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OZET

Kulaksiz G, Kseroderma Pigmentozum Grup E Proteini ve Komplekslerinin
Saflastirllmas1 ve Niikleotid Eksizyon Tamir Mekanizmasindaki Islevlerinin
Belirlenmesi. Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Doktora Tezi, Ankara,
2006. Kseroderma Pigmentozum (XP) ultraviyole 1s13a hassasiyet ve deri
kanserlerinde artis, bazi1 hastalarda da norolojik bulgular ile karakterize bir
sendromdur. XPA-G genlerindeki mutasyonlar niikleotid eksizyon tamir
mekanizmas1 islev bozukluguyla seyreden XP’ye neden olmaktadir. Diger alt
gruplarin aksine XPE gen tirtintintin niikleotid eksizyon tamir mekanizmasindaki ve
tiimorden koruyucu islevi tartismalidir. XPE’li hastalarda ultraviyole 1s18a hassasiyet
az olmasina ragmen deri kanserleri sikliginin yliksek olmasi dikkat ¢ekicidir. XPE’ye
“ultraviyole 11k tarafindan hasarlanmis DNA’ya baglanan protein™i (UV-DDB)
kodlayan genin kiiciik alt birimindeki (UV-DDB2, XPE) mutasyonlarin neden
oldugu bulunmustir. UV-DDB2 (XPE) proteininin niikleotid eksizyon tamir
mekanizmasinda hasarin taninmasi basamaginda rol oynayabilecegi diistintilmuistiir.
UV-DDB?2 hiicrede 4 formda bulunabilmektedir: UV-DDB2 monomeri olarak, UV-
DDBI1 ile UV-DDB heterodimeri seklinde, UV-DDB1 ve E3 ubikuitin ligaz olarak
islev gordtgi belirlenmis Cullin 4A ile kompleks olusturarak, ve bu sonuncuya
COP9 diizenleyici protein kompleksinin de eklenmesi ile UV-DDB/Cullin 4A/COP9
stiper kompleksi halinde. Calismamizda XPE proteini ve hiicrede olusturdugu farkli
protein komplekslerinin rekombinant olarak {retilerek saflastirilmasi, hasarl
DNA’ya baglanma ozelliklerinin degerlendirilerek niikleotid eksizyon tamir
mekanizmasinda hasarin taninmasi basamagindaki islevinin aydinlatilmasi amaglandi.
DDB2 proteinin UV-DDB heterodimerinde hasara baglanan esas alt birim
oldugu, Cullin 4A/ UV-DDB, COP9/Cullin 4A/UV-DDB siiper komplekslerinin ise
in vitro olarak hasarli DNA’ya baglanmada UV-DDB heterodimeriyle benzer
ozellikler gosterdigi saptandi.
Anahtar kelimeler: Niikleotid eksizyon tamiri, Kseroderma Pigmentozum, UV-

DDB2, XPE, UV-DDB.

Destekleyen Kurumlar: TUBITAK, H.U.B.A.B. Tez Destekleme (05T11102006).
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ABSTRACT

Kulaksiz G., Investigating the Role of Xeroderma Pigmentosum
Complementation Group E Protein and Its Complexes on Nucleotide Excision
Repair. Hacettepe University Institute of Health Sciences, Ph.D. Thesis in
Biochemistry, Ankara, 2006. Xeroderma pigmentosum (XP) is a syndrome
characterized by photosensitivity and increased sunlight induced skin cancer
frequency, in some cases with neurological abnormalities. Mutations in XPA-G
genes cause XP with defective nucleotide excision repair pathway. However, the
exact role of XPE gene product in the nucleotide excision repair mechanism and on
tumor prevention is contraversial. XPE patients show mild photosensitivity although
they have increased risk of skin cancers. Mutations in the small subunit (XPE,
UV-DDB2) of “ultraviolet-damaged DNA binding protein” (UV-DDB) cause XPE.
XPE protein is implicated in damage recognition step of nucleotide excision repair.
In the cell, UV-DDB2 protein exists in 4 forms: as a UV-DDB2 monomer, UV-DDB
heterodimer with UV-DDBI, a complex with Cullin 4A which has been shown
functioning as an E3 ligase, and as a complex containing a regulatory COP9
signalosome complex. In this study, we purified UV-DDB2 (XPE) and its various
complexes and investigated the damage binding properties to better define the role of
XPE in the damage recognition step on human nucleotide excision repair.

We found that DDB2 has intrinsic binding activity to UV-damage. Cullin
4A/UV-DDB and COP9/Cullin 4A/UV-DDB super complexes containing DDB1-
DDB2 (UV-DDB) heterodimer, show similar binding properties with UV-DDB

heterodimer in an in vitro system.

Key words: Nucleotide Exicion Repair, Xeroderma Pigmentosum, UV-DDB2, XPE,
UV-DDB.

Supported by TUBITAK and H.U.B.A.B., Ph.D. Thesis Grant (05T11102006).
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SIMGELER ve KISALTMALAR
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1. GIRIS

Genomik DNA i¢ ve dis etkenlerin etkisiyle siirekli olarak hasara
ugramaktadir. Olusan DNA hasarlarinin  tamiri organizmada c¢esitli tamir
mekanizmalar1 ile gergeklestirilmektedir. Bunlar arasinda “Niikleotid Eksizyon
Tamiri” bilinen en genel tamir mekanizmasidir. Bu mekanizmada hasarli DNA
bolgesi taninarak hasari iceren bolge oligoniikleotid pargasi seklinde ¢ikartilmakta,
DNA zincirinde olusan bosluk dogru bazlarla doldurulmaktadir (1-3).

Niikleotid eksizyon tamir mekanizmasi, 6zellikle ultraviyole (UV) 1s18inin
neden oldugu DNA hasarlar1 basta olmak tiizere, kanserojen oldugu belirlenmis pek
cok DNA hasarinin tamirinden sorumludur (4-8). Tamir mekanizmasinin etkin bir
sekilde calismasiyla insanlarda, mutasyonlarin neden oldugu kanser, yaslanma,
norodejeneratif ve kalitsal bozukluklar gibi zararli etkilerden (3) korunmak ve
mutasyonlarin sonraki nesillere aktarilmasini énlemek miimkiin olmaktadir.

Niikleotid eksizyon tamir mekanizmasinda rol oynayan proteinleri kodlayan
genlerin mutasyonlar1 “kseroderma pigmentozum (XP), Cockayne sendromu (CS) ve
trikotiyodistrofi (TTD)” isimli genetik gecisli li¢ sendroma neden olmaktadir. Bu
sendromlar olduk¢a nadir goriilmelerine ragmen eksizyon tamirinin ¢alisma
mekanizmasini ve Onemini ortaya koymak agisindan Onemlidir. UV 1s18mna
hassasiyet (fotosensitivite) ad1 gegen her iic sendromda ortak bulgudur. Kseroderma
pigmentozumda diger sendromlardan farkli olarak deri ve i¢ organ kanserlerinin
goriilme siklig1 ¢ok artmustir (1-3,9).

XP’de niikleotid eksizyon tamir mekanizmasi bozuklugu ile birlikte olan yedi
komplemantasyon grubu tanimlanmistir (XPA-G) (1-3,9). Bu sendromlardan XPE’de
UV 1s18ina hassasiyet ¢ok az olmasina ragmen deri kanserleri sikliginin yiiksek
olmasi dikkat ¢ekicidir (10). XPE mutant hiicrelerde “UV 1s18inin neden oldugu
DNA hasarina baglanan protein (UV-DDB)”in aktivite gosterememesi (11-13) XPE
ve UV-DDB arasindaki iliskiyi ortaya koymustur (10).

UV-DDB’nin 127 kDa (UV-DDBI1) ve 48 kDa (UV-DDB2)’luk iki alt
birimden olustugu gosterilmistir (14). XPE’li hastalarda yalnizca UV-DDB2 geninde
mutasyonlarin varligr gosterildiginden (11), XPE geni UV-DDB2 olarak kabul
edilmektedir (10).



Niikleotid eksizyon tamir mekanizmasi proteinleri hiicre iginde genellikle
eser miktarda bulunmaktadir (15). Buna karsin UV-DDB’nin hiicrede bu proteinlere
gore oldukca yiiksek oranda bulunmasi (14) niikleotid eksizyon tamir mekanizmasi
disinda farkli rolleri olabilecegini diistindiirmiistiir (15). UV-DDB1 ve XPE’nin
(UV-DDB2) ubikuitinasyon i¢in hedefleri belirleyen Cullin 4A (Cul4A) ile iliskili
oldugu bulunmustur (16). Cul4A’nin UV-DDB heterodimeri ve onunla etkilesime
giren DNA tamiri ve hiicre dongiisii proteinlerini hedefleyebilecegi diisiintilmektedir
(16). UV-DDB2’nin hasarin taninmasi basamaginda islevi olabileceginin
distiniilmesi, bu proteinle etkilesimde olan Cul4A’nin da niikleotid eksizyon
tamirinde, Ozellikle de hasarin taninmasi basamaginda islevi olabilecegini
dustindiirmektedir (16).

XPE proteininin (UV-DDB2) ayrica UV 1s181ina maruziyet sonrast ubikuitin
ligaz aktivitesini diizenleyen COP9 (CSN) sinyalozom kompleksi ile de etkilesimi
oldugu saptanmistir. XPE proteini, UV-DDBI1, Cul4A ve COP9 kompleksi ile
birlikte stiper kompleks olusturmaktadir. Hiicre UV 1s18ina maruz kaldiginda
UV-DDB1/UV-DDB2/Cul4A  kompleksinin COP9 kompleksinden ayrilarak
kromatine baglandigi belirtilmektedir. Bu sekilde UV-DDB kompleksinin
kromatinde tamir faktorlerinin  hasarli DNA  bolgesine  ulasabilmesini
kolaylagtirabilecegi dislintilmiistiir (17). COP9 kompleksinin niikleotid eksizyon
tamir mekanizmasindaki olasi islevi de heniiz aydinlatilmamastir.

UV-DDB alt birimlerinin ayrica tiimor olusumunun onlenmesinde (18),
transkripsiyonda (19), gelisimde (20), hiicre dongiisiinde (21) ve viral
enfeksiyonlarda (22) rol oynayabilecegi belirtilmektedir.

UV-DDB heterodimerinin UV 1s18inin neden oldugu DNA hasarlarina
yiiksek ilgi ile baglandig1 saptanmistir (11,23); ancak bu baglanmanin esas olarak
hangi alt birimi tarafindan ger¢eklestirildigi, baglanma i¢in UV-DDB kompleksinin
gerekli olup olmadig: tartismalidir (24-26). Her iki alt birimin birbirleriyle kompleks
halinde bulunmasi alt birimlerin ayr1 ayr1 saflagtirilmasini giiglestirmektedir. XPE
proteininin ayr1 olarak, UV-DDBI1 alt birimi ile heterodimer halinde, Cul4A ve
COP9 kompleksiyle olusturdugu siiper komplekslerin niikleotid eksizyon tamir

mekanizmasindaki rolii de heniiz tam olarak aydinlatilmamustir.



Bu ¢alismanin amaci genel olarak insan hiicrelerinin DNA hasarina karsi
davranisinin molekiiler mekanizmalarinin aydinlatilmasina katkida bulunmaktir.
Calismada, niikleotid eksizyon tamir mekanizmasinda rol oynadigi disiiniilen
UV-DDB’nin hasarli DNA’ya baglanma aktivitesinden esas olarak alt birimlerinden
hangisinin ve / veya hangilerinin sorumlu oldugunu belirlemek, hiicrede doért formda
bulunan XPE proteininin; serbest haldeyken, UV-DDBI1 ile UV-DDB kompleksi
halindeyken, Cul4A ve COP9 kompleksleriyle siiper kompleks olusturdugunda
hasarlit DNA’ya baglanma 6zelliklerinin belirlenmesi, boylece niikleotid eksizyon
tamir mekanizmasinda hasarin taninma basamaginda bu siiper komplekslerin roliiniin
aydinlatilmasi amagclandi.

Calismada XPE ve UV-DDBI1 alt birimleri ayr1 ayr1 ve heterodimer
kompleksi olarak bocek hiicre hatlarinda ¢ok miktarda iretilip saflagtirildi ve
pirimidin pirimidon (6-4) 1s1n triiniine baglanma o6zellikleri degerlendirildi. Ayrica
UV-DDB/Cul4A, UV-DDB/Cul4A/COP9 sinyalozom siiper kompleksleri memeli
hiicre hatlarindan elde edilerek pirimidin pirimidon (6-4) 1sin Uriiniine baglanma

ozellikleri incelendi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Niikleotid Eksizyon Tamir Mekanizmasi

Memeli hiicresi farkli DNA hasarlar1 icin farkli DNA tamir mekanizmalarini
kullanmaktadir. Eksizyon tamiri, hasarli bazin serbest baz olarak ¢ikarildig1 “Baz
Eksizyon Tamiri” ve hasarli bazin oligoniikleotid parcalari olarak ¢ikarildig
“Niikleotid Eksizyon Tamiri” mekanizmalar1 olarak iki grupta incelenir. Baz
eksizyon tamir mekanizmasi ile daha ¢ok alkilleyici ve oksitleyici ajanlarin
olusturdugu hasarlar tamir edilmektedir. Niikleotid eksizyon tamir mekanizmasinin
ise Ozellikle UV 1s18inin neden oldugu DNA hasarlar1 basta olmak tizere ¢ok cesitli
DNA hasarlarinin tamirinden sorumlu oldugu bulunmustur (1-7). Bunlar arasinda
deri kanserlerinde rol oynayan pirimidin pirimidon (6-4) 1sin {riinleri ve siklobutan
pirimidin  dimerleri (CPD), akciger kanserinden sorumlu oldugu bilinen
benzo[a]piren guaninin olusturdugu DNA hasarlar1 sayilmaktadir. Ayrica polisiklik
karsinojenler, asetilaminofluoren guaninin olusturdugu DNA hasarlari, kanser
tedavisinde kullanilan bazi ajanlarin olusturdugu DNA hasarlar1 da bu mekanizma ile
onarilmaktadir (1,3,27,29-30). Niikleotid eksizyon tamir mekanizmasinin ayni
zamanda okside edici ve alkilleyici ajanlarla olusan kii¢iik baz lezyonlarinin
tamirinde, baz eksizyon tamir mekanizmasinin yeterli olmadig1 hallerde de etkili
oldugu belirlenmistir (27-30)(Tablo 2.1).

Niikleotid eksizyon tamir mekanizmasi, transkribe olan DNA’da daha hizl
calisir. Buna “transkripsiyona kenetlenmis tamir mekanizmasi” denir (1-3,27). Bu
yolla, transkribe olan DNA, transkribe olmayan DNA’ya goére daha hizli tamir
edilmektedir (8).

Eksizyon tamirinin basamaklarinin, ilgili protein ve genler tam olarak
korunmamakla birlikte biitiin canli tiirlerinde ayni oldugu gosterilmistir (5,31-32).
Eksizyon tamiri sirasinda DNA’daki hasarli bazin oligoniikleotid parcalar1 olarak
cikartilip bu bolgenin dogru bazlarla doldurulmasi ve olusan g¢entigin ligasyonla
kapatilmasi ana prensiptir (30).

Insanlarda genel genom tamirinden esas olarak 6 tamir faktoriiniin (eksizyon
niikleaz) sorumlu oldugu bulunmustur (Kseroderma pigmentozum grup A (XPA),

proteini, Replikasyon proteini A (RPA), Kseroderma pigmentozum grup C (XPC)



Tablo 2.1. Insanda niikleotid eksizyon tamir mekanizmasinin substratlar1 (Kaynak 27 ve
29’dan Tirkgelestirilerek ve degistirilerek alinmistir).

Niikleotid Eksizyon Tamir Mekanizmasinin Substratlar

Pirimidin pirimidon (6-4) 1s1n iiriinleri"
Siklobutan-timin dimerleri'

Niikleotid eksizyon tamir 2-Asetilaminofluoren’
mekanizmasinin ana substratlari Benzo[a]piren diol epoksit"

Sisplatin 1-2-d(GpG) "

Psoralen tek eklentisi'

Psoralen zincirler arasi ¢capraz baglari’

8-oksoguanin’
Timin glikol*
Ure artigi?
0°-Metil guanin®
N°-Metil adenin®
A:G?

G:G*

Niikleotid eksizyon tamir
mekanizmasi ile onarilan diger DNA
hasarlar1

" Belirtilen DNA hasarlar1 simirli da olsa yanhs eslenim tamir mekanizmasi ile, * biiyiik
olmayan eklentiler baz eksizyon tamir mekanizmasi ile, O°-Metil guanin ve N°-Metil adenin
ayrica alkil transferaz sistemi ile, *yanlis eslenmis baz ¢iftleri ise yanlis eslenim tamiri ile de
tamir edilmektedir

proteini, Transkripsiyon faktorii IIH (TFIIH), Kseroderma pigmentozum grup G
proteini (XPG), Kseroderma pigmentozum grup F proteini (“Excision Repair Cross-
Complementing Rodent Repair Deficiency, complementation group 1” (ERCC1)
proteini ile kompleks halde) (XPF.ERCC1)).

Alt1  eksizyon niikleazin  o6zellikleri ve gorevleri Tablo 2.2°de
Ozetlenmistir (15,30).

Genel olarak mekanizma:

1. Hasarin taninmasi,

2. Cift yonli kesme (insizyon),

3. Oligoniikleotid parcanin kesip ¢ikartilarak (eksizyon) uzaklastirilmasi,
4. Tamir bolgesinde olusan boslugun DNA polimeraz 1 tarafindan
doldurulmasi,

5. Ligasyon basamaklarindan olusmaktadir (30).



Bu basamaklar arasinda hasarin taninmasi basamagi en onemli basamagi

olusturmaktadir.

Tablo 2.2. Niikleotid eksizyon tamir mekanizmasindan sorumlu alt1 tamir faktoriiniin
ozellikleri ve gorevleri (15,30).

Tamir faktorleri Ozellikleri ve Gorevi

XPA proteini Cinko parmak motifi bulundurur. DNA’ya

baglanma ve hasarin taninmasinda islev goriir.

RPA DNA’ya baglanma ve hasarin taninmasinda,

ayrica replikasyonda islev goriir.

XPC proteini DNA’ya baglanma ve hasarin taninmasinda ve
molekiiler ¢opcatan olarak islev goriir. Yalnizca
GGR’de rol oynar. UV-eksizyon tamir proteini
(RAD23) insan homologu B (hHR23B) proteini

ile kompleks olusturur.

TFIIH Alt1 alt birimden olusmaktadir. XPB ve XPD alt
birimleri helikaz aktivitesine sahiptir. Cift zincir
DNA’nin ¢oziinmesinde, niikleotid eksizyon
tamiri sirasinda  kinetik olarak  yanliglari
diizeltici olarak islev goriir. DNA bagimli

helikaz ve genel transkripsiyon faktorii olarak

calisir.
XPG proteini Endontikleaz yapisindadir, 3" yoniinden keser.
XPF.ERCC1 kompleksi Endontikleaz yapisindadir, 5" yoniinden keser.

Ayrica rekombinasyonda da rol oynar.




Tamir faktorleri normalde hasarli olan veya olmayan DNA’ya baglanma
ozelligi gostermektedir. Bu nedenle eksizyon tamir mekanizmasinin hasar1 hissedip
taniyarak hasarli olan DNA’da tamiri gergeklestirirken, hasarli olan / olmayan DNA
ayrimini da yapabilmesi gerekmektedir (33). Bu giline kadar XPA ve RPA
proteinlerinin veya XPC.hHR23B kompleksinin hasar1 tanima yetenegi oldugunu 6ne
stiren, pek cok ¢alisma bulunmaktadir (34-36). Bununla birlikte son ¢alismalar RPA,
XPA, ve genellikle TFIIH ile kompleks olusturan XPC proteinlerinden herhangi
birinin hasarli DNA’ya rasgele sirayla baglandigint ve bu proteinlerden birinin
baglanmasinin digerlerinin de baglanmasini kooperatif bir mekanizma ile artirdigi
yoniindedir (37). Kooperatif baglanma ile kismen saglanan hasara 6zgiilliik 6 alt
birime sahip TFIIH’nin kinetik olarak yanlislar1 diizeltme (kinetic proofreading)
ozelligi ile arttirilmaktadir. Bu dort proteinin baglanmasi ile olusan kapali kompleks,
o bolgede DNA hasar1 bulunmuyorsa TFIIH’nin alt {initeleri olan ve XPB ve XPD
helikazlar yardimiyla DNA’dan ayrilir. DNA, hasar iceriyorsa bu durumda ATP
hidrolizi ile XPB ve XPD cift zincir DNA’daki hasar igeren bolgedeki yaklasik
20-25 niikleotidlik kismi ¢ozerek burada bir tamir kabarcigi olusturur. Bu olay,
kapal1 kompleksteki biitiin bilesenlerde konformasyonel degisikliklere neden olmakta
ve nispeten dayanikli bir kompleks olan preinsizyon kompleksi 1 (PIC 1)
olugsmaktadir. XPG proteini, TFIIH’nin ATP hidrolizi aktivitesini kullanarak
XPC’nin bolgeden ayrilmasiyla komplekse katilmakta, boylece preinsizyon
kompleksi 2 (PIC 2) meydana gelmektedir. XPF.ERCC1 komplekse katildiktan sonra
(preinsizyon kompleksi 3, PIC 3) ilk olarak hasarin 3" yoniindeki 6. + 3. fosfodiester
bagindan XPG, daha sonra da 5" yonilindeki 12. = 5. fosfodiester bagindan
XPF.ERCC1 proteinleri kesme islemini gergeklestirmektedir. Olusan 24-32
niikleotidlik oligomer, kesme islemi sonrasi bolgeden ayrilirken olusan bosluk tamir
sentezi proteinleri replikasyon proteini C / prolifere edici niikleer antijen ve DNA
polimeraz ¢ / § tarafindan doldurulmaktadir. Son olarak DNA ligaz 1 ile ligasyon
gerceklesmektedir (Sekil 2.1) (30,38). Ozet olarak hasara 6zgiilliik, kinetik olarak
yanliglarin diizeltilmesi (kinetic proofreading), molekiiler ¢Opgatanlik (molecular
matchmaking) ve kooperatif baglanma ile saglanmaktadir (30,37,38).

Transkripsiyona kenetlenmis tamir mekanizmasi seksenli yillarda

tanimlanmistir (8,39). Bu mekanizma ile aktif olarak transkribe olan DNA zincirinde



Hasarli DNA
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Sekil 2.1. Insanda niikleotid eksizyon tamir mekanizmas1 (Kaynak 38’den alinmustir).



bulunan hasarlar tamir edilmektedir. Transkripsiyona kenetlenmis tamir
mekanizmasi, transkripsiyonun uzamasini durduran DNA hasarlarinin tamirinden
sorumludur (30,39,40).

Insanda DNA kromatin seklinde paketlenmistir ve eksizyon tamirinin
gerceklesmesini engellemektedir (30,41-43). Transkribe olan genlerde kromatin
yapisi a¢ilmistir. Transkribe olmayan genin RNA polimeraz (RNAP)’a etkisi yokken
transkripsiyonu olan zincir, RNAP’in ilerlemesini engellemektedir (44-46). RNA
polimeraz’in o bolgede durmus olmasi bu agik yapinin siirekliligini saglamaktadir.
Boylece transkripsiyonu durduran DNA hasari, daha hizli bir sekilde ve kromatinin
engelleyici etkisi olmadan onarilmaktadir (30).

Transkripsiyona kenetlenmis tamir mekanizmasinda hasarin taninmasi harig
diger basamaklarin ayni oldugu belirtilmektedir (30). Transkripsiyona kenetlenmis
tamir mekanizmasi XPC proteini hari¢ diger tamir faktorleri (47), Cockayne
sendromu grup A ve B (CSA, CSB) proteinlerinin (45,48.49) varligim
gerektirmektedir.

CSB proteini, insanda DNA bagimli ATPaz ozelligi gostermektedir (50).
CSB proteininin kromatin modellenmesinde rol oynadigi belirlenmis olan SWI/SNF
(yeast mating type switching / sucrose non fermenting) ailesi iginde yer aldig
belirlenmistir (51,52). Ayrica, CSB proteininin XPA, XPG, TFIIH, RNAP II, CSA
proteinleri gibi pek ¢ok protein ile etkilesim i¢inde oldugu saptanmistir (50,53-55).
CSB proteini, RNAP II'nin dogal transkripsiyon sirasinda ilerlemesini saglayan
translokaz aktivitesine sahiptir (56). Bununla birlikte durmus RNAP’nin {iglii
kompleksini bozmamaktadir (50). CSB proteininin bu o&zellikleri ve tamir
faktorleriyle  etkilesimi  dolayisiyla  transkripsiyona  kenetlenmis  tamir
mekanizmasinda aktif rol oynadigi disiniilmektedir. CSA proteini WD40
(Triptofan-Aspartat) tekrarlar1 igermekte (57) ve CSB proteini (53), COP9 kompleksi
(17) ile etkilesime girmektedir. CSA ve CSB proteinlerinin transkripsiyonu tamir
mekanizmasina nasil kenetledigi hentiz tam olarak bilinmemektedir.

Transkripsiyona kenetlenmis tamir mekanizmasinin, hasarin daha hizli
tamirini sagladigi, boylece hasar nedeniyle durmus transkripsiyonun hiicre i¢in
6ldiiriicti etkisinden hiicreyi korudugu diistiniilmektedir. Lezyonun daha hizli tamir

edilmesi, transkripsiyonun durmasina bagl zararl etkileri en aza indirmektedir (15).
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2.2. Niikleotid eksizyon tamir mekanizmasinin bozuk oldugu genetik gecisli
sendromlar

Niikleotid eksizyon tamir proteinlerinden herhangi birini kodlayan genlerdeki
mutasyonlar, nadir goriilen, resesif gecisli iic sendromla sonug¢lanmaktadir. Bu
sendromlar, kseroderma pigmentozum (XP), Cockayne sendromu (CS),
trikotiyodistrofi (TTD) olarak isimlendirilmislerdir. Bu sendromlardan {i¢iinde de
UV 1s181na hassasiyet ortak klinik bulgu olmakla birlikte, XP’de digerlerinden farkli
olarak deri kanserleri sikliginda artisin da goriilmesi dikkat ¢ekicidir. CS ve TTD’de
farkli derecelerde norolojik ve gelisimsel anormallikler goriilmektedir. TTD’de
UV 1s181na hassasiyetin yani sira siilfiirden yoksun ¢abuk kirilan saglar ve iktiyozis
gozlenir (3,15).

Hiicre fiizyon c¢alismalarinda XP i¢in sekiz komplemantasyon grubu (XPA-G,
XPV) tanimlanmistir. Bunlardan 7 tanesi niikleotid eksizyon tamir mekanizmasinda
bozuklukla seyrederken (XPA-G), birinde (XPV) DNA polimeraz eta enziminin
bozuk oldugu bulunmustur (1,58). CS igin iki (CSA, CSB) ve TTD iginse iig
(TTD-A, XPB, XPD) komplemantasyon grubu tanimlanmaktadir. Bu gruplardan her
biri ad1 gegen proteini kodlayan genlerdeki mutasyonlar sonucu olusan sendromlari
ifade etmektedirler. XPB, XPD ve XPG mutasyonlar1 genetik olarak XP ve CS
sendromlariyla ¢akisma gostermektedir. Niikleotid eksizyon tamir mekanizmasindaki

bozukluklar klinik olarak heterojenite gostermektedirler (3, 15).

2.2.1. Kseroderma pigmentozum

Kseroderma pigmentozum grup A-G genlerindeki mutasyonlar niikleotid
eksizyon tamir mekanizmasinda bozuklukla seyreden otozomal resesif gecisli
“kseroderma pigmentozum” sendromuna neden olmaktadir. XP’de genetik
heterojenite yaninda klinik olarak da heterojenite gozlenmektedir. Heterozigotlar
genellikle asemptomatiktir. Homozigotlarda ise semptom ve bulgularin derecesi
degisken olmakla birlikte giines 1s181na karsi artmis hassasiyet, ciltte giines 1s1gina
maruz kalan bolgelerde ve gozlerde ilerleyici degisiklikler gézlenmektedir. Bu
dejeneratif degisiklikler ise genellikle kanserle sonuglanmaktadir (1,3,9,15). XP’li
hastalarda ciltte giines goren bolgelerde ¢iller, pigmentasyon artisi, telenjiektaziler,

atrofik bulgular, aktinik keratoz, keratoakantom, anjiom ve fibrom gibi iyi huylu
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lezyonlara ¢ok sik rastlanmaktadir. Bu hastalarda deri kanserleri sikligi normal
populasyona goére 10.000 kattan daha fazla gézlenmektedir (58). Ayrica i¢ organ
kanserleri sikliginda da yaklasik 10 kat artis oldugu rapor edilmektedir. Gozlerde
konjunktivit, keratit, goz kapaklarinda atrofi ve ilerleyen donemlerde de bu
bolgelerin neoplazmlar1 sik olarak gézlenmektedir. Hastalarin yaklasik % 18’inde
norolojik anormalliklerin goriildiigii belirtilmektedir. Parsomen kagidi benzeri cilt
(kseroderma) ve ¢illerin varligi (pigmentozum) XP i¢in karakteristiktir. Mikrosefali,
primer noronal dejenerasyon, mental gelismede gecikme, motor aktivitelerde
bozukluk, hipo / arefleksi, ilerleyici sensorindral sagirlik XP’de goriilen norolojik
bozukluklar arasinda sayilabilir. Ilerleyici mental kayip, seksiiel gelisimde kayip,
clicelik (dwarfism) de XP’de klinik olarak gozlenebilir. XPF gibi niikleotid eksizyon
tamirinin daha az kayboldugu alt gruplarda noérolojik anomalilerin de daha az
gorildiigi bildirilmektedir (1,3,9,15).

XPA, XPB, XPD ve XPG grubundaki hastalarda niikleotid eksizyon tamir
mekanizmasindaki bozukluk olduk¢a ciddi seyretmektedir. XPC ve XPE’li
hastalarda ise transkripsiyona kenetlenmis tamir mekanizmasit normaldir (1,3,9,15).
Bu hastalarda UV 1s181ina hassasiyet diger komplemantasyon gruplarina gére daha
azdir ve norolojik anomalilere de rastlanmamaktadir. XPE’li hastalarin UV 1s181na
hassasiyetlerinin az olmasina ve cilt bulgularinin oldukc¢a hafif seyretmesine ragmen
hastalarda cilt kanserleri sikligi normal populasyona gore daha yiiksektir (10).
Eksizyon tamir mekanizmasindaki azalma da normal kisilerdekinin % 50°si olarak

saptanmistir (60,61).

2.2.2. Cockayne sendromu

Cockayne sendromu grup A ve B genlerinden herhangi birindeki mutasyonlar
transkripsiyona kenetlenmis tamir mekanizmasinda bozuklukla seyreden otozomal
resesif gegisli “Cockayne sendromu”na (CS) neden olmaktadir. CS erken yaslanma
sendromlar1 arasinda kabul edilmektedir. Bu hastalarda UV 1s181na kars1 hassasiyet
goriilmesine ragmen cilt kanserleri sikliginda artis gézlenmemektedir. Kisa boy, kus
benzeri dar bir yiiz sekli, katarakt, optik atrofi, pigmenter retinopati gibi g6z
bulgulart CS’nin 6nemli klinik bulgularidir. Ayrica mikrosefali, isitme kaybi, kas

tonusunda azalma, bazal ganglionlarda kalsifikasyonlarin goriilmesi, psikomotor
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gelisimde gecikme, onemli norolojik bulgular olarak dikkat ¢ekmektedir (3,15).

2.2.3. Trikotiyodistrofi

Trikotiyodistrofi A genindeki mutasyonlar “trikotiyodistrofi sendromu”na
(TTD) neden olmaktadir. Ayrica, XPB ve XPD genlerindeki mutasyonlar da TTD
bulgularina neden olabilmektedir. TTD, siilfiirden yoksun kirilgan saglar, iktiyozis,
fizik ve mental anomalilerle karakterizedir. Hastalarda iktiyozis bulunmamasi
durumunda bile siilfiirden yoksun saglarin varligt TTD varligi i¢in yeterli kabul
edilmektedir. TTD’de ektoderm ve noroendodermden koken alan organlarda
anomaliler goze ¢arpmaktadir. Mental gerilik, spastisite, hiperrefleksi, tremor ve
ataksi gibi CS’dekine benzer kayiplar, fertilitede azalma, kisa boy, iskelet
anomalileri ve noron miyelin yapisinda bozukluklar TTD’de gozlenen diger

bulgulardir (3,15).

2.3. UV 15181n1n neden oldugu DNA hasaria baglanan protein (UV-DDB)

Chu ve Chang (1988) ilk olarak iki XPE hastasinda UV 1s1g1inin neden oldugu
DNA hasarina baglanan proteinin (UV-DDB) aktivitesinin = olmadigin
gostermislerdir (11). Bu proteinin daha 6nce Feldberg ve Groisman’in plasentadan
saflastirdiklar1 proteinle ayn1 oldugu anlasilmistir (62).

Keeney ve dig. (1993) UV-DDB’yi Hel.a hiicrelerinden saflastirmiglar ve
proteinin 127 kDa (UV-DDBI, p127) ve 48 kDa’luk (UV-DDB2, XPE, p48) 2 alt
birimden olusan heterodimer bir yapida oldugunu belirlemislerdir (14). UV-DDB1’in
1140 amino asitten olustugu ve geninin insanda 11ql12-ql3°de yer aldigi,
UV-DDB2’nin ise 428 amino asitten olustugu ve geninin 11p12-p13°de bulundugu
gosterilmistir (63-65). XPE’li hastalarda UV-DDB aktivitesi bozuk olan kisilerde
yalnizca UV-DDB2 geninde mutasyonlarin varligi gosterildiginden (11) XPE,
UV-DDB2 olarak kabul edilmektedir (10). XPE’de UV-DDB1’e ait mutasyon ise
tanimlanamamustir.

UV-DDBI1’in pek ¢ok dkaryotik organizmada evrimsel olarak yiiksek oranda
korundugu belirtilmektedir. Bununla birlikte UV-DDB2’nin homologlarinin yalnizca
bazi memeli tiirlerinde bulundugu belirtilmektedir (10). Cirtlak sicanlarda (hamster)

ise UV-DDB2 geninin bulundugu ancak DNA metilasyonu nedeniyle susturuldugu
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saptanmistir (25). Ayrica farkli dokularda UV-DDB2 geninin ifadelenmesinin de
farkl seviyelerde gergeklestigi belirtilmektedir (10).
Her iki alt tinite de kromatinin yeniden organizasyonunda rol oynadigi

dustintilen WD40 tekrarlar1 icermektedir (10,19,66).

2.3.1. UV-DDB’nin hiicre icindeki lokalizasyonu

Saglikli hiicrelerde UV-DDBI1 sitoplazmada ve ¢ekirdekte bulunmaktadir.
UV-DDB?2 ise ¢ekirdekte lokalizasyon gostermektedir. UV 151811 takiben UV-DDBI
derisimi  ¢ekirdekte artmakta, XPE mutant hiicrelerinde ise bu artig
gozlenmemektedir. Bu nedenle UV-DDB2 alt biriminin UV-DDB1’in ¢ekirdege
tasinmasinda rol oynadig1 diistintilmektedir (10,19,67). DDB diger tamir faktorlerine
gore hiicrede daha yiiksek seviyelerde (10 kopya/hiicre) bulunmaktadir (14). Bu da
UV-DDB’nin niikleotid eksizyon tamir mekanizmasi disinda baska islevleri de

olabilecegini dusiindiirmektedir (15).

2.3.2. UV-DDB’nin baglandig1 DNA hasarlar

UV 1s1k, genetik yapiy1 hasara ugratan c¢evresel etkenler arasinda dnemli yer
tutmaktadir. DNA ve RNA’daki piirin ve pirimidin bilegenlerinde degisiklikler,
atipik kromozomlarin olusumu, DNA tamir sentezinin indiiklenmesi ve hatta hiicre
6limi UV 15181n1n hiicrede meydana getirdigi hasarlar arasinda sayilmaktadir (15).

UV 1s1¢1na maruziyet sonrast 6nemli iki DNA hasar1 olusmaktadir. Bunlardan
en sik goriileni siklobutan pirimidin dimerleri (CPD)’dir. Bu hasar ayn1 DNA
zincirindeki komsu iki pirimidinin 5. ve 6. C’lar1 arasinda bag olusumu sonucu
meydana gelir. Pirimidin pirimidon (6-4) 151n iiriinlerinde ise genellikle aynt DNA
zincirindeki komsu pirimidinler arasinda 6. ve 4.C’lar arasinda bag olusmaktadir
(Sekil 2.2) (15,68). Pirimidin pirimidon (6-4) 1sin {riinleri CPD’lere gore daha az
oranda olugsmaktadir Bu iki DNA hasarinin kanser olusumunda rol oynayan esas
UV 1sin drilinleri oldugu kabul edilmektedir. Bunlarin disinda dayaniksiz sitozin
hidrat, piirin trtinleri, bolgesel DNA denatiirasyon bolgeleri, DNA-protein c¢apraz
baglar1 ve tek zincir kiriklart UV 1s1k sonucu olusan diger DNA hasarlaridir (15).

UV-DDB heterodimeri 6zellikle UV 1s18inin  olusturdugu DNA hasarina
hasarsiz DNA’ya gore ¢cok daha yiiksek bir ilgi ile baglanmaktadir. Bunun yanisira
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sisplatin, nitrojen mustard, sedef hastalig1 tedavisinde kullanilan pséralen tarafindan
olusturulan DNA hasarlari, baz igermeyen (abazik) bolgeler gibi ¢ok cesitli DNA
hasarlarina da baglanabildigi rapor edilmistir (Tablo 2.3) (9,10,14,23,69,70).

Komsu timinler

Siklobutan Timin Dimeri Pirimidin Pirimidin (6-4) Isin Urlin{i

Sekil 2.2. UV 1s181n1n neden oldugu iki DNA lezyonu. Soldaki sekil CPD’lerin, sagdaki sekil
ise pirimidin pirimidon (6-4) 1sin iriinlerinin olusumunu sematize etmektedir (Kaynak
68’den Tiirkgelestirilerek alinmistir).
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Tablo 2.3. UV-DDB’nin baglandigi DNA hasarlar1 ve bu hasarlara ilgisi (+, UV-DDB’nin
hasara baglandigini, + sayisinin artmasi ise hasara ilgisininin de arttigin1 gostermektedir)
(Kaynak 9’dan Ttrkgelestirilerek alinmistir).

DNA hasan UV-DDB’nin hasara ilgisi
Pirimidin pirimidon(6-4) 1sin tirtinii +++

Trans, syn CPD ++

Abazik bolge ++

Cys, syn CPD +
Sisplatin eklentisi +

Nitrojen mustard eklentisi +

Tek zincirli DNA +
4-Nitrokinolin oksit eklentisi +

2.3.3. UV-DDB’nin hiicredeki islevleri

2.3.3.i. UV-DDB’nin niikleotid eksizyon tamir mekanizmasindaki
islevleri

DDB kompleksinin niikleotid eksizyon tamir mekanizmasindaki islevi
tartigsmalidir. XPE geninde mutasyon bulunduran XPE’li hastalarda eksizyon
tamirinde yaklasik % 50 oraninda azalma oldugu rapor edilmistir (15,71,72). XPE
mutant hiicrelerine saflastirilmig UV-DDB’nin mikroenjeksiyonu bu hiicrelerdeki
niikleotid eksizyon tamir mekanizmasindaki hasar1 diizeltmektedir (71). Gen
susturulmast nedeniyle UV-DDB2 aktivitesinin goriilmedigi kemirgen hiicre
hatlarinda insan UV-DDB2’sinin ektopik olarak ekspresyonu, bu hiicrelerde
CPD’lerin eksizyon ile tamirini arttirmaktadir (73).

Hiicre ¢ekirdegine bolgesel olarak UV radyasyonu verildiginde ortamda XPC
proteininin bulunmadig1 durumda bile UV-DDB ¢ekirdekte birikmektedir (74). Bu
bulgular DDB kompleksinin niikleotid eksizyon tamir mekanizmasinda 6zellikle

hasarin taninmasi basamaginda rol oynayabilecegini desteklemektedir (10).
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XPE hiicre hatlarinda yapilan hiicreden yoksun ekstraktlarda eksizyon
tamirinin bozuk oldugu rapor edilmistir (15,71,72). Bununla birlikte UV-DDB’nin
tepkime ortamina eklenmesi bu bozuklugu diizeltmemekte, yliksek dozlarda ise
eksizyon tamir mekanizmasinin etkinligini azaltmaktadir (75). UV 15181 uygulamasini
takiben niikleotid eksizyon tamir mekanizmasi silirecinin 36 saat iginde
tamamlanmasina ragmen, UV-DDB protein seviyelerinin maksimum diizeye 48 saat
sonra ulagsmasi (24), UV-DDB’nin bu mekanizmada esas rolii oynayamayacagi tezini
giiclendirmistir. Bu proteinin niikleotid eksizyon tamir mekanizmasinin ana eksizyon
niikleaz faktorlerinden biri olarak kabul edilemeyecegi rapor edilmistir (38).

UV-DDB’nin ¢esitli DNA hasarlarina yiiksek ilgiyle baglandigi bilinmekle
birlikte hangi alt biriminin DNA baglayici ana birim oldugu da tartismalidir. Hwang
ve dig. (1998), DNA hasarina baglanma icin UV-DDB2’nin aktive ettigi
UV-DDB1’in hasara baglanan ana alt birim oldugunu bildirmislerdir (25). UV-DDB
ve UV-DDBl1’den zenginlestirilmis fraksiyonlarda ayr1 ayr1 yapilan DNA
“footprinting” ¢alismalarinda 2 farkli “footprint” gézlenmistir (23). Fujiwara ve dig.
(1999) her iki alt birimin DNA - protein kompleksinde bulundugunu o6ne
stirmektedirler (70). Nichols ve dig. de (2000) UV-DDB kompleksi ile hasara
baglanmanin gerceklestigini belirtmektedirler (24). Bu bulgulardan farkli olarak
Fitch ve dig. ise (2003) UV-DDB2 alt biriminin hasarli DNA’ya afinitesinin yiiksek
oldugunu 6ne siirmiislerdir (26). DNA’ya baglanma i¢in her iki alt birimin gerekip
gerekmedigi, her iki alt birimin DNA-protein kompleksi ic¢inde bulunup
bulunmadigi, yahut bir tek alt birimin baglanmasi durumunda bu baglanma i¢in diger

alt birimin ortamda varligmin gerekip gerekmedigi sorulart heniiz yanit

beklemektedir.

2.3.3.ii. UV-DDBB’nin kromatin modellenmesindeki islevleri

Niikleotid eksizyon tamir mekanizmasinin gercek substratinin kromatin
olmasi, niikleozom yapisinin tamir siirecinde diizenleyici olarak rol oynadiginm
distindiirmektedir. DNA tamir siirecinde kromozomun yeniden modellenmesi
gereklidir. Kromozomun modellenmesi siirecinde DNA-histon etkilesimi ya
SWI/SNF2, ISWI (imitation switch) gibi cesitli komplekslerle ya da histonlarin

kovalent modifikasyonuyla (asetilasyon, fosforilasyon, metilasyon ve ubikuitinasyon
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vb.) gergeklesir (76-79).

UV-DDB2’nin histonda asetillenme yapan histon asetil transferaz ailesinden
“c-AMP Regulated Enhancer Binding Protein / p300 (CBP/p300)” ile (80);
UV-DDB1 ve UV-DDB2’nin ise transkripsiyon koaktivatdrii ve histon asetil
transferaz kompleksi SPT3-TAF;;31-GCNSL asetilaz (STAGA) ile iliskisi oldugu
belirtilmektedir (81). UV-DDB2 yapisinda yer alan WD40 tekrarlar1 kromatinin
yeniden yapilanmasi i¢in gerekli olan protein ailesindeki WD40 tekrarlariyla uyum
gostermektedir (66). UV-DDB’nin kromatinin modellenmesinde rol oynayan
proteinlerle etkilesimi (80,81) ve Cul4A ile iliskisi (16), DDB heterodimerinin DNA
tamiri stirecinde kromatinin yeniden modellenmesinde rol oynayabilecegi hipotezini

desteklemektedir.

2.3.3.iii. UV-DDB’nin transkripsiyondaki islevleri

Bazi XPE  hastalarinda transkripsiyon faktorii E2F1°in  tetikledigi
transkripsiyonun gergeklesmedigi belirtilmektedir (19). UV-DDB2’nin E2F1 ile ve
transkripsiyon ko-aktivator 6zelligi de olan CBP/p300 ve STAGA kompleksi ile
iligkisi transkripsiyonda da rolii olabilecegine isaret etmektedir (80,81).

DNA hasarina cevap olarak hiicrelerde p53 fosforile olmakta ve proteazomal
yikima direngli hale gelmektedir. Bu da hiicre dongiisiinii durduran, DNA tamir
mekanizmalarinda rol oynayan ve apoptoza neden olan genlerin transkripsiyonunu
arttirmaktadir (82,83).

pS3’tin UV-DDB2’nin transkripsiyon-diizenleyici bdolgesiyle etkilesime
girerek UV-DDB2’nin transkripsiyonunu ve CPD’lerin tamirinde rol oynayan
niikleotid eksizyon tamir mekanizmasinin etkinligini arttirdig1 rapor edilmistir (84).
UV-DDB2’nin geri beslemeli bir mekanizmayla p53°tin kararliligin1 sagladig
dustiniilmektedir (85). XPE hiicrelerinde normal hiicrelere gére UV 151811 takiben
p53°lin aktivasyonunun azaldigi rapor edilmistir. Bu da hiicreleri apoptoza direncli
hale getirmektedir (85,86).

UV-DDB1’in ayrica kuvvetli transkripsiyon aktivatorii oldugu bilinen

Hepatitis B virtisii X proteini ile de etkilesime girdigi bildirilmektedir (87).
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2.3.3.iv. UV-DDB’nin tiimor olusumunu engelleyici rolii

XPE’li hastalarda, diger XP gruplarina gore daha 1liml1 fotosensitivite
gozlenmekle birlikte, deri kanserleri sikliginin, normal kisilere gore yiliksek oldugu
bulunmustur (10). Ilgi cekici olarak XPE geninin “knockout” edildigi farelerde
yalnizca cilt kanserleri degil ayn1 zamanda i¢ organ kanserleri siklig1 da artmaktadir.
UV-DDB’nin tiimér 6nleyici etkisinin oldugu, bu islevini niikleotid eksizyon tamir
mekanizmas1 diginda baska yolaklar tizerinden gergeklestirdigi diisiintilmektedir
(18). Hiicre siklusunun transkripsiyon sirasinda durmasinda ve apoptozda rol
oynayan p53, UV-DDB2’nin transkripsiyonunu ve CPD’lerin tamirinde rol oynayan
niikleotid eksizyon tamirinin etkinligini arttirmaktadir (26,84). UV-DDB2 seviyesi
transkripsiyonel olarak ve muhtemelen p53’°den bagimsiz bir mekanizma ile timor
baskilayict BRCAT1 (Breast cancer 1, early onset) tarafindan da aktive edilmektedir
(88,89). UV-DDB2’nin UV 1s1g1na maruziyet sonrast p53 seviyesini kararli tutma
0zelliginin oldugu diistiniilmektedir (85,90).

2.3.3.v. UV-DDB’nin hiicre dongiisiindeki islevleri

Ubikuitin ~ proteazom  sistemi  hiicre  donglsiiniin  ilerlemesi  ve
transkripsiyonun diizenlenmesinde ¢ok Onemli rol oynamaktadir. UV-DDB’nin,
ubikuitinasyon i¢in gerekli hedefleri belirleyen E3 ubikuitin ligaz ailesinden olan
Cul4A ile iliskili oldugu bulunmustur (16). Cullin’lerin, hiicre dongiisiiniin
diizenleyici proteinleri oldugu diistiniilmektedir. Cullin bagimli E3 ubikuitin ligazlar
evrimsel olarak korunmus N-ug¢ bolgeleri araciligiyla dogrudan veya adaptor bir
protein yardimiyla 6zgiillik olusturan bir faktére baglanmakta, bu sekilde 6zgiil
substrat1 gekmektedir (91,92).

UV-DDB’nin ayrica UV 1s1k sonrasi ubikuitin ligaz aktivitesini diizenleyen
COP9 (CSN) sinyalozom kompleksi i¢inde de yer aldigi rapor edilmistir. UV 151k
sonrast  sinyalozom  kompleksinden ayrilan UV-DDBI1/UV-DDB2/Cul4A
kompleksinin kromatine baglandigi belirtilmektedir. UV-DDB1’in transkripsiyona
kenetlenmis tamir mekanizmasinda yer alan CSA proteini ile de COP9 sinyalozom

kompleksi ile birlikte kompleks olusturmasi dikkat ¢ekicidir (17).
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2.3.3.vi. UV-DDB’nin olasi1 diger islevleri

UV-DDB’nin ayrica bazi viral enfeksiyonlarin patogenezinde (87,93) ve
Alzheimer hastaliginda noéronal dejenerasyonda (94) rol oynayabilecegi
distiniilmektedir. Bununla birlikte DDB’lerin islevleri heniiz tam olarak agikliga

kavusturulamamuistir.

2.4. Ubikuitin proteazom sistemi (UPS)

Hiicrede proteinlerin uygun zamanda ve etkin olarak yikimi hiicrelerin
normal islevlerinin devami igin gereklidir. Okaryotlarda hiicre ici proteinlerin yikimi
iki yolla gerceklesir: Hiicre zarina kenetlenmis ve uzun omiirlii proteinler hiicre
lizozomlarinda ATP’den bagimsiz bir mekanizma ile yikilirlar. Bunun aksine, yanlis
sentezlenmis, anormal proteinlerin veya hiicre dongiisiinde gereksinim duyulmayan,
islevlerini tamamlamis diger kisa oOmiirlii proteinlerin yikimi sitozolde, ATP
varliginda gergeklesir. Memeli sitozoliinde benzer bir ¢cok sistem bulunmakla birlikte
en bilineni parcalanmasi gereken proteini “ubikuitin™ adi verilen kisa bir polipeptit
kullanarak isaretleyen “ubikuitin proteazom sistemi (UPS)”dir (68,95,96).
Diizenleyici proteinlerin ubikuitin aracili yikimi hiicre déngiisiiniin ilerlemesi, sinyal
iletimi, transkripsiyonun diizenlenmesi, reseptorlerin “asagidiizenlenimi (down
regiilasyon) ” ve endositoz gibi 6nemli olaylarda ¢ok biiyiik rol oynamaktadir.
Ayrica DNA tamirinde, immiin cevap gelisiminde, programli hiicre 6liimiinde de rol
oynadigi diistiniilmektedir. Ubikuitin aracili yikimdaki anormallikler, maligniteler
dahil pek ¢ok patolojinin gelisiminde rol oynamaktadir (97).

Ubikuitin, 6karyotlarin tiim hiicrelerinde yer alan, evrimsel olarak biiyiik
oranda korunmus 76 amino asitten olusan bir polipeptiddir. Bu polipeptid, li¢ enzim
iceren bir ardisik etkilesim ile proteinlere kovalent olarak baglanmaktadir. ilk olarak
ubikuitinin karboksil grubu “ubikuitin aktive edici enzim (E1)”in sistein kalitina
yiiksek enerjili tiyoester bagiyla ATP bagimli bir mekanizma ile baglanir. Daha
sonra yliksek enerjili bir bagla ubikuitin “ubikuitin baglayici1” bir ikinci enzim (E2)
tizerindeki tiyole E2 enzimi araciligiyla aktarilir. Bu enzim de (E2) lizerindeki
ubikuitinin karboksil grubu ile hedef proteindeki lizinlerin €-amino grubunu,
izopeptid bagi olusturmak tizere baglar. “Ubikuitin ligaz (E3)” ad1 verilen ti¢tincii bir

enzim grubunun ise E2 ile birlikte ubikuitinasyon ic¢in hedeflenecek proteinin



20

taninmasi ve belirlenmesinde rol oynadigi diistiniilmektedir. Ubikuitin ile bu yolla
isaretlenmis proteinler bu isaretlemeyi taniyan 6zgiil sitozolik enzimler tarafindan
parcgalanir (Sekil 2.3) (95,96,98).

E2 ve E3 enzimlerinin UPS’de ¢ok dnemli rol oynadig: bilinmektedir. Farkli
E3’ler arasinda dizi homolojisinin bulunmamasi ¢alismalar1 zorlastirmaktadir. Buna
ek olarak bazi E3’lerin biiylik, ¢oklu alt birimli komplekslerle iligkisi oldugu
bulunmustur. Bu proteinlerin hangisinin ubikuitin protein ligaz aktivitesinden
sorumlu oldugu bilinmemektedir. E3 ubikuitin ligazlar hedef substrata dogrudan
baglanabilir, yahut da “adapt6r” bir molekiil araciligiyla indirek olarak bu baglanma

gerceklesir (97).

AMP+PPI

Degrade
protein

Sekil 2.3. Ubikuitin proteazom sistemi. UCH, Ubikuitin C-terminal hidrolaz; Ub, ubikuitin;
DUB, Ubikuitinsizlestirici enzim (Kaynak 98’den Tiirk¢elestirilerek alinmistir).

E3 ubikuitin ligazlardan Cullin’ler bir ¢ok hiicre dongiisii proteini ve
sitokinin yikimindan sorumludurlar. Bundan dolay1 hiicre dongiisii diizenleyicileri
olarak kabul edilmektedirler. Diger E3 ligazlardan farkli olarak ¢oklu alt birim i¢eren
kompleksler olusturmaktadirlar. Insanda bu giine kadar Cullin 1, 2, 3, 4A, 4B, 5
olmak tizere 6 adet Cullin tanimlanmistir (91,92). Cullin’ler karboksil uc¢larinda

yaklasik 200 amino asitlik ortak “CH (Cullin Homology) ” bolgesi icermektedir. Bu



21

bolgeleri araciligiyla bir tiir kiiciik “RING-finger” proteini olan “ROC (Ring of
Cullins)” proteinlere baglanarak islev gérmektedirler (99,100).

Biitiin Cullin’ler 120 kDa’luk CAND1 (Cullin Associated and Nedylation -
Dissociated protein 1) adi verilen bir protein tarafindan kontrol edilmektedirler.
CANDI islevsel E3 komplekslerinin olugmasini engellemektedir (101).

Cullin’lerin karboksil uglarina ubikuitin benzeri kiigiik proteinler (Neural
Precursor Cell Expressed, Developmentally Down-regulated gene §, (NEDDS))
kovalent olarak baglanmaktadir. Bu islem “nedilasyon™ olarak isimlendirilmektedir.
Cullin’in nedilasyonu oldugunda CANDI proteini Cullin’lerden ayrilmakta, islevsel
E3-substrat kompleksleri olusabilmektedir. Boylece Cullin’lerin aracilik ettigi
ubikuitinlenme ve yikim gergeklesmektedir. Ubikuitinlenmis substrat protein
proteazomda yikildiginda COP9 sinyalozom kompleksi denilen 8 alt birime sahip
protein kompleksi konjuge olmus NEDDS8’i ortamdan ayirmakta, boylece CAND1
yeniden Cullin’lere baglanabilmektedir. Bu diizenlenme temel Cul-ROC kompleksi
icin hiz kisitlayici temel basamagi olusturmaktadir (101,103,104).

Memelilerde birbirleriyle yakin iligkili 2 tip Cul4 bulunmaktadir (Cul4A ve
Cul4B). Cul4A geninin islevinin yitirilmesi Caenorhabditis elegans embriyolarinda
DNA replikasyonunda artis, DNA replikasyonuna izin veren “CDT1 (Cell division
cycle - 10 dependent transcript) “in birikimi ile sonu¢lanmaktadir. Bu da Cul4’iin
DNA replikasyonu ve genomik kararliligin kontroliinde islevi oldugunu
distindiirmektedir (105). DNA hasarina yanit olarak UV-DDBI1 direkt olarak
“CDT1”1 Cul4A-ROCI1 ligaza ubikuitinlenme ic¢in ¢agirmaktadir (106). Cul4
geninin bulunmamasi fare embriyolar1 i¢in yasamla bagdagsmamaktadir. Cul4’tin bu
nedenle erken embriyonik gelisim stirecinde rol oynadigi belirtilmektedir (107).
Cul4A’nin primer hepatoselliiler karsinomalarda (108) ve meme kanserlerinde (109)
artmis miktarda tiretilmesi nedeniyle malignitelerle iligkili oldugu da gosterilmistir.

Calismalar UV-DDB1, UV-DDB2 ve XPC proteinlerinin, Cul4A’nin aracilik
ettigi ubikuitinasyon yolu ile yikildigin1 gostermistir (110,111). Cul4A’nin DDB
heterodimeri ve onunla etkilesime giren DNA tamiri ve hiicre dongiisii proteinlerini
hedefleyebilecegi diistiniilmektedir (16). DDB heterodimerinin hasarin taninmasi

basamaginda islevi olabileceginin diistiniilmesi, bu proteinle etkilesimde olan
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Cul4A’nin da niikleotid eksizyon tamirinde, Ozellikle de hasarin taninmasi

basamaginda islevi olabilecegini diistindiirmektedir (16).

2.5. COP9 (CSN) sinyalozom kompleksi

COP9 kompleksi evrimsel yonden ubikuitin proteazom sistemi ile paralel
olarak korunmus protein kompleksidir. Ilk olarak su teresinde (Arabidopsis)
tammmlanmis olan COP9 kompleksinin bu canlilarda fotomorfogenezisin
diizenleyicisi oldugu belirlenmistir (112). Okaryotlarda ise hiicresel ve gelisimsel
olaylara katildigi dusiiniilmektedir. Bu kompleksin alt birimlerinin 26S proteazom
kompleksi ve Okaryotik translasyon inisiasyon faktoérii 3 (elF3) ile iliskili oldugu
bulunmugtur.

COP9 kompleksi 450-550 kDa’luk bir protein kompleksidir. Altist PCI
(Proteazom, COP9 sinyalozom, Inisiasyon faktorii 3), ikisi MPN (mprlp, padlp, N-
terminal) bolgesi igeren sekiz alt birimden (COP9 sinyalozom alt birimi 1-8, (CSN1-
8)) olugmaktadir. Alt birimler insanda, meyve sineginde (Drosophila), tarede, su
teresinde korunmustur. Memelilerde CSN7, CSN7a ve CSN7b isimli iki benzer gen
tarafindan kodlanmaktadir. PCI ve MPN bolgelerinin hem COP9 alt birimlerinde,
hem de 26S proteazom kompleksi ve elF3°de bulunmasi oldukca ilgi ¢ekicidir. 26S
proteazom sistemi 20S’lik katalitik c¢ekirdek parcacik (CP) ve 19S diizenleyici
pargaciklardan (RP) olugmaktadir (Sekil 2.4) (112,113). Kapak kismi1 19S’lik RP’nin

(a) 20 S cekirdek parcacik (CP) (c) 26S proteazom

’ egi
Agiima gesls

-
ol

! Cekirdek pargacik {CP} !

Salinim

Sekil 2.4. 268 protezom sistemi ve boliimleri (Kaynak 113°den Tiirkgelestirilerek alinmustir).
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dis kisminda yer alir ve ubikuitinlenmis proteinlerin katalitik ¢ekirdek pargaciga
gonderilip yikilmasi igin gereklidir (112).

Calismalar MPN bolgesinin, i¢inde metalloproteinaz motifi icerdigini
gostermistir. Bu motif NEDDS8 - Cullin kompleksinin COP9 kompleksinden ve
ubikuitin substratin proteazomdan ayrilmasini saglayan Kkatalitik bir merkez
olusturmaktadir (112).

COP9’un bir ¢ok Cul tizerindeki de-nedilasyon yapici etkisi, ROC1 ve
Cul’lerle dogrudan etkilesimi olmasi nedeniyle Cul bazli E3 ubikuitin ligazlarin
genel diizenleyicileri oldugunu gostermektedir. Farkli Cul’leri igeren farkli E3
ligazlarin da bu yolla yikilan pek ¢ok hiicre dongiisiinii diizenleyici proteini etkiledigi

dustintiliirse COP9’un hiicredeki roliiniin 6nemi anlasilabilir (112).

Amaclar:

Bu calismanin amaci genel olarak insan hiicrelerinin DNA hasarina karsi
davranisinin molekiiler mekanizmalarinin aydinlatilmasina katkida bulunmaktir.

Calismada iki soruya yanit aranmaktadir:

1. UV-DDB’nin hasarli DNA’ya baglanma aktivitesinden esas olarak alt
birimlerinden hangisinin ve/veya hangilerinin sorumlu oldugunu belirlemek,

2. Hiicrede dort formda bulunan XPE (UV-DDB2) proteininin, serbest
haldeyken, UV-DDBI ile UV-DDB kompleksi halindeyken, Cul4A ve COP9
kompleksleriyle stiper kompleks olusturdugunda hasarli DNA’ya baglanma
Ozelliklerinin belirlenmesi, bdylece niikleotid eksizyon tamir mekanizmasinda
hasarin taninma basamaginda islev gorebilecegi diisiiniilen bu siiper komplekslerin
roliintin aydinlatilmasini saglamak.

Bu amagla UV-DDB alt birimleri ayr1 ayr1 ve heterodimer kompleksi olarak
bocek hiicre hatlarinda ¢ok miktarda tiretilip saflastirildi ve pirimidin pirimidon (6-4)
1s1in  Urtiniine  baglanma ozellikleri degerlendirildi. Ayrica, UV-DDB/Cul4A,
UV-DDB/Cul4A/COP9 sinyalozom stiper kompleksleri memeli hiicre hatlarindan

elde edilerek pirimidin pirimidon (6-4) 1s1n tirliniine baglanma 6zellikleri incelendi.
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Gerecler

Deneyler sirasinda kullanilan akrilamid, bisakrilamid, agar, glasiyal asetik
asit, Tween 20, “Dulbecco’s Modified Eagles Medium” (DMEM), Foétal Dana
Serumu (Fetal Bovine Serume, FBS) Sigma’dan, izopranolol, metanol Merck’den,
Grace’ in bocek besi yeri, ve Tuzlu Fosfat Tamponu (Phosphate buffered saline,
PBS), Penisilin-Streptomisin (PS) 100 x, tripsin ise Gibco’dan temin edildi.

Proteinlerin bagil molekiil kiitlelerini (M;) belirlemek i¢in New England
Biolabs’a ait “Prestained Protein Marker” (6-175 kDa araliginda) ve jel yiikleme
boyasi, DNA icin ise Promega’ya ait “1kb DNA ladder” ve jel ylikleme boyasi
kullanildi.

Gen klonlama igin gerekli pcDNA3 vektorii ve Platinum® Pfx DNA
polimeraz (Thermococcus sp. DNA polimerazi) Invitrogen’den, restriksiyon
tamponlar1 (New England Biolabs’a ait restriksiyon tamponu (NEB)) ve enzimleri,
100 x sigir serum albiimini (Bovine Serum Albumin, BSA; 10 mg/ml) New England
Biolabs’dan, Karides Alkalen Fosfatazi (ALP) (kat. no: 1758250) ve Hizli DNA
Baglama Kiti (Rapid Ligation Kit, kat. no: 1635379) Roche’dan temin edildi. PCR
saflastirma kiti (QIAquick PCR Purification Kit, katalog no: 28104), Miniprep kiti
(QIAprep Spin Miniprep Kit, katalog no: 27104), Maksiprep kiti (Qiagen Qiafilter
Midi-Maxi Kit, katalog no: 12163) Qiagen’e aitti. “Western blotting” icin
Amersham’a ait “Hybond 20 cm x 30 cm nitroselliiloz membran”, Sigma’ya ait
“Flag” antikoru ve Promega’ya ait nitro blue tetrazolium / 5-bromo-4-kloro-3-indolil
fosfat (NBT / BCIP) renk tanimlama sistemi (kat. no: W3940) kullanildi.
UV-DDBI1’e, UV-DDB2’ye ve Cul4A’ya karsi antikorlar Dr. Xiong’dan (North
Carolina Universitesi, Lineberger Kanser Merkezi)’dan temin edildi. UV-DDBI-
pBac/PAKS rekombinant viriisi Dr. S. Linn’den (California Universitesi, Berkeley),
His.UV-DDB2.Flag-p2Bac rekombinant viriisii ve 50 baz ¢iftlik (bg) DNA
substratlar1 ise Dr. J. T. Reardon’dan temin edildi.

Saflagtirma islemi sirasinda P11 Fosfoselliloz (Whatman), DEAE-
Sepharose (GE-Healthcare), Superdex 200 10/300 GL (S-200; GE-Healthcare),
“Anti-Flag (M2) antibody affinity resin” (Sigma), “Flag” peptidi (Sigma) kullanildi.
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Protein derisiminin 6l¢timi i¢in Bradford yontemine dayali olarak 6l¢tim yapan
Bio-Rad protein 6l¢iim kitinden (Bio-Rad protein assay kit II, kat. no: 500-0002)
yararlanildi. Ayrica proteinler ve BSA standartlari1 % 10°luk SDS-PAGE’de
yurtitiilerek ayristirildiktan sonra, giimiis boyasi ile boyanarak, “Image Quant 5.2”
sistemi ile de (GE Healthcare) proteinlerin derisimleri ve goreceli oranlar1 belirlendi.
Deneyler sirasinda PCR igin Perkin-Elmer Gene Amp 2400,
spektrofotometrik 6l¢timler i¢in Shimadzu UV1601, santrifugasyon i¢in Sorwall RC
3C plus, Sorvall RC 5C plus (du Pont), iletkenlik 6l¢iimii icin “Fisher Scientific
09-328” genis aralik iletkenlik Olglim sistemi, sonikasyon ig¢in “Sonic
Dismembrator”, baz1 saflastirma basamaklarinda AKTA FPLC sistemi kullanildi.
“Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA)” deneylerinde goriintiileme ve
Ol¢tim icin “Storm 860” ve “Image Quant 5.2” (GE Healthcare) paket programindan

yararlanildi.

3.2. Bakiiloviriis / bocek hiicre sisteminde rekombinant protein iiretimi icin
yapilan ¢calismalar
Insan UV-DDB1, UV-DDB2 proteinleri ve UV-DDB kompleksi bakiiloviriis

ekspresyon vektor sisteminde (BEVS) ¢ok miktarda iiretilerek saflastirildi. BEVS’de
ilgilenilen gen, bakiiloviriis promotoru igeren tasiyict vektére klonlandiktan sonra
ana virlisiin genomuna “homolog rekombinasyonla™ yerlestirilmektedir. Bocek hiicre
hatlar1, elde edilen bu rekombinant viriisle enfekte edilerek hiicre hatlarinda ¢ok
miktarda rekombinant protein iiretimi saglanmaktadir. Bocek hiicre hatlarinin
rekombinant protein iiretilmesi i¢in kullanilmasi; kolayligi, ucuz olmasi, bu hiicre
hatlarinda proteinlerin dogru katlanmasina ve fizyolojik olarak gerceklesen pek ¢ok
posttranslasyonel modifikasyona izin vermesi yoniinden tercih edilmektedir
(114,115).

Bu c¢alismada

1. insan UV-DDBI,

2. Insan His.UV-DDB2.Flag,

3. Insan UV-DDB proteinleri bakiiloviriis / bocek hiicre sisteminde ¢ok

miktarda tiretildi ve saflastirildi.

Insan UV-DDB1 rekombinant proteini Spodoptera frugiperde (sf21) bocek
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hiicre hatlarinda ¢ok miktarda {iretildi ve Nichols ve dig.lerinin yontemi (24)
degistirilerek saflastirldi. Bu amagcla 2.5 x 10® sf21 hiicresi 2.5 ml UV-DDBI-
pBac/PAKS viriisii ile enfekte edildi (“Multiplicity of Infection” (MOI); hiicre basina
disen ortalama viriis sayist: 10) ve hiicre hatlar1 48 saat siireyle 27°C’de inkiibe
edilerek UV-DDBI1 proteininin ¢ok miktarda {retilmesi saglandi. Hiicreler
toplanarak hiicre zarlar1 sonikasyonla parcalandi. Elde edilen lizat once P11
fosfoselliiloz kolonuna uygulandi., Fraksiyonlardan alinan ornekler % 10’luk
SDS-poliakrilamid jel elektroforezine (SDS-PAGE)’e yiiklendi ve yiirtitiildi. Protein
bantlar1 “Coomassie brilliant blue R-250” ile boyandi. Bu sekilde UV-DDBI1 igeren
ornekler belirlendi. Bu o6rnekler toplanarak sirasiyla DEAE-Sepharose kolonuna
uygulandi. Kolondan UV-DDBI1, 35 ml 50-600 mM fosfat tamponu (belirtilen
molaritede fosfat tamponu pH 7.5, 1 mM dTT, % 10 (h / h) gliserol) ile lineer
gradient uygulanarak eliie edildi. Ardindan, UV-DDBI1 iceren ornekler toplanip
deristirildikten sonra Superdex 200 kolonuna uygulandi. Her asamada elde edilen
ornekler % 10’luk SDS-PAGE’de yiiriitiildii ve protein bantlar1 “Coomassie brilliant
blue R-250” ve / veya giimiis boyama yontemi ile boyandi. Bu sekilde UV-DDB1
iceren Ornekler belirlendi. Siiperdeks 200 kolonu sonrast UV-DDBI igeren drnekler
toplandi ve “Amicon-30" filtresi kullanilarak deristirildi. Protein miktarlar1 Bradford

yontemine dayal1 Bio-Rad protein 6l¢iim kiti ile belirlendi.

Rekombinant His.UV-DDB2.Flag proteininin ve UV-DDB proteinlerinin ¢ok

miktarda tretimi Tricoplusia ni yumurta (High-Five) (H-5) hiicre hatlarinda
gerceklestirildi. Proteinler, “Flag” etiketine karst olusturulmus antikor - afinite
kolonu yontemi kullanilarak saflastirildi. Bu yontemde ilgilenilen proteinin ug
bolgesine “Flag” adi verilen sekiz amino asitlik (AspTyrLysAspAspAspAspLys)
immiinojenik 6zellikte ve suda ¢6zilinebilir kiigiik bir protein eklenmektedir. Suda
¢oziinmeyen bir matrikse de “Flag’ proteinine karst olusturulmus “anti-Flag”
antikorlar kovalent olarak baglanarak recine olusturulmaktadir. Protein karisimi, bu
regineyi iceren kolondan gecirildiginde “Flag” isaretli protein, “anti-Flag” antikorunu
bulunduran recineye baglanmaktadir. Recineye baglanmayan proteinler yikanarak

uzaklastirildiktan sonra “Flag” isaretli protein”, “Flag” peptid iceren eliisyon

tamponuyla saf olarak elde edilir. “Flag” peptid, “Flag” isaretli protein ile yarismaya
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girerek hedef proteinin matriksten ayrilmasii saglamaktadir. “Flag” isaretli
proteinlerle etkilesime giren diger proteinler de proteine baglh olarak bu sekilde
proteinle birlikte saflastirilabilir. Flag etiketinde tripsinojen 6n dizisinin bulunmasi
enterokinazla muamele edilerek saflagtirma sonrasi etiketin  proteinden
uzaklastirmasina olanak vermektedir. Etiketle isaretlemeye dayali antikor-afinite
kolon kromatografisi proteinin tanimlanmasini kolaylagtirmakta ve tek basamakta

saflastirmaya olanak vermektedir (116) (Sekil 3.1).

Calismada rekombinant His.UV-DDB2.Flag proteini elde etmek i¢in, 2 ml
His.UV-DDB2.Flag-p2Bac ile enfekte edilmis 2 x 10® “High Five” hiicresinde (MOI:
10) rekombinant UV-DDB2 proteininin tiretimi saglandiktan sonra hiicreler toplandi.
Hiicre zar1 zar parcalama tamponu ile (50 mM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM NaCl,
10 mM B-gliserofosfat, % 10 (h / h) gliserol, % 1 Tween 20, % 0.1 NP-40, 1 mM
Naz;VO,4, 1 mM NaF) pargaland1 ve soguk odada buzda 30 dakika siireyle inkiibe
edildi. On kez 50 Watt’da sonike edildikten sonra (10 sn bekleme, 50 sn sonikasyon)
10 dakika daha buzda soguk odada inkube edildi. Béylece hiicre zarlar1 pargalanarak
hiicre lizat1 elde edildi. Lizat 16 000 x g’de 30 dakika siireyle santrifiij edildi.
Siipernatan alindi. UV-DDB2 proteininin ekspresyonu “Western blotting” ile kontrol
edildi.

UV-DDB2 proteini, “Flag” epitopuna karsi antikor-afinite kromatografisi ile
saflagtirldi. Elde edilen hiicre lizatina (16 000 x g siipernatam) 250 pl “Flag’
recinesi eklendi, +4°C’de 16 saat silire ile karistiricidda birakilarak regineye
baglanmasi saglandi. Ardindan regine ¢oktiiriildii ve yliksek tuz derisimindeki (1 M

NaCl) tamponla yikandi. Bu sekilde, recineye 6zgiil olarak baglanmayan proteinlerin
uzaklastirilmas1 amagclandi. “Flag” peptid iceren eliisyon tamponu ile (100 pg / ml
“Flag” peptid, TBS ve % 10 (h / h) gliserol) UV-DDB2 proteini indirildi. Eliiat
% 10’luk SDS-PAGE’de yiiriitiildii. Proteinin ekspresyonu “Western blotting” ile,
eliisyon sonrasi elde edilen protein bantlar1 ise “Coomassie blue” boyamasi ile

belirlendi. Protein derisimleri Bio-Rad protein 6l¢iim kiti kullanilarak saptandi.

UV-DDB2 ve onunla birlikte eliie edilen diger proteinler North Carolina
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Matrikse baglanmis
Anti-Flag antikoru

Yikama

Protein karnigimi

Eliisyon

Santriflgasyon

iﬁi’ Flag peptit

Supernatan
(Saflagtirimig protein)

Sekil 3.1. “Flag” epitopuna kars1 antikor-afinite kromatografisinin prensibi.
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Universitesi  “Proteomics Core Facility’’de kiitle spektrofotometrisi (Mass
spectrometry) ile test edildi. Diger proteinler DNA’ya baglanma 6zelligi olmayan

“1s1 soku’’ proteinleri olarak saptandi.

Western blotting
SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi
l

Proteinlerin nitroselliiloz membrana transfer edilmesi

!
Ozgiil olmayan baglanmay1 6nlemek amaciyla % 5 yagsiz
stit tozu igeren TBST tamponu (150 mM NaCl, 20 mM
Tris-HCI pH 7.5, % 0.5 Tween 20) ile inkiibasyon

!
TBST tamponu ile yikama

!

Proteine veya igerdigi flizyon proteinine 6zgiil primer antikor ile inkiibasyon.

!
TBST tamponu ile yikama

l

Anti Ig G igeren antikor-enzim konjtigat: (ikincil antikor) ile inkiibasyon

1
TBST tamponu ile yikama

l

NBT / BCIP sistemi ile renk degisiminin gézlenerek protein ekspresyonunun

gorlintiilenmesi.

UV-DDB proteininin ¢ok miktarda lretilmesi ve saflastirma basamaklari
UV-DDB2 proteinininkine benzer sekilde gerceklestirildi. Farkli olarak sf21 hiicre
hatlar1t UV-DDB1-pBac/PAKS8 ve His.UV-DDB2.Flag-p2Bac viriisleriyle ayn1 anda
enfekte edildi. 2.5 x 10% sf21 hiicresi, 1.25 ml UV-DDB1-pBac/PAKS8 (yaklasik
MOI: 5) ve 125 ml His.UV-UV-DDB2.Flag-p2Bac (MOI: 5) rekombinant

virusleriyle ayn1 anda enfekte edildi.
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3.3. insan embriyonik bobrek 293T (HEK293T) hiicre hatlarinda rekombinant
protein iiretimi icin yapilan calismalar

Insan UV-DDB2 ve Cul4A genleri, bu genlerin 5” yénlerinde “Flag” epitopu
eklenecek sekilde memeli pcDNA3 vektoriine ayri1 ayr1 klonlandi. Elde edilen
rekombinant plazmidler, HEK293T hiicrelerine aktarilarak proteinlerin ¢ok miktarda
tiretilmesi saglandi. Rekombinant Flag-Cul4A’nin ¢ok miktarda tiretildigi hiicre
hatlar1 Cul4A/UV-DDB1/UV-DDB?2 siiper kompleksinin elde edilmesinde kullanildi.
Rekombinant Flag-UV-DDB2’nin ¢ok miktarda {iretildigi hiicre hatlar1 ise
UV-DDB2/UV-DDB1/Cul4A/COP9 siiper kompleksinin elde edilmesinde kullanildi.
Proteinler, Flag-UV-DDB2-His proteini ile benzer yontemle “Flag” epitopuna karsi
antikor-afinite kromatografisi uygulanarak saflastirildi. Farkli olarak reg¢ine 1 M tuz

yerine 150 mM tuz igeren tamponla yikandi.

Gen klonlamasiin prensibi: Gen klonlamasi, istenilen geni tasiyan DNA
parcasinin vektore baglanmasi sonucu elde edilen rekombinant DNA’larin uygun bir
konaga aktarilmasidir. Bu amagla, 6nce ilgilenilen gen bolgesi PCR ile ¢ogaltilir.
Restriksiyon endoniikleazlar kullanilarak kesilir. Bunun sonucunda, geni igeren
bir¢ok tipik DNA pargasi elde edilir. Bu islem, plazmid adi verilen halkasal bakteri
DNA’siyla yinelenir. Ardindan, ilgilenilen geni tasiyan DNA pargasiyla agilmis
bakteri plazmidi karistirilir. Son olarak, insan ve bakteri DNA parcaciklart DNA
ligaz ile yeniden bir araya getirilerek (rekombine edilerek) insan geni i¢eren yeni bir
plazmid olusturulur Rekombinant DNA plazmidi bir kez yapilinca hiicre hatlarina
yerlestirilerek protein olusturmasi saglanir. Bu yonteme “transfeksiyon™ denir.
Boylece ¢ok miktarda rekombinant protein iiretimini saglanir (Sekil 3.2, 3.3)

(117,118).

Insan Flag-Cullin 4A gen par¢asinin memeli pcDNA3 vektériine klonlanmasi
amaciyla ilk olarak 2280 baz ciftlik hCul4A cDNa’s1 5'-ucuna “Flag” epitopu, 5 ve
3" uglarmna sirasiyla EcoRV ve Notl restriksiyon endoniikleaz kesim bdlgelerini
icerecek sekilde primer dizileri diizenlenerek polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile
cogaltildi. PCR tirtinleri EcoRV ve Not1 restriksiyon endontikleazlari ile kesildikten
sonra Qiagen PCR saflagtirma kiti ile saflastirildi. Memeli pcDNA3 vektorii de ayni

restriksiyon enzimleri ile kesilerek saflastirilmis PCR tirliniiniin baglanmasi i¢in
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ligilenilen
gen bdlgesi

Plazmid

Antibiyotik
(Vektsr DNA) y

diren¢ geni

Rekombinant
DNA

Rekombinant DNAnin
konak hiicreye
aktariimasi

Konak hicre

:

% ;
B

Antibiyotik varliginda
hlicrelerin blytime
ozelliklerine gore
rekombinant DNA

/\:;eren hicrelerin secgilmesi

Sekil 3.2. Klonlanmak istenen gen pargasinin plazmid DNA igerisine yerlestirilmesi ve bu
islem sonucu olusan rekombinant DNA’nin bakteri hiicrelerine aktarilmasi (Kaynak 117’°den
Tiirkgelestirilerek alinmistir).



32

Cift zincirli plazmid DNA
ekspresyon vektori

Promotor
dizisi -

Ekspresyon vektorinln
restriksiyon endoniikleaz
enzimiyle kesilmesi

roteini kodlayan DNA
dizisinin ekspresyon
vekt I nu

Rekombinant DNA'nin
hiicreye aktarimi

Cok miktarda Cok miktarda
Uretilmis mRNA uretilmis protein

Sekil 3.3. Ekspresyon vektoriine klonlanmis ve hiicre igine aktarilmis genden ¢ok miktarda
protein uretilmesi (Kaynak 117°den Tiirkcelestirilerek alinmistir).
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uygun yapiskan uclar meydana getirildi. pcDNA3 vektorii ve Cul4A gen pargasi
“Roche hizli DNA kiti” kullanilarak, T4 ligaz enzimiyle birlestirildi. Kit i¢in gerekli
basamaklar takip edilerek elde edilen ligasyon karisimlar1 E. col/i DH10B hiicresine
aktarildi. Karisim buzda 30 dakika stireyle inkiibe edildikten sonra 90 sn 42°C’de
birakildi ve yeniden 2 dakika buzda inkiibe edildikten sonra ampisillinli Luria
Bertoni agar (ampisillinli LB agar; 10 gr / L tripton, 5 gr / L maya ekstrakti, 10 gr / L
NaCl, 15 gr / L agar, pH 7.3 ve son derisimi 50 mg / L olan ampisillin) iceren
petrilere aktarildi. Petriler 16 saat siireyle 37°C’de inkiibe edildi. Ilk ve ikinci
tepkime karisiminin aktarildigi petrilerdeki plazmid iceren kolonileri belirlemek
amaciyla 2.5 ml ampisillinli LB (ampisillinli LB; 10 gr / L tripton, 5 gr / L maya
ekstrakti, 10 gr / L NaCl, pH 7.3 ve son derisimi 50 mg / L olan ampisillin) i¢eren
kaltiir tiiplerinde kiiltiir baglatildi. Her bir koloni ayri bir kiiltiir tiiptinde 37°C’de
calkalayicida 8 saat siireyle biiyiitiildi. Hiicreler 14 000 x g’de 1 dakika siireyle
santrifiij edilerek ¢oktiiriildii. Siipernatan atildi. Plazmid, “Qiagen miniprep kit”i ve
kit i¢indeki tamponlar kullanilarak izole edildi. Flag-Cul4A - pcDNA3 rekombinant
plazmidini igeren hiicreleri belirlemek i¢in miniprep iriiniiniin 7 pl’si EcoRV ve
Not1 ile kesildi. Tepkime karisimini1 % 1°lik agaroz-TBE jele yiiklendi, yiiriitiildii ve
etidyum bromiir ile boyanarak goriintiilendi. 5.5 ve 2.3 kilobazlik sindirim
tirtinlerinin gézlenmesi pcDNA3 i¢indeki Cul4A’nin varligini gosterdi. Ayrica, yine
7 pl miniprep Uriinii kullanilarak Ndel enzimiyle de ikinci bir kesim yapildi ve
sindirim {iriinleri agaroz jelde yiiriitiildii. Boylece Cul4A gen parcasinin pcDNA3
vektoriine dogru yonde yerlestigi dogrulandi. Pazmid DNA, klonlanan DNA
dizisinin dogrulugu ve mutasyon igerip icermedigi North Carolina Universitesi
“Sequencing Facility” ye gonderilerek test edildi.

Bu sekilde elde edilmis ve dogru dizeyi i¢eren rekombinant plazmidler, daha
yiiksek derisimlerde plazmid elde etmemizi saglayan “Qiagen midi/maksiprep kiti”
kullanilarak cogaltildi ve elde edilen plazmidin derisimi spektrofotometrede 260
nanometrede Ol¢lilerek belirlendi.

Flag-Cul4A rekombinant proteininin HEK293T hiicrelerinde ¢ok miktarda
tiretilmesi i¢in oncelikle Flag-Cul4A igeren pcDNA3 vektoriiniin HEK293T memeli
hiicre hatlarina transfeksiyonu kalsiyum fosfat ¢oktiirme teknigi ile saglandi.

Hiicreler, 48 saat siire ile inkiibatdrde inkiibe edildi, ardindan petri kaplarindaki
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besiyeri ¢ekildikten sonra bir kez PBS ile yikandi. Hiicrelerin toplanmasi, hiicre
zarlarinin pargalanmasi ve saflastirma basamaklar1 3.2°de Flag-UV-UV-DDB2-His
icin yapilana benzer sekilde gergeklestirildi. Ancak recinenin yikanmasinda TBS
tamponu (150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI pH 7.5) kullanildi. Cul4A proteini ve
birlikte eliie olan protein bantlari giimiis boyama yontemi ile boyandi. Cul4A’nin
ekspresyonu ise “Western blotting” yontemi ile belirlendi (Sekil 4.16.B).

Eltuattaki UV-DDB1-UV-DDB2-Cul4A derisimi, proteinlerin ve BSA
standartlarinin % 10’luk SDS-PAGE’de yiiriitiilerek ayristirilmasindan sonra gtimiis
boyasi ile boyanarak, “Image Quant 5.2 sistemi ile goreceli oranlar1 belirlendi.

Insan Flag-UV-DDB2 gen parcasinin memeli pcDNA3  vektoriine
klonlanmasi amaciyla ilk olarak Flag-UV-DDB2 cDNA’s1 5’-ucuna “Flag” epitopu,
5" ve 37 uglarmma sirasiyla BamH1 ve Xhol restriksiyon endoniikleaz kesim
bolgelerini icerecek sekilde PCR ile ¢ogaltildi. PCR firiinleri BamH1 ve Xhol
restriksiyon endoniikleazlari ile kesildikten sonra agaroz jelde yiiriitiildii ve jelden
kesim yapildiktan sonra saflastirildi. Memeli pcDNA3 vektorii de aymi restriksiyon
enzimleri ile kesilerek saflastirilmig PCR {iriiniiniin baglanmasi i¢in uygun yapiskan
uclar meydana getirildi. Sonraki basamaklar, Flag-Cul4A’nin pcDNA3 vektoriine
klonlanmasi, rekombinant Flag-Cul4A iiretilmesi ve saflastirilmasi basamaklari ile
benzer basamaklar takip edilerek gergeklestirildi. Farkli olarak klonlama asamasinda
rekombinant plazmid igeren miniprep {iirlinlerini belirlemek i¢in BamH1 ve Xhol
enzimleri, gen parcasinin yoniinii dogrulamak i¢in de Xbal ve EcoRV enzimleri

kullanildz.
3.4. “Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA)” deneyleri

EMSA, protein-DNA kompleksinin natif PAGE’de serbest DNA pargalari
veya ¢ift zincirli oligoniikleotidlere gore daha yavas hareket etmesi esasina dayanir.
Protein (hiicreden ya da cekirdekten elde edilen lizat) ilk once radyoaktif isaretli
protein baglanma bolgesi bulunduran DNA pargasi ile inkiibe edilmekte, tepkime
tirtinleri natif PAGE’de yiiriitiilerek analiz edilmektedir. DNA’ya baglanma varsa
serbest DNA’dan daha yavas yiirliyen bant goriilmektedir. DNA’ya baglandig:
dustiniilen protein, kendine 6zgiin antikor ile inkiibe edilip ayni islem tekrarlanirsa

bu durumda protein-antikor-DNA kompleksi daha da yavas seyreden bir bant olarak
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gozlenir (super shift). Bu yontem, DNA-protein interaksiyonlarinin gosterilmesi,
farkli stoikiyometri ve konformasyondaki proteinlerin ayristirilmasina olanak
vermekte, kinetik ve termodinamik parametreler bu yolla 6lgiilebilmektedir
(119,120).

Calismada, EMSA deneylerinde 50 baz ¢iftlik, ortasinda tek bir pirimidin
pirimidon (6-4) 1sin Urtini bulunan, ¢ift zincir DNA kullanildi. Substrat, 6
oligoniikleotid parcasinin birlestirilmesi ile elde edildi, hasarin 5" yo6niindeki
dordiincii fosfodiester bagi radyoaktif olarak P**ile isaretlendi.

Kullanilan DNA dizisi:

Radyoaktif fosfor ?
5’-TGCGCCAGCTGGCCACCCTGAGTAUATGGAGCGCCAAGCTTGGGC

TGCA Pirimidin pirimidon (6-4) 1sin Gruni

EMSA deneyleri i¢in tepkime karisimi son derisimi 0.08 fmol / pul-0.33 fmol /
ul DNA, 0.33 pg / ul BSA, 1 x EMSA tamponu (20 mM Hepes-KOH pH: 7.9, 26.7
mM KClI, 2.13 mM MgCl,, 0.13 mM dTT, 0.067 mM EDTA) ve farkli derisimlerde
protein igermekteydi.

Her bir EMSA igin yalnizca DNA igeren, ancak protein igermeyen (-) kontrol
hazirlandi.

Biitiin deneyler en az 3 kez tekrar edilerek dogrulugu test edildi. Tepkime
karisimi 30°C’de 30 dakika stireyle sicak su banyosunda inkiibe edildikten sonra son
derisimi % 8 (hacim/hacim (h / h)) olacak sekilde gliserol eklendi. Ardindan 6rnekler
25 mA’de 6n yiriitme uygulanmis % 5°lik natif jel elektroforezine tabi tutuldu. Jel

2

kurutuldu, otoradyografik olarak ya da “Phosphorimager  ile goriintiilendi. Elde
edilen bantlar “Storm 860 system ve “Image Quant 5.2” Software (GE Healthcare)
kullanilarak analiz edildi. Baglanma, baglanmis radyoaktif DNA’nin toplam

radyoaktif DNA’ya oranlanmasi ile hesaplandi.
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4. BULGULAR

4.1. Bakiiloviriis / bocek hiicre sistemlerinde UV-DDB1, UV-DDB2, UV-DDB
proteinlerinin cok miktarda iiretilmesi, saflastirilmasi ve bu proteinlerin

ozelliklerinin belirlenmesi

4.1.1. Insan UV-DDBI1 proteininin Spodoptera frugiperde (sf21) bocek

hiicre hatlarinda cok miktarda iiretimi ve saflastirilmasi

4.1.1.i. Insan UV-DDBI proteininin Spodoptera frugiperde (sf21) bocek
hiicre hatlarinda ¢ok miktarda iiretimi

sf21 hiicre hatlarinin biiyiitiilmesi ve devamliliginin saglanmasi igin, T75
kaplarda biiyiitiilmiis sf21 hiicre hatlar1 besi yeri aspire edildikten sonra 2-5 x 10*
hiicre / cm® olacak sekilde seyreltildi. Uzerine taze besi yeri (% 10 FBS igeren
Grace’in bocek besi yeri) eklenerek 27°C’de inkiibe edildi. Hiicrelerin sayilmasi
hemositometre kullanilarak mikroskopta gerceklestirildi (Bkz. Ek 1).

UV-DDBI1 viriisiiniin ¢ogaltilmasi i¢in 100 mm ¢apindaki petri kabina
2.5 x 10° sf21 (Spodoptera frugiperde yumurta hiicresi) hiicresi ekildi ve taze besi
yeri eklenerek 27°C’lik inkiibatorde inkiibe edildi. Sonraki giin hiicreler
UV-DDBI1-pBac/PAKS8 iceren 200 pl rekombinant viriisle enfekte edildi. 48 saat
stireyle 27°C’de inkiibe edildikten sonra hiicreler besi yeriyle birlikte 50 ml’lik
falkon tiipe toplandi. 2000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Viriis iceren (10° “plaque
forming unit/ml” (pfu/ml) viriis) siipernatan alindi.

sf21 hiicrelerin siispansiyonda biiyiitiilmek tizere “spinner” kabina alinmasi
ve hiicrelerin siispansiyona uyumunun saglanmasi i¢in % 80-90 yogunlukta sf21
iceren T75 kaplardaki hiicreler toplandi, sayildi ve 5 x 10° hiicre / ml, besi yeri
olacak sekilde 100 ml’lik “spinner” kabina alindi (son hacim 100 ml). 27°C’lik
karistirmali inkiibatorde sabit hizda karistirilarak hiicreler biiyiitiildii. Ug-bes giin
sonra, hiicreler 2000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek toplandi ve sayildi. Hiicre
sayist 1-2 x 10° hiicre / mI’ye ulagtiginda hiicreler 500 m1’lik “spinner” kabina alindu,
taze besi yeri eklenerek cogaltildi ve 250 milyon hiicreye ulasmasi saglandi. Besi

yeri taze besi yeri ile degistirildi.
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UV-DDBI1 rekombinant proteininin sf21 hiicrelerinde ¢ok miktarda
tiretilmesi amaciyla ilk olarak sf21 hiicreleri UV-DDB1-pBac/PAKS8 rekombinant
viriisiiyle enfekte edildi. 2.5 x 10® sf21 hiicresi igeren 250 ml kiiltiir, 2.5 ml
UV-DDBI rekombinant viriisii (10° pfu / ml) ile enfekte edildi (MOI: 10). Hiicreler
48 saat 27°C’lik karistirmali inkiibatorde sabit hizda karistirilarak inkiibe edildi. Bu
sekilde UV-DDBI1 proteininin ¢ok miktarda iiretilmesi saglandi. Ardindan hiicreler
2500 rpm’de 10 dakika siireyle ¢evrilerek ¢oktiirtildii. Cokelek - 80°C’de saklandi.

4.1.1.ii. UV-DDBI1 rekombinant proteininin saflastirilmasi

Rekombinant viriisle enfekte edildikten sonra toplanip - 80°C’de saklanan
hiicreler daha sonra 15 ml 57 mM fosfat tamponu, ImM dTT igeren tamponda
¢oziildii. 10 kez 50 Watt’da sonike (10 sn sonikasyon, 50 sn bekleme) edildi. Daha
sonra lizerine son derisimi % 10 (h / h) olacak sekilde gliserol eklendi. Bu sekilde
elde edilmis hiicre lizat1 ve UV-DDBI viriisii ile enfekte edilmemis hiicre hatlarindan
elde edilen hiicre lizatindaki protein derisimi Bio-Rad protein 6l¢iim kiti kullanilarak
belirlendi. Esit miktarda protein igerecek sekilde UV-DDBI viriisii ile enfekte olan
ve olmayan hiicre lizati % 10’luk SDS-PAGE’de yiiriitildi, protein bantlar
“Coomassie blue” boyasi ile boyandi (Sekil 4.1). Boylece UV-DDBI proteininin ¢ok
miktarda tiretilip tiretilmedigi kontrol edildi.

UV-DDBI’in saflastirma basamaklarinda PDG tamponu (50 mM fosfat
tamponu pH 7.5, 1 mM dTT, % 10 (h / h) gliserol) kullanildi.

Hiicre lizati ilk olarak P11 fosfoselliiloz kolonuna uygulandi. Lizat “Acrodisc
0,2 ul” filtreden gecirildikten sonra ultrasantrifiijde 30 000 x g’de 30 dakika santrifiij
edilerek siipernatan alind1. Ornek (sf21hiicre lizatinin 30 000 x g siipernatani: 10 ml)
Whatman P11 fosfoselliiloz kolonuna (1.6 cm x 10 ¢cm) uygulandi. Kolon, 10 kolon
hacmi 50 mM PDG tamponu ile dengelendi. Ornek kolondan 30 ml 50 mM PDG
tamponu ile eliie edildi. Uygulama ve eliisyon sirasinda akis hizi 1 ml / dakika
tutuldu. Ornek yiiklenir yiiklenmez 500 ul’lik fraksiyonlar toplanmaya basland.
Fraksiyonlardan onar pl alinarak % 10°’luk SDS-PAGE’e yiiklendi ve yiiriitiildii.
Fraksiyonlardaki protein bantlar1 “Coomassie blue” boyasi kullanilarak boyandi.
Bunun ig¢in jel oda sicakliginda ve karistiricida 2 saat siireyle boyama soliisyonunda

(% 40 metanol, % 10 glasiyal asetik asit, % 0.5 (gr / h) “Coomassie brillant blue
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R-250") boyandi. Ardindan 12 saat siireyle boya agma ¢6zeltisinde (% 50 metanol,
% 10 asetik asit, % 1.5 gliserol) tutularak protein bantlar1 goriiniir hale getirildi. Bu
sekilde UV-DDBI1 iceren fraksiyonlar tespit edildi. UV-DDBI iceren P11
Fosfoselliiloz fraksiyonlar1 (yaklasik 11.5 ml) bir sonraki kolona yiiklenmek {izere

toplandi (Sekil 4.2.A-B).

M;, kDa 1 2 3

175 —

83 | e ™~ Uv-DDBH1

G
62 —

475 —
32 —
25 —

16 —

o

Sekil 4.1. Rekombinant UV-DDBI proteininin % 10’luk SDS-PAGE’de “Coomassie blue”
boyamasi ile gdsterilmesi. Orneklere jel yiikleme boyas eklenerek % 10’luk SDS-PAGE’de
ylriitilmis, protein bantlart “Coomassie blue” boyasi ile boyanmustir. 1. kuyucuk:
“Prestained protein marker”; 2. kuyucuk: Rekombinant UV-DDBlyviriisii ile enfekte
edilmemis sf21 hiicre lizat1 (100 pg); 3. kuyucuk: Rekombinant UV-DDBI viriisii ile enfekte
edilmis hiicre lizat1 (100 ug). Cok miktarda tiretilmis UV-DDB1 proteini okla gosterilmistir.
Standart proteinlerin bagil molekiil kiitleleri sol yanda gosterilmistir.

P11 fosfoselliiloz kolonundan elde edilmis UV-DDBI1 igeren 6rnekler daha
sontra DEAE-Sepharose kolonuna uygulandi. Kolonun hazirlanmast i¢in 7 ml
DEAE-Sepharose, 1 cm x 10 em’lik kolona yiiklendi. 10 yatak hacmi kadar distile su
ile yikandiktan sonra 200 ml 50 mM PDG tamponu ile dengelendi. Yikama ve
dengeleme sirasinda akis hiz1 1 ml / dakika tutuldu. Ornek (11.5 ml) kolona yiiklendi
ve kolon 11.5 ml 50 mM PDG ile yikandi. Yiikleme ve yikama sirasinda akis hizi
0.5 ml / dakika tutuldu. Kolondan UV-DDBI1, 35 ml 50-600 mM fosfat tamponu
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(belirtilen molaritede fosfat tamponu pH 7.5, 1 mM dTT, % 10 (h / h) gliserol) ile
lineer gradient uygulanarak eliie edildi. Orneklerden onar pl alindi, UV-DDBI igeren
ornekler fosfoselliiloz kolonunda uygulanan yontemle belirlenerek toplandi (Sekil
4.3, 4.4.A-B). Ayn1 zamanda her onuncu fraksiyonun iletkenligi iletkenlik dlger ile
6letildii. UV-DDB1’in 190-290 mM’lik tuz derisiminde eliie oldugu bulundu.

DEAE-Sepharose kolonu sonrasi elde edilmis UV-DDBI1 igeren ornek
Amicon’un “Centricon 30 filtresi kullanilarak deristirildi (Bkz. Ek. 2). Bunun i¢in
UV-DDBI1 iceren DEAE-Sepharose eliiatindan 500 pl alinarak “Centricon 30”
filtresi ile 170 pl’ye deristirildi.

DEAE-Sepharose kolonu sonrasi deristirilmis UV-DDBI igeren 6rnek S-200
kolonuna uygulandi. S-200 kolonu (1 cm x 30 cm), 8 kolon hacmi 100 mM PDG
tamponu ile yikanarak dengelendi. Ornek (100 pl) yiiklendikten sonra 150 pl’lik
fraksiyonlar halinde toplanmaya baslandi. Eliisyon ayni1 tamponla yapildi.
Orneklerden onar ul alinarak % 10’luk SDS-PAGE’e yiiklendi ve yiiriitiildii. Protein
bantlar1 giimiis boyama yontemi ile boyandi. Bunun i¢in jeldeki proteinler 1 saat
stireyle oda sicakliginda karistiricida 125 ml metanol, 30 ml glasiyal asetik asit, 125
ul formaldehit iceren 250 ml’lik ¢o6zeltide fikse edildi. Daha sonra % 50°lik (h / h)
etanol ile 3 x 20 dakika siireyle yikandi. Sodyum tiyosiilfat igeren ¢ozelti igerisinde
1 dakika tutuldu. Daha sonra glimiig nitrat iceren ¢ozeltide oda sicakliginda 20
dakika tutularak jelin boyanmasi saglandi. Ardindan distile suyla yikanarak sodyum
karbonat ve sodium tiyosiilfat iceren c¢ozeltide goriiniirlestirildi, boya agma
cozeltisinde 20 dakika birakildi. Bu sekilde protein bantlar1 boyandiktan sonra
UV-DDBI igeren fraksiyonlar belirlendi ve birlestirildi. Sekil 4.5.A-B’de S-200
ciktistnin SDS-PAGE goriintiisti gortilmektedir. Sekil 4.6’da ise fraksiyonlara ait
UV-absorbanslar (280 nm) goriilmektedir.

UV-DDBI igeren S-200 ¢iktis1 (2ml) daha sonra Amicon’un “Centricon 30”
filtresi kullanilarak 270 pl’ye deristirildi.

Protein miktar1 95 ng / pl olarak tespit edildi. UV-DDBI1 proteininin
saflastirma basamaklarinda elde edilen proteinler % 10’luk SDS-PAGE’de tek jelde

yiriitiilerek elde edilen proteinler “Coomassie blue” boyasi ile boyandi (Sekil 4.7).
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Sekil 4.6°da ise fraksiyonlara ait UV absorbanslar gériilmektedir.

" gulnihal sizing 022504:1_UV  ~ ~ ~ gulnihal sizing 022504:1_Fractions
—= = = gulnihal sizing 022504:1_Inject

mAU

160
14.0
120 -
10.0
8.0
60 ? !
40 / \
2.0

0.0

Sekil.4.6. Superdex 200 kolonu ile saflastirma sirasinda elde edilen fraksiyonlarm UV-
absorbansinin FPLC’de goriintiilenmesi. Mavi ¢izgi 280 nanometredeki UV-absorbansi,
kirmiz1 ¢izgiler FPLC’deki fraksiyon tiiplerini temsil etmektedir. Altta 30. ve 75. fraksiyona
denk gelen bolgeler oklarla belirtilmistir.



47

M,kDa M L PC DS S-200

175 —

o

83 —

62 —

475 —

32 —

16.5 —

Sekil 4.7. UV-DDB1I’in saflagtirilma basamaklarinda elde edilen proteinlerin “Coomassie
blue” boyamasi ile gosterilmesi. UV-DDB1’in saflastirma basamaklarinda elde edilen
proteinlerin % 10°’luk SDS — PAGE’de yiiriitiildiikten sonra “Coomassie Blue” ile
boyanmasi sonucu elde edilen bantlar gortilmektedir. Standart proteinlerin bagil molekiil
kiitleleri sol yanda gosterilmektedir. 1. kuyucuk: Rekombinant UV-DDBI ile enfekte hiicre
lizatt (L) (10 pg); 2. kuyucuk: Fosfoselliiloz ¢iktist (PC) (9 ug); 3. kuyucuk: DEAE-
Sepharose ¢iktist (DS)(1.3 pg); 4. kuyucuk: S-200 ¢iktisi (S-200) (1pg).

4.1.2. His.UV-DDB2.Flag proteininin Tricoplusia ni yamurta (High-Five)

hiicre hatlarinda ¢cok miktarda iiretilmesi ve saflastirilmasi

4.1.2.i. His.UV-DDB2.Flag proteininin Trihoplusia ni yumurta (High-
Five) hiicre hatlarinda cok miktarda iiretilmesi
His.UV-DDB2.Flag-p2Bac  rekombinant viriisiinlin  ¢ogaltilmas1  i¢in

4.1.1.1° de anlatildig1 sekilde “spinner” kabinda hazirlanmis ve 100 ml besi yeri
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icinde bulunan 1 x 10® sf21 hiicresi 0.5 ml His.UV-DDB2.Flag-p2Bac rekombinant
virlisti ile enfekte edildi. Hiicreler 48 saat siireyle 27°C’lik karistirmali inkiibatorde
sabit hizda karistirilarak inkiibe edildi. Ardindan 2000 rpm’de 5 dakika siireyle
santrifiij edildi. Viriis i¢eren siipernatan (10° pfu / ml) alind1.

“High-five” hiicre hatlarmin biiyiitilmesi ve cogaltilmasi i¢cin T75 kapta
buyiitiilmiis % 80-90 yogunluga erigsmis “High-five” hiicre hatlar1 (7-8 x 10* hiicre /
cm?) besi yeri gekildikten sonra 1 : 10, 1 : 15 oraninda seyreltilerek ve taze besi yeri
(%10 FBS igeren Grace’in bocek besi yeri) eklenerek 27°C’de inkiibatérde inkiibe
edildi. Hiicreler % 80-90 yogunluga eristiginde T225 kaplara aktarildi ve 27°C’de
inkiibatérde yeniden % 80-90 yogun olana kadar biiytimeleri beklendi. Ardindan
sayilarak 2.5 x 10° hiicre / petri olacak sekilde 150 mm ¢apindaki petri kaplarmna
ekildi. Taze besi yeri eklenerek 27°C’lik inkiibatdrde 2 x 107 hiicre / petri olana
kadar beklendi. Enfekte edilecekleri giin besi yerleri taze besi yeri ile degistirildi.

His.UV-DDB2.Flag rekombinant proteininin “High-Five” hiicre hatlarinda
cok miktarda {tretilmesi i¢in “High-five” hiicreleri His.UV-DDB2.Flag-p2Bac
rekombinant viriisii ile enfekte edildi. Bu amagcla, besi yeri degistirilmis “High-five”
hiicresi iceren petrilere 200 pl / petri olacak sekilde His.UV-DDB2.Flag-p2Bac
rekombinant viriisii damla damla eklendi ve karistirildi (yaklasik MOI: 10). Toplam
2 x 10® hiicre 2 ml viriisle enfekte edildi. Enfeksiyon yapildigi giin her bir petri
2 x 107 “High-five” hiicresi icermekteydi. Hiicreler 48 saat siireyle 27°C inkiibatdrde
inkiibe edildi. Boylece rekombinant UV-DDB2 proteininin ¢ok miktarda tretimi

saglandi.

4.1.2.ii. His.UV-DDB2.Flag rekombinant proteininin saflastirilmasi

Hiucreler petrilerden kazinarak alindi. 2500 rpm’de 10 dakika santrifiij
edilerek 50 mI’lik konikal tiiplere toplandi. Bir kez 50 ml PBS tamponunda ¢oziildii
ve 2500 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Pellet 15 ml par¢alama tamponunda
(50 mM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM NaCl, 10 mM B-gliserofosfat, % 10 (h / h)
gliserol, % 1 Tween 20, % 0.1 NP-40, 1 mM NazVO,4, | mM NaF) ¢oziildii ve soguk
odada buzda 30 dakika siireyle inkiibe edildi. On kez 50 Watt’da sonike edildikten
sonra (10 sn bekleme, 50 sn sonikasyon) 10 dakika daha buzda soguk odada inkube

edildi. Boylece hiicre zarlar1 pargalanarak hiicre lizat1 elde edildi. Lizat 16 000 x g’de
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30 dakika stireyle santrifiij edildi. Stipernatan alind:.

Bu sekilde hazirlanmis hiicre lizatina 250 ul 1 : 1 oraninda TBS (150 mM
NaCl, 50 mM Tris-HCI pH 7.5) ile dengelenmis “Flag” recinesi (Flag (M2) Affinity
Gel) eklendi. Ornekler, +4°C’de 16 saat siireyle karistiricida inkiibe edilerek
UV-DDB2’nin recineye baglanmasi saglandi. Ardindan regine 2000 rpm’de 5 dakika
stireyle soguk odada ¢oktiirtildi. 1 M NaCl igeren 50 mM Tris-HCI (pH 7.5) ile bir
kez, 500 mM NaCl iceren 50 mM Tris-HCI (pH 7.5) ile 2 kez, TBS (150 mM NacCl,
50 mM Tris-HCI pH 7.5) iceren tamponla 1 kez yikandiktan sonra proteinler, 100
png / ml “Flag” peptid, TBS ve % 10 (h / h) gliserol igeren eliisyon tamponuyla
indirildi. Elde edilen eliiat % 10°luk SDS-PAGE’e yiiklendi.

His-UV-DDB2-Flag proteini ve kolon matriksi ile interaksiyona giren diger
proteinler 4.1.1.ii°de tarif edildigi sekilde “Coomassie blue" boyasi ile boyandi
(Sekil 4.8.A). Hem lizattaki, hem de eliiattaki UV-DDB2 proteininin ekspresyonu
“Western blotting” ile kontrol edildi (Sekil 4.8.B). Bunun ig¢in once eliiattaki
proteinler nitroselliiloz membrana yar1 kuru aktarma yontemi (semi-dry transfer) ile
aktarildi (0.14 A, 85 dakika.). Membran, % 5 siit tozu i¢eren TBST (150 mM NaCl,
20 mM Tris-HCI pH 7.5, % 0.5 Tween 20) tamponu ile 90 dakika bloke edildikten
sonra ayni tampon ile yikandi. Ardindan membran, “Flag” antikoru igeren TBST
tamponu ile oda sicakliginda 2 saat karistiricida inkiibe edildi (farede tretilmis
“Flag” antikoru, 1 / 4000 seyreltme, Sigma). U¢ kez 10 dakika TBST tamponu ile
yikama yapildiktan sonra membran 90 dakika siireyle oda sicakliginda 1 / 5000
seyreltilmis, farede tiretilmis “Flag” ikincil antikoruna (Sigma) tabi tutuldu. TBST
tamponla yikama sonrasi protein ekspresyonunun varligit NBT / BCIP renk tanima
sistemi (Promega) ile test edildi.

Protein miktar1 20 ng / ml olarak 6l¢tildi.

UV-DDB2 ve onunla birlikte eltie edilen diger proteinler DNA’ya baglanma

ozelligi olmayan “Is1 soku’ proteinleri olarak saptandi.
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Sekil 4.8. Rekombinant UV-DDB2 proteininin % 10’luk SDS-PAGE’de yiiriitiildiikten sonra
“Coomassie blue” boyasi ile boyanmasi (A) ve protein ekspresyonunun “Western blotting”
ile gosterilmesi (B). A. Rekombinant UV-DDB2 proteininin % 10’luk SDS-PAGE’de
“Coomassie blue” boyasi ile gosterilmesi. 1. kuyucuk: “Prestained protein marker”; 2.
kuyucuk: Flag-UV-DDB2’nin Anti-Flag (M2) afinite reginesi kullanilarak saflastiriimasi
(Kuyucuga 1 pg protein yiiklenmistir). Bakiiloviriis ile enfekte edilmis High-Five bocek
hiicrelerinden saflagtirilan proteinler % 10°’luk SDS-PAGE’de “Coomassie blue” ile
boyanmistir. *: “Ist soku” proteini olarak belirlenmistir. B. UV-DDB2 protein
ekspresyonunun “Western blotting” ile gosterilmesi. UV-DDB2 proteini 5° ucundan “Flag”
isaretli oldugundan, bu proteinin ekspresyonu hiicre lizatinin % 10’luk SDS-PAGE’de
yiiriitiilmesini takiben “Flag” epitopuna karsi “Western blotting” yapilarak test edilmistir. 1.
kuyucuk: “Prestained protein marker; 2. kuyucuk: 80 kDa agirliginda “Flag” epitopu ile
isaretli (+) kontrol; 3. kuyucuk: 20 ul rekombinant UV-DDB?2 viriisii ile enfekte edilmis
hiicre lizati. UV-DDB2 proteininin ekspresyonu sag yanda okla gosterilmektedir. Standart
proteinlerin bagil molekiil kiitleleri sol yanda gésterilmistir.

4.1.3. UV-DDB’nin Spodoptera frugiperde (sf21) hiicre hatlarinda cok

miktarda iiretimi ve saflastirilmasi

4.1.3.i. UV-DDB rekombinant proteininin Spodoptera frugiperde (sf21)
hiicre hatlarinda ¢ok miktarda tiretimi

UV-DDB proteininin sf21 hiicre hatlarinda ¢ok miktarda iiretmek icin
4.1.1.0° deki basamaklar uygulanarak hazirlanmis 2.5 x 10® sf21 hiicresi, 1.25 ml

UV-DDBI1-pBac/PAKS (yaklasik MOI: 5) ve 1.25 ml His.UV-DDB2.Flag-p2Bac
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(MOI: 5) rekombinant viriisleriyle ayn1 anda enfekte edildi. Hiicreler 48 saat siireyle

27°C’lik inkiibatorde inkiibe edildi.

4.1.3.ii. UV-DDB rekombinant heterodimerinin saflastirilmasi

Hiicreler her biri yaklasik 125 ml olacak sekilde 250 ml’lik konikal tiiplere
alindi, oda sicakliginda 2500 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek toplandi. Bir kez
yiizer ml PBS tamponu eklenerek 2500 rpm’de 10 dakika siireyle santrifiij edildi,
slipernatan atildi. Konikal ttiplerden biri daha sonra kullanilmak tizere -80°C’ ye
kaldirildi. Digeri ise 14 ml pargalama tamponunda (50 mM Tris-HCI1 pH 7.5, 150
mM NaCl, 10 mM B-gliserofosfat, % 10 (h / h) gliserol, % 1 Tween 20, % 0.1
NP-40, | mM Na3;VOy4, 1 mM NaF) ¢oziildii, 15 ml’lik falkon tiipe alindi ve soguk
odada buzda 30 dakika siireyle inkiibe edildi. On kez 50 Watt’da sonike (10 sn
bekleme, 50 sn sonikasyon) edildikten sonra 10 dakika daha buzda soguk odada
inkiibe edildi. 16 000 x g’ de 30 dakika siireyle santrifiij edildi. Siipernatan alindi.

Elde edilen hiicre lizatina TBS ile 1 : 1 oraninda dengelenmis Flag recinesi
(400 pl) eklendi. Ornekler, +4°C’de 16 saat siireyle karistiricida inkiibe edildi.
Ardindan reg¢ine 2000 rpm’de 5 dakika siireyle soguk odada ¢oktiiriildii. 1 M NaCl
iceren 50 mM Tris-HCI (pH 7.5) ile bir kez, 500 mM NaCl igeren 50 mM Tris-HCI
(pH 7.5) ile 2 kez, TBS igeren tamponla 1 kez yikandiktan sonra 100 pg / ml “Flag”
peptid, TBS ve % 10 (h / h) gliserol iceren eliisyon tamponuyla UV-DDB eliie edildi.
Elde edilen eliat % 10’luk SDS-PAGE’e yiiklendi. Eliattaki protein bantlari
“Coomassie blue” boyasi ile boyandi (Sekil 4.9).

Protein derigimi 13.5 ng / pl olarak ol¢iildi. 1 pl eliat 5 ng UV-DDBI1 ve
2.5 ng UV-DDB2 icermekteydi.

4.1.4. Bakiiloviriis / bocek hiicre sisteminden saflastirilmis UV-DDBI1 ve
Flag-UV-DDB2’nin 50 baz cifti uzunlugunda tek pirimidin pirimidon (6—4) 151n
iiriinii iceren cift zincirli DNA parcasina baglanma o6zelliklerinin EMSA
yontemi ile incelenmesi

Bakiiloviriis / bocek hiicre sisteminde ¢ok miktarda tretilerek saflastiriimig
UV-DDBI1 ve UV-DDB?2 proteinlerinin ve UV-DDBI1 + UV-DDB2 karigiminin 50

be’lik tek pirimidin pirimidon (6-4) 1sin {iriinii iceren DNA’ya baglanma 6zellikleri
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Sekil 4.9. Rekombinant UV-DDB proteininin % 10°’luk SDS-PAGE’de “Coomassie”
boyamasi ile gosterilmesi. UV-DDB (UV-DDB1 + Flag.UV-DDB2.His)’nin “Anti-Flag
(M2) afinite reginesi” kullanilarak saflastirma sonrasi g¢iktist (Kuyucuga 0.6 ug protein
yiiklenmistir). Standart proteinlere ait molekiiler agirliklar sol yanda gosterilmistir.
UV-DDBI1 ve UV-DDB2 proteinlerine ait bantlar oklarla gosterilmigtir. *: “Is1 soku”
proteinini gostermektedir.

EMSA ile incelendi (Sekil 4.10).

UV-DDB’nin UV-DDBI1 alt biriminin deneyin yapildig1 derisim simirlarinda
DNA substratina baglanmadig1 saptandi. UV-DDB’nin hasarli DNA’ya baglandig:
belirlendi. UV-DDB2’nin ise tek olarak hasarli DNA’ya baglanma 6zelligi gosterdigi
saptandi.

UV-DDB2’nin hasarli DNA’ya baglanmast UV-DDB’ye gore daha yavas
seyreden bir bant olarak dikkati ¢ekmektedir. Sabit miktarda UV-DDB2’nin
bulundugu reaksiyon kosullarinda ortama artan derisimlerde UV-DDBI1 eklendiginde
yavag seyreden bandin daha asagiya inisi de UV-DDB2’nin intrinsek baglanma
ozelligi oldugunu dogrulamaktadir (Sekil 4.10).

UV-DDB2’ye karsi antikor UV-DDB2’nin bulundugu tepkime ortamima
eklendiginde “supershift” in goriilmesi de bu bulguyu desteklemektedir (Sekil 4.11).



DDB1 | _—F |

DDB2

UV-DDB-
DNA
kompleksi

UVv-DDB2-
DNA




yoOntemi ile incelenmesi.
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4.2. insan embriyonik bobrek 293T (HEK293T) hiicre hatlarinda DDB ile ilgili

rekombinant protein iiretimi icin yapilan calismalar

4.2.1. insan Flag-Cullin 4A proteininin HEK293T hiicre hatlarinda ¢ok
miktarda iiretilmesi ve UV-DDB proteini ile birlikte saflastirilmasi

4.2.1.i. Insan Flag-Cullin 4A gen parcasinin memeli pcDNA3 vektoriine
klonlanmasi

Insan Flag-Cullin 4A gen par¢asinin memeli pcDNA3 vektoriine klonlanmasi
amaciyla ilk olarak 2280 baz ciftlik hCul4A cDNa’si N-ucuna “Flag” epitopu
eklenecek sekilde primer dizileri diizenlenerek polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile
cogaltildi. Flag—Cul4A geninin c¢ogaltilmasinda kullanilan primer dizileri
5" - GATCGATATCAGGATGGACTACAAGGACGACGATGACAAGGCGGAC
GAGGCCCCGCGG, 5" - GATCGCGGCCGCTCAGGCCACGTAGTGGTACTG
niikleotid dizileridir (Alt1 ¢izili bolgeler sirasiyla EcoRV ve Notl restriksiyon
endoniikleaz kesim bolgelerini icermektedir).

Herbir PCR tepkime karigimi, son derisimi 200 ng DNA, 0.3 uM dNTP,
0.3 uM “Forward” ve 0.3 uM “Reverse” primer, | x “Enhancer” c¢o6zelti, | mM

MgSOs, 2.5 U Pfx polimeraz igermektedir.

Polimeraz zincir tepkimesi;

94 °C’de 2 dakika

94 °C’de 15 saniye
58°C’de 30 saniye
68°C’de 2 dakika 15sn
68°C’de 10 dakika
+4°C’de ©

—» 30 dongii

olarak gergeklestirildi.

Cogaltilan DNA {irtinti daha sonra % 1°lik agaroz-TBE jelinde ytiriitiilerek ve

etidyum bromiir ile boyanarak goriintiilendi (Sekil 4.12).
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Mr, Da

Flag-Culd4A

Sekil 4.12. Flag-Cul4A PCR iiriiniiniin % 1’lik agaroz-TBE jelinde etidyum bromiir ile
boyanarak goriintiilenmesi. 1. kuyucuk, 4 pl 1 kb’lik “marker”; 2. kuyucuk, PCR tiiriinii (490
ng). “Marker” ve PCR fiiriinii jel yiikleme boyasi ile karistirilarak agaroz-TBE jele
yuiklenmisgtir.

PCR ile c¢ogaltilan {irlinler daha sonra Qiagen PCR saflagtirma kiti ve kit
icindeki tamponlar kullanilarak saflastirildi. Bunun i¢in PCR {iriinii hacminin 5 kati
kadar hacimde kit i¢indeki PB tamponu eklenerek karistirildi ve kolona yiiklendi.
Oda sicakliginda 13 000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Altta kalan sivi dokiildii.
PE tamponu (0.75 ml) eklenerek 13 000 rpm’de 1 dakika stireyle yeniden santrifiij
edildi ve filtrat atildi. Kolon, bos olarak 1 dakika siireyle yeniden 13 000 rpm’de
santrifiij edildikten sonra kolon 1.7 mlI’lik temiz bir Eppendorf tiip i¢ine yerlestirildi
ve kolon iizerine 40 pl distile su eklenerek oda sicakliginda 1 dakika siireyle
beklendi. PCR tirtinii 13 000 rpm’de 1 dakika stireyle santrifiij edilerek saflastirildi.

Flag-Cul4A cDNA’smin pcDNA3 vektoriiyle ligasyonu i¢in PCR {iriinii 6nce
EcoRV ve Notl enzimleriyle 37°C’de 16 saat siireyle inkiibe edilerek kesildi.

Tepkime karigimi 25 pl DNA (3.1 pg), 20 U EcoRV, 20 U Notl, NEB3
tamponu (son derisimi 10 mM NaCl, 5 mM Tris-HCL pH 7.9, 1 mM MgCl,, 0.1 mM
dTT), BSA (son derisimi 0.1 mg / ml) olacak sekilde hazirland1. Ornegin tamami
Qiagen PCR saflastirma kiti ile saflagtirildi ve saflagtirilmig PCR iirtinleri 50 pl
distile su ile indirildi. PCR iriiniiniin derisimi spektrofotometrede 260 nm de

59.5 ng / pl olarak o6lgiildii.
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pcDNA3 memeli hiicre vektorinin Flag-Cul4A ile ligasyonu igin
hazirlanmasi amaciyla 1 pg vektor DNA, EcoRV ve Notl ile 37°C su banyosunda
16 saat siireyle inkiibe edilerek kesildi. Tepkime karigimi (20 pl) 1 pg pcDNAS3,
BSA (son derisimi 0.1 mg / ml), 10 U EcoRV, 10 U Notl, NEB3 tamponu
icermekteydi. Tepkime karigimi daha sonra 80°C’de 20 dakika inkiibe edilerek
enzimlerin inaktivasyonu saglandi. Tepkimeye ALP tamponu (son derisimi 50 mM
Tris-HCL, pH 8.5, 5 mM MgCl,) ve 2 U karides ALP (Roche) eklenerek 37°C’de
40 dakika siireyle inkiibe edildikten sonra enzim, karigimin 65°C’de 20 dakika
inkiibe edilmesi ile inaktive edildi.

Vektor (pcDNA3) ve insert DNA’nin (Flag-Cul4A) goreceli molar derigim
oranlarinin belirlenmesi i¢in, ligasyon tepkimesi i¢in hazirlanan pcDNA3 vektorii ve
Cul4A cDNA’s1 % 0.7°1ik agaroz - TBE jelde (137 V, 1 saat ) ytiriitiildii (Sekil 4.13)
Boylece vektor (pcDNA3 vektorii) ve insert (Flag-Cul4A ¢cDNA’s1) oranmi yaklagik
1/3 ve 1/6 olacak sekilde “Roche Rapid DNA Ligation Kiti” kullanilarak ligasyon
karigimi1 hazirlandi. Ayrica insert icermeyip yalnizca vektor iceren tlglincii bir
karisim da ayni sekilde hazirlandi.

Tepkime karisimi oda sicakliginda 35 dakika, ardindan buzda 5 dakika

stireyle inkiibe edildi.

Sekil 4.13. Vektor ve insert DNA’nin géreceli molar derisimlerinin belirlenmesi amaci ile
% 0.7°lik agaroz-TBE jelde yiriitilmesi ve etidyum bromiir ile boyanmasi. 1. kuyucuk, 1
kb’lik “marker”, 2 pl; 2. kuyucuk, pcDNA3 vektorii (100 ng); 3. kuyucuk, Flag-Cul4A
(119 ng).
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Vektor ve insert DNA’nin ligasyonu icin tepkime kosullari:

Tepkime karisimi 1° 2" 3
Vektor DNA (50 ng/ pl), ul 1 1 1
Insert DNA (59.5 ng/ ul), ul =~ 1.1 2.2 -
5 x Seyreltme tamponu, pl 2 2 2
Distile su, pl 5.9 4.8 7
2 x T4 tamponu, pl 10 10 10
T4 ligaz, pl 1 1 1
Toplam, pl 21 21 2

?. Tepkime karisimi 1°de vektdr — insert orani yaklasik 1/ 3 tiir.
® Tepkime karisimi 2°de vektdr — insert orani yaklasik 1/ 6 *dir.
¢. Tepkime karisimi 3 insert DNA igermeyip yalnizca vektér DNA igermektedir.

[k ve ikinci ligasyon karisimmin her birinden 1.25 pl almarak ayri ayr1 50 pl
E. coli DHI10B hiicresine aktarildi. Karisim buzda 30 dakika siireyle inkiibe
edildikten sonra 90 sn 42°C’de birakildi ve yeniden 2 dakika buzda inkiibe edildikten
sonra ampisillinli Luria Bertoni agar (ampisillinli LB agar; 10 gr / L tripton, 5 gr / L
maya ekstrakti, 10 gr / L NaCl, 15 gr/ L agar, pH 7.3 ve son derisimi 50 mg / L olan
ampisillin) iceren petrilere aktarildi. Petriler 16 saat siireyle 37°C’de inkiibe edildi.
[lk ve ikinci tepkime karisimmin aktarildigi petrilerdeki plazmid igeren
kolonileri belirlemek amaciyla 2.5 ml ampisillinli LB (ampisillinli LB; 10 gr / L
tripton, 5 gr / L. maya ekstrakti, 10 gr / L NaCl, 15 gr / L agar, pH 7.3 ve son derigimi
50 mg / L olan ampisillin) iceren kiiltiir tiiplerinde kiiltiir baslatildi. Her bir koloni
ayr1 bir kiltiir tiiptinde 37°C’de calkalayicida 8 saat siireyle buyiitiildii. Hiicreler
14 000 x g’de 1 dakika stireyle santrifiij edilerek coktiiriildii. Stipernatan atildi.
Plazmidin izolasyonu i¢in “Qiagen miniprep kit”i ve kit igindeki tamponlar
kullanildi. Bunun i¢in hiicre ¢okelegi 0.1 mg / ml RNaz A igeren 250 pl Pl
tamponunda ¢6ziildii. Uzerine 250 ul P2 pargalama tamponu eklenerek bir kag kez
alt tist edildi. Ardindan 350 pl N3 tamponu eklenerek yeniden hizlica 4-5 kez alt {ist
edilerek karistirildi. Hiicre lizati oda sicakliginda 13 000 rpm’de 10 dakika stireyle

santrifiijlendi. Stpernatan alindi, kit ig¢indeki kolona yiiklendi ve kolon 13 000
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rpm’de 1 dakika siireyle santrifiij edildi. Filtrat atildi. Kolon 0.5 ml PB tamponuyla
ve 0.75 ml PE tamponuyla ayni santrifiigasyon yontemi kullanilarak yikandi. Kolon
daha sonra 1.7 mI’lik temiz bir Eppendorf tiip i¢ine yerlestirildi. Kolon {izerine 50 pl
distile su eklenerek oda sicakliginda 1 dakika beklendi. Kolon 13 000 rpm’de
| dakika stireyle santrifiij edilerek plazmid DNA indirildi.

Flag-Cul4A / pcDNA3 igeren hiicreleri belirlemek i¢in miniprep trtintintiin 7
ul’si EcoRV ve Notl ile 37°C°de 2 saat siire ile inkiibe edilerek kesildi. Tepkime
karigimi her bir miniprep {rlinii i¢cin 7 pl plazmid DNA, 5 U EcoRV, 5 U Notl,
NEB 3 tamponu, BSA (son derigimi 0.1 mg / ml) icermekteydi. Tepkime karigiminin
tamamina (20 pl) 4 pl jel yiikleme boyasi eklenerek % 1°lik agaroz-TBE jele

yiiklendi, yiiriitiildii ve etidyum bromiir ile boyanarak goriinttilendi (Sekil 4.14).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

2.28 kb,
Cullin 4A

Sekil 4.14. Flag-Cul4A/pcDNA3 igeren kolonilerin belirlenmesi i¢in miniprep {iiriinlerinin
EcoRV — Notl enzimleriyle kesilmesi. Ornekler % 1°lik agaroz-TBE jelde yiiriitiilmiis,
etidyum bromiir ile boyanarak goriintiilenmistir. 1. kuyucuk: 1 kb’lik “marker” (2.5 ul) ; 2-
11. kuyucuklar: Secilmis kolonilere ait sindirim {iriinleri. 2-3, 6-10. 6rnekler Flag.Cul4A-
pcDNAS3 plazmidini icermektedirler.

pcDNA3 icindeki Cul4A’nin yoniiniin dogrulugunu test etmek icin ikinci bir
grup enzimden faydalanildi. Bu amagla vektor ve insert DNA i¢inde birer kesim
noktasi bulunan Ndel enzimi segildi. Tepkime kosullar1 7 pl miniprep {iriint, 5 U
Ndel, NEB 4 tamponu (son derisimi 5 mM potasyum asetat, 2 mM Tris asetat pH
7.9, 1 mM Magnezyum asetat, 0.1 mM dTT), BSA (son derigimi 0.1 mg / ml) olacak
sekilde hazirlandi. Ornekler 37°C°de 3 saat inkiibe edildikten sonra % 1°lik agaroz-



60

TBE jele yiiklenerek yiirtitiildii ve etidyum bromiir ile boyandi ve goriintiilendi (Sekil
4.15).

Ardindan plazmid DNA, klonlanan DNA dizisinin dogrulugu ve mutasyon
icerip igermedigi North Carolina Universitesi “Sequencing Facility” ye gonderilerek

test edildi.

1 2 3 4 5 6 7 8

2.1 kb

Sekil 4.15. Miniprep {iriinlerinin Ndel ile sindirilmesi sonrasi % 1’lik agaroz-TBE jelde
yuritilip, etidyum bromiir ile boyanarak goriintillenmesi. 1. kuyucuk, 2.5 pl 1 kb’lik
“marker”; 2.-8. kuyucuklar sirasiyla Sekil 4.14’deki 2.-3., 6.-10. orneklerin Ndel ile
kesilmesi sonrast DNA iirtinleri (20 pl 6rnek + 4 pl jel yiikleme boyasi). Biitiin 6rneklerin
rekombinant Cul4A plazmidini icerdigi dogrulandi.

Flag-Cullin 4A / pcDNA3 plazmidi daha sonra maksiprep ile c¢ogaltildi.
Bunun i¢in Flag-Cul4A / pcDNA3 plazmidini i¢eren E. coli hiicre kiiltiiriiniin 250
ul’si 2 ml ampisillinli LB’de 37°C’de 8 saat siireyle calkalayicida inkiibe edildi. 100
ml ampisillinli LB, biiyiitiilen kiilttirtin 250 pl’si ile inokiile edildi ve yeni kiiltiir
baslatildi. 37°C’de 16 saat siire ¢alkalayicida hiicreler ¢cogaltildiktan sonra +4°C’de
4500 rpm’de 15 dakika stireyle santrifiij edildi (Sorvall RC 3C plus). Hiicrelerden
plazmidin izole edilmesi amaciyla “Qiagen Qiafilter Maxi kit”i ve tamponlari
kullanild1. Bakteriyel ¢okelek, kit i¢indeki 10 ml P1 tamponunda ¢oziildii. Uzerine
10 ml P2 tamponu eklenerek 4-5 kez altiist edildi. Oda sicakliginda 5 dakika inkiibe
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edildikten sonra lizat tizerine 10 ml sogutulmus tampon 3 eklendi, hizlica karistirildi
ve karigim Qiafilter kartus icine dokiilerek yeniden oda sicakliginda 10 dakika
inkiibe edildi. Inkiibasyon sirasinda “Qiagen Tip 5007, 10 ml QBT tamponu ile
dengelendi. Qiafilter kartus i¢indeki lizat “Qiagen Tip 500”e uygulandi ve regineye
girisi beklendi. Ardindan “Qiagen Tip 500 2 kez 30 ml QC tamponu ile yikandi ve
15 ml QF tamponu ile eliie edildi. DNA, 10.5 ml izopranolol ile ¢oktiiriildii. Sorvall
RC 5B’de 14 000 rpm’de +4°C’de 30 dakika siireyle santrifuj edildi. Cokelek 5 ml
oda sicakligindaki %70’lik (h / h) etanol ile yikandi ve yeniden +4°C’de 14 000
rpm’de santrifiij edildikten sonra ¢okelek 10 dakika kurumaya birakildi ve 500 pl
distile su ile ¢oziildii. Elde edilen DNA derisimi spektrofotometrik yontemle 0.82
ng / ul olarak olgtild.

4.2.1.ii. Flag-Cullin 4A rekombinant proteininin HEK293T hiicrelerinde
¢ok miktarda tiretilmesi

Flag-Cul4A rekombinant proteininin HEK293T hiicrelerinde ¢ok miktarda
tiretilmesi i¢in 6ncelikle Flag-Cul4A igeren pcDNA3 vektoriiniin HEK293T memeli
hiicre hatlarina kalsiyum fosfat ¢oktiirme teknigi ile transfeksiyonu saglandi.

HEK293T hiicrelerinin transfeksiyon islemi i¢in hazirlanmasi amaciyla T225
kapta biiyiitiilmiis % 70-80 yogunluga erismis 293T hiicre hatlarinin besiyeri (% 10
FBS ve % 1 oraninda penisilin ve streptomisin i¢geren “DMEM?”) aspire edilip bir
kez PBS’le yikandiktan sonra 2 ml tripsin ile hiicrelerin kap yiizeyinden ayrilmasi
saglandi. Hiicreler daha sonra sayilarak 2.5 milyon / petri kabi (150 mm cap) olacak
sekilde petri kaplarina aktarildi. Besi yeri iceren petriler 24 saat siireyle 37°C’de, %
5 CO, varliginda inkiibe edildi.

Flag-Cul4A igeren pcDNA3 vektoriinin HEK293T memeli hiicre hatlarina
kalsiyum fosfat ¢oktiirme teknigi ile transfeksiyonu icin 22.5 pg plazmid DNA ve
200 pl 2.5 M CaCl,, son hacim 2 ml olacak sekilde hazirlandi. Bu karigim, 2 ml
2 x HEBS ¢ozeltisine (140 mM NaCl, 1.5 M Na,HPO, 50 mM HEPES pH 7.05)
damla damla eklendi. Olusan tepkime karigimi 8 dakika oda sicakliginda inkiibe
edildikten sonra 2.5 milyon HEK293T iceren petrilere aktarildi. 10-12 saat 37°C’de,
% 5 CO, varliginda inkiibe edildikten sonra besiyerleri degistirildi. Hiicreler 48 saat
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stire ile ayn1 kosullarda inkiibe edildi. Boylece Flag-Cul4A rekombinant proteininin
cok miktarda tiretimi saglandi.

Hiicreler, 48 saat sonra inkiibatdrden alindi, besiyeri ¢ekildikten sonra bir kez
PBS ile yikandi. Her bir petri kabi tizerine 1.5 ml par¢calama tamponu (50 mM Tris
pH 7.5, 150 mM NaCl, 10 mM B-gliserofosfat, %10 gliserol (h / h), % 1 Tween 20,
% 0.1 NP-40, 1 mM Na3VO,, 1 mM NaF) eklendikten sonra hiicre zarinin
parcalanmasi i¢in petriler soguk odada 30 dakika siireyle inkiibe edildi. Hiicreler
daha sonra 15 ml’lik falkon tiipe toplanarak 14 000 rpm’de +4°C’de 30 dakika

stireyle santrifuj edildi. Siipernatan temiz falkon tiipe alindi.

4.2.1.iii. Flag-Cullin 4A, UV-DDB1 ve UV-DDB2 proteinlerinin
saflastirilmasi

Elde edilen lizata TBS ile 1 : 1 dengelenmis 200 pul “Flag” reginesi eklendi.
Ornekler, +4°C’de 16 saat siireyle ¢alkalayicida inkiibe edildikten sonra soguk odada
2000 rpm’de 5 dakika stireyle santrifiijlenerek regine ¢oktiiriildii. Coktiiriilen recine
TBS igeren tamponla 3 kez yikandiktan sonra (15 ml x 3 kez) eliisyon tamponuyla
(100 pg / ml “Flag” peptid ve % 10 (h / h) gliserol igeren TBS) Cul4A, UV-DDBI,
UV-DDB2 proteinleri eliie edildi. Elde edilen eliiat % 10’luk SDS-PAGE’e yiiklendi
ve ylritildi. Cul4A proteini ve birlikte eltie olan protein bantlar1 giimiis boyama
yontemi ile boyandi (Sekil 4.16.A). Cul4A’nin ekspresyonu ise hiicre lizatindan ve
eltiattan “Western blotting” yontemi ile belirlendi (Sekil 4.16.B).

Eliattaki protein derigsimi 76 ng / pl olarak belirlendi. Eliiatin 1 pl’si 26 ng
Cul4A, 7.5 ng UV-DDBI ve 0.5 ng UV-DDB?2 icermekteydi.

4.2.2. insan Flag-UV-DDB2 proteininin HEK293T hiicre hatlarinda cok
miktarda iiretiminin saglanarak UV-DDB2/UV-DDB1/Cul4A/COP9 sinyalozom
kompleksi ile birlikte saflastiriimasi

4.2.2.i. Insan Flag-UV-DDB2 gen parcasinin memeli pcDNA3 vektoriine
klonlanmasi

Insan Flag-UV-DDB2 geninin memeli pcDNA3 vektoriine klonlanmast igin
ilk olarak Flag-UV-DDB2 cDNA’st N-ucuna “Flag” epitopu eklenecek sekilde
primer dizileri dlizenlenerek PCR ile ¢ogaltildi. Flag—UV-DDB2 geninin
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175 | —DDBH

—Flag-CUL4A —

A B

Sekil 4.16. Flag-Cul4A’nin ekspresyonu sonrasi saflastirilan Cul4A/UV-DDB1/UV-DDB2
kompleksinin % 10’luk SDS-PAGE’de giimiis boyama ile (A) ve Cul4A ekspresyonunun
“Western blotting” ile (B) gosterilmesi. A. Cul4A/UV-DDB1/UV-DDB2 igeren “Flag”
afinite kromatografisi ¢iktisinin % 10’luk SDS-PAGE sonrasi giimiis boyasi ile boyanmasi
(Kuyucuga 1.1ug protein yiiklenmistir), B. Flag-Cul4A protein ekspresyonunun % 10’luk
SDS-PAGE sonrasi1 “Western blotting” ile gosterilmesi (20 pl 6rnek) Cul4A igin goriilen 2
bant proteinin nedile ve non-nedile formunu gostermektedir.

cogaltilmasinda kullanilan primer dizileri 5° -GATCGGATCCAGGATGGACT
ACAAGGACGACGATGACAAGGCTCCCAAGAAACGCCCAG, 5 - GATC
CTCGAGTCACTTCCGTGTCCTGGCTTC niikleotid dizileridir (Alt1 ¢izili bolgeler
sirastyla  BamH1 ve Xhol restriksiyon endoniikleaz kesim  bolgelerini
gostermektedir).

Herbir PCR tepkime karigimi, son derigimi 200 ng DNA, 0.3 uM dNTP, 0.3
uM “Forward” ve 0.3 uM “Reverse” primer, 1 x “Enhancer” ¢ozeltisi, | mM

MgSOy, 2.5 U Pfx polimeraz igermektedir.



64

Polimeraz zincir tepkimesi kosullar :
95 °C’de 2 dakika
94 °C’de 15 saniye

55°C’de 30 saniye 30 dongti
68°C’de 1.5 dakika |

68°C’de 10 dakika

+4°C’de 0

olarak gergeklestirildi.

Cogaltilan DNA f{irlinii daha sonra % 1’lik agaroz-TBE jelinde yiirtitiildii ve
etidyum bromiir ile boyanarak goriintiilendi (Sekil 4.17). PCR ile ¢ogaltilan iiriinler
daha sonra 4.2.1.i°deki saflastirma basamaklar1 takip edilerek Qiagen PCR
saflagtirma kiti kullanilarak 50 pl distile su saflastirildi.

UV-DDB2

Sekil 4.17. Flag—UV-DDB2 PCR iiriintiniin % 1°lik agaroz-TBE jelinde etidyum bromiir ile
boyanarak goriintiilenmesi. 1. kuyucuk: 2 pl 1 kb’lik “marker”; 2. kuyucuk: 160ng DNA.

Flag-UV-DDB2 cDNA’sinin pcDNA3 vektoriiyle birlestirilmesi i¢in, 6nce
PCR iiriinii BamH]1 ve Xhol enzimleriyle 37°C’de 16 saat siireyle inkiibe edilerek
kesildi. Flag-UV-DDB2 icin tepkime karigimi 1.2 pg DNA, 10 U BamH1, 10 U
Xhol, BamH1 tamponu (New England Biolabs, son derisim 15 mM NaCl, 1| mM
Tris-HCI pH 7.9, 1 mM MgCl2, 0.1 mM dTT), BSA (son derisim 0.1 mg / ml)
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olacak sekilde hazirlandr (son tepkime hacmi 100 ul). Ornegin tamami % 1’lik
agaroz-TBE jele ytiklendi (100 pl tepkime karigimi + 20 pl yiikleme boyasi) 103 V*
da 2.5 saat stireyle yiiriitiildiikten sonra jelden kesim yapilarak UV-DDB2 ¢DNA’s1
Qiagen jel saflagtirma kiti ve kit i¢indeki tamponlar kullanilarak saflastirildi. Bunun
icin, kesilen jel pargasi 1.7 ml’lik Eppendorf tiipe alindi, {izerine agirligiin 3 kati
hacimde olacak sekilde (her bir mg jel i¢in 3 pl tampon) kit i¢cindeki QG tamponu
eklendi. 37°C su banyosunda 10 dakika siireyle inkiibe edilerek jelin tamamen
erimesi saglandi. Uzerine 1 hacim izopranolol eklenerek karistirildi. Karisim, kit
icindeki kolona yiiklendikten sonra 13 000 rpm’de oda sicakliginda 1 dakika siireyle
santriifiij edildi. Uzerine yeniden 0.5 ml QG tamponu eklenerek ayni kosullarda
tekrar santrifiij edildikten sonra kolon {izerine 0.75 ml PE tamponu eklendi ve ayni
santrifiigasyon yontemi kullanilarak yikandi. Kolon bos olarak 1 dakika siireyle
13 000 rpm’de santrifiij edildi. Boylece Ornekteki PE tamponunun tamamen
uzaklastirilmasi saglandi. Kolon temiz bir Eppendorf tiip igine yerlestirildi. Kolon
tizerine 50 pl distile su pipetlendi, 1 dakika siireyle oda sicakliginda inkiibe edildi,
13 000 x g’de santrifiij edildi. Boylece saflagtirilmig PCR {iriiniiniin Eppendorf tiipte
birikmesi saglandi.

pcDNA3 memeli hiicre vektoriiniin Flag-UV-DDB2 ile ligasyonu igin, vektor
DNA, Xhol ve BamH]1 ile 37°C’de 16 saat siireyle inkiibe edilerek kesildi. Tepkime
karigimi 2.1 pg pcDNA3, BamH1 tamponu, BSA (son derisimi 0,1 mg / ml), 10 U
Xhol, 10 U BamH]1 igermekteydi. Tepkime karisimi daha sonra % 1°lik agaroz-TBE
jele yiiklendi. 120 V’da 4 saat siireyle yiiriitiildiikten sonra jelden kesim yapildi ve
Qiagen jel saflastirma kiti ile saflastirildi. Eltisyon 40 pl distile su ile yapildi.

Vektor (pcDNA3) ve insert DNA’nin (Flag-UV-DDB2) goreceli molar
derisim oranlarmin belirlenmesi igin ligasyon tepkimesi i¢in hazirlanan pcDNA3
vektorili tepkime karigimi ve UV-DDB2 ¢cDNA’s1 % 1°lik agaroz-TBE jelde (137 V,
1 saat) ytrtittldii (Sekil 4.18).

Vektor ve insert DNA’nin ligasyonu i¢in “Roche DNA Rapid Ligation Kiti”

ve kullanild.
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Sekil 4.18. Vektor ve insert DNA’ nin % 1’lik agaroz-TBE jelde yiiriitillerek etidyum
bromiir ile boyanarak géreceli molar oranlarinin belirlenmesi. 1. kuyucuk: 1 kb’lik “marker”;
2 ul, 2. kuyucuk: pcDNA3 vektorii (87 ng); 3. kuyucuk: Flag-UV-DDB?2 (40 ng).

Vektor ve insert DNA’nin ligasyonu icin tepkime kosullari:

Tepkime karisimi 1? 2P 3¢
Vektor DNA (43.5 ng / ul), ul

[am—
[am—
[am—

Insert DNA (20 ng / ul), pl 1 2 -
5 x Sulandirma tamponu, pl 2 2 2
Distile su, pl 6 5 7
2 x T4 tamponu, pl 10 10 10
T4 ligaz, pl 1 1 1
Toplam, pl 21 21 21

*. Tepkime karigimi 1°de vektor — insert orani yaklasik 1/ 3’tiir.
® Tepkime karisimi 2°de vektdr — insert orani yaklasik 1/ 6’dur.

¢. Tepkime karigimi 3 insert DNA igermeyip yalnizca vektér DNA igermektedir.

Tepkime karigimlart oda sicakliginda 35 dakika, ardindan buzda 5 dakika
stireyle inkiibe edildi.
[k ve ikinci ligasyon karisiminin her birinden 2 pl alinarak ayri ayr1 100 ul

E. coli DH10B hiicresine aktarildi. Karisim buzda 30 dakika siireyle inkiibe
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edildikten sonra 90 sn 42°C’de bekletildi ve yeniden 2 dakika buzda inkiibe
edildikten sonra ampisillinli LB i¢ceren 100 mm capindaki petrilere aktarildi. Petriler
16 saat siireyle 37°C’de inkiibe edildi.

[k ve ikinci tepkime karigiminin aktarildigi petrilerdeki Flag-UV-DDB2 /
pcDNA3 plazmidini i¢eren kolonileri belirlemek amaciyla 2.5 ml ampisillinli LB
iceren kiiltiir ttiplerinde kiiltiir baslatildi. Her bir koloni ayr1 bir kiiltiir tiptinde
37°C’de c¢alkalayicida 8 saat siireyle biylitiildii. Hiicreler oda sicakliginda
13 000 x g’de 1 dakika siireyle santrifiij edilerek coktiiriildii. Stipernatan atildi.
Plazmidin izolasyonu i¢in Qiagen miniprep kiti kullanildi (Bkz 4.2.1.i).
Flag-UV-DDB2 / pcDNA3 igeren hiicreleri belirlemek icin miniprep {iriiniiniin
10 pl’si Xhol ve BamH]1 ile 37°C’de 2 saat siire ile inkiibe edilerek kesildi. Tepkime
karigimi her bir miniprep tirtinti i¢in 10 pl plazmid DNA, 15 U Xhol, 15 U BamH]1,
BamH1 tamponu, BSA (son derisimi 0.1 mg / ml) igermekteydi. Ornegin tamami
(20 pl) 4 pl jel yikleme boyasi eklenerek %]1°lik agaroz-TBE jele yiiklendi ve

yiiriitiildd, etidyum bromdiir ile boyanarak goriintiilendi (Sekil 4.19).

Sekil 4.19. Flag-UV-DDB2 / pcDNA3 igeren kolonilerin belirlenmesi i¢in miniprep
tiriinlerinin Xhol - BamH]1 enzimleriyle kesilmesi. Ornekler % 1°lik agaroz-TBE jelde
yiiriitiilmis, etidyum bromdir ile boyanarak goriintiilenmistir. 1. kuyucuk: 1 kb’lik “marker”;
2-4. kuyucuklar: farkli kolonilere ait kesim iriinleri. 4. kuyucuktaki Ornek
Flag-UV-DDB2/pcDNA3 plazmidini igermektedir.
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pcDNA3 igindeki Flag-UV-DDB2’nin yoniiniin dogrulugunu test etmek
icin ikinci bir grup enzimden faydalanildi. Bu amagla vektor ve insert DNA i¢inde
birer kesim noktas1 bulunan Xbal ve EcoRV enzimleri segildi. Ilk deneyde pozitif
sonu¢ veren miniprep {lrlinleri ile Xbal ve EcoRV ile kesim yapildi. Tepkime
kosullar1 son derisimi NEB 2 tamponu (son derigimi 5 mM NaCl, | mM Tris-HC] pH
7.9, 1 mM MgCl,, 0.1 mM dTT), 5 U Xbal, 5 U EcoRV, BSA (son derigimi 0.1 mg /
ml ) olacak sekilde hazirlandi. Ornekler 37°C’de 12 saat inkiibe edildikten sonra
% 1.25’lik agaroz-TBE jele yiiklenerek yiiriitiildii ve etidyum bromdir ile boyanarak

gortintlilendi (Sekil 4.20).

Sekil 4.20. Miniprep iiriilerinin xbal ve EcoRYV ile sindirilmesi sonrast % 1.25’lik agaroz-
TBE jelde yiiritiliip, etidyum bromiir ile boyanarak goriintiilenmesi. 1. kuyucuk: 2.5 pl
1kb’lik “marker”; 2-4. kuyucuklar: sirasiyla Sekil 4.19°daki 6rneklerin Xbal-EcoRV ile
kesilmesi sonrasi DNA triinleri. 4. kuyucuktaki 6rnek Flag.UV-DDB2/pcDNA3 plazmidini
icermektedir.

Flag-UV-DDB2 geninin dizisinin dogrulugu ve mutasyon olup olmadig:
North Carolina Universitesi “Sequencing Facility”ye gonderilerek test edildi.

Flag-UV-DDB2 / pcDNA3 plazmidinin maksiprep kiti ile g¢ogaltilmasi
4.2.1.1°deki basamaklar izlenerek gerceklestirildi. Elde edilen DNA derisimi
spektrofotometrede 260 nm’de 6l¢tildii ve miktar1 0.83 pug / pl olarak bulundu.

4.2.2.ii. Flag-UV-DDB2 rekombinant proteininin HEK293T hiicrelerinde
¢ok miktarda iiretilmesi
Flag-UV-DDB2 rekombinant proteininin HEK293T hiicrelerinde ¢ok

miktarda tiretilmesi 4.2.1.i1°’daki basamaklar izlenerek gerceklestirildi.
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4.2.2.iii. Flag-UV-DDB2 ve kompleks olusturdugu UV-DDB1, Cul4A,
COP9 proteinlerinin saflastirilmasi

HEK293T hiicrelerinin toplanmasi ve hiicre zarlarinin pargalanmasi
4.2.1.iii’deki basamaklar takip edilerek gergeklestirildi.

Elde edilen hiicre lizat1 15 ml’lik konikal tiipe alindi, tizerine TBS ile 1 : 1
dengelenmis 200 pl “Flag” reginesi eklendi. Ornekler, +4°C° de 16 saat siireyle
karigtiricida inkiibe edilerek proteinin regineye baglanmasi saglandi. Ardindan regine
2000 rpm’de 5 dakika siireyle soguk odada santrifiijlenerek c¢oktiiriildi, 15 ml TBS
ile 3 kez yikandiktan sonra 100 pg / ml “Flag” peptid, TBS, % 10 (h / h) gliserol
iceren eliisyon tamponuyla edildi. Elde edilen eliiat % 10’luk SDS-PAGE’e yiiklendi
ve ylriitiildii. UV-DDB?2 proteini ve UV-DDB?2 ile etkilesime giren proteinler glimiis
boyast ile boyandi. UV-DDB2 ekspresyonu “Western blotting” yontemi ile gosterildi
(Sekil 4.21).

A ™ |—ooss B.
g3 |—CUL4A*
62
75| |<Fiag-DDB2/CSN2
4 —CSN3/4 47.5—
—CSN5/6
32 —
<CSN7
—CSN8
25 —
—ROCT
16.5—

Sekil 4.21. Flag-UV-DDB2 ekspresyonundan sonra UV-DDBI1/UV-DDB2/Cul4A/COP9
kompleksinin izolasyonu A. UV-DDB1/UV-DDB2/Cul4A/COP9 kompleksinin % 10’luk
SDS-PAGE sonrasi “Coomassie blue” boyamasi ile gosterilmesi (Kuyucuga 2.5 pg protein
yuklenmistir). COP9 kompleksine ait bilesenler sag yanda gosterildi. Cul4A varhig: jelde
goriintiilenmemekle Dbirlikte Cullin 4A antikoru kullanilarak “Western blotting” ile
dogrulandi. Ornek 0.64 pg UV-DDB/COP9 kompleksi icermektedir. B. Flag-UV-DDB2 gen
ekspresyonunun % 10’luk SDS-PAGE sonrasi Western blotting ile gosterilmesi. 20 pl eliiat
ve 4l jel yiikleme boyasi karistirilarak kuyucuga yiiklendi. Standart proteinlere ait molekiil
agirliklarinin yeri seklin sol yaninda gosterilmektedir.
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Protein miktart 250 ng / pl olarak olgiildii. 1 pl eliiat 64 ng UV-DDB/COP9
kompleksi igermekteydi.

4.3. UV - DDB, UV - DDB / Cul4A, UV — DDB / Cul4A / COP9 siiper
komplekslerinin 50 baz cifti uzunlugunda tek pirimidin pirimidon (6—4) 151n
iiriinii iceren cift zincirli DNA’ya baglanma o6zelliklerinin EMSA yontemi ile
incelenmesi

UV-DDB, UV-DDB/Cul4A, UV-DDB/Cul4A/COP9 siiper komplekslerinin
50 be’lik, tek pirimidin pirimidon (6-4) 1sin {riinii iceren DNA’ya baglanma
ozellikleri EMSA ile test gosteren edildiginde protein derisimi ile artan oranda ve
UV-DDB heterodimeri ile ayn1 davranisi baglanma 6zellikleri gézlendi ( Sekil 4.22).

Bu stiper kompleksler yapilarinda ¢ok farkli proteinler bulundurduklarindan
bu proteinlerin baglanmalari durumunda farkli bandlar olusturan DNA-protein
kompleksleri olusmasi beklemekteydik. Bu da ne COP9’un ne de Cul4A
kompleksinin DNA ile dayanikli bir kompleks olugturmadigini géstermektedir.
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5. TARTISMA

Kseroderma pigmentozum, fotosensitivite ve UV 1s1gmnin tetikledigi deri
kanserlerinde artigla karakterize genetik gecisli nadir bir sendromdur. Kseroderma
pigmentozum'un niikleotid eksizyon tamir mekanizmasinda bozuklukla seyreden 7
alt grubu (XPA-G) bulunmaktadir. Bu sendromlardan XPE’ye DDB2 (XPE)
genindeki mutasyonlarin neden oldugu bulunmustur. Niikleotid eksizyon tamir
mekanizmasinda rol alan XPA, XPB, XPC, XPD, XPF ve XPG proteinlerinin bu
mekanizmada rol oynayan esas eksizyon niikleazlar oldugu bilinmektedir (1,3,9,15).
Bununla birlikte DDB2’nin niikleotid eksizyon tamir mekanizmasindaki ve
tiimorlerden korunmadaki rolii tartismalidir.

DDB2, UV 1s18inin neden oldugu DNA hasarina baglanan protein (UV-DDB)
kompleksinin kiigiik alt birimidir. UV-DDB, DDB1 ve DDB2 olmak {izere iki alt
birimden olusan heterodimer yapidadir (10). Ozellikle pirimidin pirimidon (6-4) 151
tirtinli olmak tizere ¢ok cesitli DNA hasarlarina yiiksek ilgi ile baglanmaktadir
(9,10,14,23,69,70). Bu o6zelligi nedeniyle UV-DDB’nin niikleotid eksizyon tamir
mekanizmasinda  hasarin  taninmasi  basamaginda  rol  oynayabilecegi
dustiniilmektedir (10).

XPE geni nakavt edilmis farelerde yalmizca deri kanserlerinin degil, aym
zamanda her hangi bir kanserojene maruziyet olmaksizin ¢ok ¢esitli diger kanser
tirlerinin de gelistigi saptanmustir. Oysaki XPA geni nakavt edilmis farelerde
niikleotid eksizyon tamir mekanizmasi ¢ok bozulmustur ve XPA geni nakavt edilmis
farelerde UV 1518a maruziyet sonrasi deri ve goz kanserleri siklig1 ¢ok artmistir, fakat
i¢ organlarda spontan olarak gelisen tiimorlere rastlanmamaktadir (15,121). Bu da
XPE (DDB2) proteininin tiimorden koruyucu etkisinin esas olarak niikleotid
eksizyon tamir mekanizmasi yoluyla mi1, yahut baska yolaklar tizerinden mi oldugu
sorusunu akla getirmektedir (18).

XPE’nin niikleotid eksizyon tamir mekanizmasindaki islevleri konusunda
yapilan ¢aligmalar farkli sonuglar vermistir. Bu proteinin niikleotid eksizyon tamir
mekanizmasinda islev gordiigiinii diisiindiiren ¢alismalar yaninda (71,73,74,80), esas
islevinin niikleotid eksizyon tamir mekanizmasi {izerinden olmadigini diisiindiiren

calismalar da (17-19,84-86) bulunmaktadir.
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XPE’li hastalarda niikleotid eksizyon tamir mekanizmasinda yaklasik % 50
azalma oldugu belirtilmektedir (15,71,72). Yapilan c¢alismalarda XPE hiicre
hatlarinda CPD’lerin tamirinin normal hiicre hatlarina gére azalmis oldugu, pirimidin
pirimidon (6-4) 1s1n {rilinleri tamirinin ise normale yakin oldugu bildirilmektedir
(80). XPE hiicre hatlarina DDB2’nin mikroenjeksiyonu ise DNA tamir bozuklugunu
diizeltmektedir (71). Benzer sekilde, DDB2 geninin islevsel olmadigi “Chinese
Hamster Ovary (CHO)” hiicrelerinde de CPD’lerin etkin olarak tamir edilemedigi
saptanmigtir. DDB2’nin rekombinant olarak ¢ok miktarda diretildigi kemirgen
hiicrelerinde CPD’lerin tamirinin arttigi, UV 1s18inin neden oldugu mutasyonlarin ise
azaldig1 belirtilmektedir (73).

DDB2 mRNA seviyelerinin p53°e bagimli oldugu, UV 151811 takiben DDB2
mRNA ve protein seviyelerinin arttig1 belirlenmistir. p53 -/- hiicreler yaninda XPE
hiicrelerinde de eksizyon  tamir = mekanizmasinin  bozuk  oldugu
belirtilmektedir (26,84).

DDB2’nin, hasar1 tanima basamaginda islevsel olan XPA ve XPC
proteinlerinden bagimsiz olarak UV 1s181nin neden oldugu hasar bolgesine erkenden
gidip biriktigini 6ne siirtilmiistiir (122). Baz1 arastirmacilara gore ise XPC’nin hasar
bolgesine birikimi DDB2 bagimli olarak ger¢eklesmektedir (123,124). UV-DDB
heterodimerinin XPC’nin ubikuitinasyonuna neden oldugu, bunun da XPC’nin
niikleotid eksizyon tamir mekanizmasindaki etkinligini arttirdigi
belirtilmektedir. (111,123)

Bu bulgular DDB2’nin, niikleotid eksizyon tamir mekanizmasinda, 6zellikle
de bu mekanizmada kritik oldugu kabul edilen hasarli DNA boélgesine baglanma ve
taninmasi asamasinda islevi oldugunu diistindtirmektedir.

Bununla birlikte, DDB2’nin transkripsiyonda (19,80,81), hiicre siklusunda
(21), DNA hasar1 kontrol noktalarinin denetiminde (16,17,19,80,81), apoptozda (84-
86) ve kromatin modellenmesinde (10,80,81) rol oynayan, tiimor baskilayici 6zelligi
de (18,85.89,90) olan ¢ok islevli bir protein oldugunu destekleyen pek c¢ok calisma
bulunmaktadir. Bu arastirmacilar, DDB2’nin niikleotid eksizyon tamir
mekanizmasinda etkin islevi olmadigimi o6ne siirmektedirler. XPE’li hastalarda
fotosensitivitenin diger XP hastalarina gore ¢ok daha hafif seyretmesi (90), bazi

calismalarda niikleotid eksizyon tamir mekanizmasinin normal hiicre hatlariyla ayni
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oranda etkin oldugunu belirten c¢alismalarin da bulunmasi bu bulguyu
desteklemektedir (90). In vitro olarak niikleotid eksizyon tamir mekanizmast UV-
DDB’ye ihtiyag duymamakta, hatta UV-DDB eklendiginde bu mekanizmanin
etkinligi azalmaktadir (75). Aym sekilde DDB2 gen susturumunun oldugu CHO
hiicre hatlarinda pirimidin pirimidon (6-4) 1sin iriinlerinin etkin bir sekilde tamir
edildigi belirtilmektedir (125). XPE hiicre hatlarinda CPD’lerin tamirinin azaldigin
belirten ¢aligmalarin yaninda normal hiicrelerle ayni oranda tamir edildigini belirten
calismalar da bulunmaktadir (126).

UV-DDB, hiicrede niikleotid eksizyon tamir mekanizmasinda islev goren
diger tamir faktorlerine gore daha yiiksek oranlarda bulunmaktadir. Bu da UV-
DDB’nin niikleotid eksizyon tamir mekanizmas1 disinda farkli islevleri olabilecegini
dustindiirmektedir (15). DDB2’nin transkripsiyon faktérii E2F1 (19), transkripsiyon
koaktivatorleri CBP/p300 ve STAGA ile (80,81) iliskili oldugu bulunmustur. Son iki
proteinin ayni zamanda kromatin modellenmesinde rol oynadigi belirtilmektedir.

XPE hiicreleri UV 1s181na bagli hiicre 6liimiine diren¢li bulunmustur. DDB2
proteini ve p53 proteinleri birbirlerinin seviyelerini diizenlemektedir. DDB2 -/-
hiicrelerde bazal ve indiiklenmis p53 seviyesi normal hiicrelere gore daha diisiik
bulunmustur. Bu da apoptozda azalmaya neden olmaktadir (85).

DDB2’nin ayrica Cul4A kompleksi (16) ve COP9 sinyalozom kompleksi (17)
ile iligkili oldugu bulunmustur. Cul4A kompleksi XPC, DDB2 gibi proteinlerin
ubikuitinlenmesi, hedeflenmesi ve yikiminda rol oynamaktadir (110,111). UV 151811
takiben UV-DDB/Cul4A kompleksinin COP9’dan ayrilarak kromatinle yakin iliskiye
gectigi  rapor edilmektedir. Bu da XPE’nin c¢oklu islevleri olabilecegini
dustindiirmektedir (17).

DDB2’nin kompleks olusturdugu yeni proteinlerin tanimlanmasi ve DDB2 /
protein kompleksleriyle ilgili yeni c¢alismalar DDB2, DDBI, UV-DDB
heterodimerinin ve bu proteinlerin Cul4A, COP9 sinyalozom kompleksi ile birlikte
niikleotid eksizyon tamir mekanizmasindaki iglevlerinin arastirilmasi gerekliligini
ortaya koymaktadir. Bundan dolay1 bu ¢alismada, DDB2’nin ve DDB2’nin i¢inde
bulundugu komplekslerin  saflastirilmast  ve  niikleotid eksizyon tamir
mekanizmasinda kritik basamak olan hasarin taninmasi basamagi i¢in gerekli oldugu

belirlenmis hasarli DNA’ya baglanma 6zelliklerinin degerlendirmesi amaglanmuistir.
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UV-DDB’nin hasarli DNA’ya baglanma 6zellikleri ile ilgili pek ¢ok ¢alisma
bulunmakla birlikte alt birimlerinden birinin mi veya yalmizca UV-DDB
heterodimerinin mi intrinsik baglanma o6zelligi oldugu konusunda fikir birligi
bulunmamaktadir. Hwang ve dig. (25), DDB1 alt biriminin hasara baglanan esas
birim oldugunu rapor etmistir. DDB2’nin katalitik olarak aktive ettigi DDB1’in (vur
ve ka¢ mekanizmasi) DNA’ya baglanma ozelligi gosterdigini, DDB2’nin ise
baglanma aktivitesi i¢in sinirlayici 6zellikte oldugunu belirtmiglerdir. Arastirmacilara
gore DDB2, DDBI1 ile etkilesime girerek DDB1°i aktive etmekte, ardindan DDBI1
DNA hasarina baglanmaktadir. DDB2, DDB1 ile kompleks yaparak DNA-DDBI
kompleksi i¢inde bulunabilir.

Shiyanov ve dig. DNA protein kompleksi i¢inde 2 alt birimin de var
oldugunu immdiinpresipitasyon ile gostermis, ancak hangi alt birimin esas olarak
DNA hasarina baglandig1 sorusuna aciklik getirememistir (16).

Fujiwara ve dig. de 30 b¢’lik pirimidin pirimidon (6-4) 151 {irlini igeren
hasarli DNA’ya UV-DDB’nin heterodimer olarak baglandigini belirtmekte, ancak
hangi alt birimin esas olarak baglanma 6zelligi oldugu sorusuna kesin bir agiklama
getirmemektedir (70).

Fitch ve dig. ise DDB2 alt biriminin hasarli DNA’ya afinitesinin yiiksek
oldugunu 6ne stirmtislerdir (26).

Bu celigkili sonuclar nedeniyle ¢alismada DDB1, DDB?2 alt birimleri ayr ayr1
saflastirilarak, tek pirimidin pirimidon (6-4) 1sin lriini iceren ¢ift zincirli DNA
pargasina baglanma ozellikleri incelendi. DDB1 ve DDB2 polipeptidlerinin ayr1 ayri
hasar igeren DNA substrati ile baglanma ozellikleri incelendiginde, DDB1 alt
biriminde deneyi gerceklestirdigimiz konsantrasyonlarda DNA’ya baglanma
gozlenmedi. Ilgi cekici olarak DDB2’nin ise DNA substratina baglandigi (B2)
goriildii. Reaksiyon karigimina artan derisimde DDBI1 eklendiginde yavas ilerleyen
bandlarin kayboldugu, jelde bu bantlara gére daha hizli hareket eden yeni bantlarin
(B1) olustugu gozlendi. B1’in UV-DDB’de olusan bandlarla ayn1 hizda yiirtidiigii
saptandi (Sekil 4.1.11). B2’lerin jelde olduk¢a yavas yiiriimesi nedeniyle her hangi
bir kontaminasyon problemine karsi DDB2 antikoru ile “supershift” yapildi. B2’nin
DDB2 antikoru varliginda “supershift” olusturdugu saptandi (Sekil 4.1.12). Anti-
DDB2 antikoru ile “supershift”in gosterilmesi ve DDB2 eliatindaki diger



76

proteinlerin dizi analizleri ile kontrol edilmesi DDB2’nin hasarli DNA’ya baglanan
esas alt birim oldugunu, baglanma o6zelliginin kontaminasyona bagli olmadigin
gostermekteydi. Ilgi c¢ekici olarak DDB2 proteini EMSA’da UV-DDB
kompleksinden daha yavas ilerleyen bantlar olusturmakta idi. DDB2’nin hiicre i¢inde
homodimer yapida olabilecegi rapor edilmektedir (127). EMSA’da yavas ilerleyen
bantlarin  DDB2’nin oligomerizasyonu nedeniyle veya DDB2’nin izoelektirik
noktasinin (pl: 9.6) UV-DDB’ye gore (pl: 5.1) daha yiiksek olmasindan
kaynaklanabilecegi diistintilm{istiir.

Calismamizin bir pargasi olarak eksizyon tamirini hiicre ekstraktlarinda
degerlendiren in vitro eksizyon deneylerinde de DDB1, DDB2 veya UV-DDB siiper
komplekslerinin niikleotid eksizyon tamir mekanizmasinin etkinligini anlamli olarak
artirmadigr bulundu (Veriler gosterilmemistir). Bu da UV-DDB’nin niikleotid
eksizyon tamir mekanizmasinda etkin bir rolii olmadigini1 gostermekteydi.

UV-DDB’nin alt birimlerinin ayr1 ayri, yahut heterodimer olarak diger
proteinlerle c¢oklu kompleksler olusturabilecegi belirtilmektedir (14,16,17).
UV-DDB’nin, hiicre siklusunun diizenleyicisi oldugu kabul edilen ve ubikuitin ligaz
0zelligi olan Cul4A ile kompleks olusturdugu saptanmistir. Cul4A’nin, UV-DDB’nin
etkilesime girdigi, DNA tamiri ve hiicre siklusunda islev goéren proteinleri
hedeflemede yardimci olabilecegi dustinilmistiir (16). COP9 kompleksi ise
UV-DDB/Cul4A kompleksinin diizenleyicisi olarak kabul edilmektedir. XPE
hastalarindan birinden elde edilen fibroblastlara COP9/Cul4A/UV-DDB siiper
kompleksinin mikroenjeksiyonu UV 1s1i@inin  indiikledigi tamir sentezindeki
bozuklugu diizeltmektedir (17). COP9 kompleksinin CSA proteini ile de
DDB2’dekine benzer bir ¢oklu kompleks olusturdugu, ancak UV 1s18ina maruziyet
sonrast bu kompleks i¢indeki COP9 tarafindan farkli sekilde kontrol edildigi
belirtilmektedir. Bu da COP9 kompleksinin niikleotid eksizyon tamir
mekanizmasindaki islevlerinin ¢cok dnemli olabilecegine isaret etmektedir (17)

UV-DDB ve alt birimlerinin ayr1 ayr1 eksizyon tamir mekanizmasinda etkin
islevi olmamakla birlikte XPE proteinin olusturdugu coklu komplekslerin bu
mekanizmadaki  islevi tam  olarak  belirlenmemistir.  Cul4A/UV-DDB,
COP9/Cul4A/UV-DDB  siiper komplekslerinin  niikleotid eksizyon tamir

mekanizmasinda hasarin  taninmast  basamagindaki islevleri tam olarak
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belirlenmediginden, ¢alismada UV-DDB/Cul4A ve UV-DDB/Cul4A/COP9 siiper
komplekslerinin hasarli DNA’ya baglanma 6zellikleri incelenmesi amaglandi.

Shiyanov ve dig., Cul4A/UV-DDB kompleksinin hasarli DNA’ya yiiksek
ilgiyle baglandigini rapor etmislerdir (16). Groisman ve dig., COP9/Cul4A/UV-DDB
kompleksinin kismi olarak saflastirildiginda DNA’ya baglandigini belirtmisler,
ancak hangi proteinlerin bu kompleks ic¢inde oldugu sorusuna agiklik
getirememislerdir (17). Bizim ¢alismamizda, UV-DDB’nin alt birimleri ve UV-DDB
ile yapilan deneylerin ardindan Cul4A/UV-DDB ve COP9/Cul4A/UV-DDB siiper
komplekslerinin pirimidin pirimidon (6-4) 1sin {irliniine baglanma 6zelliklerinin
belirlenmesi amaciyla EMSA yapildi.

Calismamizda ilgi ¢ekici olarak, Cul4A/UV-DDB kompleksinin EMSA’da
UV-DDB ile ayn1 hizda ilerleyen bantlar olusturdugu belirlendi (Sekil 4.2.11). Bu
sonu¢, Cul4A/UV-DDB kompleksinin hasarli DNA’ya yiiksek ilgiyle baglandigini
One siiren Shiyanov ve dig.den (16) farkli bulundu.

COP9/Cul4A/UV-DDB siiper kompleksi de benzer 6zellikler gosterdi (Sekil
4.2.11). Groisman ve dig. (17) bu kompleksin kismi olarak DNA’ya baglanma
Ozelligi gosterdigini belirtmekle birlikte hangi proteinlerin baglandig1r sorusuna
aciklik getirmemisti. Bu siiper kompleksler yapilarinda pek ¢ok farkli protein
bulundurduklarindan bu proteinlerin baglanmalar1 durumunda farkli bandlar
olusturan DNA-protein kompleksleri olugmasini beklenmeliydi. Oysaki Cul4A ve
COP9 siiper kompleksleri ile yapilan jel retardasyon deneylerinden elde edilen
bantlarin jelde UV-DDB ile elde edilen bantlar ile ayn1 oldugu bulundu. Bu da ne
COP9’m ne de Cul4A kompleksinin DNA ile dayanikli bir kompleks
olusturmadigint  gostermektedir. Buna goére UV-DDB’nin Cul4dA ve COP9
kompleksindeki diger proteinlerle dinamik bir dengede oldugu, DNA-protein
kompleksi olusurken bu kompleksten ayrildig: diistiniilebilir. Bir diger olasilik da bu
komplekslerin baslangictaki DNA-protein kompleksinin i¢inde bulunmasi, kompleks
EMSA jeline girerken DNA-UV-DDB kompleksinden ayrilmasidir. Her iki olasilik
da COP9, Cul4A komplekslerinin DNA ile dayanikli bir kompleks olusturmadigini
gostermektedir.

Sonuglarimiz, DDB2 proteininin UV-DDB heterodimerinin UV  1s18inin

olusturdugu DNA hasarina baglanan ana alt birim oldugunu gostermektedir.
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UV-DDB ve Cul4A, Cul4A/COP9 ile olusturdugu siiper kompleksler EMSA’da
hasarli DNA’yla ayni 6zellikte bantlar olusturmaktadir. Calismamizin devami olarak
DDB2 ve ad1 gecen proteinlerle yapilan eksizyon deneylerinde gerek DDB2, gerekse
olusturdugu komplekslerin niikleotid eksizyon tamir mekanizmasinin etkinligini
arttirict  etkinligi ise saptanmamistir. Sonuglar, UV-DDB’nin hasarli DNA’ya
baglanma 6zelligi oldugunu gostermekle birlikte in vitro olarak niikleotid eksizyon
tamir mekanizmasinda dogrudan islev goérmedigi, daha ¢ok sinyal iletimi, DNA
hasar1 kontrol noktalari, apoptoz, kromatin modellenmesi gibi farkli yolaklar
tizerinden tiimo6r baskilayic1 6zellige sahip oldugu goriisiinii desteklemektedir. Bu
nedenle, gerek XPE (UV-DDB2) proteininin, gerekse olusturdugu protein
komplekslerinin bu yolaklar tizerindeki islevlerini arastirmaya yonelik calismalara

agirlik verilmesi yararli olacaktir.
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7. EKLER

7.1. Neubauer hemositometresi ile hiicrelerin sayilmasi

Hiicre hatlarinda bulunan hiicre sayisinin Neubauer hemositometre ile
sayilmasi Sekil 7.1°de gosterilmistir. Hemositometrede her bir sayim bdlmesi 9 biiytik
kareden olugsmaktadir. Her bir kare 1 mm?lik yiizey alanma ve 0.1mm’lik derinlige
sahiptir. Bu duruma gore her bir kare 0.lmm™likk hacmi temsil etmektedir. Sayim
islemi sirasinda 10 pl 6rnek sayim bolmesine uygulanmakta, dis koselerdeki dort
biiyiik karede bulunan hiicre sayist sayildiktan sonra ortalamalar1 alinmakta, ml’deki
hiicre sayisi, 1 biiyilk karedeki ortalama hiicre sayis1 x sulandirma faktori x 10*

formiiliiyle hesaplanmaktadir.

Grnek uygulama noktas Kapaticl cam —

}i‘l T _——Sayim balmeleri
!

Grnek derinlidi
(0.1 mm)

|~ Destek hdlgeleri

-=‘\| |-.

T 1 Bir bilyik balme

.
: e
wrproes Henhamr oo

Sayim bdlmesi

Sekil 7.1. Neubauer hemositometre diizenegi.

7.2. Centricon-30 filtrenin calisma prensibi

Centricon-30, diisiik baglama kapasitesine sahip rejenere selliiloz filtredir.
Molekiil agirligi 30.000 Da ve tistii molekiillerin deristirilmesi i¢in kullanilmaktadir.
Omek once 6rnek rezervuarma konulmakta ve sekilde goriilen yonde santrifiij
edilmektedir. Bu islem sonucunda iistte konsantre olmus Ornek, altta da filtrat

bulunacaktir. Daha sonra filtrat rezervuari ¢ikartilarak diizenek bu sefer bas asagi
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cevrilerek yeniden santrifiij edilmekte, boylece deristirilmis 6rnek muhafaza kabina

aktarilmaktadir (Sekil 7.2).

Ornek muhafara '
kab %

Ornek rezervuan

Konsantre edilmis
drmek

Membran

Filtrat rezervuan

Filtrat

Santrifuoasvon kowveeti

Sekil 7.2. Centricon-30 filtrenin ¢alisma prensibi.



