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KISA OZET

Insan hiicrelerinde genomik DNA,; siirekli olarak, DNA hasar kontrol noktasindaki sinyal
yollarin1 aktive eden ve DNA hasarina neden olan i¢sel ve digsal ajanlarin baskisi altindadir.
DNA hasar kontrol noktalari, DNA onarimi ve DNA replikasyonun tamamlanmast igin yeterli
zamani tamimak iizere hiicre siklus progresyonunu durdurarak veya geciktirerek DNA
yapisindaki degisiklikleri yanitlayan ve taniyan; hiicresel sinyal iletim yollar1 tarafindan kontrol
edilir. Memeli Timeless inin biyolojik saat, DNA replikasyonu ve DNA hasar1 kontrol
noktalar1 da dahil olmak iizere birden fazla rolde oynadigi bildirilmektedir. insan Timeless’1
Tipin (Timeless ile etkilesime giren) olarak adlandirilan daha kiiciik bir protein ile kompleks bir
yapt olusturmaktadir. Timeless-Tipin kompleksi insan hiicrelerinde ATR-bagimli DNA
replikasyonu kontrol noktasinda bir aracidir. DNA hasar cevabi sirasinda ATR’nin Chkl ile
nasil temas ettiginin ve Chk1’i nasil fosforile ettiginin molekiiler mekanizmasi agikca
tammlanmamustir. Bu calismanin ana amact ATR—->Chkl DNA hasar kontrol yollarinda
Timeless-Tipin kompleksinin hangi mekanizma ile aracilik gérevi yaptigint arastirmaktir. Bu
calismada biz, DNA hasar ve replikasyon stresi cevabinda Chkl’in ATR tarafindan
fosforilasyonun 6zellikle Timeless-Tipin kompleksi ile iletildigini gosterdik. Bu, hem Timeless-
Tipin kompleksini hem de Claspin’ni RPA kapli ssDNA iizerinde stabilize eden, Tipin ve
RPA’nin 34-kDa’luk alt birimi (RPA2) arasindaki etkilesimi ile gerceklesmektedir. Bu
yolakdaki inhibitorlerin hiicre dongiisii kontrol noktasindaki fonksiyonunun yok edilmesi ile
kanser hiicrelerinin kemoterapotik ajanlara karst duyarli hale gelmesi beklenir. Bu teoriye
dayanarak, bugiinlerde geleneksel kemoterapdtikler ile kombinasyon tedavilerinin kullanimi
icin Chkl kinaz aktivitesini inhibe etme kapasitesi ile kiiciik molekiiller gelistirilmektedir.
Kanser tedavisinde ATR—->Chkl sinyal yolagi potansiyel bir hedef oldugu icin Tipin-RPA
etkilesim bolgesinin 6nemli bir faktdr oldugu ileri siiriilmektedir. Mevcut bulgular RPA ile
Tipin etkilesimini engelleyen bir peptid inhibitoriiniin veya kimyasal bilesigin, kanser
hiicrelerini DNA hasar-indiikleyici kemoterapik ilaclara karst duyarhi hale getirmek icin
potansiyel olarak yararh olabilecegini desteklemektedir.

Anahtar Kkelimeler: Timeless-Tipin, DNA Hasar Kontrol Noktasi, ATR
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CONTROL OF THE ATR-DNA DAMAGE RESPONSE BY ssDNA AND THE
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ABSTRACT

Genomic DNA is constantly under stress of endogenous and exogenous DNA damaging agents
activating DNA damage checkpoint signaling pathways in human cells. DNA damage
checkpoints are controlled by cellular signal transduction pathways that recognize and respond
to alterations in DNA structure by halting or delaying cell cycle progression to allow sufficient
time for DNA repair and the completion of DNA replication. Mammalian Timeless has been
implicated in multiple roles including the circadian clock, DNA replication, and DNA damage
checkpoints. The human Timeless form a complex with a smaller protein called Tipin (Timeless
interacting protein). Timeless-Tipin complex is a mediator of the ATR-dependent DNA
replication checkpoint in human cells. Molecular mechanism of how ATR contacts and
phosphorylates Chk1 during the DNA damage response is not well documented. The main aim
of the present study was to investigate the mechanism by which the Timeless-Tipin complex
functions as a mediator in the ATR->Chkl DNA damage checkpoint pathway. In this study we
demonstrate that Chk1l phosphorylation by ATR in response to DNA damage and replication
stress is specifically mediated by the Timeless-Tipin complex. This is achieved by an
interaction of Tipin with the 34-kDa subunit of RPA (RPA2) which stabilizes both the
Timeless-Tipin complex and Claspin on RPA-coated ssDNA. Through abrogation of cell cycle
checkpoint function, inhibitors of this pathway are expected to sensitize cancer cells to
chemotherapeutic agents. Based on this theory, currently small molecules with capacity to
inhibit Chk1 kinase activity for use in combination therapies with traditional chemotherapeutics
are being developed. Tipin-RPA interaction site has been proposed to be a key factor because
The ATR->Chkl signaling pathway is a potential target for cancer therapy. Our current findings
suggest that a peptide inhibitor or chemical compound that prevents the interaction of Tipin
with RPA could be potentially useful to sensitize cancer cells to DNA damage-inducing
chemotherapeutic drugs.

Keywords: Timeless-Tipin, DNA damage checkpoint, ATR



viii

ICINDEKILER
Sayfa no
T KAPAK ... I
BILIMSEL ETIGE UYGUNLUK ........cocoiviiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeees e II
YONERGEYE UYGUNLUK ONAYT.......coiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee e I
KABUL ONAY SAYFAST ..ottt vV
TESEKKUR ..o ettt et ettt \Y
(074 =) NSO VI
ABSTRACT ... oot VII
ICINDEKILER ..ottt ettt s et es VIII
KISALTMALAR .......oomiiiiieieeeee oo es s s s nnanasas X
TABLO, SEKIL ve GRAFIK LISTEST ... .ot X1I
1. GIRIS VE AMAGC ...ttt 1
2. GENEL BILGILER .......cocoiuiiiiieeieeeeeeeeeeeeeeeeee et 5
2.1. DNA HASARI ve YANITLARI .......cccoovoviimiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 5
2.2. DNA HASAR KONTROL NOKTALARI VE SINYALLERI......................... 7
2.3. DNA HASAR KONTROL NOKTALARI .......cococovivimiiireieeeeeeeeeeeeeeans 8
2.4. DNA HASAR KONTROL NOKTALARININ MOLEKULER
BILESENLERI. ...ttt 10
N BN Y= 1 0 (= PPN 12
AN v o3 | | G PR 14
2.4.3. Sinyal TIEtiCIler .......c.cevveeeeeeeeeeeeeecc e 15
R o) § (<) < £6) § [ PPN 15
2.5. G1/S KONTROL NOKTASI ......ooviuiuiiiieeeeeeeeeeeseeeeseee e 16
2.6. S EVRESI KONTROL NOKTASL........cooiiuiiiiiieereeeseeeeeeeseeeneseenas 18
2.7. G2/M KONTROL NOKTASI ........ooiuiiieieieeeeeeeeeseeeeseeeeeese e sensenenas 19
2.8. REPLIKASYON KONTROL NOKTASI (S/M Kontrol Noktasi)................... 21
2.9. RPA (Replikasyon Protein A) ........cooceeeiiiiiiiiiiiiiieieieee et 22
2.10. TIMELESS ..ottt 24
201 TIPIN oot 25
3. GEREC VE YONTEM ......coooiiiiiiiiiieiieeeeeeeeeeeeee et 29
3.1. CALISMANIN YAPILDIGI YER ......c.cooooviiiiiiiieeeeeeeeeeeees e 29
3.2. GERECLER ......cocooiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 29

3.3. YONTEMLER ......coouiiiiiiiieiiiieiceeeeeeeee et 34



ix

Sayfa no
3.3.1. Hiicre Hatlarinin Ve Bocek Hiicrelerinin Elde Edilmesi Ve Kiiltiire
EAIIMEST .. cueviiiiiiiiee et 34
3.3.2. Rekombinant Protein Uretimi I¢in Yapilan Calismalar-.................... 35
3.3.2.1.Bakiilovirtis/Bocek Hiicre Sisteminde Rekombinant Protein
UTEHIMI weeoniiiieeiiiiee ettt 35
3.3.2.2. E.coli*den Rekombinant Protein Uretimi ......................... 36
3.4.SDS-PAGE UYGULAMALARI.....cccttiiiiitiiiieeeeee et 37
3.5.ELEKTROFOREZ JELLERINDEKI BANTLARIN BELIRLENMESI........... 38
3.6. WESTERN BLOTTING .....cccotuiieieieiiiiieieieieeieceeee et 38
3. 7. TRANSFEKSIYON....ccottiiimiiiiiiiieieitietiete et 41
3.7.1.Lipofektamin ile sSiRNA Transfeksiyonu ...........ccccccovviieiiiniiieennnne. 42
3.7.2. Kalsiyum Fosfat ile Transfeksiyon: ..........ccccccovviieiiniiieeeiniieeennnnee. 42

3.7.3.Tipin ve Timeless’in DNA Hasarinda ve Replikasyon Stresinde Chk1’nin
Fosforilasyonundaki Goérevinin Incelenmesi i¢in Yapilan Transfeksiyon
(@811 10121 T S RPR S 42

3.7.4.Tipin ve Timeless’1in Ekspresyonun ve Niikleer Lokalizasyonun
Belirlenmesi icin Yapilan Transfeksiyon Calismalari............cccccoeeiieeennn. 43

3.7.5.“Tetrasiklin"le indﬁqunen Promotor Kontrolii Altinda WTL/195A Tipin
ve Timeless Interaksiyonun Incelenmesi i¢in Yapilan Transfeksiyon
(@811 10121 1 U SRUR S 43

3.7.6. Tipin (WT-L195A) ve Timeless ile siRNA ko-transfeksiyon

(@811 10121 1 S UUR 43
3.7.7. Neocarzinostatin (NCS)’in Chk1 Fosforilasyonuna Etkisinin Tipin (WT-
L195A) ve Timeless ile siRNA ko-transfeksiyonuyla Arastirilmasi :......... 43
3.7.8. Flp-In™ T-REx™-293/FLAG-Tipin-L195A Hiicre Hattinda Chk1
Fosforilasyonun siRNA-Tipin ile Incelenmesi: .........ccccccceeeiniiieiinnienennns 44
3.7.9. Claspin Kinetiginin Flp-In™ T-REx™-293/FLAG-Tipin-L195A Hiicre
Hattinda siRNA-Tipin ile Incelenmesi: ............cccoovevevevivevereerecceeieeen 44
3.8, TRANSFORMASYON .....ooitiiiiiiiiiiiniteieenieente ettt ettt 44
3.9.DNA PULL-DOWN TESTI REAKSIYONLARI .........cccccooeuumiimiiniiniiniineicnnees 45

3.9.1. Timeless,Tipin ve Claspin Proteinlerinin RPA ve ssDNA ile
Interaksiyonun Karakterize Edilmesi i¢in yapilan Pull-Down Assay

CaltgmAalar......coooiiiiiiiiiii e 47
3.9.2. Rekombinant Tipin’in RPA ve aRPA kapli ssDNA’ya Baglanmasinin
incelenmesi i¢in Yapilan Pull-Down Assay Calismalar.............cccocceeeenne. 47

3.9.3. Rekombinant Claspin’in ssSDNA’ya Baglanmasinda RPA ve Tipin’nin
Etkisinin incelenmesi icin Yapilan Pull-Down Assay Caligmalar .............. 47



Sayfa no

3.9.4. Claspin’in RPA kapli ssDNA’ya Baglanmasinda Tipin-WT ve Tipin-
L195A’nmin Etkisinin incelenmesi i¢in Yapilan Pull-Down Assay

CaltgmAalar......coooiiiiiiiiiie e 47
3.10. IMMUNOPRESIPITASYON .......cocooiiiiiiieiiieieieieieieeieeeee e 48

3.10.1. Tipin’in RPA ve aRPA ile Olan Interaksiyonun incelenmesi igin

Yapilan Immiinopresipitasyon CaliSmalart: ...............c.ceeverevrrreverenenennns 48

3.10.2. Tipin’in Claspin ile Olan Interaksiyonun Incelenmesi i¢in Yapilan

3.10.3. Mutant Form Tipinlerin (E185A, E190A ve L195A) ve WT-Tipin’in
RPA ile olan Interaksiyonun Incelenmesi i¢cin Yapilan Immiinopresipitasyon

3.10.4. Tipin-WT ve Tipin-L195A formlarinin RPA ile olan Interaksiyonun
Bocek Hiicrelerinde Incelenmesi icin Yapilan Immiinopresipitasyon

3.10.5. Timeless ve Tipin kompleksinindeki WT ve L195A Tipin formlarmin
RPA kapli ssDNA ile olan Interaksiyonun Incelenmesi i¢cin Yapilan

Immiinopresipitasyon Call§malart:................ccoeueeeevrvereuereeerreeesesenenenenns 49
3.10.6. WT ve L195A Tipin formlarinin Claspin ile olan Interaksiyonun
Incelenmesi icin Yapilan Immiinopresipitasyon Calismalart ..................... 49
3.11. CALISMADA KULLANILAN COZELTI VE TAMPONLAR ........ccccecune... 50
4. BULGULAR ..ottt ettt et st st e 53

4.1. REKOMBINANT PROTEINLERIN BAKULOVIRUSLE INFEKTE
EDILMI$ BOCEK HUCRELERINDEN VE E.coli’' DEN SAFLASTIRILARAK,

COOMASSIE-BLUE BOYASI ILE KARAKTERIZE EDILMEST......oooveeeeieeeen. 53
4.2. TIMELESS/TiPIN KOMPLEKSININ DNA’YA BAGLANMASINDA
RPA GOREV YAPMAKTADIR ..ottt eee e e ee e eee e ee e ee e 54

4.3. DNA HASARINDA VE REPLIKASYON STRESINDE OLUSAN Chkl
FOSFORILASYONUNDA TIMELESS VE TIPIN PROTEINLERI SPESIFIiK
OLARAK GOREV YAPMAKTADIR ..ottt 55

4.4, RPA VE aRPA, ssDNA’YA BENZER AFFINITE iLE BAGLANMAKTADIR ..57
4.5. TIPIN, TIMELESS OLMADAN DA RPA KAPLI ssDNA’YA BAGLANMA

KAPASITESINE SAHIPTIR ..ot 58
4.6. TIPIN VE ssDNA BAGLANMASINDA aRPA, RPA GiBi GOREV
YAPMAMALKTADIR .....ooooeeeee oo et e e s e e e e e e e eeeeeeeeaeeeeesseneessenens 58
4.7. RPA’NIN TIPIN ILE KARARLI YAPI OLUSTURMASINDA RPA2

ALTBIRIMI PRIMER GOREV YAPMAKTADIR ......cvoovveeeeeeeeeeeeee e 58
4.8. TIPIN, HiS-FLAG-CLASPINE DOGRUDAN BAGLANMAKTADIR VE
TIMELESS, TIPIN-CLASPIN BAGLANMASI ICIN GEREKLI DEGILDIR............. 59

4.9. CLASPIN ssDNA’YA ZAYIF BIR SEKILDE BAGLANMAKTADIR ............... 60



X1

Sayfa no
4.10. ssDNA, RPA ILE KAPLANDIGI ZAMAN CLASPIN DNA’YA

BAGLANAMAMAKTADIR ......cocooviviviiiieeieieieeeiese e 61
4.11. CLASPIN’IN RPA KAPLI ssDNA’YA BAGLANABILMESI ICIN TiPIN
GEREKLIDIR.......oviiitiiititiiieeeeeee ettt 61

4.11. TIPIN ILE NUKLEOTID EKZiISYON TAMIR PROTEINI OLAN XPA
PROTEINLERININ AMINOASIT SEKANSLARI ONEMLI OLCUDE
BENZERLIK GOSTERMEKTEDIR........c.coiioiiiieieieieiiiceteiee e 61

4.12. HEK293T HUCRELERINDEN EKSPRESE EDILEN TiPiN- E185A VE
E190A MUTANTLARI TiPIN VE RPA INTERAKSTYONUNU
ENGELLEMEZKEN, TiPIN-L195A MUTANTI TiPIN VE RPA

INTERAKSTYONUNU ENGELLEMEKTEDIR. ....oovtoueeeteeeeeeeeeeeeeeee e, 62
4.13. BAKULOVIRUSLE INFEKTE EDILEN BOCEK HUCRELERINDEN ELDE
EDILEN TiPIN-L195A iLE RPA BAGLANAMAMAKTADIR ......ccoooveveeeveeeenn. 63
4.14. TIPIN-L195A ICEREN TIMELESS-TIPIN KOMPLEKSI, RPA KAPLI
ssDNA’YA BAGLANMA OZELLIGINE SAHIP DEGILDIR .......ooovevveveeeeeeeeveen, 63
4.15 WT-TIPIN VE TIPIN-L195A MUTANTI HiS-FLAG-CLASPIN’E BENZER
AFFINITE ILE BAGLANMAKTADIR .....oooeoeeeeee e 64
4.16. MUTANT TiPIN L195A, CLASPIN ILE RPA KAPLI ssDNA’NIN
BIRLESMESINDE GOREV YAPAMAMAKTADIR. .....c.coveioieeeeeeeeeeeeeeeeeeeen, 65

4.17. TIPIN PROTEININ STABILITESI VE TIMELESS ILE HETERODIMERIK
YAPI OLUSTURMASI, ORTAMDA YETERLI MiKTARDA SERBEST

TIMELESS BULUNMASINA BAGLI OLABILIR.....cooovoe oot 66
4.18 ENDOJEN TIMELESS VE TiPIN PROTEINLERININ HEK293T
HUCRELERINDEKI LOKALIZASYONU BELIRLENDI ....ovvoviieeeeieeeeeeeee, 67

4.19. TIMELESS/TIPIN KOMPLEKSININ NUKLEER LOKALIZASYONU VE
KARARLI YAPI OLUSTURMASI ICIN TiPIN’IN TIMELESS iLE
BIRLIKTE EKSPRESE EDILMESI GEREKMEKTEDIR. .....vveveieeeeeeeeeeeeeee, 68

4.20. TETRASIKLINLE INDUKLENEBILEN PROMOTOR KONTROLU
ALTINDA, FLAG ETIKETLI WT-TIPIN VE TiPIN-L195A EKSPRESE
EDEN FLP-IN™ T-REX™-293 HUCRE HATLARI ELDE EDILMISTIR................ 69

4.21. DNA HASARINDA VE REPLIKASYON STRESINDE HELA
HUCRELERINDE OLUSAN CHK1 FOSFORILASYONUNU TiPIN-L195A

MUTANTI DESTEKLEYEMEMEKTEDIR. ....ocveoveeeeeee oot 70
4.22. COKLU GENOTOKSIK STRES DURUMUNDA DA RPA-TIPIN
INTERAKSIYONU, Chkl FOSFORILASYONU ICIN ONEMLIDIR. ...................... 72

4.23. siRNA DIRENCLI FLP-IN™ T-REX™-293 _FLAG-TIPIN-L195A

HUCRE HATLARINDA siRNA-TIPIN TRANSFEKSIYONU ILE ENDOJEN

TIiPIN SEVIYESI DUSURULDUGU ZAMAN CHK1 FOSFORILASYONU

ONEMLI OLCUDE YOK OLMAKTADIR .......cccccocootiviieeieieeeeeeeeeeeeee e 72

4.24. siRNA DIRENCLI FLP-IN™ T-REX™-293 —_FLAG-TIPIN-L195A HUCRE
HATLARINDA siRNA-TIPIN TRANSFEKSIYONU iLE ENDOJEN TIPIN SEVIYESI
DUSURULDUGU ZAMAN CHK1 FOSFORILASYONU ONEMLI OLCUDE YOK
OLMAKTADIR ....ooiiiiiiiiitt ettt ettt s e 74

4.25. CLASPIN KAYBI, CHKI FOSFORILASYONUNDAKI AZALMANIN BIR
SONUCU OLABILIR ......ooviiiieieieiieiceeteteeeiete et 75



5. TARTISMA VE SONUC
6. KAYNAKLAR ...............
OZGECMIS

Xii



A-T
ATM
ATR
ATRIP
BRCAL
BSA
CDK
Cdc25
Cdc45
Chkl
Chk2
DNA
dsDNA
DNA-PKcs
DPBS
E.coli
HEK293T
His

HU

1B

IgG

1P

IR

kDa
MCM
MDCl1

MEK?2
Mrcl
MRN
NBS1
ORC2
PCNA
PIKK
RNA

xiii
KISALTMALAR

Ataksi- Telanjektaziye (Ataxia-Telangiectesia)

Ataksi- Telanjektaziye mutant (Ataxia telangiectasia mutated)

ATM ve Rad3 iliskili (ATM- and rad3-related)

ATR ile etkilesen protein (ATR-interacting protein)

Meme Kanseri 1 proteini (Breast cancer type 1 susceptibility protein)
Sigir serum albiimini

Siklin-bagimli kinaz (Cyclin-dependent kinase)

Hiicre boliinmesi dongiisii 25 (Cell division cycle 25)

Hiicre boliinmesi dongiisii 45 (Cell division cycle 45)

Kontrol noktasi kinaz 1 (Checkpoint kinase 1)

Kontrol noktasi kinaz 2 (Checkpoint kinase 2)

Deoksiriboniikleik asit

Cift ipilikli DNA (double stranded DNA)

DNA-bagimli protein kinaz katalitik alt birim

Dulbecco’s Tuzlu fosfat tamponu (Dulbecco’s phosphate buffered saline)
Escherichia coli

Insan embriyonik bobrek hiicresi (Human Embryonic Kidney 293 cells)
Hexa histidin

Hydroxyurea

Immunoblotting

Immunoglobulin G

Immiinopresipitasyon

Iyonize Radyasyon

Kilodalton

Minikromozom Idame Proteinleri (Minichromosome maintenance )
DNA Hasar Kontrol Noktasi Aracisi 1 (Mediator of DNA damage checkpoint
protein 1)

Mitogen-activated protein kinase 2

Replikasyon Kontrol Noktas1 Aracisi (Mediator of replication checkpoint)
Mrel 1, Rad50 and Nbs1

Nijmegen Kirik Sendromu 1(Nijmegen Breakage Syndrome 1)

Orijin Tanima Kompleksi (Origin Recognition Complex)

Cogalan hiicre niikleer antijeni (Proliferating cell nuclear antigen)
Fosfoinosit 3-kinaz-benzeri kinaz (Phosphoinositide 3-kinase-like kinase)

Riboniikleik Asit



RPA
RPC
pRb
PZR
PS

St2
ssDNA
SDS
SDS-PAGE
SMC1
TBS
TFIIH
Tim
Tipin
TopBP1
uv
WB
WT
XPA
9-1-1
ul

uM

ml

X1V

Replikasyon protein A

Replikasyon protein C

Protein Retinoblastoma

Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Penisilin Streptomisin

Spodoptera frugiperde yumurta hiicresi

Tek iplikli DNA (single stranded DNA)

Sodyum dodesil siilfat

Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi
Kromatin Yapisal Bakim 1 (Structural Maintenance of Kromatin 1)
Tris-buffered saline

Transkripsiyon faktorii ITH

Timeless

Timeless ile etkilesen protein (Timeless interacting protein)
Topoizomeraz Baglanma Proteini (Topoizomeraz binding protein 1)
Ultraviyole

Western Blotting

Wild Type (Yaban tip)

Xeroderma Pigmentosum A

Rad9-Radl-Husl

Mikrolitre

Mikromolar

Mililitre

Millimolar



XV

TABLO VE SEKIL LiSTESI

Sayfa No

Tablo 3.1. Deneylerde kullanilan antikorlar ve temin edildikleri yerler. .......cc..cccooeeeviienicenncnnne 31
Sekil 2.1.  Memelilerdeki DNA hasar yanitlari...........ccoccceeviiiniiinieinieinieeeceeceecenee e 6
Sekil 2.2 HUCTE DONGUST ... e 9
Sekil 2.3. Insan hiicresindeki DNA hasar kontrol noktasi bilesenleri..................cococoeveveverenrnnnenn. 11
Sekil 2.4. G1/S KONIOl NOKEAST ....coevivviiiieeeeeeiiiiee e e eeeciie e eeece e e e e e e eaaaae e e e e e e eeaaraaeeeaeeeas 17
Sekil 2.5. G2/M KONrol NOKEAST ...ccuuvviiiiieeiiieiiiiie e eeecciee e et eeeeaaa e e e e e e eeaavaaeee e e e 20
Sekil 3.1.  Spodoptera frugiperda IPLB-Sf21 hiicreleri..........coouiiriiiiiiiiiiiie e 30
Sekil 3.2.  Vektor olarak kullanilan invitrogen firmasia ait pcDNA3. ..........cccooveveveveiiirnnee. 32
Sekil 3.3, SDS-PAGE MeEOQU .....oocuiriiriiiiiiiiiiieteeieetteteete ettt et ettt ettt eaeens 37
Sekil 3.4. ECL (Enhanced Chemiluminescent ) Substrat Uygulanmast .........cccccuveeeniveeennnneenn. 41
Sekil 3.5.  DNA Pull-down Assay Prensibi.........cccooceiiiiiiniiiiiii e 46
Sekil 4.1. Bakiiloviriisle infekte edilmis bocek hiicrelerinden ve E. coli’den saflagtirilan

proteinlerin Coomassie-Blue boyasi ile karakterize edilmesi. ..........ccoocuveeenniieennnneen. 54
Sekil 4.2.  Timeless/Tipin(Tim/Tip) Kompleksinin, RPA ile pre-inkiibe Edilmis

80-mer ssDNA’ya Baglanmasiin Pull-Down Assay ile Incelenmesi ..........cccccueeeene. 55
Sekil 4.3.  Timeless ve Tipin’in Chk1 Fosforilasyonunda GOrevi ............ccceereeenieenieenieenieenne 56
Sekil 4.4.  ssDNA’nin RPA ve aRPA ile pre-inkiibe edilmesi ve Pull-Down Assay ile

Tipin Baglanmasinin InCelenmesi............coovuieiiriiiiiiniiiiiiniiiceeicceee e 57
Sekil 4.5.  RPA ve aRPA’nin His-FLAG- Tipin ile FLAG etiketli

Immiinopresipitasyonu (Flag-IP)...........cccooriiiimiiiiiiiiiiieieceeiceeeee e 58
Sekil 4.6.  Tipin-His ile His-FLAG- Claspin’in FLAG Etiketli

Immiinopresipitasyonu (Flag-IP)...........cccooriiiiimiiiiiiniiiciiceecceeee e 59
Sekil 4.7. RPA ile pre-inkiibe edilmis ve edilmemis ssDNA’nn ilk 6nce Tipin sonra

Claspinle inkiibasyonu ve Pull-Down Assay ile Interaksiyonlarin Incelenmesi............ 60
Sekil 4.8. XPA ve Tipin Aminoasit Sekanslarinin Karsilagtirtlmasi. .......ccoocceeeevniieiinniiennnneeen. 61

Sekil 4.9. RPA’in Wild Tip (WT) ve Mutant Form Tipinlerle (E185A, E190A ve L195A)
FLAG etiketli Immiinopresipitasyonu (Flag-IP)............ccccovviiiimniiiiniiiiiiniiceiieen, 62



xvi

Sayfa No

Sekil 4.10.  Bakiiloviriisle infekte Edilen Bocek Hiicrelerinden Elde Edilen WT-Tipin ve
Tipin-L195A Mutantinin RPA ile FLAG etiketli Immiinopresipitasyonu (Flag-IP).....63

Sekil 4.11.  RPA ile pre-inkiibe edilmis ssDNA’nin Tipin-WT veya Mutant Tipin-L195A iceren
Timeless/Tipin (Tim/Tip) kompleksi ile inkiibasyonu ve Pull-Down Assay ile
Interaksiyonlarin INCEIENMESi..............oeurviueveverereieieieieie e 64

Sekil 4.12.  Bakiiloviriisle Enfekte Edilen Bocek Hiicrelerinden Elde Edilen
His-FLAG-Claspin ile E.coli” den elde edilen WT-Tipin ve Tipin-L195A
Mutantinin FLAG etiketli Immiinopresipitasyonu (Flag-IP)..........ccccccovviiniiinnicnnnn. 65

Sekil 4.13.  RPA ile pre-inkiibe edilmis ssDNA’nin WT-Tipin, Mutant Tipin-L195A
ve/veya His-FLAG-Claspin ile inkiibasyonu ve Pull-Down Assay ile
Interaksiyonlarin INCEIENMESi..............c.ceeuieiieiiieteiiiieeeete e 66

Sekil 4.14.  Bos vektor ve FLAG-Timeless (sol panel) veya FLAG-Tipin(sag panel) kodlayan
vektorlerle transfekte edilen HEK293T hiicrelerinde Immiinopresipitasyon (IP)
yontemi ile protein miktarlarinin karsilagtirtlmast..........eeeevveieeenniiiiinniieiiniiceieen, 67

Sekil 4.15.  Hipotonik Ortamda Sitozolik ve Niikleer Fraksiyonlarina ayrilan HEK293T
hiicrelerindeki proteinlerin SDS-PAGE ile ayrilmasi ve
westernblotting ile belirlenmesi.......c...ueierriieiiriiiiiiniiiteiee e 68

Sekil 4.16.  Bos vektor, FLAG-Tipin ve artan miktarda FLAG-Timeless vektorleri ile
transfekte edilen HEK293T Hiicrelerinin Sitozolik ve Niikleer Fraksiyonlarina
ayrilmasi, proteinlerin SDS-PAGE ve Western blotting yontemleri ile belirlenmesi. .69

Sekil 4.17.  Tetrasiklinle Indiiklenebilen Promotor Kontrolii Altinda, FLAG Etiketli Tipin-WT ve
Tipin-L195A ifade Eden Flp-In™ T-REx™-293 Hiicre Hatlarinda Timeless ve Tipin
Miktarlarmin FLAG Immiinopresipitasyonu (FLAG-IP) ile belirlenmesi ................... 70

Sekil 4.18. FLAG-Timeless ve siRNA-diren¢li FLAG-Tipin (WT veya L195A) ile
transfekte edilen HeLa Hiicrelerinde siRNA (Kontrol veya Tipin) ile genlerin
susturulmast ve +/-HU durumunda Chk1 Fosforilasyon diizeylerinin SDS-PAGE ve
Westernblotting yontemleri ile belirlenmesi.............ceevieeiiiniieeiniiieniieceniieeeeen 71

Sekil 4.19.  Tipin siRNA ve FLAG-Timeless ile siRNA direncli FLAG-Tipin (WT veya L195A)
kodlayan vektorlerle transfekte edilen HeLa hiicrelerinde NCS muamelesi ile
olusan Chk1 Fosforilasyonun SDS-PAGE ve Western blotting
yontemleri ile belIrIenmMESsi. ......ccoovuuiiiiiiiiiiiiiiiieiiiec e 72

Sekil 4.20. Kontrol ve siRNA-Tipin ile transfekte edilen siRNA Direngli Flp-In™ T-REx™-293 —
FLAG-Tipin-L195A Hiicre Hatlarinda (+/- Tetrasiklin ) HU muamelesi ile
olusan Chk1 Fosforilasyonun SDS-PAGE ve Western blotting
yontemleri ile belIrIeNMESsi. ......ccovvuueiiiiiiiiiiiiii e 73

Sekil 4.21.  Kontrol ve siRNA-Tipin ile transfekte edilen, tetrasiklinle indiiklenmis siRNA
Direngli Flp-In™ T-REx™-293 —FLAG-Tipin-L195A Hiicre Hatlarinda
zamana bagli HU inkiibasyonu ile olusan Chk1 Fosforilasyonun ve Claspin
seviyesinin SDS-PAGE ve Western blotting yontemleri ile karsilastirilmast.............. 74



1.GIRIS VE AMAC

Biitiin canlilar siirekli olarak genomlarmin biitiinliigiinii ve kararliligni etkileyen
genotoksik etkilerin tehlikesi altindadir. DNA hasar1 hem dis kaynakli hem de ic
kaynakli olabilir. DNA hasarina neden olan baslica hiicre dis1 etkiler ultraviyole 1s1k
(UV), iyonize radyasyon, yiiksek enerjili fotonlar ve reaktif kimyasallardir. DNA hasar1
olusturan baslica i¢ etkenler ise, hiicre metabolizmasi tarafindan olusturulan {iriinler,
DNA replikasyonunda, tamirinde ve rekombinasyonunda olusan hatalardir (1). Bu
degisimler basit baz degisikliklerine yol acabilecegi gibi translokasyonlar veya
anoploidi gibi kompleks degisikliklere de neden olabilmektedir. Bu degisiklikler tek
hiicreli organizmalarda hiicresel Oliimlere, ¢ok hiicreli organizmalarda ise dejeneratif
degisikliklere ve yaslanmaya sebep olabilmektedir (2). DNA hasarlar1 hiicresel dengeyi
bozabilir ve bunun sonucunda belirli bazi biyokimyasal yolaklar aktive olur. DNA
hasar1 ile dort ana yolak aktiflesir, DNA tamiri, DNA hasar kontrol noktalari,
transkripsiyonel yanit ve apoptoz (3). Bu dort yolak birbirinden bagimsiz olarak
fonksiyon gosterse de, bir yolakda primer gorev yapan bir protein diger yolakta da is
gorebilir (2). DNA hasar kontrol noktalari, DNA hasara ugradigi zaman hiicre
dongiisiinii durduran ya da geciktiren biyokimyasal yolaklardir (4). Kontrol noktasi
terimi G1/S, S ve G2/M kontrol noktalar1 gibi evreler aras1 gecisin DNA hasari ile
inhibe edilmesine dayal1 olarak tanimlanir. DN'A’daki hasar, sensorler tarafindan tanmir

ve aracilar yardimui ile sinyal ileticilere tasinir. Sinyal ileticiler, G1/S gecisinin, S fazin
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devam etmesinin veya G2/M gecisinin dogrudan inhibisyonuna katilan ve effektor
olarak isimlendirilen diger proteinleri aktive veya inaktive ederler. Fosfoinosit 3-kinaz-
benzeri kinaz (Phosphoinositide 3-kinase-like kinase; PIKK) ailesi iiyeleri olan Ataksi-
Telanjektaziye mutant protein (Ataxia 7elangiectesia Mutated; ATM) ve ATM ve Rad3
iligkili (ATM and Rad3 related; ATR) proteinleri DNA kontrol noktasinda hasar
sensorleri olarak gorev yaparlar ve hiicre dongiisiiniin durdurulmasinda, DNA tamirinin
diizenlenmesinde is goren p53, Kontrol noktas: kinaz 1 ( Checkpoint Kinase 1; Chkl)
ve Kontrol noktast kinaz 2 (Checkpoint Kinase 2; Chk2) gibi proteinlerin

fosforilasyonunda ve aktivasyonunda gorev yaparlar (2).

Farklt DNA hasarlarinda olusan kontrol noktasi cevaplarinda hem ATM hem de ATR
aktiflesebilir. Buna ragmen, aktivasyonun mekanizmasinin ve kinetiginin, DNA hasar
ajanlar1 ile indiiklenen DNA lezyon cesitleri bagli oldugu diisiiniilir. ATM oncelikli
olarak iyonize radyasyon ve bazi kimyasallar tarafindan olusan agik cift-zincir DNA
kiriklarinda aktive olur (5). Iyonize radyasyona maruz kalan hiicrelerde ATM, Chk2,
pS53 (6,7) dahil olmak iizere, Nijmegen kirik sendromu 1 proteini (Nijmegen breakage
syndrome; NBS1) (8), Meme Kanseri 1 proteini (Breast cancer 1; BCRAI) (9) gibi bir
cok proteini ve kendini (10) SQ veya TQ sekans bolgesindeki Serin ve Treonin’i
fosforile ederek fosforilasyonu gerceklestirmektedir. ATM proteinindeki mutasyon
insanlarda Ataksi- Telanjektaziye (Ataxia-Telangiectesia; A-T)’ ya neden olmaktadir.
Ataksi- Telanjektaziye oncelikle serebellar dejenerasyon, bagisiklik yetmezligi, genom
kararsizlig1, klinik radiosensitiviti ve kansere yatkinlik ile karakterize bir hastaliktir

(11).

ATR ise, replikasyon catali gecikmesi boyunca, niikleotid ekzisyon tamirinde, c¢ift-
zincir kirik islemlerinde ve telomerin yeniden korunmasi gibi daha ¢ok fazla sayidaki
genom kararsizli§i durumlarinda aktive olmaktadir (2, 12, 13). ATR’yi aktive eden
genotoksik ajanlarin ¢esitliliginden dolayi, ATR’nin ATR sinyal ileti yolaklarinin
baslamasinda ve devamliliginda gorev yapabilen genel bir DNA aracist oldugu ileri
siriilmiistiir. (12, 14, 15). Farelerde ATR’nin inaktive edilmesinin embriyonik dliimle
sonuclandig: bildirilmistir (16). Insanlarda ise, ATR aktivitesinin kismi kaybina neden
olan mutasyonlar insan otozomal resesif hastalik olan Seckle sendromu ile

iligkilendirilmistir (17).
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Insanlarda Chkl ve Chk2 hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde ve kontrol noktasi
yanitlarindaki sinyal iletiminde gorev yapan iki kinaz proteindir (18,19,20). Chkl ve
Chk2 proteinlerinin her ikisi de Serin/Treonin kinaz Ozelligine sahiptir. Memeli
hiicrelerinde UV ile hasarlanmis DNA’daki sinyal ATR tarafindan algilanir ve Chkl
tarafindan iletilir (21). Memeli hiicerelerindeki ¢ift zincir kiriklar: ise ATM tarafindan

algilanir ve sinyal Chk?2 tarafindan iletilir (22).

Replikasyon catalinda olusabilecek DNA helikaz ve polimeraz aktivitesindeki
aksakliklarda, ¢ift-zincir kiriklarindaki DNA’da olusan yapilarda ve niikleotid ekzisyon
tamirinde biiyilk DNA parcalarinin uzaklastirilmasinda, 0karyotlarda tek zincirli DNA
(single stranded DNA; ssDNA) olusur ve ssDNA’ya Replikasyon Protein A (RPA)
baglanir (23,24). Yiiksek baglanma kapasitesi ile ssDNA’ya (25) ve daha az bir
baglanma kapasitesi ile ¢ift zincirli DNA (double stranded DNA; dsDNA)’ya ve
RNA’ya baglanmaktadir (26). RPA insan hiicrelerinde en fazla bulunan tek zincirli
DNA'’ya baglanan proteindir (27). RPA, hiicre i¢in ¢ok 6énemli olaylarda 6rnegin DNA
tamirinde (28) ve DNA rekombinasyonunda (29) is yapmaktadir.

ATR’nin yapisal baglanma ortagi olan ATR ile etkilesen protein (ATR-interacting
protein; ATRIP) ile RPA’in 70kDa’luk alt birimi olan RPA1’in spesifik bir
etkilesiminden dolay1 (15,30,31), ATR-ATRIP’1n DNA hasar bolgesi ile kararli yapi
olusturmasini RPA’nin diizenledigi diisiiniiliir. Bununla birlikte, ATR kinaz
aktivitesinin tam olarak uyarilmasi i¢cin, DNA hasar bolgelerinde ve ge¢ kalmis
replikasyon catallarinda da bulunan, onciil-kalip birlesim yerine ¢ogalan hiicre niikleer
antijeni (Proliferating Cell Nuclear Antigen; PCNA) benzeri 9-1-1 (Rad9-Hus1-Radl)
kiskacmi yiikleyen Rad17-Replikasyon faktor C (Replication Factor C; RFC) kompleksi
dahil ilave faktorlere gerek vardir (2). Rad9’un C ug¢ kuyrugu ile olan bir etkilesiminden
dolayi, daha sonra ATR-aktive eden protein topoizomeraz baglanma proteini
(Topoizomeraz binding protein 1; TopBP1) (32) ,ATR kinaz aktivetesini uyarabilecegi
ATR’m yakinindaki yere getirilebilir (33).

DNA hasar cevabinda, cok sayida proteinin ATR ile potansiyel olarak fosforile
edilmesine ragmen (34,35), temel kontrol noktasi substrati kinaz1 Chk1’dir (36, 37, 38).
Chk1’mm C-terminal diizenleyici bir bolgesindeki iki birimin (Ser317 and Ser345)
fosforilasyonu, Chkl1’nin kinaz aktivitesini (37, 38) ve sub-niikleer lokalizasyonunu

(39), hiicre diingiisiiniin ilerlemesi i¢in dogrudan siklin-bagimli kinaz aktivitesini
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diizenleyen Cdc25 fosfataz ailesi gibi DNA tamiri ve hiicre dongiisiiniin ilerleyisi icin

onemli olan proteinlerin fosforile edilebilmesini degistirmektedir (40).

Timeless, hiicre dongiisii kontrol noktasinda gorev alan ¢ok fonksiyonel bir proteindir
(41) Timeless, Chkl1’1 regiile ederek kontrol noktasinda gorev yapar (41). Timeless’1n,
hem ATR hem de ATR baglanma ortagi olan ATRIP ile etkilesime girdigi gosterilmistir
(41). Timeless ve Timeless ile etkilesen protein (Timeless interacting protein; Tipin)
etkilesir ve bu iki protein Timeless-Tipin heterodimer kompleks yapi olusturarak

fonksiyon gosterirler (42).

DNA hasar1 kontrol noktasindaki cevaplarda gorev yapan genlerin bozulmasi, kanser
dahil bir ¢ok insan hastaligi ile baglantilidir (43). Bu calismanin amaci genel olarak
insan hiicrelerinin DNA hasarina karsi olusturduklart DNA hasar kontrol noktalarinin
aydinlatilmasina katkida bulunmaktir. Chkl, DNA hasar kontrol noktasinda olusan
yanitlarda ve genom kararhiligini diizenlemede kritik bir rol oynar. DNA hasarina yol
acan geleneksel kemoterapotik yontemlerle birlikte Chk1 inhibitorlerinin kanser terapisi
icin klinik kullanimindaki son gelismeleri, Chk1’nin insan saghig1 ve hastaliklarla olan
baglantisi iizerine yogunlasmaktadir (44). Bu calisma ile insanlarda ATR-Chkl DNA
hasar1 kontrol noktasi yolaginda Timeless-Tipin kompleksinin nasil bir mekanizma ile

aracilik ettiginin aydinlatilmasi amaclanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. DNA HASARI ve YANITLARI

Giiniimiizdeki molekiiler biyolojinin temelini olusturacak olan DNA’nin ii¢ boyutlu
yapis1 James Watson ve Francis Crick tarafindan 1953 yilinda belirlenmistir. DNA’nin
polimer yapisini fosfatlanmig seker molekiilleri ile baglantili iki primidin (Sitozin ve
Timin) ve iki piirin (Adenin ve Guanin) bazlar1 olusturmaktadir. DNA, birbirini
tamamlayan karsilikli iki iplikten olusur, i¢ tarafinda bazlar ve dis tarafta ise seker-
fosfat iskeletinden olusan heliks seklinde bir ¢ift sarmaldir. Canlilarda genetik bilgi
DNA ile aktarilir (45). DNA’nin temel yapisi siirekli olarak hiicresel metabolitler ve
eksojen DNA hasar ajanlar1 tarafindan degisime maruz kalmaktadir. Bu degisimler basit
baz degisikliklerine yol agabilecegi gibi translokasyonlar veya andploidi gibi kompleks
degisikliklere de neden olabilmektedir. Bu degisiklikler tek hiicreli organizmalarda
hiicresel Oliimlere, cok hiicreli organizmalarda ise dejeneratif degisikliklere ve
yaslanmaya sebep olabilmektedir (2). DNA hasarlar1 hiicresel dengeyi bozabilir ve
bunun sonucunda belirli baz1 biyokimyasal yolaklar aktive olur. DNA hasar1 ile DNA
tamiri, DNA hasar kontrol noktalari, transkripsiyonel yanit ve apoptoz olmak iizere dort
ana yolak aktiflesir (3). Bu dort yolak birbirinden bagimsiz olarak fonksiyon gosterse
de, bir yolakta primer gérev yapan bir protein diger yolakta da is gorebilmektedir (2).



[ DNA Hasari }

[ Hasar Sensorleri I

DNA Tamiri Transkripsiyonel | DNA Hasar Apoptoz
Yanit Kontrol Noktasi

Sekil 2.1. Memelilerdeki DNA hasar yanitlar1 . DNA hasar1 sonrasinda hasar sensorleri ile DNA tamiri,
DNA hasar kontrol noktalari, transkripsiyonel yanit ve apoptoz olmak iizere dort ana yolak aktiflesir (2).

DNA hasarlari, DNA’daki kovalent degisiklikler ile baz cifti yanlis eslesmeleri,
ilmekler ve bir dizi yanlhis eslesmenin olusturdugu kabarciklar gibi kovalent olmayan
degisiklikleri kapsamaktadir (46,47). DNA hasarlari, replikasyon, rekombinasyon ve
tamir siireclerinde olusabilecegi gibi, baz diizeyinde, DNA omurgasinda ya da ¢apraz
baglar seklinde de olabilir. Replikasyon, rekombinasyon ve tamir siire¢lerinde DNA’da
catal yapilari, kabarciklar, Holliday yapis1 ve diger dubleks olmayan yapilar olusur. Bu
yapilar tamir ve kontrol noktasi proteinleri icin yiiksek affiniteli baglanma bolgeleri
olusturur. O°-metilguanin, timin glikol ve reaktif oksijen birimleri ya da iyonize
radyasyon ile olugsmus indirgenmis, okside olmus ya da parcalanmis bazlar DNA baz
hasarma ornektir. Ultraviyole (UV) radyasyon ile siklobiitan primidin dimerleri ve 6-4
foto iiriinleri olusabilecegi gibi, indirekt olarak reaktif oksijen birimlerini artirarak hasar
olusturabilir. Cok cesitli kimyasallar da, biiyiik polisiklik hidrokarbon birimleri ya da
basit alkil birimler olusturabilir. Cisplatin, mitomisin C, psoralen, nitrojen mustard ve
adriamisin dahil olmak iizere yaklasik olarak kemotropik ilaclarin yaris1 baz diizeyinde
hasar olusturur. Kemoterapideki en onemli sorun, kanser hiicrelerinde DNA tamirini
veya kontrol noktasi yanitini devre dis1 birakabilecek ilaclarin bulunmasidir. DNA hasar

ajanlar1 ve iyonize radyasyon DNA’da ¢ift zincir kiriklarina sebep olur. DNA’da olusan
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tek zincir kiriklar1 ve c¢ift zincir kiriklari DNA omurgas: diizeyinde olusabilecek
hasarlara ornektir. Cisplatin gibi bazi hasar ajanlar1 bifonksiyoneldir DNA’da iplikler
aras1 capraz baglar ve DNA ile protein arasinda capraz baglar olusturarak hasar

meydana getirirler (2) .
2.2. DNA HASAR KONTROL NOKTALARI VE SINYALLERI

Hasar tanima mekanizmasi genellikle ¢ok basamakl bir reaksiyondur. Enzimlerle basit
substratlarmin aksine, DNA’da spesifik bir diziye veya yapiya baglanan proteinler,
hedeflerini ilgili yapilarin ¢ok genis bir alaninda tanimak zorundadirlar. Hasar sensorleri
sadece hasar1 ararken degil ayn1 zamanda spesifik bir baglanma siiresince de hasarsiz
DNA ile kontakt kurar. Bundan dolay1 proteinler, genellikle hasarsiz DNA icin goz ardi
edilmeyecek bir affiniteye sahiptirler. Hasarsiz DNA miktar1 hasarli DNA miktarini
fazlasiyla gececegi i¢in, DNA hasar sensorleri hasarsiz DNA ile birlesmek icin hasarh
DNA’ya gore daha fazla zaman harcamaktadir. DNA hasar sensorleri spesifik
fonksiyonlarini ancak non-spesifik DNA’nin yiiksek konsantrasyonda oldugu zaman
gerceklestirirler clinkii hasar tanima mekanizmasi genellikle cok basamakli bir
reaksiyondur. Bu nedenle biitiin basamaklarin hasarsiz DNA ile temasin baglamasimdan
sonra gerceklesmesi ¢ok diisiik bir olasiliktir. Ancak cok basamakli tanimalarlarda,
hasarli ve hasarsiz DNA arasindaki aymrim net degildir. Bundan dolay1 ne DNA
tamirinin ne de DNA hasar kontrol noktalar1 molekiiler anahtarlar tarafindan kontrol
edilen reaksiyonlar gibi diisiiniilmemelidir. Daha da fazlasi, her iki siire¢ de her zaman

devam eder ama tamirin veya kontrol noktasinin onemi DNA hasar1 ile artmaktadir (2).

Hiicre DNA hasarina kars1 cevap olusturmayi baslatmak icin cesitli stratejilerle hasari
tanima Ozelligine sahiptir: dogrudan hasar1 tanima (bimolekiiler), cok basamakli hasar
tanima (molekiiler eslestiriciler ve kombinasyonel yapilar), baska bir araci ile tanima ve
DNA tamir aracilarinin taninmasi. Dogrudan hasar1 tanima sistemi belirli bir DNA
hasar1 ve ona 0zgii bir protein arasinda olusan tamamlayici bir sisteme dayanmaktadir.
Bu protein genellikle bir enzimdir. Fotoliaz ve DNA glikoliaz dogrudan hasar tanima
sistemine sahip enzimlerdir. Enzim veya enzim-substrat yapilarinin uygun oldugu
durumlarda, tanima islemi yiizey komplementerini iceren basit bir mekanizma ile degil,
Escherichia coli (E. coli) fotoliazda gosterildigi gibi uygun bir mekanizmanmn
indiiklenmesini de gerektirmektedir (48, 49). E. coli fotoliaz, flavin kofaktorinden DNA

dupleksindeki pirimidin dimerine elektron transfer sistemi ile siklobiitan pirimidin
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dimerlerini tamir eder. Bu tamirde gorev yapan elektron transferi isikla indiiklenir.
Etkili bir elektron transferi icin flavin ve pirimidin dimerinin dogrudan temas kurmasi
gerekmektedir. Boyle bir kontakt i¢in, enzim ilk 6nce pirimidin dimerinin rastgeldigi
DNA omurgasi ile etkilesir sonra yapist bozulmus omurga ile enzimin iyonik birimi

yada H bagi1 yapisi arasinda spesifik bir kontakt kurulur (50).
2.3. DNA HASAR KONTROL NOKTALARI

DNA hasar kontrol noktalari, DNA hasara ugradigi zaman hiicre dongiisiinii durduran
ya da geciktiren biyokimyasal yolaklardir (4). Kontrol noktasi ilk olarak, DNA
biitiinliigiiniin, hiicre dongiisii boyunca siirecin devam etmesine izin vermek icin test
edildigi hiicre dongiisiindeki spesifik bir nokta olarak tanimlanmustir (51, 52). Kontrol
noktasit terimi sonradan, DNA hasarma karsilik verilen, hiicre dongiisiiniin
durdurulmasi, tamir genlerinin indiiklenmesi ve apopitoz de dahil hiicresel cevaplarin
hepsini i¢eren daha biiyiik anlamlar kazanmistir. Bu tanimin daha kapsamli hale gelmesi
icin baz1 sebepler vardir, ciinkii hiicre dongiisiiniin durdurulmasinda gorev yapan
proteinlerin aktivasyonu ayni zamanda DNA tamiri ve apopitoza katilan genlerin
indiiksiyonuna neden olur. Bununla birlikte DNA tamir yolaklar1 hasarla indiiklenmis
hiicre dongiisii duraklamalarimin olmadig1 zamanlarda fonksiyoneldir ve apopitoz hiicre
dongiisii duraklamalarindan bagimsiz meydana gelebilir. Buna gére, DNA hasar kontrol
noktalar1 terimi, DNA hasarinda hiicre dongiisiinin  durdurulmasi1  veya
yavaslamasindaki olaylar1 da kapsamasi gerekir (2). Daha 6nemli bir soru da, kontrol
noktalarinin hiicre dongiisii boyunca genomik biitiinliigiiniin degerlendirildigi spesifik
noktalar olup olmadigidir. Kontrol noktasindaki cevaplar biyokimyasal olarak daha iyi
tanimlandikca, kontrol noktalarinin sadece kontrol noktasi gegisleri ile sinirli olmadigi
ve genomun biitiinliigiinii hiicre dongiisii boyunca siirekli gdzetleyen bir sistem oldugu

daha da netlesmistir (21).

Hiicre siklusunda iki 6nemli faz vardir, biri DNA’nin replike oldugu S fazi digeri ise M
fazidir. M fazi tipik olarak iki onemli olay1 icermektedir. Niikleer bolinmenin oldugu
mitoz ve sitoplazma bdliinmesinin oldugu sitokinezdir. Bir M fazmin bitip diger M
fazinin basladig1 peryotlarin arasindaki evre Interfaz olarak adlandirilir. Hiicrelerin
cogunlugu S ve M evresi arasinda aralik evresi “gap” olarak tamimlanan gegis evlerini
icermektedir. S fazindan 6nce meydana gelen G1 evresi ve M fazindan 6nce meydana

gelen G2 evresi vardir (Sekil 2.2). Aralik evreleri genel olarak hiicreye biiyiimesi ve
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gerekli olan hazirliklarin yapilmasi i¢in zaman tanir. Hiicreler bazen bdliinmenin

gerceklesmedigi evreye girerler ki, bu evre GO evresi olarak adlandirilir (53).

HUCRE

DONGUSU

Go

Sekil 2.2. Hiicre Dongiisii. insanlar hiicre dongiisii G1, S, G2 ve M olmak iizere dort ana evreden
olugmaktadir (53).

G1 evresi mitoz ile DNA replikasyonu arasindaki siire¢ oldugundan, hiicre G1 boyunca
aktiftir ve siirekli olarak ana hiicre hacmine kadar biiyiimeye devam eder. G1 evresi
DNA replikasyonun gerceklestigi S evresi ile son bulur. DNA sentezinin
tamamlanmasindan sonra, mitoz evresi i¢in protein sentezinin gerceklestigi ve hiicrenin
biiylimeye devam ettigi G2 evresi gerceklesir. Bazi hiicreler G1’den cikarak hiicre
dongiisiiniin GO evresine yani sessiz evreye girerler. GO evresinde hiicreler metabolik
olarak aktiftir ve uygun hiicre dis1 sinyalleri gelmedigi siirece ¢ogalmazlar. Hiicre
tiplerine gore hiicre dongiisiiniin evre siireleri degisiklik gostermektedir. Tipik bir insan
hiicresinde toplam dongii siiresi 24 saattir. Erken embriyo doneminde yani yumurta

dollenmesinden hemen sonra hiicre dongiisii 30 dakika veya daha azdir (45).
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Bazi tek hiicrelilerde G1 veya G2 evleri cok kisa olur ve gézlemlemek ¢ok zordur ama
memeli somatik hiicrelerinde fazlar c¢ok 1yi tanimlanmistir ve farkli biyokimyasal
olaylarin gerceklestigi hiicrelerin yasam dongiisiindeki evreler belirlenmistir. Tipik bir
hiicre siklusunda, S fazi kadar gecis noktalar1 olan G1/S ve G2/M noktalar1 da ¢ok siki
bir sekilde kontrol edilmektedir. Kontrol noktasindaki yanitlarda gorev yapan
proteinlerin, ayn1 zamanda hiicre siklusu boyunca diizenli bir ilerlemenin
gerceklesmesini saglayan proteinlerle ayni oldugunu gdsteren mavcut kanitlar vardir.
Boylece, DNA hasar kontrol noktalar1 sadece DNA hasar1 ile aktiflesen 6zgiin yolaklar
olmaylp aymi zamanda DNA hasarinda artan normal biiyiime Kkosullarindaki
biyokimyasal yolaklardir. Kontrol noktasi yanitlarinin ortaya ¢ikmasi i¢in gerekli olan
hasar seviyesine ait bir esik degerinin olup olmadigi heniiz bilinmemektedir. Kontrol
noktalarinin biitiin hiicre siklusu boyunca islevsel olmasina ve bundan dolay1 dort
evrenin herhangi bir noktasinda hiicre dongiisiinii yavaslatabilmesine ragmen, bir
evreden diger evreye gecisin durdurulmasi ya da yavaslamasi evrelerin iginde
gerceklesen nicel degisimlere zit olarak niteliksel degisiklikler gdzlenir. Kontrol noktasi
terimi G1/S, S ve G2/M kontrol noktalar1 gibi evreler arasi gegisin DNA hasar ile

inhibe edilmesine dayali olarak tanimlanir (2).
2.4. DNA HASAR KONTROL NOKTALARININ MOLEKULER BiLESENLERI

DNA hasar kontrol noktalari, diger sinyal transdiiksiyon yolaklar1 gibi, kavramsal

olarak 3 bilesen igerir. I-Sensorler, II- Sinyal Doniistiiriiciiler ve I1I-Effektorler (2).

Oldukca smirli biyokimyasal ¢alismalar ile birlikte maya ve daha yakin zamandaki
kapsamli genetik analizlerle insan hiicrelerinde, DNA hasar kontrol noktalarinin, hasar

algilayan, sinyal doniistiiren ve effektorler proteinleri tanimlanmustir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Insan hiicresindeki DNA hasar kontrol noktasi bilesenleri. DNA’da olusan hasar, ilk
basamakta sensorler tarafindan algilanir ve aracilara iletilir. Sinyal daha sonra sinyal doniistiirciileri
tarafindan hiicre dongiisiinii durdurucak olan effektorlere iletilir (2).

Hasar sensorler tarafindan belirlenir ve aracilar yardimi ile sinyal doniistiiriiciilere
tasinir. Sinyal ileticiler, G1/S ge¢isini, S fazin devam etmesinin veya G2/M ge¢isinin
dogrudan inhibisyonuna katilan ve effektor olarak isimlendirilen diger proteinleri aktive

veya inaktive ederler (2).

Bununla birlikte, insan hiicresindeki DNA hasar kontrol noktasi bilesenleri arasinda
kesin bir ayrim yoktur. Ornegin hasar sensorii olan ATM, aym zamanda sinyal
doniistiiriicii olarak goérev yapmaktadir. Hatta dordiincii ayr1 bir smif olarak “Aracilar”
tanimlanmigtir. Bu aract sinifa BRCAI1, Claspin, 53BP ve MDCI1 gibi proteinler
dahildir ve gorev olarak sensorler ve sinyal doniistiiriiciileri arasinda yer almaktadir.
ATM’in hem bir sensér hem de bir sinyal doniistiiriicii gibi gérev yapmasi, bu aracilarin
da kontrol noktasi yanitinda bir basamaktan daha ¢ok basamakta gorev yaptigi

diistiniilmektedir (2).
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G1/S, S ve G2/M kontrol noktalarinin farkli olmasina ragmen, hasar sensor molekiilleri
ya tiim ii¢ kontrol noktasi tarafindan paylasiliyor gibi ya da yolaklarin birinde birincil
gorev yapip digerinde yedek olarak gorev yapiyor gibi goriinmektedir. Benzer sekilde,
kinaz ve fosfataz olan sinyal doniistiiriici molekiiller farkli oranlarda degisik kontrol
noktalarinda gorev yapar (3, 21). Evreler arast gecisi inhibe eden kontrol noktasinin
effektor bilesenleri, kontrol noktalarina 6zgiin bir karakter kazandirmaktadir. Bununla
birlikte, cesitli aracilar ve sinyal doniistiiriiciiler 6zellikle bir kontrol noktasinda

digerlerinden farkli olarak belirgin bir gorev iistlenirler (54, 55).
2.4.1. Sensorler

RPA, hem niikleotid ekzisyon tamirinde (56, 57) hem de DNA hasar kontrol noktasinda
gorev yapan ¢ok onemli bir hasar sensor proteinidir. PIKK ailesi iiyeleri olan ATM and

ATR proteinleri kontrol noktas1 spesifik hasar sensorii olarak tanimlanmistir (58).

DNA tamirinde oldugu gibi, DNA hasar kontrol noktalar1 icin de DNA hasarinin daha
sonraki iglemler icin taninmasi gerekir. Genel olarak tamir i¢in ve kontrol noktasi
yanitlar1 i¢in olan sensorlerin farkli olduguna inanilmasina ragmen, ilerdeki ¢alismalar

hasar tespit asamasindaki onemli Ortiismeleri ortaya c¢ikaracaktir (2).
ATM ve ATR Proteinleri

ATM proteinindeki mutasyon insanlarda Ataksi Telanjektazi'ye neden olmaktadir.
Ataksi Telanjektazi, oncelikle serebellar dejenerasyon, bagisiklik yetmezligi, genom
kararsizlig1, klinik radiosensitivity ve kansere yatkinlik ile karakterizedir (11). 350
kDa’luk oligomerik bir protein olan ATM, ¢ok sayida HEAT motifleri icermektedir (10,
59). Fosfoinosit 3-kinazlar ile anlamli bir dizi homolojisine sahip olmasina ragmen lipit
kinaz aktivitesi yoktur (10, 11). ATM’in en onemli 6zelligi protein kinaz aktivitesine
sahip olmasidir ve bu aktivite in vivo olarak cift zincir kiriklarma yol acan ajanlar
tarafindan uyarilmaktadir (6). Ayn1 zamanda in vitro olarak dogrusal DNA olusmasina
neden olan ajanlar tarafindan da uyarilmaktadir (60, 61). Atomik elektronik mikroskobu
sonuglart ATM’nin monomerik goriiniisiine gére DNA’nin u¢ kismina baglandigini
gostermistir. Iyonize radyasyona maruz kalan hiicrelerde ATM, Chk2, p53 (6, 7) dahil
olmak tizere, NBS1 (8), BCRA1 (9) gibi bir cok proteini ve kendini (10) SQ veya TQ
sekans bolgesindeki Serin ve Treonin’i fosforile ederek fosforilasyonu saglamaktadir.
Ancak komsu dizilerin 6zgiinliigii de fosforilasyon i¢in 6nemlidir, 6rnegin P53’iin S;5Q

dizisi ATM tarafindan fosforile olurken S3;Q dizisi fosforile olmamaktadir. Gergekten
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de sentetik peptidlerle yapilan daha kapsamli calismalar gostermistir ki, ATM fosforile
etmek icin substratlar bir hiyerarsi ile tercih etmektedir (62). ATM’nin
otofosforilasyonu oligomer yapiy1 kontrol noktasi cevabi i¢in enzimin aktif formu olan

monomerlere doniistiiriir (10).
ATR

ATR insan genom veritabanina gore ATM ve SpRad3 genlerine olan dizi homolojisi ile
kesfedilmistir, bundan dolay1 ATR, ATM and Rad3 iliskili olarak isimlendirilmistir
(63). ATR gen bolgesi 303 kDa’luk bir protein kodlamaktadir, bu protein C-ucunda
kinaz bolgesi icermektedir ve bu alan PIKK aile iiyesi proteinleri ile homoloji
gostermektedir. Farelerde ATR’in inaktive edilmesi embriyonik oliimle sonu¢lanmistir
(16, 64). Insanlarda ise, ATR aktivitesinin kismi kaybina neden olan mutasyonlar insan
otozomal resesif hastalik olan Seckle sendromu ile iliskilendirilmistir (17). Seckle
sendromu Ataksi Telanjektazi ile ortak 6zelliklere sahiptir. ATM gibi, ATR da SQ/TQ
dizisindeki S ve T birimlerini fosforile eden bir kinazdir ve ATM tarafindan fosforile
edilen biitiin proteinleri fosforile eder. ATR, ATM’in aksine iyonize radyasyondan
ziyade UV 15181 ile aktive olmaktadir. ATR, PIKK familyasina ait UV 1sinlar ile sinyal

iletimini baslatan esas proteindir (21).

ATR’in UV isinlara karsi ozgiilliigii, enzimin dogrudan ajanlar tarafindan olusan
spesifik hasarlar1 taniyabilecegi ihtimalini ortaya koymustur (2). Elektroforetik mobility
shift testi, immobilize olmus ATR ile pulldown testi, immobilize olmus DNA ile
pulldown testi ve UV ile indiiklenmis DN A-protein cross-linking testi ATR’1n dogrudan
DNA’ya baglandigim1 gostermektedir (65). Enzimin, 50b¢’lik 6-4 fotoiiriin igeren
bolgeye, hasar icermeyen bolgeye oranla iki daha fazla baglandigi gozlenmistir.
Elektron mikroskobu ile yapilan daha detayli arastirmalar gostermistir ki, artan UV
maruziyeti ile birlikte DNA’ya baglanma artmaktadir. Daha da fazlasi, lineer DNA
kullanildig1 zaman ATM’nin aksine, ATR nin ¢ift iplikli DNA kiriklarin1 tantyamadigi
gozlenmistir. P53’tin ATR ile fosforilasyonu 6l¢iildiigii zaman, hasarli DNA’nin kinaz
aktivitesini uyardig1 goriilmiistiir (66, 67). UV’ye maruz kalmis DNA, fosforilasyonu
kismen artirmaktadir ve UV dozuna bagl olarak fosforilasyon gerceklesmektedir (65)
Boylelikle, ATM’in c¢ift zincir kiriklarinda bir sensor ve sinyal iletici olarak gorev
yaptigini, ATR’m ise en azindan UV ile olusacak baz diizeyindeki hasarlara cevapta

gorev yaptigini soyleyebiliriz (2).
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PIKK ailesinin prototipi olan DNA-PK heterotrimer bir proteindir. Ku70 ve Ku80 dimer
yapis1 ve 450kDa’luk katalitik alt birimden (DNA-PKcs) olusur. Ku70 ve Ku80 dimer
yapist DNA’nin u¢ bolgesine baglanir ve DNA-PKcs’in gelmesini saglar ancak bu
durumda aktif olarak gorev yapabilen DNA bagimli bir protein kinazdir (68). ATM ve
ATR’1n da benzer DNA baglanma ortaklar1 ile DNA’ya getirildigi diisiiniilmiistiir ve
gercekten de hem S. cerevisiae hem de S. pombe’ deki ATR homologlar1 olan scMecl
and spRad3’iin scDcd2 ve spRad3 ile kompleks olusturmaktadir. ATM’in bir baglanma
partnerinin oldugu heniiz bildirilmemistir, ama ATR’in ATRIP ile bir etkilesimi vardir.
ATRIP 86 kDa’luk bir proteindir. scDdc2 ve spRad26 ile smirli bir homoloji
gostermektedir (69). ATRIP, ATR’1n ¢iplak DNA’ya ya da RPA kapl tek zincirli veya
cift zincirli DNA’ya baglanmasinda gerekli degildir (15, 65). Bununla birlikte, ATRIP,
ATR-ATRIP kompleksinin RPA kapli DNA’ya baglanmasina ¢iplak DNA’ya gore bir

0zgiinliik vermektedir (15).
2.4.2. Aracilar

Araci proteinler hiicre dongiisiiniin belirli asamalarinda hasar sensorleri ve sinyal
iletciler ile iligki i¢indedir ve sonug¢ olarak sinyal iletimine yardim ederler (2). Prototip
arac1 protein scRad9’dur (70). scRad9 sinyal iletim yolaginda scMecl (ATR) den
scRad53 (Chk2)’ye sinyal iletimini gerceklestirir. Bir bagka araci olan Replikasyon
Kontrol Noktas1 Aracis1 (Mediator of Replication Checkpoint; Mrc1) hem S. cerevisiae
hem de S. pombe’de bulunmustur (54, 55) ve sadece S evresinde ekspresyonu
gerceklesir. 53BP1 (71), TopBP1 (72), ve DNA Hasar Kontrol Noktast Aracisi 1 ( the
Mediator of DNA Damage Checkpoint 1; MDC1) (73) insanlarda araci olarak gorev
yapan proteinlerdir. Bu proteinler ATM gibi hasar sensor proteinleri ile, BRCA1 ve
M/R/N kompleks gibi tamir proteinleri ile, Chk2 gibi sinyal iletici proteinler ile ve p53
gibi effektor proteinlerle iliski halindedir. Bu proteinlerin seviyelerinin azalmasi ya da
tamamen yok olmasi durumunda DNA hasar kontrol noktasi yanitlari islevsiz

kalmaktadir (2).

Bu aracilarin yani sira, H2AX, BRCA1, M/R/N kompleksi ve Kromatin Yapisal Bakim
1 proteini (Structural Maintenance of Chromatin 1; SMCI) gibi proteinler kontrol
noktast kinazlarin aktiflesmesinde Onemli roller oynamaktadir. Bu proteinler ayni
zamanda DNA tamirinde, kardes kromatid eslesmesinde ve ayrilmasinda dogrudan bir

rol oynamaktadirlar, bu ylizden sadece arabulucu olarak kabul edilemezler (2). Xenopus
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Claspin yumurta ekstraktlari ile yapilan calisma sonuglarina gore, maya Mrcl ile sekans
homolojisi gosteren insan Claspin proteininin de bir araci olarak gorev yaptigi
diistinilmiistiir (74). Fakat xChk1’in ( Xenopus Chkl) ATR ile fosforilasyonu icin
xClaspin’nin (Xenopus Claspin) gerekli olmast ve XATR (Xenopus ATR) ve
xRad17’den (Xenopus Radl7) bagimsiz olarak geri kalmis replikasyon catalina

getirilmesi, Claspin’in daha ¢ok sensor olarak gorev yaptigini gdstermistir (75).
2.4.3. Sinyal ileticiler

Insanlarda Chk1 ve Chk2 olmak iizere hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde ve kontrol
noktas1 yanitlarindaki sinyal iletiminde gorev yapan iki kinaz protein vardir (18, 19, 20).
Bu kinazlar sirasiyla maya scChkl (76) ve scRad53/spCdsl (22) proteinleri ile olan
homolojileri temel alinarak tespit edilmistir. Chk1 ve Chk2 proteinlerinin her ikisi de
S/T kinaz 6zelligine sahiptir. Memeli hiicrelerinde UV ile hasarlanmig DNA’daki sinyal
ATR tarafindan algilanir ve Chkl1 tarafindan iletilir (21). Memeli hiicerelerindeki cift
zincir kiriklar1 ise ATM tarafindan algilanir ve Chk tarafindan sinyal iletilir (22, 77)
Buna ragmen bu iki proteinin fonsiyonlarinda bazi ortiismeler vardir. Chkl eksikligi
farelerde emriyonik Oliime sebep olmaktadir (78), ama Chk2 eksikliginde fareler
yasamaktadir ve normale yakin kontrol noktasi yanit1 vermektedir (79). Insanlardaki
Chk2 mutasyonu ise Li-Fraumeni-benzeri kansere yatkinlik sendromuna sebep

olmaktadir (80).
2.4.4. Effektorler

Hiicre dongiisii DNA hasar kontrol noktasindaki baslica gorev yapan effektorler
Cdc25A ve p53 proteinleridir (2). Insandaki Cdc25A, B ve C fosfotirozin fosfataz
olarak gorev yapmaktadir ve hiicre dongiisiindeki gecislerde gorev yapan siklin-bagimli
kinazlar1 defosforile etmektedir. Cdc25 proteinlerinin fosforilasyonu, proteinlerin
nukleusdan ¢ikarilmasi proteolitik degredasyonu yada her iki sekilde de proteinlerin
inaktive olmasina neden olur. Fosforile olmamig Cdc25, Cdk2’nin defosforilasyonu ile
G1/S gecisini diizenlemektedir. Yine aym sekilde fosforile olmamig Cdc25, Cdc2
fosfotirozini defosforile ederek G2/M gecisini diizenlemektedir (81).

Son zamanlarda yapilan ¢ok sayida calisma ile hiicre dongiisi DNA hasar kontrol
noktasinda gorev yapan sensorler, aracilar,sinyal ileticileri ve effektorler
arastiritlmaktadir. Bu basamaklarda gorev yapan yeni proteinlerin ortaya ¢ikmasi ve

tanimlanmasi ve karakterize edilmesi beklenmektedir.
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2.5. G1/S KONTROL NOKTASI

G1/S kontrol noktasi, DNA hasar1 oldugu zaman replikasyonun baslamasini inhibe
ederek S fazina gecisi engellemektedir (Sekil 2.4). Normal kosullarda , hiicre
dongiisiiniin G1 fazindaki hiicreler S fazina girmek icin memeli hiicrelerindeki 6zel
noktaya gelirler (82). Bu 6zel nokta insan hiicrelerinde, DNA sentezinin tam olarak
baslamasindan 2 saat onceki noktadir. Eger DNA hasar1 varsa, S fazina gecis engellenir
hatta bu engelleme i¢in 6zel noktay1 gecip gecmedigi dikkate alinmaz. Mevcut kanitlar
insan hiicrelerinde G1 / S faz1 gecisi i¢in asagidaki olay dizisini onermektedir. Eger
DNA hasar1 iyonize radyasyon veya radiomimetik ajanlar tarafindan cift zincir kiriklar1
seklindeyse, ATM aktive olur ve oncelikle P53 ve Chk2 olmak iizere cok sayida hedef
molekiilii fosforile eder. Bu fosforilasyon iki sinyal iletin yolagin1 aktive eder, G1/S
duraklamasiin baslatilmas1 ya da G1/S duraklamasinin devam ettirilmesi (81). G1/S
gecisinin durdurulmasi reaksiyonun baslamasi Chk2’nin fosforilasyonudur. Daha sonra
Cdc25A fosfataz fosforile olur. Cdc25A , niikleer yapidan cikarilir ve ubigqiitin aracili
proteolitik yikim ile inaktive edilir (83). Eger DNA hasar1 UV 15181 veya UV-mimetik
ajanlar tarafindan gerceklestirildiyse, sinyal ATR, Rad17-RFC ve the 9-1-1 kompleks
tarafinda algilanir ve Chkl, ATR tarafindan fosforile olur. Daha sonra G1 evresindeki

duraklama icin Cdc25A, aktive olmus Chk1 tarafindan fosforile edilir (2).

Duraklamanin baglamasina sebep olan ATM-Chk2-Cdc25A veya ATR-Chk1-Cdc25A
yolaklarinin her ikisinde de, G1/S’deki duraklamanin devami icin p53 aracili cevap
gerceklesmektedir (Sekil 2.4). Bu duraklama DNA hasar tespitinden birka¢ saat sonra
tam olarak faaliyettedir (81). Bu asamalarin gerceklesmesinde, ATM veya ATR p53’ii
Serl5 den dogrudan fosforile eder veya Chk2 ve Chk1 aktivasyonu ile Ser20’den aktive
eder. p53’iin fosforilasyonu kendisinin niikleer tasinmasini ve yikimini inhibe eder ve
pS53 seviyesinin artmasina neden olur (84). p53, p21 dahil olmak iizere hedef genleri
aktive eder. p21 ise S evresi diizenleyicisi olan Cdk2-SiklinE kompleksini inhibe eder,
boylelikle G1/S gecisindeki duraklamanin devam etmesi saglanmis olur (85). S fazini
devam ettirmek icin S fazi genlerinin transkripsiyonun gerceklesmesi gerekir. Bunun
icin de Rb’nin E2F transkripsiyon faktoriinden ayrilmasi gerekir. Rb’nin fosforilasyonu
E2F transkripsiyon faktoriinden ayrilmasi ile sonug¢lanir (81). p21 ayn1 zamanda Cdk4-

SiklinD kompleksine baglanir ve Rb’nin fosforilasyonunu engeller (85).



17

G1/S kontrol noktasindaki islemlerin baglamasi icin baglatici sinyallerin tanimlanmasi
cok Onemlidir. Mayalarda yapilan c¢ok sayida calisma gostermistir ki, kontrol
noktasindaki yanitin baglamasi icin eksizyon tamiri tarafinda hasarm islenmesi gerekli

olabilir (86, 87).
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5- fazr Genlerinin Transkripsiyonu

{GTIS Evresindeki Hizh Duraklama

G4/5 Evresindeki Duraklamanin Devam
Etmesi

Sekil 2.4. G1/S Kontrol Noktas1 . ATM-Chk2-Cdc25A veya ATR-Chk1-Cdc25A yolaklar1 aktive olmasi
ile G1/S’deki duraklama gergeklesir. Chk2 tarafindan p53’iin fosforile olmasiyla devam eden diger yolak

ile duraklamanin devam etmesi saglanir (2).
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G1/S’deki duraklamanin gergeklesmesi icin ATM-Chk2-Cdc25A veya ATR-Chk1-
Cdc25A yolaklar1 aktive olur, duraklamanin devam etmesi i¢in ise Chk2 tarafindan
pS53’iin fosforile olmasiyla devam eden diger yolak aktive olur (Sekil 2.4).

2.6. S EVRESIi KONTROL NOKTASI

S evresi kontrol noktasi aslinda tam olarak kontrol noktasi tanimina uymamaktadir.
Ciinkii kontrol noktasinmn orijinal tanimi bir sonraki evreye gegmeden 6nce bir dnceki
evreye ait olan reaksiyonlarin eksiksiz gerceklesmesini saglayan biyokimyasal bir
yolaktir (88). Ancak kontrol noktalarinin molekiiler temelleri daha acik hale gelerek,
evrelerin gecisinden daha ¢ok hiicre dongiisii olaylarinin bir diizen icinde gerceklesmesi
ve hiicre i¢indeki belirli bir biyokimyasal olaym digeri bitmeden baslamasimni
engellemesini saglayan biyokimyasal bir diizenleyici kontrol noktasi olarak
tanimlanmustir (89). Bu tanimlama ile S evresi kontrol noktasi tanimiyla ortiismektedir.
S evresindeki kontrol noktast S fazi siiresince meydana gelen hasarlar veya G1/S
kontrol noktasinda tamir edilmemis hasarlar tarafindan aktive olmaktadir. S fazindaki

kontrol noktasi, replikasyonun engellenmesi ile sonug¢lanir (90).

S evresi kontrol noktasinda gorev alan cok sayida kontrol noktasi proteinleri ve tamir
proteinleri vardir (Sekil 2.5). Ciplak veya aralikli bir DNA’nin replikasyonundan
kaynaklanan  ¢ift iplik  kiriklarinda  olusan  hasarlarda, @ ATM, M/R/N
(Mrel11/Rad50/Nbs1) kompleks ve BRCA1 kontrol noktasinin aktivasyonu igin
gereklidir (91). ATM cift zincir kiriklarma, M/R/N kompleks, BRCA1, BRCA2 6zel
dallanmig DNA yapilarina baglanmaktadir, bundan dolayi biitiin bu tamir proteinlerinin
sensOr olarak gorev yaptigl tahmin edilmektedir (92). Ayn1 zamanda bu proteinler kinaz
sinyal kaspaz yolu ile S kontrol noktasini aktive etmektedir. S evresi kontrol noktasinin,
iki yolakla devam eden cift zincir kiriklar ile basladig diisiiniilmektedir. ATM-Chk2-
Cdc25A-Cdk2 yolagi bir kontrol noktasi cevabi olarak daha iyi tanimlanmistir. Diger
yolak ise SMC1 proteinin ATM tarafindan fosforilasyonuna bagli olarak baslamaktadir
ve BRCA1, FANCD2, and NBSI1 proteinleri yardime1 olarak is gormektedir. Bu yolak
daha c¢ok kurtarma islemi olarak aktiflesen bir ve cok sayida rekombinasyon

proteinlerinin araci oldugu bir yolaktir (93).

Iyonize radyasyonla uyarilmig S fazi kontrol noktasinin en 6nemli 6zelligi Radio
Direncli DNA Sentezi (radioresistant DNA synthesis; RDS) olarak adlandirilmasidir.

RDS, kontrol noktas1 ve cift zincir kiriklarmin tamiri arasindaki ¢cok yakin bir iliski ile
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karakterize edilmektedir. Yaban tip (Wild-type; WT) hiicrelerde, iyonize radyasyon
devam eden DNA sentezinin aniden durmasina neden olmaktadir. Buna karsilik, Ataksi
Telanjektazi hastalarina ait hiicrelerde yani iyonize radyasyona ¢ok fazla hassas olan
hiicrelerde, DNA sentezi radyasyon ile inhibe olmaz ve S faz1 gecikmesiz devam eder

(94).

Cift zincir kiriklarinda sensor olan ATM nin aksine, biiyiik baz lezyonlarina neden olan
UV veya kimyasal ajanlar tarafindan DNA hasar gordiigiinde, PIKK ailesi iiyesi olan
ATR hasar sensorii olarak gorev yapar. ATR, ATR-ATRIP heterodimeri halindedir
(21). ATR kromatine (95) baglanir, UV ile dogrudan indiiklenmis lezyonlara (65) ve
RPA kapl tek zincirli DNA’ya da baglanma 6zelligine sahiptir (15), daha sonra ATR
aktiflesir. Aktiflesmis ATR, Chk1’I fosforile eder ve daha sonra Cdc25 fosforile olur,
boylece replikasyon orijininde inhibisyon gerceklesir (96). Xenopus yumurta oziitleri ile
yapilan ¢aligmalar, S fazi boyunca tek zincirli DNA’nin olmasinin ATR’a bagl kontrol
noktasini aktive ettigini gostermektedir. ATR kontrol noktasi, Cdc45’in kromatine
baglanmasi icin gerekli olan Cdc7-Dbf4 protein kinaz aktivitesinin diizenlenmesi ile
replikasyonu inhibe eder (97). Cdk2/Siklin E (CDK kompleksi) veya Cdc7/Dbf4 (DDK
kompleksi)’in diizenlenmesi S evresi kontrol noktasi boyunca ge¢ replikasyon orijinin
inhibe edilmesine neden olmaktadir. ATR ile baslatilan sinyal yolagi, ATM sinyal
yolaginda oldugu gibi BRCAT1 in fosforilasyonu ile sonuclanmaktadir (98).

S. cerevisiae ve S. pombe ile yapilan ¢aligmalarda, replike olan DNA’daki lezyonlarin
replikasyon catalinin durdurulmasina sebep oldugu gosterilmistir (99). S fazi kontrol
noktas1t mutant olanlar, replikasyon catalinin diizenli bir sekilde durdurulmasindan ve
yeniden diizenlenmesinden yoksundurlar. Uzun tek zincirli bolge araliklarinin birikmesi

bu mutantlarda DNA hasar1 ile sonu¢lanmaktadir (100).
2.7. G2/M KONTROL NOKTASI

G2/M kontrol noktasi, DNA hasar1 oldugu zaman hiicrelerin mitoza girmesini 6nler
(Sekil 2.5). G2 evresindeki hasar1 takiben, hasar ¢esidinin tipine bagli olarak ATM-
Chk2-Cdc25 sinyal ileti yolagi ve/veya ATR-Chk1-Cdc25 sinyal ileti yolagi akvite olur
(101). Diger kontrol noktalarinda oldugu gibi, UV 15181 ile olugsmus belirli tip DNA
lezyonlarinda ATR-Chkl sinyal yolagi baslar, ama ATM-Chk2 sinyal yolag: ile
duraklamanin devamliligi saglanir (21). Ayni sekilde, iyonize radyasyon ile olusmus

cift zincir kiriklar1 gibi diger tip lezyonlarda da, islem tamamen tersine isler (101).
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Kontrol noktas: kinazlar1 Cdc25 ve Weel proteinlerinin diizenlenmesi ile mitoza girisi
engellemektedir. Cdc25 ve Weel proteinleri Cdc2/SiklinB’nin aktivitesini kontrol eder
(102). Chk1-Cdc25A yolagmin engellenmesi iyonize radyasyonun neden oldugu S ve
G2 kontrol noktasint ortadan kaldirmaktadir (103). Bu sonuglar G2/M kontrol noktast

icin Cdc25 fosfatazin temel bir efektor oldugunu gostermektedir (2).

[ Cdc2 Cyclin B

G2 M

Sekil 2.5. G2/M Kontrol Noktasi . ATR-Chk1-Cdc25 sinyal ileti yolagt ve/veya ATM-Chk2-Cdc25
sinyal ileti yolaginin akvite olmasi ile G2/M gecisindeki kontrol noktasi aktive olur (2).
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G2/M gecisindeki kontrol noktast ATR-Chk1-Cdc25 sinyal ileti yolag1 ve/veya ATM-
Chk2-Cdc25 sinyal ileti yolagi akvite olur (Sekil 2.5)

2.8. REPLIKASYON KONTROL NOKTASI (S/M Kontrol Noktasi)

S/M  kontrol noktast olarak da tamimlanan replikasyon kontrol noktasi, DNA
replikasyonu devam ederken ya da durduruldugu zaman mitozun inhibe olmasidir (4).
Replikasyon kontrol noktast mayalar (88) ve memeli hiicreleri (104) dahil olmak iizere
biitiin model sistemlerde gozlenmistir. Her iki kontrol noktasi farkli da olsa, hem G2/M
hem de replikasyon kontrol noktasinda ATR-Chk1-Cdc25 sinyal yolagi mitozun inhibe
olmasmi gerceklestirir. DNA hasar1 veya niikleotid yoklugu ile durdurulmus
replikasyon catalinda ve devam eden replikasyonda replikasyon kontrol noktas1 baslar.
Xenopus yumurta hiicreleri ile yapilan in vitro caligmalari, baslangic sinyalinin
replikasyon catalinin bir bileseni oldugunu ve cesitli replikasyon inhibitorleri ile yapilan
caligmalar da sinyalin Okazaki parcalarinin RNA primerleri oldugunu gostermistir

(105).

DNA hasar1 belirli bazi biyokimyasal yolaklar1 aktive eder. ilk olarak DNA tamir
enzimleri hasar1 tanir ve yok eder. ikincisi DNA hasari, hiicre dongiisiinii durduran
DNA hasar kontrol noktasim aktive eder. Ugiinciisii, transkripsiyonel cevaptir yani
DNA hasar1 belirli bazi genlerin transkripsiyonunu aktive eder. Transkripsiyonel
cevabin hiicrenin hayatta kalmasindaki rolii tam olarak bilinmemektedir. Son olarak da,

programli hiicre 6liimii DNA hasar1 sonucu aktive olur (2).

Belirli durumlar altinda bu dort DNA hasar yolaklar1 birbirinden bagimsiz olarak
fonksiyon gostermektedir ama ¢ogu durumda da bu cevap reaksiyonlar1 arasinda ¢ok
genis bir etkilesim vardir. DNA hasarina kontrol noktasinda verilen cevaplarda gérev
yapan proteinlerin sadece hiicre dongiisiinii durdurmakla sinirli olmayan, DNA tamirine
dogrudan yada dolayli olarak araclik eden fonksiyonlarinin oldugu cok agiktir. Bu
fonksiyonlarin nasil gerceklestigi, DNA hasar ajanlarinin nitelik ve nicelik olarak nasil
hasar verdigi ve buna baglh olarak hiicrenin nasil DNA tamirini ya da apoptozu sectigi
cok Onemli caliyma alanlaridir. Hiicrenin genotoksik ajanlara nasil cevap verdigi ve
nasil bir strateji izledigi kanserin 6nlenmesinde ve kemoterapinin gelistirilmesinde ¢ok
onemlidir. Bu nedenle DNA hasar cevap yolaklar1 gelecekteki ¢alismalar i¢cin daha da

fazla dikkate alinmalidir.



22

2.9. RPA (Replikasyon Protein A)

RPA proteini literatiirde birden fazla isim ile anilmaktadir, bunlar Replikasyon Protein
A (RPA), Replikasyon Faktor A (RFA), ve insan veya HelLa ssDNA baglanma
proteinidir (human, HelLa ssDNAbinding protein; HSSB) (106). RPA en fazla
kullanilan ortak bir adlandirmadir (24). RPA ilk olarak insan hiicre 6ziitlerinden Simian
virus 40 (SV40)’'un DNA replikasyonu i¢in gerekli bir bilesen olarak izole edilmistir
(107). Daha 6nce ¢ok sayidaki okaryotik tek iplikli DNA’ya baglanan (single-stranded
DNA-binding protein;SSBs) proteinler hem viriislerde hem de hiicrelerde
tanimlanmasina ragmen (108), RPA, DNA metabolizmasma dogrudan dahil olan ilk
hiicresel SSB protein olarak gosterilmistir (24). Heterotrimerik ssDNA baglanma
proteinleri biitiin 6karyotlarda tanmimlanmistir (109). Bu arastirmalar insan RPA’nin
(human RPA; hsRPA)’in oOkaryotik tek zincirli DNA’ya baglanan protein ailesi
iyelerinden biri oldugunu gostermistir. RPA tek iplikli DNA’ya baglanan bir proteindir,
yiilksek baglanma kapasitesi ile tek iplikli DNA’ya (107) ve daha az bir baglanma
kapasitesi ile cift zincirli DNA’ya ve RNA’ya baglanmaktadir (110). RPA insan

hiicrelerinde en fazla bulunan tek zincirli DNA’ya baglanan proteindir (27).

RPA, hiicre i¢in cok 6nemli olaylarda gorev almaktadir. RPA, DNA tamirinde (28) ve
DNA rekombinasyonunda(29) is yapmaktadir. RPA, DNA islenmesi ile ilgili yolaklarda
gorev alan onemli ve genel bir proteindir. DNA helikaz veya niikleaz tarafindan tek
zincirli DNA olusturuldugu zaman ssDNA iizerinde, ¢ift iplikli DNA tekrar olusana
kadar bulunur. (23). Hiicre icinde RPA ssDNA’ya baglandigi zaman fosforile
olmaktadir (111). RPA’nin ayni1 zamanda spesifik dsDNA regulator dizilerine
baglanarak, transkripsiyonun diizenlenmesinde de gorev aldig1 diisiiniilmektedir (112).
RPA’nin protein-protein etkilesimleri ve hiicre dongiisiinde sirasindaki fosforilasyonu
DNA metabolizmasinin diizenlemesi i¢in ¢ok oOnemlidir.(113) RPA’nmn insan
hiicrelerindeki immiinolokalizasyonu, RPA’in niikleusda ve replikasyon merkezinde
bulundugunu gostermistir (114). Siklin-bagimli kinazlarin iiyeleri de, replikasyon
merkezinde lokalize olmustur ve DNA sentezi i¢in gereklidir. Bu ¢aligmalar RPA’nin
replikasyonun baslangicinda ve DNA sentezi boyunca lokalize oldugunu gostermistir
(115). Hiicre ekstraklar1 kullanilarak yapilan DNA tamir testlerinde, ilk olarak RPA’nin
DNA tamiri i¢in gerekli oldugu gosterilmistir (28). DNA hasarlandigi zaman RPA

fosforlanmaktadir (116). RPA niikleotid ekzisyon tamirinde ¢ok basamakli gorev
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yapmaktadir. RPA hasarli DNA’ya baglanir ve hasar tanimlamasinda ve ekzisyon
tamirinde gorev alan ii¢ proteinle etkilesime girer ki bunlar, XPA, XPG ve
ERCCI/XPF’dir (117-118). XPA’nm hasarli DNA’ya baglanmasini, RPA O6nemli
Olctide uyarmaktadir (117).

Insan RPA’s1 (human RPA; hsRPA) 70, 32 ve 14kDa’luk 3 alt birimlerden olusan
kararli bir komplekstir (107). RPA70, RPA32 ve RPAI4 ii¢ alt birimi ile RPA

Okaryotlar arasinda korunmus kararl bir proteindir. (23).

hsRPA, heterotrimerik yapisi ile bilinen tiim tek iplikli DNA’ya baglanan proteinlerden
farklilik gostermektedir. RPA’nin ii¢ alt birimi i¢in insanlarda 3 gen tanimlanmustir,

RPA1, RPA2 ve RPA3 (119).

RPA, ssDNA’ya heterotrimerik kompleks olarak baglanir (120) ve baglanma aktivitesi
70kDa’luk alt birimde lokalize olmustur (26). Fizyolojik tuz konsantrasyonu sartlarinda,
RPA genel olarak 30 niikleotitlik bir bolgeye baglanmaktadir. Bununla birlikte 6zel
kosullar altinda ise hsRPA’s1 8 ila 10 niikleotitlik bir alana da baglanabilmektedir (121).
hsRPA, ssDNA’ya baglandigi zaman konformasyonel bir degisiklige ugrar. Bu
degisiklik RPA kompleksinin goriintiilenme ve proteolitik duyarlilik caligmalar1 ile
gosterilmistir. Bu konformasyonel degisiklik hem RPA70 hem de RPA32’yi
icermektedir. Bu degisiklikler RPA’nin fosforilasyon i¢in daha iyi bir substrata

doniismesine neden olmaktadir (122, 123).

RPA’nin baglanma fonksiyonu ile yapilan bir calismada, RPA ve cift iplikli DNA (
double stranded DNA; dsDNA) ile yapilmistir. RPA non-spesifik bir dsDNA’ya
ssDNA’ya gore ii¢ ila dort kat daha az bir affinite ile baglanmaktadir (26).

Rpa’nin Diger Proteinler ile Olan Etkilesimleri

RPA c¢esitli proteinlerle 6zel olarak etkilesime girmektedir. Bu proteinleri genel olarak
iic smifta toplamak miimkiindiir; DNA replikasyonundaki proteinler, DNA tamirindeki

proteinler ve diger proteinler.

RPA, DNA replikasyonundaki uzama evresi i¢cin gereklidir ve DNA polimeraz alfa-
primaz kompleksi ile etkilesime girmektedir, bu etkilesim replikasyon i¢in gerekli
olabilir (24). Boylelikle RPA proteinin replikasyon proteinleri ile etkilesime girdigi

sOylenebilir.
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RPA ayn1 zamanda niikleotid eksizyon tamiri i¢in gerekli olan proteinlerle etkilesime
girmektedir. RPA, XPA (xeroderma pigmentosa group A protein) ve XPG (xeroderma
pigmentosa group G protein) proteinleri ile dogrudan etkilesime girer (24). Bu iki

proteinin de hasar tanimlanmasinda ve ekzisyonunda gorev yapmaktadir (117).

RPA’nin p53 ile etkilesime girdigi ve bu etkilesimin RPA’nin tek iplikli DNA’ya
baglanmasini engelledigi gosterilmistir (113). RPA, insan hiicrelerinde (124) ve
mayalarda (125) DNA Helikaz aktivitesini uyarmaktadir.

2.10. TIMELESS

Timeless hiicre dongiisii kontrol noktasi proteinidir. Timeless ilk olarak Drosofilada
memeli sirkedyan protein homologu olarak kesfedilmestir (126). Buna ragmen, memeli
Timeless proteinine en yakin filogenetik yakinlik gosteren protein ashinda hiicre
dongiisii ile ilgili mayalarda Tofl ve Swil(127) ve C.elegans’da TIM-1"dir (128). Insan
Timeless proteini Chkl’in ATR tarafindan fosforile olmasi ve aktive olmasi icin
gereklidir (41). Bundan dolay1r Timeless, hasar sensorleri ve sinyal ileticileri arasinda
kontrol noktasi aktivasyonu i¢in araci olarak gorev yapmaktadir. Bununla birlikte
Timeless’in mayalardaki homologu olan Swil gec kalmis replikasyon ¢atalinin stabilize
olmas1 icin gorev yapmaktadir (127). Bu hem Swil hem de insan homologu olan
Timeless’in ayn1 zamanda hasar sensor proteini olarak gorev yapabilecegi gosterilmistir

(41).

Timeless C. elegans’da kromozom kohezyonunun diizenlenmesinde de gorev
yapmaktadir (128). Timeless miktarinin azalmasi, replikasyon kontrol noktasinda
aksamaya sebep olmaktadir ( 41). Timeless mutant hiicreler embriyonik 6liime sebep
olmaktadir ve Timeless’in dogrudan hiicre dongiisii kontrol noktasinda gorev yapmasi
bu 6liimiin bir nedeni olabilir (33). Timeless’in ¢cok fonksiyonlu bir protein olduguna bir
baska kanit ise, Timelessin Clock (Cry2) ve Checkpoint (Chkl) proteinlerine
baglanmasidir (41). Timeless, Chkl1 ile etkilesime girmektedir. Hem UV ve hem de
Hidroksiiirea (HU) muamelesi yapilan hiicrelerde Timeless-Chk1 etkilesimi anlamli bir
sekilde artmaktadir. Bu etkilesim Timeless’in, Chk1’1 regiile ederek kontrol noktasinda
gorev aldigmi ve kontrol noktas1 diizenlenmesinde kilit bir goreve sahip oldugunu
gostermektedir (41). Fare Timeless’t (mTim), Drosofila Timeless’la (dTim) olan
homolojisi temel almarak sekanslanmis, klonlanmis ve isimlendirilmistir . dTim

biyolojik saatin molekiiler mekanizmasi i¢in gereklidir. Sirkedyan dongiiniin gec
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evrelerinde dTim artar ve baska bir sirkedyan proteini olan PERIOD ile fiziksel bir

etkilesime girer (42).

Chkl, HU etkisi altindaki kontrol noktasi cevabinda Ser345 (Serin345) de ATR
tarafindan fosforile olmaktadir (129). Timeless ile ATR ve ATRIP arasindaki
immniinopresipitasyon caligmalari, Timeless’in, hem ATR hem de ATR baglanma
ortagl olan ATRIP ile etkilesime girdigini gostermistir . Bu sonuclar Timeless’mm ATR
ve Chkl arasinda kontrol noktasi aracisi olarak gorev yaptigin1 gostermektedir. HelLa
hiicrelerinde siRNA ile Timeless’in indirgenmesi ¢aligmalarinin sonucu Ser345 -anti-
fosfo-Chkl1 antikoru ile kontrol edilmis ve Timelessin indirgenmesinin belirgin bir
sekilde Chk1 fosforilasyonunu azalttig1 goriilmiistiir (41). Sonug olarak Timeless Chkl
icin cok kritik bir fonksiyona sahiptir.

2.11. TiPiN

Timeless proteinin ¢ok Onemli gorevlere sahip olmasi bu proteinin daha fazla
arastiritlmasina sebep olmustur. Memeli Timeless proteinin olast biyokimyasal
yolaklardaki fonksiyonunu arastirmak amaci ile memeli Timeless (mTim) proteini ile
interakt eden proteinler arastirilmistir. Tipin protein, mTim proteinin etkilestigi ettigi
protein olarak karakterize edilmeden 6nce gen bankasi memeli veritabaninda hipotetik
protein olarak tanimlanmistir (GenBank accession numbers: fare, AKO11357; insan,
BC000870). Daha sonra yapilan caligmalar sonucunda Tipin, Timeless ile etkilesen

eden protein olarak olarak adlandirilmastir (42).

Insan Tipin geni 15. kromozomda, 15g22.31 seklinde lokalize olmustur. Fare Tipin geni

ise 9. kromozomda yer almaktadir.

DNA replikasyon kontrol noktasi icin Tipin gereklidir. Yapilan caligmalar daha ayrintili
incelemeler ile Tipin’in niikleer bir protein oldugu ve sadece sentez evresinde kromatin
ile birlestigi gosterilmistir (130). Tipin’in indirgenmesi hem DNA hasarina hem de
replikasyon stresine karsi daha fazla hassasiyete yol acmaktadir. Tipin DNA hasari
kontrol noktas1 Go/M i¢in gereklidir (131). HU veya UV 1s181na etki olarak olusan Chk1
fosforilasyonu Tipin indirgenmis hiicrelerde, serin317 de azalmig veya serin345°de
tamamen yok olmugstur. Chk2 icin treonin 68’de Tipin indirgenmesine bagh olarak bir
etki gozlenmemistir (130). Tipin, ayrica oksidatif stresde gorev yapan peroxiredoxin 2
ile de etkilesime girmektedir ve oksidatif stress Chk1,Chk2 ve p53 fosforilasyonunu
indiiklemektedir (131).
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Yapilan in vivo caligmalarda Tipin’in mTim ile birlikte eksprese oldugu gosterilmistir.
Iki proteinin birlikte ekspresyonu embriyonik dokularda yapilan northern blot sonuglari
ile gosterilmistir. Embriyonik gelisim siirecinde, potansiyel olarak etkilesen bu
proteinlerin , insan beyninde benzer bolgelerde eksprese edilidigini gostermek igin,
mTim ve Tipin proteinlerinin mRNA ekspresyonlar1 in situ hibridizasyon ile
arastirilmistir. Elde edilen birlikte ekspresyon Ornekleri, mTim ve Tipin proteinlerinin
fizyolojik olarak etkilesime girdigini desteklemektedir (42) ve Tipin, Timeless ile in
vivo olarak eksprese olmaktadir. Timeless proteini SCN (suprachiasmatic nucleus)
noronlarinda niikleer protein olarak tanimlanmistir (132). Timeless’in niikleer
translokatir olarak gorev yapabilecegi diisiiniilmiistiir ve Yapilan c¢alismalarda
Timeless’in Tipin’in niikleer lokalizasyonunu diizenledigi bildirilmistir. Tipin Timeless
ile etkilesen ana protein olarak goriilmektedir. Mayalarda ve NIH3T3 hiicrelerinde in
vitro etkilesim gosterilmistir. Bu genlerin gelismis dokularda ve embriyonik gelisim

stirecindeki birlikte ekspresyonu, in vivo olarak da etkilesimi dogrulamaktadir (42).

Flag etiketli Timeless’1 ve His etiketli Tipini memeli hiicrelerinden eksprese ettirmek
icin plasmidler olusturulmus ve HEK293T hiicrelerindeki ko-transfeksiyon ile insan
Timeless ve Tipin proteinlerinin arasindaki iliski incelenmis ve sonu¢ olarak Tipin’in
Timeless ile kompleks olusturdugu gozlenmistir (133). TIM-TIPIN Timelessin HeLa
hiicrelerinde inaktive edilmesi , HU ile olusan replikasyon kontrol noktasi cevabinda ve
UV ile olusan S evresi kontrol cevabinda olumsuz sekilde bir azalmaya neden olmustur.
Bu sonuclar Timeless ve Tipin’in kontrol noktasi cevabi icin gerekli oldugunu

gostermistir (130).

Tipin eksprese eden hiicrelerde siRNA ile Tipin’in inaktive edilmesi, anlamli bir sekilde
Timelessin inaktive edilmesi ile sonuclanmistir. Bu sonuglar Timeless ve Tipinin kararh
bir sekilde kompleks olusturdugunu ve Tipin olmadigi zaman Timeless’in da
kararsizlastigini gostermektedir. Tipin miktarinin azalmasi hem Timelessin ekspresyon
seviyesinin azalmasina hem de Chkl1 aktivasyonunun indirgenmesine neden olmaktadir.
Tipin ve Timeless’mn kontrol noktas: yanitindaki gorevini incelemek i¢in yapilan
calismada, HeLa hiicreleri Tim ve Tipin siRNA ile transfekte edilip, HU ile replikasyon
stresi olusturup kontrol noktasi sinyalleri incelenmistir. Bu sonuglara gore hem
Timelessimn ve hem de Tipin’in hiicrede azaltilmasi ile Chk1 fosforilasyonu azalmistir.

Timelessm hiicrede indirgenmesi DNA sentezinin %33 azalmas: ile sonuglanmistir.
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Ayni sekilde Tipin’in hiicrede indirgenmesi DNA sentezinin %59 azalmas: ile
sonu¢lanmistir . Timeless ve Tipin hiicrede indirgendigi zaman DNA replikasyonu
bozulmaktadir. HEK293T hiicrelerinde ko-transfeksiyon ile yapilan deneylerde
Timeless ve Tipin proteinlerinin 1:1 oraninda kompleks olusturdugu gosterilmistir.
siRNA kullanilarak genlerin inaktive edilmesi ile genlerin fonksiyonlar1 arastirilmistir.
Bulgulara gore Timeless ve Tipin S evresi kontrol noktast i¢cin gereklidir. Timeless ve
Tipin kararli bir kompleks olusturmaktadir ve insan hiicrelerinde Tipin olmadig1 zaman

endojen Timeless karasizlasmaktadir(133).

Tipin DNA iizerine RPA ile etkilesime girmektedir. Tipindeki korunmus bolgelerin
arastirilmasi ile 34 amino asitlik bir alanin, niikleotid eksizyon tamiri i¢in gerekli olan
XPA protein ile benzerlik gosterdigi bulunmustur (134). Tipin ile homoloji gosteren
XPA proteinin N ucundaki 53 aminoasitlik bolgesi RPA’in 34kDa’luk alt birimine
baglanmaktadir (135). Bu bilgiden yola ¢ikilarak Tipin RPA etkilesimi incelenmistir.
HEK293T hiicrelerini transfekte ederek yapilan arastirmalar sonucunda DNA
replikasyonu ve tamiri i¢cin gerekli olan RPA proteini ile Tipin arasinda etkilesim
oldugu gosterilmistir. Tipin ve RPA arasindaki direkt etkilesim Sf21 bocek
hiicrelerinden elde edilen Tipin ve biitiin alt birimleri E. coli’den saflastirilan RPA ile
dogrulanmstir. RPA Tipin ile dogrudan bir etkilesime girmesine ragmen Timeless ile
ayni etkilesimi gostermemektedir. Yapilan in vitro deneylerde RPA Tipin’e spesifik
olarak baglanirken, Timeless’a baglanmamaktadir. Bu sonuglar Tipin-RPA
etkilesiminin Timeless ve RPA etkilesimine aracilik edebilecegi sonucunu dogurmustur

(133).

Timeless tek basina RPA’ye baglanamazken, Timeless ve Tipin kompleksi RPA’ye
baglanmaktadir. Timeless-Tipin-RPA ii¢lii kompleksinin olugmasi icin RPA ve Tipin
etkilesimi ¢ok Onemlidir. DNA hasar kontrol noktasinda araci alarak gorev yapan
Timeless insan hiicrelerinde Tipin ile kompleks olusturmakta ve Tipin, Timeless’in
ekspresyonunu dengelemektedir. Timeless ve Tipin kompleks halinde DNA hasar1 S
evresi kontrol noktasinda araci olarak gorev yapmaktadir (131). Timeless ortamda
olmadig1 zaman RPA, DNA iizerine serbest Tipin yiikliiyor olabilir ve bu Tipin
yiikklenmesi DNA zincir uzamasini inhibe edebilir. Tipin ssDNA iizerinde RPA ile DNA
sentezini yavaslatiyor olabilir ve Timeless Tipin’in bu aktivitesini DNA hasar1 olmadig1

zaman baskiliyor olabilir (133). Tipin ve Timeless’in azaltilmasi, Sentez fazinin
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isleyisini yavaslatmaktadir ve DNA sentez oranim1 azaltmaktadir (j-58).Replikasyon
stresi altinda kromatine Claspin yiiklenmesini Tipin ve Timeless kompleksinin
gerceklestirebilecegi tahmin edilmistir. Tipin’in fonksiyonunu incelemek icin RNA ile
yapilan ¢aligmalarda, Tipin siRNA ile muamele edilen hiicrelerde, hiicre biiylimesinin
azaldig1 goriilmiistiir. Timeless siRNA muamelesinde ise hiicrelerin biiylimesi iizerine
anlamli bir etki gozlenmemistir (130). Timeless ve Tipin dogru kardes kromatid

kohezyonu i¢in gerekli proteinlerdir (136).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. CALISMANIN YAPILDIGI YER

Bu calisma Ocak/2009-Ocak/2011 yillari arasinda Amerika Birlesik Devtleri, Kuzey
Karolina Universitesi Biyokimya Boliimiinde Prof. Dr. Aziz Sancar ve ekibinden (Dr.

Michael G.Kemp ve Dr. Zafer Akan) ile yapilmistir (137).
3.2. GERECLER

Hiicre Hatlar: Deneylerde kullanilan hiicre hatlar1 HeLa, HEK293T ve Flp™-In T-
REx™-293 hiicreleri Invitrogen den (Grand Island, New York, Amerika) temin edildi.
Hiicrelerin biiyiitiilmesi ve bakimi icin medyum olarak “Dulbecco’s Minimal Essential
Medium (DMEM)" kullanildi. Medium icin gerekli olan Fotal Dana Serumu (Fetal
Bovine Serum; FBS) ve Penilisin-Streptomisin (PS)100X Gibco dan (Grand Island,
New York, Amerika) temin edildi. Sf21 (IPLB-Sf21AE) (Sekil 3.1) ve Hi5 hiicreleri
Invitrogen'den ve bocek hiicrelerinin yetistirilmesi i¢in Grace'in bdcek besiyeri
Gibco’dan elde edildi. Flp-In™ T-REx™-293 hiicre hatt1 ve bu hiicre hattinin elde

edilmesi i¢in kullanilan Flp-In™ sistemi Invitrogen’den temin edildi.



Sekil 3.1. Spodoptera frugiperda IPLB-Sf21 hiicreleri.
(http://www.insectscience.org/2.9/ref/figure3.html)

Immiinoblotting: Calismada kullanilan antikorlarin listesi Tablo 3.1°de verilmistir.
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Tablo 3.1. Deneylerde kullanilan antikorlar ve temin edildikleri kaynaklar.
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Antikor Kaynak
Timeless Anthony Gotter and Hisao Masai

(846 Yoshizawa-Sugata,N. 2007; 844 Gotter,A.L. 2007)
Tipin Anthony Gotter and Hisao Masai

(846 Yoshizawa-Sugata,N. 2007; 844 Gotter,A.L. 2007)

Tipin (Rabbit)

Covance (Princeton, New Jersey, Amerika)

ATR (N-19)

Santa Cruz (Kaliforniya, Amerika)

Claspin (H-300)

Santa Cruz (Kaliforniya, Amerika)

Chkl1 (G-4) Santa Cruz (Kaliforniya, Amerika)
Chk2 (H-300 Santa Cruz (Kaliforniya, Amerika)
RPAI1 (B-6) Santa Cruz (Kaliforniya, Amerika)
XPB (S-19) Santa Cruz (Kaliforniya, Amerika)
RPA1 Calbiochem (Darmstadt, Germany)
RPA2 Calbiochem (Darmstadt, Germany)

Phospho-RPA2 (Ser33)

Bethyl (Montgomery, TX, Amerika)

phospho-MCM2 (Ser108)

Bethyl (Montgomery, TX, Amerika)

anti-Flag Sigma (Taufkirchen, German)

anti-His Abgent (San Diego, Kaliforniya, Amerika)

ORC2 BD Biosciences(Bedford, Massachusetts, Amerika)
MEK?2 BD Biosciences (Bedford, Massachusetts, Amerika)
ATRIP Zymed (San Francisco, Kaliforniya)

Phospho-Chk1 (Ser345) Cell Signaling Technology (Massachusetts, Amerika)

Plazmidler: pcDNA3-Flag-Tipin pcDNA4-Flag-Timeless, ve pcDNA3-Flag-RPA2 i¢in
pcDNA3 (Sekil 3.2) ve pcDNA4 vektorleri Invitrogen’den temin edilmistir. Flag-Tipin
E185A, Flag-Tipin E190A ve Flag-Tipin L195A mutantlar1 elde edildi ve pcDNA3
icine klonland1 (137). siRNA-resistant Tipin olusturmak i¢in Dharmacon (Kolorado,
Amerika) siRNA kullanildi. Gen klonlamak i¢in gerekli vektorler ve Platinum Pfx DNA
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polimerazi Invitrogen’den, New England Biolabs’dan (Massachusetts, Amerika)
restriksiyon tamponlar1 ve restriksiyon enzimleri, 100X sigir serum albumin (Bovine
Serum Albumine, BSA,10mg/ml) New England Biolabs dan ve hizli DNA baglama kiti
(Rapid Ligation Kit, katalog no 1635379) Roche’dan temin edildi. Plazmid
saflagtilmasimda kullanilan Miniprep Kiti (QIAprep Spin Miniprep Kit, katalog no
27104), Maksiprep Kiti (Qiagen Qiafilter Midi-Maxi Kit, katalog no 12163) ve
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) saflastirma kiti (QIAquick PCR Prufication Kit,
katalog no 28104) Qiagen’e (Valensiya, Kaliforniya) aittir.

Smal

Sekil 3.2. pcDNA3 Vektorii (invitrogen, New York, Amerika). pcDNA3, 5.4kb biiyiikliigiinde bir
plazmiddir. Ampisilin ve Neomisin antibiyotik diren¢ geni ve BamHI, EcoRI, EcoRV, Hind III basta
olmak iizere ¢ok sayida enzim kesim bolgesi icermektedir.

Plazmidlerin saflastirlmas1 icin miniprep kiti (QIAprep Spin Miniprep Kit, catalog no:
27104) Maksiprep kiti (Qiagen Qiafilter Midi-Maxi Kit) Qiagen’den temin edilmistir.

PZR saflastirma kiti (QIAquick PCR Purification Kit) Qiagen’den temin edilmistir.
DNA i¢in Promega’ya (Madison, Wisconsin, Amerika) ait “lkb DNA ladder” ve jel
yiikleme boyasi kullanildi.
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Rekombinant Proteinlerin Saflastirllmasi: RPA ve aRPA daha once tanimlandig:
sekilde E.coli’den saflastirildi (111). His-Flag-Tipin and the Flag-Timeless/His-Tipin
heterodimer proteinleri bakiilo-viriisle infekte edilen Sf21 hiicrelerinden izole edilmistir.
Piirifikasyon i¢in kullanilan Sf21 (Spodoptera frugiperda) bocek hiicreleri ve Hi5 High
Five™ hiicresi Invitrogen’den temin edilmistir. His etiketli Tipin (WT and L195A)
proteinleri de E. coli (BL21-Codon Plus (DE3)-RIPL)’den Ni-NTA agaroz (Qiagen)
kullanilarak piirifiye edilmistir. Ayrica Flag ile saflastirma islemleri sirasinda “Anti-

Flag (M2) antibody affinity resin ““ ve Flag peptid Sigma’dan temin edildi.

Transfeksiyon: Hela hiicrelerinin ve Flp-In™ T-REx™-293 hiicrelerinin, DNA ve
siRNA ile transfekte edilmesi Lipofectamine 2000 veya Lipofectamine RNAIMAX ile
yapild1 ve Invitrogen’den temin edildi. HEK293T hiicrelerinin Kalsiyum Fosfat ile

transfekte edilmesi icin “Calcium Phosphate Transfection Kit” Invitrogen’den elde

edildi.

Timeless ve Tipin siRNA daha once tanimlandig1 sekilde elde edildi (41, 48). Tipin
icin siRNA “ siRNA targeting Tipin” (Dharmacon) ve kontrol i¢in siRNA “non-
targeting control siRNA” (Dharmacon) kullanilmistir. Transfeksiyon icin kullanilan
OPTI-MEM medium Gibco’dan (Invitrogen-Grand Island, New York, Amerika) temin
edilmistir.

Immobilize edilmis DNA pull-down assay icin kullanilan Dynabeads® M-280

Streptavidin Invitrogen’den temin edilmistir.

Immiinopresipitasyon: immiinopresipitasyon reaksiyonlar1 i¢in gerekli olan anti-Flag

agaroz ve FLAG peptid Sigma’dan temin edilmistir.

SDS-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE): SDS-PAGE i¢in kullanilan
akrilamid ve poliakrilamid Sigma’dan temin edildi. Jel yiiriitmek i¢in BIO-RAD

(Kaliforniya, Amerika) firmasina ait 6zel camlar ve tanklar kullanildi.

Western Blotting i¢cin Amersham’a ait Hybond 20 cm x 30 cm nitroselliilloz membrane

kullanilmigtir. Western blot i¢in Bio-Rad’1n transfer cihazi kullanild.

Proteinlerin bagil molekiil kiitlelerini belirlemek i¢in New England Biolabs”a ait
“Prestained protein marker (10-250kDa)  kullanildi. Proteinin derisiminin 6l¢limii i¢in
Bradford yontemine dayali olarak 6lciim yapan Bio-Rad protein 6l¢iim kitinden (Bio-

Rad protein assay kit, kalatog no: 500-0002) yararlanild.
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Deneyler sirasinda PZR i¢in Perkin-Elmer Gene Amp 2400, spektrofotometrik dl¢iimler
icin Shimadzu UV1601 kullanilmistir. Protein ve DNA’larin Nano-drop dl¢timleri icin
Nanodrop ND-100 UV-Vis spektrofotometre kullanilmistir.

3.3. YONTEMLER
3.3.1. Hiicre Hatlarinin Ve Bocek Hiicrelerinin Elde Edilmesi Ve Kiiltiire Edilmesi

Deneylerde kullanilan hiicre hatlar1 HelLa, HEK293T ve Flp™-In T-REx™-293
hiicrelerinin biiyiitiilmesi ve bakimi icin “Dulbecco’s Minimal Essential Medium®
(DMEM) icine %10 Fotal Dana Serumu (Fetal Bovine Serum , FBS) ve 100x Penilisin-
Streptomisin  (PS) ilave edilerek kullanildi. Hiicrelerin pasajlanmasi, besiyerinin
degistirilmesi, ilavesi, transfeksiyon islemleri “Laminar flow” kabinde steril bir ortamda
gerceklestirildi. Sf21 ve Hi5 hiicrelerinin biiyiitiilmesi ve bakimi i¢in bocek besiyeri
(Grace’s Insect medium, Invitrogen), %10 FBS ilave edilerek kullanildi. Boceklerin
biiyiitiilmesi ve bakimi ic¢in, boceklerin optimum biiyiime sicaklifi olan 27°C’ye
ayarlanmis 6zel inkiibatorler kullanildi. HeLa ve HEK293T hiicreleri icin 6zel petri
kaplar1 ve plateler kullanilirken, bocek hiicreleri i¢in magnetik karigtiricilarin
bulundugu 6zel flasklar kullanildi. Bu magnetik karistiricilarin amaci besiyerindeki

oksijen derisimini ayarlamak ve hiicrelerin ¢okelti olusturmasini engellemektir.

Hiicreler hangi amacgla kullanilacaksa, o amaca uygun olarak bakimi ve pasajlama
islemleri yapildi. Kullanilan petri kabinin biiyiikliigiine bagli olarak besiyerinin miktar1

asagidaki gibi ayarlandi.

Petrinin Biiyiikliigii Besiveri Miktari

35mm 2.5-3.0 ml
60mm 6.0-7.0 ml
100mm 16.0-17.5 ml
150mm 45.0-50.0 ml
6-well plate 2.5-3.0 ml
12-well plate 1.5-2.2 ml
24-well plate 0.8-1.0 ml
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Hiicreleri Tripsin ile petri kabindan kaldirmadan once artik maddeleri ve 6lii hiicreleri
ortamdan uzaklastirmak i¢cin PBS, yikama islemi icin kullanildi. Daha sonra Tripsin ile

muamele edilerek hiicrelerin petri kabindan ayrilmasi saglandi.

Petri Kabmin Biiviikliigii Tripsin Miktari

35mm 0.2-0.3 ml
60mm 0.5-0.6 ml
100mm 1.0 ml
150mm 1.5 ml
6-well 0.20-0.30 ml
12-well plate 0.10-0.20 ml
24-well plate 0.08-0.10 ml

3.3.2. Rekombinant Protein Uretimi icin Yapilan Cahsmalar
3.3.2.1. Bakiiloviriis/Bocek Hiicre Sisteminde Rekombinant Protein Uretimi

His-FLAG-Tipin proteini ve FLAG-Timeless/His-Tipin heterodimer proteini
Bakiiloviriisle infekte edilmis Sf21 bodcek hiicrelerinden saflastirilmistir. Bakiiloviriis
ekspresyon vektor sisteminde (Invitrogen) bu proteinlerin cok miktarda iiretilmesi ve
saflastirilmas1 basar1 ile gerceklestirildi. Bakiiloviriis ekspresyon vektor sisteminde
ilgilenilen gen, bakiiloviriis tasiyict vektore (bakiiloviriis promotoru igeren)
klonlandiktan sonra homolog rekombinasyon ile ana viriisin genomuna
yerlestirilmektedir. Elde edilen bu rekombinant viriisle hiicre hatlar1 enfekte edilerek
cok miktarda protein iiretimi saglanmaktadir. Rekombinant protein iiretilmesi icin
bocek hiicre hatlarinin kullanilmasi, ucuz ve kolay olmasi, bu hiicre hatlarinda
proteinlerin dogru katlanmasina ve fizyolojik olarak gerceklesen pek cok

posttranslasyonel modifikasyonlara izin vermesi yoniinden tercih edilmektedir (138).

Hiicre basma diisen ortalama virus sayisi (Multiplicity of Infection-MOI) 10 olacak
sekilde enfekte edildikten sonra hiicre hatlar1 48 saat siireyle 27°C’de inkiibe edildi.
Hiicreler toplanarak ses dalgalar1 ile calisan sonikator ile hiicre zarlar1 parcalandi.

Proteinler daha sonra elde edilen lizattan “Flag” veya “His” etiketine kars1 olustulmus



36

antikor-affinite kolonu yontemi ile saflastirildi. Flag etiketi ile protein protein
priiffikasyonu  yapilirken  proteinin u¢  bolgesine  sekiz = aminoasitlik -
AspTryLysAspAspAspAspLys- “Flag” adi verilen bir protein eklenmektedir. Flag
proteini immiinolojik Ozellikte olup, suda ¢oziinebilir kiigiik bir proteindir. Bu Flag
proteinine karsi ozel olarak “Anti-Flag” antikorlar1 olusturulur. Suda ¢dziinmeyen bir
matrikse de “anti-Flag” antikorlar kovalent olarak baglanarak recine olusturulmaktadir.
Protein karigimi, bu re¢ineyi iceren kolondan gecirildiginde Flag isaretli protein affinite
ozelliginden anti-Flag antikorunu bulunduran rec¢ineye baglanmaktadir. Daha sonra
yikama islemi ile recineye baglanmayan proteinler uzaklastirilir. Flag etiketli protein
flag peptid iceren eliisyon tamponuyla saf olarak elde edilir. Flag peptidi Flag isaretli
protein ile yarigmaya girerek hedef proteinin matriksten ayrilmasini saglamaktadir. Eger
var ise Flag isaretli proteinlerle etkilesime giren diger proteinler de ana hedef proteine
bagh olarak saflastirilabilir. Eger gerekli ise Flag etiketi proteinin ana yapisindan
uzaklastirilabilir. Flag etiketinde Tripsinojen on dizisinin bulunmasi bu isleme olanak
saglamaktadir. Saflastirma isleminden sonra enterokinazla muamele edilerek etiketin
proteinden uzaklastirilmas: saglanir. Antikor-affinite kolon kromatografi yontemi
proteini tek basamakta saflagtirmaya ve proteinin tanimlanmasini kolaylagtirmaya

olanak vermektedir (139).
3.3.2.2. E.coli*den Rekombinant Protein Uretimi

His-Tipin (WT) ve His-Tipin (L195A) proteinleri ise E.coli’den (BL21-Codon
Plus(DE3)-RIPL) saflagtirilmistir. Antikor-affinite kolon kromatografi yontemi ile
“His” etiketine uygun olarak gerceklestirilmistir. Nikel saflastirilmasi sayesinde bu
proteinler E.coli’den ¢cok miktarda elde edilmistir. “His” etiketi ( 6xHis tag-Polihistidine
tag) alt1 adet histidin aminoasittinden olusmaktadir. His etiketli proteinlerin
saflagtirilmasinda Ni-NTA agaroz (nikel-nitrilotriaseti asit-agaroz) kullanilmaktadir.
Imidazol iceren eliisyon soliisyonu ile His etiketli proteinlerin eldesi tamamlanr.
Protein izolasyonu Ni-NTA’nin temin edildigi firma olan Qiagen’in tavsiye ettigi gibi

yapildi.
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3.4. SDS-PAGE UYGULAMALARI

SDS (Sodyum dodesil siilfat) proteinleri denature eden ve negative yiik veren bir
deterjandir. PAGE proteinleri sahip olduklar: yiiklerine gore ayiran molekiiler biyolojik
bir tekniktir. SDS-PAGE genellikle proteinlerin molekiiler agirliklarmi belirlemek icin
kullanilir (140). Elektrik akiminin oldugu bir ortamda, proteinler sahip olduklar1 eksi
elektrik yiikiinden dolayir katotdan anoda dogru hareket eder. Boylelikle proteinler

molekiiler agirliklarina gére ayrilmis olur (Sekil 3.3).

Saflastirma isleminden sonra elde edilen proteinler SDS-PAGE’e yiiklenir ve yiiriitiiliir.
SDS-poliakrilamid jellerin yiizde oranlar1 saflastirilan proteinlerin biiyiikliiklerine gore

asagidaki gibi ayarlanir.

%SDS-PAGE Jel Molekiiler Kiitle Arahg:

%5 60 ile 200 kDa
%10 16 ile 70 kDa
%15 12 ile 45 kDa
so. T
fi ¥
@ - | ==

=== | Negatif Elektrot

A | (Pozitif Elektrot

Sekil 3.3. SDS-PAGE Metodu. Ayrimi yapilacak protein’in SDS ile “-* yiik kazanmasi saglanir (1), Jele
yiiklenir (2), elektrik akimu ile proteinlerin negatif elektrottan pozitif elektrota hareketi saglanir (3),
boylelikle proteinlerin biiyiikliiklerine gore ayrimi yapilmis olur (140).
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3.5. ELEKTROFOREZ JELLERINDEKI BANTLARIN BELIRLENMESI

PAGE’den sonra proteinlerin goriiniir hale gelmesi i¢in rutinde iki metod uygulanir.
Bunlar “Coomassie Parlak Mavisi, Coomassie brillant blue R-250” ve “Giimiis Boya”
boyamalaridir. Coommassie boyasit lpg’a kadar proteinleri belirliyebilme ozelligine
sahipken, Giimiis boyama daha hassas olup 0.1pg diizeyindeki proteinleri de

boyayabilmektedir (141).

SDS-PAGE jeli camdan uzaklastilir ve ddH,O ile yikanir. En az bir saat Coomassie
Boyasi ile boyama islemi yapilir. En az bir saat de de-stain soliisyonu ile muamale
edilerek baglanmayan fazla boyanin uzaklastirilmasi iglemi yapilir. Gerek boyama
islemi gerekse boyanin uzaklastirilma islemi en az bir saatten bir geceye kadar duruma

gore uzatilabilir.

RPA2 ve Tipin’nin interaksiyonun RPA kapli ssDNA iizerindeki Timeless-Tipin ve
Claspin stabilizasyonuna etkisini arastirmak i¢in protein saflagtirilmasi yapildi. RPA,
aRPA(alternatif) Tipin-His E.coli’den, His-FLAG-Tipin, His-FLAG-Timeless/His-
Tipin ve His-FLAG-Claspin bakuloviriisle enfekte edilen bocek hiicrelerinden
saflastirild1 . Saflastirilan proteinler Coomassie Boyasi ile boyandi (Sekil 4.1)

Protein miktarlar1 ise Bradford yontemi ile Bio-Rad protein 6l¢iim kiti kullanilarak
yapildi. Bradford yontemi protein-boya baglanma prensibi ile mikrogram miktarlarda

protein tayini i¢in kullanilan hizli duyarh bir yontemdir.
3.6. WESTERN BLOTTING

Western Blotlama teknigi spesifik proteinlerin belirlenmesinde ve karakterizasyonunda
yaygin olarak kullanilan bir tekniktir. Western Blotting birbirini izleyen 3 basamaktan
olusur : SDS-PAGE ile proteinlerin ayrilmasi, proteinlerin nitroselliiloz bir membrana
ya da bagka bir membrana transfer edilmesi ve immobilize olmus proteinin spesifik
antibody ile reaksiyonu ve bu antijen-antikor kompleksinin ikincil antikor (genellikle

peroksidaz bagl) ile belirlenmesi (142).



39

WESTERN BLOTTING TEKNiIGININ UYGULAMA BASAMAKLARI:

SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi

!

Proteinlerin nitroselliilloz membrana transfer edilmesi
Ozgiil olmayan baglanmay1 6nlemek amaciyla %S5 siit tozu iceren
TBST tamponu ile inkiibasyon.

!

TBST soliisyonu ile yikama

!

Primer antikor (proteine 6zgii) ile inkiibasyon

!

Ozgiin olmayan baglanmalar1 engellemek i¢in TBST ile tekrar yikama ve

!

Ikincil antikor ile inkiibasyon

!

Proteinin yerinin belirlenmesi

TBST (Tris Tamponlu Tuz; Tris-Buffered Saline+Tween):
50 mM Tris-HCI, pH:7.5, 135 mM NaCl, %0.1 Tween-20
Bloklama siit tozunun kullamilmasi:

%5’1ik yagsiz siit tozu iceren TBST ¢ozeltisi ile bloklama islemi yapilir. Siit tozu ile
inkiibasyon genel olarak oda sicakliginda 1 saat siire ile gerceklestirilir. Bloklama

isleminde de karistiric1 kullanilir.
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Primer Antikor Uygulamasi

Bakterial kontaminasyonu oOnlemek icin %0.02 Sodyum Azid kullanildi. Primer
antikorlar TBST i¢inde seyreltilerek kullanildi. Kullanilan antibodinin 6zelligine bagl
olarak 1:500 ile 1:5000 arasinda seyreltilir. Genel olarak oda 1sisinda 1-2 saat ya da

4°C’de bir gece primer antikor ile karistirici tizerinde inkiibasyon islemi yapilir.
Sekonder Antikor Uygulamasi

Primer antikordan sonra sekonder antikora ge¢meden once TBST ile yikama islemi
yapilir. Boylelikle 6zgiin olmayan primer antikor baglanmalar1 engellenmis olur.
Sekonder antikor i¢in 1 saat oda sicakligi yeterliydi, ama daha uzun inkiibasyonlar da
yapilabilir. Sekonder antibodi, %35 siit iceren TBST icinde dilue edilerek kullanilir.
Tipik diliisyon oranlar1 ise 1:5000 ile 1:20000 arasinda degismektedir.

ECL (Enhanced Chemiluminescent ) Substrat Uygulanmasi

Sekonder antikora bagh peroksidaz enzimi (HRP:Horseradish Peroxidase) ile
kemiliiminesans substratin reaksiyonu ile primer antibodinin bagli oldugu spesifik
proteinin yeri tespit edilir. (Sekil 3.4) Isigin fotograf filmi iizerine yapmis oldugu

yansima sonucu, filmde proteinin yeri tespit edilir (143).



41

Kemiliiminesans Substrat

2.Ab

)\

MEMBRAN

Sekil 3.4. ECL (Enhanced Chemiluminescent) Substrat Uygulanmasi. Membran {izerindeki proteinin
belirlenmesi icin primer ve sekonder antikor uygulamasi, HRP ve kemiliimesans substrat ile 1sima
reaksiyonun elde edilmesi (143).

3.7. TRANSFEKSIYON

HeLa hiicrelerine ve Flp™-In T-REx™-293 hiicrelerine DNA ve siRNA (short
interfering RNA) transfeksiyonu Lipofektamin (Lipofectamine 2000 veya
Lipofectamine RNAIMAX) kullanilarak gerceklestirilmistir. Lipofektamin 2000 veya
Lipofektamin RNAIMAX ile transfeksiyon islemi temin edilen firma olan Invitrogen’in
protokoliine gore gergeklestirildi. HEK293T hiicrelerinin transfeksiyonu ise kalsiyum
fosfat kullanilarak gerceklestirilmistir. Timeless ve Tipin icin hem daha O©nce
laboratuarimizda tanimlanmis ve kullanilmis siRNA’lar hem de bu calisma i¢in ilave
olarak Dharmacon’dan Tipin siRNA’ler temin edilmistir. iki cesit siRNA da
kullanilmistir; Tipin’i hedef alan Tipin siRNA ve Tipin’i hedef almayan kontrol siRNA.
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3.7.1. Lipofektamin ile siRNA Transfeksiyonu

Transfeksiyon yapilacak hiicreler bir giin Onceden, transfeksiyonun yapilacagi giin
hiicrelerin petride %30-50 yogunlugunda olacak sekilde pasajlama islemi yapilir. Bu
pasajlama isleminde antibiyotik icermeyen DMEM besiyeri kullanilir. siRNA’ler Opti-
MEM (Opti-MEM® I Reduced Serum Medium) icinde dilue edilir. Hiicrelere
eklenecegi zaman son konsantrasyonu 33 nM olacak sekilde siRNA miktar1 hesaplanir.
Lipofektamin de Opti-MEM i¢inde dilue edilir ve oda sicaklifinda 5 dakika inkiibe
edilir. Oligomer ve Lipofektamin karigimi 20 dakika oda sicakliginda tekrar inkiibe
edilir. Son inkiibasyon siiresinden sonra Oligomer-Lipofektamin karigimi hiicrelere

eklenir. 48 saat 37°C de CO,’li etiivde inkiibe edilir.
3.7.2. Kalsiyum Fosfat ile Transfeksiyon:

Transfeksiyon yapilacak HEK293T hiicreleri bir giin Onceden, transfeksiyonun
yapilacagi giin hiicrelerin petride %30-50 yogunlugunda olacak sekilde pasajlama
islemi yapilir. Bu pasajlama isleminde antibiyotik icermeyen besiyeri (DMEM)
kullanilir. DNA’lar 2.5 M CaCl: ile su iceren ortamda inkiibe edilir. 2XHBS ¢ozeltisi
CaCL ve DNA igeren tiipe yavas yavas eklenir. Karigim 5-10 dakika oda sicakliginda
inkiibe edilir. Inkiibasyondan sonra CaCl2 iceren DNA’lar damla damla HEK293T
hiicrelerine eklenir. Transfeksiyondan 16 saat sonra hiicrelerinin besiyeri degistirilir.

Yaklagik 48 saat sonra HEK293T hiicreleri toplanir.

3.7.3. Tipin ve Timeless’in DNA Hasarinda ve Replikasyon Stresinde Chk1’min
Fosforilasyonundaki Goérevinin Incelenmesi icin  Yapilan Transfeksiyon

Cahsmalan

Timeless ve Tipin’in DNA hasarinda ve replikasyon stresinde spesifik olarak Chk1’nin
fosforilasyonunda gorev aldigini1 gostermek icin HeLa hiicreleri siRNA ile transfekte
edildi. Transfeksiyonda Tipin siRNA,Timeless siRNA ve Lipofektamin RNAIMAX
kullanildi. Lipofektaminle transfekte edilen hiicreler 48 saat inkiibe edildi. DNA
sentezinde stres olusturmak i¢cin HU kullanildi. HU riboniikleotid rediiktaz inhibitoriidiir

ve DNA sentezini bloke eder (Sekil 4.3).
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3.7.4. Tipin ve Timeless’in Ekspresyonun ve Niikleer Lokalizasyonun Belirlenmesi

icin Yapilan Transfeksiyon Calismalar

HEK?293T hiicreleri FLAG-Tipin ve FLAG-Timeless vektorleri ile transfekte edildi.
Kontrol i¢cin 1ise hiicreler bos vektorle transfekte edildi. Anti-FLAG ile
immiinopresipitasyon yapildiktan sonra SDS-PAGE ve western blotting basamaklar1

takip edildi.

3.7.5.Tetrasiklin”le indiiklenen Promotor Kontrolii Altinda WTL/195A Tipin ve

Timeless Interaksiyonun Incelenmesi icin Yapilan Transfeksiyon Calismalari

Flp-In™ T-REx™-293 hiicre hatlar1 tetrasiklin indiiklenen promotor kontroliinde
FLAG-Tipin-WT ve FLAG- Tipin-L195A eksprese edicek sekilde olusturuldu. Her iki
hiicre hattinda hiicreler -tetrasiklin ve + tetrasiklin olmak iizere iki gruba daha ayrildi. +
Tetrasiklin hiicreleri tetrasiklin ile 3 giin boyunca inkiibe edilerek rekombinant
proteinlerin ekspresyonlar1 indiiklendi. Anti-FLAG ile immiinopresipitasyon yapilarak

WT-Tipin ve L195A-Tipin ile Timeless arasindaki iliski incelendi (Sekil 4.17).
3.7.6. Tipin (WT-L195A) ve Timeless ile siRNA ko-transfeksiyon Calismalari

Hela hiicreleri Lipofektamin yontemi kullanilarak FLAG-Timeless ile siRNA-
rezistansli FLAG-Tipin (WT veya L195A) ve siRNA-Tipin /siRNA-kontrolle ko-
transfekte edildi. 30 dakika HU ile inkiibe edilen ayr1 ayri hiicre gruplarinda Chkl
fosforilasyonu kontrol edildi. SDS-PAGE ile western blotting uygulanan o6rneklerde
Chk1 fosforilasyonunu belirlemek icin Chk1-Ser345-P ve Chkl antikorlar1 kullanildi
(Sekil 4.19).

3.7.7. Neocarzinostatin (NCS)’in Chkl Fosforilasyonuna Etkisinin Tipin (WT-
L195A) ve Timeless ile siRNA ko-transfeksiyonuyla Arastirilmasi :

HU yerine bagka bir genotoksik ajan olan Neocarzinostatin (NCS) kullanildi. Tipin
siRNA ile FLAG-Timeless ve FLAG-Tipin (WT veya L195A) kodlayan vektorlerle
transfekte edilen hiicreler neocarzinostatine maruz birakildi. 1 saat 100 ng/ml NCS ile
inkiibe edildi. SDS-PAGE ile western blotting uygulanan Orneklerde Chkl
fosforilasyonunu belirlemek i¢cin Chk1-Ser345-P, Chkl ve Chk2 antikorlar1 kullanildi
(Sekil 4.21).
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3.7.8. Flp-In™ T-REx™-293/FLAG-Tipin-L195A Hiicre Hattinda Chkl

Fosforilasyonun siRNA-Tipin ile incelenmesi:

siRNA-Tipin veya siRNA-kontrol, Flp-In™ T-REx™-293/FLAG-Tipin-L195A hiicre
hattina lipofektamin ile transfekte edildi. Bir grubun rekombinant protein ekspresyonu
indiiklemek i¢in tetrasiklin kullanildi. -tetrasiklin ve + tetrasiklin olmak iizere iki grup
olusturuldu. -/+HU olmak iizere de tekrar alt gruplar olusturuldu. +HU gruplar1 2 saat
ImM HU ile inkiibe edildi. SDS-PAGE ile western blotting uygulanan 6rneklerde Chk1
fosforilasyonunu belirlemek icin Chk1-Ser345-P, Chkl, RPA2-Ser33-P ve RPA2
antikorlar1 kullanild1 (Sekil 4.22)

3.7.9. Claspin Kinetiginin Flp-In™ T-REx™-293/FLAG-Tipin-L195A Hiicre

Hattinda siRNA-Tipin ile Incelenmesi:

Flp-In™ T-REx™-293-FLAG-Tipin-L195A hiicre hattindan siRNA-diren¢li FLAG-
Tipin-L195A  proteinleri tetrasiklinle indiiklenerek eksprese edildi. Hiicreler
lipofektamin RNAIMAX kullanilarak transfekte edildi. Kontrol-siRNA ve Tipin-siRNA
ile transfekte edilen iki ayr1 grup olusturuldu. Claspin’in kinetigini belirlemek i¢in farkl
zaman araliklarinda genotoksik ajan olan HU ile muamele edildi. Her iki grup i¢in de
aynt zaman dilimleri kullanildi. Asagida belirtilen zaman araliklarinda 1mM HU
kullanildi. Biitiin 6rneklere SDS-PAGE ve western blotting uygulandi. Claspin, ATR,
Chk1-Ser-345 ve Chk1 antikorlari ile proteinler belirlendi (Sekil 4.23).

HU ile inkiibasyon zaman araliklari: 0,15, 30, 60, 120, ve 240 dakika

3.8. TRANSFORMASYON
A-Transformasyon icin Ultra-Competent E.coli Hiicrelerinin Hazirlanmasi:

Yapilan Transformasyon islemi, Inoue ve ark.’nin yontemi (1990),Gene,96:23-28 temel
almarak yapilmistir. LB (Luria-Bertani) Agar petrilerinde hiicreler 37°C’de bir gece
kiiltiire edilir. 10-12 tane biiyiik koloni secilir ve 250ml Super Optimal Broth (SOB) ’de
19°C’de 24-36 saat inkiibe edilir. 10 dakika buzun iistiinde bekletilir. Hiicreler 4000
rpm’de 4°C’de 10 dakika cevrilir. Pellet olan hiicreler 80 ml soguk Tris-Borate (TB)
icinde 10 dakika siispansiyon haline getirilir. Tekrar 4000 rpm’de 4°C’de 10 dakika
cevrilir. Pellet daha sonra 20 ml soguk TB ve 1.4 ml Dimethylsulfoxide (DMSO) i¢inde

slispansiyom haline getirilir ve -80°C’de saklanir.



45

B- E.coli Hiicrelerinin Transformasyonu:

80°C’de donmus olan E.coli hiicreleri buzun iistiinde 10 dakika eritilir._25 pl-100 pl
aras1 bakteri kullanilir._Plazmid DNA’s1 100 ng’dan fazla olmamak iizere bakteriye

eklenir. 30 dakika buzun iistiinde inkiibe edilir. 42°C’de 45 saniye 1s1 soku yapilir.
Tekrar buz iistiinde 2 dakika inkiibe edilir. Besiyeri icinde biiyiitiiliir.

Plazmidlerin ¢ogaltilmasi i¢in E.coli’nin DHS5-alfa olan susu kullanilir. Transformasyon
sonrasi kiiltiire edilen hiicrelerden, plazmidler izole edildi. Protein piirifikasyon amach
transformasyon yapildigi zaman ise BL21-Codon Plus (DE3)-RIPL olan E.coli
kullanild1.

3.9. DNA PULL-DOWN TESTI REAKSIYONLARI

DNA pull-down reaksiyonlar1 icin biyotinlenmis 80-mer ssDNA kullanilmustir.
Biyotinlenmis ssDNA Streptavidin kapli Dynabeadler (M-208) {izerinde immobilize
edilir. Mikrolitre magnetik dynabead basma tipik olarak 1 pmol DNA kullamldi. Ilk
olarak ssDNA ile RPA proteini pre-inkiibasyon islemine tabi tutuldu. Boylelikle
oncelikli olarak ssDNA’nin RPA proteini ile kaplanmasi saglanmis olur. 20-30 dakika
oda sicakliginda inkiibasyon islemi gerceklestirildikten sonra baglanmayan RPA
proteinlerinin uzaklastirilmasi i¢in yikama islemi yapilir. Standart reaksiyonlar belirtilen
proteinlerle 30 dakika oda sicakliginda 50 pl baglama soliisyonu i¢inde inkiibasyonu
icermektedir. Daha sonra boncuklar miknatis (Sekil 3.5) {izerinde toplanir ve 200 pl
baglama soliisyonu ile 3 kere yikama islemine tabi tutulur. Boylelikle RPA kaph
ssDNA’ya spesifik olarak baglanmayan proteinler uzaklastirilir. Baglanan proteinler ise
1XSDS-PAGE o6rnek soliisyonu icinde eliisyon islemi ile ayristirilir. SDS-PAGE ile

baglanan proteinlerin ayrimi gergeklestirilip, immunoblotting ile analizi yapilir.
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DNA Pull-Down Assay

Magnetik ayirm ve DNA'ya baglanmayan
proteinlerin uzaklagtinimasi

L
® . L ] .
DNA'ya baglanan proteinlerin izolasyonu DNA'ya baglanmayan proteinler
N

SDS-PAGE / Western Blotting

Sekil 3.5. DNA Pull-down Assay Prensibi. Sterptavidinli boncuklar (dynebeadler), biyotinlenmis DNA
fragmentine baglanir. DNA fragmenti protein kompleksleri ile inkiibe edilir ve magnetik bir ortamda
DNA'’ya baglanmayan proteinler uzaklagtirilir. Daha sonra DNA’ya baglanan proteinler SDS-PAGE ve

Western Blotting ile belirlenir (24).
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3.9.1. Timeless, Tipin ve Claspin Proteinlerinin RPA ve ssDNA ile interaksiyonun

Karakterize Edilmesi icin yapilan Pull-Down Assay Calismalar

Proteinlerin rekombinant formlar1 bakteriyal veya bocek ekspresyon sistemleri
kullanilarak elde edildi. Biyotinlenmis 80-mer ssDNA’nin Streptavidin kapli magnetik
boncuklar iizerinde immobilize edildi. 5 pmol 80-mer ssDNA ile RPA (0, 2.5 ve 5
pmol) ile pre-inkiibe edildi. His-FLAG-Timeless/His-Tipin kompleksi (10 pmol) ile
Spmol immobilize edilmis, RPA kapli 80-mer ssDNA inkiibe edildi. RPA kapli 80-mer
ssDNA’ya baglanan proteinler magnetik ortamda ayristirildi. SDS-PAGE ve

immiinoblotlama uygulandi.

3.9.2. Rekombinant Tipin’in RPA ve aRPA kaph ssDNA’ya Baglanmasinin

incelenmesi icin Yapilan Pull-Down Assay Calismalar

Rekombinant olarak Tipin-His’in saflastirildi. Biyotinlenmis 80-mer ssDNA’nin
Streptavidin kapli magnetik boncuklar iizerinde immobilize edildi. Ipmol 80-mer
ssDNA ile RPA ve aRPA (0, 0.2,0.5 ve 1.25pmol) ile pre-inkiibe edildi. RPA ve aRPA
bagli 1 pmol ssDNA ayr1 ayr1 20 pmol Tipin-His ile inkiibe edildi. Baglanan proteinler
magnetik ortamda ayristirildi. SDS-PAGE ve immiinoblotlama yapildi.

3.9.3. Rekombinant Claspin’in ssDNA’ya Baglanmasinda RPA ve Tipin’nin

Etkisinin incelenmesi icin Yapilan Pull-Down Assay Calismalar

Bakiiloviriisle enfekte edilmis bocek hiicrelerinden His-FLAG-Claspin ve His-FLAG-
Tipin saflastirildi. 10 pmol His-FLAG-Claspin ve ssDNA ile, 10 pmol His-FLAG-
Claspin 10pmol RPA kapli ssDNA ile, 10 pmol His-FLAG-Claspin 10pmol RPA kaph
ssDNA ve His-FLAG-Tipin ile inkiibe edildi. Baglanan proteinler magnetik ortamda
ayristirildi daha sonra SDS-PAGE ve immiinoblotlama gergeklestirildi.

3.9.4. Claspin’in RPA kaph ssDNA’ya Baglanmasinda Tipin-WT ve Tipin-

L195A’nin Etkisinin incelenmesi icin Yapilan Pull-Down Assay Calismalar

Bakiiloviriisle enfekte edilmis bocek hiicrelerinden His-FLAG-Claspin ve His-FLAG-
Tipin-WT ve His-FLAG-Tipin-L195A saflastirildi. RPA iceren ve igermeyen olmak
tizere 2 grup ssDNA hazirlandi. His-FLAG-Claspin tek basina ya da His-FLAG-Tipin-
WT, His-FLAG-Tipin-L195A proteinleri ile ayr1 ayr1 inkiibe edildi. Magnetik boncuklar
yikandi ve ssDNA’ya baglanan proteinler SDS-PAGE ve immiinoblotlama ile analiz
edildi
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3.10. IMMUNOPRESIPITASYON

Immiinopresipitasyon bir proteine spesifik olarak baglanan bir antikoru kullanarak
proteinin ¢okelmesi teknigidir. Bu teknik belirli bir proteini binlerce farkli protein

ornegi iceren bir Ornekten izole etmek ve konsantre etmek icin kullanilabilir (144).

Immunopresipitasyon ~ reaksiyonlar1  anti-FLAG-agaroz  ile  gerceklestirildi.
Immunopresipitasyon reaksiyonlar1 belirlenen bir protein icin gergeklestirilirken anti-
FLAG-agaroz iceren soliisyon ile en az 5 saat 4°C derecede inkiibasyon iglemine tabi
tutuldu. Presipitasyon olmayan proteinlerin uzaklastirilmasi i¢in inkiibasyondan sonra 3
kere yikama islemi gerceklestirildi. Yikama isleminde 500 pl baglama cozeltisi
kullanildi. Baglanan proteinlerin eliisyonu 200 pg/ml FLAG peptide veya 2XSDS-
PAGE 6rnek soliisyonu ile yapildi.

Hiicre ekstraktlar1 i¢in ile yapilan immiinopresipitasyon reaksiyonlarinda anti-FLAG-
agaroz ile hiicre lizat1 bir gece 4°C’de inkiibe edildi. Yikama isleminde TBS kullanildi.
Hiicre lizatlar1 ile yapilan immiinopresipitasyonda eliisyon islemi i¢cin yine FLAG

peptide veya 2XSDS-PAGE 6rnek soliisyonu kullanildi.

3.10.1. Tipin’in RPA ve aRPA ile Olan Interaksiyonun incelenmesi icin Yapilan

Immiinopresipitasyon Calismalar:

Bakiiloviriisle enfekte edilmis bocek hiicrelerinden His-FLAG-Tipin saflastirildi. His-
FLAG etiketli Tipin, anti-FLAG-agaroz iizerinde immobilize edildi. 1 pg aRPA ve RPA
ile bir gece 4°C’de inkiibe edildi. FLAG Immunopresipitasyonu yapildi. SDS-PAGE ve

Immiinoblotting islemleri ile proteinler belirlendi.

3.10.2. Tipin’in Claspin ile Olan Interaksiyonun incelenmesi icin Yapilan

Immiinopresipitasyon Calismalar:

E.coli’den Tipin-His saflastirildi. Bakiiloviriisle enfekte edilmis bocek hiicrelerinden
His-FLAG-Claspin saflastirildi. Tipin’in anti-FLAG rezinle ve His-FLAG Claspinle
ayr1 ayr1 inkiibasyonu yapildi. Bir gece 4°C’de inkiibe edildi. FLAG
Immiinopresipitasyonu yapildi. SDS-PAGE ve immiinoblotting islemleri ile proteinler

belirlendi.
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3.10.3. Mutant Form Tipinlerin (E185A, E190A ve L195A) ve WT-Tipin’in RPA
ile olan Interaksiyonun Incelenmesi icin Yapilan Immiinopresipitasyon

Cahsmalar:

FLAG-Tipin, WT, E185A, E190A ve L195A HEK293T hiicrelerinde gegici olarak
eksprese edilip saflastirildi.  Anti-FLAG-agaroz ile inkiibe edildi. FLAG
Immiinopresipitasyonu yapildi. SDS-PAGE ve takiben FLAG, RPAl1 ve RPA2

antibodileri ile immiinoblotting iglemleri yapildi.

3.10.4. Tipin-WT ve Tipin-L195A formlarinin RPA ile olan Interaksiyonun Bécek

Hiicrelerinde Incelenmesi icin Yapilan Immiinopresipitasyon Cahsmalari:

His-FLAG-Tipin-WT ve Tipin-L195A proteinleri bakiiloviriisle enfekte edilmis bocek
hiicrelerinden saflastirildi. Anti-FLAG-agarozunda immobilize edildi. RPA ile inkiibe
edildi. Rezin ile yikanarak baglanan proteinler SDS-PAGE ve immiinoblotting ile analiz

edildi.

3.10.5. Timeless ve Tipin kompleksinindeki WT ve L195A Tipin formlarimin RPA
kaph ssDNA ile olan interaksiyonun Incelenmesi icin  Yapilan

Immiinopresipitasyon Calismalar:

FLAG-Timeless ve His-Tipin protein kompleksini elde etmek i¢in bakiiloviriisle bocek
hiicrelerine ko-transfeksiyon islemi yapildi. Anti-FLAG-agaroz ile Timeless/Tipin
kompleksi saflastirildi. WT ve L195A Tipin iceren Timeless/Tipin protein kompleksleri
ayr1 ayr1 RPA kapli immobilize edilmis ssDNA ile inkiibe edildi. Pull-down assay
yontemi uygulandi. Baglamis proteinler SDS-PAGE ve immiinoblotting ile analiz

edildi.

3.10.6. WT ve L195A Tipin formlarmmmn Claspin ile olan Interaksiyonun

Incelenmesi icin Yapilan Iimmiinopresipitasyon Cahsmalari

Bakiiloviriisle enfekte edilmis bocek hiicrelerinden His-FLAG-Claspin saflastirildi.
Tipin-His-WT ve Tipin-His-L195A E.coli’den rekombinant olarak saflagtirildi. His-
FLAG-Claspin 1.5 pg Tipin-His-WT ve Tipin-His-L195A ile bir gece 4°C’de inkiibe
edildi. Claspin icermeyen Anti-FLAG rezin de negatif kontrol olarak kullanildi ve 1.5
pg Tipin-His-WT ve Tipin-His-L195A ile bir gece 4°C’de inkiibe edildi. FLAG
Immiinopresipitasyonu yapildi. SDS-PAGE ve immiinoblotting ile proteinler analiz

edildi.



50

3.11. CALISMADA KULLANILAN COZELTi VE TAMPONLAR
Calismada kullanilan bazi ¢ozelti ve tamponlar asagidaki gibidir (140-145);

Coomassie Bovasi- 1 L

9%0.1 Coomassie R250, %10 asetik asit, %40 Metanol
1) 100 ml glacial asetik asit, 500 ml bidistile H,O’ya eklenir.
2) 400 ml metanol eklenir ve karistirilir.
3) 1g Coomassie R250 boya eklenir.
4) Filtre edilir ve partikiiller uzaklastirilir.
5) Oda 1si1sinda saklanir.

Coomassie Boya icin De-Stain- 1 L

%20 metanol, % 10 glasial asetik asit
1) 100 ml glasiyal Asetik Asit, 700 ml bidistile H,O’ya eklenir.
2) 200 ml metanol eklenir ve karistirilir.
3) Oda 1si1sinda saklanir.

TBST (Tris-Tamponlu Tuz+Tween ; Tris-Buffered Saline+Tween):

50 mM Tris-HCI, pH:7.5
135 mM NaCl

%0.1 Tween-20



Kullanilan SDS-PAGE Jel Yiizde Formiilleri:

5% 8% 10% | 12% | 15%

%29 Akrilamid/% 1Bisakrilamid Sml 8ml || 10ml || 12ml || 15 ml
4XTris-HCI1 pH:8.8 75ml||7.5ml || 7.5ml | 7.5ml| 7.5 ml
%10 SDS 300 pl || 300 pl || 300 pl || 300 pl || 300 pl
Distile Su 17ml || 14ml || 12ml || 10 ml || 7 ml

TEMED ISpl || 15pl || 15wl || 15ul || 15 ul

%10 APS 150 pl || 150 pl || 150 pl || 150 pd || 150 pl
2XHBS:

50 mM HEPES, pH:7.05

= 10 mM KC1

= 12 mM Dekstroz
= 280 nM NaCl
1.5 mM Na2P04

SOB (Super Optimal Broth) Cozeltisi:

9%0.5 maya ekstrakti
9%?2 Tripton

10 mM NaCl

2.5 mM KClI

10 mM MgCl2

10 mM MgSO4




TB (Tris-Borate) Cozeltisi:

10 mM PIPES

15 mM CaCl2

250 mM KCl

55 mM MnCl2

(pH 6.7’ye KOH veya HCl ile ayarlanir)

Baglama Soliisyonu (24):

10 mM Tris, PH 7.4
100 mM NacCl
%10 Gliserol
10 pg/ml S1gir Serum Albiimini
%0.01 Nonidet P-40

1XSDS-PAGE Ornek Soliisyonu

50 mM Tris, PH:6.8
100 mM Dithiothreitol
%1 SDS

%35 Gliserol

%0.005 Bromofenol Mavisi
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4. BULGULAR

4.1. REKOMBINANT PROTEINLERIN BAKULOVIRUSLE INFEKTE
EDILMiS BOCEK HUCRELERINDEN VE E.coli’DEN SAFLASTIRILARAK,
COOMASSIE-BLUE BOYASI iLE KARAKTERIZE EDILMESI

Tipin, Timeless/Tipin (Tim/Tip) heterodimeri ve Claspin proteinlerinin RPA, Alternatif
RPA (aRPA) ve ssDNA ile olan interaksiyonlarini incelemek i¢in rekombinant formlar1
saflastirildi. Tipin-His, RPA ve aRPA proteinleri E.coli’den saflastirilirken, His-FLAG-
Timeless/His-Tipin (HF-Tim/His-Tip), His-FLAG-Tipin(HF-Tipin ) ve His-FLAG-
Claspin (HF-Claspin) proteinleri ise bakiiloviriisle infekte edilen bocek hiicrelerinden

saflagtirilmustir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Bakiiloviriisle infekte edilmis bocek hiicrelerinden ve E. coli’den saflastirilan proteinlerin
Coomassie-Blue boyasi ile karakterize edilmesi. 1 numarali kolon Molekiiler Agirlik belirtecidir ve
rakamlar kiloDalton (kDa) olarak molekiiler agirliklar1 gostermektedir. 2 numarali kolon RPA’nin 70-
kDa’luk (RPA1) ve 34-kDa’luk (RPA2) alt birimlerini gostermektedir. RPA3 (17-kDa) alt birimi cok
kiiciik oldugu icin elektroforetik jelde gosterilememistir. 3 numarali sirada ise aRPA’nin 70-kDa’luk
(RPA1) ve 34-kDa’luk(RPA4) alt birimlerini gosterilirken ayni sekilde 17-kDa’luk RPA3 alt birimi
elektroforetik jelde gosterilememistir. 4 ve 5 numarali kolonda ise farkli etiketlere sahip bakteriyal ve
bocek Tipinler gosterilmektedir. 6 numarali sirada heterodimer olarak elde edilen Timeless (138.5kDa) ve
Tipin (34.3kDa) kompleksi, 7°de ise Claspin’in (150.9kDa) molekiiler agirlig1 gosterilmistir.

4.2. TIMELESS/TiPiN KOMPLEKSINIiN DNA’YA BAGLANMASINDA RPA
GOREV YAPMAKTADIR

Timeless/Tipin kompleksinin DNA’ya baglanmasini test etmek icin ssDNA ve RPA
kapli ssDNA ile Timeless/Tipin Kompleksinin Pull-Down Assay reaksiyonlar1
gerceklestirilmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Timeless/Tipin(Tim/Tip) Kompleksinin, RPA ile pre-inkiibe Edilmis 80-mer ssDNA’ya
Baglanmasinin Pull-Down Assay ile Incelenmesi. 1 numarali kolonda 5pmol His-FLAG-Timeless/His-
Tipin (HF-Tim/His-Tip) ve 2 numarali kolonda ise Spmol RPA proteinleri input olarak gosterilmistir . 3
ve 5 kolonlar arasinda ise RRA yoklugunda ve artan RPA miktarina bagl olarak ssDNA’ya baglanma
miktar1 karsilagtirilmstir.

10 pmol Timeless/Tipin kompleksi, Spmol ssDNA ile inkiibe edildigi zaman DNA’ya
baglanmamaktadir (3 numarali kolon) ssDNA , 2.5pmol ve 5pmol RPA ile pre-inkiibe
edildigi zaman (4 ve 5 numarali kolonlar) Timeless/Tipin kompleksi RPA’ye bagh

olarak ssDNA’ya kars1 artan bir baglanma aktivitesi gostermektedir.

Sonug olarak sekil 4.2, Timeless/Tipin kompleksinin ssDNA’ya baglanma aktivitesinde

RPA’in 6nemli bir goreve sahip oldugunu gostermektedir.

4.3. DNA HASARINDA VE REPLIKASYON STRESINDE OLUSAN Chkl
FOSFORILASYONUNDA TiMELESS VE TIPIiN PROTEINLERI SPESIFiK
OLARAK GOREV YAPMAKTADIR

Timeless ve Tipin proteinlerinin Chkl fosforilasyonundaki gorevini test etmek icin
siRNA teknolojisi kullanilarak Timeless ve Tipin proteinlerinin seviyeleri azaltild1 ve

genotoksik ajan olan HU ile inkiibe ederek Chk1 fosforilasyon miktarlar1 karsilastirildi.
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Sekil 4.3. Timeless ve Tipin’in Chk1 Fosforilasyonunda Gérevi. HeLa Hiicreleri Kontrol, Timeless (Tim)
ve Tipin (Tip) siRNA ile transfekte edildi ve 48 saat sonra ImM HU ile 30 dakika inkiibe edildi. 1ve 2.
kolonlar Kontrol siRNA ile, 3 ve 4. kolonlar Timeless siRNA ile, 5 ve 6. kolonlar ise Tipin siRNA ile
transfekte edilmis HeLa hiicrelerindeki protein miktarlarini gostermektedir.

Claspin, RPA2 ve MCM2 sentez fazindaki checkpointin 6nemli bilesenleri oldugu icin
fosforilasyon seviyeleri test edildi. Timeless ve Tipin siRNA ile Timeless ve Tipin
protein seviyeleri azaltildigi zaman RPA2-Ser33-P ve MCM2-Ser108-P seviyeleri

Timeless ve Tipin’e bagl olarak azalmamustir (Sekil 4.3’de 2, 4 ve 6.kolonda).

Chk1 fosforilasyonu ise Timeless-siRNA ve Tipin-siRNA ile Timeless ve Tipin protein
seviyeleri azaltildig1 zaman Timeless ve Tipin’e bagli olarak azalmistir (Sekil 4.3°de
2,4, ve 6. kolonda- Chkl1-Ser345-P). Chkl proteinin seviyesinin ayni kalmasi1 Chkl-
Ser345-P seviyesindeki diisiisiin Chk1 miktarindan bagimsiz oldugunu gostermektedir.

Sekil 4.3’e gore, Timeless ve Tipin proteinleri, DNA hasarinda ve replikasyon stresinde

olusan Chk1 fosforilasyonunda spesifik olarak gorev yapmaktadir.
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4.4. RPA VE aRPA, ssDNA’YA BENZER AFFINITE iLE BAGLANMAKTADIR

RPA ve aRPA proteinlerinin ssDNA’ya baglanma kapasitelerini karsilastrmak ve
Tipin’in ssDNA’ya baglanmasini karakterize etmek icin RPA ve aRPA kapli ssDNA ile
Pull-down assay reaksiyonlar: gerceklestirilmistir (Sekil 4.4).

Daha 6nce yapilan calismada da gosterildigi gibi (145) RPA ve aRPA, ssDNA’ya karsi
benzer baglanma kapasitesine sahiptir (Sekil 4.4).

i

RPA aRPA

) .-‘-.-‘

RPA
aRPA
Tipin

Tipintis
RPA1

1 23 4 5 6 7 88 101

Sekil 4.4. ssDNA’'nin RPA ve aRPA ile pre-inkiibe edilmesi ve Pull-Down Assay ile Tipin
Baglanmasinin Incelenmesi. 1-3 kolonlar RPA,aRPA ve Tipin icin reaksiyonlara giren proteinleri, 3-7
kolonlar RPA kapli ssDNA ile Tipin’in Pull-Down testi sonuglarini, 9-11 kolonlar aRPA kapli ssDNA ile
Tipin’in Pull-Down testi sonuglarini gostermektedir.

Ipmol ssDNA 0, 0.2, 0.5 ve 1.25 pmol RPA veya aRPA ile pre-inkiibe edildikten sonra,
20 pmol Tipin eklenmistir. Inputlar 0.5 pmol RPA ve aRPA ile 1 pmol Tipin miktarini

gostermektedir.

5-7 ile 8-10 numarali kolonlarda RPA1 miktarlar1 karsilastirildigi zaman RPA ve
aRPA’nin ssDNA’ya esit miktarda baglandigi goriilmektedir.
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4.5. TiPIN, TIMELESS OLMADAN DA RPA KAPLI ssDNA’YA BAGLANMA
KAPASITESINE SAHIPTIR

Tipin, RPA kapli ssDNA’ya, baglanma esi olan Timeless olmadan da
baglanabilmektedir. Artan RPA miktarina bagh olarak Tipin’in ssDNA’ya baglanma
miktar1 artmaktadir (Sekil 4.4°de 5., 6. ve 7. kolonlar).

4.6. TIiPIN VE ssDNA BAGLANMASINDA aRPA, RPA GiBi GOREV
YAPMAMAKTADIR

Tipin ssDNA’ya artan RPA miktar1 artarken dogru orantili olarak baglanma affinitesi
gosterirken (Sekil 4.4°de 5., 6. ve 7. kolonlar), artan aRPA miktarina ragmen ssDNA’ya
baglanmamaktadir (Sekil 4.4’de 9,10 ve 11. kolonlar).

Tipin’in ssDNA’ya baglanmasinda aRPA, RPA gibi aracilik edememektedir (Sekil 4.4).

4.7. RPA’NIN TiPIN ILE KARARLI YAPI OLUSTURMASINDA RPA2
ALTBIiRiMi PRIMER GOREV YAPMAKTADIR

RPA’nin Tipin-ssDNA etkilesimindeki fonksiyonunu karakterize etmek i¢in RPA ve
aRPA ile His-FLAG- Tipin’in immiinopresipitasyon reaksiyonlar1 gerceklestirildi (Sekil
4.5).
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Sekil 4.5. RPA ve aRPA nin His-FLAG- Tipin ile FLAG etiketli Immiinopresipitasyonu (Flag-IP). 1-5
kolonlar immiinopresipitasyon reaksiyonlarina giren proteinleri gosterirken, 6-10 kolonlar FLAG-IP
sonuglarindaki Tipin, RPA ve aRPA varligina gore degisen RPA ve Tipin proteinlerini gostermektedir.
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Inputlar, reaksiyona giren miktarlarin %5°ni gostermektedir (Sekil 4.5’de 1-5 kolonlar).
Bakiiloviriisle infekte edilmis bocek hiicrelerinden elde edilen His-FLAG-Tipin ile lug
RPA veya aRPA bir gece 4°C’de inkiibe edildikten sonra FLAG-IP yapild: (Sekil 4.5°de
6-10 kolonlar).

Sekil 4.5’de 7. ve 8. kolonlar karsilagtirildigi zaman RPA’nin HF-Tipin’e yiiksek bir
baglanma affinitesi ile baglandig1 ama buna karsilik aRPA’nin HF-Tipin’e ¢cok zayif bir
sekilde baglandig1 goriilmektedir. Bu sonuglar, RPA2 alt biriminin, kararli bir RPA-

Tipin yapisinin olugsmasinda oncelikli bir rol oynadigini gostermektedir.

4.8. TiPiN, HIiS-FLAG-CLASPINE DOGRUDAN BAGLANMAKTADIR VE
TIMELESS, TiPIN-CLASPIN BAGLANMASI iCiN GEREKLI DEGILDIR

Tipin’in Claspinle olan interaksiyonunu arastirmak i¢in His-FLAG-Claspinle Tipin-

His’in Flag-IP reaksiyonlar1 gerceklestirildi (Sekil 4.6).

+ — <4+ HF-Claspin
— 4+ <+ Tipin-His

Input o ,

-_— J‘J HF-Claspin

Flag IP Tipin-His

d Heavy Chain

Sekil 4.6. Tipin-His ile His-FLAG- Claspin’in FLAG Etiketli Iimmiinopresipitasyonu (Flag-IP). 1.kolonda
HF-Claspin varliginda ve Tipin-His yoklugunda, 2.kolon ise Tipin-His varliginda ve HF-Claspin
yoklugunda, 3.kolon ise hem gerceklesen HF-Claspin hem de Tipin-His varliginda gerceklesen Flag-IP
reaksiyonu sonucundaki protein miktarlarini gostermektedir.
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Tipin direkt olarak Claspin’e baglanmaktadir (Sekil 4.6’da 3.kolon). Diger bir sonug ise,
Tipin’in Claspin’e baglanmasi i¢cin baglanma esi Timeless’a gerek duymamasidir.
Timeless’in olmadig1 bir ortamda da Tipin Claspin’le dogrudan bir etkilesime

girmektedir.
4.9. CLASPIN ssDNA’YA ZAYIF BiR SEKiLDE BAGLANMAKTADIR

Claspin’in ssDNA’ya baglanmasini test etmek ve varsa Tipin’in gorevini tanimlamak
icin ssDNA ile Claspin i¢in Pull-down assay reaksiyonlar1 gerceklestirildi. Daha 6nceki
caligmalar (146) ile tutarli olarak Claspin ssDNA’ye zayif olarak baglanmaktadir (Sekil
4.7).

ssDNA

+ + <+ HF-Claspin
- + 4+ RPA
— =+ HF-Tipin

Sekil 4.7. RPA ile pre-inkiibe edilmis ve edilmemis ssDNA’nin ilk once Tipin sonra Claspinle
inkiibasyonu ve Pull-Down Assay ile Interaksiyonlarm Incelenmesi. 1. kolonda sadece HF-Claspin, 2.
kolonda HF-Claspin ve RPA varliginda, 3. kolonda ise HF-Claspin ve RPA ve Tipin varliginda
ssDNA’ya baglanma kapasiteleri Pull-Down testi ile gosterilmektedir.

5 pmol ssDNA ile 10pmol RPA ile pre-inkiibe edildi sonra 10 pmol His-FLAG-Tipin ve
10 pmol His-FLAG-Claspin ile inkiibe edildi ve magnetik ortamda Pull-down assay
reaksiyonlar1 gergeklestirildi (Sekil 4.7).

Claspin ssDNA’ya ortamda RPA ve Tipin olmadan zayif bir affinite ile baglanmaktadir.
(Sekil 4.7°de 1.kolon)
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4.10. ssDNA, RPA iLE KAPLANDIGI ZAMAN CLASPiN DNA’YA
BAGLANAMAMAKTADIR

Sekil 4.7 kolon 2’de gosterildigi gibi ssDNA 10 pmol RPA ile pre-inkiibe edildigi
zaman Claspin ssDNA’ya baglanamamaktadir. Claspin RPA olmadig1 zaman ssDNA’ye
zayif da olsa baglanmaktadir ama ssDNA, RPA ile kaplandigi zaman Claspin
ssDNA’ya baglanamamaktadir (Sekil 4.7°de 1 ve 2. kolonlar).

4.11. CLASPIN’IN RPA KAPLI ssDNA’YA BAGLANABILMESI ICiN TiPiN
GEREKLIDIR

ssDNA RPA ile pre-inkiibe edildigi zaman Claspin ssDNA’ya baglanamamaktadir.
ssDNA, RPA pre-inkiibasyonundan sonra Tipinle inkiibe edilir ve sonra Claspin’in
DNA'’ya baglanmasi incelenirse, Claspin’in Tipin aracili olarak ssDNA’ya baglandigi
gozlenir (Sekil 4.7°de, 3. kolon). Bu sonuclar Claspin’in RPA kaplh ssDNA’ya
baglanmasi icin Tipin’in gerekli oldugunu ve 6nemli bir fonksiyona sahip oldugunu

gostermektedir.

4.12. TiPiN iLE NUKLEOTID EKZiSYON TAMIiR PROTEINi OLAN XPA
PROTEINLERININ AMINOASIT SEKANSLARI ONEMLiI OLCUDE
BENZERLIK GOSTERMEKTEDIR

Niikleotid ekzisyon tamir proteini olan XPA ile Tipin’in proteinlerinin aminoasit

sekanslar1 arasinda anlaml1 bir benzerlik vardir (Sekil 4.8).

Sekil 4.8. XPA ve Tipin Aminoasit Sekanslarinin Karsilastirilmasi.
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(Dm, Drosophila melanogaster; Hs, Homo sapiens; Mm, Mus musculus; X1, Xenopus laevis. Alanin= ala,
A; Losin =leu, L; Glutamik Asit= glu, E) Siyah olarak gosterilen bolgeler XPA ve Tipin arasinda
tammmlanmis alanlar1 gosterirken, gri olarak gosterilen bolgeler ise benzerlige sahip bolgeleri

gostermektedir.

4.13. HEK293T HUCRELERINDEN EKSPRESE EDIiLEN TiPiN- E185A VE
E190A  MUTANTLARI TiPIN VE RPA  INTERAKSiYONUNU
ENGELLEMEZKEN, TiPiN-L195A° MUTANTI TiPIN VE RPA
INTERAKSiYONUNU ENGELLEMEKTEDIR

DNA hasar kontrol noktasi sinyalinde RPA-Tipin interaksiyonun 6nemini anlamak icin,
insan XPA’inde tanimlanmis ii¢ aminoasit bolgesinde mutasyon olan mutant Tipin’ler
kullanilmistir. Mutant Tipinlerin RPA ile olusturduklar1 yapilar incelenmistir (Sekil
4.9).
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_Sekil 4.9. RPA’in Wild Tip (WT) ve Mutant Form Tipinlerle (E185A, E190A ve L195A) FLAG etiketli
Immiinopresipitasyonu (Flag-IP). 1.kolon WT , 2.kolon E185A-Tipin,3.kolon E190A ve 4.kolon L195A
Tipin’in RPA ile olan etkilesimleri gosterilmistir.
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HEK?293T hiicrelerinden eksprese edilen Tipin-E185A, Tipin- EI90A ve Tipin- L195A
Mutantlar1 (Mutant form Tipinler Michael G.Kemp, PhD tarafindan elde edilmistir) ile
WT-Tipin’in, RPA ile FLAG etiketli immiinopresipitasyonu incelendi. Tipin- E185A ve
Tipin- E190A mutantlarmin WT-Tipin ile ayn1 sekilde davrandigi gozlemlendi. (Sekil
4.9’da 1-3 kolonlar) Tipin- L195A mutantinda 195.aminoasit olan Losin’in Alanin’e
doniistiiriilmesi, Tipin ile RPA etkilesimini tamamen yok etmektedir (Sekil 4.9’da

4.Kolon).

4.14. BAKULOVIRUSLE iINFEKTE EDILEN BOCEK HUCRELERINDEN
ELDE EDIiLEN TiPiN-L195A iLE RPA BAGLANAMAMAKTADIR

Mutant Tipin-L195A formunun RPA ile olan interaksiyonunu bakiiloviriisle infekte
edilen bocek hiicrelerinden elde edilen Tipin-L195A ile test ettik ve L195A

mutasyonunun RPA baglanmasini tamamen yok ettigini dogruladik (Sekil 4.10).

Sekil 4.10. Bakiiloviriisle Infekte Edilen Bocek Hiicrelerinden Elde Edilen WT-Tipin ve Tipin-L195A
Mutantinin RPA ile FLAG etiketli Immiinopresipitasyonu (Flag-IP). HF-Tipin WT ve HF-Tipin L195
formlarinin RPA2 ile olan etkilesimleri immiinopresipitasyon reaksiyonu sonucu proteinlerin miktar1 ayr1
ayr1 gosterilmistir.

RPA2, WT-Tipin’e baglanirken, L195A mutantina baglanamamaktadir (Sekil 4.10).

4.15. TIPIN-L195A ICEREN TIMELESS-TiPIN KOMPLEKSi, RPA KAPLI
ssDNA’YA BAGLANMA OZELLIGINE SAHIP DEGILDIiR

Bakiiloviriisle infekte edilen bocek hiicrelerinde Timeless ve Tipin proteinleri kompleks
halinde heterodimer olarak eksprese edildi. WT-Tipin ve Tipin-L195A iceren Timeless-
Tipin kompleksinin RPA kapli ssDNA’ya baglanabilme kabiliyeti test edildi (Sekil
4.11).
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Sekil 4.11. RPA ile pre-inkiibe edilmis ssDNA’nin Tipin-WT veya Mutant Tipin-L195A igeren
Timeless/Tipin (Tim/Tip) kompleksi ile inkiibasyonu ve Pull-Down Assay ile Interaksiyonlarin
Incelenmesi. 1. ve 2. Kolonlardaki inputlar, reaksiyonda kullanilan Timeless-Tipin kompleksinin
%50’sini icermektedir. 3. kolonda WT-Tipin igeren Timeless-Tipin kompleksinin, 4. kolonda ise Tipin-
L195A iceren Timeless-Tipin kompleksinin RPA kapli ssDNA’ya baglanmasi Pull-Down Assay ile
incelenmistir.

Bakiiloviriisle infekte edilen bocek hiicrelerinden elde edilen WT-Tipin igeren
Timeless-Tipin kompleksi RPA kapli ssDNA’ya baglanmaktadir (Sekil 4.11°de
3.kolon) ama beklenildigi gibi Tipin-L195A igeren Timeless-Tipin kompleksi RPA
kapl ssDNA’ya baglanamamaktadir. (Sekil 4.11°de 4.kolon)

4.16. WT-TIiPIN VE TiPIN-L195A MUTANTI HiS-FLAG-CLASPIN’E BENZER
AFFINITE iLE BAGLANMAKTADIR

E.coli’den saflastirilan Tipin-His-WT ve Tipin-His-L195A proteinlerinin, bakiiloviriisle
infekte edilen bocek hiicrelerinde elde edilen His-FLAG-Claspin’le olan iligkileri test
edildi (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. Bakiiloviriisle Enfekte Edilen Bocek Hiicrelerinden Elde Edilen His-FLAG-Claspin ile E.coli’
den elde edilen WT-Tipin ve Tipin-L195A Mutantinin FLAG etiketli Immiinopresipitasyonu (Flag-IP).
Inputlarda baglanma reaksiyonlarinda kullanilan Tipin’lerin %5’lik miktar1 gosterilmistir. (2. ve 3.
kolonlar) IP i¢in her iki formdan da 1.5 ug Tipin kullanilmistir. WT-Tipin’in Claspin’e baglanma oran1
kolon 2’de gosterilmistir. Tipin-LI95SA mutantiin Claspin’e baglanma oran1 ise kolon 3’de
gosterilmistir.

Kolon 2 ve 3’deki Tipin miktar1 karsilastirildigt zaman WT-Tipin ve Tipin-L195A
mutantinin His-FLAG-Claspin’e benzer affinite ile baglandigi gozlemlenmistir (Sekil
4.12).

4.17. MUTANT TiPiN L195A, CLASPIN ILE RPA KAPLI ssDNA’NIN
BiRLESMESINDE GOREV YAPAMAMAKTADIR

Tipindeki L195A mutasyonun, Claspin ve ssDNA baglanmasindaki Tipin’in gorevini
engelleyip engellemedigini belirlemek icin WT-Tipin veya Tipin-L195A olan
ortamlarda Claspin’in DNA’ya baglanmalari test edildi (Sekil 4.13).



66

ssDNA
+ + + + + HF-Claspin
+ + -+ + RPA
- WT — =— L195A HF-Tipin

B =% HF-Claspin
- = | HF-Tipin
- e

1 2 3 4 5

Sekil 4.13. RPA ile pre-inkiibe edilmis ssSDNA’nin WT-Tipin, Mutant Tipin-L.195A ve/veya His-FLAG-
Claspin ile inkiibasyonu ve Pull-Down Assay ile Interaksiyonlarin Incelenmesi. 1 ve 2.kolonlar WT-
Tipin,RPA ve Claspin etkilesimini gosterirken, 3-5 kolonlar ise L195A mutant form Tipin ile RPA ve
Claspin etkilesimini gostermektedir. RPA ile kaplanmis veya kaplanmamig 80-mer ssDNA ile Claspin tek
basina ya da Tipin-WT/ Tipin-L195A olan ortamda inkiibe edildi, ve ssDNA’ya baglanan proteinler
belirlendi.

Claspin RPA kapl ssDNA’ya WT-Tipin olmadan baglanamamaktadir (Sekil 4.13’de 1.
kolon). Ortamda WT-Tipinin oldugu zaman Claspin ssDNA’ya baglanmaktadir (Sekil
4.13’de 2. kolon) Ortamda Tipin-LL195A oldugu ve olmadig1 zaman her iki durumda da
Claspin ssDNA’ya baglanamamaktadir (Sekil 4.13’de 4. ve 5.kolonlar)

Tipin-L195A, Claspin’in RPA kapli ssDNA’ya baglanmasinda gorev yapamamaktadir.

4.18. TiPIN PROTEININ STABILITESi VE TIMELESS ILE
HETERODIMERIK YAPI OLUSTURMASI, ORTAMDA YETERLI
MIiKTARDA SERBEST TiMELESS BULUNMASINA BAGLI OLABILIiR

Rekombinant FLAG form olan Timeless ve Tipin’in, hiicre i¢ci endojen baglanma esiyle
olusturduklar1 yapilar test etmek icin HEK293T hiicreleri FLAG-Timeless ve FLAG-
Tipin ile transfekte edilip, protein seviyeleri karsilastirildi (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. Bos vektor ve FLAG-Timeless (sol panel) veya FLAG-Tipin(sag panel) kodlayan vektorlerle
transfekte edilen HEK293T hiicrelerinde Immiinopresipitasyon (IP) yontemi ile protein miktarlarmin
karsilastirilmasi. 1ve 2.kolonlar bos vektor ve F-Tim/F-Tip ile transfekte edilen HEK293T hiicrelerine ait
proteinleri, 3 ve 4.kolonlar ise FLAG-IP sonucundaki proteinlerin seviyelerini gostermektedir.

FLAG-Timeless ile HEK293T hiicreleri transfekte edildigi zaman, endojen Tipin
miktar1 artmaktadir (Sekil 4.14’de sol panel- 4.kolon). Buna karsilik FLAG-Tipin ile
HEK?293T hiicreleri transfekte edildigi zaman ¢ok az miktarda Timeless Tipin ile
birlesmektedir (Sekil 4.14’de sag panel- 4.kolon). Negatif kontrol olarak XPB

(Xeroderma Pigmentosum B) protein miktar1 test edilmistir.

Sag ve sol paneldeki 4.kolonlar karsilastirildigi zaman, Tipin proteinin stabilitesi ve
Timeless ile heterodimerik yap1 olusturmasi, ortamda yeterli miktarda serbest Timeless

bulunmasina bagli olabilecegini gostermektedir.

4.19. ENDOJEN TIMELESS VE TIiPiN PROTEINLERININ HEK293T
HUCRELERINDEKIi LOKALIiZASYONU BELIiRLENDI

Insan hiicrelerindeki Timeless ve Tipin proteinlerinin hiicre ici lokalizaliasyonu
belirlemek i¢cin HEK293T hiicreleri fraksiyonlara ayrildi ve proteinlerin sitozoldeki ve

niikleerdeki miktarlar1 karsilastirildi (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. Hipotonik Ortamda Sitozolik ve Niikleer Fraksiyonlarina ayrilan HEK293T hiicrelerindeki
proteinlerin SDS-PAGE ile ayrilmasi ve westernblotting ile belirlenmesi. HEK293T hiicrelerini sitozoliik
ve niikleer yapilarina ayirdiktan sonra ATR, Claspin, Timeless, Tipin, RPA2, ORC2 ve MEK2
proteinlerinin sitozoldeki ve niikleerdeki miktarlar1 karsilagtirilmasgtir.

Sekil 4.15°de ORC(Origin recognition Complex) ve MEK2 (Mitogen-activated Protein

Kinase) sitozoliik ve niikleer proteinleri belirlerken pozitif kontrol olarak kullanilmistir.

HEK?293T hiicrelerini sitozoliikk ve niikleer yapilarina ayirdiktan sonra proteinlerin
sitozoldeki ve niikleerdeki miktarlar1 karsilastirilinca, Timeless ve Tipin miktarlarinin

sitozolde daha fazla oldugu belirlenmistir (Sekil 4.15).

4.20. TIMELESS/TiPIN KOMPLEKSINIiN NUKLEER LOKALIiZASYONU VE
KARARLI YAPI OLUSTURMASI iCiN TiPiN’IN TIMELESS ILE BiRLIKTE
EKSPRESE EDILMESi GEREKMEKTEDIR

FLAG-Timeless ve FLAG-Tipin’i ayr1 ayr1 ve birlikte HEK293T hiicrelerinde eksprese
edip protein diizeylerini ve buna bagh olarak niikleer lokalizasyonunu inceledik (Sekil

4.16).
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Sekil 4.16. Bos vektor, FLAG-Tipin ve artan miktarda FLAG-Timeless vektorleri ile transfekte edilen
HEK?293T Hiicrelerinin Sitozolik ve Niikleer Fraksiyonlarina ayrilmasi, proteinlerin SDS-PAGE ve
Western blotting yontemleri ile belirlenmesi. ORC (Origin recognition Complex) ve MEK?2 (Mitogen-
activated Protein Kinase) sitozoliik ve niikleer proteinleri belirlemeke icin pozitif kontrol olarak
kullanilmistir HEK293T hiicreleri bos vektorle (1. ve 7. kolonlar), FLAG-Tipin eksprese eden ve artan
miktarda FLAG-Timeless eksprese eden vektorlerle (2-5 ve 8-11. kolonlar) veya tek basina FLAG-
Timeless eksprese eden vektorle (6 ve 12.kolonlar), toplamda 15 pg plazmid DNA’s1 olacak sekilde

transfekte edildi. Hiicreler niikleer ve sitozoliik boliimlerine ayrilip protein seviyeleri karsilastirildi.

En yiiksek diizeyde FLAG-Timeless ve FLAG-Tipin niikleer lokalizasyonu i¢in FLAG-
Timeless ve FLAG-Tipin’in birlikte ekspresyonu gerekmektedir (Sekil 4.16’da 11.
kolon).

4.21. TETRASIKLINLE INDUKLENEBILEN PROMOTOR KONTROLU
ALTINDA, FLAG ETIKETLi WT-TIiPiN VE TiPIN-L195A EKSPRESE EDEN
FLP-IN™ T-REX™-293 HUCRE HATLARI ELDE EDILMISTiR

Tipin’in Timeless’la ve diger kontrol noktasi faktorleriyle etkilesimini incelemek icin
FLAG etiketli WT-Tipin ve Tipin-L195A eksprese eden Flp-In™ T-REx™-293 hiicre
hatlar1 elde ettik. Bu hiicre hatlar1 Tetrasiklinle indiiklenebilen promotora sahiptir (Sekil
4.17).
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Sekil 4.17. Tetrasiklinle Indiiklenebilen Promotor Kontrolii Altinda, FLAG Etiketli Tipin-WT ve Tipin-
L195A ifade Eden Flp-In™ T-REx™-293 Hiicre Hatlarinda Timeless ve Tipin Miktarlarinin FLAG
Immiinopresipitasyonu (FLAG-IP) ile belirlenmesi. FLAG etiketli WT-Tipin ve Tipin-L195A eksprese
eden Flp-In™ T-REx™-293 hiicre hatlarinin protein ekspresyonunun kontrol edilmesi igin Tetrasiklinle
inkiibe edildi. 1-4 kolonlar FLAG etiketli immiinopresipitasyon reaksiyonlart i¢in -/+ Tetrasiklin i¢in ayr1
ayr1 reaksiyonlara giren proteinler verilmistir. 5-8 kolonlar -/+ Tetrasiklin durumunda hem WT hem de
L195A mutant1 icin FLAG IP sonucundaki protein seviyelerini gostermektedir.

Tetrasiklinle indiiklenen Flp-In™ T-REx™-293 hiicre hatlarinda Timeless ve Tipin
proteinlerinin kontrollii bir sekilde eksprese edildigi gozlendi (Sekil 4.17°de 7. ve 8.

kolonlar).

4.22. DNA HASARINDA VE REPLIKASYON STRESINDE HELA
HUCRELERINDE OLUSAN CHK1 FOSFORILASYONUNU TiPiN-L195A
MUTANTI DESTEKLEYEMEMEKTEDIR

HelLa hiicrelerinde siRNA transfeksiyonu ile endojen Tipin miktarini indirgeyip, Tipin-
WT ve Tipin-L195A’nin DNA hasarinda ve replikasyon stresindeki Chk1 fosforilasyon

seviyelerine etkisini test ettik (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. FLAG-Timeless ve siRNA-direngli FLAG-Tipin (WT veya L195A) ile transfekte edilen HelLa
Hiicrelerinde siRNA (Kontrol veya Tipin) ile genlerin susturulmasi ve +/-HU durumunda Chkl
Fosforilasyon diizeylerinin SDS-PAGE ve Westernblotting yontemleri ile belirlenmesi. 1-4 kolonlar
Tipin-WT, 5-8 kolonlar Tipin-L195A ile transfekte edilen hiicrelerde, HU etkisine bagli olarak siRNA-
kontrol ve siRNA-Tipin’in transfeksiyon etkisindeki Chkl1-P(Ser345), Chkl, ATR, Flag-Timeless,
Endojen Timeless, Flag-Tipin-L195A, Flag-Tipin-WT ve endojen Tipin proteinlerinin miktarlari
gosterilmistir.

1 2 3 4 § 68 7 a

siRNA ile hiicre i¢i Tipin miktarinin indirgenebilirligini test ettik ve Tipin-siRNA ile
kontrol-siRNA transfeksiyonundaki endojen Tipin seviyelerini karsilastirdik. Tipin-

siRNA transfeksiyonlariin calistigini dogruladik.

siRNA transfeksiyonu ile endojen Tipin miktarim1 HelLa hiicrelerinde indirgedik.
Boylece WT ve L195A mutant Tipin formlarin Chkl fosforilasyonundaki etkilerini
hiicre i¢i Tipin miktarindan bagimsiz olarak karsilastirdik. FLAG-Tipin-L195A ile
transfekte edilen Hela hiicrelerinde, siRNA -Tipin ile hiicre ici Tipin miktar1
indirgendigi zaman DNA hasarinda ve replikasyon stresindeki Chkl fosforilasyonun
(Sekil 4.18’de 8.kolon), kontrol-siRNA ile transfekte edilen grupla karsilastirildigi

zaman (Sekil 4.18’de 7.kolon) anlamli bir sekilde azaldig1 gézlenmistir.
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4.23. COKLU GENOTOKSIK STRES DURUMUNDA DA RPA-TiPIN
INTERAKSIYONU, Chkl FOSFORILASYONU iCiN ONEMLIDIR

Farkli bir genotoksik etki altinda WT ve L195A nin Chk1 fosforilasyonuna etkisini test
ettik. Genotoksik ajan olarak NCS kullanildi (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19. Tipin siRNA ve FLAG-Timeless ile siRNA direngli FLAG-Tipin (WT veya L195A) kodlayan
vektorlerle transfekte edilen HeLa hiicrelerinde NCS muamelesi ile olusan Chkl Fosforilasyonun SDS-
PAGE ve Western blotting yontemleri ile belirlenmesi. 1.ve 2. kolonlarda WT ve L195A Flag-Tipin’in
NCS ortamda olmadig1 zamanki Chk1-P (345), Chkl, Chk2 ve Flag Tipin protein miktalarlari, 3. ve 4.
kolonlarda ise WT ve L195A Flag-Tipin’in NCS’nin etkisi altindaki Chk1-P (345), Chkl, Chk2 ve Flag
Tipin protein miktalarlar1 gosterilmektedir.

NCS ile inkiibe edilen HelLa hiicrelerinde, WT ve L195A eksprese eden gruplar
karsilastirildigr zaman, Chk1-P seviyesinin mutant Tipin-LL195A’da belirgin bir sekilde
azaldig1 gozlendi. Mutant Tipin-L195A’da Chk1-P seviyesinin azalmasi, NCS gibi
farkli genotoksik ajanlarin etkisinde de azalmaktadir. Sekil 4.19, Chk1 fosforilasyonuna

Tipin-RPA interaksiyonun etkisi oldugunu gostermektedir.
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4.24. siRNA DIRENCLI FLP-IN™ T-REX™-293 -FLAG-TIPiN-L195A HUCRE
HATLARINDA siRNA-TiPIN TRANSFEKSiYONU iLE ENDOJEN TiPiN
SEVIYESI DUSURULDUGU ZAMAN CHK1 FOSFORILASYONU ONEMLI
OLCUDE YOK OLMAKTADIR

RPA-Tipin etkilesiminin Chkl fosforilasyonuna etkisini, siRNA Direngli Flp-In™ T-
REx™-293 —FLAG-Tipin-L195A hiicre hatlar1 elde ederek inceledik. siRNA-Tipin
transfeksiyonu ile Tipin seviyesi diisiiriildiigii zaman FLAG-Tipin-L195A eksprese
edilen Flp-In™  T-REx™-293  -FLAG-Tipin-L195A  hiicrelerindeki = Chkl

fosforilasyonu diizeyleri incelendi (Sekil 4.20).
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Sekil 4.20. Kontrol ve siRNA-Tipin ile transfekte edilen siRNA Direngli Flp-In™ T-REx™-293 —-FLAG-
Tipin-L195A Hiicre Hatlarinda (+/- Tetrasiklin ) HU muamelesi ile olusan Chk1 Fosforilasyonun SDS-
PAGE ve Western blotting yontemleri ile belirlenmesi. 1-4.kolonlar arasi siRNA diren¢li Flp-In™ T-
REx™-293 —FLAG-Tipin-L195A hiicre hatlarinda — Tetrasiklin durumunda +/-HU muamelesine gore, 5-
8.kolonlar arasi siRNA direncli Flp-In™ T-REx™-293 -FLAG-Tipin-L195A hiicre hatlarinda
+Tetrasiklin durumunda +/-HU muamelesine gore degisen protein miktarlar1 gosterilmistir.
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Flp-In™ T-REx™-293 —FLAG-Tipin-L195A hiicrelerinde de benzer sonuclar elde
ederek bulgularimizi dogruladik. Kontrol ve siRNA-Tipin ile transfekte edilen siRNA
Direngli Flp-In™ T-REx™-293 —FLAG-Tipin-L195A hiicreleri karsilastirildig1 zaman
(6. ve 8. kolonlar), Chkl-P seviyesinin anlamli bir sekilde azaldigi gozlendi. Buna
karsihlk RPA’nin  Serin 33. amino asitindeki fosforilasyonunda bir azalma

gozlenmemistir.

4.25. CLASPIN KAYBI, CHK1 FOSFORILASYONUNDAKI AZALMANIN BiR
SONUCU OLABILIR

Claspin’in RPA kapli ssDNA ile yap1 olusturmasi i¢in Tipin’in gerekli oldugunu
gozlemledigimiz i¢cin Claspin kaybinin Chk1 fosforilasyonuna etkisini arastirdik.
Tetrasiklinle indiiklenmis kontrol ve siRNA-Tipin ile transfekte edilen, siRNA direngli

Flp-In™ T-REx™-293 —FLAG-Tipin-L195A hiicre hattinda zamana bagli olarak
Claspin ve Chkl1 seviyelerini degerlendirdik (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21. Kontrol ve siRNA-Tipin ile transfekte edilen, tetrasiklinle indiiklenmis siRNA Direncli Flp-
In™ T-REx™-293 —FLAG-Tipin-L195A Hiicre Hatlarinda zamana bagli HU inkiibasyonu ile olusan
Chkl Fosforilasyonun ve Claspin seviyesinin SDS-PAGE ve Western blotting yontemleri ile
karsilagtirilmasi. 1-6. kolonlar siRNA direngli Flp-In™ T-REx™-293 —FLAG-Tipin-L195A hiicre
hatlarinda kontrol siRNA transfeksiyonu ile , 7-12. kolonlar ise siRNA-Tipin transfeksiyonu ile zamana
bagli HU inkiibasyonu sonucu ATR, Claspin, Chk1-P ve Chk1 proteinlerinin miktarlarini gostermektedir.
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Belirtilen zaman araliklarinda HU inkiibasyonu yapilarak Chkl fosforilasyonu
indiiklendi. Tipin-siRNA ile hiicre i¢i Tipin miktar1 indirgenerek, L195A ekspresyonun
Chkl ve Claspin seviyesine etkisi gozlendi. Kolon 9 ve 12 arasindaki Claspin
azalmasina bagli olarak Chk1-P seviyesi de kolon 3 ve 7 arasindaki Chk-P seviyesine

gore bagil bir azalma gostermistir (Sekil 4.21).

Not: Bu calisma Ocak/2009-Ocak/2011 yillari arasinda Amerika Birlesik Devtleri,
Kuzey Karolina Universitesi Biyokimya Boliimiinde Prof. Dr. Aziz Sancar ve ekibinden

Dr. Michael G.Kemp ve Dr. Zafer Akan ile yapilmistir (137).



5. TARTISMA VE SONUC

Hiicre dongiisiindeki, DNA hasar ve replikasyon kontrol noktalari, DNA’y1 taniyan ve
yapisindaki degisikliklere cevap veren hiicresel sinyal ileti yolaklar1 ile kontrol
edilmektedir. Bu kontrol noktalar1 hiicre dongiisiinii durdurarak ya da geciktirerek DNA
tamiri ve DNA replikasyonun tamamlanmasi i¢in yeterli zamanin olusmasini saglarlar.
Memeli hiicrelerindeki DNA hasar kontrol noktalarinda tanimlanan iki biiyiik sinyal
ileti yolagi vardwr. Cift zincir kiriklar1 ile aktive olan ATM-Chk2 yolagi ve primer
olarak UV ve UV-mimetik kimyasal ajanlarla aktive olan ATR-Chkl yolagidir (2).
Farkli DNA hasar1 cevaplarinda hem ATM hem de ATR’in aktiflesmesine ragmen,
aktivasyonun mekanizmasinin ve kinetiginin, DNA hasar ajanlar1 ile indiiklenen DNA
lezyon cesitleri ile iligkili oldugu diisiiniiliir. ATM o6ncelikli olarak iyonize radyasyon
(IR) ve ilgili kimyasallar tarafindan olusan acik cift-zincir DNA kiriklarinda aktive
olurken (147), ATR, replikasyon catali gecikmesi boyunca, niikleotid ekzisyon
tamirinde, ¢ift-zincir kirik islemlerinde ve telomerin yeniden korunmasi gibi daha ¢ok
sayidaki genom karasizlig1 durumlarinda uyarilmaktadir (2, 12, 13). ATR’1 aktive eden
genotoksik ajanlarin cesitliliginden dolayi, ATR’in ATR sinyal ileti yolaklarinin
baslamasinda ve devamliliginda gorev yapabilen genel bir DNA aracis1t oldugu one

stirtilmiistiir (13-15).
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Bu calismanin yapildigi Prof. Dr. Aziz Sancar ve grubunca daha Once yapilan
calismalarda Timeless-Tipin kompleksinin RPA’ye baglandigi gosterilmis ve ATR
sinyal ileti yolagmi diizenleme amaci ile Timeless-Tipin kompleksinin DNA hasar
bolgesine getirilebilecegi ihtimali One siiriilmiistiir (133). Yaptigimiz bu calisma ile
Timeless-Tipin kompleksinin spesifik olarak Chkl fosforilasyonuna aracilik ettigi
gosterilmistir. Timeless-Tipin kompleksi, ATR tarafindan Chkl’nin fosforilasyonuna
aracilik ederken, RPA’m 34kDa’luk alt birimi Tipin ile etkilesime girmektedir. Bu
etkilesim hem Timeless-Tipin kompleksini kararl hale getirdigi hem de Claspin’in RPA
kapl tek zincirli DNA’ya baglanmasinda gorev yaptigi i¢in ¢ok énemlidir.

Bu calisma sonunda buldugumuz sonuclar, daha onceki ¢calismalarla tutarli olarak, DNA
hasar kontrol noktasi uyarildigi zaman Chkl’nin ATR tarafindan fosforilasyonu icin
Timeless-Tipin kompleksinin gerekli oldugunu gostermistir (41, 126, 130, 131, 133).
Fakat daha Once yapilan ¢aligmalarda Chkl disindaki diger ATR substratlar1 icin
Timeless-Tipin kompleksinin fonksiyonu test edilmemistir. HeLLa hiicrelerinde siRNA
teknolojisi kullanarak yapmis oldugumuz deneylerde, HU tarafindan replikasyon stresi
olusturuldugunda, diger ATR substratlarina karsi Timeless-Tipin kompleksinin Chkl
fosforilasyonuna etkisine oranla, anlamli bir etki gézlenmemistir (Sekil 4.3). Ayrica,
siRNA-Tipin ve siRNA-Timeless ile Tipin ve Timeless genleri susturularak, Chkl
fosforilasyon seviyesi kontrol-siRNA kullanilan grup ile karsilastirildi. S evresi kontrol
noktas1 yanitinda RPA’nin fonksiyonun diizenlenmesinde ATR tarafindan fosforile olan
RPA2’nin fosforilasyon seviyesi de, bu fosforilasyonun Chk1’a 6zgii olup olmadigimi
anlamak amaci ile test edildi. RPA2-Ser33 bolgesindeki fosforilasyonda anlamli bir
degisim gozlenmedi. Aymi sekilde kontrol-siRNA ve Timeless/Tipin- siRNA ile
transfekte edilen HeLa hiicrerinde ATR substrati olarak bilinen MCM-Ser108 bolgesine
ait fosforilasyon seviyelerinin benzer diizeyde ¢ikmasi ile bu ¢alismaya 6zgiin olarak
Timeless-Tipin aktivitesinin Chk1-Claspin substratina spesifik oldugu sonucuna varildi
(Sekil 4.3). Fosforilasyon seviyeleri test edilerek yapilan ¢alismalarda dikkat edilmesi
gereken en Onemli noktalardan biri de, fosforilasyon diizeyindeki degisimin proteinin
miktarindaki degisimden bagimsiz oldugunu gostermektir. HeLa hiicrelerinde siRNA
transfeksiyonu ile Chkl fosforilasyonunu incelemek igin yaptigimiz calismalarda,
fosforilasyon diizeyindeki degisimin Chkl miktarindan bagimsiz oldugunu gostermek
icin kontrol olarak Chk1l miktarini da dlgtiik. Sonug olarak, Chk1 protein miktar: sabit

kaldig1 icin Chkl fosforilasyonundaki azalmanin Timeless-Tipin’e bagl oldugunu
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stiphesiz olarak dogruladik. Daha 6nceki ¢alismalarda, benzer bir fenotip Claspin icin
de gosterilmistir (148, 149). Bu sonuglar, Timeless-Tipin ve Claspin proteinleri icin

ATR tarafindan Chk1’in ortak bir yolak tarafindan fosforile edildigine isaret edebilir.

Timeless ve Tipin proteinlerinin DNA hasar kontrol noktasindaki fonksiyonlarimi
arastiran bu calismamizdaki bir diger Onemli nokta ise, kompleks olusturan bu
proteinleri heterodimer olarak elde edebilmekti. Timeless ve Tipin proteinleri
heterodimer olusturdugu icin ve kompleks halindeki fonksiyonlariyla da sonug¢larimizi
dogrulamak i¢in Timeless ve Tipin proteinlerini hem ayr1 ayr1 hem de heterodimer
olarak piirifiye etmek istedik. E.coli’den Timeless-Tipin kompleksini heterodimer
halinde piirifiye edemedik ama bakiiloviriisle enfekte edilmis Sf21 bocek sisteminden

basarili bir sekilde protein kompleksi elde edildi (Sekil 4.1).

Proteinlerin DNA’ya baglanma 6zelliklerini aragtirmak icin streptavidin kapli magnetik
boncuklarin oldugu ssDNA kullanildi. Daha once RPA ve ATRIP’nin ssDNA
izerindeki etkilesimini gozlemlemek i¢in uygulanan yontem gibi (15,150) proteinler
DNA ile inkiibe edilerek fonksiyonlar1 arastirildi. Daha ©once yapilan ve Tipin’in
Timeless-Tipin kompleksinin RPA ile olan etkilesimini diizenledigini gosteren ¢calisma
(133) ile tutarh olarak, biz de Tipin’in RPA kapli ssDNA ile birlesmesi i¢in Timeless’in
gerekli olmadigini gosterdik (Sekil 4.4).

Simdiye kadar ortaya konan bilgiler, DNA hasarinda ATR kinazin, tamir proteinlerinin
hasar olan bolgeye getirilmesi ve kontrol faktorleri tarafindan DNA hasarinin dogrudan
taninmas1 gibi ¢ok basamakli mekanizmalar ile aktive oldugunu gostermektedir (151-
154). Bundan dolay1 ATR kinazin hangi mekanizmalarla ve nasil aktive oldugu, bu
yolaklarda gorev yapan proteinlerin fonksiyonlar1 hakkindaki kilit sorular molekiiler ve
genetik ¢aligmalarla daha detayh olarak aydinlatilmay1 beklemektedir. ATR, RPA kaplh
tek zincirli DNA’ya ATR-ATRIP heterodimerin ATRIP alt birimi ve RPA’nin RPAT alt
birimi arasindaki etkilesim sayesinde getirilmektedir (14, 15). ilk olarak Xenopus
yumurta ekstraktlarinda Chk1-interaksiyon proteini olarak bulunan Claspin, (74), insan
hiicrelerinde de gosterilmistir. Claspin, diger ATR substrat proteinlerini degil ama
spesifik olarak Chkl fosforilasyonunu uyarmak icin ATR kinaz reaksiyonlarmi
diizenlemektedir (148, 149). Yaptigimiz bu ¢aliymada, Claspin’in RPA kapl ssDNA’ya
baglanabilmesi i¢in Tipin’in gerekli oldugunu gosterdik (Sekil 4.7). Claspin’in Tipin

aracilikli olarak ssDNA’ya baglanmas1 sonucu, insan hiicrelerinde ve Xenopus yumurta
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ekstraktinda, Claspinin ge¢ kalmis Replikasyon Catali iceren kromatinle birlesmesi i¢in
Tipin’in neden gerekli oldugunu agiklayabilmektedir (39, 145, 155). Sinyallesme
olaymin gerceklesmesi i¢in Claspin proteinin bir araci olarak gerekliligini gosteren
cesitli model sistemlerdeki bilgilere ragmen, DNA hasar cevabi boyunca ATR’in
Chk1’la nasil iligki kurdugu ve Chk1’1 nasil fosforile ettigi belirsizdir (74, 75, 128, 148,
149). Onemli olarak, Claspin’nin ATR gibi cesitli formlardaki DNA hasarlarmi
indiikleyen ajanlara olan cevabinda, Chk1 fosforilasyonu ve DNA hasar kontrol noktasi
sinyali i¢in gerekli olmasi, ATR-Chkl sinyali ile DNA hasar ve replikasyon stres
alanlarina getirilmesindeki fonksiyonu icin genel bir mekanizmanin var oldugunu
gosterir (127, 149, 156). Chkl’nin Claspin aracili olarak ATR tarafindan fosforile
edildigi in vitro sistemde gosterilmistir (148). Fakat heniiz ATR’1n nasil bir mekanizma
ile DNA’daki hasarli DNA’ya getirildigi ¢ok detayli bir sekilde aciklanamamustir.
Yapmis oldugumuz bu c¢alisma ile, Timeless-Tipin kompleksinin alt birimi Tipin’in,
RPA’in alt birimi olan RPA2 ile dogrudan gerceklestirecegi bir etkilesim ile Timeles-
Tipin kompleksinin ATR-Claspin interaksiyonun gerceklesmesine aracilik edebilecegini
gosterdik. ATR-Chkl sinyal mekanizmasinin daha iyi anlasilabilmesi i¢in daha detayl
caligmalar gerekliligi ¢cok aciktir.

Diger taraftan, geleneksel kemoterapiye ilave olarak Chk1 kinaz aktivitesini inhibe eden
kiiciik molekiillerin gelistirilmesi, kemoterapi etkinligini artiracak bir faktor olarak
goriilmektedir (44). Bundan dolayr ATR-Chkl sinyal yolagi kanser terapisinde
kullanilabilir potansiyel bir hedefi olusturur. Hiicre dongiisii kontrol noktalarindaki
fonksiyonlarin bozulmasina neden olabilecek inhibitorlerin kullanilmasi ile kanser
hiicrelerinin kemoterapik ajanlara karsi daha hassas olmasi beklenir. Giintimiizde Chk1
inhibitorlerinin kemoterapi ile birlestirilmesi molekiiler biyoloji ile yapilan klinik
amach ortak caligmalari i¢in ¢ok dikkat cekici bir konudur. Yaptigimiz calismada Tipin-
RPA etkilesiminin 6nemini ac¢iga cikardik ve ayrica Tipin-RPA baglanma bolgesini
belirledik, bundan dolay1 yapilan bu calisma sonuglar1 Tipin’in RPA ile etkilesimini
engelleyecek peptid inhibitorlerin ve kimyasal bilesenlerin, DNA hasarini indiikleyen
kemoterapik ilaglara karsi hiicrenin daha hassas olmasi amac ile kullanilabilecegini

onermektedir.
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