) [Roecklein & Torok-Storb, 1995].
Modifiye ettigimiz ve DEK izoformlarini kalici olarak ifade ettigimiz bu hiicrelerde
yaptigimiz immiinfloresan boyama sonucunda DEK izoformlarinin hiicrede DNA
boyasi olan DAPI ile cakistigl, izoformlarin ¢cekirdekte lokalize oldugu gosterildi. Ancak
ilging olarak, DEK1 ve DEK3 izoformu hiicre cekirdeginde yaygin olarak lokalize

olurken, DEK2 izoformu c¢ekirdek icinde hem
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yaygin hem de kiiglik kimeler-agregatlar halinde bulunmaktaydi. Laboratuvarimizda
yapilan es zamanli galismalarda bu agregatlarin ¢ekirdek ici organel-benzeri yapi olan
cekirdekgik oldugu gosterilmistir (Emrah Ozgelik, Ahmet Kalayci ve Hasan Akyol;
yayinlanmamis veri). Her (i¢ izoformda da NLS bulunurken ve DEK2 izoformunun N-
terminal bélgesinden ¢ikan 34 amino asitlik bolgede 3 adet asetilasyon bolgesi disinda
0zel bir domain ve PTM bodlgesi bulunmamaktadir ([Mor-Vaknin et al., 2011].
DEK2’nin ¢ekirdekte sergiledigi bu yogunlasma, ¢cikan bolgede asetilasyon disinda 6zel
rezidilerin bulunabilecegi ya da Uclncill katlanmanin degismesi yolu ile ¢ekirdek
icinde kiime olusturmaya sebep olabilecegini diisiindiirmektedir. DEK3 izoformunda
eksilen bolgede pek cok fosforilasyon ve asetilasyon boélgesi ve multimerizasyonu
saglayan domainin bir kismi bulunmasina ragmen [Mor-Vaknin et al., 2011], bu
bolgenin ve bu bolgede gerceklesen PTM’lerin eksikligi hiicrede igerisinde protein
lokalizasyonunda bir degisiklige sebep olmamistir.

DEK1’in 6zellikle kanser dokularinda ve hiicre hatlarinda migrasyonu arttirdigi
bilinmektedir. Bu c¢alismada da DEK1'in asiri ifadesinin saghkli kemik iligi
mikrocevresinde nasil bir etkisi oldugu incelendi. Yapilan deneylerde 48. saatten
itibaren DEK2 izoformunun kontrol hiicresine kiyasla daha yavas migrasyon
sergiledigi, 60.saatte ise bu farkin daha da belirginlestigi gosterildi. DEK1 izoformu,
60. saatte DEK2 izoformu ile benzer sonug gostererek kontrole kiyasla yavas
migrasyon gerceklestirse de DEK3 izoformu hiicre migrasyonunu istatistiksel olarak
anlamli diizeyde etkilemedi. Literatlirde hepatoseliiler karsinom hiicre hatlarinda
DEK1 ve DEK2 izoformunun asiri ifadesinin migrasyonu arttirdigi bildirilse de [Yu et
al., 2016], bu tezde HS-27A hicreleriyle elde ettigimiz sonuclar, DEK1 ve DEK2
izoformunun asir ifadesinin immortalize kemik iligi stroma hicrelerinin
migrasyonunu yavaslattigini géstermektedir. Ayrica bahsedilen ¢alismada kullanilan
DEK izoformlarini asiri ifade eden hiicrelerin pozitiflik oraninin ve hiicrelerin inkibe
edildigi besiyeri icerisindeki serum oraninin bilinmeyisi iki c¢alisma arasinda
karsilastirma yapilmasini zorlastirmaktadir. DEK1 ve DEK2 izoformlarinda bulunan,
sadece DEK3 izoformunda c¢cikmis olan 253-348. amino asitlerini iceren bdlgenin
varliginin migrasyon kapasitesinin artisina karsi koruyucu bir Ozellik gosterdigini

dislindirmektedir. Sonuc olarak buradaki verilerimiz, DEK izoformlarinin migrasyona
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etkisinin hiicresel icerikle ve multimerizasyon domainin bir kismini kapsayan 253-348.
amino asitlerini icermesi ile iliskili olarak degisebilecegini gostermektedir.

DEK1’in migrasyon kadar arastirilan bir diger 6zelligi de hiicre proliferasyonu
Uzerindeki etkisidir. Literatirde DEK1’in asiri ifadesi hiicre proliferasyonunu
arttirirken, DEK1’in baskilanmasi proliferasyonu yavaslatmaktadir [Privette Vinnedge
et al., 2011]. Bu tez ¢alismasinda, DEK1, DEK2 ve DEK3 izoformlari ile gerceklestirilen
deneylerde, literatiirde diger doku ve hiicre hatlarinda belirtilen etkilerden farkli
olarak, DEK izoformlarinin HS-27A hicrelerinin proliferasyonunu istatistiksel olarak
anlamli derecede baskiladigi gosterilmistir. Hiicre proliferasyonu ¢ok faktorld, uzun
bir siiregtir. Proliferasyon siiresince proteinler arasi etkilesimler meydana gelir. DEK
proteininin multimerizasyon bolgesi ise hem DEK-DEK interaksiyonunu hem de diger
proteinlerle olan interaksiyonu etkiler. Dolayisiyla, DEK3 hiicrelerinde daha kuvvetli
gorilen proliferasyondaki baskilanma, DEK3 izoformunda meydana gelen olasi
multimerizasyon domain bozuklugu/eksikligi nedeniyle olabilir.

Hicre proliferasyonunu takiben DEK izoformlarinin hiicre dongisi tzerindeki
etkisi arastirildi. Elde edilen sonuglarda kontrol hiicrelerine (HS-27A-GFP) kiyasla tim
DEK izoformlarinin 6zellikle 4. ve 5. giinde net olarak gozlenen sekilde G2/M fazinda
tutulma/yigilmaya yol actigini gostermektedir. Literatirde DEK1 proteinin Wnt/pB-
catenin’in hedef molekillerinden biri olan siklin D1 ile etkilestigi bildirilmistir [Privette
Vinnedge et al., 2015]. Siklin D1, CDK4/6 kompleksi ile etkileserek hiicrelerin G
fazindan S fazina gegmesini saglamaktadir [Qie and Diehl, 2016]. Burada elde edilen
sonucta hiicrelerin G2/M fazinda biriktigi gozlemlense de DEK izoformlarinin diger
siklinlere ve CDK’lar ile etkilesimi hakkinda vyapilacak arastirmalara zemin
hazirlamistir.

Son olarak yapilan DEK izoformlarinin salgilanma durumunu incelemek igin
hiicrelerin kiltir yapildigl serum icermeyen besiyerleri konsantre edildi ve ayni
hiicrelerden total protein izolasyonu yapilarak 6rnekler Western Blot yontemiyle
analiz edildi. Hiicre lizati yiklenen kuyularda DEK izoformlar tespit edilebilirken,
konsantre edilmis besiyerinde bant tespit edilemedi. Daha dnce yapilan ¢alismalarda
IL-8’in DEK1 proteininin hlicreden salgilanmasini arttirdigi rapor edilmistir [Mor-
Vaknin et al., 2006]. Bu verilere dayanarak, serum icermeyen besiyerinde hiicreler 18

saat boyunca rekombinant insan IL-8’i ile uyarildilar. Sonrasinda hiicre besiyerleri
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konsantre edildi ve hiicrelerden total protein izolasyonu gerceklestirildi. Western Blot
analizi yapildiginda, lizatlarda DEK izoformlari tespit edildi ancak konsantre besiyeri
orneklerinde tespit edilebilir diizeyde bant gézlemlenemedi. DEK1 izoformu oldukga
cok calisilsa da DEK2 izoformunun hepatoseliiler karsinom hastalarindan alinan
orneklerde ¢ok az ifade edildigi gosterilmistir [Yu et al., 2016]. Ayrica DEK2
izoformunu iceren ilk raporda DEK2 izoformu idrarda ELISA yontemi ile gosterilmistir
[Datta Aand Trama J., 2014]. Bu tez calismasinda, ELISA yontemiyle elde edilen ancak
tekrar edilmesi gereken ilk bulgularimiz, HS-27A hiicrelerinden DEK1 ve DEK2'nin IL-
8 varliginda disik miktarda da olsa salgilandigini ancak DEK3’lin salgilanmadigini
gostermektedir. DEK3’te eksik olan amino asit bolgesi ¢ogunlukla DEK1’de fosforile
olan amino asitleri kapsamaktadir. DEK1 proteinin fosforilasyonunun DNA’ya
afinitesini azalttigl, defosforilasyonunun da DNA baglanma afinitesini arttirdig
bildirilmistir [Kappes, Damoc, et al., 2004]. Dolayisiyla DEK3 izoformu daha az
fosforilasyon bdlgesi icerdiginden kromatine bagli kalip salgilanmiyor olabilir.

Ozetle bu tez calismasinda, daha énce tanimlanmamis olan ve DEK3 olarak
adlandirdigimiz DEK izoformunun fonksiyonel olarak diger iki izoformdan farkhlk
gosterdigini bulduk. Elde ettigimiz veriler, bu farkhliklarin altinda yatan molekiiler
mekanizmalarin anlasilmasini hedefleyecek gelecek projelere de yon verecek, DEK
proteininin islevlerinin, izoformlari dikkate alinarak daha detayli anlasilmasina

katkida bulunacaktir.
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EKLER

Ek A: DEK3 izoformunun ENSEMBL Veritabanindaki Transkriptler ile
Karsilastirilmasi

DEK-203
DEK-202
DEK-206
DEK-208

Query |
isim | | 1 | | | i
isim Transkript ID
=1 150 300 450 600 750
DEK-204 ENSTO0000507591.2
DEK-207 ENST00000515770.2
DEK-209 ENSTO0000651992.1
DEK1—»[ DEK-211] ENST00000652576.1
DEK-212 ENSTOD000652689.1
DEK2—>[DEK-201 ] ENST00000244776.11

ENST00000505224.5
ENSTO0000503715.5
ENSTO0000515742.2
ENSTO0000651624.1

DEK3

Sekil A1.1: DEK izoformlarin BLAST ile karsilastiriimasi.

EK B: DEK izoformlarinin Amino Asit Dizileri

DEK1:
MSASAPAAEGEGTPTOPASEKEPEMPGPREESEEEEDEDDEEEEEEEKEKSLIVEGKREKKKVE
RLTMQVSSLAQREPFTIAQGKGOKLCEIERIHFFLSKKKTDELRNLHKLLYNRPGTVSSLKKNVGQO
FSGFPFEKGSVOYKKKEEMLKKFRNAMLKSICEVLDLERSGYNSELVKRILNFLMHPKPSGKPLP
KSKKTCSKGSKKERNSSGMARKAKRTKCPEILSDESSSDEDEKKNKEESSDDEDKESEEEPPKKT
AKREKPKQKATSKSKKSVKSANVKKADSSTTKKNONSSKKESESEDSSDDEPLIKKLKKPPTDEEL
KETIKKLLASANLEEVTMEKQICKKVYENYPTYDLTERKDFIKTTVKELIS

DEKZ:
MSASAPAAEGEGTPTOPASEKEPEMPGPREESEEEEDEDDEEEEEEEKGKGOKLCEIERIHFFLS
KKKTDELRNLHKLLYNRPGTVSSLKKNVGOFSGFPFEKGSVOYKKKEEMLKKFRNAMLKSICEY
LDLERSGVYMNSELVKRILNFLMHPKPSGKPLPKSKKTCSKGSKKERNSSGMARKAKRTKCPEILSD
ESS5DEDEKKNKEESSDDEDKESEEEPPKKTAKREKPKOKATSKSKKSVEKSANVKKADSSTTKKN
QOMNSSKKESESEDSSDDEPLIKKLKKPPTDEELKETIKKLLASANLEEVTMKQICKKVYENYPTYDLT
ERKDFIKTTVKELIS

DEK3:
MSASAPAAEGEGTPTOPASEKEPEMPGPREESEEEEDEDDEEEEEEEKEKSLIVEGKREKKKVE
RLTMQVSSLAQREPFTIAQGKGOKLCEIERIHFFLSKKKTDELRNLHKLLYNRPGTVSSLKKNVGQO
FSGFPFEKGSVOYKKKEEMLKKFRNAMLKSICEVLDLERSGYVNSELVKRILNFLMHPKPSGKPLP
KSKKTCSKGSKKERNSSGMARKAKRTKCPEILSDESSSDEDEKKNKEESSDDEDKESEEEVYENY
PTYDLTERKDFIKTTVKELIS

Sekil B1.1: DEK izoformlarinin amino asit dizileri.
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Ek C: Tez Calismasi Kapsaminda Yapilan Yayinlar

Ozcelik E., Kalayci A., CelikB., Avci A., Akyol H., Kilig i.B., CakarT., Cetin M., Tuzlakoglu
Oztiirk M., Caliskaner Z.0., Tombaz M., Yoleri D., Konu O., Kandilci A., “Doxorubicin
induces prolonged DNA damage signal in cells overexpressing DEK isoform-2.”
(Preprint: bioRxiv 2022.06.03.494677; doi:
https://doi.org/10.1101/2022.06.03.494677, PLOS One; degerlendirme asamasinda)

Avcl A., Ozcelik E., Kalaycr A., Kandilci A., (2022), “DEK3 izoformunun Hiicre
Migrasyonu Uzerine Etkisinin Arastiriimasi”, 6. GTU Fen Bilimleri Lisansisti
Arastirmalar Sempozyumu, Gebze, Kocaeli, Turkiye, 1-2 Haziran
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