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OZET

CCDC124 (Coiled-coil domain containing 124) proteini mantardan insana kadar tiim
Okaryotlarda korunmus RNA-baglayici bir proteindir. Bu dogrultuda yapilan
calismalar CCDC124 proteininin hiicre dongiisiiniin interfaz evresinde sentrozomda
konumlandig1, post-anafaz evresinden sitokinetik boliinmeye kadar olan siirede ise
orta cisimcikte (midbody) konumlandigini1 gostermektedir. Ayrica Ccdc124 geninin
CRISPR/Cas9 yontemi ile susturulmasi durumlarinda ise hiicre yapisinin bozuldugu
ve ¢ok c¢ekirdekli yapilarin olustugu gozlenmistir. Son gergeklestirilen ¢alismalarda
CCDC124 proteininin niikleolus belirteci Niikleofosmin ile etkilesimi gosterilmistir.
Farkli sartlarda hiicrenin farkli kompartmanlarinda konumlanan ve bu konumlandig:
yapilarin membransiz organeller 6zelligi gostermesi ve CCDC124 proteininin
etkilesim partnerlerini bulmaya yonelik yapilan ¢alismalar dogrultusunda stres graniil
olusumunda etkili olan protein partnerleriyle etkilesmesi CCDC124 proteininin stres
graniil olusumunda etkili olabilecegi diisiincesini agiga ¢ikartmistir.

Bu dogrultuda tez kapsaminda yapilan ¢alismalarin ilk asamasinda, CCDCI124
proteinin amino (N) ve karboksil (C) ucuna farkli biiytlikliikteki boliinmiis GFP11
fragmenti eklenerek CCDC124 proteininin insan osteosarkoma (U20S) ve embriyonik
bobrek (HEK293T) hiicre hattinda kalict ifadesi saglanmistir. Bu yaklasimla
CCDC124 proteininin hiicre icerisinde rahat bir sekilde gozlenmesi hedeflenmistir.
Olusturulan GFP11x4 ve GFP114; etiketli CCDC124 proteininin floresan yogunluguna
bakildiginda CCDC124 proteininin C terminalinde konumlanan GFP11x4 proteini daha
yliksek konsantrasyon gosterdigi tespit edilmistir. Calismanin ikinci asamasinda,
U20S hiicre hattinda kalic1 ifadesi saglanan hiicrelerin viral stres (Poly IC), sicaklik
stresi (46 C°) ve oksidatif stres (H202) uygulamasi yapilarak CCDC124 proteininin
stres graniil belirteci olan G3BP1 ile etkilesimi immiinboyama yontemi yapilarak
arastirllmistir. Calismanin son asamasinda ise g3bpl geni mCherry-N1 plazmidine
klonlanarak CCDC124 proteininin, asin ifadesi gerceklestirilmis G3BP1 proteini ile
normal biliyiime sartlarinda ve stres sartlan altinda canli hiicre goriintiilemesi ve
birlikte ¢oktiirme deneyleri gergeklestirilerek G3BP1 ve CCDC124 proteininin ortak
konumlanma gosterip gostermedigine dair veriler elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: CCDC124 (Coiled-Coil Domain Containing 124), Boliinmiis
Yesil Flerasan Proteini, Stres Graniilii (SGs), G3BP1 (Ras GTPaz Aktive Edici
Protein Baglayic1 Protein 1).
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ABSTRACT

Protein is an RNA-binding protein that is conserved in all eukaryotes from fungi to
humans. Studies done in this contex indicate that the CCDC124 protein is located in
centrosome during interphase phase of the cell cycle, and in the midbody from the
post-anaphase phase to the cytokinetic division. It is also observed that the cell
structure is disrupted and multinucleated structures were formed when Ccdc124 gene
was silenced by CRISPR/Cas9 method. At the last studies protein’s colocolization
with Nucleophosmin is showed which is the marker of nucleolus. To evidence is
shown whether CCDC124 protein is colocolizated with protein partner interacted at
stress granule and under the different conditions CCDC124 protein is localizated at the
different location where is membranless organells. In the studies are carried out to find
interaction partners of the CCDC124 protein, which is located in different
compartments of the cell under different conditions, it has been determined that it
intteracts with protein partners that are effective in stress granule formation. This result
is revealed the idea that the CCDC124 protein may be effective in stress granule
formation.

In the first part of this thesis, CCDC124 protein in the human osteosarcoma (U20S)
and embryonic kidney cell line is provided stably expression by adding different size
GFP11 fragment in amino (N) and carboxyl (C) teminus. With this approach, it is
aimed to easily observe the CCDC124 protein inside the cell. When looking at the
fluorescence intensity of the constructed CCDC124 labbeled with GFP1lxs ve
GFP11yq, it is determined that GFP11y4 protein located in C terminus of the CCDC124
protein showed a higher concentration. In the second part of this thesis, stably cell line
is exposed to viral stress (Poly IC), heat stress (46 C°) and oxidative stress (H202) and
CCDC124-G3BP1, stress granule markers, proteins interaction is investigated by
immunofluorescence. The last part of this thesis, g3bpl gene is cloned into mCherry-
N1 plasmid and data are obtained on whether overexpression G3BP1 and CCDC124
protein are showed colocolization under normal growth conditions and stress condition
by live cell imaging and coimmunoprecipitation experiments.

Key Words: CCDC124 (Coiled-Coil Domain Containing 124), Split GFP, Stress
Granules (SGs), G3BP1 (Ras GTPase-Activating Protein-Binding Protein 1).
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1. GIRIS

Son yillarda, sivi-sivi faz ayrimimimn (LLPS) ndrobiyolojideki roliinii ve aymi
zamanda Amiyotrafik lateral skleroz (ALS), frontotemporal demans (FTD) gibi
norodejeneratif hastaliklarin beyindeki patolojik sonuglarini arastiran g¢alismalarda
hizl1 bir artis yasanmustir. Bu ¢alismalar dogrultusunda LLPS’nin ¢esitli islevler i¢in
protein ve/veya RNA lart sivi benzeri kondensatlara yogunlastiran evrensel bir
mekanizma oldugu anlagilmaktadir. Noronlarda, DNA hasar onarimi, lokal mRNA
translasyonu ve noronal stres tepkisininde dahil oldugu cesitli sartlarda RNA ve
protein kondensatlarinin olusumu rapor edilmistir. Hatta bu yapilara katilan
proteinlerin biiyiik oranda RNA baglayici protein oldugu (RBP) ve ALS, FTD gibi
norodejeneratif hastaliklarda rol oynadig: tespit edilmistir [1].

Amiyotrafik lateral skleroz (ALS) Lou Gehrig hastaligi olarak da bilinen kaslarda
sertlesme, sertlik ve atrofi ile karakterize olan ve ileriki donemlerde istemli kaslari
kontrol eden nodronlarin dejenerasyonu nedeniyle istemli hareketlerin tamamen
kaybolmasiyla izlenen bir motor néron hastaligidir. Ailesel ALS ile iliskilendirilmis
SOD1, FUS, TARDBP ve C9orf72 gibi genler diizinelerce genden sadece bazilaridir
ve bu genler ALS vakalarinin sadece kiiciik bir yilizdesini olusturur. Vakalarinin biiyiik

bir ¢ogunlugunu ise nedeni bilinmeyen sporadik ALS tiirleri olusturmaktadir [2,3].

CCDC124 proteini mantardan insana kadar tiim Okaryotlarda korunmus RNA-
baglayici bir proteindir. Daha once yapilan ¢alismalarda %84 olasilikla ¢ekirdekte
lokalize oldugu [4] ve daha sonra yapilan aynntili ¢alismalar sonucunda, hiicre
boliinmesi sirasinda yer degistirdigi ge¢ anafaza kadar sentrozomda konumlandigi,
sonrasinda sentrozomdan ayrilarak hiicreler arasi orta bolgeye ardindan orta cisimcige
hareket ettigi gdzlemlenmistir [5]. Bunun yani1 sira yapilan ¢alismalar dogrultusunda
ozellikle sitokinezde gorev alan ve Rap2 aktivasyonunu saglayan Ras guanin niikleotit
degistirici faktdr 1B (RASGEF1B) proteini ile CCDC124 proteininin etkilestigi tespit
edilmistir [6]. Yapilan c¢alismalar CCDC124 proteininin olast LLPS etkisi
gosterebilecegi ve stres tepkisinde bu yapilarin olusturdugu zarsiz organellerde (stres

graniil) konumlanabilecegi diistiniilmektedir.



1.1. Literatiir Ozeti, Tezin Amaci, KatKisi ve igerigi

CCDC124 proteininin daha once yapilan ¢alismalar dogrultusunda hiicre igerisinde
cesitli bolgelerde konumlandigr tespit edilmis olup protein lokalizasyonunun
belirlenmesi ve stres sartlarinda nerede konumlandig kiigiik floresan etiketi takilarak
hiicre igerisindeki konumunun rahat¢a izlenebilir olmasiyla tespit edilebilecegi
ongoriilmiistiir. Bu kapsamda yapilan ¢alismalarda Ccdc124 geninin N ve C ucuna
GFP11 fragmenti eklenerek olusturulan plazmidler GFP1-10 plazmidi ile es
transfeksiyon gergeklestirilerek U20S (insan osteosarkomu) hiicre hattinda kalict
ifadesi gergeklestirilmistir. Kalict olarak ifade edilen GFP11 etiketli CCDC124
proteinleri sicaklik (46 C°), oksidatif stres (2mM H203) ve viral stres (500 ng/uL Poly
IC) sartlarinda stres graniil belirteci olan G3BP1 antikoru ile immiinboyama
yontemiyle gézlenmistir. Yapilan immiinboyama c¢aligmalarina ek olarak canli hiicre
goriintiilemesi ve es ¢oktiirme deneyleri gergeklestirilerek CCDC124 proteininin stres
graniil olusumunda etkili olup olmadiginin belirlenmesinde etkili olmasi

hedeflenmistir.



2.  SIVISIVI FAZ AYRIMI

Hiicrelerde faz ayrimi, makromolekiil bilesiklerin yag-su ayrimi gibi ¢esitli etkilesim
kuvvetleri altinda belirgin bir sekilde sivi faz olusturdugu biyolojik bir olgudur [7].
Makromolekiillerin polimerizasyonu ile olusturulan damlaciklar akiskan 6zellige
sahip olup asamali olarak kiiresel sekil alma egilimindedir ve birka¢ saniye iginde
birlesip ayrisabildiklerinden dolay1 sinyallere hizli ve dogru bir sekilde yanit verebilir.
Hiicre igi bilesenlerin faz ayrimi ile reaksiyon bolmeleri olusturabilecegi ve ayni anda
birden fazla biyolojik olayin gergeklesebilecegi bir ortam olusturabilecegine
inanilmaktadir. Aragtirmacilar tarafindan 1899 gibi erken bir tarihte sitoplazmanin
cesitli kimyasal 6zelliklere sahip yiizen damlaciklar olusturabilecegi hipotezi ilk kez
One stirtilmiistiir [8]. Bunun yani sira 21. yiizyilin baglarinda Caenorhabditis elegans’
taki P graniillerinin damlacik benzeri ozelliklere sahip oldugunun tesadiifen
kesfedilmesi faz ayrismasinin belirli molekiilleri bir araya getirerek kaotik ve kalabalik

hiicrelerde diizenli bir bdlme olusturmasina neden oldugu hipotezini ortaya atmistir
[9].

Faz ayrilmis sistemler, zarsiz organeller [10], biyomolekiiler kondensatlar [11], faz
ayrilmig cisimler [12], sivi damlaciklar [13], graniiller [14] veya diizenekler [15]

olmak lizere bir¢ok isimle amlir.

Elektrostatik, hidrofobik, pi-pi ve katyon-pi i¢eren zayif molekiil i¢i ve molekiiller
arasi etkilesimler sivi sivi faz ayrimi zarsiz organellerin olusumu i¢in itici bir gii¢
olusturmaktadir (Sekil 2.1) [16-18]. Son zamanlarda yapilan caligmalar protein ve
RNA molekiillerinin siv1 s1vi faz ayrimu ile bir araya gelerek biyolojik fonksiyonlarin
ve aktivitelerin diizenlenmesi i¢in zarsiz organellerin olusumda etkili oldugunu

gostermistir [10].
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Sekil 2.1: Stvi s1v1 faz ayrimini yonlendiren kritik etkilesimler.

2.1. Zarsiz Organeller

Okaryotik hiicrelerdeki smrli bosluklarda ¢ok sayida protein etkilesimleri ve
biyokimyasal reaksiyonlar ayni anda meydana gelir. Bu hiicresel siireclerin uzay-
zamansal 6zgiilliigiinli ve etkinligini saglayan ¢ok sayida mekanizma tanimlanmustir.
Cesitli sinyal yollarinin ve biyolojik etkilesimlerin verimli ve spesifik olarak
ilerlemesine izin veren nispeten sinirli alanlar saglayan ve fosfolipid zarlarla sinirlanan
organeller mevcuttur [19]. Golgi cisimcigi, endoplazmik retikulum ve mitokondri gibi
lipid tabakal1 ¢ift zarla ¢cevrelenen organeller disinda membransiz organel adi verilen
(MLOs) ve zarla ¢evrili olmayan bircok organel bulunmaktadir (Sekil 2.2) [20]. ilk
MLO olarak adlandirilan niikleolus, 1770’lerde Felice Fontana tarafindan 6karyotik
hiicre boliinmesinin ara fazi1 sirasinda mikroskop altinda gortilebilen bir hiicresel
bolme olarak gozlemlenmis ve ilk giivenilir tanimlar1 ise bundan yaklasik 60 y1l sonra

1830 yillarinda raporlanabilmistir [21].
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Sekil 2.2: Okaryotik hiicrelerin ¢ekirdeginde, sitoplazmasinda ve zarlarinda bulunan
say1siz yogunlagsmanin semast.

Zarsiz organeller genellikle molekiil i¢i ve molekiiller arasi etkilesime izin veren ¢ok
degerlikli molekiiller icerir [22]. Proteinler ve/veya niikleik asitler arasindaki ¢ok
degerlikli etkilesimler siv1 sivi faz ayriminin en temel biyokimyasal ilkesidir [23].
Proteinlerin ¢ok degerlikli etkilesimini destekleyen bolgeler ise i¢sel diizensiz bolgeler
(IDR) ve diisiik karmasiklik bolgeleri (LCD) dir [24]. Serin, arjinin, glutamin,
glutamat ve lizin gibi hidrofilik, tirozin, fenilalanin ve triptofan gibi aromatik kalintilar
ve ylkli kalintilar gibi bazi spesifik amino asitler genellikle IDR’lerde oldukga
zengindir. Bu kalintilar sirasiyla elektrostatik, pi-pi ve katyon-pi etkilesimlerinin
olusmasinda katkida bulunurlar. Buna ragmen 16sin, valin ve izoldsin gibi alifatik

kalintilar IDR’lerde daha az rastlanir [25].

Biyolojik makromolekiilerin faz ayirimi proteinler ile sinirh degildir. RNA, faz ayirma
konsensatlarinin bir bagka 6nemli bilesenlerindendir. RNA, hiicrede sivi sivi faz
ayrimim tesvik ederek RNA/protein agisindan zengin zarsiz agregat olusumunda
yaygin olarak yer alir [26]. Birgok RNA baglayic1 protein (RBP), prion benzeri alanlar
(PLD’ler) olarak adlandirilan igsel diizensiz bolgelere (IDR) ve diisiik karmagiklik
bolgelerine (LCD) sahiptir, boylece kalabalik bir ortamda faz ayirma kondensatlari
olusturabilmektedir [27-29].



Faz ayriminin olusumu, RNA’nin tipi ve konsantrasyonu ile yakindan ilgilidir. Yiiksek
RNA/protein oran1 faz ayirma damlaciklarinin olusumunu engellerken, diisiik
RNA/protein oram1 faz ayirma damlaciklarinin olusumunu destekleyebilmektedir.
Niikleer RNA seviyesinin azalmasi veya RNA baglanmasinin genetik degisimi,
hiicrelerde asir1 faz ayrimina yol agar, bu da sitotoksik kat1 benzeri agregatlarin

olusumunu destekler [27].

2.2. Zarsiz Organeller ve Norodejeneratif Hastaliklar

Insanlarda ¢ok gesitli norolojik bozukluklarin meydana gelmesinde proteinlerin yanlis
katlanmasi ve agregat olusumu sorumludur. Hiicrede yanlis katlanmis bu proteinlerin
yeniden katlanmasinda veya par¢alanmasi durumunda molekiiler saperonlar devreye
girer. Uygun sartlar altinda bir¢ok protein amiloid fibril olusturma potansiyeline
sahiptir [30]. Fizyolojik kosullar altinda amiloidoza aracilik edebilen bir¢ok protein
bol miktarda kendiliginden diizensiz bolgelere (IDR) sahip olmasinin yani sira agregat
olusumu i¢in gerekli birgok kisa amino asit bolgeleri/motifleri barindirir [31].
Agregatlarin  biyokimyasal stabilitesi, yanlis katlanmis proteinlerin  dogal
durumlarindan amiloid yapilara doniismesinde (prion benzeri ¢cogalmaya neden olma)
etkili olur [32]. Proteinler, hiicresel yaslanma, proteotoksik stres veya patojenik
mutasyonun varligt goéz oniine alindiginda kontrol mekanizmasindan kurtularak
oligomer yapilardan amorf yapilara ve hatta fibril olusumlarina kadar degisen yapilar

olusturarak birikmeye baslarlar.

Alzheimer (AD) de norofibriler yumaklar ve amiloid plaklar, Parkinson (PD) de Lewy
cisimcikleri, Lewy noritleri ve bulasici siingerimsi ensefalopatide amiloid plaklar gibi
yanlis katlanmis proteinlerin kalici kiimelerinin varligi nérolojik hastaliklarin bir
Ozelligi olmustur. Son zamanlarda sivi sivi faz seperasyonu, Alzheimer (AD)
hastaliginda bulunan Tau ve g¢esitli taupatiler, Amyotrofik lateral skleroz ve
Frontotemporal demans (ALS ve FTD) hastaliklarinda bulunan FUS ve TDP43
proteinleri, Parkinson (PD) hastaliginda bulunan a-Syn ve diger siniikleinopatilerin de
dahil oldugu ve noropatolojilerde yer alan ¢ok sayida protein tarafindan

paylasilabilecek bir siire¢ olarak gelisti (Sekil 2.3) [33].
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Sekil 2.3: Norodejeneratif hastaliklarda diizensiz proteinlerin siv1 yapidan kati yaprya
gecisi.

Norodejenerasyon ayni zamanda uygun stres graniil (SG) olusumunun eksikliginden
de kaynaklaniyor olabilir [34]. Noronlar strese yanit olarak gecici SG olusturabilirler
fakat SG olusum dinamiklerindeki kusurlar ndrodejenerasyon olusumunu

hizlandirabilir [35].

2.3. Stres Bagimh Zarsiz Organeller

Spesifik zarsiz organellerin olusumu, sicaklik degisimi, ozmotik basing, radyasyon ve
genellikle DNA’ya zarar veren kimyasallarin neden oldugu cesitli streslere yamt
olarak indiiklenir. Bu stresler, gen ifade siireclerini biiyiik oranda etkiler. Ornegin 1s1
soku, transkripsiyon, RNA isleme-tasima ve ¢eviri dahil olmak iizere gen ifadesinin
bir¢ok adimini durdurur [20,36]. Niikleolus gibi zarsiz organeller termal stres kosullar
altinda i¢ yapilarinda siddetli degisiklikler sergilerken, bazi zarsiz organeller ¢esitli
stres kaynakli olaylarin 6rnegin spesifik RNA’larin sentezi, RNP komplekslerinin
yeniden modellenmesi ve RNA modifikasyonlarinin degistirilmesi gibi nedenlerden

dolay1 yeniden olusur [36-39]. Stres kaynakl1 zarsiz organeller arasinda, niikleer stres



body (nSB)’ler ve sitoplazmik stres graniilleri, zit 6zellikler sergileyen en karakterize

zarsiz organellerdir (Sekil 2.4) [20].
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Sekil 2.4: Sitoplazmadaki ve ¢ekirdekteki stres bagimli zarsiz organeller.

2.3.1. Niikleer Stres Body

Niikleer Stres Body’ler (nSB), termal stres iizerine ¢ekirdekte spesifik olarak olusur
[40]. nSB’ler Primata 6zgii pericentromeric yiiksek oranda tekrarlayan uydu III
(HSATIII) bolgelerinden kopyalanan 1s1 stresi kaynakli IncRNA'lar iizerinde olusurlar.
Bu uydu III bolgeleri, esas olarak normal kosullarda transkripsiyonel olarak sessiz olan
ancak 1s1 stresi kosullarinda transkripsiyon faktorii 1s1 sok faktorii protein 1 (HSF1)
tarafindan aktive edilen ve insan kromozomlar1 9, 12 ve 15'in pericentrometrik
bolgelerinde bulunan GGAAT tekrarlarindan olusur (Sekil 2.4a) [41]. HSATIII
IncRNA'larnin GGAAU tekrarlari, nSB'leri birlestirmek icin yapr iskelesi baglanma
faktorii B (SAFB) ve spesifik serin/arginin agisindan zengin ekleme faktorleri
(SRSF'ler) gibi spesifik RBP'leri se¢ici olarak alabilir [42].



2.3.2. Sitoplazmik Stres Graniilii

Stres graniilleri, kimyasallar (6rnegin arsenit), UV 15181, 1s1 ve oksijen radikalleri ile
iligkili cesitli c¢evresel streslere maruz kaldiktan sonra hizla olusan 0.1-2 pum
boyutunda sitoplazmik zarsiz organellerdir. Stres graniil olusumu, stres kosullarinda
global translasyon durmasi ile indiiklenir, bu da daha sonra stres graniilleri olusturmak
lizere yogunlasan ve ribozoma bagli olmayan mRNA'larla iligkili RBP'lerin
birikmesine neden olur (Sekil 2.4b) [40]. Fakat bazi ¢galismalar ise bu durumun aksine
SG olusmasi i¢in global translasyonun durmasinin gerekli olmadigini [43], SG’lerin
bir araya gelmesindeki bozulmanin cekirdek i¢indeki faktorlerin tiikenmesinden
dolay1 kaynaklandigini ve bu durumun global protein sentezini etkilemedigini ileri
stirmiistiir [44]. Stres faktorii ortadan kalktiktan sonra ise stres graniilii hizla pargalara

ayrilir ve translasyon islemi yeniden etkinlestirilir [40].

Stres graniilleri 200’den fazla protein igerir ve bunlarin ¢ogu, mRNA stabilitesi ve
translasyon kontrolii gibi cesitli transkripsiyon sonrasi kontrol formlarinda yer alan
RBP’lerdir [45]. G3BP1 ve G3BP2, UBAP2L, TIA1, TTP, FMRP ve CAPRINI dahil
olmak iizere spesifik RBP'ler, stres graniilii olusturan faktorler olarak islev goriir (Sekil
2.5) [46-50]. Bu proteinlerden iki tanesi Ras GTPaz Aktive Edici Protein SH3 Domain
Binding Protein 1 (G3BP1) ve Ras GTPaz Aktive Edici Protein SH3 Domain Binding
Protein 2 (G3BP2) proteinleri SG olusumu i¢in olduk¢a 6nemlidir ve bu 6nemin
yaninda SG olusumunun temel bilesenleri olarak SG lerin gerceklestirdigi islevler

bakimindan da oldukga kritik bir 6neme sahiptir [51].
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Sekil 2.5: Stres graniil bilesenleri.

2.3.2.1. G3BP

Ras GTPaz Aktive Edici Protein SH3 Domain Binding Protein (G3BP), son birkag
yilda dnemli bir kanser markor proteini [52] ve potansiyel hedef ila¢ oldugunu
kanitlayan [53-55] ve her yerde ifade edilen 68 kDa biiyiikliigiinde bir proteindir.
Adindan da anlasildigi lizere RasGAP in SH3 alanina baglanir [56]. Memelilerde
G3BP protein ailesi G3BP1, G3BP2a ve onun varyant1 olan G3BP2b den olusur.
G3BP1 ve G3BP2 proteinleri insanlarda sirasiyla 5. ve 4. kromozom tizerinde farkli

genler tarafindan kodlanmaktadir [57].

G3BP protein ailesi, niikleer tasima faktorii 2 C-terminalinde (NTF2 alani), asidik
acidan zengin bolge, prolin agisindan zengin (PxxP) motif, RNA tanima motifi (RRM)
ve RGG alani (arginin glisin agisindan zengin kutular) olmak iizere bes farkli motif
icerir (Sekil 2.6) [57,58]. NTF2 yapisal alani, her zincir {i¢ alfa heliks ve bir beta
yapragindan olusan bir homodimer olusturur [59]. FGDF motifini igeren peptit,
G3BP'nin NTF2 alaninin yiizeyindeki hidrofobik bir oyuga baglanir ve bu, SG'lerin
olusumunu engeller [60]. NTF2 alani, niikleer tasima ve hiicresel lokalizasyon ile
iligkilidir ve ayrica diger saperon proteinlerinin yani sira onun oligomerizasyonuna

aracilik etmek i¢in bir tasiyic1 olarak kullamilabilir [48,59]. G3BP’nin 149. serin
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aminoasidinin (Ser-149'un) fosforilasyon aracili modifikasyonu, G3BP'nin mRNA

bozulmasina aracilik etmedeki roliinii etkiler [61].
Asidik ac¢idan zengin bolge, faz ayrimini olumsuz olarak diizenleyebilir [62].

G3BP’nin PxxP alani, protein kinaz aktivasyonu (PKR), G3BP1’in antiviral aktivitesi

ve stres graniiliiniin ¢ekirdeklenmesi i¢in gereklidir [63,64].

RRM alani, RNA baglanmasi i¢in gerekli olan motif boyunca dagilmis korunmus
hidrofobik amino asitlerden olusan iki kisa diziyi, RNP1 ve RNP2'yi igerir [65].

RGG alani, arjinin-glisin-glisin kiimelerinden olustugundan dolayi RGG olarak
adlandirlir. Bu alan biiyliik miktarda arjinin igerdiginden dolay1 kolayca metillenir.
G3BP1’in metillenmesi stres graniilii olusumunu engeller [66]. G3BP1’in RG
acisindan zengin alani, RNA baglanma afinitesini arttirir ve G3BP1-RNA kompleksini
diizenleyerek protein-protein etkilesimine aracilik eder [62]. Yakin zamanlarda
yapilan calismalarda, G3BP1’in G3BP2’nin aksine Wnt/B-catenin sinyal yolaginda
negatif diizenleyici oldugu bulunmustur [67,68]. Bazi durumlarda G3BP1 ve
G3BP2’nin fonksiyonlar1 gereksizdir [69]. Ornegin G3BP1’in yikilmasi, G3BP1’in
fonksiyonunun ve ifadesinin kaybinin telafisi i¢in G3BP2’nin ifadesini arttirir fakat

tam tersi durumda bu olay gegerli degildir [69,70].

G3BP’lerin normal tiim hiicrelerde ifade edilmesine karsin izoformlari olan G3BP1’in
akciger ve bobrekte, G3BP2a’nin beyinde ve G3BP2b’nin ise ince bagirsak gibi
spesifik dokularda ifade edildigi tanimlanmustir [57].

G3BP’lerin hiicrenin proliferasyonunda etkisinin olmasinin yani sira tek gorevinin bu
olmadig diisiiniilmektedir. Bunun yam sira ortaya c¢ikan kanitlar neticesinde, bu
proteinlerin ¢esitli hiicresel ve hiicre altt durumlarda bir dizi hiicre sinyaline yamt
olarak cesitli kontrol seviyelerindeki gen ifadesinde degisikliklere aracilik edebilecegi
gosterilmistir. Ornegin, G3BP’ler SG’leri olusturur [48], antiviral aktivitelere
sahiptirler [71] ve ayn1 zamanda epitelyal-mezenkimal gecise (EMT) baglh metastazda

rol oynarlar [72,73].
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Sekil 2.6: G3BP’nin yapisi.

23.2.11. G3BP1

G3BP1 geni, kromozom 5’te bulunup insanlarda G3BP1 kodlar. Transkripsiyonda, 14
farkli transkriptten sadece 2 tanesi 466 amino asit igeren protein kodlar ve digerleri
duyu aracili olmayan bozunma (GTEXx) ile bozulur. Cevrilmemis bolgelerdeki boyut
protein Kodlayan iki transkript arasindaki farka neden olur. Transkriptler arasindaki bu
ayrimlar, transkriptlerin diizenlenmesinde ve/veya lokalizasyonunda bir farkliliga

isaret eder.

G3BP1 yapisal olarak heterojen niikleer riboniikleoprotein (hnRNP) siiper ailesi
proteinlerine benzer [74]. Bu benzerlik nedeniyle, G3BP1’in oncelikle sitoplazmada
lokalize oldugu gozlemlenmesine ragmen, NTF2 benzeri alamnin niikleer mekik

hareketinde rol oynadig1 6ne siirtilmiistiir [59].

Stres graniil belirteci olan G3BP’nin protein ailesi olarak bilinen G3BP1 stres sirasinda
¢ift sarmalli RNA (dsRNA) bagimli PKR, protein kinaz R-benzeri endoplazmik
retikulum kinaz (PERK), heme ile diizenlenen inhibitér (HRI), genel kontrol
bastirilamaz-2 (GCN2) veya mikrotiibiil afinitesi kinaz 2’yi (MARK2) olarak

adlandirilan bes kinazdan biri aktive olur. Aktive edilmis kinaz ise ¢eviri baslatma
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faktorii elF20’mn alt birimini fosforile eder [75,76]. elF2a’nin fosforile edilmesiyle

baslatma kompleksi kullanilamaz hale gelir ve bu durumda ¢eviri baslangicinda bir

duraklamaya yol agar [77]. G3BP ise fosforilsyona gerek duyulmadan stres graniillere
alinir. Bu durum, G3BP’lerin fosforilasyon durumunun mRNA’lan hiicresel stres
sirasinda bozulmadan koruyarak kaderini etkileyebilecegini diislindiirmektedir.
elF2a’nin translasyon kontrol mekanizmasina ait gorsel Sekil 2.7°da ayrnntili olarak

gosterilmektedir [78].
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Sekil 2.7: Okaryotik baslama faktorii 2 (elF2a) translasyon kontrolii.

Stres sirasinda aktive edilen kinazlardan her biri farkli bir stres veya stres tiiriine tepki
vermektedir. Dolayisiyla, elF2a kinazlar1 arasindaki benzerligin kinaz alanlarindaki
onemli dizi benzerliklerinin olmasinin yanisira bu kinazlarin hangi sinyaller tarafindan

etkinlestirildigini yapilarindaki benzersiz 6zellikler belirler.
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2.4. Stres Tiirleri

2008 yilinda yapilan bir calismaya gore stres tipleri Tip | ve Tip Il olarak belirtilen iki
0zel kategoride siniflandirilmustir. Tip I stresler hipoksi, 1s1 soku ve arsenik i¢eren SG
olusumunu tetiklerken, Tip II stresler ise etoposid gibi genotoksik ilaglar, metil
metansiilfanat (MMS) benzeri ilaglar ve X-ray igeren MAPK basamaklarini
etkinlestirir [79].

Bazi calismalar, viral enfeksiyonlarin bir dizi hiicresel stres reaksiyonunu
tetikleyebildigine ve sonug¢ olarak SG’lerin birlestirilmesini veya sokiilmesini
diizenleyebildigine isaret ederek, SG’lerin konak¢1 ve virlis tarafindan kodlanmis

mRNA’larin translasyonunu dengelemedeki 6nemini ortaya koymaktadir [80-82].

2.4.1. Viral Stresi

SG protein bilesenlerinin viriisler ile etkilesiminin aydinlatilmasi icin yapilan
calismalar ilk kez 2002 yilinda rapor edilmistir. Li ve arkadaslar1 tarafindan yapilan
calismada Bati Nil viriisiinde bulunan genomun negatif ipligindeki 3 ucundaki yapinin
SG bilesenlerinden olan TIA-I ve TIAR proteinler ile etkilesime girdigi tespit
edilmistir [83].

Viral enfeksiyon stres tepkisini tetikleyerek SG olusumuna neden olmaktadir. Viriis
ile enfekte olmus hiicrelerde viriis RNA’sin1 taniyan ve antiviral ajanlar tireten RIG-I
benzeri reseptorler (RLR) bulunmaktadir ve bu reseptorler viriislerin temizlenmesinde
onemli bir rol oynamaktadir. Viriislerle enfekte edilmis hiicrelerin RLR’leri, 40S
ribozom alt birimleri, mRNA’lann ve RNA baglayici proteinlerine bakildiginda

virlslerin olusturdugu SG’ler ile ayn1 yerde konumlandig tespit edilmistir [84].

2.4.2. Oksidatif Stres

Oksidatif stres, oksidan ya da reaktif oksijen (ROS) olarak adlandirilan serbest
radikallerin ve reaktif metabolitlerin {iretimi ve bunlarin antioksidanlar olarak
adlandinlan koruyucu mekanizmalar tarafindan ortadan kaldirilmasi arasindaki
dengesizligi tanimlamaktadir [85]. Olusan bu dengesizlik, 6nemli biyomolekiillerin ve
hiicrelerin 6nemli 6lglide zarar gormesine neden olabilmektedir [86]. ROS, bitki ve

hayvan hiicrelerinde hiicre i¢i ve hiicre dist kosullarin neden oldugu degisikliklere
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yanit olarak sinyal yolaklarmin uyarilmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir [87].
Yapilan ¢alismalar dogrultusunda ROS’un siirekli olusan g¢evresel stres altinda
zamanla {liretildigi ve bundan dolayi hiicre yapisinda ve fonksiyonlarinda 6nemli hasar
meydana gelebilecegi, somatik mutasyonlara ve neoplastik transformasyona neden
olabilecegi diisiiniilmiistiir [88]. Bunun yanisira oksidatif stresin, DNA mutasyonlarini
arttirarak veya DNA hasarini, genom kararsizligini ve hiicre ¢ogalmasini indiikleyerek

kanserin baslamasi ve ilerlemesinde etkili oldugu belirtilmistir [89].

Bir hiicrede ger¢eklesen oksidatif hasarin Alzheimer, Parkinson ve prion hastalig
dahil olmak {izere bir¢ok protein hastaliklarimn olugmasinda etkili oldugu
diistiniilmektedir [90]. Daha sonra yapilan ¢alismalarda ise glikoz yoksunlugunun,
hidrojen peroksitin ve sodyum arsenitin neden oldugu oksidatif stresin SG olusumunda
onemli bir tetikleyici oldugu one siirilmistiir. Farkli oksidatif stres sartlarina yanit
veren SG’lerin farkli bilesenleri oldugu goriilmektedir. Ornegin, arsenit kaynakli
SG’ler esas olarak elF4 kompleksini igerir ve elF2’nin fosforilasyonunu gerektirirken,
elF3, elF4E ve elF4AG konsantrasyonlart hidrojen peroksit kaynakli SG’lerde diisiik
oldugu tespit edilmistir [91].

2.4.3. Sicaklik Stresi

Ritosso tarafindan 1960’larin basinda yapilan ¢alismalarda, Drosophila busckii artan
sicakliklara maruz birakildiktan sonra tammlanmayan kromozom modellerinin
indiiklendigi tanimlanmaktadir [92]. Ritosso ve Berendes’in de aralarinda bulundugu
aragtirmacilar elde edilen bulgularn, 1s1 sokuyla indiiklenen proteinlerin
kesfedilmesine ve stres proteinleri iizerine yapilacak olan sonraki ¢aligmalara temel
olusturulmasina katkida bulunmustur [93]. Giinlimiizde ¢esitli organizmalardan
hiicrelerin, 1s1 soku proteinlerinin (Hsps) ekspresyonu arttirilarak hiicresel streslere
yanit verme yeteneginin korundugu distiniilmektedir [94]. Yapilan daha sonraki
calismalarda oksidatif stres, toksinler, enfeksiyonlar ve hipoksi gibi birgok stres
sartlarimin HSP ekspresyonunu meydana getirdigi tespit edilmistir [95]. Deckers ve
arkadaslarinin gerceklestirmis oldugu calismada sicakligin neden oldugu Hsp70
promotdr aktivasyonunun hem sicaklik hem de hipertermi siiresi tarafindan

ayarlandig1 gosterilmistir [96].
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Is1 soku genleri tepkisi genleri (HSG), hem arsenit stresi hem de sicaklik stresi ile
indiiklenebilir olmasindan dolay1 uzun bir siire boyunca arsenit stresinin 1s1 stresinin
kimyasal bir taklidi oldugu diistiniilmistiir [97,98]. Yapilan ¢alismalar dogrultusunda
151 stresi uygulanan hiicreler ve arsenit stresi uygulanan hiicreler kiyaslandiginda 1s1

stresi uygulanan hiicrelerde daha az SG ve PB (P graniil) tespit edilmistir [99].

2.5. Boliinmiis Yesil Floresan Protein

Shimomura ve arkadaglar1 tarafindan Aequorea denizanasindan elde edilen yesil
floresan proteini (GFP), kemiliiminasan protein olan aequorine ile eslik eden bir
protein olarak tespit edilmistir [100]. 1992 yillinda Prasher ve arkadaslan tarafindan
Aequorea victoria’dan elde edilen yesil floresan proteininin (GFP) cDNA ve genomik
klonlarinin dizisi ortaya ¢ikarilmistir [101]. Chalfie tarafindan 1995 yilinda
gerceklestirilen bir baska ¢alisma ise GFP’nin bakterilerde ifade edilmesi hiicre ve
molekiiler biyolojide ilgi uyandiracak ¢alismalara sebebiyet verecegi diislincesini
ortaya ¢ikarmustir [102]. 1996 yilinda Yang ve arkadaslan tarafindan yapilan bir bagka
calismada ise rekombinant yabani tip olan Aequorea victoria GFP 'sinin kristal yapisi
kesfedilmistir. Bu yap1 beta fi¢1 olarak isimlendirilmistir [103]. Buna ek olarak
GFP’nin kemiliiminasan 6zellikleri, on bir iplik¢ikli bir B-varilinin ¢ekirdeginde bir
kromoforu kat1 bir sekilde tutan, siki bir sekilde paketlenmis {i¢ boyutlu yapisindan
kaynaklanmaktadir [104].

GFP, hem N hem de C terminal fiizyonlarini tolere eden ve belirli hiicresel konumlara
hedeflenebilen 238 amino asit uzunlugunda monomerik, stabil, ¢oziinebilen kiigiik bir
floresan proteinidir. GFP gibi floresan proteinleri, protein protein etkilesimi, protein
ve hiicre takibinin incelenmesi gibi ¢esitli amaglar dogrultusunda yaygin olarak
kullanilmaktadir [105]. Bunun yanisira Sekil 2.8’de floresan proteinlerinin diger

kullanim alanlan gosterilmektedir [106].
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Sekil 2.8: Floresan proteinlerin kullanim alanlari.

Son zamanlarda, kendi basna islev gormeyen fakat hiicre i¢i diger proteinler
tarafindan ifade edilebilen epitop etiketleri kullanilarak canli hiicre protein etiketleme
ve goriintiilenmesinin yapilmasi giderek yayginlagsmistir. Bu sayede hedef proteine
baglanan bir epitop etiketi, kii¢iik bir molekiile baglanacak bir enzim substrati haline

gelebilmektedir [107].

Bolinmis ikili GFP yaklagimi ilgili proteininin dogrudan goriintiilenmesini
saglayarak hiicre biyolojisi ¢caligsmalarinda biiylik bir 6neme sahip olmustur [108]. Bu
yaklasimda sfGFP dizisi onuncu ve onbirinci B-ipligi arasindan GFP11 birimi 16
amino asitlik kisa bir peptit dizisi olucak sekilde GFP1-10 ve GFP11 seklinde ayrilir
[109]. GFP 1-10 kromofor yapisini olusturan 3 kismi igermesine ragmen GFP
kromoforunun olgunlagmasint saglayan E222 kismu GFP11 epitopunda oldugu i¢in,

tek basina floresan ozelligi gosterememektedir [110].
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GFP11 ve GFP 1-10 ikili sistemi iceren yaklasim, etiketlenmis proteinlerdeki
potansiyel bozulmalar1 en aza indirerek proteinlerin dogal hiicresel baglamlarinda

baska proteinlerle etkilesimini inceleme firsati tanimaktadir [111].

2.6. Ccdcl24

Sarili sarmal bolge igceren (CCDC, Coiled-coil domain containing) protein ailesi
yaklagik 180 gen tarafindan kodlanir ve CCDC2’den CCDC201’e kadar tiye igerir. Bu
tiyelerin bazilart insanlarda bulunmaz bazilarn ise psddogen (islevsel olmayan gen)
ozelligi tasimaktadir. Bu aile icerisinde yer alan proteinler, iki veya daha fazla sarili
sarmal alandan olusan homo-oligomerlerden ya da oligomerlerden olusmaktadir ve
konformasyon degisikliklerine egimlidirler. Bunun yanisira bu genler insan
organlarinda ve dokularinda da yiiksek oranda ifade edilmektedir. CCDC bir¢ok
fizyolojik islerde gorevlidir Ornegin hiicrelerde sitoplazmada, c¢ekirdekte,
mitokondride ve epitelyal silialarda ifade edilirler ve ayn1 zamanda DNA tanima-
boliinmesi, kromozom ayrilmasi, protein iskelesi ve keseciklerin olusumu gibi

olaylarda da gorev alabilmektedirler [112,113].

CCDC124 (Saril1 sarmal bolge iceren 124), ilk olarak sodyum/iyodid simportunda
gorevli olan NIS geniyle ilgili yapilan arastirmalarda fark edilmis 223 amino asit
uzunlugunda ve Okaryotlarda yiiksek oranda korunmus bir proteindir [5,114].
Proteinin yapisi incelendiginde yaklagik 42% oraninda negatif yiiklii veya pozitif
yiklii amino asit dizilimi gostermektedir (Sekil 2.9, Sekil 2.10). Yapilan immiinolojik
calismalar dogrultusunda CCDC124 proteininin 32 kDa biiyiikliigiinde oldugu ayrica
ikinci bir alternatif Kozak baglanma bolgesi icermesinden dolayr 176 amino asit
uzunlugunda ve yaklasik 26 kDa biiyiikliigiinde bir izoformunun oldugu tespit

edilmistir [5, 115].

Ccdc124, kromozomun 19p13.11 bolgesi tarafindan transkribe edilir ve ¢cDNA’sin1
kodlayan 6 adet ekzon bulunmaktadir. iki adet varyant1 olmasina ragmen ayni proteini
kodladig: tespit edilmistir. Telkoparan tarafindan 2013 de gerceklestirilen ¢aligmalar
CCDC124 proteininin hiicre bdliinmesinin interfaz, profaz ve metafaz sathasinda
sentrozomda konumlandigini sitokinez safhasinda ise orta cisimcige goc ettigini
gostermektedir. Bunun yanisira hiicre regiilasyonunda etkili olan Kazein kinaz (CK

II)’in substrati oldugu bildirilmistir. Ayrica CCDCI124 proteininin Rap2
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aktivasyonunda gorev alan Ras Guanine (RasGEF1B) ile etkilestigi belirtilmistir [6].
Kiitle spektroskopisi gergeklestirilerek CCDC124 proteininin mayalardaki ortologu
olan Lso2’nin GTPaz aktivasyon bdlgesinde ribozoma baglandigini ve CCDC124’lin
mayalara aktarilarak yapilan ¢alismalarda CCDC124’iin de aym bdlgeden ribozoma

baglandig belirlenmistir [116].

CCDCI124’iin yapilan in siliko karakterizasyon g¢alismalarinda N terminal ucunda
bulunan LC (low complexity) bolgesinin agregat ve dimerik-oligomerik durumlarin

olusumunda etkili oldugu belirtilmistir [117].

CCDC124 proteininin olas1 partner proteinlerinin incelenmesi i¢in yapilan kiitle
spektroskopisi sonuglari ilgili proteininin stres graniil ve nérodejeneratif hastaliklarin
olusumda etkili proteinler ile etkilestigi tespit edilmistir. (Merve TUZLAKOGLU
OZTURK, Yayina Hazirlanmakta Olan Data).

>NP_001129675.1 coiled-coil domain-containing protein 124 [Homo sapiens]

MPKKFQGENTKSAAARARRAEAKAAADAKKQKELEDAYWKDDDKHV
MRKEQRKEEKEKRRLDQLERKKETQRLLEEEDSKLKGGKAPRVATSSKVTR
AQIEDTLRRDHQLREAPDTAEKAKSHLEVPLEENVNRRVLEEGSVEARTIED
AIAVLSVAEEAADRHPERRMRAAFTAFEEAQLPRLKQENPNMRLSQLKQLK
KEWLRSPDNPMNQRAVPENAPK

Sekil 2.9: CCDC124 protein dizisi.

19




Number of amino acids: 223
Molecular weight: 25835.24

Theoretical pI: 9.54

Amino acid composition:

Ala (A) 29 13.0% Phe (F) 4 1.8%

9 Pro.(P) 11 4.9%

Arg (R) 25 17:2% 2

9 Ser (S) 9 4.0%

Asn (N) 8 3.6% A

B Thr (T) 8 3.6%

Asp (D) 13 5.8% A

) T'"p (W) 2 9.94

Cys (C) o 0.0% 2

. ™ lY) 1 0.4%

Gln (Q) 12 5.4% A

val (V) 1e 4.5%

Glu (E) 3@ 13.5% A

9 Pyl (O) © 0.0%

Gly (G) 4 1.8% fee Ny @ v
His (H) 4 1.8%

Ile (I) 3 1.3% .

Leu (L) 19 8.5% ggg g g-g;

Lys (K) 26 11.7% e @ g
Met (M) 5 2.2%

Total number of negatively charged residues (Asp + Glu): 43
Total number of positively charged residues (Arg + Lys): 51

Sekil 2.10: CCDC124 proteinin amino asit analizi. ExPASy ProtParam dizi analizi
kullanilmistir (http://web.expasy.org/protparam/).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Agaroz jel Soliisyonlar

Tris-Asetat-EDTA (TAE) (50X,1L): 242 g Tris, 57.1 mL Glasial Asetik Asit ve
18.612 g EDTA 1L ddH20 iginde ¢oziiniir.

Agaroz jel (%1): 1 gr Agaroz 100 mL TAE(1X) i¢inde ¢oziinerek hazirlanir.

3.1.2. Mikrobiyoloji Suslar

Bakteriyel sus olarak Escherichia coli (E.coli) DH5a kullanilmistir.

3.1.3. Mikrobiyoloji Soliisyonlar:

LB Besiyeri (1L) (otoklavl): 10 g Pepton, 5 g Maya Ekstrati ve 10 g NaCl 1 L ddH.O

i¢inde ¢oziinerek otoklavlanir.

LB Agar Besiyeri (1L) (otoklavl): 10 g Pepton, 5 g Maya Ekstrati, 10 g NaCl ve 15
g Bacto Agar 1L ddH0 iginde ¢oziinerek otoklavlanir.

%80 Gliserol Stok Soliisyonu (otoklavl): 80 mL %100 (Steril) Gliserol 20 mL

ddHz0 i¢inde ¢oziinerek otoklavlanir.

0.5 M PIPES Soliisyonu (pH 6.7): 15.1 g PIPES 80 mL ddH0O i¢inde ¢6ziindiikten
sonra pH 5M KOH ile 6.7 ye ayarlanir. ddH2O ile 100 ml ye tamamlandiktan sonra

tampon 0.45 um filtre ile filtrelenmistir.

Inoue Ultra Competent Hiicre Tamponu (1L): 20 mL 0.5 M PIPES Soliisyonu (pH:
6.7), 10.88 g MnCl>.4H,0, 2.2 g CaCl2.2H,0 ve 15 g KCI 1 L ddH0 ile ¢6ziindiikten

sonra 0.45 um filtre ile filtrelenmistir.

Ampicillin: 100 mg/mL stok soliisyonu ddH2O ile ¢oziiliip filtrelenmistir. Elde edilen
sollisyonlar -20 °C de saklanmistir. Calisma konsatrasyonu 100 pg/mL dir.
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Kanamycin: 50 mg/mL stok soliisyonu ddH2O ile ¢oziiliip filtrelenmistir. Elde edilen

soliisyonlar -20 °C de saklanmistir. Calisma konsatrasyonu 50 pg/mL dir.

3.1.4. Vektorler

Bu ¢alismada pcDNA 3.1 Hygro (+), pEGFP-N2 (Clontech Laboratories), pHRm-
NLS-dCas 9-GFP 11 x; (Addgene), mCherry-N1 ve Pentr4_G3BP1l vektorleri

kullanilmistir.

3.1.5. Oligoniikleotidler

Tablo 3.1: Kullanilan primer ve sekanslari.

PRIMER SEKANS (5°-3%)

Ccdc124 Frw GGAGCTAGCATGCCCAAGAAGTTCCAGGGTGAGAA
C

Ccdc124 Rev TACGGATCCTCCGCCACTACCTCCCTTGGGGGCATT
GAA

Gfpllx4_Frw GACGGATCCCGTGACCACATGGTCCTTC
Gfplix4_Rev GCTACTCGAGTCAAGTTATACCCGCCGCGTTCA
Gfplix1_Frw GACGGATCCCGTGACCACATGGTCCTTC

Gfpl1ix1_Rev TATGGATCCTCCGCCACTACCTCCAGTTATACCCGC
CGCGTT

AXGFP_N_Frw | TTAGCTAGCATGCGTGACCACATGGTCCTT
4XGFP_N_Rev TATGGATCCTCCGCCACTACCTCCAGTTATACCCGC

CGCGTT

Ccdc124_N_Frw | TATGGATCCCCCAAGAAGTTCCAGGGTGAGAACAC
C

Ccdc124_N_Rev | ATTACTCGAGTCACTTGGGGGCATTGAAGGGCACG
G

G3BP1_Frw GGGGAAGCTTATGGTGATGGAGAAGCCTAGTCCCC

G3BP1_Rev TTAGGATCCCTGCCGTGGCGCAAGCCCCC

3.1.6. Hiicre Hatt1 Secimi

Ccdc124’iin gesitli stres sartlarinda stres graniil belirteci olan G3BP1 ile etkilesimi,
organel biiylikliiglinlin hiicresel goriintilemede etkin bir sekilde avantaj saglamasi

bakimindan U20S hiicre hatt1 kullanilarak gosterilmistir. GFP11 epitopu ile
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etiketlenen Ccdc124 fiizyon proteininin ifadesi ve CO-IP deneyleri i¢in yiiksek
transfeksiyon verimliligi gosteren Hek293T hiicre hatt1 kullamlmustir.

3.1.6.1. HEK?293T Hiicre Hatt1

Hek 293T, saglikli bir insan fetiistinden elde edilen embriyonik bdbrek hiicrelerinin
(Hek293) adenoviriis 5 DNA's1 ile transformasyonu sonucu elde edilmis 6zel bir

hiicre hattidir.

Baslangigta 293tsA1609neo olarak adlandirilan 293T hiicre ¢izgisi, SV40-T antijeni
iceren ve insan embriyonik bdbrek 293 hiicrelerinin yliksek derecede transfekte
edilebilen bir tlirevidir. 293T hiicre hatt1 retroviral {iretim, gen ekspresyonu ve protein

tiretimi i¢in yaygin olarak kullamlmaktadir [118].

3.1.6.2. U20S Hiicre Hatt1

Insan osteosarkomu (U20S), 1964 yilinda 15 yasindaki bir kizin kaval kemiginin orta
derecede farklilasmis sarkomundan elde edilen ve ¢ok sik kullanilan bir hiicre hattidir
[119]. U20S osteosarkomu, Ozellikle mitoz, apoptoz ve kansere yol agan

mekanizmalarin incelenmesi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir.

U20S hiicreleri diger osteosarkom hiicre dizileri ile kiyaslandiginda en diisiik diizeyde
kromozomal varyasyona sahiptir ve hiicrelerin yalmzca 2%’ sin de normal kontrol
fibroblast hiicrelerine benzer sekilde p53 ve pRb fonksiyonuna bagli olarak ¢ok
kutuplu mitoz bulunur [120]. U20S, organel biiyiikliigiiniin hiicresel goriintiilemede
etkin bir sekilde avantaj saglamasi bakimindan yaygin olarak tercih edilen hiicre

hatlarindandir.

3.1.7. Hiicre Kiiltiirii Soliisyonlar:

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM): Hek 293T ve U20S hiicre hatlari
i¢in kullanilan 4.5¢g/L D-glukoz i¢eren DMEM (Gibco 41966) besiyeri %10 oraninda
fetal sigir serumu (Gibco 10270106) ve %1 oraminda penisilin/streptomisin (Gibco

15140122) antibiyotigi eklenerek hazirlanmistir.

Dulbecco’s phosphate-buffered saline (DPBS): Hiicre kiiltiirii ¢aligmalar1 boyunca
ticari olarak satin alinan DPBS (Gibc014190) kullanilmistir.
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Tripsin-EDTA: Fokal adhezyon molekiillerini ve bir arada tutan Kaderin
molekiillerini pargalayarak hiicrenin petri kabiyla temasim kesen bir enzimdir. Ticari

olarak satin alinan enzim (Gibco 15400054) -20 °C’ ta muhafaza edilmistir.

Hiicre Dondurma/Saklama Besiyeri: Hiicre kiiltiirii caligmalarinda Fetal sigir
serumu (Gibco 10270106) igerisine %10 oraninda Dimetilsiilfoksit (DMSO) ilave

edilerek + 4 °C’ta stoklanarak kullanilmistir.

3.1.8. Transfeksiyon Soliisyonlar:

PEI Transfeksiyon Soliisyonu: 100 mg Polyethylenimine 100 mL ddH20O iginde
¢coziinerek pH HCl ile 7.0’e ayarlanmistir. Sonrasinda 0.22 um fitreden gegirilerek -20

C°®de saklanmuistir.

3.1.9. Liziz Soliisyonlar

Protein Liziz Soliisyonu: 50 mM Tris-HCI (pH: 8.0), 150 mM NaCl, %1 NP40 ve 1X
Proteaz Inhibitdr (50X) kullanilarak hazirlanmistir.

3.1.10. Immiinoblot Soliisyonlar

Jel Formiilasyonu: %25 SDS, Tris tamponu ve %40 akrilamid asagida tabloda (Tablo
3.2 ve Tablo 3.3) verilen oranlar g6z Oniinde bulundurularak ddH20 igerisinde
hazirlanmistir. APS ve TEMED hizli polimerlesmeyi sagladigindan dolay1 en son

eklenmistir.

Tablo 3.2. Yiiriitme jeli i¢in kullanilan kimyasallar ve miktarlari.

1.5M Tris HCI 1250 uL 2500 uL 5000 L
pH:8.8

ddH20 2175 pLL 4350 uL 8700 uL
%40 Acrly/bis 1500 pL 3000 puL 6000 pL
%25 SDS 20 pL 40 uL 80 uL

%10 APS 50 uL 100 uL 200 uL
TEMED 5 uL 10 uL 20 uL
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Tablo 3.3. Ayirma jeli i¢in kullanilan kimyasallar ve miktarlari.

Aywmadeli | 4% |

1 2 3
0.5M Tris HCI 1250 uL 2500 uL 3750 uL
pH:6.8
ddH20 3175 uLL 6350 uL 9525 uL
%40 Acrly/bis 500 puL 1000 uL 1500 uL
%25 SDS 20 uL 40 uL 60 uL
%10 APS 50 uL 100 uL 150 uLL
TEMED 5uL 10 ulL 15 ul

Islak Transfer Soliisyonu (10X,1L): 30.3 g Tris base (250 mM), 144 g Glisin (1.92
M) 1L ddH20O i¢inde hazirlanmaktadir.

Yiiriitme Soliisyonu: 100 mL Islak Transfer Soliisyonu (10X), 4 mL SDS (%25) 900
mL ddH20 kullanilarak hazirlanmustir.

Transfer Calisma Soliisyonu (1X,1L): 100 mL Islak Transfer Soliisyonu (10X), 200
mL Metanol 700 mL ddH0O i¢inde hazirlanmaktadir.

TBS (10X)(pH:7.6) : 24.2 g Tris base, 87.6 g NaCl 1 L ddH20 i¢inde ¢oziinerek pH

7.6’ya ayarlanir.

Tris-HCI (1.5M, pH: 8.8): 36.34 g Tris base 200 mL ddH.0 i¢erisinde ¢6ziinerek pH
HCl ile 8.8 e ayarlanmustir.

Tris-HCI (0.5M, pH:6.8): 12.11 g Tris base 200 mL ddH20 igerisinde ¢6ziinerck pH
HCl ile 6.8 e ayarlanmistir.

APS (%10) (-20 °C): 1 g Amonyum Persiilfat 1 mL ddH.O igerisinde ¢oziinerek

hazirlanmastir.

Bloklama Soliisyonu (W/v): %5 BSA veya siit tozu 1X TBS-T igerisinde ¢6ziinerek

hazirlanmastir.

% 25 Sodium Dodecyl Sulfate (SDS): 25 gr SDS tartilarak 100 ml deionize suda

¢cOzllmiistiir.

3.1.11. Immiinboyama Soliisyonlar1

Yikama Soliisyonu: %1 Triton-X, 1XPBS soliisyonunun igerisine eklenerek

hazirlanmistir.
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Fiksasyon Soliisyonu (%4 PFA): 40 gr paraformaldehit 800 mL 1XPBS igerisinde
55-60 C° de IN NaOH ilave edilerek hazirlanmistir. Sogutulduktan sonra 1000 mL

tamamlanan soliisyon 0.22 um filtreden gegirilerek pH 6.9 ayarlanmstir.

Bloklama Soliisyonu: %2 BSA 1X PBS-T (TritonX100) sollisyonunun igerisine

eklenerek hazirlanmistir.

Hoechst Boyamasi: 1XPBS soliisyonu igerisine 1/1000 oraninda Hoechst soliisyonu

eklenerek hazirlanmistir.

Mowiol Soliisyonu: 2,4 g Mowiol 488 ve 69 glycerol 6 mL H2O ilave edilerek oda
sicakliginda kanistirtlmistir. Ardindan 12 mL 0.2 M Tris-Cl (pH 8.5) eklenerek 50 C°
de 10 dakika siireyle karistirilmistir. Homojenize olduktan sonra 5000 g de 15 dakika

santrifiij edildikten sonra -20 C° de muhafaza edilmistir.

3.1.12. Antikorlar

Caligsmalarda kullanilan antikorlar ve onlara ait bilgiler asagidaki Tablo 3.4 de ayrintili

olarak gdsterilmistir.

Tablo 3.4: Calismalarda kullanilan antikorlar.

Antikorlar Organizma Firma Adi Katalog WB IF
Numarasi

Birincil Antikor
Ccdc124 (total) Tavsan ProteinTech 27106-1-AP | 1/1000 | 1/150
Ccdcl124 (C term) Tavsan Bethyl A301835 1/1000
Anti-GFP Tavsan Cell Signaling 25558 1/1000
Vinculin Fare Sigma V9131 1/1000
Calnexin Tavsan Abcam Ab22595 1/3000
G3BP1 Fare Merck 3729374 1/150
Anti-tRFP Tavsan Evrogen AB233 1/1000
Anti-HA Tag Fare Cell Signaling 2367S
Ikincil Antikor
Anti-mouse Kegi Sigma A2304 1/5000
Anti-Rabbit Kegi Sigma A9169 1/5000
Alexa 488 Tavsan Cell Signaling 4412S 1/500
Alexa 594 Fare Cell Signaling 8890S 1/500
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3.1.13. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Deney boyunca kullanilan PCR bilesenleri ve miktarlar1 asagida Tablo 3.5 de ayrintili

olarak gosterilmistir.

Tablo 3.5: Polimeraz Zincir Reaksiyonu Bilesenleri.

Bilesenler Miktarlar
Kalip DNA (20ng/uL) 2 uL
fleri Primer 2.5ul
Geri Primer 2.5 uL
dNTP Mix luL
(10X)Tag Polimeraz Tamponu 5 uL/10 puL
/5XPhusion GC Tamponu
Tag Polimeraz/Phusion 1 ul. /0.5 pL
ddH20 36 uL /32.5 uL
Toplam 50

3.1.14. Ligasyon Uriinleri

Calisma boyunca kullamilan ligasyon iriinleri ve sartlari asagida Tablo 3.6 da

gosterilmistir.

Tablo 3.6. Ligasyon iiriinii sartlar1 ve miktarlari.

Icerikler Miktarlar
Eklenicek DNA kalip | 3:1 ve/veya 5:1
Vektor 100 ng veya 150 ng
10X T4 Tamponu 2 ulL
T4 Ligaz 1 uL
ddH.O 20 uL ye tamamlanir.

3.1.15. Hiicre Transfeksiyonu

Hiicre goriintiileme ve immunofloresan goriintiileme i¢in kullamilan U20S hiicre
hatlarinda diisiik toksisite saglamasi, lizat alma ¢alismalarinda kullamlan HEK 293T

hiicre hattinda ise es transfeksiyondan dolay: olusacak diisiik transfeksiyon etkisini
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engellemek i¢in Jet Prime reaktifi kullanilmigtir. Calismada kullanilan diger

transfeksiyon bilesenleri ve miktarlar1 Tablo 3.7 de ayrnintili olarak gdsterilmistir.

Tablo 3.7: Calismada kullanilan transfeksiyon soliisyonlar1 ve miktarlari.

100 mm petri

‘ 6 well petri ‘

12 well petri

Lipofectamine 2000 60 pul 6 ul 4 ul

Jet Prime 20 pul 4 ul 1.6 ul
PEI 1/3-1/5-1/7 1/3-1/5-1/7 1/3-1/5-1/7
Plazmid Konsantrasyonu 7 ug 2 ug-3 ug 0.8 ng
DMEM /OPTIMEM 500 pl 200 pl 75 ul
Hiicre Sayisi 0.5x106- 1x108 | 10x10%-15x10* | 3x10%—5x10*
Kiiltiir Besiyeri 10 mL 2mL 1mL

3.1.16. Kullanilan Kimyasallar

Calisma boyunca kullanilan kimyasal iiriinler ve onlara ait bilgiler agagidaki Tablo 3.8

de ayrintili bir sekilde agiklanmustir.

Tablo 3.8: Kimyasal iiriinler ve onlara ait bilgiler.

Kimyasal Adi Katalog Numarasi ve Markasi
Akrilamid/bis-acrilamid % Soliisyon Sigma/ A3699
Amonyum persiilfat (APS) Sigma/A3678
BSA Sigma Aldrich 7906
DMSO Merck/ 116743.1000
DPBS Gibco/ 14190
High glucose DMEM Gibco/ 41966
Izopropanol Sigma 24137
Lipofectamin2000 Invitrogen /11668
Metanol Sigma/ 34885
NP40 Sigma NP40S
PBS Lonza/ BE17-517Q
Polyethylenimine (PEI) Polysciences 23966
Pen /Strept Gibco/ 15140-122
Sodium dodecyl sulfate Sigma /L5750
TEMED Sigma/ T9281
Tripsin-EDTA Gibco/15400054
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Tablo 3.8: Devamu.

Triton X100 Sigma/T8787
Trizma base Sigma/ T6066
Tween 20 Sigma/ P1379
Red Safe Intron/21141
Ampisillin

Kanamisin

3.1.17. Kullanilan Kitler ve Cihazlar

Calisma boyunca kullamlan Kitler, cihazlar ve onlara ait bilgiler asagidaki Tablo 3.9

ve 3.10 de ayrintili bir sekilde agiklanmistir.

Tablo 3.9. Kullanilan Kitler.

Kit Isimleri Kit Markasi Katalog Numarasi

Monarch DNA Gel Extraction Kit BioLabs T1020S

Monarch PCR&DNA Cleanup Kit BioLabs T1030S

DNA-spin™ Plasmid DNA Intron 1050611152

Purification Kit Biotechnology

Mega quick-spin™ plus Fragment Intron 105820254

DNA Purification Kit Biotechnology

Nucleospin® Plasmid Macherey-Nagel 1809/004

Nucleospin® Gel and PCR Clean-up | Macherey-Nagel 1810/005

NucleoBond® Xtra Midi EF Macherey-Nagel 2009/004

Tablo 3.10: Kullanilan Cihazlar.
CIHAZIN ADI CIHAZIN CIHAZIN
MARKASI MODELI

Agaroz Jel Yiirlitme Sistemi BIO-RAD Wide Mini-Sub®
Cell GT Cell

Agaroz Jel ve Immunoblot Goriintiilleme BIO-RAD ChemiDoc XRS+

Cihazi

Canli1 Hiicre Goriintiileme Mikroskobu Leica DMi8

Calkalayici Labnet ROCKER 25

FACS BD FACSJazz

Hassas Terazi ADAM PGW 253i

Immunoblot Ekipmanlart BIO-RAD Mini-
PROTEAN®
Tetra Handcast
Systems

Inkiibator Heal Force Smart Cell
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Tablo 3.10: Devamu.

Konfokal Mikroskop Zeiss LSM-880
Kuru Banyo (Is1 Blogu) Benchmark BSH1002-E
Laminar Akim Kabini Cryste

NanoDrop Thermo NanoDrop Lite
PCR Cihazi Biometra Analytik-Jena
pH metre Mettler Toledo

Su banyosu Wisd WiseBath
Sogutmali Eppendorf HITACHI CT-15RE
Santrifiij Cihazi

Sogutmali Falkon NUVE NF-1200R
Santrifiij Cihazi

Vortex SCILOGEX MX-S
Qubit™ Invitrogen

3.2. Yontem

3.2.1. Genel Metot

3.2.1.1. Vektor Hazirlama

N-terminal ve C-terminal GFP1lxs etiketli CCDC124 vektori (pcDNA 3.1/
CCDC124::GFP11x4, pcDNA 3.1/GFP11x4::CCDC124) olusturmak ve ayni zamanda
C-terminal GFP11x; etiketli CCDC124 vektorii (pcDNA 3.1/CCDC124::GFP11x1)
olusturmak i¢in pcDNA 3.1 Hygro (+) plazmidi ve, G3BP1-mCherry plazmidi
olusturmak icin mCherry-N1 (Nuri OZTURK) kalip olarak kullanilmis olup

Pentr4 G3BP1 plazmidi (Erding SEZGIN) insert olarak kullanilmustir.
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AmoR promoter
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6428 bp

P binding site
lac operator

CMV enhancer

700

AmpR promoter

Am, # )
V40 Promote, PR 5, 0
o
o,

i ﬂr@’\
Sv40 ori

G3BP1::mCherry2-N1
6121 bp

p *9nal 11459 i
N

(CAP binding site

ac cpareing pBR3220ri-F

Sekil 3.1: Olusturulan plazmid haritasi1 (SnapGene).

3.2.1.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

pcDNA 3.1/Ccdc124::GFP11xs, pcDNA 3.1/Ccdc124::GFP11x; ve pcDNA 3.1/
GFP11x4::Ccdcl24 flizyon proteinini olusturabilmek i¢in Ccdc124 niikleotit dizisini
igeren ve GFP11xs - GFP11x; niikleotit dizisini igeren sirasiyla Nhel- BamHI ve
BamHI — Xhol kesim bolgeleri bulunduran ve Tablo 3.2 de ayrintili olarak ifade edilen
primerler kullanilarak standart PZR gergeklestirilmistir. Standart PZR kosullar1 Tablo

3.13 de ayrintili olarak gosterilmistir.
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Tablo 3.11: Standart PZR kosullari.

' Baslangig sicakhgn =~~~ | 94°C | 2dakika |
Denatiirasyon 94 -C 30 saniye
Primer Baglanma Sicakhg 59 °C/ 57 <C 1 dakika** X2
Uzama 72 <C 1 dakika/20 saniye
Son uzama 72 C 7 dakika
Tutma 4-C 0

PZR sonrasi tiriinler Monarch PCR&DNA Cleanup Kit ve Nucleospin® Gel and PCR
Clean-up Kit kullanilarak saflastirilmistir.

3.2.1.3. Restriksiyon Endoniikleaz Enzimleri ile Kesim

Kesilecek her PZR iiriinii i¢cin pg basina 3 {inite restriksiyon enzimleri kullanilmistir.

3.2.1.4. Agaroz Jelden Geri Kazanma

Restriksiyon enzimleri ile kesilen plazmidler %1 lik 1X TAE tamponu ile hazirlanan
agaroz jele yiiklenmis ve Monarch DNA Gel Extraction Kit, Mega quick-spin™ plus
Fragment DNA Purification Kit prosediirii takip edilerek jelden saflastirma islemi

gergeklestirilmistir.

3.2.1.5. Ligasyon

Insert ve ilgili vektor konsantrasyonu NeBiocalculator programi kullanilarak hesap

edilir ve 16 C° de gece boyu ligasyona birakilir.

3.2.1.6. Kompetent Hiicre Hazirlanmasi

Escherichia coli susu olan DH5a bakteri hiicresi 2 mL LB igerisinde 37 °C de
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi 6n kiiltiirden %1 oraninda olacak
sekilde 50 mL LB iceren siv1 kiiltiire 2. asilama yapilip 37 °C de inkiibasyona
birakilmistir. Hiicrelerin 600 nm de OD degeri 0.55° e ulastiktan sonra hiicreler

inliibasyondan alimp 10 dk buzda bekletilmistir. Buzda inkiibasyon sonrasi hiicreler
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4000 rpm de +4 °C de 20 dakika santrifiij yapilarak elde edilen hiicre pelleti 16 mL
soguk Inoue Ultra Competent Hiicre Tamponu ile ¢oziinmiistiir. 4000 rpm de +4 °C
de 10 dakika siireyle tekrar santrifiije birakilan hiicre pelleti 4 mL Inoue Ultra
Competent Hiicre Tamponu ile ¢éziinmiistiir. Sonrasinda 300 ul DMSO eklenerek 10
dakika buzda inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonrasinda karisimlar
eppendorflara aktarilarak sivi azotta 1-2 dakika bekletildikten sonra -80 °C’ de daha

sonra kullanilmak iizere muhafaza edilmistir.

3.2.1.7. Transformasyon

100 pl ultra competent Escherichia coli susu DH5a bakteri hiicresine 30 ug plazmid
olucak sekilde eklenmistir. Hiicrelere 30 dakika buzda inkiibasyona birakildiktan
sonra 42 °C’ de 2 dakika 1s1 soku uygulanmistir. Is1 sokundan sonra 3 dakika tekrar
buzda inkiibe edildikten sonra karistma 1 mL LB eklenerek 37 °C’ de 1 saat
karistirmali inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi érnekler 10000 rpm de 3
dakika santrifiij yapilarak elde edilen pellet bir miktar LB igerisinde ¢ozilinerek ilgili
antibiyotik iceren kati besiyerine yayma yontemiyle ekimi gergeklestirilmistir. Ekimi

yapilan tabaklar 37 °C’ de gece boyu inkiibasyona birakilmistir.

3.2.1.8. Plazmid izolasyonu

3.2.1.8.1. Kiiciik Hacim izolayon

Transforme edilen bakteri hiicresi 5 ml Luria-Bertani (LB) ve ilgili antibiyotik i¢eren
stvi besiyerinde 200 rpm de 37 C de gece boyu inkiibasyona birakilmistir. Hiicreler
4000 rpm de +4 C de 20 dakika santrifiij edilerek pellet eldesi olusturulmustur. Elde
edilen pellet 250 ul Restlispansiyon Tamponu ile ¢oziiliir. 250 pl Liziz Tamponu ilave
edilerek hiicre peletinin 6-8 kez ters ¢evirilerek 5 dakika oda sicakliginda inkiibasyona
birakilir. Inkiibasyon sonrasi 300 pl Nétrolizasyon Tamponu eklenerek 6-8 kez ters
cevirilerek 11000 g de 10 dakika santrifiij yapilmistir. Elde edilen siipernatant kolona
yiiklenerek 11000 g de 1 dakika santrifiij yapilir. Yikama Tamponundan 600 pl
eklenerek 1 dakika 11000 g de santrifiij yapildiktan sonra 11000 g de 2 dakika santrifiij
tekrarlanarak kalan yikama tamponunun uzaklastirilmasi saglanmistir. Yikama

Tamponu uzaklastirildiktan sonra 50 pl Eliisyon Tamponu kolona eklenerek 2 dakika
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oda sicakliginda bekletildikten sonra 2 dakika 11000 g de santrifiij yapilarak plazmid

eldesi saglanmastir.

3.2.1.8.2. Biiyiik Hacim izolasyon

Biiyiik hacimde plazmid izolasyonu NucleoBond® Xtra Midi EF kit protokolii

kullanilarak uygulanmistir.

3.2.1.9. Niikleik Asit Miktar Tayini

Niikleik asit ve saflastirilmis PZR miktar tayini NanoDrop (Shimadzu, Biospec Nano)
cihaz1 kullanilarak belirlenmistir. pg basi 1 pL ilgili enzim kullanilarak vektoriin

hedeflenen insert kismini alip almadigi tespit edilmistir.

3.2.1.10. Agaroz Jel

%1 oraninda hesaplanan agaroz, mikrodalga firinda 1X TAE (Tris-Asetat-EDTA)
tamponu icerisinde hazirlanip tizerine son konsantrasyonu 1X olacak sekilde RedSafe

eklenerek jel goriintiisii alinmistir.

3.2.1.11. Bakteri Hiicrelerinin Stoklanmasi

Kat1 besiyerine ekim yapilan bakteri hiicrelerinden tek koloni alinarak 3mL LB ve
ilgili antibiyotigi iceren s1v1 besiyerine ekim yapilarak 37 °C de 200 rpm de gece boyu
biiyiitiilmiistiir. Sonrasinda 625 pl bakteri hiicresi 375 pl %80 gliserol eklenerek — 80

°C’de saklanmastir.
3.2.2. Hiicre Kiiltiirii Yontemleri

3.2.2.1. Hiicre Hatlarinin Biiyiime Sartlari

U20S, HEK293T hiicre hatlar1 yiiksek glukoz iceren DMEM (Dulbecco's Modified
Eagle Medium;Gibco), %10 (v/v) FBS (Fetal Bovine Serum) ve %1 (v/v) Pen/Strep
iceren besi ortaminda 37 C° sicaklik ve %5 CO2 saglayan inkiibatdrde biiytitiilmiistiir.
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3.2.2.2. Hiicre Hatlarinda Gegcici Transfeksiyon

Olusturulan pcDNA 3.1/Ccdc124::Gfpl1x1, pcDNA 3.1/Ccdcl24::Gfplixs ve
pcDNA 3.1/ Gfpllxs::Ccdcl124 plazmitleri Hek293T hiicre hattina Lipofectamine
2000 transfeksiyon protokolii uygulanarak transfekte edilmistir (Tablo 3.14).
Hek293T hiicre hatti, %10 FBS+pen/strep iceren DMEM (Gibco) medyumu
kullanilarak kiiltiir ortaminda (37°C / %5 COg) bliylimeye birakilmistir. Hiicrelerin
transfeksiyondan bir giin once 6-welle her biri 2x10° hiicre/2mL olacak sekilde ekimi

gergeklestirilmistir.

Miktarlart belirtilen malzemelerden hazirlanan karistm 5 dakika oda sicakliginda

bekletildikten sonra 1.tiip 2. tiipe aktarilarak 20 dakika oda sicakliginda bekletilmistir.

Sonrasinda Hek293T hiicrelerinin iizerine damla damla verilmistir. 3-4 saat sonra

besiyeri %10 FBS+pen/strep iceren DMEM (Gibco) medyumu ile degistirilmistir.

3.2.2.3. Lentiviiriis Transfeksiyonunun Yapilmasi

3.2.2.3.1. Lentiviral Vektor Uretimi

Hek 293T (insan embriyonik bobrek hiicreleri) hiicre hatti Neubauer lami1 yardimiyla
sayilip her well ~ 20x10* yogunlukta olacak sekilde DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium)- Yogun Glukoz (Gibco), %10 FBS ve %1 penisilin-streptomisin
igeren besiyeri ile ekim yapilmistir. Hiicreler %70 yogunluk oranina ulagtiginda son
konsantrasyon 1.25 ng, 1 ug ve 1.25 pg olucak sekilde sirastyla pHRM-SFFV GFP 1-
10 lentiviral plazmidi short ve long olarak adlandirilan paketleme plazmidi ve viral
glikoproteini kodlayan zarflama plazmidi Tablo 3.12 de belirtilen miktar ve adimlar
sirastyla uygulanarak PEI (polyetilenimin) transfeksiyon ajanlar yardimiyla transfekte

edilerek 37°C’de, %5 CO2 igeren inkiibasyon ortamina birakilmistir.

Transfeksiyon sonrasinda 6-well deki hiicreler 60 mm’lik plate lere aktarilmigtir.
Transfeksiyondan yaklasik 72 saat sonra 60 mm’lik plate lere aktarilan transfekte
edilmis HeK 293T hiicrelerinin st sivisi falcona toplanip 2000 rpm de 5 dakika
santriflij yapilmistir. Santrifiij sonrasinda elde edilen siipernatant (s1v1 kisim) 0.45 nM

lik filtre ile filtrelenip ependorflere ayrilarak daha sonra kullanilmak iizere -80 C° de
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muhafaza edilmistir. 60 mm’lik plate taze besiyeri eklenerek 72 saat sonra sivi kisim

tekrar 0.45 nM’lik filtre kullanilarak filtrelenip -80 C° ye kaldirilmustir.

3.2.2.3.2. Lentiviral Trandiiksiiyon

Transdiiksiyon islemi 6ncesi HEK293T ve U20S hiicre hatlan sirasiyla 20x10% ve
10x10* yogunlukta olucak sekilde 6-welle ekim yapilarak 24 saat boyunca 37°C’de,
%35 CO2 igeren inkiibasyon ortamina birakilmistir.

Uretilen Lentiviriis buzda ¢dziiliip HEK293T hiicre hatt1 i¢in 500 ul viriis,500 pl
DMEM ve 500 pl polybrene, U20S hiicre hatti icin 1000 pl viriis,500 pl DMEM ve
500 pl polybrene karisimi hiicrelerin ekildigi besiyeri degistirilerek kuyulara
eklenmistir. Polybrene son konsantrasyonu 8 mg/ml olucak sekilde ayarlanmustir.
Gece boyunca 37°C’de inkiibe edildikten sonra lentiviriis/polibren/medyum karisimi
bosaltilip yerine taze medyum eklenmistir. Diger kontroller i¢in gerekli miktarlar
Tablo 3.13, Tablo 3.14 ve Tablo 3.15 de gosterilmistir. Bu galismada stable hiicre hatt1
olusturabilmek i¢in 6zellikle U20S hiicre hattina transfeksiyon sonrasinda uygun

antibiyotik ile (Hygromisin) 2 hafta kadar baskilanma yapilmistir.

3.2.2.3.3. Kahe1 Hiicre Hatt1 Olusturulmasi

Transfeksiyon sonrasinda transfekte edilmis hiicreler Neuber lami yardimiyla
sayilarak her plate de 50 hiicre olacak sekilde seyreltildikten sonra 3 tane 96’lik welle
ekim yapilip 37°C’de, %5 CO2 igeren inkiibasyon ortamina birakilmistir. Yaklagik 7-
10 giin sonra ekim yapilan 96’lik plate ler Nikon eclipse TS100 mikroskobu
yardimiyla goriintiilenmis ve wellerde tek hiicre olup olmadig1 kontrol edilmistir. Tek
hiicre oldugu belirlenen kuyular isaretlenip Zoe ™ Fluorescent Cell Image (Bio-Rad)
mikroskobu kullanilarak GFP parlamasi yapip yapmadiklart belirlenmistir. Isima
yapan hiicreler kademeli olarak biiyiitiilerek dondurma medyumu olarak adlandirilan
%95 FBS (Fetal Bovine Serum) ve %35 oraninda DMSO (Dimetilsiilfoksit) iceren
besiyerinde dondurulup — 80 °C de ve sivi azotta daha sonraki ¢alismalarda

kullanilmak tizere muhafaza edilmistir.
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Tablo 3.12: Lentiviral Vektor olusumu i¢in uygulanan PEI transfeksiyon basamaklari.

1.tup
250 pl Optimem 250 pl Optimem 250 pl Optimem
+ + +
10.5 pl PEI 10.5 pl PEI 10.5 pl PEI
2.tiip
10 pl (pHRM SFFV 10 pl (pHRM SFFV 10 pl (pHRM SFFV
GFP 1-10) GFP 1-10) GFP 1-10)
+ + +
1 pl short plazmid 1 pl short plazmid 1 pl short plazmid
+ + +
1 pul long plazmid 1 pnl long plazmid 1 pnl long plazmid
+ + +
250 pl optimem 250 pl optimem 250 pl optimem

1.tiip 2.tiipe aktarilir ve kuyulara da

* 5 dakika oda sicakhiginda bekletilir
mia damla eklenir

Tablo 3.13: pcDNA3.1/CCDC124::GFP11x4 plazmidinin transfeksiyonu igin gerekli

kosullar.
(PHRM SFFV pcDNA3.1/CCDC124::GFP11y, Es transfeksiyon Untransfected
GFP 1-10) Tansfeksiyonu
Lentiviriis
transfeksiyonu
1.tiip 250 pl Optimem 250 pl Optimem 250 pl
+ + Optimem
6.7ul 2ug) 6.7ul 2ug) +
pcDNA3.1/CCDC124::GFP11y, pcDNA3.1/CCDC124::GFP11yx, |  -—---
250 pl Optimem 250 pl Optimem 250pl Optimem
2.tiip + + +
6 pl Lipofectamin 6 pl Lipofectamin 6pl
Lipofectamin
1000pn DMEM 500 pl DMEM 1500 pl DMEM
500 pl viriis 1000 pl DMEM 500 pl viriis
500ul 500 nl DMEM/polybrene
DMEM/polybrene
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Tablo 3.14: pcDNA3.1/ GFP11x4:: CCDC124 plazmidinin transfeksiyonu i¢in gerekli

kosullar.
(PHRM SFFV pcDNA3.1/GFP11y,:: CCDC124 Es transfeksiyon Untransfected
GFP 1-10) Tansfeksiyonu
Lentiviriis
transfeksiyonu
1.tiip - 250 pl Optimem 250 pl Optimem 250 pl
+ + Optimem
0.7nl (2pg) pcDNA3.1/ 0.7ul (2pg) pcDNA3.1/ +
GFP11x,::CCDC124 GFP11x::CCDC124 | = -——--
- 250 pl Optimem 250 pl Optimem 250l Optimem
2.tiip + + +
6 pl Lipofectamin 6 ul Lipofectamin 6pl

Lipofectamin

1000pl DMEM
500 pl viriis
500ul
DMEM/polybrene

1000 pl DMEM

500 pl DMEM
500 pl viriis
500 nl DMEM/polybrene

1500 pl DMEM

Tablo 3.15: pcDNA3.1/CCDC124::GFP11x; plazmidinin transfeksiyonu igin gerekli

kosullar.
(pHRM SFFV pcDNA3.1/CCDC124:: GFP11x, Es transfeksiyon Untransfected
GFP 1-10) Tansfeksiyonu
Lentiviriis
transfeksiyonu
1.tiip - 250 pl Optimem 250 pl Optimem 250 pl
A S Optimem
0.7ul (2pg) pcDNA3.1/ 0.7ul (2pg) pcDNA3.1/ +
CCDC124: GFP11x, CCDC124::GFP11ys | = -—---
- 250 pl Optimem 250 pl Optimem 250pl Optimem
2.tiip + + +
6 pl Lipofectamin 6 pl Lipofectamin 6l
Lipofectamin
1000pl DMEM 500 pl DMEM 1500 pl DMEM
500 pl viriis 1000 pl DMEM 500 pl viriis
500p1 500 pl DMEM/polybrene
DMEM/polybrene

3.2.2.4. Stok Hiicrelerin Kriyoprezervasyonu

Hiicre hatlan erken pasaj doneminde 1XPBS ile yikanarak tripsin ile kaldirilmastir.

Tripsin ile toplanan hiicreler 1000 rpm de 5 dakika oda sicakliginda santrifiij

edilmistir. Ust s1v1 cekilip pellet (%5 DMSO + %95 FBS) iceren dondurma besiyeri

icerisinde ¢oziilerek kriyotiiplere dagitilmistir. Hiicreler — 80 °C de 1 hafta

bekletildikten sonra daha sonra kullanilmak iizere sivi azota aktarilmistir.
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3.2.2.5. Donmus Hiicrelerin Acilmasi

Sivi azottan alinan hiicreler 37 °C su banyosunda birka¢ dakika c¢oziinmesi
saglandiktan sonra 5 mL DMEM igeren falkona hiicreler transfer edilmistir. Transfer
edilen hiicreler 1000 rpm de oda sicakliginda 5 dakika santrifiij yapilmustir. Ust siv1
atilip kalan pelet 1000 pnL DMEM ile ¢oziilerek 100 mm lik petri kabina ekimi
yapilmustir.

3.2.2.6. Lizat Toplama

Transfekte edilen hiicreler 48 saat sonra inkiibatérden alimp 1XPBS ile 2 kez
yikanmigtir. Yikama sonrasit hiicreler 1XPBS eklenerek kaziyici yardimiyla
toplanmistir. 1400 rpm +4 C° 5 dakikada santrifiij yapilarak elde edilen pelet 3 kati
kadar taze hazirlanmis liziz tamponu ilave edilerek 15 dakika boyunca buzda
bekletilmistir. 5’er dakika ara ile vortekslenerek buzda bekletilen hiicreler 15000 rpm
4 C° da 30 dakika santrifiije birakilmigtir. Santrifiij sonrasi iist sivi ayri bir tiipe
aktirilarak orneklerin protein konsantrasyonunun Qubit® Protein Assay cihazi

yardimiyla belirlenmesi ger¢eklestirilmistir.

3.2.2.7. immiinoblotlama

Protein konsantrasyonu belirlenen 6rnekler 3XSDS tamponu eklenerek 100 C° de 5
dakika denatiirasyona birakilmistir. Denatiire edilen proteinler son konsantrasyonu 30-
40 ug olacak sekilde SDS-PAGE yiiklenmistir. 1X Yiiriitme Tamponu igerisinde
boyalar jelden ¢ikana kadar yiiritilmustir. Yiritilen orneklerin 1X Transfer
Tamponu kullanilarak PVDF membranina BIO-RAD Trans-Blot® Turbo™ Transfer
sistemi yardimiyla transfer edilmesi saglanmistir. Transfer sonrast PVDF membran
% 5 siit tozu iceresinde 4 C° de gece boyu calkalamaya birakilmistir. inkiibasyon
sonrast membran siit tozu igerisinde hazirlanan birincil antikor kullanilarak 2 saat
calkalamali inkiibasyonda birakilmistir. Ardindan 3 defa 10’ ar dakika 1XTBS-T
(1XTBS+%0,1 Tween 20) ile yikanma islemi ger¢eklestikten sonra 1/5000
konsantrasyonunda hazirlanan ikincil antikor eklenerek 1 saat oda sicakliginda
karanlik ortamda calkalamali inkiibatorde birakilmistir. Ikincil antikor sonrasi
membran 3 defa 10’ar dakika 1XTBS soliisyonu ile yikanmistir. Yikama sonrasinda

membran goriintiisii ECL soliisyonu kullanilarak alinmustir.
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3.2.2.8. Immiinboyama (IF)

pcDNA3.1/Ccdc124::Gfpllxs, pcDNA3.1/Ccdcl24::Gfpllx; ve  pcDNA3.1/
Gfpl1xs::Ccdc124 plazmidi kullanilarak olusturulan fiizyon proteinin U20S (Insan
Kemik Osteosarkom Epitel Hiicreleri) hiicre hatlarinda kalici ifade edilmesi
saglandiktan sonra elde edilen kalic1 (stable) hiicre hatlar1 gesitli stres faktorlerine
maruz birakilarak (sicaklik, H,O, ve Poly I:C) Immiinfloresan Yontemi (IF)

uygulanarak hiicre i¢i lokalizasyonunun belirlenmesi amag¢lanmaktadir.

Her bir kuyuya 30.000 hiicre olucak sekilde stable hiicre hatlar1 ve U20S hiicre hatlar1
ekilmistir. Hiicreler 12-well de biiyiitiildiikten 24 ya da 48 saat sonra U20S hiicreleri
ise 46 °C de 30 dakika, 2 mM H202 ye 2 saat ve 500 ng/ ul konsantrasyonundaki Poly
I:C ye maruz birakilmistir. Maruziyet sonrasi hiicreler 1XPBS (phosphate buffer
saline) tamponu ile 2 kez yikanmistir. Yikama sonrasi hiicreler %4 liik PFA
(paraformaldhyte) ile 20 dakika oda sicakliginda sabitlenmistir. Sonrasinda 3 kez
IXPBS ile yaklagitk 5 dakika yikama gerceklestikten sonra hiicreler %3
konsantrasyonun da BSA igeren bloklama bufferinda 1 saat boyunca inkiibasyona
brrakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda 1/150 oraninda G3BP1 ve Ccdc 124 antikoru
igeren bloklama tamponu her kuyudaki hiicrelere eklenerek 1 saat boyunca maruz
birakilmistir. Daha sonra hiicreler 3 kez 1XPBS-T (Triton X-100 igeren fosfat
tamponu) ile yikanarak kalan antikor kalintilarindan uzaklastirilmasi saglanmustir.
1/500 oraninda Alexa 488 ve Alexa 594 antikorlar1 kullanilarak hazirlanan bloklama
tamponu eklendikten sonra hiicreler karanlik ortamda 1 saat bekletilmistir. 1 saatin
sonunda hiicrelerin antikor tamponu ¢ekilerek 1XPBS tamponu ile 5 dakika toplamda
3 kez olacak sekilde yikama islemi gerceklestirilmistir. Yikama islemi bitiminde
hiicreler 1/1000 oraninda Hoechst (DNA boyanmasini saglayan floresan boya) iceren
bloklama tamponunda 10 dakika boyunca maruz birakilmistir. 10 dakika sonrasinda
hiicrelerin 2 defa 5 dakika araliklarla ddH»O ile yikama islemi gergeklestirilmistir.
Lamel tizerinde bulunan hiicreler alinarak mowiol (polivinil alkol) olarak adlandirilan
ve yapistirict Ozelligi olan sentetik polimer kullanilarak lamellerin lam iizerine
kapatilmasi gerceklestirilmistir. Preparatlarin LSM 880 ve DMIS8 Leica Mikroskobu

kullanilarak goriintiilenmistir.
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3.2.2.9. Canli Hiicre Goriintiilleme

U20S hiicre hattinda kalici hale getirilen hiicreler 6 kuyulu petriye 4x104 hiicre olacak
sekilde ekilmistir. 24 saat sonra kuyulara G3BP1-mCherry etiketli plazmid JetPrime
protokolii uygulanarak transfekte edilmistir. Transfeksiyondan 24-48 saat sonra ifade
edildigi diisiintilen hiicreler metal chambera yerlestirilerek Poly I:C stresine maruz
birakilmis ve LSM 880 Konfakal mikroskobunda 37 C° de 5 saat boyunca canli hiicre

goriintiilenmesi saglanmistir.

3.2.2.10. Birlikte Coktiirme (CO-1P)

Dynabead yavasca homojenize edilmistir. Homojenize edildikten sonra 2 tane 15
cm’lik petriden elde edilen lizatlar 25-50 uL HA antikoru bead igeren ependorflere
aktarilmistir. Ependorfler manyetik ayiriciya (DynaMag) yerlestirilerek st sivi
boncuklara dokunulmadan ¢ekilmistir. Tipler magnetten ayrildiktan sonra oda
sicakligindaki 1XPBS ile iki kez yavas pipetleme yapilarak yikanmistir ve sonrasinda
iist s1v1 yavasca ¢ekilmistir. Hiicre lizat1 (100-1000 ul) manyetik boncuklara eklenerek
pipetleme yapilmistir ve sonrasinda +4 C° de gece boyu calkalayiciya birakilmistir.
Ertesi giin c¢alkalayicidan alinan lizat-boncuk karnistmi  manyetik ayiriciya
yerlestirilerek iist sivisi ¢ekilmis ve daha sonra SDS-PAGE gel de yaklasik 9%2’si input
olarak kullanilmak iizere buzda bekletilmistir. Boncuk-lizat karistmi hazirlanan colP
yikama tamponu ile li¢ kez yikanmustir. Yikama sonrasi lizat-boncuk kompleksi 100
ul colP yikama tamponu ilave edilerek pipetleme yapilarak yeni ependorflere
aktarilmistir. Ependorfler manyetik ayiriciya yerlestirildikten sonra iist sivi
uzaklastirilip, kalan lizat-boncuk karisimi 30 ul co-IP eliisyon tamponu ile 10 pl input
ise 5 pul co-IP eliisyon tamponu ilave edilerek 70 C° de 10 dakika denatiire edilmistir.
Sonrasinda tiipler manyetik ayiriciya yerlestirilerek hacminin % 2’ si input olarak
ayrilan st sivinin ise hacminin tamami SDS-PAGE yiiklenilerek Western Blot

protokolii takip edilmistir.
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4. SONUCLAR

4.1. Vektor Olusturma

pcDNA3.1/CCDC124::GFP11xs ve pcDNA3.1/CCDC124::GFP11x; plazmidinin
olusturulmasi i¢in CCDC124-GFP plazmidindeki Ccdc124 gen bolgesi Nhel-BamHI
enzim kesim boélgeleri iceren Ccdc124 Frw- Ccdcl24 Rev primerleri (Tablo 3.1)
kullanilarak amplifiye edilmis ve pcDNA 3.1 Hygro (+) kalip plazmidine klonlamas1
gerceklestirilmistir. Klonlama sonrasi kalip vektordeki Ccdc124 gen bolgesinin varhigi
Nhel-BamHI enzimleri kullanilarak dogrulanmis, ardindan ilgili biiyiikliikteki
plazmidler dizi analizi i¢gin IONTEK veya Sentebiolab firmasina (Istanbul/Tiirkiye)
(Ankara/Tirkiye) gonderilmistir. Sekans sonrast pHRM-NLS-dCas9-GFP11xy
plazmidindeki GFP11x4 ve GFP11x1 gen bdlgesini kapsayan ve BamHI-Xhol kesim
bolgeleri igeren Gfpllx4 Frw- Gfplix4 _Rev primerleri ve Gfplix1l_Frw-
Gfpl1x1_Rev primerleri (Tablo 3.1) kullanilarak sekanslama sonucu dogrulanan ve
Ccdcl24 gen bolgesi igeren pcDNA 3.1 Hygro (+) vektoriine klonlanmasi
gerceklestirilir. Gfpl1x4 Frw ve Gfpllx1l Frw primerlerinin hedef bolgesi ayni
oldugu i¢in ikinci kez bir primer tasarlanmamistir. Klonlama sonrasi elde edilen
fiizyon gen bolgelerinin Nhel-Xhol RE ile 6n kontrolii yapilmis ve uygun biiyiikliikte

gosterilen plazmidler dizi analizi i¢in ilgili firmalara gonderilmistir.

pcDNA3.1/GFP11x4::CCDC124 plazmidinin olusturulmasi i¢in GFP11lxs gen
bolgesini kapsayan ve Nhel-BamHI enzim kesim bolgeleri iceren 4XGFP N Frw-
4XGFP_N_Rev primerleri (Tablo 3.1) kullanilarak amplifiye edilmis ve pcDNA3.1
Hygro (+) vektoriine klonlanmistir. Klonlama sonras1 gen bolgesinin varligi Nhel-
BamHI enzimleri ile kullanilarak kontrol edilmistir. On kontrol sonrasi uygun
biiyiikliige sahip plazmidler dizi analizi i¢in ilgili firmalara gonderilmistir. Sekans
sonrast Ccdc124 gen bolgesi BamHI-Xhol kesim bolgelerini iceren Cedc124 N Frw-
Ccdcl124 N Rev primerleri kullamilarak amplifiye edilmis ve sekans sonrasi
dogrulanmis plazmidlere klonlanmas1 gergeklestirilmistir. Klonlama sonrasi
plazmidlerin fiizyon gen bolgesi icerip igermedigi Nhel-Xhol RE ile 6n kontroli
yapitlmistir. Kontrol sonucu uygun biyiikliikteki plazmidler dizi analizine

gonderilmistir.
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Sekil 4.1: CCDC124 proteininin farkl1 GFP11 etiketleri ile immiinoblot analizleri ve

ekspresyon seviye grafikleri.
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Sekans sonras1 fiizyon gen Dbolgelerini igeren plazmidler pcDNA3.1/
GFP11x4::CCDC124, pcDNA3.1/GFP11x4::CCDC124 ve
pcDNA3.1/CCDC124::GFP11x; protein analizi gergeklestirebilmek icin HEK293T
hiicre hatt1 kullanilarak transfekte edilmistir. pcDNA 3.1-GFP (1-10) ve ayr1 ayri ve
olusturulan plazmidlerin pcDNA 3.1-GFP (1-10) plazmidi ile es trasnfeksiyonu
sonucunda elde edilen proteinler 40 pg olucak sekilde membrana yiiklenmis olup
CCDC124 proteinini farkl bolgelerden taniyan antikorlar kullanilarak Sekil 4.1° de
gosterildigi gibi analizleri gerceklestirilmistir. GFP antikoru, boliinmiis GFP ile
olusturulan plazmidleri tammadigindan dolay1 caligmalar boyunca GFP antikoru
kullanilmamistir. pcDNA3.1/ GFP11x4::CCDC124, pcDNA3.1/GFP11x4::CCDC124
plazmidleri beklenildigi iizere yaklasik 38 kDa biiyiikliigiinde bir bant gosterirken
pcDNA3.1/CCDC124::GFP11x;: plazmidi ise yaklagik 35kDa biiyiikliigiinde bir bant

profili gostermektedir.
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Sekil 4.2: GFP11s ile etiketli CCDC124 proteininin U20S hiicre hattinda
trasnfeksiyon goriintiisii (20pum).

Elde edilen plazmidlerden pcDNA3.1/CCDC124::GFP11x4, U20S hiicre hattina
transfekte edilmis ve olusturulan pcDNA3.1/CCDC124::GFP11x4, plazmidinin tek
basina herhangi bir 1s51ma yapmadigr goriilmiistiir. Boliinmiis GFP yapisi sonucunda
10. ve 11. B ipliginden bdliinen GFP; GFP1-10 ve GFP11 olarak ayrilir ve GFP nin
kromofor yapist GFP1-10 kisminda kalirken onun olgunlagsmasindan sorumlu E222
kismi ise GFP 11 kisminda kaldig icin tek baglarina herhangi bir 1s1ma o6zelligi
gostermezler [31]. Sekil 4.2 de oldugu gibi elde edilen plazmid ve pcDNA 3.1-GFP

(1-10) plazmidinin es transfeksiyonu sonucunda 1s1ma gézlenmistir.
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4.2. HEK 293T Hiicre Hattinda Asir1 ifade Edilmis
Ccdc124’iin Stres Graniilii ile EtKkilesimi

Boliinmiis GFP11 etiketi kullanilarak olusturulan pcDNA 3.1/Ccdc124::GFP11x4
plazmidi Tablo 3.12 ve Tablo 3.13 de belirtilen miktarlar kullanilarak HEK293T hiicre

hattina transfeksiyonu gerceklestirilerek bir havuz olusturulmustur.

Transfeksiyon sonrasi elde edilen havuzdan GFP 1simasi yapan hiicreler
olusturabilmek icin 96’lik kuyulara tek hiicre diisecek sekilde hiicre ekimi
gerceklestirilmistir. Elde edilen 96’11k kuyular belirli araliklar ile kontrol edilmis GFP
1s1masi yapan ve tek koloni diisen kuyular segilerek biiylitiilmesi gergeklestirilmistir

(Sekil 4.3).

Laboratuvarimizda Pelin Telkoparan ve Merve Tuzlakoglu Oztiirk tarafindan yapilan
kiitle spektrometresi ve biotinleme sonu elde edilen Mass Speck sonuglar
dogrultusunda CCDC124 ‘iin DDX17, HNRNPAI, FUS ve G3BPI1 proteinleri ile
etkilesim gostermesi stres graniil yapisinin incelenmesi ve bu yapinin olusumunda
CCDC124 proteininin etkisinin olup olmadig belirlenmek istenmistir. Bu dogrultuda
biiyiitiilme asamasi sonrast tek hiicre diistiigli ve GFP 151masi yaptig1 belirlenen kalict
hiicre hatti immiinboyama yontemi kullanilarak stres sartlan altinda CCDC124
proteininin lokalizasyonu tespit edilmek istenmis ve bu dogrultuda en yaygin tercih
edilen sicaklik stresi kullanilmistir. Hiicreler ilk olarak yaklasik 1 saat boyunca 44 C°
de sicaklik stresine maruz birakilmis kontrol olarak ise normal biiyiime sartlar
korunarak (37 C°) inkiibe edilen hiicreler kullamilmistir. Her iki sartta da inkiibe
edilen hiicreler stres graniil belirteci olan G3BP antikoru (kirmizi olarak gosterilen) ve
cekirdegin gozlenmesini saglayan Hoechst 3342 (mavi olarak gosterilen) floresan

boyast kullamlarak incelenmistir.

Immiinboyama ¢alismalar1 sonucu konfakal mikroskobunda goriintiilenen ve Sekil 4.4
de gosterilen hiicrelerin strese girdigi fakat stres sartinda sitoplazmada konumlanan
CCDC124 proteininin lokalizasyonunda herhangi bir degisiklik olmadigi ve
sitoplazmada bulunan stres graniil belirteci olan G3BP ile bir etkilesim gostermedigi
gbzlenmistir. Hiicre biiylimesi i¢in gerekli normal sartlar altinda ise (37 C°) hiicrede
herhangi bir stres graniil olusumunun gézlenmedigi ve bundan dolay1 da bu grubun

kontrol grubu olarak kullanilmasi gergeklestirilmistir.
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Sekil 4.3: HEK293T hiicre hattinda kalic1 ifadesi gerceklestirilien CCDC124::
GFP11x4 proteininin goriintiileri (Bar 100 um).

GaBp CCDCI124:GFPIIXS HOECHST MERGE

) -l-

GIBP ENDOJEN CCDC HOECHST MERGE

37(‘3 -.-
‘H(‘O ---

Sekil 4.4: HEK293T hiicre hattinda kalic1 ifadesi gerceklestirilen CCDC124::
GFP11x4 proteininin immiinofloresan goriintiileri (Bar 20 pm).
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Bu ¢alisma sonucunda 44 C° nin stres sart1 olusturmak i¢in yeterince etkili olmadigi
(biitiin hiicre popiilasyonunda stres sartina rastlanmamistir) ve HEK293T hiicre
hattinin ilgili proteininin lokalizasyonunun belirlenmesinde yeterli biiyiikliikte
olmadigindan dolayr baska stres sartlar1 ve goriintiilemede organel yapisi
biiyiikliigiiniin vermis oldugu avantajdan dolayr U20S hiicre hatti kullanilmasi

sonucuna vartlmistir.

4.3. CCDC124’iin U20S Hiicre Hattinda Asir1 ifadesi

HEK293T hiicre hattinda immiinboyama analizi gerceklestirilen pcDNA
3.1/Ccdc124::GFP11x4 plazmidinin yan1 sira pcDNA3.1/ GFP11x4::CCDC124 ve
pcDNA3.1/CCDC124::GFP11x; plazmidlerinin U20S hiicre hattinda kalict bir ifade
gosterebilmesi i¢gin Tablo 3.12, Tablo 3.13, Tablo 3.14 ve Tablo 3.15 de belirtilen
miktarlar kullanilarak transfeksiyonu gerceklestirilmistir. Transfeksiyon sonrasi tek
hiicre elde etmek icin 3 tane 96’lik welle hiicre ekimi gerceklestirilmistir. Tek hiicre
diistligii ve diisen hiicrenin 1s1ma yaptigi tespit edildikten sonra hiicrelerin belirli
araliklarla Hygromisin antibiyotigi uygulanarak olusturulan plazmidin antibiyotige
diren¢ geni barindirmasindan dolay1r baskilanmasi ve direng geni gostermeyen

plazmidlerin ise ortamdan uzaklastirilmasi saglanmustir.

Transfeksiyon sonrasl CCDC124::GFP11xa, GFP11x4::CCDC124 ve
CCDC124::GFP11x: proteinlerini kalici olarak ifade eden U20S hiicre hatlar
olusturulmus ve bu kalic1 ifadelerin seviyelerinin karsilastirilmasi gergeklestirilmistir.
%4 PFA ile fikse edilen hiicreler konfokal mikroskobunda incelenmis ve elde edilen
goriintiiler Sekil 4.5A’da gosterilmistir. Goriintiilerden elde edilen sonuglar
dogrusulda 50 bagimsiz hiicre analiz edilmis ve analiz sonucunda CCDC124’{in C-
terminus ucuna eklenen GFP11x4 etiketinin, CCDC124’iin N-terminusuna eklenen ya
da CCDC124’tin C-terminusuna eklenen GFP11x; etiketine kiyasla daha baskin bir
sekilde ifade edildigi Sekil 4.5C’de ve her bir hiicrenin ekspresyon ifadesi Sekil
4.5B’de (Mann Whitney test: ™ P < 0,0001) gosterilmistir.

Bu sonuglar dogrultusunda bu kalict hiicre hatlant kullanilarak yapilacak deneylerde
CCDC124::GFP11x4 proteininin ifade eden hiicre hatlarina ve bu hiicre hattina
nispeten benzer ifade yogunlugu gosteren GFP11x4::CCDC124 proteinini ifade eden

hiicre hatlarina dncelik taninmistir.
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Sekil 4.5: Farkli GFP11 etiketleri ile isaretlenmis CCDC124 proteininin kalic1 ifadesi.
A) pHRM-SFFV GFP 1-10 lentiviral vector ve olusturulan
(pcDNA3.1/CCDC124::GFP11x4, pcDNA3.1/CCDC124::GFP11x: and
pcDNA3.1/ GFP11x4::CCDC124) plazmidlerinin U20S hiicre hattinda es
transfeksiyonu sonrasi olusturulan kalici hiicre hatlari. Bar 20um. B)
CCDC124::GFP11x4, GFP11x4::CCDC124 and CCDC124:: GFPl1lx;
plazmidlerinin kalici hiicre hatti olusturulanrak floresan yogunlugunun
Image J programu ile gosterilmesi. Grafikte ki her bir nokta 50 hiicreyi temsil
eder. C) CCDC124::GFP11xs4, GFP11x4::CCDC124 and CCDC124::
GFP11x; floresan yogunlugunun odlgiimiinii temsil eder. (Mann Whitney
test: ™" P < 0,0001).

4.4. U208 Hiicre Hattinda Asin1 Ifade Edilmis GFP11xa::
CCDC124%iin Stres Graniilii ile Etkilesimi

U20S hiicre hattinda asir1 ifade edilmis GFP11x4::CCDC124 proteinleri stres graniil
belirteci olan G3BP1 antikor boyamasi yapilarak H,O2 (2mM), Poly IC (500ng/ul),
sicaklik (46 C°) stres sartlarinda ve normal sartlarda olusturulmus CCDC124
proteininin lokalizasyonu gozlenmistir (Sekil 4.6) (Sekil 4.7) (Sekil 4.8) (Sekil 4.9).
Stres graniil belirteci olan G3BP1 boyamasint kirmizi renkli goériirken CCDC124
proteininin N terminalinde bulunan GFP11x4 etiketi igermesi sebebiyle hiicre iginde
yesil renkte goriinmektedir. Cekirdek yapisinin goriintiilenmesi i¢in ise Hoechst

boyamasi gergeklestirilmistir.
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GFP11x4::CCDC124 proteinlerinin H.02 (2mM) varliginda yapilan immiinboyama
calismalarinda Sekil 4.6’ da beklenildigi iizere stres graniil olusumu gézlenmis olup
bunun yanisira ¢ok da yaygin olmamak kaydi ile ¢ekirdekte konumlanan ve beyaz
oklarla gosterilen CCDC124 ve G3BP1 etkilesimi gosteren graniiller gézlenmistir.
PEGFP-N2 plazmidi ile gecici transfeksiyon yapilan hiicrelerde ¢ekirdek ve
sitoplazmada yaygin GFP 1simasi gozlemlenirken CCDC124 etiketli GFP kalict
ifadesinde ise sitoplazmada yaygin fakat ¢ekirdekte de gozlemlenen yapilar oldugu
tespit edilmistir. CCDC124 antikor boyamasi olan hiicreler kullanilarak olasi antikor
kaynakl1 spesifik olmayan baglanmalarin olup olmadig1 kontrol olarak kullanmilmustir.
Yapilan immiinboyama ¢alismalarinda stres sartlarinda olusturulan boliinmiis kiigiik
GFP11 etiketli CCDC124 ‘lin ve 223 kDA biiyiikliigiindeki tam uzunluktaki GFP
etiketli CCDC124 proteininin kiyaslanmasi gerceklestirilmistir. Tam uzunluktaki GFP
etiketli CCDC124 proteininin de cekirdekte G3BP1 ile etkilestigi gozlenmistir.
Negatif kontrol olarak transtekte edilmemis U20S hiicre hatlarinin G3BP1 boyamasi

kullanilmistir.
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Sekil 4.6: pcDNA 3.1/ GFP11x4::CCDC124 plazmidinin H2O, stresi altinda
immiinboyama goriintiileri (Bar 20 pm).

GFP11x4::CCDC124 proteinlerinin  Poly IC (500ng/ul) varliginda yapilan
immiinboyama c¢alismalarinda CCDC124 proteininin  asirn  ifade edildigi
CCDC124::GFP ve GFP11x4::CCDC124 orneklerinde CCDCI124 proteininin
cekirdekte G3BP1 ile etkilestigi bunun yanisira CCDC124 proteininin antikor
boyamasinda da bu etkilesimin oldugu goézlenmektedir. Negatif kontrol olarak
kullanilan ve CCDC124 boyamast olmayan non-transfected (NT) hiicrelerde
G3BP1’'in CCDCI124 proteininden bagimsiz olarak c¢ekirdekte konumlandig
gozlenmektedir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7: pcDNA 3.1/ GFP11x4::CCDC124 plazmidinin Poly IC stresi altinda
immiinboyama gortintiileri (Bar 20 pm).

GFP11x4::CCDC124 proteinlerinin sicaklik (46 C°) varliginda yapilan immiinboyama
calismalarinda diger stres sartlarina benzer sonuglar gozlemledik. CCDC124
proteininin asir1 ifade edildigi ve GFP etiketli hiicrelerde CCDC124 proteininin
cekirdek iginde G3BP1 ile etkilestigi tespit edilmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8: pcDNA 3.1/ GFP11x4::CCDC124 plazmidinin 46 C° stresi altinda
immiinboyama goriintiileri (Bar 20 pm).

GFP11x4::CCDC124 proteinlerinin normal biiyiime sartlarinda biiytitiilerek yapilan
(37 C°) immiinboyama ¢aligmalarinda hiicrelerde stres graniil yapisi beklenildigi tizere

gozlenmemistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9: pcDNA 3.1/ GFP11x4::CCDC124 plazmidinin 37 C° altinda immiinboyama
goriintiileri (Bar 20 pm).

4.5. U20S Hiicre Hattinda Asir1 ifade Edilmis CCDC124::
GFP11x4:’iin Stres Graniilii ile Etkilesimi

U20S hiicre hattinda asir1 ifade edilmis CCDC124::GFP11x4 proteinleri stres graniil
belirteci olan G3BP1 antikor boyamasi yapilarak H2O2 (2mM), Poly IC (500ng/ul),
sicaklik (46 C°) stres sartlarinda ve normal sartlarda olusturulmus CCDC124
proteininin lokalizasyonu gozlenmistir (Sekil 4.10) (Sekil 4.11) (Sekil 4.12) (Sekil
4.13). CCDC124 proteininin C terminalinde bulunan GFP11xs etiketi i¢ermesi



sebebiyle hiicre i¢inde yesil renkte gériinmektedir. Cekirdek goriintiilenmesi Hoechst

boyamasi ile mavi renkte gosterilirken G3BP1’in varligi kirmizi renkte gosterilmistir.

H202 2mM) varliginda yapilan immiinboyama ¢aligmalarinda CCDC124::GFP11x4
proteinlerinin stres sartlarinda stres graniil olusturdugu olusan graniiler yapinin yogun
olarak sitoplazmada konumlandig: tespit edilmistir. Cekirdekte sitoplazmaya oranla
daha az konumlandig1 ve G3BP1 ile etkilesimi beyaz oklarla gosterilmistir (Sekil
4.10). pEGFP-N2 plazmidi ile gergeklestirilen transfeksiyon sonucu yaygin GFP
1s1masi gozlenmistir. Antikor kaynakl spesifik baglanmalarin kontroliiicin CCDC124
antikor boyamasi gerceklestirilmistir. Bunun yanisira olusturulan bdliinmiis kii¢iik
GFPI11 etiketli CCDC124 ‘“iin ve 223 kDA biiyiikligiindeki tam uzunluktaki GFP
etiketli CCDC124 proteininin kiyaslanmasi gergeklestirilmistir. U20S hiicre

hatlarinin G3BP1 boyamasi negatif kontrol olarak kullanilmstir.
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Sekil 4.10: pcDNA 3.1/ CCDC124::GFP11xs plazmidinin H2O> stresi altinda
immiinboyama goriintiileri (Bar 20 um).

Poly IC (500ng/ul) varliginda yapilan immiinboyama c¢alismalarinda CCDC124
proteininin asir1 ifade edildigi CCDC124::GFP ve CCDC124::GFP11x4 drneklerinde
CCDC124 proteininin g¢ekirdekte G3BP1 proteinini taniyan antikor boyamasi ile
etkilestigi gozlenmektedir. Negatif kontrol olarak kullanilan ve CCDC124 boyamasi
olmayan hiicrelerde G3BP1 antikor boyamasi ger¢eklestirilmistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11: pcDNA 3.1/ CCDC124::GFP11x4 plazmidinin Poly IC stresi altinda
immiinboyama gortintiileri (Bar 20 pm).

Sicaklik (46 C°) varliginda yapilan ¢alismalarda diger stres sartlarina benzer sonuglar
gozlenmistir. CCDC124::GFP proteininin ¢ekirdek icinde G3BP1 ile etkilestigi ve
olusan graniiler yapinin daha dagilmis halde oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12: pcDNA 3.1/ CCDC124::GFP11x4 plazmidinin 46 C° stresi altinda
immiinboyama goriintiileri (Bar 20 pm).

Normal biiylime sartlarinda biiyiitiilerek yapilan (37 C°) caligmalarda hiicrelerde stres
graniil yapis1 gozlenmemistir fakat G3BP1 proteinini taniyan antikor kullanilarak
yapilan immiinboyama sonucunda ¢ekirdekte G3BP1 graniiler yapist gozlenmistir

(Sekil 4.13).

58



G3BP1 GFP/CCDC124 HOECHST MERGE

CCDC124::GFP CCDC124:: GFP11X4

37 Ce
N2 GFP
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Sekil 4.13: pcDNA 3.1/ CCDC124::GFP11xs plazmidinin 37 C° altinda
immiinboyama goriintiileri (Bar 20 pm).

CCDC124:.GFP11xs ve GFP11x4::CCDC124 proteinleri asir1 ifade eden U20S
hiicreleri H2O2 (2mM) 2 saat, Poly IC (7500 ng/ul) 4 saat ve 46 C° 30 dakika stres
sartlarina maruz birakilmistir. Daha sonra 100 mm’lik petriden kaldirilan hiicrelerin
farklh stres sartlar1 altinda CCDC124 protein ekspresyon seviyelerine bakilmistir
(Sekil 4.14a).

GFP11x4::CCDC124 proteininin yapilan ¢alismalar sonucunda Poly IC stresine maruz
kaldiktan sonra ekspresyon seviyesinin diger stres sartlarina oranla daha fazla azaldigi

tespit edilmistir (Sekil 4.14b).
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CCDC124::GFP11x4 proteininin ¢esitli stres sartlarinda ekspresyon seviyeleri
incelendiginde Poly IC stresine maruz birakilan hiicrelerin CCDC124 ekspresyon

seviyelerinin daha fazla azaldig1 gozlenmistir (Sekil 4.14c¢).

1B: Vinculin

IB: CCDC124

1.5%107

Normalize edilmig GFP11x,::CCDC124
proteinin ekspresyonu

Normalize edilmis CCDC124::GFP11x,
proteinin ekspresyonu

Sekil 4.14: CCDC124::GFP11xs ve GFP11x4::CCDC124 proteinlerinin stres
sartlarindaki immiinblot goriintiisii. (Housekeeping olarak kullanilan
Vinculin’e gore normalize edilmistir).

4.6. G3BP1-mCherry ile Canh Hiicre Goriintiileme

Gergeklestirilen canli hiicre goriintilemesinde G3BP1::mCherry plazmidi ile gegici
olarak asin ifade edilen U20S hiicre hatti ve pEGFP-N2/CCDC124, pcDNA 3.1/
GFP11x4::CCDC124, pcDNA 3.1/ CCDC124::GFP11xs ve pcDNA 3.1/
CCDC124::GFP11x; plazmidleri kullanilarak bu hiicre hattinda kalic1 ifade edilen
hiicrelerin 37 °C de ve Poly IC sartlarinda goriintiilenmesi gerceklestirilmistir.

G3BPI1::mCherry plazmidi transfeksiyonu gerceklestirildikten yaklasik 48 saat sonra
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Poly IC uygulamasi yapilan hiicrelerin ve kontrol sartlarinda birakilan hiicrelerin canli

hiicre goriintiilemesi Sekil 4.15, Sekil 4.16, Sekil 4.17, Sekil 4.18 ve Sekil 4.19 de

ayrintili olarak gosterilmistir.
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Sekil 4.15: U20S hiicre hattinda canli hiicre goriintiisii. A) 37 °C de inkiibe edilen
U20S hiicre hattinin G3BP1::mCherry plazmidi ile transfekte edildikten
48 saat sonra canli hiicre goriintiisii B) G3BP1::mCherry plazmidi ile
transfekte edildikten 48 saat sonra Poly IC uygulamasi yapilan U20S
hiicre hattinin canlh hiicre goriintiisii. (Bar 20 um).

U20S hiicre hattinda gerceklestirilen canli hiicre goriintiisiinde Poly IC uygulamasi
yapilan hiicrelerde stres graniil yapisinin kontrol sartlarinda goriintiilemesi yapilan

hiicrelere oranla daha fazla oldugu gozlenmistir (Sekil 4.15).

Untreated Poly IC treated

min. min.

w
(=]

G3BP1:mCherry CCDC124::GFP

60
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Sekil 4.16: U20S hiicre hattinda kalict olarak ifade edilen pEGFP-N2/CCDC124
plazmidinin canli hiicre goriintiisi. A) G3BP1::mCherry plazmidi ile
gecici transfeksiyonu yapilmis kalici olarak ifade edilen pEGFP-
N2/CCDC124 plazmidini igeren U20S hiicre hattinin 48 saat sonraki
canli hiicre goriintiisii B) G3BP1::mCherry plazmidi ile transfekte
edildikten 48 saat sonra Poly IC uygulamasi yapilan hiicre hattinin canlt
hiicre goriintiisii. (Bar 20 um).
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PEGFP-N2/CCDC124 plazmidi ile kalic1 ifade edilmis U20S hiicre hattinin hem Poly

IC uygulamasi sonrasi yapilan canli hiicre goriintiilerinde hem de kontrol sartlarinda

biiyiitiilmiis hiicrelerin canli hiicre goriintiilerinde stres graniilii gzlenmis ve graniiler

yapilarin CCDC124::GFP ile etkilestigi gézlenmistir (Sekil 4.16).
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Sekil 4.17: U20S hiicre hattinda kalici olarak ifade edilen pcDNA 3.1/

GFP11x4::CCDC124 plazmidinin canli hiicre goriintiisii.  A)
G3BP1::mCherry plazmidi ile gegici transfeksiyonu yapilmis kalici
olarak ifade edilen pcDNA 3.1/ GFP11x4::CCDC124 plazmidini igeren
U20S hiicre hattinin 48 saat sonraki canli hiicre goriintiisii B)
G3BP1::mCherry plazmidi ile transfekte edildikten 48 saat sonra Poly
IC uygulamasi yapilan hiicre hattinin canli hiicre goriintiisii. (Bar 20

um).

pcDNA 3.1/ GFP11x4::CCDC124 plazmidi kullanilarak kalici ifadesi ger¢eklestirilmis

U20S hiicre hattinda Poly IC ve kontrol sartlarinda biiyiitiilmiis hiicrelerin canl hiicre

goriintiilemesi gerceklestirilmistir. Her iki uygulamada da stres graniilii olusumu

gozlenmis olup ve bu yapilarin GFP11x4::CCDC124 ile etkilestigi tespit edilmistir.

Bunun yanisira kontrol sartlarinda biiyiitiilmiis hiicrelerde daha fazla graniiler yap1

gozlenmistir (Sekil 4.17).

pcDNA 3.1/ CCDC124::GFP11x4 plazmidi kullanilarak kalici ifadesi ger¢eklestirilmis

U20S hiicre hattinda Poly IC ve kontrol sartlarinda biiytitiilmiis hiicrelerin canl hiicre

goriintiilemesi gerceklestirilmistir. Kontrol sartlarinda biiyiitiilmiis hiicrelerde stres

graniil yapisimin sayica daha fazla oldugu gozlenmis ve CCDC124::GFP11x4 ile

kismen etkilesim gozlenmistir (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18: U20S hiicre hattinda kalici olarak ifade edilen pcDNA 3.1/
CCDC124::GFP11xs plazmidinin canh hiicre goriintisi. =~ A)
G3BP1::mCherry plazmidi ile gecici transfeksiyonu yapilmis kalict
olarak ifade edilen pcDNA 3.1/ CCDC124::GFP11x4 plazmidini igeren
U20S hiicre hattinin 48 saat sonraki canli hiicre goriintiisii B)
G3BP1::mCherry plazmidi ile transfekte edildikten 48 saat sonra Poly
IC uygulamasi yapilan hiicre hattinin canli hiicre goriintiisii. (Bar 20

pum).

pcDNA 3.1/ CCDC124::GFP11x; plazmidi kullanilarak kalic1 ifadesi gergeklestirilmis
U20S hiicre hattinda Poly IC ve kontrol sartlarinda biiyiitiilmiis hiicrelerin canli hiicre
goriintiilemesi gergeklestirilmistir. Kontrol sartlarinda biiyiitiilmiis hiicre hattinda stres
graniilii gézlenmistir. Gozlenen stres graniilleri CCDC124::GFP11x: ile etkilesim
gostermektedir (Sekil 4.19).
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4.19: U20S hiicre hattinda kalici olarak ifade edilen pcDNA 3.1/

CCDC124::GFP11x; plazmidinin canli hiicre goriintiisii. A)
G3BP1::mCherry plazmidi ile gecici transfeksiyonu yapilmis kalici
olarak ifade edilen pcDNA 3.1/ CCDC124::GFP11x1 plazmidini i¢eren
U20S hiicre hattinin 48 saat sonraki canli hiicre goriintiisii B)
G3BP1::mCherry plazmidi ile transfekte edildikten 48 saat sonra Poly
IC uygulamasi yapilan hiicre hattinin canli hiicre goriintiisii. (Bar 20

um).

Canli1 hiicre goriintiilemesinde etkilesim gosterdigi gdzlemlenen CCDC124 ve G3BP1

proteini normal bliylime sartlarinda ve H2O» birlikte ¢oktliirme deneyleri yapilarak

etkilesim gosterdikleri teyit edilmek istenmistir. DynaBead olarak adlandirilan 6zel
manyetik boncuklar HA antikoru ile kaplanmistir. Calismalarda CCDC124-HA
proteini ¢ekilmis etkilesim gormek istedigimiz G3BP1::mCherry proteini mCherry

antikoru varliginda immiinblot yontemi ile gosterilmek istenmistir. Beklenilen

buiytiklikte (~80 kDa) (~53.2 kDa G3BP1, ~26.2 kDa mCherry) bant varligina

rastlanmamistir. Yapilan ¢alismalarda canli hiicre goriintiilemesinde goriilen etkilesim

gosterilememistir (Sekil 4.20).
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Sekil 4.20: CCDC124-G3BP1 etkilesiminin birlikte ¢oktiirme goriintiisii.
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5. YORUMLAR

CCDC124 (Coiled coil Domain i¢eren 124) proteininin lokalizasyon incelenmesine
yonelik yapilan tez calismasinda GFP etiket yaklasimina alternatif olarak daha kiigiik
etiket epitopu iceren GFP11 bolgesi kullamlarak ilgili protein stres sartlar1 altinda
gbzlenmistir. Bu yaklagimi sfGFP 11 B- ipliginden ayrilarak GFP11 ve GFPI1-10
olarak adlandirilan iki tane boliinmiis floresan proteini olusturmaktadir. GFP11
epitopu 16 amino asitlik bir kisim igermektedir ve GFP1-10 ile beraber 1s1ma 6zelligi
gostermektedir. Gilinlimiizde protein isaretleme, protein etkilesimi incelenmesi, ilag
taramasi vb. sebeplerden siklikla basvurulan bir yontem olmasinin yanisira son
yillarda bu yaklasima alternatif bazi etiket proteinleri uygulamalar1 gergeklestirilmistir
[109]. Bu uygulamalarin en biiyiik avantaj1 yaklasik 223 amino asit biiytikliigiindeki
floresan proteininin olusturdugu olasi dezavantaji minimuma indirgeyerek ve hatta
elimine ederek ilgili proteinlerin dogal hiicresel sartlarda takibinin ger¢eklestirilmesini

saglamaktir.

Bu calismada bu yenilik¢i yaklasim kullanilarak daha 6nce sentrozomda ve orta
cisimcikte konumlandig tespit edilmis CCDC124 proteininin hiicre alti konumlanma
incelemeleri gerceklestirilmistir. Daha o6nce CCDC124 proteini ile yapilan
caligmalarda CCDC124 proteininin ndrodejeneratif hastaliklarla iliskili ve stres graniil
olusumunda etkili Oncelikli proteinlerle etkilestigi tespit edilmistir (Merve
TUZLAKOGLU OZTURK, yayina hazirlanmakta olan data). Bu veriler CCDC124’iin
stres graniil olusumunda ya da stres mekanizmasinda bir gérevinin olup olmadigi

diisiincesini akla getirmektedir.

Boliinmiis floresan etiketi kullamlarak CCDC124 proteininin N- ve C- ucuna bir
ve/veya dort tekrarli GFP11 etiketi eklenerek (GFP11x1, GFP114) U20S hiicre hattinda
kalic1 ifadesi saglanmistir. Kalic1 ifadesi saglanan bir ve/veya dort kopya GFP11
etiketi iceren hiicreler kiyaslandiginda bir kopya GFP11 igceren U20S hiicre hattinin
ifadesinin dort tekrarli GFP11 igeren hiicre hattinin ifadesinden nispeten daha diistik
floresan sinyali i¢erdigi tespit edilmis olup ¢alismalar boyunca dort tekrarli GFP11
igeren hiicre hatlan kullanilmistir (Sekil 4.5).

Stres graniilii ile CCDC124 proteininin etkilesiminin incelenmesi i¢in yapilan

immiinofloresan boyamalar sonucunda CCDC124 proteini H202, sicaklik ve viral stres
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sartlar1 altinda gozlemlenmistir. G3BP1 antikor boyamalarinin ve CCDCI124
proteininin  sitoplazmik stres graniil olusumunda herhangi bir etkilesim
gozlemlenmedigi fakat CCDC124 proteininin stres faktoriinden bagimsiz ¢ekirdek ici
yapilanmalarda 6zellikle niikleus ¢cevresinde konumlandigi tespit edilmistir (Sekil 4.7-
4.13). Sicaklik stres faktorii ilk Hek 293 T hiicre hattinda 44 °C uygulanmis olup bu
sicakligin tiim hiicrelerde stres faktorii olusturmadigi, sicakligin ve hiicre hattinin SG
boyamasinin incelenmesinde uygun olmadig1 belirlenerek ve litaratiirlerde de stres
faktorii icin baska sicaklik uygulamalar1 goz oniine alindiginda U20OS hiicre hattinda
46 °C uygulanmasina karar kilinmustir (Sekil 4.4). CCDC124 proteininin G3BP stres
belirteci ile etkilesiminin daha ayrintili incelenmesi i¢in G3BP’nin protein ailesinden
olan G3BP1 ile etkilesimi iizerine durulmustur. Litaratiirdeki ¢calismalar dogrultusunda
hem G3BPl hem de G3BP2a proteinlerinin hiicre g¢ekirdeklerinde konumlandig:
bildirilmis olup Tourriere ve arkadaslar tarafindan 2001 yilinda yapilan bir ¢aligma
fare embriyonik fibroblast hiicrelerinde G3BP1’in niikleer lokalizasyon gosterdigi,
buna karsilik Parker ve arkadaslar tarafindan 1996 yilinda gergeklestirilen bir baska
calismada ise hiicre dongiisiiniin herhangi bir asamasinda Epidermal Biiyliime Faktorii
(EGF) doniistiirilmiis fibroblast hiicrelerin niikleer lokalizasyonunda G3BP1 tespit
edilememistir [56,61]. Bu calismalar ¢ekirdek ici CCDC124 proteininin ¢ekirdek igi
konumlanmasina ve stres graniil belirte¢ proteini ile etkilesmesine dayanarak NS
(Niikleer stres body) olabilmesi diisiincesini aciga ¢ikarmistir. Bu dogrultuda
laboratuvarda daha 6nce HeLa hiicre hattinda gerceklestirilen CCDC124 protein
boyamas: caligmalan ile karsilastirildiginda Niikleer Speckle’in graniiler yapisindan
sayisal ve morfolojik olarak olduk¢a farkli bir konumlanma gergeklestirdigi
gozlenmektedir. Bu durum da hiicre i¢i etkilesimin gerceklestigi yerin Niikleer
Speckle disinda bir yap1 oldugunu diisiinmeye sevk etmistir. mCherry ile etiketlenmis
G3BP1 olusturularak asir1 ifade edilmis G3BP1 ve CCDC124 proteinlerinin canli
hiicre takibi gerceklestirilmistir. 37 °C ve 37 °C + Poly IC uygulamas: yapilan
hiicrelerde 6zellikle 37 °C’de sitoplazmada konumlanma oldugu ve G3BP1/CCDC124
proteinlerinin immiinboyama sonuglarinin aksine ayni yerde konumlandigi
gozlenmistir (Sekil 4.17-4.19). Bu durum stres graniil olusumunun stres sartindan
bagimsiz olusabildigini ve G3BP1 proteininin asin1 ifadesinin stres olarak algilanip,
herhangi bir stres faktorii olusturulmadan hiicrenin ona gore davrams gosterebildigi
fikrini diislindiirtmistiir. Nitekim litaratiirde belirtilen caligsmalarda stres uyarisi

olmayan hiicrelerde G3BP1’in asir1 ekspresyonunun SG olusumunu indiikledigi
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kaydedilmigstir [48]. CCDC124 proteininin ise G3BP1 proteininin asir1 ifadesinden
strese girdigi belki de aym yerde konumlanmasinin nedeninin bu oldugu gercegini
diisiinmemize neden olmustur. Ote yandan aymi durum CCDCI124 proteininin C
terminalinde konumlanmis GFP11x4 (CCDC124:: GFP11x4) igin gegerli degildir. Fakat
yine CCDC124 proteininin C terminalinde konumlanan GFP1lx; (CCDC124::
GFP11x1) 37 °C’de sitoplazmada G3BPI ile konumlandig1 goriilmiistiir. Bu durum
CCDC124 lokalizasyonunda GFP11 etiketinin konumunun ve hatta tekrarli sayisinin
bile hiicre i¢i tespitinde Onemli oldugunu gostermektedir. G3BP1 ve CCDCI124
proteinleri arasindaki iliskinin daha iyi anlasilabilmesi i¢in gergeklestirilen eg
coktiirme deneylerinde beklenilen biiyiikliikte bir bant tespit edilememis olup ilgili
calismanin G3BP1::mCherry ic¢in 06zgiil olan bir antikorla tekrar denenmesi

etkilesimleri konusunda bir sonuca varilmasim saglayabilecektir (Sekil 4.20).
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