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OZET

Amag: T-hiicreli Akut Lenfoblastik Losemi, erkeklerde kadinlara gore daha sik goriilen,
agresif seyirli hematolojik malignensi tipidir. Olgunlasmamis T hiicreleri iizerinde, T-
ALL’de timor baskilayici rol oynayarak son yillarda aday genlerden biri olan PHF6 nin
hastaligin olusumundaki biyolojik aktivitesinin rolii ve sinyal yolaginin molekiiler
mekanizmasinin aydinlatilmasi amaglanmistir. T-ALL’de PHF6 proteininin S199
noktasmin protein fonksiyonuna olan etkisi ve T-ALL hiicrelerinin proliferasyonu,

farklilasmas1 ve migrasyonu iizerindeki etkisini belirlemeyi amagladik.

Yontem: insan ¢cDNA kiitiiphanesinden PHF6 ¢cDNA’s1 pcDNA3.1A vektdriine PCR
klonlama ile klonlanmasi yapilan plazmide SDM ydntemi uygulanarak S199 bolgesinin
A199 ve D199 dizilerine degistirilmesi deneyi uygulandi. DND-41 hiicrelerine
transfekte edilen PHF6 protein ifade vektorlerinin; western blotlamayla isaretlemesi
yapildi, hiicre proliferasyonuna etkileri MTT ile degerlendirilirken yabanil tip vektoriin
T-hiicre farklilagsmasi {izerine etkileri akim sitometriyle, ve hiicre migrasyonuna etkisi

Transwell hiicre migrasyon yontemiyle degerlendirildi.

Bulgular: Transfekte edilen yabanil tip PHF6 ifade vektoriiniiny DND-41 hiicrelerinde
ektopik ifadesinin; hiicrelerin CD4" yoniinde artisi gosterilirken migrasyonu lizerinde
etkisi goriilmemistir. S199A* hiicrelerde Notchl ifadesinin azaldigi gosterildi.
S199A°/D* mutant vektorlerinin yabanil tip ve kontrol grubuna gore hiicrelerde

proliferasyonu indiikledigi gosterildi.

Sonu¢: Calismamiz PHF6’nin T-ALL hiicrelerinde hiicre migrasyonunun c¢aligildig
literatiire gore ilk ¢aligma niteligindedir. Bu ¢alismada PHF6’nin ektopik ifadesinin T-
ALL hiicrelerinde migrasyona etkisinin olmadigi, hiicreleri CD4" yoniine indiikleme
potansiyeli oldugu ve S199 bolgesinin Notchl sinyalizasyonu ve hiicre proliferasyonu

icin anlamli olabilecegi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: 16semi, PHF6, T-hiicresi



ABSTRACT

Objective: T-cell Acute Lymphoblastic Leukemia is an aggressive type of
hematological malignancy that is more common in men than women. It was aimed to
elucidate the role of the biological activity of PHF6 in the formation of the disease and
the molecular mechanism of the signalling pathway, and has been one of the candidate
genes in recent years by playing a tumor suppressor role in T-ALL on immature T cells.
We aimed to determine the effect of PHF6 S199 region on protein function in T-ALL

and on proliferation, differentiation and migration of T-ALL cells.

Method: Following PCR clonning method which performed from human cDNA library
into pcDNA3.1A expression vector with PHF6 cDNA sequence, the experiment of
changing the S199 region to the A199 and D199 sequences was applied by applying the
SDM method to the PHF6 plasmid cloned. PHF6 protein expression vectors transfected
into DND-41 cells; Protein expressions evaluated by western blotting, while effects on
cell proliferation were determined with MTT wild-type vectors’ T-cell differentiation
effects evaluated by flow cytometry and cell migration were evaluated by Transwell cell

migration method.

Results: The ectopic expression of the wild type PHF6 expression vector transfected in
DND-41 cells; expression was increased in the CD4" direction of the cells, had no effect
on the migration of the cells. Reduced Notchl expression was demonstrated in S199A*
cells. S199A*/D* mutant vectors have been shown to induced proliferation compared to

the PHF6" cells and control group.

Conclusion: This study is the first for working on the cell migration of PHF6 in T-ALL
cells in the literature. It was shown that ectopic expression of PHF6; has no effect on cell
migration, has the potential to induce T-ALL cells towards CD4" and S199 site might be
significant for Notch1 signalling and cell proliferation.

Key words: leukemia, PHF6, T-cell
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SIMGELER ve KISALTMALAR

ALL : Akut Lenfoblastik Losemi

AML : Akut Myeloid Losemi

BCR . B-Hiicre Reseptorii

CD : Diferansiyasyon Kiimesi (Cluster of Differantiation)

CLP : Ortak Lenfoid Onciilii (Common Lymphoid Progenitor)

CMP : Ortak Myeloid Onciilii (Common Myeloid Progenitor)

D . Aspartik Asit

dH20 : distile su

DN : Cift Negatif (Double Negative)

DNA : Deoksiriboniikleik Asit

DP : Cift Pozitif (Double Positive)

ETP : Erken Timik Onciilii (Early Thymic Progenitor)

fs : Cergeve Kaymasi (frame shift)

G2 : Kap1 2 (Gap2)

HKH : Hematopoetik Kok Hiicre

K - Lizin

KML : Kronik Myeloid Losemi

LMPP : Lenfoid-kdkenli Multipotent Onciil (Lymphoid-primed Multipotent
Progenitor)

M : Mitoz

MO : Milattan Once

MPP : Multipotent Onciilii (Multipotent Progenitor)

MS : Milattan Sonra

N : Asparajin

NK : Dogal Oldiiriicii (Natural Killer)

NLS : Nuklear Lokalizasyon Sinyali

NoLS : Nukleolar Lokalizasyon Sinyali

NuRD : Nukleozom Yeniden Modelleme ve Deasetilasyon Kompleksi

0O.D. : Optik Dansite



PHD
PHF6

: Bitki Homeo Alan1 (Plant HomeoDomain)
: Bitki Homeodomain Parmak Proteini 6 (Plant Homeodomain Finger
Protein 6)

: Glutamin

> Arjinin

: Retinoblastoma Baglanma Proteini 4

: Serin

. T- Hiicreli Akut Lenfoblastik Losemi

: Durdurma kodonu

: yiizyil

: alfa

- beta

: gamma

: epsilon

:mikro

:mikrolitre



1. GIRIS

Plant homeodomain finger protein 6 (PHF6) proteini bir sentromer proteini olup
cekirdek ve cekirdekcikte ifadesi bulunur. Nuklear Lokalizasyon Sinyal bolgesi ve
Nukleolar Lokalizasyon Sinyal bolgeleri araciligiyla ¢ekirdek ve ¢ekirdekgige goc eder.
Transkripsiyonel aktivitesini yerine getirebilmesi i¢in Nukleozom Yeniden Modelleme
ve Deasetilasyon Kompleksi (NuRD) ile baglanir. PHF6 nin ¢esitli karsinomalar, lenfoid
ve hematopoetik neoplazmalardaki rolii iizerine yapilan ¢aligmalarda PHF6 nin T hiicreli
akut lenfoblastik 16semide genellikle inaktif ya da diisiik ifadeye sahip oldugu tespit
edilerek tiimor baskilayici fonksiyonu gosterilmistir (Hajjari ve ark., 2016; Li ve ark.,
2016). T hiicreli akut lenfoblastik 16semi (T-ALL), timositlerin agresif malignensisi,
yiiksek lenfosit sayisi, lenfoadenopati, merkezi sinir sistemi infiltrasyonu ve kemik iligi
ve timusta olgunlasmamis lenfoblastlarin ¢ogalmasiyla karakterize yaygin bir lenfoid
malignensi tipidir. T-ALL’de yeni bir tiimor baskilayici gen olarak fonksiyon gosteren
ve NuRD kompleksi ile baglanan ve DNA hasar tamirinde gorev alan PHF6 geninin ¢ift
pozitif-T  hiicrelerinde (CD4'CD8") ifadesinin arttign literatiir ~¢alismalarinda
gosterilmistir. Hiicre dongiistiniin G2/M  safthasinda DNA hasar1 gergeklestiginde
fosforilasyonla diizenlenen protein (Holmfeldt ve ark., 2010, Wang ve ark., 2013) ve
timor baskilayici gen olarak fonksiyon gdsteren PHF6 nin, tiimor baskilayici 6zelligini
kaybetmesine nokta mutasyonlarinin sebep oldugu ve proteinin giidilk formunun ise
yanlis anlaml (farkli aminoasit kodlayan) veya anlamsiz (durdurma kodonu olusturan)
mutasyonlarla olustugu literatiirde gosterilmistir. Ancak Notchl ve PHF6’nin T-ALL
patogenezinden sorumlu olan ana faktorlerden biri oldugu bilinmesine ragmen PHF6 nin
T-ALL gelisiminde nasil bir molekiiler rol oynadig: halen belirsizligini korumaktadir.
Bu calismanin PHF6’nmin T-ALL patogenezindeki molekiiler yolagi iizerine konuyla

ilgili yapilacak yeni ¢aligmalar i¢in 6n bilgi niteliginde olmas1 planlanmustir.

PHF6’nin iki PHD alam1 arasinda bulunan RDRS199 motifiyle olgunlagmamis T
hiicrelerinin proliferasyonunu 6nledigini diislindiik. T-ALL’de aktive edici mutasyonlari
goriilen Notchl’in PHF6 ile geri besleme dongiisiiyle transkripsiyonel olarak
indiiklenmesi, tlimor baskilayict PHF6 gen iirlinliniin T-hiicre proliferasyonunda negatif
geribesleme yolagi olarak kullanildigini diisiiniiyoruz. T-hiicre farklilagmasina da negatif

1



etki yapacagini diigiindiigimiiz PHF6 gen {irlinliniin bu fonksiyonunu yerine getirirken
RDRS199 aracili aktivasyonunun 6nemli oldugu kanaatindeyiz. Bu sebeple projemizde
oncelikle yabanil tip PHF6 genini araci vektore klonlayarak PHF6 gen {iriiniiniin
ifadesini saglayan plazmid vektoriinii elde ettikten sonra S199 bolgesinin inaktive edici
Alanin (A) aminoasitine ve aktive edici Aspartik Asit (D) aminoasitlerine bolgesel
yonlendirilmis mutagenez deneyi ile ¢evirerek S199 bdlgesinin aktivasyon ve inhibisyon

durumundaki etkinligi degerlendirilmistir.

Kanser hiicrelerinin ¢evre dokulara veya kan-lenfatik sistem araciliiyla uzak dokulara
yerlesmesi metastaz olarak adlandirilir. Migrasyon ise hiicrenin bulundugu dokudan ve
cevresel kosullardan bagka bir dokuya dogru hareket ederek goc etmesidir. Metastaz
hiicre migrasyonunu da igeren, kanser hiicresinin viicuda yayilmasina neden olan bir
siirectir. Bugiine kadar literatiirde yer alan calismalarda T-ALL hiicre migrasyon
mekanizmasi netlik kazanmamistir. PHF6 nin ndéronal migrasyondaki regiilator roliiniin
gosterilmesi ve bunun yani sira T-ALL hiicrelerinin migrasyon yeteneginin altinda yatan
mekanizmanin netlesmemesi, bu ¢alismada PHF6 proteininin T-ALL hiicre migrasyonu

tizerindeki etkisinin de arastirilmasina neden olmustur.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser Tanim

Kanser, kontrolsiiz biiyliyen ve ¢ogalan somatik hiicrelerin ¢evre dokulara yayilmasiyla
karakterize olan multigenetik bir hastaliktir. Antik Yunan literatliriine gore hekimler
kanser dokusunu “viicudun yiizeyinde biiyiiyen ve bazen iilsere olan, inflamatuar yapida,
kirmizi, atesli ve irine donebilen sislikler” olarak gordiiler. Cogunlukla zararsiz olarak
gordiikleri bu sisliklerin kotii huylularina Hipokrat karkino veya karkinoma adini
vermistir, Galen (MS. 2.yy) ise bu dokularin yenge¢ 1sirigina benzemesi ve goriinimleri
sebebiyle Yunanca’da “yenge¢” demek olan kanser kelimesini bu hastalik igin
kullanmustir (Sigerist, 1932; Atici, 2007). Tarihte ilk kanser vakasma M.O. 1600’de
rastlanilmis ve tedavisinin olmadigi belirtilmistir (Lakhtakia, 2014). 20. ylizyilin
baslarindan itibaren kanser gelisimine neden olan mekanizmalar ve hastaligin modern
tedavisine yonelik calismalar devam etmesine ragmen tiim mekanizmalart halen
aydinlatilamamistir. Kanser, genetik ve/veya epigenetik faktorlere bagli olarak
gelisebilen bir hastaliktir. Genetik faktorlere bagli  olarak hasarli  DNA’nin
sentezlenmesi, onkogen adi verilen aktivasyonu kanserle iliskilendirilmis bir genin
fonksiyon kazanmasi ya da tiimor baskilayici bir genin fonksiyon kaybetmesi ile ortaya
¢ikmaktadir. Kromozomal aberasyonlarla onkogenin aktivasyonu ve tiimor baskilayici
genin fonksiyon kaybetmesiyle gelisebilmektedir. Epigenetik mekanizmalar ise, DNA
dizisinde bir degisiklik yapmayan ancak fenotipe yansiyan modifikasyonlar ve yeniden
diizenlemeler biitiiniidiir (Chen ve ark., 2014). Epigenetik modifikasyonlar, molekiiler
mekanizmalarin gen ifadesinin regiilasyonunu degistirmesiyle fenotipe yansir. DNA
metilasyonu, histon modifikasyonlar1 ve kromatin modifikasyonlar1 gibi epigenetik
regililasyonlarin bozuklugu kanser dahil bir¢ok hastalikla iliskilendirilmistir (Lu ve ark.,
2020). Genetik ve epigenetik disregiilasyonlar sonucunda cesitli solid ve hematolojik
neoplaziler gelisebilir. Bu neoplaziler kemik iligi hiicrelerinde veya hematopoietik

hiicrelerde gelisirse hematolojik kanserler olarak degerlendirilir.



2.2. Hematopoez

Hematoloji, kan ve kan hastaliklartyla ilgilenen bilim dalidir. Kokeni Yunanca’da kan
anlamina gelen “haimo” kelimesinden gelmektedir. Hematoloji terimi ilk kez 1743°de
Thomas Schwenke tarafindan kullanilmistir (Atici, 2007). Hematopoez, insanda
embriyonik gelisim sathasinda ve erigkinlik doneminde goriiliir ve bu siiregte primer
lenfoid organlar olan kemik iligi (embriyonik donemde f6tal karaciger), timus ve
sekonder lenfoid organ olan dalakta hematopoetik kok hiicreler (HKH) gelisir (Godin ve
Cumano, 2005). Hematopoez, kan hiicrelerinin tiretimi anlamina gelmektedir ve siireg
boyunca pluripotent kok hiicrelerden iki ana kan hiicre hatti olan lenfoid ve myeloid
hiicrelerin gelisimi saglanir. Lenfosit hiicreleri lenfoid dokularda lenfoblastik progenitor
hiicrelerden koken alan T hiicreleri, B hiicreleri ve dogal 6ldiiriicii (NK) hiicrelerdir.
Kemik iligi ve timusta liretilirler ve sekonder organlara dolasim yoluyla go¢ edebilirler.
Viicudumuzdaki lenfosit hiicrelerinin ¢ogunlugu dokular arasinda bulunup, %]1°1
dolagimda bulunmaktadir. Lenfositler ve diger 16kositler yiizeylerinde kendilerine 6zgii
belirte¢ ifade ederler. Bu belirtecler T ve B lenfositleri ayirt etmede kullanilir (Peter ve
ark., 2007). Adaptif immun sistemin yapitasi B lenfositler, B hiicre reseptorleri (BCR)
ile antijeni tantyarak antikor iireten hiicrelerdir ve post-natal donemde kemik iliginde
olgunlasarak dolasima girerler (Nutt ve Kee, 2007). Hiicresel immiinite igin kilit rol
oynayan T lenfositler de kemik iliginde iiretilir ve timusta olgunlasir. Myeloid kokenli
hiicreler ise eritrosit, granulosit (nétrofil, eozinofil, bazofil), monosit-makrofaj, mast

hiicreleri ve megakaryosit hiicreleridir.

HKH’ler farkli hiicre tiplerine farklilagma yetenegi olan, kendi kendini yenileyebilen
hiicrelerdir (Sekil 2.1). Primer lenfoid organlarda lenfositler HKH’lerden olgunlasarak
farklilagsmalarin1 tamamlarlar. Hiicrenin mikrogevresi, diferansiyasyonu saglayan ve
hangi hiicre tipine farklilasacagini belirleyen i¢ ve dis faktorleri saglar. Bunlar
transkripsiyon faktorleri, sitokin veya biliylime faktdr sinyalleri, epigenetik
modifikasyonlar ve stroma hiicrelerdir. Hiicrelerin diferansiyasyonuyla hiicre ylizey
antijenleri de (cluster of differantiation-CD) farklilasir, bu sayede ata popiilasyonlarini
ayirt etmede yiizey belirteci olarak kullanilirlar. Diferansiyasyonu saglayan bu faktorler
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araciligryla kemik iliginde yiizey belirtegleri agisindan Lin/CD34"/CD38" olan HKH’ler
multipotent progenitér (MPP) hiicrelere (Lin/CD34*/CD38") doniisiirler (Bapat ve ark.,
2019). HKH’ler farklilagip olgunlasarak nétrofil ve monositleri olusturdugunda CD34
ifadesi azalir ve kaybolur. MPP’ler yiizeylerinde diisiik oranda olgun kok hiicre
belirtecini (Lineage-Lin), kok hiicre antijeni-1 (Sca-1) ve CD117 (c-Kit) tasirlar. Bu
yiizey belirte¢ grubu LSK (Lin'Sca-1*c-Kit") olarak adlandirthir. MPP kok hiicreler,
yalnizca koken aldigi dokunun hiicre tiplerine farklilasma yetenegine sahiptirler. Bu
sebeple MPP’ler Lymphoid-primed Multipotent Progenitor (LMPP) veya ortak myeloid
progenitdr (CMP) hiicrelere farklilagirlar. CMP hiicreleri eritrosit, granulosit,
megakaryosit, notrofil, dendritik hiicre (DC) ve makrofajlara farklilasarak olgunlagirken,
LMPP (Lin"CD34'CD45RA'CD90") hiicreleri dendritik hiicre, NK hiicresi ve B-
hiicrelerinin onciilii olan ortak lenfoid progenitor (CLP) hiicrelere ya da erken T hiicre

onciilii (ETP) hiicrelerine farklilasabilirler (Ceredig ve ark., 2009).

®>
}

MPP
LMPP / \ cMP

cp & N omp ¥ N Mep

/N S N N

B N Dt;rldritik N&trofil Makrofaj  Eritrosit Megakaryosit
i hiicresi Ucre
hﬁc;l;'esi

Sekil 2.1: Hematopoez basamaklari. HKH, hematopoietik kok hiicre; MPP, multipotent progenitor;
LMPP, lymphoid-primed multipotent progenitor; CMP, common myeloid progenitor; CLP, common
lymphoid progenitor, GMP, granulosit monosit progenitdr; MEP, megakaryosit eritrosit progenitor; ETP,

erken timik progenitorii; NK, dogal oldiirtict.



2.2.1.T Hiicre Gelisimi

Multipotent hematopoetik kok hiicrelerden koken alan T lenfositler, timusta farklilasarak
olgunlagsmaya baslar ve sekonder lenfoid organlarda olgunlagsmasini tamamlarlar.
Farklilasmaya ve olgunlasmaya baslayan T hiicreleri timusta c¢ok siki secilim
asamalarindan geger. Bu secilim asamalarinin erken evresinde spesifik yiizey belirtecleri
olan CD4CD8 hiicreler ¢ift negatif, bir sonraki asamada bu yiizey belirteglerinden
yalnizca biri tarafindan pozitif (CD4" ya da CD8") hiicrelere farklilasarak
olgunlagsmamis tek pozitif hiicreye, daha sonra her iki yiizey belirteci acgisindan pozitif
olan (CD4"CD8") ¢ift pozitif evreye ve en sonunda ise T-hiicreleri CD4" (yardimc1 T

hiicresi) veya CD8" (sitotoksik T hiicresi) hiicrelere farklilasarak olgunlasirlar.

Timus, kemik iligi veya fotal karacigerden koken alan kok hiicrelerin T-hiicrelerine
olgunlastig1 yerdir. Timusta bulunan olgunlasmamis T lenfosit hiicrelerine timosit denir.
Bu hiicre grubundan LMPP’ler timusa kortikamedullar boélgesinde bulunan kan
damarlarindan girerler. Burada ¢ogalarak ve diferansiye olarak timus korteksine dogru
hareket ederler (Harrington, 2019). LMPP hiicrelerinin farklilagsmasi, kemik iliginden
koken alan stromal hiicreler araciligiyla olmaktadir. In vitro sartlarda stromal hiicreler
LMPP ile inkiibe edildiginde B hiicrelerinin olusabildigi saptanmistir (Karamitros ve
ark., 2018). Ancak LMPP hiicrelerinin T hiicre olusturabilmesi i¢in mutlaka timusa gog
etmesi gerekmektedir. LMPP hiicrelerinin ilk olarak timusa gd¢ etmelerinin sebebi
timusun mikrogevresinde bulunan timik epitel hiicreleri ve kortikal stroma hiicrelerinin,
LMPP hiicrelerinden koken alan ve T hiicre Onciili olan ETP hiicrelerinin
proliferasyonu, migrasyonu ve farklilasmasini saglayacak olan ligantlar ve kemokinleri
bulundurmasidir (Seo ve Taniuchi, 2016). ETP hiicreleri timus korteksinde 10 giin
prolifere olduktan sonra farklilagmalarini tamamlayarak timusun medulla bdlgesine
donerler. T-hiicre Onciillerinin ylizeyinde bulunan CD44 ko-reseptdrii ile timus endotel
hiicrelerinde bulunan a6-integrin ile baglanarak kandan ¢ikis yaparlar (Ruiz ve ark.,
1995; Kawakami ve ark., 1999). LMPP hiicreleri timusa girdiklerinde CD25CD44" olup
CD4°CDS§ olan c¢ift negatif (DN1) hiicrelere farklilasirlar (Srivastava ve Makarenkova,
2020). ETP hiicreleri timusa giris yaptiklart noktadan itibaren timus iginde diizenli ve

tek yonlii olarak hareket ederler. Timusa kortikamedullar bdlgesinden giren hiicreler



farklilagma stiresince “dis kortekse” dogru hareket ederler. Timus i¢indeki bu hareketi,
hiicrelerin eksprese ettikleri integrinler ile timus epitel ve kortikal stroma hiicrelerinin
eksprese ettigi integrin ligantlar1 kontrol etmektedir. Timusun bu bolgesinde Notchl, T-
hiicrelerinin farklilagsmalarii belirleyen 6nemli bir kontrol noktas1 gorevi gormektedir
(Srivastava ve Makarenkova, 2020). Notchl, ETP hiicrelerinin ana transkripsiyon
faktoriidiir ve proliferasyonlarini indiikler. Kortikamedullar bdlgeden ¢ikip korteks
lizerinden subkapsiiler bolgeye gecen T hiicreleri DN2 (CD25°CD44") asamasina
gecerek diferansiye olurlar (Laurent ve ark., 2004; Srivastava ve Makarenkova, 2020).
DN2 asamasinda Notchl sinyali yoktur. Ancak DN2 asamasindaki T hiicre popiilasyonu
homojen dagilim géstermedigi i¢in hiicreler yiizey ifadeleri gore DN2a ve DN2b olarak
siiflandirilirlar (Rothenberg, 2008). Bu asamada TCR, yeniden diizenleme asamasina
geger ve ayrica CD44 ifadesi azalarak T hiicreler DN3 (CD25'CD44°) asamasina
gecerler. Bu hiicreler TCR komponentleri olan CD4, CD8, CD25, CD3g, CD3y ve
TCRA ve rekombinasyondan sorumlu RAGI agisindan negatif olmasi nedeniyle ETP
hiicreleri proliferasyon igin TCR sinyal yolagimi kullanmazlar, onun yerine timus
mikrocevresinde bulunan ligantlar1 kullanirlar. Bu asamada gorev alan en Onemli
transkripsiyon faktorii ise ¢inko parmak motifi iceren ve (A/T)GATA(A/G) konsensus
dizisine baglanan GATA3’tiir. GATA3’lin transkripsiyon faktorlerinden biri de
Notch1’dir ve ifadesi ETP-DN2-DN3 siireci boyunca kademeli olarak artis gosterir.
GATAZ3, CD4" T hiicrelerinin ve yardimci T-2 (Th2) sitokin olusumundan sorumludur
(Mak ve Saunders, 2006). TCR yeniden diizenlenmesiyle hiicre yiizeylerinde CD4, CDS,
CD3e, CD3y ifadeleri artar ve DN4 asamasina gegilir. GATA3 fonksiyonu ile B-
seleksiyon siireci baslar ve transkripsiyon faktorlerinin indiiksiyonuyla birlikte CD4 ve
CD8 ifadeleri baglatilarak hiicreler ¢ift pozitif (DP) T hiicre karakterini kazanmaya
baslar. Bu asamada hiicreler CD4 ve CD8 reseptorlerini eksprese ederler (Thompson,
2011).

2.3. Losemi Tanimi ve Siniflandirilmasi

Hematopoietik kok hiicrelerin nokta mutasyonlari veya kromozom mutasyonlart ile
malign forma doniismesiyle de hematolojik kanserler gelisebilmektedir. Bu kanserlerin

en sik goriilen tiplerinden biri 16semidir. Diinya Saglik Orgiitii'niin (WHO) giincel



verilerine gore 2018 yilinda 18,1 milyon yeni kanser vakasi goriilmiis ve 9,6 milyon
kansere bagli 6lim bildirilmistir. Bu o6limlerin %3.2°si 16semi kaynaklidir (WHO,
2020). Rudolf Virchow 1845’de hastalig1 “beyaz ve kirmizi kan hiicrelerinin tersine
dengesi” olarak tanimlayip tarihte ilk kez 1847°de I6semi terimini kullanmistir
(Kampen, 2012). Giiniimiizde 16semi, kemik iligi veya kanda beyaz kan hiicrelerinin
neoplastik proliferasyonuyla gelisen, sismis lenf nodlari, genislemis karaciger veya
dalak, Iokopeni, trombositopeni, terleme, ates ve halsizlikle karakterize malignant
klonojenik hastalik olarak tanimlanmaktadir. Hiicre tipine gore myeloid veya lenfoid,

hastaligin ilerlemesine gore ise akut ve kronik olarak 4 ana gruba ayrilir.
2.3.1. Myeloid Losemiler

Kemik 1iligi ve dalaktaki myeloid kokenli hiicrelerin proliferasyonu sonucu periferal
kana salinan granulosit ve myeloblast hiicrelerinin kontrolsiiz ¢ogalmasiyla
karakterizedir. 2 ana tipi vardir. Kronik myeloid 16semi (KML), 9. kromozomdaki proto-
onkogen olan c-abl ile 22. kromozomdaki BCR geninin resiprokal translokasyonuyla
(t(9;22)(q34;911.2)) karakterize myeloid 16semi tipidir ve bu translokasyon sonucu
olusan kisa kalmis 22. kromozoma “Philadelphia kromozomu™ denir (Molica ve ark.,
2020). Philadelphia kromozomu BCR-ABLL1 fiizyon genini tasir ve KML olgularinin
%95’inde gozlenir. BCR-ABLL1 onkoproteininin olusmasiyla hiicre proliferasyonu ya da
apoptozun inhibisyonu gibi kanserli hiicrenin sagkalimini saglayan bir¢ok yolagin
aktivasyonu tetiklenir. KML hastalarinda yiiksek lokosit ve yiiksek bazofil sayisi,
trombositopeni, trombositoz, periferal kanda blast hiicrelerinin varligi, splenomegali ve
philadelphia kromozomunun varlig1 belirleyici 6zelliklerdir (Eden ve ark., 2022). Akut
myeloid 16semi (AML), kemik iliginde farklilagmasini tamamlamamis myeloid
hiicrelerin ve olgunlasmamis myeloid onciil hiicrelerin artmasi ile gelisen heterojenik

hematolojik malignensi tipidir (Zjablovskaja ve Florian, 2020).
2.3.2. T-hiicreli Akut Lenfoblastik Losemi (T-ALL)

T hiicreli akut lenfoblastik 16semi (T-ALL) olgunlasamamis T lenfositlerin prolifere
olmastyla karakterize bir kanser tiiriidiir. Diinya Saglik Orgiitii’ne (WHO) gére ALL’nin
%25’1ni yetigkin ve yaklasik %16’si1 da pediatrik T-ALL’li bireyler olusturmaktadir.
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Toplumda goriilme siklig1 diger 16semi/lenfoma tiplerine gore daha diisiik olsa da daha
agresif seyirli bir hematolojik malignensidir. Olgunlagamamis T-hiicrelerinin kemik
iligine infiltrasyonuyla karakterize bir hastaliktir. Hastalarda beyaz kan hiicrelerinde
artls, notropeni, anemi, trombositopeni gibi kan hiicrelerinde diisiis, timis kiitlesinde
artis ve beyine infiltrasyon goriilmektedir (Gianni ve ark., 2020). Eksternal belirtiler
arasinda dis eti kanamasi, kemik agrisi, yliksek ates ve sik goriilen enfeksiyon, solgun
cilt, boyun/koltukalti/abdomen ve kasiklarda lenf nodu sismesine bagli yumru olusumu
bulunur. Daha 6nce alinan kemoterapi-radyoterapi ve ailesel gegmis T-ALL gelisiminde

risk faktorleri arasinda yer almaktadir.

T-ALL tedavisinde giincel tedavi yontemleri olarak hematopoietik kok hiicre
transplantasyonu (HSCT) ve CAR-T hiicre tedavisinde l6semi/lenfoma i¢in hayli timit
verici ¢aligmalar bulunmaktadir (Dai ve ark., 2022). Ancak bu tedavilerin kisiye yonelik
olmasi, ciddi yan etkilerinin bulunmasi ve hastaneye bagimli yasam kosullar1 sebebiyle
halen faz g¢aligmalar1 devam etmektedir (Sheykhhasan ve ark., 2022). Hastaligin
insidansi yasla beraber artarken 15-40 yas istii olgularda goriilme orani dramatik bir
sekilde artis gostermektedir (Siegelve ark., 2019; Malard ve Mohamad, 2020). T-
ALL’nin pediatrik bireylerde goriilme sikligi yetiskinlere gore diisiik olsa da, akut
lenfoblastik 16semiler c¢ocukluk donemi Idsemilerinin %80’ini, yetiskin donemi
l6semilerininse %20’sini olusturmaktadir. Hastaligin etyolojisine baktigimizda bir¢ok
kromozomal anomali tespit edilmis olup, transkripsiyon faktorlerinin anormal ifadesine
yol agan nokta mutasyonlar1 (GATA3, RUNX1 gibi), ¢esitli translokasyonlar (Notchl
yolagini etkiler), hiicre dongiisiinde goérev alan inhibitérlerde (CDKN2A/B, CDKN1B
gibi) ve kromatin diizenleyici faktorlerde (PHF6, DNMT3A gibi) goriilen mutasyonlar
karsimiza ¢ikmaktadir (Bayon-Calderon ve ark., 2020) ancak giincel tedavilerde bu
bulgularin prognostik 6nemi belirsizligini korumaktadir (Raetz ve Teachey, 2016). Bu
mutasyonlardan hematopoez ve T hiicre gelisiminde onemli rolii olan Notch1’in aktive
edici mutasyonlart ile Notchl sinyal yolagimi etkileyen translokasyonlar T-ALL’li
olgularin %40-60’1nda goriilmektedir (Weng ve ark., 2004). PHF6 mutasyonu goriilen
bireylerde ise T-ALL karakteristigi olan yiiksek trombosit sayis1 ve kemik iliginde blast

hiicre sayisinin yiiksekligi tespit edilmistir (Wang ve ark., 2011).



2.4. Plant Homeodomain Finger Protein 6 (PHF6) Gen ve Protein Yapisi

PHF6 (Plant Homeodomain Finger protein 6) geni (Gen 1D:84295) X kromozomunun
X(g26.2 bolgesinde lokalize olup 11 ekzondan olusur ve 4,5 kb’lik mRNA transkribe
eder. 1095bp’lik PHF6 ¢cDNA’s1 365 aminoasit i¢eren 41,290 Da biiyiikliigiinde protein
kodlar (Uniprot: Q8IWS0). N- terminalinde C2HC ¢inko parmak (pre-PHD alani) alani
bulunur. Protein Data Bank’tan alinan PHF6 proteininin 3 boyutlu kristal yapis1 Sekil
2.2’de gosterilmistir (https://www.rcsb.org/structure/4nn2, Erisim tarihi: 01.03.2022).

Sekil 2.2: PHF6 proteininin {i¢ boyutlu kristal yapisi.

PHF6 geninin 2-10. ekzonlar1 transkribe olur ve 8-10. ekzonlari en ¢ok mutasyon
goriilen bolgeleridir. 2 adet atipik PHD alani bulunup hastaliga neden olan mutasyonlar
en sik extended PHD (ePHD) alaninda goriiliir (Van Vlierberghe ve ark., 2011). Atipik
PHD parmak alanimin sahip oldugu ana Zn'? baglayict histidin rezidiili dizisi
C4HCH dir. PHD c¢inko parmak bdlgeleri 2 adet alfa-helikaz tabakasi igerir ve bunlar 2
adet birbirine karsit B-tabakasi ile birbirinden ayrilmistir. ePHD alaninin C-terminali,
birer uzun (33-84 sa¢ tokasi bulunduran) ve kisa birbirine karsit B-tabakasindan olusan
PHD parmak boélgesidir. Bu iki tabaka alfa-heliks tabakasi ile baglanmistir. PHF6
proteininin ePHD bolgesinin yiiksek ¢oziiniirliikli iic boyutlu kristal yapis1 Sekil 2.3’de

gosterilmistir.
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Sekil 2.3: PHF6 proteininin ePHD boélgesinin {i¢ boyutlu kristal yapist (Liu ve ark., 2014).

2.4.1. PHF6 ifadesi

Insan Protein Atlast veri tabaninda gosterilen immunoflorasan ve proteomik
calismalarina gére PHF6 proteini bir sentromer proteini olup nukleus ve nukleolusta
ifadesi bulunmaktadir (The Human Protein Atlas, 2019). 13.-16. ve 129.-133.
aminoasitleri arasinda Nuklear Lokalizasyon Dizisi (nuclear localization sequence-
NLS), 157.-169. aminoasitleri arasinda da Nukleolar Lokalizasyon Dizisi (nucleolar
localization sequence-NoLS) bulunmaktadir. NLS, proteini isaretleyip nuklear transport
yoluyla hiicre ¢ekirdegine tasinmasinda gorev alir. Bu diziler importin-a reseptdrleri
tarafindan taniir. Daha sonra nuklear por kompleksinden gecebilmek i¢in importin-a
reseptorleri nukleoporine baglanir. Burada RNA, RNP ve proteinlerin taginmasindan
sorumlu kargo proteini olan Ran-GTP kompleksi devreye girer. Ran-GAP ve Ran
Binding Protein (RBP) birlikte GTP’nin hidrolize olmasini saglar ve Ran-GTP
kompleksine bagli importinin Ran’dan RBP aracili ayrilarak tasidigi proteinin nukleusa
salinmasini saglar. Bdylece bu sinyal dizileri araciligiyla protein nukleus ve nukleolusa
go¢ ederek ifade olmaya baslar. PHF6 transkripsiyonel aktivitesini yerine getirebilmesi
icin Nukleozom Yeniden Modelleme ve Deasetilasyon Kompleksi (NuRD) ile
baglanmasi gereklidir. NuRD kompleksi, DNA metilasyonu ile gen susturmada islev
goriirken kompleksi olusturan proteinlerdeki hasarlar c¢esitli karsinomalar ile

iligskilendirilmistir (Hajjari ve ark., 2016).

Epigenetik regiilasyonlarda gorev alan kromatin adaptor proteinlerinden PHF6,

hematopoez ve onkogenezde de rol alan bazi genlerin transkripsiyonal regiilatorii olan
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NuRD’a baglanarak transkripsiyonel aktivasyona ugrar (Todd ve ark., 2015). Ayni
zamanda NuRD kompleksinin bir iiyesi olan Retinoblastoma Baglanma Proteini 4
(RBBP4)’iin promotoruna baglanarak hiicre dongiisiinde kilit rolii olan tiimor baskilayici
p21 proteininin ifadesini baskilar (Xiang ve ark., 2019). Tiimor baskilayici gen olan ve
en yiiksek ekspresyonu ¢ift pozitif (DP*) T hiicrelerinde gorilen PHF6’nin (Van
Vlierberghe ve ark., 2011) (Sekil 2.4), CD4'T hiicrelerinde de eksprese oldugu
gosterilmesine ragmen (Van Vlierberghe ve ark., 2010) T hiicre farklilasmasi,
migrasyonu ve proliferasyonu asamasindaki gérev mekanizmasi literatiirde tam olarak

bilinmemektedir (Xiao ve ark., 2018).
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Sekil 2.4: PHF6’nin HKH’lerde ifade seviyeleri. T hiicre gelisiminde en yiiksek ifadesinin ¢ift pozitif T
hiicrelerinde oldugu gosterilmistir (Van Vlierberghe ve ark., 2011)

Erken T hiicre farklilagmasinda kilit rol oynayan Notchl transkripsiyon faktoriiniin
mutasyona ugrayarak onkogenik aktivasyon kazanmasiyla T hiicre farklilasmasinin
sekteye ugradigi (Berquam-Vrieze ve ark., 2011; Herranz ve Ferrando, 2016) ve
fonksiyon kazanma mutasyonuna sahip hiperaktif Notchl’in T-ALL prognozundan
%50-60 oraninda sorumlu oldugu c¢alismalarda bildirilmistir (Osborne, 2011; Neumann
ve ark., 2015). T hiicre ¢ogalma ve farklilasma agamalarinda, ETP asamasindan DN2a
asamasina gecerken indiiksiyona ugrayan Notchl (Yui ve Rothenberg, 2014), T-hiicre
farklilagsmasi igin “asama spesifik” gen ifadesi saglanmasinda énemli rol oynamaktadir
(Haji ve ark., 2014). 2015 yilinda 83 T-ALL olgusuyla yapilan bir ¢alismaya gore PHF6
gen mutasyonunun oldugu tiim pediatrik olgularda Notchl mutasyonu oldugu tespit
edilmis ancak bu iliskinin yetiskinlerde goriilmedigi (n=9/23) tespit edilmistir (Yuan ve
ark., 2015). Baska bir ¢alismada da PHF6 mutasyonunun en yiiksek insidansinin Asya

populasyonunda (%27,1) oldugu gosterilerek bu populasyonda mutant PHF6 ve mutant
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Notch1’in yiiksek oranda birlikte goriildiigii belirtilmistir (Li ve ark., 2016). Losemik
hiicre hatlartyla in vitro kosullarda yapilan bir ¢alismada ise PHF6 ve Notchl arasindaki
iliskinin anlasilabilmesi i¢cin PHF6 nin baskilanarak hiicre i¢i Notchl sinyali ve T hiicre
gelisimi kontrol edilmis. Calisma sonucunda elde edilen verilerde PHF6’nin Notchl
sinyal aktivitesini ve protein ifadesini diizenledigi, PHF6 nin baskilanmasiyla hiicrelerde
Notchl ifadesinin de azaldigi tespit edilmis. PHF6 nin normal hematopoez igin gerekli
oldugu, T hiicre gelisimi sirasinda Notch1 ifadesi ve sinyallesmesinin PHF6 ifadesine
bagli oldugu calismanin sonuglarinda bildirilmistir (Loontiens ve ark., 2020). Bu
calismalar 1s1¢inda Notchl ve PHF6 arasinda T-ALL patolojisi acisindan linkaj

olabilecegi sdylenebilir.

PhosphoSite veri tabanina gore (Sekil 2.5) PHF6 protein dizisinde RDRS199 dizisinin
fosforilasyonu metastatik potansiyel ile iliskilendirilmistir (PhosphoSitePlus v6.5.7,
2019). Ancak veritabanina gore bu iliski T-ALL ile ¢aligiimamuistir.

Ti87-p RstssHGLDEMESss -~ o 3 T187 RSTSSHGTDETESSS T187 RSTSSHGTDEMES
s193-p GtDEMESssyRDRsP ~ o 1 S193 GTDETESSSYRDRsP s193 GTDEMESSSYRDR
s194-p tDEMESssyRDRsPH ~ o 1 S194 TDETESSSYRDRsPH s194 TDEMESSSYRDRs
¥195-p DEMESssyRDRsPHR ~ o 1 ¥195 DETESSSYRDRsPHR Y195 DEMESSSYRDRsP
$199-p SssyRDRsPHRssPs o 27 $199-p SSSYRDRsPHRSSPN 5199-p SSSYRDRsPHRSS
S203-p RDRsPHRssPsDtRP - o 5 5203 RDRsPHRSSPNDTRP 5203 RDRsPHRSSPNDT
s204-p DRsPHRssPsDtRPk -~ Upstream o 12 s204 DRsPHRSSPNDTRPK  S$204 DRsPHRSSPNDTR
$206-p sPHRssPsDtRPKCG ~ o 2 N206 sPHRSSPNDTRPKCG  N206 s PHRSSPNDTRPK
T208-p HRssPsDtRPRCGFC ~ Upstream o 1 T208 HRSSPNDTRPKCGEC T208 HRSSPNDTRPKCG
K211-ub  sPsDtRPKkCGECHVG -~ o 1 K211 SPNDTRPKCGFCHVG K211 SPRDTRPRCGECH
K227-ac EENEARGKLHIFNAk -~ o 2 K227 EENEARGKLHIFNAK K227 EENEARGKLHIFK
K227-ub  EENEARGKLHIFNAk -~ o 3 K227 EENEARGKLHIFNAK K227 EENEARGELHIFK.
K227-sm EENEARGKLHIFNAK -~ o 1 K227 EENEARGKLHIFNAK K227 EENEARGKLHIFN
K234-ub KLHIFNAKKAAAHYRK 0 1 K234 KLHIFNAKKAAAHYK K234 KLHIFNARKKAAAH

Protein Information Site Table Downstream Cancer Conservation

Treatment:
anti-CD3 S138-p , S145-p , S155-p
AZD1152 S138-p , S145-p
BI2536 S158-p
BI_Aa834 S145-p , S155-p
ionizing_radiation S120-p
metastatic potential S154-p , S155-p} S199-p ,ISZD4—p
MLN8054 S155-p , S158-p
nocodazole $145-p , S206-p , T208-p
uv S120-p
ZMA447439 $138-p , S145-p

Sekil 2.5: PHF6 post-translasyonel modifikasyonlari
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Bu motifin evrimsel siirecte korunmus olusu 6nemli bir fonksiyona sahip oldugunu

diistindiirmektedir (Sekil 2.6).

Human PHF6 SSYRDRSPHRSSPSDTR
Mouse PHF6 SSYRDRSPHRSSPNDTR
Rat PHF6 SSYRDRSPHRSSPNDTR
Xenopus PHF6 SSSRDRSPHRSSPSDTR
Chicken PHF6 SSYRDRSPHRSSPSDTK
Zebrafish PHF6 SSHRDRSPLRGSPGDSG

Sekil 2.6: PHF6 proteininde korunmus fosforilasyon dizisi

2013 yilinda PHF6 nin, transkripsiyonel uzamada gorevli PAF1 (Polymerase Associated
Factor 1) kompleksi aracili beyin dokusunda noronal migrasyon ve olgunlasmay1
sagladig1 gosterilmistir (Zhang ve ark, 2013). Ayrica yapilan doktora tez ¢aligmasinda
hedef fosforilasyon bolgemiz olan S199’un, néronal maturasyon ve migrasyon siirecinde
gorev alan CdkS5 (cyclin dependent kinase 5) tarafindan fosforile edildigi in vitro kinaz
yontemiyle gosterilmistir (Zhang ve ark, 2013). Ayrica hepatoseliiler karsinomada
hiicreleri mikroRNA aracili ya da baskilanarak proliferasyon ve migrasyona
yonlendirdigi (Yu ve ark.,, 2019; Yu ve ark., 2020) gosterilmis ancak ALL’de

migrasyona yonlendirdigi veya yonlendirmedigi ile ilgili bir bilgiye rastlanilmamuistir.

Bir meta-analiz ¢alismasi1 sonucunda T-ALL’de PHF6’nin genellikle inaktif halde
oldugu bildirilmistir. Bu sonugla birlikte PHF6’nin T-ALL’de tiimér baskilayici roli
oldugu gosterilmistir. Bununla birlikte en diisiikk ifadesinin bas-boyun kanserlerinde
oldugu ve fonksiyon kayb1 mutasyonlarinin en ¢ok lenfoid ve hematopoietik kanserlerde
goriildigi bildirilmistir (Hajjari ve ark., 2016). PHF6 aktivitesinin dokuya 6zgii oldugu
hipotezi bu meta-analiz ile desteklenmistir. T-ALL’de PHF6’nin somatik fonksiyon
kaybi1 mutasyonlart %30 oraninda goriilmekte olup (Xiao ve ark., 2018) erkeklerde
kadinlardan 3 kat daha sik goriildiigii tespit edilmistir (Van Vlierberghe ve ark., 2010).
PHF6’nin T-ALL’de tiimor baskilayict 6zelligini kaybetmesine nokta mutasyonlarinin
sebep oldugu ve proteinin giidiik formunun ise yanlis anlamli veya anlamsiz
mutasyonlarla olustugu bilinmektedir (Holmfeldt ve ark., 2010). PHF6’nin R274X,
Q270X, S176fs, K279fs, N262fs mutasyonlar1 nedeniyle fonksiyon kaybina ugradigi
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gosterilmistir (Wang ve ark., 2011). Bildirilen bu mutasyonlar PHF6 proteininin ePHD
bolgesinin upstream’inde olusarak protein kaybiyla sonuclanir. ePHD bolgesinde bu
kadar sik mutasyon olmasi T-ALL’de bu bolgenin ve upstream alaninin timor
baskilamadaki 6nemini gostermektedir. Ayrica DNA hasar1 esnasinda G2/M safhasinda
fosforilasyonla diizenlenen protein (Holmfeldt ve ark., 2010; Wang ve ark., 2013) olarak
fonksiyon gosteren PHF6’da, T-ALL’de yiiksek oranda fonksiyon kaybi mutasyonu
tespit edilmistir. Ancak PHF6 nin T-ALL gelisiminde nasil bir molekiiler rol oynadigi
belirsizligini korumaktadir (Chiaretti ve ark., 2014; Girardi ve De Keersmaecker, 2015;
Xiao ve ark., 2018).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Hiicre Kiiltiira

In vitro hiicre kiiltiirii caligmalarinda DND-41 (DSMZ, ACC525) hiicre hatt1 kullanild.
PHF6 gen ifadesinin bulunmadigi (Van Vlierberghe ve ark., 2010), 13 yasindaki T-
ALL’li bireyin periferal kanindan izole edilen DND-41 hiicrelerinde CDKN2B
(p15INK4B) ve CDKN2A (pl6INK4A) delesyonlar1 ile TP53 (p53) mutasyonu da
bulunmaktadir. Hiicrelerin tamamu igerisine L-glutamin (Sigma, 25030024), esansiyel
olmayan amino asitler, sodyum piriivat (Thermo, 11360070), %10 Fetal Dana Serumu
(Invitrogen, 10270106) ve %1 Penisilin/Streptomisin (Invitrogen, 15140-122) eklenmis
RPMI-1640 (Invitrogen, 21875-034) besiyeri kullanildi. FBS besiyerine eklenmeden
once 1s1 ile inaktive edildi. Hiicreler %5 COg2’lik atmosfer, %95 nem ve 37°C’lik
inkiibatorde (Shel Lab) ¢ogaltildi. Hiicre hattinin katalogunda belirtilen ¢ogalma siiresi
35 saattir. Yapilmaya devam edilen deneylerinde hiicre pasaj sayisi arttikca hiicre
¢ogalmasi yavaslamaya ve morfolojisi degismeye baslamistir (Hughes ve ark., 2007
Krampe ve Al-Rubeai, 2010). Bazi hiicrelerin kiime goriintimiinii aldigi goézlendi.
Hiicrelerin bu davranisi hiicre i¢i apoptotik sinyal yolaklarinin aktive edildigi
durumlarda ortaya cikmaktadir. Calismanin devam edebilmesi amaciyla yurticinden
temin edilen DND-41 hiicre hattinda da hiicrelerin saglikli ¢ogalma gdstermeyerek,
istenilen hiicre sayisina ulagamadigi tespit edildi. Bu kosullarda deney prosediiriine
uygun hiicre hatti bulunmadigr i¢in olusturulan mutant vektorlerin bu hiicrelerin
migrasyonu lizerine etkisi degerlendirilememistir. PHF6 antikorunun kontrolii i¢in
kullanilan ve PHF6 geninin ifadesinin bulundugu 293T hiicrelerinin DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium) besiyerlerinde pasajlanmasi amaciyla 3 kez 1ml
1xPBS ile yikandiktan sonra 1ml soguk tripsin enzimi (Invitrogen, 25300054) 1dk

hiicrelere muamele edilerek kullanildi.

DND-41 hiicrelerinin pasajlanmasi icin hiicreler besiyeri ile birlikte 15ml’lik falkona
alinarak 200g x 5dk santrifiijlendi. Besiyeri uzaklastirilarak hiicre peleti %10 FBS igeren
RPMI-1640 ile siispanse edilerek T75 flaska (Greiner Bio-One, 658175) aktarildi. DND-

41 hiicrelerinin sayiminda, hiicreigi proteinlere baglanarak mavimsi renk veren trypan
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mavisi kullanildi. Boylece boyanmamis canli hiicreler ile mavi renkli boyanmis 6li

hiicrelerin ayristirilmasi saglandi.
3.2. Soliisyon ve Tamponlar

1) Luria Bertani (LB) Broth: Mikrobiyal sivi besiyeri %2,5’luk olacak sekilde
hazirlandi. 1L dH20’ya 25gr LB Broth tozu eklendi. Otoklav cihazinda 121°C’de 15

dakika 1 atm basing altinda sterilize edildi. +4°C’de sogutucuda saklandi.

2) LB Agar: Mikrobiyal kat1 besiyeri %2,5’luk olacak sekilde hazirlandi. 1L
dH20’ya 25gr Agarli LB Broth (Lennox) tozu eklendi. Otoklav cihazinda 121°C’de 15
dakika 1 atm basing altinda sterilize edildi. LB Agar 45-50°C’ye sogudugunda
100mg/ml ampisilin antibiyotik 1/1000 oraninda eklendi ve mikrobiyolojik plakalara esit

hacimde dagitildi. Donmas1 beklendi. +4°C’de sogutucuda ters gevirilerek saklandi.

3) 1M Tris-HCI (pH:8.0): 12.11gr Tris Base, 80ml bdH20 ile ¢6zdiiriildii. pH:8.0’a
HCI ile ayarlandiktan sonra hacim 100ml’ye bdH2O ile tamamlandi. Oda sicakliginda

saklandi.

4) 100mM Tris-HCI (pH:7,4): 5ml 1M Tris-HCI iizerine 20ml bdH>O eklenerek
pH:7.4’e ayarlandi. Hacim 50ml’ye bdH>O ile tamamlanda.

5) 50mM CaCl, /10mM Tris-HCI (pH:7.4): 1,39gr CaCl> 150ml bdH>O’da
¢ozdiirildii ve tizerine 25ml 100mM Tris-HCI eklendi. Hacim 250ml’ye bdH20 ile
tamamlandi. 0,22pm porlu filtreden (Millipore, SLGP033RS) gegirildi.

6) 10XTE (Tris-EDTA) Tamponu: 1ml 1M Tris-HC1 (pH:8.00)’e 200ul 0,5M
EDTA tamponu eklenerek hacim 10ml’ye bdH2O ile tamamlandi. 0,22um porlu filtreden

gecirildi ve oda sicakliginda saklandi.

7) 1XTE Tamponu (Eliisyon Tamponu): Iml 10XTE tamponuna 9ml steril dH20

eklenerek DNA ve primerlerin uzun siire saklanmasinda tampon olarak kullanildu.
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8) Resuspansiyon Tamponu: 10ml 1M Tris-HCI (pH:8.0) iizerine 2ml 0,5M EDTA
ve son konsantrasyonu 100pg/ml olacak sekilde RNaz A eklendi ve hacim 100ml’ye
dH20 ile tamamlandi. 0,22pm porlu filtreden gegirildi ve +4°C’de sogutucuda saklandi.

9) Parcalama Tamponu: 2ml 10M NaOH iizerine 10ml %10 SDS ilave edildi ve
hacim 100ml’ye dH20 ile tamamlandi. 0,22pm porlu filtreden gecirildi ve +4°C’de

sogutucuda saklandi.

10)  Notralizasyon (Cokeltme) Tamponu: 60ml 5SM KAc iizerine 11,5ml glasiyel
asetik asit eklendi ve hacim 100ml’ye dH2O ile tamamlandi. 0,22um porlu filtreden
gecirildi ve +4°C’de sogutucuda saklandi.

11)  Yikama Tamponu: 70ml %96 Etanol 100ml’ye dH20O ile tamamlanarak %70’lik
yikama tamponu elde edildi. -20°C’de sakland.

12) 10X TBE (Tris-Borate-EDTA) Agaroz Jel Elektroforez Tamponu: 108gr Tris
Base, 55gr Borik Asit ve 40ml 0,5M EDTA (pH:8.0) karistirilip, hacim bdH»O ile 1

litreye tamamlandi. Oda sicakliginda 151k gérmeyen yerde saklandi.

13) 1X TBE Agaroz Jel Elektroforez Tamponu: 100ml 10X TBE tamponundan

aliip hacim 900ml dH2O ile 1 litreye tamamlandi. Kullanmadan 6nce taze hazirlandi.

14)  Stok BSA (10mg/ml): 10ml steril dH20’da 100mg BSA ¢ozdiriildi. 0,22pm
porlu filtrelerden gegirildi. -20°C’de sogutucuda saklandi.

15) SDS Yikleme Tamponu (2X Laemmli Tamponu): Son konsantrasyonlari
0.125M Tris-HCI (pH:6.8), %6 SDS, %20 gliserol ve %10 B-Merkaptoetanol (Merck,
8057400250) (kullanmadan 6nce taze eklendi) iizerine yaklasik 2pg bromofenol mavisi
eklendi. 0,22pum porlu filtreden gegirilerek alikotlandi ve -20°C’de saklandi.

16)  Triton-X Lizis Tamponu: Kimyasallar ve son konsantrasyonlar1 100mM Sodyum
Floriir (Sigma, 201154), 50mM HEPES, 150mM Sodyum Kloriir, %10 gliserol, %1,2
Triton-X100, ImM Magnezyum Kloriir, ImM EGTA, ImM Sodyum-0-vanadate ve 1X
proteaz inhibitdr kokteyli (Thermo Scientific™, A32955) olacak sekilde tampon
hazirlandi ve pH: 7,4’e ayarlandi. -20°C’de sogutucuda saklandi.
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17) 10X PBS (Phosphate Buffered Saline): 80gr NaCl,, 2gr KCl», 14.4gr Na;HPO4
(dibazik anhidrat), 2.4gr KH2PO4 (monobazik anhidrat) HCI ile pH:7.4’e ayarlanip
hacim dH20 ile 1 litreye tamamlandi. Otoklavlanarak sterilize edildi. Oda sicakliginda

saklandi.

18)  1X PBS: 100ml 10X PBS tamponundan alinip hacim 900ml bdH.O ile 1 litreye

tamamlandi. Otoklavlanarak sterilize edildi. Oda sicakliginda saklandi.

19)  1X PBS-T: 100ml 10X PBS iizerine 1ml Tween-20 eklendi ve 1 litreye dH2O ile

tamamlanda.

20) %10 SDS: 10gr Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) 100ml bdH20 ile ¢ozdiiriildii.
0,22um’lik porlu filtreden gecirildi. Oda sicakliginda saklandi.

21)  Bloklama Tamponu (%1 BSA): 1gr Bovine-Serum-Albumin (BSA), 100ml 1X

PBS-T icinde ¢oziildii ve filtre kagidindan gecirildi. Kullanmadan 6nce taze hazirlandi.

22) 10X Yiirlitme Tamponu (Western Blotlama): 15gr Tris Base, 94gr glisin 900ml
dH20 suda ¢oziildii ve tizerine 50ml %10 SDS eklendi. Hacim 1 litreye tamamlandi.

Oda sicakliginda saklandi.

23)  Aynstirma (Resolving) Tamponu: 1L tampon soliisyon i¢in, 181,64gr Tris Base
(1,5M) 700ml dH.O’da ¢oziilerek pH:8.8’e ayarlandi. Hacim 1 litreye tamamlandi.
+4°C’de saklandi.

24)  Hizalama (Stacking) Tamponu: llitre tampon soliisyon i¢in, 60,5gr Tris Base
(0,5M) 700ml dH20’da ¢oziilerek pH:6.8’e ayarlandi. Hacim 1 litreye tamamlandi.
+4°C’de saklandi.

25)  Transfer Tamponu (Western Blotlama): 1 litre tampon soliisyon i¢in 3,75g
Glisin, 7,259 Tris Base bdH.O’da ¢ozildi. 250 ml metanol (Merck, 1060092511)

eklendi. Kullanmadan 6nce taze hazirlandi ve +4°C’de sogukta bekletildi.

26) %10 APS: 0,1gr Amonyum Persiilfat (APS) (Sigma, A3678) Iml bdH2O

icerisinde ¢ozdiiriildii. Kullanmadan 6nce taze hazirlandi.
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27)  MTT (5mg/ml): 0,05gr MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-
diphenyltetrazolium bromide), 10ml steril 1X PBS igerisinde aliiminyum folyo kaplh
tiipte 151k gormeyecek sekilde ¢ozdiiriildii ve steril kabinde 0,22pum porlu filtreden

gecirildi. Kullanmadan 6nce taze hazirland.

28) Akrilamid/Bisakrilamid (29:08): 145g Akrilamid (CHEMSOLUTE, 9912.0500),
49 Bisakrilamid (Sigma, M7256-25G) tartilarak 500ml bdH2O ile ¢ozdiiriildi.
0,22um’lik porlu filtreden gegirildi. +4°C’de aliiminyum folyo kapli sisede ve sogukta

saklandi.

29)  Western Blotlama PVDF Membran Goriintiilemesi: PVDF membran Western
Bright ECL-HRP Substrate (Advansta, K-12045-D50) ile HRP 1s1masi saglandi.

30) Western Blotlama Film Goriintiilemesi: 350ml Developer (ILFORD PQ
UNIVERSAL, 1155091, 1155082) 650ml su ile karistirilarak aliiminyum folyo kapl
sisede 151k gormeyecek sekilde saklandi. 300ml Fixer (ILFORD PQ UNIVERSAL,
1984262, 1984253) 700ml su ile karstirilarak aliiminyum folyo kapli sisede 1s1k
gormeyecek sekilde saklandi. Film goriintilemede X-ray filmi 6nce Developer
sollisyonu daha sonra Fixer soliisyonunda gerektigi kadar bekletilerek bant

goriintiilemesi yapildi.

31) Antikorlar ve Belirtegler: Western blotlamada anti-PHF6 primer antikoru (St
John’s Laboratory, STJ29530) ve anti-rabbit-HRP sekonder antikoru (Advansta, R-
05072-500), Notchl primer antikoru (Cell Signalling Technology (D6F11), 4380S),
GAPDH (Cell Signalling Technology, sc-47724) ve anti-mouse-HRP sekonder antikor
(KPL, 474-1806) kullanildi. Deneylerde gerektigi kadar %1 BSA ile sulandirilarak
kullanild1. Proteinin boyutsal dogrulanmasi i¢in Opti Protein XL Marker (G266)
kullanildi. -20°C’de sogutucuda saklandi.

32)  RIPA Tamponu: Hiicre lizati toplamada kullanilan RIPA tamponu (Sigma,
R0278) 10ml’si i¢ine 1 adet proteaz inhibitor tableti (Thermo Scientific, A32955)
koyularak -20°C’de sogutucuda saklandi.
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33) 3M Sodyum Asetat (NaAc) pH:5.2: 40,8gr NaAc 70ml dH2O igerisinde
¢ozdiiriildii. Glasiyel asetik asitle pH:5.2°ye ayarlandi ve hacim 100ml’ye dH20 ile
tamamlandi. 0,22um porlu filtreden gecirilerek 1ml’lik ependorf tiiplere alikotlandi. -
20°C’de sogutucuda saklandi.

3.3. pcDNA3.1 insan PHF6 Memeli ifade Vektoriiniin Klonlanmasi ve Filtre
Kagidindan Ayristirilmasi

PHF6 proteininin 199. pozisyonundaki Serin aminoasitinin Alanin (A) ve Aspartik Asit
(D) aminoasitlerine c¢evirilebilmesi amaciyla 1095bp’lik insan PHF6 cDNA’sinin
5.5kb’lik pcDNA3.1A plazmit vektoriine aktarilmasi ¢alisilmistir. Ticari olarak satilan
bu plazmidler c¢oklu klonlama bdlgeleri (multiple cloning sites-MCS) igerirler. Bu
klonlama bolgeleri, DNA’y1 kesen restriksiyon endoniikleazlar (restriksiyon enzimleri)
tarafindan taninan spesifik dizileri igerir (Sekil 3.1). PHF6 c¢cDNA’s1 bu klonlama

bolgesinden BamHI enzim kesim bolgesi yardimiyla aktarildi.

5

codon
following the |
site In version A.

Sekil 3.1. Memeli ifade vektorii pcDNA3.1A nin sematik gosterimi

pcDNA3.1 insan PHF6 memeli ifade vektorii Altay Therapeutics Inc. Kurucu ve
CEO’su Dr. Ali Rayet Ozes ve Prof. Dr. Osman Nidai Ozes tarafindan BamHI ile
pcDNA3.1(A) vektoriine klonlanip filtre kagidina emdirilerek temin edilmistir. PHF6
ifade vektorii, 200ul 1xTE tamponu igerisinde vortekslenerek filtre kagidindan
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ayristirilmast saglandi. Sekil 3.2°de klonlama deneyinde kullanilan PHF6 ¢cDNA dizisi
verilmistir. Klonlama islemi su sekilde yapildi; 3 bazlik durdurma kodonu klonlamasi
yapilacak dizi igerisine alinmadigr i¢in 1095 bp’lik insan PHF6 cDNA’sinin PCR
yontemiyle ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan PHF6’ya 6zgiil klonlama primerleri (Invitrogen,

10629012) asagida yazildig1 gibidir. Alt1 ¢izili diziler BamHI enzim kesim bolgesidir.

[leri primer dizisi 5'-CGC G*"GA TCC GCC GCC ATG TCA AGC TCA GTT GAA
CAG AAA AAA GGG-3'

Geri primer dizisi 5'-CGC G"GA TCC GTT TCC ATT AAG TTG CTG CTG AGT
TAG TTG-3'

Cogaltilan PHF6 cDNA’simin BamHI enzim kesim noktasindan pcDNA3.1A vektoriine
insert edilebilerek klonlanmasi icin insert ve vektor BamHI restriksiyon enzimiyle
(Thermo Scientific, FD0054) kesilerek fenol:kloroform:izoamilalkol (25:24:10 v/v) ile
saflastirilmast gergeklestirildi. BamHI enzim kesiminin ardindan yapiskan u¢ olusturan
vektoriin 5’ terminali vektoriin yalnizca ligasyon yapildiginda kapanmasi amaciyla
alkalin fosfataz (CIP) ile defosforile edilerek fenol:kloroform:izoamilalkol ile ¢oktiirme
yontemiyle temizlenmesi saglandi. Dogrulama i¢in %1 agaroz jel elektroforezine tabi
tutuldu. Ligasyon islemi i¢in vektor ve insert T4 DNA Ligaz kiti (NEB, B0202S) ile
klonlandi. Hazirlanan reaksiyon 16°C’de geceboyu inkiibasyona birakildi. Klonlamanin
dogrulamas1 %1 agaroz jel elektroforezi ile gerceklestirildi. Dogrulanan vektor
bakteriyel transformasyon ile c¢ogaltilarak ileriki deneylerde kullanilmak amaciyla -

20°C’de sogutucuda saklandi.

3.4. insan PHF6 Yabaml Tip Vektoriiniin E. Coli DH5a Susuna Isi Sokuyla

Transformasyonu

Plazmid vektoriiniin ¢ogaltilabilmesi i¢in oncelikle vektorlerin, E. coli DH5a susuna 1s1
sokuyla transformasyonu gerceklestirilmistir. Transformasyonu gergeklestirmek icin
bakteriler, plazmid vektoriinii hiicre i¢cine alabilecek kompetan haline getirildi. Yapilan

tiim islemler bunzen beki alevi etrafinda ¢alisilmistir.
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ATGTCAAG

TGTGGCTTTT
ATCTGAAAAC
CTGCTTTGGT
ATTGAAGATG
TTTGTGCCAT
ACAGGACATA
GAGAAACCTT
AACTGCACAT
AACTGGAGCC
CCAAGAAAARA
CTCCCATGGA
CACACAGAAG
GTAGGGGAGG

CTCAGTTGAA
GTAAGTCAAA
CAGAAGGTGG
ATCATCACAC
TCCAAAAGGA
TGTCCTGGAG
CCACTACCAC
CACAAGGAAT
AACTCCGAAG
CTCATCACCT
CTAATTTTAA
ACAGATGAAA
CAGCCCTAGT
AAGAAAATGA

CAAGAAGGCA
TCCAGCTCAC
ACTGTACTTC
CAGTCAGCCT
CTTACCATTA
ATGTCACGAG
TGAGAGAGAT
TAGAAATTGA

CAGAAAAAAG
TAGAGACAAG
CAGCGCACCA
TCTGATAATG
AATTAAAAGA
CAACAATTGG
TGTGCATTGC
TTACATGGTC
CTGATTTAGA
AARAGTAAAA
AGGGCTGTCA
TGGAAAGTAG
GACACCAGGC
AGCACGAGGA

GCTGCCCATT
AACAACATCA
AGGAGATTAA
GGTGCTACTA
CCACTGTGGA
GAATTTACAA
GAAGAAGATG
TCAGCAACAA

ATAAGTGCAT
AGAGCAGAAT
ACGAGGAAAA
TTGGATGTGA
GTACAAGACA
ACTATACTGT
AGGAACGAGA
CTAACTCAGC

GGCCTACAAG
GAATGTGGAC
TAAGTGCATG
AAAGTCTTGG
GGCACGAAGC
TTGTGATGTG
ATGATAAAGC
TATTGCCGAA
AGAAAGTTTT
AGAAAAGTCG
GAAGATACCA
TTCCTATAGA
CTAAATGTGG
AAACTGCATA
GTTGTTTTCT
TTGGAGACTT
AGAATGAAAT
AATAAAAGCC
AAGCTAAATA
AAAAATCATA
GAGTAAAAGC
AGCAACTTAA

ACAGCGCAAA
AGTTACTAAT
CTCTTTTCAT
TGGATTTTCT
TGATGTGTTC
AAAACATGTC
TCAAATACGA
AACACAAGAA
AATGAACATG
CAAAGGAAGG
GGTCCACATC
GATAGGTCTC
ATTTTGCCAT
TATTTAATGC
TCTGGCACAG
TGATATTAAA
GTACACTTTG
TGTGTTAAGA
CATTGAAAAT
GTGGAAATGA
CGAGGAAAAG
TGGAAACTAG

Sekil 3.2. insan PHF6 cDNA dizisi. Sari ile isaretli ATG dizisi baslangi¢ kodonu olan Metiyonin (M)
aminoasitini gostermektedir. Alt1 ¢izili diziler PHF6 genini plazmid vektoriine klonlama i¢in kullanilan
primer dizilerini (sirasiyla ileri ve geri) gostermektedir. Kirmizi ile isaretli alan 199. pozisyondaki Serin

(S) aminoasitini gostermektedir.

3.4.1. Kompetan Hiicrelerin Hazirlanmasi

1)
0.D.600 =0,2-0,5 araliginda olan E. coli DH5a kompetan hiicre buz iizerinde yavasca

Daha 6nceden -80°C’de donmus halde bulunup igerisindeki bakteri yogunlugu

erimeye birakildi.

2) 10ml antibiyotik icermeyen LB besiyerine 20ul kompetan hiicre eklendi ve
37°C’de etiivde (Thermo Scientific-Heraeus) hafifce c¢alkalanarak gece boyu

inkiibasyona birakild1.
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3) Inkiibasyon siiresi sonunda cogaltilan bakterilerden 1-2ml almarak 200ml

antibiyotiksiz LB besiyerine eklendi.
4) 37°C’de etiivde hafifce galkalanarak 4 saat inkiibasyona birakildi.

5) Optik dansitesi 0,2-0,5 araligina ulasan 600nm dalga boyundaki bakteriler 10
dakika buzda inkiibe edilerek sogutuldu.

6) 50ml’lik falkon tiiplere boliindii.

7) Bakteriler 2000rpm’de +4°C’de 5 dakika santrifiij (Beckman-Coulter Allegra)
edildi.

8) Siipernatant atild1 ve pelet tizerine 25ml 50mM CaCl,/10mM Tris (pH:7.4) soguk
olarak eklendi. Hafif¢e pipetaj yapildi.

9) 15 dakika buzda inkiibasyona birakildi.
10)  2000rpm’de +4°C’de 5 dakika santrifiij edildi.

11)  Siipernatant atilarak pelet lizerine her bir falkona 9ml SO0mM CaCl2/10mM Tris
(pH:7.4) ve 1ml saf gliserol eklenerek homojenize edildi.

12)  Onceden buz iizerinde hazirlanan 1,5ml’lik ependorf tiiplerine 100ul’ser

alikotlanarak -80°C’de sogutucuda saklandi.
3.4.2. Is1 Sokuyla Transformasyon

1) Hazirlanan E. coli DH5a kompetan hiicrelerin 1 tiipii ile transforme edilecek 1:10

dilue edilmis plazmid DNA’s1 buz iizerinde yavasca ¢dzliinmeye birakildi.

2) 50ul DHS5a kompetan hiicre ve 10-50ng plazmid DNA’s1 steril ependorf igerisinde 30
dakika buzda inkiibe edildi.

3) Su banyosunda 1 dakika 42°C’de 1s1 soku uygulandi ve hemen ardindan 2 dakika
buzda bekletildi.
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4) 900ul antibiyotiksiz LB besiyeri eklenip 37°C’de etiivde 1 saat yatay calkalanacak
sekilde inkiibasyona birakildu.

5) a. LB kat1 besiyerine (kat1 agar) ekim: 1 saatin sonunda bakterilerden 150-300ul’si
icerisinde 100ul/ml Ampisilin antibiyotigi bulunan kati agar plakalara steril 6ze
yardimiyla yayilarak ekim gergeklestirildi. Plakalar ters gevrilerek 37°C’de etiivde gece
boyu inkiibasyona birakildi.

b.LB sivi besiyerine ekim (mini kiiltiir): 1 saatin sonunda bakteriler 3ml LB sivi
besiyerine ekildi ve besiyerine 100ul/ml Ampisilin konsantrasyonunda antibiyotik

eklenerek 37°C’de etiivde gece boyu inkiibasyona birakildi.

6) a. Ertesi giin ¢ogalan kolonilerden tek koloni se¢imi yapilarak LB sivi besiyerinde
37°C’de etiivde gece boyu inkiibasyona birakilarak cogaltildi. Cogalan bakterilerden
%16,5 gliserol igeren bakteri stogu hazirlanarak daha sonraki deneylerde kullaniimak
tizere -80°C’de kriyo tiip i¢cinde muhafaza edildi. Stre sonunda bakteriler +4°C’de
4500rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Stipernatant atildi. Pelet plazmid izolasyonunda
kullanildi.

b. Mini kiiltiir kurulan bakteriler +4°C’de 4500rpm’de 15 dakika santrifiij edildi.

Stipernatant atildi. Pelet plazmid izolasyonunda kullanildi.
3.5. Plazmid izolasyonu
1. 1,5ml bakteri kiiltiirti 2 dakika 10.000rpm’de santrifiij edildi.

2. Stipernatant atildi. Pelet tizerine 200ul resuspansiyon tamponu eklenerek

vortekslendi. Pelet homojenize edildi.

3. 250ul pargalama tamponu eklenerek tiip yavas¢a 10 kez alt-iist edildi. Temiz ve

viskoz bir goriintii elde edildi.

4. Ardindan 350ul nétralizasyon tamponu eklendi ve tiip 10 kez yavasca alt-iist

edilerek presipitat olusmasi beklendi.
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S. +4°C’de 10.000rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.

6. Siipernatant dikkatlice temiz bir tiipe transfer edildi. Uzerine 700ul 2-propanol

eklendi.
7. 15 dakika -20°C’de inkiibasyona birakildi.
8. Siire sonunda igerik spin kolona alindi1 ve 1 dakika 7000rpm’de santrifiij edildi.

9. Kolona 400ul sogutulmus yikama tamponu eklendi ve 1 dakika 7000rpm’de
santrifiij edildi. Bu asama 2 kez tekrar edildi.

10.  Bos kolon 2 dakika 10.000rpm’de santrifiij edildi.

11.  Kolon, temiz ependorfa yerlestirildi ve kolonda kalan plazmid DNA’smnin
kolondan ayristirilmasi i¢in kolonun tam ortasina 50ul eliisyon tamponu eklenerek 1

dakika 10.000rpm’de santrifiij edildi.

12. Ependorf icerisinde toplanan plazmid DNA konsantrasyonu upDrop Plate
spektrofotometrede (Thermo Scientific, Multiskan GO Microplate Spectrophotometer)
Olctildii. Ayrica plazmidin bant boyu, izolasyon isleminin basarili olup olmadiginin ve

yapisal hasar olup olmadiginin kontrolii i¢in agaroz jel elektroforezi uygulandi.
3.6. PHF6 Geninin PCR Yontemi ile Cogaltilmasi

PCR analizleri i¢in ABI GeneAmp PCR System 9700 ve Blue-Ray Biotech TurboCycler
Lite marka 1s1 dongii cihazlar kullanildi. Amplifikasyon iiriinlerinin yaklasik boyutlari

agaroz jel elektroforeziyle 6l¢iildii.
3.6.1. PCR Reaksiyon icerigi ve Sartlari

pcDNA3.T1A vektoriine klonlanan PHF6 plazmid dizisinin kontroliiniin yapilabilmesi
icin klonlamada kullanilan primer cifti kullanildi. Dizayn edilen ileri primer dizisi 5'-
CGCGGATCCGCCGCCATGTCAAGCTCAGTTGAACAGAAAAAAGGG-3,  geri
primer dizisi ise 5'-CGCGGATCCGTTTCCATTAAGTTGCTGCTGAGTTAGTTG-3'.
PCR reaksiyonunda kullanilan kimyasallarin igerigi ve miktarlart su sekildedir; 1X PCR
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Reaksiyon tamponu (ThermoScientific), 0,2uM ileri primer, 0,2uM geri primer, 200uM
dNTP, 1 {inite Dream Taq Polimeraz (ThermoScientific), 100ng plazmid DNA ve steril
H20. PCR amplifikasyon sartlar1; 950C’de 3’ 6n denatiirasyon yapildi ve 30 dongii ise
95°C’de 30°, 70°C’de 30’°, 72°C’de 1’ yapildi ardindan 15 dongi 95°C’de 30,
58°C’de 30”’, 72°C’de 1’ yapildi, son uzama evresi 72°C’de 15’ uygulandi.

3.7. Agaroz Jel Elektroforezi ve Goriintiileme Sistemi
3.7.1. %2’lik Agaroz Jelin Hazirlanmasi

2gr agaroz tartilarak 100 ml 1X TBE’de mikrodalgada 1sitilarak ¢oziildii. 50-55°C’ye
gelene kadar sogumasi beklendi ve ardindan son konsantrasyonu 0.5pg/ml olacak
sekilde etidyum bromiir ilave edildi. Elektroforez kiivetine taraklar yerlestirildikten
sonra hazirlanan soliisyon agaroz jel elektroforez kiivetine dokiildii. Oda sicakliginda
15-20 dakika agaroz jelin polimerize olmasi1 icin beklendi. Polimerizasyon
gerceklestikten sonra taraklar jelden gikarilarak igerisinde 1X TBE bulunan elektroforez

tankina yerlestirildi.
3.7.2. Agaroz Jelin Yiiriitillmesi ve Goriintiilenmesi

PCR iirtinii ve SM#1333 belirteci ve 1100bp bandini gosteren belirtegler (marker), DNA
ylukleme tamponu kullanilarak kuyucuklara yiiklendi. Elektroforez tankina bagh giic
kaynag ile 120 voltta 60 dakika yiiriitiildii. Ornekler UV 151k veren transilluminatdr
yardimiyla incelendi. Vi (Pop-bio) jel goriintiileme sistemine bagli olan monitdrli

sistem kullanilarak fotograflar alindu.
3.8. PCR Amplikonlarinin NaAc/Etanol Presipitasyonu ile Piirifikasyonu

Amplifikasyon iirtinlerinin reaksiyon sonrasinda amplikon dis1 kimyasal bilesenlerden
uzaklastirllmas1 amaciyla sodyum asetat (NaAc)/Etanol presipitasyonuyla ({iriin
saflagtirma yontemi kullanilarak gerceklestirildi. Piirifikasyon iirlinleri agaroz jele

yiiklenerek iiriin kontrolii yapildi. Kisaca yontem asagida belirtildigi sekilde uygulandi:

1. 2ul 3M NaAc (pH:5.2) PCR iiriinlerinin lizerine eklendi.
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2. 1-2 kez homojenize edildikten sonra 1,5ml’lik ependorf tiipe aktarildi ve iizerine

30ul %100 etanol eklendi, 2 saniye vortekslendi.

3. 30 dakika -20°C’de bekletildi.

4, 13.400rpm’de 25 dakika santrifiij edildi.

5. Dibe degmeden siipernatant alinip atildi. 200ul %70 soguk etanol eklendi.
6. 13.400rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.

7. Dibe degmeden siipernatant atildi ve PCR iiriinleri oda 1sisinda 20-25 dakika

kurumaya birakildi.
8. Pelet 20pl steril H20 ile ¢ozdiirtildii.
3.9. Bolgesel Yonlendirilmis Mutagenez (SDM)

Insan PHF6 yabanil tip ifade vektdrii {izerinde bolgesel yonlendirilmis mutagenez
(SDM) deneyi ile S199 pozisyonundaki Serin (S) amino asitinin kodonu Alanin (S199A)
ve Aspartik Asit (S199D) kodonlarma ¢evrilmesi i¢in PCR reaksiyonu kuruldu.
Olusturulmak istenilen mutantlar i¢in ilgili bolgelere 6zgli mutagenez primer dizileri
(Invitrogen, 10629012) asagidaki gibidir:

S199A

[leri Primer 5’-TCCTATAGAGATAGGGCTCCACACAGAAGCAGC-3’
Geri Primer  5’-GCTGCTTCTGTGTGGAGCCCTATCTCTATAGGA-3’
S199D

lleri Primer  5°-TCCTATAGAGATAGGGATCCACACAGAAGCAGC-3’
Geri Primer  5’-GCTGCTTCTGTGTGGATCCCTATCTCTATAGGA- 3’

Insan PHF6 mutant vektorlerini olusturmak amaciyla tasarlanan SDM deneyi icin ABI

GeneAmp PCR System 9700 ve Blue-Ray Biotech TurboCycler Lite marka 1s1 dongii
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cihazlar1 kullanildi. PCR reaksiyonu, yukarida verilen primer ¢iftleri ve Phusion High-
Fidelity DNA Polimeraz (NEB, M0530L) enzim kiti kullanilarak gergeklestirildi. PCR
reaksiyonunda kullanilan kimyasallarin igerigi ve miktarlar1 su sekildeydi; 1X Phusion
GC tamponu (NEB), 0,3uM ileri primer, 0,3uM geri primer, 200uM dNTP, 2 {inite
Phusion DNA Polimeraz (NEB), 60ng plazmid DNA ve steril H20.

PCR amplifikasyon sartlart; 95°C’de 30°°, 16 dongii 95°C’de 30°’, 55°C’de 1°, 72°C’de

14’ yapildi, son uzama dongiisii 72°C’de 15°’ ve son olarak 4°C’de oo uygulandi.
3.10. Mutant Plazmidlerin Dpnl Enzimi ile Kesimi

E. coli’"de DNA adenin metiltransferaz (Dam) enzimi tarafindan GATC dizisi
metillenmektedir. SDM yontemiyle in vitro kosullarda c¢ogaltilan amplikonlarin ata
zincirleri GATC dizisinden metillidir. Bu sebeple SDM yontemiyle ¢ogaltilmis
amplikonlarin, yalnizca metillenmis GATC dizilerini taniyarak kesen Dpnl restriksiyon
endoniikleaz enzimi ile kesimi gerceklestirildi. Bdylece reaksiyon igerisinde yalnizca
istenilen mutant dizileri igeren plazmid vektorlerinin kalmasi saglandi. Kisaca kesim
reaksiyonu su sekilde uygulandi; 1X Fast Digest Dpnl Tamponu (Thermo Scientific,
FD1704), 0,2ug DNA, 1pl Fast Digest Dpnl Enzim (Thermo Scientific, FD1704) steril
H20. Reaksiyon 25ul’de kuruldu. 15 dakika 37°C’de 1siticida inkiibasyona birakildi.

3.11. Kat1 Agar Plakalara Yayma ve Koloni Secimi

Enzim kesiminden alinan iiriinler 1/10 oraninda steril su ile sulandirilarak 1s1 soku
yontemiyle kompetan hiicrelere transforme edildi. Elde edilen transformantin 150ul ve
300ul’si igerisinde 100pg/ml ampisilin bulunan kati agar plakalara steril 6ze yardimiyla
ekimi yapildi. Plakalar ters cevrilerek 37°C’de etiiv cihazinda gece boyu inkiibasyona
birakildi. Ertesi giin icerisinde ampisilin direng geni bulunan plazmid DNA’sin1 alan
bakteri kolonilerinden ¢ogalan tek koloniler (Sekil 3.3), steril tip (Iso Lab, T-B-1000)
(Thermo Scientific, 94300120) yardimiyla alinarak ampisilinli LB sivi besiyerinde

cogaltildi ve plazmid izolasyonu gerceklestirildi.
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Sekil 3.3: Kati agar plakada tek koloni goriintiisii
3.12. PHF6 Geninin PCR Yontemiyle Cogaltilmasi ve Kontrolii

izole edilen plazmid DNA’lar1 dogrulamak icin pcDNA3.1A vektériine klonlanan PHF6
gen dizisini tanityan klonlamada kullanilan primer cifti ile reaksiyon kuruldu. 50ul
hacimde kurulan PCR reaksiyonunda kullanilan kimyasallarin icerigi ve miktarlary; 1X
Dream Taq Reaksiyon tamponu (ThermoScientific), 0,3uM ileri primer, 0,3uM geri
primer, 200uM dNTP, 1 iinite Dream Taq Polimeraz (ThermoScientific), 100ng plazmid
DNA ve steril H,O. PCR amplifikasyon sartlar1; 95°C’de 3’ 6n denatiirasyon yapildi ve
30 dongii ise 95°C’de 30’7, 70°C’de 30°°, 72°C’de 1’ yapild1 ardindan 15 dongii 95°C’de
30’7, 58°C’de 30°°, 72°C’de 1’ yapild1, son uzama evresi 72°C’de 15°’ uygulandi.

Amplikonlar agaroz jel elektroforezi ile yapisal ve boyutsal olarak kontrol edildi,

amplikonlarin dogrulamasi yapildi.
3.13. Sanger DNA Sekanslama

PHF6 gen dizilerinin dogrulanmasi1 amaciyla Sanger DNA Dizileme yontemi uygulandi.
Mutant PHF6 gen dizisini igeren plazmid vektorlerinin PCR yontemiyle cogaltilip,
agaroz jel ile kontrol edilmesinin ardindan NaAc/Etanol yontemiyle PCR piirifikasyon
islemi gerceklestirildi. Daha oOnce pirifikasyonu yapilan yabanmil tip PHF6 PCR
ornekleriyle birlikte SDM uygulanan PHF6 PCR Orneklerine sekans reaksiyonu

uygulanarak Sanger DNA sekanslama cihazina iiriinler yliklenerek dizilemesi yapildi.
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3.13.1. Sekans Reaksiyonu

Sekans reaksiyonu; 1X Sekans tamponu, 3,2pmol ileri ya da geri primer, 1pul BigDye
enzim, lul PCR iiriinii ve steril H2O kosullarinda 10ul reaksiyon hacminde kuruldu.
Sekans PCR amplifikasyon sartlar1 ise su sekildeydi; 96°C’de 1dk 6n denatiirasyon
yapild1 ve 25 dongl ise 96°C’de 10sn, 50°C’de 5sn, 60°C’de 4dk, 4°C’de « olarak
uygulandi. Reaksiyon BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems) ile gergeklestirildi.

3.13.2. Sekans Piirifikasyonu

Sekans PCR’1indan alinan {iriinler NaAc/Etanol iirlin saflagtirma yontemiyle saflastirildi.
Saflagtirilan driinler aliminyum folyoya sarilarak 1s1k gormeyecek sekilde -20°C’de

dizileme cihazina yiiklenene kadar muhafaza edildi. Muhafaza siiresi 1 haftay1 gecmedi.
3.13.3. DNA Sekanslama Cihazina Uriinlerin Yiiklenmesi ve Degerlendirilmesi

Dizilemesi yapilacak olan saflastirilmis PCR {irlinleri, MicroAmp Fast 96 kuyucuklu
optik plakalara (Applied Biosystems) yiiklendi ve ABI 3130xL Genetic Analyzer
cihazinda Sequencing Analysis programinda yiiriitiildii. Bu sonuglarda Adenin (A) yesil,
Guanin (G) siyah, Sitozin (C) mavi ve Timin (T) kirmizi renkli pikler ile
gosterilmektedir. Bu pikler, NCBI veritabanindan PHF6 cDNA referans dizisi ile
karsilastirilarak DNA dizi analizi degerlendirilmesi yapildi.

3.14. PHF6 Protein ifadesinin Gosterilmesi i¢in Western Blot Uygulanmasi

Izole edilen PHF6 plazmid vektdriiniin dogrulanmasi amaciyla western blotlama

yontemiyle protein isaretlemesi yapildi.
3.14.1. Hiicrelere Vektor Transfeksiyonu

DND41 hiicrelerine Lipofektamin 2000 lipozom ajaniyla gerceklestirildi. Transfeksiyon
6 kuyucuklu plakada gerceklestirildi. PHF6 yabanil tip plazmiti kuyucukta 3pg olacak
sekilde hesaplanarak 250ul serumsuz RPMI-1640 besiyerinde oda sicakliinda 5 dakika
inkiibe edildi. Bu inkiibasyonun 2,5’inci dakikasinda her kuyucukta 250ul serumsuz

31



RPMI-1640 iginde 8ul Lipofektamin 2000 lipozom ajani, DNA igeren tlipe aktarildi.
Lipozom ajaninin DNA’y1 i¢ine almasi i¢in birlikte 20 dakika oda sicakliginda inkiibe
edildi. Siire sonunda kuyucuklara esit miktarda dagitildi. Inkiibasyon sirasinda DND-41
hiicreleri thoma lamiyla sayildi. Kuyucuk basma 1x10°® hiicre sayilarak
DNA/Lipofektamin kompleksinin iizerine 500ul ekilerek ters transfeksiyon yapilmis

oldu. Kontrol grubu hiicrelere transfeksiyon yapilmadi.
3.14.2. Hiicre Lizati Toplama

Hiicre kiiltiiriinden protein lizati toplanmasi amaciyla Triton-X Lizis tamponu ve RIPA
tamponu kullanildi. Bradford protein konsantrasyon tayininde her iki tamponla elde
edilen protein miktar1 arasinda anlamli bir farklilik goriilmedi. PHF6 proteininin
ifadesinin nukleusta olmasi sebebiyle ¢alismaya RIPA tamponuyla devam edildi. RIPA
tamponu (Sigma, R0278) igerisinde 150 mM sodyum Klorid igeren 50 mM Tris-HCI, pH
8.0, %1 Igepal CA-630 (NP-40), %0.5 sodyum deoksikolat ve %0.1 SDS bulunmaktadir.
10ml RIPA tamponunun igerisine 1 adet proteaz inhibitor kokteyli (Thermo Scientific™,
A32955) eklendi. Protokol su sekildedir; Hiicreler 15ml’lik falkona aktarildi. 450xg’de 5
dakika santrifiij edildi. Supernatant atildi. Pelete Sml 1xPBS tamponu eklendi. 450xg’de
5 dakika santrifiij yapildi. Bu yikama asamasi 3 kez tekrar edildi. Pelet tizerine 1ml
RIPA tamponu eklenerek 20 dakika buzda inkiibasyonu saglandi. Ve hiicre lizati
blotlamada kullanilmak iizere -80°C’ye kaldirildu.

3.14.3. Bradford ile Protein Konsantrasyon Tayini

Elde edilen hiicre lizatinda bulunan protein miktarmin western blotlama jeline esit
miktarda yiiklenebilmesi igin, Bradford reaktif (BioRad) boyasi kullanilarak artan
miktarlarda hazirlanan BSA standardina karst protein konsantrasyon tayini
gerceklestirildi. 10mg/mL konsantrasyonunda BSA soliisyonundan 1pg/pl olacak
sekilde BSA soliisyonu hazirlandi. Standart egride R? degerinin hesaplanabilmesi igin 96
kuyucuklu plakaya 0,5, 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13pug olacak sekilde 3’1 tekrarlar halinde
eklendi. -80°C’deki hiicre lizatlar1 buz iizerinde eritildi ve BSA’nin koyuldugu 96
kuyucuklu plakaya ti¢ tekrarli olarak 1ul eklendi. Tiim 6rnekler spektrofotometrede 595

nm dalga boyunda okundu. Degisen BSA konsantrasyonlarmin okuma degerlerinin
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ortalamasi alinarak hazirlanan standart egri denklemine gore elde edilen lizatlarin

protein konsantrasyonlari belirlendi.
3.15. Western Blotlama

Western blotlama ig¢in SDS-poliakrilamid jel (PAGE) hazirlandi. Incelenecek olan
proteinin biiyiikliigiine gore hazirlanacak jel yiizdesi belirlendi. Oncelikle ayristima jeli
hazirlandi. Western blot camlarmin arasma TEMED eklendikten hemen sonra
polimerizasyon gergeklesmeden dokiildii. Uzerine %0,1 SDS eklenerek jelin polimerize
olurken agikta kalan {ist kisminin diiz ¢izgi halinde donmasi saglandi. Jel donduktan
sonra SDS’i pecete yardimiyla alarak tizerine hizalama jeli dokildi. Hizalama jeli
dokiildiikten hemen sonra polimerizasyon yasanmadan taraklar yerlestirildi ve jelin
polimerlesmesi beklendi. Jel hazirlamasinda kullanilan kimyasallar ve miktarlar

asagidaki tabloda verilmistir (Tablo 3.1).

Tablo 3.1: SDS-PAGE jel hazirlama miktarlari

Ayristirma Jeli Hizalama Jeli
(30ml) %7 %10 %12 (10ml)
bdH-0 15ml 11,55ml 10,5ml 6ml

2,5ml hizalama

Ayristirma Jeli 7,5ml 7,5ml 7,5ml tamponu
Acr:BisAcr (29:08) 7,05ml 10,5ml 12ml 1,25ul
10% SDS 300ul 300ul 300ul 100ul

10% APS (Sigma,
A3678) 300ul 300ul 300ul 100ul

TEMED (Sigma,
T7024) 30ul 30ul 30ul 10ul
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3.15.1. Orneklerin Hazirlanmasi ve Jele Yiiklenmesi

Bradford yontemiyle protein miktar1 belirlenerek esitlenen Orneklerin hacminin yarisi
kadar 2XSDS + B-merkaptoetanol yiikleme boyas1 konuldu ve 4 dakika 95°C’de sicak
blokta denatiirasyon icin bekletildi. Ornekler bu esnada 2 kez vortekslendi. Jel
yiiklemeye uygun pipet uglariyla (ExactaCruz, sc-201732), hazirlanan jele yiiklendi.
Ornekler hizalama jelini gecene kadar 120 voltta, ayristirma jelinde ise 150 voltta
yiritildi  (Kullanilan Cihaz: Amersham 80-6171-96). Yiirime sonunda PVDF

membrana transfer edildi.
3.15.2. PVDF Membrana Transferi

Ornekler yiiriitiildiikten sonra 1slak transfer igin kullanilacak siingerler transfer
tamponuyla islatildi. Transfer kasetinin negatif yiiklii siyah kismina siingerlerden biri
yerlestirilerek tizerine transfer tamponunda islatilmis whatman kagidi (Thermo
Scientific, LSG-88620) yerlestirildi. Bunun {izerine orneklerin yiiriitildigi jel cam
plakalar arasindan dikkatli bir sekilde ¢ikarilarak kondu. Jel iizerine saf metanolde 1
dakika fikse edilmis PVDF membran hava kabarcigi kalmayacak sekilde yerlestirildi.
Uzerine transfer tamponunyla 1slatilmis whatman kagidi ve diger siinger konularak
transfer aparat1 dikkatlice kapatildi. Bekletmeden soguk transfer tamponuyla doldurulan
transfer cihazina yerlestirildi. Ornekler gece boyu 40 voltta +4°C’de transfer edildi.

Ertesi giin transfer tanki acildi.
3.15.3. PVDF Membranin Isaretlemesi

Membran 1xPBS-T-BSA (1X PBS, %0.1 Tween-20, %1 BSA) soliisyonunda 2 saat
bloklandi. %1 BSA i¢inde hazirlanan PHF6 primer antikorunun 1:1000 diltisyonu ile 1
saat isaretlendi, siire sonunda antikor uzaklastirildi ve membran 1xPBS-T ile 2x30
dakika oda sicakliginda yikandi. Ardindan, %1 BSA i¢inde hazirlanmis uygun anti-
rabbit-HRP sekonder antikoruyla (Advansta, R-05072-500) 1:25000 diliisyonu ilave
edildi ve isaretleme 1 saat oda sicakliginda yapildi. Sekonder antikorun

uzaklastirilmasiin ardindan membran 1xPBS-T ile 2x30 dakika yikandi. ECL reaktifi
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(Advansta, K-12045-D50) ilave edildi ve 1 dakika beklendikten sonra uzaklastirildi ve
goriintiilemesi yapildi. Goriintiilenerek ifadesi belirlenen proteinin, yiiklemesi yapilan
total proteinin bazal seviyelerinin belirlemesi amaciyla house-keeping GAPDH
isaretlemesi uygulandi. GAPDH isaretlemesinin yapilabilmesi igin membrana strip-off

uygulandi.
3.15.4. Strip-Off Muamelesi

Western blotlamada PVDF membrana strip-off muamelesi SDS-PAGE jele yiiklenen
protein miktarinin kontroliiniin saglanabilmesi, ayn1 membranda iki farkli proteinin
ifadesinin kontrolii i¢in uygulanabilir bir yontemdir. Bu yontemle PVDF membrana
baglanan primer ve sekonder antikorlarin membrandan ayrilmasi saglanarak Notchl
(Cell Signalling, 4380S) ve GAPDH (sc-47724) antikorlariyla isaretlenmesi saglandi.

Hazirlanan strip-off soliisyonu Tablo 3.2°de verilmistir.

Tablo 3.2: Strip-off soliisyonu hazirlama miktarlar

Kimyasallar Miktarlar
Hizalama Tamponu 12,5ml
10% SDS 20ml
bdH20 67,5ml
3-merkaptoetanol 704ul
Toplam Hacim 100ml

100ml strip-off soliisyonu agzi kapakli cam sisede hazirlanarak 55°C’ye kadar
mikrodalga firinda isitildi. Uygun sicakliga geldiginde B-merkaptoetanol eklenerek
kapali bir kap icersine membran yerlestirilerek 30 dk siiresinde 55°C’de ¢alkalamali
inkiibatorde inkiibe edildi. Siire sonunda membranin 2x15dk 1xPBS-T ile yikanmasi

saglanarak istenilen antikorla isaretlenmesine hazir hale getirildi.
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Yikamanin ardindan 2 saat boyunca %1 BSA ile membranin bloklanmasi saglandi.
PHF6 ifade vektorlerinin, PHF6 sinyal yolaginda ana transkripsiyon faktorlerinden biri
olan Notchl ifadesi tizerine etkisinin degerlendirilmesi i¢in Notchl primer antikoruyla
(Cell Signalling, 4380S) membran isaretlendi. Notchl primer antikoru 1:500
dilisyonunda gece boyu, bir sonraki strip-off’”da GAPDH primer antikoru 1:10000
diliisyonunda 1 saat boyunca isaretlemesi yapildi. Her iki antikor i¢in 3x10dk 1xPBS-T
ile yikanmasi saglandi. Notchl i¢in 1:5000 sekonder anti-rabbit-HRP, GAPDH i¢in
1:25000 sekonder anti-mouse-HRP (KPL, 474-1806) antikoru ile 1 saat isarctlemesi
gerceklestirildi. Ardindan membranin 3x10dk 1xPBS-T ile yikanmasi saglandiktan sonra

1 dakika ECL ile inkiibe edilerek kemiliiminesans goriintiilenmesi gergeklestirildi.

3.16. Yabaml Tip PHF6 Ifade Vektoriiniin T-Hiicre Farkhlasmas1 Uzerine

Etkisinin Gosterilmesi I¢in Akim Sitometri ile Degerlendirilmesi

PHF6’nin T-hiicre farklilagmasi iizerine etkileri CD4/CDS8 western blotlama antikoru
proje kapsaminda temin edilemedigi i¢in CD4/CDS8 farklilasmas1 Akdeniz Universitesi
Merkez Laboratuvari Ozel Hematoloji boliimiinde BD FACSDiva 7.0 akim sitometri
cihazi ile degerlendirildi. Ayrica hiicrelerin CD3, CD7, CD2, CDla ve TdT yiizey
belirtegleri yoniinden analizi yapildi. Analiz yapilabilmesi i¢in 2x10*hiicre/ul hiicre
sayildi. T-ALL hiicrelerinin bir grubuna PHF6 yabanil tip ifade plazmidi Lipofektamin
2000 lipozomu aracili transfekte edilirken kontrol grubu olarak transfeksiyon
yapilmamis T-ALL hiicre hatti kullanildi. Hiicre yogunlugu yiiksek oldugu igin
hiicrelerin apoptoza ugramadan toplanabilmesi i¢in transfeksiyonun ardindan hiicreler
24 saatlik 37°C’de inkiibasyonun ardindan toplandi. Akim sitometrisi i¢in hiicre lizat1 su
sekilde toplandi: Hiicreler 15ml’lik falkona alinarak 450xg’de 5 dakika oda sicakliginda
santrifiij edildi. Siipernatant atildi. Peletin Iml FBS ve 4ml 1xPBS i¢inde ¢oziilmesi
saglandi. Hiicrelerin CD2, CDla, TdT CD3, CD4, CD7 ve CDS8 antikorlariyla

isaretlemesi yapilarak sonuclar degerlendirildi.
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3.17. Yabaml Tip ve Mutant PHF6 ifade Vektérlerinin Hiicre Proliferasyonuna
Etkilerinin MTT ile Gosterilmesi

MTT testi, hiicrenin metabolik aktivitesini gosteren renk gostergesine bagli canlilik
testidir. Canl1 hiicrelerde NADPH oksidatif enzimlerinin etkinligi ile hiicre igerisine
tetrazolyum almir. Canli hiicrelerde hiicre igine alinan sar1 tetrazolyum boyasi,
enzimatik reaksiyon sonucunda mor formazan boyasina cevirilir. PHF6’nin S199
bolgesinden regiilasyonu sonucunda hiicre proliferasyonu fiizerine etkisi 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) proliferasyon testi ile
incelendi. PHF6 yabanil tip ve mutant plazmitler ve ifade geni icermeyen PHF6’nin
klonlama iskeletine sahip pcDNA3.1 plazmid vektori (mock), ayri ayri kuyucuk basina
300ng olacak sekilde hesaplanarak 25ul serumsuz RPMI-1640 besiyerinde oda
sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi. Bu inkiibasyonun 2,5’inci dakikasinda kuyucuk
basina 25ul serumsuz RPMI-1640 i¢inde 0,4ul Lipofektamin 2000 lipozom ajani, DNA
iceren tlipe aktarildi. Lipozom ajaninin DNAy1 i¢ine almasi igin birlikte 20 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildiler. Siire sonunda kuyucuklara esit miktarda dagitildi.
Inkiibasyon sirasinda DND-41 hiicreleri thoma lamiyla sayildi. Kuyucuk basina 5x10*
hiicre sayilarak DNA/Lipofektamin kompleksinin iizerine 100ul ekilerek ters
transfeksiyon yapilmis oldu. Kontrol grubu olarak yalnizca esit sayida hiicre ekimi
yapildi. Her grup kendi i¢inde 6 tekrarli olacak sekilde calisildi. 48 ve 72 saat sonra
tizerlerine karanlik ortamda 20ul MTT soliisyonu eklendi. %5 COz’lik atmosfer, %90
nem ve 37°C’lik inkiibatorde 3 saatlik inkiibasyonun ardindan 450g’de 5 dakika santrifiij
yapildiktan sonra besiyeri dokiiliip MTT kristallerini ¢ozmek icin her kuyuya 100ul
DMSO (dimetil sulfoksit) eklendi. 5 dakika oda sicakliginda bekletilirken plaka hafifce
calkalandi. Spektrofotometrede 570-690nm dalga boyunca 1s1ma miktar1 6l¢iildii.

3.18. Yabaml Tip PHF6 ifade Vektoriiniin Hiicre Migrasyonuna Etkisinin

Gosterilmesi

PHF6 proteininin T-ALL hiicre migrasyonuna etkisi 24 kuyucuklu plaka formatinda
EZCell™ Hiicre Migrasyon/Kemotaksis kiti (BioVision, K910-12) ile gerceklestirildi.

Deney kit manueline gore uygulanda.
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3.18.1. Migrasyon Deneyi Icin Hiicrelerin Hazirlanmasi ve Kemoatraktan

Muamelesi

Her kuyu igerisinde Sum’lik pora polikarbonat membrana sahip {st c¢ember
bulunmaktadir. 24 kuyucuklu plakanin tabani1 da alt ¢cemberi olusturmaktadir. Yabanil
tip PHF6 vektorii Lipofektamin 2000 aracili DND-41 hiicresine ters transfekte edildi.
Hiicre kontrol grubu olarak transfeksiyon yapilmamis hiicre grubu kullanildi. Hiicreler
Boyden Cemberi’ne ekilmeden dnce gece boyu serumsuz ortamda a¢ birakildi. Ardindan
hiicreler falkon tiipiinde toplanip 1000xg’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant atilip,
pelet serumsuz RPMI-1640 besiyerinde ¢oziildii ve hemositometrede sayimi yapildi. Alt
¢embere kuyucuk bagina son konsantrasyonu 10ng/ul CCL2 (Sino Biological,10134-
HO8Y) kemoatraktan1 igeren 600ul serumsuz besiyeri eklendi. CCL2, monosit,
makrofaj, olgunlagsmamis dendritik hiicrelerin ve CD4" T hiicrelerinin enfeksiyon
alanina go¢ etmesini saglayan bir kemoatraktandir (Hao ve ark., 2020). Alt ¢embere
CCL2 elenerek hiicrelerin indiiklenmesi ve migrasyonu hedeflendi. Kemoatraktan
pozitif kontrol grubu olarak kit i¢eriginden ¢ikan kontrol migrasyon indiikleyiciden 60pl
almip 540ul serumsuz besiyeriyle karistirilarak kullanildi. Negatif kontrol grubuna
yalnizca 600ul serumsuz besiyeri kullanildi, herhangi bir ajan eklenmedi. Ust cembere
2x10° hiicre olacak sekilde 200pul olarak ekildi. Hafifce karistirildiktan sonra kapag
kapatilarak 37°C’de inkiibasyona birakildi. DND-41 hiicresine insan CCL2 kemokin

muamelesinden 30 saat sonra spektrofotometre ile hiicre sayimi yapildi.
3.18.2. Goc Eden Hiicrelerin Ayristirilmasi ve Boyanmasi

Polikarbonat membrandan alt ¢cembere go¢ eden hiicrelerin ayristirilip boyanmasi igin
kit icerigindeki soliisyonlar kullanildi. Protokol su sekildedir; Ust cemberdeki besiyeri
dikkatlice alinarak atildi. Kulak pamugu yardimiyla list gemberdeki hiicreler membrana
zarar vermeden hafif¢e alindi. Cember ¢ikartilip ters gevirilerek pecete iizerine koyuldu.
24 kuyucuklu plakanin kapagi kapatilarak 1000xg’de 5 dakika santrifiijlendi. Siire
sonunda dikkatlice siipernatan alind1 ve kuyucuklara 500ul kit i¢eriginden ¢ikan yikama
tamponu eklendi. 1000xg’de 5 dakika santrifiijjlendi. Siipernatan alindi, atildi. Kit
iceriginden ¢ikan hiicre ayristirma soliisyonu i¢ine %10 hiicre boyasi (Calcein-AM)
eklenerek iyice homojenize edilmesi saglandi. Her kuyucuga 550ul karisimdan eklendi.
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Daha sonra kenara koyulan iist cember baloncuk olmayacak sekilde alt gemberin tlizerine
geri koyuldu. 37°C’de 1 saat inkiibasyona birakildi. Siire sonunda plaka kenarlarindan
hafifce vurularak iyice karistirilmasi saglandi. Béylece polikarbonat membranin altinda
kalan hiicrelerin ayrismas1 saglandi. Ust ¢ember dikkatlice alindi. Diiz tabanli 96
kuyucuklu optik plakaya her kuyucuktan 110ul alinarak eklendi. 530/590nm dalga

boyunda spektrofotometrede okutuldu. Sonug 5 ile carpilarak sayim analizi yapildi.
3.18.3. Migrasyon Analizi i¢in Standart Egri Hazirlanmasi

Migrasyon analizinin yapilabilmesi amaciyla standart egrisi hazirlandi. Protokol su
sekildedir; 96 kuyucuklu optik plakaya 50ul hiicre siispansyonu (5x10* hiicre/kuyucuk)
kit iceriginden ¢ikan yikama tamponuyla 1:1 oraninda sulandirilarak kuyucuk basina
50000, 25000, 12500, 6250, 3125, 1562, 781 ve 390 hiicre olacak sekilde seri hiicre
dilusyonu hazirlandi. Her kuyucuga 10ul hiicre boyasi eklendi. 37°C’de 1 saat
inkiibasyona  birakildi. Eksitasyon/Emisyon=530/590nm  dalga  boylarinda

spektrofotometrede florasan okumasi yapildi.
3.19. istatistiksel Analiz

T-ALL hiicre hatti ile yapilan proliferasyon ve migrasyon ¢aligmalar1 one-way ANOVA
(parametrik olmayan) kullanilarak analiz edildi. Her iki deney calismasi i¢in Kruskal-
Wallis testi kullanildi ve analiz Graphpad Prism 9.3.0 yazilimi ile gerceklestirildi. P
degerleri, p<0,05 istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edildi. Western blotlama deney
sonuglart Image J yazilimi ile, sekans sonuglar1 Chromas ve SnapGene Viewer

yazilimlari ile analiz edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Insan PHF6 Yabaml Tip ifade Vektoriiniin Agaroz Jel Elektroforeziyle

Dogrulanmasi

Temin edilen BamHI ile pcDNA3.1A vektoriine klonlanan pcDNA3.1A insan PHF6
memeli ifade plazmiti, E.coli’nin DHS5a susuna 1s1 soku yontemiyle transforme edilerek
cogaltild1 ve spin kolon temelli plazmid izolasyonu ile saflastirildi. Saflastirilan plazmid
vektoril yapisal ve dizisel dogrulanmasi i¢in klonlama igin kullanilan primerler ile PCR
reaksiyonu gerceklestirildi ve agaroz jel elektroforeziyle goriintiilendi (Sekil 4.1) ve

dizileme reaksiyonu gerceklestirildi (Sekil 4.2).

M PHF6

2642 bp >

1100 bp >
1000 bp >

500 bp >

Sekil 4.1: Insan PHF6 memeli ifade plazmitinin agaroz jel elektroforezi ile yapisal dogrulanmasi

(M:Marker, belirteg).

insan PHF6 Yabanil Tip Dizilemesi

N\ 5 ! {

| \/\ | | F.;.-i Tt

Sekil 4.2: insan PHF6 memeli ifade plazmitinin Sanger sekans yontemiyle dizisinin dogrulanmast.
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4.2. insan PHF6 ifade Vektoriiniin Protein ifadesinin Gosterilmesi

pcDNA3.1A insan PHF6 memeli ifade plazmitinin memeli hiicrelerinde protein
ifadesinin gosterilebilmesi i¢in, DND-41 hiicrelerine Lipofektamin 2000 ajaniyla ters
transfeksiyon yontemiyle transfekte edildi (Sekil 4.3). House-keeping gen olarak
GAPDH (sc-47724/insan, anti-mouse) isaretlemesi yapildi.

2

-

2 E

] @®©

c Qo

e £
PHF6 42 kDa
GAPDH N 37 kDa

Sekil 4.3: PHF6 protein ifadesinin western blotlama ile dogrulanmasi. Kontrol: DND41 hiicrelerine PHF6
transfeksiyonu yapilmamis, Yabanil Tip: PHF6 transfekte edilmis hiicre lizatinin western blotlama

goruntusu.

Elde edilen western blot goriintiisiinde transfeksiyonun yapildigr yabanil tipte 42
kDa’luk bant elde edilerek protein dogrulamasi yapildi.

4.3. insan PHF6 Proteininin Bolgesel Yonlendirilmis Mutagenez (SDM) Yéntemi ile

Mutantlarinin Olusturulmasi

PHF6’nin muhtemel fosforilasyon bolgelerinin T hiicre gelisimi tizerindeki etkilerini
molekiiler diizeyde gosterebilmek i¢in insan PHF6 proteininin fosforilasyon noktalari
oldugunu disiindiigiimiiz Serin199 (S199) nolu amino asitinin kodonlarint fosforile
edilemeyen Alanin (A) ve fosforilasyonu taklit eden Aspartik asit (D) kodonlarina SDM
yontemiyle degistirerek mutasyon olusmasi saglandi. SDM yonteminde yalnizca baz
degisikligi yapilmasi dolayisiyla, deney sonras1 6600bp’lik (5.5kb pcDNA3.1A + 1.1kb
PHF6 cDNA) PHF6 vektorii boyutunda olmasi beklendi ve dogrulandi. Mutant olmayan
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dizilerin kesilmesi ve transforme olmamasi1 i¢in Dpnl kesim enzimiyle kesimi
gerceklestirildi. Agaroz jel elektroforezi ile PCR reaksiyonu ve enzim kesimi sonrasi

tirtinlerin yapisal ve boyutsal dogrulanmasi yapildi (Sekil 4.4).

M Alg,, A1, A2y A2, D1gy D1, D2y D2,

500bp -0

Sekil 4.4: PHF6 SDM deneyi sonrast ve Dpnl iiriinlerinin yapisal ve boyutsal olarak agaroz jel ile
dogrulanmasi. M: Marker. A1/A2: Alanin. D1/D2: Aspartik Asit. D: Dpnl iriinleri. SDM: Side-Directed

Mutagenesis liriinleri

Mutant plazmidler E.coli DHSo susuna transforme edilerek, ampisilin igceren agar
petrilere ekildi ve ertesi glin olusan bakteri kolonileri mini kiiltiirde g¢ogaltildi ve
ardindan plazmid izolasyonu gergeklestirildi. Izole edilen mutant plazmitler kalpp DNA
olarak kullanilarak PHF6’nin ilgili bolgelerine spesifik primerleri araciligiyla PCR
uyguland1 ve agaroz jel ile boyutsal olarak dogrulandi (Sekil 4.5). Ardindan DNA dizi
analizleri gergeklestirildi ve mutasyonlar dogrulandi (Sekil 4.6, 4.7).
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M S199D S199A

1100bp
1000bp

Sekil 4.5: Mutant PHF6 plazmid vektorlerinin agaroz jel ile boyutsal olarak dogrulanmasi.

insan PHF6 $199D (TCT > GAT)

170 180 1
" E- @ EEEE S e s =N S AN EaE
AAT 6 GAARGTAGT TCCTATAGAGATAG

Al

$199D ileri Dizi= 5'-TCCTATAGAGATAGGGATCCACACAGAAGCAGC-3'

insan PHF6 S199 Yabanil Tip Geri Dizi

e
GCAAAATCCACATTTAGGCCTGGTOGTCACTAGGBGCTGCTTCTOGTGTGGAGACCTATCTCTATAGGAACTACTT T TC(

Yabanil Tip Geri Dizi: GCAAAATCCACATTTAGGCCTGGTGTCACTAGGGCTGCTTCTGTGTGGAGA 4,,CCTATCTCT
ATAGGAACTACTTTCG

Sekil 4.6: SDM yontemi ile olusturulan PHF6 S199D mutant plazmitinin Sanger sekans ile dizisinin

dogrulanmasi
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insan PHF6 S199A (TCT > GCT)

S199A lleri Primer= 5'-TCCTATAGAGATAGGGCTCCACACAGAAGCAGC-3'

Sekil 4.7: SDM yontemi ile olusturulan PHF6 S199A mutant plazmitinin Sanger sekans ile dizisinin

dogrulanmasi

4.4. Yabaml Tip ve Mutant PHF6 ifade Vektorlerinin PHF6 ifadelerinin
Belirlenmesi

Yabanil tip PHF6 ve mutant S199D ve S199A PHFG6 ifade vektorleri transfekte edilen
hiicrelerin ektopik PHF6 ifadeleri western blotlama yontemiyle degerlendirildi (Sekil
4.8). ImageJ programiyla yapilan analiz sonucunda PHF6 vektorlerinin ifade seviyeleri
arasinda anlamli bir farklilik bulunamadi (Sekil 4.9).

2
-
S £ o <«
o (1] N N
c o] N N
(o] [ - -
X > (/p) (7))
|
PHF6 - — q 42 kDa

GAPDH ﬂ 37 kDa

Sekil 4.8: Yabanil tip ve mutant PHF6 ifade vektorlerinin PHF6 ifade farkliliklarinin western blotlama ile

degerlendirilmesi.
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DND41 PHF6

GORECEL| PHF6 EKSPRESYON SEVIYELERI

Kontrol Yabanil Tip $199D S$199A

Sekil 4.9: Western blotlama ile degerlendirilen yabanil tip ve mutant PHF6 protein ifade farkliliklarinin

grafiksel analizi.

4.5. insan PHF6 Yabanml Tip ve Mutant ifade Vektorlerinin Hiicre Canhligina

Etkisinin Belirlenmesi

Insan PHF6 yabanil tip ve mutant ifade vektorlerinin T-ALL hiicrelerinde proliferasyona
etkisinin incelenmesi amaciyla PHF6 ifade vektorleri Lipofektamin 2000 aracili ters
transfeksiyonla hiicrelere verildi. Transfeksiyonun ardindan 48 ve 72 saatlik
inkiibasyondan sonra hiicrelere MTT soliisyonu verilerek sonuglar analiz edildi (Sekil
4.10, Sekil 4.11). Kontrol grubu olarak transfeksiyon yapilmayan hiicre grubu ve
PHF6’nin klonlandig1 bos pcDNA3.1 plazmid vektorii (mock) kullanildi. Caligmamizin

bu asamasi farkli hiicre sayilarinda en az 6 tekrarli olacak sekilde tekrar edildi.
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Sekil 4.10: PHF6 yabanil tip ve mutant ifade vektoriiniin 48 saatlik hiicre canlihig1 tizerine etkileri.

Hiicre Proliferasyonu

72 saat

Sekil 4.11: PHF6 yabanil tip ve mutant ifade vektoriiniin 72 saatlik hiicre canlilig1 tizerine etkileri.

Elde ettigimiz sonuglara gore yabanil tip PHF6 ifade vektoriiniin kontrole gore

hiicrelerde canliliga anlamli etki etmedigi bununla birlikte mutant S199D ve S199A

vektorlerinde hiicre canliliginin 72 saat sonunda kontrole gore artig gosterdigi belirlendi

(p<0,0001). Bos plazmit transfekte edilen hiicrelerde canliligin azalmamasi, plazmid

iskeletinin ve transfeksiyon ajaninin hiicrelerde toksik etki yaratmadigini1 géstermistir.
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4.6. Yabaml Tip ve Mutant PHF6 Ifade Vektorlerinin Notchl Ifadelerinin

Belirlenmesi

Yabanil tip ve mutant PHF6 ifade vektorlerinin T-ALL hiicrelerinde Notchl protein
ifadesi western blotlama ile degerlendirildi (Sekil 4.12).

. Yabanil Tip
S199A
S$199D

NOTCH1 4 . P 120kDa

GAPDH — :‘ 37 kDa

Sekil 4.12: Yabanil tip ve mutant PHF6 ifade vektorlerinin Notch1 ifade farkliliklariin western blotlama

ile degerlendirilmesi.

Elde edilen sonuglara gdre PHF6Y@! Pt vektsr aracili Notchl ifadesinin mutant
vektorlere gore daha yiiksek oldugu gosterildi. S199A vektoriiniin transfekte edildigi
hiicrelerde S199D ve yabanil tip vektore gore diisiik Notchl ifadesi tespit edildi.

4.7. Insan PHF6 Ifade Vektoriiniin T-Hiicre Farkhlasmasi Uzerine Etkisinin

Degerlendirilmesi

Calismamizda en yiiksek ifadesinin CD4*/CD8* T-hiicrelerinde olan PHF6 proteininin,
hiicreleri CD4 veya CDS8 ifadesine yonlendirerek farklilasmasi iizerine etkisi BD
FACSDiva 7.0 akim sitometri cihazi ile degerlendirilerek analizi yapildi. PHF6 ifade
vektorii verilmemis kontrol grubu hiicrelerinin CD1a %92, CD2 %88, CD3 %100, CD4
%388, CD7 %97 ve TdT %69 oranlarinda pozitif oldugu saptandi. Kontrol grubu hiicreler
%90 oraninda T-ALL blast hiicresi olup CD8- olarak analiz edildi (Sekil 4.13). Ayrica
kontrol grubu hiicreleri %90,3 oraninda T-ALL blast hiicresinin TdT/CD7 birlikteligi
%67,8, CD4/CD2 birlikteligi %77,4, CDla yiizdesi %92, CD3 yiizdesi %99,8 olarak
analiz edilmis olup bu hiicrelerin CD8 tasimadigi gosterildi. Transfekte edilmis hiicreler

%91 oraninda T-ALL blast hiicresi olup CDS§" olarak analiz edildi (Sekil 4.14). %91
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oraninda T-ALL blast hiicresinin TdT/CD7 birlikteligi %61,8, CD4/CD2 birlikteligi
%83, CD1a yiizdesi %94,3, CD3 yilizdesi %99 olarak analiz edilmis olup bu hiicrelerin
CD8 tagimadig: gosterildi. PHF6 transfekte edilen T-ALL hiicrelerinde CD1a %95, CD2
%87, CD3 %99, CD4 %98, CD7 %98 ve TdT %62 oranlarinda pozitif oldugu saptand.

Bu caligmayla birlikte hiicre kiiltiirii calismalarinda kullanilan DND-41 T-ALL hiicre
hattinin immiinolojik ylizey antijenlerinin (CD3*, CD4*, CD6", CD7", CD8", CD13;,

CD19, CD34") dogrulamasi da yapildi.
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Sekil 4.13: PHF6 ifade vektoriiniin transfekte edilmedigi kontrol grubunun akim sitometri analizi
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Sekil 4.14: PHF6 ifade vektoriiniin T-hiicre farklilagmasi {izerine etkisinin CD4/CD8 yoniinden akim

sitometrisi ile analizi

Akim sitometrisi ile yapilan bu ¢alismada CD4 harig yiizey belirtecleri arasinda anlaml
bir farklilik bulunmadi. Ancak CD4 disindaki hiicre yiizey belirtegleri arasinda yalnizca
%1-3’lik farklilik goriliirken yabanil tip PHF6 ektopik ifadesi yapilan hiicre grubunda
hiicrelerin CD4" y6niinde %10°1uk artig1 goriildii.

4.8. Insan PHF6 ifade Vektériiniin T-Hiicre Migrasyonu Uzerine Etkisinin

Degerlendirilmesi

PHF6 transfekte edilerek indiiklenen hiicrelerde CCL2 kemokinine dogru migrasyonun

pozitif yonde oldugu ya da olmadiginin degerlendirilebilmesi i¢in &ncelikle hiicre
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standardi hazirlandi. Asagida verilen ¢izelge hi¢ hiicre ekilmeyen yikama tamponu
ornegiyle baslayip sirastyla 390-781-1562-3125-6250-12500-25000-50.000 hiicre ekilen
kuyucuk serisini gostermektedir (Sekil 4.15). X ekseni ise Goreceli Florasan Birimleri

(Relative Fluorescence Units-RFU) gostermektedir.

Hicre Migrasyon-Standart Egrisi
0,03
0,025
0,02

0,015

RFU

y-=0,0032x-0,0059
R?=0,9586

0,01

0,005

-0,005
Artan Hiicre Dilusyonu

Sekil 4.15: Standart egri hazirlanarak olusturulan RFU grafigi

Spektrofotometrede 530/590 dalga boyunda okutulan migrasyon plakasindaki hiicrelerin
5 kat1 alinarak standart egride ¢ikan x degeri yerine koyuldu. Elde edilen grafiksel
verilere gére CCL2 kemokinine dogru migrasyon hareketi yapan hiicre oraninda, PHF6
transfekte edilmeyen kontrol grubuyla (DND-41), transfeksiyonunun yapildigi grup
(PHF6Y®al it DND-41) arasinda anlamli farklihik goriilmedi (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16: Hiicre migrasyon grafigi
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5. TARTISMA

T-ALL’yi diger lenfoblastik 16semi tiplerine benzer sekilde lenf nodlarinin biiyiimesiyle
ortaya c¢ikan lenfoadenopati, olgunlasma ve farklilasma yetenegini kaybetmis
lenfoblastlarin asir1 proliferasyonuyla bulunduklar1 dokunun eritrosit, trombosit ve
lenfosit oranini1 bozmasiyla akyuvar sayisinin artmasit ve merkezi sinir sistemine
infiltrasyonudur. Projemizin ana faktorii olan PHF6 proteininin en yiiksek ekspresyonu
farelerde beyin dokusunda (Fliedner ve ark., 2020), insanda ise timiis ve ovaryumda
bulunmaktadir.  T-ALL patogenezine neden olan anomalilerden bazilar1 sinyal
yolaklarinin aktive edici mutasyonlari, tiimor baskilayic1 gen delesyonlari, epigenetik
faktorler veya kromozomal aberasyonla iligkisi olmayan hiicre dongiisii ile iliskili sinyal
genlerinin asir1 ifadesidir. PHF6, son 2 dekatta calisilmaya baglanmis ve T-ALL’de
timdr baskilayici rolii oldugu kesfedilen, X kromozomunda lokalize gen ve nukleus
proteinidir. PHF6, kromatin diizenlenmesinde epigenetik faktor olarak rol almaktadir.
NuRD kompleksine baglanir ve PHF6 yoklugunda T hiicrelerini CD4 yolagina
yonlendiren GATA3’lin transkripsiyon baslangic alanina daha kolay baglandigi
bilinmektedir (Soto-Feliciano ve ark., 2017). T-ALL’de en c¢ok g¢alisilan sinyal
yolaklarindan biri Notchl’dir. Notchl, ETP hiicre proliferasyonunu ve CD4" T hiicre
farklilasmasinin ana faktorii GATA3’iin transkripsiyonel indiiksiyonunu saglar (Radtke
ve ark., 2013). Ayrica PHF6’nin Notchl ve RUNXI promotorlarina baglanarak T-
ALL’de birlikte ifadeleri bulundugu da bildirilmistir (Todd ve ark., 2015). RUNX1 ise
CD8+ T hiicrelerinin farklilasmasinda rol oynayan transkripsiyon faktoriidir. PHF6
promotorunda da, Notch1’in baglanma dizisinin bulunmasi ve 16semik hiicrelerde PHF6
baskilandiginda Notch1’in gen ifadesinin regiile edilmesi (Loontiens ve ark., 2020), iki

genin birbiri arasinda geribesleme yolu oldugu diisiincemizi kuvvetlendirmistir.

Projemizde PhosphoSite veritabanina gore metastatik potansiyeli oldugu gosterilmis ve
CD-1 farelerde noronal migrasyonu baskilamada rolii oldugu bilinen S199 bélgesinin
(Zhang ve ark., 2013), insan T-ALL hiicrelerinde migrasyon, proliferasyon ve CD4/CD8

ylizey belirtecleri agisindan arastirilmasini hedefledik.
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Bu amacgla DND-41 hiicrelerine transfeksiyonu gergeklestirilen PHF6 yabanil tip,
S199A ve S199D mutantlariin, western blotlama teknigiyle PHF6 ve Notchl ifadesi
tizerine etkisi degerlendirildi. Yabanil tip ve mutant A/D vektorlerinin PHF6 ifadesi
bakimindan aralarinda anlamli bir farklilik bulunmadi. Hiicrelere yalnizca PHF6 ifade
vektorlerini verdigimiz i¢in elde ettigimiz bu sonug ile vektorlerin PHF6 ekspresyonunu
degistirmedigini gostererek calismanin bu asamasinda istenilen sonuca ulasmis olduk.
Bununla birlikte Notchl ekspresyonunun, transfekte edilen PHF6 vektorleri araciligiyla
regiilasyonunda anlamli  farkliliklar oldugu gosterildi. En yiikksek Notchl
ekspresyonunun PHF6 yabanil tip vektorii aracili gergeklestigi tespit edildi. Losemik
hiicrelerde PHF6 ifadesinin Notchl ifadesini modiile ettigi diisiiniildiiglinde elde edilen
veri, literatiirle uyumlu (Loontiens ve ark., 2020) ve beklenilen bir sonugtur. Bununla
birlikte S199D vektoriiniin yabanil tip vektdrden daha diisiik ancak S199A vektoriinden
daha yiiksek Notchl ifadesinin olmasi l6semik hiicrelerde bu fosforilasyon alaninin
Notchl ifadesi igin aktif rol oynadigini diisiindiirmektedir. Aminoasit degisikligiyle
protein diizeyinde gerceklesmis olasi konformasyonel degisiklikler, proteinin
fosforilasyonla aktivasyonuna ya da inhibisyonuna neden olabilir (Johnson ve Lewis,
2001). Ayrica fosforile olan protein, bu fosfomotifleri yapisal olarak korunmus bolgeleri
araciligryla taniyip baglanan, civarindaki proteinleri de kendine ¢eker (Pawson ve Nash,
2003). Alanin (A), non-polar, hidrofobik molekiil yapisina sahip olmasi sebebiyle
fosforile olamayan aminoasittir ve bu bolgenin fosforilasyonuyla aktiflesen proteinlerin
ifadesi azalir veya ifade olamaz. Aspartik asit (D) ise polar, hidrofilik molekiil yapisiyla
stirekli fosforile olma kabiliyetindedir, bu sayede bu bolgenin fosforilasyonuyla aktivite
kazanan protein siirekli aktif halde kalir, proteinin ifadesi artar. Bu nedenle Notchl
ifadesinin fosforile olamayan PHF6 varliginda (S199Alanin mutantinda) azalmasi buna
karsilik siirekli fosforile olan PHF6 varliginda (S199Aspartik asit mutantinda) Alanin’e
gore artis gostermesi, PHF6 proteininin  S199 fosforilasyon bolgesinin  16semik
hiicrelerde Notchl ifadesi i¢in fonksiyonel rol oynadigini diisiindiirmektedir. Loontiens
ve ekibinin c¢alismasinda PHF6’nin  knockdown edilmesiyle Notchl ifadesinin de
azaldiginin gosterilmesi (Loontiens ve ark., 2020) elde ettigimiz verileri giiclendirerek,

PHF6 S199 fosforilasyon alaninin T hiicre farklilasmasi ve sinyallesmesi igin rol
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oynadig1 hipotezimizi isaret etmektedir. Bu veriler literatiire katki saglamasi bakimindan

degerlidir.

Calismamizda T-ALL hiicrelerinde PHF6’nin hiicre migrasyonu {iizerine etkisinin
literatiir taramalarimiza gore daha Once gosterilmemis olmasi sebebiyle, DND-41
hiicrelerinde  PHF6 yabanil tip vektoriiniin migrasyona etkisinin degerlendirilmesi
literatlir icin On bilgi saglamasi acgisindan Onemlidir. Western blotlama ve Sanger
dizileme yontemiyle dogrulanan yabanil tip PHF6 vektoriiniin, transfekte edildigi DND-
41 hiicrelerinin (PHF6" DND-41), transfeksiyon yapilmamis DND-41 kontrol grubu
hiicrelere gore CCL2 kemokin ligandina daha diisiik oranda gog ettigi gosterildi.
Bununla birlikte DND-41 hiicrelerinin migrasyon deneyinin pozitif kontrol (kit
iceriginde bulunan kemokin ile indiiklenen hiicreler) grubuna gore daha yiiksek oranda
goc ettigi gosterildi. Literatiire gére PHF6’nin T-ALL’de hiicre migrasyonuna etkisi
daha once g¢alisilmamis olup yalnizca hepatoseliiler karsinomada downregiilasyonunun
migrasyonu inhibe ettigi ve kaybinin néronal dokularda hiicre migrasyonunu sekteye
ugratmastyla sonuclandigi bilinmektedir. Bu veriler istatistiksel olarak anlamli
olmamakla birlikte PHF6 nin T-ALL’de tiimor baskilayici rolii olmasi sebebiyle, PHF6*
hiicrelerin migrasyon oraninin daha diisiik olmasi beklenen bir sonugtur. Ayrica kit
igeriginde bulunan kemokin ile ¢alismamizda kullandigimiz kemokin arasindaki olasi
farkliik da PHF6-migrasyon arasindaki iligkinin anlamli ¢ikmamasimin nedenleri

arasinda olabilir.

Olgunlagmamis T-hiicrelerinin CD4" yone farklilasmasi i¢in GATA3 transkripsiyon
faktoriiniin aktivasyonuna ihtiyag vardir. GATA3’iin aktivasyonu ise kendisinin
transkripsiyon faktorii olan Notchl aktivasyonu ile miimkiindiir. PHF6, linaj spesifik
transkripsiyon faktdrlerinin baglanmasina izin veren veya bloke eden bir kromatin
yapisint  destekleyerek hedef genlerin transkripsiyonunu kontrol etmektedir (Soto-
Feliciano, 2017). Loontiens ve arkadaslarinin 2020’de yaymladigi giincel galismasina
gore PHF6 sinyal aktivitesinin Notchl sinyalizasyonuyla paralellik gosterdigi bildirilmis
ayrica CD4"CD8" hiicrelerde PHF6 ifadesinin, CD3"CD4'CD8" hiicrelere gore daha
yiiksek oldugu gosterilmistir (Van Vlierberghe ve ark., 2010; Loontiens ve ark., 2020).

PHF6’nin 16semik T hiicrelerinde, CD4 ve CDS iizerine olan etkilerini belirlemek i¢in
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DND-41 hiicrelerine transfekte edilerek 24 saat sonra CD4 ve CD8 ifadeleri akim
sitometrisi ile analiz edildi. Elde ettigimiz sonuglara gére CD4 hari¢ diger yiizey
belirtegleri arasinda anlamli bir farklilik bulunmadi. CD4 disindaki hiicre ylizey
belirtegleri arasinda yalnizca %1-3’lik farklihk goriilirken PHF6'DND-41 hiicre
grubunda hiicrelerin CD4" yoniinde %10’luk artisi  goriildi. Bu sonug¢ PHF6
transfeksiyonuyla, PHF6 ifadesinin artarak, hiicreleri CD4" T-hiicresi yoniine
farklilasmaya neden oldugunu diisiindiirmektedir. Ayni1 zamanda Notchl’in CD4" T
hiicre farklilagsmasinin ana transkripsiyon faktorii olan GATA3 {in transkripsiyon faktorii
olmasi, en yiiksek ekspresyonu CD4"CD8" T-hiicrelerinde goriilen PHF6’nin, T-hiicre
farklilagsmasi agisindan Notchl-GATA3-RUNXI1 aksinda kilit noktada bulunmasi, tez
calismamizdan elde edilen bu verilerle daha genis kapsamli bir proje yapilabilmesine de

olanak saglamaktadir.

Calismamizda PHF6 yoklugunun T-ALL gelisimindeki 6nemini test etmek i¢in DND-41
hiicrelerine Okaryotik yabanil tip ve S199A/D mutant PHF6 ifade vektorleri gegici
transfeksiyonla verilip bu proteinin ektopik ifadesinin DND-41 hiicrelerinin
proliferasyonuna olan etkisi MTT testi ile degerlendirildi. PHF6™ hiicreler ile yabanil tip
vektor ifade eden hiicrelerin, hiicre proliferasyonuna etkisinin bulunmadigi ancak S199A
ve D vektorlerinin kontrol hiicre grubuna gore hiicre proliferasyonunu artirdigi
gosterildi. Testte kullanilan yontemden bagimsiz olarak proliferasyon farki, hiicre
icerisindeki enzim aktivasyonlari ile PHF6 proteini degrade edilmis olabilir. Bu ihtimali
elemek icin elde ettigimiz western blotlama goriintiisiinde proliferasyon testi
gerceklestirilen zamanda PHF6 protein ifadesi gosterilerek elenmistir. Elde edilen bu
sonug, T-ALL’de tiimor baskilayici olan proteinimiz ile uyumludur (Hajjari ve ark.,
2016; Li ve ark., 2016).
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6. SONUC ve ONERILER

. T-hiicreli Akut Lenfoblastik Ldsemi, toplumda goriilme sikligi %15 olan
hematolojik malignensidir. PHF6’nin T-ALL gelisiminde ana faktorlerden biri
olan Notch1’in transkripsiyonel indiikleyicisi olarak diisiiniilmesi ve T-ALL’de
tiimor baskilayict protein olmasi, hastaligin gelisim nedenlerinin arastirilmasi

icin 6nemli bir aday protein oldugunu gdostermektedir.

. Yapilan bu projede PHF6’nin metastatik potansiyeli oldugu diisiiniilen S199
bolgesinden SDM ile mutant vektorler olusturarak hiicrelerin, fosforile olamayan
Alanin (A199) ve siirekli fosforile olan Aspartik Asit (D199) vektoriinii ektopik

olarak eksprese etmesini sagladik.

. PHF6 yabanil tip vektor eksprese eden hiicrelerin, hiicre proliferasyonunda
azalma gosterilirken mutant vektorlerin  hiicre proliferasyonunu artirdigi
gosterilmistir. Calismamizdan elde edilen bu veri, literatiire katki olabilecek

niteliktedir.

. Yabanil tip PHF6 vektoriiniin, kontrol hiicresine gore hiicre migrasyonu iizerinde
etkisi olmadigi gozlenmistir. Farkli kemoatraktan kullanilarak ve mutant

vektorler ile calisma tekrar edilebilir.

ST199A mutant vektoriiniin Notchl proteinini, S199D ve yabanil tip vektoriine
gore azalmis ifadesi tespit edilmistir. Notchl proteininin, PHF6’nin S199
bolgesinden fosforilasyonu ile muhtemel aktivitesi icin ileri ¢alismalar yapilarak
bu fosforilasyon noktasinin PHF6-Notchl sinyal mekanizmasindaki yeri ve

onemi belirlenebilir.

PHF6" hiicrelerin, PHF6™ hiicrelere gore blast hiicrelerini CD4" yolagina
indiikledigi akig sitometrisi ile gosterilmigtir. Mutant vektorlerle birlikte

caligilarak S199 noktasinin CD4+ T- hiicre farklilasmasindaki yeri belirlenebilir.
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