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OZET

Coiled-coil domain containing 124(Ccdcl24) mantardan insana kadar tim
Okaryotlarda korunmus bir proteindir. Yapilan ¢aligmalarda proteinin hiicre
boliinmesinin interfaz evresinde sentrozomda, post-anafaz evresinden sitokinetik
boliinmeye kadar orta cisimcikte bulundugu, béliinme disinda ise kosullara bagimli
olarak hiicrenin farkli kompartimanlarinda yer aldig1 gosterilmistir. Proteinin hiicre i¢i
fonksiyonunun belirlenmesi amaciyla yapilan c¢alismalarda, CCDCI124 geni,
CRISPR/Cas9 yontemi ile hedeflenip mutant hiicre hatlar1 olusturuldugunda hiicre
boliinmesinde aksakliklar gdzlenmis ve hiicrelerin ¢ok c¢ekirdekli olduklar1 immiin-
boyama yontemleri ile tespit edilmistir. Yapilan veri tabani arastirmalarinda Ccdc124
proteini fonksiyon olarak RNA-baglayici protein olarak ge¢mektedir. Ayrica,
Ccdcl124 proteinin etkilesim partnerlerinin bulunmasina yonelik yapilan ¢aligmalar
sonucunda, etkilestigi dogrulanan proteinlerin bir¢ogunun mikroRNA biyogenezi ve
regiilasyonunda gorev aldig1 goriilmiistiir. Hiicre icerisinde farkli yollarla sentezlenen
ve genellikle 19-22 niikleotit uzunlugunda bulunan mikroRNAlar, kiigiik,
kodlanmayan ve oncii mRNAlar’in 3’UTR boélgelerine baglanarak hedef mRNAlar’in
degredasyonuna ya da inhibisyonuna neden olurlar. Dolayisiyla, mikroRNA
molekiilleri gen ekspresyonunu post-transkripsiyonel olarak diizenleyip hedef
mRNAlarin hiicre igerisinde islevsel olarak susturulmalarina katkida bulunurlar.

Bu tez c¢alismasi kapsaminda, Ccdcl24 proteinin ifadesinin mikroRNAlar
tarafindan diizenlenip diizenlenmedigi arastirilmis, hedef mikroRNAIlar veri tabanlari,
literatiir ¢alismalar1 ve deneysel ¢alismalar tarafindan belirlenip, Ccdcl24 proteinin
regililasyonundaki rolleri incelenmistir. Bu ¢alismada, hedef mikroRNA miR-138
yaklasik %60 oraninda diistiigii belirlenmistir. ilerleyen basamaklarda olasi miRNA
baglanma bolgeleri yonlendirilmis mutagenez yontemleri ile degistirilerek siirecteki
etkileri gozlemlenmistir. Tez ¢alismasinin ikinci kisminda, segilen farkli genlerin
3’UTR bolgelerinin mikroRNAlar tarafindan regiilasyonunun CCDC124-3’UTR’si

varliginda etkilenip etkilenmedigine dair veriler elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Coiled-coil domain containing 124 (Ccdcl24), Orta-

Cisimcik, Sentrozom, mikroRNA, Liisiferaz Testi, Yonlendirilmis Mutagenez.



SUMMARY

The Coiled-coil domain containing-124 (Ccdc124) protein is conserved in all
eukaryotes, from fungi to human. In the studies, Ccdc124 protein is located at the
interphase stage in the centrosome, from the post-anaphase phase to the cytokinetic
division in the mid-body, and however, it has been shown that CCDC124 is present in
different comparments of the cell depending on the conditions. In studies to determine
the intracellular function of protein, the CCDC124 gene was targeted by CRISPR/Cas9
method and mutant cell lines were constructed and thus disorders were observed in
cell division. In this case, multinucleated cells were identified by immunostaining
methods. Ccdcl124 protein is functionally referred to as RNA-binding protein. In
addition, as a result of studies to find interaction partners of Ccdc124 protein, many of
the proteins that it interacts have been found to be involved in microRNA biogenesis
and regulation.

MicroRNAs are synthesized in different ways within the cell, usually small non-
coding 19-22 nucleotides in length, bind to 3’UTR regions of precursor mRNAs and
cause degradation or inhibition of target mMRNAs. Thus, microRNA molecules regulate
gene expression post-transcriptionally and contribute to the functional silencing of
target MRNAs within the cell.

In this thesis, it was investigated whether the expression of Ccdc124 protein was
regulated by microRNAs, target microRNAs were determined by databases, literature
studies and experimental studies and their roles were determined in Ccdc124 protein
regulation. In this study, the target microRNA was determined as mir-138 and it was
determined that the expression of CCDC124-3'UTR decreases about 60% by luciferase
assays. In the following steps, possible miRNA binding sites were altered by site
directed mutagenesis methods and their effects in the process were observed. In the
second part of this thesis, data were obtained whether the expression of different
selected genes was affected by the presence of CCDC124-3’UTR.

Key Words: Coiled-coil domain-containing 124 (Ccdcl124), Midbody,
Centrosome, MicroRNA, mir-138, Luciferase Assay, Site-Directed Mutagenesis
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Xi



ROCK1 . Rho-associated, coiled-coil containing protein kinase 1
Rpm . Rotorun dakikadaki dénme hiz1

SIRNA . Susturucu RNA

TEMED . Tetrametiletilenediamin

Xii



Sekil No:
2.1:

2.2:
2.3:

2.4:
2.5:

2.6:

2.7:

2.8:

4.1:
4.2:
4.3:
5.1
5.2

6.1:

6.2:

SEKILLER DIZINI

Hiicre dongiisii semasi.

Hiicre Boliinmesi Asamalari.

Siklin-CDK  kompleksleri tarafindan hiicre dongiisiiniin
kontrolii.

Sentrozom yapisinin sematik gosterimi.

Sitokinez sirasinda aktomiyozin halkasi, ayrilma yarigi ve orta
cisimcik olusumu.

Erken anafaz evresiyle baslayip fiziksel ayrilmayla sonuglanan
sitokinez  evreleri. a)Ekvatoral RhoA  aktivasyonu,
b)Aktomiyozin kasilma halkast c)Aktomiyozin kasilma
halkas1 molekiiler organizasyonu, d)Orta cisimcik, e)Ayrilma
bolgesi proteinleri.

Elektron mikroskobu ile yakalanmis ayrilmakta olan kardes
hiicreler arasinda beliren koprii ve bu kopriiniin merkezinde
orta cisimcik olusumu. Olgek 1 pm boyundadir.

Orta cisimcigi olusturan boliimler ve bu bdliimlerde gorev alan
proteinler.

MikroRNA biyogenez yolagina genel bakis.

MikroRNA biyogenezi ve hedef mRNA ile eslesmesi.

siRNA ve miRNA’larin gen susturma mekanizmalari.
psiCHECK-2 vektoriiniin sematik gosterimi.
CCDC124-3°’UTR bdlgesi ve tasarlanan forward ve reverse
primer bolgeleri.

CCDC124  mRNA’sin1  hedefleyen = mikroRNA’larin
microrna.org (miRanda) veri tabaninda belirlenmesi ve
baglandig1 bolgenin gdsterilmesi.

10 memeli tlir arasinda Ccdcl124 geninin 3’UTR bdlgesinin

hizalanmasi.

xiii

11

12

13

14

19
20
22
25
36

42

44



6.3:

6.4:

6.5:

6.6:
6.7:
6.8:
6.9:

6.10:
6.11:
6.12:
6.13:
6.14:
6.15:

6.16:

6.17:
6.18:
6.19:

Transformasyon sonrasi secilen kolonilerden izole edilen
plazmidlerin Xhol ve Notl restriksiyon enzimleri ile kontrol
kesimi. Sirasiyla 1., 2., 3., 4. secilmis kolonilerden izole edilen
plazmidler.

Transformasyon sonrasi secilen kolonilerden izole edilen
plazmidlerin PCR ile kontrolii. Sirasiyla 1., 2., 3., 4. secilmis
kolonilerden izole edilen plazmidler. “No DNA” negatif
kontrol.

Izole edilen 2. plazmidin sekans analiz sonucu. Mavi ile
belirtilen bolge 3’UTR bolgesini gostermektedir. Sekanslama
primeri ile sekanslatilmigtir.

Luminometrik dl¢timiin grafiklendirilmesi.

Luminometrik dl¢iimiin grafiklendirilmesi (ikinci tekrar).
Ortalama luminometrik dl¢limiin grafiklendirilmesi.

Ortalama luminometrik l¢timiin grafiklendirilmesi.

Mutant-1 bolgesinin kromatogram sonucu.

MetroNomel™! veri taban1 sonucu.

Mutant-2 kromatogram sonucu.

Luminometrik 6l¢iimiin grafiklendirilmesi.

Luminometrik 6lgtimiin grafiklendirilmesi.

A-si, B-si, C-si ve Scrambled (negatif kontrol) siRNA’lar1 ile
transfekte edilmemis (Untransfected) HelLa hiicrelerde
Ccdcl124 protein ifadesinin immiinoblot deneyi ile (anti-
Ccdc124 antikoru ile bakilmistir) karsilastirilmasi (A, B, C).
Ccdc124 protein ifadesinin grafiksel gosterimi (D).

B-si ve Scrambled (negatif kontrol) siRNA’lar ile transfekte
edilmemis ve miR138 ve miRNegeatif mikroRNA’lar ile
transfekte edilmis hiicrelerdeki Ccdc124 proteininin ifadesinin
transfekte edilmemis (Untransfected) HeLa hiicreleri
kiyaslanmasi (Anti-alfa tubulin, Anti-Ccdc124).

AKT2 kromatogram sonucu.

AKT?2 sekans dizisi.

HIF1A kromatogram sonucu.

Xiv

45

45

46

48
48
50
51
53
54
55
56
56
58

59

61
61
62



6.20:
6.21:
6.22:

HIF1A sekans dizisi.
Luminometrik 6l¢iimiin grafiklendirilmesi.

Luminometrik ol¢limiin grafiklendirilmesi (2. Tekrar)

XV

62
63
63



TabloNo:

5.1:
5.2
5.3
5.4:
5.5:

5.6:
5.7:

5.8:

5.9:

5.10:

5.11:
5.12:
5.13:
5.14:
6.1:
6.2

TABLOLAR DIiZiNi

Kullanilan primerler ve dizileri.

Yiiriitme jeli i¢in gerekli malzemeler ve miktarlar.

Ayirma jeli icin gerekli malzemeler ve miktarlar.

PCR deney malzemeleri ve miktarlart.

Yonlendirilmis mutagenez PCR deney malzemeleri ve
miktarlari.

Ligasyon deney bilesenleri ve konsantrasyonlari.

HelLa hiicre hattinin vektorlerle transfeksiyon malzemeleri ve
miktarlari.

HeLa hiicre hattinin vektorlerle ve mikroRNA ile
transfeksiyon malzemeleri ve miktarlari.

HeLa hiicre hattinin siRNA ile transfeksiyon malzemeleri ve
miktarlart.

HeLa hiicre hattinin siRNA ve vektorlerle transfeksiyon
malzemeleri ve miktarlari.

Kullanilan Antikorlar.

Kullanilan cihazlar.

Uygulanan PCR Sartlari.

Yonlendirilmis mutagenez i¢in uygulanan PCR Sartlar1.
TargetScan sunucusunda yapilan analiz sonucu.
Yonlendirilmis Mutagenez yontemi ile degistirilen miR-138

bolgesinin ve Mutant-1 gdsterimi.

XVi

Sayfa
24

27
27
29
29

30
30

31

31

31

32
33
34
35
42
52



1. GIRIS

Hiicre boliinmesi, telomer uzunluguna bagimli olarak replikatif yaglanma ve
kanserle olan iliskisinden dolay1 giincel bir konu oldugu i¢in en ¢ok calisilan konular
arasinda yer almaktadir. Omiir uzunlugunu arttirmak ve kaliteli bir yasam saglamak
adma yapilan ¢alismalarda hiicre boliinmesinin temel mekanizmalarini aydinlatma
yoluna gitmistir. Hiicre boliinmesi biiylime, gelisme, soy aktarimi, doku yenilenmesi
gibi kritik 6neme sahip siire¢lerden olugsmaktadir [8].

Kromozom sayisinin sabit tutularak atasal bir hiicreden iki es yavru hiicrenin
olusmasini saglayan mitoz boliinme, hiicre igerisinde bir dizi olaylar dongiisiinden
olusmaktadir. Mitoz boliinme; hazirlik, kontrol, DNA miktariin iki katina ¢iktig
evrelerini (G1-S-G2) igeren interfaz evresinden ve kalitim materyalinin yogunlastigi,
kardes kromatitlerin esit olarak kardes hiicrelere paylastirildig1 ¢ekirdek boliinmesi
(karyokinez) ve devaminda sitoplazmik bdlinmesinden (sitokinez) olusmaktadir.
Sentrozom; Kkaryokinezde kardes kromatitlerin esit olarak ayrilmasini saglayan ig
ipliklerinin olusumunda gérev alir. Hiicre boliinmesinin son asamasi olan sitokinezde
iki kardes hiicreyi birbirine baglayan ve hiicre i¢i koprii gorevi goren orta cisimcik
(mid-body) ise aktomiyozin kasilma halkasinin anti-paralel mikrotiibiilleri sikistirmasi
ile hiicrelerin ayrilmasini saglayan dinamik elektro-yogun bir yapiya sahiptir [8].

Mantardan insana kadar tiim 6karyotlarda korunmus bir protein olan Coiled-coil
domain containing 124’tn (Ccdcl24) anafazin sonuna kadar sentrozomda
konumlanirken, mitozun son evresi olan telofazda orta cisimcige gog ettigi yapilan son
arastirmalarda belirlenmistir. Ccdc124 proteini diger sentrozom proteinleri gibi sarili
sarmal motif bulundurmaktadir. Daha 6nceki ¢alismalarda Ccdc124 proteinin 6zellikle
sitokinezde gorev alan ve orta cisimcikte Rap2 aktivasyonunu saglayan Ras guanin
niikleotit degistirici faktor 1B (RASGEF1B) ile etkilestigi ortaya konmustur [5].
Ccdc124’lin hiicre i¢i fonksiyonunun belirlenmesi amaciyla yapilan ¢aligmalarda,
proteinin ifadesinin arttirildigi/azaltildigi  kosullarda ve CCDC124 geninin
CRISPR/Cas9 yontemi ile hedeflenip mutant hiicre hatlar1 olusturuldugunda hiicre
boliinmesinde aksakliklar gozlenmis ve hiicrelerin ¢ok cekirdekli olduklart immiin-
boyama yontemleri ile tespit edilmistir [1], [2], [3], [4]. Ayrica, kosullara bagimli
olarak (yiiksek sicaklik, diisiik sicaklik, stres durumu vb.) proteinin hiicrenin farkl

kompartmanlarinda gorev aldig da diistiniilmektedir [6].



Ccdcl124 proteini; veri tabani taramalarinda ve in-silico galismalarinda RNA -
baglayict protein olarak gegmektedir. Kiitle-spektrometresi c¢aligmalar: ile stres
graniilleri, P-body gibi membransiz organellerde gorev alan proteinlerle etkilestigi
belirlenmis ve bu etkilesimler birlikte ¢oktiirme yontemi ile dogrulanmistir (Tarbp2,
Ybx1, Adarbl vs.- Merve TUZLAKOGLU OZTURK, Yayina Hazirlanmakta Olan
Data). Etkilesen bu proteinlerin birgogunun mikroRNA biyogenezinde ve
regiilasyonunda gorev aldigi bilinmektedir [6], [7].Bu calismalar dogrultusunda,
oncelikle veritaban1 c¢alismalarinda Ccdcl124 proteinin ifadesini hedefleyen
mikroRNA’lar belirlenmis ve CCDC124-pre-mRNA'sin1 yiiksek oranla hedefleyen
mikroRNA’nin “miR138” oldugu tespit edilmistir. Deneysel kurgu asamasinda
oncelikle CCDC124 geninin 3’UTR bolgesi psiCHECK-2 vektoriine klonlanmistir.
miR-138 varliginda ve yoklugunda negatif-pozitif kontrollerle birlikte liisiferaz test
protokolii uygulanmistir. Ayrica endojen Ccdcl24 proteinin HelLa hiicre hattinda
SiRNA’lar tarafindan ne kadar baskilandigi belirlenmis ve miR138 baskilamasiyla
karsilagtiritlmistir. Tezin ikinci boliimiinde ise, Hypoxia-inducible factor 1-alpha (HIF-
1a) ve Rac-beta serine/threonine-protein kinase (AKT2) genlerinin 3°UTR kisimlari
psiCHECK2 vektoriine klonlanmistir. Ccdc124 protein ekspresyonunu siRNA ile
disirdiigli  kosullarda HIF-1oa ve AKT2 genlerinin ekspresyonunun degisip
degismedigi ve boylece Ccdcl124 proteinin mikroRNA metabolizmasinda rolii olup

olmadig1 belirlenmistir.
1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve Icerigi

Bu tez ¢alismasinda, Ccdc124 proteinin ifadesinin mikroRNA’lar tarafindan
diizenlenip diizenlenmedigi insan HeLa hiicre hattinda arastirilmistir. Hedef
mikroRNA’lar veri tabanlari, literatiir caligmalar1 ve deneysel caligmalar ile belirlenip,
Ccdc124 proteinin regiilasyonundaki rolleri belirlenmistir. Ilerleyen basamaklarda
olasi miRNA baglanma bdlgeleri yoOnlendirilmis mutagenez yontemleri ile
degistirilerek siirecteki etkileri gézlemlenmistir.

Bu caligma sayesinde; Ccdc124 proteinin fonksiyonel yapi ve islevi {izerine
yapilan arastirmalarin bir boyutu olarak mikroRNAlar ile iligkisi hakkinda bilgi sahibi

olunmasi amaglanmaktadir. Uzerinde literatiir ¢alismas1 az bulunan Ccdc124 proteinin



hiicre igerisinde farkli kompartmanlardaki farkli gorevlerinin belirlenmesine katki

saglanmas1 amaglanmustir.



2. HUCRE DONGUSU

Hiicre ¢ogalmasi, hiicre dongiisii adi verilen ayrintili bir olaylar dizisi ile
meydana gelir. Bir bdliinme dongiisiinden bir sonraki dongiiye kadar hiicrede
gerceklesen biyokimsayasal ve fiziksel degisiklikleri igeren siirecler dizinine “hiicre
dongiisii” denir. Hiicre dongiisii sonunda morfolojik ve genetik yap1 olarak birbirine
tipa tip benzeyen iki yavru hiicre olusumuyla dongli tamamlanir. Bu sekilde
kromozomlar ve diger bilesenler ¢ogaltilir ve daha sonra iki kardes hiicreye dagitilir.
Hiicre iiremesi tim yasamin gelisimi ve islevi i¢in temeldir. Tek hiicreli
organizmalarda, hiicre boliinmesi yeni bir organizma olusumu yani ¢ogalma olarak
ifade edilirken; ¢ok hiicreli canlilarda biiylime, gelisme, doku yenilenmesi gibi 6nemli
stireglerde rol oynamaktadir [8].

Hiicre dongiisii kronolojik siralamaya gore 4 evreye ayrilmaktadir: Gapl(Gl),
Sentez(S), Gap2(G2) ve Mitoz(M). Hiicre dongiistiniin %95°lik kismini hazirlik
evreleri olustururken, mitoz boliinme %5°1ik kismini teskil etmektedir. Bu evrelerden
mitoz evresine ge¢cmeden Onceki GI1-S-G2 evreleri interfaz evresi olarak
adlandirilmakta ve hazirlik, sentez islemlerini kapsamaktadir. Hiicrenin bilesenleri
olan sitoplazmik organellerin, yapisal proteinlerin, membranlarin, RNA
molekiillerinin ¢cogunun sentezlendigi ve DNA miktarinin iki katina ¢iktig1 evreye “S
faz1” denir. Bu evre memeli hiicrelerine 10-12 saat siirmektedir.

S fazindan sonra, yaklasik olarak 1 saat siiren ve iki katina ¢ikmig DNA’nin
kisalip kalinlasmasiyla olusan kromozomlarin iki yavru hiicreye esit olarak
paylastirildig1 evreye “M faz1” denir. M evresi profaz-prometafaz-metafaz-anafaz-
telofaz evrelerini kapsayan ¢ekirdek boliinmesinden (karyokinez) olugsmaktadir. Son
olarak bu siire¢ sitoplazma boliinmesi (sitokinez) ile sonlanmaktadir.

G1 ve G2 fazlari ise S ve Mitoz fazlarina gegmeden 6nce i¢c ve dis ¢evresel
uyaranlara kars1 hiicre i¢i hazirliklarin ve kontrollerin yapildigi evrelerdir [9].

Mitotik hiicre dongiisii dort faza ayrilabilir: G1, S, G2 ve M. Kromozom
replikasyonu Sentez (S) fazinda meydana gelir. Her bir kromozomun kopyalanmasina
neden olan hiicre dongiisiiniin Kopyalanan ¢iftin her bir kromozomuna “kromatit”
denir ve verilen bir ¢iftin iki kromatidine “kardes-kromatitler” denir. Kardes
kromatitler, ¢ogaltmadan sonra kardes-kromatit birlesmesi adi verilen bir islemle bir

arada tutulur ve bu baglanmis durum, kromozomlar birbirinden ayrilana kadar
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korunur. Kardes kromatit yapismasina “kohezin” adi verilen bir protein aracilik eder

[10].

M phase
(mitosis)

h

N
S phase \_ L
)

(DNA synthesis

Sekil 2.1: Hiicre dongiisii semasi.

G1 ve G2 fazlar, hiicrelerin S ve M fazlarina gecislerinden 6nce hazirliklarinin
tamamlandigindan emin olmak i¢in ve hiicrelerin yeterli biiyiikliige gelmesi ve i¢ ve
dis ortami izlemeleri i¢in zaman sagladigindan dolay1 “Gap” olarak adlandirilmistir.
G1 fazi, gevresel sartlar hiicrenin yasayabilmesi i¢in uygun oldugu ve disardan gelen
sinyaller hiicrenin biiylimesini ve boliinmeye gitmesini tesvik edici sinyaller oldugu
zaman, hiicrenin sonraki evreler i¢gin ATP ve protein iirettigi evredir. Hiicrenin
biiyiiyilip boliinmeye gitmesi icin sartlar uygun olmadiginda G1 evresine giris siiresi
sartlarin olgunlagsmasina bagli olarak degisir. Bu durumda, hiicreler G1 boyunca
ilerlemeyi geciktirir ve ¢ogalmaya devam etmeden Once giinler, haftalar veya hatta
yillar boyunca kalabilecekleri GO (G sifir) olarak bilinen 6zel bir dinlenme durumuna
girebilir. Hiicre dis1 kosullar uygunsa, biiyiimesi ve boliinmesi i¢in sinyaller mevcutsa,
G1 veya GO'nin basindaki hiicreler, “Start” (mayalarda) veya “Restriction point”
(memeli hiicrelerinde) olarak bilinen Gl'in sonuna yakin kontrol noktasina ilerler [8].

G1 sonundaki kontrol noktasini gegen hiicreler S fazina girerek hiicre ici
bilesenlerini iki katina ¢ikarirlar. Sentez evresinde DNA ile birlikte sentrozomlarin
sayist da iki katina ¢ikmaktadir. Sentrozomlar; metafaz- anafaz gecisinde kardes
kromatitlerin kutuplara c¢ekilmesi saglayan mitotik 1§ ipliklerinin olusumdan
sorumludur. S fazinda DNA molekiiliiniin replikasyonu sirasinda ve hiicre i¢i diger
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proteinlerin sentezinde hata olup olmadigi hiicre dongiisii kontrol proteinleri

tarafindan kontrol edildikten sonra hiicreler G2 fazindan M fazina ilerler [8], [10].

‘ s Polar Kromozomal .. Kasilma 7ezikiil
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Sekil 2.2: Hiicre Boliinmesi Asamalari.

2.1. Mitoz Boliinme

M fazi1 temel olarak 4 safhadan olusmaktadir: Profaz, Metafaz, Anafaz, Telofaz.

Profaz: Her biri birbirine bagli kardes kromatitlerin kisalip kalinlagarak
mikroskopta goriilebilir hale gelen kromozomlar1 olusturdugu evredir. Bu evrede,
sentrozomu olusturan sentriyoller, mitotik ig iplikleirini olusturarak kutuplara dogru
hareket eder. Cekirdek zarinin yikimi bu evrede baslar.

Metafaz: Kromozomlarin sentromer bdlgelerinden ig ipliklerine tutunarak
metafaz plaginda siralandig1 ve sinyal gelene kadar bu diizlemde bekledikleri evredir.

Anafaz: Kardes kromatitlerin ig ipliklerinin araciligi ile kutuplara cekildigi

evredir.



Telofaz: Ayrilan kardes kromatidlerinin yogunlugunu kaybederek kromatin
iplikleri halini aldig1 ve ¢ekirdek zarinin tekrar olustugu evredir. Karyokinezin

tamamlanip sitokinezin bagladig evredir.

2.1.1. Hiicre Dongiisii Kontrol Sistemi

Hiicre dongiisii kontrol sistemi, hiicre dongiisii olaylarinin sirasint  ve
zamanlamasini kontrol eden diizenleyici agdir. Sistem, dongiiniin dogru diizende
ilerlemesini saglayan bir dizi biyokimyasal olaylardan olusmaktadir. Bu sistemin
temel bilesenleri, ¢esitli hiicre i¢i ve hiicre dis1 uyariya cevap veren, saglam ve ¢ok
yonlii bir diizenleyici ag yapisina sahip siklin-bagimli kinazlar (CDK) ve bunlarin
diizenleyicileridir. Hiicre dongiisii ii¢ ana diizenleyici kontrol noktasi boyunca ilerler:
G1'in sonundaki dongiiniin girisini tanimlayan “Baslat”; mitoz i¢ine girisin kontrol
edildigi “G2 / M kontrol noktas1”; ve mitozun son olaylarinin basladigi ‘“Metafaz-
Anafaz gecisi” [8].

Serine/threonin kinaz ailesinden olan siklin-bagimli kinazlarin (CDK) enzimatik
aktiviteleri temel diizenleyici bir alt birim olan siklinler tarafindan saglanir. CDK
proteinlerinin konsantrasyonlar1 hiicre dongiisii boyunca sabit iken, faaliyetlerindeki
salinimlar, katalitik aktivitelerini saglayan siklinlerin hiicre dongiisiindeki
degisikliklere baghdir. Farkli tip siklinlerin hiicre dongiisiiniin farkli evrelerinde
uretilmesi, hiicre dongiisii gegislerinde farkli siklin-CDK komplekslerinin olusumunu
saglar. Bu olay, hiicre dongiisiiniin bir diizen igerisinde geriye donmeksizin ilerlemesi

icin 6nemli bir olgudur [11].
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Sekil 2.3: Siklin-CDK kompleksleri tarafindan hiicre dongiisiiniin kontrolii.

2.1.2. Sentrozom Dongiisii

Hiicre iskeleti; hiicre organizasyonu, hareketligi ve boliinmesinin arkasindaki
onemli bir oyuncudur. Hiicre iskeletinin koordinatérlerinden biri mikrotiibiil
organizasyon merkezidir (MTOC) [13].

Sentrozom, hayvanlar, yiiksek mantarlar ve bazi1 6karyotik soylarda mikrotiibiil
hiicre iskeletinin ana diizenleyicisi olarak bilinen organeldir. Yiiksek Okaryotik
organizmalarda, sentrozom membransiz bir organeldir. Sentrozomlar, genellikle
hiicrenin merkezinde bulunur ve her hiicre dongiisiinde ¢ogaltilir. Mikrotiibiilleri
organize etme yetenekleri sayesinde hiicre polaritesine ve hiicre bdliinmesine katilirlar
ve ¢ogu hayvan tiiriiniin gelisiminde anahtar rol oynarlar. Hayvan hiicrelerinde,
sentrozom elektro-yogun bir yapiya sahip perisentriolar materyalin (PCM) ¢evreledigi
birbirine dik konumlanan ve her biri dokuz mikrotiibiil ticlemesinden olusan bir ¢ift
sentriyolden olusur. PCM, sentriollerin etrafinda bulunan biiyiik sarili sarmal yapidaki
proteinlerin hiyerarsik toplanmasindan elde edilen bir organizasyona sahiptir [14],
[15]. Yapilan ¢alismalarda, gama-tubulin ile lokalize olan perisentriol materyal
proteinlerinin biiylik bir ¢ogunlugunun sarili-sarmal domainine sahip proteinlerden

olustugu ve bu proteinlerin orta cisimcikte de konumlandig: belirlenmistir [19].
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Sekil 2.4: Sentrozom yapisinin sematik gosterimi.

Hiicre boliinmesi sirasinda, sentrozom bir seri yapisal degisimlere maruz kalir.
Sentrozom dongiisti 4 fazdan olusur: (1) G1 ve S fazlar1 boyunca sentrozom
duplikasyonu, (2) G2 fazinda sentrozom olgunlasmasi, (3) mitotik fazda sentrozom
ayrilmasi, (4) ge¢ mitotik faz-G1 faz1 gegisinde sentrozom ¢oziilmesi. Sentrozomun
hiicre dongiisii ile iligkili olarak g¢ogaltilmasini saglayan hiicre dongiisii kontrol
sistemleri siklin-bagimli kinazlardir (CDK). S fazi anahtar bileseni Cdk2 proteinin
siklin-A ve siklin-E ile kompleks olusturmasi sentriol duplikasyonu igin anahtar
bilesenlerdendir. Aktif haldeki Cdk2’nin substratlar1 Nucleophosmin, CP110, MPS1
proteinleridir. Nucleophosmin ¢ogaltilmamis sentrozomda bulunur ve Cdk?2 tarafindan
fosforile edildigi durumda sentrozomdan ayrilir. Bu durumda pro-sentriol olusumunu
saglar. Ayn sekilde, 6nemli bir sentrozomal protein olan CP110’un mitotik ve interfaz
siklin-Cdk kompleksleri tarafindan fosforile edilmesi durumunda S fazinda sentrozom
duplikasyonunu etkiledigi diisiiniilmektedir. MPS1 ise SAC (spindle assembly
checkpoint) kontrol noktasi i¢in temel rol oynayan bir protein kinazdir ve ana sentriol
ve yavru sentriol arasindaki diizenlemelerde gorev alir [16], [17].

Sentrozomda gama-tubulin halka kompleksi ve bazit PCM proteinlerin birikmesi
ile mikrotiibiil ¢ekirdeklenmesini saglanarak sentrozom olgunlasmasina izin verilir.
Sentrozom olgunlagmasinin  en O6nemli etkeni Onceden bahsedildigi gibi
fosforilasyondur. Fosforilasyondan sorumlu proteinler Polo-like kinaz (P1k) ve Aurora
kinaz’dir [18], [20].

Mitozun erken safhalarinda, sentrozomlarin ayrilmasin1 saglayan motor

proteinleri, profaz evresinin baslarinda duplike olan iki sentrozom proteinlerinin
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hiicrenin kutuplara dogru ¢ekilmesi igin gii¢ uygularlar. Bu ayrilma G2/M gegisinde
olurken iki asamada gerceklesir. ilk olarak, ana sentriol arasindaki baglant1 yikilir;
ardindan mikrotiibiil motor proteinleri aracilig ile sentrozomlar ayrilir.

Kardes kromatitlerin anafaz evresinde kutuplara ayrilmasindan sonra, iki
hiicrenin ayrilmasini tetikleyen olayin ana ve yavru sentriol arasindaki oryantasyonun
kaybolmast, olgun sentriolin boliinme ¢izgisine dogru hareket etmeye baslamasi ve bu
hareketin hiicre boliinmesinin son agamasi olan ayrilma i¢in kilit bir adim oldugu
disiiniilmektedir. Dongilislinii tamamlayan hiicrelerde, mitozdan sonra sentrozom,
perisentriolar materyalin (PCM) ¢ogunu ve mikrotiibiil ¢ekirdeklenme kapasitesini
kaybeder [19].

2.2. Sitokinez

Mitoz tamamlandiginda, sitoplazmik makromolekiillerin ve organellerin kardes
hiicrelere esit olarak paylastirildigi son asamaya “sitoplazmik boliinme/sitokinez”
denir. Mitozda olusturulan iki yeni ¢ekirdek ve sentrozomlar, sitokinez asamasinda her
hiicrede bir tek ¢ekirdek ve bir tek sentrozom olacak sekilde paylastirilir [8].

Simetrik olarak boliinen bir hayvan hiicresinde sitokinez, kardes kromatitlerin
anafazdaki zit kutuplara dogru hareket ettikten sonra, hiicrenin ekvator bolgesinde
boliinme ¢izgisi olusmasi i¢in ayrilma yariginin meydana gelmesi ile baslar. Bu
ayrilma yarig1, plazma zarma baglanan bir kasilma halkasinin olusumuna baghdir.
Kasilma halkasi, aktin ve miyozin filamentlerinden olusan bir ag yapisidir ve
miyozinlerin motor aktivitelerini kullanarak aktin filamentleri tizerinde yer
degistirmesi halinde kasilma saglanir. Boliinme diizleminin pozisyonu ve kasilma
halkasinin olusumu mikrotiibiillerin iki populasyonu tarafindan belirlenir: astral
mikrotiibiiller ve merkezcil ig mikrotiibiilleri. Merkezcil ig mikrotiibiilleri, anafazda
ayrilan kromozomlar arasinda olusan son derece stabil anti-paralel mikrotiibiil
dizisidir. ~ Astral mikrotiibiiller, sentrozomdan ¢evresel olarak yayilan dinamik
mikrotiibiillerdir. Bu astral mikrotiibiillerin bir alt kiimesi, ig ipliklerinin kromozomal
bdlgeden boliinme diizlemine dogru biiylir ve ekvator korteks ile dogrudan temas eder.
Ayrica, ¢ogu astral mikrotiibiilden daha stabildir [21].

Kasilma halkas1 diizenegi, aktin ¢ekirdeklenmesini indiikleyen ve miyozini

aktive eden RhoA guanosin trifosfataz (GTPase) tarafindan yonlendirilir. Sitokinez
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sirasinda, boliinme diizlemi i¢indeki merkezcil ig ipleri ve hiicre korteksi ile iligkili
olan RhoA’nin aktivitesinin lokasyon bagimli diizenlenmesi GEF'ler (Guanin
niikleotid degistirici faktor) ve GAP'lar (GTPaz aktive eden protein) tarafindan
yonlendirildigi diigiiniilmektedir.

Kasilma halkasinin agamali olarak daralmasi ve bir¢ok proteinin organizasyonu
sonucu olusan ve iki hiicrenin son olarak tamamen ayrilmasini diizenleyen yapiya orta-
“cisimcik (midbody)” denir. Drosophila’da yapilan son ¢alismalar, orta-cisimcigin

hiicrenin kaderini belirlemede 6nemli bir yap1 oldugunu ortaya ¢ikarmistir [22].
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Sekil 2.5: Sitokinez sirasinda aktomiyozin halkasi, ayrilma yarig1 ve orta cisimcik
olusumu.

Aktin baglanmasina yardimci bir diger iskelet proteini Anillin’dir. Anillin
aktivator olan RhoA and ROCK1/2’a F-aktin, miyozin ve septinin ¢apraz
baglanmasini saglayarak sitokinetik kasilma halkasini stabilize eden bir multidomain
proteindir. Hayvan hiicreleri ile yapilan c¢alismalarda, Anillin’in susturuldugu
hiicrelerde kasilma halkasi girisimi ve olusumundaki bozukluklardan dolay1

sitokinezde kusurlar goriilmustiir [22], [24], [25].
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Sekil 2.6: Erken anafaz evresiyle baslayip fiziksel ayrilmayla sonuglanan sitokinez
evreleri. a)Ekvatoral RhoA aktivasyonu, b)Aktomiyozin kasilma halkasi
c)Aktomiyozin kasilma halkasi molekiiler organizasyonu, d)Orta cisimcik, e)Ayrilma
bolgesi proteinleri.

Kasilma ilerledikge, yeni olusan hiicreler arasinda olusan merkezi dar hiicre i¢i
koprii gorevi goren bir orta cisimcik (midbody) olusumu goézlenir. Orta cisimcik,
ESCRT-III proteinlerinden olusan filamentlerin birlestirilmesini saglayan ayri bir

membran béliinme olay1 olan absisyonu yonetir. Sekil 2.6’de boliinme asamalarinda
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orta cisimcik olusumu gosterilmis ve bu organizasyonda yer alan proteinler sematize

edilmistir.

2.2.2. Orta Cisimcik (Midbody) Organizasyonu

Orta cisimcik ilk olarak 19. yiizyilin sonlarinda Flemming tarafindan
tanimlanmis, ancak yarim yiizyildan sonra elektron mikroskopunun (EM) ve daha
yakin zamanda ise cry-elektron tomografisi ile ayrintili olarak analiz edilmistir. Bu
organel, merkezinde sekilsiz bir elektron yogun matris ihtiva eden baslangic ¢ap1
yaklagik 1 um olan mikro tiiplerin sikilastirilmasindan ibarettir. Orta cisimcik matrisi,
ilk kez Flemming tarafindan goézlemlenen ve boylece “Flemming body” olarak
adlandirilan orta cisimcigin merkezi “¢ikintisina” karsilik gelir. Orta cisimcik statik
bir yap1 degildir ve sitokinezin son safhalar1 boyunca bir seri morfolojik degisimlere
maruz kalir. EM tarafindan gézlemlenen Orta cisimcik matrisindeki yogunluklar
yiiksek protein konsantrasyonunu yansitmaktadir. Orta cisimcik matrisi ¢evreleyen
bolgelere genellikle “orta cisimcik kollar” denir. Kisacasi, orta cisimcik matrisi ve
kollar1 birlikte tiim orta cisimcigi olusturur. Sekil 2.7 ve Sekil 2.8'de bu bolgeler
goriintiilenmektedir [23].

Sekil 2.7: Elektron mikroskobu ile yakalanmis ayrilmakta olan kardes hiicreler
arasinda beliren koprii ve bu kdpriiniin merkezinde orta cisimcik olusumu. Olgek 1
um boyundadir.
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Sekil 2.8: Orta cisimcigi olusturan boliimler ve bu boliimlerde gérev alan proteinler.

2.2.3. Ayrilma

Hiicre, topolojik olarak, ayrilma olarak bilinen sitokinezin son agamasinda iki
ayr1 kardes hiicreye boliiniir. Kasilma halkast kapandikga, orta bolgesi, hiicre ici
kopriiyii diizenleyen elektro-yogun bir sekilde doldurulmus olan orta cisimcigi
olusturmak iizere yeniden diizenlenir. Kontraktil halka plazma membrani altinda
oldugu icin plazma membranini kesemez ve orta cisimcigin mikrotiibiillerle yogun bir
sekilde organize olmasi, halkanin daralmasini ve ayrilmanin tamamlanmasini engeller.
Bu nedenle, yakin zamanli bir ¢alisma, hiicre-hiicre kopriisiiniin bir tarafindaki
hiicreler arasindaki baglantiy1 daraltarak ayrilma olayini ortaya ¢ikaran, diger taraftan

ortadaki mikrotiibiillerin sokiilmesi ile es zamanli olarak membran ile iligskili ESCRT

14



(Endosomal Sorting Complex Required for Transport) filament sistemine bir gegis
oldugunu gostermektedir [28], [33].

Ayrilma yarigr olusumundan hemen sonra, endozom ve golgi tarafindan
olusturulan vezikiiller orta cisimcikte birikmeye baslamakta, sonrasinda vezikiillerin
plazma membraniyla birlesmesi kardes iki hiicrenin birbirinden ayrilmasiyla
sonuglanmaktadir [29], [32]. Bu siirecte sentriolin, Rab 35, Rab11, t- ve v-SNARES
ve BRUCE gibi ayrilmada etkili rol oynayan vezikiillerle etkilesim halinde olan bir¢ok
faktor de gorev almaktadir. Geri doniisiim endozomlar1 absisyonda 6nemli role sahiptir
ozellikle RAP11-FIB3 iceren endozomlar ge¢ telofazda ayrilma yarigina tasinir ve
kortikal aktin iskeletinin yikilmasini regiile ederek absisyonu baslatmaktadir [30].

Absisyonun tamamlanmasinda anahtar rol oynayan faktor ESCRT kompleksidir.
Bu kompleks membran deformasyonu igeren pek cok biyolojik proseste yer
almaktadir. Cep55, ESCRT alimini yonlendiren anahtar bir proteindir ve ESCRT-I ve
ALIX, CEP55'e kenetlenir ve bu, proteinin merkezindeki aligilmadik bir sarili-sarmal-
bolgesine baglanmak igin rekabet eder. Plkl'in fosforillemesiyle Cep55, ESCRT
proteini olan TSG101 ve ALIX ile baglanti kurarak orta cisimcikte ESCRTIII
kompleksinin  birikmesini  baslatmaktadir  [34]. ESCRT partneri  spastin
mikrotiibiillerin depolimerizasyonunu saglayarak absisyondaki son fiziksel baglantiy1

sonlandirmaktadir [31].
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3. COILED-COIL DOMAIN-CONTAINING 124
PROTEINI (Ccdc124)

Sarili-sarmal bolge iceren-124 (Coiled-coil domain containing-124) proteini tim
Okaryotlarda korunmus bir protein olup, yapilan ¢aligmalarda hiicre i¢inde sentrozom,
orta cisimcik ile birlikte kosullara bagimli olarak hiicrenin farkli kompartimanlarinda
yer aldig1 gosterilmistir. 19. kromozomun kisa kolunda bulunan bir gen tarafindan
kodlanan 223 aminoasitlik bir proteindir. Yapilan dizi analizleri sonucunda 5
ekzondan olustugu ve bu ekzonlardan birinin kodlanmadigi belirlenmistir. Proteinin
anti-N ucuna kars1 gelistirilmis poliklonal antikorlar yardimiyla yapilan immiinolojik
analizler sonucunda biiytikliigliniin yaklasik olarak 32 kDa oldugu tespit edilmistir.
Proteinin alternatif ikinci bir mRNA kodlanma dizisi olmasi nedeniyle, 176 aminoasit
uzunlugunda 26kDa agirliginda bir izoformunun bulundugu da tespit edilmistir [2].
Ayrica, Ccdc124 proteini %42 oraninda art1 ve eksi yiiklii aminoasitler (K, R, D, E, H)
bulundurmakla birlikte, biyoinformatik analizlere dayanilarak olasi 5 serin, 7 treonin
ve 1 tirozin fosforilasyon bolgesine sahip oldugu diistiniilmektedir.

Hiicre dongiisiiniin interfaz evresinden ge¢ anafaza kadar sentrozomda
konumlanan Ccdc124 proteini, sitokinetik ayrilmayla beraber orta cisimcige gog ettigi
belirlenmistir [2]. Proteinin hiicre i¢i fonksiyonunun belirlenmesi amaciyla yapilan
calismalarda, proteinin ifadesinin arttirildigr ya da azaltildigi hiicrelerde sentrozom
konumlanmasi etkilenmezken, hiicre boliinmesinde aksakliklar gézlemlenmistir [2],
[3]. Ayrica, CCDC124 geni, CRISPR/Cas9 yontemi ile hedeflenip mutant hiicre hatlari
olusturuldugunda yine hiicre boliinmesinde aksakliklar gézlenmis ve ¢ok ¢ekirdekli
hiicrelerin olustugu immiin-boyama yontemleri ile tespit edilmistir [4].

Yapilan c¢aligmalarda, Ccdc124 proteinin RasGEF1B ile etkilesim igerisinde
oldugu belirlenmistir. Northern blot analizleri sonucunda CCDC124 geninin iskelet
kasi, beyin, plesanta, yumurtalik, testis, karaciger, dalak ve prostatta ekspresyonun ¢ok
oldugu tespit edilmistir [2]. Ayrica, CCDC124 proteinin etkilesim partnerlerinin
bulunmasina yonelik yapilan ¢alismalar sonucunda, etkilestigi dogrulanan proteinlerin
birgogunun mikroRNA biyogenezinde ve regiilasyonunda ((Tarbp2, Ybx1, Adarbl
vs.- Merve TUZLAKOGLU OZTURK, Yayma Hazirlanmakta Olan Data), “pre-
mRNA splicing” ve DNA tamirinde gorev aldigi goriilmiistiir. Ccdc124 proteinin Plk1
ile direkt olarak etkilesim gosterdigi birlikte ¢oktiirme deneylerinde tespit edilmistir

(61, [7]
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4. MIKRORNA BiYOGENEZININ REGULASYONU
VE FONKSIYONLARI

Ik olarak 1993 yilinda Ambros ve Ruvkun gruplari tarafindan Caenorhabditis
elegans ‘fa kesfedilen ve kii¢iik kodlanmayan RNA’lar olarak bilinen mikroRNA’lar
gen ekspresyonunun post-transkripsiyonel regiilasyonunda onemli rol oynayan,
yaklagik olarak 19-23 niikleotit uzunlugunda biiyiik bir diizenleyici RNA molekiil
ailesidir [35], [37]. Bugiine kadar kesfedilmis 24521 mikroRNA bulunurken, bu say1
giiniimiizde artmaya devam etmektedir. Evrimsel olarak korunmus tek iplikli endojen
olan bu RNA molekiilleri 6karyotik organizmalarda ¢ogu gelisimsel ve hiicresel
islemler olan hiicre boliinmesi [39], [40] doku gelisimi [41], [42], hiicre proliferasyonu
[43], [44], hiicre farklilagmasi1 [45], noral asimetri [46], metabolizma [47], kok hiicre
Ozellikleri [48], apoptoz [49], kanser olusumu, protein salinimi [50] ve viral
enfeksiyon [51] gibi genis bir spektrumda gen regiilasyonunda rol oynamaktadir.
Hatta, bu kiicik RNA molekiillerinin hiicre-hiicre iletisimini saglayan sinyal
molekiilleri olarak servis edildigi belirlenmis, c¢ogu hastaligin potansiyel
biyobelirtegleri olarakta rapor edilmis, degisen mikroRNA ekspresyon seviyelerinin
spesifik tiimor hiicrelerine katkisi oldugu tespit edilmistir. 2013 yilinin ortalarinda,
insan genomunun Y kromozomu disindaki tiim kromozomlarma dagilmis 2000'in
tizerinde farkli mikroRNA'y1 kodladigi ve tahminlere dayanarak insan genlerinin
yaklasik olarak %3-4’{inii olusturdugu belirlenmistir [35], [36], [37].

Yakin zamana kadar, mikroRNA'larin gen ekspresyonu {izerinde yalnizca hedef
mRNA'min negatif regiilasyonu ile yaygin bir etkisinin olduguna inanilmaktaydi.
Bununla birlikte, artan c¢alismalar, mikroRNA'larin spesifik hiicresel kosullara,
dizilere ve kofaktorlere cevap olarak baskilama ve uyarma yapabildigini
gostermektedir.  Yapilan son calismalarda mikroRNA’larin  farkli  hiicre
kompartmanlar: arasinda translasyon diizeyinde hatta post-transkripsiyonel diizeyinde
gorev yaptig1 tespit edilmistir. Bu sonuglar, mikroRNA'larin gen ekspresyonunu nasil

diizenledigini agiklamay1 daha da zorlastirmustir [36], [38].
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4.1. MikroRNA Biyogenezi

MikroRNA (miRNA) biyogenezi, RNA polimeraz Il araciligiyla ¢ekirdekte
post- ya da birlikte-transkripsiyonel olarak islenmesiyle baslar [52]. Hali hazirda
tanimlanmis tiim miRNA'larin yaklasik yarisi intrageniktir ve ¢ogunlukla intronlardan
ve nispeten az sayida protein kodlayict gen ekzonundan islenirken, digerleri
intergeniktir, yani bir konak¢i geninden bagimsiz olarak kopyalanir ve kendi
promotorleri tarafindan diizenlenir. Bazen miRNA'lar, benzer “kiime” bolgelerine
sahip uzun bir transkript olarak kopyalanir ve bu durumdaki miRNA’lar bir aile olarak
kabul edilir [53].

miRNA biyogenezi, iki Riboniikleaz III endoniikleaz olan Drosha ve Dicer
tarafindan gergeklestirilen hem niikleer hem de sitoplazmik béliinme olaylar: ile iki
asamali bir siiregtir [75-81]. RNA polimeraz II tarafindan transkripsiyonu yapilan
miRNA geninden hairpin yapist igeren, uzun ve olgun miRNA (pri-miRNA)
olugsmaktadir. Riboniikleaz enzimi olan Drosha ve RNA baglayict protein olan
kofaktor DiGeorge Sendromu Kritik Bolge-8 (DGCR8) tarafindan miRNA ’nin hairpin
yapist uzaklastirilir [57], [58]. Boylece 60-70 niikleotit uzunlugunda oncii-miRNA
(pre-miRNA) olusur. Oncii-miRNA, onun karakteristik sapin1 ve 3’¢ikintisini tantyan
Exportin-5 (XPO5) ve ona bagli olan Ran guanosin trifosfataz (RanGTP) ile birlikte
(XPO5 / RanGTP) sitoplazmaya tasinir [59], [60]. ilerleyen sitoplazmik islemlerde,
cift iplikli RNA-baglayici protein TRBP ile kompleks halinde bir RNAaz olan Dicer
tarafindan hairpin yapisi ikinci bir kesimle uzaklastirilip 21-24 niikleotit uzunlugunda
MiRNA-dupleksi olusturulur. Olgun miRNA'nin fonksiyonel zinciri Argonaute
(Ago2) proteinleri ile birlikte RNA kaynakli susturma kompleksi (RISC) igine
yiiklenir ve bdylece RISC yapis1 ile birlikte hedef mRNA’lar pargalama,
transkripsiyonel baskilama ya da deadenilasyon yontemleri ile susturulur [61]. Aksi
takdirde, merkezi uyumsuzluklara sahip olan veya Ago2 yiikli olmayan miRNA

dupleksleri pasif olarak ¢6ziiliir ve bozulur [52].
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Sekil 4. 1: MikroRNA biyogenez yolagina genel bakis.

4.2. MikroRNA’larin Hedef Molekiili Tanimasi

miRNA'larin hedef mRNA'lara baglandigi ve ifadesini negatif olarak
diizenledigi yaygin olarak kabul edilmektedir. Tek bir miRNA kilavuzu birkag mRNA
hedefini diizenleyebilirken ve bunun tersine birden fazla miRNA tek bir mRNA
hedefini is birligi i¢inde diizenleyebilmektedir [46].

Aktive edilmis RISC kompleksi, hedef mRNA'ya kilavuz iplikgik ile hedefin
3'UTR'si arasindaki Watson-Crick baz eslesmesiyle baglanir [67], [68]. Hedef tanima,
temel olarak miRNA kilavuzunun tohum bélgesi (ING., seed sequence) olan yani 5
ucunda bulunan 2-8 arasindaki bazlardaki eslesmeye dayanir [69], [70], [71], [72].
Kilavuz ile hedef arasindaki tamamlayici alanlarin derecesi ve yapisinin gen susturma
mekanizmasini belirledigi diistiniilmektedir. Ago2 endoniikleaz kesimi sonucu mRNA
parcalanmasi i¢in genellikle miikemmele yakin, genis kapsamli baz-eslesmesi tercih
edilirken, daha yaygin olan translasyonel inhibisyon ic¢in her bdlgede sadece orta
derecede baz eslesmesi olan birden fazla tamamlayict bolge gereklidir. Tohumda
baglanma, miRNA 0zgiilliigli ve aktivitesine katkida bulunan etkilesimin termal
stabilitesi i¢in onemlidir [70], [73]. Tohumdaki G:U wooble (uyumsuzluk) baz
eslesmesi fenomeninin baslangigta miRNA fonksiyonuna zarar verdigini
diigiindiirmekteydi. Dolayisiyla, miRNA:mRNA etkilesimi bir G:U wooble

eslesmenin varliginda meydana gelebilir ve miRNA'nin 6zgiilligiinii ve aktivitesini
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etkiler [69], [70], [71], [74]. Ancak son arastirmalar, tiim miRNA'lar i¢in bu durumun
gecerli olmadigini ortaya koymustur.

Susturucu bir miRISC kompleksinin olusumu, GW182 protein ailesinin miRISC
tarafindan alinmasiyla baglar. GW182, miRNA'y1 takip eden poli(A)-deadenilaz
kompleksleri PAN2-PAN3 ve CCR4-NOT gibi diger efektor proteinleri [75] elde
etmek i¢in gereken iskelet yapiy1 saglar [76], [77]. GW182'nin triptofan (W)-tekrarlari
ve “poli (A) -birlestirme proteini C” (PABPC) arasindaki etkilesim, etkili
deadenilasyonu tesvik eder [76]. “Decapping protein 2” (DCP2) ve iligkili proteinler
tarafindan 5’cap’in uzaklastirma islemi kolaylastirildiktan sonra, exoribonuclease 1
(XRN1) tarafindan 5°-3” degradasyon gergeklesir [78] (Sekil 4.2).

Kesim iglemi

o T
3' 1

| miRNA dupleksi
Sitoplazma
RISC yiiklenme
) -» RISC » RISC
Tam eslesme | l | ' \ Bl Tam olmayan eglegme
mRNA hedef kesimi Translasyon baskilanmasi

Sekil 4.2: MikroRNA biyogenezi ve hedef mRNA ile eslesmesi.
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4.3. mikroRNA-138’in Hiicredeki Rolii

MikroRNA’larin hiicrede cesitli biyolojik fonksiyonlarda gorev aldigi
bilinmektedir. Gen ekspresyonun diizenlenmesinde ve dolayisiyla protein ifadesindeki
onemi, birgok kanserde anormal miRNA seviyeleri gen ifadesini asagi veya yukari
tetiklediginden, bir¢ok organizmada hastalik olusumuyla iligkilidir.

MikroRNA-138’in (miR-138) yapilan arastirmalar sonucunda c¢esitli genlerin
ifadelerini hedefledigi tespit edilmistir. Liu ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada miR-
138’in skuamo6z karsinoma hiicre hatlarinda epitel-mezenkimal gecisi (EMT)
baskiladigini, dolayisiyla hiicre go¢iinii ve istilasini diizenledigi gosterilmistir [86].
Lee ve arkadaslarinin yaptigi ¢alisma ise; ASPC-1 ve RL95-2 hiicrelerinde miR-138
transfeksiyonundan sonra “nétrofil jelatinaz ile iliskili lipokalinin” (NGAL) ifadesinin
ve gb¢ kabiliyetinin azaldigini, bunun sonucunda NGAL baskilanmasinin timor
metastazinda malignite i¢in gerekli olan bir adim olan epitelyal mezenkimal gecis
yeteneginin kaybina yol acabilecegini 6ne stirmektedir [87].

Yeh ve arkadaslari, yumurtalik kanseri ile ilgili ¢alismalarinda, miR-138’in
yumurtalik kanser hiicre hattinin istilasin1 ve metastaz1 baskilamada potansiyel bir
terapotik ajan olabilecegini gostermislerdir [88]. Baska bir ¢alismada ise, Liu ve
arkadaslar1 bir onkogen olan siklin D1’in (CCND1) direkt olarak miR-138 tarafindan
hedeflendigini tespit etmisler ve CCND1 mRNA'sinin miR-138 tarafindan ifadesinin
azaltildigin1 ve NPC hiicre hatlarinda hiicre dongiisiiniin G1 evresinde durdugunu

gostermislerdir [89].

4.4. miRNA ve siRNA arasindaki benzerlik ve farkhihiklar

MiRNA ve siRNA’larin arasinda belirli benzerlikler ile birlikte farkliliklar da
bulunmaktadir. Ikisi de Dicer enzimi tarafindan islenir ve karmasik RISC kompleksine
dahil edilir. Fakat miRNA'lar tek iplikli iken siRNA’larin ekzojen ¢ift iplikli oldugu
diistinilmektedir. siRNA ve miRNA arasindaki diger bir fark, siRNA’lar hayvan
hiicrelerindeki mRNA hedeflerine miikemmel bir uyumlulukla baglanirlarken,
miRNA’lar hatali eslesmeleri sayesinde birden fazla mRNA dizisinin translasyonunu
inhibe edebilirler. siRNA ve miRNA'nin her ikisi de RNA'min indikledigi
transkripsiyonel susturma (RISC) adi verilen bir islemle epigenetikte bir rol
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oynayabilir. Dolayisiyla, ayni sekilde, her ikisi de kontrol edici gen ifadesinde

oynadiklari roller nedeniyle terapotik kullanim i¢in dnemli hedeflerdir [91].
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Sekil 4.3: siRNA ve miRNA’larin gen susturma mekanizmalari.
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5. MATERYAL VE METOT

5.1. Materyal

5.1.1. Agaroz Jel Soliisyonlari

%1 Agaroz Jel: 1g agaroz 100ml 1X TAE’de ¢6ziilmiistiir. Son konsantrasyonu
1X olacak sekilde Red-Safe eklenmistir.

¢ RedSafe
Img Red Safe 1ml ddH20’da ¢6ziilmiistiir (1mg/ml).

50X TAE
242¢g Tris, 37.2g EDTA, 57.1 ml Glacial Asetik Asit karistirilip ddH2O ile 1L’ye

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

Bakteriyel sus olarak Escherichia coli (E. coli) DHS5a kullanilmustir.
5.1.3. Mikrobiyoloji Besi Yeri ve Soliisyonlar:

¢ LB Besi yeri
10 g pepton, 5g maya ekstrakti ve 10g NaCl 1 litre ddH20 igerisinde ¢6ziilmiis

ve otoklavlanmuistir.

e Agar Besiyeri
15 gr Bacto agar LB besi yerine eklenip otoklavlanmigtir. Otoklav sonrasi

petrilere dokiilerek kullanilmistir.

¢ %80 Gliserol Bakteri Stok Soliisyonu
80ml %100 gliserol 20ml ddH20 eklenip otoklavlanmustir.
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¢ 0.5 M PIPES Soliisyonu (pH 6.7)
15.1g PIPES 80ml ddH-0 da ¢oziiliip 5SM KOH ile pH 6.7 ye ayarlanip ddH>0

ile 100ml ye tamamlanmig ve 0.22 pm filtre ile filtrelenmistir.

e Inoue Ultra-kompetan Hiicre Tamponu
0.5 M PIPES Soliisyonu (pH 6.7) son konsantrasyonda 10 mM olacak sekilde,
55 mM MnCl2.4H.0, 15 mM CaCl,.2H20, 250 mM KClI ile karistirilip ddH2O ile

1L’ye tamamlanmig ve 0.22 pm filtre ile filtrelenmistir.

e Ampisilin
100 mg toz ampisilin 100 ml ddH20 igerisinde ¢oziiliip filtre edilerek stok

soliisyonu elde edilmistir. Calisma soliisyonu 100ug/ml’dir.

5.1.4. Oligoniikleotitler

PCR ve yonlendirilmis mutagenez deneylerinde kullanilan oligoniikleotitler
asagida Tablo 5.1’de belirtilmistir ve ticari olarak sentezlettirilmistir (IONTEK,
Istanbul, Tiirkiye).

Tablo 5.1: Kullanilan primerler ve dizileri.

PRIMER ADI PRIMER DiZzISI (5°-3")
PSICHECK-2_SEQ_PRIMER GCTAAGAAGTTCCCTAA
CCDC124_3'UTR_FRW TACTCTCGAGCTTCAATGCCCCCAAGTG
CCDC124_3'UTR_REV GTAGCGGCCGCTAGGCTTCAAGTGCCTCA

CCDC124_3’UTR_MUT1_FRW GCCATGCTCTTATCATTCGCCACCCGTCCT

CCDC124_3’UTR_MUT1_REV AGGACGGGTGGCGAATGATAAGAGCATGGC

CCDC124_3UTR_MUT2_FRW CCAAGGCGCCGGGCCTTAGGGCCATGCTCT

CCDC124_3UTR_MUT2_REV AGAGCATGGCCCTAAGGCCCGGCGCCTTGG
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5.1.5. Vektorler

PCR, molekiiler klonlama ve yonlendirilmis mutagenez deneylerinde Promega

firmasi tarafindan temin edilen psiCHECK-2 vektori kullanilmistir (Sekil 5.1).

BamHI 4451
SV40 Late -
poly(A) _

/ hluc+

psiCHECK™-2
HSV-TK Vector Bolit1
promoter Synthetic (6,273bp) Kpnl 58
1674 |Notl Poly(A) V40 early
1663 |Pmel enhancer/
1643 | Xhol T7 promoter
hRiuc
1640 |Sgfl \joter

hel 684

Sekil 5.1: psiCHECK-2 vektoriiniin sematik gosterimi.

5.1.6. Hiicre Hatt1 Se¢cimi

e Hela Hiicreleri

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

Organel biiyiikliiklerinin  hiicresel ~ goriintiilleme konusunda sagladigi
avantajlarinin yanit sira hem kolay transfekte olmast hem de yiiksek verimde

transfeksiyon etkinligi gdstermesi bu hiicre hattinin se¢ilmesinde etken olmustur.
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5.1.7. Hiicre Kiiltiirii Soliisyonlar:

¢ Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)
Besi yeri, yiiksek glikoz igerigine sahip DMEM (Gibco 41966) igerisine ek
olarak %10 oraninda fetal sigir serumu (Gibco 10270106), %1 oraninda
penisilin/streptomisin (Gibco 15140122) eklenerek hazirlanmistir.

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

14190) kullanilmistir.

e Tripsin
Hiicrelerin kiiltiire edildikleri petriyle temasim1 saglayan fokal adhezyon
molekiillerini ve bir arada olmasini saglayan Kaderin molekiillerini parcalayan bir
enzimdir. Calismalar sirasinda -20°C’ ta saklanan enzim, DPBS igerisinde son

konsantrasyonu 3X olacak sekilde hiicrelere uygulanmustir.

e Hiicre Dondurma/Saklama Besi yeri
Fetal sigir serumu (Gibco 10270106) igerisine %10 Dimetil Siilfoksit (DMSO)
(Santa Cruz Biotechnology SC-358801) eklenerek hazirlanan dondurma/saklama besi

yeri, karanlik ortamda, +4 °C’ta stoklanarak kullanilmistr.
5.1.8. Immiinoblot Soliisyonlar:

¢ RIPA Liziz Tamponu
Son konsantrasyonu 5X olacak sekilde hazirlanan tampon 250 Mm Tris, 750
Mm NaCl, %5 SDS, %1 NP40, %8 Igepal icermektedir.

¢ RIPA Liziz Soliisyonu

1,5 X RIPA liziz tamponuna son konsantrasyonu 1X olacak sekilde proteaz

inhibitori eklenerek hazirlanmistir.

26



e 50X Proteaz Inhibitdrii soliisyonu
1 tablet proteaz inhibitdrii (Roche 11 873 580 001) 1ml ddH2O igerisinde

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

¢ SDS-PAGE ve Jel Formiilasyonlar1
Ayirma ve yiiriitme jelleri Tablo 5.2 ve Tablo 5.3’te verilen bilesen ve oranlar

kullanilarak hazirlanmistir.

Tablo 5.2: Yiiriitme jeli i¢in gerekli malzemeler ve miktarlar.

YURUTME JELI %12
1.5 M Tris-HCI pH 8.8 1250 ul
ddH,0 1675 ul
% 30 Acryl / bis (37.5:1) | 2000 pul
% 25 SDS 20 pl
%10 APS 50 pl
TEMED 5ul

Tablo 5.3: Ayirma jeli i¢in gerekli malzemeler ve miktarlar.

AYIRMA JELI %4

0.5 M Tris-HCI pH 6.8 1250 ul
ddH20 3009 ul
% 30 Acryl / bis (37.5:1) 666 ul
% 25 SDS 20 ul
%10 APS 50 ul
TEMED S5ul

e Transfer Tamponu, 10X
30.3 g Tris ve 144 g glisin ddH20 igerisinde ¢oziilerek 1L’ ye tamamlanmustir.
Her deneyde taze hazirlanmak kosuluyla, 1X transfer tamponu %20 metanol i¢erecek

sekilde ddH20 hazirlanarak soguk olarak kullanilmigtir.
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e Yiirtitme Tamponu, 1X
Her deneyde taze hazirlanmak kosuluyla, son konsantrasyonda 1X transfer
tamponuna %4 oraninda SDS eklenerek ddH20 ile 1L"“ye tamamlanmustir.

¢ TBS, 10X
24.2 g Tris ve 87.6 g NaCl 1 L ddH:O igerisinde ¢oziilerek, pH'1 7.6 olacak

sekilde ayarlanmistir.

¢ 1X TBS-T
10X TBS soliisyonu ddH>O igerisinde 1X’e diisiiriiliip icerisine %1 Tween-20

eklenmistir.

¢ 1.5 M Tris-HCI, pH 8.8
ddH20 igerisinde 181,5 g Tris ¢ozilip pH 8.8 ‘e ayarlanmistir ve 1L’ye

tamamlanmastir.

¢0.5 M Tris-HCI, pH 6.8
ddH.O igerisinde 60,5 g Tris ¢ozilip pH 6.8 ‘e ayarlanmis ve 1L’ye

tamamlanmustir.

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

icerisinde ¢oziilerek kullanilmustir.
¢ WB Bloklama soliisyonu

1X TBS-T igerisinde agirlikca %5 BSA veya yagsiz siit tozu ¢oziilerek

hazirlanmustir.
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5.1.10. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Bilesenleri

Standart PCR amplifikasyonlart i¢in kullanilan bilesenleri Tablo 5.4 de

belirtilmistir.

Tablo 5.4: PCR deney malzemeleri ve miktarlari.

BILESENLER
100 ng Kalip DNA

0.5 uM Forward Primer

0.5 uM Reverse Primer
0.2 mM dNTP Mix

1.5 mM MgCl;

1,25U Taq DNA Polimeraz
1X Taq Buffer

Yonlendirilmis mutagenez yontemi ig¢in kullanilan bilesenler Tablo 5.5’da

belirtilmistir.

Tablo 5.5: Yonlendirilmis mutagenez PCR deney malzemeleri ve miktarlari.

BILESENLER

20 ng kalip vektor

0.2 uM Forward Primer

0.2 uM Reverse Primer

250 uM ya da 0.2 mM dNTP

1X buffer

1,5 ul Pfu Ultra 11 DNA polimeraz

29



5.1.11. Ligasyon Deney Bilesenleri

Ligasyon deneyinde kullanilan bilesenler asagidaki Tablo 5.6’ de belirtilmistir.

Tablo 5.6: Ligasyon deneyi bilesenleri ve konsantrasyonlari.

BILESENLER

1X Ligasyon Tamponu

T4 DNA Ligaz (5 V)

150 ng Kesilmis Vektor
Entegre edilecek DNA bdlgesi

(3:1 veya 5:1 molar oranda)

5.1.12. Hiicre Transfeksiyonu

Lisiferaz testi ve western blot deneylerinde vektorlerin ve mikroRNA’larin
reaktifi siRNA’larin
transfeksiyonu ise Lipofectamine-RNAiMAX reaktifi ile gergeklestirilmistir.

transfeksiyonu ig¢in Lipofectamine-2000 kullanilmustir.

Tablo 5.7: HeLa hiicre hattinin vektorlerle transfeksiyon malzemeleri ve miktarlari.

KULTUR | EKILEN | OPTIMEM | PLAZMIT | LIPOFECTAMINE | TOPLAM
KABI HUCRE | TAMPON | DNA — 2000 REAKTIF | BESIYERI
SAYISI | MIKTARI | MIKTARI | MIKTARI (SERUMLU)
96-kuyu | 10.10° |20 ul 50 ng 0,3 ul 100 pl
petri ya da
100 ng
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Tablo 5.8: HeLa hiicre hattinin vektorlerle ve mikroRNA ile transfeksiyon
malzemeleri ve miktarlari.

KULTUR | EKILEN | OPTIMEM | PLAZMID | MIKRORNA | LIPOFECTAMINE- | TOPLAM
KABI HUCRE | TAMPON | DNA MIKTARI 2000  REAKTIF | BESIYERI
SAYISI | MIKTARI | MIKTARI | (miR138 MIKTARI (SERUMLU)
veya
miRNegatif)
96-kuyu | 10.10° 20 pl 50ngya | 20nM (1ul) 0,3 ul 100 ul
petri da 100ng

Tablo 5.9: HeLa hiicre hattinin siRNA ile transfeksiyon malzemeleri ve miktarlart.

KULTUR | EKILEN | OPTIMEM | siRNA LIPOFECTAMINE- | TOPLAM
KABI HUCRE | TAMPON | MIKTARI | RNAIMAX BESIYERI
SAYISI | MIKTARI REAKTIF (SERUMLU)
MIKTARI
6-kuyu 12.10* 600 pl 10 nM 6 pl 3ml
petri (1,5ul)

Tablo 5.10: HelLa hiicre hattinin siRNA ve vektorlerle transfeksiyon malzemeleri ve

miktarlari.
KULTUR | EKILEN | OPTIMEM siRNA | PLAZMID | LIPOFECTAMINE- TOPLAM
KABI HUCRE | TAMPON | MIKTARI DNA RNAIMAX BESIYERI
SAYISI | MIKTARI MIKTARI | REAKTIF MIiKTARI | (SERUMLU)
96- 10.10° 20 ul 10nM 50 ng 0,2 ul 100 ul
kuyu (0,5ul)
petri
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5.1.13. Liisiferaz Testi Soliisyonlari

e Dual-Glo Lusiferaz Reaktifi

Promega firmasindan satin alinan kit igerisinde hazir olarak bulunan 100 ml
Dual-Glo Liisiferaz Tamponu liyofilize olan Dual-Glo substratinin iizerine transfer
edilerek reaktif olusturulmustur. Bu reaktif -80°C’ta muhafaza edilerek kullanilmus.

e Dual- Glo Stop & Glo Reaktifi

Bu reaktif deney asamasinda Dual Glo Stop& Glo Substrate, Dual Glo Stop&
Glo Tamponu igerisinde 1:100 oraninda karistirilarak taze olarak hazirlanmistir. Dual
Glo Stop& Glo Tamponu ve Dual Glo Stop& Glo Substrate -20°C’ta muhafaza

edilmistir.

5.1.14. Kullanilan Antikorlar

Western blot deneylerinde kullanilan antikorlar sirasiyla asagida belirtilmistir

(Tablo 5.11).
Tablo 5.11: Kullanilan Antikorlar.
ANTIKOR ELDE EpiLDIGi FIRMA KATALOG |WB
ORGANIZMA NUMARASI | orani
Ccdc124 Tavsan Protein Tech 27106-1-AP | 1/1000
Calnexin Tavsan Abcam ab22595 1/2000
Rabbit IgG | Kegi Sigma Aldrich | A9169 1/5000
Mouse IgG | Tavsan Sigma Aldrich | A9044 1/5000
a-Tubulin Fare Sigma Aldrich | T5168 1/1000

5.1.15. Kullanilan Cihazlar

Deneylerde kullanilan cihazlara, cihazlarin markalarma ve model numaralarina

ait liste agagidaki Tablo 5.12° da yer almaktadir.




Tablo 5.12: Kullanilan cihazlar.

CIHAZIN ADI CIHAZIN CIHAZIN MODELI
MARKASI

Immunoblot Ekipmanlar1 BIO-RAD Mini-PROTEAN® Tetra
Handcast Systems

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

Agaroz Jel ve Immunoblot | BIO-RAD ChemiDoc XRS+

Goriintiileme Cihazi

Canli Hiicre Goriintiileme Leica DMi8

Mikroskobu

Calkalayici Labnet ROCKER 25

Hassas Terazi ADAM PGW 253i

Kuru Banyo (Is1 Blogu) Benchmark BSH1002-E

Dondiiriicti/Calkalayici Biosan RS-60

Vortex SCILOGEX MX-S

Sogutmal1 Eppendorf HITACHI CT-15RE

Santrifiij Cihaz1

Sogutmal1 Falkon Santrifiij | NUVE NF-1200R

Cihaz1

PCR Cihazi Biometra Analytik-Jena

Laminar Akim Kabini Cryste

Inkiibator Heal Force Smart Cell

Su Banyosu Wisd WiseBath

Multimod Mikroplaka
Okuyucu

Thermo Scientific

Varioskan Flash
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5.2. Metot

5.2.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu asagida belirtilen sicakliklarda gergeklestirilmistir.

Tablo 5.13: Uygulanan PCR Sartlar.

SUREC SICAKLIKLAR | SURELER | TEKRAR SAYISI
Ana Denatiirasyon 94°C 5 dk 1 defa
Denatiirasyon 94°C 30 saniye

Baglanma 60°C 1 dk

Uzama 72°C 1dk / 1kb 29 defa

Son Uzama 72°C 7 dk 1 defa

5.2.2. Restriksiyon Endoniikleaz Kesimi

1 ng DNA’y1 kesmek icin totalde 4 {inite enzim olacak sekilde reaksiyon
kurulmustur. Reaksiyon 37°C’ta 30dk-1saat arasinda bekletilmistir. Enzim kesiminde
Notl ve Xhol enzimleri kullanilmistir.

5.2.3. Niikleik Asit Konsantrasyon Tayini

Niikleik asitlerin konsantrasyonlar1 ve safliklar1 Nanodrop cihazinda

belirlenmistir.

5.2.4. Yonlendirilmis Mutagenez

Hedef bolgeye uygun tasarlanan mutant primerler ile plazmit DNA’nin
cogaltilmast saglanmistir. Yonlendirilmis mutagenez i¢in PCR amplifikasyonu

sicaklik kosullar1 agsagida tabloda belirtildigi gibidir.
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Tablo 5.14: Yonlendirilmis mutagenez i¢in uygulanan PCR Sartlar.

SUREC SICAKLIKLAR | SURELER TEKRAR
Ana Denatiirasyon 94°C 2 dk 1 defa
Denatiirasyon 94°C 30 saniye

Baglanma 56°C -61°C 1dk 30 defa
Uzama 72°C 90 saniye / 1kb

Son Uzama 72°C 7 dk 1 defa

PCR sonrasi 6rneklerden 5 pl alinip 1X Yiikleme boyasi ile karistirilip agaroz
jel elektroforezinde yiiriitiiliip amplifikasyon durumu incelenmistir. Uriin olusumu
gozlenen 6rneklere Dpnl kesimi uygulanmistir. Buna gore, iirtinlere 1X olacak sekilde
CutSmart Tampondan 5 pl ve 1 pl Dpnl enzimi eklenerek 2 saat 37 °C’ta inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda 1X T4 DNA Ligaz Tamponu ve 2 ul T4 DNA Ligaz
enzimi eklenerek karisim 16 saat 16°C’ta inkiibe edilmistir. Gece boyu ligasyonu
saglanan Ornegin hacmi 3 esit parcaya bdliinerek transformasyon asamasina

gecilmistir (Bknz., B6lim 5.2.9).
5.2.5. Agaroz Jelde DNA’nin Yiiriitiilmesi

%1°lik olacak sekilde uygun miktar agaroz 1X TAE Tamponun icerisine eklenip
mikrodalga firinda eritilmistir ve igerisine son konsantrasyonu 10 pg/ml olacak sekilde
RedSafe eklenmistir. Ornekler 6X Yiikleme boyasinin son konsantrasyonu 1X olacak
sekilde hesaplanip jel kuyularina yiiklenmistir. Ornekler DNA’nin biiyiikliigiine uygun

volt ve stirelerde yiiriitiilmustiir.
5.2.6. Agaroz Jelden DNA izolasyonu

Klonlanacak DNA bdlgeleri PCR yontemi ile ¢ogaltildiktan sonra agaroz jelde
yuritiiliip uygun biiyiliklikte olup olmadiklar1 kontrol edilmistir ve QIAquick Gel
Extraction Kit (QIAGEN, Cat No: 28704) kullanilarak jelden izole edilmistir.
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5.2.7. Vektorlerin Olusturulmasi

CCDC124 geninin 3’UTR bolgesini amplifiye etmek i¢in bu bolgeye uygun ileri
(CCDC124-3’UTR-Frw) ve geri (CCDC124-3’UTR-Rvr) primerler tasarlanmistir.
Amplifiye edilen CCDC124-3’UTR bolgesi ve psiCHECK-2 vektorii Xhol ve Notl
enzimleri ile kesilmistir. Kesilen 3’UTR bolgesi psiCHECK?2 vektoriine klonlanarak
psiCHECK-3’UTR vektorii elde edilmistir. psiCHECK-Mutantl ve psiCHECK -
Mutant2 vektorleri ise yonlendirilmis mutagenez yontemi ile psiCHECK-3’UTR

tizerinde uygun mutant primerler kullanilarak elde edilmistir (Sekil 5.2).

BsSrgl .
Forward primer

ETTCAATGOCCOCAAMGTS
CCAACATGOGGE TETORCAGE TGAAACAGCTEET CAAGAAGGAGTEGCT COGLTCTCCTGACAACCCCATGAAL CAGCGEEC CETECCC TTCAATGLCODCAAGTGA
GETTGTACGCOGACAGCET CGACT TTGTCGACGAGTTCTTOC TCACCGAGGL GAGAGGAC TETT GEGETACT TEETCGLCOGGEACGGEAAGTTACGGEGETTCACT

198 192 194 196 198 208 2oz o4 206 208 218 212 214 216 218 228 22 224
PH HIRESS Q IONEDQ IDNENEEENIERW JIBNRY s P IDPN F M N @ IRDA NS P JEH A P JEN +

% CCDC124-801 Exon S »%
3 CCDC124 F

17,943 628 17,543 649 17,543, 668 17,943, 680 17,543, Tod

GCCCAGAAC TTGEGGAGCCAGT TCACCCACBGGETGET CCAGG TCACGAC TCTECACGCCCTTAGGLC AGGTCAGE TGOGAGGGET CAC AGAGCGT TCCGGGGELCAAG
CEGGETCT TEAACCCCTOGG TCAAGTGEET GO ACCAGETOCAG TR TEAGA G TG GEEAA T CGETOCAGTCGACGCTCC CAGTG T TCGLAAGGCCOOCGETTE
= CCDC124-8@1 Exon 5 =

3 CCDC124 E

17,543, 748 17,543, Toa 17,943, TaR 17,543, Bd

KF1T
GOGCCGGEUOCCGGGECATGC TCTTATCACCAGCCACCOGTCC TOOOGLCAGAGHG TCCCTGECCCGAGTGACACCOCATCOCCTCCCATCOC COGGGEGTGTGT
CEOGGLCCEGEECCICGET ACGAGAATAGTEE TCGET GEGCAGGAGEGLEET CTOOCAGGEACGEEGC TCACTETEGGE TAGGEEAGGE TAGGEGGCCGOGLACACA

» CCDC124-881 Exon 5 w3
] CCDC1Z4 F

17,543 848 17,543 868 17,943 =ae 17,543, 508 17,543 929

GTAGAGCCTCAGGGCTGAGTGLCCAAT AAAGG TEELGECAAGGL TEOGETGAGGLALTTGAA
CATCTOGGAGTCCCGAC TCACGEGTTATT TCCACCGECGTTCCGACGOCACTOCGTGAACTT

BCTCCGTGAACTT
» CCOC134-881 Exon § Reverse primer
3 oCociza
17,343, 548 17,543, 968 17,943, 588

Sekil 5.2: CCDC124-3’UTR bolgesi ve tasarlanan forward ve reverse primer
bolgeleri.

Hedef bolge olan CCDC124 geninin 3’UTR bolgesinin tamami tasarlanan
CCDC124 3°’UTR_FRW ve CCDC124 3’UTR_REV primerleri ile PCR yontemi ile
cogaltilmistir. Cogaltilan bu DNA bdlgesi ve klonlama yapilacak olan psiCHECK2
vektorii sirasiyla Xhol ve Notl restriksiyon enzimleri ile kesim bolgelerinden

kesilmistir. Kesim sonrast PCR iiriiniimiiz 3’UTR bolgesi ve psiCHECK2 vektorii
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uygun sicaklik kosullarinda ligasyonlar1 saglandiktan sonra E.coli DH5a susuna
transforme edilmistir. Segilen bakteri kolonilerine mini-prep DNA izolasyonu
protokolii uygulanarak izole edilen plazmidlerin ligasyonunun olup olmadiginin
kontrolleri PCR (Sekil 6.4) ve restriksiyon enzim kesimi (Sekil 6.3) yontemleri ile
yapilmuistir.

5.2.8. Ultra Kompetent Hiicre Hazirlamsi

Stok E.coli DHSa bakteri hiicrelerinden 6n kiiltiir elde edebilmek i¢in 50 pl
alinip 3 ml LB igerisine eklendikten sonra gece boyu 37 °C’ ta ¢alkalamali (200 rpm)
inkiibasyona birakilmistir. Biiyliyen on kiiltiirden hacimce %1°1 asmayacak sekilde
250 ml LB’ye asilama yapilip 37 °C’ ta ¢alkalamali inkiibasyona birakilmistir. Bakteri
yogunlugu 600 nm’de Olgililen absorbans degerleri talip edilerek 0.55’e ulastiginda
kiiltir buz tizerine alinmistir. Bu islemden sonra buz iizerinde olmak kosuluyla
santrifiij sonrast hiicre pelleti 80 ml soguk Inoue Ultra Competent Hiicre Tamponunda
¢oziliip tekrar 4 °C’ ta 10 dk 4000 rpm’de santriflij yapilmistir. Santrifiij sonrasi {ist
stvi dokiiliip hiicre pelleti 20 ml soguk Inoue Ultra Competent Hiicre Tamponunda
¢oziilmiistiir. Uzerine 1.5 ml DMSO eklenip karistirilarak 10dk buzda bekletilmistir.
Ardindan karisim ependorflara dagitilarak sivi azotta 2-3 dk bekletilerek -80 °C

sogutucuda daha sonra kullanilmak {izere saklamistir.

5.2.9. Transformasyon

100 pl ultra kompetent E. Coli DH5a susu 20ng plazmid DNA ile dikkatli bir
sekilde karistirilip buzda 30 dakika bekletilmistir. 30dk sonunda 42°C ye alinip 90
saniye 1s1 soku uygulanmistir. Ardindan 3dk buzda bekletilip her tiipe Iml LB eklenip
1 saat 37°C’de ¢alkalanarak inkiibe edilmistir. 1 saat sonunda 10.000 rpm’de 5dk
santrifiij edilip supernatantlar dikkatli ve yavas bir sekilde uzaklastirilip pelletin
iizerinde kalan bir miktar LB ile pellet ¢oziiliip 6nceden hazirlanmis kati besiyeri

iizerine dokiiliip iyice yayilmistir ve gece boyunca 37°C’de inkiibasyona birakilmistir.
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5.2.10. Bakteri Hiicrelerinin Saklanmasi

Bakteriler kati agar {lizerinde tek koloni diisiirme yontemiyle ekilmistir. 16-18
saat 37°C’ta inkiibasyona birakildiktan sonra tekil koloni segilerek 3 ml LB igerisinde
bilyltilmistir. Ardindan %80 gliserol stok soliisyonu igerisine eklenerek -80°C’ta

saklanmuistir.

5.2.11. Stok Hiicrelerin Kriyoprezervasyonu

Hiicreler tripsin ile petriden kaldirildiktan sonra iizerine taze besi yeri eklenip 5
dk 1500 rpm’de santrifiij edilmistir. Pellet olarak dibe ¢oken hiicrelerin {izerindeki iist
stvi uzaklagtirilmistir. Hiicreler dondurma/saklama soliisyonu igerisinde ¢oziiliip
kriyotiiplere aktarilmigtir. -80°C’ta 1 hafta saklandiktan sonra uzun siireli stoklama

i¢in s1v1 azota aktarilmistir.

5.2.12. Dondurulmus Stok Hiicrelerin Acilmasi

S1v1 azottan veya -80 °C’tan ¢ikarilan stok hiicreler 6nceden 1sitilmis 10 ml taze
medium ile 15 ml’lik falkona aktarilmistir. Hiicreler 1500 rpm’de 5 dk santrifiij
edildikten sonra st s1v1 uzaklastirilmistir. Pellet olan hiicreler 10 ml taze medium ile
lyice ¢oziildiikten sonra 10 cm’lik petriye aktarilarak 37°C’ta %5 CO3’li ortamda

inkiibasyona birakilmustir.

5.2.13. Hiicre Kiiltiirii

HeLa wvahsi tip hiicre hattt -196°C siv1i azottan alinip iizerindeki
dondurma/saklama mediumu, taze DMEM (%10 FBS ve %]1 Pen/Strep igeren) ile
uzaklastirllmistir. Hiicreler 10 cm’lik petrilere ekilip 37 °C sicaklik ve %5 CO2
saglayan inkiibatorde biiytitiilmiistiir.
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5.2.14. Transfeksiyon

e Lipofectamine 2000 Reaktif ile;

Her plazmit DNA ve/veya mikroRNA i¢in iki ependorf tiip hazirlanip, birinci ve
ikinci tiiplere gerekli miktarda Optimem tamponu eklenip birinci tiiplere uygun
miktarlarda plazmit DNA (50ng) ve/veya mikroRNA (20 nM) eklenmistir. Ikinci
tiiplere ise Lipofectamine 2000 Reaktifi eklenerek 5 dk oda sicakliginda inkiibasyona
birakilmigtir. Ardindan birinci tiipler ikinci tiiplerin tizerine transfer edilerek oda
sicakliginda 20 dk inkiibasyonu saglanmistir. Bu islemden sonra transfeksiyon
karisimi hiicrelerin ekili oldugu serumlu medium igerisine damla damla damlatilarak
eklenmistir. Hiicreler liisiferaz testi deneyleri igin 48.saate kadar 37 °C sicaklik ve %5

CO; saglayan inkiibatorde inkiibasyona birakilmistir.

e Lipofectamine RNAIMAX Reaktif ile transfeksiyon;

Her bir siRNA ig¢in iki ependorf tiip hazirlanarak, birinci ve ikinci tiiplere gerekli
miktarda Optimem tamponu eklenip birinci tiiplere uygun miktarlarda SIRNA
eklenmistir. Ikinci tiiplere ise Lipofectamine RNAIMAX Reaktifi eklenmistir.
Ardindan birinci tiipler ikinci tiiplerin tizerine transfer edilerek oda sicakliginda 20 dk
inkiibasyonu saglanmistir. Bu islemden sonra transfeksiyon karigimi hiicrelerin ekili
oldugu serumlu medium igerisine damla damla damlatilarak eklenmistir. Hiicreler
lisiferaz testi deneyleri igin 48.saate kadar 37 °C sicaklik ve %5 CO: saglayan

inkiibatorde inkiibasyona birakilmstir.

5.2.15. Liisiferaz Testi Deneyleri

Bu deneylerde alt1 151k gegirmeyen 96 kuyulu plate kullanilmistir. Her 6rnekten
3 kontrolii olacak sekilde her kuyuya 10x103hiicre ekimi yapilmustir. Hiicre ekiminden
24 saat sonra Lipofectamine-2000 ile plazmitler ve mikroRNA’larin transfeksiyonu
saglanmistir.

Transfeksyiondan 48 saat sonrasinda, hiicrelerin tizerindeki besi yeri
uzaklastirilip 75 ul ATM (Anaerobic Transport Medium) eklenmis ve oda sicakliginda
inkiibasyon saglanmistir. Ardindan her 6rnegin lizerine 75 pl Dual-Glo Liisiferaz

Reaktifi eklenerek pipet yardimi ile hiicrelerin parcalanmasi saglanmistir. 25. dk'da
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560 nm dalga boyunda “Firefly” luminometrik 6l¢iim yapilmigtir. Luminometrik
Ol¢iim tamamlandiktan sonra her 6rnegin iizerine 75 pl Dual-Glo&Stop-Glo Liisiferaz
Reaktifi eklenip 25.dk’da 480 nm dalga boyunda Renilla luminometrik o6l¢iimii
yapilmistir. Kor 6l¢iimler tiim kontrollerden ¢ikarilip Renilla/Firefly oranlar1 grafiksel

olarak gosterilmistir.
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6. SONUCLAR

6.1. Biyoinformatik Analiz Sonuclari

Hiicrede bir mRNA dizisi birden fazla mikroRNA tarafindan hedeflenebilecegi
gibi, bir mikroRNA’nin birden fazla mRNA hedefi de olabilmektedir. Dolayisiyla
hiicre igerisinde Ccdcl124 proteinin ribozomda olusumundan 6nce mRNA'sini
hedefleyen mikroRNA’larin belirlenmesi gerekmektedir. Bu tez calismamizin
hedefleri dogrultusunda Oncelikli olarak biyoinformatik ¢aligmalarla olas1
mikroRNA’lar belirlenmis, ardindan hedef mikroRNA’larin Ccdc124 mRNA's1 ile
etkilesimi iizerine ¢alisiimistir.

Yapilan arastirmalar sonucunda kullandigimiz miRanda

(http://www.microrna.org/microrna/getGeneForm.do) sunucusundaki analizlerde

Ccdc124 mRNA'simin iyi bir mirSVR (miRNA support vector regression algorithm)
skoru ile hedeflenmesini saglayan korunmus bir mikroRNA belirlenmistir. miSVR
skoru, mRNA ifade seviyesi lizerindeki miRNA etkisinin bir tahminidir yani bu skor
ne kadar negatif olursa, etkinin o kadar biiyiik olacagi 6ngoriilmektedir. Sonug olarak,
Ccdc124 mRNA'sini1 hedefleyen diger mikroRNA’lar igerisinde en iyi negatif sonuca
sahip ve iyi mirSVR skorlu mikroRNA’nin “hsa-miR-138" oldugu belirlenmistir
(Sekil 6.1).
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iz

3" gelGRRACTARGUGIUGUGETUCGa &' hesa—miPR-l2E MirSVR score: -0.2603

121:5' ggGCCAUCCTCUUANCACCAES: 21 CODCL24 PhastCons score: 0.4504

Mouseovar 2 miRNA mature name to see the miRNA/CCDC124 alignment.

1 GCCCAGAACULGEGGEATCCAGUUC ACCCACEGELGGUCCAGEUC ACGACUCUGCACGCCCUUAGGCCAGGUCAGT

miR-138
75 UGCGAGGEUCACAGAGTOUUCCGEG0ECCAAGGTGLCEEGLCCCGaEECCALGIUCUAUCACCAGICACCOGUC 10

151 CUCCOGCCAGAGGEUC CCUGCCCCGAGURACA COCCALC CODUC CCALN COC GG ACOUGUGUGUAGAGITUCA 400

225 GEGCUGAGLGCCCAMIARAGEUGECGEEC ALGECUGCGEUGNGEC 15z

Sekil 6.1: CCDC124 mRNA’sin1 hedefleyen mikroRNA miR-138’in microrna.org
(miRanda) veri tabaninda belirlenmesi ve baglandigi bolgenin gosterilmesi.

TargetScan (http://www.targetscan.org/vert_72/) sunucusunda yapilan analiz

sonucunda da hsa-miR-138’in Ccdc124 mRNA’sin1 hedefledigi sonucuna varilmstir.

Ayrica hedeflenen bu bolgenin 84 farkli tiir arasindan 13’tinde korunmus oldugu

belirlenmistir. Tablo 6.1’de gosterilen skorlandirmalarda, mikroRNA’nin baglandigi

bolgenin 3’ ucuna yakin olup olmamasi ve baglanma bélgesinin korunmusluguna gore,

miR-138 orta kuvvette (site type:7 mer) baglanan mikroRNA listesinde yer aldigini

gostermektedir (Tablo 6.1).

Tablo 6.1: TargetScan sunucusunda yapilan analiz sonucu.

Predicted consequential pairing of target region | Site Context++ | Context++
(top) and miRNA (bottom) type score score
percentile
Position
136-142 of | 5’ ,,, GGGCCAUGCUCUUAUCACCAGCC. .
Ccdcl24 Tmer- | -0.33 94
3’UTR m8
hsa-miR-
138 -5p 3>  GCCGGACUAAGUGUUGUGGUCGA

42


http://www.targetscan.org/vert_72/

Bu sonuglar dogrultusunda, miR-138’in baglandig1 bodlgenin korunmasinin
CCDC124 geninin 3’UTR’sine bagli olup olmadigint anlamak i¢in 10 tiir igerisinde
CCDC124 geninin 3’UTR bolgeleri Clustal Omega

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) sunucusunda hizalanmistir. Ccdcl24

proteininin insandan mantara bir¢cok Okaryotik organizmada korunmus bir protein
oldugu bilinmekle birlikte Clustal Omega sunucusunda yapilan hizalama analizinde
10 yakin tiir memeli arasinda bu proteinin 3’UTR bdlgelerinin %75 oraninda
korunmus oldugunu belirlenmistir. Hsa-miR-138 baglanma bolgesinin ise (133-147.
Baz aralig1) bu memeli tiirleri arasinda %100 korundugu tespit edilmistir (Sekil 6.2).
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GCCCAGAACUGGGGGAGCCAGUUCACCCACGGGUGAUCCAGGUCACGAVUCUGCACGCCC
GCCCAGAACUGGGGGAGCCAGUUCACCCACGGRUGGUCCAGGUCACGAUUCCGCACGLCC
GCCCAGAACUGGGGGAGCCAGUUCACCCACGGRUGGUCCAGGUCACGACUCUGCACGLCC
GCCCAGAACUGGGGGAGCCAGUUCACCCACGGRUGGUCCAGGUCACGACUCUGCACGLCC
GCCCAGAACUGGGGGAGCCAGUUCACCCACGGGUGGUCCAGGUCACGACUCUGCACGLCC
GCCCAGAACUUGGGGAGCCAGUUCACCCACGGRUGGUCCAGGUCACGACUCUGCACGLUC
GCCCAGAACUUGGGGAGCCAGUUCACCCACGGGUGGUCCAGGUCACGACUCUGCACGLCC
GCCCAGAACUUGGGGAGCCAGUUCACCCACGGRUGGUCCAGGUCACGACUCUGCACGLCC
GCCCAGAACUUGGGGAGCCAGUUCACCCACGGRUGGUCCAGGUCACGACUCUGCACGLCC

GCCCAGAACUUGGGGAGCCAGUUCACCCACGGRUGGUCCAGGUUACGACUCUGCACGCCY
EE R e e P T P PN T T T

UUUCGCCAGGUCAGCUUCGAGGAUCACCGAGCAGUCCGRGGACCCAG----- GUGCCG-G
UUCCGCCAGGUCAGCUGCGAGGAUCACCGAGCAGUCCGGGGACCCAG----- GUGCAG-G
UUACGCCAGGUCAGCUUCAAGGGUCACAGAGCGUUCCGGEGEGEELGGCCAAGGCGUCAGG
UUACGCCAGGUCAGCUUCAAGGGUCACAGAGCGUUCCGGLGEGG-GGGCCAAGGCGUCAGG
UUACGCCAGGUCAGCUUCAAGGGUCACAGAGCGUUCCGGGEG- - -GGCCAAGGLGUCEGG
UUAGACCAGGUCAGCUGCGAGGGUCACAGAGCGUUCCGRGG----- GCCAAGGCGCCGGG
UUAGGCCAGGUCAGCUGCGAGGGUCACAGAGCGUUCCGG------~ GCCAAGGCGCCGGG
UUAGGCCAGGUCAGCUGCGAGGGUCACAGAGCGUUCCGRGGE----- GCCAAGGCGCCGGG
UUAGGCCAGGUCAGCUGCGAGGGUCACAGAGCGUUCCGRGG----- GCCAAGGCGLCCGGG

UUAGGCCAAGUCAGCUGCGAGGGUCACAGAGCGUUCUGGGG----- GCCAAGGCGCCGGG
R ORER EERRRER B KRR RREE RREE KR XX ® ¥ % *

UCCCCAGAGCCAUGCUCUAUCACCAGCCACCCCUCCUCCUGCCAGAGGRUCCCUGCCCCA
UCCCCAGGGCCAUGUUCUAUCACCAGCCACCCCUCCUCCUGCCAGAGGGUUCCUGCCLCG
CCCCGGEGECCAUGCUGUUAUCACCAGCCACCCGUCCUCCCGLCAGAGRAUCCCUGCCCCA
CCCCGGGECCAUGCUGUUAUCACCAGCCACCCGUCCUCCCGCCAGAGGAUCCCUGCCCCA
CCCCGERGECCAUGCUGUUAUCACCAGCCACCCGUCCUCCCRCCAGAGRAUCCCUGCCCCA
CCCCGGGGCCAUGCUCUUAUCACCAGCCACCCGUCCUCCCGCCAGAGGGUCCCUGCCCCG
CCCCGEEGECCAUGCUCUUAUCACCAGCCACCCGUCCUCCCGLCAGAGGGUCCUUGLCLCG
CCCCGEAGECCAUGCUCUUAUCACCAGCCACCCRUCCUCCCRLCAGAGGGUC-CUGCCLCG
CCCCGGGECCAUGCUCUUAUCACCAGCCACCCGUCCUCCCGLCAGAGGGUCCCUGLCLCG

CCCCGGGECCAUGCUCUUAUCACCAGCCACCCGUCCUCCCGCCAGAGGGUCCCUGCLCCG
LE TN FERRRRRRRRRRERE RRRERX RRRRRRER ¥ kR¥EkE

AGUGACACCCCACCCCCUCCCAUCCCCCAGCGLCGUGUGUAUAGAGCCUCAGGGLUGAGUG
AGUGACACCCCAUCUCCUCCCAUCCCCCAGCGLGUGUGUGUAGAGCCUCAGGGLUGAGUC
AGUGACACCCCACCCCCUCCCAUCCCCCAGLGLGUGUGUGUAGAGCCUCAGAGCUGAGUG
AGUGACACCCCACCCCCUCCCAUCCCCCAGCGLGUGUGUGUAGAGCCUCAGAGCUGAGUG
AGUGACACCCCACCCCCUCCCAUCCCCCAGCGCGUGUGUGUAGAGCCUCAGAGCUGAGUG
AGUGACACCCCAUCCCCUCCCAUCCCCCAGCGLGUGUGUGUAGAACCUCAGGGLUGAGCG
AGUGACACCCCAUCCCCUCCCAUCCCCCOGLGCGUGUGUGUAGAGCCUCAGGGCUGAGUG
AGUGACACCCCAUCCCCUCCCAUCCCCCOGLGCAUGUGUGUAGAGCCUCAGGGCUGAGUG
AGUGACACCCCAUCCCCUCCCAUCCCCCOGLGCRUGUGUGUAGAGCCUCAGGGCUGAGUG

AGUGACACCCCAUCCCCUCCCAUCCCCCAGCGLGUGUGUGUAGAGCCUCAGGGLUGAGUG
RERRRRRRRERE ¥ RRRERRRRRRRER RREERRRRRY KRRE RRRERE BREREEE

CCCAAUAAAGGUGGCGGCAAGGCUGCGGUGAGGCACUUGAA--- 275
CCCAAUAAAGGUGGCGGCAAGGCUGCGGUGAGGCACUUGAA--- 275
CCCAAUAAAGGUGGCGGCAAGGCUGCAGUGAGGCACUUGAA--- 281
CCCAAUAAAGGUGGCGGCAAGGCUGCAGUGAGGCACUUGAA--- 280
CCCAAUAAAGGUGGCGGCAAGGCUGCAGUGAGGCACUUGAA--- 278
CCCAAUAAAGGUGGCGGCAAGGCUGCGGUGAGCACGCACUUGAA 279
CCCAAUAAAGGUGGCGGCAAGGCUGCGRUGAGGCACUUGAA--- 274
CCCAAUAAAGGUGGCGGCAAGGCUGCGGUGAGGCACUUGAA- - - 275
CCCAAUAAAGGUGGCGGCAAGGCUGCGGUGAGGCACUUGAA--- 276
CCCAAUAAAGGUGGCGGCAAGGCUGCGRUGAGGCACUUGAA--- 276

RekkRbkkkikk bk kkkkk
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Sekil 6.2: 10 memeli tiir arasinda CCDC124 geninin 3’UTR bdlgesinin hizalanmasi.
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6.2. PsICHECK-2 Vektoriine Klonlanan Bélgelerin Kontrol
Edilmesi

PSICHECK-2 vektoriine klonlanan CCDC-3’UTR bdlgesinin ligasyonun olup
olmadiginin kontrolleri PCR (Sekil 6.6) ve restriksiyon enzim kesimi (Sekil 6.5)
yontemleri ile yapilmistir. Klonlama vektorii psiCHECK-2"nin biiytikligl 6273 bp ve
klonlanan CCDC124-3’UTR bdlgesinin biiyiikliigi yaklasik 306 bp’dir. Enzim kesimi
ve PCR ile kontrollerinde klonlanan 3’UTR jelde beklendigi bant hizasinda
goriilmistiir (Sekil 6.4). Aym sekilde enzim kesimi sonrasi jelde plazmit bantlar
beklenen hizada (~6000 bp tizeri) goriilmiistiir (Sekil 6.3).

'% Plasmids
S 1. 2. Nag

6000 bp

=
-
el
=
2
-

-

-

=
o
o
o
o
el
’

Sekil 6.3: Transformasyon sonrasi segilen kolonilerden izole edilen plazmitlerin
Xhol ve Notl restriksiyon enzimleri ile kontrol kesimi. Sirasiyla 1, 2, 3, 4 numarali
kolonilerden izole edilen plazmitler.

Plasmids
Y234,

e
—

- 1000 bp
=== 750 bp
500 bp 500 bp

200 bp 250 bp

100 bp

Sekil 6.4: Transformasyon sonrasi segilen kolonilerden izole edilen plazmitlerin PCR
ile kontrolii. Sirastyla 1, 2, 3, 4 numarali kolonilerden izole edilen plazmitler. “No
DNA” kalip icermeyen negatif kontrolii gostermektedir.
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Kontrol enzim kesimi ve PCR ile dogrulanan plazmitler dizilenmek {izere
IONTEK (istanbul, Tiirkiye) firmasma gonderilmis ve sonuglar dizi analizleriyle de
dogrulanmistir (Sekil 6.5). Dizi analizi sonuglarimizda CCDC124 geninin 3°’UTR

bolgesinin sorunsuz bir sekilde psiCHECK-2 vektoriine klonlandig1 belirlenmistir.

CTCGAGCTTCAATGCCCCCAAGTGAGCCCAGAACTTGGGGAGCCAGTTCACCCACGGG T
120 130 140 150 160 170

GTCCAGGTCACGACTCTGCACGCCC TTAGGCCAGGTCAGC TG CGAGGGTCACAGAGLCGT
180 180 200 210 220 230

FCCGGGG6GCCAAGGLCGCCGGGLCCCCGGGGCCATGCTCTTATCACCAGCCACCCGTCCTCC
240 250 260 270 280 280

GCCAGAGGGTCCCTGCCCCGAGTGACACCCCATCCCCTCCCATCCCCCGGCGCGTGTGET G
300 310 320 330 340 350

P GAGCCTCAGGGCTGAGTGCCCAATAAAGGTGGCGGCAAGGCTGCGGTGAGGCACTTGAA

360 370 380 390 400 410
CCTAGCGGCCGCTGGLCCGCAAT AAAATATCTTTATTTTCATTACATCTGTGTGTTGGTTTT
=20 430 440 450 450 470 43

Sekil 6.5: izole edilen 2 numaral1 plazmitin kromatogram sonucu. Mavi ile belirtilen
bolge 3°’UTR bolgesini gostermektedir.
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6.3. Liisiferaz Testi Deneyleri

6.3.1. Transfekte Edilen psiCHECK-3’UTR Vektoriiniin Endojen
RNA interferans Sistemi Tarafindan Hedeflenmesi

HeLa hiicre hatinda yapilan lisiferaz testi deneylerinde 6ncelikle CCDC-3’UTR
bolgesini igeren psiCHECK-2 plazmitinin (psiCHECK-3’UTR) endojen RNA
interferanslar  tarafindan hedeflenip hedeflenmedigine bakilmis ve farkli
konsantrasyonlarina bagli olarak liisiferaz aktivitesinde degisiklik olup olmadig tespit
edilmistir.

“psiCHECK-empty” herhangi bir klonlama yapilmamis bos vektorii ifade
etmektedir. psSiCHECK-empty vektoriinde Renilla proteinin  ekspresyonunu
baskilayacak higbir bolge klonlanmadigr i¢in bu plazmitten sentezlenen Renilla ve
Firefly proteinlerin ekspresyonu %100 kabul edilmistir. Bu vektore gore diger
vektorlerden sentezlenen Renilla ve Firefly proteinlerinin ekspresyon seviyeleri
kiyaslanarak yiizdelik oranlari belirlenmistir. psiCHECK-3’UTR’nin ise iki farkli
konsantrasyonlarda (50ng ve 100ng) transfeksiyonlar: saglanmistir. pSiCHECK-
3’UTR vektoriinde Renillanin ucuna klonlanan CCDC-3’UTR bdélgesi nedeniyle
hiicredeki RNA interferanslar tarafindan hedeflendigi icin, bu vektorden sentezlenen
Renillanin pozitif kontroldekine (psiCHECK-empty) goére azalmasi beklenmektedir.
Grafiksel sonuglarda gozlendigi gibi bu azalmanin yaklasik olarak %60 oraninda
oldugu belirlenmistir. psSiCHECK-3’UTR plazmitinin artan konsantrasyonlarinda
hedeflenme oranin degismedigi gosterilmistir. Sonu¢ olarak, Ccdc124-3’UTR
bolgesinin hiicre igerisinde endojen RNA interferanslar tarafindan hedeflendigini ve
bu hedeflenmenin %60 oldugu gosterilmistir. Ayrica artan konsantrasyonlarda bu
oranin degismedigi belirlenmistir. Bundan sonraki deneylerde bu plazmitin
transfeksiyondaki konsantrasyonu 50 ng olacak sekilde ayarlanmistir (Sekil 6.6, Sekil
6.7, EK-A).

47



Luminometrik 6l¢iim (R/F)
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psiCHECK-empty(50ng) psiCHECK-3UTR(50ng) psiCHECK-3UTR(100ng)

Sekil 6.6: Luminometrik l¢imiin grafiklendirilmesi.

Ayni deney ikinci kez tekrar edilmis olup sonucu asagidaki grafikte

gosterilmistir (Sekil 6.7) (Ek-B).

Luminometrik Olgiim (R/F)

140
120
100
80
60
40

20

psiCHECK-empty psiCHECK-3UTR(50ng) psiCHECK-3UTR(100ng)

Sekil 6.7: Luminometrik dl¢iimiin grafiklendirilmesi (ikinci tekrar).
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6.3.2. CCDC124-3’UTR bolgesinin miR-138 varhginda ekspresyonun
belirlenmesi

Yaptigimiz biyoinformatik ¢alismalarda CCDC124 geninin 3’UTR bdlgesinin
miR-138 mikroRNA’s1 tarafindan hedeflendigini belirlemistik. Bundan sonraki
calismalardaki hedefimiz CCDC124-3’UTR’sinin miR138 varliginda ekspresyonun
ne kadar diistiigiinii belirlemek olmusgtur.

Pozitif kontrol olarak ayni sekilde psiCHECK-empty plazmiti transfekte
edilmistir. Bu deneyde kullanilan miRNegatif (HMCO003-5NMOL-miRNA negative
control- Sigma Aldrich, miRNegatif-1) negatif kontrol olarak kullanilmistir. Bu
negatif kontrol insan gen dizilerine homolojisi olmayan Caenorhabditis elegans dizisi
olarak tasarlanmis bir miRNA’dir. Dolayisiyla, hiicre icine girdiginde hicbir hedefi
olmadigindan ekspresyonu degistirmemesi beklenmektedir.

Bu deneyin tasarlanmasi asamasinda hiicre ekimi yapildiktan 24 saat sonra
klonlama plazmitleri (50ng) ve mikroRNA’larin (50nM) transfeksiyonu kullanilarak
yapilmustir. Transfeksiyondan 4 saat sonrasinda besi yeri degisikligi yapilarak hiicreler
biiyimeye birakilmis ve 48 saat sonra liisiferaz 6l¢timii yapilmistir. Renilla (480nm)
ve Firefly (560nm) liiminometrik Ol¢limlerinin oranlar1 grafikte gosterildigi gibidir
(Sekil 6.8, Ek-C).

Sekil 6.8’daki grafikte gosterildigi gibi bos plazmit olan psiCHECK-empty
plazmitinin transfekte edildigi hiicrelere ayrica miR-138 transfekte edildiginde
sonuglarda anlamli bir sonu¢ gozlenmemistir. Ayni sekilde psiCHECK-empty
transfekte edilmis hiicrelere miRNegatif transfekte edildiginde Renilla ucunda hedef
olmadigi i¢in Renilla/Firefly oraninda beklenen ile uyumlu olarak degisiklik olmadigi
gbzlenmistir. CCDC124-3’UTR’nin klonlandig1 plazmitin (psiCHECK-3UTR) hiicre
ici endojen RNA interferanslar tarafindan yaklasik olarak %65 oraninda susturuldugu

gozlenirken, mir-138 transfekte edildiginde bu oranin %70 oldugu gézlenmistir.
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Sekil 6.8: Ortalama luminometrik 6lglimiin grafiklendirilmesi.

psiCHECK-3’UTR+miR 138 transfekte edilen hiicrelerde liisiferaz aktivitesinin
psiCHECK-3’UTR ile yakin olmasi nedeniyle yontemde farklihga gidilmis ve
transfeksiyondan 4 saat sonrasinda besi yeri degisikligi yapilmadan 48 saat sonra
luminometrik 6l¢iim gerceklestirilmistir. Boylece transfeksiyonun iyi bir sekilde
gerceklestiginden emin olarak sonucun anlamli olup olmadigini belirlemek i¢in deney
tekrar edilmistir (Sekil 6.9, EK-D).

Sekil 6.9’de gosterilen grafige gore, yapilan bu deneyde psiCHECK-3’UTR’nin
endojen RNA interferanslar tarafindan yaklasik olarak %60 oraninda susturuldugu ve
miR138 verildiginde ise bu oranin %70’e ylikseldigi gozlenmistir. Dolayisiyla
transfeksiyon yapildiktan besi yerinin degistirilmemesi sonucunda miR-138

etkinliginin arttig1 belirlenmistir.
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Sekil 6.9: Ortalama luminometrik 6lgtimiin grafiklendirilmesi.

Sekil 6.9°da  psiCHECK-empty+miRNegatif kontroliindeki  hiicrelerde
miRNegatif kontroliiniin transfeksiyonunun ekspresyona etki etmeyip psiCHECK-
empty kontroliindeki gibi bir sonu¢ vermesi beklenirken bu sonucun farkli oldugu
tespit edilmistir. Aymi  sekilde psiCHECK-3UTR+miRNegatif kontroliindeki
hiicrelerde miRNegatif kontroliiniin transfeksiyonunun ekspresyona etki etmeyip
psiCHECK-3’UTR kontroliindeki gibi bir sonu¢ vermesi beklenirken aksine
ekspresyonu daha da diisiirdiigii gozlenmistir. Bu sonuglar dogrultusunda ticari olarak
alman miRNegatif’in CCDC124 mRNA’sinin 3’UTR bolgemizde hedefledigi bolge
olup olmadigina BLAST yapilarak bakilmistir. Bunun sonucunda CCDC124
mRNA’sinin 3’UTR bolgesiyle eslesme oldugu belirlenmistir. Dolayusyla bundan
sonraki liisiferaz testlerimizde miRNegatif olarak Arabidopsis thaliana’dan elde
edilmis miRNegative (HMC002- 5SNMOL- miRNA Negatif control- Sigma Aldrich,
miRNegatif-2) kullanilmistir.
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6.3.3. Yonlendirilmis Mutagenez Yéntemiyle ile Olusturulan Mutant
Plazmitler

miR-138 baglanmasim1 engelledigimiz zaman CCDCI124-3UTR bdlgesi
kaynakli ifadenin degisip degismedigine bakmak i¢in miR-138’in en iyi baglanma
gosterdigi bolge yonlendirilmis mutagenez yontemiyle degistirilmistir. miR-138
baglanma bdlgesi i¢in tasarlanan mutant primerler ile mutant plazmitler
olusturulmustur. Baglanma bolgesinin degistirilmesi igin tasarlanan baz dizisi asagida
gosterildigi gibidir. Bu bdlgenin se¢ilmesinin sebebi; mikroRNA 3’ ucuna yakin
baglanmalarin mikroRNA etkinligini arttirmasidir. Dolayisiyla 3’ ucuna yakin ve en
iyi baglanmanin oldugu bolge olarak “CCA” bazlarinin oldugu yer segilmistir. Burada
“CCA” bazlart “TTC” bazlarina donistirilmiis ve “Mutant-1” olarak
isimlendirilmistir (Tablo 6.2).

Tablo 6.2: Yonlendirilmis Mutagenez yontemi ile degistirilen miR-138 bdlgesinin ve
Mutant-1 gosterimi.

Ccdcl24 - 3°UTR 5’ ,,, GGGCCAUGCUCUUAUCACCAGCC ....
136-142 bolgesi

hsa-miR-138 -5p 3>  GCCGGACUAAGUGUUGUGGUCGA
Mutant-1 miR138 5°. GGGCCAUGCUCUUAUCATTCGCC ...
baglanma bolgesi

Bu bélge igin tasarlanan primerlerle yapilan mutant plazmitin (Mutant 1) dizisi

dizi analizleriyle dogrulanmistir (Sekil 6.10).
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GGG CCATGLCTCTTATCATTCGC CACCLC GT
270 280 250

Sekil 6.10: Mutant-1 bolgesinin kromatogram sonucu.

Ayrica yaptigimiz Metronomel™! veri tabani analizinde Amyotrofik lateral
skleroz (ALS) ve bu gibi mutasyona egilim gosteren ¢esitli hastaliklarda 6zellikle
etken rol oynayan genler secilerek sonuglar listelenmistir. ALS hastaliginda cesitli
hasta Orneklerinden toplanan doku oOrneklerinde 6zellikle membransiz organellerde
gorev alan proteinleri kodlayan genlerin etkileriyle birlikte CCDC124 genindeki
bazlarda gelen degisiklikler sonucu gozlenen etkiler listelenmistir. Bu bazlardaki
degisikliklerin etkileri “YUKSEK- ILIMLI- DUSUK- DEGISTIRICI” sekilde
ol¢iilendirilmistir. Listede bakilan “DEGISTIRICI” 6zellikte etki gosteren 3 6rnekte
olusan 1 baz degisikligi sonucu amino asit degisikligi (Valin -> Glisin ya da Glutamic
asit -> Glutamin) ile “missense” (yanlis anlam) mutasyonu gozlenmistir. 159 6rnekte
meydana gelen c¢esitli baz degisiklileri ise “DUSUK” etki degeri listesinde
smiflandirilmis ve bu gruplarda sinonim (ayni anlamli) amino asit degisiklikleri
(Glisin -> Glisin) gosterilmistir. Ayn sekilde, yaklasik olarak 3700 6rnekten bakilan
baz degisikliklerinin etkileri “DEGISTIRICI” olarak nitelendirilmistir. Bu baz
degisiklikleri CCDC124 geninin ¢esitli bolgelerine denk gelmekle birlikte bu bolgeler
ekzon ve intron bolgelerini kapsamaktadir.

Calismamiz kapsaminda “DEGISTIRICI” etki gosteren listesinde yer alan ve
3’UTR bolgesine denk gelen 17,934,834. bazdaki degisikligin 108 bireyde belirlendigi
gbzlenmis, bu bolgenin miR138 baglanma bolgesinden 16 baz dncesine denk geldigi
tespit edilmistir. Bu bazdaki degisiklik “Sitozin (C)” bazinin “Timin (T)’e”
degisimidir. Dolayisiyla, bu bolgedeki “Sitozin (C)” bazin1 yonlendirilmis mutagenez
yontemiyle MetroNomel™! veri tabanindaki gibi “Timin (T)” bazina degistirip etkileri
lisiferaz testi deneyleri ile gézlenmistir (Sekil 6.11). Bu olusturulan mutant Mutant-

2 olarak isimlendirilmistir.
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MetroNome[TM]

O

O

Q@

235 Subjects  2280MA  TIORNA  151Variants 1 Gene
Samples Zamples
W =71 (7 Targetals ) AND { ccDC124 ) AND | subject Group:ALS Spectrum . )
(a0 J AN ) AND ( su) PALS 5P J
NO FILTERS APPLIED | =
VARIAMT DIAGRAM CCDC124 E
SNVs Only, Repeat Expansions Coming
Protein impact
@ HIsH
MODERATE
LOW
MODIFIER
@]
17,943,834 - modifier impact, in 108 samples
Q
17.934,000 7,935,000 17,936,000 17.937.000 7,933,000 17,939,000 7,940,000 7,941,000 17.942,000
SNVs in CCDC124-203 (canonical tra nscript, strand: +)
- - - - - -
. .
- - L * LY - L -~ -
. . - o. .. - . . .
P = — OO R P - e e =
7.928,000 17.940,000 7.941,000 7.942.000 17.942,000

Sekil 6.11: MetroNomel™ veri taban1 sonucu.
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Bu bélge i¢in olusturulan primerlerle yapilan mutagenez (Mutant 2) PCR sonucu

dizi analizleriyle dogrulanmistir (Sekil 6.12).

CCAAGGCGCCGGGECCTTAGGGCCATGCTTCT
250 250 270

Sekil 6.12: Mutant-2 kromatogram sonucu.

6.3.4. Mutant Plazmitler ile Liisiferaz Testi Sonuclar:

MikroRNA’lar tarafindan hedeflenen bolgelerin  degistirilmesinin ifadede
degisiklige etkilerine liisiferaz deneyleri ile bakilmistir. Mutant plazmitlerin transfekte
hiicrelerin ve Mutant plazmit + miR-138 transfekte edilmis hiicrelerin luminometrik
Olgtimleri asagidaki grafikte verilmistir. Bu deneyde farkli bir miRNegatif kontrol
(HMCO002- 5NMOL- miRNA Negatif control- Sigma Aldrich, miRNegatif-2)
kullanilmistir. Bu negatif kontrol insan gen dizilerine homolojisi olmayan Arabidopsis
thaliana dizisi olarak tasarlanmis bir miRNA’dir. Dolayisiyla, hiicre i¢ine girdiginde
hi¢cbir hedefi olmadigindan ekspresyonu degistirmemesi beklenmektedir. Ayrica
transfeksiyonda miR-138 ve miRNegatif’in son konsantrasyonu 20nM'e
diistirilmiistiir.

Bu sonuglar dogrultusunda, psiCHECK-3’UTR ekspresyonunun %60 diistiigii
gozlenirken psSiCHECK-3’UTR+mir138 transfekte edilmis hiicrelerde ekspresyonun
%83 oraninda diistiigiinii yani sadece psiCHECK-3’UTR hiicrelerdeki endojen RNA
interferanslara kiyasla miR-138 %50 daha ekspresyonu baskilama etkisi gostermistir.
miR-138 baglanma bolgesini kapsayan Mutant-1 hiicrelerinde %82’lik bir geri
kazanim s6z konusudur. Aymi sekilde Mutant-1 hiicrelerine ekstra miR-138
transfeksiyonu yapildigi zaman (Mutantl+miR138) %15’lik bir ekspresyon
baskilanmasi yapabilecegi goriilmektedir. Mutant-2 ile yapilan lisiferaz testi
sonucunda ekspresyonun psiCHECK-empty plazmidine gore %85 diistiigiinii ve bu

hiicrelere miR138 verdigimizde ekspresyonun degismedigi ayn1 kaldig1 gézlenmistir.
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Negatif kontrol olarak verilen mikroRNA’nin uygun olarak ¢alistigi sonuglarimizda

gosterilmistir (Sekil 6.13, EK-E).
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Sekil 6.13: Luminometrik dl¢iimiin grafiklendirilmesi.

Aym deney tekrar edilmis ve sonuglar1 asagidaki grafikte verilmistir.

Tekrarlanan iki deneyde de ayni sonuglara ulasilmistir (Sekil 6.14, EK-F).
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Sekil 6.14: Luminometrik 6l¢iimiin grafiklendirilmesi.
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6.4. Western Blotlama Analizleri

Ekzojen olarak hiicrelere verilen miR138’in protein seviyesinde degisiklik yapip
yapmadigina bakmak i¢in western blot deneyleri ile protein seviyeleri
karsilastirilmustir.  Oncesinde  Ccdc124  proteinin - ekspresyon  seviyesini
mikroRNA’lardan daha iyi baskilayan siRNA’lar ile disiiriilip disiiriilmedigine
bakilmigtir. Ticari olarak siparis edilen bu siRNA kiti 3 farkli siRNA i¢ermekte olup
mRNA dizisi igerisinde farkli bolgelere baglanarak ekspresyonu inhibe etmektedir. Bu
3 farkli siRNA’nin (A-si, B-si, C-si) hangisinin ekspresyonu daha iyi diisiirdiigiine
bakmak i¢in western blot analizi yapilmak iizere deney kurulmustur. “Scrambled”
olarak isimlendirilen kontrol grubu negatif kontroldiir ve hiicrede hicbir mRNA hedefi
olmayan bos siRNA transfeksiyonunu gostermektedir. Dolayisiyla sonuglarda higbir
transfeksiyon yapilmayan kontrole (Untransfected) gore ekspresyonu degistirmemesi
beklenmektedir. “Untransfected” olarak isimlendirilen kontrol hicbir transfeksiyon
islemi uygulanmamais kontrol grubudur.

Yapilan western blotlama analizleri sonucunda Ccdc124 mRNA’sin1 hedefleyen
siRNA’larin  Ccdc124 proteinin Ozellikle 15 kDa biiylikliglinde sentezlenen
izoformunu %100 oraninda hedeflemekte olup 32 kDa biiyiikliigiindeki izoformunun
ifadesinin yaklasik olarak %75 oraninda azalttigi gosterilmistir. En iyi sonug¢ veren
siRNA’nin “B-si” oldugu sonucuna varilmistir. Bununla birlikte alternatif olarak A-si
ve C-si kullanilabilecegi de gosterilmistir. Tekrar edilen 3 deney sonucu elde edilen
membran goriintileri Sekil 6.15’de (A, B, C) verilmistir. Membran goriintiilerindeki
bantlarin yogunlugu ImagelJ programinda kiyaslanmistir ve grafiksel olarak Sekil

6.15-D’de gosterilmistir.
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Sekil 6.15: A-si, B-si, C-si ve Scrambled (negatif kontrol) siRNA’lar1 ile transfekte
edilmemis (Untransfected) HeLa hiicrelerde Ccdc124 protein ifadesinin immiinoblot
deneyi ile (anti-Ccdc124 antikoru ile bakilmistir) karsilastirilmasi (A, B, C).

Ccdc124 protein ifadesinin grafiksel gosterimi (D).
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6.4.1. MiR-138 ve B-si RNA interferanslarmmn Protein ifade
Seviyesine Etkilerinin Kiyaslanmasi

MikroRNA’larin hiicre icinde birden fazla hedefi varken siRNA’larin
mikroRNA’lara gore daha spesifik oldugu ve hedef mRNA’ya odaklandiklarindan
bahsetmistik. Bundan dolay1, birden fazla hedefi olan miR-138 ile tek hedefi olan
Ccdc124 siRNA’smin protein ifadesine etkilerini kiyaslanmak {izere western blotlama

analizleri yapilmistir (Sekil 6.16).

g & &
H g g #
& = & & '3
S o 4 '3 g
- W
50kDa e e gl Alfa tubulin
35kDa %
o . o G Cedc124
-

Sekil 6.16: B-si ve Scrambled (negatif kontrol) siRNA’lar1 ile transfekte edilmemis
ve miR138 ve miRNegeatif mikroRNA’lar1 ile transfekte edilmis hiicrelerdeki
Ccdc124 proteininin ifadesinin transfekte edilmemis (Untransfected) HeLa hiicreleri
kiyaslanmasi (Anti-alfa tubulin, Anti-Ccdc124).

Yapilan westernblot analizine gore (Sekil 6.16) miR138 transfekte edilmis
hiicrelerde Ccdc124 proteinin ifade edilme seviyesi ile transfekte edilmemis hiicreler
arasinda (Untransfected) anlamli bir fark goriilmemistir. Ccdc124 proteinin ifadesinin
azaldiginin en iyi goriildiigii hiicreler B-si siRNA’smin transfekte edildigi hiicreler

(Bsi) oldugu belirlenmistir.
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6.5. B-si Transfekte Edilen Hiicrelerde HIF1A ve AKT2
Ekspresyonlar1 Uzerine Etkilerinin Incelenmesi

SIRNA transfekte edilerek hiicrelerde Ccdc124 protein ekspresyon seviyesinin
diistiriilmesi sonucunda hiicre i¢i RNA interferanslar lizerinde bir degisiklik olup
olmadiginin arastirilmasi bu tezin ikinci pargasi olarak planlanmistir. Bu bolimdeki
caligmamizda Ccdc124’iin mikroRNA regiilasyonu iizerindeki etkisine bakmak i¢in
deney kurulmustur. Ccdc124 mRNA’sinin  mikroRNA’lar {zerindeki etkileri
gozlemlemek icin HIF1A ve AKT2 genleri rastgele secilmistir ve bu calisma
kapsaminda Yrd. Dog. Dr. Ozgiir SAHIN’nin laboratuvarindan HIF1 ve AKT2
genlerinin 3’UTR bolgeleri psiCHECK-2 plazmidine klonlanmis olarak alinmistir. Bu
plazmid IONTEK (istanbul, Tiirkiye) firmasinda sekanslama primeri ile tekrar
dogrulanmis ve kromatografi analizi sonucunda AKT2 ve HIF1A 3’UTR bdélgelerine
ek olarak son ekzon bolgelerinin de psiCHECK-2 plazmidine klonlandig:
belirlenmistir (Sekil 6.17, Sekil 6.18, Sekil 6.19, Sekil 6.20).
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Sekil 6.17: AKT2 kromatogram sonucu.

CTGTGGGECAGCCCCCGCCAGCTGEGGCCGTTTCCCCAGGGAGTCTEGGGCAGGTGTCCCAGGCCCTCTCCTGACTGGTCCTCCCCATCCACCTCTGCCGCCCA GATGACAGCCTGGGCTTACTGGAGCTGG
GACACCCGEGTCGEGEGCGGETCGACCCCGGrAAAGGGGTCCCTCAGACCOCGTCCACAGEGTCCGGGAGAGGACTGACCAGGAGGGGTAGEGTGGAGACGGCGGEGET CTACTGTCGGACCCGAATGACCTCGACC
456 455 402 462 484
s 3 G

AKT2-231 Exom 14

T T T T
51,528 51,5za 51,544 51,554 51,58a I 51,622

ACCAGCGGACCCACTTCCCCCAGT TCTCCTACTCGGCCAGCATCCGCGAGTGAGCAGTCTGCCCACGCAGAGGACGCACGCTCGCTGCCATCACCGCTGGGTGGTTTTTTCCCCCTAACTTTTTACTTAGCC
TGETCGCCTGEETGAAGGGEGGT CAAGAGGATGAGCCGGTCGTAGGCGCTCACTCGTCAGACGGGTGCGTCTCCTGCGTGCGAGCGACGGTAGTGGCGACCCACCAAAAAAGGGGGATTGAAAAATGAATCGG
=] 458 472 472 474 476 478 483 482
o IJET A EE- o E-:- HE- A s HNEEEE -
E AKTZ-@@1 Exon 13
ARTZ

T T T T T T T
51,628 51,64 51,660 51 .688 S1,.T7ee 51,728 51 . 748

TTTTTGGETTTGTGTCCCCACCCCCACCTCCTCACCCCCTTTCCAGTTCTTCTTCAGGCCCCTCCCAGACGCACCCCAGCEGCCCCTECagECCCCTECCTICCagcCICCagccTcACCTTTGTGCCCAGACTC
AAAAACCAAACACAGGEGTGGEGGTGEAGGAGTGGEGGAAMAGGETCAAGAAGAAGTCCGGEGAGGETCTGCGTGGEGTCGCCGGEEacCESICEESEaCESEagETCEEagESTCEEagTGGAAACACGGGETCTGAG

AKTZ2-881 Exon 14
AKT2

Sekil 6.18: AKT2 sekans dizisi.
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GGCGATCGC TCGAGCATGTAGACTGCTGGGGCAATCAATGGATGAAAGTGGATTACCACAGC TGACCAGTTATGATTGTGAAGTTAATGC TCCTATACNAGGCAGC
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CAGTCTATTTATATT TTCTACATCTAATTTTAGAAGCCTGGCTACAATACTGCACAAACT TGGTTAGTTCAATTTTTGATCCCCTTTCTACTTAATTTACATTAATGE
330 340 350 260 370 280 390 400 410 420

Sekil 6.19: HIF1A kromatogram sonucu.

TTGTTTTTCACAT T TAGCATGTAGACTGCTGGGGCAATCAATGGATGAAAGT GGAT TACCACAGCTGACCAGT TATGAT TGTGAAGT TAATGCTCCTATACAAGGC
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AGCAGAAACCTACTGCAGGGTGAAGAAT TACTCAGAGCTTTGGATCAAGTTAACTGAGCTTTTTCTTAATTTCATTCCTTTTTTTGGACACTGEGTGGCTCATTACC
TCGTCTTTGGATGACGTCCCACTTCTTAATGAGTCTCGAAACCTAGTTCAATTGACTCGAAAAAGAATTAAAGTAAGGAAAAAAACCTGTGACCACCGAGTAATGG
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TAAAGCAGTCTATTTATAT TTTCTACATCTAATTTTAGAAGCCTGGCTACAATACTGCACAAACTTGGTTAGTTCAATTTTGATCCCCTTTCTACTTAATTTACAT
ATTTCGTCAGATAAATATAAAAGATGTAGATTAAAATCTTCGGACCGATGTTATGACGTGTTTGAACCAATCAAGTTAAAACTAGGEGGAAAGATGAATTAAATGTA
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Sekil 6.20: HIF1A sekans dizisi.
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HelLa vahsi tip hiicre hattinda Ccdc124 mRNA’sin1 digerlerine kiyasla daha iyi

hedefledigini belirledigimiz B-si siRNA’s1 ile Ccdc124 ekspresyon seviyesi diisiiriiliip
ertesi giin HIF1A-3’UTR ve AKT2-3’UTR bélgelerini iceren psiCHECK?2 plazmidleri
(50ng) transfekte edilmistir. Boylece Ccdc124 ekspresyonu diistiigiinde mikroRNA

regiilasyon mekanizmasinda bir degisiklik olup olmadig1 2 kez tekrar edilen Liisiferaz
testi deneyi ile test edilmistir (Sekil 6.21, 6.22 ve EK-G, EK-H).

Luminometrik 6lgiim (R/F)
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0
HIF1A HIF1A+ Bsi HIF1A+ AKT2+ Bsi AKT2+
Scrambled Scrambled
siRNA siRNA
Sekil 6.21: Luminometrik 6l¢timiin grafiklendirilmesi.
Luminometrik 6lgiim (R/F)
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Sekil 6.22: Luminometrik 6l¢iimiin grafiklendirilmesi (2. Tekrar).
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Sekil 6.21 ve Sekil 6.22’daki sonuglara gore B-si SiRNA’s1 ile diisiiriilen
Ccdc124 proteinin HIFIA ve AKT2 ekspresyonu iizerine bir etkisi olmadigini
gostermistir. Fakat bu sonuglarin psiCHECK-empty vektoriine gore kiyaslandiginda;
HIF1 ve AKT2 3’UTR bdlgesine ek olarak son ekzonun klonlanmis olmasi Renilla
ekspresyonunu  etkiledigini  diislindiirmektedir. Bu sonuglara goére HIFIA
ekspresyonunun %200 AKT2 ekspresyonunun ise yaklasik olarak %150 fazla oldugu
belirlenmistir (EK-1).
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7. ONERILER

Yapilan ¢alismalar sonucunda; Ccdc124 mRNA’sinin endojen mikroRNA’lar
tarafindan %60 oraninda hedeflenip mRNA’nin susturuldugu belirlenmis ve artan
konsantrasyonlarda bu hedeflenme oraninin degismedigi gozlenmistir. 50 ng olarak
transfekte edilen psiCHECK-3’UTR’nin 100 ng konsantrasyonda da %60 oraninda
endojen RNA interferanslar tarafindan hedeflendigi belirlenmistir. Biyoinformatik ve
deneysel calismalar sonucunda ise en iyi hedef mikroRNA’nin miR-138 oldugu ve
miR 138 tarafindan hedeflenmenin hiicrelerin pasaj sayist gibi faktorlere bagli olarak
sonucunda mRNA seviyesinin %70 ile %85 oranina azaldigi belirlenmistir.
Dolayisiyla miR138’in Ccdc124 mRNAs1 iizerine etkisi endojen mikroRNA’lar ile
kiyaslandigi zaman yaklasik olarak %50 ekspresyona etki ettigi belirlenmistir. MiR-
138’in Ccdc124 mRNA’s1 tizerinde yapilan mutasyon sonucunda (Mutantl) %80°lik
geri kazanimin saglandig1 gosterilmis ve ekspresyonun arttigi belirlenmistir ve miR-
138’in Ccdc124 mRNAs1 iizerine etkisi bir kere daha kanitlanmistir.

Bu c¢alismalara ek olarak yapilan biyoinformatik analizler sonucunda
MetroNomel™!  veri tabaninda Ccdcl24 DNA’sinda meydana gelen baz
degisikliklerinin ALS hastalig1 ile iliskisi gosterilmis ve bunun iizerine Ccdcl24
DNA’smin 3’UTR bolgesine denk gelen ve ALS hastaligi ile iliskisi olabilecek
anlamli bazlar belirlenmistir. Belirlenen bu bazlardan 17,934,834. bazdaki
degisikligin(Sitozin => Timin) 108 bireyde gozlendigi ve Ccdc124 3’ UTR bolgesinde
mMiR-138 baglanma boélgesinden 16 baz 6ncesine denk geldigi belirlenmistir. Degisen
bu bazin Sitozin bazindan Timin bazina mutagenez yontemiyle degisikligi ile yeni bir
mutant Ccdc124 3’UTR (Mutant2) olusturulmustur. Yaptigimiz deneyler sonucunda,
olusturulan Mutant2’nin %75- %85 oraninda mRNA ekspresyonunu azalttig:
belirlenmigtir. Mutant2 transfekte edilen hiicrelere ayrica miR-138 verildiginde ise
ekspresyonun degismedigi yani %75-%85°lik oranin ayni kaldigi gosterilmistir.
Ayrica Mutant2’nin ekspresyona etkisinin psiCHECK-3’UTR transfekte edilen
hiicrelere miR138 verildiginde mRNA ekspresyonuna etkisine esit oranda oldugu
grafiksel olarak gdsterilmistir. Mutant2’nin bu etkisinin ALS hastalig1 ile iligkisinin;
FUS ve TDP43 proteinleri gibi Ccdc124 proteinin RNA baglayici bir protein olmast
ile alakali olabilecegi diislinilmektedir. Mutant2’deki Sitozinin Timin bazina

degisikligi Ccdc124’iin bu bolgede RNA baglama ve RNA interferanslar tarafindan
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hedeflenme kapasitesini arttirdigt ve ekspresyon iizerinde etkisi oldugunu
gostermektedir. Bu calisma kapsaminda noral hiicreler iizerinde Ccdcl124-3’UTR
bolgesi ve olusturulan Mutant2’nin etkisine bakilmasi diisiiniilmektedir.

SiRNA’lar ile yapilan ¢aligmada Ccdc124 protein seviyesinin en iyi diistirildigi
SIRNA (B-si) belirlenmis fakat bu B-si SIRNA’s1 ile birlikte Asi ve Csi siRNA’lariin
alternatif olarak kullanildiginda beklenilen etkiyi gosterecegi gosterilmistir. Ccdcl24
proteinin siRNA’lar tarafindan protein seviyesinin diismesine bakildiginda; 2 izoform
seklinde sentezlenen Ccdc124 proteinin yaklagik 15 kDa biiyiikliigiinde sentezlenen
izoformunun ekspresyonunu tamamen engelledigi, 32 kDa biyiikligiindeki
izoformunu ise %75 oraninda azalttig1 gézlenmistir.

Birden fazla hedefi olan miR-138’in protein seviyesinde etkisini incelemek i¢in
yaptigimiz immiinoblotlama deneylerinde, tek hedefi Ccdc124 olan siRNA’lar kadar
protein seviyesine etki etmedigi Ve deneyin tekrar edilmesi gerektigi diistiniilmektedir.

Lisiferaz testi deneylerinde ve immiinoblotlama deneylerinde miRNegatif
mikroRNA’larin transfeksiyon ya da olasi hedefler kaynakli hiicrede degisikliklere
neden oldugu diisiiniilmektedir. Ozellikle bu etkinin Caenorhabditis elegans dizisi
olarak tasarlanmig bir miRNA olan miRNegatif (HMC003-5NMOL-miRNA negative
control- Sigma Aldrich) negatif kontroliinde gézlendigi; Arabidopsis thaliana dizisi
olarak tasarlanmis miRNA olan miRNegatif (HMC002-5NMOL-miRNA negative
control- Sigma Aldrich) negatif kontroliiniin liisiferaz dizi sonuglarinda ise bir etki
gozlenmemistir.

Ccdc124 proteinin mikroRNA regiilasyonu ve biyogenezi lizerinde bir etkiye
sahip olup olmadigini incelemek igin yaptigimiz ¢alismalarimizda; Ccdc124 protein
seviyesini en iyi baskilayan B-si siRNA’s1 ile Ccdc124 proteini diistirtiliip rastgele
secilmis olan HIF1a-3’UTR ve AKT2-3’UTR ile lisiferaz testi protokolii
uygulanmistir. Buradaki amacimiz; Ccdcl24 proteinin baskilandigr hiicrelerde
mikroRNA yolaginda bir aksama olup olmadigi ve bu aksama sonucunda 3’UTR
bolgelerinin hedeflenmesinin ve baskilanmasinin degisip degismedigini incelemektir.
Bu caligmalar sonucunda; Ccdcl24 proteinin baskilanmasimnin HIFlo ve AKT2
ekspresyonunda bir degisiklie neden olmadigi goriilmiistiir. Ayrica kromatografi
sonuglarina baktigimizda klonlanan HIF1a-3’UTR ve AKT2-3’UTR bdlgelerine ek
olarak protein kodlayan son ekzonun da klonlandig1 belirlenmistir. Higbir klonlama
yapilmamis pSiCHECK-empty vektoriiniin transfekte edildigi Hela hiicreleri ile HIF 1 a
-3’UTR ve AKT2-3’UTR vektorlerinin transekte edildigi hiicrelerdeki liisiferaz testi
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sonuglarinda 3’UTR bolgeleri igermesine ragmen ekspresyonun sirasiyla %200 ve
%150 fazla oldugu gozlenmistir. Bu sonuglar dogrultusunda ile HIFla -3’UTR ve
AKT2-3’UTR ek olarak klonlanmis son ekzon bdlgelerinin Renilla mRNA’sinin
stabilitesini arttirdigini ve bundan dolay1 agiga ¢ikan Renilla protein aktivitesinin
artmig olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu kisimdaki deneylerin HIF1la ve AKT2

ekzon bolgelerinin olmadan tekrar edilmesi diisiiniilmektedir.
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EKLER

Ek A: Sekil 6.6’daki Grafigin Luminometrik Ol¢iimlerinin Ham
Verileri

Renilla Luminometricl
Plate:1 - Wavelength:488 nm

Blank 122.4 148.8 1@1.5
psiCHECK-empty (5@ng) 82648 116600 65190
psiCHECK-3’UTR (5@ng) 25788 6366 29650
psiCHECK-3’UTR (1@@ng) 85598 48620 148500

Renilla Luminometric-2
Plate:1 - Wavelength: 488nm

Blank 119.2 148.6 1082.6
psiCHECK-empty (58ng) 77480 109400 60610
psiCHECK-3°UTR (5@ng) 24428 5979 27500
psiCHECK-3’UTR (18@ng) 86948 4581 1308800

Firefly Luminometricl
Plate:1 - Wavelength:56@8nm

Blank 316.3 420.4 253.7

psiCHECK-empty (56ng) 335900 461500 245900
psiCHECK-3’UTR (5@ng) 255100 78080 250760
psiCHECK-3’UTR (1@@ng) 763400 556700 1237000

Firefly Luminometric2?
Plate:1l - Wavelength:568nm

Blank 385.9 4e4.1  245.1

psiCHECK-empty (58ng) 329488 453608 239600
psiCHECK-3°UTR (5@ng) 249688 74770 245400
psiCHECK-3°UTR (1@8ng) 748188 546608 1285000

Sekil A1.1: Sekil 6.6’daki grafigin luminometrik 6lgiimlerinin ham verileri.



Ek B: Sekil 6.7°deki Grafigin Luminometrik Olciimlerinin Ham

Verileri

Renilla Luminometricl

Plate:1 - Wavelength:488nm

Blank 81.57
psiCHECK -empty (58ng) 29786
psiCHECK-3'UTR (5@ng) 17760
psiCHECK-3"UTR (1@8ng) 8917

Renilla Luminometric2

Plate:1l - Wavelength:488nm

Blank 78.83
psiCHECK -empty (58ng) 28620
psiCHECK-3'UTR (5@ng) 17116
psiCHECK-3"UTR (l1eéng) 8623

Firefly Luminometricl

Plate:1 - Wavelength:56@nm

Blank 148.8
psiCHECK-empty (58ng) 1616600
psiCHECK-3"UTR (58ng) 258800
psiCHECK-3"UTR (10@ng) 113400

Firefly Luminometric?2

Plate:1 - Wavelength:568nm

Blank 132.5
psiCHECK-empty (5@ng) 158800
psiCHECK-3'UTR (5@ng) 254500
psiCHECK-3'UTR (100ng) 111500

78.85
12488
14458
14698

78.44
12838
13988
14828

118.2
858948
199388
189288

118.8
79928
195208
185588

66.85
14358
7282
124988

66.43
13718
6573
119288

84.11
8915978
153268
35138

89.72
98330
1516688
33958

Sekil B1.1: Sekil 6.7°deki grafigin luminometrik 6lgtimlerinin ham verileri.
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Ek C: Sekil 6.8’deki Grafigin Luminometrik Ol¢iimlerinin Ham
Verileri

Eenilla Luminometricl

Plate:1 - Wavelength:488nm

Blank 58.8 48.78  58.16
psiCHECK -empty l@59@ 871 3958
psiCHECK-empty+miR138 5989 2151 6871
psiCHECK -empty+miRNegatif 8883 7583 4287
psiCHECK-3*UTR 5748 4994 3136
psiCHECK-3*UTR+miR138 4529 3221 7881
psiCHECK-3*UTR +miRNegatif 5878 6355 3683

Fenilla Luminometric2

Plate:1 - Wawvelength:488nm

Blank 39.54 45 .27 45.44
psiCHECK -empty 1le12a 7o87 3754
psiCHECK -empty+miR138 5791 2856 6479
psiCHECK -empty+miRNegatif 7648 Jasa A837
psiCHECK-3*UTR 5488 A7A8 2938
psiCHECK-3*UTR+miR138 4248 3823 66638
psiCHECK-3*"UTR +miRNegatif 5524 6816 23423

Firefly Luminometricl

Plate:1l - Wawvelength:5&68nm

Blank 46.73 44 .15 26.1
psiCHECK -empty 51628 26758 11558
psiCHECK -empty+miR138 19848 6734 231ea
psiCHECK -empty+miRNegatif 25258 34660 18688
psiCHECK-3?UTR 485898 A7758 2a8g
psiCHECK-3?UTR+miR138 47128 38828 41598
psiCHECK-3?UTR +miRNegatif 58588 42788 39480

Firefly Luminometric2

Plate:1 - Wawvelength:568nm

Blank 51.45 48.91 27.73
psiCHECK -empty 49778 25858 11258
psiCHECK -empty+miR128 18588 6426 22348
psiCHECK -empty+miRMNegatif 24528 33858 17798
psiCHECK-3*UTR 45968 Aea7e 19286
psiCHECK-3*UTR+miR138 45358 2881@a 397ea
psiCHECK-3*UTR +miRMNegatif 43578a 41286 z8e4a

Sekil C1.1: Sekil 6.8 deki grafigin luminometrik 6l¢timlerinin ham verileri.



Ek D: Sekil 6.9°daki Grafigin Luminometrik Ol¢iimlerinin Ham
Verileri

Renilla Luminometricl

Plate:1 - Wavelength:488nm

Blank 111.7  148.5 144.4
psiCHECK-empty les688 128688 1524688
psiCHECK -empty+miR138 2412@ 21318 1991@
psiCHECK -empty+miRNegatif 13e7e@ 73728 9271a
psiCHECK-3*UTR 54198 67818 43200
psiCHECK-3’UTR+miR138 26858 23458 23290
psiCHECK-3*UTR +miRNegatif 26578 23988  3728@

Fenilla Luminometric2

Plate:1 - Wavelength:488nm

Blank 113.4 136 143
psiCHECK -empty la27ea 117688 1475006
psiCHECK -empty+miR138 23458 2@788 19128
psiCHECK -empty+miRNegatif 1283@@ 72308 98578
psiCHECK-3*UTR 5313@ 66658 46368
psiCHECK-3*UTR+miR138 26598 22580 22718
psiCHECK-3*UTR +miRMegatif 26l17a 23228 36368

Firefly Luminometricl

Plate:1 - Wawvelength:568nm

Blank 246.8 321.5 287.7
psiCHECK -empty 298588 341488 3736080
psiCHECK-empty+miR138 52588 56848 56578
psiCHECK-empty+miRNegatif 180688 144488 168480
psiCHECK-3*UTR 424680 589100 223680
psiCHECK-3*UTR+miR138 215888 173388 229780
psiCHECK-3*UTR +miRMNegatif 295788 237988 340808

Firefly Luminometric2

Plate:1 - Wawvelength:568nm

Blank 24\8.2 3B8.5 288.3

psiCHECK -empty 284588 3291ee 359168
psiCHECK -empty+miR138 512808 55146 55778

psiCHECK -empty+miRNegatif 185188 141388 Il1a43680
psiCHECK-2"UTR 413288 49538 228588
psiCHECK-3*UTR+miR138 287788 1le7988 228380
psiCHECK-3'UTR +miRNegatif 287608 228808 327580

Sekil D1.1: Sekil 6.9’daki grafigin luminometrik dl¢timlerinin ham verileri.
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Ek E: Sekil 6.13’deki Grafigin Luminometrik Olciimlerinin Ham

Verileri

Renilla Luminometricl

Plate:1 - Wavelength:488nm

Blank 52.98
psiCHECK-empty 532
psiCHECK-empty+niR138 6095

psiCHECK-empty+miRNegatifl 7994
psiCHECK-3'UTR 5128

psiCHECK-3'UTR+miR138 299.8
psiCHECK-3'UTR +miRllegatifl 7857

Firefly Luminometricl

Plate:1 - Wavelength:56@nm

Blank 39.32
psiCHECK-empty 9659
psiCHECK-empty+miR13§ 5286
psiCHECK-empty+miRlegatifl 7260
psiCHECK-3'UTR 9733
psiCHECK-3’UTR+niR138 1597

psiCHECK-3’UTR +miRNegatifl 43428

46.18
1831
532.5
1743

8763
prLi
791.9

29.23
3926

951.1
18010

19050
4869
3328

51.68
LYY,
3490
bBg5

11630
£55.2
1578

32.98
6862
4193
5368

47518
2910
10100

Mutantl
Mutantl+niR138
Mutantl+miRNegatifl

Mutant2
Mutant2+miR138
Mutant2+ miRlegatifl

Mutantl
Mutantl+miR138
Mutantl+miRlegatifl

Mutant2
Mutant2+miR138
Mutant2+ miRNegatifl

4925
2208
1768

1930
6837
7994

23300
4537
2498

24310
11660
28560

5115
849.8
3386

2943
pLIY]
5962

6645
4332
7792

33
6178
8281

328
1271
2671

11080
3203
40%

19788
3399
8038

58660
25149
24390

Sekil E1.1: Sekil 6.13’deki grafigin luminometrik 6lgtimlerinin ham verileri.
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Ek F: Sekil 6.14’deki Grafigin Luminometrik Ol¢iimlerinin Ham

Verileri

Firefly Luminometricl

Plate:1 - Wavelength:568nm

Blank 23.68
psiCHECK-empty 562.6
psiCHECK-empty+miR138 369.4
psiCHECK-empty+miRNegatifl 1458
psiCHECK-3'UTR 5926
psiCHECK-3'UTR+miR138 1061

psiCHECK-3'UTR +miRNegatifl 2568

Renilla Luminometricl

Plate:1 - Wavelength:488nm

Blank 45.75
psiCHECK-empty 659.8
psiCHECK-empty+miR138 525.4
psiCHECK-empty+miRllegatifl 1078
psiCHECK-3'UTR 1588
psiCHECK-3'UTR+miR138 1299

psiCHECK-3’UTR +miffegatifl  945.9

14.23
811.6
1218

795.1

14920
255.6
4364

46.19
1218
147
3.9

1497
123.7
1un

12.6
2742
252.1
744.8

2138
562.6
1654

50.34
3699

673.5
740.6

832.3
201.8
689.2

Mutantl
Mutantl+miR138

Mutantl+miRNegatifl

Mutant2
Mutant2+miR138

Mutant2+ miRNegatifl

Mutantl
Mutant1+miR138
Mutantl+miRegatifl

Mutant2
Mutant2+miR138
Mutant2+ miRNegatifl

2214
75.27
1248

1467
164.4
7988

626.4
71.18
1725

450.1
182
250

3367
1537
1887

1357
468.3
4599

1417
b48.6
612.6

3433
152.4
1854

692.8
321.4
4788

1429
13%
76958

97.7
236.6
b52.8

697.8
576
5639

Sekil F1.1: Sekil 6.14’deki grafigin luminometrik 6l¢limlerinin ham verileri.
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Ek G: Sekil 6.21°deki Grafigin Luminometrik 6l¢iimlerinin ham
verileri

Renilla Luminometricl

Plate:1 - Wavelength:488nm

Blank 187.6 228.2 194.4

psiCHECK-empty 13716@ 152888 157600
psiCHECK-empty+Bsi 67548 60998 78280

psiCHECK-empty+5Scrambled siRNA 476308 370908 452080
HIF1A 2051680 2024008 2164080
HIF1A+ Bsi 13788080 1611008 1402080
HIF1A+Scrambled siRMA 3354880 3467008 3842000
AKT2 279860 348488 441900
AKT2+ Bsi 97688 182988 151700
AKT2+ Scrambled siRNA 1086688 144988 210800

Firefly Luminometricl

Plate:1 - Wavelength:568nm

Blank 315.4  427.8  378.7

psiCHECK-empty 328208 364508 383960

psiCHECK-empty+Bsi 1671688 1541@8 208980

psiCHECK-empty+Scrambled siRNA 1226880 947508 1172800
HIF1A 1843886 1765088 1767860
HIF1A+ Bsi 1128886 1442088 1251808
HIF1A+Scrambled siRNA 2915086 29110808 3314800
AKT2 521788 627488 769580
AKT2+ Bsi 224188 238480 3781680
AKT2+ Scrambled siRNA 337288 426560 728580

Sekil G1.1: Sekil 6.21°deki grafigin luminometrik 6lglimlerinin ham verileri.



Ek H: Sekil 6.22°deki Grafigin Luminometrik Ol¢iimlerinin Ham
Verileri

Renilla Luminometricl

Plate:1 - Wavelength:488nm

Blank 167.6 192.5 191.4
psiCHECK-empty 13234608 117688 132588
psiCHECK-empty+Bsi 788608 57578 61948

psiCHECK-empty+Scrambled siRMNA 164708 231488 211488

HIF1A lel4ee8 713580 9998080
HIFlA+ Bsi 8503080  bo65480 736588
HIF1lA+Scrambled siRNA 1463088 1516@8e 1344088
AKT2 227408 194480 28876080
AKT2+ Bsi 85738 39328 leesee
AKT2+ Scrambled siRNA 219188 295788 334768

Firefly Luminometricl

Plate:1 - Wavelength:568nm

Blank 156 173.7 158.4

psiCHECK-empty led688 126888 1552680
psiCHECK-empty+Bsi 9538 7441 76478

psiCHECK -empty+Scrambled siRNA 268188 345780 377308
HIF1A 377680 267788 393868
HIF1A+ Bsi 3g5eee 2559@8 255768
HIF1A+Scrambled siRNA 5762880 625888 739760
AKT2 le2lee leesee l1e2eee
AKT2+Bsi 39888 41518 42458

AKT2+5crambled siRNA 111788 1386@8 145468

Sekil H1.1:Sekil 6.22°deki grafigin luminometrik dl¢timlerinin ham verileri.
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EK I: EK G ve EK H Verilen Luminometrik Ol¢iimlere Gére Cizilen
Grafikler

Grafikteki verilerde psiCHECK-empty vektoriinden sentezlenen Renilla ve
Firefly ekspresyonu %100 olarak kabul edilmistir. Bu sonuca gére HIF1A ve AKT2

ile ilgili ekspresyon yiizdeleri kiyaslanmistir.
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Sekil I1.1: EK-G’deki verilere gore gizilen grafik.

Deney tekrar edilmistir (Sekill1.2).
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Sekil I11.2: EK-H’daki verilere gore ¢izilen grafik.
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