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OZET

Mantardan insana kadar tiim 6karyotlarda korunmus olan Coiled-coil domain
containing 124 (Ccdc124) proteini, memeli hiicrelerinde yeni tanimlanmis fonksiyonel
bir proteindir. Insan hiicrelerinde lokalizasyonu hiicre déngiisiiniin interfaz evresinde
sentrozomda; mitozun post-anafaz evresinden sitokinetik boliinmeye kadar orta-
cisimcikte (midbody) goriilmektedir. Daha Once yapilan c¢aligmalarda Ccdcl24
proteinini kodlayan genin susturulmasi veya ifadesinin artirilmasi durumunda
hiicrelerin boliinemedigi ve ¢ok ¢ekirdekli hiicrelerin meydana geldigi belirlenmistir
[1], [2], [3], [4]- Yapilan bu tez ¢alismasinin ilk kisminda, Ccdc124 proteininin hiicre
ici potansiyel protein etkilesim partnerlerini bulmaya yonelik yapisal biyoinformatik
calismalar gergeklestirilmistir. Belirlenen adaylarin etkilesimleri immiinboyama ve
birlikte ¢oktiirme deneyleri ile teyit edilmistir. Calismanin ikinci kisminda, Ccdc124
proteininin translasyon sonrast modifikasyon bolgelerinden Y38, S122 ve S141
aminoasitleri, N veya C-terminalinde farkli etiketlere sahip Ccdc124 vektorleri kalip
olarak kullanilarak yonlendirilmis mutagenez teknigi ile mutasyona ugratilmistir.
Ardindan ilgili vektorlerle transfekte edilen hiicrelerde protein stabilite ve
degradasyon durumlart agisindan immiinoblot, hiicre i¢i lokalizasyon degisimi
acisindan ise immiinboyama teknikleri ile analiz edilmistir. Yapilan immiinblot
caligmalarinda farkli protein degradasyon profilleri gdzlemlenmistir. Immiinboyama
calismalarinda ise tiim mutantlarda sentrozom lokalizasyonu bozulmakla birlikte orta-
cisimcik lokalizasyonu etkilenmemistir. Ek olarak bazi mutantlarda daha once
goriilmeyen hiicre i¢i ve digi niikleik asit-Ccdc124 oOrtiismeleri gézlemlenmistir.
Calismanin son kisminda ise, Ccdc124’iin translasyon sonrasi ugradigi fosforilasyon
durumlarinin belirlenmesi amaglanmistir. In vitro kinaz deneyi ile Kazein Kinaz 2
(CK2) tarafindan fosforillendigi onceki deneysel c¢alismalarla gosterilmis olan
Ccdc124’in [1], CK2 fosforilasyonu teyit edilerek, gerek literatiirdeki veriler, gerekse
gerceklestirdigimiz biyoinformatik arastirmalar ¢ercevesinde potansiyel kinazlarindan
biri olarak tahmin edilen PLK1 ile etkilestigi ve fosforilasyona ugradigina yonelik

veriler elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Coiled-coil domain containing 124 (Ccdcl24), Orta-
Cisimcik, Sentrozom, Yonlendirilmis = Mutagenez, In-vitro Kinaz,

Immiinboyama.



SUMMARY

The Coiled-coil domain containing-124 (Ccdc124) protein, which is conserved
in all eukaryotes, from fungi to human, is a newly identified functional protein in
mammalian cells. It localizes in centrosomes in the interphase of cell cycle; then from
post-anaphase stage, it translocates to midbody untill cytokinetic divison completion.
Previous studies have shown that the silencing or over-expression of the gene coding
for the Ccdc124 protein results in non-divided and multinuclear cells [1], [2], [3], [4].
In the first part of this thesis, structural bioinformatics studies were carried out to find
intracellular potential protein interaction partners of the Ccdc124 protein. Interactions
of the identified candidates have been confirmed by immunostaining and co-
Immunoprecipitation experiments. In the second part of the study, amino acids Y38,
S122 and S141 from the post-translational modification regions of the Ccdc124 protein
were mutated by site-directed mutagenesis technique by using Ccdc124 vectors with
different labeled at the N- or C-terminus as a template. Subsequently, immunoblot
experiments were performed in terms of protein stability and degradation status; and
immunostaining in terms of intracellular localization change in cells transfected with
the mutant vectors. Different protein degradation profiles were observed from
immunoblot studies. All mutants have not affected the midbody localization as well as
disrupted the centrosome localization of Ccdcl24. In addition, in some mutants,
intracellular and extracellular nucleic acid-Ccdc124 overlaps that have not been seen
previously have been observed. In the last part of the study, it was aimed to determine
the phosphorylation status of Ccdcl124 after translation. Casein Kinase 2 (CK2)
phosphorylation on Ccdc124, which has been demonstrated in previous experimental
studies [1], confirmed; and data obtained about both interaction and phosphorylation
of Ccdcl124 by PLK1 which is the potential candidate kinase according to both data
from literature and performed bionformatics studies.

Key Words: Coiled-coil domain-containing 124 (Ccdc124), Midbody,
Centrosome, Site-Directed Mutagenesis, In-vitro Kinase, Immunostaining.
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1. GIRIS

Hiicre boliinmesi, telomer bagimh replikatif yaslanma ve kanser gibi pek ¢ok
giincel olguyla dogrudan baglantili oldugundan iizerinde en ¢ok ¢alisilan konulardan
biri haline gelmistir. Insanlarin &miirlerinin uzunlugunu ve kalitesini arttirmak,
ozellikle kontrolsiiz hiicre boliinmesiyle karakterize olan kanser gibi hastaliklara nokta
atis1 ¢6ziim Onerileri liretebilmek amaciyla yapilan arastirmalar, hiicre béliinmesinin
molekiiler mekanizmasin1 aydinlatmak iizerine yogunlagsmistir. Hiicre bdliinmesi,
biiyiime, gelisme, gen aktarimi ve doku yenilenmesi gibi kritik 6neme sahip
stireglerden sorumludur. Kromozom sayisinin sabit tutularak atasal bir hiicreden
birbirine es iki yavru hiicrenin meydana getirildigi bir siire¢ olan mitoz bdliinme;
boliinmeye hazirlik evresi olan interfaz evresini (G1,S,G2), ardindan sirasiyla profaz,
metafaz, anafaz ve telofaz evrelerinden olusan g¢ekirdek boliinmesi (karyokinez)
stirecini ve devaminda da sitokinez olarak isimlendirilen sitoplazma bdliinmesini
iceren bir siirectir. Boliinme siirecinde en biiyiik rol, orta-cisimcik olarak adlandirilan
aktomiyozin kasilma halkasinin anti-paralel mikrotiibiilleri sikistirmasiyla ortaya
¢ikan, boliinme igin gerekli olan proteinlerin bulundugu, dinamik, gegici ve elektro-
yogun bir organeldir [6].

Mantardan insana kadar tiim Okaryotlarda korunmus olan Coiled-coil domain
containing-124 (Ccdc124) proteini, pek ¢cok sentrozom proteininde oldugu gibi sarili
sarmal bolge motifine sahiptir. Interfazda sentrozomda konumlanan, telofazda ise orta
cisimcige gogen proteinler arasinda yer alan Ccdc124 proteininin hiicrede ifadesinin
diistiriilmesi  veya  artirilmast  durumlarinda  sitoplazma  boliinmesinin
gerceklesmeyerek ¢ok gekirdekli hiicre olusumuna neden oldugu gosterilmistir. [1],
[2], [3], [4]. Ozellikle sitokinezde gorev alan proteinlerden biri olan Ras guanin
niikleotit degistirici faktér 1B (RasGEF1B)’nin ise orta cisimcikte gerceklesen Rap
konumlanmasi sinyal yolaginda Rap2’nin aktivasyonunda rol oynadigi ortaya
konmustur [5], [2].

Gergeklestirdigimiz bu tez ¢alismasmin ilk kisminda CCDC124 proteininin
hiicre i¢i potansiyel protein etkilesim partnerlerini bulmaya yonelik yapisal
biyoinformatik caligmalar gerceklestirilmistir. Belirlenen adaylarin etkilesimleri
immiinboyama ve/veya birlikte ¢oktlirme deneyleri ile teyit edilmistir.

Calismamizin ikinci kisminda, CCDC124 proteininin bilinen ve potansiyel

translasyon sonrast modifikasyon bdlgeleri yonlendirilmis mutagenez teknigi ile



mutasyona ugratilmig ve DNA dizi analizi ile teyit edilmistir. Ardindan ilgili
vektorlerin HEK293T, HeLa ve hTERT-RPE-1 hiicre hatlarina transfeksiyonlari
yapilmistir. Transfekte edilen hiicreler protein stabilitesi agisindan immiinblot, hiicre
i¢i lokalizasyon agisindan ise immiinboyama teknikleri ile analiz edilmistir. Yapilan
immiinblot c¢aligmalarinda mutant vektorlerin olusturdugu protein stabilite /
degradasyon  profillerinin  gdzlemlenmesi  amaglanmistir.  Immiinboyama
caligmalarinda ise CCDC124 proteininin hiicre i¢i lokalizasyon degisimleri; 6zellikle
sentrozom ve orta-cisimcik lokalizasyon durumlarinin gézlemlenmesi amaglanmaistir.
Immiinboyama ¢alismalarinda orta-cisimcik lokalizasyonunun gdzlemlenebilmesi igin
hiicreler sitokinez evresinde senkronize edilmistir.

Calisgmamizin son kismi ise, CCDC124’{in translasyon sonras1 fosforilasyonu
tizerinedir. Kazein Kinaz 2 (CK2) ile fosforillendigi daha once gdsterilmis olan
CCDC124’lin [1], biyoinformatik veritabanlarinda potansiyel kinazlarindan biri olarak
tahmin edilen PLK1 ile fosforilasyon durumu merak edilmis ve in vitro kinaz teknigi

ile bir PLK1 substrati olup olmadig1 sorgulanmastir.

1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve I¢erigi

Insan HeLa hiicre hattinda CCDC124 proteininin, hiicre dongiisiiniin farkli
evrelerinde nerelerde konumlandigr arastirilmis ve bazi aminoasitlerinin translasyon
sonrasi modifikasyona ugradig belirlenmistir [1], [2]. Tez ¢alismamizda CCDC124
proteininin iglevlerinin ve kararliliginin literatiire ek olarak hangi translasyon sonrasi
mekanizmalarla diizenlendigi ve konumunun O6zellikle bilinen lokalizasyonlarinin
(sentrozom ve orta-cisimcik) nasil degistiginin arastirilmasi ve literatiire ek olarak
hiicre igerisindeki yeni etkilesim partnerlerinin biyoinformatik analizlerle tespit
edilerek deneysel olarak dogrulanmas1 amaglanmaktadir.

Daha o6nce yapilan caligsmalarla hiicre boliinmesi ile iliskili oldugu ve hiicre
boliinmesinin ¢esitli evrelerinde nerelerde konumlandigr ortaya ¢ikarilan CCDC124
proteininin bilinen islevlerinin ne tiir translasyon sonrast modifikasyonlarla
diizenlendigi, hiicre-alt konumunun hangi translasyon sonras1 modifikasyonlara baglh
oldugu ve yeni etkilesim partnerlerinin neler olabilecegini aydinlatmay1
amacladigimiz tezimiz, kontrolsiiz hiicre boliinmesiyle karakterize olan kanser gibi
insan saghigini tehdit eden olusumlara karsi bir hedef gelistirilmesinde fayda

saglayacak veriler elde edilmesini saglayip, ayni zamanda hiicre boliinmesiyle



baglantili anomalileri temel alan hastaliklar i¢in potansiyel tedavi yontemlerinin

gelistirilmesine 151k tutacaktir.



2. HUCRE DONGUSU

Hiicre dongiisii, dongii siirecinde gerceklesen olaylarin kronolojik siralamasina
gore Gapl(G1), Sentez(S), Gap2(G2) ve Mitoz(M) olmak tizere 4’e ayrilmaktadir
(Sekil 2.1). Mitoz digindaki diger 3 faz Interfaz evresi olarak nitelendirilir. Yaklasik
olarak bir epitel hiicresi bir giinliik boliinme siirecinin yaklagik 22 saatini interfazda
gecirir. Genetik materyalin iki katina ¢ikmasi ve ayrilma olaylar1 sirasiyla S ve M
fazlarinda gergeklesir. S fazinda hem DNA hem de sentrozomlar iki katina ¢ikar. iki
katina ¢ikan sentrozomlar, M fazinda gerceklesecek olan kardes kromatitlerin
ayrilmasindan sorumlu mitotik ipliklerin kutuplarini olusturmak igin ayrilirlar [6].

G1 ve G2 fazlari, S ve M fazlarim gozle goriiliir bigimde ayirdigi i¢in Gap olarak
nitelendirilmislerdir. G1 evresinde 1§ ipligi proteinleri, ATP ve diger bazi proteinlerin
sentezine ek olarak hiicrenin biiylikliigii ve dnceki boliinmeden kaynaklt DNA hasari
da kontrol edilir. Eger bir hasar varsa bu durumun diizeltilmesi adina hiicre dongiisii
durdurulur ve hasar giderildikten sonra tekrar dongiiniin devami saglanir. G2 evresi
ise boliinme 6ncesi son hazirlik evresidir. Organellerin sayist artirilip hiicre boliinmesi

icin gerekli olan enzimler ve diger molekiillerin sentezlenir [7].

Sekil 2.1: Hiicre dongiisii semas.

M (mitoz) evresinde ¢ekirdek boliinmesi (karyokinez) ve sitoplazma boliinmesi
(sitokinez) gerceklesir. Sirasiyla profaz, prometafaz, metafaz, anafaz, post-anafaz ve
telofaz safhalarinin gerceklestigi karyokinezi takiben, sitokinezle yavru hiicrelerin
sitoplazmalar1 ayrilir ve bdoliinme tamamlanmis olur (Sekil 2.2) (a. Profaz, b.
Prometafaz, c. Metafaz, d. Anafaz, e. Post-Anafaz, f. Telofaz/Sitokinez). Basarili bir
hiicre boliinmesi, genetik materyalin tamaminin iki katina ¢ikarilmasi ve esit olarak iki
hiicreye dagitilmasini gerektirir; sonug olarak iki tane birbirinin aynisi kardes hiicre

olusur [7].



‘ RN Polar Kromozomal . Kasilma Téziki
CeLudeL / Mikrotitbiil / Mikrotisbitl ( Halkas: Q- Veaikil

Kinetekor o Aktin 7
‘ Iy Kromozom / Mikrotitbilis $ Orta-cisimetk Filamenti & i'\’fg:::n
Astral Hiicre
@ Sentrozom Mikrotixbiil PB88Y K orteksi x Miyozin I ‘

Sekil 2.2: Hiicre Boliinmesi Asamalari.

2.1. Hiicre Dongiisii Regiilatorii CK2

CK2, kazein gibi asidik proteinleri fosforilleyen bir serin/threonin protein
kinazdir. Basta hiicre dongiisliniin kontrolii olmak iizere bir¢ok hiicresel siirecte rol
oynamaktadir. CK2 hiicrede tetramer yapida bulunmakta ve biinyesinde 2 alfa-2 beta
alt iinitesi barindirmaktadir. Alfa alt iiniteler katalitik aktiviteye sahipken, beta alt
tinitesi otofosforilasyondan sorumludur [8].

CK2, hiicre dongiisiiniin her siirecinde aktif rol oynamakta ve bazi proteinlerin
fosforilasyonunu katalize etmektedir. Mayada yapilan genetik ¢aligmalar CK2’nin
ozellikle G1/S ve G2/M gegisinde rol oynadigmi ortaya koymustur. Memeli
hiicrelerinde yapilan c¢aligmalarda ise CK2 alt {initelerine karsi antisense
oligoniikleotidler, CK2 antikor mikroenjeksiyonu ve CK2 inhibitorii eklenen
durumlarda hiicre dongiisii durmaktadir. Hiicre dongiisii agirlikli olarak Siklin-bagiml
kinaz (CDK) ailesi tiyeleri tarafindan diizenlenmektedir. Hiicre dongiisiiniin en erken
evrelerinde dahi diizenlenmelerinde rol oynayan CK2, CDK-aktive edici kinaz
(CAK)’in baglandig1 Siklin H ile kompleks kurarak S315’inci aminoasidinden



fosforile etmektedir. Bu fosforilasyon, CDK-CAK etkilesimini direk etkilememesine
ragmen tam CAK aktivitesi i¢in gereklidir [8], [10]. G2/M gecisinde mitotik ig ipligi
ve sentrozomda lokalize olan CK2, mitozda rol oynayan B-Tubulin, Cdc25B, Tau,
Condensin, PP2A ve MAP gibi proteinlerle etkilesim veya substrat temelli etkilesim
gostermektedir. PLK1 ve CDKI tarafindan sirali fosforilasyona ugrayan Weel
proteini, CK2 tarafindan fosforillendigi takdirde degrade edilmekte ve mitozun
baglamasimi saglamaktadir. Ayrica CK2’nin aktivitesinin zayiflatilmasi veya alt
birimlerinin ifadesinin diistiriilmesi SAC’1 ortadan kaldilmaktadir [10].

Mitozda CK2’nin sinyalizasyonu WeelA tarafindan CDK1’in aktivasyonuyla
baglamaktadir. CDK1 aktive oldugunda CK2’nin her iki alt iinitesini de
fosforillemektedir. Fosforilasyon sonrasi alfa alt tinitesi, PLK 1 ve PIN1 proteinleri igin
baglanma bdlgesini diizenlemektedir. CK2, CDK1 ve PLKI, WeelA’nin
tibikiitinasyonu ve 26S Proteozom tarafindan degradasyonuyla sonug¢lanan siirecin
hiyerarsik fosforilasyonundan sorumludurlar [9].

Yakin zamanda yapilan proteomik c¢alismalarda CK2-alfa’nin PLK1 PBD
etkilesim partneri oldugu ortaya cikarilmigtir. PLK1 PBD bdlgesinin korunmus
etkilesim motifini barindirmasi da bu etkilesimi dogrular niteliktedir. Proteomik
caligmalar ek olarak CK2’nin sentrozom, ig iplikleri ve orta-cisimcik lokalizasyonunu
dogrulamaktadir [8].

2.2. Sentrozom ve Hiicre Dongiisii

Hiicre dongiistii siirecinin bir diizenleyicisi olan sentrozom, hayvan hiicrelerinin
mikrotiibiil organize edici merkezidir (MTOC). Mantar ve bitkiler sentrozomdan
yoksun olduklarindan farkli MTOC yapilarim1 kullanarak mikrotiibiillerini (hiicre
sitoiskeletinin 6nemli bir parcasi) diizenlerler. Sentrozomlar, etrafi amorf yapida
protein Kkiitlesiyle (perisentriyolar materyal — PCM) c¢evrili birbirine dik sekilde
konumlanmus iki sentriyolden meydana gelmektedir. PCM mikrotiibiillerin bir araya
gelmesi ve baglanmasini saglayan proteinler icermektedir. Her bir sentriyol dokuz tane
ticlii mikrotiibiiliin bir araya gelmesiyle olusturdugu halkasal formattadir [11].

Sentrozom hiicre dongiisliniin profaz fazinda g¢ekirdek membranina bagh
durumdadir. Mitozda ¢ekirdek membrani dagilir ve sentrozomlar, kromozomlara

tutunacak mitotik iplikleri olusturmak i¢in mikrotiiblil ¢ekirdeklenmesi baslar.



Sentriyollerden eski olanina anne sentriyol denir; siliya ve kamg¢1 olusumunda merkezi
bir role sahiptir [12].

Sentrozom hiicre dongiisiiniin S fazinda iki katina ¢ikar. Mitozun profaz
asamasinda sentrozomlar zit kutuplara go¢ ederler. Daha sonra mitotik iplik zit
kutuplardaki iki sentrozom arasinda olusur. Boliinmeyle birlikte her yavru hiicre bir
sentrozoma sahip olur. Bu siirecin disindaki sonuglar (bir hiicreye iki sentrozom
aktarilmas1 veya hi¢ aktarilmamasi) kanserle iliskilendirilir [13]. Ilgingtir ki
sentriyoller mitoz siireci igin gerekli degildir. Sentriyoller lazer 1smiyla yok
edildiginde mitozun morfolojik olarak normal ipliklerle normal bir sekilde
gerceklestigi gozlemlenmistir. Dahasi, sentriyollerin iki katina ¢ikarilmasindan
sorumlu gende gergeklestirilen mutasyon meyve sinegi Drosophila® nin gelisimini
neredeyse hi¢ etkilememistir. Sentriyollerin yoklugunda motor proteinler ig ipliklerini
olusturan mikrotiibiillere odaklanarak cift kutuplu ig ipligi olusumunu saglar. Bircok
hiicre sentriyolleri olmadan tamamiyla interfaza gegebilirler. Sentriyollerin aksine
sentrozomlar canlinin yasamini siirdiirebilmesi i¢in gereklidir [14]. Asentrozomal
hiicreler (sentrozomsuz hiicre) astral mikrotiibiillerin radyal dizilerinden yoksundurlar.
Ayrica hem ig ipliklerinin dogru konumlandirilmasini saglayamazlar hem de
sitokinezde merkezi lokalizasyonu saglayamazlar. Bazi asentrozomal hiicre tipleri
hiicre dongiistinli takiben tutuklanir. Fakat bu durum evrensel degildir. Hiicre
boliinmesinin dogru bir sekilde gerceklesmesini sagladig varsayilan sentrozom hiicre
boliinmesinin etkinligini biiyiik 6l¢iide artirmaktadir [15].

Sentrozom, yukarida da bahsedildigi gibi sentriyollerin etrafini saran PCM
sonras1 olusan membransiz dinamik bir organeldir. Mikrotiibiilleri organize ederek
hiicre sekli, polarizasyonu, yapigsma ve hareketliligi diizenlemektedir. Bunun yani sira,
organellerin taginimini ve dogru konumunu elde etmesini kolaylastirir [16]. Jakobsen
ve arkadaglar1 sentrozomun dinamik yapisini ve kompozisyonunu anlamak i¢in antikor
temelli hiicre-alt1 goriintiilleme teknigiyle iliskili kiitle spektrometresi temelli
proteomik analizi gerceklestirdi. Analiz sonucunda 116 bilinen ve 40 yeni sentrozomal
protein kesfedilmistir. Bu 40 proteinin 22si dogrulanarak yeni sentrozom bileseni
olarak literatiire gegmistir. Ayrica bu 22 protein i¢indeki 5 proteinin her iki sentriyolle
de iliskili oldugu belirlenmistir [17]. Ilgingtir ki, bu ve buna benzer analizler
sonucunda elde edilen proteinlerin biiylik bir ¢ogunlugu (~ %60) 6zgiin bir helis
yapisina sahip sarili-sarmal yapt (CCD) motifleri ihtiva eden proteinler oldugu

belirlenmistir. Ek olarak, belirlenen proteinler farkli boyama teknikleri ile hem



interfaz evresinde hem de mitotik evrelerde konumlari karsilikli degerlendirilmis ve
CCD ihtiva eden proteinlerin biiyiik c¢ogunlugunun hiicre dongiisii siirecinde
sentrozom, ig iplikleri ve orta-cisimcikte konumlandigi giin yiiziine ¢ikarilmistir. Bu
aday proteinlerin ifadeleri RNA1 metodu ile azaltildiginda hiicre boliinmesi kaynakli
birden fazla hata tespit edilmistir [18]. Benzer sekilde, Skop ve arkadaslar1 da orta-
cisimcigin olusmast ve sitokinezin gerceklesmesinde CCD ihtiva eden proteinlerin

baskin rolii oldugunu gostermistir [19].

2.3. Orta-Cisimcigin (Midbody) Diizenlenmesi

Boliinen hiicrelerin arasinda orta alanda olusan elektro-yogun gegici bir organel
olan orta-cisimcik, ilk olarak 1891 yilinda Alman biyolog Walther Flemming
tarafindan acgiklandi. Memeli orta-cisimcigi sitokinezde orta bolgedeki ig iplikleri
sikica bir araya gelmis anti paralel mikrotiibiil halini aldiktan sonra kesim daralmasiyla
meydana gelir [20]. Sitokinez sirasinda meydana gelen orta-cisimcigin tam olarak
bilesimini anlayabilmek i¢in Skop ve arkadaslari Cin Hamsteri Yumurtalik (CHO)
hiicrelerinden orta-cisimcigi izole ederek sivi kromatografi - kiitle spektroskopisi (LC-
MS) iliskili ¢ok boyutlu protein tanimlama yontemleriyle ¢alismislar ve 160 yeni aday
protein bulmuslardir. Bulunan bu proteinlerin %36’ sinin daha 6nce sitokinezde rol
oynadigi bilinmektedir [19]. Orta-cisimcik proteinlerinin bir listesi elde edilmesine
ragmen hala nasil organize olduklar1 ve o bolgeye konumlandig1 hakkindaki bilgiler
kisithdir.

Orta-cisimcik (midbody), anafaz sirasinda ayrilan kardes kromatidlerin arasinda
iki kutuplu mikrotiibiillerin (merkezi ig iplikleri) bulundugu orta-bolgede (midzone)
olugmaktadir. Orta-Cisimcigin orta-bdlgede olusmasi ayrilma olugunun olusmasiyla
dogrudan iligkilidir. Ayrilma olugunun engellenmesi hiicrelerde merkezi ig ipliklerinin
diizensiz bir sekilde birikmesiyle sonuglanir. Ayrilma olugunun antiparalel merkezi ig
ipligi demetlerini tek biiyiik bir pakette sikistirip orta-cisimcigin olusacagi bolgeyi
hazirladig1 diisiintilmektedir. Sikistirma esnasinda, orta cisimcigin merkezinde bir
cikintt meydana gelir, buna kok yapi (stem body) denir. Orta-bolgenin merkezinde
olusan elektro-yogun materyal, bu ¢ikintinin i¢inde birikir ve siskin bir sekil olusturur.
Orta-bolgenin ¢ekirdek yapist Centralspindlin (MKLP1 ve RacGAP1) ve KIF4
kinezinlerini igerir. Bu yapi antiparalel capraz baglayici protein olan PRCI1 ile

etkileserek, Aurora B ve PLKI1 tarafindan diizenlenen orta-bolgenin organize



edilmesinde ve stabilizasyonunda rol oynar. Ayrilma i¢in gerekli olan kasilmanin orta-
cisimcigin her iki ucunda da konumlanan Aurora B’nin sinirinda olustugu
gozlemlenmistir. Orta cisimcikte konumlanan Aurora B’nin kinaz aktivitesi, kok
yapida ayrilma icin gerekli kasilmayi negatif etkileyerek ayrilma halkasinin orta-
cisimcigin disinda gergeklesmesini saglar. N-etilmaleimide duyarl faktor baglanma
protein reseptorii (SNARE'ler), Exocyst ve ESCRT kompleksi (Endozomal Ayirma
Kompleksi) ayrilmanin diizenlenmesi ic¢in orta-cisimcige lokalize olmaktadir. Bu
noktada ESCRT kompleksi hem mikrotiibiil-par¢alayan proteinlerin aktivitesini
saglayarak hem de orta-cisimcigin kesilmesini saglayacak enzimleri uyararak
ayrilmanin baglamasini saglar. Bununla birlikte ESCRT kompleksinin ve mikrotiibiil-
parcalayan proteinlerin o bdlgeye lokalizasyonunun zamansal ve mekénsal
diizenlenmesine dair heniiz net bir bilgi bulunmamaktadir [21].

Orta-cisimcigin detayli yapisin1 ortaya oyan Ince kesitli Elektron Mikrograf
(EM) goriintiisii (Sekil 2.3) (Bar: 500nm), merkezdeki kok yapida yogunlasan
elektron-yogun materyali ve muhtemel ayrilma noktasindaki sikistirilmis
mikrotiibiilleri gostermektedir. Kok yapida gergeklestirilen seri kesitler, ¢ikint1 ve
mikrotiibliller aras1 boslugun elektron-yogun materyalle dolduruldugunu ve
vezikiillerin kok yap1 i¢inde degil disarisinda biriktigini ortaya koymustur. Kok
yapisinin igerisinde bulunan elektron-yogun materyalin kompakt bir yap1 olusturarak

vezikiillerin igeri niifuz edemedigi diisiiniilmektedir [21].
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Sekil 2.3: Orta-cisimcigin ince kesitli EM goriintiisii.



2.4. Sentrozom ve Orta-Cisimcik Regiilatorii PLK1

Insanlarda, hiicre dongiisii esnasinda farkli fonksiyonlar gergeklestiren PLK
ailesinin bugiine kadar tanimlanmig 5 tane iiyesi vardir (PLK1’den 5’e). Hiicre
boliinmesi sirasinda birden fazla olayr diizenleyen PLK ailesi tiyeleri, N-ucunda
Ser/Thr kinaz katalitik bolgesine (KD) ve C-ucunda substratlar1 tanimak i¢in bir veya
daha fazla polo-box bolge (PBD) icerecek sekilde benzer yapiya sahiplerdir [22].

PLKZ1, polo benzeri kinaz ailesinin evrimsel olarak en fazla korunan iiyesidir.
Mitoza giris, sentrozomlarin ¢iftlenmesi ve ayrilmasi, kromozom kollarinin ayrilmasi,
mikrotiibiil-kinetekor etkilesimi, Ig ipligi birlesim kontrol noktasmin (SAC)
susturulmasi ve sitokinez gibi bir¢ok siiregte rol oynamaktadir. Hiicrede inhibe
edilmesi veya tamamen ortadan kaldirilmasi hiicre dongiisiinde pro-metafazda
duraklamaya, ayrilmamis sentrozomlara, monopolar ig iplikleri olusumuna,
mikrotiibiil-kinetekor etkilesiminde hasarlara ve kromozomlarin eslenmesinde
hatalara sebep olmaktadir [23]. Gelisme sirasinda embriyonik dokularda ve agirh
olarak yetigkinlerde proliferatif dokularda eksprese edilir. PLK1 ekspresyonu hiicre
dongiistiyle dogrudan iligkilidir; S faz1 tamamlandiktan sonra artmaya baslar ve G2-M
stiresince artis devam eder. Ekspresyon seviyesinin zirve yaptigl nokta mitotik fazdir
ve mitozdan ¢ikista ekspresyon diismeye baslar. PLK1’in ekspresyon seviyesi, kinaz
bolgesindeki aktivasyon halkasinda bulunan Thr210 aminoasitinin fosforilasyon
durumu ve G2’de ekspresyon seviyesindeki artis ile dogrudan iliskilidir. Erken
mitozda sentrozomda ve Kinetekorlarda lokalize olan PLKI, anafaz baslangicinda
Sitokinezin Protein Regiilatorii 1 (PRC1) ile etkileserek orta-bolgeye lokalize olur.
PRCI1, CDKI1 tarafindan negatif regiilasyonu saglanan orta-bolgedeki anti-paralel
mikrotiibiillerle etkilesmektedir. PLK1’in orta-bdlgeye lokalize olmasi i¢in PRC1’in
Thr602 aminoasidini fosforiller. PLK1 erken sitokinezde, aktomiyozin halka
olusumunu tetikleyen RhoA’nin aktivasyonunda ve Cep55’ i fosforile ederek ESCRT
kompleksinin ayrilma bolgesine lokalizasyonunda rol oynamaktadir. PLK1 mitoz
sirasinda pleiotropik rol oynar ve mitozun basindan sonuna kadar gerekli bir proteindir
[24].

Polo-box bolgesi (PBD), PLK1’in hiicre i¢i farkli yapilara hedeflenmesinde ve
lokalize faaliyetlerinin belirlenmesinde onemli bir rol oynamaktadir. Ser-(pThr/pSer)-
(Pro/X) motifini spesifik olarak tanimaktadir. PBD bolgesi icerisindeki spesifik

aminoasitler, fosforile substratlara baglanmaya aracilik eder ve fosfo-kiskag bir bolge
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olusturur (Sekil 2.4). ilk PBD’de bulunan Trp414 (W414) ve Leu490 (L490)
aminoasitleri polar olmayan etkilesimler yoluyla substrat tanima igin Kritik iken ikinci
PBD motifindeki His538 (H538) ve Lys540 (K540) aminoasitleri substratlarin Thr/Ser
aminoasitlerindeki negatif yiiklii fosfat gruplariyla etkilesim gostermektedir. Fakat
cogunlukla PLK 1 substratlarinin PLK1 tarafindan fosforile edilebilmesi i¢in daha 6nce
farkli kinazlar tarafindan fosforile edilmesi gerekir (Sekil 2.5). Yapilan ¢alismalar,
PLK1 substratlarinin biiyiik ¢ogunlugunun CDK1 veya MAPK ile fosforillendigini
ortaya koymustur [25].

PLK1'in en ¢arpict 6zelliklerinden biri, mitotik boliinmenin ardigik basamaklari
boyunca ¢esitli hiicre alt1 yapilarina dinamik lokalizasyondur. Ge¢ G2 evresinde ve
profazda sentrozomda lokalizasyon gosteren PLKI1, pro-metafaz ve metafazda
kinetekor iizerinde, anafazda kromozom ayrilmasinin ardindan orta bolgede, telofazda
ise orta-cisimcikte lokalize olur. Hem niikleusta hem de sitoplazmada lokalizasyon
gosteren PLKI1’in miktari, gerceklestirecegi fonksiyonlara bagli  olarak
niikleositoplazmik gecislerle dinamik bir sekilde degismektedir. PLK1-bagimlh
sinyalizasyon ve geri bildirim dongiileri, G2-M gecisinde CDKI1 / siklin B
aktivasyonunu ve dolayistyla mitotik girisin zamanlamasini kontrol eder. PLK1 ayni1
zamanda Dynactin p150 proteinini fosforilleyerek profaz sirasinda ¢ekirdek zarimin
parcalanmasini diizenlemektedir. PLK1’in sentrozomal lokalizasyonu sentriol-¢evresi
materyalin (PCM) olusumunu kontrol eder ve sentrozomlar1 mikrotiibiiller i¢in bir

merkez haline getirir [26].

Kinaz Bolgesi PB Bilgesi
f A 1
NLS
s ‘ 303 ’ 345 ‘ ‘ 603
K82 T210 R337 W414  HS38 K540
ATP Baglanma T ilmegi D-kutusu PB1 PB2
Bolgesi

Kinaz Bolgesi PB Bilgesi

Sekil 2.4: PLK1’in bolgeleri ve spesifik aminoasitleri.
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Sekil 2.5: PLK1 PB bolgesi ile substratlarindaki fosforillenmis 6zgiin motiflerine
baglanir.

Reseptor protein Cenexin 1, CDK1-bagimli fosforilasyonla PLK1’1 sentrozoma
yonlendirir ve bu noktada PLK1’in etkilesim hedefi Ninein-Benzeri Protein ve
Pericentrin’dir. Pro-metafaz esnasinda sentrozom lokalizasyonunu koruyan PLK1, ¢ift
kutuplu ig ipligi birlesimini saglayarak ve kinetekorlarda birikerek kinetekor-
mikrotiibiil etkilesiminde 6nemli rol oynamaktadir. PLK1’in kinetekora baglanmasi
polo-box etkilesim proteini 1 (PBIP1) vasitasiyla ger¢eklesir. Erken mitozda PLK1,
PBIP1’i fosforile ederek degradasyonunu tetikler. Metafazda ise kinetekorlardaki
PLK1 seviyesi diiserek SAC ve kromozom ayrilmasini1 negatif etkiler. Dolayisiyla
metafaz esnasinda kinetekor-mikrotiibiil etkilesmesini saglar [22].

Aurora A, G2 sirasinda PLK1’in aktivasyonundan ve mitoza gegisten sorumlu
oncil kinazdir. RNAi1 veya kimyasal inhibisyon yontemiyle Aurora A’nin
susturulmasi, profazda sentrozomda PLK1’in Thr210 aminoasidinin fosforilasyonunu
engellemektedir. Aurora A miktartyla PLK1’in Thr210 aminoasit fosforilasyonu
dogru orant1 icerisindedir. Cok diisiik miktarda Aurora A aktivitesi dahi sentrozomda
PLKT’in tam aktif olmasi i¢in yeterlidir. Bu da gosteriyor ki Aurora A, PLK1’in ana
aktivatoriidiir. Aurora A ile etkilesen diger bir faktéor olan BORA da PLKI1
aktivasyonunda rol oynamaktadir. BORA, G2 fazinda PLK1 ile kompleks
olusturmaktadir. In vitro calismalar gdstermektedir ki, BORA varliginda Aurora A
tarafindan PLK1’in Thr210 aminoasit fosforilasyonu 6nemli 6l¢iide artmistir. PP1C
nin alt tinitesi MYPT1, PLKI1 ile etkileserek Thr210 fosforilasyonunu ortadan kaldirir
[27].
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2.5. Sitokinez Regiilatorii PRC1

PRC1, merkezi ig iplikleri olarak adlandirilan, anafaz baslangicindan sonra
hiicrenin ortasinda olusan antiparalel mikrotiibiil demetlerini diizenleyen korunmus bir
modiiliin pargast olan bir mikrotiibiil paketleme proteinidir. PRCI1’in veya
homologlarinin g¢esitli organizmalarda genetik olarak ¢ikarilmasi, mitotik ig ipligi ve
kromozomlarin ayrilmasi iizerinde belirgin bir etki gostermeden sitokinezi
engellemekte ve iki g¢ekirdekli hiicre olusumunu tetiklemektedir. PRC1’in CDK1
fosforilasyonu ile metafaz sirasindaki aktivitesinin engellendigi diistiniilmektedir. Bu
hipotez ile uyumlu olarak, mayadaki PRC1 homologu Asel’in CDK1 fosforilasyonu
ile negatif olarak regiile edildigi gozlemlenmistir. PRC1 ayrica PLK1 tarafindan T602
aminoasitinden fosforillenmektedir. Bu fosforilasyon PRC1°1 negatif regiile ederek
prematiir orta bolge olusumunu engellemektedir [28]. PRC1’in N-terminal bolgesi,
merkezi ig ipligi ile etkilesim, dimerizasyon, MKLP1, CENP-E ve KIF4A ile
gerceklestirdigi etkilesimlerden sorumludur. C-terminal bdlgesi ise PLKI1 igin

etkilesim bolgesini barindirmaktadir [29].

2.6. Endozomal Yolak ve Sitokinezin Regiilasyonu

Sitokinez sirasinda endozomal vezikiillerin plazma membranina taginmasi,
endositik yolagin sitokinezin diizenlenmesinde rol oynayabilecegine dair fikir
olusturmustur. Ayrica, yapilan ¢alismalar neticesinde kesilme bolgesinde lipid ve
protein kompozisyonunun belirgin bir seviyede olmasi; sitokinez siirecinin saglikli
sonuglanabilmesi i¢in endozomal yolagin lipid ve proteinleri kesilme noktasina
tagidigin1  diistindiirmektedir (Sekil 2.6). Ek olarak, kasilma halkasinin dogru
pozisyonlanmasini saglayan geri doniisiim endozomlar1 Mikrotiibiil Organize Edici
Merkezde (MTOC) lokalizedir [30].

Bircok kanit endozomal kaynakli membranlarin sitokinezde rol oynadigina dair
modeli desteklemektedir. Zebra balig1 embriyolarinda sitokinezin son asamalarinda
Ozellikle kesilme noktasinda goriilmiistiir. Memeli hiicrelerindeki ¢aligsmalar, mitozun
baslangicinda, hiicre yuvarlandiginda internalize membranlarin hiicre yiizeyine geri
doniistimiiniin 6nemli dlclide yavasladigini gostermistir. Bununla birlikte, Clathrin-
temelli endositoz, hiicre bdliinmesi boyunca normal olarak devam etmektedir.

Dolayisiyla, mitozun baslangicinda plazma zarmin yiizey alaninda azalma ve
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endozomal sistemde hiicre ylizeyi temelli membran birikimi vardir. Anafaz
basladiginda, endositik geri doniisiim baslar ve plazma membraninda biiyiik miktarda
endozom fiizyonu gozlemlenmektedir. Yapilan bir ¢alismada, kasilma esnasinda
boliinen HeLa hiicrelerinin anafazda kutup noktalarindaki plazma membraninda, gec
telofazda da orta-cisimcikte endositik vezikiiller gozlemlenmistir. Daha sonra, kutup
bolgesinde olusan ve sitokinez igin gerekli olan bu endositik vezikiillerin geg
sitokinezde bir kargo vasitasiyla orta-Cisimcige tasindigi ortaya ¢ikarilmistir [31].

Bir¢ok endositik protein sitokinezin son asamalarinda rol oynamaktadir.
Clathrin-bagimli endositozda rol oynayan bir protein olan GTPaz dynamin’in
inhibisyonu, C.elegans embriyolarinda béliinme yarig1 kasilmasini engeller. Clathrin-
bagimli endositozda rol oynayan yardimei proteinlerden Eps15’in dominant negatif
formunun ekspresyonu da endositozu durdurarak sitokineze engel olmaktadir.
Endositik proteinlerden bir digeri VAMPS8’in ise boliinme oluguna lokalize oldugu ve
sitokinez i¢in gerekli oldugu gosterilmistir [31].

Kesilme yarigina membran iletimi, boliinme sonrasi olusacak iki hiicre i¢in
gerekli olan yiizey alaninin saglanmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Deniz kestanesi
embriyolar1 ve Xenopus yumurtalar1 kullanilarak yapilan arastirmalarda, membran
iletiminin kesilme yarigin1 hedef aldig1 gosterilmistir [30].

Cesitli RNAi uygulamalar1 ve proteomik analizler, yiiksek miktarda membran
trafigi proteinlerinin sitokinez i¢in gerekli oldugunu ortaya koymustur. Skop ve
arkadaglart CHO hiicrelerinden orta-cisimcik izolasyonu yaparak proteomik analiz
gerceklestirmislerdir ve ilging bir sekilde en biiyiik protein smifinin %33 ile salg1 ve
membran trafigi ile ilgili proteinler oldugunu belirlemislerdir [32].

Sitokinez i¢in gerekli olan Rab GTPase ailesi proteinleri, hedefleme ve fiizyon
olaylarini kontrol eden farkli efektor proteinlerle etkileserek GTP/GDP bagli formlari
arast dongiilerini saglamaktadir. Sitokinezde, plazma zarinin organizasyonunda ve
vezikiil olusumunda rol oynayan Rabll, endozomal vezikiillerde lokalizasyon
gosteren bir proteindir. RNAi teknigi ile Rabl1’in ifadesinin disiiriilmesi ge¢
sitokinezde kasilmanin gerilemesine sebep olmaktadir. Rabll, gec telofazda geri
doniisiim endozomlarinin kesilme yarigina ulastirilmasinda kritik rol oynamaktadir
[33].

Sitokinezde rol oynayan diger bir geri doniisiim endozomal protein ailesi ise
Rabl1-ailesi etkilesim proteinleridir (Rab11-FIP). Bu ailenin bir iiyesi, Rabl1 ve
ARF6 ile ti¢lii kompleks olusturan Rab11-FIP3’tiir. Rab11-FIP3 ifadesi diisiiriilmiis
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HeLa hiicreleri Faz-kontrast canli goriintiileme ile analiz edildiginde sitokinezin geg
evreleri i¢in gerekli oldugu gozlemlenmistir. Ayrica yine Rabl1-FIP3’iin RNAi
teknigi ile ifadesinin diistriilmesi, geri doniisiim endozomlarinin kesilme yarigina ve
orta-cisimcige gogiinii engellemekle birlikte %20-30 oraninda ¢ift ¢ekirdekli hiicre
olusumuna sebep olmaktadir. Hiicreler uzun bir sitoplazmik koprii vasitasiyla uzun
slire bagl kalmaktadir. Cogu kez, ayrilamayan hiicreler apoptoza ugramaktadir [30].

Rab11-FIP’ler, Rabl1 baglanma bolgesi (RBD) olarak adlandirilan C-terminal
bolgesinde korunmus 20 aminoasitlik bir motif ile Rab11’e baglanmaktadir. Rab11-
FIP3’{in baglanma bolgesi ise 733-756 nc1 aminoasitler arasidir. Rab11-FIP3 ayrica
202-237 ve 234-269 uncu aminoasitler arasinda iki kalsiyum baglama bolgesine (EF
bolgesi) sahiptir. Ek olarak, 5-197 aminoasitler arasi, FIP3'in N-ucunda bulunan
prolin zengin bir bodlgedir ve cok sayida protein-protein etkilesimine aracilik
etmektedir. C-terminal bdlgesi de homodimerizasyon ve Rabl1 ile heterotetramerik
kompleks olusturmak igin kullanilmaktadir [31].

Rab11-FIP3’iin 3-boyutlu kristal yapisi tamamen bilinmemektedir; sadece RBD
bolgesini barindiran bir kismin (695-756 nc1 aminoasitler arasi) yapisi bilinmektedir.
Ek olarak, yapisal biyoloji tahmin programlar1 463-692 nci aminoasitler arasi bolgeyi
genis alfa-helis sarili-sarmal bolge olarak gostermektedir [30], [31].

Rabl11-FIP3’in D. melanogaster homologu Nuf proteini, embriyolarda geri
doniisiim endozomlarinin orta-cisimcige gogiline ek olarak kesilme noktasinda aktin
polimerizasyonunda da rol oynamaktadir. RNA1 teknigi ile ifadesinin distirtilmesi
hiicrelerin hareketini engellemektedir. Yapilan c¢alismalar, Rab11-FIP3’iin, aktin
yeniden modellenmesi ile dogrudan iliskili bir protein olan ARF6’y1, hiicrenin
konumsal olarak hareket yoniindeki bolgesine hedeflenmesine aracilik eden polarize
Racl proteininin aktivasyonunu diizenlendigini ortaya koymustur [34]. Ayrica son
caligmalar gostermektedir ki, Nuf proteini, Drosophila PLK proteini olan Polo ile
dozaj-duyarli bir etkilesim gostermekte ve Nuf'un hiicre dongiisiic bagimli
lokalizasyonunu dolayli yoldan diizenlemektedir. In vivoda Polo aktivitesi
engellendiginde Nuf’un fosforilasyon seviyesi diisiip daha uzun siire sentrozom
lokalizasyonu gosterdigi gézlemlenmistir. In vitroda ise, Polo direk Nuf’a baglanip
Ser225 ve Thr227 aminoasitlerinden fosforillemektedir [35].

GFP-Rab11-FIP3’i ifade eden Hela hiicreleri canli goriintiilleme mikroskopisi
ile gozlemlendiginde Rabl1-FIP3’iin mitoz sirasinda mekansal ve zamansal

dinamiklerden gectigi goriilmiistiir. Rab11-FIP3, metafaz ve erken anafaz sirasinda
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yaygin bir sekilde sitoplazmaya, sentrozoma, endozomal membran yapilarina, gec

sitokinezde ise hizlica bdliinme noktasina ve orta-cisimcige yerlesmektedir. Hiicre

boliinmesi gergeklestikten sonra tekrar sentrozoma donmektedir [36].

A Orta-cisimcik Rabl1-FIP3 Endozomlari
Erken Telofaz ) Geg Telofaz
B

ﬁ Orta-cisimeik *4
@

Mikrotiibiil Endozomlarin Gégii ve Fiizyonu

Depolimerizasyonu Aktin Depolimerizasyonu

0 ESCRT-III
LTI Aktin Ag1

Mikrotiibiil

® Rabll-FIP3
Endozomu

ESCRT-IIT'iin kesim
bslgesine lokalizasyonu

Kesilim

Sekil 2.6: Endozomlarin ve ESCRT kompleksinin sitokinetik boliinmedeki rolleri.
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2.7. Translasyon ve Translasyon Sonrasi Diizenlemeler

Sentrozomun ve genetik materyalin iki katina ¢ikarilmasi, hiicre dongiisiiniin
tim safthalar1 ve neredeyse hiicre i¢i faaliyetlerin tiimii goz Oniine alindiginda
gerceklestirilen faaliyetlerde yiiksek oranda proteinlerin aktivite gosterdigi
gozlemlenmektedir. Hiicre igerisindeki kritik onemdeki siireclerden birisi de
translasyon olarak nitelendirilen protein iiretim siirecidir. Molekiiler biyoloji ve
genetikte translasyon, hiicresel ribozomlarin protein iiretme siirecidir [37].

Transkripsiyonda ¢ekirdekte DNA’dan haberci RNA (mRNA) olusturulur ve
translasyon siirecine gecilir. Translasyon siirecinde mRNA kodlar1 ribozom tarafindan
coziilerek kodlara uygun aminoasitler zinciri olusturulup polipeptid olusumu saglanir.
Daha sonra polipeptid katlanarak aktif bir protein formatina ulasir ve hiicredeki
fonksiyonunu gergeklestirmeye baslar. Ribozom, mRNAdaki kodlar1 ¢6zmek i¢in 6zel
tagtyict RNAlar (tRNA) iizerindeki antikodonlart kullanir. Her bir tRNA 6zellesmis
olarak mRNA {izerindeki her bir aminoasit i¢in 6zgiin olan kodona baglanabilecek
antikodon dizi igerdiginden ribozomun kodu okuma islemi tRNAlar tarafindan
gerceklesir [37]. Basitge translasyon 4 asamada gerceklesir:

* Baslama: Ribozomu olusturan protein kompleksi ribozomun basarili bir
sekilde mRNAy1 baglamasini saglar ve ilk tRNA baslangi¢ kodonuna baglanir.

» Uzama: tRNA aminoasit zincirini bir sonraki kodona baglanan tRNAya iletir

* Translokasyon: Ribozom hareket ederek bir sonraki kodonu tanir ve uzama
islemi devam ederek polipeptid zinciri olusur.

* Sonlandirma: Stop kodonuyla karsilasan ribozom uzamasi tamamlanan
polipeptid zincirini serbest birakir.

Translasyon iglemi biten polipeptid zinciri katlanip aktif protein haline ulagir.
Daha sonra translasyon-sonrasi diizenlemeler vasitasiyla aktif proteinin olgun forma
ulagmasi saglanir ve gorevini gergeklestirmek tizere hedef bolgesine yonlendirilir [38].
Translasyon sonrasi diizenlemeler aminoasitlerin yan zincirlerinde veya N (Amin)
veya C (Karboksil) uclarinda gerceklesir. Bu bolgelere fosfat, asetat, amid veya metil
gibi yeni islevsel gruplar ekler. Fosforilasyon, enzimlerin aktivitelerinin diizenlenmesi
icin ¢ok siklikla kullanilan translasyon sonrasi modifikasyondur [39]. Birgok
okaryotik hiicrede ayrica glikozilasyon, lipidasyon gibi translasyon sonrasi
diizenlemeler de gerceklesir. Glikozilasyon, karbonhidrat molekiillerinin aminoasit

yan zincirlerine baglanmasiyla gerceklesir ve protein katlanmasini ve kararliligini
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saglar. Lipidasyon ise ayni sekilde yag molekiillerinin baglanmasiyla hedef proteinin
hiicre membranina yonlendirilmesini saglar. Propeptid (6nciil polipeptid) kesim siireci
ise bir diger translasyon sonrasi modifikasyondur. Ana polipeptid zincirinden 6nciil
polipeptid dizisinin kesilmesi proteinin olgun forma ulasmasi i¢in gerekli bir siiregtir.
Polipeptid zincirindeki sistein aminoasitleri arasinda gergeklesen disiilfit baglar1 da
translasyon sonrasi modifikasyon olarak bilinmektedir. Ornegin insiilin hormon
peptidi disiilfit baglarin olusumundan sonra iki defa kesilmekte ve polipeptid
zincirinin ortasindan propeptid dizisi atilmaktadir. Sonug¢ olarak olusan protein iki
polipeptid zincirinin disiilfit baglariyla birbirine baglanmig halini alir. Baz1 translasyon
sonrast modifikasyonlar da oksidatif stres sonucu olusur. Ornegin karbonilasyon,
modifiye proteinleri hedef alarak degradasyonunu saglar [40].

Siklikla translasyon sonrasi modifikasyona ugrayan aminoasitler: Hidroksil
gruplarindan serin, treonin, tirozin aminoasitleri; amin gruplarindan lizin, arjinin,
histidin aminoasitleri; tiyolat anyonu sistein; karboksilatlardan aspartat ve glutamat;
ve N ve C- uclaridir. Nadiren de amidlerden asparajin ve glutamin; okside
metiyoninler ve yan zincirlerdeki metilenlerde gerceklesebilir. Translasyon sonrasi
diizenlemeler deneysel olarak kiitle spektrometresi, Eastern blot, Western blot gibi

tekniklerle belirlenebilir [41].

2.8. Coiled-Coil Domain-Containing 124 (CCDC124)
Proteini

Yeni bir sentrozom ve orta-cisimcik proteini olan CCDC124, bir¢ok sentrozom
ve orta-cisimcik proteini gibi CCD ihtiva eden bir proteindir. Bu bolge proteinin N-
ucunda 18-82°nci aminoasitler arasindadir. Interfazda sentrozomda ve telofaz
evresinde orta-cisimcige go¢ ederek sitokinez siiresince de burada konuslanmaktadir.
223 aminoasit biyikliginde olan CCDCI124 proteini kiitle spektrometresi
analizleriyle ~32 kDa agirhiginda oldugu belirlenmistir. CCDC124 proteininin
ifadesinin diisliriilmesi veya artirilmasi sonucunda sentrozom sayist ve olusumu
etkilenmezken, bilyiik ve ¢oklu sayida ¢ekirdege sahip hiicrelerin sayisinin arttigi
gozlemlenmistir [1], [2], [3], [4]. Aymt sekilde, zebra baligi erken embriyolarinda
yapilan oncii ¢caligmalarda, CCDC124 gen ifadesinin baskilanmasi benzer sekilde cok

¢ekirdekli embriyonik hiicre olusumlarina sebep olmustur [1].

18



Gerek eski literatiir verileri gerekse gilincel veriler g6z Oniinde
bulunduruldugunda CCDC124’{in hiicre bdliinmesinde kritik bir/bir¢ok rol oynadigi
ve hiicrenin saglikli bir dongii gerceklestirebilmesi icin hiicre igerisinde varliginin ve
miktarinin ¢ok kritik oldugu ortaya ¢ikmaktadir. Biitiin fonksiyonlarmin ve hiicre i¢i
etkilesim partnerlerinin  aydinlatilmas1  6zellikle hiicre boliinmesine  bagh
hastaliklara/anomalilere potansiyel tedavi hedefleri olusturmak adina acil bir ihtiyag

olarak goriilmektedir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Agaroz Jel Soliisyonlari

¢ Etidyum Bromiir
Img Etidyum Bromiir 1ml ddH20’da ¢6ziilmiistiir (1mg/ml). %1 Agaroz Jel: 1g
agaroz 100ml 1X TAE’de ¢oziilmiistiir.

50X TAE
2429 Tris, 37.2g EDTA, 57.1 ml Glacial Asetik Asit karistirtlip ddH2O ile 1L’ye

tamamlanmistir. Calisma soliisyonu olarak 1X’e seyreltilmis hali kullanilmistir.

3.1.2. Mikrobiyoloji Suslari

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

3.1.3. Mikrobiyoloji Soliisyonlar:

¢ LB Besiyeri
4 g pepton, 2g maya ekstrakt1 ve 4g NaCl 400ml ddH2O igerisinde ¢6ziilmiis ve

otoklavlanmaistir.

e Agar Besiyeri
6gr Bacto agar LB Besiyerine eklenip otoklavlanmistir. Otoklav sonrasi petrilere

dokiilerek kullanilmastir.

¢ %380 Gliserol Stok Soliisyonu
80ml %100 (steril) gliserol 20ml ddH20O eklenip otoklavlanmaistir.

¢ (0.5 M PIPES Soliisyonu (pH 6.7)
15.1g PIPES 80ml ddH20 da ¢oziiliip SM KOH ile pH 6.7 ye ayarlanip ddH20

ile 100ml ye tamamlanmis ve 0.45 pm filtre ile filtrelenmistir.
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e [noue Ultra Competent Hiicre Tamponu

20ml 0.5 M PIPES Soliisyonu (pH 6.7),

10.88g MnCl2.4H20, 2.2g

CaCl2.2H20, 18.65g KCl karistiritlip ddH20 ile 1L’ye tamamlanmig ve 0.45 mm filtre

ile filtrelenmistir.

o Ampicillin ve Kanamycin

Sirasiyla 100mg/ml ve 50mg/ml stok soliisyon ddH2O igerisinde ¢6ziiliip filtre

edilmistir. Caligma soliisyonu 100pg/ml dir.

3.1.4. Oligoniikleotidler

PCR ve yonlendirilmis mutagenez deneylerinde kullanilan oligoniikleotidler

asagida Tablo 3.1°de belirtilmis ve IONTEK firmas: (Istanbul, Tiirkiye) tarafindan

sentezlenmistir.

Tablo 3.1: Kullanilan primerler ve dizileri.

PRIMER SEKANS (5°-3”)
mCherry Frw | CTTAGGATCCAAGTGAGCAAGGGCGAGGA
mCherry Rev | CGTGGGTTAACTTACTTGTACAGCTCGTCC
Y38A_Frw GAGCTGGAGGATGCCGCCTGGAAGGACGACGAC
Y38A_Rev GTCGTCGTCCTTCCAGGCGGCATCCTCCAGCTC
Y38E_Frw GAGCTGGAGGATGCCGAGTGGAAGGACGACGAC
Y38E_Rev GTCGTCGTCCTTCCACTCGGCATCCTCCAGCTC
Y38F_Frw GAGCTGGAGGATGCCTTCTGGAAGGACGACGAC
Y38F_Rev GTCGTCGTCCTTCCAGAAGGCATCCTCCAGCTC
S122A_Frw GCCGAGAAAGCCAAGGCCCATCTGGAGGTGCCG
S122A_Rev CGGCACCTCCAGATGGGCCTTGGCTTTCTCGGC
S141A_Frw GTGCTGGAGGAGGGCGCCGTGGAGGCGCGCACC
S141A Rev GGTGCGCGCCTCCACGGCGCCCTCCTCCAGCAC

3.1.5. Vektorler

PCR, molekiiler klonlama ve yonlendirilmis mutagenez deneylerinde kullanilan

vektorler ve temin edilen firma bilgileri asagidaki Tablo 3.2’de belirtilmistir.
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Tablo 3.2: Kullanilan vektorler.

VEKTOR FIRMA
pPEGFP-N2 Clontech Laboratories
pmCherry-C1 Clontech Laboratories

_ Invitrogen / Thermo
pcDNA4/TO/Myc/His A,B,C ) L
Fisher Scientific
p3xFlag-CMV10 Sigma Aldrich
pCCDC124-GFP (pEGFP-N2 omurgasinda) [1]

pCCDC124-HA (pcDNA4/TO/Myc/His A,B,C

omurgasinda) 5
pS122A-HA (pcDNA4/TO/Myc/His A,B,C 1]
omurgasinda)

pS141A-HA (pcDNA4/TO/Myc/His A,B,C 1]

omurgasinda)

3.1.6. Hiicre Hatt1 Secimi

Ccdc124 proteininin vahsi tipi ve mutant hallerinin hiicre i¢i lokalizasyonunu
gozlemleyebilmek icin hiicre biiylikliigli ve organel yapilarinin net bir sekilde
goriintiilenebildigi Hela hiicre hatti, PLK1 ile Ccdc124’in hiicre i¢i lokalizasyonunun
canli goriintiilenmesi igin hTERT RPE-1 hiicre hatti, Western blot ve CO-IP deneyleri
i¢in ise gen aktarim orani agisindan yiiksek verim saglayan HEK 293T hiicre hattinin

kullanilmas1 uygun goriilmustiir.

3.1.6.1. HEK?293T Hiicreleri

HEK?293 hiicreleri, saglikl bir insan fetiisiinden elde edilen embriyonik bobrek
hiicrelerinden tiiretilmis bir hiicre hattidir. Bu 6zel hat normal HEK hiicrelerinin
adenovirlis 5 DNA's1 ile transformasyonu ve kiiltiirlenmesi ile baslatilmistir.
Doéntisiim, viral genomdan yaklasik 4.5 kilobazin HEK hiicrelerinin 19 nolu
kromozomuna entegre olmasiyla ger¢eklesmistir. Bu calisma 1970'lerin basinda, bilim
adami Alex Van der Eb tarafindan, Leiden Universitesi'ndeki laboratuvarinda

gerceklestirilmistir. Hiicreleri transfekte etmek igin kullanilan kalsiyum fosfat teknigi
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de yine Van der Eb’ in laboratuarinda ¢alisan diger bir arastirmaci Frank Graham
tarafindan bulunmustur. HEK293 ismi, Frank Graham'in 293 iincii denemesi oldugu
i¢in bu sekilde adlandirilmistir. Normal HEK293 hiicrelerinden farkli olarak Hek293T
hiicreleri SV40 T-antijeni igermektedir. T antijeni, hiicre dongiisiinii inhibe eden
proteinlere baglanarak siirekli hiicre donglisiine giren bir popiilasyon saglamakta ve
dolayisiyla transfeksiyon, trandiiksiyon ve plazmit ampfilikasyonu gibi uygulamalarda

basar1 oranin1 yiikseltmektedir [42].

3.1.6.2. HeLLa Hiicreleri

Hela hiicre hatti, Johns Hopkins Hastanesi Cerrahi Departmani'nda Dr George
O. Gey’ in Doku Kiiltiirii Laboratuvarinda arastirmact Mary Kubicek tarafindan
silindir tiip teknigi ile serviks kanseri biyopsi orneklerinin kiiltiirii sonucu elde
edilmistir. Hicreler, biyopsi 0rneginin sahibi 30 yasindaki kadin hasta Henrietta
Lacks'in isim ve soyisimlerinin ilk iki harfi kullanilarak "HeLa" olarak adlandirilmigtir
[43].

Organel  biyiikliikklerinin ~ hiicresel — gortintiileme  konusunda  sagladigi
avantajlarinin yanit sira hem kolay transfekte olmast hem de yiiksek verimde
transfeksiyon etkinligi gostermesi immiinfloresan deneyleri agisindan bu hiicre

hattinin se¢ilmesinde etken olmustur.

3.1.6.3. n TERT-RPE-1 Hiicreleri

Retinal pigment epitelyumu (RPE), retinal gorsel hiicreleri besleyen noérosensor
retinanin hemen disindaki pigmentli hiicre tabakasidir ve altta yatan koroid ve {ist
retina gérme hiicrelerine sikica baghdir [44]. Bu bolgeden elde edilen RPE-340
hiicreleri pGRN145 hTERT (insan telomeraz ters transkriptaz) vektorii ile transfekte
edilmis ve bu sekilde hTERT-RPE-1 6liimsiiz hiicre hatti elde edilmistir [45].

Sentrozom, silia ve orta-cisimcik regiilasyonunda kritik gorevleri olan PLK1
proteini, silia olusturan bir¢ok hiicre hattina nazaran ¢ok daha kisa zamanda (yaklasik
48 saatte) ve yliksek oranda silia olusumu gostermesi [46] ve hiicre dongiisii stirecinin
rahat bir sekilde gozlemlenebilmesinden 6tiirii FUCCI (Fluorescence Ubiquitin Cell
Cycle Indicator) teknolojisinde de agirlikli kullanilan hTERT-RPE-1 hiicre hattinda
¢okga calisilmustir [47].
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Bu cer¢evede PLK1 proteini ile iligkili canli hiicre goriintiileme deneylerinde
Burkard ve arkadaglarinin  hTERT-RPE-1 hiicre hatti {izerinde homolog
rekombinasyon teknigiyle olusturdugu PLK1% (PLK-1"in katalitik cebinde genis piirin
analoglarimi kabul edebilecegi aminoasit modifikasyonlar1 yapilmis GFP flizyon hat)

hiicre hatt1 kullanilmistir [48].

3.1.7. Hiicre Kiiltiirii Soliisyonlari

¢ Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)

Besiyeri, yiiksek glikoz igerigine sahip DMEM (Gibco 41966) igerisine ek
olarak %10 oraninda fetal sigir serumu (Gibco 10270106), %1 oraninda
penisilin/streptomisin (Gibco 15140122) eklenerek hazirlanmistir.

e Dulbecco’s phosphate-buffered saline (DPBS)
Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda ticari olarak satin alinmis olan DPBS (Gibco

14190) kullanilmuistr.

e Tripsin

Hiicrelerin kiiltiire edildikleri petriyle temasini saglayan fokal adhezyon
molekiillerini ve birarada olmasini saglayan kaderin molekiillerini pargalayan bir
enzimdir. Calismalar sirasinda -20°C’ de saklanan enzim, DPBS igerisinde 2X olacak

sekilde hazirlanmistir.

e Hiicre Dondurma Besiyeri
Fetal s1gir serumu (Gibco 10270106) igerisine %10 Dimetil Siilfoksit (DMSO)
(Santa Cruz Biotechnology SC-358801) eklenerek hazirlanan dondurma besiyeri,

aliminyum folyo ile sarilip, steril olarak +4 °C’de inkiibe edilerek kullanilmustir.

3.1.8. Immiinoblot Soliisyonlar

e Liziz Tamponu
Her deney i¢in taze hazirlanmasi gereken liziz tamponu son konsantrasyonda,
500 mM Tris pH 8.0, 250 mM NaCl, %1 NP40 ve 1X proteaz inhibitorii barindiracak

sekilde hazirlanmistir.
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e Jel Formiilasyonlari
Tris tamponu, SDS ve akrilamid ddH20 igerisinde asagidaki tablolarda yer alan

oranlar goz Oniine alinarak hazirlanmistir (Tablo 3.3) ve (Tablo 3.4).

Tablo 3.3: Yiiriitme jeli i¢in gerekli malzemeler ve miktarlar.

YURUTME JELI %12
1.5 M Tris-HCI pH 8.8 1250 pl
ddH20 1675 ul
% 30 Acryl / bis (37.5:1) 2000 pl
% 25 SDS 20 ul
%10 APS 50 pl
TEMED 5ul

Tablo 3.4: Ayirma jeli i¢in gerekli malzemeler ve miktarlar.

AYIRMA JELI %4

0.5 M Tris-HCI pH 6.8 1250 pl
ddH-0 3009 pl
% 30 Acryl / bis (37.5:1) 666 ul
% 25 SDS 20 pl
%10 APS 50 ul
TEMED 5 ul

e Transfer Tamponu, 10X
30.3 g Tris ve 144 g glisin ddH2O0 igerisinde ¢oziilerek 1L ye tamamlanmuisgtir.
Her deneyde taze hazirlanmak kosuluyla, %10 10X transfer tamponu %20 metanol

icerecek sekilde ddH20 ile 1X’e seyreltilerek 4 °C’de saklanip kullanilmistir.

e Yiritme Tamponu, 1X
Her deneyde taze hazirlanmak kosuluyla son konsantrasyonda %10 10X transfer
tamponu ve %04 oranda %25 SDS soliisyonundan igerecek sekilde eklenerek ddH20

ile 1L"ye tamamlanmistir.
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¢ TBS, 10X
24.2 g Tris ve 87.6 g NaCl 1 L ddH2O igerisinde ¢oziilerek, pH'1 7.6 olacak

sekilde ayarlanmustir.

¢ 1X TBS-T
10X TBS soliisyonu ddH20O igerisinde 1X’e diisiiriiliip igerisine %ol Tween-20

eklenmistir.

1.5 M Tris-HCI, pH 8.8
ddH20 igerisinde 36.34 g Tris ¢oziiliip pH 8.8 ‘e ayarlanmis ve ddH20 ile 200ml

ye tamamlanmuistir.

1.5 M Tris-HCI, pH 6.8
ddH20 igerisinde 12.11 g Tris ¢oziiliip pH 6.8 ‘e ayarlanmis ve ddH20 ile 200ml

ye tamamlanmistir.

¢ %10 APS Soliisyonu
Her deneyde taze hazirlanmak kosuluyla 0.1 g amonyum persiilfat, 1 ml ddH20

igerisinde ¢oziiliip -20°C’ de muhafaza edilerek kullanilmistir.

o Strip Soliisyonu
Her deneyde taze hazirlanmak son konsantrasyon 100 mM [-mercaptoethanol,
%2 SDS, 62.5 mM Tris-HCl igerecek ve pH 6.7 olacak sekilde hazirlanmustir.

* 50X Proteaz Inhibitorii soliisyonu
1 tablet proteaz inhibitorii (Roche 11 873 580 001) Iml ddH2O igerisinde

¢oziiliip -20°C’ de muhafaza edilerek kullanilmistir.

¢ WB Bloklama soliisyonu
1X TBS-T igerisinde agirlikca %5 BSA veya siit tozu ¢oziilerek hazirlanmistir.
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3.1.9. Birlikte ¢oktiirme (co-IP) Soliisyonlari

¢ Co-IP Yikama Tamponu
1X DPBS igerisine %o 0.2 Tween-20 eklenmistir.
¢ Co-IP Eliisyon Tamponu
30 pl hazirlamak i¢in, 29 pl 3X SDS 6rnek tamponunun igerisine 1 ul 30X DTT

eklenip karistirilmastir.

3.1.10. Iimmiinboyama Soliisyonlari

e Yikama Soliisyonu (1X DPBS-T)
1X DPBS’in igerisine %01 Triton-X olacak sekilde eklenerek hazirlanmistir.

o [F Bloklama Soliisyonu
1X DPBS-T igerisinde agirlikca %2 BSA veya siit tozu ¢oziilerek hazirlanmistir.

e DAPI Boyasi
1X DPBS igerisine 1/10.000 oraninda DAPI soliisyonu eklenerek hazirlanmistir.

3.1.11. Hiicre Senkronizasyonu Bilesenleri

e Nocodazole
20 mM stok konsantrasyonu olacak sekilde DMSO igerisinde ¢ozlilmiistiir.

Calisma konsantrasyonu olarak 200nM kullanilmistir.

e Thymidine
100 mM stok konsantrasyonu olacak sekilde ddH2O igerisinde ¢oziilmiistiir.

Calisma konsantrasyonu olarak 2.5 mM kullanilmistir.

3.1.12. Ligasyon Deney Bilesenleri

Ligasyon deneyinde kullanilan malzemeler ve miktarlari asagidaki Tablo 3.5’ de

belirtilmistir.
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Tablo 3.5: Ligasyon deney malzemeleri ve miktarlari.

BILESENLER MIKTARLAR
10X Ligasyon Tamponu 2 ul

T4 DNA Ligaz 1 ul

Kesilmis Vektor 150 ng

Entegre edilecek DNA bolgesi | 3:1 veya 5:1 molar oranda

ddH.0 20 ul’ye tamamlanur.

3.1.13. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Bilesenleri

Standart ~PCR  amplifikasyonlar1  ve  yoOnlendirilmis  mutagenez

amplifikasyonlarinda kullanilan malzemeler ve miktarlar Tablo 3.6’ da belirtilmistir.

Tablo 3.6: PCR deney malzemeleri ve miktarlari.

BILESENLER MIKTARLAR
Kalip DNA (20ng/ul) 2 ul

Forward Primer (10pmol/ul) | 1 pl

Reverse Primer (10pmol/pl) 1 pul
10mM dNTP Mix 2 ul
10X Pfu Ultra Il Tamponu Sul

Pfu Ultra Il Polimeraz 1.5 ul
ddH20 37.5 ul
TOPLAM 50 ul

3.1.14. Kimyasal Malzemeler

Deneylerde kullanilan kimyasallara, kimyasallarin markalarina ve katalog

numaralarina ait liste asagidaki Tablo 3.7’ de yer almaktadir.
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Tablo 3.7: Kullanilan kimyasal malzemeler.

] KIMYASALIN

KIMYASALIN ADI KIMYASALIN KATALOG

MARKAS] NUMARASI
2-Mercaptoethanol Sigma Aldrich M6250
3MB-PP1 (Selective PLK1 | MERCK Millipore | 529582
Inhibitor)
6X Purple Loading Dye NEB B7024S
BSA Sigma Aldrich 7906
Bradford Reagent Sigma Aldrich B6916
B12536 (PLKL1 Inhibitor) Selleckchem S1109
Fluo. mounting medium DAKO S3023
Dimethyl Sulfoxide (DMSOQ) | Santa Cruz Biotech. | SC-358801
DMEM Gibco 41966
DMEM/F-12 Gibco 31330-038
DPBS Gibco 14190
Fetal Bovine Serum (FBS) Gibco 10270-106
Glycine MP Biomedicals 808822
Hidroklorik asit Sigma Aldrich 071102
L-Glutamine Gibco 25030-024
Metanol EMD Millipore 1.06009
TEMED Sigma Aldrich T9281
Nocodazole Sigma Aldrich M1404
Polyethylenimine (PEI) Polysciences 23966
Penicillin/Streptomycin Gibco 15140-122
TBBt (CK2 Inhibitor) MERCK Millipore | 218697
Tergitol Solution Sigma Aldrich NP40S
Thymidine Sigma Aldrich T1895
Trizma base (Tris) Sigma Aldrich T6066
Trypsin-EDTA Gibco 15400054
Tween 20 Sigma Aldrich P1379
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3.1.15. Hiicre Transfeksiyonu

Hiicre goriintiileme ve immiinfloresan deneylerinde hiicreye diisiik toksisite
saglamasi ve hTERT-RPE-1 gibi diisiik transfeksiyon orani1 gosteren hiicre tiplerinde
yiiksek performans saglamasindan otlirii HeLa ve hTERT-RPE-1 hiicre hatlariyla
baglantili ¢alismalarda transfeksiyon reaktifi olarak JetPRIME kullanilmistir (Tablo

3.8).

Tablo 3.8: HeLa ve hTERT-RPEI transfeksiyon malzemeleri ve miktarlari.

KULT. | EKILEN | JETPRIME | PLAZMID | JETPRIME | TOPLAM
KABI | HUCRE | TAMPON | DNA REAKTIF | BESIYERI
SAYISI | MIKTARI | MIKTARI | MIKTARI | (SERUMLU)
6-kuyu | 1,5.10° | 200 ul 2 ug 4 ul 2ml
petri
10cm | 1.10° 500 pl 10 pg 20 ul 10 ml
petri
Immiinoblot caligmalarinda kullanilan HEK293T hiicrelerinin

transfeksiyonunda ise hem ucuz hem de efektif bir reaktif olan PEI kullanilmistir
(Tablo 3.9).

Tablo 3.9: HEK293T transfeksiyon malzemeleri ve miktarlari.

KULTUR | HUCRE | DNA PEI REAKTIF | TOPLAM BESIYERI
KABI SAYISI | MIKTARI | MIKTARI (SERUMSUZ)
10cm petri | 1.10° 7.5 ug 22.5 ul 10 ml

3.1.16. Kullanilan Cihazlar

Deneylerde kullanilan cihazlara, cihazlarin markalarina ve model numaralarina

ait liste agagidaki Tablo 3.10° da yer almaktadir.
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Tablo 3.10: Kullanilan cihazlar.

CIHAZIN ADI CIHAZIN CIHAZIN MODELI
MARKASI

Immunoblot Ekipmanlar1 | BIO-RAD Mini-PROTEAN®

Tetra Handcast Systems

Agaroz Jel Yiiriitme BIO-RAD Wide Mini-Sub® Cell

Sistemi GT Cell

Agaroz Jel ve Immunoblot | BIO-RAD ChemiDoc XRS+

Goriintileme Cihazi

Canli Hiicre Goriintiileme | Leica DMi8

Mikroskobu

Konfokal Mikroskop Zeiss LSM-880

Calkalayici Labnet ROCKER 25

Hassas Terazi ADAM PGW 253i

Kuru Banyo (Is1 Blogu) Benchmark BSH1002-E

Dondiiriicti/Calkalayict Biosan RS-60

Vortex SCILOGEX MX-S

Sogutmali Eppendorf HITACHI CT-15RE

Santrifiyj Cihaz1

Sogutmali Falkon Santrifiij | NUVE NF-1200R

Cihazi

PCR Cihaz1 Biometra Analytik-Jena

Laminar Akim Kabini Cryste

Inkiibator Heal Force Smart Cell

Su Banyosu Wisd WiseBath

Multimod Mikroplaka Thermo Varioskan Flash

Okuyucu Scientific

3.1.17. Kullanilan Antikorlar

Deneylerde kullanilan antikorlara ait bilgiler; immiinoblot ve immiinfloresan

calismalari sirasinda kullanilma oranlarina iligkin bilgiler Tablo 3.11°de gosterilmistir.
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Tablo 3.11: Kullanilan antikorlar.

ELDE
. C . KATALOG |WB IF
ANTIKOR | EDILDIGI FIRMA
. NUMARASI | orani orani
ORGANIZMA
Primer Antikorlar
CCDC124- | Tavsan (100- Bethyl
_ _ A301-834A | 1/1000 | 1/200
Middle 150) Laboratories
) Mouse (149- _
a-Tubulin Santa Cruz Bio | SC-5286 1/200
448)
y-Tubulin Fare (38-53) Abcam ab11316 1/200
) _ WHO0004904
YB-1 Fare (51-140) | Sigma Aldrich v 1/200
Flag-Tag Fare Abcam ab18230 1/1000 | 1/200
HA-Tag Tavsan Abcam ab137838 1/1000 | 1/200
PRC1 Fare Abcam ab119338 1/200
Calnexin Tavsan Abcam ab22595 1/2000
Rab11-FIP3 | Keci Santa Cruz Bio | sc-165328 1/200
Sekonder Antikorlar
Rabbit 1IgG | Kegci Sigma Aldrich | A9169 1/5000
Mouse Cell Signaling
Fare 4409S 1/500
Alexa-555 Technology
Mouse Cell Signaling
Fare 4408S 1/500
Alexa-488 Technology
Rabbit Cell Signaling
Tavsan 4412S 1/500
Alexa-555 Technology
Rabbit Cell Signaling
Tavsan 4413S 1/500
Alexa-555 Technology
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3.2. Metot

3.2.1. Biyoinformatik Analizler

RCSB Protein DataBank’ta (http://www.rcsb.org) 3 boyutlu yapisi bulunmayan
veya heniiz X-Ray Kristalografi veya NMR analizi yapilmamis proteinlerin 3 boyutlu
yapilarin1 tahmin etmek igin Phyre2 - Protein Homology/analogY Recognition Engine
V 2.0 (www.shg.bio.ic.ac.uk/phyre2), I-TASSER — lIterative Threading ASSEmbly
Refinement (http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/) ,PSIPRED - Protein
Structure Analysis Workbench (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/) ve FOLDpro -
Protein Fold Recognition and Template-Based 3D Structure Prediction
(http://mine5.ics.uci.edu:1026/foldpro.html) programlart kullanilmistir.

Oncelikle CCDC124’iin Gen Ontolojisi (GO) terimlerinde (RNA baglama,
sitoplazma, sentrozom, hiicre dongiisii, orta-cisimcik, hiicre boliinmesi) ve ekspresyon
paternleri gergevesinde ortak partnerleri AmiGO
(http://amigo.geneontology.org/amigo) ve  QuickGO  (https://www.ebi.ac.uk/
QuickGO/) veritabanlar1 ile, ardindan hiicre i¢i lokalizasyon noktalari, bilinen
etkilesim partnerleri [1] ve genis Olgekli kiitle spektrometresi verileri géz Oniine
alimarak MICroKiTS 4.0 (http://microkit.biocuckoo.org) ve BioGRID 3.4
(https://thebiogrid.org) veritabanlar1 arastirilip etkilesim aday listesi ortaya
¢ikarilmigtir (Tablo Al.1). Daha sonra listedeki adaylar, 3 boyutlu yap1 uyumu, kavite-
oyuk uyumu, izoelektrik nokta, pH 7.0 de net yiik gibi parametreler ¢ercevesinde
etkilesim modelleri yapan PATCHDOCK (https://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/PatchDock/)
programi vasitasiyla 3 boyutlu PDB verileri kullanilarak etkilesime tabi tutulmustur.
Etkilesim gosteren ve Etkilesim Dogruluk Puani (Confidency Score) > 2.10%2,5.10*
olan adaylar hidrojen bag1 yapma potansiyeli (~1-5 A mesafe), GROMOS96 programi
(http://lwww.gromos.net) ile etkilesim gosteren aminoasitlerin yan zincirlerinin
baglanma Oncesi ve sonrasi enerji diizeyleri (bag, a¢i, gerilme, bagsizlik ve
elektrostatik cekim enerjileri) géz Oniine alinarak degerlendirmeye tabi tutulmus ve
yiiksek etkilesim ihtimali olan aday listesi ortaya ¢ikarilmistir (Tablo 4.1.).

Ayrica CCDC124’iin translasyon sonrasi modifikasyon (PTM) bolgelerine
yonelik gergeklestirdigimiz arastirmalarda, deneysel verileri ve tahmin modellerini
kullanan veritabanlarindan GPS  (http://gps.biocuckoo.org), PROTEOMEscout
(https://proteomescout.wustl.edu), PhosphoNET (http://www.phosphonet.ca),
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HMMpTM (http://aias.biol.uoa.gr/HMMpTMY/), PTMcode (http://ptmcode.embl.de/)
ve NetworKIN (http://networkin.info/) kullanilarak potansiyel PTM bolgeleri
belirlenmistir (Tablo Al.2).

3.2.2. Hiicre Kiiltiiri

Hek293T ve HeLa hiicre hatlar1 yliksek glukozlu DMEM, %10 FBS ve %1
Pen/Strep iceren, hTERT-RPE-1 hiicre hatt1 ise DMEM/F12, %10 FBS, %1 Pen/Strep
ve %1 L-Glutamin igeren besi ortaminda, 37°C sicaklik ve %5 CO2 saglayan

inkiibatorde biiyiitilmiistiir.

3.2.3. Transfeksiyon

¢ JetPRIME prosediirii

JetPRIME tampon eklenip igerisine gerekli miktarda plazmid DNA eklenip 10s
vorteks yapilir ve ardindan mini spinner ile kisa ¢oktiirme yapilir. Daha sonra {izerine
JetPRIME reaktifinden eklenip tekrar 10s vorteks yapilir ve mini spinner ile kisa
coktiirme yapilir. 10 dk karanlikta oda sicakliginda bekletilen karisim serumlu besiyeri
iceren hiicrelerin iizerine damlatilip 8 saat (canli hiicre goriintlileme icin) veya 24 saat
(immiinfloresan i¢in) 37°C ‘de %5 CO2 saglayan inkiibatérde inkiibasyona birakilir.
Stire sonunda besiyeri taze besiyeri ile degistirilip transfekte edilen plazmid DNA’ nin

ekspresyonunun saglanmasi i¢in 24-30 saat siire ile inkiibasyona birakilir.

¢ PEI prosediirii

Iml serumsuz besiyeri igerisine gerekli miktarda plazmid DNA eklendikten
sonra birkag defa yavasca pipetlenip oda sicakliginda S5dk inkiibasyon yapilir.
Ardindan iizerine PEI reaktifinden eklenip tekrar yavasca pipetleme yapilip 15 dk
karanlikta oda sicakliginda bekletilen karisim 9ml taze serumsuz besiyeri eklenen
hiicrelerin lizerine damlatilip 24 saat 37°C ‘de %5 CO2 saglayan inkiibatorde
inkiibasyona birakilir. Siire sonunda besiyeri taze serumlu besiyeri ile degistirilip
transfekte edilen plazmid DNA’nin ekspresyonunun saglanmasi i¢in 24 saat siire ile

inkiibasyona birakilir.
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3.2.4. Transformasyon

200 pl ultra competent E.coli DH5a bakteri hiicrelerinin iizerine 15ng plazmid
DNA eklenip dikkatlice karistirtlir. Karisim 30dk buzda bekletilip 42°C’ de 2dk 1s1
soku uygulanir. Hemen ardindan 5dk buzda bekletilen karisima 1ml LB eklenip 37°C
‘de 1 saat karigtirmali inkiibasyona birakilir. Inkiibasyon sonras1 7000 rpm de 7dk
santrifiij gerceklestirilir. Dipte biriken pellet bir miktar LB igersinde c¢oziilerek
onceden petriye dokiilmiis agar besiyeri lizerine yayilir ve 37°C’de gece boyu

inkiibasyona birakilir.

3.2.5. Restriksiyon Endoniikleaz Deneyi

Kesilecek her 1pg plazmid DNA i¢in 4 {inite restriksiyon enzimi kullanilmistir.

3.2.6. DNA Coktiirme Deneyi

Plazmid DNA hacminin 1/10’u kadar hacim Sodyum asetat eklenip karistirilir.
Ardindan plazmid DNA’nin hacminin 2.5 kat1 kadar %100 etanol eklenip tekrar
karistirilir. -80°C* de 30dk veya sivi azotta 3 dk bekletilen 6rnek 14000rpm’de
+4°C’de 15dk santrifiij yapilip st sivi atilir. Ardindan 500 pl %70 etanol eklenip
14000rpm’de +4°C’de 5dk santrifiij yapilip st sivi atilir. Evaporatérde 20-30dk

kurutulan 6rnekler, istenen miktarda niikleaz icermeyen ddH20 ile ¢oziiliir.

3.2.7. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Standart ~PCR  amplifikasyonlart1  ve  yoOnlendirilmis  mutagenez

amplifikasyonlarinda uygulanan kosullar Tablo 3.12’de belirtilmistir.

Tablo 3.12: Uygulanan PCR Sartlari.

SUREC SICAKLIKLAR | SURELER | TEKRAR SAYISI
Ana Denatiirasyon | 95°C 5 dk 1 defa
Denatiirasyon 95°C 1dk

Baglanma 60°C 1dk

Uzama 68°C 1dk/1kp | -0 9¢f

Son Uzama 68°C 10 dk 1 defa

Bekleme 4°C o0 1 defa
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3.2.8. Yonlendirilmis Mutagenez

Yonlendirilmis mutagenez PCR amplifikasyonu sonrasi 6rnekten 5 pl alinarak
agaroz jel elektroforezinde yiiriitiiliip amplifikasyon durumu gézlemlenir. Geri kalan
ornek tizerine 10 pl Cutsmart Tampon ve 2 ul Dpnl enzimi eklenip 2 saat 37 °C de
inkiibasyona birakilir. Inkiibasyon sonras1 4 pl 10X Ligasyon Tamponu ve 2 ul T4
DNA Ligaz eklenip 16 °C’ de gece boyu ligasyona birakilir. Ertesi giin 6rnek hacmi 4

esit hacime bdliinerek 4 petriye transformasyonu gerceklestirilir.

3.2.9. Ultra Kompetent Hiicre Hazirlanisi

Stok E.coli DH5a bakteri hiicrelerinden 6n kiiltiir elde edebilmek icin 50 pl
alimip 3ml LB igerisine eklendikten sonra gece boyu 37 °C’ de ¢alkalamal
inkiibasyona birakilir. Biiyiiyen 6n kiiltiirden hacimce %1°1 agmayacak sekilde 250ml
LB’ye asilama yapilip 37 °C’ de galkalamali inkiibasyona birakilir. 45 dakikada bir
OD olgiiliir ve 0.55’e ulastiginda kiiltir alinip 4000rpm de 4 °C’ de 10dk santrifiij
yapilir. Devam eden siire¢ tamamen buz iizerinde olmak kosuluyla santrifiij sonrasi
hiicre pelleti 80ml soguk Inoue Ultra Competent Hiicre Tamponunda ¢oziiliip tekrar
4000rpm de 4 °C’ de 10dk santrifiij yapilir. Santrifiij sonrasi iist sivi dokiiliip hiicre
pelleti 20ml soguk Inoue Ultra Competent Hiicre Tamponunda ¢éziiliir. Uzerine 1.5ml
DMSO eklenip karistirilarak 10dk buzda bekletilir. Ardindan karisim eppendorflara
dagitilarak sivi azotta 2-3 dk bekletilir ve -80 °C sogutucuda daha sonra kullanilmak

uzere saklanir.

3.2.10. Agaroz Jelden DNA Geri-Kazanim Deneyi

Molekiiler klonlama ¢aligmasinda vektore entegre edilecek DNA bolgesi, agaroz
jelde yiiriitiilip QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, Cat No: 28704) kullanilarak

geri kazanilmigtir.

3.2.11. immiinboyama Deneyi

Deneyin baslangicindan bir giin 6nce 6-kuyulu petriye steril lamel konup {izerine

15x10% hiicre ekilir. Ertesi giin 2 defa 5’er dk 1X DPBS ile yikanan hiicreler %100

36



metanol ile 10dk -20 °C’ de inkiibasyona birakilir. Ardindan 3 defa 5’er dk yikama
soliisyonuyla yikanan hiicrelere bloklama soliisyonu eklenip 1 saat oda sicakliginda
calkalamali inkiibasyona birakilir. Inkiibasyon sonrasi bloklama soliisyonu ortamdan
cekilir ve taze bloklama soliisyonu igerisine 1/200 oraninda primer antikor eklenip
hiicreler tekrar oda sicakliginda 1 saat galkalamal1 inkiibasyona birakilir. Inkiibasyon
sonras1 primer antikor sollisyonu ortamdan cekilir ve 3 defa 5’er dk yikama
soliisyonuyla yikanir. Devaminda taze bloklama soliisyonu igerisine 1/500 oraninda
ikincil antikor eklenip hiicreler 1siktan korumali bir sekilde oda sicakliginda 1 saat
calkalamali inkiibasyona birakilir. Tkincil antikor inkiibasyonundan sonra hiicreler 2
defa yikama soliisyonu ile yikanip 15 dk oda sicakliginda DAPI soliisyonu igerisinde
calkalamali inkiibasyona birakilir. DAPI uygulamasindan sonra 15dk ddHO ile

yikanip DAKO floresans kapama soliisyonu ile lam iizerine kapatilir.

3.2.12. Hiicre Senkronizasyonu

Bazi immiinfloresan deneylerinde hiicreler, hiicre dongiisiiniin mitoz fazinda
senkronize edilmistir. Hiicreler oncelikle 16 saat boyunca 2.5 mM thymidine maruz
birakilmigtir. Ardindan besiyeri tazelenip 8 saat inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra
tekrar 16 saat boyunca 2.5 mM thymidine maruz birakilmistir. Ardindan besiyeri
ortamdan ¢ekilip 200nM Nocodazole igeren besiyeri eklendikten sonra 12 saat
inkiibasyona birakilmistir. Nocodazole uygulamasi sonrasi besiyeri ortamdan cekilip
hiicreler taze besiyeri ile yikanarak toplanmistir. Toplanan hiicreler 1500 rpm de oda
sicakliginda S5dk santrifiij yapilip 6-kuyulu petriye ekilmistir. 2.5-3 saat sonra

immiinfloresan yapilmistir.

3.2.13. Bakteri Hiicrelerinin Saklanmasi

Bakteri hiicreleri gliserol stok yontemi ile saklanmistir. Kat1 agar petriden tekil
koloni alinip 3ml LB’de biiyiitiilmiistiir. Ardindan 625 pl kiiltiire 375 ul %80 gliserol
eklenip karistirilarak -80 °C” de saklanmustir.
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3.2.14. Plazmid DNA Izolasyonu

Kiiciik dlgekli plazmid DNA izolasyonu i¢in NucleoSpin® Plasmid (Macherey-
Nagel), orta ve biiylik 6l¢ekli plazmid DNA izolasyonu i¢in NucleoBond® Xtra Midi
/ Maxi (Macherey-Nagel) kitleri kullanilmastir.

3.2.15. Niikleik Asit Konsantrasyon Tayini

Niikleik asit konsantrasyonlari ve safliklart NanoDrop (Shimadzu, Biospec-

Nano) cihazinda ol¢iilmiistiir.

3.2.16. Protein Konsantrasyon Tayini

Deneylerde kullanilmak iizere izole edilen proteinlerin absorbanslar1 Bradford
soliisyonu kullanillarak 595nm’de Varioskan™ cihazinda Olglilmiistiir  ve

konsantrasyonlarin hesabinda 6lgiilen absorbanslar kullanilmaistir.

3.2.17. Vektorlerin Yapim

C-terminal mCherry etiketli CCDC124 vektoriiniin (pCCDC124-mCherry)
hazirlanmasi i¢in pCCDC124-GFP vektoriindeki GFP gen bolgesi BamHI/Hpal arasi
ilgili restriksiyon enzimleri ile kesilmistir. mCherry Frw ve mCherry Rev primerleri
ile pmCherry-C1 vektoriinden amplifiye edilen mCherry gen bolgesi, kesilmis
pCCDC124-GFP vektoriine klonlanmigtir.

Y38A, Y38E, Y38F aminoasit degisimleri yonlendirilmis mutagenez teknigi ile
pCCDC124-HA plazmidi lizerinde yapilmistir. S122A, S141A ve S122A & S141A
aminoasit degigsimleri ise yine yonlendirilmis mutagenez teknigi ile pCCDC124-HA,
pCCDC124-GFP ve pCCDC124-mCherry vektorleri tizerinde yapilmistir. Kullanilan
primerler, oligoniikleotidler alt basliginda belirtilmektedir.

3.2.18. DNA’nin Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz, mikrodalga firinda 1X TAE tamponu igerisinde eritilmis ve son
konsantrasyonda 10 pg/ml olacak sekilde etidyum bromiir eklenmistir (1 kb'den kisa
olan DNA o6rnekleri i¢in % 1-2 agaroz jel, 1 kb' den uzun DNA 6rnekleri i¢in % 0.8
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agaroz jel kullanilmigtir). DNA numuneleri, 1x mor yiikleme boyasi ile hazirlanmis ve
jelde kuyulara yiiklenmistir. Jel 1X TAE igerisinde, DNA’ nin boyutuna bagl olarak

farkli gerilim ve siirelerde yiiriitilmiistiir.

3.2.19. Stok Hiicrelerin Kriyoprezervasyonu

Hiicreler erken pasaj sayisinda iken petriden tripsin ile kaldirilip 1500 rpm de
5dk santrifiij yapilir. Ust siv1 cekilip, pellet dondurma besiyeri (%5 DMSO + %95
FBS) igerisinde ¢oziiliir ve kriyotiiplere dagitilarak -80°C’de 1 hafta saklanir. Daha

sonra hiicreler -80°C’den s1v1 azota alinir.

3.2.20. Dondurulmus Stok Hiicrelerin A¢ilmasi

Sivi nitrojen tankindan alinan hiicreler 37°C’deki su banyosunda 1-2 dakika
bekletilir. Daha sonra 15ml lik falkon tiip i¢erisine 10ml taze biiyiime besiyeri eklenip
hiicreler igerisine transfer edilir. 1500 rpm de 5 dk santrifiij yapilan hiicrelerin {ist s1visi

atilip, pellet 7ml taze besiyerinde ¢oziilerek T25 flaska ekilir.

3.2.21. immiinoblot

Hiicreler 10cm petriden 1X soguk DPBS ile kazinarak toplanir ve 1500 rpm de
5 dk santrifiij yapilir. Ust sivi atilip hiicre pelletinin iizerine 200 pl Liziz tamponu
eklenir. 30 dk buzda inkiibasyona birakilan karigim 10 dakikada bir 10 s vortekslenir.
Inkiibasyon sonras1 14000rpm de 30 dk 4 °C’de santrifiij yapilir ve iist s1v1 (proteinlerin
bulundugu faz) toplanir. Protein konsantrasyonu belirlenip, her kuyuda 30pug protein
olacak sekilde eppendorflara ayrilir. Uzerine 3X SDS 6rnek tamponu eklenir ve 100
°C’de 5dk denatiire edilir. Ardindan 1X yiiriitme tamponu igerisinde SDS-PAGE’de
yaklasik 1.5 saat yiirlitiilen 6rnekler, 1X Transfer tamponu igerisinde 100V gerilim
altinda 1.5 saat boyunca PVDF membrana transfer edilir. Transfer sonrasi gece boyu
WB bloklama soliisyonunda 4 °C’de calkalanan membrana taze WB bloklama
soliisyonu icerisinde oda sicaklifinda ¢alkalamali inkiibasyonla 2 saat birincil antikor
uygulamasi yapilir. Ardindan 3 defa 10’ar dakika 1X TBS-T ile yikanan membrana
yine taze WB bloklama soliisyonu igerisinde oda sicakliginda c¢alkalamali

inkiibasyonla 1 saat 1giktan korumali sekilde ikincil antikor uygulamasi yapilir.
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Uygulama sonras1t 3 defa 10’ar dakika 1X TBS-T ile yikanan membranin ECL

sollisyonu ile goriintiisii alinir.

3.2.22. Birlikte Coktiirme (co-1P)

Dynabead (Dynabeads Protein G; Life Technologies 10004D) manyetik boncuk
tiipli homojen olana kadar elde yavagga calkalanir. Her 15 cm’lik petriden elde edilen
protein lizat1 i¢cin 50 ul Dynabead olacak sekilde eppendorf tiipe aktarilir. Tiip
manyetik ayiriciya (DynaMag) yerlestirilir ve boncuklara dokunulmadan {ist sivi
pipetle uzaklastirilir. Tlipler magnetten ayrildiktan sonra oda sicakligindaki 1X DPBS
ile iki kez yavasga yikanir ve ardindan st sivi uzaklastirilir. Baglanmasi istenen
antikor (1-10 pg arasi) 200 pl co-IP yikama tamponu i¢inde karistirildiktan sonra
boncuklarin iizerine eklenip oda sicakliginda 2 saat ¢alkalayici/dondiiriicti de (12 rpm)
antikorlarin boncuklara baglanmasi saglanir. Siire sonunda boncuk-antikor kompleksi
magnete yerlestirilip tist sivi uzaklastirilir. Hiicre lizat1 (100-1000 pl) boncuk-antikor
kompleksi iizerine eklenip yavasca pipetlenip 4°C’ de gece boyu
calkalayici/dondiiriicii de (9 rpm) dondiiriiliir. Ertesi giin boncuk-antikor-protein lizat
kompleksi magnete yerlestirilip tist stvi SDS-PAGE’de input olarak kullanilmak tizere
ayri bir tiipe alinip buzda bekletilir. Boncuk-antikor-protein kompleksi 3 kez 200 pul
co-IP yikama tamponu ile yikandiktan sonra 100 pl co-IP yikama tamponu eklenip
yavagca pipetlenir ve yeni bir eppendorf tiipe aktarilir. Tiip magnete yerlestirerek {ist
siviyt uzaklastirilir. Boncuk-antikor-protein  kompleksine 30 ul co-IP eliisyon
tamponu, buzda bekletilen iist sividan alinan 10 pl 6rnege de 5 pl co-IP eliisyon
tamponu eklenip 100 °C’de 5 dk denatiire edilir. Siire sonunda Boncuk-antikor-protein
kompleksini barindiran tiipler magnete yerlestirilerek hacmin 20 ul’si, st sivilarin
bulundugu tiiplerdeki hacmin ise tamami SDS-PAGE’e yiiklenerek devaminda

western blot prosediirii uygulanir.
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4. SONUCLAR

4.1. Biyoinformatik Analiz Sonuc¢lar

Orta-cisimcigin ve sentrozomun kritik proteinlerinden birisi olan ve miktar
bagimli hiicre i¢i regiilasyonu etkileyen bir protein olan CCDC124’{in heniiz bilinen
cok az etkilesim partneri bulunmaktadir. Hiicre igerisindeki farkli lokalizasyonlari,
miktar bagimli hiicrenin kaderini etkilemesi ve farkli stabilite durumlar1 goz oniine
alindiginda heniiz ortaya ¢ikarilmamis etkilesim partnerleri olabilecegi fikri glindeme
gelmistir. Bu ¢ergevede tez calismamizin da amaglarindan birisi olarak belirledigimiz,
CCDC124’tin yeni etkilesim partnerlerinin bulunmasi adina 6nce biyoinformatik
calismalarla yiiksek etkilesim adaylari ortaya cikarilmig, ardindan da deneysel
caligmalarla ilgili proteinlerin etkilesimleri teyit edilmistir.

Metot kisminda belirttigimiz parametreler ¢ercevesinde gerceklestirdigimiz
analizlerden ortaya ¢ikan ilk eleme etkilesim aday listesi Tablo Al.1l’de
goriilmektedir.

[lk eleme etkilesim aday listesi, metot kisminda da belirtildigi gibi, hidrojen bagi
yapma potansiyeli ve etkilesim gosteren aminoasitlerin yan zincirlerinin baglanma
oncesi ve sonrasi enerji diizeyleri (Tablo B1.1-3) g6z 6niine alinip degerlendirmeye
tabi tutularak ikincil eleme etkilesim aday listesi olusturulmustur (Tablo 4.1).
GROMOS96 ile yapilan enerji analizleri, etkilesim oncesi ve sonrasi yapilarak
aminoasitlerin etkilesim potansiyelleri degerlendirilmistir. Normal sartlarda etkilesim
gosteren iki aminoasitin yan zincirleri, etkilesim sonrasi daha kararli yapiya
biirlinmekte ve biinyelerindeki enerjiyi bir miktar kaybetmektedirler (agirlikli olarak
hidrojen bag1 sayisina bagl olarak). Bu ¢er¢evede degerlendirmemiz toplam enerjinin
etkilesim Oncesine gore diismesi prensibine dayanmaktadir. Bazi aminoasitlerde
diisiisiin aksine artis goriinmesi, etkilesim ihtimalinin digerlerine kiyasla diisiik

olabilecegini diisiindiirmektedir (Tablo B1.1-3).

41



Tablo 4.1: Ikincil eleme etkilesim aday listesi.

SIRA _ PATCHDOCK HIDROJEN
PROTEIN ADI y
NUMARASI SKORU BAGI SAYISI
1 RAB11-FIP3 23591 (2,3591.10% 4
2 YB-1 21375 (2,1375.10% 4
3 PRC1 20030 (2,0030.10% 3

Tablo 4.1’ deki aday etkilesim proteinler i¢in 3-boyutlu etkilesim modelleri
olusturulup etkilesim boélgeleri belirtilmistir. Daha sonra immiinboyama ve/veya
birlikte ¢oktiirme deneyleri yapilarak etkilesimler teyit edilmistir.

Ek olarak, detayli literatiir taramas1 ve biyoinformatik veritabanlarinin kullanimi
ile CCDC124’iin potansiyel translasyon sonrasi modifikasyon bdlgeleri belirlenmigstir
(Tablo Al.2). Hem daha 6nce gergeklestirilen deneysel ¢alismalar, hem de Tablo A1.2

dikkate alinarak Y38, S122 ve S141 aminoasitleri lizerine yogunlasilmistir.

4.1.1. CCDC124-Rab11-FIP3 Etkilesimi

Endositik trafigin ana regiilatorlerinden birisi olan Rab11-FIP3, ge¢ sitokinezde
endozomal vezikiillerin kesilme oluguna iletimini saglar. Ayrica Interfazda geri
doniisiim endozomlarinin yapisal biitiinliigii i¢in de gereklidir. Dynein ve dynactin
proteinleri arasindaki etkilesimi saglayarak dynein motor kompleksinin g¢esitli
kargolara baglanmasini saglar [52].

Gergeklestirdigimiz yapisal biyoinformatik c¢aligmalar sirastyla CCDC124’{in
GLU143, LYS56, GLN51 ve ARG192 aminoasitlerinin Rab11-FIP3’iin THR702,
MET721, ILE724 ve GLU706 aminoasitleri ile etkilesebilecegini ortaya ¢ikarmistir
(Sekil 4.1-4).

Akabinde gerceklestirdigimiz immiinboyama (Sekil 4.5) ve birlikte ¢oktiirme
(Sekil 4.6) deneyleri, CCDC124’iin Rab11-FIP3 ile hem hiicre i¢i lokalizasyon
acisindan sentrozom, orta-cisimcik ve Rabll1-FIP3+ vezikiillerde (beyaz oklarla
belirtilmistir), hem de direk protein-protein etkilesimi agisindan birlikteliklerini

dogrulamaktadir.
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Sekil 4.1: CCDC124 (Mor) — Rab11-FIP3 (Sar1) yapisal etkilesim modeli.

GLU143

Sekil 4.2: GLU143 (CCDC124) — THR702 (Rab11-FIP3) aminoasit etkilesim
modeli.



Sekil 4.3: LYS56 (CCDC124) — MET721 (Rab11-FIP3) ve GLN51 (CCDC124) —

ILE724 (Rab11-FIP3) aminoasit etkilesim modelleri.

\
) -

Sekil 4.4: ARG192 (CCDC124) — GLU706 (Rab11-FIP3) aminoasit etkilesim
modeli.
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CCDC124 DAPI Rab11-FIP3 MERGE
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Sekil 4.6: CCDC124 — Rab11-FIP3 etkilesimi birlikte ¢oktiirme goriintiisi.

4.1.2. CCDC124-YB-1 Etkilesimi

Y-box baglayict proteinler, soguk sok bolgesine (CSD) sahip siiper protein
ailesinin iiyeleridir. Transkripsiyonun diizenlenmesi, translasyon modiilasyonu, DNA
onarimi, ilag direnci, hiicre dis1 sinyallere karsi stres tepkisi ve embriyogenezinin

erken sathalarinda yer almaktadirlar. Bircok calisma, aktif proliferasyon gosteren
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hiicrelerdeki  YB-1 protein ifadesinin, aktif proliferasyon gdstermeyen
(duragan/boliinmeyen) hiicrelere kiyasla arttigini gostermektedir. 'YB-1, DNA
polimeraz o, gogalan hiicre niikleer antijeni (PCNA), timidin kinaz ve topoizomeraz Il
gibi hiicre proliferasyonunda rol oynayan bir¢cok geni aktive etmektedir. YB-1" in
shRNA ile ifadesinin diisiiriilmesi, hiicrelerin proliferasyon hizinda diisiise ve apoptoz
oraninda ciddi artiga sebep olmaktadir [49]. Ayrica, YB-1’in amino-ug bdlgesi Siklin
D1 ile etkileserek hiicre dongiisiiniin G2/M geg¢isini diizenlemektedir. Fareler iizerinde
yapilan ¢aligsmalar ise, YB1 geninin genomdan her iki allelden de tamamen ¢ikarilmasi
durumunda embriyonik seviyede oldiiriicii etki gostermistir [50]. Yapilan kiitle
spektrometresi ¢aligmalari ise gostermektedir ki, YB-1, hiicre béliinmesi ile dogrudan
iliskili olan AURKA, CDC20 ve CK2 ile etkilesmektedir [51].

Gergeklestirdigimiz yapisal biyoinformatik ¢aligmalari sirastyla CCDC124’lin
LEU34, GLU35, ASN44 ve VAL53 aminoasitlerinin YB-1’in ARG19, ARG47,
LYS119 ve LYS44 aminoasitleri ile etkilesebilecegini ortaya ¢ikarmistir (Sekil 4.7-
11).

Akabinde gerceklestirdigimiz immiinboyama (Sekil 4.12) deneyi, CCDC124’iin
YB-1 ile hiicre i¢i lokalizasyon agisindan orta-cisimcik ve sitoplazmada farkli

noktalarda birlikteliklerini dogrulamaktadir (beyaz oklarla belirtilmistir).

Sekil 4.7: CCDC124 (Mor) — YB-1 (Kirmiz1) yapisal etkilesim modeli.
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RG19 cA

LEU34 CB

Sekil 4.8: LEU34 (CCDC124) — ARG19 (YB-1) aminoasit etkilesim modeli.

Sekil 4.9: GLU35 (CCDC124) — ARGA47 (YB-1) aminoasit etkilesim modeli.
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Sekil 4.10: ASN44 (CCDC124) — LYS119 (YB-1) aminoasit etkilesim modeli.

G2 -

Sekil 4.11: VAL53 (CCDC124) — LYS44 (YB-1) aminoasit etkilesim modeli.
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CCDC124  DAPI - MERGE

%

Sekil 4.12: CCDC124 — YB-1 etkilesimi immiinboyama goriintiisii.

4.1.3. CCDC124-PRC-1 Etkilesimi

Gergeklestirdigimiz yapisal biyoinformatik ¢alismalar1 sirasiyyla CCDC124’{in
TYR38, LYS29 ve ASP115 aminoasitlerinin PRC-1’in GLU108, SER146 ve GLU75
aminoasitleri ile etkilesebilecegini ortaya ¢ikarmistir (Sekil 4.13-15).

Akabinde gerceklestirdigimiz immiinboyama (Sekil 4.16) deneyi, CCDC124’iin
PRC-1 ile hiicre i¢i lokalizasyon agisindan orta-cisimcikte birlikteliklerini

dogrulamaktadir (beyaz oklarla belirtilmistir).

Sekil 4.13: CCDC124 (Mor) — PRC-1 (Yesil) yapisal etkilesim modeli.
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5 6LU108  CG
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Sekil 4.14: TYR38 (CCDC124) — GLU108 (PRC-1) aminoasit etkilesim modeli.

GLU75

CG

3.36

LYS29 cB

ASP115  CA

3.62

SER146 0

Sekil 4.15: LYS29 (CCDC124) — SER146 (PRC1) ve ASP115 (CCDC124) — GLU75
(PRC1) aminoasit etkilesim modelleri.
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CCDC124 DAPI PRCI MERGE

.8

Sekil 4.16: CCDC124 — PRCI1 etkilesimi immiinboyama goriintisii.

4.2. Yonlendirilmis Mutagenez Sonuclari

4.2.1. S122A, S141A ve S122A&S141A-HA Mutantlar:

Metot kisminda belirtilen PCR miktarlar1 ve sartlar1 uygulanarak S122A-HA
plazmidi kalip olarak kullanilip ilgili mutasyon primerleri (S141A_Frw, S141A_Rev)
ile plazmid amplifiye edilerek agaroz jel elektroforezinde amplifikasyon durumu
gozlemlenmistir (Sekil 4.17A). Ardindan metil grubu barindiran GATC motifini kesen
Dpnl enzimi ile mutasyonsuz kalip DNA parcalanmistir. iki ucu da kiit olan
mutasyonlu DNAnin kendi lizerine kapanmasi i¢in ligasyon yapilmistir. Daha sonra
transformasyonu yapilan orneklerden plazmid DNA izolasyonu yapilip AflII-Apal
enzimleri ile bolge kontrol kesimi (Ccdc124 gen bolgesi) yapilmistir (Sekil 4.17B).
Kontrol kesiminde dogru biiyiikliikteki kesim bantlarini veren 6rnek IONTEK firmasi
(Istanbul, Tiirkiye) tarafindan dizilenerek mutasyon bolgesi teyit edilmistir (Sekil
4.18).
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10000 bp
8000 bp

6000 bp
5000 bp

3000 bp

Sekil 4.17: S122A-HA plazmidinde yonlendirilmis mutagenez ile S122A & S141A

mutasyonlarinin yapimi.

CCDC124-HA
(S122 Bolgesi)

S122A&S141A-HA
(S122A Bélgesi)

CCDCI124-HA
(S141 Bolgesi)

S122A&S141A-HA
(S141A Bolgesi)

Sekil 4.18: S122A&S141A-HA mutasyon bolgesi kromatogrami.

52



Hazirlanan S122A&S141A-HA mutasyon vektort, tekil mutasyonlarla (S122A-
HA ve S141A-HA) birlikte HEK293T hiicrelerine transfekte edilerek elde edilen
lizatlarla her bir 6rnek i¢in 40ug toplam protein olacak sekilde immiinblot deneyi
gerceklestirilmistir. CCDC124-HA, S141A-HA ve S122A&S141A-HA vektorleri
benzer bant profillerini gosterirken, S122A-HA vektorii onceki calismalarda da [1]

teyit edildigi tizere degrade bant profili sergilemektedir (Sekil 4.19).

IB: Anti-CCDC124
5
<
& § 5§ 5 5
y o S X o
S 7 g9 9 &
35kDa
25kDa
\‘q-
15kDa
- .
s aub s ame o

Sekil 4.19: CCDC124-HA S122A, S141A ve S122A&S141A mutantlarinin
immiinoblot goriintiisii.

Hazirlanan S122A-HA, S141A-HA ve S122A&S141A-HA mutasyon vektorleri
HeLa hiicrelerine transfekte edilerek HA-antikoru ile immiinboyama deneyi
gerceklestirilmistir. Hem mutantlar, hem de kontrol vektérii olan CCDCI124-HA
hiicreler aras1 kopriide yogun ifade gostererek orta-cisimcik lokalizasyonunun
bozulmadigini ortaya koymustur (Sekil 4.20) (Beyaz oklar). Fakat biitin mutantlarin
sentrozom lokalizasyonunun bozuldugu gozlemlenmistir (Sekil 4.21) (Beyaz oklar).
Ayrica, agirlikli olarak S122A-HA ve S122A&S141A-HA mutantlarinda niikleik asit-
CCDC124 etkilesimi gozlemlenmistir (Sekil 4.20) (A. CCDC124-GAMMA
TUBULIN, B. Mutantlar; pMEX-HA: Bos —HA vektdr kontroldiir) (Sar1 oklar).
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TUBULIN DAPI HA MERGE

CCDC124-HA

S122A-HA

S141A-HA

S122A&S141A-HA

Sekil 4.20: S122A-HA, S141A-HA ve S122A&S141A-HA mutantlarinin
immiinboyama goriintiisii (Alfa-Tiibiilin).
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GAMMA
TUBULIN DAPI CCDC124 MERGE

GAMMA
TUBULIN DAPI HA MERGE

pMEX-HA

CCDC124-HA

S122A-HA

S141A-HA

SI22A&S141A-HA

Sekil 4.21: S122A-HA, S141A-HA ve S122A&S141A-HA mutantlarinin
immiinboyama goriintiisii (Gamma-Tiibiilin).
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4.2.2. S122A, S141A ve S122A&S141A-GFP Mutantlan

Metot kisminda belirtilen PCR miktarlar1 ve sartlar1 uygulanarak CCDC124-

GFP plazmidi kalip olarak kullanilip ilgili mutasyon primerleri (S122A Frw,
S122A Rev, S141A Frw, S141A Rev) ile plazmid amplifiye edilerek agaroz jel

elektroforezinde amplifikasyon durumu goézlemlenmistir.

S122A&S141A-GFP

mutant1 igin S122A-GFP vektorii kalip olarak kullanilmustir (Sekil 4.22A), (Sekil
4.22C). Ardindan Dpnl enzimi ile mutasyonsuz kalip DNA par¢alanmustir. iki ucu da

kiit olan mutasyonlu DNA’nin kendi iizerine kapanmasi i¢in ligasyon yapilmistir.

Daha sonra transformasyonu yapilan 6rneklerden plazmid DNA izolasyonu yapilip

EcoRI-BamHI enzimleri ile bolge kontrol kesimi (Ccdc124 gen bolgesi) yapilmistir
(Sekil 4.22B), (Sekil 4.22D).

A.

6000 bp
5000 bp

4000 bp

B.

6000 bp

2000 bp

1000 bp

500 bp

M, the,

3~
by

8122/1

CCDC124

6000 bp

2000 bp

1000 bp

CCDC124
500 bp

Sekil 4.22:

CCDC124-GFP plazmidinde yonlendirilmis mutagenez ile S122A,

S141A ve S122A&S141A mutasyonlariin yapimi.
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Kontrol kesiminde dogru biiyiikliikteki kesim bantlarini veren 6rnek IONTEK
firmas1 (Istanbul,Tiirkiye) tarafindan dizilenerek mutasyon bélgesi teyit edilmistir
(Sekil 4.23).

CCDC124-GFP

(S122 Bolgesi) /\\ i (\

340 350
[ c c G G c c c T c T G

S122A-GFP

S122A&S141A-GFP
(S122A Bolgesi)

CCDC124-GFP
(S141 Bolgesi)

S141A-GFP

S122A&S141A-GFP
(S141A Bolgesi)

Sekil 4.23: CCDC124-GFP S122A, S141A ve S122A&S141A mutasyon bolgesi
kromatogramlari.
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Hazirlanan S122A-GFP, S141A-GFP ve S122A&S141A-GFP mutasyon
vektorleri HEK293T hiicrelerine transfekte edilerek elde edilen lizatlarla her bir 6rnek
icin 40ug toplam protein olacak sekilde immiinblot deneyi gergeklestirilmistir. Hem
mutantlar, hem de kontrol vektorii olan CCDC124-GFP, beklenen bant profili olan
~59 kDa (~32 kDa CCDC124 + ~27 kDa GFP) bantina ek olarak daha kii¢iik
molekiiler agirlikta 5 farkli bant profili daha sergilemektedirler (Sekil 4.24) (A. Diisiik

pozlama stiresi uygulandiginda, B. Yiiksek pozlama siiresi uygulandiginda).

IB: Anti-CCDC124

S s s e Calnexin

Sekil 4.24: CCDC124-GFP S122A, S141A ve S122A&S141A mutantlarinin
immiinoblot gorilintiisii.

Hazirlanan S122A-GFP, S141A-GFP ve S122A&S141A-GFP mutasyon
vektorleri HelLa hiicrelerine transfekte edilerek immiinboyama deneyi
gerceklestirilmistir. Hem mutantlar, hem de kontrol vektorii olan CCDC124-GFP
hiicreler aras1 kopriide yogun ifade gostererek orta-cisimcik lokalizasyonunun
bozulmadigini ortaya koymustur (Beyaz oklar). Ayrica, Sekil 4.20°de goriillen S122A-
HA ve S122A&S141A-HA mutantlarindaki niikleik asit-CCDC124 etkilesimi,
S122A-GFP ve S122A&S141A-GFP mutantlarinda daha belirgin bir sekilde
gozlemlenmistir (Sekil 4.25) (Sar1 oklar).
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. ALFA i
GFP DAPI TUBULIN MERGE

CCDC124-GFP

SI122A-GFP

S141A-GFP

S122A&S141A-GFP

Sekil 4.25: CCDC124-GFP S122A, S141A ve S122A&S141A mutantlarinin
immiinboyama gorilintiisii.

4.2.3. Y38A, Y38E ve Y38F-HA Mutantlar:

Metot kisminda belirtilen PCR miktarlar1 ve sartlar1 uygulanarak CCDC124-HA
plazmidi kalip olarak kullanilip ilgili mutasyon primerleri (Y38A_ Frw, Y38A Rev,
Y38E_Frw, Y38E_Rev, Y38F_Frw, Y38F_Rev) ile plazmid amplifiye edilerek agaroz
jel elektroforezinde amplifikasyon durumu gozlemlenmistir (Sekil 4.26A). Ardindan
Dpnl enzimi ile mutasyonsuz kalip DNA parcalanmistir. ki ucu da kiit olan
mutasyonlu DNA’nin kendi iizerine kapanmasi i¢in ligasyon yapilmistir. Daha sonra
transformasyonu yapilan orneklerden plazmid DNA izolasyonu yapilip AflII-Apal
enzimleri ile bolge kontrol kesimi (Ccdcl24 gen bolgesi) yapilmistir (Sekil 4.26B).
Kontrol kesiminde dogru biiyiikliikteki kesim bantlarini veren 6rnek IONTEK firmasi
(Istanbul, Tiirkiye) tarafindan dizilenerek mutasyon bolgesi teyit edilmistir (Sekil
4.27).
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4000 bp
2000 bp
1000 bp
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Sekil 4.26: CCDC124-HA plazmidinde yonlendirilmis mutagenez ile Y38 A-E-F
mutasyonlarinin yapimi.

CCDCI124-HA
(Y38 Bolgesi)

Y38A-HA

Y38E-HA

[

Sekil 4.27: CCDC124-HA Y38A, Y38E ve Y38F mutasyon bolgesi kromatogramlart.
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Hazirlanan Y38A-HA, Y38E-HA v e Y38F-HA mutasyon vektorleri HEK293T
hiicrelerine transfekte edilerek elde edilen lizatlarla her bir 6rnek i¢in 40ug toplam
protein olacak sekilde immiinblot deneyi gerceklestirilmistir. Hem mutantlar, hem de

kontrol vektorii olan CCDC124-HA benzer bant profillerini sergilemektedir (Sekil
4.28).

IB: Anti-CCDC124

ag
F & F S
0 o (&)
& & § 8
- Y~ 1

MHrA-e "

35kDa

25kDa - D e

15kDa

— R == - Calnexin

Sekil 4.28: CCDC124-HA Y38A, Y38E ve Y38F mutantlarinin immiinoblot
goruntusu.

ALFA

TUBULIN DAPI HA MERGE

CCDC124-HA

Y38A-HA

Y38E-HA

Y38F-HA

Sekil 4.29: CCDC124-HA Y38A, Y38E ve Y38F mutantlarinin immiinboyama
goriintlisii (Alfa-Tiibiilin).



GAMMA
TUBULIN DAPI HA MERGE

CCDC124-HA

Y38A-HA

Y38E-HA

Y38F-HA

Sekil 4.30: CCDC124-HA Y38A, Y38E ve Y38F mutantlarinin immiinboyama
goriintlisti (Gamma-Tiibiilin).

Hazirlanan Y38A-HA, Y38E-HA ve Y38F-HA mutasyon vektorleri Hela
hiicrelerine  transfekte edilerek HA-antikoru ile immiinboyama deneyi
gerceklestirilmistir. Hem mutantlar, hem de kontrol vektérii olan CCDC124-HA
hiicreler aras1 kopriide yogun ifade gostererek orta-cisimcik lokalizasyonunun
bozulmadigini ortaya koymustur (Sekil 4.29) (Beyaz oklar). Fakat biitiin mutantlarin

sentrozom lokalizasyonunun bozuldugu gozlemlenmistir. (Sekil 4.30) (Beyaz oklar).

4.2.4. CCDC124-mCherry Hazirlanisi ve Mutantlan

Oncelikle CCDC124-mCherry plazmidini hazirlamaya yonelik klonlama
gerceklestirilmistir. pmCherry-C1 plazmidinden mCherry gen bolgesi ilgili primerler
ile (mCherry_Frw, mCherry_Rev) amplifiye edilmistir (Sekil 4.31A). Ardindan
CCDC124-GFP plazmidindeki GFP bolgesi BamHI-Hpal enzimleri ile kesilerek
cikarilmig (Sekil 4.31B) ve amplifiye edilen mCherry gen bolgesi vektore

62



klonlanmistir. Klonlama sonrasi vektérdeki mCherry gen bolgesinin varligi BamHI-
Hpal enzim kesimi ile teyit edilmistir (Sekil 4.31C). Ardindan mutasyonlar i¢in Metot
kisminda belirtilen PCR miktarlar1 ve sartlari uygulanarak CCDC124-mCherry
plazmidi kalip olarak kullanilip ilgili mutasyon primerleri (S122A Frw, S122A Rev,
S141A Frw, S141A Rev) ile plazmid amplifiye edilerek agaroz jel elektroforezinde
amplifikasyon durumu goézlemlenmistir (Sekil 4.32A), (Sekil 4.32C). Ardindan Dpnl
enzimi ile mutasyonsuz kalip DNA parcalanmistir. iki ucu da kiit olan mutasyonlu
DNA’nin kendi iizerine kapanmasi icin ligasyon yapilmistir. Daha sonra
transformasyonu yapilan 6rneklerden plazmid DNA izolasyonu yapilip ECORI-BamHI
enzimleri ile bdlge kontrol kesimi (Ccdcl124 gen bolgesi) yapilmistir (Sekil 4.32B),
(Sekil 4.32D). Kontrol kesiminde dogru biiyiikliikteki kesim bantlarini veren drnekler
IONTEK firmas: (Istanbul,Tiirkiye) tarafindan dizilenerek mutasyon bolgeleri teyit
edilmistir (Sekil 4.33).

s &
= S
s §

1000 bp 6000 bp
750 bp mCherry 5000 bp
500 bp 3000 bp

1000 bp
750 bp
500 bp

Sekil 4.31: CCDC124-mCherry plazmid hazirlanist.
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6000 bp

3000 bp

1000 bp
750 bp

500 bp

1000 bp

750 bp
CCDCl124
500 bp

CCDCl124

Sekil 4.32: CCDC124-mCherry plazmidinde yonlendirilmis mutagenez ile S122A,

S141A ve S122A&S141A mutasyonlarinin yapimi.
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CCDC124-mCherry

(S122 Bolgesi) &/\/\ M A
/

S122A-mCherry

S122A&S141A-mCherry
(S122A Bolgesi)

CCDC124-mCherry
(S141 Bolgesi)

S141A-mCherry

S122A&S141A-mCherry
(S141A Bolgesi)

Sekil 4.33: CCDC124-mCherry S122A, S141A ve S122A&S141A mutasyon bolgesi
kromatogramlari.

Hazirlanan CCDC124-mCherry, S122A-mCherry, S141A-mCherry ve
S122A&S141A-mCherry mutasyon vektorleri HEK293T hiicrelerine transfekte

edilerek elde edilen lizatlarla her bir 6rnek i¢in 40ug toplam protein olacak sekilde
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immiinblot deneyi gerceklestirilmistir. Hem mutantlar, hem de kontrol vektorii olarak
kullanilan CCDC124-mCherry, beklenen bant profili olan ~61 kDa (~32 kDa
CCDC124 + ~29 kDa mCherry) bantina ek olarak daha kiigiik molekiiler agirlikta 6
farkli bant profili daha sergilemektedirler (Sekil 4.34) (A. Diisiik pozlama siiresi

uygulandiginda, B. Yiiksek pozlama siiresi uygulandiginda).

IB: Anti-CCDC124
A. £  B. £
g &
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~§ ol of § 5 oA T
g § &5 g § § 3
F & & iy S <& < ™
Na ) < @) @) B
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F§5 858 F o858
S 5 &5 3 S5 5 5 5
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Sekil 4.34: CCDC124-mCherry S122A, S141A ve S122A&S141A mutantlarinin
immiinblot goriintiisii.

Analog-duyarli enzim tasarimi, spesifik bir kinazin fonksiyonunu ¢aligmaya
yonelik yapilan uygulamadir. Bu ¢alismada kullanilan analog-duyarli PLK1 proteini
(PLK1%), gen hedefleme ve transgenik komplementasyon teknikleri kullanilarak
hTERT-RPE1 somatik hiicre hattinda PIk1 geni hedeflenerek gerceklestirilmistir. PIk1
geninin katalitik ATP baglama bolgesinde yapilan aminoasit mutasyonlari (C67V,
L130G), proteine hem daha biiyiik ATP-analoglarini / Piirin-analoglarint hem de
ATP’yi baglayabilme ozelligi kazandirmistir (Sekil 4.35A). ATP varliginda normal
vahsi tip PLK1 gibi ¢alisan protein, analog varliginda aktivitesini yitirmekte ve ig
ipliklerinin biraraya gelmesi engellenerek mitoz tutuklanmakta, ayrica sentrozom
olgunlagmasinda ve kromozom eslenmesinde hatalara sebep olmaktadir. Anafaz
sirasindaki akut inhibisyonu ise direk kesilme yarigi olusumunun engellenmesi ile
hiicre boliinmesini engellemekte ve multiniiklear hiicre olusumuna sebep olmaktadir.

PLK1 hiicre igerisinde substratlarina ¢ok biiylik oranda PBD bolgesi ile baglanarak
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etkilesim gdstermekte ve KD bolgesinin substrat {izerinde gergeklestirecegi
fosforilasyonun ilgili etkilesim motifinin bulundugu bdlgedeki serin veya treonin
aminoasitlerini fosforilasyona ugrattig1 bilinmektedir. CCDC124’tin, PLK1’in PBD
ve KD bolgelerinin etkilesebilecegi potansiyel bolgeler gbz oniine alinarak ATP (Sekil
4.35B) veya ATP analogu 3MB-PP1 (Sekil 4.35C) varliginda gerceklestirebilecegi
etkilesim modeli sematize edilmistir.

Hem normal ATP’yi hem de ATP analoglarin1 (6rn. 3MB-PP1) baglayabilmesi
icin hTERT-RPEI1 hiicrelerinde PLK1’in ATP baglayici katalitik cebinde yapilan
mutasyon [48] (Sekil 4.35), ne sentrozom (Sekil 4.36A) ne de orta-cisimcik (Sekil
4.36B) lokalizasyonunu etkilememektedir (Beyaz oklar). Hazirladigimiz CCDC124-
mcherry vektorii de PLK 1as hiicrelerine transfekte edildiginde hem sentrozom hem de
orta-cisimcikteki birlikte lokalizasyonlar1 gozlemlenmektedir. Spesifik PLK1
inhibitérii olan ATP analogu 3MB-PP1, CCDC124-mCherry transfekte hiicrelere
10uM dozda ve 48 saat uygulandiginda multiniiklear hiicreler goriilmekle birlikte

CCDC124’tin sentrozomdaki PLK 1 etkilesimi bozulmamaktadir (Sekil 4.36B) (Beyaz

oklar).
A Katalitik Bolge ~ ATP Analogu
PLK1-AS 2 + v - ’ inwiBe
PLK1-WT : + v -+ " : DIiRENGLE
B. C.

ADP

NS
Bolge
PLKl'AS 3MB-PP1

0 °¢|‘ O\I
SR TN EGSVE S-5-Kiruerrerreeseeeeeseseeeeesnesrsenens EGSVE
93 141 93 141

Sekil 4.35: Kimyasal genetik ile PLK1’in analog-duyarli kontrolii.
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PLK1-AS-GFP DAPI mCherry MERGE

CCDC124-mCherry

4 A 4
CCDC124-mCherry
> > >
CCDC124-mCherry
+ 10uM 3MB-PPI e " it

Sekil 4.36. CCDC124-mCherry ve PLK1* immiinboyama goriintiisii.

4.2.4.1. CCDC124-mCherry-PLK1* Canh Hiicre Goriintilleme

Genellikle ¢ogu enzim-substrat iligkisi, 0Ozellikle translasyon sonrasi
modifikasyonlar goz oniline alindiginda kisa stireli etkilesimlerle gerceklesmektedir.
Bu sebeple enzim ve substratin canli hiicre goriintiileme g¢alismalarinda genellikle
proteinler dinamik bir sekilde etkilesip ayrilmaktadirlar. Gergeklestirdigimiz canhi
hiicre goriintiileme deneyinde mCherry isaretli CCDC124, GFP isaretli PLK1 ile
dinamik etkilesim gostermektedir. Goriintiilemede 75.dk (1:15) goriintiisii etkilesimin
koptugunu, 100.dk (1:40) ise tekrar etkilesimin bagladigin1 teyit etmektedir. Calismada
orta-cisimcik oldugu diisiiniilen etkilesim noktasi, 175.dk (2:55) da iki hiicrenin

boliinmesinden sonra hiicrelerden birine go¢ etmektedir (Sekil 4.37).
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Sekil 4.37: CCDC124-mCherry-PLK1* canli hiicre goriintiileme.
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4.3. CCDC124-PLK1 Etkilesimi

Gergeklestirdigimiz birlikte ¢oktiirme deneyi CCDC124 ile PLK1’in direk
etkilesim gosterdigini teyit etmektedir. Ozel manyetik nano-boncuklar (DynaBead)
HA-antikoru ile kaplanip CCDC124-HA proteini ¢ekilmis ve etkilesim gosterdigi
PLK1-Flag proteininin varlig1 Flag antikoru ile immiinblot yapilarak teyit edilmistir

(Sekil 4.38).

pcDNA 3.1 = + - + _ )
p3XFLAG-CMV-10 - = + - . _
pMEX-HA . 3 . = + )
PLKI1-FLAG - . e s
CCDC124-HA 2 + + E . +
70kDa ” y :* .
L8 b it w4 | PLKI-FLAG

55kDa
IP: HA
IB: FLAG 70kDa

-— [ (RSSEING

55kDa (Siipernatant)

Sekil 4.38: CCDC124 — PLK1 etkilesimi birlikte ¢oktiirme goriintiisii.

4.4. CK2 ve PLK1 In-Vitro Fosforilasyonu

Gergeklestirilen in vitro fosforilasyon deneyinde, onceki bilimsel ¢aligmalari
dogrular nitelikte CCDC124’iin CK2’nin direk substratt oldugu teyit edilmistir.
PLK1’in direk fosforilasyon sagladigina dair heniiz net veri elde edilememekle birlikte
(7.kuyu), PLK1’in substratlarinin {izerinde daha dnceden fosforillenen spesifik PBD
baglanma motifine (Ser-(pThr/pSer)-(Pro/X)) baglanip KD vasitasiyla fosforilasyon
yaptig1 bilindiginden ve ilgili PBD baglanma motifinin CCDC124’te de bulunmasi,
CK2 ile aralarinda sirali fosforilasyon durumu oldugu diistindiirmiistiir. Bu ¢ergevede
PLKI1 enzimi ile CK2’nin inhibitér varligi/yoklugu seklinde tasarlanan farkli
kombinasyonlari1 denenerek aralarindaki iliski teyit edilmistir (Sekil 4.37).

CCDC124, CK2 tarafindan direk fosforile edilebilmistir (1.kuyu). CK2
inhibitéric TBBt varliginda da beklendigi gibi fosforilasyon gerceklesmemektedir
(2.kuyu). CK2 + PLKI1 birlikte reaksiyona sokuldugunda fosforilasyon yine
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gerceklesmektedir (3.kuyu). Fakat CK2 + PLK1 reaksiyonuna PLKI1 inhibitorii
BI2536 eklendiginde CCDC124’iin fosforilasyon seviyesi diismektedir (5.kuyu)

(Sekil 4.39).

CCDC124 (1,5 pg)
PLK1 (100 ng)
CKII (20 U)
BI2536 (100uM)
TBBt (10uM)
ATP-y-S (100pM)
PNBM (2,5mM)
35kDa

25 kDa
35kDa

25 kDa
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Sekil 4.39: CK2 ve PLK1’in CCDC124’1 in-vitro fosforilasyonu.
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5. YORUMLAR

Yapilan biyoinformatik ¢alismalar ve deneysel teyitleri; Rab11-FIP3, YB-1 ve
PRC1’in, CCDCI124’iin etkilesim partnerleri olabilecegini gostermistir. Hiicre iki
endozomal trafigin ana regiilatorlerinden birisi olan Rabl1-FIP3, GO terimleri
acisindan yapilan analizde de CCDC124 ile en ¢ok ortak terime sahip olan aday olarak
gbze carpmaktadir (sitoplazma, plazma membrani, sitoiskelet, sentrozom ve orta-
cisimcik). Ek olarak endozomlarda da lokalizasyon gosteren Rabl1-FIP3,
CCDC124’tin immiinboyama ¢alismalarinda hiicre igerisinde birgok noktada
gozlemlenmesi g6z Oniine alindiginda, Rab11-FIP3 ile etkilesip ilgili vezikiiller
icerisine lokalize olarak gorev bolgelerine go¢ edebilecegini diisiindiirmektedir (Sekil
4.1-6).

DNA ve RNA baglayici bir protein olan YB-1, pre-mRNA splicing, DNA tamiri,
sitoplazmik mRNA’nin stabilizasyonu ve paketlenmesi ve riboniikleoproteinlerle
(RNPs) etkilesim gostererek miRNA biyogenezi gibi bir¢ok siirecte rol oynayan bir
proteindir. Son zamanlarda yapilan ¢aligmalar, YB-1’in hem G2/M gec¢isini kontrol
ettigini [50], hem de orta-cisimcikte lokalize oldugu bilinen proteinlerle etkilesim
gosterdigini ortaya koymustur [51]. Ayrica YB-1’in meme kanseri [55], sarkoma
invazyonu ve metastaz [56] ve prostat kanseri [57] ile dogrudan iliskili oldugu
bilinmektedir. Ek olarak, YB-1’in DNA tamir siirecinde etkilesim gosterdigi APEX1
proteini ile yapilan kiitle spektrometre calismasinda CCDC124’lin etkilesim
partnerlerinden biri oldugu belirtilmektedir [60]. Literatiirde biyoinformatik
veritabanlarinda da RNA-baglayici1 bir protein olarak belirtilen CCDC124’tin [53],
[54], bu bilgiler 1s1ginda YB-1 ile arasindaki iliski ele alindiginda, RNA ve/veya DNA
baglanma temelli ortak noktada bulusabilecekleri ve YB-1’in yukarida bahsettigimiz
gorevleri ¢ercevesinde fonksiyonel birliktelik gdsterebilecegi diistiniilmektedir (Sekil
4.7-12).

Sitokinezin en 6nemli regiilatdr proteinlerinden birisi olan PRC1, orta-bdlgenin
uzay-zamansal regiilasyonunu saglayarak basarili bir sitokinez siirecinin zeminini
hazirlar. Interfazda niikleusta, mitozda mitotik ig ipliklerinde lokalize olan PRC1,
birgcok CDK’nin substratidir. Béliinme i¢in gerekli olan KIF14, RACGAPI1 ve PLK1
proteinlerinin merkezi i§ ipliklerine baglanmasini saglar. Onkogen olarak davranip
mesane kanseri hiicrelerinin  proliferasyonunu  desteklemekte ve apoptoz

inhibisyonunda rol oynamaktadir [59]. CCDC124’tiin PLK1 ile direk etkilesim
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gosterdigini ve PLK1 tarafindan fosforilasyona ugradigini teyit ettigimiz ¢alismamiz,
mitotik ig iplikleri iizerinde fosforilasyon bagimli PRC1-PLK1-CCDC124 etkilesim
kurularak orta-cisimcigin regiilasyonunu gergeklestirdikleri fikrini distindiirmiistiir
(Sekil 4.13-16).

Ccdcl24, hem bu g¢aligmada hem de onceki ¢alismalarda [1], [2], [3], [4]
gosterildigi gibi hiicre igerisindeki miktar1 optimal diizeyde olmas1 gereken kritik bir
proteindir. Bu nedenle hiicre igerisindeki miktarinda degisim oldugunda hiicre
boliinemeyip ¢oklu niikleusa sahip tek hiicre halinde kalmaktadir. Mutantlarla yapilan
immiinblot ¢alismalarinda —HA, -GFP ve mCherry etiketli mutantlar birbirlerinden
farkli protein profilleri profilleri gostermistir. Gézlemlenen degradasyon profilleri
Ccdc124’in hiicre iginde kararliliginin diisiik oldugunu gostermektedir. S122A-HA
mutantinda gozlemlenen degradasyon profilinin S122A&S141A-HA mutantinda
ortadan kalkmasi, S122 kaynakli degradasyonun S141 {izerinde ger¢eklesen
translasyon sonrasi modifikasyon (biiyiik ihtimalle fosforilasyon) bagimli oldugunu
diisiindiirmektedir (Sekil 4.19). Ilgingtir ki, ilgili mutantlarin C-terminalindeki HA
etiketi yerine GFP etiketi eklendiginde biitiin mutantlarda (S122A-GFP, S141A-GFP
ve S122A&S141A-GFP) degradasyon ortadan kalkmistir (Sekil 4.24). Bu da
CCDCl124’tin GFP gibi biiylik bir proteinle fiizyon olmasinin yapisal katlanma
kaynakl1 ilgili degradasyon aminoasitlerinin regiilasyonunu engelleyici bir 3-boyutlu
yap1 olusturdugunu diisiindiirmektedir. Keza ayn1 durum, benzer biiyiikliikteki diger
bir etiket olan mCherry’de de gozlemlenmistir (Sekil 4.34). Immiinboyama
caligmalarinda, tim mutantlarda sentrozom lokalizasyonunun bozulmasi,
CCDC124’iin  sentrozom konumlanmasmin protein stabilitesi veya ilgili
aminoasitlerin translasyon sonrast modifikasyonunun gergeklestirilememesine baglh
olabilecegi fikrini glindeme getirmistir (Sekil 4.21), (Sekil 4.30). Fakat tiim
mutantlarda orta-cisimcik lokalizasyonu etkilenmemistir (Sekil 4.25), (Sekil 4.29).
Orta-cisimcik ~ konumlanmasinin  iizerinde ¢alistigimiz  translasyon sonrasi
modifikasyon bolgeleri disinda farkli  bolgeler vasitasiyla  gergeklestigini
diisiindiirmektedir. Ayrica baz1 mutantlarda hiicre i¢i ve dis1 niikleik asit-Ccdc124
ortigmeleri gozlemlenmistir (Sekil 4.20), (Sekil 4.25) (Sar1 oklar). Bu durum,
literatlirde yapilan niikleus kiitle spektrometresi verilerinde CCDC124’iin DNA-
baglayici bir protein olarak goriinmesi [58] ve biyoinformatik veritabanlarinda RNA-
baglayict bir protein olarak [53], [54] belirtilmesi iizerine; agrege olmus ve kendi

tizerine katlanmalar gerceklestirerek (500nm’ye yakinsayan dalga boylarinda
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sekonder yap1 olusturmus RNA’ya da baglandigi bilinen) DAPI ¢ekirdek boyasini
baglayan RNA molekiilleri veya DNA ile etkilesebilecegi fikrini desteklemistir.

PLK1 ile yapilan birlikte ¢oktiirme ¢alismast CCDC124’iin PLK1 ile direk
etkilestigini ortaya koymustur (Sekil 4.38). Genellikle enzim-substrat iliskileri
dinamik bir etkilesim gostermektedir; bu ¢ercevede canli hiicre goriintiilleme ¢aligsmasi
degerlendirildiginde CCDC124-mCherry (kirmizi) - PLK1-GFP (yesil) ¢akismasi
75.dk’da (1:15) bozulmakta ve hemen ardindan (1:40) etkilesim tekrar kurulmaktadir
(Sekil 4.37). Bu ger¢evede degerlendirdigimizde CCDCI124’{in orta-cisimcik
lokalizasyonu siirecinde, dinamik bir sekilde PLK1’in fosforilasyonuna ihtiyag
duydugunu diistindiirmektedir. CCDC124-mCherry — PLK1-GFP immiinboyama
caligmas1 da yine ilgili etkilesimin hem sentrozomda hem orta-cisimcikte
korundugunu teyit etmistir. ATP-analogu ile yapilan immiinboyama ¢alismasinda ise
PLK1*-GFP hTERT-RPEI hiicreleri 48 saat 10uM 3MB-PP1’¢ maruz birakilarak
PLK1 spesifik olarak inhibe edilmistir. PLK1 inhibisyonu bagimli hiicreler
multiniiklear hale gelmis ve sentrozom duplikasyonu gerceklesmemistir. PLK1 inhibe
multintiklear hiicrelerde CCDC124’tin  PLK1 ile sentrozom lokalizasyonu
korunmaktadir (Sekil 4.36). Bu veriler 1s18inda CCDC124’lin  sentrozom
lokalizasyonunun PLK 1 bagimli olmadigini diisiindiirmektedir.

CCDC124’lin translasyon sonrasi fosforilasyon durumunun incelenmesinde
S122 aminoasitini biinyesinde barindiran potansiyel CK2 fosforilasyon motifi (S-X-
X-E/D) ve S141 aminositini bilinyesinde barindiran potansiyel PLK1 fosforilasyon
motifi (D/E-X-¢-X) (¢: Hidrofobik aminoasit) gz Oniine alinarak CK2 ve PLK1
enzimleri ile in vitro fosforilasyon deneyleri gerceklestirilmistir. PLK1’in
substratlarin iizerinde daha 6nceden fosforillenen spesifik PBD baglanma motifine
(S-pT/pS-P/X) baglanip KD vasitasiyla fosforilasyon yaptigi bilindiginden ve ilgili
PBD baglanma motifinin CCDC124’te de bulunmasi, CK2 ile aralarinda siral
fosforilasyon durumu oldugu diisiindiirmiistiir. Bu ¢ercevede dncelikle CK2’nin saf
CCDC124 proteinini fosforile ettigi [1] teyit edilmistir. Ayn1 reaksiyon PLK1 i¢in saf
CCDC124 ile denenmis ve fosforilasyon gozlemlenmemistir. Ardindan CK2 ile PLK1
birlikte reaksiyona konmus ve fosforilasyon bant1 gézlemlenmistir. ikili fosforilasyon
reaksiyonuna PLK1 inhibitorii eklendiginde ise fosforilasyon miktar1 diismiistiir (Sekil
4.39). Bu da CCDC124’iin PLK1 tarafindan fosforilasyona ugratilabilmesi i¢in CK2
tarafindan onciil fosforilasyon gerceklestirilmesi gerektigini ortaya kKoymustur.

PLKI’in PBD bdlgesinin CCDC124 iizerinde baglanma motifindeki S93
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aminoasitinin potansiyel fosforilasyon kinazlar1 Human Protein Reference Database
biyoinformatik programi (http://www.hprd.org) ile analiz edildiginde GPCRK1, PKA,
PKC, MAPKAPK?2, CK1 ve CK2 olabilecegi ortaya ¢ikmaktadir. Bu bilgiler 1s1ginda
CCDC124’iin PBD baglanma motifindeki fosforile aminoasit S93’{in CK2 tarafindan
oncil fosforilasyonu saglanip ardindan PLKI1’in CCDCI124’e¢ baglanip S141

aminoasitini fosforilleyebilecegi fikri ortaya ¢ikmaktadir.
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EKLER

Ek A: Etkilesim Aday Listesi ve Potansiyel PTM bolgeleri

Tablo Al.1: Ilk eleme etkilesim aday listesi.

SIRA : PATCHDOCK

NUMARAs| | PROTEIN ADI SKORU

1 RAB11-FIP3 23591 (2,3591.10%)
2 ASPM 21590 (2,1590.10%
3 PPP1CC 21464 (2,1464.10%
4 ROCK1 21416 (2,1416.10%
5 YB-1 21375 (2,1375.10%
6 RHOA 20677 (2,0677.10%
7 RASGEF1B 20503 (2,0503.10%
8 RACGAP1 20158 (2,0158.10%
9 GNB2L1 20067 (2,0067.10%
10 PRC1 20030 (2,0030.10%
11 RAP2A 19873 (1,9873.10%
12 GNL1 19773 (1,9773.10%
13 PIN1 19701 (1,9701.10%
14 BRUCE 19412 (1,9412.10%
15 PLK1 19405 (1,9405.10%)
16 CHMP4B 18988 (1,8988.10%)
17 CLIC4 18988 (1,8988.10%)
18 NRTK1 18367 (1,8367.10%)
19 CK2 18202 (1,8202.10%
20 MKLP1 17388 (1,7388.10%)
21 CAND1 17357 (1,7357.10%)
22 APEX1 17103 (1,7103.10%
23 MPLKIP 16509 (1,6509.10%)
24 CDC42 16206 (1,6206.10%
25 AURKB 15874 (1,5874.10%)
26 CDK1 15569 (1,5569.10%)
27 AURKA 15332 (1,5332.10%)
28 CEP55 15296 (1,5296.10%)
29 MMGT1 15271 (1,5271.10%
30 DCTN1 15103 (1,5103.10%)
31 AURKC 15007 (1,5007.10%
32 EMC2 14890 (1,4890.10%
33 XPO1 14653 (1,4653.10%)
34 HSPAS5 13488 (1,3488.10%)
35 CRMP-1 11809 (1,1809.10%)

83



Tablo Al.2: CCDC124’{in potansiyel PTM bolgeleri.

AMINOASIT | AMINOASIT | MODIFIKASYON :
POZISYONU / PEPTID TiPI VERITABANI
4 K Metilasyon GPS
7 G Miristoylasyon GPS
10 T Fosforilasyon GPS
12 S Fosforilasyon PhosphoNET, HMMpTM
Nitrilasyon?, 1GPS, ?PTMfunc, 2PTMcode,
38 Y Siilfasyon?, ZHMMpTM,
Fosforilasyon? 2PROTEOMESscout
40 K Metilasyon GPS
70 T Fosforilasyon NetworKIN, HMMpTM
. GPS, PhosphoNET,
79 S Fosforilasyon HMMpTM
80 K ,Sumoylasyon, 1GPS, 2PROTEOMEScout
Asetilasyon
85 K Asetilasyon PTMcode, PROTEOMEscout
91 T Fosforilasyon PhosphoNET, PTMcode,
HMMpTM, PROTEOMESscout
. NetworKIN, PhosphoNET,
92 S jprioniasydy PTMcode, PROTEOMEscout
93 s Fosfo-baglanma ﬁ,F\’ASMF:‘TOI\jphONET'
96 Fosforilasyon PTMcode, HMMpTM
GPS, NetworKIN,
103 T Fosforilasyon PhosphoNET, PTMcode,
HMMpTM, PROTEOMESscout
105 R Metilasyon PROTEOMEscout
111 R Metilasyon PROTEOMEscout
116 T Fosforilasyon PhosphoNET
. PhosphoNET, HMMpTM,
122 S Fosforilasyon PROTEOMEScout
124-128 LEVPL SUMO-baglanma | GPS
134-137 RRVL APC/C-baglanma | ;g
(D-Box)
. GPS, PhosphoNET,
141 S Fosforilasyon HMMpTM, PROTEOMEscout
151-155 IAVLS SUMO-baglanma GPS
155 S Fosforilasyon HMMpTM, PROTEOMEscout
163 R Metilasyon PROTEOMEscout
174 T Fosforilasyon HMMpTM
185 K Sumoylasyon GPS
. PhosphoNET, PTMcode,
194 S Fosforilasyon HMMpTM, PROTEOMEscout
196-200 LKQLL SUMO-baglanma | GPS
201 K Sumoylasyon GPS
. PhosphoNET, HMMpTM,
207 S Fosforilasyon PROTEOMEscout
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Ek B: Enerji Analizleri

Tablo B1.1: Ccdc124-PRC1 enerji analiz verileri.

- - Elektrostatik
Aminoasit Bag Agt Burulr_r_la_ Bagsm_l_llf Cekim TOPLAM
Enerjisi Enerjisi Enerjisi Enerjisi Eneriisi (MJ)
nerjisli
SER146 | 0,777 1,041 1,985 297,44 -15,43 286,771
PRC1 GLU108 | 0,506 2,725 6,519 99999904 -41,57 99999872
ETKILESIM GLU75 | 0,593 3,802 1,520 1442,02 -1,29 1447083
ONCESI LYS29 | 8,902 8,185 5,654 112893,47 9,19 112928,602
CCDC124 | TYR38 | 4509 | 44,118 4111 32042190 -50,79 32042208
ASPL15 | 2,679 | 5979 3342 160227688 | 334 TOOP
SER146 | 0,777 1,041 1,985 386,55 17,9 373,348
PRC1 GLU108 | 0,506 2,725 6,519 99999904 -41,56 99999872
ETKILESIM GLU75 | 0,593 3,802 1,520 1442,02 1,13 1446,803
SONel LYS29 [1351,807 | 197,801 | 7,122 1684,2 2355 | 3217,376
CCDC124 | TYR38 | 4509 | 44,118 4111 32042190 -50,83 32042192
ASP115 | 2679 | 5979 3342 | 160227688 33 1602222’12
Tablo B1.2: Ccdc124-Rab11FIP3 enerji analiz verileri.
Elektrostatik
. . Burulma | Bagsizlik TOPLAM
Aminoasit |Bag Enerjisi| A¢1 Enerjisi . . Cekim
Enerjisi Enerjisi . (MJ)
Enerjisi
THR702 1,692 1,403 0,896 12,820 88,440 105,249
GLU706 | 0,249 4,257 4,778 13680 | -14130 | -18528
Rab11FIP3
MET721 | 2,128 2,259 1,659 31,560 -13,570 24,037
ETKILESIM ILE724 3,273 3,037 2,001 -5,240 -11,350 -8,101
ONCESI GLNS51 27,223 11,811 3,361 24240 | -163,250 | -145091
LYS56 2,999 6,563 2,303 -11,580 -5,930 -5,650
CCDC124
GLU143 | 1551 5,203 11,082 | 13011,140 | 11,140 | 13040,117
ARG192 | 24,007 89,053 15568 | 53292,710 | -265,630 | 53155793
THR702 4,735 2,676 1,641 -7,800 85,350 86,601
GLU706 | 0,728 2,067 4,591 25470 | -15080 | -33,158
Rab11FIP3
MET721 | 1,173 7,690 1,858 24790 | -16520 | -30,592
ETKILESIM ILE724 3,273 3,037 2,001 -5,240 -11,360 -8,192
SONRASI GLN51 21,694 11,181 3,398 24220 | -163,290 | -151,238
LYS56 2,421 6,300 2,302 -11,810 -5,950 -6,737
CCDC124
GLU143 | 81,848 30,312 11,025 | 540,730 -0,050 663,865
ARG192 | 62,740 | 122,891 | 15692 | 1068,900 | -271,180 | 999,045
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Tablo B1.3: Ccdc124-YB-1 enerji analiz verileri.

Elektrostatik
. . Burulma Bagsizlik TOPLAM
Aminoasit | Bag Enerjisi | A¢1 Enerjisi " . Cekim
Enerjisi Enerjisi . (MJ)
Enerjisi

ARG19 10,36 10,332 4,201 1635745,13 -233,4  |1635536,75

ASN44 7,722 6,926 4,554 99999904 -176,37 | 99999744

YB-1

ARG47 10,583 5,368 7,577 61,15 -235,17 -149,873

ETKILESIM VAL53 7,964 5,672 2,089 99999904 59,62 99999904
ONCESI LEU34 18,715 21,453 1,516 1635790,13 3,21 1635845,38

GLU35 4,491 26,56 4,717 58,1 9,12 112,37

CCDC124

LYS44 8,97 6,907 9,902 99999904 -2,28 99999904

LYS119 19,22 15,849 16,96 99999904 44,58 99999904

ARG19 93,712 17,741 4,196 409,31 -238,03 291,747
ASN44 3753,252 334,834 16,039 6631,87 -173,3 10576,197

YB-1

ARG47 8,47 4,798 7,625 64,35 -237,33 -151,435
ETKILESIM VAL53 19609,352 230,688 21,014 7362,62 57,94 27478,709

SONRASI LEU34 308,76 24,367 1,952 435,41 3,47 784,18

GLU35 3,874 26,148 4,735 49,37 8,32 101,74

CCDC124

LYS44 413171 215,774 13,762 7741,31 -1,46 12103,056
LYS119 9815,894 279,237 29,921 7407,46 70,28 17610,756

Ek C: Telif Hakki Bulunan Materyaller i¢cin Alinan izinler

Tablo C1.1: Telif hakk: bulunan materyaller i¢in alinan izinler.
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