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OZET

Bilinen iki izoformu olan (DEK isoform-1 (DEK1) ve DEK isoform-2 (DEK2))
DEK onkoproteini, hiicre ¢ekirdeginde kromatine bagl olarak bulunmaktadir. Viicut
hiicrelerinin biiylik ¢gogunlugunda yogun olarak eksprese olan ve 375 amino asit igeren
DEK1’den farkli olarak, DEK1’in alternatif kirpilmasiyla olusan ve 341 amino asit
iceren DEK2’de 49-82 amino asitleri bulunmamaktadir. DEK1’in DNA replikasyonu,
DNA tamiri, mRNA islenmesi, transkripsiyonel diizenleme, hiicre ¢ogalmasi, hiicre
farklilagsmasi ile ilgili rollerine dair ¢ok sayida arastirma bulunmakla birlikte,
DEK2’nin benzer fonksiyonlart olup olmadigi bilinmemektedir. Bu tezde, DEK
izoformlarmin fonksiyonlarini arastirmak igin epitop (Myc veya Flag) etiketli DEK
izoformlarini retroviral vektorle HS-27A hiicrelerinde kalici olarak, ya da 293T
hiicrelerinde gegici olarak ifade ettik. Birlikte ¢oktiirme (Co-1P) deneyiyle, 293T
hiicrelerinde DEK1’in kendisiyle dimer olusturdugunu, DEK1’in DEK2'ye zayif
olarak baglandigini, ancak DEK2’nin DEK2’ye baglanmadigin1 gosterdik. HS-27A
hiicrelerinde, ektopik DEK2'nin hem ¢ekirdek hem de ¢ekirdekgikte lokalize oldugunu
gosterdik. DEK2'yi asir1 ifade ettirdigimiz HS-27A hiicrelerinde endojen DEK'i
baskiladik ve bu hiicrelerin doksorubisinle indiiklenen DNA hasarina verdigi cevabi
immunofloresan yontemle inceledik. Bulgularimiz, hasar sonrasi 24 saatlik iyilesme
periyodunda DEK2 hiicrelerinde DNA hasar belirteci olan fosforile-H2AX (yH2AX)
sinyalinin, kontrol hiicrelerinden istatistiksel olarak anlamli derecede daha yogun
oldugunu gosterdi. Parental HS-27A hiicrelerini 24 saat doksorubisinle uyardigimizda,
endojen DEK2 mRNA seviyesinin hasar sirasinda 3,7-kat arttigi ancak 24 saatlik
iyilesme periyodunda seviyesinin azaldigimni tespit ettik. Bu sonuglar, fizyolojik
kosullarda DEK2’nin DNA hasariyla ifadesinin arttigini1 ve iyilesme siirecinde tekrar
azaldigini; DEK1 ve DEK2’nin hiicredeki ifade dengesinin bozulmasinin DNA hasar1
sinyalini uzattigin1 géstermektedir.

Bu tez ¢alismast TUBITAK-118Z765 ve TUBITAK-216Z006 projeleriyle

desteklenmistir.

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



SUMMARY

DEK mainly locates on the chromatin in the nucleus. Alternatively spliced DEK
isoform-2 (DEK2) encodes a 341 amino acids long protein lacking the residues
between 49-82 that is different from the DEK (DEK1), which encodes 375 amino
acids. Although the DEK1 functions in variety of cellular processes including the DNA
replication and repair, splicing, transcription, differentiation and proliferation, it is not
known whether DEK2 has similar functions. Here we expressed epitope (Myc or Flag)
tagged DEK isoforms permanently in HS-27A cells or transiently in 293T cells with
retroviral vector to investigate their functions. By co-immunoprecipitation (Co-IP)
experiment, we showed that DEK1 forms a self-dimer in 293T cells, it binds weakly
to DEK2, but DEK2 does not form self-dimer. We showed that ectopic DEK2 is
localized in both nucleus and nucleolus. When we suppressed endogenous DEKS in
HS-27A cells in which we overexpressed DEK2, we found that the DNA damage
marker phosphorylated-H2AX (yH2AX) signal was significantly higher in DEK2 cells
than in control cells during the 24-hour recovery period after doxorubicin treatment.
Additionally, doxorubicin treatment of parental HS-27A cells showed that the
endogenous DEK2 mRNA level was increased by 3.7-fold during treatment, but it was
decreased during the 24-hour recovery period. These results suggest that expression of
endogenous DEK2 increases with DNA damage and decreases again during the
healing process, and the disruption of the expression balance of DEK1 and DEK2 in
the cell prolongs the DNA damage signal.

This thesis work was supported by TUBITAK-118Z765 and TUBITAK-
2162006 projects.

Key Words: DEK isoform-1, DEK isoform-2, yH2AX, DNA Damage, HS-27A.
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1. GIRIS

DEK proteini, 375 aminoasitten olusan, 43kDa boyuta sahip ve ilk olarak akut
myeloid 16semi (AML) hastalarinda CAN proteini ile fiizyon halinde tanimlanmus,
biiylik oranda hiicre ¢ekirdeginde lokalize ve fakat hiicre digina da salgilanabilen bir
proteindir [von Lindern et al., 1992]. DNA’ya baglandig1 bilenen DEK, C-terminal
bolgesindeki fosforilasyon sonucunda DNA’dan ayrilir ve dimer veya multimer
yapilar olusturur [Kappes et al.,, 2004b]. DNA’dan ayrilan DEK proteini,
transkripsiyon, genom stabilitesinin korunmast ve DNA tamiri gibi bircok
fonksiyonda yer alir [Ivanauskiene et al., 2014], [Sawatsubashi et al., 2010], [Smith et
al.,, 2017]. DEK’in hematopoezde, immiin sistemde gorevli bazi hiicrelerin
inflamasyon bolgesine yonelmesinde, mRNA islenmesinde, DNA replikasyonunda ve
kromatin topolojisinin diizenlenmesinde rol aldigi bildirilmistir [Broxmeyer et al.,
2013], [Logan et al., 2015], [Pease et al., 2015], [Waldmann et al., 2002]. Ayrica,
DEK’in hiicre disina salinarak otoimmiin antijen olusturdugu da gosterilmistir[Mor-
Vaknin et al., 2006]. DEK ifadesi, E2F transkripsiyon faktorlerinin (E2F) pozitif
kontrolii altindadir. DEK geninin birgok kanser tiiriinde asir1 ifade edildigi, ayrica bir
timor baskilayici protein olan cellular tumor antigen p53’iin (p53) destabilizasyonu
ile de kanser hiicrelerinde apoptozun inhibisyonunu saglayarak kanser olusumunda rol
oynadig bildirilmistir [Carro et al., 2006], [Wise-Draper et al., 2006].

DEK proteinin bilinen iki izoformu DEK1 ve DEK2 bulunmaktadir. DEK1
proteininin kanser olusumunun yaninda hiicre biyolojisinde de bir¢ok yonden etkili
oldugu bilinmektedir. DEK2’ye yonelik ilk ¢alismada, hem DEKI’in hem de
DEK2’nin hepatoseliiler karsinoma hiicrelerinin gogiinii arttirdigir gosterilmistir
[Hashimoto et al., 2016]. DEK1’in DNA replikasyonu, DNA tamiri, mRNA islenmesi,
transkripsiyonel diizenleme, hiicre ¢cogalmasi, bazi hiicre tiplerinin farklilagmasi ile
ilgili rolleri olabilecegi konusunda ¢ok sayida ¢aligma olmasina ragmen, bu proteinin
bilinen iki izoformunun birbirleri ile etkilesiminin olup olmadigi, lokalizasyonlarinin
farklilik gosterip gostermedigi ve DEK1’in rol aldigt DNA tamir mekanizmasinda
DEK?2’nin de etkin olup olmadigi bilinmemektedir.

Bu tez dnerisi kapsaminda, iki DEK izoformunun, HS-27A insan stroma hiicre
hatlarindan elde edilecek c¢DNA’lardan klonlanarak ekspresyon vektorlerine

aktarilmast ve DEK1 ve DEK2’nin 293T hiicrelerinde gegici transfeksiyonu



yapildiktan sonra  immunopresipitasyon  (co-immunoprecipitation, (Co-IP))
yontemiyle bu iki izoformun kendileri ve birbirleri ile etkilesimlerinin olup olmadigi
arastirildi. Elde edilen bulgular, DEK2’nin kendisiyle etkilesime girmedigi ve
herhangi bir homodimer yapisi olusturmadigini, DEK1 ile DEK?2 arasinda ise giiglii
bir etkilesim olmasa da zayif bir etkilesimle heterodimer yapist olustunu gdosterdi.
DEK1 ve DEK2’nin HS-27A hiicrelerinde kalici ifadesi saglandiktan sonra,
immiinofloresan (IF) boyama sonuglarinda DEK2’nin DEK1’den farkli olarak
¢ekirdek ve ¢ekirdekgikte lokalize oldugu goriildii. Dek-knockout fare hiicrelerinde
olusturulan DNA hasar1 sonucunda, hasar tamiri i¢in DNA kirik bolgelerine yerlesen
fosforile H2AX’in (yH2AX), DEK yoklugunda bu kirik bolgelerine yeterli diizeyde
yerlesmedigi tespit edilmistir [Kavanaugh et al., 2011]. Bu bilgi dogrultusunda, tez
kapsaminda doksorubisinle uyarilan ¢ift iplikli DNA hasarinda olusan yH2AX
sinyalini DEK1 ve DEK2’nin etkileyip etkilemedigi de incelenmistir. Bu amagla, HS-
27A hiicrelerinde sh-RNA araciligiyla endojen DEK1 ve DEK?2 ifadesi baskilanip
ardindan ektopik olarak Flag epitopu ekli DEK2’nin retroviral vektor araciligiyla
yeniden  kalict  olarak  ifade  ettirildigi HS-27A-shDEK+FlagDEK?2
(shDEK+FlagDEK?2) hiicreleri elde edildi. Ardindan bu hiicrelerde doksorubisin
inkiibasyonu ile DNA hasar1 olusturularak, DNA hasar sonucunda hasar yerinin
belirlenmesinden sorumlu yYH2A X in kirik bolgelerine yerlesim miktari IF yontemiyle
belirlendi. Yapilan analizlerde, ShDEK+FlagDEK?2 hiicrelerinde YH2AX sinyalinin
yogunlugu, kontrol grubu HS-27A-shDEK+GFP (shDEK+GFP) hiicrelerinden
istatistiksel olarak anlamli seviyede yiliksek bulundu. Ek olarak, parental HS-27A
hiicrelerinde, endojen DEK2 mRNA seviyesinin 24 saatlik hasar siirecinde 3,7 kata
ulastig1 ve 24 saatlik tamir sonrasinda bu oranin ancak 2,1’e indigi goriiliirken, DEK1
mRNA seviyesinin ise 24 saatlik hasar siirecinde ancak 1,5 kata ulastig1 ve 24 saatlik
tamir sonrasinda bu orann 1,25 kata diistiigii belirlendi. Ozetle, elde ettigimiz
sonuglar, ektopik DEK2'nin DEK1 yoklugunda doksorubisinin neden oldugu DNA
hasar sinyalini uzattigin1 gostermektedir. Gelecekte DEK2’nin DNA tamirine yonelik
etkilerinin daha detayl arastiritlmasi, DEK proteinin hiicre biyolojisindeki roliinii daha

net anlamamiza 151k tutacaktir.
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2. KEMIK ILIiGi VE KEMIiK
MiKROCEVRESI

L

Kemik iligi i¢in kapali bir ortam saglayan kemik, kortikal ve trabekiiler kemik,
kikirdak, hemopoetik ve bag dokularindan olusan bir organdir. Trabekiiler kemik
(stingerimsi kemik), hematopoetik kemik iligi, yag iceren ilik veya kan damarlar ile
dolu ince kemik plakalarindan olusan bir kafesten olusur [Gurkan and Akkus, 2008],
[Zhao et al., 2012]. Kemik iligi, canli organizma i¢in temel multipotent dncii hiicreleri
barindiran, kemiklerin bosluklarinda bulunan yumusak dokudur. Kemik iligi, yetiskin
sicanlarda vicut agirliginin yaklasik %3'inii, kopeklerde yaklasik %2'sini ve
insanlarda yaklasik %5'ini olusturur [Gurkan and Akkus, 2008], [Travlos, 2006].

Eriskinlerde viicuttaki periferik kemiklerin orta diyafizer kisimlarinda yer alan
ilik dokusu ¢ogunlukla sarims1 bir renk veren yag dokusundan (yagl ilik) olusur.
Eksenel ve uzun kemiklerin merkezi bosluklarinda bulunan kemik iligi, trabekiiler
kemik ag orgiisii i¢ine serpistirilmis vaskiiler siniislerle ¢evrili hematopoietik doku
adalarindan ve yag hiicrelerinden olusur. Hematopoietik doku, yiiksek heme kromojen
icerigi nedeniyle ilige (kirmizi kemik iligi) kirmizimst bir renk verir. Kirmizi kemik
iliginde yag dokusu, hematopoietik doku ile degisken fakat kabaca esit oranlarda bir
arada bulunur [Gurkan and Akkus, 2008].

Kemik iliginde anatomik olarak farkli en az iki hematopoietik kok hiicrelerinin
(hematopoietic stem cells; HSCs) nisi vardir. Bunlar, i¢ kemik iliginde bulunan
merkezi nig ve kemik yiizeyine yakin olan endosteal nistir (Sekil 2.1). Merkezi nis,
kemik iligi hacminin %90'indan fazlasin1 olusturan, siniizoidlerin ve arteriyollerin
yogun oldugu ve HSCs’in %85'ini barindiran bir bolgedir. Cok daha kii¢iik bir nis
(kemik iligi hacminin %10'undan daha az) olan endosteal nis, HSCs'ce nispeten
zengindir (tiim HSCs’in yaklasik %15'1) ve tiim ge¢is bolgesi damarlarini igerir
[Gurkan and Akkus, 2008], [Mendez-Ferrer et al., 2020].
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Sekil 2.1: Fare kemik iliginde anatomik olarak tanimlanmis hematopoietik kok hiicre
nislerinin ana 6zellikleri.

Hematopoez, HSCs’in farklilasarak kandaki elementlerin (monositler,
makrofajlar, nétrofiller, eozinofiller, eritroblastlar, eritrositler, megakaryositler,
trombositler) yenilenmesi ifade eder. Hamatopezin gergeklestigi yer ise damarlarin,
kemik ve stromal hiicrelerin, hematopoietik hiicrelerin ve bu hiicreler aras1 bosluklarin
olusturdugu ve kemik iligi ve kemik iligi mikrogevresidir [Lucas, 2021].

Onceleri kemik iliginde sadece hematopezi saglayan hematopoetik hiicrelerin
var oldugu ve tretildigi disiiniilse de Friedenstein ve ark. yetiskin kemik iligini
toplay1p uygun yontemlerle tek hiicreli ilik siispansiyonu elde ederek, slispansiyondan
hematopoietik hiicreleri ayirdiktan sonra kalan hiicreleri hiicre kiiltiiriinde birkag giin
bekletmislerdir. Hiicre kiiltiirindeki inkiibasyon sonunda plastige yapisik, fibroblastik
goriinen ve aktif olarak ¢ogalan hiicreler gozlemlenmistir [Friedenstein et al., 1968].
Boylece ilk defa kemik iliginde hematopoietik hiicrelerin yanisira giiglii osteojenik
potansiyele sahip bir hiicre popiilasyonu tanimlamislardir [Derubeis and Cancedda,
2004], [Lucas, 2021], [Mendez-Ferrer et al., 2020].

Friedenstein ve ark. c¢alismalarindan sonra farkli galismalarla, multipotent
yetiskin progenitor hiicreler, mezenkimal kok hiicreler (mesenchymal stem cells;
MSCs), kemik iligi stromal kdk hiicreler ve mezodermal progenitor hiicreler olarak da
belirtilen kemik iligi stroma hiicrelerinin (bone marrow stromal cells; BMSCs) uygun
sekilde indiiklenmeleri halinde, hiicrenin orjinal dokulardan "aligilmisin disinda"

farklilasmaya maruz kalabilecegini gosterilmistir. Sonug olarak yapilan g¢alismalar



15181inda, kemik iligi stroma hiicrelerinin, farkli doniisiim asamalarindaki hiicreleri
iceren ¢ok heterojen bir popiilasyonu temsil ettigi ortaya konmustur [Derubeis and
Cancedda, 2004], [Lucas, 2021], [Mendez-Ferrer et al., 2020]. Bu popiilasyonun
igerisinde Sempatik sinirler, Schwann hiicreleri, adipositler, osteoblastlar, osteositler,
osteoblastik Onciiler ve cesitli fibroblast tiirleri dahil olmak tlizere hematopoietik
olmayan MSCs’den koken alan birgok baska stroma (hematopoetik olmayan) hiicre
tiirti bulunur (Sekil 2.2) [Lucas, 2021], [Zinngrebe et al., 2020].
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Roecklein ve Torok-Storb tarafindan kemik iligi stromasinda MSCs’den
tirevlenen farkli fonksiyonlara sahip olabilecek kemik iligi stroma hiicreleri insan
papilloma viriis E6/E7 genleri iceren viriisler araciligiyla 6liimsiizlestirilerek 27 hiicre
hatt1 klonu tasarlanmistir. Bu klonlardan dort tanesi HS-5, HS-21, HS-23 ve HS-27
hiicre hatlar1 fibroblastik morfolojiye sahip ve kemik iligi mikrogevresinin farkli
fonksiyonlara sahip bilesenleri olarak degerlendirilmistir [Roecklein and Torok-Storb,
1995].

Bu tez calismasinda kullanilan HS-27A hiicre hatti, HS-27 hiicre hattinin bir alt
Klonudur. HS-27A, "blanket" hiicreleri olarak betimlenen, biiyiik, diizlestirilmis
cokgen sekilli ve komsu hiicrelerle ¢cok sayida hiicreler arasi temasi olan hiicrelerdir.
HS-27A hiicre hatt1, biiylime faktorlerini zayif sekilde salgilar ve ortak kiiltiirlerde
izole hematopoetik progenitdr hiicrelerin ¢ogalmasini desteklemez. Benzer sekilde,
HS-27A hiicrelerinin  biiyiitildiigii kiiltiir ortamindaki besiyerinin, miyeloid
kolonilerin biiytimesini desteklemedigi goriilmiistir [Adamo et al., 2020], [Web 1,
2022].

HS-27A, vaskiiler hiicre adezyon molekiilii olan VCAM-1’1 ve diger bir adezyon
molekiilii olan E-selektini nispeten yiiksek seviyelerde ifade eder. Bunun yaninda
MSCs igin bir belirteg olarak goriilen ve ekspresyonunun multipotent hiicre
karakteristigi ile baglantili oldugu diistiniilen CD 146 yiizey proteini, HS-27A hiicreleri
tarafindan giicli bir sekilde ifade edilir. HS-27A hiicrelerinde CD146 protein
ifadesinin yiiksek oldugu popiilasyonun, CD146 protein ifadesinin diisiik oldugu
popiilasyon ile kiyaslandiginda embriyogenezde hematopoetik hiicrelerin go¢iinii
saglayan, yetigkinlerde ise anjiyogenezde 6nemli rolii olan C-X-C motif chemokine 12
(CXCL12) proteinini, hem de CXCL12 gibi anjiyogenezde dnemli rolii olan bilyiime
faktorii Angiopoietin 1'in ifadesinin 6nemli dl¢iide arttig1 belirtilmistir [Barreiro et al.,
2002], [Covas et al., 2008], [Pillai et al., 2010], [Russell et al., 2010], [Zhao et al.,
2012].



3. DNA HASARI, DNA HASAR CEVABI VE DNA
HASAR ONARIMI

3.1. DNA Hasan

DNA ilk olarak 1869'da atilan cerrahi bandajlarin irinlerinde mikroskobik bir
madde kesfeden Isvicreli doktor Friedrich Miescher tarafindan izole edildi ve hiicre
¢ekirdeginde bulundugu igin "niiklein" adi verildi. 1878'de Albrecht Kossel,
"niiklein"in protein olmayan bileseni olan niikleik asidi izole etti [Dahm, 2008].

Bu tarihten sonra DNA {izerinde ¢alismalar yogunlasti. 1928°de Griffith’in
bakterilerin genetik bilgiyi transformasyon yoluyla aktarabildigini gostermesinin
ardindan, 1940-1952 yillar1 arasinda, Avery ve arkadaslarinin calismasi genetik bilgiyi
tastyan molekiiliin DNA oldugunu ortaya ¢ikaridi. Ayni zaman araliginda Erwin
Chargaft ise “Chargaff Kurali” olarak adlandirdigt DNA’daki niikleotit igeriginde
Guanin miktarinin sitozin miktarina, adenin miktarinin da timin miktarina esit
oldugunu gosterdi. 1952 yilinda, Rosalind Franklin'in gézetiminde calisan bir yiiksek
lisans 6grencisi olan Raymond Gosling, DNA’nin X-ray difraksiyon fotografini ¢ekti
ve Rosalind Franklin DNA yapisinin ¢ift sarmal yapida oldugunu 6ne siirdii. Ayni
fotograf lizerinde calisan James Watson, Francis Crick ve Maurice Wilkins DNA ’nin
yapisini ¢ozdiiler ve 1962'de Franklin'in 6liimiinden sonra Nobel Fizyoloji ve Tip
Odiilii'nii aldilar [Avery et al., 1944], [Watson, 2014], [Web 2, 2023], [Web 3, 2023].

Genetik bilgi, DNA'daki niikleotitlerin dogrusal dizisinde taginir. DNA'nin en
onemli 6zelligi, G-C ve A-T baz ciftleri arasindaki hidrojen baglar ile bir arada tutulan
genellikle ¢ift sarmal seklinde birbiri etrafinda dolanmus iki poliniikleotid zincirinden
olugmasidir. Genetik bilginin kopyalanmasi, bir DNA sarmalinin tamamlayict bir
sarmalin olusumu i¢in sablon olarak kullanilmasiyla gerceklesir. Bir organizmanin
DNA'sinda depolanan genetik bilgi, organizmanin sentezleyecegi tiim RNA
molekiillerinin ve proteinlerinin bilgisini icerir [Alberts, 2017], [Watson, 2014].

Genetik materyalimizin hasar gérmesi, hem genetik bilgiyi giivenilir bir sekilde
gelecek nesillere aktarma yetenegimiz hem de kendi hayatta kalmamiz i¢in devam
eden bir tehdittir [Ciccia and Elledge, 2010].

DNA hasar1 tiim hiicresel organizmalarda mevcuttur ve neredeyse biitiin canli

hiicrelerdeki genetik materyal olan DNA, yasamin temel birimidir. Bu nedenle,
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DNA ’nin biitiinligii ve kararlilig1 yasam i¢in esastir. DNA duragan degil daha ziyade
dinamik bir yapidir ve bu nedenle hiicre i¢ginden ve hiicre disindan DNA’ya zarar veren
ajanlar tarafindan saldiriya ugramaktadir. Endojen hasarlar, reaktif oksijen tiirlerinin
veya metabolik yan iirlinlerin ve DNA metabolizmasinin neden oldugu hasarlardir;
eksojen hasarlar ise radyasyon, toksinler, kimyasallar ve mikroorganizmalar gibi dis
etkenlerin neden oldugu hasarlardir (Sekil 3.1) [Cimprich and Cortez, 2008], [Jackson
and Bartek, 2009].
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Sekil 3.1: DNA hasar cevabi agi.

Genomik biitiinliigii korumak i¢in DNA c¢evresel ajanlarin neden oldugu veya
DNA metabolizmas1 sirasinda kendiliginden olusan hasarlardan korunmalidir.
Spontane DNA degisiklikleri, DNA replikasyonu sirasinda dNTP'nin yanlis
birlesmesinden, deaminasyonun neden oldugu DNA bazlar1 arasindaki karsilikli
dontisiimden, DNA depiirinasyonunu takiben DNA bazlarinin kaybindan ve alkilasyon

ile DNA bazlarinin modifikasyonundan kaynaklanabilir. Ek olarak, oksitlenmis DNA
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bazlar1 ve DNA kirilmalari, normal hiicresel metabolizmadan tiiretilen reaktif oksijen
tiirleri (ROS) tarafindan iiretilebilir. Toplamda, her hiicrede giinde 10°e yakin spontan
DNA lezyonu olabilecegi tahmin edilmektedir [Cimprich and Cortez, 2008],
[Hoeijmakers, 2009], [Jackson and Bartek, 2009].

Cevresel DNA hasari, fiziksel veya kimyasal kaynaklar tarafindan iiretilebilir.
Fiziksel genotoksik ajanlara 6rnek olarak giines 1s1gindan gelen iyonlastirici radyasyon
(IR) ve ultraviyole (UV) 1s1k verilebilir. Bu DNA hasar kaynaklart da hiicre basina
giinde 10%e kadar DNA lezyonunu (pirimidin dimerleri ve 6-4 foto iiriin)
indiikleyebilir [Branzei and Foiani, 2005], [Lord and Ashworth, 2012].

Kanser kemoterapisinde kullanilan kimyasal maddeler de ¢esitli DNA
lezyonlarina neden olabilir. Ornegin, metil metansiilfonat gibi alkile edici maddeler ve
temozolomid, alkil gruplarini DNA bazlarina baglarken, mitomisin C, sisplatin,
psoralen ve nitrojen mustard gibi capraz baglama ajanlari, aynt DNA sarmalinin veya
farkli DNA sarmallarinin bazlar1 arasinda kovalent baglar olustururlar. Bir baska grup
kimyasal olan topoizomeraz I veya Il'yi inhibe eden topoizomeraz inhibitdrleri,
kamptotesin ve etoposid ise, topoizomeraz-DNA kovalent komplekslerini yakalayarak
tek zincir DNA kiriklarimin (Single Strand Breaks; SSBS) veya ¢ift zincir DNA
kiriklarinin (Double Strand Breaks; DSBS) olusumunu indiikler. Sigara kullanimi ve
uzun havayolu seyahatleri gibi davranigsal tercihlere bagl olarak akciger ve diger
dokularda DNA’da ¢esitli bilesiklerin olusumuna ve oksidatif hasara neden
olabilmektedir [Branzei and Foiani, 2005], [Ciccia and Elledge, 2010], [Hoeijmakers,
2009], [Jackson and Bartek, 2009], [Lord and Ashworth, 2012].

Bu tez calismasinda DEK2’nin DNA hasar1 ve tamiri ile iliskisini arastirmak
amaciyla hiicrelerde DSBS olusturmak i¢in doksorubisin kullanilmistir. Doksorubisin
(adriamisin olarak da adlandirilir), antrasiklinler ad1 verilen benzer yapilara sahip bir
bilesik smifina aittir. Doksorubisin, kati tiimorlerin ve akut ldsemilerin tedavisinde
yaygin olarak kullanilan en 6nemli kanser 6nleyici kemoterapétik ilaglardan biridir.
Doksorubisin gibi antrasiklin ilaglar1 cogunlukla, DNA kii¢iik olugunda oturan bir
veya daha fazla seker parcasi tarafindan bir tarafta sabitlenmis, komsu DNA baz
ciftleri arasinda tercihen araya giren diizlemsel molekiillerdir (Sekil 3.2), [Yang et al.,
2014].
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Sekil 3.2: Doksorubisin-DNA kompleksinin yapisi. (A) Doksorubisin formaldehit
araciligtyla DNA'nin bir sarmalindaki guaninle (kirmiziyla gosterilen) kovalent bir
bag yaparken, karsit sarmalda ise guaninle hidrojen baglari olusturur. (B)
Doksorubisinin DNA'ya interkalasyon yapisi.

Doksorubisin etkisi i¢in belirlenen modellerden birisi, topoizomeraz Il
zehirlenmesini igerir, bu da klinik olarak ilgili ila¢ konsantrasyonlarinda ¢ift sarmalli
DNA kirilmalari ve hiicre 6liimiiyle sonuglanir [Gewirtz, 1999], [Thorn et al., 2011].

Bir DNA interkalatorii olarak doksorubisin, muhtemelen doksorubisin ve guanin
arasindaki spesifik hidrojen bagi olusumundan dolay: bitisik GC baz ¢iftlerini igeren
interkalasyon bdlgesini tercih eder. Doksorubisin-DNA eklentilerinin olusumunun,
DNA hasar tepkilerini aktive ettigi ve topoizomeraz II'den bagimsiz olarak hiicre
olimiinti indiikledigi de gosterilmistir [Forrest et al., 2012], [Swift et al., 2006].
Ayrica, doksorubisin kaynakli serbest radikal salinimi, oksidatif strese neden olarak
DNA hasarina ve hiicre dliimiine neden olabilir [Thorn et al., 2011].

Doksorubisin  tedavisi, serbest radikallerin olusumuna ve oksidatif
metabolizmadaki artiga ek olarak seramid diizeylerini de yiikseltir. Seramid,
bliylimenin durdurulmasi, apoptoz ve yaslanma dahil olmak {izere gesitli hiicresel
siireclerde yer alan bir sfingosin ve bir yag asidinden olusan bir lipit molekiiliidiir
[Senchenkov et al., 2001].

Interkalasyon yoluyla doksorubisin, transkripsiyonel olarak aktif kromatinden
histon tahliyesini de indiikleyebilir. Sonug¢ olarak, doksorubisine maruz kalan
hiicrelerde DNA hasar tepkisi, epigenom ve transkriptom diizensizlesir [Pang et al.,
2013].
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3.2. DNA Hasar Cevabi

Mayadan insanlara kadar bircok organizmada iyi korunmus olan DNA hasar
yanitt (DNA Damage Response; DDR), sinyal iletimini, hiicre dongiisii
diizenlemesini, DNA onarimini, replikasyon baypas mekanizmalarin1 ve apoptozu
kapsayan islevsel olarak karmasik bir agdir. DDR yolu, sensorler/doniistiiriiciiler,
aracilar ve efektorlerden olusan bir sinyal iletim yoludur. DDR, DNA hasarin
algilayan erken fosforilasyon giidiimlii sinyal kaskadlar: tarafindan baslatilir ve gesitli
aract sinyal proteinleri tarafindan diizenlenir. Bu proteinler, sonunda ya hasarl
DNA'y1 onarmak ya da hasar onarilmaz haldeyse hiicre 6liimiinii baglatmak i¢in hiicre
dongiisiinii durdurarak hiicre kaderini belirlemek iizere asagi akis efektorlerini

etkinlestirir [Ciccia and Elledge, 2010], [Majidinia et al., 2017].

3.2.1. DNA Hasar Sensorleri

Genomun diizgiin bir sekilde korunmasi i¢in, DNA’daki bosluklar (gaps),
centikler (nicks), SSBs, DSBs ve DNA replikasyonunu onleyen sayisiz degisiklik
dahil olmak iizere tiim DNA yapisal hasar bigimleri taninmalidir. Farklt DNA hasar1
tiirlerinin sensorleri ve sinyal doniistliriiclileri olarak islev goren temel birkag
molekiiler kompleks vardir. Bunlardan en 6nemlileri ve lizerinde en ¢ok calisilanlar
fosfatidilinositol 3-kinaz ile ilgili kinazlar (PIKKs) grubuna giren mutasyona ugramis
Ataxia-telanjiektazi kinaz (ATM), Ataksi telenjiektazi ve Rad3 ile iligkili kinaz (ATR)
ve DNA'ya bagimli protein kinaz (DNA-PK) proteinleridir [Jackson and Bartek,
2009], [Majidinia et al., 2017], [Zhou and Elledge, 2000].

DSBs, ATM'yi kirtk DNA molekiillerine geken MRE11-RAD50-NBS1 (MRN)
aract kompleksi tarafindan taninir. Bu nedenle, DSBS’e yanit olarak, aktif olmayan
dimer yapidaki ATM birbirinden ayrilip fosforillenerek aktiflesir. Ardindan ATM
yolaktaki asag1 basamaklarda gorev alan proteinleri fosforilleyerek onlar1 da aktive
eder. ATM kinazlar1 ayrica DNA onarimi ve hiicre dongiisii kontrol noktalarinin
indiiksiyonunun diizenlenmesinde yer alan Chk2, p53 ve Breast cancer type 1
susceptibility protein (BRCAL) proteinlerini de fosforilleyerek aktive eder. DNA

hasar1 onarilamaz haldeyse p53’iin aktivasyonu sonucu apoptoz yolagi devreye girer
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(Sekil 3.3A) [Ciccia and Elledge, 2010], [Lord and Ashworth, 2012], [Riley et al.,
2008], [Sancho and Ouchi, 2015].

DNA replikasyonu sirasinda DNA polimerazlarin ilerlemesiyle DNA zincirinde
bir gerilim olusur. Replikasyonun diizgiin ilerlemesi i¢in olusan bu gerilim helikaz
enzimlerinin DNA’y1 ¢6zmesiyle giderilir. DNA’nin ¢oziilmesiyle olusan tek zincirli
DNA yapisina RPA proteinleri baglanir. Hiicre i¢i veya hiicre dis1 etkenlerden dolay1
replikasyon sirasinda replikasyon ¢atalinda bir duraksama olursa tek zincirli DNA’ya
bagli RPA proteinleri tarafindan ATR-interacting protein (ATRIP) araciligiyla
ATR'nin bolgeye gelmesi saglanir. Daha sonra ATR aktive olur ve aktif ATR’nin
yolaktaki baska proteinleri aktive etmesi ile Chk1 kinazlari fosforile edilir ve hiicre
dongiisii kontroliinii baslatir. Boylece genomik stabilite korunmaya c¢alisilir (Sekil
3.3B) [Broustas and Lieberman, 2014], [Liao et al., 2018], [Majidinia et al., 2017],
[Marechal and Zou, 2015], [Yan et al., 2014].

DNA replikasyonundaki roliine ek olarak DNA topoisomerase Il binding protein
1 (TopBP1) protein kompleksi de diger bir DNA hasar1 sensoriidiir. Bu kompleks
ATR’nin kinaz aktivitesini artiran bir domain igerir. Bdylece hiicre dongiisiiniin

kontroliine katkida bulunur (Sekil 3.3B) [Wardlaw et al., 2014], [Zhang et al., 2014].
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Bir bagka DNA hasar sensorii olan DNA-PK, DSBs olusumunda indiiklenir ve
ardindan otofosforilasyon ile aktive olur. Kendi aktivasyonundan sonra diger
substratlarin da fosforilasyonunu saglayarak homolog olmayan ug birlestirme (Non-
Homologous End Joining; NHEJ) araciligiyla DSBs onariminda 6énemli bir rol oynar
[d'Adda di Fagagna, 2014], [Majidinia et al., 2017].

3.2.2. DNA Hasar Aracilar

DNA hasarina karsi olusturulan cevapta aracilar olarak adlandirilan proteinler,
ATM ve ATR kinazlarinin cevap yolaginda alt basamakta yer alan efektor kinazlar ile
arasindaki etkilesimleri indiikler. Ayrica yolakta yer alan efektdr olmayan diger
protein ve protein komplekslerinin hasar bolgesine toplanmasi igin adeta bir iskele
gorevi goriirler. DNA hasar tizerine ATM, ATR ve DNA-PK, Ser-139 iizerindeki
histon varyantt H2AX'i fosforile eder. H2AX'in fosforilasyonu sonrast Mdc1 proteini
hasar bolgesine gelerek ATM ile baglanir, ardindan hem bolgedeki diger H2AXler
fosforillenir hem de fosforile H2AX’lerin defosforilasyonu 6nlenir. Mdcl ve yYH2AX
ayrica IR kaynakli odaklarin (IRIF) iiretimine yol acarak, diger birkag proteinin, hasar
bolgesine gelmesini kolaylastirir. Bu proteinlerden biri olan bir E3 ubikitin ligazi
yYH2AX'i ubikitinlemesi sonrasinda tumor suppressor p53-binding protein 1 (53BP1)
ve BRCAI1 kompleksi olusturularak DNA tamiri ve hiicre dongiisii kontrolii
yolaklariin baslatilmasi saglanir (Sekil 3.3) [Ciccia and Elledge, 2010], [Kumar and
Cheok, 2014], [Majidinia et al., 2017], [Nastasi et al., 2020], [Zhou and Elledge, 2000].

3.2.3. DNA Hasar Efektorleri

Son yillarda ATM ve ATR odakli ¢aligmalarla UV veya IR gibi DNA hasar
ajanlarina yanit olarak 700'den fazla proteinin fosforile oldugu ve DNA hasar
cevabinda bir sekilde yer aldig1 gosterildi. Elde edilen bulgular, bu proteinlerin bir
kisminin DNA replikasyonuna katkida bulunan, replikasyon catali stabilitesini
saglayan ve DNA replikasyonunun yavaslatilmas: ile ilgili proteinler oldugunu
gostermistir. Bu proteinlerin diger bir dnemli kism1 da DNA hasarina karsi koymak

icin bircok lezyon tipine 0zgli onarim mekanizmalarinda yer alan proteinleri
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icermektedir [Ciccia and Elledge, 2010], [Majidinia et al., 2017], [Matsuoka et al.,
2007].

3.3. DNA Onarimi Mekanizmalari

3.3.1. Dogrudan Onarim (Direct Repair; DR)

Imidazol karboksamid (dakarbazin) ve temozolomid gibi kemoterapétik
ajanlarin neden oldugu baz hasarlarinda DR onarim mekanizmasi kullanilir. Bu onarim
temel olarak zarar gormiis bir bazin ¢ikarilmasi veya yeniden yapimi olmaksizin dogal
durumuna dogrudan c¢evrilmesidir. Bu sekilde onarillan DNA hasari, fotolizazlarla
fotoreaktivasyon, O6-metilguanin DNA metiltransferaz ile O-metilasyonu ve AlkB
protein ailesi tarafindan N-metil gruplarinin oksidatif demetilasyonunu i¢cermektedir

[Nastasi et al., 2020], [Sedgwick, 2004].

3.3.2. Baz Ekzisyon Onarimi (Base Excision Repair; BER)

Enzimatik aktivite, oksidasyon, deaminasyon ve alkilasyon nedeniyle olusan
modifikasyonlarda ve hidroksil radikallerine maruz kalinmasiyla glikosil baglarinin
zayiflamasiyla olusan sarmal olmayan distorsiyonlu lezyonlar ve abazik bdlgelerdeki
baz eksizyonu durumunda BER mekanizmasi devreye girer. BER yardimiyla, bir
apiirinik/apirimidinik endoniikleaz tarafindan ortaya c¢ikan abazik bdlgeler SSBs
olusturur. Bu SSBs degistirilen niikleotidlerin sayisina bagh olarak kisa veya uzun
yama onartm mekanizmasi tarafindan onarilir. Oncelikle DNA polimeraz f DNA
sentezini yapar, sonrasinda kisa yama BER'de DNA ligaz III ve X-151n1 onarim ¢apraz
tamamlayici protein 1 (XRCC1), uzun yama BER'de ise DNA ligaz | yardimiyla hasar
onarilir [Krokan and Bjoras, 2013], [Nastasi et al., 2020].

3.3.3. Niikleotid Eksizyon Onarmm (Nucleotide Excision Repair;
NER)

NER onarim yolu, UV, kemoterapi ve ROS’un sebep oldugu DNA sarmalini

bozan lezyonlari, baz modifikasyonlari, hacimli eklentileri, DNA sarmal i¢i ¢apraz
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baglar1 ve timidin dimerleri gibi DNA hasar tiplerinde kullanilir. NER, GG-NER ve
TC-NER olarak adlandirilan iki farkli yolaga sahiptir. GG-NER'de, énce XPC—
RAD23B—Centrin2 kompleksi araciligryla hasar tespit edilir, sonrasinda XPA, RPA,
TFIIH, XPB ve XPD, hasarli DNA'y1 stabilize eder. Bu asamadan sonra, yapiya 6zgi
endoniikleazlar olan XPG ve ERCC1-XPF, 30 ila 50 niikleotid i¢eren hasarli DNA
fragmanini keserek cikarir. Son olarak, tek sarmaldaki bosluklar DNA polimerazlar
tarafindan doldurulur ve yeni olusan DNA fragmani, DNA ligaz I[II-XRCC1 ve DNA
ligaz I tarafindan kapatilir. TC-NER'de ise bir genin aktif transkripsiyonu sirasinda
hasar tespit edilir ve UVSSA, USP7 ve CSB proteinleri yardimiyla RNA polimeraz 11
durdurularak, XPA, RPA, TFIIH gibi faktorlerin hasar bolgesine gelmesi saglanir.
Sonraki agamalarda GG-NER’deki basamaklarla hasar onarilir [Ciccia and Elledge,
20101, [lyama and Wilson, 2013], [Krokan and Bjoras, 2013], [Spivak, 2015].

3.3.4. Hatah Eslesme Onarim (Mismatch Repair; MMR)

ROS ve reaktif nitrojen tiirleri veya DNA replikasyonu sirasinda baz-baz
uyumsuzluklart gibi hiicre i¢i problemlerden kaynaklanan niikleotid yanlis
eslesmelerini diizeltilmesini saglayan MMR, MUTSa, MUTSB ve MUTLa tarafindan
hatali eslesmeleri tanir. Daha sonra PCNA, RCF, Pold, ve EXO1’in aktiviteleri sonucu
hatal1 eslesme diizeltilir ve ligaz I'in boslugu kapatmasiyla onarim tamamlanir

[Nastasi et al., 2020], [Pang et al., 2013], [Pecina-Slaus et al., 2020].

3.3.5. Zincirler Aras1 Capraz Bag (Intercrosslink; ICLs) Onarimi

Hiicre dis1 bazi alkilleyici ajanlar veya hiicre i¢i nitroz asit gibi aldehitler
karsiliklit DNA zincirlerinde iki niikleotitin kovalent olarak baglanmasina neden olarak
DNA’da hasara yol agarlar. Bu durum ICLs onarim mekanizmasiyla diizetilir. Fanconi
anemia (FA) ¢ekirdek kompleksinin onderliginde birgok faktor hasarli bolgede
toplanarak translezyon sentezinin gerc¢eklesmesi saglanir. Bu islem sonrasi olusan
DSBs son olarak homolog rekombinasyon (HR) ile onarilir [Ciccia and Elledge, 2010],
[Hashimoto et al., 2016], [Nastasi et al., 2020].
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3.3.6. Cift iplik Kirigx (Double Strand Breaks; DSBs) Onarim

DNA hasarinda en ¢ok zarar verici olarak goriilen DSBs en az dort bagimsiz
mekanizma kullanilarak onarilir. Bunlar, Tek Zincir Eslesmesi (SSA), Mikrohomoloji
Aracili Ug Birlestirme (MMEJ veya alt-NHEJ), NHEJ ve HR onarim
mekanizmalaridir (Sekil 3.4) [Ciccia and Elledge, 2010].
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Sekil 3.4: DSBs onariminda yer alan alternatif DNA onarim mekanizmalart.
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3.3.6.1. Tek Zincir Eslesmesi (Single Strand Annealing; SSA)

Tekrar dizileri yakinindaki DSBs onariminda SSA mekanizmasi kullanilir.
Boyle bolgelerde tek zincirli DNA yapilar1 olusmasi durumunda bu yapilara baglanan
ERCCI1, XPF ve Rad59’un araciligryla homolog tekrarlarin birbirine yapigmasi
saglanir ve ‘“non-crossover” sekilde DSBs tamiri gergeklestirilir (Sekil 3.4D)
[Bhargava et al., 2016], [Ciccia and Elledge, 2010].

3.3.6.2. Mikrohomoloji Aracih Uc¢ Birlestirme (Microhomology
Mediated End Joining; MMEJ)

DSBs sonucu olusan DNA uglarina dncelikle Poly [ADP-ribose] polymerase 1
(PARP-1) proteini baglanarak Mrel1/Rad50/Nbsl (Mrell) kompleksinin kirtk
bolgede toplanmasini saglar. Daha sonra DSBs etrafindaki mikrohomoloji (MH)
bolgelerini agiga ¢ikarmak i¢in CtIP/Mrell kompleksleri bolgeye gelir ve agia
cikiralan MH’ler yapisarak homolog olmayan kuyruklarin olusumunu indiikler. Bunlar
daha sonra Polf tarafindan sentezlenir, fazlaliklar XPF/ERCCI1 niikleaz tarafindan
cikarilir ve Ligaz I ve III ile bosluklar kapatilarak onarim tamamlanir (Sekil 3.4C),

[Ciccia and Elledge, 2010], [Nastasi et al., 2020].

3.3.6.3. Homolog Olmayan Ug¢ Birlestirme (Non-Homologous End
Joining; NHEJ)

NHEJ, kirtkk DNA uglarini taniyan ve baglayan Ku70-Ku80 heterodimer
kompleksi tarafindan baglatilir. Ku70-Ku80 kompleksi DNA ugclarina ytiksek afiniteye
sahiptir ve DNA’ya baglandiktan sonra DNA uglarim1 hizalar. DNA uglarinda tek
zincir fazlaliklar1 varsa buralar ya DNA polimerazlarinin aktivitesiyle doldurur veya
niikleazlar tarafindan kesilir. Daha sonra, XRCC4/DNA ligaz IV ligasyon kompleksi,
DNA uglarini birlestirerek DNA onarimini tamamlar (Sekil 3.4A) [Scully et al., 2019].
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3.3.6.4. Homolog Rekombinasyon (Homologous Recombination; HR)

HR onarimi, kardes kromatitlerin kalip olarak kullanildig1 bir mekanizma oldugu
i¢in hiicre dongiistiniin S faz1 ve G2 fazi ile sinirlidir. HR onarimi MRN kompleksinin
kirik olusan bolgeye gelmesiyle baslatilir ve ¢ift zincir kirik onarimi veya sentez
bagiml zincir birlestirilmesi yoluyla yapilir. MRN kompleksi, CtIP ve EXO1’in hasar
bolgesinde toplanmasinin ardindan olusan tek zincir yapist RPA proteinleriyle
kaplanir. Daha sonra Breast cancer type 2 susceptibility protein (BRCAZ2) araciligiyla
bolgeye gelen Rad51, RPA proteinlerinin yerini alir. Sonrasinda, “Holiday Junction
(HJ)” yapisi olusursa ¢ift zincir kirik onarimi yoluyla, olusmazsa da sentez bagimli
zincir birlestirilmesi yoluyla HR onarimi tamamlanir (Sekil 3.4B) [Ciccia and Elledge,
2010], [Nastasi et al., 2020], [Scully et al., 2019], [West, 2003].
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4. DEK PROTEINI

4.1. DEK Proteinin Yapisi, Hiicre Biyolojisi ve Kanserdeki
Rolii

DEK proteini, 6p22.3 kromozom bdlgesinde yerlesmis olan DEK geninin
trtiniidiir (Riveiro-Falkenbach and Soengas, 2010). DEK proteini ilk olarak AML
hastalarinda goriilen 6. ve 9. kromozomlar arasi translokasyon (t(6;9)) sonucunda
NUP214 (CAN) proteini ile flizyon halinde tanimlanmistir [von Lindern et al., 1992].

Insanda bulunan DEK proteini 375 aminoasitten olusan, 43 kDa boyuta sahip,
genellikle hiicre ¢ekirdeginde lokalize, SAP box DNA baglanma bdlgesi ve C-terminal
DNA baglanma bolgesi olarak adlandirilan iki domaine sahip niiklear bir
fosfoproteindir. Sekil 4.1’de DEK proteininin yapisi sematik olarak gdsterilmistir
[Bohm et al., 2005], [Carro et al., 2006], [Kappes et al., 2004b], [Oancea et al., 2010].
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Sekil 4.1: DEK proteininin yapisinin sematik gosterimi.

Bu iki bolge araciligiyla DNA’ya baglanan DEK proteini, histon asetil tansferaz
enziminin aktivitesini bozarak transkripsiyon baskilayici, AP2-a proteininin DNA’ya
baglanmasini saglayarak ise transkripsiyon indiikleyici olarak iki yonlii isleve sahiptir
[Logan et al., 2015], [Oancea et al., 2010].

Proteinde bulunan fosforilasyon bdlgelerinin ¢ogu, CK2 kinazi tarafindan

fosforile edilen C-terminal domeninde bulunur. Fosforile edilmis DEK dimerize olma
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veya multimerize olma egiliminde iken, defosforillenmis DEK DNA'ya baglama
egilimi gosterir. Bu bulgular DEK proteininin fosforillenerek DNA'dan ayrildigini ve
transkripsiyonel aktivatorlerin ve represorlerin DNA'ya baglanmasina izin vererek
transkripsiyonu etkiledigini gostermektedir [Kappes et al., 2004b].

DEK proteininin kanser olusumu disinda normal hiicre ¢ogalmasi ve
farklilagmasi gibi farkli fonksiyonlart da oldugu ortaya konulmustur [Broxmeyer et al.,
2013], [Sanden and Gullberg, 2015]. Ornegin, DEK’in hematopoetik oncii hiicrelerin
cogalmasina, saglikli bir sekilde yasamlarimi siirdiirmelerine veya farklilasma
kapasitesinin diizenlemesine iligkin rolleri oldugu gosterilmistir [Broxmeyer et al.,
2013], [Koleva et al., 2012], [Logan et al., 2015].

Ayrica, DEK proteininin bilinen herhangi bir enzimatik aktivitesi olmamasina
ragmen RNA, DNA, kromatin ve iliskili proteinlerle etkileserek transkripsiyonu,
mRNA islenmesini, DNA replikasyonunu, DNA tamirini ve kromatin topolojisini
ertkiledigi bilinmektedir [Alexiadis et al., 2000], [Hollenbach et al., 2002], [Pease et
al., 2015], [Waldmann et al., 2002].

DEK proteini, normal kosullarda biiyiik oranda hiicre ¢ekirdeginde lokalize olsa
da DNA hasari, apoptoz ve inflamasyon durumlarinda hiicre dis1 bolgeye salinimi
yapilabilmektedir. Hiicre disindaki DEK’in kemo-atraktant fonksiyonlar gdstererek
immiin sistemde gorevli bazi hiicrelerin inflamasyon bdlgesine yonelmesinde rol
aldig1 bildirilmistir [Broxmeyer et al., 2013], [Logan et al., 2015]. Hiicre disina
salindiginda, DEK proteinin otoimmiin antijen olusturdugu ve juvenile rheumatoid
arthritis ve diger inflamatuvar hastaliklarda anahtar rollere sahip olabilecegi de
gosterilmistir [Mor-Vaknin et al., 2006].

DEK proteini, yiiksek oranda korunan SAP-box ve C-terminal DNA baglama
bolgeleri yoluyla tercihe bagli olarak krusiform ve siiperhelik DNA yapilarina
baglanarak DNA'da pozitif superdoniim yapsini indiikler [Logan et al., 2015], [Smith
et al.,, 2017], [von Lindern et al.,, 1992]. Ek olarak, DEK proteini kisa DNA
fragmanlarina baglanir ve bu fragmanlar1 birbirine baglayarak DNA zincir
baglanmasini destekler [Waldmann et al., 2003]. DEK’in fosforilasyonu DNA’ya
baglanma affinitesini azaltan bir faktordiir [Kappes et al., 2004a]. Bir ¢alismada
yapilan kromatin ¢oktiirme deneyinde DEK’in yiiksek oranda ifade edilen genlerin
transkripsiyon baslangi¢ bolgelerinde toplandigi gosterilmistir [Sanden et al., 2014].
Ayrica DEK RNA’ya da baglanarak RNA islenmesini degistirebilmektedir [Soares et
al., 2006].
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DEK proteininin aktif olarak ¢ogalan ve kotii huylu tiimorlerde daha fazla
eksprese oldugu, hiicre farklilagsmasi, apoptoz ve senesens gibi 6nemli olaylarda rol
alarak cesitli kanser tiirlerinde timor olusumunu destekledigi gosterilmistir [Carro et
al., 2006], [Sanden et al., 2014], [Wise-Draper et al., 2009]. DEK proteininin kanser
olusumunda rolii olan E2F ve p53 proteini ile de iliskili oldugu gosterilmistir. DEK
geni ifadesi, E2F’in DEK geni promotoruna baglanarak DEK proteini ifadesini
arttirmasiyla pozitif olarak diizenlenmektedir. DEK proteinin fazla eksprese olmasi
p53 proteininin destabilize olmasina neden olmaktadir ve boylece kanser hiicrelerinde
meydana gelen p53 bagimli apoptozu inhibe ederek onkogenik etki gostermektedir
[Carro et al., 2006], [Wise-Draper et al., 2006].

DEK proteininin hepatoseliiler karsinom, beyin kanseri, kolon kanseri, prostat
kanseri, melanoma, mesane kanseri, retinoblastom, gogiis kanseri, larinks kanseri gibi
birgok kanser tiiriinde asir1 ifade edildigi bildirilmistir [Broxmeyer et al., 2013], [Carro
et al., 2006], [Pease et al., 2015]. Yiiksek seviyede DEK ifadesinin tiimér olusumu
oniindeki apoptoz ve senesens gibi engelleri kaldirdigi ve tiimorli hiicrelerin
yasamasina katki sagladigi diistiniilmektedir [Broxmeyer et al., 2013], [Riveiro-
Falkenbach and Soengas, 2010]. Yapilan bazi c¢alismalarda DEK geni ortadan
kaldirilmis farelerin disaridan etkilerle indiiklenen tiimér olusumuna daha az agik
oldugu ve DEK’in kanser tedavisinde bir hedef olabilecegi bildirilmistir [Wise-Draper
etal., 2009].

4.2. DEK’in Diger Proteinlerle Etkilesimi

DEK bir fosfoproteindir, 6zellikle C-terminal bdlgesinde yer alan bolgelerdeki
fosforillenme etkisiyle DNA ve kendine baglanma &zellikleri degiskenlik
gostermektedir. DEK proteinin fosforillenerek dimer veya multimer yapilar
olusturdugu ve bodylece DNA’dan ayrilarak transkripsiyonel aktivator ve
represorlerinin bu bélgelere baglanabildigi bilinmektedir [Kappes et al., 2004a],
[Kappes et al., 2004b].

DEK proteininin Daxx ve HADCII proteinleri ile fiziksel interaksiyona girdigi
bu yolla histon deasetilasyonuna neden olarak transkripsyonel represyonda rol aldig:
bildirilmistir. DEK, CK2 ile interaksiyona girerek ATP varliginda fosforillenir bunun

sonucunda aktif kromatinlere baglanan H3.3’ilin kromatine baglanmasini limitleyerek

23



yine bazi genlerin susturulmasinda ve genom stabilitesinin arttirilmasina katki saglar
[Ivanauskiene et al., 2014]. DEK in AP-2a’nin da bulundugu bir kompleks i¢inde yer
aldigi ve DEK’in AP-2a’nin transaktivasyon aktivitesini artirarak sadece
transkripsiyonel baskilanmada degil transkripsyoun aktivasyonunda da gorev aldigi
belirtilmistir [Sawatsubashi et al., 2010]. Bunlarin yaninda DEK’in SR proteinlerle
etkilesimi oldugu ve EJC’nin (Exon-exon Junction Complex) ic¢inde yer aldigi
bildirilmigtir [Le Hir et al., 2001], [McGarvey et al., 2000]. Son zamanlarda DEK’in
HR’de rol aldigi ve HR ile iliskili bir protein olan Rad51 ile de fiziksel bir
interaksiyonun oldugu gésterilmistir [Smith et al., 2017].

4.3. DEK’in DNA Tamirindeki Rolleri

Yapilan bir ¢calismada DEK geni susturulan kanser hiicrelerinin DNA hasarina
yol agan ajanlara karsi hassasiyet gostermesi ve DNA hasarinin gostergesi olarak
YH2AX ve FANCD? ifadesinin ortaya ¢ikmasi, DEK proteinin DNA tamirinde rolii
olabilecegini diistindiirmiistiir [Kappes et al., 2008], [Khodadoust et al., 2009]. Bunun
tizerine DEK ifadesi kapatilmis (knockout) fare embryonik fibroblast hiicrelerinde
yapilan deneylerde de benzer sonuclar goriilmiis ve bu hiicrelerde NHEJ mekanizmasi
sorunlu olan hiicre profili gézlemlenmistir. Bu sonucglara dayanarak, DEK ve DNA
hasar1 sinyal yolagi arasinda bir baglanti oldugu ve DEK’in DNA tamirine katki
sagladig1 ileri siirtilmistiir [Kavanaugh et al., 2011]. Ayrica DEK’in DNA replikasyon
stresini azalltig1 gosterilmistir [Deutzmann et al., 2015]. Bu bulgularla birlikte IR
yoluyla olusan DNA ¢ift zincir kiriklariin HR yoluyla tamirinde DEK’in YH2AX
aktivasyonunda gerekli oldugu ve ayn1 zamanda HR’de gorevli bir protein olan Rad51
ile de fiziksel olarak interaksiyonda bulundugu gosterilmistir (Sekil 4.2) [Smith et al.,
2017].
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Sekil 4.2: DEK’in DNA’nin HR yoluyla onariminda hangi basamaklarda rol
alabileceginin sematik olarak gosterilmesi.

4.4. DEK Izoformlar:

DEK genin alternatif kirpilma yoluyla olusturulan tanimlanmis iki farkl
transkript varyanti bulunmaktadir. Bu transkript varyantlarindan ilki DEK geninde
bulunan tiim ekzonlari igeren transkript varyant 1’in ifadesiyle 375 aminoasit
uzunlugunda DEK1 fdiretilir. Alternatif kirpilma ile olusan transkript varyant 2,
transkript varyant 1’de bulunan 3. ekzon bakimindan yoksundur ve bu varyantin
ifadesi sonucu tretilen DEK2, DEK1’de bulunan 49-82 arasinda aminoasit dizisini
icermeyen 341 aminoasit uzunlugundadir [Web 4, 2022].

Literatiirde DEK ile iliskili ¢aligmalarin biiyiik cogunlugu DEK1 ile yapilmis
caligmalardir, ancak Le Yu ve ark. yaptig1 ¢alismada hem DEK1’in hem de DEK2’nin
hepatoseliiler karsinoma hiicrelerinin go¢iinii arttirdigi gosterilmistir [Hashimoto et

al., 2016].
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5. MATERYAL

Tablo 5.1: Hiicre hatlari.

Uriin Katalog Numaras1 |Firma

HS-27A Dr. Gerard Grosveld

293T Dr. Gerard Grosveld
Tablo 5.2: Bakteri suslari.

Uriin Katalog Numaras1 |Firma

Escherichia coli DH5a

Dr. Merve Tuzlakoglu
Oztiirk

Tablo 5.3: Plazmitler.

Uriin

Katalog Numarasi

Firma

MIGR1

Dr. Gerard Grosveld

Retroviral Paketleme
Plazmitleri

Dr. Gerard Grosveld

pGFP-C-shLenti-shDEK

TL313507

Origene

Lentiviral Paketleme
Plazmitleri

Dr. Gerard Grosveld

MIGR1-FlagDEK1

MIGR1-MycDEK1

MIGR1-FlagDEK?2

MIGR1-MycDEK?2
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Tablo 5.4: Primerler.

Uriin Primer Dizisi

Flag-Tag- ATGGACTACAAAGACGATGACGACAAGTCCGCCT
Forward CGGCCCCTG

Myc-Tag- ATGGAACAAAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTGT
Forward CCGCCTCGGCCCCTGCTG

DEK-Full-

Length- TCAAGAAATTAGCTCTTTTACAG

Reverse

Site-Direct-

DEK2- GGAGGAAAAAGGAAAGGGGCAGAAACTTTGTGA
Forward

Site-Direct-

DEK2- GCCCCTTTCCTTTTTCCTCCTCCTCCTCCTCCT
Reverse

DEty GTCTCATCGTGGAAGGCAAG

Forward

DR GTGCCTGGCCTGTTGTAAAG

Reverse

DEINS TCCGAGAAAGAACCCGAAAT

Forward

DEK2- ATGTCCGCCTCGGCCCCTG

Forward-2

DEsS CTGCCCCTTTCCTTTTTCCT

Reverse

GAPDH- GAAGGTGAAGGTCGGAGTC

Forward

GAPDH-

Reverse

GAAGATGGTGATGGGATTTC
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Tablo 5.5: Restriksiyon enzimleri.

Uriin Katalog Numaras1 |Firma
EcoRl R3101S New England Biolabs
Pacl R0547S New England Biolabs
rSAP MO0371S New England Biolabs

Tablo 5.6: Antikorlar.
Uriin Katalog Numaras1 | Firma
Mouse a-human DEK 610948 BD
Mouse a-Flag M2 F1804 Sigma-Aldrich
Mouse a-Flag M2 8146 Cell Signalling Technologies
Mouse a-Myc 2276 Cell Signalling Technologies
Rabbit a-Myc 2278 Cell Signalling Technologies
Rabbit a-human yH2AX 2577 Cell Signalling Technologies
Rabbit a-human GAPDH 5174 Cell Signalling Technologies
Mouse a-human NPM1 32-5200 Invitrogen
gsosat o-MMegEg AlgagyFlour 4409 Cell Signalling Technologies
Goat a-rabbit Alexa Flour 555 |4413 Cell Signalling Technologies
gf;t o~ Alexgggiour 4410 Cell Signalling Technologies
Goat a-mouse HRP-linked 7076 Cell Signalling Technologies
Goat a-rabbit HRP-linked 7074 Cell Signalling Technologies

Tablo 5.7: Kimyasallar.

Uriin Katalog Numaras1 | Firma

Agaroz 35-1010 peqGOLD
Amfisilin A0166 Sigma-Aldrich
Kanamisin K0254 Sigma-Aldrich
Pepton 4122592 Biolife

Maya Ekstrakti 4122202 Biolife

Agar (Bakteriyolojik) 4110302 Biolife

RPMI 1640 Medium 52400025 Gibco

DMEM 41966029 Gibco

PBS 15140122 Gibco

FBS 10270106 Gibco

Tripsin 25300054 Gibco

DMSO BP231-100 Fisher

EDTA E5134-500G Sigma-Aldrich
Tryphan Blue T10282 Invitrogen
Penisilin/Streptomisin 15140122 Gibco
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Tablo 5.7: Devam.

Uriin Katalog Numaras1 |Firma

Polybrene H-9268 Sigma-Aldrich
Puromisin 540411 Sigma-Aldrich
Doksorubisin D1515 Sigma-Aldrich
TriPure Isolation Reagent 1667157001 Roche

RedSafe 21141 Intron

Kloroform 24216-2.5L-R Sigma-Aldrich
2-propanol 109634 Merck

Etanol 9200525000 Isolab

Gene Ruler 100bp SM0321 Thermo Scientfic
Gene Ruler 1kb SM0311 Thermo Scientfic
Metanol 106009 Merck

NaCl S7653-250G Sigma-Aldrich
Tris Base T1503-1KG Sigma-Aldrich
NP-40 A1694,0250 AppliChem
Sodium Deoxycholate D6750-10G Sigma-Aldrich
Sodium dodecyl sulfate (SDS) | L3771-100G Sigma-Aldrich
Protease/Phosphatse Inhibitor | 78440 Thermo Scientfic
LDS Sample Buffer B0O008 Invitrogen
Reducing Agent B0009 Invitrogen

%40 Akrilamid 1248ML500 Neofroxx
Ammonium Peroxodisulfate

(APS) 1012010500 Merck

TEMED 8027ML100 Merck
PageRuler 26619 Thermo Scientfic
Yiiriitme Soliisyonu (10X) 161-0732 Biorad

Glisin A1067 AppliChem

Tris Buffered Saline (TBS) 1706435 Biorad
Tween-20 P9416-50ML Sigma Aldrich
BSA A2153-10G Sigma-Aldrich
Yagsiz Siit Tozu A0830 AppliChem
Parafolmaldehid (PFA) P6148-1KG Sigma-Aldrich
Triton 100-X T8787-100ML Sigma-Aldrich
VethaSh'EId Mounting H-1200 Vector Laboratories
Medium

Beta-mercaptoethanol A1108.0100 AppliChem

ECL 32132 Thermo Scientfic
ECL K-12045-D50 Advansta
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Tablo 5.8: Kitler.

Uriin

Katalog Numarasi

Firma

High Capacity cDNA Reverse
Transcription

4368814

Applied Biosystems

GoTag Green Master Mix M7122 Promega

PfuUltra Il Fusion DNA 600670 Agilent

Polymerase

Power SYBRGreen PCR . .
MasterMix 4368706 Applied Biosystems
ProFection® Mammalian

Transfection System E1200 Promega

Pierce BCA Protein 23227 Thermo Scientfic

Assingment
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Tablo 5.9: Sarf, plastik ve cam malzemeler.

Uriin

Katalog Numarasi

Firma

96 kuyulu reaksiyon plakasi
(gQPCR)

4346907

Applied Biosystems

Yapigkan Film 4306311 Applied Biosystems
6 kuyulu plaka 92006 TPP

Petri (10020 mm) 93100 TPP
Filtre/Cell Strainer (40pm) 352340 BD

Flask 25/75/150 cm2 90026/90076/90151 | TPP
Thoma Lami 1.075.03.002 Isolab
Lam SuperFrost® Menzel 10118091 Thermo Scientific
Lamel (22x22m) 075.00.003 Isolab
Countes Slides NE-EVS-50 Nanoentek
Mr. Frosty 5100-0001 Nalgene
Kriyoboks 616001 NEST
Kriyotiip 607101 NEST
Falkon 15ml / 50ml 510015 / 510050 Capp
Siringa ucu filtre (0.45 pm) 99745 TPP
Siringa ucu filtre (0.22 um) 99722 TPP
Ependorf Tiip 0,6 ml /1,5 ml | MCT-060-C/150-C | Axygen
Ependorf Tiip (PCR 0,2 ml) PCR-02-C Axygen
Pipet ucu (1000 pl) 5130150 Capp
Pipet ucu (200 pl) 5030090 Capp
Pipet ucu (20 pl) 315016 NEST
Pipet ucu (10 ul) 314016 NEST
Serolojik Pipet SP-05/10/25/50-C | Capp
Parafilm 058.01.001 Isolab
Hazir Western Blot Jeli 456-1034 Biorad
Nitroseliiloz Membran 1620112 Biorad
PVDF Membran 1620177 Biorad
Parafilm 058.01.001 Biorad
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Tablo 5.10: Cihazlar.

Uriin Katalog Numaras1 |Firma
Konfokal Mikroskop LSM 880 Zeiss
Canli Hiicre Goriintiileme ve .
Floresan Mikroskop DMI8 Leica
ZOE Flf)res.ar.l Hiicre 1450031 Biorad
Goriintiileyici

One Step Plus Real-Time PCR | 4376600 Applied Biosystems
FACS Jazz 655487 BD

Flow Cytometry Accuri C6 Plus BD
Thermal Cycler Trio 48 Biometra
Chemidoc Imaging Systems | c600 Azure
Chemidoc XRS+1maging | 751 gpoasas Biorad
Systems

Transblot Tranfer Sistemi 1704150 Biorad

Calkalayici

S2025-B-230V

Labnet International

RS-60

Biosan

Calkalayici

Heat blok BSH1002-E Benchmark
Multi rétor Multi RS-60 Biosan

CO2 Inkiibator HF90 Heal Force
Laminar Akim Kiiltiir Kabini | Puricube 1200 Cryste

Su banyosu 0400702135J036 Wisd Lab. Ins.
Nanodrop NanoDrop Lite Thermo Scientific
Etiv 466-3510 VWR
Varioskan 3001-1571 Thermo Scientific
Floresan mikroskop Eclipse Ti-S Nikon

S1vi azot tanki L.S4800 Taylor Wharton
Inverted mikroskop Eclipse TS100 Nikon

Ters Florasan mikroskobu Eclipse 80i Nikon

Isik mikroskobu Eclipse, E100 Nikon

Mikro pipet F167300 Gilson

Pipetor PA-100 Capp

Vorteks 62203001 Isolab

Mikro Santrifiij 1-14 Sigma
Sogutmali Falkon Santrifiij NF 400R Niive

Ependorf Santrifiij Cihazi 1-14 Sigma
Ej?}%;ztfnah Ependorf Santrifii CT-15RE Hitachi
Sonikasyon Cihazi B450 Branson

Hassas terazi 1.602.32.001 Isolab
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Tablo 5.11: Cozeltiler.

Cozelti

Icerik

RIPA Liziz Tamponu

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

10X Transfer Tamponu (250
ml)

369 Glisin, 7.55¢ Trizma Base 250 ml ddH.O
iginde ¢oziildii

Yiiriitme Jeli (%12 / 5 ml)

%40 Akrilamid (1.5ml), 1.5M Tris-HCI (pH:8,8,
1.3 ml), %10 SDS (50 ul), %10 APS (50 ul),
TEMED (5 ul), ddH20 (2,1 ml)

Ayirma Jeli (%4 / 5 ml)

%40 Akrilamid (0.5 ml), 0.5M Tris-HCI (pH:6,8,
1.3 ml), %10 SDS (50 pl), %10 APS (50 ul),
TEMED (5 pl), ddH20 (3,1 ml)

Dondurma Soliisyonu

%10 DMSO, %90 FBS

50X Tris-acetate-EDTA
(TAE) (1L)

2429 Tris, 37.2g EDTA, 57.1 ml Glacial Asetik
Asit 1L ddH;0 iginde ¢oziildii

Luria-Bertani (LB) besiyeri
(500 ml)

5g NaCl, 5g pepton ve 2,5g maya ekstrakt1 500 ml
ddH20 i¢inde ¢oziildi

LB Agar (250 ml)

2,5g NaCl, 2,5g pepton, 1,25g maya ekstrakt1 ve
3,75g bacto agar 250 ml ddH20 i¢inde ¢oziildii

Gliserol (%80 / 50 ml)

40 ml %100 gliserole 10 ml ddH20 eklendi

0,5M PIPES (pH:6,7 / 10 ml)

1,51g PIPES 250 ml ddH20 iginde ¢6ziildi
*pH 5M KOH ile ayarlandi

Inoue Tamponu (100 ml)

2 ml 0.5 M PIPES (pH 6.7), 1,088g MnCI2.4H20,
0,22g CaCl2.2H20 ve 1.865g KCI 100 ml ddH20
i¢inde ¢ozildii

TBS-T (% 0,1/1L)

1 ml Tween-20 1L TBS i¢inde ¢6ziildi

DPBS-T (%1 / 100 ml)

1 ml Triton-X 100 ml DPBS i¢inde ¢6zildi

1.5 M Tris-HCI (pH:6,8/8,8)
(50 ml)

9.085 g Tris 50 ml ddH20 i¢inde ¢ozildi

APS (% 10 / 1m)

0.1 g amonyum persiilfat 1 ml ddH20 iginde
¢oziildi

Strip Tamponu (pH: 2,2 / 200
ml)

3g glisin, 0,2g SDS ve 2 ml Tween-20 200 ml
ddH20 i¢inde ¢oziildii

Bloklama Sol. (WB) (%5 /50
ml)

2,5 g BSA 50 ml TBS-T iginde ¢éziildii

Bloklama Sol. (IF) (%2 / 50
ml)

1 g BSA 50 ml PBS-T iginde ¢6ziildii
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6. YONTEM

6.1. Hiicre Kiiltiiru

Tez ¢aligmasinda insan epitelyal embriyonik bobrek 293T hiicre hatt1 ve insan
kemik iligi stroma HS-27A hiicre hatt1 kullanilmistir. 293 T hiicre hatt1, %10 FBS ve
%1 penicillin/streptomycin igeren DMEM besiyeri i¢inde 37 °C sicaklik ve %5 CO2
saglayan inkiibatorde kiiltiire edildi. HS-27A hiicreleri ise ayni kosullarda RPMI 8226
besiyeri kullanilarak kiiltiire edildi. Hiicreler %80-90 civarinda yogunluga
ulastiklarinda alt kiiltiirleme ile kiiltliriin devam etmesi saglandi. Uzun siireli saklama
icin hiicreler uygun say1r ve hacimde %10 DMSO igeren FBS ile ¢oziildii ve
kriyotiiplere aktarildi. Kriyotiipler isopropanol i¢eren hiicre dondurma kabina alinarak
-80 °C’de bir giin bekletildi ve sonrasinda sivi azot tankinda depolandi. Saklama
sonrasinda tekrar kullanilmak istenen hiicreler sivi azot tankindan alinarak ¢ozdiiriildi
ve 15 mI’lik falkon tiipe aktarildi. Hiicrelerin iizerine yavas yavas 20 ml taze besiyeri
eklendi ve 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilip DMSO’lu besiyeri uzaklastirildi.

Hiicre pelleti taze besiyeri ile ¢oziildii ve yukarida anlatildig: sekilde kiiltiire edildi.

6.2. Total RNA izolasyonu

Hiicre kiiltiirlinde ¢ogaltilan hiicrelerden total RNA izolasyonu yapildi. Bunun
i¢in, 1,5%106 canli hiicre toplanarak 1000 rpm’de 10 dakika +4 °C’de santrifiij edildi.
Hiicreler 5 ml soguk DPBS ile yikandiktan sonra pellet 1ml Trizol ile karistirilip 1,5
ml’lik ependorf tiiplere alindi. Tiiplere 0,2 ml kloroform eklenerek yaklasik 3 dakika
oda sicakliginda bekletildi ve 14000 rpm’de 15 dakika +4 °C’de santrifiij edildi.
Tiiplerde olusan 3 katmandan istteki seffaf katman yeni tiiplere aktarildi ve iizerine
0,5 ml %100’lik isopropanol eklenerek 10 dakika oda sicakliginda bekletildi.
Ornekler 14000 rpm’de 10 dakika +4 °C’de santrifiij edildi ve ardindan pellet 2 kez
%75’1ik etanol ile yikandi. Etanoliin tamamen uzaklagsmasi i¢in oda sicakliginda
kurutulan pelletin tizerine 30 pl RNase icermeyen su eklenerek homojenize edildi.
Orneklerin konsantrasyonu Nonodrop ile dl¢iildii ve A260/A230 oranin da yaklasik 2

oldugu tespit edildi. Bu 6rnekler daha sonra kullanilmak tizere -80 °C’de saklanda.
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6.3. cDNA Sentezi

Total RNA izolasyonu sonrast 500 ng RNA o6rnegi, High capacity cDNA
Reverse Transcriptase Kiti ve Onerdigi yontem kullanilarak cDNA’ya cevrildi.
Reaksiyon i¢in 25 °C’de 10 dakika, 37 °C’de 120 dakika ve 85 °C’de 5 dakika termal
dongii kosullar1 kullanildi. Reaksiyon sonrasinda cDNA 6rnekleri -20 °C’de sakland.

6.4. Agaroz Jel Elektroforezi

DNA ve RNA oOrneklerini goriintiilemek icin agaroz jel elektroforezi yontemi
kullanild1. Bunun i¢in, kullanilacak yiiriitme tankinin hacmine ve jelin yiizdesine (%1-
3) gore gerekli agaroz miktar1 1X TAE tamponu igerisinde mikrodalga firinda eritildi.
Hazirlanan jele 1X olacak sekilde 20000X RedSafe niikleik asit boyama
soliisyonundan eklendi ve yiirlitme tankina dokiildii. Jel donduktan sonra 6rnekler esit
miktarda jele yliklenip 1X TAE tamponu icerisinde uygun elektrik akimi ve siirede

yiiriitiilerek gortintiilendi.

6.5. DEK1 ve DEK?2 izoformlarmin Klonlanmasi

6.5.1. Primer Tasarmm

MIGR1 vektoriine klonlanan DEK1 ve DEK?2 izoformlarinin hiicrelerde protein
ekspresyonu sonrasinda farkli antikorlar ile ayirt edilebilmesi icin izoformlarin N-
terminal bolgelerine Flag veya Myc epitoplarinin eklenmesi hedeflendi. Bu amagla,
DEK cDNA dizisinin tamamini (full-length) N-terminal bolgesinde Flag veya Myc
epitop dizisini de igerecek sekilde PCR ile gogaltacak uygun primerler tasarlandi.
Ayrica, yonlendirilmis mutagenez yontemi ile DEK2 c¢cDNA dizisinde delesyona
ugrayan kismi DEKI1 cDNA dizisinden ¢ikaracak ve ligasyonu kolaylastirmak
amaciyla st iiste cakisacak (overlap) primerler tasarlandi (Sekil 6.1) [Liu and
Naismith, 2008].
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Sekil 6.1: Nokta, delesyon ve insersiyon mutasyonu i¢in primer tasarimi stratejisinin
sematik gosterimi.

Primerlerin kalite kontrolii igin MFEprimer-3.1 programi kullanildi. Kullanilan

primerler ve dizileri materyal kisminda Tablo 5.4’te verilmistir.

6.5.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

DEK1 izoformunun N-terminal boélgesine Flag veya Myc epitopu ekli
(FlagDEK1/MycDEK1) klonlarin olusturulmasi i¢in Onceden tasarlanan uygun
primerlerle PCR yapildi. FlagDEK1 ve MycDEK1’in ¢ogaltildigi PCR reaksiyonda
kalip olarak HS-27A hiicrelerinden elde edilen cDNA’lar kullanildi. Kullanilan PCR
karisimlar1 ve uygulanan PCR kosullar1 Tablo 6.1°de belirtilmistir.
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Tablo 6.1: FlagDEK 1 ve MycDEK1 PCR karigimlari ve kosullari.

PCR Karisimi PCR Kosullarn
Kimyasal Miktar Sicaklik | Siire Dongii
dH20 38,15 ul 95 °C 3dk 1
10X Pfu Buffer 5,00 ul
dNTPs (10 mM each) 1,25 ul 95°C | 1dk
50 °C 1 dk 40

Flag-Tag/Myc-Tag Forward 72 °C 1 dk 30 sn

0,80 ul

Primer (10 uM)
DEK Full-Length Reverse

0,80 pl
Primer (10 uM)
72 °C 10 dk 1
Pfu Polymerase 1,00 pl
cDNA 3,00 pl

6.5.3. PCR Uriinlerinin Saflastirilmasi

PCR ile ¢ogaltilan FlagDEK1 ve MycDEK1 cDNA’lar1 sonraki basamaklarda

kullanilmak tizere PCR Clean-Up kiti ve 6nerdigi yontem kullanilarak saflastirildi.

6.5.4. PCR Uriinlerinin pPGEM-T Easy Vektoriine Yerlestirilmesi

PCR sonucu elde edilen FlagDEK1 ve MycDEK1 cDNA’larinin ekspresyon
vektoriine klonlanmadan 6nce araci bir vektor olan ve birgok ekspresyon vektoriine alt
klonlama yapmak i¢in uygun restriksiyon enzim kesim bdlgelerine sahip olan pGEM-
T Easy vektoriine klonlanmasi kararlagtirildi. pPGEM-T Easy vektoriiniin 6zelligi olan
TA klonlama yapilmasi amaciyla, 6ncelikle PCR {iriinlerinin 3 ucuna Adenin (A) bazi
eklendi. Bu agsamadan sonra, A bazi eklenmis PCR iiriinleri pPGEM-T Easy vektorti ile

ligasyon reaksiyonuna birakildi.
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6.5.5. PCR Uriinlerinin 3°Ucuna A Bazi1 Eklenmesi

PCR deneylerinde kullanilan Pfu Polymerase enziminin c¢ogaltilan PCR
tirlinlerinin 3’ucuna A bazi ekleme 6zelligi olmadigindan, PCR sonucu elde edilen
FlagDEK1 ve MycDEK1 cDNA’lar1 saflagtirtlip A bazi ekleme reaksiyonu kuruldu.
PCR iiriinlerine A bazi eklemek i¢in 200-300 ng saflastirilmig PCR tirlinii ile Spl 2X
GoTaq® Green Master Mix soliisyonu ve gerekli miktarda dH2O kullanilarak 10 pl
karisim hazirlandi ve 70°C’de 30 dakika inkiibe edildi.

6.5.6. Ligasyon

PCR Uriinlerine A baz1 eklendikten sonra karisimin 2 ul’si ligasyon reaksiyonu
icin kullanildi. Ligasyon reaksiyonu pGEM-T Easy Vector System I kitinin dnerisine
gore Tablo 6.2°deki gibi kuruldu. Ligasyon reaksiyonlart 4°C’de gece boyu

inkiibasyona birakild.

Tablo 6.2: pPGEM-T Easy vektorii ve PCR iiriinlerinin ligasyonu i¢in kullanilan
reaksiyon karigimi.

Miktar
Kimyasal (Ornek / Pozitif Kontrol / Negatif
Kontrol)
2X Rapid Ligasyon Tamponu Sul
Vektor (0GEM-T Easy) 1 ul (50 ng)
T4 Ligaz 1 ul (3 units)

Insert DNA (FlagDEK1 veya
MycDEKZ1 / Pozitif Kontrol / Negatif | 2 ul (40-60 ng) / 1ul (4 ng) /-----
Kontrol)

dH20 10 ul’ye tamamlanir

6.5.7. Kompetan Hiicre Hazirlanmasi

Donmus haldeki stoklanmis Escherichia coli DH5a susu ¢ozdiiriildii ve 2 adet 3
ml’lik Luria-Bertani s1vi besiyerine (LB) 100’er ul aktarilarak gece boyu ¢alkalamaya
birakildi. Ardindan bakteri soliisyonlar birlestitildi ve 5 m1’si 500 ml LB’ye inokiile
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edilerek yaklasik 3 saat 37 °C’de calkalamaya birakildi. Bu siire iginde yarim saatte
bir optik yogunluk (OD) degeri 6lgiildii ve bu deger 0,55’¢ ulastiginda inkiibasyon
sonlandirildi. Sonrasinda 20 dakika kadar oda sicakliginda bekletilen bakteriler 4000
rpm’de 13 dakika +4 °C’de santrifiij edildi. Bu asamadan sonra calismalar buz
tizerinde gerceklestirildi. Santrifiij sonrasi siipernatant uzaklagtirildi ve pellet 80 ml
Inoue Buffer ile ¢oziildii. Bakteri soliisyonu tekrar 4000 rpm’de 10 dakika +4 °C’de
santrifiij edildi ve supernatant yeniden uzaklastirildi. Kalan pelletler toplamda 40 ml
Inoue Buffer ile ¢oziildii ve lizerine 3 ml DMSO eklendi. Elde edilen bakterili karisim
500 pl olacak sekilde ependorflara dagitildiktan sonra sivi azotta ani donmasi saglandi

ve sonra kullanilmak iizere -80 °C’ye kaldirildi.

6.5.8. Transformasyon

Ligasyon iirlinleri gece boyu inkiibasyon sonrasi E. coli DH5a kompetan bakteri
susuna transformasyon yontemiyle aktarildi. 10 pl’lik ligasyon iiriinii ikiye bdliinerek
her bir 6rnegin iizerine 50 pl kompetan bakteri eklendi. Karigim 30 dakika buz
tizerinde bekletildikten sonra 42 °C’de 2 dakika 1s1 sokuna maruz birakilip tekrar 5
dakika buz tstiinde bekletildi. Daha sonra karisimin iizerine 1 ml LB eklendi ve 37
°C’de 1 saat calkalanarak bakteriler ¢ogaltildi. Son olarak c¢ogalan bakteriler
ampicillin, IPTG ve X-Gal iceren LB agar iizerine yayma yontemiyle ekilerek gece
boyu 37 °C’de koloni olusturmalar1 beklendi. Olusan kolonilerden bir miktari se¢ilerek
3 ml antibiyotikli (ampicillin) LB igine alinarak 37 °C’de gece boyu g¢ogalmasi
beklendi.

6.5.9. Bakterilerden Stok Alinmasi

Transformasyon sonrasinda LB i¢inde ¢gogalan bakteriler daha sonra kullanilmak
amaciyla stoklandi. Bakterileri stoklamak i¢in, 625 pl bakteri 6rnegi alinarak 375 pl
%380 gliserol ile karistirilip kriyotiiplere aktarildiktan sonra -80 °C’de sakland.
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6.5.10. Bakteri Stoklarimnin Yeniden Cogaltilmasi

Stok bakterileri ¢ogaltmak amaciyla, -80 °C’de saklanan bakterilerden steril
¢ubuklar ile kazima y6ntemiyle uygun miktarda alinip 3 ml antibiyotikli (ampicillin)
LB i¢inde c¢ozdiiriilerek 37 °C’de gece boyu cogaltildi. Kiigiik 6lgekli plazmit
izolasyonu i¢in bu miktarda bakteri kullanildi. Orta 6l¢ekli plazmit izolasyonu igin ise
3 ml LB’de ¢ogaltilan bakteriler 150 ml LB igine aktarilarak bir gece daha 37 °C’de
gece boyu cogaltildi.

6.5.11. Plazmit izolasyonu

LB igerisinde ¢ogaltilan bakterilerden kiigiik dlgekli plazmit izolasyonu igin
NucleoSpin® Plasmid kiti, orta 6lgekli plazmit izolasyonu i¢in NucleoBond Xtra Midi

EF kiti ve dnerdigi yontem kullanilarak plazmit izolasyonu yapildu.
6.5.12. Restriksiyon Enzim Kesimi

Izole edilen plazmitlerde istenilen cDNA dizilerinin varligi, EcoRI restriksiyon
enzim kesimi ile tespit edildi. Restriksiyon enzim kesimi i¢in; 1 pg plazmit DNA, 1 pl
(20 tinite/pl) EcoRI enzimi, 3 pl 10X CutSmart Buffer kullanilarak elde edilen karigim
dH20 ile 30 ul’ye tamamlandi ve 37 °C ’de 30 dakika inkiibe edildi. Sonrasinda bu
karisima 6 pl 6X yiikleme boyasi eklenerek reaksiyonun durmasi saglandi. Elde edilen

karigimdan 10 pl’lik kismi1 %1°lik agaroz jele yiiklenerek yiiriitiildii ve goriintiilendi.
6.5.13. DNA Dizi Analizi

Restriksiyon enzimi ile kesilen plazmitlerde istenilen cDNA dizisinin varlig
tespit edildikten sonra bu plazmitlerin ticari firmalar araciligiyla dizilenmesi saglandi.
DNA sekanslamasi yaptirilan plazmitlerden gelen sonuglar FinchTV ve BioEdit

Sequence Allignment Editor programlari kullanilarak analiz edildi.
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6.5.14. Yonlendirilmis Mutagenez

Yonlendirilmis mutagenezde FlagDEK1 ve MycDEK1 cDNA’larini igeren
vektorler (pMIGR1-FlagDEK1/pMIGR1-MycDEK1) kalip olarak kullanildi. Uygun
primerler kullanilarak PCR ile DEK2’de bulunmayan kisim delesyona ugratildi.
Boylece FlagDEK2 ve MycDEK2 cDNA’larmi igeren vektorler (pMIGR1-
FlagDEK2/pMIGR1-MycDEK?2) elde edildi. Yo6nlendirimis mutagenez i¢in optimize
edilen PCR karisimlar1 ve kosullar1 Tablo 6.3’te belirtilmistir.

Tablo 6.3: Yonlendirilmis Mutagenez igin kullanilan PCR karigimlari ve kosullari.

PCR Karisimi PCR Kosullan
Kimyasal Miktar | Sicaklik | Siire Dongii
dH20 19 ul 95 °C 5dk 1
10X Pfu Buffer 2,5 ul 55°C 1dk
dNTPs (10 mM each) 1 ul 68 °C 5-10dk |18
Site-Direct-DEK2-Forward (10 uM) | 0,5 pl 95 °C 1dk
Site-Direct-DEK2-Reverse (10 uM)
Pfu Polymerase

68 °C 10 dk 1
pMIGR1-FlagDEK1 / pMIGR1- 05 ul
MycDEK1 (20 ng) > K

PCR reaksiyonu sonrasinda, kalip olarak kullanilan stabilitesi yiiksek vektorler,
yonlendirilmis mutagenez ile elde edilen plazmitlerin transformasyonunu negatif
etkilememesi i¢in Dpnl restriksiyon enzimi ile kesilerek degrede edildi. Bunun igin;
20 pl PCR iirtintine 5 pl CutSmart Buffer ve 1 ul Dpnl enzimi eklenerek karisim 37
°C’de 2 saat inkiibe edildi. Sonrasinda bu karigima 2 pl 10X T4 Ligaz Buffer ve 1 pl
T4 Ligaz enzimi eklenerek 16 °C’de gece boyu ligasyona birakildi. Ligasyon sonrasi
onceden bahsedildigi sekilde transformasyon, plazmit izolasyonu ve restriksiyon
enzim kesimi deneyleri uygulandiktan sonra iginde istenilen cDNA dizisini

bulunduran plazmitlerin sekans analizi yapildi.
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6.5.15. Alt Klonlama

PCR ve yonlendirilmis mutagenez deneyleri sonunda pGEM-T Easy veya

MIGR1 vektoriine klonlanan ve sekans analizi sonrast DNA dizileri dogrulanan

FlagDEK1, MycDEK1, FlagDEK?2 ve MycDEK2 cDNA’lar1 hedef genlerin memeli

hiicrelerinde kalici olarak eksprese edilebilmesi i¢in MIGR1 plazmitine alt klonlama

ile aktarildi.

6.5.15.1. Vektorlerin Restriksiyon Enzimi ile Kesilmesi

Alt klonlama yapabilmek i¢in dncelikle bos MIGR1 ve FlagDEK 1, MycDEKI1,
FlagDEK2 ve MycDEK2 cDNA’larin1 igeren vektorler, iki vektérde de bulunan fakat
FlagDEK1, MycDEK1, FlagDEK2 ve MycDEK2 cDNA dizilerinde bulunmayan

EcoR1 restriksiyon enzim kesim bdlgesinden EcoR1 enzimi ile kesildi. Vektor enzim

kesim reaksiyonlar1 Tablo 6.4°teki gibi gergeklestirildi.

Tablo 6.4: Restriksiyon enzim kesimi reaksiyon karisimlari.

Bos MIGR1 EcoR1 kesimi

Hedef cDNA iceren vektor EcoR1

kesimi

Kimyasal Miktar Kimyasal Miktar
Vektor 1,65 ng Vektor 4 pg
EcoR1 (20 u/pl) 1 ul EcoR1 (20 u/pl) 3ul
10X CutSmart 10X CutSmart

S5ul S5ul
Buffer Buffer

50 ul’ye 50 pl’ye
dH.0 Y dH:0 hy

tamamlandi tamamlandi

37 °C’de 30 dakika bekletilen enzim kesim reaksiyonlarinin tamami 6nceden

bahsedildigi gibi %0,8’lik agaroz jelde yiiriitildii.
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6.5.15.2. Vektor ve Hedef cDNA’larin Agaroz Jelden Izolasyonu

Restriksiyon enzim kesimi sonrasinda dogru boyutlara sahip olan vektor ve
hedef cDNA’lar Gel Extraction kiti ve Onerdigi yontemle jelden izole edildi ve

nanodrop ile miktar 6l¢iildii.
6.5.15.3. Defosforilasyon

Vektor DNA’s1 tek enzim ile kesildiginden self-ligasyon ihtimaline karsi
defosforile edildi. Bu islem igin, jelden izole edilen 200 pg MIGR1 vektori, 2 pl
CutSmart Buffer, 1 pl rSAP enzimi ve dH20 ile 20 ul’lik defosforilasyon reaksiyonu
kuruldu. 37 °C’de 30 dakika inkiibasyon sonrasi rSAP enziminin deaktivasyonu i¢in

soliisyon 65 °C’de 15 dakika daha inkiibe edildi.
6.5.15.4. Ligasyon

Defosforilasyon sonrasi NEBio CalculatorTM programi yardimiyla 7:1 oraninda
hedef cDNA ve vektdor DNA miktarlar1 hesaplanarak ligasyon reaksiyonu Tablo
6.5’teki gibi kuruldu.

Tablo 6.5: Alt klonlamada kullanilan ligasyon reaksiyonu karigimlari.

Hedef cDNA Ligasyon Kontrol
10X T4 DNA Lig.Buf. 2l 2ul
Vektor (MIGR1) 50 ng 50 ng
T4 Ligaz 1 ul 1 ul
Insert DNA 60 ng -
dH20 20 ul’ye tamamlandi 20 ul’ye tamamlandi
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6.5.16. Hedef cDNA’larin Vektordeki Yoniiniin Belirlenmesi

Alt klonlamada tek enzim kesimi ile bir vektorden digerine hedef DNA
dizilerinin aktarimi yapildiginda dizilerin yoniiniin %50 oraninda ters olma ihtimali
olmaktadir. Bu yiizden MIGR1 vektoriine klonlanan epitop ekli DEK cDNA dizilerin
yoniinii belirlemek icin; elde edilen plazmitler epitop ekli DEK cDNA dizisini ve
MIGRI1 vektoriinii sadece bir bolgeden kesen Pacl restriksiyon enzimi ile 6nceden
bahsedildigi gibi kesildi ve agaroz jel elektroforezi ile goriintiilendi.

Alt klonlama sonrasinda da iginde istenilen c¢cDNA dizisini bulunduran
plazmitler; pMIGR1-FlagDEK1, pMIGR1-MycDEK1, pMIGR1-FlagDEK1 ve
PMIGR1-MycDEK1’in dizileme analizi yapildi.

6.6. Hiicre Hatlarina Gen Transferi

6.6.1. Transfeksiyon

293T hiicrelerinin transfeksiyonu i¢in kalsiyum-fosfat yontemi kullanildi.
Transfeksiyondan bir giin once 4x10° hiicre 10 cm’lik petrilere ekildi.
Transfeksiyondan 3 saat once hiicrelerin tizerinden eski besiyeri uzaklastirildi ve 10
ml taze besiyeri eklendi. Transfekte edilmek istenen plazmitlerden uygun miktarlarda
(10-20 pg) kullanilarak Promega kalsiyum-fosfat transfeksiyon kitinin dnerdigi metot
uygulandi. Transfeksiyondan 48 saat sonra hiicreler ters floresan mikroskopla

goriintiilenerek transfeksiyonun etkinligi gozlemlendi.

6.6.2. Retroviral Transdiiksiyon

Retroviral ekspresyon vektorleri, icerisinde bulunan LTR dizileri sayesinde,
viriis infeksiyonu sonrasinda hiicrelerin genomuna yerleserek hiicre boliinmesi ile
olusan yeni hiicrelere de aktarilirlar. Bu sayede retroviral ekspresyon vektori
icerisinde cDNA dizisi bulunan hedef proteinin hiicrede kalic1 olarak ifade edilmesi
saglanir.

Retroviriislerin iiretilmesi i¢cin 293T hiicre hatt1 kullanildi. Bu amagla; 4 pg

Gag/Pol (paketleme plazmiti), 2 pg VsV-G (paketleme plazmiti) ve 10 pg hedef
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insortii igeren (GFP Only/FlagDEK1/MycDEK1/FlagDEK2/MycDEK?2) MIGR1
plazmitleri ile elde edilen karisim kalsiyum-fosfat yontemiyle 293T hiicrelerine
transfekte edildi. Viriis liretimi igin yapilan transfeksiyonda inaktive edilmis FBS (55
°C’de 1 saat) igeren besiyeri kullanildi. Transfeksiyondan 18 saat sonra hiicreler 5 ml
1X DPBS ile iki defa yikand1 ve 5 ml taze besiyeri eklendi. Hiicreler 24 saat daha
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda viriis igeren besiyeri enjektor ile toplanip 0,45
um’lik filtreden gegirildikten sonra HS-27A hiicrelerinin infeksiyonu i¢in kullanildi.
Ayrica 293T hiicrelerine tekrar taze besiyeri verilerek yeniden viriis liretmesi i¢in 24
saat daha inkiibe edildi.

Retroviriis infeksiyondan bir giin énce 5x10° HS-27A hiicresi T-25 flasklara
ekildi. Ertesi giin hiicreler 5 ml 1X DPBS ile yikandiktan sonra, lizerlerine 8 ug/ul
polybrene igeren 5 ml viriislii besiyerinden eklendi. Bu islem 2 veya 3 giin daha tekrar
edilerek infeksiyon orani arttirildi. Sonrasinda hiicreler akim sitometrisi (Fluorescence
Associated Cell Sorting; FACS) ile ayristirilmadan once kiiltiire edilerek yeterli

miktarda ¢ogalmasi saglandi.
6.6.3. Lentiviral Transdiiksiyonla DEK ifadesinin Baskilanmasi

DEK izoformlarimin hiicre i¢indeki fonksiyonunu ayr1 ayr1 anlamak amaciyla,
DEK1 ve DEK2’yi ektopik olarak asir1 ifade ettigimiz HS-27A-FlagDEK1, HS-27A-
FlagDEK2 ve kontrol HS-27A-GFP hiicreleri, Origene firmasindan temin edilen ve
DEK mRNA’sinin 1000-1028 bazlari arasinda bulunan
“GCCAGTGCTAACTTGGAAGAAGTCACAAT” dizisini hedefleyen pGFP-C-
shLenti (ShDEK-B) (EK A) lentiviral vektor ile transdiikte edildi. Lentiviriislerin
olusturulmasi i¢in; 6 pg GPI-R (paketleme plazmiti), 2 ng RTR-2 (paketleme
plazmiti), 2 pg VSV-G (paketleme plazmiti) ve 10 pg pGFP-C-shLenti (ShDEK-B)
plazmitleri ile elde edilen karisim kalsiyum-fosfat yontemiyle 293T hiicrelerine
transfekte edildi. 6.6.2°de belirtildigi sekilde elde edilen lentiviriisler, hiicrelerin
infeksiyonu ic¢in kullanildi. Bdylece transdiiksiyon sonrasinda, endojen DEKI

izoformu biiyiik oranda baskilanmis ancak DEK2 izoformunu asir1 ifade eden hiicreler
elde edildi.
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6.7. Hiicrelerin Secilimi

6.7.1. FACS ile Hiicrelerin Ayristirilmasi

MIGR1 plazmiti segici 6zellik olarak Green Fluorescent Protein’i (GFP)
kodlayan c¢cDNA dizisinide igermektedir. GFP, vektore klonlanmis olan hedef
proteinden plazmitte bulunan Internal Ribosomal Entry Site (IRES) dizisi sayesinde
ayr olarak sentezlenmektedir. MIGR1 retroviral vektorii ile infekte olmus hiicreler
GFP ifadesi ile ayirt edilebilmektedir. FACS yontemi floresan protein isaretli hiicreleri
ayristirmak i¢in sik kullanilan bir yontemdir.

FACS yontemi ile GFP pozitif hiicrelerin ayristirilmasi amactyla; infekte olmusg
hiicreler kiiltiirde ¢ogaltildiktan sonra ayristirma soliisyonunda (%2 BSA ve 4 mM
EDTA iceren DPBS) ¢oziildii ve filtreden gecirildi. Hiicreler FACS cihazindan
gecirildikten sonra GFP pozitif hiicreler donmus FBS iceren falkon tiip igerisine
toplandi. Hiicreler DPBS ile yikandiktan sonra onceden anlatildigi gibi hiicre

kiiltiirlinde ¢ogalmas1 saglandi.

6.7.2. Antibiyotik Secilimi

Kullanilan lentiviral vektorlerde segici 6zellik olarak hem GFP’yi kodlayan
cDNA dizisi hem de puromycin antibiyotigi direng geni bulunmaktadir. Retroviriis
infesksiyonu sonrast FACS ile GFP pozitif hiicreler segildiginden pGFP-C-shLenti
vektorii bulunan hiicrelerin segilmesi i¢in GFP segici 6zellik olarak kullanilamadi. Bu
ylizden diger bir secici 6zellik olan puromycin antibiyotik direnci kullanildi. Bu
amagla oncelikle gerekli antibiyotik dozunun belirlenmesi i¢in kontrol olarak infekte
olmamusg parental HS-27A hiicrelerine besiyeri igerisinde 0.5, 1, 1.5. 2, 3 ve 4 ug/ml
konsantrasyonlarinda puromycin uygulandi. Hiicrelerin 1-1.5 pg/ml dozlarda 7 giin
icinde tamamen 6ldiikleri tespit edildi. Bu doz denemesinin ardindan pGFP-C-shLenti
vektor transdiiksiyonu yapilmis hiicrelere 1.25 pg/ml puromycin verilerek 10 giin

boyunca sec¢ilim yapilmasi saglanda.
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6.8. Revers-Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-
PCR) Analizi

6.8.1. Primer Tasarlanmasi

Hiicrelerde mRNA diizeyinde DEK gen ifadesinin seviyesini belirlemek
amaciyla RT-PCR yapildi. Bu amagla, ilk olarak DEK izoformlarina 6zgilin primer
dizileri tasarlandi. Hiicrelerde izoform mRNA’lar1, olgun olmayan mRNA sentezi
sonrasi alternatif kirpilma yoluyla olusturulur, bu nedenle mRNA dizisi birbirine
benzerlik gostermektedir. DEK2 mRNA’s1 DEK1 mRNA’sindan ekzon3 bakimindan
eksiktir. Bu bilgiler dogrultusunda DEK1°e 6zgiin primer ekzon3 (DEK?2’de eksik olan
ekzon) icerisinden bir bolgeyi hedef alarak tasarlandi. DEK2’ye 6zgiin primer ise
DEKZ1’de birbirinden uzak, fakat DEK2’de birlesmis olan ekzon2 ve ekzon4’iin
birlestigi kismi1 hedef alarak tasarlandi. Tasarlanan primerler ve dizileri materyal

kisminda Tablo 4’te belirtilmistir.
6.8.2. Semikantitatif RT-PCR

Hiicrelerdeki DEK izoformlarini kodlayan mRNA seviyesini semikantitif olarak
gormek amaciyla bu mRNA’lara 6zgiin olarak tasarlanan primerler ile RT-PCR
yapildi. Ayrica, primerlerin 6zgilinliigliniin denetlenmesi i¢in pMIGR1-FlagDEK1 ve
PMIGR1-FlagDEK?2 plazmitleri kalip olarak kullanilarak PCR yapildi. PCR reaksiyon
karisimlar1 ve PCR kosullar1 Tablo 6.6’da verilmistir. PCR sonucu elde edilen DNA

ornekler %1°’lik agaroz jel elektroforezi goriintiilenerek analiz edildi.
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Tablo 6.6: Semikantitatif RT-PCR reaksiyon karisimlar1 ve kosullari.

PCR Karisimi PCR Kosullar
(DEK1/DEK2/GAPDH) (DEK1/DEK2/GAPDH)
Kimyasal Miktar Sicakhik Siire Dongii

2X GoTaq Green

) 10 pl 95 °C 3dk 1

Master Mix

Forward Primers
(10 pM):
DEKZ1-forward/ 0,6 ul
DEK2-forward/
GAPDH-forward

Reverse Primers 95°C 15/15/30sn
(10 uM): 57/57/47 °C | 1dk/1dk/ 30sn | 29/33/25
DEK1-reverse/ 0,6 ul 72°C 30sn

DEK2- reverse/
GAPDH- reverse

cDNA-Plazmit 2 ul (250 ng
DNA ul-0,1 ng/pul)
dH20 6,8 ul 72 °C 10dk 1

6.8.3. Kantitatif RT-PCR (RT-qPCR)

Hiicrelerdeki DEK izoformlarimi1 kodlayan mRNA seviyesinin kantitatif olarak
belirlenmesi amaciyla RT-gPCR deneyi yapildi. Ornekler 3 tekrarli olarak calisildi.
Deneyde kullanilan reaksiyon karisimi ve PCR kosullar1 Tablo 6.7°de verilmistir.
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Tablo 6.7: Kantitatif RT-PCR (RT-qPCR) reaksiyon karisimlar1 ve kosullari.

PCR Karisimi PCR Kosullar
(DEK1/DEK2/GAPDH) (DEK1/DEK2/GAPDH)

Kimyasal Miktar Sicaklik Siire Dongii
Power SYBRTM

Green PCR Master | 10 ul 95 °C 3dk 1

Mix

Forward Primers
(10 uM):
DEK1-forward/ 0,6 ul
DEK2-forward/
GAPDH-forward

Reverse Primers

(10 ) g lan |
DEK1-reverse/ 0,6 pul 77 °C 1 dk

DEK2- reverse/
GAPDH- reverse

2 ul (250 ng/

ul)
dH20 6,8 ul

cDNA

RT-qPCR reaksiyonu sonucunda DEK1, DEK2 ve referans olarak kullanilan
GAPDH i¢in ayr elde edilen “Ct (threshold cycle)” degerlerinin aritmetik ortalamasi
alindi. Sonrasinda her bir 6rnekteki DEK1 veya DEK2 Ct degerinden ayni1 6rnegin
GAPDH Ct degeri cikarilarak ACt degeri hesaplandi. Ardindan her bir 6rnegin ACt
degerinden, kalibrator olarak belirlenen kontrol 6rneginin (HS-27A-GFP-shNeg) ACt
degeri ¢ikarilarak AACt degeri hesaplandi. 2022Y formiilii kullanilarak DEK1 ve
DEK2 mRNA seviyesi kalibratore gore goreceli olarak belirlendi ve kat degisimi

olarak hesaplandi.
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6.9. Protein Izolasyonu ve Western Blot Yéntemiyle Protein
Analizi

6.9.1. Total Protein Izolasyonu ve Miktarmin Belirlenmesi

Protein izolasyonu igin; kiiltiirde ¢ogaltilan hiicreler topland: ve 4 °C’de 1000
rom’de 10 dakika santrifiij edildi. Ust s1iv1 uzaklastirilip pellet 10 ml soguk 1X
DPBS’te ¢oziildii. Bu islem 1 kez daha tekrarlandi. Sonrasinda pellet (4x10° hiicre
icin) 150 pl RIPA Tampon ve 1,5 ul 100X Halt™ Protease and Phosphatase Inhibitor
Cocktail igeren soliisyon i¢inde ¢6ziildii. Bu soliisyon 30 saniye arayla 2 kez 15 saniye
sonike edildikten sonra 30 dakika buz iistiinde bekletildi ve bekleme sirasinda birkag
kez vorteks yapildi. Siire sonunda karisim 4 °C’de 13000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edildi. Ust s1v1 toplanarak yeni epedorfa alindi. Protein miktarlar1 Pierce BCA Protein
Assay kitinin dnerdigi metot ile dl¢iildii. Ornekler daha sonra kullanilmak iizere -80

°C’de saklanda.
6.9.2. Western Blot

Protein Jel Elektroforezi igin %12’lik Bis-Tris Poliakrilamid jel veya %10’luk
Biorad TGX Mini Protean hazir jel kullanildi. Orneklerin her birinden 20-30 pg almip
5 ul 4X LDS Sample Buffer ve 2 ul 10X Sample Reducing Agent ile karistirildi ve
dH20 ile 20 pl’ye tamamlandi. Hazirlanan 6rnekler 70° C’de 10 dakika inkiibe
edildikten sonra jele yiiklendi ve Biorad 1X yiiriitme tamponu igerisinde 100 voltta,
yaklasik 90 dakika yiiriitiildii. Proteinlerin boyutlarini belirlemek i¢in Thermo protein
ladder da 6rneklerle birlikte yiirtitiildii.

Proteinleri jelden membrana transfer etmek igin nitroseliloz membran
kullanildi. Oncelikle membran 1X Transfer tamponu ile 5 dakika boyunca 1slatilip
aktive edildi. Sonrasinda 1X Transfer tamponu ile 1slatilan Watman kagitlari arasina
yerlestirilen membran ve jel Bio-Rad TransBlot© Transfer sistemine konuldu ve 25
voltta 25 dakika siireyle transfer islemi gergeklestirildi. Transfer sonrast membran 50
ml’lik falkon icerisine konularak 1-2 kez TBS-T ile yikandiktan sonra 1 saat bloklama
sollisyonu igerisinde rotorda ¢evrildi. Ardindan membran 1:1000 oraninda bloklama

soliisyonu ile sulandirilan primer antikor ile gece boyu +4 °C’de rétorda gevrildi.
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Membran oda 1sisinda 3 kez 5’er dakika TBS-T soliisyonu ile yikandi ve 3:10000
oraninda bloklama soliisyonu ile sulandirilan sekonder antikor ile oda 1sisinda 1 saat
rotorda gevrildi. Tekrar 3 kez 5’er dakika TBS-T soliisyonu ile yikanan membran
kemiluminisan soliisyonu ile muamele edilerek Biorad Chemi Doc XRS+ goriintiileme

cihazinda Image Lab. 4.0.1 programi kullanilarak goriintiilendi.

6.10. Birlikte Coktiirme Yontemi (Co-1P)

DEK izoformlarinin fizyolojik olarak kendileri ve birbirleri ile interaksiyonu
olup olmadigini anlamak i¢in birlikte ¢oktiirme yontemi kullanildi. Bu amagla, 293T
hiicrelerinde uygun plazmitler transfekte edildi. Transfeksiyondan 48 saat sonra
Active-Motif Co-IP Universal Kitinin 6nerdigi metot uygulandi. Kisaca hiicreler
PBS/Inh Buffer ile yikandiktan sonra kazinarak toplandi. +4 °C’de 1500 rpm’de 5
dakika santrifiij sonras1 pellet 100 pl Complete Whole-Cell Lysis Buffer ile ¢oziilerek
buz istiinde 30 dakika bekletildi. Hiicre lizatlar1 +4 °C’de 14000g de 10 dakika
santrifiij edilerek iist siv1 topland1 ve 2 pl’si input olarak ayrildi. Kalan kismina 2 pg
Flag antikoru eklendi ve Complete Co-IP/Wash Buffer ile toplam hacim 500 ul’ye
tamamland1. Ornekler +4 °C’de 4 saat rotorda cevrildikten sonra 25 ul magnetic bead
eklenerek +4 °C’de 1 saat daha rotorda ¢evrildi. Magnetik beadler magnet yardimiyla
500 pl Complete Co-IP/Wash Buffer ile 4 kez yikandiktan sonra 20 pl Elution
Bufferda ¢oziildii. Ornekler 70 °C’de 10 dakika ve 95 °C’de 2 dakika bekletildikten
sonra tekrar magnete yerlestirildi ve kalan sivilarin hepsi alinarak IP 6rnegi olarak jele
yiiklendi. Ornekler 6nceden béliim 6.9.2.’de anlatildig: gibi western blot ydéntemiyle
analiz edildi.

6.11. immunofloresan Boyama (IF)

Oncelikle 6 kuyulu plaka icinde 6nceden steril edilmis lamel iizerine 2x10°
hiicre ekildi. 24 saat sonra hiicreler 1X DPBS ile yikandi ve %4 paraformaldehit ile
oda sicakliginda 20 dakika fikse edildi. Fiksasyon sonrasi 2 kez 1X DPBS ile yikanan
hiicreler %0,5 Triton-X iceren 1X DPBS ile 15 dakika boyunca permeabilize edildi.
1X DPBS ile yeniden yikama sonrasinda %2 BSA iceren 1X DPBS ile oda
sicakliginda 1 saat bloklama yapilan hiicreler %1 BSA igeren 1X DPBS igerisinde
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uygun oranlarda sulandirilmis primer antikor ile gece boyu +4 °C’de ¢alkalayicida
inkiibe edildi. Ardindan %1 BSA igeren 1X DPBS ile yikanan hiicreler, floresan
ozellikli %1 BSA iceren 1X DPBS ile uygun oranlarda sulandirilmis sekonder
antikorla oda sicakliginda 1 saat bekletildi. Distile su ile 4-5 defa yikanan hiicreler
DAPI boyasi igeren Vectashield kapama soliisyonu ile lam iizerine kapatildi. Hiicreler
iki farkl1 antikor ile boyanacaksa ilk primer ve sekonder antikor uygulamasi sonrasinda
%4 paraformaldehit ile 5 dakika tekrar fikse edilip oda sicakliginda 30 dakika
bloklandi. Daha sonra hiicreler oda sicakliginda 1 saat ikinci primer antikor ile inkiibe
edildikten sonra sekonder antikor, yikama ve kapatma uygulamasi yapildi. Hazirlanan
ornekler Zeiss LSM 880 konfokal mikroskobu ile goriintiilendi. Elde edilen goriintiiler

Zeiss Zen 3.0 Blue Edition ve ImagelJ programlari ile analiz edildi.

6.12. Doksorubisin Uygulamasi

Oncelikle DNA Hasar1 olusturulacak hiicrelerde kullanilacak Doksorubisin
miktar1 belirlendi. Bu amagla, IF kisminda anlatildig: gibi hiicreler 6 kuyulu plakalara
ekildi. 24 saat sonra hiicrelerin lizerindeki besiyeri 0,2 pM veya 0,05 pM final
konsatrasyona sahip doksorubisin iceren besiyeri ile degistirildi. 24 saatlik
doksorubisin uygulamasindan sonra hiicreler DPBS ile yikandi ve IF deneyi
uygulanarak uygun olan ila¢ dozu belirlendi. Uygun olan ila¢ dozu belirlendikten sonra
yine IF ksiminda anlatildig1 gibi hiicreler 6 kuyulu plakalara ekildi. 24 saat sonra
hiicrelerin tizerindeki besiyeri 0,05 uM final konsatrasyona sahip doksorubisin iceren
besiyeri ile degistirildi. 24 saatlik doksorubisin uygulamasindan sonra hiicreler DPBS
ile yikandi. Bu asamadan sonra 24 saat DNA hasar1 sonrasi analiz edilmek istenen
hiicrelere IF deneyi uygulandi. Hasar sonras1 24 veya 48 saatlik DNA hasar1 tamir
kapasitesi izlenecek hiicrelerin iizerine ise taze besiyeri verilerek bu siirelerde
inkiibasyona birakildi ve sonrasinda IF deneyi uygulandi.

Doksorubisin uygulamasinin hiicrelerdeki DEK1 ve DEK2 ekspresyon
seviyesini zaman i¢inde nasil etkiledigini anlamak amaciyla hiicreler 1,2 milyon/15 ml
olacak sekilde T75 flasklara ekildi. Bu hiicrelere 0, 6, 12, 18, ve 24 saatlik siirelerle
0,05 uM final konsatrasyonunda doksorubisin uygulamasi yapildiktan sonra 6nceden
anlatildig1 gibi RNA izolasyonu ve cDNA sentezi yapildi. Bu ¢cDNA’lar kullanilarak
RT-qPCR deneyi ile DEK1 ve DEK2 ekspresyon seviyesi belirlendi.

52



6.13. Istatistiksel Analiz

Biitiin deneylerden elde edilen sonuglarin istatistik analizleri GraphPad Prism
8.0.1 programi kullanilarak yapildi. Verilerin tiirline gére Two-way ANOVA Tukey’s
multiple comparisons testi veya Paired t-test istatistik analizleri kullanildi. P degeri
0,05 ’in altinda olan degerler anlamli kabul edildi (ns: anlamli degil; *P<0,05;
**P<0,01; ***P<0,001).
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7. BULGULAR

7.1. DEK lizoformlarimim Klonlanmasi

Yontem kisminda belirtildigi gibi DEK1 ¢cDNA’sin1 ¢ogaltmak amaciyla yapilan
PCR reaksiyonlarinda HS-27A hiicrelerinden elde edilen cDNA’lar veya MIGR1-
DEK plazmiti kalip olarak kullanildi. FlagDEK1 cDNA dizisi i¢in “Flag-Tag
Forward” ve “DEK Full-Length Reverse”; MycDEKI dizisi i¢in “Myc-Tag Forward”
ve “DEK Full-Length Reverse”; primer ¢iftleri kullanilarak yapilan PCR sonucu elde
edilen DNA fragmentlerinin dogru uzunluklarda oldugu agaroz jel goriintiileri ile

tespit edildi (Sekil 7.1).

N N N
y O
3000 b m— 3000 b mm—
2000 bG mm— 2000 bG mm—
1200 bg == 1200 bg = T - "Hs8he
— 1152 bg 1000 b(}—
1000 b m—
700 b mm—
o= 500 b
G m—
500 G m—
300 G mm—|
300 DG m—

Sekil 7.1: PCR sonucu elde edilen FlagDEK1 ve MycDEK1 cDNA’larinin agaroz jel
goriintiisii. (A) FlagDEK1 ¢cDNA’s1 (1152 bg). (B) MycDEK1 cDNA’s1 (1158 bg).
Marker; Thermo GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder, Neg.Kont; Negatif Kontrol.

PGEM-T Easy vektorii, TA klonlama 6zelligiyle PCR {irlinlerini restriksiyon
enzimi ile kesmeye ihtiyag duymadan klonlama yapilabilen ve bir¢ok ekspresyon
vektoriine alt klonlama yapmak i¢in uygun restriksiyon enzim kesim bolgelerine sahip
bir klonlama vektoriidiir. Bu yilizden ilk asamada elde edilen epitop ekli DEKI
cDNA’larinin pGEM-T Easy vektoriine klonlanmasi kararlagtirildi.

Bu amagla, PCR ile ¢ogaltilan epitop ekli DEK1 ¢cDNA dizileri saflastirilip 3’
uclarina A bazi eklendikten sonra pGEM-T Easy vektoriine klonlandi. Elde edilen
plazmitler pPGEM-T Easy vektoriiniin ¢oklu klonlama bélgesinin her iki tarafinda da
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bulunan EcoRI restriksiyon enzim kesim bdlgesinden EcoRI enzimi ile kesilip agaroz
jelde yiirttiildii. Boylece epitop ekli DEK1 ¢cDNA dizisini igeren plazmitler belirlendi
(Sekil 7.2).

PGEM-T Easy pGEM-T Easy
+ +

FlagDEK1 MycDEKA1

3000 be — ISR U R pGEM-T Easy N PRRENRENSEY PGEM-T Easy

1200 DG e IS FlagDEK1 MycDEK1

Sekil 7.2: pGEM-T Easy vektoriine klonlanan FlagDEK 1 ve MycDEK1
cDNA’larinin EcoRI restriksiyon enzimi kesimi sonrasi agaroz jel gorlintiisii. (A)
FlagDEK1 cDNA’s1. (B) MycDEK1 ¢cDNA’s1. Marker; Thermo GeneRuler 100 bp
Plus DNA Ladder, *; sekanslamaya gonderilen plazmitler.

EcoRI enzim kesimi sonrasi epitop ekli DEK1 ¢cDNA’sim i¢eren plazmitlerin
DNA dizilemesi yaptirildi. Dizileme sonrasi gelen sonuglar FinchTV ve Bioedit
programlart kullanilarak analiz edildi. Yapilan analiz sonucunda FlagDEK1 ve
MycDEK1 diziler1 dogruland1 ve DNA dizisi dogrulanan plazmitler kullanilarak
sonraki deneylere devam edildi.

Klonlama deneyleri sirasinda HS-27A hiicrlerinden elde edilen cDNA’nin kalip
olarak kullanildigi PCR deneylerinde yeterli miktarda DEK2 ¢cDNA’s1 ¢ogaltilamadi.
Bu yiizden DEK2 klonlarii olusturmak i¢in yonlendirilmis mutagenez yonteminin
kullanilmasina karar verildi. Yonlendirilmis mutagenez i¢in yapilan PCR deneyinde
FlagDEK2 cDNA’sin1 ¢ogaltmak i¢in FlagDEK 1 cDNA’sini1 igeren vektor, MycDEK?2
cDNA’smi ¢ogaltmak icin MycDEK1 cDNA’sin1 igeren vektor kalip olarak kullanildi.

DEK2 cDNA dizisinde delesyona ugrayan kismi (Ekzon 3), DEK1 cDNA
dizisinden ¢ikaracak sekilde tasarlanan “Site-Direct DEK2-Forward” ve “Site-Direct

DEK2-Reverse” primerleri ile yapilan PCR sonucunda elde edilen DNA
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fragmentlerinin dogru uzunluklarda oldugu agaroz jel goriintiileri ile tespit edildi

(Sekil 7.3).

6000 bg =

3000 bg m—
2000 b ==

1000 bg =

500 b

250 bgmm

Sekil 7.3: Yonlendirilmis mutagenez ile DEK1 ¢cDNA’s1 iceren plamitlerden DEK2

cDNA’sin1 igeren plazmitlerin ¢ogaltilmasi sonrasi elde edilen tiriinlerin agaroz jel

goriintiisi. (A) MIGR1+FlagDEK2 DNA fragmani. (B) MIGR1+MycDEK2 DNA
fragmani. Marker; Thermo GeneRuler 1kb/100 bp Plus DNA Ladder.

PCR ile g¢ogaltilan plazmitler oncelikle ligasyon reaksiyonuna tabi tutuldu.
Ligasyon tiriinleri kompetan E. coli DH5a bakterilerine transforme edildi. Transforme
bakteriler ¢ogaltidi ve bu bakterilerden plazmit izole edildi. Elde edilen plazmitler
EcoRI enzimi ile kesilip agaroz jelde yiiriitiildii. Boylece epitop ekli DEK2 cDNA

dizisini igeren plazmitler belirlendi (Sekil 7.4).
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Sekil 7.4: FlagDEK?2 ve MycDEK2 ¢cDNAlarini i¢eren vektorlerin EcoR1
restriksiyon enzimi kesimi sonrasi agaroz jel goriintiisii. (A) FlagDEK2 cDNA’s1.
(B) MycDEK2 cDNA’s1. Marker; GeneRuler 1kb/100 bp Plus DNA Ladder, *;
sekanslamaya gonderilen plazmitler.

EcoRI enzim kesimi sonrasi epitop ekli DEK2 ¢cDNA’sin1 igeren plazmitlerin
DNA dizilemesi yaptirildi. Dizileme sonrasi gelen sonuglar FinchTV ve Bioedit
programlart kullanilarak analiz edildi. Yapilan analiz sonucunda FlagDEK2 ve
MycDEK?2 dizileri dogrulandi ve DNA dizisi dogrulanan plazmitler kullanilarak
sonraki deneylere devam edildi.

DNA dizisi dogrulanan plazmitler kullanilarak FlagDEK1, MycDEK1,
FlagDEK2 ve MycDEK2 cDNA’lar1t memeli hiicrelerinde ifade edilebilmesi igin, alt
klonlama ile MIGR1 vektoriine aktarildi. Klonlama deneylerinde elde edilen DNA
dizisi dogrulanmis epitop ekli DEK1 ve DEK2 ¢cDNA’lar1 EcoRI enzim kesimi ile
¢ikarilarak yine ayni enzimle kesilen MIGR1 plazmiti ile ligasyon yapildi. Ligasyon
tirtinleri kompetan E. coli DH5a bakterilerine transforme edildi. Transforme bakteriler
cogaltildi ve bu bakterilerden plazmit izole edildi. Elde edilen plazmitlerin epitop ekli
DEK1 ve DEK2 cDNA’larint igerip igermedigini tespit etmek amaciyla EcoRI enzim
kesimi ve bu cDNA’larin yonlerinin dogrulugunu belirlemek amaciyla da Pacl enzim
kesimi yapilarak agaroz jelde yiiriitiildii. Boylece epitop ekli DEK1 ve DEK2 cDNA
dizisini dogru yonde igeren plazmitler belirlendi (Sekil 7.5).

Elde edilen epitop ekli DEK1 ve DEK2 ¢cDNA’sin1 igeren plazmitlerin DNA
dizilemesi yaptirildi. Dizileme sonuglar1 FinchTV ve BioEdit Sequence Allignment

Editor programlari kullanilarak analiz edildi. Yapilan analiz sonucunda FlagDEK,
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MycDEK1, FlagDEK?2 ve MycDEK?2 c¢cDNA dizileri dogrulandi1 (EK B, EK C, EK D
ve EK E). DNA dizisi dogrulanan plazmitler kullanilarak sonraki deneylere devam
edildi.

A EcoR1 Kesimi
SRS 2 »
N N 9 N\
& & & &
o) & ) &
< \"Q\'b \‘§ \"Q\ \"“
Ratoa & & &

I e
- ~

- .~
.~

-
3000 DG e 1™ [
- e

1500 DG e

1000 DG e ]

B Pac1 Kesimi

1000 b e ) I ¥ | (3) (@
(1531) (1531) (1531)(1531)

Sekil 7.5: Alt klonlama ile FlagDEK1, MycDEK1, FlagDEK?2 ve MycDEK?2
cDNA’larin1 iceren MIGR1 plazmitinin EcoR1 ve Pacl1 restriksiyon enzimleri ile
kesimi sonrasi agaroz jel goriintiisii. (A) EcoR1 enzim kesimi sonras1 FlagDEK1,
MycDEK]1, FlagDEK2 ve MycDEK2 cDNA fragmanlarinin agaroz jel goriintiisii.
(B) Pacl enzim kesimi sonras1 FlagDEK 1, MycDEK1, FlagDEK2 ve MycDEK?2

cDNA fragmanlarinin agaroz jel goriintiisii. Marker; GeneRuler 1kb DNA Ladder, *;
FlagDEK1, MycDEKI1, FlagDEK?2 ve MycDEK2 cDNA dizisini dogru yonde iceren
ve dizileri dogrulalan plazmitler.
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7.2. DEK Izoformlarmin ifadesinin Western Blot Yontemi
ile Dogrulanmasi

Epitop eklenen DEK izoformlarinin protein diizeyinde ifadesinin kontrolii i¢in
293T hiicrelerine gecici ifade saglayan transfeksiyon yapildi. Transfeksiyondan 72
saat sonra bu hiicrelerden total protein izole edildi ve western blot yontemiyle protein

ifadesi anti-Flag, anti-Myc ve anti-DEK antikorlar1 kullanilarak dogrulandi (Sekil 7.6).

A " i B N 9
& & & s & &
kDa & S & kDa & O o
_— +O Q\G Q\'b - ,l_o Q* @*
55
— S FLAG | —— — (MYC
“de/\pm W S — PO
35 35
55 55
e W e« oy GND s YC
- e ~+GAPDH SR S S |GAPDH
35 35

Sekil 7.6: 293T hiicrlerinde Flag ve Myc epitopu ekli DEK izoformlarinin protein
diizeyinde ifadesinin westernblot yontemiyle dogrulanmasi. Esit yliklemeyi
gostermek i¢in anti-GAPDH antikoru kullanilmistir. Kontrol; Transfekte edilmemis
parental 293T hiicre lizati.

7.3. DEK Izoformlar1 Arasindaki Etkilesimin Belirlenmesi

DEK1 ve DEK2 proteinleri arasinda etkilesim olup olmadigini tespit etmek
amaciyla yapilan birlikte ¢oktiirme deneyi sonucunda, literatiirde dnceden bilindigi
gibi DEK1 izoformunun kendisiyle etkilesime girerek homodimer/multimer yapisi
olusturudugu goriildii. DEK2 izoformununsa tespit edilebilir diizeyde homodimer
olusturmadigi belirlendi. DEK1 ve DEK2 izoformu arasinda olduk¢a zayif
heterodimer yapisi olusturdugu belirlendi. Birlikte ¢oktiirme deneyinde kontrol olarak,
parental hiicreler ve deneyde kullanilan tiim plazmitlerin tek tek bulundugu hiicre
gruplar kullanilarak, spesifik olmayan bir etkilesimin olmadig1 da gosterildi. (Sekil
7.7).
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Sekil 7.7: 293T hiicrelerinde birlikte ifade ettirilen epitop ekli DEK izoformlarinin
birlikte ¢oktiirme yontemiyle etkilesimin belirlenmesi. (A) DEK1:DEK1 ve
DEK1:DEK?2 etkilesimlerini gostermektedir. (B) DEK2:DEK?2 etkilesimini

gostermektedir.

7.4. HS-27A Hiicrelerinde DEK lizoformlarmin ifadesinin
Saglanmasi

MIGRI retroviral ekspresyon vektoriine klonlanmasinin ardindan, epitop ekli
DEK izoformlarinin fonksiyonlarini arastirmak amactyla HS-27A hiicrelerinde kalici
olarak asir1 ifadesi saglamak amaciyla hiicreler ayr1 ayr olacak sekilde, pMIGR1-
FlagDEK1, pMIGR1-MycDEK1, pMIGR1-FlagDEK2, pMIGR1-MycDEK2 ve
kontrol olarak pMIGR1-GFP vektorleri kullanilarak elde elde edilen Retro viriislerle
infekte edildi. Infeksiyondan 72 saat sonra GFP-pozitif hiicreler FACS ile ayristirildi.
Hiicre kiiltiiriinde ¢ogaltilan bu hiicrelerin tekrar edilen FACS analizi sonucunda GFP-
pozitif hiicre oraninin %90’1n {lizerinde oldugu tespit edildi ve sonraki deneylerde bu

hiicreler kullanildi (Sekil 7.8 ve 7.9).
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Modifiye HS-27A Hiicreleri
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Sekil 7.8: FACS ile ayristirildiktan sonra FlagDEK1 ve FlagDEK?2 hiicrelerindeki
GFP pozitif hiicre oraninin analizi.
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Sekil 7.9: FACS ile ayristirildiktan sonra MycDEK 1 ve MycDEK2 hiicrelerindeki
GFP pozitif hiicre oraninin analizi.

7.5. HS-27A Hiicrelerinde DEK lizoformlarmin ifadesinin
Dogrulanmasi

FACS ile ayristirilan GFP-pozitif hiicrelerdeki epitop ekli DEK izoformlarmin

ifadesini mRNA diizeyinde dogrulamak amaciyla DEK1 ve DEK2’ye 0zgiin

primerlerle yapilan RT-gPCR analizi sonucunda, FlagDEK1, FlagDEK2 ve

MycDEKT1 ifadesinin endojen DEK1 ifadesine gore yaklasik olarak 4 kat arttigi,

MycDEK?2 ifadesinin de 2 kat artig gosterdigi belirlendi (Sekil 7.10).
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Sekil 7.10: HS-27A hiicrelerinde ektopik FlagDEK 1, FlagDEK2, MycDEK1 ve
MycDEK?2 ifadesinin mRNA diizeyinde RT-qPCR yontemiyle dogrulanmasi.
Ormnekler GAPDH’e gére normalize edilmistir. Kontrol; pMIGR1-GFP vektorii ile
infekte edilmis HS-27A hiicre 6rnekleri.

mRNA diizeyinde ektopik olarak ifade edildigi gosterilen FlagDEKI,
MycDEK1, FlagDEK2 ve MycDEK?2 proteinlerinin anti-Flag ve anti-Myc antikorlari
kullanilarak Western blot yontemiyle protein diizeyinde ifadesinin dogrulamasi

yapildi (Sekil 7.11).
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Sekil 7.11: HS-27A hiicrelerinde ektopik FlagDEK1, FlagDEK2, MycDEK1 ve
MycDEK?2 ifadesinin protein diizeyinde western blot yontemiyle dogrulanmasi. Esit
yiiklemeyi gostermek igin anti-GAPDH antikoru kullanilmistir. Kontrol; pMIGR1-

GFP vektorii ile infekte edilmis HS-27A hiicre lizatlari.

7.6. HS-27A Hiicrelerinde DEK Izoformlarmin Hiicre ici
Lokalizasyonlarinin Belirlenmesi

DEK izoformlarinin hiicredeki lokalizasyonunu belirlemek amaciyla IF analizi

yapildi. IF caligmalarinda DEK1’in literatlirle uyumlu olarak hiicre ¢ekirdeginde
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lokalize oldugu goriildii (Sekil 7.12). Ilging olarak, IF gériintiilerinde DEK2 nin hiicre
¢ekirdeginde kondense olarak belli bir bolgede yogunlastigi gdzlemlendi. Bu gézlem
neticesinde DEK2’nin hiicre ¢ekirdeginde ¢ekirdekgik yapisinda lokalize olabilecegi
diistiniildi. DEK2’nin ¢ekirdekgikte lokalize olup olmadigini anlamak amaciyla,
cekirdekgik belirteci olarak kullanilan NPMI1 proteini ile DEK2’nin ikili boyamasi
yapildi. Elde edilen IF goriintiilerinde DEK2’nin NPM1 proteini ile birlikte lokalize
oldugu tespit edildi (Sekil 7.12).

DAPI NPM1 MYC+NPM1 MERGE

“

MycDEK1 Kontrol

MycDEK2

Sekil 7.12: HS-27A-MycDEK1 ve HS-27A-MycDEK2 hiicrelerinin ikili-1F
analizinin 40X konfokal mikroskobu ile elde edilen goriintiileri. yH2AX kirmizi,
NPMI1 yesil ve DAPI ile hiicre ¢ekirdegi mavi renkte boyanmistir. Kontrol; HS-27A-
GFP hiicreleri.

7.7. HS-27A Hiicrelerinde DEK Ifadesinin Baskilanmasi

FlagDEK1 ve FlagDEK?2’yi kalici olarak ifade eden HS-27A-FlagDEK1 ve HS-
27A-FlagDEK2 ve kontrol HS-27A-GFP hiicreleri, DEK’e 6zgiin shRNA ve kontrol
olarak da hiicrede herhangi bir endojen RNA’y1 hedeflemeyen sh-RNA (sh-Negatif
(sh-Neg)) igeren lentiviral vektorler ile infekte edildi. Infeksiyon sonrasinda lentiviral
vektorde bulunan puromycin antibiyotigine direng 6zelligi sayesinde shRNA’y1 kalici

olarak ifade eden hiicreler puromycin uygulanarak secildi. Puromycin secilimi sonrasi
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alinan ters-floresan mikroskop goriintiilerinde kontrol olarak kullanilan ve lentiviriisle
infekte edilmemis parental HS-27A hiicrelerinin tamamen 06ldiigii, buna karsin sh-

RNA ile infekte olan hiicrelerin canliligint korudugu goriildii (Sekil 7.13).

Modifiye HS-27A Hiicreleri

Parental Parental shNeg.+ shDEK+ shDEK+ shDEK+
HS-27A HS-27A GFP GFP FlagDEK1 FlagDEK2
(puroq‘.:.) (Puroolw‘o) (Pufo )

GFP BRIGHTFIELD

MERGE

Sekil 7.13: shRNA igeren lentiviral vektorler ile infekte edilen HS-27A hiicrelerinin
3 kez (10. giin) puromycin antibiyotigi se¢ilimi sonras1 mikroskop goriintiileri.

Puromycin secilimi sonrasinda HS-27A-shDEK+FlagDEK1
(shDEK+FlagDEK1), HS-27A-shDEK+FlagDEK2 (shDEK+FlagDEK?2), HS-27A-
ShDEK+GFP (shDEK+GFP) ve HS-27A-sh-Neg.+GFP (sh-Neg+GFP) hiicrelerindeki
DEK ifadesi RT-qPCR yontemiyle analiz edildi. Elde edilen sonuglar, endojen DEK1
ve DEK?2 ifadesinin shDEK+GFP hiicrelerinde yaklasik %75 baskilandigini,
shDEK+FlagDEK1 hiicrelerindeyse kontrol shNeg+GFP hiicrelerine benzer diizeyde
DEK1 ifadesi oldugu ve son olarak da shDEK+FlagDEK2 hiicrelerinde ise DEK2
ifadesinin endojen DEK1 seviyesine benzer diizeyde arttig1 belirlendi (Sekil 7.14).

65



2.0

shNeg.+GFP
shDEK+GFP
shDEK+FlagDEK1
shDEK+FlagDEK2

e
w
1

1.184
1.000

: 0.844
' 0.283 0.295
0.006 - 0.002 0.001
0.0- T T T

N R
F& & & &

[=]
o
|

Goreceli mRNA ifadesi Kat Farki
(DEK1/GAPDH)
T

Sekil 7.14: shDEK+FlagDEK1, shDEK+FlagDEK?2, ShDEK+GFP ve sh-Neg.+GFP
hiicrelerinde DEK1 ve DEK2 mRNA seviyesinin RT-qPCR yontemiyle
belirlenmesi.

Puromycin secilimi sonrasinda shDEK+FlagDEK1, shDEK+FlagDEK2,
ShDEK+GFP ve sh-Neg.+GFP hiicrelerindeki DEK ifadesi ayrica immiinofloresan
(IF) yontemiyle analiz edildi. mRNA diizeyinde shDEK+FlagDEK1 hiicrelerinde
DEKI ifadesinin her ne kadar kontrol hiicreleri kadar ifade edildigi goriilse de IF
analizi sonucunda protein diizeyinde ifadenin olduk¢a az oldugu goriildii (Sekil 24).
Bu sonucun shDEK’in DEK1 iizerindeki translasyonel baskisinin DEK2’ye gore daha
etkili olusundan kaynaklanabilecegi diisiiniildii. Ozet olarak, kullandigimiz bu
yontemde, IF analizleri dikkate alindiginda, endojen DEK’in baskilandig: hiicrelerde
ektopik FlagDEK1 ifadesi saglanamasa da ektopik FlagDEK?2 ifadesi saglanabildi
(Sekil 7.15).
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FLAG DAPI GFP FLAG+DAPI

shDEK+ shDEK+
FlagDEK1 GFP

ShDEK+
FlagDEK2

Sekil 7.15: ShDEK+GFP, shDEK+FlagDEK1 ve shDEK+FlagDEK2 hiicrelerinde
DEK ifadesinin IF yontemiyle analizinin 40X konfokal mikroskobu ile elde edilen
goriintiileri. Flag kirmiz1 ve DAPI ile hiicre ¢ekirdegi mavi renkte boyanmaistir.
Hiicrelerde kalici olarak ifade edilen viral vektorlerin varligi belirteg protein GFP ile
yesil ile gosterilmigtir.

shDEK+FlagDEK?2 hiicrelerinde western blot yontemiyle de anti-Flag antikoru
kullanilarak protein ifadesinin dogrulamasi yapildi (Sekil 7.16).
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Sekil 7.16: shNeg.+GFP, shDEK+GFP ve shDEK+FlagDEK2 hiicrelerinde DEK’in
protein diizeyinde ifadesinin western blot yontemiyle dogrulanmasi. Esit yiiklemeyi
gostermek i¢in anti-GAPDH antikoru kullanilmistir.

67



7.8. HS-27A Hiicrelerinde DNA Hasar1 Olusturmak icin
Kullanilacak Doksorubisin Konsantrasyonunun
Belirlenmesi

DNA tamir mekanizmasinda DEK2’nin fonksiyonel olup olmadigin1 anlamak
amaciyla insan stroma hiicre hatlarindan HS-27A hiicreleri kullanildi. Onceden
yapilan bir ¢alismada farkli bir insan stroma hiicresi olan HS-5 hiicrelerinde DNA
hasart olusturmak igin 0,05 ve 0,2 uM Kkonsantrasyonlarda 24 saat boyunca
doksorubisin uygulamasi yapilmistir [Tang et al., 2018]. HS-27A hiicrelerinde de bu
dozlarin etkisini test etmek amaciyla, oncelikle parental HS-27A hiicreleri 0,2 uM
doksorubisin ile 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 IF yéntemiyle bu hiicrelerde
DNA hasar1 sonucu olusan YH2AX (fosforile olmus H2AX) miktar1 analiz edildi.
Deney sonrasi, 0,2 uM doksorubisin dozunun HS-27A hiicrelerinde olduk¢a yogun
miktarda YH2AX boyanmasina neden oldugu tespit edildi (Sekil 7.17). Bu dozda
doksorubisin uygulamasinin analizi ve analiz sonrast yorumu zorlastiracagi i¢in, HS-
27A hiicrelerinde 0.05 uM (24 saat) doksorubisin uygulamasi gergeklestirilmesine
karar verildi ve elde edilen sonuglar bu doz sonrasi olusan YH2AX boyanmasinin
analize uygun diizeyde oldugunu gdosterdi (Sekil 7.17). Bu sonuglar dogrultusunda,

ilerleyen deneylerde 0,05 pM doksorubisin uygulamasi kullanildi.

Parental Parental Parental
HS-27A HS-5 HS-27A

Vehicle 0,2 pM Doxo. Vehicle 0,2 pM Doxo. Vehicle

Sekil 7.17: Parental HS-27A hiicrelerinde 0,2 uM veya 0,05 uM doksorubisin
uygulamasi sonrasi IF analizinin 40X konfokal mikroskobu ile elde edilen
gorintiileri. YH2AX kirmizi ve DAPI ile hiicre ¢ekirdegi mavi renkte boyanmustir.
Vehicle; doksorubisin uygulanmamais hiicreler.

0,05 uM Doxo.

DAPI

MERGE
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7.9. HS-27A Hiicrelerinde DNA Hasar Tamiri Sirasinda
Zamana Bagh Olarak Endojen DEK1 ve DEK2 ifadesinin
Seviyesinin Belirlenmesi

Parental HS-27A hiicrelerinde DNA hasar1 olusumu sirasinda zamana baglh
olarak endojen DEK1 ve DEK2 mRNA’siin nasil etkilendigini anlamak amaciyla
farkli siirelerde (0, 6, 12, 18 ve 24. saatler) doksorubisin uygulamasi yapilan hiicrelerin
mRNA’s1 RT-qPCR yontemiyle analiz edildi. RT-gPCR analizi sonucunda, DEK2
mRNA seviyesinin hasar siirecinde zamanla artarak 24 saatlik DNA hasar1 sonrasinda
3,7 kata ulastig1 ve 24 saatlik tamir siireci sonrasinda bu artisin yariya indigi goriildii.
DEK1 mRNA seviyesinin ise 24 saatin sonunda ancak 1,5 kat arttig1 ve 24 saatlik tamir
sonrasinda ise bu artigin 1,25 kata distiigii goriildii (Sekil 7.18).

RT-qPCR
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Sekil 7.18: Farkl stirelerde 0,05 uM doksorubisin uygulanarak DNA hasar1
olusturulan HS-27A hiicrelerinde endojen DEK1 ve DEK2’nin mRNA diizeyinde
ifade seviyesinin RT-qPCR yontemiyle analizi.
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7.10. DEK2 izoformunun DNA Hasari ve DNA Hasar
Tamirindeki Etkisinin Belirlenmesi

Sh-Neg.+GFP, shDEK+GFP ve shDEK+FlagDEK?2 hiicrelerinde doksorubisin
uygulamasi sonucunda meydana gelen DNA hasarini tespit etmek amaciyla, hiicreler
once 24 saat 0,05 uM doksorubisin ile inkiibe edildi, ardindan doksorubisin
uzaklastilird1 ve ayni hiicreler normal biiylime besiyerinde 24 saat daha kiiltiir edilerek
DNA hasarini onarmalari i¢in siire tanindi. Bu zaman dilimlerinde hiicreler fikse
edilerek IF yontemiyle analiz edildi (Sekil 7.19). Konfokal mikroskopla alinan IF
boyama goriintiileri, hiicrelerdeki YH2AX floresan yogunlugunu hesaplamak amaciyla
Image-j programi kullanilarak analiz edildi. Yapilan analiz sonucunda 24 saatlik
hasarin ardindan 24 saatlik tamir sonras1 shDEK+FlagDEK?2 hiicrelerindeki YH2AX
yogunlugunun hem sh-Neg.+GFP hem de shDEK+GFP hiicrelerine gore istatistiksel
olarak daha fazla oldugu belirlendi (Sekil 7.20).

Kontrol 24 saat doxo. 24 saat iyilesme

MERGE  YH2AX FLAG MERGE  YH2AX FLAG MERGE  YH2AX FLAG

..

Sekil 7.19: sh-Neg+GFP, shDEK+GFP ve shDEK+FlagDEK2 hiicrelerinde
doksorubisin uygulamasi sonrasi IF analizinin 40X konfokal mikroskobu ile elde
edilen goriintiileri. YH2AX kirmizi, Flag yesil ve DAPI ile hiicre ¢ekirdegi mavi
renkte boyanmistir. Kontrol; doksorubisin uygulanmadan, 24 saat doxo.; 24 saat
doksorubisin uygulamasindan hemen sonra, 24 saat tamir; 24 saatlik doksorubisin

uygulamasinin ardindan 24 saat iyilesmeye birakildiktan sonra, IF uygulanan
hiicreleri temsil etmektedir.

shNeg.+
GFP

ShDEK+
GFP

shDEK+
FlagDEK2
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Sekil 7.20: sh-Neg+GFP, shDEK+GFP ve shDEK+FlagDEK?2 hiicrelerinde
doksorubisin uygulamasi sonrasi konfokal mikroskobu goériintiilerindeki YH2AX
floresan yogunlugunun Image-j yazilimi ile yapilan analiz sonuglari. Floresan
yogunlugunun gruplar arasi istatistikleri Graphpad Prism 8.0.1 programi kullanilarak
Two-Way Annova yontemiyle degerlendirilmistir (P<0,05).
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8. SONUCLAR VE TARTISMA

Ilk kez AML hastalarinda CAN proteini ile fiizyon yapmas1 sonucunda tespit
edilen ve proto-oncogen olarak tanimlanan DEK proteini 375 amino asit uzunlugunda,
biiyiik 6l¢iide hiicre ¢ekirdeginde lokalize bir fosfoproteindir [Carro et al., 2006], [von
Lindern et al., 1992]. Bir¢ok solid kanser tipinde asir1 ifade edilmesinin yaninda DEK
proteini, hiicre proliferasyonu, transkripsiyonun diizenlemesi, DNA replikasyonu ve
DNA onarimi gibi hiicresel siire¢lerde rol almaktadir [Broxmeyer et al., 2013],
[Sanden and Gullberg, 2015]. DEK geninin ifadesi, hiicre dongiisiinde anahtar bir role
sahip olan E2F transkripsiyon faktoriiniin kontrolii altindadir. Ayrica tiimor baskilayici
p53 proteinin stabilizasyonunu bozarak apoptoz mekanizmasinin sekteye ugramasiyla
da iliskilendirilmistir [Carro et al., 2006], [Wise-Draper et al., 2006]. DEK genin
transkripsiyonu sonrasi iki farkli izoform DEK1 ve DEK?2 ifade edilmektedir. Tam
uzunluktaki DEK1’in fonksiyonlar1 ile ¢ok sayida calisma olmasina ragmen,
DEK2’nin DEKI1 ile ayn1 fonksiyonel o&zellikleri paylasip paylasmadig
bilinmemektedir.

Daha 6nce DEK1’in homodimer olusturdugu gosterilmistir [Kappes et al.,
2004a]. Tez calismasinda birlikte ¢oktiirme yontemiyle (Co-IP) DEK1’in homodimer
olusturdugunu dogruladik. Tlging olarak, DEK 1’in homodimer olusturmasini saglayan
multimerizasyon bdlgesini igermesine ragmen, daha az sayida DEK2 ve DEKI
molekiiliiniin etkilesimde oldugunu ve DEK2’nin homodimer olusturmadigini
saptadik. Bu sonuglar, DEK2’de eksik olan 49-82 aminoasit dizisinin, ne gibi post-
translasyonel modifikasyonlar veya konformasyonel degisikliklere yol ag¢tiginin ve
bunlarin sonuglarinin neler olabileceginin belirlenmesinin 6nemini gostermektedir.

Cekirdekeik, hiicre c¢ekirdeginde bulunan membransiz organel olarak
nitelendirilen biiytik bir hiicre alti yapidir. Cekirdekcik temel olarak ribozom
biyosentezinden sorumludur, fakat nucleolar detention center (DC) bdlgesiyle
hiicrenin strese kars1 cevabinda ve RNA-protein komplekslerinin olusturdugu sinyal
tanima partikiillerinin olusumunda da gorevlidir [O'Sullivan et al., 2013], [Olson and
Dundr, 2015]. Calismamiz kapsaminda, literatiirde daha onceden de bilindigi gibi
DEKT’in ¢ekirdek i¢inde difiize bir sekilde lokalize oldugunu gordiik. Bu ¢aligmayla
ilk kez DEK2’nin az miktarda cekirdekte, yogun olarak cekirdekgikte lokalize
oldugunu gosterdik. DEK2’nin rRNA’larla, DC bdlgesindeki proteinlerle veya
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ribozom biyosentezi ile olan iliskilerinin arastirilmast DEK2’nin hiicre i¢in énemli
olan bu fonksiyonlardaki roliinii ortaya ¢ikaracaktir ve DEK2’nin niikleolar stres
aracili bazi hastaliklarda hedef olabilecegini diisiindlirmektedir.

DNA hasar1 tiim hiicresel organizmalarda mevcuttur ve neredeyse biitiin canli
hiicrelerdeki genetik materyal olan DNA, yasamin temel birimidir ve biitlinliigii ve
kararlilig1 yagam igin esastir, bu ylizden DNA hasarinin onarimi hiicrenin yagami i¢in
vazgecilmez bir mekanizmadir. DNA’da olusan DSBs sonras1 hiicrede ATM proteini
H2AX'i fosforile eder, boylece hasar bolgesi isaretlenir ve hasar onariminda gorevli
diger proteinlerin bolgeye gelisi saglanir. Bu proteinlerden biri olan bir E3 ubikitin
ligaz1 YH2AX'i ubikitinlemesi sonrasinda 53BP1 ve BRCA1 kompleksi olusturularak
DNA tamiri ve hiicre dongiisii kontrolii yolaklar1 baslatilir [Ciccia and Elledge, 2010],
[Nastasi et al., 2020]. Yaptigimiz ¢alismada doksorubisin uygulamasi sonrasindaki
onarim siirecinde endojen DEK’in susturuldugu, ektopik DEK2’nin ifade ettirildigi
hiicrelerde ve ayrica laboratuvarimizda yiiriitiilen bir baska calismada endojen DEK
baskilanmaksizin sadece DEK2’nin asir1 ifade ettirildigi hiicrelerde de yH2AX
sinyalinin yogunlugu hem DEK’in susturuldugu hem de DEK1’i asir1 ifade eden
hiicrelerden istatistiksel olarak anlamli seviyede yiiksek kald1 [Kalayc1 A., 2022]. Bu
sonuglar, ektopik DEK?2 ifadesinin, doksorubisinin neden oldugu DNA hasarinda,
hasar sinyalini uzattigin1 gostermektedir. Bu sonuglar dogrultusunda, DNA hasari
sonrast H2AX'i fosforile eden ve hasarin onarimi sonrasi defosforile eden proteinler
ile DEK2’nin arasindaki iliskilerin ortaya c¢ikarilmasi yH2AX sinyalinin
diizenlenmesindeki yolaklarin aydinlatilmasinda katki saglayacaktir.

Ozetle, bu tez galismasindan elde ettigimiz bulgularla, DEK1 ve DEK2’nin zay1f
bir etkilesim gosterdigini, DEK2’nin DEK1’den farkli olarak homodimer yapisi
olusturmadigin1 ve g¢ekirekcikte de lokalize oldugunu, kemoterdpatik bir ilag olan
dokorubisin uygulamasi sonras1 DEK?2 ifadesinin daha fazla arttigin1 ve DEK2’nin
DNA hasar1 tamirinde DEK1’den farkli etki gdsterdigine dair kanitlar sunduk.

Bu tez calismast TUBITAK-KBAG 1182765 ve TUBITAK-KBAG 2167006

numarali projeler tarafindan desteklenmistir.
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Sekil Al.1: MIGR1 plazmitinin SnapGene tarafindan olusturulan haritasi.
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Sekil A1.2: Origene firmasinin lentiviral ShRNA plazmit haritasi.
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EK B: pMIGR1-FlagDEK1 Dizileme Analizi

B I T DA I DA IR DU I AU IR B
10 20 30 40 50 60
Consensus TTAACGAATT CGATTATCENNININNSNINENISNIENENENET CCGCCTC GGCCCCTGCT
FlagDEKl cds ---—-—--—= -——-- ATCE SRR T CCGCCTC GGCCCCTGCT
DEK1 eds = —————————= ————— BT@-—— —————————— —————————— —— TCCGCCTC GGCCCCTGCT
T I S Ay (PN P PN IO I
70 80 90 100 110 120
Consensus GCGGAGGGGG AGGGAACCCC CACCCAGCCC GCGTCCGAGA AAGAACCCGA AATGCCCGGT
FlagDEK1l cds GCGGAGGGGG AGGGAACCCC CACCCAGCCC GCGTCCGAGA AAGAACCCGA AATGCCCGGT
DEK1 cds GCGGAGGGGG AGGGAACCCC CACCCAGCCC GCGTCCGAGA AAGAACCCGA AATGCCCGGT
T S A O (PN P P IR B
130 140 150 160 170 180
Consensus CCCAGAGAGG AGAGCGAGGA GGAAGAGGAC GAGGACGACG AGGAGGAGGA GGAGGAGGAA
FlagDEK1l cds CCCAGAGAGG AGAGCGAGGA GGAAGAGGAC GAGGACGACG AGGAGGAGGA GGAGGAGGAA
DEK1 cds CCCAGAGAGG AGAGCGAGGA GGAAGAGGAC GAGGACGACG AGGAGGAGGA GGAGGAGGAA
T I ) ) P [PNPN) EDP (NP IO B
190 200 210 220 230 240
Consensus AAAGAARAAGA GTCTCATCGT GGAAGGCAAG AGGGAAAAGA AAAAAGTAGA GAGGTTGACA
FlagDEK1l cds AAAGAAAAGA GTCTCATCGT GGAAGGCAAG AGGGAAAAGA AAARAAGTAGA GAGGTTGACA
DEK1 cds AAAGAAAAGA GTCTCATCGT GGAAGGCAAG AGGGAAAAGA AAAAAGTAGA GAGGTTGACA
T S A Ay A (PN P (PN IO I
250 260 270 280 290 300
Consensus ATGCAAGTCT CTTCCTTACA GAGAGAGCCA TTTACAATTG CACAAGGAARA GGGGCAGAAA
FlagDEK1l cds ATGCAAGTCT CTTCCTTACA GAGAGAGCCA TTTACAATTG CACAAGGAAA GGGGCAGAAA
DEK1 cds ATGCAAGTCT CTTCCTTACA GAGAGAGCCA TTTACAATTG CACAAGGAAA GGGGCAGAAA
B I T DAY I IR IR DA I RN I B
310 320 330 340 350 360
Consensus CTTTGTGAAA TTGAGAGGAT ACATTTTTTT CTAAGTAAGA AGAAAACCGA TGAACTTAGA
FlagDEK1l cds CTTTGTGAAA TTGAGAGGAT ACATTTTTTT CTAAGTAAGA AGAAAACCGA TGAACTTAGA
DEK1 cds CTTTGTGAAA TTGAGAGGAT ACATTTTTTT CTAAGTAAGA AGAAAACCGA TGAACTTAGA
B I T DU I DA IR DU I AU I B
370 380 390 400 410 420
Consensus AATCTACACA AACTGCTTTA CAACAGGCCA GGCACTGTGT CCTCATTAAA GAAGAATGTG
FlagDEK1l cds AATCTACACA AACTGCTTTA CAACAGGCCA GGCACTGTGT CCTCATTAAA GAAGAATGTG
DEK1 cds AATCTACACA AACTGCTTTA CAACAGGCCA GGCACTGTGT CCTCATTAAA GAAGAATGTG
B I T DA I DA IR DU I AU IR B
430 440 450 460 470 480
Consensus GGTCAGTTCA GTGGCTTTCC ATTTGAAAAA GGAAGTGTCC AATATAAAAA GAAGGAAGAA
FlagDEK1l cds GGTCAGTTCA GTGGCTTTCC ATTTGAAAAA GGAAGTGTCC AATATAAAAA GAAGGAAGAA
DEK1 cds GGTCAGTTCA GTGGCTTTCC ATTTGAAAAA GGAAGTGTCC AATATAAAAA GAAGGAAGAA
T I ) ) (PN EP (PN IO B
490 500 510 520 530 540
Consensus ATGTTGAAAA AATTTAGAAA TGCCATGTTA AAGAGCATCT GTGAGGTTCT TGATTTGGAG
FlagDEK1l cds ATGTTGAAAA AATTTAGAAA TGCCATGTTA AAGAGCATCT GTGAGGTTCT TGATTTGGAG
DEK1 cds ATGTTGAAAA AATTTAGAAA TGCCATGTTA AAGAGCATCT GTGAGGTTCT TGATTTGGAG
T I A Uy [ (PN P PN IO
550 560 570 580 590 600
Consensus AGATCAGGTG TAAATAGTGA ACTAGTGAAG AGGATCTTGA ATTTCTTAAT GCATCCAAAG
FlagDEK1l cds AGATCAGGTG TAAATAGTGA ACTAGTGAAG AGGATCTTGA ATTTCTTAAT GCATCCAAAG
DEK1 cds AGATCAGGTG TAAATAGTGA ACTAGTGAAG AGGATCTTGA ATTTCTTAAT GCATCCAAAG

Sekil B1.1: pMIGR1-FlagDEK1 cDNA’s1 dizileme analizi 1-600 bazlari arasi
sonuclari. Consensus; 4 farkli primer ile dizileme sonuglarinin hizalamasi ile olugan
dizi, FlagDEK1 cds; FlagDEK1’in protein kodlayan cDNA dizisi, DEK1 cds; insan

DEK genin DEK1 proteinini kodlayan cDNA dizisi, baslangi¢c kodonu yesil, Flag
dizisi kirmiz1 ve EcoRI kesim bolgesi sari ile igsaretlenmistir.
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610 620 630 640 650 660
Consensus CCTTCTGGCA AACCATTGCC GAAATCTAAA AAAACTTGTA GCAAAGGCAG TAAAAAGGAA
FlagDEK1 cds CCTTCTGGCA AACCATTGCC GAAATCTAAA AAAACTTGTA GCAAAGGCAG TAAAAAGGAA
DEK1 cds CCTTCTGGCA AACCATTGCC GAAATCTAAA AAAACTTGTA GCAAAGGCAG TAAAAAGGAA
S e e e e e e
670 680 690 700 710 720
Consensus CGGAACAGTT CTGGAATGGC AAGGAAGGCT AAGCGAACCA AATGTCCTGA AATTCTGTCA
FlagDEK1 cds CGGAACAGTT CTGGAATGGC AAGGAAGGCT AAGCGAACCA AATGTCCTGA AATTCTGTCA
DEK1 cds CGGAACAGTT CTGGAATGGC AAGGAAGGCT AAGCGAACCA AATGTCCTGA AATTCTGTCA
T S e e e I L I I
730 740 750 760 770 780
Consensus GATGAATCTA GTAGTGATGA AGATGAAAAG AAAAACAAGG AAGAGTCTTC AGATGATGAA
FlagDEK1 cds GATGAATCTA GTAGTGATGA AGATGAAAAG AAAAACAAGG AAGAGTCTTC AGATGATGAA
DEK1 cds GATGAATCTA GTAGTGATGA AGATGAAAAG AAAAACAAGG AAGAGTCTTC AGATGATGAA
T S e e e I L I I
790 800 810 820 830 840
Consensus GATAAAGAAA GTGAAGAGGA GCCACCAAAA AAGACAGCCA AAAGAGAAAA ACCTAAACAG
FlagDEK1 cds GATAAAGAAA GTGAAGAGGA GCCACCAAAA AAGACAGCCA AAAGAGAAAA ACCTAAACAG
DEK1 cds GATAAAGAAA GTGAAGAGGA GCCACCAAAA AAGACAGCCA AAAGAGAAAA ACCTAAACAG
T S e e e I L I I
850 860 870 880 890 900
Consensus AAAGCTACTT CTAAAAGTAA AAAATCTGTG AAAAGTGCCA ATGTTAAGAA AGCAGATAGC
FlagDEK1 cds AAAGCTACTT CTAAAAGTAA AAAATCTGTG AAAAGTGCCA ATGTTAAGAA AGCAGATAGC
DEK1 cds AAAGCTACTT CTAAAAGTAA AAAATCTGTG AAAAGTGCCA ATGTTAAGAA AGCAGATAGC
T S e e e I L I I
910 920 930 940 950 960
Consensus AGCACCACCA AGAAGAATCA AAACAGTTCC AAAAAAGAAA GTGAGTCTGA GGATAGTTCA
FlagDEK1 cds AGCACCACCA AGAAGAATCA AAACAGTTCC AAAAAAGAAA GTGAGTCTGA GGATAGTTCA
DEK1 cds AGCACCACCA AGAAGAATCA AAACAGTTCC AAAAAAGAAA GTGAGTCTGA GGATAGTTCA
T S e e e I L I I
970 980 990 1000 1010 1020
Consensus GATGATGAAC CTTTAATTAA AAAGTTGAAG AAACCCCCTA CAGATGAAGA GTTAAAGGAA
FlagDEK1 cds GATGATGAAC CTTTAATTAA AAAGTTGAAG AAACCCCCTA CAGATGAAGA GTTAAAGGAA
DEK1 cds GATGATGAAC CTTTAATTAA AAAGTTGAAG AAACCCCCTA CAGATGAAGA GTTAAAGGAA
T S e e e I L I I
1030 1040 1050 1060 1070 1080
Consensus ACAATAAAGA AATTACTGGC CAGTGCTAAC TTGGAAGAAG TCACAATGAA ACAGATTTGC
FlagDEK1 cds ACAATAAAGA AATTACTGGC CAGTGCTAAC TTGGAAGAAG TCACAATGAA ACAGATTTGC
DEK1 cds ACAATAAAGA AATTACTGGC CAGTGCTAAC TTGGAAGAAG TCACAATGAA ACAGATTTGC
T S e e e I L I I
1090 1100 1110 1120 1130 1140
Consensus AAAAAGGTCT ATGAAAATTA TCCTACTTAT GATTTAACTG AAAGAAAAGA TTTCATAAAA
FlagDEK1 cds AAAAAGGTCT ATGAAAATTA TCCTACTTAT GATTTAACTG AAAGAAAAGA TTTCATAARAA
DEK1 cds AAARAGGTCT ATGAAAATTA TCCTACTTAT GATTTAACTG AAAGAAAAGA TTTCATAAAA
e [ e L T L [ I
1150 1160 1170 1180 1190
Consensus ACAACTGTAA AAGAGCTAAT TTCTHEEAAT CACTAGTGAA TTCCGCCCCC CC
FlagDEK1 cds ACAACTGTAA AAGAGCTAAT TTCTHEE--- -——————-——~ —————————— ——
DEK1 cds ACAACTGTAA AAGAGCTAAT TTCTHEE--- -------—--— —————————— ——

Sekil B1.2: pMIGR1-FlagDEK1 cDNA’s1 dizileme analizi 601-1192 bazlar1 aras1
sonuglari. Consensus; 4 farkli primer ile dizileme sonuglarinin hizalamasi ile olusan
dizi, FlagDEK1 cds; FlagDEK1’in protein kodlayan cDNA dizisi, DEK1 cds; insan
DEK genin DEK1 proteinini kodlayan cDNA dizisi, sonlanma kodonu mor ve EcoRI

kesim bolgesi sar1 ile igsaretlenmistir.
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EK C: pMIGR1-MycDEKZ1 Dizileme Analizi

Consensus
MycDEK1 cds
DEK1 cds

Consensus
MycDEK1 cds
DEK1 cds

Consensus
MycDEK1 cds
DEK1 cds

Consensus
MycDEK1 cds
DEK1 cds

Consensus
MycDEK1 cds
DEK1 cds

Consensus
MycDEK1 cds
DEK1 cds

Consensus
MycDEK1 cds
DEK1 cds

Consensus
MycDEK1 cds
DEK1 cds

Consensus
MycDEK1 cds
DEK1 cds

Consensus
MycDEK1 cds
DEK1 cds

e e I e O I R e |
10 20 30 40 50 60

TCTCTCGAGG TTAACGAATT CGATT

CGCCTCGGCC CCTGCTGCGG AGGGGGAGGG AACCCCCACC CAGCCCGCGT CCGAGAAAGA
CGCCTCGGCC CCTGCTGCGG AGGGGGAGGG AACCCCCACC CAGCCCGCGT CCGAGAAAGA
CGCCTCGGCC CCTGCTGCGG AGGGGGAGGG AACCCCCACC CAGCCCGCGT CCGAGAAAGA

JR R T AN IR IR ORI IVUUUPRR IR IO IR DR
130 140 150 160 170 180
ACCCGRAAATG CCCGGTCCCA GAGAGGAGAG CGAGGAGGAA GAGGACGAGG ACGACGAGGA
ACCCGAAATG CCCGGTCCCA GAGAGGAGAG CGAGGAGGAA GAGGACGAGG ACGACGAGGA

ACCCGAAATG CCCGGTCCCA GAGAGGAGAG CGAGGAGGAA GAGGACGAGG ACGACGAGGA

JR R T AN IR IR ORI IVUUUPRR IR IO IR DR
190 200 210 220 230 240
GGAGGAGGAG GAGGAAAAAG AARAAGAGTCT CATCGTGGAA GGCAAGAGGG AAAAGAARAA
GGAGGAGGAG GAGGAAAAAG AARAAGAGTCT CATCGTGGAA GGCAAGAGGG AAAAGAARAA

GGAGGAGGAG GAGGAAAAAG AAAAGAGTCT CATCGTGGAA GGCAAGAGGG AAAAGAAAAR

JE R T T IS RN AU AR ISR B IO IR [P
250 260 270 280 290 300
AGTAGAGAGG TTGACAATGC AAGTCTCTTC CTTACAGAGA GAGCCATTTA CAATTGCACA
AGTAGAGAGG TTGACAATGC AAGTCTCTTC CTTACAGAGA GAGCCATTTA CAATTGCACA

AGTAGAGAGG TTGACAATGC AAGTCTCTTC CTTACAGAGA GAGCCATTTA CAATTGCACA

e [ e [ I O I
310 320 330 340 350 360
AGGAAAGGGG CAGAAACTTT GTGAAATTGA GAGGATACAT TTTTTTCTAA GTAAGAAGAA
AGGAAAGGGG CAGAAACTTT GTGAAATTGA GAGGATACAT TTTTTTCTAA GTAAGAAGAA

AGGAARAGGGG CAGAAACTTT GTGAAATTGA GAGGATACAT TTTTTTCTAA GTAAGAAGAA

e [ e [ I O I
370 380 390 400 410 420
AACCGATGAA CTTAGAAATC TACACAAACT GCTTTACAAC AGGCCAGGCA CTGTGTCCTC
AACCGATGAA CTTAGAAATC TACACAAACT GCTTTACAAC AGGCCAGGCA CTGTGTCCTC

AACCGATGAA CTTAGAAATC TACACAAACT GCTTTACAAC AGGCCAGGCA CTGTGTCCTC

e [ e [ I O I
430 440 450 460 470 480
ATTAAAGAAG AATGTGGGTC AGTTCAGTGG CTTTCCATTT GAAAAAGGAA GTGTCCAATA
ATTAAAGAAG AATGTGGGTC AGTTCAGTGG CTTTCCATTT GAAAAAGGAA GTGTCCAATA

ATTAAAGAAG AATGTGGGTC AGTTCAGTGG CTTTCCATTT GAAAAAGGAA GTGTCCAATA

JR R T AN IR IR ORI IVUUUPRR IR IO IR DR
490 500 510 520 530 540
TAAAAAGAAG GAAGAAATGT TGAAAAAATT TAGAAATGCC ATGTTAAAGA GCATCTGTGA
TAAAAAGAAG GAAGAAATGT TGAAAAAATT TAGAAATGCC ATGTTAAAGA GCATCTGTGA

TAAAAAGAAG GAAGAAATGT TGAAAAAATT TAGAAATGCC ATGTTAAAGA GCATCTGTGA

JR R T AN IR IR ORI IVUUUPRR IR IO IR DR
550 560 570 580 590 600
GGTTCTTGAT TTGGAGAGAT CAGGTGTAAA TAGTGAACTA GTGAAGAGGA TCTTGAATTT
GGTTCTTGAT TTGGAGAGAT CAGGTGTAAA TAGTGAACTA GTGAAGAGGA TCTTGAATTT

GGTTCTTGAT TTGGAGAGAT CAGGTGTAAA TAGTGAACTA GTGAAGAGGA TCTTGAATTT

Sekil C1.1: pMIGR1-MycDEK1 cDNA’s1 dizileme analizi 1-600 bazlar1 arasi
sonuclari. Consensus; 4 farkli primer ile dizileme sonuglarinin hizalamasi ile olusan
dizi, MycDEK1 cds; MycDEK1’in protein kodlayan cDNA dizisi, DEK1 cds; insan

DEK genin DEK1 proteinini kodlayan cDNA dizisi, baslangi¢c kodonu yesil, Flag

dizisi kirmiz1 ve ECoRI kesim bolgesi sari ile isaretlenmistir.




610 620 630 640 650 660
Consensus CTTAATGCAT CCAAAGCCTT CTGGCAAACC ATTGCCGAAA TCTAAAAAAA CTTGTAGCAA
MycDEK1 cds CTTAATGCAT CCAAAGCCTT CTGGCAAACC ATTGCCGAAA TCTAAAAAAA CTTGTAGCAA
DEK1 cds CTTAATGCAT CCAAAGCCTT CTGGCAAACC ATTGCCGAAA TCTAAAAAAA CTTGTAGCAA
D e e e e o I
670 680 690 700 710 720
Consensus AGGCAGTAAA AAGGAACGGA ACAGTTCTGG AATGGCAAGG AAGGCTAAGC GARACCAAATG
MycDEK1 cds AGGCAGTAAA AAGGAACGGA ACAGTTCTGG AATGGCAAGG AAGGCTAAGC GARACCAAATG
DEK1 cds AGGCAGTAAA AAGGAACGGA ACAGTTCTGG AATGGCAAGG AAGGCTAAGC GARACCAAATG
D e e e e o I,
730 740 750 760 770 780
Consensus TCCTGAAATT CTGTCAGATG AATCTAGTAG TGATGAAGAT GAAAAGAARAA ACAAGGAAGA
MycDEK1 cds TCCTGAAATT CTGTCAGATG AATCTAGTAG TGATGAAGAT GAAAAGAAAA ACAAGGAAGA
DEK1 cds TCCTGAAATT CTGTCAGATG AATCTAGTAG TGATGAAGAT GAAAAGAARAA ACAAGGAAGA
D e e e e o I
790 800 810 820 830 840
Consensus GTCTTCAGAT GATGAAGATA AAGAAAGTGA AGAGGAGCCA CCAAAAAAGA CAGCCAAAAG
MycDEK1 cds GTCTTCAGAT GATGAAGATA AAGAAAGTGA AGAGGAGCCA CCAAAARAGA CAGCCAAAAG
DEK1 cds GTCTTCAGAT GATGAAGATA AAGAAAGTGA AGAGGAGCCA CCAAAAAAGA CAGCCAARAG
D e e e e o I
850 860 870 880 890 900
Consensus AGAAARACCT AAACAGAAAG CTACTTCTAA AAGTAAAAAA TCTGTGAAAA GTGCCAATGT
MycDEK1 cds AGAAAAACCT AAACAGAAAG CTACTTCTAA AAGTAAAAAA TCTGTGAAAA GTGCCAATGT
DEK1 cds AGAAAAACCT AAACAGAAAG CTACTTCTAA AAGTAAAAAA TCTGTGAAAA GTGCCAATGT
D e e e e o I,
910 920 930 940 950 960
Consensus TAAGAAAGCA GATAGCAGCA CCACCAAGAA GAATCAAARAC AGTTCCARAA AAGARAGTGA
MycDEK1 cds TAAGAAAGCA GATAGCAGCA CCACCAAGAA GAATCAAAAC AGTTCCAAAA AAGAAAGTGA
DEK1 cds TAAGAAAGCA GATAGCAGCA CCACCAAGAA GAATCAAARAC AGTTCCARAA AAGARAGTGA
D e e e e o I
970 980 990 1000 1010 1020
Consensus GTCTGAGGAT AGTTCAGATG ATGAACCTTT AATTAAAAAG TTGAAGAAAC CCCCTACAGA
MycDEK1 cds GTCTGAGGAT AGTTCAGATG ATGAACCTTT AATTAAAAAG TTGAAGAAAC CCCCTACAGA
DEK1 cds GTCTGAGGAT AGTTCAGATG ATGAACCTTT AATTAAAAAG TTGAAGARAC CCCCTACAGA
D e e e e o I
1030 1040 1050 1060 1070 1080
Consensus TGAAGAGTTA AAGGAAACAA TARAGAAATT ACTGGCCAGT GCTAACTTGG AAGAAGTCAC
MycDEK1 cds TGAAGAGTTA AAGGAAACAA TAAAGAAATT ACTGGCCAGT GCTAACTTGG AAGAAGTCAC
DEK1 cds TGAAGAGTTA AAGGAAACAA TAAAGAAATT ACTGGCCAGT GCTAACTTGG AAGAAGTCAC
D e e e e o I,
1090 1100 1110 1120 1130 1140
Consensus AATGARACAG ATTTGCAAAA AGGTCTATGA AAATTATCCT ACTTATGATT TAACTGAAAG
MycDEK1 cds AATGAAACAG ATTTGCAAAA AGGTCTATGA AAATTATCCT ACTTATGATT TAACTGAAAG
DEK1 cds AATGARACAG ATTTGCAAAA AGGTCTATGA AAATTATCCT ACTTATGATT TAACTGAAAG
D e e e e o I,
1150 1160 1170 1180 1190 1200
Consensus AAAAGATTTC ATAAAAACAA CTGTAAAAGA GCTAATTTCT EEEATCACTA GTGRATTCCG
MycDEK1 cds AAAAGATTTC ATAAAAACAA CTGTAAAAGA GCTAATTTCT HEE------- ----------
DEK1 cds AARAGATTTC ATAAARAACARA CTGTAAARAGA GCTAATTTCT HEE------- —-————————-

Sekil C1.2: pMIGR1-MycDEK1 cDNA'’s1 dizileme analizi 601-1200 bazlar1 arasi
sonuclari. Consensus; 4 farkli primer ile dizileme sonuglarinin hizalamasi ile olugan
dizi, MycDEKT1 cds; MycDEK1’in protein kodlayan cDNA dizisi, DEK1 cds; insan
DEK genin DEK1 proteinini kodlayan cDNA dizisi, sonlanma kodonu mor ve EcoRl

kesim bolgesi sar1 ile igsaretlenmistir.
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EK D: pMIGR1-FlagDEK2 Dizileme Analizi

DEK1 cds
Consensus
FlagDEK2 cds
DEK2 cds

DEK1 cds
Consensus
FlagDEK2 cds
DEK2 cds

DEK1 cds
Consensus
FlagDEK2 cds
DEK2 cds

DEK1 cds
Consensus
FlagDEK2 cds
DEK2 cds

DEK1 cds
Consensus
FlagDEK2 cds
DEK2 cds

DEK1 cds
Consensus
FlagDEK2 cds
DEK2 cds

DEK1 cds
Consensus
FlagDEK2 cds
DEK2 cds

DEK1 cds
Consensus
FlagDEK2 cds
DEK2 cds

DEK1 cds
Consensus
FlagDEK2 cds
DEK2 cds

20 30 60
—————————— -BTG: ----- —---—---TC CGCCTCGGCC
TCGAGGTTAA CGAATTCGAT TATCENSINSENNENSSNISNNSSNENNETC CGCCTCGGCC
-------------------- - ETC RN EREERE T C  CGCCTCGGCC
—————————— -BTG: --=-- —---—---TC CGCCTCGGCC
| B R IR B N BRI [P BRI IR

70 80 90 100 110 120

CCTGCTGCGG AGGGGGAGGG AACCCCCACC CAGCCCGCGT CCGAGAAAGA ACCCGAAATG

CCTGCTGCGG AGGGGGAGGG AACCCCCACC
CCTGCTGCGG AGGGGGAGGG AACCCCCACC
CCTGCTGCGG AGGGGGAGGG AACCCCCACC

NP

130
CCCGGTCCCA
CCCGGTCCCA
CCCGGTCCCA

CCCGGTCCCA

190

FP P B IO |
140 150
GAGAGGAGAG CGAGGAGGAA
GAGAGGAGAG CGAGGAGGAA
GAGAGGAGAG CGAGGAGGAA

GAGAGGAGAG CGAGGAGGAA

200 210

CAGCCCGCGT
CAGCCCGCGT
CAGCCCGCGT

P

160
GAGGACGAGG
GAGGACGAGG
GAGGACGAGG

GAGGACGAGG

220

CCGAGAAAGA ACCCGAAATG
CCGAGAAAGA ACCCGAAATG
CCGAGAAAGA ACCCGAAATG

AU

170
ACGACGAGGA
ACGACGAGGA
ACGACGAGGA

ACGACGAGGA

230

RPN

180
GGAGGAGGAG
GGAGGAGGAG
GGAGGAGGAG

GGAGGAGGAG

240

GAGGAAAAAG AARAGAGTCT

CATCGTGGAA GGCAAGAGGG AAAAGAAAAA AGTAGAGAGG

GAGGAAAAAG
GAGGAAAAAG
GAGGAAAAAG

250

TTGACAATGC AAGTCTCTTC CTTACAGAGA GAGCCATTTA CAATTGCACA AGGAAAGGGG

310

CAGAAACTTT
CAGAAACTTT
CAGAAACTTT
CAGAAACTTT

|
CTTAGAAATC
CTTAGAAATC
CTTAGAAATC
CTTAGAAATC

AATGTGGGTC
AATGTGGGTC
AATGTGGGTC
AATGTGGGTC

490

GAAGAAATGT
GAAGAAATGT
GAAGAAATGT
GAAGAAATGT

370

430

260

|

320
GTGAAATTGA
GTGAAATTGA
GTGAAATTGA

GTGAAATTGA

|

380
TACACAAACT
TACACAAACT
TACACAAACT

TACACAAACT

GAGGATACAT
GAGGATACAT
GAGGATACAT
GAGGATACAT

390

330

340 350 360
TTTTTTCTAA GTAAGAAGAA AACCGATGAA
TTTTTTCTAA GTAAGAAGAA AACCGATGAA
TTTTTTCTAA GTAAGAAGAA AACCGATGAA
TTTTTTCTAA GTAAGAAGAA AACCGATGAA

400 410 420

440

GCTTTACAAC AGGCCAGGCA CTGTGTCCTC ATTAAAGAAG
GCTTTACAAC AGGCCAGGCA CTGTGTCCTC ATTAAAGAAG
GCTTTACAAC AGGCCAGGCA CTGTGTCCTC ATTAAAGAAG
GCTTTACAAC AGGCCAGGCA CTGTGTCCTC ATTAAAGAAG

450 460 470 480

AGTTCAGTGG CTTTCCATTT
AGTTCAGTGG CTTTCCATTT
AGTTCAGTGG CTTTCCATTT
AGTTCAGTGG CTTTCCATTT

500 510

GAAARAGGAA GTGTCCAATA
GAAARAGGAA GTGTCCAATA
GAAARAGGAA GTGTCCAATA
GAAARAGGAA GTGTCCAATA

520 530

TGAAAAAATT
TGAAAAAATT
TGAAAAAATT
TGAAAAAATT

TAGAAATGCC ATGTTAAAGA GCATCTGTGA
TAGAAATGCC ATGTTAAAGA GCATCTGTGA
TAGAAATGCC ATGTTAAAGA GCATCTGTGA
TAGAAATGCC ATGTTAAAGA GCATCTGTGA

TAAAAAGAAG
TAAAAAGAAG
TAAAAAGAAG
TAAAAAGAAG

el
540
GGTTCTTGAT
GGTTCTTGAT
GGTTCTTGAT

GGTTCTTGAT

Sekil D1.1: pMIGR1-FlagDEK2 cDNA'’s1 dizileme analizi 1-540 bazlar1 arasi
sonuglart. DEK1 cds; insan DEK genin DEK1 proteinini kodlayan cDNA dizisi,
Consensus; 4 farkli primer ile dizileme sonuglarinin hizalamasi ile olusan dizi,
FlagDEK?2 cds; FlagDEK2’nin protein kodlayan cDNA dizisi, DEK1 cds; insan DEK
genin DEK?2 proteinini kodlayan cDNA dizisi, baslangi¢ kodonu yesil, Flag dizisi
kirmizi, DEK2’de kirpilan bolge turkuvaz ve EcoRI kesim bolgesi sart ile

isaretlenmistir.
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I I R IS TS IFS (PR [ BT PR [N e
550 560 570 580 590 600
DEK1 cds TTGGAGAGAT CAGGTGTAAA TAGTGAACTA GTGAAGAGGA TCTTGAATTT CTTAATGCAT
Consensus TTGGAGAGAT CAGGTGTAAA TAGTGAACTA GTGAAGAGGA TCTTGAATTT CTTAATGCAT
FlagDEK2 cds TTGGAGAGAT CAGGTGTAAA TAGTGAACTA GTGAAGAGGA TCTTGAATTT CTTAATGCAT
DEK2 cds TTGGAGAGAT CAGGTGTAAA TAGTGAACTA GTGAAGAGGA TCTTGAATTT CTTAATGCAT
T B Y T TN I e I I I BT e
610 620 630 640 650 660
DEK1 cds CCAAAGCCTT CTGGCAAACC ATTGCCGAAA TCTAAAAAAA CTTGTAGCAA AGGCAGTAAA
Consensus CCAAAGCCTT CTGGCAAACC ATTGCCGAAA TCTAAAAARA CTTGTAGCAA AGGCAGTAAA
FlagDEK2 cds CCABAGCCTT CTGGCAAACC ATTGCCGAAA TCTAAAAAAA CTTGTAGCAA AGGCAGTAAA
DEK2 cds CCAAAGCCTT CTGGCAAACC ATTGCCGAAA TCTAAAAAAA CTTGTAGCAA AGGCAGTAAA
T o (PSS EAAURRN R IR ) EAPRRN B
670 680 690 700 710 720
DEK1 cds AAGGAACGGA ACAGTTCTGG AATGGCAAGG AAGGCTAAGC GAACCAAATG TCCTGAAATT
Consensus AAGGAACGGA ACAGTTCTGG AATGGCAAGG AAGGCTAAGC GAACCAAATG TCCTGAAATT
FlagDEK2 cds AAGGAACGGA ACAGTTCTGG AATGGCAAGG AAGGCTAAGC GAACCAAATG TCCTGARATT
DEK2 cds AAGGAACGGA ACAGTTCTGG AATGGCAAGG AAGGCTAAGC GAACCAAATG TCCTGAAATT
T 1 T (PSS EAAPRURN R IR ) EAPPRRN B
730 740 750 760 770 780
DEK1 cds CTGTCAGATG AATCTAGTAG TGATGAAGAT GAAAAGAAAA ACAAGGAAGA GTCTTCAGAT
Consensus CTGTCAGATG AATCTAGTAG TGATGAAGAT GAAAAGAAAA ACAAGGAAGA GTCTTCAGAT
FlagDEK2 cds CTGTCAGATG AATCTAGTAG TGATGAAGAT GAAAAGAAAA ACAAGGAAGA GTCTTCAGAT
DEK2 cds CTGTCAGATG AATCTAGTAG TGATGAAGAT GAAAAGAAAA ACAAGGAAGA GTCTTCAGAT
R O AR (PR EAARURN UM EPUPIPIPRY ISP IR (PR EPIPDPR IR
790 800 810 820 830 840
DEK1 cds GATGAAGATA AAGAAAGTGA AGAGGAGCCA CCAAAAAAGA CAGCCAAAAG AGAAAAACCT
Consensus GATGAAGATA AAGAAAGTGA AGAGGAGCCA CCAAAAAAGA CAGCCAAAAG AGAAAAACCT
FlagDEK2 cds GATGAAGATA AAGAAAGTGA AGAGGAGCCA CCAAAAAAGA CAGCCAAAAG AGAAAAACCT
DEK2 cds GATGAAGATA AAGAAAGTGA AGAGGAGCCA CCAAAAAAGA CAGCCAAAAG AGAAAAACCT
JR R O AR (PR EAARURN SUPIES EPUPIPIPRY ISR EUPRPRRS (P EPIPDPR DR
850 860 870 880 890 900
DEK1 cds AAACAGAAAG CTACTTCTAA AAGTAAAAAA TCTGTGAAAR GTGCCAATGT TAAGAAAGCA
Consensus AAACAGAAAG CTACTTCTAA AAGTAAAAAA TCTGTGAAAA GTGCCAATGT TAAGAAAGCA
FlagDEK2 cds AAACAGAAAG CTACTTCTAA AAGTAAAAAA TCTGTGAAAA GTGCCAATGT TAAGAAAGCA
DEK2 cds AAACAGAAAG CTACTTCTAA AAGTAAAAAA TCTGTGAAAA GTGCCAATGT TAAGAAAGCA
JR R O AR (PR EAARURN SUPIES EPUPIPIPRY ISR EUPRPRRS (P EPIPDPR DR
910 920 930 940 950 960
DEK1 cds GATAGCAGCA CCACCAAGAA GAATCAAAAC AGTTCCAAAA AAGAAAGTGA GTCTGAGGAT
Consensus GATAGCAGCA CCACCAAGAA GAATCAAAAC AGTTCCAAAA AAGAAAGTGA GTCTGAGGAT
FlagDEK2 cds GATAGCAGCA CCACCAAGAA GAATCAAAAC AGTTCCAAAA AAGAAAGTGA GTCTGAGGAT
DEK2 cds GATAGCAGCA CCACCAAGAA GAATCAAAAC AGTTCCAAAA AAGAAAGTGA GTCTGAGGAT
R I BT S i I BT R I R I BT
970 980 990 1000 1010 1020
DEK1 cds AGTTCAGATG ATGAACCTTT AATTAAAAAG TTGAAGAAAC CCCCTACAGA TGAAGAGTTA
Consensus AGTTCAGATG ATGAACCTTT AATTAAAAAG TTGAAGAAAC CCCCTACAGA TGAAGAGTTA
FlagDEK2 cds AGTTCAGATG ATGAACCTTT AATTAAAAAG TTGAAGAAAC CCCCTACAGA TGAAGAGTTA
DEK2 cds AGTTCAGATG ATGAACCTTT AATTAAAAAG TTGAAGAAAC CCCCTACAGA TGAAGAGTTA
P PN BT P T A TR PP B I BT T P
1030 1040 1050 1060 1070 1080
DEK1 cds AAGGAAACAA TAAAGAAATT ACTGGCCAGT GCTAACTTGG AAGAAGTCAC AATGAAACAG
Consensus AAGGAAACAA TAAAGAAATT ACTGGCCAGT GCTAACTTGG AAGAAGTCAC AATGAAACAG
FlagDEK2 cds AAGGAAACAA TAAAGAAATT ACTGGCCAGT GCTAACTTGG AAGAAGTCAC AATGAAACAG
DEK2 cds AAGGAAACAA TAAAGAAATT ACTGGCCAGT GCTAACTTGG AAGAAGTCAC AATGAAACAG
N I BT T Y P I PR A I I I BT P
1090 1100 1110 1120 1130 1140
DEK1 cds ATTTGCAAAA AGGTCTATGA AAATTATCCT ACTTATGATT TAACTGAAAG AAAAGATTTC
Consensus ATTTGCAAAA AGGTCTATGA AAATTATCCT ACTTATGATT TAACTGARAG AAAAGATTTC
FlagDEK2 cds ATTTGCAAAA AGGTCTATGA AAATTATCCT ACTTATGATT TAACTGAAAG AAAAGATTTC
DEK2 cds ATTTGCAAAA AGGTCTATGA AAATTATCCT ACTTATGATT TAACTGAAAG AAAAGATTTC
1 e e e I I |
1150 1160 1170 1180 1190
DEK1 cds ATAAARACAA CTGTARARAGA GCTAATTTCT MBE-—----= ——==—————= ————— e
Consensus ATAAAAACAA CTGTAAAAGA GCTAATTTCT EMBBAATCACT AGTGRATTCC GCCCCCC
FlagDEK2 cds ATAAAAACAA CTGTAAAAGA GCTAATTTCT JE------- --------—= —=————==
DEK2 cds ATAAAAACAA CTGTAAARAGA GCTAATTTCT MMBE-———=== —=======—= ——————x

Sekil D1.2: pMIGR1-FlagDEK2 cDNA'’s1 dizileme analizi 1-540 bazlar1 arasi
sonuglart. DEK1 cds; insan DEK genin DEK1 proteinini kodlayan cDNA dizisi,
Consensus; 4 farkli primer ile dizileme sonuglarinin hizalamasi ile olusan dizi,
FlagDEK?2 cds; FlagDEK2’nin protein kodlayan cDNA dizisi, DEK1 cds; insan DEK
genin DEK2 proteinini kodlayan cDNA dizisi, sonlanma kodonu mor ve EcoRl
kesim bolgesi sari ile isaretlenmistir.
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EK E: pMIGR1-MycDEK?2 Dizileme Analizi

DEK1 cds
Consensus
MycDEK2 cds
DEK2 cds

DEK1 cds
Consensus
MycDEK2 cds
DEK2 cds

DEK1 cds
Consensus
MycDEK2 cds
DEK2 cds

DEK1 cds
Consensus
MycDEK2 cds
DEK2 cds

DEK1 cds
Consensus
MycDEK2 cds
DEK2 cds

DEK1 cds
Consensus
MycDEK2 cds
DEK2 cds

DEK1 cds
Consensus
MycDEK2 cds
DEK2 cds

DEK1 cds
Consensus
MycDEK2 cds
DEK2 cds

DEK1 cds
Consensus
MycDEK2 cds
DEK2 cds

JO O I N [N [N (PURORN ORISR BRPUPPIPRY I |
10 20 30 40 50 60

______________ BPE--- —--———-———= —————————— ———————TCC GCCTCGGCCC
TCC GCCTCGGCCC

-------------- AT ARG ' G CCTCGGCCC
______________ BPE--- ———--———-= —————————— ——————-TCC GCCTCGGCCC

70 80 90 100 110 120
CTGCTGCGGA GGGGGAGGGA ACCCCCACCC AGCCCGCGTC CGAGAAAGAA CCCGAARATGC
CTGCTGCGGA GGGGGAGGGA ACCCCCACCC AGCCCGCGTC CGAGAAAGAA CCCGAAATGC
CTGCTGCGGA GGGGGAGGGA ACCCCCACCC AGCCCGCGTC CGAGAAAGAA CCCGAAATGC
CTGCTGCGGA GGGGGAGGGA ACCCCCACCC AGCCCGCGTC CGAGAAAGAA CCCGAARATGC

B T R I AR IV IR IS I DA IR B
130 140 150 160 170 180
CCGGTCCCAG AGAGGAGAGC GAGGAGGAAG AGGACGAGGA CGACGAGGAG GAGGAGGAGG
CCGGTCCCAG AGAGGAGAGC GAGGAGGAAG AGGACGAGGA CGACGAGGAG GAGGAGGAGG
CCGGTCCCAG AGAGGAGAGC GAGGAGGAAG AGGACGAGGA CGACGAGGAG GAGGAGGAGG

CCGGTCCCAG AGAGGAGAGC GAGGAGGAAG AGGACGAGGA CGACGAGGAG GAGGAGGAGG

190 200 210 220 230 240

AGGAAAAAGA AAAGAGTCTC ATCGTGGAAG GCAAGAGGGA AARAGAAAAAA GTAGAGAGGT
AGGAAAAAG= ========== mcemcccceee cmemmmmeeee cmmmme—e—e —e————————
AGGAAABAG= ========== mmmmmmmm—— e — mm e ————— ——————————
AGGAAABAG= ========== mmmmmmmm—m e — mm e m———— ——————————
B [UPRA EARUA [ORRRRN O IPUPRID AP I EUUI ISR BRI B
250 260 270 280 290 300
TGACAATGCA AGTCTCTTCC TTACAGAGAG AGCCATTTAC AATTGCACAA GGAAAGGGGC
——————————————— -GAAAGGGGC

- - -- -GARAGGGGC

- - --- -GARAGGGGC

B T TR (AR RN IVUPRIR RPN NP IR IR BRI D
310 320 330 340 350 360

AGAAACTTTG TGAAATTGAG AGGATACATT TTTTTCTAAG TAAGAAGAAA ACCGATGAAC
AGAAACTTTG TGAAATTGAG AGGATACATT TTTTTCTAAG TAAGAAGAAA ACCGATGAAC
AGAARACTTTG TGAAATTGAG AGGATACATT TTTTTCTAAG TAAGAAGAAA ACCGATGAAC
AGAAACTTTG TGAAATTGAG AGGATACATT TTTTTCTAAG TAAGAAGAAA ACCGATGAAC

B L I PR BRI N BRI PRI PP I I
370 380 390 400 410 420
TTAGAAATCT ACACAAACTG CTTTACAACA GGCCAGGCAC TGTGTCCTCA TTAARAGAAGA
TTAGAAATCT ACACAAACTG CTTTACAACA GGCCAGGCAC TGTGTCCTCA TTAAAGAAGA
TTAGAAATCT ACACAAACTG CTTTACAACA GGCCAGGCAC TGTGTCCTCA TTAAAGAAGA

TTAGAAATCT ACACAAACTG CTTTACAACA GGCCAGGCAC TGTGTCCTCA TTAAAGAAGA

B T S N IPU A A IR EN IR A IR
430 440 450 460 470 480
ATGTGGGTCA GTTCAGTGGC TTTCCATTTG AAAAAGGAAG TGTCCAATAT AARAAGAAGG
ATGTGGGTCA GTTCAGTGGC TTTCCATTTG AAAAAGGAAG TGTCCAATAT AAAAAGAAGG
ATGTGGGTCA GTTCAGTGGC TTTCCATTTG AAAAAGGAAG TGTCCAATAT AAAAAGAAGG

ATGTGGGTCA GTTCAGTGGC TTTCCATTTG AAAAAGGAAG TGTCCAATAT AAAAAGAAGG

deveel vveleiead viilieael vveidoneid voeiloneel wueilenatl
490 500 510 520 530 540
AAGAAATGTT GAAAAAATTT AGAAATGCCA TGTTAAAGAG CATCTGTGAG GTTCTTGATT
AAGAAATGTT GAAAAAATTT AGAARATGCCA TGTTAAAGAG CATCTGTGAG GTTCTTGATT
AAGARATGTT GAAAAARATTT AGAARATGCCA TGTTAAAGAG CATCTGTGAG GTTCTTGATT

AAGAAATGTT GAAAAAATTT AGAAATGCCA TGTTAAAGAG CATCTGTGAG GTTCTTGATT

Sekil E1.1: pMIGR1-MycDEK?2 cDNA’s1 dizileme analizi 1-540 bazlar arasi
sonuglari. DEK1 cds; insan DEK genin DEK1 proteinini kodlayan cDNA dizisi,
Consensus; 4 farkli primer ile dizileme sonuglarinin hizalamasi ile olusan dizi,
MycDEK?2 cds; MycDEK2’nin protein kodlayan cDNA dizisi, DEK2 cds; insan
DEK genin DEK2 proteinini kodlayan cDNA dizisi, baslangi¢ kodonu yesil, Flag
dizisi kirmizi, DEK2’de kirpilan bolge turkuvaz ve EcoRI kesim bolgesi sari ile

isaretlenmistir.




B Rl B TR I I I B IR B R B I
550 560 570 580 590 600
DEK1 cds TGGAGAGATC AGGTGTAAAT AGTGAACTAG TGAAGAGGAT CTTGAATTTC TTAATGCATC
Consensus TGGAGAGATC AGGTGTAAAT AGTGAACTAG TGAAGAGGAT CTTGAATTTC TTAATGCATC
MycDEK2 cds TGGAGAGATC AGGTGTAAAT AGTGAACTAG TGAAGAGGAT CTTGAATTTC TTAATGCATC
DEK2 cds TGGAGAGATC AGGTGTAAAT AGTGAACTAG TGAAGAGGAT CTTGAATTTC TTAATGCATC
O e T e o I O I O |
610 620 630 640 650 660
DEK1 cds CAAAGCCTTC TGGCAAACCA TTGCCGAAAT CTAAAAAAAC TTGTAGCAAA GGCAGTAAAA
Consensus CAAAGCCTTC TGGCAAACCA TTGCCGAAAT CTAAAAAAAC TTGTAGCAAA GGCAGTAAAA
MycDEK2 cds CAAAGCCTTC TGGCAAACCA TTGCCGAAAT CTAAAAAAAC TTGTAGCAAA GGCAGTAAAA
DEK2 cds CAAAGCCTTC TGGCAAACCA TTGCCGAAAT CTAAAAAAAC TTGTAGCAAA GGCAGTAAAA
R B B e B I e I SRR I I I
670 680 690 700 710 720
DEK1 cds AGGAACGGAA CAGTTCTGGA ATGGCAAGGA AGGCTAAGCG AACCAAATGT CCTGAAATTC
Consensus AGGAACGGAA CAGTTCTGGA ATGGCAAGGA AGGCTAAGCG AACCAAATGT CCTGAAATTC
MycDEK2 cds AGGAACGGRA CAGTTCTGGA ATGGCAAGGA AGGCTAAGCG AACCAAATGT CCTGAAATTC
DEK2 cds AGGAACGGRA CAGTTCTGGA ATGGCAAGGA AGGCTAAGCG AACCAAATGT CCTGAAATTC
P O T e e e e I O |
730 740 750 760 770 780
DEK1 cds TGTCAGATGA ATCTAGTAGT GATGAAGATG AAAAGAAAAA CAAGGAAGAG TCTTCAGATG
Consensus TGTCAGATGA ATCTAGTAGT GATGAAGATG AAAAGAAAAA CAAGGAAGAG TCTTCAGATG
MycDEK2 cds TGTCAGATGA ATCTAGTAGT GATGAAGATG AAAAGAAAAA CAAGGAAGAG TCTTCAGATG
DEK2 cds TGTCAGATGA ATCTAGTAGT GATGAAGATG AAAAGAAAAA CAAGGAAGAG TCTTCAGATG
P T e [ I I
790 800 810 820 830 840
DEK1 cds ATGAAGATAA AGAAAGTGAA GAGGAGCCAC CAAAAAAGAC AGCCAAAAGA GAAAAACCTA
Consensus ATGAAGATAA AGAAAGTGAA GAGGAGCCAC CAAAAAAGAC AGCCAAAAGA GAAAAACCTA
MycDEK2 cds ATGAAGATAA AGAAAGTGAA GAGGAGCCAC CAAAAAAGAC AGCCAAAAGA GAAAAACCTA
DEK2 cds ATGAAGATAA AGAAAGTGAA GAGGAGCCAC CAAAAAAGAC AGCCAAAAGA GAAAAACCTA
B R BT I I B E T R SRR IR EEPII I
850 860 870 880 890 900
DEK1 cds AACAGAAAGC TACTTCTAAA AGTAAAAAAT CTGTGAAAAG TGCCAATGTT AAGAAAGCAG
Consensus AACAGAAAGC TACTTCTAAA AGTAAAAAAT CTGTGAAAAG TGCCAATGTT AAGAAAGCAG
MycDEK2 cds AACAGAAAGC TACTTCTAAA AGTAAAAAAT CTGTGAAAAG TGCCAATGTT AAGAAAGCAG
DEK2 cds AACAGAAAGC TACTTCTAAA AGTAAAAAAT CTGTGAAAAG TGCCAATGTT AAGAAAGCAG
B PR IR TR Y B PR B IR IR IR ISP I
910 920 930 940 950 960
DEK1 cds ATAGCAGCAC CACCAAGAAG AATCAAAACA GTTCCAAAAA AGAAAGTGAG TCTGAGGATA
Consensus ATAGCAGCAC CACCAAGAAG AATCAAAACA GTTCCAAAAA AGAAAGTGAG TCTGAGGATA
MycDEK2 cds ATAGCAGCAC CACCAAGAAG AATCAAAACA GTTCCAAAAA AGAAAGTGAG TCTGAGGATA
DEK2 cds ATAGCAGCAC CACCAAGAAG AATCAAAACA GTTCCAAAAA AGAAAGTGAG TCTGAGGATA
T T e e N I
970 980 990 1000 1010 1020
DEK1 cds GTTCAGATGA TGAACCTTTA ATTAAAAAGT TGAAGAAACC CCCTACAGAT GAAGAGTTAA
Consensus GTTCAGATGA TGAACCTTTA ATTAAAAAGT TGAAGAAACC CCCTACAGAT GAAGAGTTAA
MycDEK2 cds GTTCAGATGA TGAACCTTTA ATTAAAAAGT TGAAGAAACC CCCTACAGAT GAAGAGTTAA
DEK2 cds GTTCAGATGA TGAACCTTTA ATTAAAAAGT TGAAGAAACC CCCTACAGAT GAAGAGTTAA
R B B e B R T I B I B IRl
1030 1040 1050 1060 1070 1080
DEK1 cds AGGAAACAAT AAAGAAATTA CTGGCCAGTG CTAACTTGGA AGAAGTCACA ATGAAACAGA
Consensus AGGAAACAAT AAAGAAATTA CTGGCCAGTG CTAACTTGGA AGAAGTCACA ATGAAACAGA
MycDEK2 cds AGGAAACAAT AAAGAAATTA CTGGCCAGTG CTAACTTGGA AGAAGTCACA ATGAAACAGA
DEK2 cds AGGAAACAAT AAAGAAATTA CTGGCCAGTG CTAACTTGGA AGAAGTCACA ATGAAACAGA
D o e e [ [ [ P [
1090 1100 1110 1120 1130 1140
DEK1 cds TTTGCAAAAA GGTCTATGAA AATTATCCTA CTTATGATTT AACTGAAAGA AAAGATTTCA
Consensus TTTGCAAAAA GGTCTATGAA AATTATCCTA CTTATGATTT AACTGAAAGA AAAGATTTCA
MyCDEKZ cds TTTGCAAAAA GGTCTATGAA AATTATCCTA CTTATGATTT AACTGAAAGA AAAGATTTCA
DEK2 cds TTTGCAAAAA GGTCTATGAA AATTATCCTA CTTATGATTT AACTGAAAGA AAAGATTTCA
B B T I R I R B IR TR -
1150 1160 1170 1180 1190 1200
DEK1 cds TAAAAACAAC TGTAAAAGAG CTAATTTCTENNEE--—————— —————————= ——————————
Consensus TAAAAACAAC TGTAAAAGAG CTAATTTCTEEMATCACTAG TGAATTCCGC CCCCCCCCCT
MycDEK2 cds TAAAAACAAC TGTAAAAGAG CTAATTTCTNEE--—---—— ————————-= ——————————
DEK2 cds TAAAAACAAC TGTAAAAGAG CTAATTTCTENMEE------—- ———————--= ——————————

Sekil E1.2: pMIGR1-MycDEK?2 cDNA’s1 dizileme analizi 1-540 bazlar arasi
sonuglari. DEK1 cds; insan DEK genin DEK1 proteinini kodlayan cDNA dizisi,
Consensus; 4 farkli primer ile dizileme sonuglarinin hizalamasi ile olusan dizi,
MycDEK?2 cds; MycDEK2’nin protein kodlayan cDNA dizisi, DEK2 cds; insan
DEK genin DEK2 proteinini kodlayan cDNA dizisi, baslangi¢ kodonu yesil, Flag
dizisi kirmizi, DEK2’de kirpilan bolge turkuvaz ve EcoRI kesim bolgesi sart ile
isaretlenmistir.

90



EK F: Tez Calismasi1 Kapsaminda Yapilan Yaynlar

Ozcelik E., Kalayci A., Celik B., Avci A., Akyol H., Kilic I1.B., Guzel T., Cetin M.,
Ozturk M.T., Caliskaner Z.0., Tombaz M., Yoleri D., Konu O., Kandilci A., (2022),
"Doxorubicin induces prolonged DNA damage signal in cells overexpressing DEK
isoform-2", PLoS One, 17, e0275476.

Ozgelik E., Kalayc1 A., Celik B., Aver A., Akyol H., Kilig I.B., Cakar T., Cetin M.,
Tuzlakoglu Oztiirk M., Caliskaner Z.0., Kandilci A., (2021), "High level of DEK
isoform-2 delays recovery from doxorubicin induced DNA damage", The 45th FEBS
Congres, Ljubljana/Slovenia, 3-8 July 2021 (FEBS 2021).

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

Ozgelik E., Kalayc1 A., Celik B., Kandilci A., (2019), "Heterodimerization, secretion
and expression patterns of DEK isoforms 1 and 2", Turkish Journal of Biology., 43(5
Suppl), 1-132.

Ozgelik E., Kandilci A., (2017), "Cloning of DEK Protein Isoforms to Retroviral
Expression Vectors”, Gebze Technical University Post Graduate Research
Symposium and Publicity Days 2017, 17-18 May 2017.

EK G: Telif Hakki Bulunan Sekiller Icin Alinan izinler

Tablo G1.1: Telif hakki bulunan sekiller i¢in alinan izinler.

Sekil No. | Lisans Tarihi Lisans No. Telif Sahibi
Sekil 2.1 31.01.2023 5479311498501 Springer Nature
Sekil 2.2 31.01.2023 Creative Commons (CC) Springer Nature
Sekil 3.1 31.01.2023 5479320465693 Elsevier
Sekil 3.2 31.01.2023 Creative Commons (CC) Elsevier
Sekil 3.3 31.01.2023 5479320758283 Elsevier
Sekil 3.4 31.01.2023 5479320758283 Elsevier
Oxford University
Sekil 4.1 31.01.2023 Creative Commons (CC) Press
Sekil 4.2 31.01.2023 Creative Commons (CC) Springer Nature
Sekil 6.1 31.01.2023 Creative Commons (CC) Springer Nature

91



