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OZET

CCDC124 (Coiled-coil-Domain-Containing proteinl124) geni DNA dizisi
verilerinin analizine dayali yapilmis olan daha onceki biyoinformatik ¢alismalar bu
proteinin RNA baglayan bir protein olabilecegini gostermistir. Yapilmis olan bu tez
calismasiyla ise Ccdc124°in RNA baglayan bir protein oldugu immunopresipitasyon
ve sekanslama yontemleri kullanilarak deneysel olarak gosterilmis ve ilk defa olasi
RNA hedefleri listelenmistir. Bu hedefler arasindan se¢ilen HERC2 ve GCN1 RNA’
lar1 ise Q-PCR yontemi kullanilarak dogrulanmistir. Ccdc124 proteininin baglandigi
olast RNA hedeflerinin belirlenmesinin ardindan, proteinin yogun RNA igerigine
sahip hiicre alt1 yapilarda konumlaniyor olabilecegi diistintilerek niikleer benekler ve
stres graniilleri incelenmistir. Incelemeler igin immunofloresan yontemi kullanilmus,
SC35 ile isaretlenmis niikleer beneklerle Ccdcl24 proteininin ortak konumlanma
gosterdigi belirlenmistir. CRISPR/Cas9 sistemi kullanilarak Ccdc124’{in hedeflendigi
hiicrelerde ise boyle bir konumlanmaya rastlanmadig tespit edilmistir. Stres graniilii
olusumuyla Cecdc124 proteini arasindaki iliskinin tespiti igin ise stres graniilli
isaretleyicisi olarak G3BP1, TIA-1, HNRNPA1, PABPCI1 kullanilmis ve sicaklik
stresi (42°C ve 46°C) ile oksidatif stres (sodyum arsenit ile tetiklenmis) durumlari
calisilmistir. Bu deneyler sonucunda Ccdcl24 proteini bazi stres graniilii
isaretleyicileriyle ortak konumlanma gostermesine ragmen, tiim stres graniillerinde
benzer konumlanmadig: tespit edilmistir. Bu nedenle Ccdc124’{in genel olarak tim
stres graniillerinde bulunan bir protein olmadigini ancak bazi hiicrelere ve bazi 6zel
kosullara bagli olarak stres graniillerinde konumlandigini diistiniilmektedir. Kanser
dokularina ait 6rneklerle normal doku 6rnekleri kullanilarak Ccdc124’tin mRNA ifade
seviyeleri karsilastirllmistir ve mesane, 6zofagus, tiroid bezi, adrenal bez, over,
endometriyum kanserlerinde artig gosterdigi tespit edilmistir. Daha sonra bu dokular
arasindan seg¢ilen mesane, over ve endometriyum dokular1 immunohistokimyasal
yontemler kullanilarak analiz edilmis, endometriyum ve over dokularinda Ccdc124

protein ifade artisinin oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Coiled-Coil Domain124 (Ccdc124), RNA baglayic1 protein,
stres graniilii, niikleer benek, HERC2, GCNI1.



SUMMARY

Bioinformatics studies based on analysis of CCDC124 (Coiled-coil-Domain-
Containing protein124) gene DNA sequence indicated that this protein has RNA
binding potential. This thesis aimed to show that Ccdc124 is a RNA-binding protein
by using immunoprecipitation and sequencing methods, and possible RNA targets
were listed for the first time. HERC2 and GCN1 RNAs, presented in the target list,
were validated through the Q-PCR method. After determining the possible RNA
targets of Ccdcl24 protein, nuclear speckles and stress granules were examined
considering the protein’s potential localization of subcellular structures with dense
RNA content. With immunofluorescence method, it was determined that Ccdc124
protein was colocalization with nuclear speckles marked with SC35. However, such
positioning was not detected when Ccdc124 targeted the CRISPR/Cas9 system was
used. Moreover, to determine the relationship between stress granule formation and
Ccdc124 protein, G3BP1, TIA-1, HNRNPA1, PABPCI1 were used as markers of stress
granule. Heat stress (42°C and 46°C) and oxidative stress (triggered by sodium
arsenite) conditions were examined. The results indicated that although Ccdc124
protein colocalized with some stress granule markers, it was not observed for all stress
granules. Therefore, it was thought that Ccdc124 is not a protein found in all stress
granules in general; yet, it located in stress granules depending on the cell types and
special conditions. Also, the results showed that Ccdc124 mRNA expression levels
remarkably increased in bladder, esophagus, thyroid gland, adrenal gland, ovarium and
endometrium cancers in comparison between cancer tissue samples and normal tissue
samples. Furthermore, immunohistochemical methods were used in the selected
tissues (endometrium, ovary, and urinary bladder), and Ccdc124 protein expression
was identified as high in endometrium and ovarian cancer tissues as compared to

normal tissue samples.

Key Words: Coiled-Coil Domain124 (Ccdc124), RNA binding protein, stress
granule, nuclear speckle, HERC2, GCNI.
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZINI

Simgeler ve  Aciklamalar

Kisaltmalar

ug : Mikrogram

ul : Mikrolitre

uM : Mikromolar
uM : Mikromolar
pm : Mikrometre

A : Alanin

bp : Bazifti

D : Aspartik asit
ddH20 : Distile su

E :  Glutemik asit
g . Gram

G : Glisin

H :  Histidin

HCI :  Hidroklorik asit
I : Izolosin

K : Lizin

kDa :  Kilodalton

L :  Litre

mM :  Nanometre
NaOH : Sodyum hidroksdit
nM : Milimolar

nm :  Nanometre

°C : Derece Celsius
P Prolin

Q Glutamin

R :  Arjinin

S Serin

T Treonin

Xi



A/ : Valin

APS :  Amonyum siilfat

Ccdcl124  : Coiled-coil domainl24

DMEM : Dulbecco's Modified Eagle Medium

FACS : Akim sitometrisi

FBS :  Fetal s1gir serumu

FSC :  Forward scatter

G3BP : Stress Granule Assembly Factor

GCNI1 : General control non-derepressible 1

GFP . Yesil floresan protein

GTU . Gebze Teknik Universitesi

HERC2 :  HECT ve RLD Domain Igerem E3 Ubikitin Protein Ligaz 2
IF :  Immiinofloresan

MBG :  Molekiiler Biyoloji ve Genetik

mRNA :  Mesajc1 Riboniikleik Asit

NS : Niikleer speckle

PABPC : Poly(A) Binding Protein Cytoplasmic

PBS :  Tuzlu fosfat tamponu

PCR : Polimer Zincir Reaksiyonu

Q-PCR :  Kantitatif Polimer Zincir Reaksiyonu

ORF : Agqik okuma bolgesi

RIP : RNA ile ¢oktiirme

Rpm : Rotorun dakikadaki donme hiz1

SC35 : Serine And Arginine Rich Splicing Kirpilma Factor 2, SRSF2
SG : Stres graniilii

SSC . Side scatter

TEMED :  Tetrametiletilenediamin

TIA-1 :  Cytotoxic granule-associated RNA binding protein
Tm : Erime sicaklig1

TUBAIB : Tubulin alpha 1b

WB : Immuno blot

[HC :  Immunohistokimya
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1. GIRIS

Kanser, 6zellikle son yillarda artan prevalansi nedeniyle en ¢ok arastirilan
konular arasinda yer almakta ve yenilik¢i tedavi stratejileri lizerine birgok calisma
yapilmaktadir [Web 1, 2018]. Kontrolsiiz hiicre béliinmesiyle karakterize edilen ve
viicutta yayilim gosterebilen bu hastaligin  olusumunu tetikleyen molekiiler
mekanizmalarin tam olarak aydinlatilmasi ise kanserle miicadele konusunda olduk¢a
biiylik 6nem tagimaktadir.

Kanser tedavisine yonelik yeni tedavi yontemleri gelistirilmesi ic¢in temel
basamaklardan biri ise kuskusuz hiicre boliinme mekanizmasnin tam olarak
aydinlatilmasidir. 11k olarak sodyum/iyodid simportunda gérevli NIS geninin
transkripsiyonel regiilasyonuna yo6nelik yapilan arastirmalar sirasinda tespit edilmis
olan sarili-sarmal-bolge-igeren-124 (Coiled-coil domain containing-124; Ccdc124)
proteinin interfaz, profaz, metafaz evrelerinde sentrozomda, sitokinez evresinde ise
orta cisimde konumlanarak hiicre boliinmesinde gorev aldigi bilinmektedir
[Telkoparan vd., 2013]. Aym zamanda bu proteinin ifade seviyelerindeki degisimin
sitoplazmik boliinmeyi engelledigi ve bdylece ¢ok ¢ekirdekli hiicrelerin olugmasina
neden olarak hiicre stabilitesini bozduguna dair bulgular da mevcuttur [Telkoparan,
2013], [Arslan, 2015]. Yapilan biyoinformatik analizler ise bu proteinin olast RNA
hedeflerinin bulunabilecegine de isaret etmektedir. Ozellikle son yillarda yapilmis
olan caligsmalarda RNA hedefleyen proteinlerin translasyon ve kirpilma gibi RNA
biyogenezinde rol oynadigi gosterilmis olup, post-transkripsiyonel diizeyde RNA
metabolizmasinda  meydana gelebilecek  problemlerin ise kanserle
iligkilendirilebilecegi belirtilmistir [Kim et al., 2009], [Kechavarzi and Janga, 2014].
Olas1 RNA hedefleyen bir protein olarak Ccdc124 proteininin de tasidigi bu 6zellikler
nedeniyle kanser olusumunu tetikleyen molekiiler mekanizmalarda rol aliyor

olabilecegi diislintilmektedir.
1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve Icerigi

Yapilmis olan bu c¢alismayla Ccdcl124 (Coiled-coil-Domain-Containing

proteinl124) ‘iin RNA metabolizmasi ile olan iligkisinin saptanmasi ve bu iligkiler géz



ontinde bulundurularak, Ccdc124’tin RNA seviyesi a¢isindan kanser dokularina ait
orneklerle normal doku 6rnekleri arasindaki farkin tespit edilmesi amaglanmstir.
Boylece Ccdcl124 proteininin kanser matabolizmasiyla olan iliskisinin saptanmaya
calisilmasi planlanmis, molekiiler seviyedeki etkilesimlerinin ve ifade diizeyindeki
degisim nedenlerinin tespitiyle, kanser tadavisinde kullanilan yontemler i¢in yeni bir
bakis acis1 sunulmasi hedeflenmistir.

Daha 6nce yapilan ¢calismalarda RNA baglayan proteinlerin RNA biyogenezinde
O6nemli roller tistlendigi gosterilmis olup, biyoinformatik analizler sonucunda RNA
baglayici bir protein oldugu tahmin edilen Ccdc124 proteininin hiicre i¢i bu gérevine
ve kanser dokularinda RNA seviyesindeki ifade degisimlerine yonelik literatiirde
herhangi bir c¢alisma bulunmamaktadir. Yapilmis olan bu calismayla ise ilk defa
Ccdc124 proteininin olast RNA hedefleri belirlenmis ve kanser tiplerinde ifade edilme
farkliliklarina dair ilk bulgular elde edilmistir. Olast RNA hedeflerin belirlenmesi i¢in
farkli konstraklar kullanilarak kalic1 olarak transfekte edilmis HeLa hiicre hatlarinda
RNA ile birlikte ¢oktiirme yontemi uygulanmis, deney sonucunda elde edilen 6rnekler
sekanslanarak hem RNA baglama kapasitesi hem de olasi RNA hedefleri
belirlenmistir. Belirlenen hedefler arasindan segilen GCN1 ve HERC2 mRNA’larina
ait bulgular ise RNA ile ¢oktiirme ve Q-PCR yontemleri kullanilarak dogrulanmastir.

Proteinlerin RNA baglama kapasitesinin yani sira hiicre i¢i konumlanmalarinin
da proteinlere ait biyolojik fonksiyonunun anlasilabilmesi agisindan biiyiik 6nem
tasimaktadir. Literatiirde yapilan ¢alismalar sirasinda interfaz, profaz ve metafazda
sentrozomda, sitokinez sirasinda ise orta cisimcikte gozlemlenmis olan Ccdcl24
proteininin bu tez c¢alismasi kapsaminda farkli fizyolojik kosullar altinda
gerceklestirilen immunofloresan boyama denemeleri sirasinda ilk defa ¢ekirdek igi
konumlanmasinin bulundugu gosterilmistir. Ayrica bu konumlanmanin niikleer benek
alanlartyla ortistugii tespit edilirken, stres durumunda ise proteinin niikleer
beneklerden ayrilarak c¢ekirdek i¢i membransiz baska alanlara yoneldigi
gozlemlenmistir. Yine stres durumuyla ilgili yapilan ¢alismalar sirasinda elde edilen
veriler proteinin bazi stres graniilii yapilarinda da gorev aliyor olabilecegini
dustindiirmektedir.

Kanser metabolizmasina yonelik Ccdc124 proteininin RNA seviyesindeki
degisimlerin gozlemlenebilmesi i¢in ise insan kanser hiicre hatlarina ait cDNA

orneklerinin Q-PCR yontemi ile analiz edilmesi saglanmis ve elde edilen veriler



istatistiksel ~olarak degerlendirilmistir. Analizler sonucunda adrenal bez,
endometriyum, 6zofagus, karaciger, tiroid, mesane ve over kanserlerinde Ccdc124
mRNA ifadesinde anlamli artisin ger¢eklesmekte oldugu tespit edilmistir. Bu
kanserler arasindan segilen over, mesane ve endometriyum dokularina ait 6rneklerde
ise immunohistokimya yontemi kullanilarak Ccdcl24 protein ifadesindeki
degisiklikler tespit edilmeye ¢alisilmistir. Immunohistokimya boyamalar1 sonucunda
endometriyum ve over kanser dokularinda Ccdc124 protein ifadesinde belirgin artiglar
gozlemlenirken, dokulara ait epitel hiicrelerde ve promordial folikiillerde yiiksek

Ccdc124 protein ifadesine ait ilk bulgular elde edilmistir.



2. COILED-COIL. DOMAIN  CONTAINING
PROTEIN 124 (Ccdc124)

2.1. Cecdc124 Proteinin Evrimsel Onemi

Sarili-sarmal-bolge-igeren-124 (Coiled-coil domain containing-124, Ccdc-124)
proteini ilk olarak sodyum/iyodid simportunda gorevli NIS geniyle ilgili yapilan
arastirmalar sirasinda tespit edilmis olup, 223 amino asit uzunluguna sahip olan bu
proteinin yiiksek okaryotlarda olduk¢a korunmus olmasina ragmen prokaryotlarda
bulunmadigi bilinmektedir [Kent et al., 2002], [Telkoparan, 2013].

Immiinolojik analizlerle CCDC124 geni tarafindan kodlanan protein iiriin
biiytikliigiiniin yaklasik 32 kDa oldugu gosterilmis olmasina ragmen, proteinin ikinci
bir alternatif Kozak ribozom baglanma dizisine sahip oldugu ve 176 aminoasitten
olusan bir izoformunun daha bulundugu da tespit edilmistir [Telkoparan, 2013], [Lee
et al., 2012].

Kromozomda 19p13.11 bolgesi tarafindan transkribe edilen Cecdcl124
cDNA’sim ise kodlayan 6 adet ekzon bulunmaktadir. Iki adet varyanta sahip olan
proteinin varyantlarindan birinin 5> UTR kisminda bir farklilik bulunmasina ragmen,
iki varyantin da aym proteini kodladigi bilinmektedir. 2013 yilinda Zhou ve
arkadaslar1 tarafindan yapilan c¢alismalar insan kanser hiicreleriyle yapilan
fosfoproteomik analizler sirasinda ise Ccdc124 protein sekansinda yer alan serin 141
ve serin 194’tin fosforile oldugu gosterilmistir [Zhou et al., 2013]. Biyoinformatik
analizler ise Ccdc124 proteininin 5 serin, 7 tireonin ve 1 tirozin fosforilasyon bolgesine
sahip olabilecegine isaret etmektedir. Bu verilerin yani sira Cedc124’iin Kazein kinaz
(CK II) ve Polo-benzeri-kinaz I (Plk 1) proteinlerinin substrati olabilecegine dair
veriler de bulunmaktadir.

2011 yilinda Jakobsen ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢calismada sentrozom
konumlanmasina sahip bazi proteinlerin sarili sarmal yapisina sahip oldugu
gosterilmistir [Jakobsen et al., 2011]. 2013 yilinda Telkoparan tarafindan yapilan bir
calismayla ise sarili sarmal yapiya sahip olan proteinlerden biri olan Ccdcl124
proteininin de interfaz, profaz ve metafazda sentrozomda konumlandig1 fakat sitokinez
sirasinda orta cisimcige gog ettigi belirlenmistir. Yine ayni ¢alismada ikili maya hibrid

sistemi ve birlikte ¢oktiirme deneyleriyle ise Ras Guanine Exchange Factor 1B
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(RasGEF1B) arasinda bir etkilesim oldugu da belirlenmistir [Telkoparan, 2013].
Telkoparan tarafindan ayni yil yayinlanan tez caligmasinda ise Ccdc124 proteininin
ifadesi duistirtildiigiinde sitokinezin engellenerek, ¢ok ¢ekirdekli hiicrelerin meydana
geldigi belirtilmistir [Telkoparan, 2013]. Bu ¢alismadan iki y1l sonra yapilmis olan
baska bir tez calismasiyla ise Ccdc124 proteininin fazla ifadesinin de ¢ok ¢ekirdekli
hiicre poptilasyonunda artis meydana getirdigi FACS analizleriyle gosterilmis ve
proteinin N ucunda yer alan ilk 64 aminoasidin sentrozomda konumlanmada goérevli
sinyal motifi tasiyor olabilecegine isaret edilmistir [Arslan, 2015].

2015 yilinda HelLa hiicre hattinda 1125 proteinin GFP ile isaretlenerek
etkilestikleri proteinleri kiitle spektrometrisiyle belirlemesi i¢in yapilan baska bir
calisma ise RRBP1, NOP56, SRP72 gibi proteinlerin yani sira 60S ribozomla iligkili
olan Rpl35 ve Rpl0 proteinleriyle Ccdc124’in etkilestigi tespit edilmistir [Hein et al.,
2015]. 2018 yilinda Wang ve arkadaslar tarafindan Cedc124’iin mayadaki ortologu
olan Lso2 ile yapilan deneyler sirasinda Lso2’nin ribozomun 25S rRNA’sinin A
bolgesine baglandigi gosterilmistir [Wang et al., 2018]. Ayrica kiitle spektrometresi
ve immunopresipitasyon deneyleriyle yapilan bu calismalar sonucunda ribozoma
baglanmanin GTPaz aktivasyon bolgesinde meydana geldigi belirlenmis ve mayalara
Ccdc124 proteini aktarilarak bu proteinin de ayni baglanma bolgesine sahip oldugu
ortaya ¢ikarilmistir. Bunun yani sira her iki proteinin de tRNA baglama kapasitesinin
oldugundan bahsedilmis ve olast tRNA hedefleri listelenmistir. Wang ve
arkadaslarinin yaptig1 ¢alismadan iki y1l sonra yayinlanan bir ¢alismayla ise Ccdc124
proteininin hiberne olmus ribozoma baglandigi ve ribozomun tekrar aktive olmasinda
gorevli faktorler arasinda yer aldifi cryo-elektron mikroskobisi deneyleriyle
gosterilmistir [Wells et al., 2020]. Yine ayni ¢alismada Ccdc124 proteininin Lso2
gibi tRNA ve mRNA baglanma bolgeleriyle etkilestigi, 40S ve 60S ribozom alt
birimlerine baglanarak rotasyona ugramamis 80S ribozomlar1 stabilize ediyor
olabilecegi belirtilmistir.

Photoactivatable-Ribonucleoside-Enhanced Crosslinking (PAR-CL) metodu
kullanilarak insan hiicrelerindeki mRNA baglayan proteinlerin tespit edilmesine
yonelik ¢aligsmalara ait verilerin icerisinde ise Cedc124’iin mRNA bagladigina dair
veriler mecuttur. Bu calismalardan biri 2012 yilinda Castello ve arkadaslari
tarafindan Hela hiicreleriyle gerceklestirilirken, bir digeri 2015 yilinda Beckmann
ve arkadaglar1 tarafindan Huh7 hiicreleriyle yapilmistir [Castello et al., 2012],



[Beckmann et al., 2015]. Ccdc124 proteini her iki ¢alismada da lizatlarla oligo(dT)
bagli bocuklarin inkiibasyonu sonrasi boncuklara baglanarak ¢ekilmesi sonucu elde
edilen proteinlere ait listede yer almistir. Bu ¢alismalarin yani sira CatRAPID
programi kullanilarak yapilan tahminlerde de proteinin ortalama baglanma egilimi
0.65 (>0.5 RNA baglanma ihtimalinin bulundugunu gostermekte) olarak
hesaplanmakta ve 74 ile 124 amino asidler arasinda olas1 bir baglanma bdlgesinin

olabilecegine isaret etmektedir (Sekil 2.1) [Zanzoni et al., 2013].

RMA Baglanlanma Eglini
»
) |
|

1 10 20 30 40 50 60 70 80 490 100 120 140 160 180 200 220
Amino Asitin Konumu

b} Tahmini baglanma bélgesi: 74-124 aa
Tahmini baglanma hilgesi sekans: LEEEDSKLKGGKAPRVATSSKVTRAQIEDTLRRDHOQLREAPDTAEKAKSHL

Sekil 2.1: Cedc124 proteininin RNA baglama potansiyeline ait CatRAPID programi
kullanilarak yapilan analizler. a) Ccdc124 proteinine ait amino asid dizisinin RNA
baglanma egilimlerine ait diyagram. b) Dizide yer alan ve olasi baglanma bolgesi
olarak tahmin edilen bolgeye ait sekans.

Telkoparan tarafindan 2013 yilinda yapilan deneylerle ise plasentada proteine
ait her iki izoformda olmak tizere, beyin, over, testis, karaciger, dalak ve prostatta
Ccdc124 proteinine ait ifade seviyesinin yiiksek oldugu gosterilmistir [Telkoparan,

2013].



2.2. Biyoinformatik Acidan Ccdc124 Proteini

Biyoinformatik analizler, bir¢ok proteine ait bilgilerin sinirli olmasi nedeniyle,
olast ti¢ boyutlu yapilar ve baglanma egilimlerinin belirlenmesi i¢in literatiirde yer alan
calismalarda siklikla kullanilmaktadir. Bu programlar arasinda yer alan analizlerden
biri de proteinin sahip oldugu yiik dagilimina gore degerlendirme yapan CIDER
analizidir [Holehouse et al., 2017]. Ccdc124 protein sekansina bagl olarak yapilan
CIDER analiz sonuglar1 %42 oraninda art1 veya eksi yiikli amino asit (K, R, D, E, H)
bulunduran Ccdc124 proteininin hiicresel faz ayriminda islev gérebilecek yapida giiglii
bir polyamfolit oldugunu gostermektedir. Sekil 2.2°de Ccdc124 proteinine ait CIDER

analizi sonuglarina ait grafikler yer almaktadir [Web 4].
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Sekil 2.2: Cedc124 proteinine ait CIDER analizi sonuglari. a) Cedc124’tin yiik
dagilimina bagli siniflandirilma diyagrami. b) Proteine ait rezidiilerin yiik dagilim
grafigi.

SPOT gibi baz1 in silico analizlerle gerceklestirilen proteinlere ait tic boyutlu
yapt tahminleri Cecdcl124iin diizensiz bolgeler (intrinsically disordered regions,

IDRs) igeriyor olabilecegine isaret etmekte ve son yillarda elde edilen proteinin ii¢



boyutlu yapisina iliskin gerceklestirilen elektron mikroskobisi verileri de bu tahminleri
desteklemektedir [Hanson et al., 2017], [Web 5]. Ccdcl24 protein sekansi
kullanilarak yapilmis olan SPOT analizi Sekil 2.3°de yer almaktadir. Sekil 2.3 a’da yer
alan grafikte kesikli ¢izgiler esik degerini gostermektedir. Ccdc124 proteini igin ise bu
deger 0.46 olarak belirlenmistir. Sekil 2.3 b’de ise erisilebilir yilizey alani (rASA)

degeri 0 ile 9 arasinda derecelendirilmis olup, degeri <%20 olan rezidiiler maviyle

gosterilmistir.
a) b)
I ¥ >None
SEQ : 1  MPKKFQGENTKSAAARARRAEAKAAADAKKQKELEDAYWKDODKHVMRKE 50
SPOD: 1 DDODOODLODDOOLODDODOOODODDOODODDOODDODDODDDDOODDDD 50
SS :1  eeeeeeee- HHHHHHHHEHHEHHS SHHHHHHHEHHEHHEH- - - - <) HH#HH S0

rASA: 1 65664666355434364565656555646656643555366557645665 50

SEQ : 51 QRKEEKEKRRLDQLERKKETQRLLEEEDSKLKGGKAPRVATSSKVIRAQL 100
SPOD: 51 DDODDE )DDDDODDODDDDDDODDDDE DDDODDDODDDD 100
35 51 HHHHH AHHHHHHHHHHHHHHAR - - - - - - - - --------HHHH 100
rASA: 51 56655656665555556554553465346627657446565666345542 100

SEQ : 101 EDTLRRDHQLREAPDTAEKAKSHLEVPLEENVNRRVLEEGSVEARTIEDA 150
- SPOD: 101 DDODDODDODDODDODDDDDDDDODDDOL )DDDDDDDODDOD 150
SS : 101 HHHHHHHHHH- - - HHHHHHHH - - - « < <HHHHHHHHHHH - < - << << <HHHH 150
PASA: 101 45336555556645655664655563446544545346555552541541 150

Diizensizlik egilimi

SEQ : 151 TAVLSVAEEAADRHPERRMRAAFTAFEEAQLPRLKQENPNMRLSQLKQLL 200
SPOD: 151  DODOODODODDDDDD -~ === === s e oo 200
- SS : 151 HHHHHHHHH -H- - - HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHEN - - - - - HHHHHHHH 200
rASA: 151 35324445544664455424322443364225515754672635413520 200

SEQ : 201 KKEWLRSPDNPMNQRAVPFNAPK 223
SPOD: 201 -------- DDDODDDDODDODDD 223
SS : 201 HHHHHH 223
I BT s N s g b FASA: 201 45205615623334644547478 223
0 50 100 180 0 20 300

Cedc124 proteinine ait rezidiiler

Sekil 2.3: Ccdc124 proteinine ait sekans kullanilarak yapilmig SPOT analizi.

a) Proteine ait rezidiilerin diizensizlik egilimini gosteren grafik. b) Ccdc124
sekansina ait sekans (Seq), ikincil yapi (SS), erisilebilir yiizey alani (rASA),
diizensizlik durumunu gosteren (SPOT) analizi.

Olast bu degisken ti¢ boyutlu protein yapisinin fonksiyonel esneklige katki
saglayabilecegi gibi Ccdcl24 proteininin hiicre ici fazsal ayrisma bolgelerinde de
bulunuyor olabilecegini diisiindiirmektedir [Holehouse et al., 2015].

Proteinlerin sahip oldugu diizensiz bolgeler ve bu bolgelerin DNA, RNA ve
protein baglama egilimleri i¢in kullanilan ve Sekil 2.4’de yer alan DisoRDPbind

analizi sonuglar1 da 6zellikle bu bolgelerin RNA baglanma kapasitesinin bulundugunu

gostermektedir [Peng ve Kurgan, 2015].
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Sekil 2.4: Cedc124 protein sekansa dayali DNA, RNA ve protein baglama egilimini
gosteren DisoRDPbind analiz sonuglarina ait dagilim grafigi.

i¢i

konumlanmalarina ait olasiliklarin degerlendirildigi bazi biyoinformatik analizler de

ve analizlerin yamisira proteinlerin  hiicre

Yapisal fonksiyonel
Ccdc124 proteini i¢in kullanilmaktadir. Bunlar arasinda yer alan WoLF PSORT
analizi sonuglari ise proteinin sadece sitoplazmada degil ayn1 zamanda ¢ekirdek i¢inde

de konumlanmasinin s6z konusu olabilecegini gostermektedir [Web 2], [Web 3].



3. RNA BAGLAYICI PROTEINLER, HUCRESEL STRES KOSULLARI VE
MEMBRANSIZ HUCRE ORGANELLERININ KANSER
METABOLIZMASINDAKI ROLU

Insan genomununda bulunan genlerden sadece 20,000-25,000 genin (insan
genomunun %1.5’inden az1) protein kodladig1 ve bu genlerin bir kisminin dkaryotlarda
korunmus ya da benzerlik gosteriyor oldugu bilinmektedir [International Human
Genome Sequencing Consortium, 2004]. Embriyonik gelisim sirasinda tek bir hiicreden
bir organizmaya giden siiregte ayn1 genomik yapiya sahip olan hiicrelerin gen ve protein
ifadesindeki ve farkliliklar ise hiicre i¢i mekanizmalarin esnek ve dinamik bir yapida
oldugunu gostermektedir. Bu esnek ve dinamik yap1 igerisindeki homoestatik diizen ise
RNA baglayic1 proteinlerin ifade degisiklikleri, hiicresel stres, membransiz organel
elemanlarina ait mutasyon ve anomaliler gibi bircok nedene bagli olarak
bozulabilmektedir. Hiicre i¢i dengenin bozulmasi ise hiicrenin kanserlesmeye
yonelimiyle sonuglanabilmektedir. Bu nedenle kanserlesme metabolizmasinin

anlasilmasi, kasnserin teshis ve tedavisi a¢isindan biiyiik 6nem tegkil etmektedir.

3.1. Kanser Metabolizmasinda RNA Baglayan Proteinlerin Rolii

Kanserin olusum mekanizmalarindan biri hiicrenin proteom yapisinda meydana
gelen degisikliklerdir. Proteom yapisindaki bu degisiklerin en énemli yolaklarindan biri
ise RNA baglayici proteinlerin gorev aldigi alternatif kirpilma, miRNA ve noncoding
RNA metabolizmalarinda meydana gelen degisikliklerdir [Ghigna, 2015].

Okaryotlardaki gen ifadesi diizenlemesi, hiicre ici homeostasinin korunarak
patolojik sonuglarin nlenmesi agisindan 6nem tasinmakla birlikte literatiirde yer alan
calismalar bu siirecin olduk¢a karmagsik mekanizmalarin kontrolii altinda gergeklestigini
gostermektedir. 2001 yilinda insan Genom Projesi'ne ait sonuclarin agiklanmasinin
ardindan kanserin molekiiler mekanizmasi arastirmalarinin baslamasiyla, hiicre ici RNA
metabolizmasinin anlasilabilmesinin 6nemi de daha ¢ok vurgulanmaya baslanmistir.
Transkripsiyonunu takiben c¢ekirdek i¢i olgunlagsma ve tekrar organize olmadan itibaren,
cekirdek disina ¢ikma, sitoplazmada konumlanmaya kadar devam eden ve oldukca
dinamik bir yapida olan RNA metabolizmasina ait dongii ve bu dongiide yer alan bazi

proteinler Sekil 3.1 ‘de gosterilmektedir.
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Sekil 3.1: mRNA’nin ¢ekirdek i¢inde sentezlenmesi, olgunlasarak ¢ekirdek disina
¢ikis ve sitoplazmada translasyona ugramasi.

RNA’nin hiicre i¢i bu siirecinde gérev alan en nemli molekiiller ise RNA
baglayan proteinlerdir. mRNA ile proteinlerin olusturdugu bu kompleks yap1
riboniikleoprotein (RNP) olarak adlandirilmakta ve RNA baglayan proteinler
(RBP’ler) etkilestikleri RNA’larin degradasyondan, konumlamaya, stabiliteden
fonksiyonunun belirlenmesine kadar pek ¢ok yolakta gorev almaktadir [Singh ve
arkadaslari, 2015]. Ilk olarak RNA pol II’inin kesfiyle giindeme gelen RBP’ler, daha
sonra ribozomal yapida gorev almayan heterojen ribontikleer protein (hnRNP), poli
A’ya baglanan protein (PABP), basliga baglanan sitoplazmik proteinler gibi baska
RBP’lerin aciga ¢ikarilmaya baslanmasiyla farkli bir boyut kazanmaistir.

Daha 6nce yapilan ¢alismalar ise RNP kompleksinin olusabilmesi i¢in proteine
0zgli RNA sekans motiflerini tanimasi gerekmedigi belirtilmis ve bazit RBP’lerin
mRNA’lardaki 5’ 7-metilguanozin (m7G) baslik veya 3’ poliadenozin (polyA) kuyruk
gibi genel yapilarini tanimak {izere yapilandigini gostermistir [Singh et al., 2015].
RNA taniyict elementler (RNA recognition elements, RREs) olarak isimlendirilen,
protein sekansi ve yapisi tarafindan RNA’ya baglanmak {izere olusturulan bu
elementlerin hem ¢ok kisa hem de dejenere olmalari nedeniyle tam olarak agiga

cikarilabilmeleri i¢in daha kapsamli arastirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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RNA ile protein arasindaki baglanma egiliminin tespit edilmesi i¢in en sik
kullanilan yontem RNA ile ¢oktiirme (RNA immunoprecipitation, RIP) ve sonrasinda
mikroarray (RIP-Chip veya sekanslama (RIP-seq)ile RNA hedeflerinin
gosterilmesidir. Daha stabil baglanmalarin belirlenmesi i¢in bu teknikler hala dnemli
yontemler arasinda bulunmaktadir. Ancak bilimsel yeni yontemlerin kesfiyle birlikte
RNA- protein etkilesiminin belirlenmesi i¢cin UV uygulanmasiyla yapilan CLIP gibi
bazi teknikler (i-CLIP, par-CLIP, HITS-CLIP, vb gibi) kullanilmaya baslanilmis ve
boylece etkilesimin kaliciligi arttirilarak daha etkin ¢oktlirme saglanmaya
baslanmasiyla daha 6nce bilinmeyen RBP proteinler tespit edilmeye de baslanmigtir
[Ule et al., 2003], [Danan et al., 2016], [Jangi et al., 2014], [Licatalosi et al., 2008].
Ayni zamanda daha hassas sekanslama metodlarinin kullanilmasi yapilan ¢alismalarin
daha ayrintili sonuglara ulasilmasini mimkiin kilmaktadir. Geleneksel yontemlerle
RRE dizileri RNA hedef dizilerinin analiz edilerek tespit edilmesini takiben
biyokimyasal olarak dogrulanmasi seklinde bir yol izlenirken, 6zellikle bu yeni
metodlar proteine ait baglanma bolgesiyle RNA arasinda c¢apraz baglanmaya neden
olarak proteine ait baglanma bolgesinin daha rahat saptanmasini miimkiin kilmaktadir.

Ozellikle proteomun tekrar yapilanmasini saglayan alternatif kirpilmada
meydana gelen degisiklerin kanser olusumunda 6nemli olabileceginin diigiiniilmesi ise
kirpilma metabolizmasindaki gorevleri nedeniyle RNA baglayan proteinlere dair
aragtirmalarinin  hizlanmasini  saglamigtir. Apoptotik yolaklarda rol oynayarak
kanserlesmeyle iliskilendirilen uzun intronik kodlanmayan RNA olarak bilinen FAS
antisense RNA (FAS-AS1) ve kaspaz 2 (Caspase 2, CASP2) mRNA’siyla etkilegen
RNA baglanma motifi protein 5 (RNA Binding Motif Protein 5, RBMS) proteini bu
arastirmalara Ornektir [Sehgal et al., 2014], [Fushimi et al., 2008], [Silva et al.,2015].
Apoptoz yolaginda gorev alan Bel-x mRNA’sinin alternatif kirpilma mekanizmasini
diizenleyen ve onciil-onkogen ¢ (proto-oncogen ¢, Src)’yi tirozin fosforilasyonuyla
aktive olarak diizenleyen Sam68 proteinin yine kanserlesmede gorev aldigi diistiniilen
bir diger RNA baglayici protein oldugu bilinmektedir [Paronetto et al., 2007], [Bus'a
et al., 2007], [Silva et al., 2015].

RNA baglayan proteinler ayrica miRNA, noncoding RNA gibi geri besleme
mekanizmalarin calismasinda da onemli bir yere sahiptir [Ghigna, 2015]. RNA
susturma metabolizmasinda argonotun mikroRNA baglanmasi bu 6rneklerden biri

olarak literatiirde yer almaktadir.
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3.2. Kanser Metabolizmasinda Hiicresel Stres

Sicaklik degisimi, hiicre i¢i oksidan artigi, viral ajanlarin varlhigi, aminoasit
yoklugu gibi bazi fiziksel kosullarin olusumunun canlilar lizerinde stres yaratarak
farkli olumsuz etkilere neden oldugu bilinmektedir [Patel et al., 2011], [Halliwell,
2007], [Velichko et al., 2015], [Petrova et al., 2016].

Hiicresel stres cevaplarinda ise temel olarak okaryotik baslatici faktor 2
(eukaryotic initiation factor 2, elF2) fosforilasyonu biiyiik 6nem tasimaktadir. elF2
proteininin a alt {initesinin hiicre i¢i fosforilasyonu i¢in ise dsSRNA ile aktive edilen
proetin kinaz (dsRNA-activated protein kinase, PKR), PKR benzeri endoplazmik
retikulum kinaz (PKR-like endoplasmic reticulum kinase, PERK), heme diizenleyici
baslatic1 faktoér 2a kinaz (heme-regulated initiation factor-2a kinase, HIR) ve genel
kontrol baskilanamaz protein 2 (general control nonderepressible 2, GCN2) olmak
tizere dort farkli kinaza ihtiya¢ duyulmaktadir [Wek et al., 2006]. Kinaz yardimiya
elF2’nin serin 51°den fosforillenmesi sonucu ise bu proteinin elF2B tarafindan GTP
bagli aktif formuna doniistiiriilmesi engellenmektedir. eIF2—GTP nin olusmamasinin
sonucu olarak da 43S onciil baslangi¢ kompleksi (preinitiation compleks) formasyonu
olusamamakta ve bdylece translasyon azalmaktadir. Translasyonda meydana gelen bu
disiis, stres kosullarinda olusan zarar1 diizeltmeye yonelik gen ifadelerinin
baslatilmasi adina zaman kazandiran en 6nemli adaptasyonlardan biridir.

Stres durumunda gergeklesen ikinci bir diizenleme ise, translasyon diismiis
olmasina ragmen, hiicre canliliginin devam etmesi adina verilen hiicresel bir cevap
olarak bazi protein ifadelerinin arttirilmasidir (Sekil 3.2 ve Sekil 5.30). Segici olarak
gerceklesen bu translasyon mekanizmasinin nasil gerceklestigine dair ilk bulgular ise
mayalarla yapilan ¢alismalardan gelmektedir. Saccharomyces cerevisiae ile yapilan
deneyler, sonucunda stres bagimli gerceklesen elF2’nin alfa alt {initesinin fosforile
olmasinin genel kontrol baskilanamaz protein 4 (general control nonderepressible 4,
GCN4) mRNA ‘sinin translasyona ugramastyla sonuglandigi belirtilmistir [Mueller ve
Hinnebusch, 1986]. GCN4 mRNA’s1i, GCN4 proteinini kodlayan dizinin 150-360
niikleotid yukarisinda dort adet 6n agik okuma bolgesi (upstream open reading frame,
uORF) igermektedir. 1986 yilinda yapilan ve GCN4 mRNA’sina ait baslama
kodonlarinda nokta mutasyonalar1 yapilarak gerceklestirilen deneyde, GCN4’iin sahip

oldugu dort adet uORF’den ikinci, {iglincli ve dordiinciiniin GCN4’iin translasyon
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inhibisyonuna neden oldugu belirtilmistir [Mueller ve Hinnebusch, 1986]. Yine ayni
calismada ilk basta yer alan uORF’nin ise stres kosullarinda etkin olan GCN4
translasyonu icin gerekli oldugu ortaya g¢ikarilmistir. Ayrica stres durumunda ilk
ORF’nin translasyonunun ardindan ribozomlarin ortamdaki elF2a-P birkimine bagh
olarak, diger uORF’lerin translasyonunu atladigi, tekrar baslatma (reinitiation) ile de
GCN#4’tin protein ifadesinin gerceklestigi bildirilmistir [Abastado et al., 1991],
[Hinnebusch et al., 1997].

Memelilerde ise GCN4’tin bir ortologu bulunmamasina ragmen yapilan
calismalar elF2’nin fosforillenmesi sonucu transkripsiyon faktorii etkinlestirici 4
(activating transcription factor 4, ATF4) protein ifadesinin hiicresel aminoasit acligina
cevap olarak attig1 gosterilmistir (Sekil 1.6). Iki adet uORF bolgesine sahip olan ATF4
16sin fermuari alt tinitesiyle DNA’ya baglanmakta ve transkripsiyon faktorii olarak
gorev yapmaktadir. ATF4’tin sahip oldugu uORF bolgelerinden ilkinden ii¢
aminoasitlik pozitif etkileyen element (positive-acting element) olarak gérev yapan
kisa bir peptid sentezlenirken, ikinci bolgesinden ise ATF4’1i kodlayan bolimiin bir
kismini da i¢ine alan ve béylece ATF4’iin translasyonunu inhibe eden 59 aminoasitlik
bir peptid dizisi sentezlenmektedir [Vattem ve Wek, 2004]. Insan ve farede ise ii¢ adet
uORF bolgesi bulunmakta ve bu canlilarda tiglincii uORF ise kodlanan ATF4’{in bir
kismini igermektedir. Yapilan ¢alismalar stres olmayan durumda uORF bolgelerinin
translasyonunun ATF4 ifadesini inhibe ettigini gostermektedir. Ayn1 zamanda bu
calismalar stres durumunda 5° ucunda yer alan ilk uORF’nin translasyona ugradigin,
elF2-GTP miktarinin diislisiine bagli olarak ikinci veya uglinciiniin ise gegilerek
ATF4’tin ifade edildigi belirtilmektedir [Vattem ve Wek, 2004], [Young ve Wek,
2016]. ATF4 proteinin ifadesinin artis1 ise endoplasmik retikulum (ER) stresinde
apoptoz cevabinin olusmasinda gorevli CHOP/GADDI153 (C/EBP homologous
protein/ DNA damage-inducible gene 153) ifadesi ve stres cevabina bagli ifade edilen
bir¢ok genin transkripsiyon faktorii olan transkripsiyon faktorii etkinlestirici 3
(activating transcription factor 3, ATF3) gibi bir¢ok protein regiilasyonunu
saglamaktadir [Jiang et al., 2004], [Harding et al., 2000], [Wek et al., 2006].

Tiimorlesme siirecinde kanser hiicreleri hipoksiye ve glikoz azligi gibi birgok
metabolik stres kosuluna maruz kalmaktadir (Sekil 3.2). Bu siire¢ sonucunda ise hiicre
otofaji ve katlanmamis protein iretimi stres cevap yolaklarmi kullanarak

devamliliklarini saglamaya ¢aligmaktadirlar.
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Sekil 3.2: Hiicresel stres cevabinda rol alan protein yolaklari.

3.2.1. Hiicresel Achk Stresi

Hiicresel stresin en o6nemli etkenlerinden biri aminoasit ya da protein
yoksunluguna bagl olarak gerceklesen hiicresel aclik stresidir. Ozellikle Homo
sapiens tarafindan sentezlenemeyen ve dolayisiyla disardan alinmasi gerekli olan
metiyonin, histidin, 16sin, izol6sin, lizin, penilalanin, treonin, triptofan, valin ya da yari
gerekli olan glutamin ve tirozin yoksunluklari biiytime gibi metabolik faaliyetler
tizerinde oldukc¢a biliylik 6nem tasimaktadir [Reeds, 2000]. Aminoasit yoksunlugu
sonucu Rapamisin kompleks 1 mekanik hedefi (mechanistic Target of Rapamycin
Complex 1, mTORC1) ve GCN2 protein kinazin gorev aldigi iki farkli yolagin devreye
girdigi bilinmektedir [Gallinetti et al., 2013]. mTORC1’in metiyonin, arjinin ve 16sin
varliginda Rag GTPaz1 aktive eden kinazlar1 aktive etmekte, GCN2’nin ise gerekli
amainoasit yoksunluguna cevaben aktive olmaktadir [Gu et al., 2017], [Wek et al.,
1995]. GCN2’nin sadece aminoasit yoksunlugunda degil aym1 zamanda glukoz
yoksunlugu ve UV’ye maruz kalma sonucunda olusan streslerde de aktive oldugu da
bilinmektedir [Yang et al., 2000], [Deng et al., 2002]. 2012 yilinda yapilan baska bir
calismada ise metiyonin/ sistein ya da tirozin gibi gerekli aminoasit yoksunluklarinin

hiicrede plazmid ya da retroviral kaynakli sessizlestirilmis entegre transgenlerin
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asetilasyona bagl olarak tekrar aktive oldugu da gosterilmistir [Palmisano et al.,
2012].

Hiicresel aglik yani aminoasit yoksunlugu cevabi 6karyotik hiicrelerde yiiksiiz
tRNA’larin GCN2’nin HisRS (histidil-tRNA sentetaz) ile homoloji go6steren alt
birimine baglanmasiyla baslamaktadir [Diallinas ve Thireos, 1994], [Wek et al., 1995].
GCN2’de meydana gelen bu konformasyonel degisiklik sonucu treonin 882 ve 887
rezidiilerinde otofosforilasyon ger¢eklesmekte ve GCN2 elF2a’yi fosforile etmektedir
[Romano et al.,, 1998]. Fosforile olan elF2a ise translasyonun baglamasini
engellemekte ve boylece aminoasit yoksunluguna karsi bir adaptasyon tepkisi ortaya
cikmaktadir. Translasyonun azalmasiyla ayni anda ise aclik cevabina 6zel bazi
mRNA’larin ve bakterilerde GCN4, memelilerde ise ATF4 geninin ifadesi
arttirllmaktadir [Gallinetti et al., 2013] (Sekil 3.2).

GCN2 aynm1 zamanda bazi kanserlerle baglantili oldugu aminoasit ve glukoz
yoksunlugunda GCN2-ATF4-asparjin sentetaz yolaginin aktive olarak kanser
hiicrelerinin sagkaliminda goérev aldigi gésterilmistir [Ye, 2010]. Yine ayn1 ¢alismada

GCN2 ve ATF4 yoklugunda ise tiimor biiytimesinin durdugu rapor edilmistir.

3.2.2. Sicaklik Stresi

Sicaklik stresi ve sicaklik stresi cevabi daha Once organizma diizeyinde
calisilmis olmasina karsin, ilk hiicresel yanitlara dair bulgular 1962 yilinda bir meyve
sinegi tiirti olan Drosophila busckii’nin tiikriik bezi kromozomlarinin olusturdugu puf
yapilanmasindaki farkliliklar diizeyinde elde edilebilmistir [Ritossa, 1962]. 1973
yilinda ise bu puf bolgelerinin olusum mekanizmalarinin molekiiler analizleri
yapilmaya baslanmis ve birkag protein tespit edilmistir [Tissiéres et al., 1974].

Sicaklik stresi sonrasi aktive olan metabolik yolakta yer alan en 6nemli protein
gruplarindan bir tanesi de arkealardan okaryotlara kadar nerdeyse tiim evrimsel
basamaklarda korunmus olan sicaklik soku proteinleri olarak adlandirilan HSP (is1
soku proteinleri)’dir [Lindquist, 1986]. HSP’ler 6zellikle stres sirasinda sitoplazmada
meydana gelen membransiz sitoplazmik yapilar i¢inde yer alarak proteinlerin
katlanmasindan, ¢oklu protein yapilarinin korunmasi ve bazi protein yapilarinin ise
par¢alanmasina kadar pek c¢ok olayda gorev alan molekiiler caperonlar olarak

tanimlanmaktadir.
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Bu o6zellikleriyle HSP’lerin sadece stresle basa ¢ikmadaki rollerinin disinda
kanserde ifade artiglarinin oldugunun tespit edilmesi de bilimsel arastirmalarinda
O6nemli bir hale gelmelerine neden olmustur [Garrido et al., 1998], [Kamal et al., 2004],
[Graner et al., 2007]. Ozellikle Hsp70 ve Hsp 27 proteinlerinin bobrek kanseri, mesane
kanseri, osteoblastoma, endometriyum kanseri gibi bir¢ok kanser tiiriinde ifade artis
gozlemlenmistir [Ciocca ve Calderwood, 2005]. Ayni zamanda yayilim ve apoptoz
direnci konusunda rol alan bu proteinlerin tiimérlesme tanisinin konulmasinda bir
belirte¢ olabilecekleri ifade edilmistir. Ayrica bu durum kemoterapiye dayanikli bazi
kanser tiirlerinin tedavisinde kullanilabilecek bir hedef olabileceklerini de

diistindtirmektedir.

3.2.3. Oksidatif Stres

Oksidatif stres reaktif metabolitlerle serbest radikal {iriinleri arasinda meydana
gelen dengenin bozularak reaktif oksijen tirtinleri (ROS) olusmasi sonucu hiicrede
gelen stres olarak tanimlanmaktadir [Reuter et al., 2010]. Hiicre tarafindan oksidan adi
verien reaktif oksijen tirtinlerinin zararli etkilerinden korunmak amagli enzimlerin ve
antioksidanlarin yer aldigi bazi mekanizmalar gelistirilmistir. Ayrica hiicre i¢inde
katalaz ve peroksidaz gibi bazi enzimlerin de serbest radikallerin uzaklastirilmasinda
kullanildig1 ve boylece homeostazisini korunmaya calisildigi bilinmektedir. ROS
tirtinlerinin olusumu hiicre membaninda lipit peroksidasyonuna neden olabildigi gibi,
bazi proteinlerle ya da niikleik asitlerle reaksiyona girebilmekte ve bu durum hiicrenin
hasara ugramasiyla apoptoza kadar pek ¢ok sekilde sonuclanabilmektedir [Davies ve
Goldberg, 1987], [Dahl et al., 2015], [Barzilai ve Yamamoto, 2004].

Metal mutagenezlerinin oksidatif strese neden oldugu bilinmesine ragman ilk
defa 1994 yilinda insan fibroblastlariyla yapilan ¢alismada sodyum arsenitin hem
oksijenaz aktivitesinde hem de ferritin diizeyinde belirgin artisa sebep oldugu
bildirilmistir [Lee ve Ho, 1995]. Ayni zamanda katalaz aktivitesini diislirmesiyle de
bu ajanin oksidatif stresi indiikleyebilecegi bilinmektedir.

Daha sonra yapilan arastirmalarda ise sodyum arsenit yapilan oksidatif stresi
mimik etmek i¢in kullanilmaya baglanmistir [Lee et al., 2005]. Sodyum arsenit
varliginda hiicresel stres cevaplariyla ilgili ise literatiirde cesitli veriler mevcuttur.

2001 yilinda eritrositlerle, 2005 yilinda da murin embriyonik fibroblastlarla yapilan
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deneylerde sodyum arsenit varliginda HRI (hem regiile edici inhibitor kinaz)’in aktive
olarak translasyonun durduguna yonelik elde edilmis veriler bulunmaktadir [Lu et al.,
2001], [McEwen et al., 2005]. Bu calismalarda hiicrelere sodyum arsenit
uygulandiginda HRI yokluguna baglhh olarak elF2a’nin fosforilasyonunun
gerceklesmedigi belirlenmistir. Diger bir bulgu ise noronal hiicrelerde sodyum
arsenitin protein katlanmasi {izerindeki negatif etkisine bagli olarak UPR
(katlanmamis protein cevabi) yolagii aktiflestirerek GRP78 (glucose regulated
protein 78) tizerinden PERK’in otofosforile olarak elF2a’y1 fosforile etmesidir [Sun
etal., 2017]. Aktive olan elF2a-ATF4 disinda ise kaspaz 12 ve kaspaz 3’iin de sodyum
arsenite cevap olarak aktive oldugundan ve hiicreyi apoptoza gotiirdiiglinden
bahsedilmistir. Literatiirde yer alan sodyum arsenite bagli gelisen hiicresel stres

cevaplar1 Sekil 3.3°de yer almaktadir.

Apoptoz +— Kaspaz 3

ER Stres : Kasp;az 12

; ik P |
GRPT8 D g8 o CHOP
.,\ ._ elFda —» ATF4

\ o

Oksidatif Stres +  HRI

Sodyum Arsenit

Sekil 3.3: Sodyum arsenitin hiicre i¢i etki mekanizmasi.
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3.2.4. Viral Stres

Sicaklik ve oksidatif ajan varhigi gibi durumlarin disinda hiicre igi stres
olusumuna neden olan en 6nemli etkenlerden birisi de viral ajanlardir. Literatiirde yer
alan c¢alismalar viriis infeksiyonunu takiben 2',5'-oligoadenilat sentetaz ve Mx
(interferon-induced GTP-binding protein) gibi interferonla etkin hale gelen genlerin
yani sira “double-stranded (ds) RNA-dependent protein kinase (PKR) proteinin de
aktive oldugunu gostermektedir [Sadler ve Willams, 2008]. PKR proteinin aktive
olmasi translasyonun baglamasi icin gerekli olan elF2a’nin serin 51°den
fosforillenmesine neden olmaktadir. elF2a nin fosforillenmesi ise guanine nucleotide
exchange factor elF2[ alt biriminden ayrilmasiyla sonug¢lanmaktadir (Sekil 3.4). Aym
zamanda PKR ifadesi dayali ¢alismalar PKR proteinin bazi RNA ve DNA viriis
infeksiyonunda korunmada 6nemli oldugunu gostermektedir [Al-khatib et al., 2003],

[Noguchi et al., 2001], [Gorchakov et al., 2004].

dsRNA/ TAR RNA/ influenza vVRNP
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N dsRBM1
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dsRBM2
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Translasyonun inhibe edilmesi
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Sekil 3.4: Viral infeksiyon sonrasi PKR aktivasyonu.

Virilis infeksiyonuna bagli olarak gelisen stres graniilii formasyonu ise viral
ajanin tiirtine bagh olarak degismektedir [Ortiz et al., 2016]. Baz1 viral ajanlarla
enfekte olan hiicrelerde stres graniilii olusurken, bazilarinda lider protein inhibisyonu,
C proteini aktivitesine bagli PKR inaktivasyonu, elF2a fosforilasyon inhibisyonu gibi
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birgok yolagin aktivitesi sonucu stres graniil olusumlarina rastlanmamaktadir

[Onomoto et al., 2014]. Farkl viriislere verilen stres graniilii olusum yanitlar1 Tablo

3.1°de yer almaktadir.

Bu duruma bagli olarak Sendai ve kizamik viriisii infeksiyonlarinda stres sonucu

olusan stres graniilii yapilarina rastlanmazken, Respiratuvar Sinsitiyal Virtisii (RSV)

infeksiyonunda RasGAP SH3 domain-binding protein 1 (G3BP1) ve T-cell

intracellular antigen (TIA1) proteinlerini

rastlanmaktadir.

iceren stres graniilii olusumlarina

Tablo 3.1: Farkli viriis tiplerine verilen hiicresel yanitlardan stres graniilii olusum
durumu.

Zarf Stres Gandilii .
Genetik Materyal Ornek
Bulundurma olusumu
Var Var
JSDNA Yok Vaccinia viriis
DNA Var
e Yok
virusu Yok Adenoviriis
Var
ssDNA Yok
Yok
Var (Gegici) Polioviriis, EMCV
Yok
RNA Yok irii
RNA (4) o Mengoviriis, TMEV
. o Sindbis viriis, SFV, HCV,
virtisi Var (Gegici) )
Var Corona viriisii
Yok Rubella viriisii, JEV
Var VSV (Tiire bagli), RSV
VSV (Tire bagli), Junin
RNA (-) Var
Yok viriis, Influenza viriis, Sendai
viriis, Kizamik viriisii
Var Reoviriis
RNA (+/-) Cift kapsid
Yok Rotaviriis
Var
RNA(+) via DNA | Var
Yok
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Kanser ve viral stres arasindaki iliski konusunda ise literatiirde yer alan
calismalarda PKR proteininden siklikla bahsedilmekte ve dsSRNA enfeksiyonu sonucu
aktive olan PRK’nin interferon cevabi gibi tiimorlesme mekanizmasinda da rol
aldigindan bahsedilmektedir [Mounir ve Koromilas, 2010]. PKR’nin kanserlesmedeki
roliiyle ilgili deneyler ise farkli sonuglar igermektedir [Marchal et al., 2014].
Literatirde yer alan bazi calismalarda PKR aktivasyonunun antitiimér etkisi
bulundugundan, malignant kanserlerde PKR ifadesinin baskilandigindan veya inaktive
oldugundan bahsedilirken, bazi ¢alismalarda ise asir1 ifadesinin kolon, melanoma,
karaciger, meme ve tiroid kanseri olusumuyla baglantili olduguna dikkat
cekilmektedir [Yoon et al., 2009], [Mounir et al., 2009], [Roh et al., 2005], [Terada et
al., 2000]. Ayn1 zamanda proliferatif transkripsiyon faktorii olan NF-kB’nin tetikledigi
kanserlesme yolaginda PKR proteinin gorev aliyor olabilecegi tahmin edilmekte ve
ayni kanser tiplerinde goriilen PKR/elF2/NF-kB aktivite farkliliklarinin tespit edilmesi
de bu goriisti desteklemektedir [Delgado ve Lucca, 2007].

3.3.Kanser Metabolizmasinda Membransiz Organellerin Rolii

Bu esnek ve dinamik yapi icerisinde kesfedilmis en yeni yapilar membransiz
graniiler yapilardir. Son yillarda yapilan ¢alismalarla ¢ekirdek icerisindeki niikleolus,
Cajal body, PML body (promyelocytic leukaemia body), Polycomb body, niikleer
benek (niikleer speckle) gibi yapilar bulunurken, sitoplazmada ise stres graniili, P-
body gibi memransiz organeller tanimlanmis bulunmaktadir. Geri doniisiimlii olan ve
bulundugu c¢evreden daha yogunluklar1 bakimindan ayrilan bu yapilarin zengin RNA
icerigine sahip olasinin yan sira, RNA baglayici proteinlerle birlikte bir kor halinde
bulunduklar1 gosterilmistir. Her bir farkli kompartmanin ise hiicre i¢i farkli gérevler
icerecek sekilde 6zel igeriklere sahip olduklart da bilinmektedir.

Kanserle membransiz hiicre i¢i organeller arasindaki iliskinin arastirilmasi ise
son birka¢ yilda dikkat ¢ceken konular arasinda yer almaktadir. Bunlardan bir tanesi
hiicre i¢i faz ayriminda goérev alan ve E3 {ibikitin ligaz adaptor proteini gibi gorev
yapan Speckle-Type Poz Protein (SPOP) proteininin meme, prostat, endometriyum
gibi birgok kanser arasindaki iliskinin gosterilmesidir. Bu konuda yapilmis olan bir
diger ¢alisma ise yine faz ayriminda gorevli oldugu bilinen LPSS proteininin pankreas

kanseri tedavisinde kullanimina iligkindir [Ming et al., 2019].
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3.3.1.Niikleer Benekler

Gilintimiizde hiicre i¢ci en o6nemli aktivitelerden biri olan gen ifadesinin
gergeklestigi ¢cekirdek yapist hentiz tam olarak aydinlatilamamis olmakla birlikte, bu
yap1 ve organizasyonunun tam olarak anlasilabilmesi i¢in ¢ekirdek i¢i yapilanmalarin
arastirilmasi biiyiik bir 6nem tasimaktadir. Bu ¢ekirdek i¢i yapilanmalardan biri olan
ve kirpilma faktorlerini barindiran niikleer benekler kromatinler arasinda yer alan,
cekirdek ici membransiz kiiciik organeller olarak tamimlanmaktadir. Ilk olarak
Santiago Ramon y Cajal tarafindan 1910 yilinda boyanmis 6rnekler iizerinde, 151k
mikroskobuyla yapilan arastirmalar sirasinda fark edilmis ve Cajal tarafindan “grumos
hialinos™ (hiyalin topaklar) olarak adlandirilmiglardir [y Cajal, 1910], [Lafarga, 2009].
Niikleer benekler Swift tarafindan 1959 yilinda yapilan c¢alismalar sirasinda RNA
iceren bulutsu yapilar olarak betimlenmis olmasina ragmen, ilk defa J. Swanson
Beck tarafindan 1961 yilinda sican karacigerinde yapilan calisma sirasinda benek
(speckle) kelimesiyle betimlenmis ve adlandirilmistir [Swift, 1959] [Beck, 1961].
Swift ve Beck’in bulgularmin birlestirilmesi ise yaklagitk yirmi yil sonra
gerceklesebilmistir. Yapilan g¢alismalarda kirpilma faktorlerine yonelik antikorlar
kullanildiginda ¢ekirdek i¢inde benek benzeri bir boyama profiliyle karsilagilmistir
[Spector ve Lamond, 2011]. Bu ¢alismalar arasinda yer alan Spector ve Lerner’in
Smith (Sm) antikorlarini kullanarak yaptiklar1 deneyler sonucunda ise U1, U2, U4, U5
ve U6 gibi kiigiik niikleer riboniikleoproteinlerin (small nuclear ribonucleoprotein,
snRNP’lerin) bu alanlarda konumlandig: tespit edilmistir [Lerner et al., 1981],
[Spector et al., 1984]. Giuiniimiizde ise niikleer benekler, kirpilmada gorevli olan bu
snRNP’leri bulundurmalari nedeniyle kirpilma (splicing) benekleri olarak da
adlandirilmaktadir.

Kirpilma olayinda gorev alan birgok protein bu alanda bulunuyor olmasina
ragmen, literatiirde yer alan bazi ¢alismalarda kirpilma olaymin niikleer beneklerin
etrafindaki perikromatin fibriller alanlarda gergeklesiyor olabilecegi, bazi
calismalarda ise niikleer beneklerin i¢inde bu biyolojik siirecin gerceklestigi goriisii
yer almaktadir. Fakat bugiin transkripsiyonla es zamanli gerceklesen kirpilma olayinin
perikromatin fibriller arasinda meydana geldigine, transkripsiyonu takiben
gerceklesen kismin niikleer beneklerde gerceklestigine dair mevcut kanitlar

bulunmaktadir [Girard et al., 2012].
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Immunofloresan analizlerle g6zlemlenebilen niikleer beneklerin interfaz
sathasindaki bir memeli hiicresinde 25-50 adet bulundugu ve farkli biiytikliklerde
olabildigi bildirilmistir. Elektron mikroskobuyla yapilan c¢alismalar ise niikleer
beneklerin 20-25nm biiytikliikte oldugunu goéstermistir. Ayn1 zamanda daha sonra
yapilan ¢alismalarla ise niikleer beneklerin protein ve RNA’dan olusan dinamik
yapilar oldugu belirlenmistir. Immunofloresan boyama c¢alismalariyla da zellikle
poliA kuyruguna sahip RNA’lar tarafindan sarilmis bir kora sahip oldugu da
gosterilmis bulunmaktadir.

Niikleer beneklerde kirpilma mekanizmasinda gorev alan proteinlerin
bulunmasinin yan1 sira Sarmal bobinli WW alan i¢eren adaptor proteini (WW Domain
Containing Adaptor With Coiled-Coil, WAC) ve RNA polimeraz iligkili protein CTR9
(RNA polymerase-associated protein CTR9) gibi epigenetik kontrolde rol oynayan
proteinler; serin/treonin-protein kinaz 1 ( serine/threonine-protein kinase 1, SRPK1),
cift 6zgiilliik protein kinaz 1 (Dual specificity protein kinase 1, CLK1), glikojen sentaz
kinaz 3 beta (Glycogen synthase kinase 3 beta, GSK3B), Serin / treonin-protein kinaz
PRP4 homologu (Serine/threonine-protein kinase PRP4 homolog, PRPF4B) gibi
kinazlar ve protein fosfotaz 1 niikleer inhibitérii (Nuclear inhibitor of protein
phosphatase-1, NIPP1) gibi fosfotazlarin da konumlandigi da literatiirde yer
almaktadir [Hernandez et al., 2004], [Saitoh et al., 2004], [Keshwani et al., 2015],
[Trinkle-Mulcahy et al., 1999], [Corkery et al., 2015], [Galganski et al., 2017]. Bu
durum, ilgili alanlarin sadece kirpilma ile ilgili bir bolge olmanin 6tesinde RNA
metabolizmasiyla yakindan iliskili oldugunun gosterilmesi bakimindan oldukca
onemlidir. Nitekim bugiin niikleer beneklerde konumlanan proteinlerin gen ifadesi
dizenlenmesinden, tanskripsiyon basamaklarinin  tamamlanarak RNA’larin
cekirdekten sitoplazmaya iletilmesine kadar bir¢ok olayda gorev aldig: bilinmektedir.
Sekil 3.5 ‘de bu yapilarda konumlanarak ¢esitli diizenlemelerde direk ya da indirek

olarak rol alan protein 6rnekleri yer almaktadir.
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Sekil 3.5: Niikleer beneklerde konumlanan bazi proteinler ve bu proteinlerin
biyolojik fonksiyonlari.

Wang ve arkadaslar tarafindan 2018 yilinda yapilan bir ¢alismada ise endojen
intron icermeyen mRNA’larin ve mRNA’larin ¢ekirdek i¢inden ¢ikmasinda gérev alan
TREX kompleksi (TRanscription-EXport complex) yapisinin niikleer beneklerde
konumlandig1 belirtilmistir. Ayn1 zamanda bu konumlanmanin niikleer beneklerin
mRNA’lar i¢in ¢ekirdekten ¢ikis 6ncesi bir kontrol bolgesi olabilecegine dair bir ipucu
olabilecegine dikkat ¢ekilmistir [Wang et al., 2018].

Niikleer beneklerle ilgili yapilan c¢alismalarda en ¢ok kullanilan antikorlarin
basinda ise serin/arjinince zengin kirpilma faktorii 2 (Serine/arginine-rich splicing
factor SC35, SRSF2) gelmektedir. Bu antikor fosforile haldeki serin ve arjinince
zengin proteinleri tanimast nedeniyle imunofloresan boyama c¢alismalarinda siklikla
yer almaktadir. Kirpilma i¢in gerekli olan bu proteinin ATP bagimli olarak RNA’larin
plirin bakimimdan zengin 5° ve 3’ kirpilma bolgelerine baglanma kapasitesine sahip
oldugu bilinmektedir. Bu 06zelligi nedeniyle RNA-spliceozom baglanmasini
saglamasinin yani sira Ul ve U2 snRNP’nin pre-mRNA ile iligski kurmasina yardime1
olmaktadir.

RNA biyogenezi konusunda 6nemli bir yere sahip olan niikleer beneklerde
konumlanan protein ifadelerine bagli degisikliklerin ise kanser gibi hastaliklarin

olusumuyla baglantili olduguna dair bir¢ok ¢alisma literatiirde mevcuttur. Ozellikle
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alternatif kirpilma olayinda gorev alan bazi proteinlerin kanserle iligkili oldugu
bilinmektedir [Venables, 2004]. Bu proteinlerden biri de SRPK1 tarafindan fosforile
edilen ve mRNA stabilitesi, translasyon, miRNA diizenlemesi, niikleer stres ve
sumolasyon gibi bir¢cok yolakta gérev alan serin/arjinince zengin kirpilma faktorii 1
(Serine/arginine rich splicing factor 1, SRSF1) proteinidir. Literatiirde yer alan bazi
calismalarda SRSF1 proteinin akciger, kolon, meme, tiroid, karaciger, pankreas
kanserlerinde proto onkogen gibi bir rol oynuyor olabilecegine dikkat ¢ekilmektedir
[Karni et al., 2007], [Gout et al., 2012], [Anczukow et al., 2015], [Sheng et al., 2017].
Yine alternatif siplicing olayinda gérev alan proteinlerden biri olan meme kanseri tip
1 duyarlilik proteini (Breast cancer type 1 susceptibility protein, BRCA1) ifadesine
bagli degisiklerin over ve meme kanseri olusumunda 6nemli bir yere sahip oldugu
bilinmektedir. BRAC1 genindeki mutasyonlarla meme kanseri arasindaki iliskiye
dayali ilk giiclii kanitlar ise 1994 yilinda Miki ve arkadaslar1 tarafindan pozisyonel
klonlama metodu kullanilarak yapilan deneyler sonucunda elde edilmistir [Miki et al.,
1994]. Guintimiizde ise meme ve over kanserlerinin teshis ve tedavisi i¢in kullanilan

en 6nemli hedef protein olarak taninmaktadir [Godet ve Gilkes, 2017].

3.3.2. Stres Graniilleri

Cevresel stres kosullarinin degisimine verilen hiicresel cevaplardan bir tanesi
de sitoplazmada protein ve RNA igerigine sahip membransiz graniiler yapilar
olusturmaktir. Bu yapi ilk defa 1986 yilinda tavuk embriyo fibroblastlariyla yapilan
deneyler sirasinda sicaklik stresine bagli olarak goézlemlenmis olup, baska
memelilerde, mayalarda, Drosophila 'da ve bitkilerde de varlig1 gosterilmistir [Collier
and Schlesinger, 1986], [Nover et al., 1989], [Kedersha et al., 1999].

Yapilan calismalar sitoplazmik stres graniillerinin mRNA, protein ve bazi
translasyon faktorlerini igerdigini bilinmektedir [Buchan ve Parker, 2009]. Daha 6nce
yapilan calismalarda stres sonucu ve elF2-GTP-tRNAiM®  olusumunun
gerceklesememesini takiben olustugu bilinmektedir. Gilks ve arkadaglar1 tarafindan
2004 yilinda yapilmis olan bir calismayla eIF2a’nin fosforillenmesinin ardindan TIAR
ve TIA-1 tarafindan elF2-elF5 onciil baslangic kompleksinin meydana geldigi
bildirilmistir. Yine ayni calismada bu kompleksin stres graniillerinin kor yapisini

olusturuyor olabileceginden s6z edilmektedir [Gilks et al., 2004]. Bu durumun yani
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sira glinlimiizde memelilerde TIA-1"in yan1 sira G3BP1 ve Ataksin 2 (ATXN2)
proteinlerinin de stres graniilii olusumuna katki sagladigi bilinmektedir. 2016 yilinda
yapilan baska bir ¢calismayla ise stres graniillerinin stabil bir yapida olan kor ve zay1f
etkilesimlerin meydana getirdigi daha dinamik bir yapiya sahip kabuk olmak iizere iki
farkli alandan olustugu deneysel olarak kanitlanmigtir [Jain et al., 2016]. Ayrica
memeli ve mayalardan izole edilen stres graniilii yapilartyla yapilan kiitle
spektrometresi analizlerinde bu graniillerde ¢ok sayida ATP bagimli helikaz ve
protein modelleyici varlig tespit edilmistir. Bu durum stres graniillerinin olusumunun
ATP’ye ihtiya¢ duyuldugunu gostermektedir.

Stres grantilleriyle ilgili bir diger bulguysa kendisi gibi mRNP’ler ve
translasyona ugramamis mRNA’larin olusturdugu sitoplazmik graniiler yapilar olan P
body ile aralarinda bir doniisiim bulunmasidir. Bu iki yap1 genel olarak birbirlerine
benzemelerine ragmen P-body translasyonu bakilayici proteinler ve RNA yikimi
mekanizmasi igerirken, stres graniilleri translasyon baslangicinda takili kalmig
mRNA’lar, translasyon baslatici proteinler igermektedir [Aizer et al., 2014], [Jain et
al., 2016]. Stres graniilleri ve P-body doniistimleri sirasinda polizomlardan ¢ikan
mRNA’lar RNP’ler ile baglanarak P-body yapilarini olusturmakta ya da tekrar
translasyona yonelmektedir. Bu yonelimin ise ya poliA kuyrugu varligina ya da 6zgiin
mRNA baglayan proteinlerle (X faktorii olarak adlandirilmakta) gergeklestigi
dustiniilmektedir.  Stres graniilintin yapisinda yer alan mRNP’lerin ise tekrar
translasyona girebilmeleri i¢in elF2, elF3 ve ribozomun 40 S alt {initesi gibi yapilara
ihtiya¢ duyulmaktadir. Iki graniiler yap: arasinda meydana gelen bu dongii ayni
zamanda stres graniillerinin otofajiye ugramasi ile de sonuglanabilmektedir [Bunchan

et al., 2013]. Bu dongiiye ait bir modelleme Sekil 3.6’da yer almaktadir.
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Sekil 3.6: Stres grantilii ile P-body yapilarinin arasindaki dontisiime ait modelleme.
(Deneysel olarak kanitlamamis kisimlar kesikli oklarla gosterilmistir.)

Stres grantilleri sadece stres cevabinda ve gen regiilasyonunda degil aym
zamanda tiimdr olusumu ve viral enfeksiyonlarda da olduk¢a 6nemlidir.

Genel olarak ¢ekirdek yapiyla beraber protein-protein, protein-RNA iliskilerinin
meydana getirdigi faz ayrilmasiyla olusan graniiler yapilar oldugunun bilinmesine

ragmen bu alanlarla ilgili ayrintili bilgiler heniiz elde edilememistir.
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4.MATERYAL ve YONTEM

4.1. Materyal

4.1.1. Hiicre Hatt1 Secimi

Ccdc124 proteininin olast RNA hedeflerinin belirlenmesinde hiicre hatti olarak,
hiicre biiytiklugiine bagli olarak organel yapilarinin belirgin olmasiyla goriintiileme
calismalarina izin vermesi ve kolay transfekte edilebilmesi nedeniyle Hela
kullanilmistir.  Stres graniilii ve niikleer speckle organizasyonlarinda CCDC124
proteininin varliginin gostermek amaciyla ise HCT 116 p53-/-, HCT 116 p53-/-
Ccdc124 CRISPR/Cas9 ve Hela hiicre hatlarinin kullanilmasi tercih edilmistir.
Proteinin ifadesinin kanserle olan iligkilerinin belirlenmesi i¢in ise insan kanser hiicre

hatlarina ait cDNA 6rnekleri ve doku panellerinin kullanilmasi uygun goriilmiistiir.
4.1.1.1. HeLLa

HeLa hiicreleri, 8 Subat 1951 yilinda Henrietta Lacks isimli 31 yagindaki bir
kadindan alinarak kiiltiire edilmis epitelyal kokenli insan servikal kanseri hiicreleridir.
[k defa George Otto Gey tarafindan kiiltiire edilmis olan bu hiicreler kolay transfekte
edilmesi ve hiicre biiyiikliikleri nedeniyle gilintimiizde en ¢ok kullanilan hiicre hatlar

arasinda yer almaktadir.
4.1.1.2. HCT 116

Kolon kanser hiicre hatt1 olarak bilinen HCT116 transfeksiyon olmasi nedeniyle
tercih edilen hiicre hatlar1 arasinda yer almaktadir. Yapilmis olan bu ¢alismada ise
1998 yilinda Bunz ve arkadaslar1 tarafindan homolog rekombinasyonla p53-/-
yapilmis olan HCT116 hatt1 kullanilirken, elde edilen bulgularin negatif kontrolii i¢in
Crispr/cas9 yontemi kullanilarak Cedc124 ifadesi susturulmus HCT116 p53-/- hiicre
hatt1 modeli tercih edilmistir [Bunz et al., 1998].
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4.1.1.3. insan Kanser ¢cDNA Paneli

Ccdc124 proteininin  ¢cDNA seviyesinde ifadesinin kanser hatlarindaki
degisiminin Q-PCR yontemiyle saptanmasi i¢in Origene firmasindan temin edilen
kanser doku panelleri kullanilmistir. Bu panellere ait katalog bilgileri ise Tablo 4.1°de

yer almaktadir.

Tablo 4.1: Ccdc124 ifadesinin RNA diizeyinde belirlenmesi i¢in kullanilan

paneller.
PANEL iSMi MARKASI KATALOG
NUMARASI
Ovarian Cancer Tissue qPCR Panel III Origene HORT 303
Cancer Survey cDNA Array Origene CSRT 303

Farkli kanser tiplerindeki Ccdc124 ifade seviyelerinin karsilastirilmast igin 18
farkli kanser iceren panel tercih edilirken; over kanserinin daha ayrintili analizi i¢in 48
farkli hastadan alinmis 6 saglikli, 9 adet [A, 2 adet IB, 3 adet IC, 3 adet [IB, 1 adet IIC,
1 adet II, 3 adet IIIA, 6 adet I1IB, 12 adet IIIC, 1adet II1,1 adet IV evresindeki kanserli
doku cDNA 6rneklerini igeren qPCR panelinin kullanilmasi tercih edilmistir. Her bir
kuyucukta 2-3 ng cDNA igeren panaller ise -20°C’de saklanmis, satin alinan paneller

tic tekrarli olacak sekilde kullanilmistir.

4.1.1.4. insan Kanser Doku Paneli

Ccdcl124 protein seviyesi ifadesinin kanser hatlarindaki degisiminin
immunohistokimya yontemiyle saptanmasi i¢in ise Biomax firmasindan satin alinan
mesane, over ve endometriyum kanser doku panelleri kullanilmistir. Panellere ait

bilgiler Tablo 4.2° de gosterilmistir.

29



Tablo 4.2: Ccdc124 ifadesinin protein diizeyinde belirlenmesi i¢in kullanilan

paneller.
PANEL iSMi MARKASI KATALOG
NUMARASI
Urinary bladder tissue array Biomax BL1002a
Endometrioid carcinoma tissue array Biomax UT501a
Ovarian carcinoma tissue array Biomax OV485

Tablo 4.2°de gosterilmis olan mesane doku panellerinde 8 normal, 40 kanserli
dokuya ait toplam 48 6rnek dublike olarak bulunurken, endometriyal doku kanser
panelinde 5 adet normal, 45 kanseli doku olmak {izere 50 6rnek, over kanser panelinde
ise dublike olarak yer alan 8 normal, 40 kanserli doku 6rnegi olmak tizere 48 6rnek
yer almaktadir.

Dokulara ait degerlendirme yapilirken ise Inonii Universitesi Turgut Ozal Tip
Merkezi’nde Patoloji Anabilimdali’nda gérev yapan Prof. Dr. Nese Karadag Soylu ile
birlikte 6rneklerin temin edildigi hastalara ait bilgiler goz 6niinde bulundurularak

inceleme yapilmuistir.

4.1.2. Hiicre Kiiltiirii Soliisyonlari

e Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)

HeLa hiicre hatlarinin kiiltiire edilmesi i¢in besiyeri olarak kullanilan 4.5g/L
D-glukoz iceren DMEM, %10 fetal serum eklenerek hazir hale getirilmis ve hiicre
ortamina Tablo 4.3’de belirtilen antibiyotik miktarlar1 taze olarak eklenmistir.
Kullanilmadan once ise su banyosunda isitilarak sicakligi 37C°” ye getirilmis ve

hiicrelerin {izerine eklenmistir.
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Tablo 4.3: DMEM kullanilarak kiiltiire edilmis hiicre hatlar1 ve bu hatlarin
besiyerine ilave edilen antibiyotik konsantrasyonlari.

Kullanilan Hiicre Hatti Kullanilan Antibiyotik
Antibiyotik konsantrasyonu
Hela (WT) Penisilin/Streptomisin 0.1 pg/ml
HeLa (GFP) Genetisin 0.6 pg/ml
HeLa (Ccdc124-GFP) Genetisin 0.6 pg/ml

e Dulbecco's Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F-12)
HCT116 p53-/- ve HCT116 p53-/- Ccdcl24 Crisper/Cas9 hiicre hatlarinin
kiltiire edilmesinde kullanilan DMEM/ F-12 besiyeri, %10 fetal serum ve 0.1 pg/ml

penisilin/streptomisin eklenerek kullanilmistir.

e Tripsin
Hiicrelerin kiiltiire edildikleri petriyle temaslarini ortadan kaldiran bir enzimdir.
Calismalar sirasinda kullanilmak tizere -20°C*“de saklanan enzim, tripsin-etilendiamin

tetraasetik asit seklinde PBS igerisinde 3X olacak sekilde hazirlanmistir.

e PBS
Ticari olarak satin alinmis olan 10X PBS, hiicre kiiltiirti ¢alismalarinda 1:10

oraninda steril distile su ile seyreltilerek 1X PBS olarak kullanilmistir.

e Hiicre Dondurma Besiyeri
Fetal sigir serumu igerisine %10 DMSO eklenerek hazirlanan besiyeri,

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

e Antibiyotik Hazirlanmasi
Kullanilmak tizere secilen antibiyotik liyofilize halde bulunmasi nedeniyle
belirlenen konsantrasyonlara gore ddH2O’da c¢oziilerek hazirlanmis ve 0.22um

filtreden gecirilerek besiyerine taze olarak eklenmistir.
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4.1.3. Liziz Soliisyonu

e Liziz Tamponu
Son konsantrasyonda 500 mM Tris (pH=S8), 250 mM NaCl, %1 NP40 ve 1X
proteaz inhibitorii konularak tizeri ddH>O ile 1L’ye tamamlanmigtir. Deneylerde

kullanilan liziz tamponunun taze olarak hazirlanmasi gerekmektedir.

4.1.4. immiinoblot Soliisyonlar

e Jel Formiilasyonlar1 (10 ml)

Tris tamponu, SDS ve % 40 akrilamid ddH»O igerisinde asagidaki tablolarda yer
alan oranlar g6z Oniine alinarak hazirlanmistir (Tablo 4.4 ve Tablo 4.5). %10 APS and

TEMED ise hizli polimerlesmeye neden olduklari i¢in en son eklenmistir.

Tablo 4.4: Yiirtitme jeline ait kimyasal oranlari.

YURUTME JELI 12%

1 2 4
1.5 Tris HCIl pH 8.8 1250 2500 5000
ddH,O 2175 4350 8700
40% Acryl/bis 1500 3000 6000
25 % SDS 20 40 80
10% APS 50 100 200
TEMED 5 10 20

Tablo 4.5: Ayirma jeline ait kimyasal oranlari.

AYIRMA JELI 4%
1 2 3 4
0.5 Tris HC1 pH 6.8 1250 2500 3750 5000
ddH>O 3175 6350 9525 12700
40% Acryl/bis 500 1000 1500 2000
25 % SDS 20 40 60 80
10% APS 50 100 150 200
TEMED 5 10 15 20
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e Yiirtitme Tamponu, 5X

15.1 g tris, 95 g glisin, 50 ml 10% SDS ddH,O0 ile 1L’ye tamamlanmustir.

e Transfer Tamponu, 10X
30.3 g tris ve 144 g glisin ddH»O igerisinde ¢oziilerek 11.°ye tamamlanmistir.
Deneyde kullanilmadan 6nce taze olarak hazirlanan soliisyon ddH»O ile 1X olacak

sekilde seyreltilerek ve %20 methanol eklenerek 4 C°’de saklanmustir.

e TBS, 10X
12.1 g tris ve 87.6 g NaCl 1 L ddH2O igerisinde ¢oziilerek, pH’1 8.0 olacak

sekilde ayarlanmistir.

e TBS-T
Hazirlanmis olan 1X TBS soliisyonunun igine %0.1 tween-20 eklenerek

hazirlanmistir.

e 1.5 M Tris-HCI, pH 8.8
200ml ddH>O igerisinde 121.1 g trizma base ¢oziilmiis ve pH 8.8 olacak sekilde

ayarlanmigtir.

e 0.5M Tris-HCI, pH 6.8
200ml ddH2O igerisinde 121.1 g tris ¢oziilerek hazirlanan soliisyonun pH’1
hidroklorik asit (HCI) ve sodyum hidroksit (NaOH) kullanilarak 6.8 olacak sekilde

ayarlanmistir.

e APS
0.1 g amonyum siilfat, 1 ml ddH>O igerisinde ¢oziilerek filtre edilmis ve taze

hazirlanan soliisyon -20°C’de muhafaza edilmistir.

e Strip Soliisyonu
Son konsantrasyonu 100 mM B-mercaptoethanol, %2 SDS, 62.5 mM Tris-HCI
icerecek ve pH 6.7 olacak sekilde hazirlanmis ve membranin strip edilmesinde

65°C’de 30 dakika inkiibasyonu i¢in kullanilmistir.
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4.1.5. RIP Soliisyonlar:

e RIP Liziz Tamponu
RNA c¢oktiirmesi icin kullanilan Magna RIP kitinin i¢inde yer alan liziz
bufferdan 100 pl alinarak, i¢ine 0.5 pl protein inhisyon kokteyli ve 0.25 pL. RNase

inhibitor eklenerek hazirlanmistir.

e RIP Immunoprecipitation Tamponu
860 pLL RIP yikama tamponunun i¢inde 35 pL. 0.5 M EDTA ve 5 pl. RNase

inhibitorii eklenerk toplam hacim 900 pl’ye tamamlanmastir.

e Proteinase K Tamponu
Toplam hacim 150 uL olacak sekilde 117 pL. RNA ¢oktiirmesi i¢in kullanilan
yikama tamponu, 15 pL. 10% SDS ve 18 puL Proteinase K eklenerek hazirlanmigtir.

4.1.6. PCR ve Q-PCR Soliisyonlar

Kanser dokularinda Ccdc124 ifadesinin saptanmasi ve proteinin baglandigi olasi
hedeflerin dogrulanmasi i¢in yapilan PCR dneylerinde kullanilan soliisyonarina ait

bilgiler Tablo 4.6°da verilmistir.

Tablo 4.6: PCR i¢in kullanilan reaksiyon igerigi.

Kullamilan Reaksiyon Kullanilan Hacim
[cerigi

33 ul
Taq buffer S5ul
MgCl, 4 ul
dNTP 2ul
Reverse primer 2 ul
Forward primer 2 ul
cDNA 1 ul
Taq DNA polimeraz 1 ul
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PCR analizini takiben gerceklestriltn Q-PCR analizinde kullanilan

soliisyonlarina ait bilgiler ise Tablo 4.7°de ayrintili olarak belirtilmistir.

Tablo 4.7: Q-PCR igin kullanilan reaksiyon icerigi.

Kullanilan Reaksiyon Igerigi Kullanilan Hacim
Maxima cyber gren 12,5 ul
Forward primer 1 ul (0.4uM)
Reverse primer 1 ul (0.4 uM)
Water, nuclease free 10.5 ul

4.1.7. Kimyasal Malzemeler

Deney ig¢in kullanilan kimyasallara,

kitlere, bu kimyasal ve Kkitlerin

markalarina/katalog numaralarina ait liste asagidaki Tablo 4.8’de yer almaktadir.

Tablo 4.8: Kullanilan kimyasal madde listesi.

KIMYASAL VE KITLERIN ADI KIMYASALIN MARKASV/
KATALOG NUMARASI
2-Mercaptoethanol Aldrich/ M6250
Bradford Reagent Sigma/ B6916
FBS Biowest/ S181G
Akrilamid/bis-akrilamid %Soliisyon Sigma/ A3699
Lipofectamin2000 Invitrogen /11668
Geneticin-G418 Gibco/ 10131
Bovine Serum Albumin (BSA) Sigma /A2153
Hidroklorik asit Sigma/ 071102
High glucose DMEM Gibco/ 41966
DMEM/F-12 Gibco/ 11320033
Liqui-gel 37 5 1 MP/ 800804
[zopropanol Sigma 24137
Metanol Sigma/ 34885
PBS Lonza/ BE17-517Q
Magna RIP Kit Merck 17-701
Pen /Strept Lonza/ BE17-16E

Sodyum arsenit

Merck hc72333377
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Tablo 4 .8 Devam.

Sodyum kloride Sigma/ 13423
TEMED Sigma/ T9281
RevertAid RT Reverse Transcription Kit Thermo /K1691
Tripsin Gibco/15400054
RNA izolasyon kiti MN 740955.50
Trizma base Sigma/ T6066
Tween 20 Sigma/ P1379
DMSO Merck/ 116743.1000
Cyber Thermo/ K0253
Fenol AppliChem/ 141323
NP40 Sigma NP40S
Kloroform Merck/102445
[zoamilalkol Merck/ 100979.2500
Blue Loading Buffer Pack BioLabs/ B7703S
Amonyum persiilfat (APS) Sigma/A3678

4.1.8. Kullanilan Cihazlar

Deney i¢in kullanilan cihazlara ve cihazlarin markalarina/model numaralarina

ait liste asagidaki Tablo 4.9°da yer almaktadir.

Tablo 4.9: Kullanilan cihaz listesi.

CIHAZIN ADI CIHAZIN MARKASI/ MODELI
Floresan mikroskobu Nikon/ H600L

FACS BD FACSJazz

Inkiibator Heal Force/ Smart cell
Laminar Flow Cryste

Sanrifiij Labogene/ ScanSpeed 1580R
Immunohistokimya Cihaz1 Dako Link

Santrifiij (Hiicre kiiltiirti) Niive/ NF400F

Shaker Labnet/ Rocker 25

Su banyosu Wisd/ WiseBath

Immiin —Blot Ekipmanlar1 ve BioRad

NanoDrop Thermo/ NanoDrop Lite
Heat-block Benchwork

Gortntiileme cihazi BioRad/ ChemiDoc XRS+
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Tablo 4.9 Devam.

Konfokal mikroskobu LSMS880

Q-PCR cihazi (RNA hedefleri Applied Biosystem/StepOnePlus
Q-PCR cihaz (kanser 6rnekleri Stratagene/Mx3000P

PCR cihaz1 Biometra/Professional Thermocycler
Western (ylirlitme, transfer) Biorad

pH metre Mettler Toledo

Hassas Terazi Sartorius/ BL210S

Varioskan (Protein Thermo Varioskan Flash
Agaroz jel yliriitme sistemi Biorad/ SubCell GT

Sheaking inkiibator FINEPCR/BAEQ7

Floresan Hiicre Goriintiileme Biored/ Zoe

4.1.9.Antikorlar

Arastirma sirasinda immunofloresan yonteminde kullanilan antikorlara ait

bilgiler ve immiinoblot sirasinda kullanilma oranlarina iliskin bilgiler Tablo 4.10°da

gosterilmistir.
Tablo 4.10: Kullanilan antikor listesi.
ANTIKOR | KAYNAK FIRMA | KATALOG | WB IF IHC
NO

Anti Tavsan | Proteintec | 27106-1- 1/100

Anti Tavsan | Bethyl A301-835 1/100 | 1/100
Anti fare Keci Sigma A2304 1/500

Anti tavsan Keci Sigma A9169 1/500

Anti GFP Tavsan | Sigma G1544 1/100
GAPDH Tavsan | Cell 51748 1/100

SC35 Fare BD 556363 1/100
G3BP Fare Abcam ab56574 1/100
TIA-1 Fare Santa Cruz | sc166247 1/50
Alexa 555 Fare Cell 4409S 1/500
Alexa 555 Tavsan | Cell 4413S 1/500
Alexa 488 Fare Cell 4408S 1/500
Alexa 488 Tavsan | Cell 44128 1/500
Alexa 594 Fare Cell 8890S 1/500
Alexa 594 Tavsan | Cell 8889S 1/500
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Tablo 4.10 Devam.

Hoechst Thermo H3570 1/10000

Calnexin Tavsan Abcam ab22595 1/100

Anti Flag Fare Sigma F3165 1/100

Ccdcl124 Tavsan Bioss 8083R 1/150
4.1.10. Marker

Western ve agaroz jel deneyleri sirasinda gézlemlenen bantlarin biiytikliiklerinin

tespit edilmesi amaciyla kullanilan isaretleyiciler Tablo 4.11°de g6sterilmistir.

Tablo 4.11: Kullanilan isaretleyicilerin listesi.

MARKER FIRMA/
KATALOG NUMARASI
Protein Marker Thermo/ S26619
DNA Ladder (1 kb) Fermentas / SM0313
DNA Ladder (100bp) Fermentas/ SM0321
4.2. YONTEM

4.2.1. Hiicre Kiiltiirii

4.2.1.1. Hiicre Kiiltiirii Ortami

HeLa hiicreleri %10 (v/v) FBS ve yiiksek glikoz igeren besiyeri ortaminda
kiiltire edilmis olup, kullanilan hiicre hatlarina gére ortama %1 (v/v)
penisilin/streptomisin veya 0.6 ug/ml genetisin eklenmistir. HCT116 p53-/- hiicre hatti
icin ise %10 (v/v) FBS, %1 (v/v) penisilin/streptomisin iceren DMEM/F-12 besiyeri
kullanilmistir. 37°C’de ve %5 CO; igeren kosullarda inkiibatorde muhafaza edilen
hiicrelerinin besiyerleri ortalama 2-3 giinde bir taze besiyeri ile degistirilmis ve hiicre

yogunlugu %70-80’e ulastiginda alt kiiltiirleme yapilmstir.
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4.2.1.2. Alt kiiltiirleme ve Kiiltiir Saklama

Alt kiltiirleme yapilacak hiicrelerin oncelikle besiyerleri uzaklastirilarak 1X
PBS ile yikama yapilmistir. Hiicre-hiicre/hiicre-ytlizey baglantilariin ortadan
kaldirilmasi amaciyla 1 ml 3X tripsin eklenerek enzim aktivitesinin saglanmasi i¢in
yaklagik 2-3 dk 37°C’de hiicreler inkiibe edilmistir. Daha sonra ortama tekrar besiyeri
eklenerek enzimatik aktivite durdurulmus ve hiicreler toplanarak oda sicakliginda 5
dakika 1500 rpm’de santrifiij edilmistir. Santrifiijiin ardindan hiicreler taze besiyeriyle
homojenize edilmistir. Hiicre yogunlugu %20-30 olacak sekilde yeni besiyerine
ekilerek 37°C’de ve %5 CO; iceren ortamda inkiibasyona birakilmistir.

Hiicrelerin dondurularak uzun siire saklanmasi i¢in %10 DMSO iceren FBS
kullanilmis, bu besiyerinde homojenize edilen hiicreler 1ml’lik dondurma tiiplerine
aktarilarak kademeli olarak 6nce -80°C’de, ardindan da sivi nitrojende saklanarak

muhafaza edilmistir.

4.2.2. Hiicre Hatti Transfeksiyonu

Deneyde kullanilan HeLa hiicre hatlarinin kalici olarak transfeksiyonu i¢in GFP
ve GFP-Ccdc124 ifade eden plazmidler hiicrelere aktarilmis ve bu plazmidleri kalict
olarak ifade eden klonlarin elde edilmesi saglanmistir. Stres graniilii yapilarinin
isaretlenmesi icin ise HCT p53-/- olan ve Crispr/Cas9 yontemi kullanilarak Ccdc124
ifadesi durdurulmus hiicre hatlar1 Flag-HNRNPA1 ve Flag-PABPCI1 ifade eden

plazmitlerle transfekte edilmistir.

4.2.2.1. Kahc1 Olarak Transfekte Edilmis Hiicre Hatt1 Eldesi

HeLa hiicrelerinde GFP ifade edilmesinin saglanmasi ic¢in plazmit olarak
pEGFP-N2 kullanilmig, CCDC124-GFP konstraktlarinin elde edilmesi i¢in ¢oklu
klonlama bolgesinde yer alan EcoRI ile BamHI kesim noktalar1 arasina Ccdc124
protein sekansi yerlestirilerek olusturulan bir plazmit kullanilmigtir. Calismada
kullanilmis olan pEGFP-N2 plazmidine ait sirkiiler ve linear yap1 Sekil 4.1°de

gosterilmistir.
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Sekil 4.1: Kullanilan pEGFP-N2 plazmidinin yapisi. a) Kullanilan plazmidin

sirkiiler ve b) linear yapisi. (pEGFP-N2 was a Clontech Axel Brunger’den temin

edilmistir.)

Koloni se¢imi i¢in ise neomisinin muadili olan geneticin-G418 direncinin

kullanilmasi uygun goriilerek, transfekte edilen hiicrelerin sec¢ilebilmesi i¢in farkli

konsantrasyonlarda (0.2 pg/ ml, 0.4 ug/ ml, 0.6 pg/ ml, 0.8 pg/ ml, 1.0 pg/ ml, 1.2 pg/

ml, 1.4 pg/ml, 1.6 pg/ ml, 1.8 pg/ ml, 2.0 pg/ ml, 2.5 pg/ ml) geneticin-G418 iceren

besiyerleri hazirlanmistir. Deney sonucunda elde edilmis olan sitotoksisite egrisinde

bir hafta sonunda %100 hiicre 6liimiine neden olan en diisiik doz olan 0.6 pg/ ml G418

konsantrasyonun tek koloni se¢imi i¢in uygun oldugu belirlenmis, vektor aktarimi igin

ise lipofectamin 2000 kullanilmistir. Tranfeksiyon i¢in 300.000 hiicre ekilmis ve Tablo

4.12’de yer alan kosullarda transfeksiyon gerceklestirilmistir.

Tablo 4.12: Kalic1 transfeksiyonda kullanilan hiicre miktarina bagl kullanilan DNA

ve kimyasal miktarlari.

6 KUYUCUKLU KULTUR KABI
Opti-MEM 150 pl
Lipofectamin 10 pl
DNA 25ug
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Transfeksiyonu takiben 48 saat sonra hiicreler 150 mm’lik kiiltiir kabina
aktarilarak biiylime besiyerinde 24 saat inkiibe edilmis ve bu prosediir sonucunda
yasayan hiicreler se¢ici besiyeri olarak geneticin igeren antibiyotikli ortama alinmistir.
7-14 giin sonra elde edilen ve plazmidi tasidig1 diistiniilen kolonilerin 6 kuyucuklu

kiltiir kabina aktarilarak ¢ogaltilmasi saglanmugtir.

4.2.2.2. Gegici Olarak Transfekte Edilmis Hiicre Hatt1 Eldesi

Crispr/Cas9 yontemi kullanilarak Ccdc124 ifadesi azaltilmis olan HCT p53-/-
hiicre hatlar1 6 kuyucuklu besiyerinin icine yerlestirilen lamlar {izerine her bir
kuyucukta 150.000 hiicre olacak sekilde ekilmistir. Ekimi takiben 24 saat sonra
hiicreler Flag-HNRNPA1 ve Flag-PABPCI1 ifade eden plazmitlerle Tablo 4.2° de yer
alan kosullarda transfeksiyon yapilmistir. Transfeksiyondan 24 saat sonra besi yerleri
degistirilmig, 48 saat sonra da stres graniilii analizlerinde kullanilmak {izere lama

tutunmus olan hiicreler immunfloresan boyama i¢in fikse edilmistir.

4.2.3. Flow Sitometri

Transfeksiyonun ardindan tek hiicre koloni se¢imi yapilmadan 6nce GFP ve
Ccdc-GFP ifade eden hiicrelerin flow sitometri yontemiyle ayrilmasi planlanmaistir.
Bunun i¢in hiicreleri ayirmak i¢in %2 BSA ve 4mM EDTA igeren 10 ml PBS
soliisyonu kullanilmis, ayrilan hiicreler ise daha 6nceden -20°C’de sogutulmus FBS
icine toplanmistir. Flow sitometri yontemiyle GFP ifadesine bagli olarak ayrilan
hiicreler 1000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmis ve santrifiij sonrasi {ist siv1 atilarak
biiylime besiyeri i¢inde hiicreler kiiltiire edilmistir. Daha sonra tek koloni se¢imi

yapilarak deney icin gerekli hiicre hatlar1 elde edilmistir.

4.2.4. Liziz ve Protein Miktar Tayini

Transfekte edilen hiicre hatlarina ait ifadenin dogrulanabilmesi i¢in dncelikle
liziz yapilmis ve elde edilen lizatlarin western yontemi kullanilarak jelde yiirtitiilmesi
saglanmistir. Protein miktar tayininin yapilmasi i¢in hiicre orneklerinin besiyeri

uzaklastirilarak, 2 ml 37 °C’deki PBS kullanilarak iki kere yikama yapilmis ve
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hiicrelerin tizerine 0 °C’deki 2 ml PBS eklenerek kaziyici yardimiyla hiicreler
kaldirilmigtir. +4 °C’de 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilen 6rneklerin tistiindeki
supernatant uzaklastirilarak peletlerin tlizerine hacmin kat1i kadar taze olarak
hazirlanmis olan liziz tamponu eklenmistir. Liziz tamponunun eklenmesinin ardindan
ornekler vorteks yapilarak, 5-10 dakika buzda bekletilmistir. Daha sonra tekrar vorteks
yapilmasini takiben ornekler 14000 rpm’de 30 dakika +4 °C’de santrifiij edilerek
coktiirtilmiis ve slipernatantlar dikkatlice yeni tiiplere aktarilmistir.

Standart grafik olusturmak i¢in kullanilan BSA konsantrasyonlar1 ve bu
konsantrasyonlar1 belirlemek amaciyla kullanilan Bradford yontemine ait sayisal

veriler Tablo 4.13’de gdsterilmistir.

Tablo 4.13: Standart grafik olusturmak i¢in kullanilan BSA konsantrasyonlari.

TUP NUMARASI | 1 ) 3 4 5 6 7 8

BSA (mg/ml) 0,25 0,5 10,75 |1 1,25 | 1,5 |2 -

Yiiklenen BSA 3 5 5 5 5 5 5 -
(uh

Bradford (pl) 250 250 | 250 |250 | 250 |250 |[250 |250

dH20 (ul) - - - - - - - 5

Son Hacim (ul) 255 255 | 255 | 255|255 |255 |255 |255

Daha onceden oda sicakligina getirilmis Bradford’dan 96 kuyucuklu kiiltiir
kabina 5’er pul yiiklenen 6rneklerin, standart grafik verilerinin ve blanklerinin {izerine
250 pl eklenerek tizeri 1siktan etkilenmesini 6nlemek amaciyla aliiminyum folyoyla
kapatilmis ve 20 dakika ¢alkalayicida, 20-25 dakika da oda sicakliginda bekletildikten

sonra Sl¢lim alinmustir.

4.2.5. immiinoblot Analizi

Ccdc124 ile galisilirken %10 ile %12°lik SDS gel kullanilabilmektedir. Ancak
bu deney i¢in %12 jel kullanmasi tavsiye edilmektedir. Tablo 4.3 ve 4.4 ‘deki oranlar
esas almarak %12’lik yiirtitme jeli APS ve TEMED donabileceginden en son

eklenerek hazirlanmis ve {izerine izopropanol konularak jelin hava almasi 6nlenmistir.
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Yiirtitme jeli donduktan sonra ise {izerine %4’likk ayirma jeli dokiilerek onluk tarak
yerlestirilmis ve jellerin donmasi beklenmistir.

Ornekler ve marker kaynayan suda 5 dakika tutularak proteinlerin denatiire
olmasi saglanmis ve beta-mercaptoethanol eklenerek hazirlanmis olan 3X yiikleme
boyast, son hacimde 1X olacak sekilde ayarlanarak 6rneklerin tizerine eklenmistir. Her
kuyuda 20pg protein olacak sekilde yiikleme yapilmis ve jel 90 mA de 1 saat
yirtitilmiistiir. Jel yliriidiikten sonra membran methanol ile bir kez yikandiktan sonra
ddH,O’dan gegirilmistir. Onceden 1X’e indirilmis methanol eklenmis +4 °C’de
bekleyen transfer tamponu eklenerek wattman kagitlar1 da ayni sekilde 1slatilmistir.
100 voltta 1 saat transfer yapildiktan sonra membran 1 saat %S5 siit tozu ile
bloklanmigtir. Bloklamanin ardindan gece boyunca birincil antikorlarla muamele
edilen membran, 3 kez 10’ar dakika 1XTBS-tween ile yikanarak 1 saat BSA i¢inde
seyreltilmis sekonder antikor ile tekrar inkiibe edilmistir. Inkiibasyon bitiminde yine
ticer kez 10 dakika TBS-T ile yikama yapildiktan sonra BioRad gériintiileme cihaziyla

analizi gerceklestirilmistir. Gortintli alimi sisinda ECL (Thermo, 32106) kullanilmustir.

4.2.6. RNA ile Birlikte Coktiirme Yontemi I¢in Deney Gruplarmin

Belirlenmesi

RNA ile ¢oktiirme (RIP) anlizi i¢in yabanil tip ve sadece GFP/Ccdc124-GFP
ifade etmek lizere kalici olarak transfekte edilmis Hela hiicreleri kullanilmistir. Bu
deneyden elde edilecek olast RNA hedeflerine ait verilerin saglikli degerlendirilmesi

acisindan Tablo 4.14°de yer alan 6rneklerin karsilastirilmasi planlanmastir.

Tablo 4.14: RIP analizinde kullanilmak tizere tasarlanan deney gruplari.

Kullamilan Hiicre Hatt1 Beadleri Kaplamak icin Kullanilan Antikor
HeLa (WT) Ccdc124 antibody (Middle)

HeLa (GFP) GFP antibody

HeLa (Ccdc124-GFP) Bos

HeLa (Ccdc124-GFP) Ccdc124 antibody (Middle)
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4.2.7. RNA ile Coktiirme Yontemi

Hiicrelerin ~80-90% yogunluga ulagsmas1 beklenerek hiicreler 6nce soguk PBS
ile yikanarak scraper ile toplanmig ve 1500 rpm’de 5 dakika 4°C ‘de santrifiij
edilmistir. Uzerlerine RIP liziz tamponu eklenen &rnekler daha sonra buz iizerine
alinarak 5 dakika inkiibe edilmistir.

Magnetik boncuklarin hazirlanmasi i¢in dnce her tiipe 50 pl. magnetik bead
stispansiyonu eklenmis, siispansiyonun {izerine 0.5 mlL RIP yikama tamponu
eklenerek kisa vorteksin ardindan, magnetic ayiriciyla siipernatant uzaklagtirilmistir.

Miknatistan uzaklastirilan tiiplerin tizerine 0.5 mL RIP yikama tamponu eklenerek
yeniden yikama yapilmis, ortamdan siipernatant uzaklastirilarak 100 plL RIP yikama
tamponu ve ~5 pg Cede124 (middle) ve GFP antikoru eklenerek oda sicakliginda 30
dakika rotasyon uygulanarak inkiibe edilmistir. Bos beadlerin hazirlanmasi sirasinda
ise antkior baglama basamagi kullamlmamustir. Inkiibasyonun ardindan kisaca
santrifiij edilen tiipler manyetik ortama konularak siipernatant tekrar uzaklastirilir.
Ttipler miknatistan uzaklastirilarak tizerine 0.5 mL RIP yikama tamponuyla iki kere
yikanarak tlipler buzun tizerine alinmustir.

RNA ile ¢oktiirme isleminin gergeklestirilmesi i¢in ise her bir 6rnege 900 pL
RIP immunoprecipitation tamponu eklenmis, daha 6nce buzun tizerine alinmis olan ve
icinde beadlerin bulundugu tiiplere aktarilmistir. Daha sonra RIP lizatlarinin hizlica
¢coziinmesi saglanarak 4°C’de 14000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Overnight
inkiibasyona birakilan Ornekler kisa bir siire santrifiij edildikten sonra manyetik
ayirictya yerlestirilmis ve elde edilen siipernatant ise ortamdan uzaklastirilmistir. Her
tiipe 0.5 mL RIP yikama tamponu eklenerek kisa bir siire santrifiij yapilarak uygulanan
yikama dort kere tekrarlanmugtir.

Deneyin en son asamasi olan RNA piirifikasyonunun gerceklestirilmesi i¢in ise
her bir 6rnek i¢in 150 pL proteinase K tamponu hazirlanmis ve drnekler 55°C’de 30
dakika boyunca ¢alkalayicida inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan tiipler kisa bir
stire santrifiij edilmis ve manyetik ayiricinin igine yerlestirilerek elde edilen
stipernatant yeni bir tiipe aktarilmistir. Her tiipe stipernatantla temas edecek sekilde
250 pL. RIP yikama tamponu eklenmistir.15 sn vortekslenerek hazirlanmis 400 plL
fenol:kloroform:izoamil alkol 6rneklerin tizerine eklenmis ve 14000 rpm’de 10 dk oda

sicakliginda santrifiij edilerek, 6rneklerin fazlara ayrilmasi saglanmistir. Elde edilen
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350 pL sulu faz tekrar ortamdan uzaklastirilarak yeni bir tiipe alinmis ve tizerine 400
pL kloroform eklenerek tekrar 15 saniye vorteks yapilmistir. Vorteksin ardindan
14000 rpm’de 10 dakika oda sicakliginda santrifiij edilmis, ayrilan 300 puL sulu faz
ayrilirak yeni bir tiipe alinmistir. RNA nin ¢6kmesinin saglanmasi i¢in 50 plL tuz
soltisyonu I, 15 pL tuz soliisyonu II, 5 plL of ¢oktlirme indiikleyici ajan, 850 pl. saf
ethanol eklenerek -80°C’overnight inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyonun ardindan 4°C’de 14000 rpm’de 30 dakika santrifiij edilen
orneklerden stipernatant dikkatlice uzaklastirilmistir. Elde edilen pelet ampul suyla
onceden hazirlanarak -20°C’de sogutularak elde edilen 80%’lik ethanol ile bir kez
yikanarak, tekrar 14000 rpm’de 15 dakika +4°C’de santrifiij edilmistir. Siipernatantin
dikkatlice uzaklastirilmasinin ardindan pelet havada kurumaya birakilmistir.20 pL
RNaz bulunmayan su i¢inde ¢dziilen peletler 600 ul. RNA tasima soliisyonu (Omega,
R0527) ig¢inde analize génderilmistir. Tlim deney prosediirii boyunca ise steril edilmis

RNase i¢cermeyen uglar kullanilmastir.

4.2.8. cDNA Sentezi

RNA ile ¢oktiirme yontemi kullanilarak elde edilen RNA havuzu, random
hekzamer primer ve su, niikleaz igermeyen tiiplerin i¢ine Tablo 4.15°de belirtildigi
miktarlarda eklenerek ilk reaksiyon olusturulmustur. RNA’larin GC igerikleri ve
ikincil yapilar1 goz oniine alinarak, tiipler 70°C’de 5 dakika inkiibasyona birakilmis ve

stire bitiminde tekrar buzun {istline alinmistir.

Tablo 4.15: cDNA sentezi i¢in reaksiyona eklenen bilesenlerin ilk kismu.

REAKSIYON BILESENLERI KULLANILAN MIKTAR
Kullanilacak RNA 0.1 ng-5pug

Primer (Random Hexamer primer) 1 pL

Niikleaz igermeyen su Toplam hacim 12 pl.’ye tamamlanacak
Toplam hacim 12 ulL
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Inkiibasyonu takiben Tablo 4.16°da yer alan komponentler sirastyla hazirlanip
karigima eklenmistir. Tiipdeki igeriklerin nazik¢e karismasi i¢in kisa bir santrifiij

yapilmustir.

Tablo 4.16: cDNA sentezi i¢in reasiyona eklenen bilesenlerin ikinci kismu.

REAKSIYON BILESENLERI KULLANILAN MIKTAR
5X Reaksiyon Tamponu 4 ulL
RiboLock RNase Inhibitér (20 U/uL) 1 pL
10 mM dNTP karigimi 2 ul
RevertAid M-MuLV RT (200 U/uL) 1 pL
Toplam hacim 20pL

cDNA sentezi i¢in 42°C’de 60 dk inkiibasyon saglanmis ve 6rnekler 70°C’de 10
dakika tutularak reaksiyon sonlandirilmigtir.Reverse transcription reaksiyon tirtinleri
daha sonra yapilacak PCR uygulamasi i¢in -20°C*de bir haftadan az olmak kosuluyla

saklanmis, daha uzun siireli saklanmasi i¢in -80 °C kullanilmistir.

4.2.9. Q-PCR i¢in Primerlerin Tasarlanmasi

Insan hiicre kanser dokularina ait cDNA’larda Ccdc124 ifadesinin belirlenmesi
icin proteine 6zgii forward ve reverse primerler tasarlarmig, kontrol i¢in ise GAPDH
primerleri kullanilmistir. RIP deneyi i¢in ise RNA array sonucunda elde edilen listede
yer alan RNA’lar arasindan secilen GCN1, HERC2 ve TUBAI1B‘e ait primerler
tasarlanmistir. Primer tasarimi i¢in ise NCBI Primer Blast programi kullanilmis, G-C
icerigi %40-60, Tm degeri 55-65°C arasinda yer alan ve ekzon-ekzon baglantilarinin
oldugu bolgeleri iceren primerler secilmistir. Deneyde kullanilan primer dzilerine ait

bilgiler Tablo 4.17°da yer almaktadir.
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Tablo 4.17: Q-PCR analizinde kullanilmak iizere tasarlanmis primerlere ait bilgiler.

Primer Ad1 Primer Dizisi ™ Baz Uriin
say1sl Biyiikliik
Miktar1
CCDCF GACACAGCCGAGAAAGCCAA 59.4 20
275 bp
CCDCR CGGAGCCACTCCTTCTTGAG 61.4 20
GAPDH F GGCTGAGAACGGGAAGCTTGTCAT 64.4 24
143 bp
GAPDH R CAGCCTTCTCCATGGTGGTGAAGA 64.4 24
GCNI1F CAGATCCTCACTGTCCAAGC 57.9 20
159 bp
GCNI R TGAAGCCAGAACCTGTAAGC 58.9 20
HERC2 F ACTTTACTGGTGTTCTCCTTC 55.1 21
235 bp
HERC2 R TCCTCATTATTTCTACAGTTCTGA 55 24
TUBAIBF TCCGCAGCCGCTACTTA 51.7 17
149 bp
TUBAIB R CACTCACGCATAGTGGCTA 51.6 19
Tasarlanan primerler PCR yoOntemi kullanilarak jelde yuriitiilerek

kontaminasyon ve primer dimeri gibi yonlerden jelde yiriitiilerek kontrol edilmis ve

gradient PCR yontemi kullanilarak protokol i¢in gerekli Tm sicakliklar1 belirlenmistir.

4.2.10. Q-PCR Analizi

Origene Disease tissue qPCR array panellerininde yer alan drneklerin analizinde

kullanilmak tizere Tablo 4.18’de yer alan master mix soliisyonu hazirlanmis ve her bir

kuyucuga 25 pL olacak sekilde eklenmistir.
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Tablo 4.18: Q-PCR analizinde kullanilan master mix soliisyonu igerigi.

Maxima cyber gren 12,5 pLL
Forward primer 1 puL (0.4 uM)
Reverse primer 1 puL (0.4 puM)
Water, nuclease free 10.5 L.

Panellerde yer alan 6rnekler Stratagene Mx3000P cihazi kullanilarak Sekil
4.2°de yer alan protokol uygulanmistir. Deney analizleri ise MxPro programinda
gerceklestirilmigstir. Cedc124 proteininin olast RNA hedeflerinin belirlenmesi i¢in
yapilan RIP deneyi i¢in ise Applied Biosystem Step One Plus cihazi kullanilmus,
analizler ise Step One Software v2.3 kullanilarak gergeklestirilmistir. Elde edilen Ct
(treshold cycle) degerlerinin normalizayonu kanser drneklerinde GAPDH kullanilarak

2(-2ACH formiiliiyle hesaplanmistir.

95°C....... 10 dakika

(Denattirasyon) 95°C....... 15 saniye

(Annealing)  55°C ....... 1 dakika 40 dongti
(Extention) 72°C.........30 saniye

95°C.........1 dakika

55°C.........30 saniye

95°C......... 30 saniye

Sekil 4.2 : Q-PCR analizinde kullanilan protokol.

4.2.11. Stres Indiiklemesi

Stresin indiiklenmesi i¢in stres kosullar1 uygulanmadan 6nce hiicrelerin besiyeri
degistirilerek stres etkinliginin artmasi saglanmistir. Sicaklik stresi olusturmak i¢in
hiicreler 50 dakika 42°C “de ve 46 °C*‘de inkiibe edilmistir. Oksidatif stres olugturmak
icin ise hiicrelerin bulundugu besiyerine 0.5 mM sodyum arsenit (NaAsO> ) eklenerek

60 dakika inkiibasyon saglanmistir.
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4.2.12. Immunofloresan Boyama

Altt kuyucuklu kiiltiir kabina lam yerlestirilerek 300.000 hiicre ekilmis ve
hiicrelerin 24 saat inkiibasyonlar1 saglanmustir. Inkiibasyon sonunda hiicrelerin
tizerindeki besiyeri uzaklastirilarak 1X PBS ile iki kere yikama yapilmis ve hiicreler
soguk %100 methanol (MetOH) igerisinde 10 dakika boyunca -20°C’de tutularak
hiicrelerin fikse olmalar1 saglanmistir. Fiksasyonu takiben 3 defa 5 dakika PBS-T ile
yikama yapilmigtir. Daha sonra 6rnekler 1 saat boyunca %2 BSA igeren bloking
soliisyonunda, 1 saat de primer antikoru iceren bloklama soliisyonunda inkiibe
edilmistir.

Stres indiiklemesini takiben gerceklestirilen immiinofloresan boyama calisma
orneklerinde stres graniillerinin tespiti i¢in primer antikor olarak G3BP, TIA-1 ve Flag
secilirken, niikleer beneklerin analizi i¢in SC35 antikoru kullamilmustir. Inkiibasyonun
ardindan hiicreler tekrar 3 defa 5 dakika PBS-T ile yikanmis, 6rnekler oda sicakliginda
sekonder antikorlarla 1 saat daha karanlikta inkiibe edilmistir. Ardindan 6rnekler 3 kez
5’er dakika PBS-T ile yikanarak, ¢ekirdek boyamasi i¢in 1/10000 oraninda Hoechst
ile 10 dakika oda sicakliginda muamele edilmistir. Daha sonra ddH>O igerisinde 15
dakika bekletilerek yikanan ornekler, 10ul %80 gliserol damlatilmig lam ve lamel
arasina alinmistir. Immunofloresan boyama yontemi kullanilarak hazirlanan 6rnekler

konfokal mikroskobu ile goriintiilenerek analiz edilmistir.

4.2.13. RPKM Analizi

Deney sonucunda Ccdcl24 proteinine baglanan RNA’larin belirlenmesi
amaciyla RNA sekans datasi kullanilmis ve her bir gene ait okuma sayist kilobaz
milyondaki toplam okuma sayisina boliinerek elde edilen deger gen biiyiikliigiine
oranlanmistir. Bu oranlamalarla formiiliize edilmis ve Sekil 5.1°de gosterildigi sekilde
planlanmis olan her bir deney grubunda yer alan okumalar i¢in ayr1 ayri olacak sekilde
hesaplanmis olan RPKM degerleri daha sonra kendi aralarinda karsilastirilmistir. Bu
karsilagtirmalar sonucunda RPKM degeri bakimindan dncelikli olarak tercihen 2 kat

ve lizeri degere sahip olan hedefler degerlendirmeye alinmistir.
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4.2.14. immunohistokimya

Kanser dokularinda immunohistokimya boyamalarinin yapilmasi i¢in Inonii
Universitesi Turgut Ozal Tip Merkezi’nden hizmet alimi yapilmis ve calisma
kapsaminda ticari olarak temin edilmis mesane, over ve endometriyum kanser doku
panelleri 1 saat 60°C’de inkiibe edilerek deparafinize edilmistir. Ardindan 6rnekler
Dako Link Omnis cihazina yerlestirilmistir. Cihaza yerlestirilen 6rneklerin dehidre
edilmesi i¢in ksilen kullanim1 yerine Clearify, Clearing Agent (StatLab) kullanilmstir.
Antijen retrival i¢in ise sodyum sitrat tamponu (pH=6.1) (EnVision FLEX Target
Retrieval Solution, diisiik pH) kullanilmis ve bu kimyasalla 97°C’ de 30 dakika inkiibe
edilmistir. Inkiibasyonu takiben ise Tween 20 iceren TBS tamponunda (Dako Omnis
Wash Buffer) 40 dakika yikama gerceklestirilmistir. Yikamanin ardindan 6rnekler
primer antikor olarak kullanilan Cedc124 antikoru 1/150 olacak sekilde oda
sicakliginda 30 dakika inkiibe edilmistir. Primer antikorun uygulanmasini takiben ise
tekrar yikama yapilmis ve EnVision FLEX Peroxidase-Blocking Reagent kullanilarak
3 dakika bloklama gerceklestirilmistir. Bloklamadan sonra tekrar 2 dakika yikama
yapilmis ve yikamadan sonra 10 dakika linker (EnVision FLEX+Rabbit Linker)
uygulamasi yapilmistir. Tekrar 2 dakika yikama yapilmis, ardindan hem tavsan hem
de fare sekonder antikoru da igeren 20 dakika EnVision FLEX/HRP ile inkiibe
edilmistir. Iki kere yikama tamponuyla 2 dakika, 31 saniye distile su, 2 dakika tekrar
yikama tamponuyla yikama yapilmistir. EnVFLEX Substrat Working Solution
kullanilarak 5 dakika inkiibasyon gerceklestirilmis, ardinan 1 kere 2 dakika yikama
soltisyonu, lkere 31 saniye distile su ile, bir kere de 2 dakika yikama soliisyonu ile
yikama yapilmistir. Hematoksilenle boyama 8 dakika olacak sekilde gergeklestirilip,
son olarak 2 dakika distile su, 2 dakika da yikama soliisyonuyla 6rnekler yikanmustir.

Elde edilen ornekler mikroskop altinda incelenmis ve immunoreaktivasyon
patolog Prof. Dr. Nese Karadag Soylu (Turgut Ozal Tip Merkezi, inonii Universitesi,
Malatya) ile analiz edilerek tiimoral alanlardaki yayginligi yiizdesi ve boyanma siddeti
(diistik, orta, yiiksek) kullanilarak tanimlanmistir. Preparatlardaki boyanma siddeti
(O=boyanma yok, 1= diisikk boyanma, 2= orta boyanma, 3= yiiksek boyanma) ve
boyanma yayginligt (%5-%25=1, %26-%50=2, %51-%75=3, %76-%100=4) skorlama
sistemi  kullamilarak degerlendirilmistir. Ormneklerdeki %5’in altinda g&riilen

boyanmalar negatif olarak kabul edilmistir. Immunohistokimya (IHC) skoru boyanma
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siddeti (0-3) ve yayginlig1 (0-4) skorlar1 carpilarak elde edilmis ve O=negatif, 1-
4=dusiik, 5-8=orta, 9-12= yiiksek olarak siniflandirilmistir [Remmele et al.,, 1987].

4.2.15. istatistiksel analizler

Ccdc124 proteienin olast RNA baglanma hedefleriyle ilgili yapilan analizler
sirasinda Sidak ¢oklu karsilagtirma testi kullanilmistir (»p<0.05).

Insan kanser doku 6rneklerinde Ccdc124 ifadesinin belirlenebilmesi sirasinda,
RT-PCR yo6ntemi kullanilarak elde edilen AACt degerleri kanser ve normal doku
kargilagtirmalarinda Mann Whitney test yontemi, kanser evreleme analizlerinde
Kruskal-Wallis testi kullanilarak GraphPad programinda analiz edilmistir (p<0.05)
[Aljada et al., 2015]

HCT116 p53-/- hiicre hattt ve Crispr/Cas9 yontemi kullanilarak yapilan ve
Ccdc124 ifadesinin gergeklesmedigi HCT116 p53-/- hiicre hatlarinda NS analizlerine

ait sayisal veriler ise Dunn's ¢oklu karsilastirma testi kullanilarak analiz edilmistir.
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5. SONUCLAR
5.1. Sonuglar

5.1.1. Ccdcl124 Proteininin RNA ile Olan Iliskisinin
Belirlenmesi

Bir RNA baglayan protein oldugu in silico analizlerle 6ngoriilen (Sekil 2.1 ve
2.4) Ccdc124 proteininin olast RNA hedeflerinin belirlenmesi i¢in ilk olarak HelLa
hiicreleri Ccdc124-GFP ve GFP ifade eden plasmidlerle transfekte edilmis, daha sonra
bu gruplardan elde edilen lizatlar GFP ve Ccdc124 antikoru kapli IgG boncuklar
kullanilarak yapilan immiinolojik ¢oktiirme (immunoprecipitation, IP) deneylerine
tabi tutulmustur. Deney sonucunda izole edilen RNA’lar ise sekanslanarak elde edilen

veriler RFKM analiziyle degerlendirilmistir (Sekil 5.1)

HelLa WT GFP plazmit CCDC124-GFP plazmit
(Transfekte edilmemis) transfeksiyonu transfeksiyonu
B - O< O O
CCDC124 antikoru ~ GFP antikoru Sadece boncuk  CCDC124 antikoru kaph
kaph boneuk kapl boneuk boneuk
|
RNA izolasyonu ve RNA sekanslama

Sekil 5.1: Olas1t RNA hedeflerinin tespit edilmesine yonelik hazirlanan deney
gruplar1 ve deney dizayni.
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5.1.1.1. Transfekte Edilmis HeLa Hiicrelerinde Ccdc124 Proteininin
Ifade Profili

Ccdc124-GFP ifade eden hiicre hatlarmin olusturulmasi amaciyla Hela
hiicreleri Cedc124-GFP plazmidiyle kalici olarak transfekte edilmis ve bir hiicre
havuzu meydana getirilmistir. Daha sonra transfekte edilmis Hela hiicre hatlari
konsantrasyonu sitotoksitite deneyleri sonucu belirlenen 0.6 pg/ml genetisin
varliginda yiiksek glikoz igeren DMEM igerisinde kiiltiire edilmistir. Kiiltiir
sonucunda ¢ogalan hiicreler 96 kuyucuklu hiicre kabina aktarilarak, tek koloni se¢imi
gerceklestirilmigstir. Tek koloni se¢imi sonrasi elde edilen 9 koloniden her biri
cogaltilarak 10cm kiiltiir kabina aktarildiktan sonra ise bu gruplardan elde edilen
lizatlar western blot yontemiyle ifade ettigi Ccdc124 protein miktarlar1 bakimindan
incelenmistir. Bu deneyler sirasinda oncelikli olarak Ccdc124 proteinini 100-150
aminoasit arasindan taniyan antikor kullanilmis, daha sonra membrandaki antikorlar
strip tamponu (Bolim 4.1.4.) yardimiyla kaldirilarak ayni membranda her bir
koloninin GFP ifadesine bakilmistir. Her bir kuyuya yiiklenen total protein miktarinin
kontrol edilmesi i¢in ise GAPDH antikoru kullanmilmistir. Yapilan western blot

analizine ait sonuglar Sekil 5.2°de yer almaktadir.

Ccdc124-GFP Plazmidiile Transfekte HeLa Hiicre Hatti Kolonileri

.\"o \\W .\’\ .\‘; ,\\tx \\’5 \\
FEPE N RN PR IR
. —— A — 55kDa
anti CCDC124 — — ——
— —55kDa
anti GFP -
anti GAPDH

Sekil 5.2: Kalici olarak transfekte edilen CCDC-GFP kolonilerine ait western blot
analizi goriintiileri.
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Western blot deneyi sonucu elde edilen sonuglara bagli olarak en yiiksek

ifadenin gosterildigi hiicre kolonilerinden olan koloni 4’tin deneyde kullanilmasi

kararlastiritlmistir. Ancak bu grubun kiiltiirlenmesi sirasinda yapilan kontrollerde bazi

hiicrelerde floresan 1simanin azaldigi goriilmiis ve akim sitometrisi kullanilarak bu

koloninin i¢inden tekrar segilim yapilmasina karar verilmistir. Se¢ilim sirasinda

yabanil ve hicbir vektorle transfekte edilmemis Hel.a hiicreleri kontrol grubu olarak

kullanilmis ve beklendigi {izere bu grupta GFP sinyaline rastlanmamistir. Grup 4‘de

ise belirgin bir GFP sinyali gériilmiis ve bu sinyalin alindig1 hiicre grubu ifade ettigi

GFP miktarina bagh olarak iki alt gruba ayrilmistir. Bu gruplardan daha fazla

Ccdc124-GFP ifadesinin oldugu grup RNA ile ¢oktiirme deneylerinde kullanilmak

tizere secilmis ve bu hiicrelerin kiiltiirlenmesine devam edilmistir. Yapilmis olan akim

sitometrisine ait ayrintili bilgileri ise Sekil 5.3 ve 5.4°de yer almaktadir.

a) b)
X1000}
X1000
60|
60|
50
50
a0 GFP
40| %)
(%]
V3o
GFP 44+
2wl bpe
10
ol :
50 £0 X1000 10° 10t 102 10? 10
FSC 530/40(488)
¢)
Statistics: Cytometer .
530/40(..  Time 1
Populations Events % Total % Parent Mean Mean
@ All Events 2,000 100.00% it 2 135
@nr 18 0.90%  0.90% 6 35657
B GFP +++ 0 0.00% 0.00% fitczed #itih
@ GFP+ 0 0.00% 0.00% Hii st
@ Grp 1 0.05% 5.56% 67 2,575

Sekil 5.3: Yabanil tip hiicre hattina ait akim sitometri analizi. a) Yabanil tip HelLa
hiicre hatlarinda akim sitometrisi analizi i¢in segilen hiicre popiilasyonu. b) Akim
sitometri analizi i¢in segilen hiicre popiilasyonunun 488 nm dalga boyunda lazerle

uyarilmast sonucu 1s1ma miktarlarina gére bu popiilasyondan segilen alt
populasyonlar. ¢) Akim sitometri analizi sirasinda analiz edilen hiicre sayilar1 ve

ylizdeleri.
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Grp

1} 10 20 30 40 50 60 X1000 10° 10t 10° 10° 10°
FSC 530/40(488)

V]

Statistics: Ozge ornek 4
530/40(..  Time 1
Populations Events % Total % Parent Mean Mean
@ All Events 15,000  100.00% pr 1,028 32,938
® P 13,934  92.89%  92.89% 1,085 32,901
B GFP +++ 4,184  27.89%  30.03% 2,728 33,034
® GFP+ 4,226 28.17% 30.33% 226 32,873
@ GrP 12,954  86.36%  92.97% 1,166 32,974

Sekil 5.4: Koloni 4 (Ccdc124- GFP ifade eden) hiicre hattina ait akim sitometri
analizi.a) Koloni HeLa hiicre hatlarinda akim sitometrisi analizi i¢in segilen hiicre
popiilasyonu. b) Akim sitometri analizi i¢in segilen hiicre popiilasyonunun 488 nm

dalga boyunda lazerle uyarilmasi sonucu 1s1ma miktarlarina gére bu popiilasyondan
secilen alt populasyonlar. ¢) Akim sitometri analizi sirasinda analiz edilen hiicre
sayilar1 ve ylizdeleri.

Sekil 5.3 ve Sekil 5.4°de yer alan analizlerde kirmiziyla ¢ergcevelenmis alanlar
canli hiicre popiilasyonunu gostermektedir. Bu érneklem grubunda yer alan hiicrelerin
Ccdc124-GFP ifadelerine ait analizlerde yer alan yesil ¢er¢eve toplam Ccdc124-GFP
sinyali alinan hiicreleri gosterirken, mor ¢ergevede yer alanlar daha az, mavi ile
cercevede yer alanlar ise daha yiiksek Ccdc124-GFP sinyali saptanan hiicre gruplarini
gostermektedir.

Ccdc124-GFP ifade eden HeLa hiicre hattinin eldesini takiben ise sadece CMV
promotoru kontroliindeki GFP ifade eden baska bir plazmid kullanilarak yabanil tip
HeLa hiicrelerinin transfekte edilmesi saglanmig ve tekrar tek hiicre kolonileri elde
edilmistir. Elde edilen hiicre hatlarinin her biri floresan goriintiileme ve western blot
yontemleri kullanilarak tekrar kontrol edilmistir. Floresan mikroskobu kullanilarak

elde edilen goriintiiler Sekil 5.5°de yer almaktadir.
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Transfekte edilmemis GFP ifade eden plazmid ile CCDCI24-GFP ifade eden plazmid ile
transfekte edilmis transfekte edilmis

HeLa Hiicre Hattx

Sekil 5.5: Transfekte edilmemis yabanil tip HeLa hiicre hattina ve GFP ya da
Ccdc124-GFP ifade eden plazmidlerle transfekte edilen hiicre hatlarina ait floresan
mikroskobu goriintiileri (Bar= 200 um).

Ccdc124 proteininin olast RNA hedeflerinin belirlenmesinde kullanilacak hiicre
hatlarina ait western blot goriintiileri ise Sekil 5.6a‘da gosterilmektedir. Hiicre
hatlarinin eldesini takiben ise RNA ile ¢oktiirme yontemi uygulanmistir. Bu deney
sirasinda ise Magna RIP kitinde yer alan manyetik IgG boncuklara Ccdc124 ve GFP
antikorlar1 baglanmis, ayrica antikor baglanmayan boncuklar da kontrol grubu olarak
deneyde yer almistir. Daha 6nce Sekil 5.1°de belirtildigi gibi deney gergeklestirilmis
ve deneyde kullanilan antikorlarin baglanma egilimleri ve basarilar ise, sekanslama
oncesi hem IP hem de total lizatlar1 i¢eren inputlara ait 6rnekler western blotla analiz
edilerek gosterilmistir. Bu goriintiiler ise Sekil 5.b’de yer almaktadir. Ccdcl24
proteininin boncuklarina baglanma profilinin tespiti ise Cecdcl24 antikoru
kullanilmistir. Buna gére Ccdc124-GFP ile transfekte edilen gruba ait lizatlar Cedc124
antikoru baglanmis boncuklarla muamele edildiginde hem endojen hem de GFP ile
fizyon halindeki Ccdc124°1i baglama kapasitesinin oldugu goriilmiistiir. Yine GFP
antikoru baglanmis boncuklarin GFP ile transfekte edilmis gruplarda az bir miktar
endojen Ccdcl24 bagladigi, transfekte edilmemis grupta ise Ccdcl24 antikoru

baglanmis boncuklarin endojen proteine baglandig: tespit edilmistir.
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Sekil 5.6: Sekanslama 6ncesinde yapilan kontrollere ait western blot sonuglari.
a) Transfekte edilmemis, GFP plazmidiyle ve Ccdc124 ile transfekte edilmis hiicre
hatalrina ait western blot sonuglari. b) RNA ile ¢6ktiirme deneyi sirasinda kullanilan
boncuklarin Cedc124 baglama kapasitelerinin kontroliine ait westen sonuglari.

5.1.1.2. RNA ile Coktiirme Yontemiyle Elde Edilen Hedef
RNA’larin Analizi

RNA ile ¢oktirme deneyinin ardindan elde edilen RNA o6rnekleri, sekans
analizlerinin hizmet alimi yoluyla yapilmasi icin Amerika’da bulunan Omega
Bioservices’e gonderilmistir. cDNA kiitiiphaneleri elde edilerek ve HiSeq 2500
sistemi kullanilarak yapilan bu analizde her bir grup i¢in 50 milyon okuma yapilmistir.
Bu analizden gelen sonuglar ise bolim 4.2.13’de ayrintili olarak bahsedilmis olan
RPKM metodu kullanilarak kendi aralarinda karsilastirilmis, Ccdc124 proteininin
baglanma egiliminin bulundugu diistiniilen bir grup RNA tespit edilmistir. Elde edilen
bu RNA’lara ait bilgiler ve bu hedeflerin gruplar aras1 karsilastirma sonuglari ise

asagida yer alan Tablo 5.1°de gosterilmektedir.
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Tablo 5.1: Sekanslama sonucuna ait veri analizi sonucuna gore olast RNA hedefleri.

Grup 1 Grup 2 Grup Grup 5 Grup 5/ Grup 5/ Grup 1/ Grup 1/
3 Grup 3 RFKM Grup 2 RFKM Grup 2 RFKM Grup 5 RFKM
oranlari oranlari oranlari oranlari
MAP3K6 686 63 183 1123 6 13 8 3
SBF1 2029 177 423 2641 6 11 9 4
HTT 1105 134 311 2231 7 12 7 3
SCRIB 759 86 246 1546 6 13 7 3
INTS1 3449 353 596 4276 7 9 7 5
HERC2 1569 165 467 2376 5 11 7 3
GCNI1 2161 266 489 3068 6 8 7 4
USP19 1398 180 460 2173 4 9 6 3
RNF213 1556 171 419 1793 4 8 7 3
FASN 1493 181 256 1518 5 6 7 5
ARHGAP35 845 174 237 1715 7 7 3 3
TELO2 1200 254 561 2865 5 8 3 2
TLN1 6908 1096 1016 [ 5203 5 3 5 6
CAD 1319 207 368 1694 4 6 5 3
ARAP1 805 149 247 1235 5 6 4 3
CLUH 863 163 337 1580 4 7 4 2
HUWEI 1969 350 852 3197 3 7 4 2
BCR 1752 401 293 1876 6 3 3 5
MADD 1078 203 354 1558 4 5 4 3
LRRC45 626 113 302 1114 3 7 4 2
UBR4 1631 280 635 2511 3 6 4 2
TBCD 1568 319 399 2083 5 4 3 3
DLGS 835 201 257 1332 5 4 3 3
TONSL 911 136 333 1038 3 5 5 2
UNC45A 2405 499 946 3988 4 5 3 2
TSC2 1452 265 445 1733 3 4 4 3
DNAIJCS 679 184 339 1476 4 6 2 2
TYK2 1103 185 341 1181 3 4 4 3
PRRC2B 1648 434 703 3160 4 5 2 2
LSS 1624 449 477 2511 5 4 2 3
VARS 1752 324 733 2241 3 4 4 2
RECQL4 1539 278 578 1842 3 4 4 2
NUMAL 1158 284 421 1836 4 4 3 2
MCM3AP 757 201 310 1549 4 5 2 2
ARHGAP23 871 217 269 1265 4 4 3 3
CAMSAPI1 549 171 221 1136 5 4 2 2
SMARCA4 2484 763 1119 [ 5052 4 4 2 2
NUP188 2806 677 1253 | 4507 3 4 3 2
NOL6 1121 276 542 1847 3 4 3 2
UPF1 758 199 268 1212 4 4 2 2
CCHCRI 566 167 271 1099 4 4 2 2
FLNA 13450 2946 3598 | 13960 3 3 3 3
VCP 6819 1702 2785 | 10006 3 4 3 2
KIAA0100 2592 671 1140 | 4437 3 4 2 2
CHD3 1776 483 544 2330 4 3 2 3
PC 1770 397 381 1268 3 2 3 4
HERCI1 702 190 237 1080 4 4 2 2
FOCAD 1303 228 369 1079 2 3 4 3
PRPFS 5315 1284 1369 [ 5020 3 2 3 3
FLII 3046 770 1134 | 3947 3 4 2 2
POLD1 2551 695 833 3149 3 3 2 3
SNRNP200 2365 563 980 2900 2 4 3 2
MTOR 954 271 407 1551 3 4 2 2

RPKM metoduyla gerceklestirilen elemeyi takiben (Boliim 4.2.13) elde edilen
listede yer alan RNA’larin Ccdc124 proteinine baglanma egilimi in silico olarak
catRAPID programiyla analiz edilmistir [Zanzoni et al., 2013]. Boylece ilgili listeden

baglanma egilimi en yiiksek olarak tahmin edilen RNA’lardan valide edilmek tizere
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GCNI1 ve HERC2 hedef olarak belirlenmistir. Bu hedeflere ait ayrintili analiz sonuglar
Sekil 5.7-5.8 yer alirken ve bu analiz sonucunda elde edilmis en yiiksek etkilesim

egilimleri Tablo 5.2-5.3’de yer almaktadir. Diger etkilesimlere ait bilgiler ise bu tezin
EK Alde sunulmaktadir.

GCN1 mRNA"si1ile CCDC124 Protein Etkilesimi
Protein-BNA cifti etliseim egilimi tahmin skonai: 1.00
|
I T L
Girta Yisksek
Disgitke Etkilesim Egilimi
Etkilesim Matriksi
200 |
= 150}
Fis
=
=]
pe 100
E |
o =] I
I
o
o 1000 2000 3000 4000 i) 6000 7000 8000
RNA Niikleotid Indeksi

Sekil 5.7: CatRAPID programi kullanilarak elde edilmis Ccdc124 proteini ile
GCN1 mRNAs1 etkilesimi egilim analiz sonuglari.

Tablo 5.2: Ccdc124 proteini ile GCN1 mRNA’s1 etkilesimi egilimlerine ait
bolgesel analiz sonuglari.

Protein Bolgesi RNA Béolgesi Etkilesim Egilimi
26-77 3336-3683 431.99
51-102 3336-3683 411.16
101-152 3336-3683 373.94
98-149 3336-3683 372.89
48-99 3336-3683 367.59

GCN1 mRNA’s1 ile Ccde124 proteini arasindaki etkilesime ait biyoinformatik
analiz sonuglari baglanma egilimi skorunu 1.00 olarak tahmin etmis ve boylece

baglanma ihtimalinin yiiksek oldugu gosterilmistir (Sekil 5.7). Yine bu analizde yer
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alan etkilesim matriksi ise GCN1 mRNA’sinin 3336-3683 arasindaki niikleotidleriyle,
proteinin 26-77 ve 51-102 rezidiileri arasinin olasi baglanma bolgeleri olabilecegine

isaret etmektedir (Tablo 5.2).

HERC2 mRNA’ s1ile CCDC124 Protein Etkilesimi
Protein-FNA cifti etliseim efilimi tahmin skona: 1.00
1 1 - |
Orta Yitksele
Dl Etlilesim Ezilimi
Fikilesim Matriksi
0 |-
2 sofb
=
B w00 -
5
= i
o 50 |-
|
|:| 'l . i i 'l A ]
o 2000 4000 6000 000 10000 12000 14000
RNA Nikleotid Indeksi

Sekil 5.8: CatRAPID programi kullanilarak elde edilmis Ccdc124 proteini ile
HERC2 mRNA’s1 etkilesimi egilim analiz sonuglari.

Tablo 5.3: Ccdc124 proteini ile HERC2 mRNA’s1 etkilesimi egilimlerinin
bolgesel analiz sonuglari.

Protein Bolgesi RNA Béolgesi Etkilesim Egilimi
26-77 5854-6467 410.85
51-102 5854-6467 404.77

101-152 5854-6467 370.51
98-149 5854-6467 362.77
48-99 5854-6467 348.43

Olast RNA hedefleri arasinda yer alan HERC2 mRNA’s1 ile Ccdc124 proteini
arasindaki etkilesimin de baglanma egilimi skoru 1.00 olarak tahmin edilmistir (Sekil

5.8). Etkilesim matriksi ile de bu yiiksek etkilesim ihtimalinin HERC2 mRNA’sinin
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5854-6467 arasindaki niikleotidleriyle, Ccdcl24 proteininin 26-77 ve 51-102
rezidiileri arasinda oldugu tahmin edilmistir (Tablo 5.3).

Hedef listede yer alan diger tim RNA’lar ve bu RNA’lara ait CatRAPID
programi kullanilarak elde edilmis baglanma potansiyeli ve Ccdc124 proteini-RNA

hedefi arasindaki etkilesimine ait veriler Tablo 5.4°de yer almaktadir.

Tablo 5.4: Hedeflere ait listede yer alan RNA’larin Ccdc124 proteinine baglanma
egilimlerinin belirlenmesine yonelik yapilan CatRAPID analizi sonuglari.

Gen Ismi CatRAPID Analizine gore CatRAPID Analizine Gore
Baglanma Potansiyeli Protein-RNA Arasi
Maksimum Etkilesim
MAP3K6 1.0 175,34
SBF1 0.2 103,87
HTT 0.99 338,76
SCRIB 1.0 2674
INTS1 0.99 290,5
HERC2 1.00 410,85
GCNI1 1.00 431,99
USP19 1.00 226,88
RNF213 0.00 301,02
FASN 0.00 105,66
ARHGAP35 1.00 125,03
TELO2 0.93 127,65
TLNI1 1.00 401,18
CAD 0.97 305,72
ARAPI 1.00 235,34
CLUH 1.00 251,85
HUWEI1 0.96 433,74
BCR 0.99 298,33
MADD 0.99 58,14
LRRC45 0.80 37,54
UBR4 1.00 417,46
TBCD 1.00 178,52
DLGS5 0.69 71,2

TONSL 0.99 50,58
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Tablo 5.4 devam.

UNCA45A 0.00 1153
TSC2 0.10 64,5
DNAJC5 0.98 275,51
TYK2 1.00 177,26
PRRC2B 1.00 111,02
LSS 1.00 40,6
VARS 0.77 172,14
RECQLA4 0.69 43,15
NUMAL 1.00 79,3
MCM3AP 0.00 132,91
ARHGAP23 1.00 93,34
CAMSAPI1 0.66 264,73
SMARCA4 0.16 65,39
NUP188 0.00 291,86
NOL6 0.88 239,66
UPF1 0.35 95,66
CCHCRI1 0.00 123,62
FLNA 0.91 392,58
VCP 0.63 156,1
KIAA0100 1.00 49,49
CHD3 1.00 65,94
PC 0.23 154,95
HERCI1 0.96 76,45
FOCAD 1.00 315,95
PRPF8 0.98 313,91
FLII 0.01 53,94
MYH9 1.00 79,21
ABL1 0.69 279,18
POLDI1 0.94 131,56
SNRNP200 1.00 318,85
MTOR 0.57 434,43
MADI1L1 0.00 31,08
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Negatif kontrol olarak kullanilmas1 amaglanarak listede yer almayan RNA’larin
da bir kism1 yine bu analize tabi tutulmus, buna yonelik olarak ifadesi yiiksek ve
RPKM degeri diisik olan alfa tiibiilin kodlayan TUBAI1B geni secilmistir.
TUBAI1B’ye ait ayrintili CatRAPID analiz sonuglar1 Sekil 5.9 ve Tablo5.5’de yer

almaktadir.

TUBA1B mENA’s1ile CCDC124 Protein Etkilesimi
Protein-FINA cifti etldgeim egilmi tahmin skor : .00
L] | _ | |
Ohta Yitkszak
S Etlilesim Egilimi
Etkilesim Matrilksi
0 -
TR 1 1 5
.=
Bl |
o 100 |
£ sof
i) i A h 1 - A e
o 200 4041 B00 EQO 1000 1200 4040 1600
RNA Niikleotid Indeksi

Sekil 5.9: CatRAPID programi kullanilarak elde edilmis Ccdc124 proteini ile
TUBAI1B mRNA’s1 etkilesimi egilim analiz sonuglari. (Etkilesim olmadig1 i¢in
grafikte veri bulunmamaktadir.)

Tablo 5.5: Ccdc124 proteini ile TUBA1B mRNAs1 etkilesimi egilimlerinin
bolgesel analiz sonuglari.

Protein Bolgesi RNA Bolgesi Etkilesim Egilimi
51-102 1421-1492 15.60
26-77 1421-1492 14.88
51-102 596-667 14.82
51-102 126-197 14.76
26-77 126-197 14.13
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Ccdc124 proteininin olast RNA hedefleri arasinda yer aldigi disiiniilmeyen
TUBA1B mRNA’s1 ile Cedcl124 proteini arasindaki etkilesimin baglanma egilimi
skoru 0.00 olarak tahmin edilmistir. Etkilesim matriksinde de ilgili protein ve RNA
arasinda bir etkilesim bulunmadigi 6ngoriilmektedir. Yine TUBA1B mRNA’sina ait
niikleotidleriyle, Ccdc124 proteininin rezidiileri arasindaki egilimin ise oldukca diistik

oldugu gozlemlenmistir.

RNA ile ¢oktiirme deneyleri sonucunda sekanslamada en ¢ok bulunan ancak

RFKM analizi sonucu elenen RNA’lar icin de CatRAPID analizleri

gergeklestirilmistir. Cedc124 proteiniyle herhangi bir etkilesim tespit edilememis olan

bu RNA’lara ait biyoinformatik analizi sonuglar1 ise Tablo 5.6’da gosterilmistir.

Tablo 5.6: Hedeflere ait listede yer almayan RNA’larin Cedc124 proteinine
baglanma egilimlerinin belirlenmesine yonelik yapilan CatRAPID analizi sonuglari.

GEN ORNEK 1 | ORNEK 2 | ORNEK 3 ORNEK 5 CatRAPID | CatRAPID

Baglanma Protein-

Potansiyeli RNA Arasi
Max.

Etkilesim
ACTB 46680 56847 48191 58819 0.00 23.58
FTHI 34359 33996 42830 41053 1.00 11,32
GAPDH 43070 40682 35925 38512 0.08 61.93
ENOI 27652 22206 22069 30108 0.00 18.63
ALDOA 20382 17404 15081 23459 0.86 28.42
ANXA2 19539 17882 13830 20461 1.00 63.26
CCT5 15094 13138 15468 19620 1.00 150.54
TPI1 18891 16741 15513 19390 0.90 139.72
LDHA 22269 22362 18577 19006 0.66 18.94
TUBAIB 22057 22786 19971 18599 0.00 15.60
KRTS 18319 14160 6943 18368 0.00 27.38
LMNA 10746 7788 2957 18339 0.46 124.13
KRT7 12010 16919 11083 18139 0.02 28.82
ATP5B 16680 15204 10728 17952 0.02 49.90
ACTGI 17639 25609 15196 17793 0.66 27.41
PKM 3795 7269 9520 17551 0.00 45.25
EIF3B 8548 3877 3487 17279 0.00 125.99
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Tablo 5.6 Devam.

IRAK1 6426 1813 3579 14485 0.01 37.55
PRDX1 15441 14117 14886 14421 1.00 61.21
CALM2 12073 15175 16816 14063 1.00 18,03
FLNA 13450 2946 1897 13960 0.90 94.19
TCP1 9214 6745 6331 13953 0.9 139.72
PSMD2 9164 5380 3447 13759 0.00 129.28
SQSTM1 10424 10138 5299 13439 0.00 125.74

Hem RNA ile ¢oktiirme deneyleri hem de CatRAPID analiz sonuglarinin
birbiriyle uyumlu oldugu tespit edildikten sonra, yine CatRAPID analizinden elde
edilen veriler 15181nda Cedce124 proteini tizerinde yer alan olast RNA bdlgelerine ait
veriler grafige yansitilmistir. Buna gére proteinin N bolgesinin RNA baglama egilimin
daha yiiksek oldugu, 6zellikle 26-77 ve 51-102 aminoasitleri arasinin bu kapasiteye
sahip olabilecegi 6ngoriilmektedir. Ayn1 zamanda The Gene Ontology Resource (GO)
programi kullanilarak hedef listede yer alan 27 RNA’nin kodladigi proteine ait
biyolojik fonksiyon analizi gerceklestirilmistir. Iki analize ait sonuglar ise Sekil

5.10°da yer almaktadir.

Cede124 proteinine ait olasi RNA hedeflerinin Molekiller Fonksiyonlan

a) b)

11]

GTPaz akiivatd
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fonkstyon 11%

reg ilatiri A jlotensin 1
B0 |
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Sekil 5.10: Ccdc124 proteinine ait genel RNA baglama bdlgesi egilimi (a) ve RNA
hedeflerinin molekiiler fonksiyon tahmini grafigi.
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RNA ile c¢oktiirme, sekanslama ve biyoinformatik analizlerin ardindan
validasyon i¢in secilen GCN1, HERC2 ve negatif kontrol olarak belirlenen TUBA1B
icin primer tasarlanmistir (Tablo 4.16). Bu primerlere ait deney kosullarinin
belirlenmesi amaciyla sicaklik gradiyenti olusturularak PCR denemeleri yapilmistir.
Boylece primerlerin baglanma ve ilgili tirlinli olusturma kapasiteleri karsilastirilmistir.
Denemeler sirasinda o6rnek igcermeyen ve sadece PCR reaksiyon igeriklerini
bulunduran kuyucuklar da negatif kontrol olarak kullanilmistir. Bu kuyucuklar sadece
Ornege ait trlinlerin ¢ogaltildigindan emin olmak amaciyla kullanilmis olup, kalip
icermeyen kontrol (nontemplate control, NTC) olarak adlandirilmistir. Ilgili deneyler
sonucunda tasarlanan primerlerin ilgilenilen {iriinleri ¢ogalttig1 ancak dimer olusturma
potansiyellerinin bulundugu tespit goriilmiistiir. Q-PCR sirasinda uygulanacak
protokolde ise 50°C’nin erime sicakligi olarak kullanilmasina karar verilmistir. PCR
sonucunda elde edilen iirtinlerin agaroz jeldeki goriintiileri ise Sekil 5.11°de yer

almaktadir.
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Primerlerle ilgili 6n deneylerin tamamlanmasini takiben RNA ile ¢oktiirme
deneyi transfekte edilmemis yabanil tip HelLa hiicre hattiyla tekrarlanmistir. Deney
sonucu elde edilen RNA o&rnekleri cDNA’ya ¢evrilmis, her bir cDNA 6rnegi ise
GCN1, HERC2 ve TUBAIB primerleri kullanilarak Q-PCR deneyleri
gerceklestirilmistir. Ornekler i¢in her bir deneme de ii¢ tekrar olmak iizere ii¢ ayr
deneme yapilmistir. Her bir hedef RNA’ya ait Q-PCR analiz sonuglart Sekil 5.12-
5.17°de gosterilmektedir.

GCNI1 Amplification plot
200,000 1
175,000 1 e
150,000 ; '
125,000 V//
| =4 y/
% 100,000 1
75,000 y
50,000 1 /
25,000 {16,812.489998 :
—/
0 ———
a8 w0 1 1 ! 18 X 2 3 L} L’ e x ) &0
Cycle
. IP (Cede124 antikoru kaph boncuk) | Input Esik degeri
NTC IP (Tavsan antikoru kaph boncuk)

Sekil 5.12: Cede124 proteininin olasi bir RNA hedefi olarak GCN1’e ait
amplifikasyon grafigi.

Q-PCR analizi sonuglar1 degerlendirilirken ilk 6nce GCN1’e ait amplifikasyon
grafikleri incelenmistir. Beklenilen durumun aksine tavsan antikoru kaph IgG
boncuklarla cekilen RNA’lara ait cDNA orneklerinde ve template igermeyen
orneklerde son dongiilerde de olsa da bir miktar ¢ogalma tespit edilmistir.
Degerlendirmenin daha saglikli yapilabilmesi ve ¢ogaltilan tiriinlerin istenilen iirtin
olup olmadiginin gosterilmesi amaciyla da erime egrileri incelenmistir. Bu egrilerde
ise input ve IP (Ccdcl124 antikoru kapli boncuk) orneklerinde istenen {iriiniin
cogaltildig1 goriilmiistiir. Input analizi ve IP (tavsan antikoru kapli boncuk) deneylerini
takiben elde edilen 6rneklerde ise primer dimeri oldugu diisiiniilen kiiciik bir bolgeden

1stma alindig tespit edilmistir. GCN1’e ait erime egrisi sekil 5.13°de yer almaktadir.
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Input

P
(Cede124 antikor kaph boncuk)

IP
(Tavsan antikoru kaph boncuk)

NTC

Mok Carve

Malt Curve

Melt Curve

M W WO W G

Malt Cerve

1 GCNI’ e ait iiriiniin erime egrisi

[ Hedef iiriin digindaki PCR iiriinlerine ait erime egrisi

grafikleri.

Sekil 5.13: Cede124 proteininin olasi bir RNA hedefi olarak GCN1’e ait erime egrisi

GCNT’i takiben olasi hedefler arasinda yer alan HERC2 kullanilarak Q-PCR

deneyi tekrarlanmigtir. Elde edilen sonuglarda beklendigi tizere input ve IP (Ccdc124

antikoru kapli boncuk) gruplarinda iiriin ¢ogaldigi gozlemlenirken, beklenildiginden

farkli olarak IP (tavsan antikoru kapli boncuk) grubuna ait 6rneklerde de bir miktar

tirtin gogalmasi tespit edilmistir. HERC2 primeri kullanilarak yapilan Q-PCR analizine

ait sonuclar Sekil 5.14°da gosterilmistir.

HERC2 Amplification plot

200,000 1|
150,000
c

% 100,000 {

50.000 40,491.993582

0
6 &8 10 12 1% 18 1B 2 2 22 2 2B N R M B ¥ «
Cycle

. Input

. IP (Tavsan antikoru kaph boncuk)

. IP (Ccde124 antikoru kaph boncuk) Esik degeri

e

Sekil 5.14 : Ccdc124 proteininin olasi bir RNA hedefi olarak HERC2’ye ait
amplifikasyon grafigi.
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HERC2 primeri kullanilan &rneklere ait sonuglar hakkinda ayrintili yorum
yapilabilmesi amaciyla deneye ait erime egrileri de incelenmistir. Bu inceleme
sonucunda input ve IP (Ccdc124 antikoru kapl boncuk) deney gruplarinda istenilen
tirtin ¢ogalirken, IP (tavsan antikoru kapli boncuk) grubunda beklenen iirtin disinda
baska bir bolgenin cogaldig1 tespit edilmistir. Yine daha 6nceki PCR denemeleri bize
bu {irtintin primer dimeri kaynakli olabilecegini gostermistir. HERC2’ye ait erime

grafikleri ise Sekil 5.15°de yer almaktadir

P IP

5 NTC
(Cedc124 antikor kaph boncuk) (Tavsan antikoru kaph boncuk)

...... Malt Curve Mot & Mt &

[——JHERC?2’ ye ait iiriiniin erime egrisi

[ Hedef iiriin digindaki PCR iiriinlerine ait erime egrisi

Sekil 5.15: Ccde124 proteininin olasi bir RNA hedefi olarak HERC2’ye ait erime
egrisi grafikleri.

Olasi RNA hedeflerinin valide edilmesini takiben Ccdcl24 proteiniyle
etkilesmedigi diistiniilen TUBA1B’ye ait primerler kullanilarak Q-PCR analizleri
tekrarlanmistir. Analizlerin sonucunda input, I[P (Ccdc124 antikoru kapli boncuk), IP
(tavsan antikoru kapli boncuk) ve NTC gruplarinda {irtin olustugu tespit edilmistir.

Deney sonuglarina ait grafik 5.16’da gosterilmistir.
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TUBA1B Amplification plot
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. IP (Cede124 antikoru kaph boncuk) . Input Esik degeri
. NTC . IP (Tavsan antikoru kaph boncuk)

Sekil 5.16: Ccdc124 proteininin olasi bir RNA hedefi olarak TUBA1B’ye ait

amplifikasyon grafigi.

Beklenildigi tizere yine erime egrileri dikkate alindiginda beklenen iiriiniin input
disinda diger 6rneklerde goriilmedigi belirlenmistir. Boylece negatif kontrol olarak
kullanilan TUBA1B’nin RNA’s1yla Ccdc124 proteini arasinda kuvvetli bir etkilesimin
bulunmadigi deneysel olarak da gosterilmistir. TUBA1Bye ait erime grafigi ise Sekil

5.18°de yer almaktadir.

Input Ip P NTC
P (Cede124 antikor kaph boncuk) (Tavsan antikoru kaph boncuk)
it Curve Mok Curve Mait Curve Melt Curve

C O I Y - O . TP T aas

1 TUBAIB® ye ait iiriiniin erime egrisi

[ Hedef iiriin digindaki PCR iiriinlerine ait erime egrisi

Sekil 5.17: Ccde124 proteininin olasi bir RNA hedeti olarak TUBA1B’ye ait erime

egrisi grafikleri.
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RNA ile ¢oktiirme deneyine ait sonuglar karsilastirilmistir. GCN1, HERC2 ve
TUBAI1B’nin deney sonuclarina ait istatistiksel analizler ve PCR tirtinlerinin agaroz

jel goriintiileri Sekil 5.19°da ve EK B2’de yer almaktadir.

fh _*
B GoNt
[ HERC2
i TUBAIB

i

Bagil Kat Degisimi IP/Input (2%

3 \ﬁé NIFORR eﬁo&
A S ¥ TUBAIB

GCNl  HERC2  TUBAIB

Sekil 5.18 : RNA ile ¢oktiirme ve Q-PCR analiz sonuglarina gore Cedc124
proteininin olas1 hedeflerinin baglanma egilimi sonuglari. a) GCN1, HERC2 ve
TUBA1B’nin input ve IP 6rneklerindeki bagil kat degisim grafikleri. b) RNA ile

¢oktiirme deneyi sonucu elde edilen 6rneklerin Q-PCR sonrasi jel goriintiisi.

5.1.2. Ccdcl24 Proteininin Hiicre Alti  Yapilarda
Gosterilmesi

Literatiirde yer alan antikor boyamasi c¢alismalarinda Ccdcl124 proteininin
sentrozom yapisinin etrafinda konumlandigi gosterilmistir [Telkoparan, 2013],
[Arslan, 2015]. Bilindigi lizere sentrozom etrafinda yer alan ve perisentriol matriks
olarak adlandirilan bu yap1 faz ayrimi sonucu meydana gelmektedir [ Woodruff et al.,
2017]. Faz ayrim bolgelerinde bulundugu gosterilmis olan proteinlerin en dnemli
Ozelliklerinden birisi de igerdikleri diizensiz bdélgelerdir (intrinsically disordered
region, IDR) [Boeynaems, 2018]. Ccdc124 proteininin aminoasit sekansina dayali
olarak gerceklestirilen SPOT gibi baz1 biyoinformatik programlar: proteinin 6zellikle
N terminaline yakin bélgesinin yiiksek diizensizlik egilimine sahip olabilecegine isaret

etmekte ve bu 6ngorii cryo-elektron mikroskobisi bulgulariyla da desteklenmektedir
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(Sekil 1.1) [Web 5]. Ayni zamanda bu analizler Cedc124 proteininin poliamfolit bir
yapida olduguna isaret etmektedir. Giinlimiizde bilinen IDR‘ye sahip proteinlerin
%75’ini ise poliamfolit proteinler meydana getirmektedir [Sickmeier et al., 2007]. Bu
bulgular bize Ccdc124’tin bagka hiicre alti lokalizasyon organellerinde de gorevli
olabilecegini duistindlirmiis ve ilk deneylerin immunofloresan boyama yontemi
kullanilarak yapilmasina karar verilmistir.

Kiitle spektrometresi ve biotinleme ¢alismalar1 sonucunda SRPK1, PCBPI,
DDX17, HNRNPAI gibi niikleer beneklerde bulundugu bilinen proteinlerle ve
G3BP1 ve FUS gibi stres graniilii bileseniyle etkilesim ic¢inde olabileceginin
belirlenmesi ise bizi ilk olarak niikleer benek (niikleer speckle, NS) ve stres graniilii
(SG) yapilariin incelenmesine yonlendirmistir. Ayni1 zamanda niikleer beneklerin ve
stres graniillerinin zengin RNP igerigine sahip olmasi ve Ccedc124’tin RNA baglama

kapasitesinin tespit edilmesi de bu hipotezimizi desteklemektedir.

5.1.2.1. Stres graniillerinde Ccdc124 Konumlanmasi

Ccdc124 proteininin stres graniilii olusumunda rol alip almadiginin belirlenmesi
icin yabanil tip HeLa hiicre hatti kullanilmigtir. Literatirde HeLa hiicre hatti
kullanilarak yapilan sicaklik stresi indiiklemesi ¢alismalarinda ise farkli sicakliklar
kullanilmis olup (42°C ve 46°C) olusan stres graniilii igeriklerinin farkli olabilecegi
belirtilmistir [White ve Lloyd, 2011], [Markmiller et al., 2017]. Bu nedenle yapilan ilk
denemelerde hiicrelerde sicaklik stresine bagli graniil olusumunu tetiklemek amaciyla
42°C ve 46°C olmak tizere iki farkli sicaklikta inkiibasyon gergeklestirilmistir.
Oksidatif strese bagl graniil olusumu saglamak i¢in ise hiicreler 50 dakika boyunca
0.05 mM sodyum arsenite maruz birakilmistir. Stres graniillerinin varligini géstermek
amaciyla G3BP proteinine 6zgii antikor kullanilarak boyama yapilmistir (Sekil 5.19a).

Deney sonucunda higbir uygulamaya maruz birakilmayarak 37°C’de inkiibe
edilmis hiicreler G3BP antikoruyla boyandiginda sitoplazmada herhangi bir graniiler
yapiya rastlanmazken; sicaklik stresi ve oksidatif stres durumlarinda sitoplazmada
graniil yapilar1 gézlemlenmistir (Sekil 5.19 a). Bu durum stres indiiklemesinin dogru
bir sekilde yapildiginin bir gostergesi olarak kabul edilmistir. Ccdc124 antikoruyla
yapilan boyamalarda ise 37°C’de inkiibe edilen ve oksidatif stres olusturulan

hiicrelerde sitoplazmada graniillesme gozlemlenmezken, sicaklik stresi durumunda
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Ccdc124 proteininin sitoplazmada grantiler yapilar olusturdugu tespit edilmistir (Sekil
5.19 b). Ayrica gozlemlenen bu graniiler yapilarin G3BP antikoru ile boyanmis stres
graniillerinin konumlariyla eslestigi gézlemlenmistir (Sekil 5.19 a). Ayn1 zamanda
hem 42°C’de hem de 46°C’de Ccdc124 proteininin SG’de konumlandigi tespit edilmis
olmasit sicaklik stresine iligkin Ccdcl124 calismalarinda her iki sicakligin da
kullanilabilecegini gostermektedir. Ayn1 zamanda farkli stres kosullarindaki Ccdc124-
G3BP ortak konumlanmalarina ait sayisal bilgiler Sekil 5.19 b’de grafige
yansitilmistir. Bu grafige gore sicaklik stresi uygulandigi durumda sitoplazmik ortak
konumlanmalarin artarken, oksidatif stres uygulandiginda sitoplazmadaki ortak
konumlanmada bir artis gézlemlenememistir. Yine bu analiz sirasinda G3BP ile
Ccdc124 proteinleri arasindaki ortak konumlanmalara g¢ekirdek icinde daha ¢ok
rastlandig1 ve durumun stresle birlikte arttigi gozlemlenmistir (Sekil 5.19 b).
Immunofloresan deneylerini takiben ise G3BP ile Ccdc124 proteini arasinda bir
etkilesimin bulunup bulunmadiginin anlagilmasi i¢in immunopresipitasyon (IP)
deneyi gerceklestirilmistir. Bu deneyin ger¢eklesmesi sirasinda Ccdc124 antikoru
baglanmis boncuklarla yabanil tip HelLa hiicre hattindan elde edilen toplam lizat
inkiibe edilerek iki proteinin etkilesimi western blot yontemi kullanilarak test
edilmistir. Analiz sonucunda G3BP ile Ccdc124 proteininin etkilestigi ve bu durumun
stres bagimli olmadigi belirlenmistir. Sodyum arsenit varliginda ve stres
uygulanmadigi kosullarda tekrarlanmig olan IP deneyini takiben gergeklestirilen

western blot analizine ait veriler ise Sekil 5.19 ¢’de gosterilmistir.
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Bu deneyi takiben Ccdc124 proteininin sicaklik stresine yanit olarak stres
graniillerinde konumlanmasinin farkli bir isaretleyiciyle tekrar gosterilmesine karar
verilmistir. Bu deneylerde kullanilmak tizere ise literatiirde yer alan ¢alismalarda
SG’nin kor yapisinda bulundugu gosterilmis olan TIA-1 proteinine ait antikor
immunfloresan boyama icin se¢ilmistir [Gilks et al., 2004] Sicaklik stresinin mimik
edilmesi i¢in 42°C kullanmilmistir (Sekil 5.20). Boylece sicaklik stresine bagli olarak
ortaya ¢ikan bu cevap hem TIA-1 hem de G3BP isaretlemesiyle gerceklestirilen iki
bagimsiz deneyle de gosterilmistir (Sekil 5.19 ve Sekil 5.20). Deney sonucunda TIA-
1 ve Ccdc124 proteininin sicaklik stresinde ayni sitoplazmik graniiller i¢inde beraber

konumlandig: tespit edilmistir.

Yabaml Tip HeLa Hiicre Hatt

Sekil 5.20: Kontrol grubuyla sicaklik stresi uygulanmais hiicrelerin TIA-1 ve Ccdc124
antikorlartyla immunfloresan boyama yontemiyle karsilastiriimasi. (Bar = 20 pm)

Kontrol
7

o

Sicakhk Stresi
42°C

Ccdc124 proteiniyle etkilestigi diisiiniilen hnRNPAT1 ve PABPCI proteinlerinin
ise stres graniiliinde bulunduklar1 daha 6nce literatiirdeki ¢alismalarla gosterilmistir
[Guil et al., 2006], [Wheeler et al., 2017]. S6z konusu etkilesimin stres graniiliinde
olabilme ihtimali g6z Oniinde bulundurularak Flag-hnRNPA1 ve Flag-PABPCI1
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plasmidleriyle gecici olarak transfekte edilmis olan Hela hiicre hatlarinda
immunofloresan boyamalarin1 takiben konfokal mikroskobuyla goriintiileme
yapilmistir. Her bir deney grubu immunofloresan boyama 6ncesi 37°C’de inkiibe
edilmis olan hiicrelerde hiicresel stres durumu gozlenmedigi kabul edilerek bu
ornekler kontrol grubu olarak kullanilmigtir. Sicaklik stresinin mimik edilmesi i¢in
42°C ve 46°C’de, oksidatif stresin mimik edilmesi i¢in ise sodyum arsenit iceren
besiyerinde inkiibasyon gergeklestirilmistir.

Deney sonucunda 42°C’de olusturulmus sicaklik stresine bagli olarak Ccdc124
proteiniyle Flag antikoru kullanilarak isaretlenmis hnRNPA1 proteinlerinin ayni
sitoplazmik graniiler yapilarda bulundugu goézlemlenirken, 46°C’de olusturulmus
sicaklik stresinde benzer bir durum goézlemlenmemistir. Flag-PABPCI ile transfekte
edilmis olan hiicrelerde ise 42°C’de herhangi bir stres graniili olusumu
gozlemlenememis olup, 46°C’de yapilan deneylerde Ccdc124 proteiniyle ortak
sitoplazmik konumlanmalar tespit edilmistir. Oksidatif strese maruz kalmis hiicrelerde
meydana gelen stres graniillerinde ise Ccdcl124 proteini ve PABPC/hnRNPA1
proteinleri  arasinda herhangi bir ortak konumlanmaya rastlanmamuistir.

Immunofloresan analizlere ait veriler Sekil 5.21°de yer almaktadur.
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SG’de Ccdcl24 proteininin  konumlanmasina iligkin deneyleri takiben
laboratuvarimizda Sinem Giil’den temin edilmis ve CRISPR/Cas9 sistemi kullanilarak
elde edilmis olan Ccdc124 proteini ifade edilmeyen HCT 116 p53-/- hiicre hatlariyla
immunofloresan boyamalar tekrarlanmistir [Giil, 2015]. Ozgiil olmayan antikor
yapismalarindan kaynakli elde edilebilecek pozitif bulgularin bu sekilde onlenmesi
amaclanmigtir. Yapilan bu deneylerin sonucunda da Crispr/Cas9 gruplarinda Ccdc124
boyamasi ve buna bagli bir ortak konumlanma tespit edilemezken, kontrol gruplarinda
sicaklik stresine bagl sitoplazmik Ccdc124 graniilleri ve G3BP ortak konumlanmasi

gozlemlenmistir (Sekil 5.22).

Yabaml Tip HCT ve HCT 116 p53 -/- hiicre hatti

Kontrol  (37°C) Sicaklik Stresi (42°C)
l‘l I I- E . ) C E . .

MERGE MERGE

Sekil 5.22: HCT 116 p53-/- ve CRISPR/Cas9 yontemiyle Ccdc124 delesyonu
yapilmis hiicre hatlarinda G3BP ve Ccdc124 antikor boyamast. (Bar = 20 pm)
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5.1.2.2. Niikleer speckle Yapilarinda Ccdcl124 Proteininin
Konumlanmasi

SG’nin incelenmesi sirasinda konfokal goriintiileme i¢in hazirlanmig
preparatlarda Ccdc124 proteininin ¢ekirdekte de lokalize oldugu gozlemlenmis ve
konuda literatiir incelemesi gerceklestirilmistir. Bu incelemeler sirasinda ¢ekirdek igi
dagilim profilinin 6zellikle 2011 yilinda yapilan bir calismada niikleer benek
yapilarinin  gozlemlenmesi i¢in kullanilan kirpilma faktdr boyamasiyla biiyiik
benzerlik gosterdigi gortilmustiir (Sekil 5.23) [David L. Spector and Angus I. Lamond,
2011].

Sekil 5.23: HeL a hiicre hatlarinda Ccdc124 proteinine 6zgii antikorun ¢ekirdek
boyamasi. (Bar = 5 pm)

Morfolojik olarak saptanan bu benzerligi takiben niikleer beneklerde Ccdc124
konumlanmasinin immunofloresan boyama teknigiyle arastirllmasina karar
verilmigtir. SC35’e 6zgii antikorlarin ise NS’de gozlemlenmesinde ise en sik
kullanilan antikorlardan oldugu bilinmektedir [Hall et al., 2006]. Bu nedenle niikleer
benek alanlarinin immunofloresan boyama yontemiyle gozlemlenebilmesi i¢in SC35
antikoru kullanilmak iizere se¢ilmistir. Immunofloresan boyama i¢in yabanil tip HeLa
hiicre hatti kullanilmasina karar verilmistir. Ayn1 zamanda ¢ekirdek i¢i
konumlanmanin strese bagli degisiminin gézlemlenmesi icin ise sicaklik stresi ve
oksidatif stres kosullar1 yaratilarak deneyler tekrarlanmistir. Boyamalara ait goriintiiler

Sekil 5.24°de yer almaktadir.
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Yabaml Tip HeLa hiicre hatt1

Sicakhik Stresi Oksidatif Stres

Sodvum arsenit

Sekil 5.24: SC35 ve Ccdc124 proteininin kontrol grubu, sicaklik stresi ve oksidatif
strese bagli olarak konumlanmasi. (Bar = 20 pm)

Stres graniiliiyle ilgili ¢alismalarda oldugu gibi bu ¢alismada da 6zgiil olmayan
antikor boyamasi kaynakli hatali gézlemlerin 6nlenmesi amaciyla daha 6nce HelLa
hiicre hattinda yapilmis olan deneyler HCT 116 p53-/- hiicre hatlarinda tekrarlanmis
ve negatif kontrol olarak da bu hiicre hattinda Crispr/Cas9 yontemi kullanilarak
hazirlanmis Ccdc124 ifadesi olmayan hiicre grubu kullanilmistir. Bu boyamalara ait
gorlintliler Sekil 5.25 a’da gosterilmistir. Aym1 zamanda yapilan deneyler sirasinda
Crispr/Cas9 o6rneklerinde SC35 graniilii yapilarinda biiyiikliikk ve say1 yoniinden bazi
farkliliklar oldugu gozlemlenmistir (Sekil 5.25 b ve Sekil 5.25 ¢). Bu farklililarin
belirlenmesi amaciyla her sayimda 50 6rnek olacak sekilde ti¢ farkli sayim ve 6lgiim
yapilarak bulgular grafige aktarilmistir. Elde edilen sayisal veriler ANNOVA
(Kruskal-Wallis testi) kullanilarak ¢oklu karsilastirma yontemiyle analiz edilmistir.

Analiz sonucunda Ccdcl124 ifadesiyle SC35 graniil biiytkliigii arasinda bir iliski
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olabilecegine dair ilk bulgular elde edilirken, Imm’den biiyiikk SC35 graniil sayisinda
anlamli bir artig tespit edilmistir (p>0.05). Elde edilen istatistiksel bilgiler ve 6l¢timlere
ait 6rnekler ise Sekil 5.25 b, Sekil 5.25 ¢ ve EK B1’de yer almaktadir. Kullanilan hiicre
hatlarinda Ccdc124 protein ifadesinin olmadiginin gosterilmesi igin ise hiicre
gruplarindan elde edilen lizatlar kullanilmig ve western blot yontemiyle gruplar
karsilagtirilmistir. Crispr/ Cas9 yontemi kullanilmis olan 6rneklerde Cedc124 antikoru
kullanildiginda herhangi bir bant tespit edilmezken, kontrol grubunda Ccdc124 protein
ifadesi bulundugu deneysel olarak ispatlanmistir. Kuyulardaki lizat varlig1 ise calnexin

antikoru kullanilarak gosterilmistir (Sekil 5.25 d).
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5.1.3. Ccdc124 Proteininin insan Kanser Hiicre Hatlarindaki
Ifadesinin Belirlenmesi

Insan kanser doku &rneklerinde Ccdc124 ifadesinin belirlenebilmesi icin RT-
PCR yontemi kullanilmis ve her bir kanser dokusu i¢in normalize edilerek hesaplanmig
olan AA Ct degerleri GraphPad programinda analiz edilmistir. Kanser ve normal doku
karsilagtirmalarinda Mann Whitney test yontemi kullanilirken ve kanser evreleme
analizlerinde Kruskal Wallis testi kullanilmistir (p<0.05) [Aljada et al., 2015].
Firmadan temin edilen paneller kullanilarak yapilan deneyler sonucunda elde edilen
verilere ait grafiklerde standart sapma SEM (standard error of the median) ile
hesaplanmistir. Bu hesaplamalar sonucunda endometriyum, 6zofagus, mesane, tiroid,
adrenal bez ve over kanserlerinde Ccdc124 ifadesinde RNA seviyesinde belirgin ve
anlamli bir artisin oldugu belirlenmistir. Cedc124 ifade artisinin kanser evrelerine gore
dagilimi incelendiginde ise endometriyum, 6zofagus, mesane kanserlerinin erken
evrelerinde, tiroid bezi ve karaciger kanserlerinin ge¢ evrelerinde bu artisin
gergeklestigi tespit edilmistir. Kanser evrelerine ait veriler degerlendirilirken ise 0 ve
I. evreler erken evreler olarak kabul edilirken; II., ITI. ve IV. evreler ge¢ evre olarak

kabul edilmistir (Sekil 5.26)
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Adrenal bez kanserine evrelemeye bagli Cedc124 mRNA ifade miktar dagilim
istatistiksel analizleri 6rneklem sayisinin az olmasi nedeniyle gergeklestirilemezken,
over kanserinin hem erken hem de ge¢ evrelerinde anlamli bir Cedc124 ifade artist
oldugu tespit edilmistir (Sekil 5.27 a-c). Aym1 zamanda Uluslararasi Jinokolji ve
Obstetrik Federasyonu (Fédération Internationale de Gynécologie et d’Obstétrique,
FIGO) tarafindan belirlenen kriterlere gore yapilan over kanseri siniflandirmasina gore
de wveriler tekrar degerlendirilmistir. Bu degerlendirme sonucunda G2 ve G3
evresindeki hastalarda Ccdc124 ifadesinde belirgin bir artis gézlemlenmistir (Sekil
28d). Yumurtalik kanserine ait 6rneklerde histolojik siniflandirmalarina bagl olarak
ise endometrioid, papiller ser6z ve ser6z adenokarsinom ornekleri normal over
dokulartyla karsilastirilmis, bu karsilastirma sonucunda seréz ve papiller serdz
adenokarsinom 6rneklerinde Ccdc124 mRNA ifadesinde istatistiksel olarak anlamli
bir artis tespit edilmistir (Sekil 5.27 e). Elde edilen verilere gore ise en fazla Ccdc124
mRNA ifade artisinin 6zofagus (~2,9 kat), adrenal bez (~2,9 kat), mesane (~7 kat),
karaciger (~3,4 kat), tiroid bezi (~5,9 kat), over (~3,8 kat) ve endometriyum(~3,6 kat)
dokularinda gézlemlendigi belirlenmistir (Sekil 5.27 f).

Ayni deney setinde yer alan meme, serviks, kolon, bobrek, akciger, lenf nodu,
pankreas, prostat, mide ve testis kanserlerine ait Orneklerle yapilan analizler
sonucunda ise Ccdcl24 ifadesinde istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit
edilememistir. Bu kanserlere ait istatistiksel degerlendirmeler Sekil 5.28°de yer

almaktadir.
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Ccdc124 ifadesinin normal dokulara ve kanserlere gére dagilim verilerinin kendi
arasinda gorece degerlendirilmesine karar verilmistir. Bu degerlendirilmenin
yapilmasi i¢in dnce tiim drnekler f-actin’e gore normalize edilmis, daha sonra da en
dusiik degere sahip olan 6rnege gore (prostat dokusu 6rnegi) hesaplama yapilmistir.
Analiz sonucunda elde edilen grafik incelendiginde ise normal bobrek ve testis
dokularinda en yiiksek seviyedeyken, normal mesane, prostat ve tiroit dokularinda en
disiik seviyede oldugu goézlemlenmistir. Analize ait grafik dagilim verileri Sekil

5.29°da yer almaktadir.
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Sekil 5.29: CCDC124 mRNA seviyesinin normal ve kanser dokularinda dagilim grafigi.
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5.1.4. Endometriyum, Mesane ve Over Kanser Dokularinda
CCD124 Proteinin ifade Profili

Tez caligmasi kapsaminda daha 6nce kanser dokularina ait cDNA ornekleri (over,
mesane, adrenal bez, endometriyum, karaciger, tiroid bezi) kullanilarak yapilmis olan
Q-PCR analizleri Ccdc124 ifadesinin mRNA diizeyinde arttigi belirlenmis olup, bu
durumun protein ifadesine yansima durumunun belirlenmesi amaciyla
immunofloresan boyama yénteminin kullanilmasi kararlastirilmistir. Immunofloresan
boyamanin yapilmasi i¢in ise endometriyum, over ve mesane kanseri doku 6rnekleri
orneklem olarak secilmistir. Kanser doku panelinde Ccdc124 antikoru kullanilarak
yapilan boyamalarda antikorun dagilim ve yogunlugu skorlanmis (IHC degeri) ve elde

edilen degerler istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

5.1.4.1. Endometriyum Kanseri

Endometriyum kanserine ait orneklerde normal doku stromalarinda Ccdc124
antikor boyamast yogun olarak goézlemlenmezken, kanserli endometriyum
dokularinda istatistiksel olarak da anlami oldugu belirlenmis olan gii¢lii antikor
boyanmasi gézlemlenmistir (p<0.01) (Sekil 5.30 ve Sekil 5.31). Ayni zamanda yapmis
oldugumuz analizler endometriyum kanseri TMA 6rneklerinin %37.2 diisiik, %44.2
orta, %14 yiiksek, %4.6 negatif IHC degerine (n=43) sahip oldugu belirlenmis ve
ozellikle Ccdc124 antikor boyamasmin hem glandular hem de stromal hiicrelerde

dagilim gosterdigi tespit edilmistir (p<0.01) (Sekil 5.31a ve Sekil 5.31b).
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10X 50X oy

Endometriyum ( Normal)

100 pm

b)

Endometriynm (Kanser)

Sekil 5.30: Ccdc124 proteininin normal endometriyum dokusu ve endometriyum
kanseri 6rneklerindeki immunohistokimya analizi. a) Normal endometriyum dokusu
(10X ve 50X biiytitme) (IHC degeri=1) b) Endometriyum kanser dokusu (10X ve
50X biiytitme) (IHC degeri=12). Oklar pozitif boyanan alanlar1 gostermektedir.
(Scale bar = 100 um.)

Yapilan ayrintili analizler Cedc124 protein ifade seviyesinin 6zellikle Grade 2
ve Grade 3 endometriyum kanseri dokularinda normal dokulara gére daha yiiksek
oldugu belirlenmistir (p<0.05) (Sekil 5.31c) Evrelere gore dokulardaki protein artislari
karsilastirildiginda ise 6zellikle erken evrede istatistiksel olarak anlamli bir Cedc124
protein ifade artis1 tespit edilmistir (p<0.05 ve p<0.01) (Sekil 5.31¢). Endometriyum
kanser hastalarinin yas dagilimlar incelendiginde ise 6zellikle 55 yas alt1 hastalarda
normal Orneklere gore ilgili protein ifadesinde yiikselis gozlemlenmistir (p<0.01).
Yapilmis olan THC degerlerine ait istatistiksel bulgular ile daha 6nce Q-PCR analizine
ait bulgularimiz desteklemis olup, endometriyum kanserinde CCDC124 genine ait
hem protein hem de RNA ifade seviyelerinde kanser bagimli bir artis meydana geldigi
ve bu 1n 6zellikle kanserin erken evresinde gézlemlendigi belirlenmistir. Tablo 5.7¢ de
ise ¢alismada kullanilmis olan 43 hasta rnegine ait klinikopatolojik durum dagilimlari

ve bu 6rneklere ait IHC degerlerine ait ayrintili degerlendirmeler yer almaktadir.
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Tablo 5.7: Endometriyum kanserinde Ccdc124 antikor boyamasina ait IHC
degerlerinin kanser 6rneklerine ait klinikopatolojik durumlarina gére dagilimi.

Endometrium Kanseri (Ccdel24 Boyamast)
Endometriyum Kanserinde IHC Degeri
N Negatif Diisiik Orta Yiiksek Ki-kare.df P degeri
m 6 ® )
Yas <55 20 50% 38% 47% 67%
(¢5] (10) (10) @)
55 23 50% 63% 53% 33% 1517,3 06783
@ (0 az @
Grade Grade 1 26 100% 63% 67% 33%
{0} ) 3y @)
Grade2 7 0% 13% 17% 33%
© @ ) @
Grade 3 9 0% 25% 17% 33% 3.938.6 0,6851
0 0] 13 @)
Evre Evre IB 23 0% 41% 76% 50%
() (8) 3) 3)
Evre IC 14 0% 47% 18% 50%
(83] (o3} ay (]
Evre IL-IT 4 100% 12% &% 0% 14776 0,0222+
(0 § 1y ©
Patolojik Tam Berrak hiicre adenokarsinoma 2 0% 6% 6% 0%
) ) a 5
Endometriod adenokarsinom 38 50% 88% 94% 100%
(1) [$3] 0 (V)]
Serdz adenokarsinom 2 50% 6% % % 10.76,6 0,0961

5.1.4.2. Mesane Kanseri

Endometriyum dokusuna ait analizleri takiben mesane kanserine ait TMA
orneklerinde de immunohistokimyasal analizler yapilmistir. Normal mesane
dokusunda epitelyal ve glomerulus kisimlarinda diisiik miktarda Ccdc124 antikor
boyamas: tespit edilirken, diiz kas hiicrelerinin bulundugu alanda herhangi bir
boyanma goézlemlenmemis bulunmaktadir (Sekil 5.32 a). Mesane dokusuna ait tiim
TMA o6rneklerine ait IHC degerleri incelendiginde ise mesane kanserleri 6rneklerinde
%44.7 disiik, %15.8 orta, % 7.8 yiiksek, %31.6 negatit deger hesaplanmistir. Ancak
normal mesane dokusunun aksine mesane kanseri orneklerinde (n=38) Ccdcl124
antikor boyamalari diiz kas hiicrelerin yer aldigi alanlarda tespit edilmistir (Sekil 5.32b
ve Sekil 5.33). Istatistiksel analizler ise normal ve kanserli mesane dokular1 arasinda
Ccdc124 protein ifadesi bakimindan anlamli bir fark bulunmadigini gostermis olup,
kanser doku ornekleri arasinda cinsiyet yas ve evreleme dagilimi bakimindan da
herhangi bir fark gozlemlenmemistir (Seki 5.32¢) (p<0.05). Tablo 5.8°de ise hasta
orneklerine ait klinikopatolojik durum dagilimlar1 ve bu 6rneklere ait IHC degerlerine

ait ayrintili degerlendirmeler yer almaktadir.
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10X

Mesane ( Normal)

A

b)
10X

Mesane ( Kanser)

100X

Sekil 5.33: Cedc124 proteininin normal mesane ve mesane kanseri 6rneklerindeki
immunohistokimya analizi. a) Normal mesane dokusu (10X ve 100X biiyiitme) (IHC

degeri=1) b) Mesane kanseri dokusu (10X ve 100X biiyiitme) (IHC degeri=12).

Oklar pozitif boyanan alanlar1 gostermektedir. (Scale bar = 100 pm.)

Tablo 5.8: Mesane kanserinde Ccdc124 antikor boyamasina ait IHC degerlerinin

kanser 6rneklerine ait klinikopatolojik durumlarina gore dagilimi.

Yas

Clnsivet

Evre

Patolojik tani

235

58

Kaduy

Erkek

Evel
Evee [l
Evre [1I

Evie IV

Urptelyal karsinom

Shnmdiz hivereli karsinom

Mesane Kanseri (Cedel24 Antikor Boyamasi)

Mesane Kanserinde IHC degerleri

N Negatif ___ Diisiik Orta Yiiksek Kikare, il P degefi
L1 (] ] 3
13 4% 18% 7% 1%
) {15 Q] M
i 5% 820 33t o™ 51783 0.1592
" (] e "
8 138, 120 330 (i
i (&) i i
£l 6™ 2% T 1007 33163 0.3455
W ] iy i}
14 EEL 5i% 1T [
o [C] 4] L
13 I 24% Rl 10074
n @ o m
10 3% 1Y ERLE (L
{f ) i ®
1 B [ 0% o 11449 (.2463
M i 3}
34 2% 2% 100% 1007
i a .= m :
4 ? 18% 0% P 20553 05051
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5.1.4.3. Over Kanseri

Normal over dokusu ve over kanseri 6rneklerinde ise diger doku ornekleriyle
benzer sekilde stromal hiicrelerde herhangi bir boyanmaya rastlanmamis olup,
primordial oositlerde yogun sitoplazmik boyanmalar gézlemlenmistir (Sekil 5.34a).
Over kanseri drneklerinde ise boyanmalar stromal hiicre i¢eren alanlarda olmak tizere

dusiik yogunluklu olarak gozlemlenmistir (Sekis 5.34b ve Sekil 5.35a-b).

a) = 3
[Yox [POXS )T St R P SR 2 T K e ¢
[10X | B AR & A M > Y AL S

{

= A Primordidl follicle (o)L s 2
X I

1

K

Over ( Normal)

U e,

Over ( Kanser)

100 pm

Sekil 5.34: Ccdc124 proteininin normal over ve over kanseri drneklerindeki
immunohistokimya analizi. a) Normal over dokusu (10X ve 50X biiyiitme) (IHC
degeri=1) b) Over kanseri dokusu (10X ve 50X biiytitme) (IHC degeri=8). Oklar

pozitif boyanan alanlar1 géstermektedir. (Scale bar = 100 um.)

Ayni zamanda boyanan over kanseri orneklerinin %76.3’tinde disiik, %
10.5’inde orta, %13.2°sinde de ise negatif Ccdc124 antikor boyama aktivitesi tespit
edilmistir. Yapilan istatistiksel analizler sonucu ise Ccdcl24 protein ifadesi
bakimindan normal over dokusu ile over kanser dokusu arasinda anlamli bir fark
oldugu belirlenmistir (p<0.01) (Sekil 5.35 ¢). Ozellikle over kanserinin erken
evresinde (evre 1) Ccdc124 protein ifadesinde anlamli bir artig gézlemlenmis olup, geg
evreyle (sadece evre 3) normal doku arasinda istatistksel olarak anlamli bir farklilik
gozlemlenememistir (p<0.01) (Sekil 5.35¢). Ayni1 zamanda IHC degerleri kullanilarak
yapilan analizler sonusu over kanserinde Grade 1 ve Grade 3’de Ccdc124 protein

ifadesinin arttig1 tespit edilmistir (p <0.05) (Sekil 5.35¢). Dahast hem 55 yas alt1
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bireylerde hem de 55 yas tistii bireylerde over kanserine bagli olarak Cedc124 protein
seviyesinde belirgin bir yiikselme gdzlemlenmistir (p<0.01). Ayni zamanda protein
seviyesindeki bu artisin over kanserine ait alt tiplerde (serdz adenokarsinom ve serdz
papiller karsinom) degisiklik gostermedigi belirlenmistir (»<0.05) (Sekil 5.35c¢).
Over kanseri oOrneklerine ait  klinikopatolojik degerlendirmeler ve bu
degerlendirmelere ait Ccdc124 antikor boyamasina ait IHC degeri dagilimlar ise

Tablo 5.9°da yer almaktadir.
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5.2. Yorumlar

5.2.1. RNA baglayici bir protein olarak Cedc124

Daha 6nce yapilan CCDC124 geni DNA dizisi verilerinin analizine dayali olarak
yapilan biyoinformatik ¢alismalarda bu proteinin RNA baglayan bir protein
olabileceginden bahsedilmis olup, 2012 yilinda yapilmis olan UV uygulamasi sonucu
RNA ile protein arasinda gergeklesen ¢apraz baglanmaya dayali deney sonuclarinda
da RNA baglayan bir protein olarak yer almistir [Castello et al., 2012]. Bu tez
calismasi kapsaminda ise ger¢eklestirdigimiz CatRAPID analizi sonuglar1 Sekil 2.1°de
de yer aldig1 gibi proteinin 74-124 aminoasitlerinin arasinda olasi bir baglanma bolgesi
iceriyor olabilecegini gostermektedir. Bunu takiben yapilmis olan SPOT analizi ise bu
bolgenin diizensizlik egiliminin yiiksek olduguna isaret etmektedir (Sekil 2.3).

Yapilmis olan bu tez ¢alismasiyla ise ilk defa Ccdc124 proteininin in silico
olarak mRNA’lara bolgesel baglanma egilimleri gosterilmis, ardindan RNA ile
coktiirme analizi gergeklestirilerek, olasi RNA hedefleri belirlenmistir. RNA ile
coktiirme sonrasi sekanslama yapilarak elde edilen ve Tablo 5.4°de yer alan hedef
RNA listesinden RPKM oranlari ve CatRAPID analiz sonuglari goz Oniinde
bulundurularak bir degerlendirme yapilmis ve degerlendirme sonucunda se¢mis
oldugumuz GCNI1 ve HERC2 mRNA’larinin Cecdcl24 proteiniyle etkilestigi
saptanirken, Tablo 5.6’da gosterildigi tizere hedef listede yer almayan ve bu nedenle
negatif kontrol olarak kullandigimiz TUBA1B’nin beklendigi tizere bdyle bir
etkilesimin bulunmadig1 RIP analizini takiben gerceklestirilen Q-PCR analizleriyle
gosterilmistir (Sekil 5.12- Sekil 5.18).

Deneysel olarak Ccdc124 proteiniyle gorece kuvvetli bir etkilesim sergileyen
GCNI mRNA’sinin mayalardan insana kadar korunmus olan GCNI1 proteinini
kodladig1 bilinmektedir. Amino asid agliginda ise GCN1 proteini GCN20 ile kompleks
yaparak ribozoma baglanabilen bir yap1 olusturmaktadir. Bu fiziksel yapida ise GCN2
proteinin N terminaline baglanarak GCN2 tizerinde bulunan histidil tRNA sentetaz
benzeri domainine baglanmis tRNA’larin ribozomla etkilesime girmesini
saglamaktadir [Marton et al., 1993], [Sattlegger ve Hinnebusch 2000], [Garcia-Barrio
et al., 2000], [Sattlegger ve Hinnebusch 2005]. Daha sonra amino asit agligina cevap

olarak aktive olan GCN2, dkaryotik baslatici faktor (elF2a) nin o alt tinitesini fosforile
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ederek bir agma kapama diigmesi gorevi gérmekte ve hiicre ici stres yolagiyla ilgili
GCN4, ATF4 gibi genlerin aktivitesini kontrol etmektedir. GCN1 proteininin amino
asit aclik cevabindaki rolii Sekil 5.36’da gosterilmistir.

Amino asid achg1 /

0
o Aming asit orefioi ile
ilgili genlerin
0 Cter transkripsiyonunda artr:
\A‘x & psiy $
| = tRNA
i lF
:‘?'7 elF2 :
B\
Translasyonc;\ ‘
azalma - ° X

7/ b \“ —— UuORF1  LORF2 GCN4

_d

Sekil 5.36: GCN1 proteinin amino asit aglik cevabindaki rolii.

Schizosaccharomyces pombe ile yapilan calismalarda da memeli RACKI
homologu olan Cpc2’nin yoklugunda amino asit agligina bagli olarak gelisen
GCN2’nin otofosforilasyonuna bagli elF2’nin fosforilasyon mekanizmasinin
bozuldugu ve amino asit yoklugu hassasiyeti gelistirdigi gézlemlenmistir [Tarumoto
et al., 2013]. Yine ayn1 y1l Telkoparan tarafindan yapilan arastirmalarda RACKI ile
Ccdcl124 proteinlerinin etkilesiyor olabilecegi kiitle spektrometresi deneyleriyle
gosterilmis ve hiicre i¢i konumlanmalarinin benzerligine dikkat cekilmistir
[Telkoparan, 2013].

Ote yandan insandaki Ccdc124 proteininin ortologu olan “late-annotated short
open reading frame 2 (Lso2) ile yapilan immiinolojik ¢oktiirme deneyleri bu
proteinlerin 25S ribozomal RNA’nin A bélgesindeki GTPase aktivasyon bdlgesine
baglanarak translasyonda etkilesime girerek gorev aldigini gostermistir. Ccdcl124
proteinininin de benzer bir bdlge tasiyor olabileceginden bahsedilmistir [Wang et al.,

2018]. Yine 2020 yilinda yapilmis olan cryo-elektron mikroskobisine dayali baska bir
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calismada ise Ccdc124 proteininin hibernasyon halinde bulunan bos ribozomlara
baglanarak translasyonun baslamasinda gorev alan proteinler arasinda oldugu
gosterilmistir [Wells et al., 2020]. Bu potansiyel aktivite daha 6nce Ccdcl24
proteiniyle etkilestigi duisiinilen RACK1 proteinin de 40S ribozom alt birimine
baglanarak translasyon sonlanmasinda gorev aliyor olmasi agisindan oldukga ilgi
cekicidir [Nilsson et al., 2004].

Literatiirde yer alan bu bilgiler bize Ccdc124 “iin GCN1 mRNA’sina baglanarak
GCN1  translasyonunun  diizenlenmesinde  gérev  aliyor  olabilecegini
diisiindiirmektedir. Ozellikle 2018 yilinda Wang tarafindan Lso2 ile yapilan ve 2020
yilinda Wells tarafindan ribozom hibernasyonuna dayali gergeklestirilen ¢aligmalar,
bu diizenlenmenin ribozoma baglanmayla gergeklesiyor olma ihtimaline de isaret
etmektedir. Ccdcl24 proteininin  GCN1 mRNA’s1 tlizerindeki olasi negatif
diizenlemesinin, GCN2 bagimli strese cevabi olarak translasyon inhibisyonunun
gerceklesmesinin engellemesi beklenmektedir. Nitekim bu hipotezi, 2011 yilinda
yayinlanan bir ¢alismada Sendai viriisii infeksiyonunda gergeklesen bir hiicresel cevap
olarak Ccdc124 ifadesinin diistiigiiniin rapor edilmis olmasi1 da desteklemektedir [Li
et al., 2011]. RNA virtis infeksiyonunda, viral C proteinin e2IFa’nin fosforillenme
kisitlamasinin PKR {izerinden gerceklesiyor olabilecegi gosterilmesine ragmen,
literatiirde yer alan bazi ¢alismalarda infeksiyona bagli hiicresel cevaplarda GCN1
regiilasyonunun kullanilmast bize ikinci bir mekanizmanin Ccdcl24 proteini
tarafindan GCN1 regiilayonuna bagli olarak e2IFa’nin fosforillenmesinin engelleniyor
olabilecegini diistindiirmektedir [Takeuchi et al., 2008], [Tian et al., 2002], [Hirohata
et al., 2015]. Ayn1 zamanda GCN1 bagimli GCN2 aktivasyonunun sadece amino asid
acligr ve virtis bagimh degil, UV zarar1 ve oksidatif streste de gerekli oldugu
gosterilmistir [Anda et al., 2017]. Bu bulgular 6zellikle hiicresel stres cevaplariyla,
GCN1 regulasyonu ve Ccdcl24 proteini arasindaki iliskisin daha ayrintili
arastirilmasinin gerekliligini vurgulamaktadir.

Yine yapilan ¢alismada Ccdc124 proteininin HERC2 mRNA’sina baglanma
egiliminin de oldugu gosterilmistir. Bu baglanma egilimi GCN1 mRNA’sina olan
egilimden daha diistik seviyede gdzlemlenmis olmasina karsin bu durumun etkilesim
stabilitesinin daha az olmasina bagli olabilecegi diistiniilmektedir. Literatiirde yer alan
calismalarda HERC2 proteininin ¢ekirdekle sitoplazma arasindaki transferde oldugu

ve bir E3 {iibikitin ligaz olarak {ibikitinleyerek BRCA1 proteinlerin degredasyonunda
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gorev aldigi gosterilmistir [Wu et al.,, 2010]. Aym1 zamanda baska E3 {ibikitin
ligazlarin aktivasyonunda da rol alan bu proteinin DNA hasar1 durumunda gérev alan
53BP1, RAP80, BRCAI1, RNF8, XBA gibi baz1 proteinlerle de iligkili oldugu
bildirilmistir [Kuhnle et al., 2011], [Bekker-Jensen et al., 2009], [Kang et al., 2010]
2014 yilinda Cubillos-Rojas ve arkadaglart ise HERC2 proteininin p53
oligomerizasyonunda gorev aldigimni gostermiglerdir [Cubillos-Rojas et al., 2014].
Literatiirde yer alan bu ¢alismalar g6z oniine alindiginda ileri de yapilacak olan
calismalarda CCDC124 proteini ve HERC2 mRNA’s1i etkilesiminin CLIP gibi
yontemlerle daha etkin bir bi¢cimde gozlemlenerek, bu etkilesimin hiicre

metabolizmasi tizerindeki etkisinin anlagilmasinin 6nemli oldugu diisiiniilmektedir.

5.2.2. Hiicre alt1 yapilarda Cedc124 proteininin konumlanmasi

Ccdc124 proteininin baglandigi olast RNA hedeflerinin belirlenmesine yonelik
calismalarda proteinin RNA baglama kapasitesinin gosterilmesinin ardindan, proteinin
yogun RNA igerigine sahip hiicre altt yapilarda konumlaniyor olabilecegi
diistiniilmiistiir. Ilgili analizlerin gerceklestirilmesi i¢in ise immunofloresan yéntemi
kullanilarak konfokal mikroskobu kullanilmasina karar verilmistir. Daha 6nce 2013
yilinda yayinlanmis olan Telkoparan’a ait doktora tez ¢alismasi sirasinda elde edilen
veriler dogrultusunda Ccdc124 proteiniyle etkilestigi diistiniilen G3BP, PABPCI,
HSP27 gibi proteinlerin SG yapisinda bulunuyor olmalar1 bizi 6ncelikli olarak bu
yapilarin incelenmesine yonlendirmistir [ Telkoparan, 2013], [Galganski et al., 2017].
SG konumlanmasina dair verilerin incelenmesi sirasinda ise Ccdcl124 antikor
boyamalarinin ¢ekirdek i¢i graniiler yapilanmalarda konumlandigi tespit edilmistir.
Tespit edilen bu kromatinler arasi graniiler yapilarin sayisal ve morfolojik olarak
kirpilma faktorlerini iceren NS yapilarina benzedigi yapilan literatiir arastirmalar
sonucunda belirlenmistir (Sekil 5.23) [Spector ve. Lamond, 2011]. Ayn1 zamanda SG
konumlanmasi i¢in kullanilan HNRNPA1 ve TIA-1 ile kirpilma mekanizmasiyla
karakterize olmus bu yapilarda yer alan proteinlerle ¢ekirdek i¢i gergeklesen ortak
konumlanmalar ve laboratuvarimizda devam eden ¢alismalarda Cedc124 proteininin
baglandig1 diistiniilen SRSF2 (SC35), DDX3X, TARDBP gibi proteinlerin de bu

yapida konumlaniyor olmasi NS’in da incelenmesine neden olmustur.
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Yapilan calismalar sonucunda daha 6nce sentrozomda ve orta cisimcikte
konumlandigi tespit edilmis olan Cedc124 proteininin SG ne NS olmak tizere iki farkli
hiicre alt1 organelde daha konumlaniyor oldugu immunofloresan boyama deneyleriyle
gosterilmistir [Telkoparan vd., 2013] (Sekil 5.19- Sekil 5.25). Ayni1 zamanda
literatiirde DDX4 proteiniyle yapilmis bir ¢aligmada protein sekansinda yer alan
diizensiz bolgelere sahip polyamfolid yapilarin faz ayriminda 6nemli olabileceginden
bahsedilmektedir [Lin et al., 2016]. Bu tez ¢calismasi sirasinda yapilan SPOT analiziyle
ise diizensizlik egilimi yiiksek olan bdolgeler bulundurmasi (Sekil 2.3), 6zellikle
proteinin N terminal bolgesinin belirli bir ti¢ boyutlu yapisinin olmamasi ve CIDER
analizinde gosterildigi tizere pozitif ve negatif yiik dagilimlar sergileyen poliamfolid
bir protein olmasi (Sekil2.2) NG ve SG gibi membransiz faz ayrim organellerindeki
gozlemlerine ait verileri desteklemektedir. Bu nedenle ileride yapilacak ¢aligsmalarla
Ccdc124 proteininin bu yapilardaki gorevinin incelenmesi hiicre i¢i membransiz
graniiler yap1 organizasyonlarinin tam olarak anlagilmasi, hiicresel stres cevabi ve

RNA metabolizmasinin aydinlatilmasi a¢isindan olduk¢a 6nemlidir.

5.2.2.1.Ccdc124 Proteininin Stres Graniili Konumlanmasi

Stres graniilii olusumuyla Cedc124 proteini arasindaki iliskinin tespiti igin
yapilan deneyler sonucunda immunofloresan boyamalar sicaklik stresi kosullarinda
(42°C ve 46°C) G3BP1 proteiniyle Ccdc124 proteininin bazi stres graniillerinde ortak
konumlandig1 gosterilmistir. Ancak benzer bir otak konumlanma oksidatif stres
durumunda goézlemlenmemistir. Bu bulgunun yami sira niikleus i¢i ortak
konumlanmalar da gézlemlenmis olup, bu ortak konumlanmanin hem sicaklik hem de
oksidatif stres cevabina bagli olarak artis gosterdigi belirlenmistir. Nitekim 2007
yilinda yayinlanmais bir tez ¢alismasinda UV uygulanma siiresiyle dogru orantili olarak
G3BP’nin konumlanmasinin sitoplazmadan niikleusa dogru bir yonelim gosterdigi
belirtilmistir ve literatiirde yer alan bir¢ok calismalarda stres dozuna bagli olarak
hiicresel cevaplarda meydana gelen farkliliklara dikkat ¢ekilmistir [Behrmann, 2007],
[Adler et al., 1996], [Latonen et al., 1996]. Bu durum bize deneysel calismalar
sirasinda uygulanmis olan stres kosullarina bagl olarak G3BP1 proteinin ¢ekirdek
konumlanmasinin artryor olabilecegini diistindiirmekte ve sicaklik seviyesindeki

artisla ¢ekirdek i¢i ortak konumlanmanin artiyor olmast da bu diislinceyi
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gliclendirmektedir. Yine bu deneysel ¢alismalar sirasinda hem stresli hem de stressiz
kosullarda gergeklestirilmis olan birlikte ¢oktiirme deneyleri ise laboratuvarimizda
daha 6nce yapilmis olan kiitle spektrometrisi analizlerinde yer alan ve Ccdcl24
proteini ile etkilestigi diistiniilen G3BP1 arasindaki etkilesimi dogrulamis bulunmakta
ancak bu etkilesimin stres bagimli olmadigini gostermektedir. Ccdc124 ve G3BP
arasindaki etkilesim mekanizmasinin tam olarak anlagilabilmesi icin ise ayrintili
calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Ccdc124 proteininin konumlanma c¢alismalarinda stres graniillerinin dinamik
yapist ve stres dozu bagimli hiicresel cevaplar arasi farkliliklar g6z Oniinde
bulundurularak sicaklik stresi deneyleri i¢in iki farkli sicaklik (42°C ve 46°C)
secilmistir. Bu deneyler sirasinda ise TIA-1 ile isaretlenmis stres graniillerinde
42°C’de, Flag-HNRNPATI ile isaretlenmis stres graniillerinde 42°C’de, Flag-
PABPC1 ile isaretlenmis stres garniillerinde ise 46°C’de Ccdcl24 protein
konumlanmas1 gosterilmis olup, oksidatif stres sonucu olusan stres graniillerinde ise
Ccdc124 proteini varligina ait bir bulguya rastlanmamustir. TIA-1 ile isaretlenmis
hiicrelerde sodyum arsenikle olusturulan oksidatif stres ve 46°C’de olusturulan
sicaklik stresinde, Flag-PABPCI1 ile isaretlenmis hiicrelerde ise 42°C’de olusturulan
sicaklik stresinde bu protenlerin SG’de yeterince bulunmamasina bagli olarak
graniiler yapilara rastlanmamis olup, ilgili deney gruplarina ait verilere tezde yer
verilmemistir.

Bu bulgularin yanisira G3BP1, PABPC1, HNRNPA1 ve TIA-1 gibi baz stres
graniilii isaretleyicileriyle Ccdcl124 proteininin sitoplazmik konumlarinin ayni
oldugunu gostermis olmasina ragmen, tim stres graniillerinde benzer konumlanma
tespit edilememis ve benzer bir durumdan Markmiller ve arkadaslari tarafindan
yapilan bir calismada da s6z edilmistir. 2018°de yayinlanan ¢alisma sonucunda HelL.a
ve HepG2 hiicrelerinde sodyum arsenitle olusturulan stres graniillerinde tespit
edilememis olmasma ragmen, ©nciil néronal hiicrelerdeki stres graniillerinde
rastlandig1 rapor edilmistir [Markmiller et al., 2018]. Bu durum bize Ccdc124’iin genel
olarak tiim stres graniillerinde bulunan bir protein olmadigini ancak bazi hiicrelere ve
baz1 6zel kosullara bagli olarak stres graniillerinde konumlandigini diistindiirmektedir.

Literatriide yer alan bir ¢alismada Genl/Gen20 kompleksini de igeren GCN2
diizenleyici kompleksinin sicaklik stresine bagli olugsan stres graniillerinde bulundugu

belirtilmistir [Cherkasov et al., 2015]. Ccdcl24 proteininin valide edilen RNA
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hedeflerinden biri olarak GCN1 oldugu diistiniildiigiinde, bu durum Ccdc124 iin stres
graniilinde konumlanmasa bile bu yolak {izerinde gorev aliyor olabilecegini

gostermektedir.

5.2.2.2. Ccdc124 Proteininin Niikleer Benek Konumlanmasi

Niikleer benekler kirpilma faktorlerini bulunduran, transkripsiyon, mRNA
olgunlagmasi ve RNA’larin ¢ekirdek disina aktarilmasi gibi bir¢ok biyolojik siiregte
rol alan kromatinler arasi graniil yapilaridir. Yapilan bu ¢alismayla ise niikleer
beneklerin  6nemli isaretleyicilerinden biri olan SC35 ile Ccdcl24’tin
konumlanmasinin ¢ekirdek i¢inde ayni bolgelerde oldugu tespit edilmistir. Bu ortak
konumlanmanin CRISPR/Cas9 sistemi kullanilarak Cecdc124’tin  hedeflendigi
hiicrelerde bulunmamasi ise elde edilen veriyi desteklemektedir. Nitekim TIA-1
antikoruyla yapilan boyamalarda sadece sitoplazmik degil, ayn1 zamanda niikleer
konumlanmadaki benzerliklere rastlanmistir. TIA-1 ‘in hiicre i¢inde hem sitoplazmik
hem de niikleer konumlanmasinin oldugu ve iki konum arasinda tasimmanin da
transkripsiyon bagimli - gergeklestigi bilinmektedir [Zhang et al., 2005]. Dahas1 2000
yilinda Forch ve arkadaglar1 tarafindan yapilan deneyler sonucunda TIA-1’in
UlsnRNP’in ona 6zgii 5’ss kismini takiben zengin U sekansina sahip mRNA’lara
baglanmasina aracilik ettigi, yoklugunda ms/-2 pre-mRNA’sinin taninmasinin ve
kirpilma  diizenlemesinin  gerceklesmedigi, FAS’m ise alternatif kirpilma
dizenlemesindeki seg¢ilimde etkili oldugu gosterilmistir [Forch et al., 2000].
McAlinden ve arkadaslarinin yaptig1 baska bir ¢alismada ise COL2A1e ait intron
2’deki AU bakimindan zengin cis elementlere baglanarak 2. ekzonun kirpilma
diizenlemesini sagladig1 tespit edilmistir [McAlinden et al., 2007].

Yine bu hiicre hatlarinda niikleer beneklerin biiytikliiglinde bir artis oldugu

da elde edilen bulgular arasinda yer almaktadir. Fei ve arkadaslar1 tarafindan 2017

yilinda yayinlanan bir ¢alismada niikleer beneklerin RNA igerigi miktar: ile benek

biiytikliigiiniin arasinda pozitif bir iliski oldugunu, RNA birikiminin benek
biiytikliigiinii belirliyor olabilecegini belirtmislerdir [Fei et al., 2017]

Ayni zamanda deney sonuglar1 sicaklik stresi ve oksidatif stres durumlarinda

Ccdc124 proteiniyle SC35°in ¢ekirdek iginde farkli graniiler yapilarda bulunduklarina

isaret etmektedir. Literatiirde yer alan ¢alismalarda ise sicaklik stresi durumunda

107



SC35’in niikleer beneklerde bulunmaya devam ettigini gosteriyor olmasi, bize
Ccdc124’iin sicaklik stresi bagimli olarak niikleer beneklerden ¢ikip ¢ekirdek ici bagka
bir graniiler yapiya yoneldigini diistindiirmektedir [Jolly et al., 1999], [Denegri et al.,
2001]. Nitekim literatiirde buna benzer bir¢ok 6rnek bulunmaktadir. Bu 6rneklerden
birisi niikleer benekler ile sicaklik stresi durumunda gozlemlenen niikleer stres
grantilleri arasindaki iligkidir. Stres durumu yokken NS’lerde bulunan ve kirpilmaden
gorevli olan SF2/ASF proteini, sicaklik stresinde NS’lerden ayrilarak niikleer stres
graniillerinde konumlanmaktadir [Denegri et al., 2001].

SG ile yapilan caligmalar sirasinda ise G3BP ile c¢ekirdek ig¢i ortak
konumlanmalarin sicaklik ve oksidatif strese bagl olarak artmasi (Sekil 5.19 b) bu
ortak konumlanmanin NS diginda baska bir ¢ekirdek i¢i hiicre alt1 yapida gerceklesiyor
olabilecegine isaret etmektedir. Literatiirde yer alan c¢alismalarda G3BP’nin
Ser149°dan fosforilenerek c¢ekirdek icinde konumlamasina iligkin bulgular yer
almasina karsin bu konumlanmanin ayrintilarina ait bilgiler henliz mevcut
bulunmamaktadir [Tourriére, et al., 2001]. Bu nedenle bu konumlanmanin ileride
yapilacak daha ayrintili ¢alismalarla aydinlatilmasinin hem Cedc124 proteininin strese
bagli cevaptaki roliiniin hem de Ccdc124-G3BP iligkisinin tespit edilmesinde 6nemli

olabilecegi diistiniilmektedir.
5.2.3. Ccdc124 Proteininin Kanserle Olan Tliskisi

Daha once yapilan c¢alismalarda Ccdcl24 proteininin baska proteinlerle
etkilesimi {lizerinde durulmus ve RasGEF gibi baz1 proteinlere baglanma egiliminin
oldugu gosterilmistir [Telkoparan vd., 2013]. Ccdc124’tin RNA baglama egilimi ise
biyoinformatik analizlerle tahmin edilmis olmasina ragmen ilk defa bu g¢alismayla
deneysel olarak bu egilim belirlenmis ve hedef RNA’lara iliskin yeni bilgiler elde
edilmistir. Literatiirde yer alan bir¢cok calismada RNA baglayan proteininlerin kanser
gelisimiyle yakin iliskili olduguyla belirtilmistir [Vo et al., 2012], [Neelamraju et al.,
2015], [Vikesaa et al.,2006]. Bu durum RNA baglayan bir protein olarak Ccdc124’{in
de kanserle iligkisinin aragtirilmasi gerekliligini ortaya ¢ikarmisgtir.

Yapilmis olan bu calismayla Ccdc124 mRNA’sinin ifadesiyle kanser
metabolizmas1 arasinda bir iliski bulunabilecegi gosterilmis ve 6zellikle adrenal bez,

endometriyum, 6zofagus, karaciger, tiroid bezi, mesane ve over kanserinde bu ifadenin
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arttigr belirlenmistir. Endometriyum, mesane ve O6zofagus kanserlerinin erken
evrelerinde anlamli bir ifade artis1 gosteren Cede124’{in bu kanserlerin saptanmasinda
kullanilabilecegi gibi; karaciger ve tiroid bezi kanserlerinde ge¢ evrelerde meydana
gelen Ccdcl124 mRNA ifadesindeki artisin gergeklesmesi ise bu kanserlerin
tedavisinde kullanilabilecek bir hedef olarak Ccdcl24 proteininin  onemini
vurgulamaktadir.

Yapilan ayrintili analizler ayrica over kanserinin hem erken hem de geg
evrelerinde istatistiksel olarak anlamli bir artisin oldugu, hasta 6rneklerinin histolojik
adenokarsinom tipleri arasinda serdz ve papiller serdz tiplerinde anlamli bir ifade artig1
oldugu, Uluslararasi Jinekoloji ve Obstetrik Federasyonu (International Federation of
Gynecology and Obstetrics, FIGO) tarafindan yapilan siniflandirmaya goére hastaligin
G2 ve G3 evrelerindeki 6rneklerde ilgili proteine ait mRNA ifadesinde artis gortildiigii
tespit edilmistir. Over kanserine ait bu siniflandirmada G3 evresindeki hiicreler daha
diizensiz ve metastaza yatkin olarak tanimlanmakta olup bu evreye ait hiicrelerin
metabolizmalarina dair ayrintili bir bilgi literatiirde yer almamaktadir. 2014 yilinda
yapilan bir calismada erken epitelyal over kanserinde fertiliteyi koruma amacli yapilan
operasyonlar giivenli olarak goriiliirken, G3 evresindeki timérler i¢cin bunun giivenli
olmayabilecegine deginilmektedir [Zapardiel et al., 2014]. Ayni zamanda bu
hastalarda yumurtaligin alinmasina bagl tekrar tiimdrlesme olgusuna rastlanmakta, bu
durum da tedavide kemoterapinin kullanilmasimi gerekli kilmaktadir. Bu nedenle
Ccdc124 proteininin G3 evresindeki ifade artisina bagl metabolik yolagm ilerideki
calismalarla aydinlatilmasinin bu evredeki hastalarin tedavisinde yeni stratejiler
gelistirilmesine yardimci olabilecegini gostermektedir.

Ccdcl124 proteininin RNA hedefi oldugu deneysel olarak gdosterilmis olan
HERC2’nin DNA hasar1 sonrast tiimér baskilayici olarak gorev alan BRAC1’in
degredasyonuna neden oldugu bilinmektedir [Wu et al., 2010]. Aymt zamanda
HERC2’nin CPH alt birimiyle p53 proteinin son 43 aminoasitlik bolgesine baglandigi
ve tlimor baskilayici p53 proteinin diizenlenmesinde 6nemli bir yere sahip oldugu da
deneysel olarak gosterilmistir [Cubillos-Rojas et al., 2014]. Bunun yan1 sira HEK293
hiicrelerinde dogal immiin cevapla ilgili yapilan bir ¢calismada ise Ccdc124 proteininin
PKR (protein kinaz R) ile etkileserek baskilanmasini sagladigi tespit edilmistir [Li et
al., 2011]. PKR ise p53 ile etkileserek tiimor baskilayici gibi gorev yaptigi bilinmektedir
[Yoon et al., 2009]. HERC2 proteininin BRCAI1, p53, PKR gibi kanserlesme
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metabolizmasi tizerinde 6nemli etkileri bulundugu tespit edilmis olan iki proteinle olan
etkilesimi kanser caligmalar1 bakimindan Cedc124’{in 6nemine isaret etmektedir. Bu
nedenle tez calismalari sirasinda Q-PCR analizleri sonucunda elde edilen ve Ccdc124
protein ifadesinde istatistiksel olarak belirgin bir artis gézlemlenen kanser tiplerinde,
Ccdc124 proteini ile HERC2 mRNA’s1 arasindaki iliskinin arastirilmasi ve bu iligkinin
diger timorlesme mekanizmalarinin tizerindeki direk veya indirek etkilerinin ayrintili
olarak degerlendirilmesi gerekmektedir.

Son zamanlarda yapilan g¢alismalar ise RNA baglayan proteinlerin oogenezi
mRNA metazbolizmasinda gorev alarak diizenledigini gostermektedir [Brook et al.,
2009], [Rosario et al., 2017], [Clarke et al., 2012]. Ilgin¢ olarak bu tez calismasi
sirasinda gergeklestirilen THC deneylerinde de over dokusundaki oosit folikiil
sitoplazmalarinda yogun Ccdcl24 antikor boyanmalarina rastlanmistir. Ccdcl24
protein ifadesinde gozlemlenen bu artis, uyku durumunda olan primordial oosit
metabolizmas1 ve Wells ve arkadaglari tarafindan 2020 yilinda yapilan Ccdc124
proteininin hibernasyon durumundaki ribozomlara baglanarak ribozom aktivasyonuna
katkida bulunuyor olabilecegi vurgusu g6z oniinde bulunduruldugunda oldukga dikkat
cekici bulunmaktadir [Wells et al., 2020]. Ayn1 zamanda yapilan bu deneyler sirasinda
kullanilan endometriyum, mesane ve over dokularina ait epitelyal kisimlarda da
Ccdc124 antikor boyama tespit edilmistir. Ozellikle Pelin Telkoparan tarafindan daha
once yapilmis olan deneysel calismalarla bu proteinin hiicre béliinmesi evrelerinde
sentrozom ve orta cisimcik alanlarinda konumlaniyor olmasi, proliferasyon 6zelligi
yiliksek olmasi nedeniyle epitelyal hiicrelerde daha fazla ifade ediliyor olabilecegini
diistindlirmektedir.

Ccdc124 protein ifadesinin over ve endometriyum kanserinde yiikseliyor olmasi
ise, bu dokulara ait kanser olgusu gelisiminde bu proteinin ifade miktarinin 6nemli
olabilecegine isaret etmektedir. Ayni zamanda bu bulgular daha 6nce elde edilmis olan
Q-PCR deneyleri kullanilarak yapilmis olan ve Ccdc124 mRNA miktari arttislarinin
gozlemlendigi sonuglarimizi da desteklemektedir. Bunun yani sira over kanser tipleri
arasinda yer alan papiller ser6z ve ser6z karsinom Orneklerinde de hem protein hem
de mRNA seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli artislar tespit edilmis
bulunmaktadir. Yine over kanseri orneklerinde Grade 2 ve Grade 3 orneklerinde
benzer sekilde hem protein hem de mRNA seviyelerinde artis gézlemlenmistir. Bu

durum yiiksek ve orta dereceli tlimorlerde artan Cedcl124 ekspresyon seviyesinin,
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hiicrelerin ~ farklilasma  yeteneginin  azalmasit  ile iligkili  olabilecegini
dustindiirmektedir. Nitekim daha once literatiirde yapilmis c¢aligmalarla da hiicre
cogalmasi ile farklilasma hizi arasinda ters orantili bir iliski oldugunu gosterilmistir
[Mattern et al., 2004], [Silvia Hardiany et al., 2017], [Ruijtenberg et al., 2016]. Elde
ettigimiz bulgular ise Ccdcl24 proteinin proliferasyonda rol aliyor olabilecegi
hipotezimizi daha da gli¢lendirmektedir. Ccdc124 proteininin heniiz hiicre ¢ogalmasi
ve karsinogenezdeki rolii tam olarak anlasilmis olmamasina ragmen elde edilen yeni
bulgular bu mekanizmalar aralarindaki dengenin daha iyi anlasilabilmesi i¢in 6nemli
ipuclart sunmaktadir.

Endometriyum ve over dokularindan elde edilmis olan bulgularin aksine Q-PCR
analizinde Ccdc124 mRNA seviyesinde artis bulunmus olan mesane kanserinde
immunohistokimya yontemi kullanilarak Ccdc124 protein ifadesinde herhangi bir
anlamh farklilik bulunamamigtir. Bu farkliligin Greenbaum’un aragtirmalarinda da
belirttigi tizere posttranskripsiyonel mekanizmalarla diizenleme ile iliskili olabilecegi
dustinilmektedir [Greenbaum et al., 2003].

Yapilmis olan bu tez ¢alismasiyla elde edilen yeni bulgular sinirli sayida
kanser 6rnegine dayanmasina ragmen Ccdc124 proteini ve kanser gelisimi arasindaki
iligkinin anlasilmasi ag¢isindan biiyiik 6nem tagimaktadir. Elde edilen sonuglar
Ccdc124 proteininin biyolojik fonksiyonu hakkindaki bilgilerimizi genisletmis
bulunmakla birlikte, 6zellikle ileride yapilacak olan kanser tani ve tedavisine yonelik

yeni bir hedef olarak Ccdc124 proteinin 6nemini vurgulamaktadir.
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Ek A:.CatRAPID Analizi Sonuclari.

Tablo Al.1: GCN1 mRNA’s1 ile Cedc124 proteininin olasi baglanma egilimini
gosteren CatRAPID analizi sonuglari.

EKLER

Protein Bolgesi RNA Bdlgesi Etkilesim Egilimi
26-77 3336-3683 431.99
51-102 3336-3683 411.16
101-152 3336-3683 373.94
98-149 3336-3683 372.89
48-99 3336-3683 367.59
148-199 3336-3683 360.12
123-174 3336-3683 359.40
126-177 1260-1607 354.06
26-77 3336-3683 338.20
76-127 3336-3683 334.23
73-124 3336-3683 332.93
26-77 1779-2126 332.35
26-77 1952-2299 330.77
26-77 914-1261 330.27
26-77 1433-1780 327.06
26-77 2990-3337 325.42
26-77 395-742 324.86
51-102 1260-1607 321.65
26-77 1606-1953 316.90
51-102 1779-2126 316.02
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Ek A1.2:: HERC2 mRNA’s1 ile Cedc124 proteininin olasi baglanma egilimini
gosteren CatRAPID analizi sonuglari.

Protein Bolgesi RNA Bolgesi Etkilesim Egilimi
26-77 5854-6467 410.85
51-102 5854-6467 404.77
101-152 5854-6467 370.51
98-149 5854-6467 362.77
48-99 5854-6467 348.43
126-177 5854-6467 348.43
123-174 5854-6467 347.37
148-199 5854-6467 337.51
26-77 4936-5549 335.72
51-102 4936-5549 328.39
26-77 2488-3101 326.66
51-102 2488-3101 321.66
26-77 4324-4937 317.96
26-77 2794-3407 316.44
51-102 2794-3407 314.56
26-77 958-1571 314.51
51-102 4324-4937 313.77
76-127 5854-6467 311.83
51-102 958-1571 304.82
101-152 4936-5549 301.15

128




Ek A1.3: TUBA1B mRNA’s1 ile Cedc124 proteininin olast baglanma egilimini

gosteren CatRAPID analizi sonuglari.

Protein Bolgesi RNA Béolgesi Etkilesim Egilimi
51-102 1421-1492 15.60
26-77 1421-1492 14.88
51-102 596-667 14.82
51-102 126-197 14.76
26-77 126-197 14.13
51-102 1261-1332 14.11
26-77 596-667 14.05
51-102 36-107 13.79
26-77 1261-1332 13.39
51-102 351-422 13.15
101-152 126-197 13.15
26-77 36-107 13.09
51-102 56-127 12.99
51-102 1401-1472 12.95
51-102 1436-1507 12.63
98-149 126-197 12.61
101-152 1421-1492 12.57
26-77 351-422 12.46
101-152 1401-1472 12.45
51-102 1331-1402 12.42
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