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OZET

Coiled-coil domain containing 124 (CCDC124) okaryotlarda yiiksek
korunmusluga sahip bir gendir. Bu genin insanlarda kodladigi CCDC124 proteini 32
kDa olup, 223 amino asit uzunlugundadir. Daha once yapilan ¢alismalarda bu
proteinin ribozomal bir protein oldugu ve disik karmasiklik bolgeleri (Low
complexity regions- LCR) bdlgeleri icerdigi gosterilmistir. Cift 6zgiillik tirozin
fosforilasyonu diizenlenmis kinaz 3 (Dual Specificity Tyrosine Phosphorylation
Regulated Kinase 3-DYRKS3), DYRK ailesinden bir proteindir ve stres graniil
belirtecidir. Hiicre igerisinde stres graniilleri olusumunda biiyiik bir etkiye sahiptir ve
hiicrenin fizyolojik isleyigsinde gorev alir. Bu tez kapsaminda yapilan ¢alismalarda
CCDC124’iin  hiicre icerisindeki lokasyonu, stres sartlarindaki hiicre alti
translokasyonu ve bunun DYRKS3 ile baglantisinin belirlenmesi amag¢lanmistir. Bu
amagla CCDC124'" hiicre igerisinde gorilintiilemek i¢in, CCDC124'in N terminaline
HALOtag ve SNAPtag ya da C terminaline GFP floresan protein fiizyon edilecek
sekilde ilgili plazmitlere klonlanmis olup U20S, HEK293T, HCT116 ve HelLa
hiicrelerinde goriintiileme yapilmistir. Viral enfeksiyon benzeri, oksidatif ve ozmotik
stresler uygulanmistir. Stres belirteci olarak ise DYRKS3 kullanilmig ve hiicrelere
DYRK3 inhibitorii olan GSK626616 uygulanarak CCDC124 proteini tiizerideki
etkisine bakilmigtir. Strese yol agan maddelerin uygulamasindan sonra sonuglar
Konfokal 780/880/980 ve Lattice Lightsheet 7 (LLSM7) mikroskoplar1 kullanilarak
degerlendirilmistir. Gortintiilemeler sonucunda CCDC124 proteininin sitoplazmada
yaygin, bazen graniiler yapilarda oldugu ve g¢ekirdekgikte Fibrillarin 7 proteini ile
etkilestigi gozlemlenmistir. Ayrica Fibrillarin 7’nin sitoplazmada olusturdugu
agrezomlarda da CCDC124 ile beraber olduklari goriilmiistir. Bununla beraber
CCDC124’iin mitokondri ile lokalize ve/veya etkilesen bir protein oldugu sonucuna

varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Coiled-coil domain containing 124 (CCDC124), Lattice
Lightsheet Mikroskopi (LLSM), Mitokondri, DYRK3, Agrezom.



SUMMARY

Coiled-coil domain containing 124 (CCDC124) is a highly conserved gene in
eukaryotes. The CCDC124 protein encoded by this gene in humans is 32 kDa and is
223 amino acids long. Previous studies have shown that this protein is a ribosomal
protein and contains low complexity regions (LCR). Dual specificity tyrosine
phosphorylation regulated kinase 3 (Dual Specificity Tyrosine Phosphorylation
Regulated Kinase 3-DYRK3) is a protein from the DYRK family and is a stress
granule marker. It has a great effect on the formation of stress granules in the cell and
takes part in the physiological functioning of the cell. In the studies carried out
within the scope of this thesis, it was aimed to determine the location of CCDC124 in
the cell, its subcellular translocation under stress conditions and its connection with
DYRKAS. For this purpose, to display CCDC124 in the cell, HALOtag and SNAPtag
to the N-terminus or GFP fluorescent protein to the C-terminus of CCDC124 were
cloned into the corresponding plasmids and imaging was performed in U20S,
HEK?293T, HCT116 and HeLa cells. Viral infection-like, oxidative, and osmotic
stresses were applied. DYRK3 was used as a stress marker and its effect on
CCDC124 was examined by applying GSK626616, a DYRKS3 inhibitor, to the cells.
After application of stressors, the results were evaluated using Confocal 780/880/980
and Lattice Lightsheet 7 (LLSM7) microscopes. As a result of the imaging, it was
observed that the CCDC124 protein is widespread in the cytoplasm, sometimes in
granular structures, and interacts with the Fibrillarin 7 in the nucleolus. In addition, it
was observed that they were associated with CCDC124 in agresomes formed by
Fibrillarin 7 in the cytoplasm. However, it was concluded that CCDC124 is a protein

that localizes and/or interacts with mitochondria.

Key Words: Coiled-coil domain containing 124 (CCDC124), Lattice Lightsheet
Microscopy (LLSM), Mitochondria, DYRKS3, Aggresome.
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1. GIRIS

Cok sayida protein etkilesimi ve biyokimyasal reaksiyon, 0karyotik hiicrelerin
icindeki siirli alanlarda ayn1 anda meydana gelir. Fosfolipid membranlar tarafindan
tanimlanan organeller, ¢esitli sinyal yollarinin ve biyolojik etkilesimlerin verimli ve
spesifik bir sekilde ilerlemesine izin veren nispeten sinirli alanlar saglar. Proteinler
ve niikleik asitler gibi biyomakromolekiiller, sivi-sivi faz ayrimi (Liquid-liquid phase
separation-LLPS) yoluyla sivi benzeri membransiz kondensatlara konservatif
olabilir; bu, hiicresel bilesenlerin ¢esitli fonksiyonel siiregler i¢in mekansal olarak
tanimlanmuis bir sekilde konsantre edilmesi ve ayrilmasi i¢in baska bir yol saglar [1].

LLPS hiicrelerde zarsiz organellerin olusumu ve ayrigmasinin altinda yattig
gosterilmistir, Diizenlenmis ve tersinir sivi faz ayriminin belirgin bir 6rnegi, mitoz
sirasinda, zarsiz organellerin niikleer zarf par¢alanmasi {izerine ortadan kayboldugu
ve mitoz tamamlandiginda yeniden ortaya ¢iktigi zaman meydana gelebilir. Cift
ozgiillik kinaz 3 (Dual specificity tyrosine-phosphorylation-regulated kinase 3-
DYRKQ)'lin, mitoz sirasinda ¢esitli zarsiz organel tiirlerinin merkezi bir ¢oziinmesi
olarak islev gordiigii goriilmektedir. DYRKS kinaz aktivitesi, mitotik sitoplazmanin
anormal sivi benzeri hibrit organellere karismasint ve 1§ govdelerinin asiri
cekirdeklenmesini onlemek i¢in gereklidir. Hiicresel stres lizerine, ¢ift 6zgiilliik kinaz
DYRKS3'iin, dogas1 geregi diizensiz N-terminal alani araciligiyla stres graniillerine
boliindiigiinii ve kinaz aktivitesinin, muhtemelen ¢oklu RNA baglayici proteinleri
fosforile ederek stres graniillerinin ¢oziilmesi i¢in gerekli oldugunu kanitlanmistir
[2], [3], [4]. DYRKS i¢in yapilan mass spektrofotometrik analizinde CCDC124 ile
etkilestigi goriilmiistiir [2].

CCDC124 sentrozomlarda ve orta cisimcikte bulunan bir proteindir. Cogu
sentrozom proteini gibi bir Coiled-coil domain (CCD) bolgesi bulunmaktadir. Bu
protein hiicre dongiistiniin interfaz evresinde sentrozomda ve telofaz evresinde orta
cisimcikte bulunmaktadir. CCDC124, 223 amino asitten olusmaktadir ve Kiitle

spektrometre analizleri sonucunda kiitlesi ~CCDC124 32 kDa oldugu goriilmiistiir

[5], [6].



1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve i¢erigi

Bu calismada CCDC1241in hiicrelerdeki lokalizasyonu ve translokasyonunun
mikroskobik yontemlerle belirlenmesi, DYRKS3 inhibitdri ile yapilacak ¢aligmalarda,
DYRKS3 kinaz ile CCDC124 proteini arasindaki islevsel bir etkilesimin arastirilmasi
amaclanmaktir.

Bu tez c¢aligmasi kapsaminda daha oOnce yapilan calismalarla hiicre
boliinmesiyle iligkili oldugu ve hiicre bdliinmesinin ¢esitli evrelerinde nerelerde
konumlandig1 ortaya ¢ikarilan CCDC124 proteinin, hiicre igerisindeki lokasyonun ve
translokasyonunun kesinlestirilmesi saglanacaktir. Bununla birlikte LLPS gorev
yapan DYRKS3 ile arasindaki iliskiye bagli olarak, CCDC124’{in siv1 siv1 faz
ayrimindaki dneminin anlasilmasi literatiire fayda saglayacaktir.

Tez ¢alismasinda, CCDC124, farkl biiyiikliiklerdeki ve farkli dalga boylarina
yanit veren floresan proteinlerle isaretlenmis ve hem normal hem de stres
durumlarindaki hiicre alt1 lokalizasyonu belirlenmistir. Bunun yani sira CCDC124’{in
hiicre igerisinde direkt olarak etkilesimde oldugu organeller ve ¢ekirdek igerisindeki
konumu belirlenmistir. DYRKS3 proteini tarafindan olusan stres graniillerinin
CCDC124 ile etkilesimine bakilmistir. Ayn1 zamanda DYRK inhibitorii kullanilarak
CCDC124 hiicre igerisinde izlenmigtir. CCDC124 mutant ve nakavt hiicre hatlarinda
etkilesimde oldugu organellerin aktivitesine ve morfolojisine bakilmistir. Bu

goriintiileme islemleri yiiksek ¢oziiniirliiklii mikroskoplarda gerceklestirilmistir.



2. LITERATUR OZETI

2.1. CCDC124

Coiled-coil domain containing protein 124 (CCDC124), 223 amino asit
uzunlugunda ve 32 kDa agirliginda okaryotik organizmalarda yiliksek oranda

korunmus bir proteindir (Sekil 2.1) [5].
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Sekil 2.1: CCDC124"in iigiinciil yap1 tahmini. Wells ve digerleri tarafindan
olusturulan N-terminal kristalografik yapiya dayanan LOMETS ve Robetta araglari
tarafindan tahmin edilen CCDC124'iin ticiinciil yapisi. Yapi serit rengi: Camgdbegi.

Daha onceki yapilan Northern blot analizlerinde, CCDC124'in beyin,
karaciger, plasenta, ince bagirsak, kolon, pankreas, prostat ve dalak gibi insan
dokularinda ekspresyonunun yaygin oldugunu ve beyin, plasenta, karaciger, dalak ve
prostatta nispeten yiiksek ekspresyon seviyelerinin tespit edildigi bulunmustur [5].

CCDC124, yapisinda Coiled-coil domain motifi igermektedir [5]. CCD motifi
¢ogu sentrozom proteininde bulunan bir motiftir [7]. CCDC124, ¢esitli mRNA'lar ile
etkilesime giren sitokinez ile ilgili bir Ribozom baglama proteinidir (RBP) [8] .

Ribozom baglayici faktorler ayrica, mRNA'nin ilk alimindan peptit zincirinin

uzamasina ve olgun polipeptitin salinmasina kadar translasyonun tiim alt adimlari



icin gereklidir. Bununla beraber fizyoloji iizerindeki etkileri bilinmeyen birgok
ribozomlarla etkilesim kuran protein tanimlanmistir. Late-annotated short open
reading frame 2 (Lso2), CCDC124’iin maya (Saccharomyces cerevisiae (S.c.))
ortalogudur. Lso2 ribozomun translasyonun tiim alt adimlarinda dogru ilerlemenin
alinda yatan GTPaz aktivasyon merkezi bdlgesine c¢apraz baglandiginm
bilinmektedir. Bu spesifik baglanma aktivitesi, CCD igeren sarmal-kivrimli alan olan
Lso2'nin insan ortolojisinde korunmustur [9].

Diisiik karmasiklik bolgeler (LCR), ¢ogunlukla diizensiz bolgelerdir ve daha az
amino asit topolojisi ve tekrarlarini i¢eren bir bilesimden olusur. Diisiik karmagiklik
bolgeleri (LCR) kiimelenme-diizenleyici islevleri nedeniyle, CCDC124%in
kiimelesme egilimi incelenmistir. Bu incelenme PlaToLoCo programi ile
gerceklestirilmis ve CCDC124 proteininin N terminal bolgesinin LCR bdlgeleri
aciga cikarilmistir. CCDC124"in, ozellikle 151 ve 156 amino asit bolgesi (151-
IAVLSV-156) arasinda daha yiiksek bir agregasyon egilimine sahip oldugunu
gosterilmigtir. CCDC124'%in o6zellikle N-terminal kolunun ve C-terminal ucunun

uzun ve kisa diizensiz bolgelere sahip oldugunu ortaya ¢ikarilmistir (Sekil 2.2.) [6].
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Sekil 2.2: CCDC124'lin yap1 dinamikleri ve esneklik tahmini.

2.2. DYRK3

DYRKS3, mayadan insanlara kadar birgok tiyesi olan, evrimsel olarak yiiksek
korunmuslukta bir protein kinaz ailesidir (Sekil 2.3). DYRK'ler, insanlarda birgok

farkli hiicresel siiregte yer alan genis bir protein setini fosforile eden bir¢ok geni



etkileyebilen faktorlerdir. Bunlar, genomik instabilite artan proliferasyona,
programlanmig hiicre Oliimiine veya islev bozuklugu, timoériin baslangici ve
ilerlemesiyle ilgili olan sinyal yolaklarina kadar kanserin ayirt edici ozellikleriyle

baglantis1 kurulmus faktorleri igerir [10].
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Sekil 2.3: DYRK protein ailesi. a) Farkli DYRK ailesi iiyelerinde kinaz
alaninin evrimsel farklilasmasini gosteren koksiiz filogenetik agac. b) DYRK alt
familyas1 liyeleri, sinif I ve sinif II olmak iizere 2 ana gruba ayrilabilir.

Memeli DYRK alt ailesi 5 iiyeden olusur: DYRK1A, DYRKI1B (MIRK olarak
da adlandirilir), DYRK2, DYRK3 (REDK olarak da adlandirilir) ve DYRK4 [12].
Tim insan DYRK!'leri, hiicrelerin sitozoliinde birikir ve DYRKI1A, DYRK2 ve
DYRKA4, 6zel NLS'ler araciligiyla ¢ekirdege translokasyon yapabilir.



Cift ozgiilliikk kinaz DYRKS, c¢esitli hiicre i¢i kondensatlarin olusumunu ve
¢oziinmesini kontrol ederek ¢esitli hiicre fizyolojik siire¢lerini diizenler. DYRK3'in,
memeli hiicrelerinde ER ile Golgi kompleksi arasindaki zar trafigini diizenlemek i¢in
erken salgi yolunun zar yapilariyla iliskili proteinlerin yogunlasmasi ve ¢dzlinmesi

arasinda dinamik bir denge kurdugu gosterilmistir (Sekil 2.4) [13].
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Sekil 2.4: Simiilasyon modelinde DYRK3'iin genel yapisi.
Macenta, menekse ve cam gobegi sirasiyla NAPA alanini, N lobunu ve C lobunu
temsil eder. Etiketlenen renkler ile metin renkleri uyumludur.

Hiicresel stres lizerine, ¢ift 6zgiilliik kinaz DYRKS'{in, dogas1 geregi diizensiz
N-terminal alani aracilifiyla stres graniillerine ayrildigini ve kinaz aktivitesinin,
muhtemelen ¢oklu RNA baglayict proteinleri fosforile ederek, stres graniillerinin
¢oziinmesi igin gereklidir. DYRK3'in Caenorhabditis elegans homologu olan MBK-
2'nin, fosforilasyon yoluyla embriyonun ilk hiicre boliinmesi sirasinda P-
graniillerinin ¢dzlinmesini kontrol etmektedir. Hem sitoplazmada hem de ¢ekirdekte
cok sayida zarsiz organelin mitoz sirasinda kayboldugu veya stres graniilleri

durumunda mitotik hiicrelerde olugsmaya tesvik edilemedigi bilinmektedir [2].


https://www.nature.com/articles/s41586-018-0279-8#ref-CR9
https://www.nature.com/articles/s41586-018-0279-8#ref-CR9
https://www.nature.com/articles/s41586-018-0279-8#ref-CR9

2.3. Hiicre Goruntiileme Sistemleri

2.3.1. Isik Mikroskobu

Isik mikroskobu teknikleri ikiye ayrilabilir: aydinlik alan ve floresan. Aydinlik
alan mikroskobunda, 151k kaynag1 ve algilama hedefi, numunenin karsit taraflarina
yerlestirilir ve numune, numune 15181 emerken, sagarken veya saptirirken igerisinde
gecen 1s1k tizerindeki etkisiyle gorlintiilenir. Goriintiilenecek numunenin g¢ogu
kalinlik olarak ince ve seffaf oldugundan, fazla 15181 emmezler. Numuneler
tarafindan indiiklenen 151831n faz kaymasinin goriilmesini saglayan optikler
eklenmeden goriintiilenmesi zordur. Bu faz kaymasini gorsele doniistiirmek igin en
yaygin kullanilan iki teknik, numunelerin agik bir arka plan tizerinde karanlik
goriinmesini saglayacak olan faz kontrasti ve numunelere {i¢ boyutlu (3B) golgeli bir

goriiniim veren diferansiyel girisim kontrastidir (DIC) (Sekil 2.5) [14].

Eslenik Alan Duzlemleri Eslenik Agikhk Duzlemleri
Retina =l = Goz =
. 0 ¢ Gfizﬂn iris
A Diyaframi
[ ! ]
Mercek ¢>
Ara 1
Goériintii == ‘.”'
i Objektifin
=3 ! &=  Arka Odak
i Diizlemi
\
i
Objektif
5 £
Ornek !
i — $m Sla ; | s
(Ornek yt )
. (3]
Biiziem), Kondansér qP
\; Kondansatériin
=> ?\ <= On Odak
" Duzlemi
ll \
r
{A
Alan [
durdurma =l &= ! A
A ] \
diyaframi Kolektor {”—j
Lens e
e |
Lamb.
Lamba -p | G 'am 2 .
! ! ‘ ' Filamenti

Sekil 2.5: Isik mikroskobunda goriintii olusumu.



2.3.2. Konfokal Mikroskop

Konfokal mikroskop bir noktada 151k kaynagi iireterek dokularin derinliklerini
yuksek c¢oziintirliikte gorsellestirmektedir (Sekil 2.6.). Ve elde edilen bu goriintiiniin
3B rekonstriiksiyonlar1 i¢in optik boliimleme saglayan odak disi 15181 reddeder.
Temel ¢alisma prensibi bir 151k kaynagindan yani lazerden ¢ikan 15181 belli
kirmimlarla 6rnegi aydinlatma ve algilama optiklerinin, dedektor lizerinde gercek
gorilintiiyli olusturmak i¢in numune iizerinde hareket ettirilen 15181in aym1 kirmimla
istenilen o siirli alana odaklanmasidir. Konfokal mikroskopta goriintii alinirken tiim
goriinen alan1 aydinlatilirken, odak alani disarisindaki herhangi bir kaynagin veya
ornegin alana etkisi yoktur. Bu sekilde 6rnekte olusacak bulanikligi ve istenmeyen
Kirlilikleri azaltmaktadir [15].

Bununla birlikte birgok siiper rezoliisyon mikroskobu gibi hiicre igerisinde
bulunan makromolekiillerin kendi ortamlarinda gézlemlenmesini saglar. Bu 6zelligi
sayesinde biyofiziksel olarak degisiklik olmadan en dogru sonuglara varmakta
yardimc1 olur. Ayni zamanda uzun siireli goriintiilemelerde zamansal olarak

hiicredeki degisimi gozlemlemek agisindan olduk¢a onemlidir [16].
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Sekil 2.6: Konfokal mikroskop ¢aligsma prensibi. a) Ornegi goriintiilemek igin
lazerden gelen 151k ayna ile Grnege yansir ve 6rnekten gelen 151k dedektdrde toplanir.
b) Lazerden gelen 151k ile 6rnegin tiim alanini taramak i¢in kullanilan sistem.



2.3.3. Lattice Light Sheet Mikroskop

LSSM siiper rezoliisyon mikroskobudur. Siiper rezoliisyon mikroskoplari
(SRM), optik ¢ozilniirliigii kabaca 250 nm ile siirlayan ve daha 6nce asilmaz oldugu
diisiiniilen fiziksel bir engel olan kirinim sinirin1 agmayi basarmislardir. Ayni
zamanda goriintiideki netlik engelini de asmistir. SRM teknikleri, hiicre alt1
organizasyonun benzeri goOriilmemis ayrintilarla canli/cansiz 6rnekleri uzun siireli
goriintiiye doniistiiriilmesine olanak saglar [17], [18].

Stiper ¢ozilniirliiklii mikroskoplarin goriintii alabilmeleri i¢in goriintiilenecek
ornekte floresan protein veya boya olmasi gerekmektedir. Florasan proteinlerden ¢ok
daha fazla foton iretebildikleri i¢in, organik floroforlar bu durumda tercih sebebi
olabilmektedirler. Halotag ve SNAPtag etiketleri, canli hiicrelerde organik floroforlar
ile molekiiler 6zgiilliik elde etmek igin en sik kullanilan kendi kendini etiketleyen

proteinlerdir. SRM’1n bir ¢ok 6rnegi vardir (Sekil 2.7) [19].
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Sekil 2.7: Siiper Rezoliisyon Mikroskoplari ¢alisma prensipleri. Yaygin geleneksel
(a—c) ve siiper ¢oziliniirliiklii mikroskopi tekniklerinin (d—h) basitlestirilmis 151k
yollar1.



2.3.4. Floresan Boyalar ve Proteinler

Floresan boyalar ve proteinler, hiicrede var olan yapilarin ve gergeklesen
siireclerin  yiiksek hassasiyet ve oOzgllliikle gorselle doniistiiriilmesini  ve
arastirilmasini saglamaktadir. Bu 6zelligi ile mikroskopi alaninda biiyiik gelismeler
saglanmistir. Bu floresan problar, belirli bir dalga boyunda 15181 emme ve daha uzun
bir dalga boyunda 151k yayma yontemiyle goriintii olugsmasini segici bir sekilde
saglamaktadir. Floresein izotiyosiyanat (FITC), rodamin ve siyanin boyalar1 gibi
floresan boyalar, ¢esitli uyarma ve emisyon spektrumlari, yiiksek kuantum verimi ve
foto-stabilite nedeniyle konfokal mikroskopi goriintiileme sistemlerinde i¢in yaygin
olarak kullanilmaktadir. Bu boyalar, antikorlar, niikleik asitler ve kii¢ciik molekiiller
dahil olmak iizere ¢esitli biyolojik molekiillere konjuge edilerek hiicresel yapilarin
veya ilgilenilen molekiillerin, proteinlerin spesifik olarak hedeflenmesini ve direkt
olarak etiketlenmesini saglar [15], [18], [20].

Goriintiileme sistemlerinde en yaygin olarak kullanilan floresan proteinlerin
basinda Yesil floresan proteini (GFP) gelmektedir. GFP, ilk olarak Denizanasi
Aequorea victoria'da kesfedilmistir ve 238 amino asit ve 27 kDa olan bir proteindir.
Boyutunun diger floresan proteinlere gore daha kiiglik olmasi, floresan proteinlerin
ilk kullanilmaya basladig1 zamanlarda 6ne ¢ikmasini saglamustir. ik kesfedilen GFP’
de degisiklikler yapilarak biyosensorler yapmak amaciyla kullanilmistir. GFP ve
varyantlar1 gibi floresan proteinleri, canli hiicre goriintiileme sistemlerinin temel
taglarin1 olusturmaktadir. Bu proteinler dogal halleri ile floresan 6zellige sahiptir ve
etiketlenen molekiillerin/  makro-molekiillerin ekspresyonu devam ettikge bu
floresans proteinlerinde ekspresyonu devam eder. Yapilan c¢aligsmalarla hiicreleri
canlt ve uzun siireli goriintiile basarilmig ve etiketlenen yapilari dinamik stirecte
gercek zamanl takip edilmesi gergeklestirilmistir. Floresan rezonans enerji transferi
(FRET) ve foto-agartmadan sonra floresan geri kazanimi (FRAP) gibi ileri
tekniklerin ortaya ¢ikisi, konfokal mikroskopi goriintiilemenin ¢ok yonliiliigiinii daha
da artirarak protein-protein etkilesimleri, hiicre i¢i sinyal dinamikleri ve molekiiler
hareketlilik g¢alismalarini olagan kilmistir. Gelismis parlaklik, foto-stabilite ve
spektral ozelliklere sahip yeni floresan boyalarin ve proteinlerin gelistirilmesi,
hiicresel biyolojinin inceliklerini daha derine inmesine ve karmasik biyolojik olaylari

¢ozlimlenmesine olanak saglamistir [21], [22], [23].
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2.4. Siv1 Sivi Faz Ayrimi

Bazi proteinler ve niikleik asitler, sivi-sivi faz ayrimi (LLPS) olarak bilinen bir
fenomen olan bir hiicre i¢inde farkli stvi damlaciklar1 veya bélmeleri olusturarak faz
olarak ortamdan farkli olabilir. Gen ifadesi, sinyal iletimi ve zarsiz organellerin
tiretimi, hiicresel organizasyon ig¢in gerekli olan bir¢ok islem LLPS tarafindan
kontrol edilen hiicresel aktivitelerden bazilaridir. Proteinler, RNA ve DNA gibi biyo-
makromolekiiller faz ayrimina neden olur. Hidrofobik temaslar, elektrostatik
etkilesimler, pi-pi yigilmasi ve konsantrasyon farkliliklarinin getirdigi sivi-sivi
karisimi gibi ¢ok sayida kuvvet bu etkilesimlerden sorumlu olabilir [24], [25] .

LLPS'de sebep olan birgok protein, yapilarinda anormal alanlardan olan 6ziinde
diizensiz bolgeler (Intrinsically Disordered Regions-IDR) bulundurur. IDR'ler
siklikla belirli amino asitlerin tekrarlar1 gibi diisiik karmagiklikta diziler icerir, ancak
net bir i¢ boyutlu yapiya sahip degildir. Faz ayrimi, IDR'lerin zayif ve ¢cok degerlikli
etkilesimler i¢in sundugu alanlar1 sayesinde gerceklesir (Sekil2.8) [26].

RNA molekiilleri de LLPS'nin olusumunda etkilidir. RNA molekiillerindeki
tekrarlayan diziler veya belirli yapisal modeller, protein alimi i¢in iskele gorevi
iistlenerek LLPS ye sebep olabilir. Ornegin FET protein ailesindekiler (FUS,
EWSRI1, TAF15) RNA baglayici proteinler, RNA yardimi ile LLPS'nin olusumuna
yardim eder. Bu proteinler hem RNA baglayici alanlara hem de IDR'lere sahiptir
[27].
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Sekil 2.8: Hiicre ¢ekirdeginde sivi-sivi faz ayrimu.
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Post-translasyonel  degisiklikler (PTM), proteinlerin LLPS 6zelliklerini
etkileyebilir. Hiicrede gergeklesen PTM’ler fosforilasyon, asetilasyon ve metilasyon
gibi modifikasyonlardir. Proteinde gerceklesen fosforilasyon merkezindeki degisim
LLPS’yi tesvik edebilir ya da bozabilir. PTM' ler, faz ayrimmin derecesini ve
dinamiklerini degistiren ve hiicresel aktiviteyi etkileyen kontrol mekanizmalar
olarak ¢alisir [29], [30].

Saperonlar ve yardimer faktorler bu LLPS'nin dinamik dengesi igin hayati
Ooneme sahiptir. Molekiiler saperonlar, protein katlanmasina yardimci olur ve anormal
faz ayrigmasin1 ve toplanmasini durdurmak amaciyla proteinleri di-asosiye olmaya
yonlendirir [31].

LLPS, cesitli zarsiz organellerin olusumunda kullanilir. Ornegin Stres
graniilleri, P govdeleri ve niikleoller LLPS tarafindan tesvik edilir. Bu organeller,
mRNA kontrolii, RNA isleme ve ribozom biyogenezi gibi hiicre isleyisine direkt
olarak etki saglayacak islevlerde gorev alir. Bu sekilde kompartmanlagma etkili bir
sekilde boliimlere ayrilan kisimlarda islevlerin yerine getirilmesini kolaylastirir [25].

LLPS, transkripsiyonel kontrolde de rol almaktadir. Faz ayirma,
transkripsiyonel kondensatlar olugturmak i¢in gen ekspresyonunun diizenlenmesi i¢in
gerekli olan belirli molekdilleri transkripsiyon faktorleri, ko-aktivatorler ve kromatin
degistiricilerle birlestirebilen bir siiregtir. Genlerin dogru aktivasyonunu veya
baskilanmasini saglamak i¢in LLPS, gen ekspresyonunun uzay-zamansal kontroliine
yardimet olur [25].

Bununla birlikte LLPS’nin ¢esitli hastaliklarla da iliskilendirildigini gosteren
caligmalar vardir. Amyotrofik lateral skleroz (ALS), Alzheimer hastaligi ve
Huntington hastalig1 gibi nérodejeneratif durumlar, normal olmayan LLPS ve protein
agregatlarmimn tretimi ve birikimi ile baglantilidir. LLPS diizensizliginin neden
oldugu yanlis katlanmis proteinlerin birikmesi, hiicresel homeostazi bozabilecegi gibi

hastaliklarin tetiklenmesine ve siddetinin artmasina neden olabilir [30], [CCDC124].

2.5. Hiicresel Stresler ve Stres Graniilleri

Okaryotik hiicrelerin sitoplazmik stres graniilleri, cesitli streslere yanit olarak
gelisen dinamik, zarsiz organellerdir dolayist ile koruyucu fosfolipid bir zardan

yoksundur. Sitoplazmik stres graniillerinin yogunlugu genellikle RNA baglayici
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proteinlerden, haberci RNA'dan (mRNA) ve kodlanmayan RNA'lardan olusur.
Termal (1s1) sok, oksidatif stres, ozmotik stres, viral enfeksiyon ve beslenme
yetersizligi gibi dis etkilere maruz kalan hiicrelerde stres graniilleri olustugu
goriilmektedir. Gen ifadesini diizenlemek ve stresli durumlarda hiicreyi korumak,
stres graniillerinin temel islevlerindendir. Translasyonun baslamasi, strese maruz
kalan hiicrelerde genellikle baskilanir ve bu da translasyona girmemis mRNA'larin
birikmesine sebebiyet verir. Translasyona ugramamis mRNA'lar, onlarla giden RNA
baglayict proteinler ile stres graniillerinin temelini olusturur ve bu yapi onlarin
bozulmalarini 6nler ve kosullar daha uygun hale geldigi zamana kadar korunmalarini
ve depolanmalarini saglar. Stres graniilleri, belirli mRNA'larin hiicrede taginmasini
ve lokalizasyonunu etkileyebilir. Stres graniilleri, mRNA'lar1 ve ilgili proteinleri
yakalayarak bu molekiillerin hareketliligini ve dagilimini etkiler. Stres graniilleri
kosullara bagli olarak olusan-dagilan dinamik yapilardir. Stres kosullar1 gectikten
sonra, graniile girmis MRNA'lar serbest kalarak ve hiicrenin diizenli fonksiyonlarinin
devamu saglanir [33], [34], [35]. Sekil 2.9.’da stres graniillerinin olusum ve dagilma

stiregleri gosterilmistir.

® o

\‘*\ 1 RNA Akini

1 SG Dagilimi
Qed

e ©

SG Olusumu ® ° °

Sekil 2.9: Stres graniillerinin olusumu ve dagilimi.
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2.6. Mitokondri

Mitokondri, yaklasik iki milyar yil dnce, oncli bir modern 6karyotik hiicrenin
proteo-bakteriyi hiicre igerisine almasiyla ortaya ¢ikmistir [36]. Giliniimiizde ise
mitokondri, ¢esitli hiicresel siireglerde kritik bir rol oynayan Okaryotik hiicrelerde
bulunan bir organeldir. Bu Mitokondri ¢ift zarli yapida olup, mitokondriyal DNA
(mtDNA) olarak adlandirilan kendine 6zgli genetik materyale sahiptir. Hiicrenin ana
enerji kaynagi olan adenozin trifosfat (ATP) iiretiminden gorevlidir. Bu gorevinin
yani sira hiicresel metabolizmanin diizenlenmesi, kalsiyum homeostazi, reaktif
oksijen tiirleri (ROS) iiretimi ve apoptoz gibi temel hiicresel islevlerde de
fonksiyoneldir. Yapilan ¢aligmalarda mitokondrinin ayrica sinyal yolaklarinin
diizenlenmesi, adaptif bagisiklik ve farklilasma gibi olaylarda rol aldig:
gosterilmistir. Mitokondriyal fonksiyondaki kusurlar, noérodejeneratif hastaliklar,
metabolik sendromlar ve yaslanma dahil olmak {izere cok cesitli hastaliklarla
iliskilendirilmistir [18], [19], [20], [21], [22].

Mitokondride yasanan stres, mitokondride islevsel bozukluklara veya yapisal
bozulmasina sebep olur. Bu durum hiicrenin enerji metabolizmasinin bozulmasina
sebep olur. Mitokondri, islevsel kararliligini korumak igin siirekli olarak fiizyon,
bolinme ve doniisime ugrayan oldukc¢a dinamik bir organeldir. Mitokondride
stresin kaynagi igsel veya dis kaynakli olabilir. I¢ faktorler, mtDNA mutasyonlari,
mitokondriyal protein sentezindeki degisiklikleri veya mitokondriyal dinamiklerdeki
dengesizlikler olarak smiflandirilirken dis faktorler ise oksidatif stres, besin
yoksunlugu, toksinler ve hastalik etmenleridir. Mitokondriyal stres, bozulmus
oksidatif fosforilasyon, azalmig ATP iiretimi, artan reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
tretimi, degistirilmis kalsiyum sinyali ve bozulmus mitokondriyal membran
potansiyeli dahil olmak tizere bir¢ok sekilde gerceklesebilir. Bu durum mtDNA
hasarina, mitokondriyal proteinin yanlis katlanmasina ve mitokondriyal kalite kontrol
mekanizmalarinda hasara yol agabilir. Mitokondriyal stres, norodejeneratif
hastaliklar, kardiyovaskiiler bozukluklar, metabolik sendromlar ve kanser dahil
olmak lizere ¢esitli patolojik durumlarda rol oynamaktadir. Mitokondriyal stresin
altinda yatan molekiiler mekanizmalar1 ve bunun hiicre fizyoloji iizerindeki etkisini
anlamak, mitokondriyal disfonksiyonu hafifletmek ve hiicresel homeostazi
stirdiirmek i¢in ¢ok 6nemlidir [37], [42], [43].
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2.7. Agrezom

Agrezomlar, ilk olarak Kopito ve arkadaslari (2000) tarafindan hiicrelerde
yanlis katlanmig proteinleri iceren niiklear “membransiz sitoplazmik inkliizyon”
olarak tanimlanmistir [44]. Daha sonra yapilan c¢alismalarda agrazomlarda ER
proteinlerinin birikebilecegi bulunmustur [45]. Ozellikle farkli hiicre tipleri
kullanilarak farkli kosullar altinda gozlemlenen ¢esitli protein inkliizyon
cisimciklerinin birbirleriyle olan iligkileri ve ayni temel yapiya sahip olup
olmadiklar1 arastirilmistir [46], [47]. Son yillarda agrezomlar, memeli hiicrelerinde,
stres kaynakli yanlis katlanmis proteinleri; ubikitini, molekiiler saperonlar1 ve
proteazomlar1 co-lokalize eden nuclear inclusion body olarak tanimlanmaktadir.
Agrezomlar ayrica yanlhis katlanmis toksik ozellikteki proteinlerin otofaji aracili
degradasyonunu da saglamaktadir [48]. Agresomlarin birlesmesi (assembly)
periniikleer bir yapi olan sentrozomda gergeklesir [49]. Sentrozom pericentriol
material (PCM) ile ¢evrilmistir ve hiicrelerde MTOC (microtubule organizing centre)
olarak gorev alir. Ubikitin proteazom sistemi araciligi ile lokalize protein
bozulmalari i¢in bir platform saglar [50].

Agrozomlarla yapilan calismalarda cekirdekten agrozom yapilarin cikarildigi
goriilmiistiir. Bu yapilarin igerisinde Fibrillarin oldugu kanitlanmugtir.  Fibrillarin
(FIB), niikleolusun bir belirteci olarak gorev yapar. rRNA'nin islenmesinden
sorumludur ve niikleolusun yogun fibriller bileseninde lokalizedir [32], [33].
Fibrilarin-pozitif cisimler, hasarli rDNA, otofaji belirtegleri icerir ve heterokromatin

fragmanlari esliginde sitoplazmaya salinir [53].
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Memeli Hiicre Kiiltiirii Materyalleri ve Kullamilan Hiicreler

Tez ¢alismas1 kapsaminda U20S, HEK293T, HCT116 ve HelLa insan hiicre
hatlar1 kullanilmistir. Hiicre hatlar1 Gebze Teknik Universitesi Molekiiler Biyoloji
ve Genetik Boliimii Tazebay laboratuvarlarinda bulunmakta olup var olan hiicre hatt
stoklar1 kullanilmistir. HCT116 (8), HCT116 (11) laboratuvarimizda CRISPR-Cas9
teknolojisi ile daha onceki ¢aligmalarda 6zel olarak iiretilmistir. HCT116 (8), hiicre
hattinda CCDC124 geni homozigot ve 8 niikleotit delesyonludur.

HCT116 (11), hiicre hattinda CCDC124 geni heterezigot, iki alelde 2 insersiyon ve
ikinci alelde 4 niikleotid delesyon, sonrasinda 10 niikleotid degismis ve 1 niikleotid
delesyon icermektedir. Tablo 3.1.’de hiicre hatt1 calismasinda kullanilan materyaller

ve Uretici firmalar1 gosterilmektedir.

Tablo 3.1: Memeli hiicre kiiltiirii materyalleri.

Materyal Adi Markasi- Katalog Numarasi
Petri Thermo-Fisher/150318
Flask Thermo-Fisher/159934

Hemasitometri

ISOLAB/075.03.002

Pipetler

GILSON/ F167360

Serolojik Pipet 10 ml

Capp/ Harmony SP-10-C

Serolojik Pipet 5 mi

Capp/ Harmony SP-5-C

6 kuyucuklu petri

Thermo-Fisher/ 152034

Cover Glasess 15mm

Paul Marienfeld/0111550

Pens ISOLAB /LB.IS.052.30.001
Zefiran Dermosept
Otomatik Pipetor CAPPController Pipette

u-Slide 8 Well Glass Bottom

IBIDI/ 80807-90
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3.1.2. Bakteri Hiicre Kiiltiirii Materyalleri ve Kullanilan Hiicreler

Gergeklestirilen bakteriyel deneylerin tamaminda Escherichia coli DH5a susu
kullanilmistir. Escherichia coli DH5a susu ticari olarak satin alinmistir. Tablo

3.2.’de bakteri hiicre kiiltlirii materyalleri gosterilmektedir.

Tablo 3.2: Bakteri hiicre kiiltiirii materyalleri.

Materyal Adi Markasi- Katalog Numarasi
Petri FIRATMED/ PS5092.060x10
Vida kapakli cam sise ISOLAB/061.01.100C
Drigalski spatiilii Superior/ C180024
Falkon 15mL/ 50ml CAPP/5100015C/5100050C
Erlenmeyer ISOLAB/ 028.01.051
DHb5-alpha kompetan E. coli NEB/ C2987H

3.1.3. Kiiltiir Ortamlarn

3.1.3.1. Memeli Hiicre Kiiltiir Ortamlar

Memeli hiicre kiiltiiriinde kullanilan besiyeri Tablo 3.3’te belirtilen oranlarda
karistirtlarak kullanilmistir. Besiyeri hiicrelere uygulanmadan 6nce su banyosunda

37°C’de 1sitilmustir. Tablo 3.3.’de memeli hiicre kiiltiirii ortamlar1 gsterilmektedir.

Tablo 3.3: Memeli hiicre kiiltiir ortamlari.

Besiyeri Bileseni Miktar (Agirhk/Hacim)
DMEM 450mL
FBS 50mL
Penisilin- Streptomisin SmL
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3.1.3.2. Bakteri Hiicre Kiiltiir Ortamlar

Luria Broth (LB) besiyeri i¢in Tablo 3.4’ de gosterilen bilesenler belirtilen
miktarlarda tartilp 1L distile su (dH20) eklenerek manyetik karistiricida
karistirtlmistir. Ardindan otoklav cihazinda 121°C’de 15 dakika boyunca steril
edilmistir. LB-Agar besiyeri i¢in Tablo 3.5’ de belirtilen miktarlar kullanilarak ayni
yontem tekrarlanmistir. Transformasyon sonrasinda kullanilan besiyeri ortamlarinda
Escherichia coli DH5a susu i¢in kanamisin (final kosantrasyonu 50 pg/mL) besi
ortamina ilave edilmistir. Tablo 3.4.’de Luria Broth besiyeri igerigi gosterilmektedir.

Tablo 3.5.’de Luria Broth agar besiyeri icerigi gosterilmektedir.

Tablo 3.4: Luria Broth besiyeri igerigi.

Besiyeri Bileseni Miktar (Agirhk/Hacim)
Pepton 10 g/L
Maya Ekstrakti 5g/L
NaCl 10 g/L

Tablo 3.5: Luria Broth agar besiyeri igerigi.

Besiyeri Bileseni Miktar (Agirhk/Hacim)
Pepton 10 g/L
Maya Ekstrakti 5¢g/L
NaCl 10 g/L
Agar 15 g/L

3.1.4. Kullanilan Stok Soliisyonlar

Kullanilan stok soliisyonlar Tablo 3.6° da gosterilmektedir.
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Tablo 3.6: Kullanilan stok soliisyonlar ve hazirlaniglart.

Soliisyon Adi

Hazirlanisi

1X TBS-T Tamponu

10X TBS soliisyonu distile su ile 1X’e
seyreltilmistir ve son konsantrasyonu %0,1

olacak sekilde Tween 20 eklenmistir.

Blocking Soliisyonu

1X-TBS-T iizerine son konsantrasyonu %5 siit
tozu olacak sekilde karigtirilarak homojen hale

getirilmistir.

Running Tamponu

Wet transfer buffer distile su ile 1X’e seyreltilip
1000 ml igin 4 ml % 25 SDS eklenmistir.

Primer Antikor

CCDC124 antikorlar1 (CCDC124 ab (rb. poly)
Novus/ NBP2-48746), 1/1000 olacak sekilde

blocking soliisyonla karistirilmistir.

CCDC124-Sekonder
Antikor

Anti-rabbit, 1/5000 olacak sekilde Tween

icermeyen blocking soliisyonda hazirlanmistir.

Vinculin-Sekonder
Antikor

Anti-mouse antikorlar1 1/5000 olacak sekilde
Tween icermeyen blocking soliisyonda

hazirlanmustir.

Houskeeping
(Vinculin) primer
Antikor

Vinculin Mouse antikorlar1,1/1000 olacak sekilde

blocking soliisyonla karistirilmistir.

Protein Lizis Tamponu

50 mM Tris-HCI (pH 8.0), 150 mM NaCl, dH,0

iginde ¢oziilmiistiir.

Protein Lizis Working

Soliisyonu

Iml ¢alisma soliisyonu igin; 970 ul protein lizis
tamponu, 10 pl NP40, 10 pl 100X proteaz

inhibitori kanstirilmisgtir.

50X Proteaz Inhibitor

1 tablet proteaz inhibitorii Iml dH20’da

¢Ozllmiistiir.
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Tablo 3.6: Devam.

Wet Transfer
Tamponu, 10X

250 mM Tris, 1,92 M glisin (30.3 gr Tris base ve
144 gr Glycine) 1L dH20 i¢inde ¢oziliirmiistiir.

1X Transfer Working

1000ml hazirlamak i¢in 100 ml, 10X Wet transfer
buffer, + 200ml %100 MetOH + 700ml dH20 ile

Soliisyonu

karistirtlmastir.

200 mM Tris, 1,5 M NaCl, pH 8.0 (24.2 g Trizma
10X TBS base ve 87.6 g NaCl) 1 L dH20 iginde

¢oziilmiistiir. pH 7.6’ya ayarlanmustir.

1.5 M Tris-HCI, Ph
8.8

36.34 g Trizma base (MW:121.14) 180ml dH20
icinde ¢oziilmiistiir. HCl ile pH 8.8’e ayarlanmustir.
dH20 ile 200 ml’ye tamamlanmistir.

0.5 M Tris-HCI, Ph
6.8

12.11 g Trisma base (MW:121.14) 180ml dH20O
icinde ¢oziilmiistiir. HCl ile pH 6.8’e ayarlanmustir.
dH-0 ile 200 ml’ye tamamlanmstir.

APS, % 10 (W)

0.1 g Ammonium Persulfate (MW:228.20) 1 ml

dH20 icinde ¢dziilmiistiir ve -20°C’ta saklanmistir.

Kanamisin (50 mg/ml)

2.5 g Kanamisin 50 ml 15 ml 50 ml dH2O
icerisinde ¢oziilmiistiir. Ardindan 0.22 pm
membran filtre kullanilarak steril edilip 1 ml olarak

alikotlanmustir.

15.1 g PIPES, 100 ml ddH20 igerisinde

0,5 M PIPES soliisyonu ¢oziilmiistiir. Ve pH: 6,7 ye SM KOH ile
ayarlanmistir.
PIPES (0.5 M, pH 6.7) (10 mM)20 ml,
Inoue Ultra Kompetan MnCl+4H>0 10.88 g (55 mM), CaCl2*2H>0 2.20 g
Hiicre Tamponu/L (15 mM), KCI 15 g (250 mM) karistirilarak dH20

ile 1 litreye tamamlanmustir.
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Tablo 3.6: Devam.

10 mM HEPES, 2 mM CaCl2 ve 150 mM NaCl

GPMV Tamponu
[pH 7.4] birlestirilerek elde edilmistir.

3.1.5. Kullanmilan Kitler ve Cihazlar

3.1.5.1.Kitler

Kullanilan kitler Tablo 3.7’ de gosterilmektedir.

Tablo 3.7: Kullanilan kitler.

. Kit Markasi
Kit Isimleri
Katalog Numarasi
DNA-spin™ Plazmid Miniprep Kit Intron Biotechnology / 17096
PCR & DNA Cleanup Kit NEB Monarch/ T1030
DNA Gel Extraction Kit NEB Monarch/ T1020

DNA, RNA and protein purification kit | Macherey-Nagel/ 740420:50

Transfection Reagent Thermo-Fisher/ Lipofectamine™ 3000

3.1.5.2. Cihazlar

Kullanilan cihazlar Tablo 3.8” de gosterilmektedir.

Tablo 3.8: Kullanilan cihazlar.

Cihaz Adx Cihazin Markasi ve Modeli
Nanodrop Thermo Scientific / EC 1000 XL
PZR termal dongii sistemi Bio-Rad/ T100
Immunoblot Ekipmanlari Bio-Rad / Mini-PROTEAN® Tetra
Handcast Systems
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Tablo 3.8: Devam.

Laminar Akim Kabini

Cryste

CO, Inkiibatorii

NUVE /EC 160

Su banyosu

MEMMERT22 /LT. WNB22 s

Sogutmali1 Falkon Santrifiij

Niive/ NF 800

Sogutmali Eppendorf Santrifiij

HITACHI /CT15RE

Manyetik Karistirict

SCILOGEX/MS-PA

Agaroz Jel ve Immunoblot

Goruntileme Cihazi

Bio-Rad / ChemiDoc XRS+

Agaroz Jel Elektroforez Sistemi

Bio-Rad/ Wide Mini-Sub® Cell GT Cell

Calkalayici

Labnet /ROCKER 25

Hassas Terazi

ADAM /PGW 253i

Is1 Blogu Benchmark/ BSH1002-E
Dondiiriicii/Calkalayict Biosan/RS-60

Vortex SCILOGEX/ MX-S

Bunzen Beki Gasprofi 1 /SCS micro 6.004.000

3.1.5.2.1. Hiicre Goriintiilleme Materyalleri; Mikroskoplar

Kullanilan hiicre goriintiileme materyalleri olan mikroskoplar Tablo 3.9’ da

gosterilmektedir.
Tablo 3.9: Kullanilan mikroskoplar.
Cihaz Adx Cihazin Markasi ve Modeli

Inverted Mikroskop LEICA/DMI 1

Konfokal Mikroskop ZEISS/780

Konfokal Mikroskop ZEISS/880

Konfokal Mikroskop ZEISS/980

LLSM7 ZEISS/ 7
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3.1.5.2.2. Hiicre Goriintiilleme Materyalleri Ligandlar

Kullanilan ligandlar Tablo 3.10° da gosterilmektedir.

Tablo 3.10: Kullanilan ligandlar.

Ligand Isimleri

Ligand Markasi -Katalog Numarasi

Janelia Fluor® 646

TOCRIS/ 6148

SiR650-BG

SPIROCHROME/ SC504

3.1.6. Kullanilan Kimyasallar

Kullanilan vektorler Tablo 3.11” de gésterilmektedir.

Tablo 3.11: Kullanilan kimyasallar.

Kimyasal Ad1 Kimyasal Markasi -Katalog Numarasi
Kanamisin Sigma-Aldrich/420311-5GM
Agar BD-BACTO™/214010
Maya Ekstrakt BD-BACTO™/212750
Pepton BD-BACTO™/211677
Sodyum Kloriir Sigma-Aldrich/ 31434
DMEM Thermo-Fisher /41966
PBS Thermo-Fisher /70011-036
FBS Thermo-Fisher/ 26140079

Tripsin/EDTA

Thermo-Fisher/ 15400054

Penisilin- Streptomisin

Thermo-Fisher/ 15140-122

L15 Thermo-Fisher/ 21083027
Siit Tozu Pan Reac AppliChem/ A0830
Trizma Base Sigma-Aldrich /T1503
Tergitol Soliisyonu Sigma-Aldrich/ NP40s
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Tablo 3.11: Devam.

Tween-20

Sigma-Aldrich/P1379

Sodyum Dodesil Siilfat

Sigma-Aldrich/L5750

Manganese (1) chloride tetrahydrate

Sigma-Aldrich/13446-34-9

Calcium chloride dihydrate

Sigma-Aldrich/10035-04-8

KCI Sigma-Aldrich/7447-40-7
Glisin ISOLAB /927.032.1000
Metanol SUPELCO /1.06009.2511
Ammonium Persulfat Sigma-Aldrich/A3678
Etanol Sigma-Aldrich/ 32221
2-propanol Sigma-Aldrich/ 24137
Hidroklorik asit Sigma Aldrich/071102
Yiikkleme boyasi/6X Purple Loading | NEB/ B7024S

Dye

TEMED Sigma Aldrich/T9281

Halt Proteaz Inhibitorii

Thermo-Fisher/ 78437

DMSO Sigma-Aldrich /67-68-5
Bglll NEB/ R0144S

EcoRl NEB/R0O101S

10X Ligasyon Tamponu NEB/ M0202S/kit

T4 DNA Ligaz NEB/ M0202S

Buffer 3.1 NEB/ B6003S
CUTSMART NEB/ B7204

Phusion DNA polimeraz

NEB/ M0530S

Paraformaldehit

Sigma-Aldrich/ 30525-89-4

HEPES

Sigma-Aldrich/ 7365-45-9

DTT

Sigma-Aldrich/ 3483-12-3
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3.1.7. Kullanilan Vektorler ve Primerler

Kullanilan vektorler Tablo 3.12” de gosterilmektedir.

Tablo 3.12: Kullanilan vektorler.

Vektor Adi Kullanilma Amaci Vektor Adi1 Kullanilma Amaci

SeC61b-SNAPtag

Kaset vektorii olusturmak i¢in (SNAPtag)

kullanilmuastir.

SeC61b-Halotag

Kaset vektorii olusturmak icin (Halotag)

kullanilmaistir.

CCDC124-GFP

Laboratuvar stogumuzda bulunmaktadir.

CCDC124-GFP(S122A)

Laboratuvar stogumuzda bulunmaktadir.

CCDC124-GFP(S141A)

Laboratuvar stogumuzda bulunmaktadir.

CCDC124-GFP (Double
Mutant)

Laboratuvar stogumuzda bulunmaktadir.

Goriintiileme i¢in kullanilmistir.

CCDC124° i goriintiileme icin
HALO-CCDC124

kullanilmistir.

CCDC124° i} goriintiileme i¢in
SNAP-CCDC124

kullanilmistir.

DYRK3(WT), goriintiileme icin
EGFP-DYRK3(WT)

kullanilmistir.

EGFP-DYRK3(K218M)

DYRK3(K218M), goriintiileme igin

kullanilmistir.

mCherry-SRRM1

SRRM1, goriintiileme i¢in kullanilmistir.

EB3-3xmNeonGreen-N1

Mikrotiibiil goriintiileme i¢in kullanilmistir.

mNeonGreen-Giantin

Golgi goriintiileme i¢in kullanilmistir.

Lampl-mScarlet-I

Lizozom goriintiileme i¢in kullanilmastir.
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Tablo 3.12: Devam.

ER-mScarlet-1

ER. goriintiileme i¢in kullanilmistir.

4xmts-mScarlet-I

Mitokondri goriintiileme i¢in kullanilmastir.

Kullanilan primerler Tablo 3.13 de gosterilmektedir.

Tablo 3.13: Kullanilan primerler.

Primer Ad1 Niikleotit Dizisi
Forward GTCGAGATCTATGCCCAAGAAGTTCCAGGG
Reverse GTACGAATTCTCACTTGGGGGCATTGAAGG

3.1.8. Kullanilan Programlar

Kullanilan programlar Tablo 3.14’ de gosterilmektedir.

Tablo 3.14: Kullanilan programlar.

Kullanilan Program

Kullanim Amaci

ImageLab Western Blot goriintiileme islemleri.
ImageJ Konfokal goriintiilerini analiz islemleri.
Fiji Konfokal goriintiilerini analiz islemleri.
Imares LLSM7 goriintiilerini analiz islemleri.

GraphPad Prism

Grafik olusturma islemleri.

Zotero

Referans olusturma islemleri.

SnapGene Viewer

Plazmit haritalarini ve sekans verilerini

inceleme islemleri.
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3.2. Yontem

3.2.1. HALO-CCDC124 ve SNAP-CCDC124 Plazmitlerinin
Hazirlanmasi

SeC61B-SNAPtag ve SeC61B-Halotag plazmitleri icerisinden SeC61p geni
cikartilarak yerine CCDC124 geni aktarilmasi hedeflenmistir.

3.2.1.1. Kompetan Hiicre Hazirlama

-80°C de stok olarak bulunan Escherichia coli DH5a susu bakterilerden 6ze
yardimiyla, LB agar besiyeri dokiilmiis petriye, ¢izgi ekim yapilmistir. Ekim yapilan
petri 37 °C de 16 saat biiylitme etiiviinde inkiibe edilmistir. 16 saat sonra var olan
kolonilerden tek koloni segilerek 6ze yardimiyla 3 ml LB sivi besiyerine aktarilmig
ve calkalamali inkiibatérde 37 °C, 200rpm’de 16 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra
istel faza gelen bakteri kiiltiirinden 2 ml alinarak 200 ml LB besiyeri igerisine
aktartlmistir. 37 °C, 200rpm’de ODsgo degeri 0.55 olana kadar inkiibe edilmistir.
Ardindan bakteri kiiltiirii bulunan erlenmeyer buz igerisinde 10 dakika bekletilmistir.
Daha sonra falkonlara aktarilarak 4000rpm de 4°C'de 10 dakika santrifiij yapilmistir.
Siipernatant atilarak pelet 56 ml soguk inoue buffer igerinde ¢oziilmistiir. Ardindan
4000rpm de 4°C'de 10 dakika santrifiij yapilarak bakteriler ¢oktiiriilmiistiir. 1200 pL
DMSO iizerine, 16 ml inoue buffer eklenmistir ve silipernatant atilarak pelet bu
soliisyon igerisinde ¢oziilmiis ve 10 dakika buz igerisinde bekletilmistir. Eppendorf
tiiplere alikotlanarak sivi azot igerisinde 30 saniye bekletilmistir. Daha sonra -80°C

ye stok E. coli DH5a kompetan bakterileri kaldirilmistir.
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3.2.1.2. Transformasyon

-80°C den stok Escherichia coli DH50 kompetan bakterileri buz f{izerine
alarak ¢oziinmesi beklenmistir. Daha sonrasinda 3 farkli tiipe 100 pL kompetan
hiicre aktarilmistir. Bu tiiplerin tizerlerine ayr1 ayr1 2 pL (21pg/uL) plazmit DNA
eklenmistir. 1. tiipe SeC61b-SNAPtag plazmiti, 2. tiipe SeC61b-Halotag plazmiti
eklenmistir 3. Tiipte ise sadece kompetan bakteri eklenmistir. Hafif darbelerle
karigmasi saglanmistir ve 30 dakika buz iizerinde bekletilmistir. Ardindan 1s1 bloguna
aliarak 42°C de 2 dakika bekletilmistir siire sonunda 3 dakika buzda bekletilmistir.
Tiiplere antibiyotik igermeyen 900 pL. LB besiyeri eklenmistir. Sallamali
inkiibatorde 37 °C, 200 rpm de 60 dakika biiyiitiilmiistiir. Ardindan 10.000 rpm’de 5
dakika santrifiij edilerek bakteriler ¢oktiiriilmiistiir. Siipernatant atilarak pelet 50 pL
besiyerinde ¢oziilmistir ve Kanamisin (50 mg/mL) iceren LB-Agar besiyerlerine
yayilmistir. Ekim yapilan petri 37 °C de 16 saat biiyiitme etiiviinde inkiibe edilmistir.

Secilen kolonilerden stok hazirlanarak kaldirilmistir.

3.2.1.3. Plazmit DNA izolasyonu

Macherey-Nagel NucleoBond Xtra Midi EF DNA, RNA ve protein izolasyon
kiti kullanilarak plazmit DNA izolasyonu gergeklestirilmistir. Plazmitler EcoRI

enzimi ile kesilerek kontroli yapilmustir.

3.2.1.4. Primerler

Cogaltilan SeC61B-SNAPtag ve SeCo61B-Halotag plazmitleri igerisinden
SeC61p geni ¢ikartilarak yerine CCDC124 geni aktarilmasi hedeflenmistir. Bu
dogrultuda ortak kasete sahip olan bu plazmitlerden kesimleri gergeklestigi takdirde
SeC61p genini tamamen ¢ikaracak enzimler belirlenmek istenmistir. Forward ucu

icin Bglll ve Reverse ucu i¢in ise ECORI enzimi se¢ilmistir.
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Sekil 3.2: SeC61B-SNAPtag plazmit haritasi.

Cikarilan SeC61p geninin yerine CCDC124 genin konulmasini amaciyla
primerler tasarlanmistir. Primerler i¢in genin forward ve Reverse uglarindan 20 bazi
iceren bolgeler secilmistir. CCDC124 genini SeC61p geninin yerine yerlestirme
islemini kolaylastirmak amactyla tasarlanan primerlerin forward ucuna Bglll enzim

kesim bolgesi, reverse ucuna ise ECORI kesim bolgesi eklenmistir.
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CCDC124 GENI SEKANSI

ATGCCCAAGAAGTTCCAGGGTGAGAACACCAAGTCGGCAGCGGCCCGGGCACG
GAGGGCAGAGGCCAAGGCGGCCGCTGATGCCAAGAAGCAGAAGGAGCTGGAGG
ATGCCTACTGGAAGGACGACGACAAACACGTCATGAGGAAGGAGCAGCGCAAGG
AGGAGAAGGAGAAGCGGCGCCTCGACCAGCTGGAACGTAAGAAGGAGACGCAG
CGCCTACTGGAGGAGGAGGACTCCAAGCTCAAGGGCGGCAAGGCGCCGCGGGTG
GCCACGTCCAGCAAGGTCACCCGGGCCCAGATCGAGGACACGCTGCGCCGAGAC
CATCAGCTCAGGGAGGCCCCGGACACAGCCGAGAAAGCCAAGAGCCATCTGGAG
GTGCCGCTGGAGGAGAACGTGAACCGCCGCGTGCTGGAGGAGGGCAGCGTGGAG
GCGCGCACCATCGAGGACGCCATTGCAGTGCTCAGCGTGGCGGAGGAGGCGGCC
GACCGGCACCCAGAAAGACGCATGCGGGCAGCCTTCACAGCCTTTGAGGAAGCC
CAGCTGCCGCGGCTCAAACAAGAGAACCCCAACATGCGGCTGTCGCAGCTGAAA
CAGCTGCTCAAGAAGGAGTGGCTCCGCTCTCCTGACAACCCCATGAACCAGCGGG
CCGTGCCCTTCAATGCCCCCAAGTGA

Forward: Bgl I enzimi 1le kesilecek Bgl [ kesim bélgesi: A¥GATCT
Reverse: EcoR I enzimi 1le kesilecek. EcoR I kesim bélgesi: GFAATTC

Sekil 3.3: CCDC124 gen sekansi ve eklenecek kesim bolgeleri.

Enzimlerin daha kolay baglanabilmeleri ve gerekli Tm sicakligini saglamasi
amaciyla 4 bazlik Stuffer bolgesi eklenmis ve primer tasarimina son hali verilerek

ticari olarak Sentebiolab sirketinden alinmistir.

STUFFER ENZIM KESIM BOLGESI CCDC BOLGESI
FORWARD: GTCG AGATCT ATGCCCAAGAAGTTCCAGGG
CCDC124 ana zincir : CCTTCAATGCCCCCAAGTGA
CCDC124 ana zincir : GGAAGTTACGGGGGTTCACT
REVERSE: GTAC GAATTC TCACTTGGGGGCATTGAAGG

FORWARD: GTCGAGATCTATGCCCAAGAAGTTCCAGGG

REVERSE: GTACGAATTCTCACTTGGGGGCATTGAAGG

Sekil 3.4: CCDC124 geni forward ve reverse primer tasarlanmasi.
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3.2.1.5. CCDC124’iin PZR ile Cogaltimu, Uriiniin Jelde Yiiriitiilmesi
ve Uriiniin Temizlenmesi

Ticari olarak alinan primerler kullanilarak, daha 6nce izole edilmis CCDC124
geninden PZR yardimi ile CCDC124 geninin ¢ogaltimi saglanmistir. PZR islemi
i¢in 6rnekler Tablo 3.13” de yer aldig1 gibi hazirlanmustir.

Tablo 3.15: PZR reaksiyon materyalleri ve miktarlari.

Materyal Kontrol Ornek Final
Konsantrasyon

dH20 33.5 325 -
5X BUFFER-HF 10uL 10uL 1X
10mm dNTP ims ims 200 uM
1A orv 288 2.5l 2.5l 0.5 uM
primer
Lo Mggrerse 2.5(1P 25\l 0.5 uM
primer
Ornek DNA - I pL 1ng
Phusion DNA
Polimeraz 0.5 uL 0.5 uL 1u

Hazirlanan 6rnekler PZR cihazina yerlestirilmistir. Protokol tablo 3.14° de

Ozetlenmistir.
Tablo 3.16: PZR termal dongii protokoli.

Sicakhk Zaman
[k Denatiirasyon 98°C 30 saniye
98°C 10 saniye
Dongii * 30 58°C 30 saniye
72°C 30 saniye
Final 72°C 10 dakika

4°C ©

*QGri olarak gosterilen satirlar dongiiyii gostermektedir.
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PZR sonrasinda elde edilen iiriin %1°lik agaroz jelde ve 45 dakika 90 voltta
yiiriitiilmiistir. CCDC124 geninin dogru bir sekilde ¢ogaltilip cogaltilmadigi kontrol
edilmistir. PZR f{irtinlerinin temizligi kit (Monarch PCR & DNA cleanup kit, New
England Biolabs) kullanilarak yapilmistir.

3.2.1.6. Bglll ve EcoRIl Enzimleri ile SeC61p-SNAPtag, SeC61p-
Halotag ve PZR ile Uretilen CCDC124 Geninin Kesimi

Bglll ve EcoRI enzimleri ayn1 tampon igerisinde ¢alismadiklari igin ikili kesim
gerceklestirilmistir.  SeC61B-SNAPtag, SeC61B-Halotag ve PZR ile iiretilen
CCDC124 genin Bglll enzimi ile kesimi asagidaki tablolarda yer alan kosullarda
gergeklestirilmistir.

Tablo 3.17: PZR ile iiretilen CCDC124’iin Bglll kesim bilesenleri.

PZR ile iiretilen CCDC124 17 uL (2.2 pg)
Bglll 22l
Buffer3.1 2.5uL
dH20 3.3uL
Toplam 25 ulL

Tablo 3.18: SeC61p-Halotag plazmiti Bglll kesim bilesenleri.

SeC61p-Halotag Plazmiti 1 uL (4 pg)
Bglll 4 uL
Buffer3.1 4 uL
dH20 31 uL
Toplam 40 uL
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Tablo 3.19: SeC61B-SNAPtag plazmiti Bglll kesim bilesenleri.

SeC61p-SNAPtag Plazmiti 0.93 uL (4 pg)
Byl 4 uL
Buffer3.1 4 uL
dH.0 31.07 uL
Toplam 40 uL

Hazirlanan reaksiyon bilesenleri 37°C de 60 dakika 1s1 blogu igerisinde inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda Bglll enzimi ve tampon Buffer3.1’ i uzaklastirmak
icin yikama yapilmasi gerekmektedir. son hacim 0.3 M olacak sekilde NaAC
yikanmigtir. Ardindan son hacme orani 2 kat olacak sekilde soguk, %100 EtOH
eklenmis ve Ornekler -80°C de 30 dakika inkiibe edilmistir. Bu inkiibasyon
sonrasinda 13.000 rpm de 15 dakika 4°C de santrifiij edilmistir. Siipernatant atilarak
pelet tizerine, 50 pL %70 soguk EtOH eklenmistir. Ardindan 13.000 rpm de 15
dakika 4°C de santrifiij edilmis ve Siipernatant atilarak pelet ile EcoRIl enzim
kesimine devam edilmistir. ECORI enzim kesimi tablolarda belirtilen kosullarda

hazirlanmstir.

Tablo 3.20: PZR ile iiretilen CCDC124’iin EcoRI kesim bilesenleri.

PZR ile iiretilen CCDC124 Pelet
EcoRlI 2.2 puL

Tampon Cutsmart 2.5uL
dH.0 20.3 uL

Toplam 25 ulL

Tablo 3.21: SeC61pB-Halotag plazmiti ECORI kesim bilesenleri.

SeC61p-Halotag Plazmiti Pelet
EcoRlI 4 uL

Tampon Cutsmart 4 uL
dH20 32 uL

Toplam 40 uL
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Tablo 3.22: SeC61B-SNAPtag plazmiti EcoRI kesim bilesenleri.

SeC61p-SNAPtag Plazmiti Pelet
EcoRl 4 uL

Tampon Cutsmart 4 uL
dH20 32 uL

Toplam 40 uL

Hazirlanan tiipler 37°C de 60 dakika 1s1 blogu igerisinde inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonrasinda agaroz jel elektroforezi basamagina gegilmistir.

3.2.1.7. Agaroz Jel Elektroforezi ve Jelden Geri Kazamim

% 0.1’lik agaroz jel hazirlamak igin 0.3 gr agarose lizerine 30 ml 1X-TAE
buffer eklenerek mikrodalgada homojen oluncaya kadar eritilmistir. Sogudugu
zaman tlizerine 3 pL Redsafe boyasi eklenerck karigtirilmistir. Bloga dokiilerek
donmas1 beklenmistir. Ornekler ise 6X loading bufferdan 1X olacak sekilde
hazirlanarak kuyulara ytiklenmistir. 45 dakika 90 voltta ylriitiilmiistiir. Ardindan
New England Biolabs (Monarch DNA gel Extraction kit) kiti kullanilarak 6rneklerin

jelden geri kazanimi saglanmaistir.
3.2.1.8. Ligasyon ve Ligasyon Uriinleri ile Transformasyon

Kesimleri gerceklestirilen ve jelden geri kazanilan {iriinler ligasyon
basamaginda kullanmak amaciyla Nano-Drop cihazinda miktar O6lgiimleri

gerceklestirildi.

Tablo 3.23: Kesim sonrasi jelden kazanilan tirin miktarlari.

Miktar A 2607280
: PZR iiriinii
Insert CCDC124 47.6 ng/uL 1.87
Halo vektor Halotag Plazmiti 68.1 ng/uL 1.87
SNAP vektor SNAPtag Plazmiti 100.9 ng/uL 1.86
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Olgiimii yapilan Ornekler ile ligasyon igin matematiksel olarak hesaplanmistir.

Ligasyon ornekleri Tablo 3.23” de yer alan miktarlarda hazirlanmstir.

Tablo 3.24: Ligasyon bilesenleri.

HALO 5:1 SNAP 5:1 SELF (SNAP)
Insert 1.4 uL 1.4 uL -
Vektor 100 ng-1.5uL 100 ng-1.0uL 100 ng-1.0uL
10X Ligaz Tamponu 2 uL 2 uL 2 ul
Ligaz (1u/ pL) 1 uL 1 ul 1 uL
ddH20 14.1 uL 14.6 uL 16 uL
Toplam 20 uL 20 uL 20 uL
Tablo 3.25: Transformasyon bilesenleri.
HALO SNAP SELF POZITIF NEGATIF
KONTROL KONTROL
Ii6.§smoqn Ii6.§su§n I?'Zs“]oun B Pl -
gasyo gasyo gasyo Sec61b-Halo
urunu urunu urunu
100 pL 100 puL
DH50 100 uL DHS5a | 100 pL DHSa 100 pL DHS5a DH50
3 Tekrar 3 Tekrar 3 Tekrar 1 Tekrar 1 Tekrar

Tablo 3.23’e¢ gore hazirlanan ornekler 16°C de 18 saat inkiibe edilmistir.
inkﬁbasyon sonrasinda, -80°C den stok Ecoli DH5a kompetan bakterileri buz {izerine
alinarak ¢Oziinmesi saglanmistir. Ligasyon iriinii olan bu 6rnekler 3 (6.5 pL) tiipe
boliinmiistiir. Daha sonrasinda 10 farkli tiipe 100 pL kompetan hiicre aktarilmistir.
Bu tiiplerin {izerlerine ayr1 ayr1 6.5 uL ligasyon iiriinleri eklenmistir. Ilk ii¢ tiipe
HALO 5:1 sonraki 3 tiipe SNAP 5:1 ve son 3 tiipe SELF (SNAP) eklenmistir. 10.
tiipe ise sadece kompetan bakteri eklenmistir. Hafif darbelerle karigsmasi saglanmistir
ve 30 dakika buz iizerinde bekletilmistir. Ardindan 1s1 bloguna alinarak 42°C de 2
dakika bekletilmistir siire sonunda 3 dakika buzda bekletilmistir. Tiipler iizerine
antibiyotik icermeyen 900 pL LB besiyeri eklenmistir. Sallamali inkiibatérde 37 °C,
200 rpm de 60 dakika biiyiitiilmiistiir. Ardindan 10.000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edilerek bakteriler ¢oktiiriilmiistiir. Silipernatant atilarak pelet 50 pL besiyerinde

¢oziilmiis ve kanamisin (50 mg/ml) iceren LB-Agar besiyerlerine yayilmistir. Ekim
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yapilan petri 37 °C de 16 saat biiylitme etiiviinde inkiibe edilmistir. Segilen

kolonilerden stok hazirlanarak kaldirilmistir.

3.22. HALO-CCDC124 ve SNAP-CCDC124 Plazmitlerinin
Cogaltilmasi ve Dogrulanmasi

3.22.1 HALO-CCDC124 ve SNAP-CCDC124 Plazmitlerinin
izolasyonu ve Enzim Kesim ile Dogrulanmasi

Macherey-Nagel NucleoBond Xtra Midi EF DNA, RNA ve protein izolasyon
kiti kullanilarak plazmit DNA izolasyonu gergeklestirilmis ve izolasyonu
gerceklestirilen plazmitler Bglll ve EcoRI enzimi ile kesilerek kontroli yapilmistir.

Pozitif koloniler sekanslama islemine tabii tutulmustur.

3.2.2.2. Sekanslama

Sekanslama islemi, BM Labosis BM Laboratuvar Sistemleri Limited

Sirketi’nden hizmet alim1 seklinde gerceklestirilmistir.

3.2.2.3. Transfeksiyon

Tim Transfeksiyon islemleri Thermo Fisher Lipofectamine™ 3000

Transfection Reagent kiti ile gergeklestirilmistir.

3.2.2.4. Hiicre Kiiltiiriinden Pelet Eldesi

Transfeksiyon yapilan 10’luk petrilerdeki besiyeri uzaklastirilmig, oda
sicakliginda bulunan 2 ml PBS eklenmistir ve 15 saniye sonra uzaklastirilmistir. Bu
islem 2 defa tekrarlanmistir. Daha sonra iizerine soguk, 1 ml PBS eklenerek kaziyici
yardimiyla hiicreler petriden kazinmig ve bu islem 2 kez gergeklestirilmistir. Elde
edilen hiicreler 4 °C’de 1500rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir ve siipernatant

uzaklastirilmistir. Elde edilen pelet tizerine 3 kati kadar lysis buffer working
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soliisyonu eklenmistir. Tipler buz iizerine alimmistir ve 5 dakika arayla
vortekslenmis ve bu islem 4 kez tekrarlanmistir. Ardindan 4 °C’de 15000rpm’de 30
dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant alinarak yeni tiiplere aktarilmistir. Protein

miktar1 Nano-Drop cihazinda dlgiilmiistiir.

3.2.2.5. Western Blot

Izole edilen proteinlerin igerisinde HALO-CCDC124 ve SNAP-CCDC124
proteinlerinin varligim1 tayin etmek amaciyla western blot gergeklestirilmistir.
Western blot igin hazirlanan jeller Tablo 3.26 ve Tablo 3.27°deki miktarlarda
hazirlanmistir. Jeller hazirlanirken alt kisma gelmesi agisindan oncelikle 1mm
genigliginde bosluga sahip camlar arasina %12’lik running jel (Tablo 3.26)
dokiilmiistiir ve tizerine 2 ml izopropanol eklenmistir. 30 dakika ardindan
izopropanol ortamdan uzaklastirilarak {izerine Stacking jel (Tablo 3.25) dokiilmiistiir

ve tarak takilmistir.

Tablo 3.26: Runnig jel bilesenleri.

Running Jel (%12) 1 Jel icin Gerekli Miktar

1.5 M Tris-HCI

(0H 8.9) 1250 pL

dH20 2175 uL

%40 Acryl/bis (37.5:1) 1500 pL

%25 SDS 20 uL

%10 APS 50 uL

TEMED 5uL

Tablo 3.27: Stacking jel bilesenleri.

Stacking Jel (% 4) 1 Jel icin Gerekli Miktar
0.5 M Tris-HCI pH 6.8 1250 uL
dH20 3175 uL
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Tablo 3.27: Devam.

%40 Acryl/bis (37.5:1) 500 uL
% 25 SDS 20 uL
% 10 APS 50 uL
TEMED 5uL

Protein lizatlar1 igerisinde 30ug olacak sekilde tiiplere dagitilmistir. 3X yiikleme
boyast son soliisyonda 1X yogunlukta olacak sekilde tiiplere eklenmistir. Loading
dye hazirlanirken ise 9 pL 3X Loading dye tizerine 1 uL 10X DDT eklenerek
hazirlanmistir. Boya ile karistirilan protein 100°C’de 5 dakika 1s1 blogu igerisine
yerlestirilerek beklenmistir. Denatiire olan ornekler ve 4 pl. Pre-stained marker
hazirlanan jele yiliklenmistir. Jel Bio-Rad-Mini Trans-Blot® Cell and Criterion™
Blotter sistemi kullanilarak running tamponu igerisinde 100 voltta oda sicakliginda 1
saat yiirtitiilmiistiir.

Yiritmenin ardindan transfer asamasi i¢in Bio-Rad Trans-Blot® Turbo™
Transfer System cihazi kullanilmistir. Wattman kagitlar1 7cm X 9cm, PVDF
membran 5.5cm X 8.8cm olarak kesilmistir. PVDF membran 5’er dakika sirasiyla
%100 metanol, dH20 ve 1X Transfer working soliisyonu ile yikanmistir. Wattman
kagitlar1 ise 1X Transfer working soliisyonu ile yikanmistir. Wattman kagitlart
Turbo™ Transfer System cihazinin kasetleri igerisine yerlestirilmistir. Wattman
kagitlar1 lizerine sirastyla PVDF membran, jel ve wattman kagitlar1 yerlestirilmistir.
Hazirlanan jel Bio-Rad Trans-Blot® Turbo™ Transfer System cihazinda 1.3
amperde, 25 voltta 42 dakika yiiriitiilerek transfer islemi gergeklestirilmistir.

Transfer ardindan PVDF membran 10ml blocking soliisyonu igerisinde 1 saat oda
sicakliginda inkiibe edilmistir. Bloklama ardindan PVDF membran primer antikor
icin yatay olarak 95 kDa dan yatay olarak ikiye kesilmistir ve 95 kDa tizeri 7 ml
Vinculin primer antikor ile 95 kDa alt1 ise 7 ml CCDC124 total primer antikor ile 2
saat oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Primer antikor inkiibasyon siiresi bitince 3
defa 10’ar dakika 1X TBS+0,1 % Tween 20 ile yikanmistir. Ve ardindan 95 kDa
tizeri 7 ml Vinculin-Sekonder Antikor ile 95 kDa alt1 ise 7 ml CCDC124-Sekonder
Antikor ile 1 saat oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Bu inkiibasyon sonrasinda 3
defa 10 dakika 1X TBS+0,1 % Tween 20 ile yikanmistir. Goriintiileme kimyasali
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olarak Thermo-Fisher/ECL kiti kullanilmistir. Bio-Rad / ChemiDoc XRS+ cihazinda

goriintiiler alinmustir.

3.2.3. Goriintiileme

Gergeklestirilen tiim goriintiileme islemlerinde canli hiicre goriintiileme
gerceklestirilmisgtir. Tag igeren genler Thermo Fisher Lipofectamine™ 3000
Transfection Reagent Kiti ile transfekte edilerek goriintileme islemine tabii
tutulmustur. Goriintiileme islemlerinde Zeiss LSM Confocal mikroskobun 780,880
ve 980 siirimleri kullanilmigtir. 3D hiicre goriintiileme iglemlerinde ise ZEISS
Lattice Lightsheet 7 mikroskobu kullanilmistir. Hiicrelere uygulanan stres
kosullarinda ozmotik stres i¢in 0.4 M sorbitol uygulanmis ve 1 saat canli hiicre
gortntiisti alinmistir. Oksidatif stres i¢in 500 pM arsenit uygulanmis ve uygulamanin
hemen ardindan 1 saat canli hiicre goriintiisii alinmistir. Viral stres uygulamak igin
hiicreler 1250 ng/ ml POLY I:C ile transfekte edilmistir ve 1 saat canli hiicre

gOriintlisli alinmastir.

3.2.4. GPMVs

GPMV'ler, hazirlanan DMEM besi yeri igerisinde biiyiitiilmiis %70 konfluansa
sahip U20S hiicrelerinden izole edilmistir. Hiicreler, deneyden 2 giin dnce 6 oyuklu
hiicre kiiltiirii plakalarina ekilerek hazirlanmistir. Daha sonra iki kez 2 ml GPMV
tamponu (10 mM HEPES, 2 mM CaClz ve 150 mM NaCl [pH 7.4]) ile yikanarak ve
1 ml GPMV tamponunda 1 saat inkiibe edilmistir. U20S hiicrelerinden kesecikler
olusturmak i¢in, tampon ayrica 25 mM paraformaldehit (Sigma-Aldrich) ve 2 mM
1,4-ditiyotreitol (DTT; Sigma-Aldrich) ile desteklenmistir. Faz ayrilmis vezikiiller

daha sonra toplanarak mikroskopta goriintiilenmistir.
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4. SONUCLAR

4.1. HALO-CCDC124 ve SNAP-CCDC124 Plazmitleri

Hazirlanan kompetan bakterilerle, SeC61B-SNAPtag ve SeC61pB-Halotag
plazmitleri ile transformasyon islemi gergeklestirilmistir. Bunun sonucunda: Negatif
kontrolde; 0, Pozitif kontrolde;197, SeC61B-SNAPtag plazmitinde; 126 ve SeC61p-
Halotag plazmitinde 116 koloni gozlemlenmistir. Hazirlanan kompetan hiicrelerin
verimli ve transformasyonun basarili oldugu sonucuna varilmstir.

Koloniler sayildiktan sonra plazmit izolasyonu islemi gerceklestirilmistir.

izolasyon sonucunda Tablo 4.1 de belirtilen yogunluklarda plazmitler elde edilmistir.

Tablo 4.1: SeC61B-SNAPtag ve SeC61p-Halotag plazmit yogunluklari.

Ornek Yogunluk
SeC61B-SNAPtag 4300 ng/uL
SeC61p-Halotag 4060 ng/uL

CCDC124 genine uygun EcoRI ve Bglll kesim bolgeleri igeren primerler
tasarlanmistir ve bu primerle CCDC124 geni kalip DNA olarak kullanilarak PZR
gerceklestirilmistir. PZR iiriinii jelde yiiriitiilerek, istenilen iiriiniin, istenmeyen DNA
bolgeleri, enzimler ve kalip DNA’dan uzaklagsmasi saglanmistir ve jelden geri
kazanimla EcoRI ve Bglll enzim kesim bdlgelerinin tamamini igeren CCDC124 geni
saf bir sekilde elde edilmistir.

PZR iiriinii ve ¢ogaltilan plazmitler EcoRI ve Bglll enzimleri ile ikili kesim
islemine tabii tutulmus ve agaroz jelde goriintiilenmistir. SeC61B-SNAPtag ve
SeCo61p-Halotag plazmitlerinden SeC61B kismmin ¢iktig1 gorilmistiir. SNAPtag
vektor, Halotag vektor ve CCDC124 insert kisimlari jelden geri kazanim iglemi ile
kirlilikten ari kesim EcoRI ve Bglll kesim bdlgeleri iceren yapilari ile izole

edilmistir. Ol¢iim sonucu Tablo 4.2 deki gdsterilmektedir.
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Tablo 4.2: Enzim kesim sonrast PZR {iriinii CCDC124, SNAP vektor ve HALO

vektor yogunluklari.
Ornek Yogunluk A260/280
PZR iiriinii CCDC124 47.6 ng/uL 1.87
SNAP vektor 100.9 ng/uLL 1,86
HALO vektor 68.1 ng/uL 1,87

Elde edilen insert ve vektor DNA’lar ile ligasyon islemi gerceklestirilmistir. Bu
islem sonrasinda olusan {irlin direkt olarak transformasyonda kullanilmistir.
Transformasyon sonucunda HALO-CCDC124 petrisinde: 65, SNAP-CCDC124
petrisinde: 56, Self ligasyon petrisinde: 7, pozitif kontrol petrisinde: 158 ve negatif
kontrol petrisinde: 0 koloni gozlemlenmistir.

Her petriden 4 koloni se¢ilerek plazmit izolasyonu islemi gerceklestirildi. Ve

plazmit izolasyonu sonrasinda yogunluklari 6lgiildii. (Tablo 4.3)

Tablo 4.3: Mini Preb. sonucu elde edilen plazmit yogunluklari.

Ornek Yogunluk A260/230
SNAP-CCDC124 koloni 1 263.4 ng/L. 1.88
SNAP-CCDC124 Koloni 2 209.4 ng/ul 1.84
SNAP-CCDC124 koloni 3 298.5 ng/uL 1.77
SNAP-CCDC124 koloni 4 2831 ng/ulL 1.87
HALO-CCDC124 koloni 1 315.0 ng/uL 1.85
HALO-CCDC124 koloni 2 322.2 ng/uL 1.87
HALO-CCDC124 koloni 3 300.7 ng/uL 1.77
HALO-CCDC124 koloni 4 425.1 ng/pL 1.80
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4.2. HALO-CCDC124 ve SNAP-CCDC124 Plazmitlerinin
Dogrulanmasi

Izole edilen plazmitler EcoRI ve Bglll enzimleri ile ikili kesim islemine tabii
tutulmustur. Agaroz jel gorlintiisine gore tiim klonlar pozitiftir olarak
gbzlemlenmistir.

Plazmitler hizmet alimi seklinde sekanslanmistir. Ve sonuglar Sekil 4.1

goriildiigl sekilde analiz edilerek tiim klonlarin pozitif oldugu gozlemlenmistir.

5 3 sacl pooomr
Kpnl
e ssssensenenl CAACCCCATGAACCAGCGGGCCGTGCCCTTCAATGCCCCCAAGTGA EcoRI  Pstl  Acc6S5I Apal

tggggeaagtacactcgttegtaggaattetgeagtegacggtacegegggeccgggatccace
f t : . : f

ccccgttcatgtgagcaagcatccttaagacgtcagctgecatggegeccgggecctaggtgg
95

Sekil 4.1: Sekans sonucu. Sekanslama sonucu elde edilen dizilerin, hazirlanan
CCDC124 Forward primerinin, SeC61B-SNAPtag ve SeC61p3-Halotag
plazmitlerindeki kesim bolgelerinin haritadan dogrulanmasi.

HALO-CCDC124 ve SNAP-CCDC124 plazmitleri HEK293T hiicrelerine
transfekte edilerek ifadesi saglanmistir. Transfeksiyondan 48 saat sonra lizatlar
alimmistir ve western blot gergeklestirilmistir. Yapilan western blot sonucunda
hazirlanan iki plazmit tiirlinden secilen kolonilerin pozitif oldugu goriilmiistiir.

Pozitif kolonilerin beklenilen boyutlarda hiicrede ifade edildigi gozlemlenmistir
(Sekil 4.2).
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Sekil 4.2: HALO-CCDC124 ve SNAP-CCDC124 genlerinin Western Blot sonucu.
A) Farkli kolonilerden elde edilen HALO-CCDC124 plazmitlerinin Hek293T
hiicrelerine transfeksiyonu sonrasi elde edilen lizat ile gergeklestirilen Western Blot
Sonucu, B) Farkli kolonilerden elde edilen SNAP-CCDC124 plazmitlerinin
Hek293T hiicrelerine transfeksiyonu sonrasi elde edilen lizat ile gergeklestirilen
Western Blot Sonucu.

Yapilan Western blot sonrasinda HALO-CCDC124, SNAP-CCDC124

plazmitleri igin 2. Koloniler se¢ilmistir.

4.3. HALO-CCDC124, SNAP-CCDC124, CCDC124-GFP
Plazmitlerinin Secilmesi

Goriintiileme sistemlerinde Halotag, SNAPtag ve GFP arasinda bir se¢im
yapmak amaciyla normal kosullarda canli hiicrelerde anlik olarak, 3 floresan protein

gozlemlenmistir. (Sekil 4.3)
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KONTROL TRANSFEKSIYON REAGENTS DMSO
5o i > o | TSN

HALOTAG-CCDC124 SNAPTAG-CCDC124 CCDC124-GFP

Sekil 4.3: HALO-CCDC124, SNAP-CCDC124, CCDC124-GFP plazmitleri ile
transfekte edilmis hiicrelerin Konfokal mikroskop goriintiisii. Tiim plazmitler, U20S
hiicre hattina transfekte edilmistir. Konfokal 780'de goriintiilenmistir. Goriintiiler, en

az i bagimsiz deneyi temsil etmektedir. Olgek cubuklari, 20 pm’dir.

Ardindan es zamanli devam eden bu deneyde HALO-CCDC124, SNAP-
CCDC124, CCDC124-GFP plazmitleri transfekte edilen hiicrelere Poly I:C ve
Sorbitol stresi uygulanmustir (Sekil 4.4).

HALOTAG-CCDC124 SNAPTAG-CCDC124 CCDC124-GFP

Sekil 4.4: HALO-CCDC124, SNAP-CCDC124, CCDC124-GFP plazmitleri ile
transfekte edilmis hiicrelere sorbitol ve Poly 1:C uygulamasi1 Konfokal mikroskop
goriintiileri. Tiim plazmitler, U20S hiicre hattina transfekte edilmistir. Konfokal
780'de goriintiilenmistir. Goriintiiler, en az ii¢ bagimsiz deneyi temsil etmektedir.
Olgek ¢ubuklar, 20 pm’dir.

SORBITOL

POLY I :C
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Floresan proteinlerin zamana bagli olarak yikilim profilleri ve floresan
ozelliklerini kaybetme siirelerini anlamak i¢in Time-Lapse goriintii alinmistir. Bu
deneyde hiicreler 15 dakika arayla toplamda 60 dakika olacak sekilde proteinlerin
maksimum verimde ¢alistig1 dalga boyunda goriintiilenmistir (Sekil 4.5).

60

TIME (min.

o - . > . =
X'e s il .

Sekil 4.5: HALO-CCDC124, SNAP-CCDC124, CCDC124-GFP plazmitleri ile
transfekte edilmis hiicrelerin Time-Lapse Konfokal mikroskop goriintiisii. Tiim
plazmitler, U20S hiicre hattina transfekte edilmistir. Konfokal 780'de 15 dakika ara
ile goriintiilenmistir. Goriintiiler, en az ii¢ bagimsiz deneyi temsil etmektedir. Olgek
cubuklari, 20 pm’dir.

HALOTAG-CCDC124 CCDC124-GFP

SNAPTAG-CCDC124

Yapilan bu deneyler sonucunda CCDC124 proteinini yaygin olarak
sitoplazmada bulunurken, baz1 hiicrelerde bunun yani sira sitoplazmada toplanmis
halde ve ¢ekirdekte toplanmis halde de goriilmektedir.

CCDC124 proteinini goriintiilemek i¢in en uygun floresan proteinin Halotag
oldugu gozlemlenmistir. HALO-CCDC124 ve SNAP-CCDC124 arasinda belirgin bir
fark gozlenmemistir. Fakat CCDC124-GFP ile aralarinda bazi bolgelerde farkli is1ma
veren alanlar goézlemlenmistir. Bunu anlamak amaciyla HALO-CCDC124 ve
CCDC124-GFP  kullanilarak  ko-transfeksiyon  islemi  gergeklestirilmistir.
Goriintiilemeler sonrasinda bu plazmit iriinlerinin tiim noktalarda merge ettigi
goriilmistiir. Bunun sonucunda; bu bdlgelerde olusan farkliligin GFP ve Halotag’in
yogunlastigt zaman gosterdikleri renk farkliliklarindan oldugu goézlemlenmistir

(Sekil 4.6).
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CCDC124-GFP HALOTAG-CCDC124

Sekil 4.6: HALO-CCDC124, CCDC124-GFP plazmitlerinin ko-transfeksiyonu
sonucu, hiicrelerin Konfokal mikroskop goriintiisii. Plazmitler, U20S hiicre hattina
transfekte edilmistir. Konfokal 780'de goriintiilenmistir. Gorlintiiler, en az ii¢
bagimsiz deneyi temsil etmektedir. Olgek cubuklari, 20 pm’dir.

4.4, HALO-CCDC124 Proteininin Stres Sartlar1 Altinda
Lokasyonu

CCDC124 proteininin stres durumlarinda hiicre igindeki lokasyonunu anlamak
amactyla, Sorbitol, Poly I:C ve arsenit uygulanmigtir. Bunun sonucunda normal

kosullardan farkl bir profil gézlemlenmemistir (Sekil 4.7).

U20S KONTROL U20S+DMSO TRASFEKSIYON KONTROL HALOTAG-CCDC124
P ~

HALOTAG-CCDC124+ DMSO HALOTAG-CCDC124+ ARSENIT HALOTAG-CCDC124+ SORBITOL  HALOTAG-CCDCI124+ POLY I:C

Sekil 4.7: HALO-CCDC124 plazmiti transfekte edilmis hiicrelere stres maddeleri
uygulama sonras1 Konfokal mikroskop goriintiisii. U20S hiicre hattina transfekte
edilmistir. Konfokal 780'de goriintiilenmistir. 0.4 M sorbitol 1 saat, 500 uM arsenit 1
saat, 1250 ng/ ml POLY I.C 4 saat, uygulanmistir. Goriintiiler, en az ti¢ bagimsiz
deneyi temsil etmektedir. Olgek cubuklari, 20 pm’dir.

46



4.5. CCDC124 Proteininin Organeller ile iliskisi

CCDC124 proteininin organeller ile olan konumsal iligkisini anlamak
amaciyla, ko-lokalizasyon c¢alismalar1 i¢in iiretilmis organel plazmitleri ile ko-
transfeksiyon yapilarak goriintiilenmistir. Yapilan bu deney sonucunda CCDC124
proteininin golgi, lizozom ve mikrotibiiller ile lokasyon olarak merge oldugu
goriilmemistir. (Sekil 4.8 A,B,C) Endoplazmik retikulum plazmiti ile yapilan ko-
transfeksiyon sonucunda kesin bir sonuca varilamamistir (Sekil 4.8. D). Mitokondri
plazmiti ile yapilan ko-transfeksiyon sonucunda mitokondriyal hedefleme sinyali
iceren bu plazmit ile CCDC124-GFP proteininin %100 merge oldugu
gozlemlenmistir (Sekil 4.8 E).
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EB3-3xmNeonGreen- HALOTAG-CCDC124

A..

mNeonGreen-Giantin HALOTAG-CCDC124

CCDC124-GFP Lampl-mScarlet-I

CCDC124-GFP ER-mScarlet-I

4xmts-mScarlet-I

CCDC124-GFP

Sekil 4.8: CCDC124 proteininin organellerle etkilesimi. Mikrotiibiiller i¢in a)
HALO-CCDC124 ve EB3-3xmNeonGreen-N1, Golgi i¢in b) HALO-CCDC124 ve
mNeonGreen-Giantin, Lizozom i¢in ¢) CCDC124-GFP ve Lampl-mScarlet-I,
Endoplazmik Retikulum igin d) CCDC124-GFP ve ER-mScarlet-1, Mitokondri igin
e) CCDC124-GFP ve 4xmts-mScarlet-1, Plazmitleri co-transfekte
edilmistir.konfokalal Goriintiileri. Tiim plazmitler, U20S hiicre hattina transfekte
edilmistir. Konfokal 980'de goriintiilenmistir. Goriintiiler, en az ii¢ bagimsiz deneyi
temsil etmektedir. Olgek ¢ubuklari, 20 um’dir.

4.6. CCDC124 ve DYRKS3 Proteininin iliskisi

DYRKS3 proteini icin yapilan kiitle spektroskopisi sonucunda CCDC124
proteini ile kuvvetli bir etkilesimi oldugu goriilmiistiir. Bundan yola ¢ikarak DYRK3
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proteini ile CCDC124 proteini arasindaki interaksiyon anlasilmaya calisilmistir.
Hiicre igerisindeki lokalizasyon ve ko-lokalizasyon ¢alismalarinda CCDC124 igin
HALO-CCDC124, CCDC124-GFP; DYRK3 i¢in EGFP-DYRK3(WT), EGFP-
DYRK3(K218M) kullanilmistir. Cekirdekgikteki etkilesimlerini anlamak amaciyla
mCherry-SRRM1 kullanilmistir. DYRKS iin yoklugundaki etkiyi anlamak amaciyla,
DYRK ailesini inhibe eden GSK626616 ilag olarak kullanilmistir.

Normal sartlarda HALO-CCDC124 transfekte edilen hiicrelere GSK626616
eklendigi zaman hiicre igerisinde az miktarda graniillesmenin arttig1 bununla birlikte
stres uygulandigi zaman ise bu graniillesmenin belirgin bir seviyeye ulastigi

goriilmektedir (Sekil 4.9).

208 TRANSFEKSIYON DMSO
T T

-

GSK626616 HALOTAG-CCDC124 +GSK626616
—

i
|

| | . .
e

HALOTAG-CCDCI124+ HALOTAG-CCDC124+ HALOTAG-CCDC124+
GSK626616+ ARSENIT GSK626616+SORBITOL GSK626616+ POLY I:C

Sekil 4.9: HALO-CCDC124 plazmiti transfekte edilmis hiicrelere GSK626616
inhibitorii uygulama sonras1 Konfokal mikroskop goriintiisii. U20S hiicre hattina
transfekte edilmistir. Konfokal 780'de goriintiillenmistir. 1 pM GSK626616 2 saat,

0.4 M sorbitol 1 saat, 500 uM arsenit 1 saat, 1250 ng/ ml POLY I:C 4 saat,
uygulanmustir. Gériintiiler, en az {i¢c bagimsiz deneyi temsil etmektedir. Olgek
cubuklari, 20 pm’dir.

HALOTAG-CCDCI124

EGFP-DYRK3(WT), EGFP-DYRK3(K218M) ve mCherry-SRRM1 transfekte
edilerek hiicre igerisindeki normal durumlardaki lokalizasyonu incelenmistir. Ayni
plazmitlerle transfekte edilmis diger hiicrelere stres olusturan maddeler ve

inhibitorler uygulanmistir ve hiicrelerdeki degisimleri gdzlemlenmistir. EGFP-
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DYRK3(WT) normal sartlarda sitoplazma ve ¢ekirdek igerisinde yaygin olarak bazi
hiicrelerde graniiler yapilar gozlemlenmistir. EGFP-DYRK3(K218M) normal
sartlarda az miktarda ¢ekirdekte yaygin ve bazi hiicrelerde buna ek olarak graniiller,
sitoplazmada ise genel olarak graniiler olarak goézlemlenmistir. mCherry-SRRM1
normal sartlarda ¢ekirdekte graniiler yapilar olarak gozlemlenmistir. Stres sartlarinda
ise mCherry-SRRM1’in graniiler yapilarinin dagildigi gozlemlenmistir. EGFP-
DYRK3(WT) yaygin halden graniiler yapilar haline gectigi gozlemlenmistir. EGFP-
DYRK3(K218M) graniiler halini koruyarak graniillerin boyutlarinin  arttig1
gozlemlenmistir. EGFP-DYRK3(WT) ve EGFP-DYRKS3(K218M) proteinlerinin
arsenit stresinden farkli olarak, sorbitol stresinde ¢ekirdek zar1 etrafinda yogunlastigi
gozlemlenmistir. EGFP-DYRKS3(K218M) tarafinda olusan graniiler yapilar EGFP-
DYRK3(WT) tarafindan olusan graniiller yapilardan daha biiylik olarak
gozlemlenmistir (Sekil 4.10).

KONTROL TRANSFEKSIYON REAGENTS DMSO

EGFP-DYRK3 (WT)

Sekil 4.10: EGFP-DYRK3(WT), EGFP-DYRK?3(K218M) ve mCherry-SRRM1
transfekte edilen hiicrelerin Konfokal mikroskop gériintiisii. U20S hiicre hattina
transfekte edilmistir. Konfokal 780'de goriintiilenmistir. 0.4 M sorbitol 1 saat, 500
uM arsenit 1 saat, 1250 ng/ ml POLY I.C 4 saat, uygulanmistir. Goriintiiler, en az ii¢
bagimsiz deneyi temsil etmektedir. Olgek gubuklari, 20 um’dir.
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EGFP-DYRK3(WT), EGFP-DYRK3(K218M) ve mCherry-SRRM1’in
CCDC124 ile konumsal baglantisin1 anlamak amaciyla ko-transfeksiyon yapilmistir
ve gorintilenmistir. Gortintiilemeler sonucunda EGFP-DYRK3(WT), EGFP-
DYRK3(K218M) genel hatlariyla hiicre igerisindeki dagilimlari ayni1 oldugu igin
goriintiiler merge edildigi zaman proteinler iist iiste denk gelmektedir fakat olusan
graniiler yapilar denk gelmemektedir. mCherry-SRRM1 ile c¢ekirdekte, %100
ortiisen bir profil gozlemlenmistir (Sekil 4.11).

EGFP-DYRK3 (WT HALOTAG-CCDC124

EGFP-DYRK3 (K218M) HALOTAG-CCDC124

B..

CCDC124-GFP mCherry-SRRM1 MERGE

Sekil 4.11: CCDC124 plazmitinin EGFP-DYRK3(WT), EGFP-DYRK3(K218M) ve
mCherry-SRRM1 plazmitleri ile ko-transfeksiyonu. a) HALO-CCDC124 ve EGFP-
DYRKS3(WT) ko-transfeksiyonu, b) HALO-CCDC124 ve EGFP-DYRK3(K218M)
ko-transfeksiyonu, ¢) CCDC124-GFP ve mCherry-SRRM1 ko-transfeksiyonu.

U20S hiicre hattina transfekte edilmistir. Konfokal 780'de goriintiilenmistir. 1 pM

GSK626616 2 saat, 0.4 M sorbitol 1 saat, 500 uM arsenit 1 saat, 1250 ng/ ml POLY
I:C 4 saat, uygulanmistir. Goriintiiler, en az ii¢ bagimsiz deneyi temsil etmektedir.

Olgek ¢ubuklar, 20 pm’dir.
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EGFP-DYRK3(WT), EGFP-DYRK3(K218M)  ve  mCherry-SRRM1
kullanilarak CCDC124 ko-transfeksiyon yapilmistir. Transfeksiyon ardindan arsenit
uygulanmistir Ve hiicreler canli olarak goriintiilenmistir. Sonu¢ olarak EGFP-
DYRKS3(WT) cekirdekte ve sitoplazmada graniiler hale ge¢mistir ve stres graniilleri
olusturmustur. Olusan bu graniiller HALO-CCDC124 graniilleri ile konumsal olarak
ayn1 degildir. EGFP-DYRKS3(K218M) ve HALO-CCDC124 ko-transfeksiyonunda,
hiicrelerde EGFP-DYRK3(K218M)’in graniiler yapist degismemistir. CCDC124
graniilleri ile ortismemektedir. mCherry-SRRM1 arsenit stresinde graniiler yapisini
kaybetmis ve ¢ekirdek ve sitoplazmaya dagilmistir. CCDC124-GFP’nin konumunda
bir degisim gozlenmemistir (Sekil 4.12).

EGFP-DYRK3 (WT) HALOTAG-CCDC124

EGFP-DYRK3 (K218M) HALOTAG-CCDC124

CCDC124-GFP mCherry-SRRM1

Sekil 4.12: CCDC124 plazmitinin EGFP-DYRK3(WT), EGFP-DYRK3(K218M) ve
mCherry-SRRM1 Plazmitleri ile ko-transfeksiyonu sonrasi arsenit uygulamasi.
U20S hiicre hattina transfekte edilmistir. Konfokal 780'de goriintiilenmistir. 500 uM
arsenit 1 saat uygulanmigtir. Goriintiiler, en az li¢ bagimsiz deneyi temsil etmektedir.
Olgek cubuklari, 20 pm’dir.
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EGFP-DYRK3(WT), EGFP-DYRK3(K218M) ve  mCherry-SRRM1
kullanilarak CCDC124 ko-transfeksiyon yapilmistir.  Transfeksiyon ardindan
sorbitol uygulanmistir. Ve hiicreler canli olarak goriintiilenmistir. Sonug¢ olarak
EGFP-DYRK3(WT) ile HALO-CCDC124 ko-transfeksiyon setinde EGFP-
DYRK3(WT), sitoplazmada ve g¢ekirdekte graniiler hale gelmistir. Cekirdek
membraninda bir ¢izgi olusturacak sekilde yogunlasmistir. HALO-CCDC124
sitoplazmada ve ¢ekirdekte graniiler hale gegmistir ve aymi sekilde Cekirdek
membraninda bir ¢izgi olusturacak sekilde yogunlagmuistir. Sitoplazmada HALO-
CCDC124 tarafindan olusan nadir graniiller, EGFP-DYRK3(WT) sitoplazmik
graniilleri ile aym1 konumdadir. Cekirdekte ise EGFP-DYRK3(WT) ve HALO-
CCDC124 graniilleri ¢akismaktadir.

EGFP-DYRK3(K218M) ve HALO-CCDC124 ko-transfeksiyon setinde EGFP-
DYRK3(K218M), ¢ekirdekte az yogun graniiller, sitoplazmada ise yogun graniiller
yapisinda gdzlemlenmistir. HALO-CCDC124 c¢ekirdekte belirgin  yogunlukta
gozlemlenmektedir. Sitoplazmada ise graniiler degil, fakat belirli bolgelerde
yogunlagsmalar olusturan bir profile sahip olmustur. Merge halinde ise g¢ekirdekte
olusan yogunlagsmalarin ¢akistigr goriilmektedir. Sitoplazmada ise. HALO-
CCDC124’in yogunlastig1r bolgeler ile EGFP-DYRK3(K218M)’lin olusturdugu
graniiler alanlarin ¢akistig1 goriilmektedir.

mCherry-SRRM1 ve CCDC124-GFP ko-transfeksiyon setinde, CCDC124-
GFP genel olarak cekirdek etrafinda yogunlasmis olarak goriilmektedir. Sekilsiz
yapilar olarak sitoplazmada yogunlasmistir. Cekirdek igerisinde az yogun olarak
cekirdekgikte goriilmektedir. mCherry-SRRM1 stres durumunda ¢ekirdek igine
dagilmistir. Strese ugramayan hiicrelerde cekirdekgikteki konumunu korumustur.
Gorselleri merge ettigimiz zaman ise CCDC124 {in stres durumunda ¢ekirdekgikle
beraber parcalandigini, mCherry-SRRM1’ in ise cekirdekcikten ¢iktigr goriilmiistiir
(Sekil 4.13).
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EGFP-DYRK3 (WT) HALOTAG-CCDC124 MERGE

EGFP-DYRK3 (K218M) HALOTAG-CCDC124 MERGE

CCDC124-GFP mCherry-SRRM1 MERGE

Sekil 4.13: CCDC124 plazmitinin EGFP-DYRK3(WT), EGFP-DYRK3(K218M) ve
mCherry-SRRM1 plazmitleri ile ko-transfeksiyonu sonrasi sorbitol uygulamasi.
U20S hiicre hattina transfekte edilmistir. Konfokal 780'de goriintiillenmistir. 0.4 M
sorbitol 1 saat uygulanmistir. Goriintiiler, en az li¢ bagimsiz deneyi temsil
etmektedir. Olgek ¢ubuklari, 20 pm’dir.
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4.7. Mutant CCDC124 Proteininin Normal ve Stres
Kosullarinda Lokasyonu

Mutant CCDC124-GFP genleri U20S hiicre hattina transfekte edilmistir.
Transfeksiyon ardindan sorbitol uygulanmig ve hiicreler canli olarak
goriintiilenmistir. Sonu¢ olarak CCDC124-GFP-WT’a kiyasla mutant CCDC124-
GFP proteinlerinin ¢ekirdekte bulunma sikligr artmistir. CCDC124-GFP’de
gerceklesen mutasyonun hiicre fizyolojisinde degisikliklere sebep oldugu
saptanmistir. Mutasyonlu CCDC124-GFP transfekte edilen ve sonrasinda sorbitole
maruz birakilan hiicrelerde, hiicrelerin morfolojik yapilarinin degistigi, CCDC124-
GFP-WT transfekte edilen hiicrelerde ¢ekirdekte bulunan CCDC124’{in ¢ekirdekte
olmadigi gorilmistiir (Sekil 4.14). CCDC124’ de bulunan 122. Ve 141. amino asitler

fosforilasyon bolgeleridir mutasyonlar isimlerini bulunduklar1 alandaki degisimden

almaktadir ve double mutant bu iki bélgede de mutasyon icermektedir.

KONTROL TRANSFEKSIYON REAGENTS CCDC124-GFP

CCDC124-GFP (S122A) CCDC124-GFP (S141A) CCDC124-GFP (Double Mutant)

KONTROL

CCDCI124-GFP (S1224) CCDC124-GFP (S1414) CCDC124-GFP (Double Mutant)

SORBITOL

Sekil 4.14: Mutant CCDC124 proteininin normal sartlarda Konfokal mikroskop
goriintiisii. U20S hiicre hattina transfekte edilmistir. Konfokal 780'de
goriintiilenmistir. Goriintiiler, en az ii¢ bagimsiz deneyi temsil etmektedir. Olgek
cubuklari, 20 pm’dir.
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Mutant CCDC124-GFP genleri U20S hiicre hattina transfekte edilmistir.
Transfeksiyon ardindan GSK626616 inhibitorii uygulanmistir. 2 saat ardindan
goriintiileme islemi baslatilmistir. Sonug olarak hiicrelerin herhangi bir uygulamaya
tabi tutulmamis halleri ve kendi aralarinda karsilastirildigi zaman, GSK626616
inhibitorii uygulanan bazi hiicrelerde ¢ekirdek yapisi morfolojik olarak degismistir.
Inhibitér uygulanan CCDC124-GFP (WT), CCDC124-GFP (S122A), CCDC124-
GFP (S141A), CCDC124-GFP (DOUBLE MUTANT), arasinda belirgin bir farklilik
gbzlemlenememistir (Sekil 4.15).

CCDC124-GFP(WT)

+GSK626616

+GSK626616

CCDC124-GFP(S141A)

+GSK626616

CCDC124-GFP (Double Mutant)

+GSK626616

Sekil 4.15: Mutant CCDC124 proteinlerine GSK 626616 inhibitorii uygulanmas.
U20S hiicre hattina transfekte edilmistir. Konfokal 780'de goriintiillenmistir. 1 pM
GSK626616 2 saat uygulanmigtir. Gorlintiiler, en az li¢ bagimsiz deneyi temsil
etmektedir. Olgek cubuklari, 20 pm’dir.

CCDC124-GFP  (S122A), CCDC124-GFP  (S141A), CCDC124-GFP
(DOUBLE MUTANT), plazmitleri transfekte edilen hiicrelere arsenit uygulanarak 1
saat boyunca konfokal mikroskopta time-lapse goriintii alinmigtir. Bunun sonucunda

lic mutantta da ortak olaylar ger¢eklesmistir. Cekirdek¢ikte yogun olarak var olan
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CCDC124 proteininin zamanla azaldii, Az yogun olarak var olan CCDC124

proteininin zamanla yok oldugu goriilmistiir (Sekil 4.16).

TIME (min.) o

A

CCDC124-GFP
(S1224)

CCDC124-GFP

TIME (min.) 0 15

30 45 60

Sekil 4.16: CCDC124 mutant plazmitleri transfeksiyonu sonrasi arsenit uygulamasi.
a) CCDC124-GFP (S122A) b) CCDC124-GFP (S141A) c) CCDC124-GFP
(DOUBLE MUTANT). U20S hiicre hattina transfekte edilmistir. Arsenit
uygulamasindan hemen sonra Konfokal 780'de 1 saat goriintiilenmistir. 500 uM
arsenit 1 saat uygulanmigtir. Goriintiiler, en az ii¢ bagimsiz deneyi temsil etmektedir.
Olgek ¢ubuklar, 20 pm’dir.

DAPI

CCDC124.GFP
(DOUBLE MUTANT)

MERGE
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4.8. CCDC124 Proteininin Normal ve Stres Sartlarinda
LLSM 7 Mikroskobunda Uzun Siireli Goriintiilenmesi

LLSM 7 mikroskobunun en 6nemli 6zelliklerinden biri 3D goriintiiyd hizli bir
sekilde, ¢ok alan tarayarak goriintiilemesidir. Yapilan deneylerde hiicrelere HALO-
CCDC124, CCDC124-GFP (WT), CCDC124-GFP (S122A), CCDC124-GFP
(S141A), CCDC124-GFP (DOUBLE MUTANT), transfekte edilerek cesitli madde
ve inhibitorler uygulanmistir.

CCDC124-GFP (WT) transfekte edilen hiicreler, 48 saat sonra yaklasik olarak
2 saat gorintiilenmistir. CCDC124-GFP proteini yaygin olarak sitoplazmada bazi
hiicrelerde ¢ekirdekte goriilmistiir bununla birlikte bazi hiicre sitoplazmalarinda
graniiler CCDC124 proteinleri gozlemlenmistir. Ve bu graniiler yapilarin zamana

bagli olarak kayboldugu gozlemlenmistir (Sekil 4.17)

TIME (min.) 0

Sekil 4.17: CCDC124-GFP (WT) plazmiti transfekte edilmis hiicrelerin LLSM7
Time Lapse goriintiisii. HeLa hiicre hattina transfekte edilmistir. Goriintiiler, en az
iic bagimsiz deneyi temsil etmektedir. Olgek cubuklari, 20 pm’dir.

CCDC124-GFP (WT) (Sekil 4.18), CCDC124-GFP (S122A) (Sekil 4.19),
CCDC124-GFP (S141A) (Sekil 4.20), CCDC124-GFP (DOUBLE MUTANT) (Sekil
4.21), transfekte edilen hiicreler, 48 saat sonra, 90 dakika goriintiilenmistir. 0 aninda
arsenit stresi uygulanmistir ve bu anda, CCDC124-GFP proteini yaygin olarak
sitoplazmada bazi hiicrelerde ¢ekirdekte goriilmiistiir bununla birlikte bazi hiicre
sitoplazmalarinda graniiler CCDC124 proteinleri gozlemlenmistir. Zaman ilerledikge
graniiler yapilarin olamadig1 hiicrelerde graniiler yapilarin olustugu goriilmiistiir.
Graniiler yapilarin oldugu hiicrelerde graniil sayilarim arttigi ve graniillerin

boyutunun arttig1 gézlemlenmistir.
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TIME (min.) 0

Sekil 4.18: CCDC124-GFP (WT) plazmiti transfekte edilmis hiicrelerin arsenit
uygulamasi, LLSM7 Time Lapse goriintiisii. HeLa hiicre hattina transfekte edilmistir.
Arsenit uygulamasindan hemen sonra LLSM7'de 1,5 saat goriintiilenmistir. 500 uM
arsenit 1 saat uygulanmistir. Goriintiiler, en az ii¢ bagimsiz deneyi temsil etmektedir.
Olgek gubuklari, 20 pm’dir.

TiME (min.) 0

60

Sekil 4.19: CCDC124-GFP (S122A) plazmiti transfekte edilmis hiicrelerin arsenit
uygulamasi, LLSM7 Time Lapse goriintiisii. HeLa hiicre hattina transfekte edilmistir.
Arsenit uygulamasindan hemen sonra LLSM7'de 1,5 saat goriintiilenmistir. 500 uM
arsenit 1 saat uygulanmigtir. Goriintiiler, en az ili¢ bagimsiz deneyi temsil etmektedir.
Olgek ¢ubuklar, 20 pm’dir.
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TIME (min.) 0

Sekil 4.20: CCDC124-GFP (S141A) plazmiti transfekte edilmis hiicrelerin arsenit
uygulamasi, LLSM7 Time Lapse goriintiisii. HeLa hiicre hattina transfekte edilmistir.
Arsenit uygulamasindan hemen sonra LLSM7'de 1,5 saat goriintiilenmistir. 500 uM
arsenit 1 saat uygulanmistir. Goriintiiler, en az ii¢ bagimsiz deneyi temsil etmektedir.
Olgek cubuklari, 20 pm’dir.

TIME (min.) 0

Sekil 4.21: CCDC124-GFP (Double Mutant) plazmiti transfekte edilmis hiicrelerin
arsenit uygulamasi, LLSM7 Time Lapse goriintiisii. HeLa hiicre hattina transfekte
edilmistir. Arsenit uygulamasindan hemen sonra LLSM7'de 1,5 saat
goriintilenmistir. 500 pM arsenit 1 saat uygulanmistir. Goriintiiler, en az ii¢ bagimsiz
deneyi temsil etmektedir. Olgek cubuklar, 20 pm’dir.

HALO-CCDC124 hiicrelere transfekte edilmistir. Halo-CCDC124 proteini
yaygin olarak sitoplazmada goriintiilenmistir. Bir siire sonra hiicre boliinmeye
gitmisgtir. Halo-CCDC124 proteininin profaz evresinden baglayarak hiicrenin

merkezine dogru toplandigi ve metafaz evresinde kromozomlarla ayni bolgede
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konumlandig1 goriilmiistiir. Anafaz evresinde ise bu yogunlugun iki hiicreye
dagildigi goriilmistiir. Ve hiicre boliindiikkten sonra Halo-CCDC124 proteini
sitoplazmada yaygin olarak buluna haline gegmistir (Sekil 4.22).

TiME (min.)Q

Sekil 4.22: Hiicre boliinmesinde CCDC124. LLSM7 mikroskobunda 24 siireli
alinmig Time Lapse gortintiisiinden kesitler. Transfeksiyonda Halo-CCDC124
kullanilmistir. U20S hiicre hattina kullanilmistir. Gortintiiler, en az {i¢ bagimsiz
deneyi temsil etmektedir. Olgek ¢ubuklari, 20 pm’dir.

U20S hiicrelerine HALO-CCDC124 hiicrelere transfekte edilmistir. transfekte
edilen hiicreler, 48 saat sonra, 55 dakika goriintiilenmistir. 0 aninda sorbitol
uygulanmistir ve goriintilleme islemi baslatilmistir, Halo-CCDC124 proteini 0 aninda
yaygin olarak sitoplazmada bulunmaktadir. Ve sitoplazmada kiigiik graniiler yapilar

goriilmektedir. Zamanla bu graniillerin sayilari be boyutlart artmistir (Sekil 4.23).

TIME (min.) 0

Sekil 4.23: HALO-CCDC124 plazmiti transfekte edilmis hiicrelerin sorbitol
uygulamasi, LLSM7 Time Lapse goriintiisii. U20S hiicre hatt1 kullanilmustir.
Sorbitol uygulamasindan hemen sonra LLSM7'de gériintiilenmistir. 0.4 M sorbitol 55
dakika uygulanmistir. Gériintiiler, en az ii¢ bagimsiz deneyi temsil etmektedir. Olgek
cubuklari, 20 pm’dir.
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U20S hiicrelerine HALO-CCDC124 hiicrelere transfekte edilmistir. transfekte
edilen hiicrelere, 48 saat sonra, Poly I:C transfekte edilmistir ve 4 saat goriintiileme
islemi baslatilmistir. Halo-CCDC124 proteini 0 aninda yaygin olarak sitoplazmada
bulunmaktadir. Ve sitoplazmada kiiglik graniiler yapilar goriilmektedir. Zamanla bu
graniillerin sayilar1 be boyutlar1 artmistir (Sekil 4.24).

15

TiME (min.)o

125

Sekil 4.24: HALO-CCDC124 plazmiti transfekte edilmis hiicrelerin Poly I:C
uygulamasi, LLSM7 Time Lapse goriintiisii. U20S hiicre hatt1 kullanilmistir. Poly
I:C uygulamasindan hemen sonra LLSM7'de 4 saat goriintiilenmistir. 2500ng Poly

I:C uygulanmustir. Goriintiiler, en az ii¢ bagimsiz deneyi temsil etmektedir. Olgek
cubuklari, 20 um’dir.

4.9. CCDC124 ve Fibrillarin 7 Proteinlerinin Cekirdekteki
Lokalizasyonu

Fibrillarin 7 g¢ekirdek¢ik belirtecidir. CCDC124 proteininin  ¢ekirdek
igerisindeki konumunu anlamak amaciyla, 6ncelikle mApple-Fibrillarin 7 tek basina
transfekte edilerek normal kosullardaki yeri belirlenmistir. Genel olarak
cekirdekgikte yogunlagsmistir ve sitoplazmada belirli bolgelerdedir. Bu bdlgeler
cekirdekgiktir. mApple-Fibrillarin 7 ve CCDC124-GFP ile yapilan co-transfekte
edilerek CCDC124 proteininin ¢ekirdekteki konumu anlasilmaya ¢alisilmistir. Sonug
olarak CCDC124 proteinini ¢ekirdek¢ikte mApple-Fibrillarin 7 proteini ile konumsal
olarak ayni olarak gdzlemlenmigtir. CCDC124 proteinini bunun diginda cekirdek
igerisinde farkli graniiler yapilarda da goriilmiistiir. Normalin disinda olarak mApple-
Fibrillarin 7 ve CCDC124-GFP ¢ekirdege c¢ok yakin bir konumda sitoplazmada
merge etmistir (Sekil 4.25).
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Daha once Salmina ve arkadaslari tarafindan fibrillarin-pozitif niikleolar
agrezomlar arasinda hasarli rDNA, otofaji belirtegleri bulunur ve heterokromatin
esliginde sitoplazmaya salindigi bulunmustur. Sekil 4.25. de goriildigii {izre
Fibrillarin ile CCDC124 sitoplazmada ayni konumda bulunmaktadir. Buda
CCDC124’in agrezom olusumu esnasinda bir basamakta agrezom’a katildigi

diisiincesini olusturmustur.

TRANSFEKSIYON o s s
KONTROL REAGENT BRIGHT FIELD mApple-Fibrillarin-7 MERGE

BRIGHT FIELD CCDC124-GFP mApple-Fibrillarin-7 MERGE

Sekil 4.25: CCDC124 Proteini ve Fibrillarin 7 Etkilegsimi. CCDC124-GFP plazmiti
kullanilmistir. U20S hiicre hattina transfekte edilmistir. Konfokal 880'de
goriintiilenmistir. Goriintiiler, en az ii¢ bagimsiz deneyi temsil etmektedir. Olgek
cubuklari, 20 pm’dir.

4.10. CCDC124 Mutant ve Nakavt Hiicrelerde Mitokondri
Profili

Daha onceki deneylerde CCDC124 proteininin mitokondri ile etkilesimi
gozlemlenmistir. CCDC124 mutant ve nakavt hiicrelerde mitokondri morfolojisi
merak uyandirmistir. Bunun i¢in HCT116 hiicreleri kullanilmistir. HCT116 (WT),
HCT116 (P53-/-), HCT116 (8), HCT116 (11) hatlarina yapilan 4xmts-mScarlet-I
plazmit transfeksiyonundan 48 saat sonra goriintiilleme islemi gergeklestirilmistir.
Bunun sonucunda elde edilen goriintiiler karsilastirildiginda genel hiicre
morfolojilerinin birbirinden farkli oldugu go6zlemlenmistirr. CCDC124 nakavt

(HCT116 (11)) hiicrelerin yapisan ylizey alaninin kontrol hiicresi olan HCT116
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(P53-/-)’ e gore daha fazla oldugu gozlemlenmistir. CCDC124 mutant (HCT116 (8))
hiicrelerin kontrol hiicresi olan HCT116 (WT)’ a gore daha biiyiik hiicre yapisina
sahip oldugu gorilmiistiir (Sekil 4.26).

A B BRIGHTFIELD 4xmtsmScarletI  MERGE

HCT116 (WT)
HCT116 (WT)

HCT116 (WT)+
REAGENT
HCT116 (8) HCT116 (P53-/-)

HCT116 (P53-/-)

HCT116 (11)

HCT116 (P53-/-)+
REAGENT

Sekil 4.26: CCDC124 mutant ve nakavt hiicrelerde mitokondri. 8) HCT116 (WT),
HCT116 (P53-/-) hiicrelerinin kontrol ve transfeksiyon reagent (+) goriintiileri, b)
HCT116 (WT), HCT116 (P53-/-), HCT116 (8), HCT116 (11) hiicrelerine 4xmts-
mScarlet-1 transfeksiyonu sonrasi goriintiileri. U20S hiicre hattina transfekte
edilmistir. Konfokal 880'de goriintiilenmistir. Goriintiiler, en az {i¢ bagimsiz deneyi
temsil etmektedir. Olgek ¢ubuklari, 20 um’dir.

HCT116 (WT), HCT116 (P53-/-), HCT116 (8), HCT116 (11) hatlarina yapilan
4xmts-mScarlet-1 ve CCDC124-GFP plazmit ko-transfeksiyonundan 48 saat sonra
goriintiileme islemi gergeklestirilmistir. Bunun sonucunda elde edilen goriintiiler
karsilastirildiginda, CCDC124 transfekte etmedigimiz Sekil 4.26 ile ayni sonuglara
ulagilmisgtir. HCT116 (WT), HCT116 (P53-/-), HCT116 (8), HCT116 (11) hatlarinda
CCDC124-GFP ve 4xmts-mScarlet-1 ayn1 konumda goriilmiistiir.
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A B BRIGHT FIELD CCDC124-GFP  4xmts-mScarlet-I MERGE MERGE
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Sekil 4.27: CCDC124 mutant ve nakavt hiicrelerde CCDC124 ve mitokondri
etkilesimi. a) HCT116 (WT), HCT116 (P53-/-) hiicrelerinin kontrol ve transfeksiyon
reagent (+) goriintiileri, b) HCT116 (WT), HCT116 (P53-/-), HCT116 (8), HCT116

(11) hiicrelerine CCDC124-GFP ve 4xmts-mScarlet-1 transfeksiyonu sonrasi

gortntiileri. U20S hiicre hattina transfekte edilmistir. Konfokal 880'de
goriintiilenmistir. Goriintiiler, en az {i¢ bagimsiz deneyi temsil etmektedir. Olgek
cubuklari, 20 pm’dir.

HCT116 (WT) + HCT116 (WT)
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4.11. GPMVs

Yapilan GPMVs deneyinde elde edilen gorseller analiz edildiginde, kontrol
hiicrelerine gore; hiicreler arsenit stresine 1 saat maruz kaldiklarinda hiicrelerin
membranlarindaki yogunluk artmistir. Transfeksiyon reagent’a maruz aruz kalan
hiicrelerde ise membran yogunlugunda bir degisiklik saptanmamistir. Halo-
CCDC124 transfekte edilen edildiginde hiicrelerin membran yogunlugunun azaldig:
goriilmistiir. Halo-CCDC124 transfekte edilip 5 dakika arsenite maruz birakilan
hiicrelerde membran yogunlugunun azaldig1 goriilmiistiir. Halo-CCDC124 transfekte
edilip 1 saat arsenite maruz birakilan hiicrelerde membran yogunlugunun azaldigi

goriilmiistiir.

65



GPMVs

* %k %k %

* %k Xk %

%k %k Xk Xk

0.61

0.4
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Sekil 4.28: GPMVs Grafigi. ns: istatistiksel olarak anlamsiz. *<0.05 ;
****<O 001



5. TARTISMA

CCDC124 okaryotlarda yiiksek yogunlukta korunmus bolgeler igeren bir
proteindir. Daha once yapilan g¢alismalarda CCDC124’iin sentrozomda ve midbody
icinde yer alan CCDC124 proteinini ifade eder. Sentrozom proteinlerinin g¢oguna
benzer sekilde, bir CCD bolgesine sahiptir. CCDC124, toplam 223 amino asitten
olusur. Kiitle spektrometresi analizi kullanilarak CCDC124'in kiitlesinin yaklasik
CCDC124 kDa oldugu bulunmustur [5].

CCDC124 proteininin gen ve aminoasit dizisi bilinmesine ragmen hiicredeki
lokasyon ve translokasyonu tam olarak aydinlatilamamistir.  Daha 6nce yapilan
caligmalarda CCDC124 proteininin yerinin tayini i¢in klonlamalar ile GFP isaretleme
yaklagimlart kullanilmistir fakat CCDC124 proteininin molekiiler agirliginin oldukc¢a
kiiciik olmasi ozellikle GFP proteini ile neredeyse ayni molekiiler agirliga sahip
olmasi, bu proteinin yerinin tam olarak belirlenememesine sebep oldugu
diisiiniilmiistiir. CCDC124 proteininin hiicre i¢i lokalizasyonunun tanimlanmasi ve
aydinlatilmasi1 CCDC124’iin molekiiler islevlerinin anlagilmasina, protein-protein
interaksiyonun tanimlanmasina ve iliskilendirilecegi hastaliklarda yeni tedavi
yaklagimlarinin gelistirilmesine olanak saglayacaktir. Tez c¢alismasi kapsaminda
CCDC124 proteinin lokalizasyonunun spesifik olarak belirlenmesi amaciyla
Ozgiin floresan proteinleri CCDC124’{in farkli terminallerine klonlayarak hiicre
hatlarindaki konumunu yiiksek ¢oziintirliiklii mikroskoplar kullanarak analiz ettik.
Klonlanan floresan proteinlerin bulunduklart bdlge oldukc¢a biiyiik Onem arz
etmektedir. Proteinin N terminal veya C terminal ucuna floresan protein takilmasi da
proteinde islev bozukluklarina sebep olabilir. Bu amacla farkli bir terminale
SNAPtag ve Halotag klonlandi. SNAPtag: SNAP, istenilen herhangi bir proteine
klonlanabilen ve floresan boya gibi uygun bir ligandla spesifik ve kovalent olarak
etiketlenebilen 182 rezidiilii bir polipeptittir ve 19.4 kDa’dur [23]. Halo ise
bakteriyel bir enzimden tiiretilen sentetik bir ligand ile kovalent olarak baglanmak
lizere tasarlanmig 297 rezidiilii bir proteinidir ve Halo 33 kDa’dur [23]. Halo ve
SNAP’in 1s1ma giicleri GFP’den onlarca kat fazladir. Bu durumda az miktarda da
olsa etiketlenen molekiiliin ger¢ek sinyalini almada kolaylik saglar. Bu proteinlerin
dezavantaji ise goriintiilemek icin ayr1 bir ligand ile muamele gerektirmesi ve bu

ligandlarin yikilim zamanlarinin ¢ok uzun zamanl goriintiileme islemlerini
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etkilemesidir. GFP dizisi genin N veya C terminaline takildiginda gen eksprese
oldukga arada stop kodonu yoksa GFP de gen ile eksprese olarak proteine doniisiir
[21]. Fakat SNAP ve Halo katlandiktan sonra i1sima yapabilmek igin bir liganda
ihtiya¢ duyar. Bu durumda, eger ortamda ligand yoksa yeni iiretilen proteinlerin
1s1ma yapmayacagl anlamina gelmektedir. Halo ve SNAP arasinda bir kiyaslama
yapmak gerekirse SNAPtag’ in liganda afinitesi Halotag’ a gore daha diisiiktiir. Yani
ortamda bulunan liganda baglanma olasilig1 Halotag’ da daha fazladir. Istenilen geni
goriintiilemek amaciyla yapilan ¢alismalarin basinda gelen bu etiketleme isleminde
en onemli kisimlarda bir tanesi de etiketin N terminaline ya da C terminaline
yapilacagidir. Calismalar gostermistir ki GFP ile N-terminal etiketlemenin, ters
transfeksiyon deneylerinde protein lokalizasyonunu olumsuz etkilerken, C-
terminalinde GFP ile etiketlemenin, dogal proteinin lokalizasyonunu korumada
genellikle daha iyidir. SNAPtag ise N-Terminal ucunda ifadesi, daha zay1f ifade eden
proteinler i¢in ifade seviyesini artirabilir.

GSK626616 bir DYRK inhibit6rii olup anemi tedavisi igin potansiyel yeni bir
terapi olarak bir kullanilmaktadir. Rai ve arkadaslari GSK626616’nin stres
uygulanan hiicrelerde graniillerin belirginliginin arttirdigin1  gézlemlemislerdir.
Wippich ve arkadaslar1 ise GSK626616’nin stres uygulanan hiicrelerde mRNA'y1
baglayan proteinlerin fosforilasyonunu, stres graniillerinde bodliinmeyi ve
mTORC1'in asag1 akigini etkiledigini gozlemlenmistir. Bu nedenden dolay1
GSK626616’y1 hiicre igerisindeki graniiler CCDC124’¢ etkisine bakmak igin
kullandik. CCDC124 proteinlerinde ve bu kondisyonlara uygulanan streslere
GSK626616’nin direkt olarak belirgin bir farklilik olusturmadigi gozlemlenmistir.
Fakat kiitle spektrofotometri sonuglarinda ¢ikan etkilesimleri ve ortak protein sayilart
bu proteinlerin genel olarak stres graniilleri iizerine etkisi géz Oniine alindig1 zaman
CCDC124 proteininin klonlamasinda Halo’nun N-terminale klonlanan 6rnekler de
genel olarak bakilmasinin, bir etkisi olabilecegi gibi uygulanan GSK626616’nin
uygulandig1 siire ve miktarinin da diger proteinleri etkilese dahi CCDC124 i
etkilemeyebilecegi diisiincesini olusturmaktadir. Genel olarak bu etkilesimlere
LLSM 7°’de bakilmayip, konfokal mikroskoplarda bakilmasinin kiigiik degisimler
olsa dahi bunlarin net olarak gbzlemlenememesinde etkisi olabilecegi
disiiniilmektedir.

Mitokondri ¢ift zarli organellerden biridir. Hiicrede enerji metabolizmasinda

temel isleve sahiptir [39]. Organeller ile CCDC124 arasindaki lokosyonel baglantiy1
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anlamaya c¢alistigimizda, direkt mitokondriyal proteinleri hedefleyen plazmiti
kullandigimizda CCDC124 proteini ile mitokondri hedefleyen plazmit ifadesinin
mitokondride oldugu gozlemlendi. Gozlem sonucunda CCDC124’{in mitokondride
lokalize oldugu acgik bir sekilde goriildi. CCDCI124 igin yapilan kiitle
spektrofotometresi sonucunda 323 protein gozlemlenmistir [54]. Bu proteinleri
kategorize ettigimiz zaman, 33 proteinin mitokondriyal proteinler oldugunu
sonucuna varilmistir ve bu da CCDC124 ile mitokondri arasinda 6nemli bir etkilesim
oldugunu disiindirmiistiir. 323 protein, String programina yiiklenerek etkilesim
haritasi olusturulmus ve etkilesim haritas1 Sekil 5.1 de belirtilmistir. Bu proteinlerden
bazilar1 Timm50, SLC25A6, PLSCR3 diir. Timm50, mitokondriyal i¢ zar ve matris
icin hedeflenen protein kargosu iizerindeki mitokondriyal hedefleme sinyalini veya
On sekansini tantyan reseptor alt birimi olarak islev goriir. Ayrica zar gecirgenligi
bariyerinin korunmasinda da rol oynayabilir ve bu genin insan hiicrelerinde
yikilmasi, sitokrom c'nin salinmasi ve apoptoz ile sonuglanir [55]. SLC25AG6,
ADP'yi sitoplazmadan mitokondriyal matrise ve ATP'yi mitokondriyal matristen
sitoplazmaya aktaran kapili bir gbzenek islevi goriir. Protein, apoptozu indiikleyen
mitokondriyal {iriinlerin salinimin1  diizenleyen gegirgenlik gegis gdzenek
kompleksinin (PTPC) islevinde yer alir [56]. PLSCR3, kalsiyuma bagimli protein
baglama aktivitesi dahil olmak iizere bircok islevi etkinlestirir bunlardan bazilari
metal iyonu baglama aktivitesi ve fosfolipid scramblase aktivitesidir. Kardiyolipin
biyosentetik silireci dahil olmak iizere cesitli islemlerde yer alirken aynm1 zamanda
apoptotik  siirecin  diizenlenmesinde, mitokondriden sitokrom ¢ saliniminin
diizenlenmesinde gorev alir [57]. CCDC124’tin hem mitokondrinin hem de
mitokondrinin hiicre iizerinde yasamsal kararlar verdigi stirecte kullandigi
proteinlerle etkilesmesi CCDC124 ile mitokondri arasinda 6nemli bir baglanti

olabilecegini diislindiirmiistiir.
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Sekil 5.1: CCDC124’1in kiitle spektrofotometre sonucu, String analizi.

Agrezomlar hiicrelerde yanlis katlanan protein yiginlaridir. Yanhs katlanan
proteinlerin bir arada toplanmasini ve o bolgede tutulmasini belirli proteinler saglar.
Yaptigimiz ¢alismalarda CCDC124 ile Fibrillarin 7 proteinini sitoplazmada merge
halde goriintiiledik. Daha o©nce yapilan c¢aligmalarda Fibrillarin proteinlerinin
sitoplazmada goriintlisiinlin agrezomal yapilar oldugu kanitlanmistt. CCDC124
proteininin sitoplazmada Fibrillarin 7 proteini ile merge olmast CCDC124’{in
agrezomal bir protein oldugunu dolayli yoldan bir protein iizerinden géstermis oldu.
Bu ise sitoplazmada bulunan CCDC124 tarafindan olusan c¢ekirdege yakin
graniillerin belirli bir kisminin agrezomlar oldugunu ortaya koymustur. Fakat
cekirdekten uzak sitoplazmada bulunan graniiler yapilarin 6zellikleri ise agik bir

sekilde aydinlatilamamustir.
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