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OZET
CCDC84’iin RNA Kirpilmasi (Splicing) Siirecindeki Roliiniin Arastirilmasi

Okaryotlarda pre-mRNA'larin olgun mRNA'lara doniismeleri igin yapilarinda yer alan
intronlarin ¢ikartilmas1 ve ekzonlarin birlestirilmesi gerekmektedir. RNA Kirpilmasi
(Splicing) olarak adlandirilan bu siireg, kiiciik riboniikleoprotein komplekslerden olusan
splaysozom ile yiiriitiilmektedir. Her bir snRNP bir kiiciik RNA ve kor protein olarak
adlandirilan proteinlerden olugmaktadir. Splaysozomun yapilanmasinda, snRNP’lerin
yapisindaki kor proteinlerle birlikte 300°den fazla farkli proteinin gorev aldigi bilinmekle
birlikte bu proteinlerin fonksiyonlar1 ve RNA kirpilmasinin tam olarak nasil gerceklestigi
bilinmemektedir. Splaysozomda yer alan snRNP’lerin kor bilesenleri ve yapilanmalarin
yoneten proteinleri kodlayan genlerin bir kismmin mutasyonlar1 hastaliklarla
iliskilendirilmistir. Grubumuz tarafindan Microcephalic Primordial Dwarfism ile
iliskilendirilen ve RNA kirpilmasi siirecinde yer aldigi gosterilmis olan CCDC84’iin
fonksiyonu hakkinda sinirl bilgi bulunmaktadir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda, CCDC84’{in
fonksiyonunu aydinlatmaya yonelik olarak in vivo ve in vitro etkilestigi proteinlerin
immiinblot ve immiinfloresan yaklasimlariyla aydinlatilmasi, eksikliginin Cajal cisimcigi
olusumu iizerine etkisinin immiinfloresan yaklagimiyla gosterilmesi, CCDC84’iin
eksikliginde RNA kirpilmasinin fonksiyonu iizerine etkisi minigen ve RT-PCR ile
belirlenmesi hedeflendi. Sonug¢ olarak, CCDC84’tin SART3 ile dogrudan etkilestigi, bu
etkilesimin  SART3’iin RNA baglanma motifleri iizerinden oldugu, tri-snRNP
yapilanmasinin erken asamalarinda yer aldigi, eksikliginde Cajal cisimciklerin yap1 ve
sayisinda degisiklik olmadigi, mindr intronlarin bir kisminin kirpilmasinin bozuldugu
goriildii. Elde ettigimiz bu veriler, hem U2 tip hem de U12 tip tri-snRNP’nin yapilanmasinda
kritik rol oynayan SART3’iin Ul2 tip tri-snRNP yapilanmasina CCDC84 tarafindan

yonlendirildigini isaret etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Cajal cisimcigi, CCDC84, RNA kirpilmasi, snRNP, Splaysozom
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ABSTRACT
Investigation of the Role of CCDC84 in Splicing Process

In eukaryotes, production of mature mRNAs from pre-mRNA needs to remove introns
and subsequent exons joining. This process which is called splicing is carried out by the
spliceosome that includes small ribonucleoprotein complexes. Each snRNP consists of a
small RNA and proteins called core proteins. Although it is known that more than 300
different proteins, including the core proteins of snRNP, are involved in the assembly of the
spliceosome, the functions of these proteins and the exact mechanism of splicing are not
known. The mutations of some of the genes encoding the proteins involved in the assembly
of spliceosome, including the core subunits of snRNP, have been associated with diseases.
There is limited information about the function of CCDC84, which was shown to be involved
in the splicing process and associated with Microcephalic Primordial Dwarfism by our
group. This thesis aimed to elucidate the function of CCDC84 through the identification of
the proteins that interact with CCDC84 at in vivo and in vitro conditions with immunoblot
and immunofluorescence approaches, showing the effect of its deficiency on Cajal body
formation with immunofluorescence and analyzing the effect of CCDC84 deficiency on
splicing by minigene and RT-PCR approaches. As a result, our data showed that CCDC84
interacts directly with SART3 through the RNA binding motifs of SART3, takes place in
the early stages of tri-snRNP construction, while its deficiency does not change the structure
and the number of Cajal bodies, impairs the splicing of some of the minor introns. Our data
indicate that SART3, which plays a crucial role in the U2 and U12 type tri-snRNP assembly,
is directed to the U12 type tri-snRNP assembly by CCDC84.

Keywords: Cajal body, CCDC84, snRNP, Spliceosome, Splicing
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1. GIRIS ve AMAC

Insan genomunda yaklasik 21000 gen bulunmaktadir. Ancak bu sayidaki genden
yaklasik 70000 protein kodlanmaktadir (1, 2). Gen sayisina kiyasla daha fazla protein
tiretilebilmesi, genlerin yapisinda yer alan kodlayan diziler olan ekzonlarin arasinda
kodlamayan intronlarin bulunmasi ve pre-mRNA’dan mRNA olusturma siirecinde
intronlarin farkli kombinasyonla ¢ikartilabiliyor olmasi ile saglanmaktadir (3-5). Bu durum
intronlarin pre-mRNA’nin yapisindan c¢ikartilma siireci olan RNA kirpilma (splicing)

mekanizmasinin aydinlatilmasina yonelik arastirmalar1 oncelikli alanlar arasina tagimistir.

Intronlar, dizilimleri ve kirpilmalari dikkate alindiginda “U2 tip (major)” ve “U12 tip
(mindr)” intronlar olmak {iizere iki gruba ayrilmaktadir. pre-mRNA yapisindan U2 tip
intronlarin ¢ikartilmasi “major splaysozom”, U12 tip intronlarin ¢ikartilmasi ise “mindr

splaysozom” olarak adlandirilan kirpilma kompleksleri ile gerceklestirilmektedir (6, 7).

Splaysozom, snRNA olarak adlandirilan kii¢iik kodlamayan RNA’lar ile proteinlerin
bir araya gelerek olusturdugu kiigiik niiklear riboniikleoproteinlerin (snRNP) belli bir diizen
ve sira ile bir araya gelmesi sonucu yapilanmaktadir (8-10). RNA kirpilma mekanizmasi ile
elde edilen ilk bilgiler mutant mayalarda yapilan ¢aligmalardan elde edilmis olup sonrasinda
kalitsal hastaliklarla iliskilendirilen genlerin fonksiyonlarini arastirmaya yonelik caligmalar
da siirecin anlasilmasinda 6nemli katkilar saglamistir (11). snRNP’lerin disinda 300’den
fazla proteinin katilimi ile yapilandirilan megadalton boyutlarindaki splaysozomlar
hakkindaki bilgilerin 6nemli bir kism1 major splaysozomlar ile yapilan ¢alismalardan elde
edilmis olmakla birlikte bu siirecte yer alan tiim proteinler ve mekanizma heniiz tam olarak
aydinlatilamamistir (12-14). Mindr splaysozom hakkindaki bilgi daha az olmakla birlikte
olusumlar1 bakimindan major splaysozom ile biiyiik oranda benzerlikler barindirmaktadirlar

(15-17).

Prekiirsor mRNA (pre-mRNA) kirpilmasi, tek bir genden birden fazla proteinin
kodlanabilmesine imkan taniyan post-transkripsiyonel bir modifikasyondur (3, 4, 18).
Splaysozomda yer alan snRNP’lerin kor proteinlerini (SNRPB, SNRPE, PRPF31, PRPF3 ve
PRPF4 gibi) ve splaysozom yapilanmasinda rol alan proteinleri (SF3B1, SF3B4, SMNI,
SART3, TXNL4A, PRPF6, PRPF8 gibi) kodlayan genlerin mutasyonlari ¢esitli hastaliklarla
iligkilendirilmistir (19-30). Bu hastaliklarin 6énemli bir kism1 dominant kalitim gdsterirken
daha az bir kismi1 otozomal resesif olarak kalitilmaktadir. Dominant kalitim gosteren

hastaliklarin fare modeli olusturuldugunda bu modellerin homozigot mutantlarinin yagamla

1



bagdasmadigi gosterilmistir (27, 31-33). Splaysozomun protein bilesenlerinin yan1 sira RNA
bilesenlerinden olan U4atac snRNP’yi kodlayan RNU4ATAC tizerindeki mutasyonlarin da
otozomal resesif kalitim gosteren ve prenatal ve postnatal gelisme geriligi, mikrosefali,
iskelet anomalileri gibi fenotipik bulgularla ve yasamin ilk yillarinda 6liimle karakterize
Microcephalic Osteodysplastic Primordial Dwarfism Type 1 (MOPD1)’e neden oldugu
gosterilmistir (34, 35).

CCDC84’iin homozigot mutasyonu ilk kez grubumuz tarafindan Microcephalic
Primordial Dwarfism (MPD) ile iliskilendirilmis ve kodladig1 proteinin RNA kirpilmasinin
temel bilesenlerinden biri olan PRPF3 ile dogrudan etkilestigi gdsterilmistir (36). PRPF3,
U4/U6-US tri-snRNP kompleksinin yapisinda bulunan U4’lin kor proteini olmas1 (37, 38)
ve CCDC84’lin PRPF3 ile etkilesimi CCDC84’iin RNA kirpilma siirecindeki rol aldigin
gostermektedir. Ancak, bu veri, CCDC84’lin snRNP’lerin yapilanmasindan trans-
esterifikasyon reaksiyonu ile intronlarin ¢ikartilarak ekzonlarin birlestirilmesine kadar olan
cok basamakli RNA kirpilma siirecinin hangi asamasinda yer aldigin1 ve tam olarak ne is
yaptigim1 gostermemektedir. Bu tez ¢alismasi ile CCDC84’lin snRNP, di-snRNP, tri-snRNP
yapilanmasi, pre-katalitik splaysozom kompleksini olusumu, katalitik splaysozom
kompleksi ile intronlarin kirpilmasi gibi siireclerden hangisinde nasil bir rol oynadiginin
belirlenmesi ve RNA kirpilma mekanizmasinin anlasilmasina katki saglayacak verilere
ulagilmas1 amacglanmigtir. Bu kapsamda, oncelikle BioGRID (The Biological General
Repository for Interaction Datasets/ Etkilesim Veri Kiimeleri i¢in Biyolojik Genel Depo)
verilerine gore CCDC84 ile in vivo etkilesebilecekleri onerilmis olan ve RNA kirpilmasi
siirecinde rol alan PRPF4, TXNL4B, SART1 ve SART3’iin CCDC84 ile olan olasi
etkilesimlerinin immiinpresipitasyon, immiinblot, pull down ve immiinfloresan yaklagimlari
ile arastirilmasi, CCDC84’{in lizerinde tanimlanan mutasyonun bu etkilesimler iizerine
etkisinin belirlenmesi hedeflenmistir. Sonrasinda, birebir etkilesim gosteren proteinlerin
hangi domaini {izerinden CCDC84 ile etkilestiginin gosterilmesi, CCDC84’ilin
splaysozomun hangi asamasinda rol oynadiginin aydinlatilmasi ve CCDC84 siRNA ile
susturuldugu hiicrelerde Cajal cisimcigin yapilanmasinin nasil etkilendiginin belirlenmesi
hedeflendi. Son olarak, CCDC84’1in siRNA ile susturuldugu hiicrelerden, minigen yaklagimi
ve endojen genlerin cDNA’lar1 kullanilarak yapilan RT-PCR ile U2 tip ve Ul2 tip

intronlardan hangisinin kirpilmasinin etkilendiginin belirlenmesi hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

Insan Genom Projesi (Human Genom Project/HGP) ile insan genomunda yaklasik
21000 protein kodlayan gen oldugu gosterilmistir (2, 39) ve bu genlerden 70000 civarinda
protein iretilmektedir (1). Gen sayisina gore protein liretimindeki bu ¢esitlilik heniiz her

yonii ile aydinlatilamamis olan RNA kirpilma (splicing) mekanizmasi ile saglanmaktadir.
2.1. RNA Kirpilmasi (Splicing)

Okaryotik organizmalarda, protein kodlayan genlerin neredeyse tamaminda intron
olarak adlandirilan kodlamayan diziler bulunmaktadir. Fonksiyonel bir proteinin
tiretilebilmesi i¢in protein kodlayan genden transkribe edilen pre-mRNA c¢ekirdekten
sitoplazmaya ¢ikmadan 6nce bu intronlarin yiiksek hassasiyetle pre-mRNA’nin yapisindan
cikartilip, kodlayan bolgelerin (ekzonlar) birlestirilerek olgun mRNA’larin olusturulmasi
gerekmektedir (3, 40, 41). Pre-mRNA’larin yapisindan intronlarin ¢ikartilarak olgun
mRNA’larin olusturulmasi ¢ok basamakli bir siire¢ olup RNA kirpilmasi olarak adlandirilir

(4, 42).

Kimyasal olarak pre-mRNA’dan transesterifikasyon (fosfodiester baginin bir bagka
yer ile degistirilmesi) reaksiyonu ile intronlar her iki u¢larindan kesilerek uzaklastirilir ve
ekzonlar birlestirilir (Sekil 1). Tlk olarak 5° kirpilma bolgesindeki fosfodiester bagi, dallanma
noktasindaki adenozinin 2’ hidroksiline saldirir ve 5° ekzonun introndan ayrilmasi ile
intronun kement benzeri bir yap1 kazanmasina sebep olur. Daha sonra, 5’ ekzonun 3’
hidroksili, 3’ ucundaki fosfodiester bagina saldirarak ekzon ligasyonuna ve kement benzeri
intronun ayrilmasina yol agar (43). Cok benzer diziler i¢indeki kirpilma yerlerinin dogru
taninmas1 ve transesterifikasyon reaksiyonlarinin ilerlemesini saglayan atomik mesafe
icinde konumlandirilmasi muntazam bir diizen gerektirmektedir (44). Bu da cok sayida
protein ve snRNA olarak adlandirilan kodlamayan kii¢iik RNA’lardan olusan splaysozom
ile saglanmaktadir (8, 14, 45, 46). Splaysozomun yapisinda bulunan proteinler ve snRNA’lar
intronlara kimlik kazandiran, pre-mRNA yapisindaki korunmus intronik dizilerin

taninmasina aracilik etmektedir.
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Sekil 1. RNA kirpilma siirecindeki transesterifikasyon reaksiyonlari.

A) Birinci

transesterifikasyon reaksiyonu (kement benzeri intronun olusmasi). B) Ikinci
transesterifikasyon reaksiyonu (ekzonlarin birlestirilmesi) (Griffiths’den, 47).

2.1.1. intron Cesitleri: U2 Tip ve U12 Tip Intronlar

Pre-mRNA yapisindaki intronlarin 5 kirpilma verici bolge tarafinda (splicing verici

bolge) ve 3’ kirpilma alic1 bolge tarafinda (splicing alici bolge) yer alan ¢ok yiiksek diizeyde

korunmus diziler bulunmaktadir (Sekil 2). Ayrica, intronlarin 3’ ucunun yaklasik 20-40

niikleotid yukar1 (upstream) bolgesinde yer alan ve “dallanma bdlgesi” olarak adlandirilan

dizinin de intronlarn belirlenmesinde kritik énemi vardir (46). Intronlar, iizerlerindeki

korunmus bu dizilere gére U2 tip (major) ve Ul2 tip (mindr) olmak iizere temelde iki alt

gruba ayrilmaktadir.
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Sekil 2. Major ve mindr introna sahip pre-mRNA {iizerindeki korunmus diziler



U2 tip intronlar, tiim Okaryotlarda bulunurken Ul2 tip intronlar sadece
omurgalilarda, bdceklerde, denizanasinda ve bitkilerde tanimlanmustir (48, 49). Insanlarda
U2 tip intronlar biitiin genlerde goriiliirken, U12 tip intronlar genomundaki genlerin yaklagik
700’tinde gorilmektedir ve insan genomundaki tiim intronlarin %0.35’ini olusturmaktadir
(49, 50). Genel olarak bir gende tek bir U12 tip intron bulunmakla birlikte, insanlarda
yaklasik 50 gende iki U12 tip intron ve birka¢ gende ise ti¢ U12 tip intron bulunmaktadir.
Ul12 tip intronlar DNA replikasyonu ve onarimi, transkripsiyon, RNA islenmesi ve
translasyonu, hiicre iskeleti organizasyonu, vezikiiler tasima, voltaj-kapili iyon kanali
aktivitesi ve Ras-Raf sinyal yolag1 gibi temel mekanizmalarda gorevli proteinleri kodlayan

genlerde bulunmaktadir (48, 51, 52).

U2 tip intronlarin 5° ve 3’ uglarindan %100 korunmus olan siras1 ile “GT” ve “AG”
dizileri bulunmaktadir. Buna karsin U12 tip intronlarin 5° ve 3’ uglarinda sirasi ile “AT” ve
“AC” veya “GT” ve “AG” dizileri goriilebilmektedir (53, 54). Ancak, mindr intronlarin
uclarinda AT-AC (54) ve GT-AG dizilerinin yerine AT-AG, GT-AT, CT-AC, GG-AG ve
GA-AG dizileri de bulunabilmektedir (55, 56). Buna karsin bazi AT-AC dizilerine sahip
intronun major splaysozom tarafindan kirpilmaya ugradigi da gosterilmistir (55, 57). Bu
nedenle mindr intronlar1 tanimlamak icin sadece terminal dintikleotidler degil, tiim 5’ ve 3’
kirpilma bolgeleri ve ayrica dallanma noktasinin da i¢inde bulundugu diziler dikkate

alinmaktadir (48, 54, 58).
2.1.2. intron Hedeflenmesi ve Alternatif RNA Kirpilmasi

Bir pre-mRNA’nin yapisindan ¢ikartilacak intronlarin sinirlarinin belirlenmesinde
intron/ekzon baglant1 bolgeleri ve dallanma bolgesinde yer alan korunmus diziler belirleyici
rol oynamaktadir (46). Ancak bu korunmus diziler RNA kirpilmasinin diizenlenmesi i¢in tek
baslarina yeterli degildir (59, 60). Pre-mRNA {izerindeki intronlarin hedeflenmesini giiclii
bir sekilde etkileyen bircok farkli (non-splice) diizenleyici ekzonik ve intronik diziler
bulunmaktadir. Bunlar cis-acting elemanlar olarak adlandirilirlar ve ilgili intronun
kirpilmasini tesvik ederler veya baskilarlar. Ekzonlarin iizerinde bulunan ve kirpilmay1
tesvik eden diziler ESE’ler (Exon Splicing Enhancer), intronlarin iizerinde bulunan ve
kirpilmay1 tesvik eden diziler ISE’ler (Intron Splicing Enhancer) olarak adlandirilir. Buna
karsin, ekzonlarin {izerinde bulunan ve kirpilma baskilayan diziler ESS’ler (Exon Splicing
Silencer), intronlar lizerinde bulunan ve kirpilmay1 baskilayan diziler ISS’ler (Intron

Splicing Silencer) olarak adlandirilir (Sekil 3) (61). ESE dizileri tarafindan kirpilmanin



tesvik edilmesinde bu dizilere baglanan ve trans-acting elemanlar olarak betimlenen serin ve
arjinin amino asitlerince zengin “SR proteinleri” 6nemli bir rol oynamaktadir (62).
Ekzonlarda oldugu gibi intronlarda bulunan ISE dizilerine baglanan ve kirpilmanin tesvik
edilmesinde rol alan aktivator proteinlerin gdsterilmis olmasina ragmen bu proteinler
ESE’lere baglanan SR proteinleri kadar karakterize edilmemistir. Ekzon ve intronlarin
tizerinde yer alan ve kirpilmanin baskilanmasinda rol oynayan sirasi ile ESS ve ISS dizilerine
ise heterojen niikleer riboniikleer protein (hnRNP) ailesinin iiyeleri baglanmakta ve bu
proteinler kirpilmay1 baskilamaktadir. Trans-acting eleman olan bu proteinlerin yaklasik
20’si (hnRNPA-hnRNPU) tanimlanmistir ve intronlarin alternatif RNA kirpilmasinda etkili
olduklar1 gdsterilmistir (61).
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Sekil 3. Kirpilma diizenleyici elemanlarinin sematik gosterimi. Ekzonik RNA kirpilma
tesvik ediciler (ESE) ve ekzonik RNA kirpilma baskilayicilar (ESS), intronik RNA
kirpilma tesvik ediciler (ISE) ve intronik RNA kirpilma baskilayicilar (ISS). SR
proteinleri ve hnRNP'ler pozitif veya negatif diizenlemeler ig¢in cis-acting
elemanlara baglanir (Liu’dan, 63).

Alternatif RNA kirpilmasi, bir pre-mRNA'dan farkli islevlere sahip protein
izoformlarinin iiretimine imkan taniyacak sekilde farkli mRNA'larin olusturulmasidir (64).
Alternatif olarak eklenmis ekzonlar genellikle, 5' ve 3' kirpilma dizi motiflerine sahiptir ve
bu ekzonlarin belirlenmesinde cis-acting ESE, ISE, ESS ve ISS dizileri ile bu dizilere
baglanan trans-acting proteinler (SR protein, aktivatér, hnRNP) 6nemli rol oynamaktadir
(62).

2.2. Kirpilma Kompleksi (Splaysozom)

Intronlarin ¢ikartilarak ekzonlarin hatasiz bir sekilde birlestirilmesinde pre-mRNA

tizerinde yer alan korunmus diziler 6nemli rol oynamakla birlikte RNA kirpilma siirecinin

baslatilmasi ve tamamlanmasi i¢in bu diziler yeterli degildir. Kimyasal olarak basit

goriinmesine ragmen, RNA kirpilma mekanizmasi ¢ok daha karmasiktir. RNA kirpilmast,



cesitli kodlamayan kiiciik RNA (snRNA) ve bu RNA’larla iligkili spesifik proteinlerin
birlesimi ile olusan snRNP’lerin belli bir sirayla pre-mRNA {izerinde bir araya gelmesiyle

olusan ve splaysozom ad1 verilen kompleks bir makine ile yiiriitiilmektedir (8, 14).

Splaysozom, yapisina katilan snRNA’ya ve snRNP’ye bagli olarak U2-tipi ve U12-
tipi intronlarin kirpilmasindan sorumludur. U2 tip intronlarin ¢ikartilmasindan major
splaysozom, U12 tip intronlarin ¢ikartilmasindan ise mindr splaysozom sorumludur (65).
Major ve mindr splaysozomun yapisinda yer alan proteinlerin bir kismi1 farklilik gosterse de
ortak kullanilan proteinler de bulunmaktadir. Bunula birlikte hem majér hem de minér
splaysozomun yapilanmasina katilan proteinlerin tamami heniiz tam olarak

bilinmemektedir. (6, 15)
2.2.1. Splaysozom Yapisinda Yer Alan snRNA’lar

Major ve mindr splaysozomun ana bilesenleri olan snRNP’lerin temel yapisini
snRNA olarak adlandirilan iiridin bakimindan zengin ve yaklagik 100-187 niikleotit
uzunlugunda olan kiigiik RNA dizileri (Sekil 4) olusturmaktadir (66). Genomda bulunan
intronlarin ¢ok biiyiik bir kismin1 U2 tip majdr intronlar olusturdugu i¢in splaysozom ve
splaysozom bilesenleri ile ilgili bilgilerin énemli bir kism1 major splaysozom ile ilgili

calismalardan elde edilmistir.

Major splaysozomlarin yapisinda Ul, U2, U4, U5 ve U6 olarak adlandirilan
snRNA’lar yer almaktadir. Buna karsin minor splaysozomlarin yapisinda U11, U12, U4atac,
US ve Ubatac snRNA’lar yer almaktadir. Goriildiigii gibi U5 snRNA hem major hem de

mindr splaysozomun yapisinda bulunmaktadir (67, 68).

Ul, U2, U4, Ull, Ul12, Udatac ve U5 snRNA’lar RNA Polimeraz II tarafindan
transkribe edilirler ve 5’ uglarina sitoplazmaya ¢ikislarina aracilik edecek olan 2,2,7-trimetil
guanosin (m’G) sapka eklenir (69, 70). Bu snRNA’lar, genelde 3* uca daha yakin olacak
sekilde yerlesmis olan ve Sm dizisi olarak adlandirilan korunmus bir diziye (AUUUUUG)
sahiptirler ve bu nedenle Sm snRNA'lar olarak da adlandirilirlar (Sekil 4) (71).

U6 ve Ubatac snRNA’lar ise RNA’nin 5’ ucuna y-metil trifosfat (y-m-P3) sapka
ekleyen RNA Polimeraz III tarafindan transkribe edilmektedir (72, 73) ve bdylece bu
snRNA’lar olgunlasma/yapilanma siirecinde sitoplazmaya c¢ikartilmayarak c¢ekirdekte

tutulmaktadir (74). Benzer sekilde, U6 ve Ubatac snRNA’lar da Sm dizisine benzer bir



diziye sahiptirler ve bu nedenle Sm-like snRNA'lar olarak da adlandirilirlar (71). snRNA’lar,

yapisina katildiklar1 ve splaysozomun alt bilesenleri olan snRNP’lere adlarini verirler.
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Sekil 4. Major ve mindr splaysozomal snRNA’larin baz dizilimleri ve ikincil yapilari
(Will’den, 66)



2.2.2. Splaysozom Yapisinda Yer alan snRNP’ler ve snRNP Biyogenezi

Major ve minér splaysozomun yapisinda bulunan her bir snRNP, 6zgiin sekonder
yap1 kazanmig snRNA ve bu snRNA ile bir araya gelen ve kor protein olarak adlandirilan
proteinlerden olusmaktadir (10). Splaysozomun yapilanmasina katilan snRNP’ler
yapilarinda yer alan snRNA’lara gore adlandiriimaktadir. U2 tip intronlarin kirpilmasindan
sorumlu major splaysozomun yapilanmasina katilan snRNP’lerin yapisinda U1, U2, U4, U5
ve U6 snRNA ’lar bulunur ve bu snRNP’ler sirasi1 ile U1, U2, U4, U5 ve U6 snRNP olarak
adlandirilir (Sekil 5). Ul2 tip intronlarin kirpilmasindan sorumlu mindr splaysozomun
yapilanmasina katilan snRNP’lerin yapisinda U11, U12, U4atac, Ubatac snRNA’lar bulunur
ve bu snRNP’ler de siras1 ile U11, U12, Udatac ve Ubatac snRNP olarak adlandirilir (Sekil
6) (34). U5 snRNP her iki splaysozomun da yapisinda yer almaktadir.
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SF3b10 15.5K
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27K

Sekil 5. Major splaysozomal snRNP’lerin yapilarindaki RNA’larin sekonder yapilar1 ve
ilgili kor proteinler (Will’den, 14)
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Sekil 6. Minor splaysozomal snRNP’lerin yapilarindaki RNA’larin sekonder yapilar1 ve
ilgili kor proteinler (Wahl’den, 75)

snRNP’lerin olusumlari sitoplazma ve ¢ekirdegi kapsayan ¢cok basamakli bir siirecle
tamamlanmaktadir (71, 76, 77). Ul, U2, U4, Ull, U2, Udatac ve U5 snRNA'lar
sentezlendikten sonra sitoplazmaya gonderilir ve burada sahip olduklar1 Sm dizisine, Sm
proteinleri olarak adlandirilan ve yedi proteinden (B/B’, D1, D2, D3, E, F ve G) olusan
hetero-heptamerik bir halka baglanarak, cekirdege gonderilecek kor snRNP olusturulur
(Sekil 7) (72, 78, 79). U6 ve Ubatac kor snRNP’lerin yapilanmasinda ise Sm proteinlerine
benzer olan ve LSm (Like-Sm) proteinler olarak adlandirilan yedi farkli protein (LSm2,
LSm3, LSm4, LSm5, LSm6, LSm7 ve LSm8) yer alir. ilk asamada LSm proteinleri
sitoplazmada LSm halkas1 olusturur ve sonrasinda bu halka ¢ekirdege gonderilir. Cekirdege
taginan LSm halkalar1 U6 ve Ubatac snRNA’lar ile ¢ekirdekte bir araya gelerek kor U6
snRNP ve Ub6atac snRNP olusturulur (74, 80, 81).
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Sekil 7. RNA Polimeraz II tarafindan sentezlenen snRNP’lerin sitoplazma ve ¢ekirdekteki
olgunlastirilma asamalar1 (Battle’den, 71)

Sitoplazmada olusup ¢ekirdege tasinan U1, U2, U4, Ull, Ul12, Udatac ve U5 kor
snRNP’ler ile ¢ekirdekte olusturulan U6 ve U6atac kor snRNP’lerin daha ileri diizeyde
yapilanmalar1 niikleer bir alt bolge olan Cajal cisimciginde (Cajal body) tamamlanir (82).
Her bir snRNP’ye 6zgii olan proteinler, kor snRNP’lerin yapisina Cajal cisimciklerinde
eklenir (83). Bu proteinlerin kor snRNP’lerin yapisina eklenmesinde cesitli saperon
proteinlerinin rol aldigi gosterilmis olmakla birlikte bu siire¢ tam olarak bilinmemektedir
(16). Yaklasik 100 y1l dnce noronlardaki bir niikleolar aksesuar olarak Santiago Ramény
Cajal tarafindan tanimlanan Cajal cisimcikleri, daha sonra coilin proteininin kesfi ile
belirginlik kazanmistir. Cajal cisimcikleri coilinlerin bir araya gelmesiyle olusan ve zarla
cevrili olmayan yaklasik 0.5-1.0 pm’lik niikleolar bolgelerdir. Kor snRNP’lerin ¢ekirdege
aktarilmasindan hemen sonra ortaya ¢ikan, dinamik bir yap1 olan Cajal cisimcigi néronal,
kanser ve embriyonik hiicreler gibi yiiksek oranda bdliinen veya metabolik olarak aktif hiicre
tiplerinde gozlenebilmektedir (84). Bununla birlikte snRNP olgunlastirilmasindaki temel

asamalarin hem coilin proteinin hem de Cajal cisimciklerinin yoklugunda hala
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gerceklesebildigi gosterilmistir (85). Bu da Cajal cisimciklerinin islevinin RNA kirpilmasi
verimliligini artirmak olabilecegi seklinde degerlendirilmektedir. Cajal cisimciklerinde
gergeklestirilen diger bir olgunlagma adimi da snRNA'larda yapilan baz modifikasyonlaridir.
Bu modifikasyonlar psddoiiridinasyon ve 2'-O-riboz metilasyonudur (Sekil 8) (86, 87). Bu
modifikasyonlar degistirici enzimleri dogru hedef dizilere yonlendiren Cajal cisimcigine

0zgli RNA'lar (scaRNAs) tarafindan yiiriitiiliir (88, 89).

d “y. Ni
M-"’ H R

A KA,

e

OH OH Pseudouridine synthase OH OH

Uridine (U) Pseudouridine (V)
—_—

C\?OH 2'-O-methytrasferase OH OCH,

Sekil 8. Splaysozomal snRNA'da modifiye edilmis iki niikleotidin sematik gosterimi
(Karijolich’den, 86)

Bu degisikliklerin iglevsel etkilerinin ¢ogu 1iyi Dbilinmemekle birlikte
psodoiiridinasyona ugrayan bolgelerin snRNA’larin aktif bolgelerini olusturdugu ve

RNA'’larin konformasyonlarinin stabilitesini artirdigi anlagilmistir (90).

Ul, U2, Ull ve Ul2 snRNP’lerin biyogenezi Cajal cisimciklerinde tamamlanarak
niikleoplazmaya salinirlar. Buna karsin U4, U6, U4atac, Ubatac ve U5 daha ileri diizeyde
yapilandirilarak 6nce U4/U6 ve U4atac/U6atac di-snRNP'ler olusturulur. Daha sonra
US5snRNP’nin de bu di-snRNP yapilarina eklenmesiyle U4/U6-US tri-snRNP  ve
U4atac/Ubatac-US5 tri-snRNP Cajal cisimciklerinde olusturulur (72, 91-93). U4/U6-US5 tri-
snRNP kompleksinin yapilandirilma siirecinin ilk asamasi olan U4 ile U6 snRNP’lerin bir
araya gelmeleri LSm halkasi ve SART3 proteini tarafindan gerceklestirilmektedir (94).
Sonrasinda, U4/U6 ile U5’in bir araya getirilerek U4/U6-US5 tri-snRNP’nin yapilandirilmasi
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Prp31-Prp6 proteinlerinin katilmi ile gerceklestirilmektedir (Sekil 9). Mevcut bilgiler,
U4atac/U6atac-US tri-snRNP'lerin yapilandirilmasinin da SART3, Prp31 ve Prp6 katilim
ile aym sekilde gerceklestirildigi yontindedir (95).

+

+ D6
annealing hPrp31 il
.. Dt T
L LSm2-8.4 LSm2-8

Sekil 9. U4/U6-US tri-snRNP’nin sematize gosterimi. A) Cajal cisimciginde U4/U6 di-
snRNP ve U4/U6-US tri-snRNP kompleksinin yapilanmasi (Novotny’den, 94). B)
tri-snRNP'deki protein-protein etkilesimlerinin sematik gosterimi (Liu’dan96).

2.3. Splaysozomun Yapilanmasi

Splaysozom, pre-mRNA’nin yapisindan intronlarin ¢ikartilmasi siirecindeki intron-
ekzon sinirlarini belirleyen ve transesterifikasyon reaksiyonu ile ekzonlar1 birlestiren
oldukca dinamik, megadalton biiyiikligiinde bir molekiiler makinedir (14, 45, 46).
Splaysozom yapilanmasina yukarida tanimlanan snRNP’lerin yani sira yaklasik 300
proteinin daha katildig1 bilinmektedir (12-14). Cajal cisimciklerinde yapilandirilan ve pre-
mRNA’nin yapisindan U2 tip intronlarin ¢ikartilmasindan sorumlu Ul snRNP, U2 snRNP
ve U4/U6-US tri-snRNP’nin pre-mRNA iizerinde bir araya gelerek major splaysozomu
olusturmasi ve U11/U12 snRNP ve U4atac/U6atac:US tri-snRNP’nin pre-mRNA iizerinde
bir araya gelerek minor splaysozomu olusturmasi temelde ayn1 mekanizma ile ilerlemekle
birlikte aralarinda farkliliklarin da oldugu gosterilmistir (6, 7, 15, 17, 83). Splaysozom
yapilanmasinda; Ul ve U2 snRNP’nin pre-mRNA iizerindeki major intronlara, U11/U12
snRNP kompleksinin mindr intronlara yonlendirilerek intron-ekzon siirlarinin
belirlenmesinde ekzon ve intron {izerinde bulunan yukarida bahsedilmis ESE, ESS, ISE ve

ISS dizileri de etkin rol oynamaktadir (59-62).
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2.3.1. Major Splaysozom ve Yapilanmasi

U2 tip intronlarin pre-mRNA yapisindan ¢ikartilmasi siirecinde ilk olarak, Ul ve U2
snRNP’lerin yapisindaki snRNA’lar sirastyla intronun 5’ kirpilma boélgesine ve 3 kirpilma
bolgelerindeki korunmus dallanma bolgesine baz eslesmesi ile baglanir ve erken splaysozom
(Kompleks E) olusturulur. RNA'ya bagimli ATPaz/helikaz olan Prp5 ve Sub2 proteinlerinin
yardimiyla, dallanma noktasindaki adenozine baglanan U2 snRNP ve intronun 5’ ucuna
baglanan Ul snRNP etkileserek oncii splaysozom kompleksi (Kompleks A) olusturulur.
Kompleks A’nin olusumundan sonra, bagimsiz olarak yapilanan U4/U6-US5 tri-snRNP
kompleksi Prp28 yardimiyla siirece dahil olur ve dncii-katalitik splaysozom (Kompleks B)
olusturulur. Sonrasinda Kompleks B, ¢ok sayida konformasyonel ve farkli proteinlerin
katilimiyla degisiklige ugrayarak; Brr2, Snul14, Prp2 RNA helikazlarin da aracilifiyla Ul
ve U4 snRNP’ler yapidan ayrilir ve katalitik olarak aktif kompleks olan “Kompleks B*”
olusturulur. Ardindan ilk asamada U2, U5 ve U6 snRNP’ler yeniden diizenlenerek katalitik
olarak aktif splaysozom kompleksi olan “Kompleks C” olusturulur. Ikinci asamada ise PrpS8,
Prp16, Prp18 ve Slu7 proteinlerinin katkisiyla Kompleks C’den post splaysozom kompleksi
olusturulur ve intronlarin uzaklagsmasini saglayan iki transesterifikasyon reaksiyonu
katalizlenerek ekzonlar birlestirilir. Post splaysozom kompleksi kesilen intronla birlikte
Prp22 yardimiyla yapidan ayrilirken snRNP’ler tekrar kullanilmak iizere niikleoplazmaya
salmir (Sekil 10) (43, 46, 97).

Splaysozomun yapilanmasi agsamasinda, konformasyonunun olusumu ve ilerleyisini
diizenleyen non-snRNP kirpilma kompleksleri de kritik 6nem tasimaktadir. Bunlardan biri
olan NTC (nineteen complex) diger adiyla Prp19C kompleksi ve NTR (Prp19C ile iliskili
proteinler)’dir. NTC/Prp19C, Saccharomyces cerevisiae’da sekiz kor ve 19 adet iligkili
proteinden, yiiksek Okaryotlarda ise 30'dan fazla proteinden olusan biiyiikk bir protein
kompleksidir (98). NTC/Prp19C ve Prp19 ile iliskili proteinler, U4/U6 ile U5’in bir araya
gelerek U4/U6-US tri-snRNP’nin yapilanmasinda ve devaminda U1/U2 ile bir araya gelen
tri-snRNP’nin yapisindan U4 ve U1’in ayrilmasinda etkili olmakla birlikte bu mekanizma
tam olarak bilinmemektedir (Sekil 11). Mayada, U5 ve U6 snRNP’lerin kararli etkilesimleri
icin NTC/Prp19C’nin gerekli oldugu gosterilmistir (99). Ayrica, NTC/Prp19C ve Prp19 ile
iligkili proteinler U5 snRNP’yi yeniden diizenleyerek splaysozomun aktif formunu

kazanmasini saglamaktadirlar. Sonug olarak, NTC/Prp19C, splaysozomun i¢indeki yeniden
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diizenlenmeleri kolaylastirmak suretiyle, splaysozomun katalitik aktivasyonunda 6nemli rol

oynar (98).
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Sekil 10. Major splaysozomun olusum basamaklar1 (Matera’dan, 46)
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Sekil 11. Major splaysozomun yapilanmasinda non-snRNP kirpilma kompleksi
NTC/Prp19C’nin splaysozom ile iliskisi (Chanarat’dan, 98)

2.3.2. Mindr Splaysozom ve Yapilanmasi

Minér splaysozomu major splaysozomdan ayiran dnemli karakteristik 6zelliklerden
biri major splaysozomlarda yer alan Ul ve U2 snRNP’lerin yerine kullanilan U11 ve U12
snRNP’lerin siras1 ile 5° kirpilma ve dallanma bdolgesine baglanmadan 6nce U11/U12 di-
snRNP kopleksini olusturmalart ve di-snRNP olarak pre-mRNA’ya baglanmalaridir (100,
101). intron taninmasinin ardindan bagimsiz olarak yapilanan Udatac/U6atac-US5 tri-snRNP
komplekse dahil edilerek “B Kompleksi” olusturulur. Ul1 ve U4atac snRNP’lerin ayrilip
Ué6atac, U12 ve U5 snRNP’lerin diizenlenmesi ile “B* kompleksi” olusturulur. Bu asamay1
takiben “Kompleks C” ve post splaysozom kompleksi olusur. Ardindan intronlar

uzaklastirilarak ekzonlarin birlestirilmesi gerceklestirilir (Sekil 12) (7).
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Sekil 12. Mindr splaysozomun olusum basamaklar1 (Wahl’den, 75)

Bununla birlikte UI11-U12 di-snRNP’lerin yapisinda bulunan ve molekiiler
agirliklarina gore isimlendirilen 7 protein [65K (RNPC3), 48K (SNRNP4S), S9K (PDCD7),
35K (SNRNP35), 31K (ZCRB1), 25K (SNRNP25) ve 20K (ZMATS)] mindr splaysozom
kompleksine spesifiktir (7, 102). Ayrica hem in vivo hem de in vitro RNA kirpilma
caligmalarinda U12 tip intronlarin ¢ikartilmasinin U2 tip intronlarin kirpilmasina oranla 3-5
kat daha yavas oldugu belirlenmistir (67, 103, 104). Bu durum, U12 tip intronlarin, ilgili gen
ekspresyonunun diizenlenmesinde rol aldiklar1 seklinde degerlendirilmistir (103-105). U12
tip intronun daha yavas c¢ikartilmasi, U2 tip intronlarin ¢ikartilmasina ragmen Ul2 tip
intronun pre-mRNA iizerinde kalmasina neden olurken bu durum kirpilmasi
tamamlanmamis pre-mRNA’y1 niikleer yikilima (nuclear decay) yonlendirmektedir (Sekil
13) (106). Bu sistem aracilifiyla olgun mRNA’larin hiicresel seviyelerinin ve post-

transkripsiyonel diizeyde gen ekspresyonunun kontrol edildigi diistiniilmektedir (104).
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Sekil 13. U12 tip intron barindiran genlerde ekspresyonun kontrolii (Niemela’dan, 106)

2.4. Tez Calismasi Oncesinde Elde Edilen On Veriler

Microcephalic Primordial Dwarfism (MPD), ¢esitli iskelet anomalileri, karakteristik
dismorfik bulgular, beyin gelisim malformasyonlari, mental gelisim bozukluklar1 ve degisen
yasam siireleri gibi bulgulara sahip otozomal resesif kalitim gosteren bir hastalik grubudur.
Bu hastalik grubu; Seckel sendromu (OMIM: 210600), Microcephalic Osteodysplastic
Primordial Dwarfism tip IIII (MOPD UII) (OMIM: 210710), Microcephalic
Osteodysplastic Primordial Dwarfism tip II (MOPD II) (OMIM: 210720) ve Meier-Gorlin
sendromundan (OMIM: 224690) olusmaktadir. Seckel sendromu tanist konulmus bir
hastanin ailesi tizerinden gerceklestirdigimiz genetik haritalama ¢alismalar1 sonucu,
hastaligin 332 amino asitlik bir protein kodlayan CCDC84 geni (NG _050577.1) {lizerinde
dokuzuncu intronun splice bdlgesinde meydana gelen dort niikleotitlik homozigot bir

delesyona (g.25734 25737del; p.Lys269Serfs10Stop) bagl olarak gelistigi gosterilmistir.
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CCDC84 (Coiled-coil domain containing 84) 332 aminoasitlik bir protein (Q86UTS)
olup cNLS Mapper protein iizerinde 18-50’nci amino asit kalintilar1 arasinda bir adet
cekirdek lokalizasyon sinyal dizisi oldugunu, coiled-coil prediction programi ise protein
tizerinde 23-55 ve 131-171’inci amino asit kalintilar1 arasinda olmak iizere iki adet coiled-
coil domaini oldugunu gostermistir (Sekil 14). CCDC84 omurgalilarda, boceklerde,
denizanasinda ve bitkilerde ortologu bulunan olduk¢a korunmus bir proteindir (107, 108).
Coiled-coil domaini igeren protein ailesinin iiyeleri tiim proteinlerin yaklasik %3-5’ini
olusturmaktadir (109). Iki veya daha fazla a-heliksten olusan coiled-coil domain igeren
proteinlerin hiicre sinyali diizenlenmesinde (110, 111), DNA tamir mekanizmasinin
diizenlemesinde (112, 113), mikrotiibiil organizasyonu (114), hiicre proliferasyonu (115) ve
gen ekspresyonunun diizenlenmesi (116) gibi ¢ok ¢esitli temel hiicresel mekanizmalarda rol

oynadiklar1 gosterilmistir.

MAPAQRCPLCRQTFFCGR sGHVYS:;:RKHQRQLKEALERLLPQVEAARKAIRA5,AQV
ERssYVPEHERCCWCLCCGCEVREHLSHGNLTVLY GGLLEHLASPEHKKATNKFWW
ENKAEVQMKEKFLVTPQDYARFKK 3 SMVKGLDSYEEKEDK VIKEMAAQIREVEQS
RQEVVRSVLE;7;PQAVPDPEEGSSAPRSWKGMNSQVASSLQQPSNLDLPPAPELDWM
ETGPSLTFIGHQDIPGVGNIHSGA TPPWMIQDEEYTAGNQEIGPSYEEFLKEKEKQKLK
KLPPDRVGANFDHSSRTSAGWLPSFGRVWNNGRRWQSRHQFKTEAAAMKKQSHTE
KSY

Sekil 14: CCDC84’1in in silico analizi. Protein iizerinde tespit edilen ¢ekirdek lokalizasyon
sinyal dizisi kirmiz1 ile, coiled-coil domainleri olusturan diziler ise sari ile
renklendirildi. Ilgili bdlgelerin baslangic ve bitis pozisyonlar: alt simge olarak
rakamla gosterildi.

Anabilim dalimizda gergeklestirilen bir doktora tez c¢alismasi kapsaminda
CCDC84’tin, U4 snRNP’nin kor proteini olan PRPF3 ile dogrudan etkilestigi ve RNA
kirpilma mekanizmasinin bir bileseni oldugu gosterildi (36). Bununla birlikte, protein-
protein etkilesim bilgilerinin yer aldigi BioGRID veri tabaninda yapilan analizde,
CCDC84’l1in RNA kirpilmasinda gorevli 20 den fazla proteinle in vivo etkilesiminin
tanimlandig1 goriildi (Sekil 15) (117). Bu tez ¢alismasi kapsaminda BioGRID verilerine
gore CCDC84 ile etkilesebilecekleri nerilmis olan splaysozomun kurulumunda gorev alan
PRPF4, TXNL4B, SART3 ve SARTI (Snu66)’in CCDC84 ile in vitro ve in vivo

etkilesimlerinin aragtirilmast ve CCDC84’lin {iizerinde tanimlanan mutasyonun bu
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etkilesimler iizerine etkisi analiz edilerek MPD ile ilk kez iligkilendirmis oldugumuz

CCDC84’iin RNA kirpilma siirecindeki roliiniin arastirilmasi amaglanmistir.
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Sekil 15. CCDC84 ile etkilesimi yoniinde 6n veriler bulunan proteinler (BIOGRID, 117)

2.5. Pre-mRNA Processing Factor 4 (PRPF4) ve Fonksiyonu

PRPF4’iin ortologu olan Prp4, mRNA RNA kirpilmasinda gérevli oldugu ilk defa
Schizosaccharomyces pombe maya susunda tanimlanmig bir serin/arjinince zengin spesifik
kinazdir. Sicakliga duyarli Prp4 mutant maya susunda, RNA kirpilma defektlerinin oldugu
ve eksikliginde pre-mRNA’larin yapisindan intronlarin ¢ikarilamadigr goriilmistiir (118).
Daha sonralar1 HeLa cDNA kiitiiphanesinden, maya Prp4’iin homologu olan insan PRPF4’ii
klonlanmistir (119). PRPF4 tarafindan kodlanan bu proteinin U4/U6 di-snRNP'nin
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kararliligini diizenledigi gosterilmistir (23, 120). U4/U6 di-snRNP kararlilig1, proteinin C
terminalindeki yedi adet WD40 domain tekrarinin diger proteinlerle etkilesimi ile
saglanmaktadir (121). PRPF4, U4/U6 di-snRNP'nin kor proteinlerinden olan PRPF3 ile
dogrudan etkilesmektedir (122). Ayni zamanda, mayalarda Prpf4’iin kinaz aktivitesi
sayesinde Prplp ve PrpSp RNA kirpilma faktorlerini aktive ederek aktif splaysozom
olusumunu tesvik etmektedir (123). PRPF4 iizerinde tanimlanan mutasyonlar, otozomal

dominant olarak kalitilan Retinos Pigmentosa’ya (RP) sebep olmaktadir (Tablo 1) (23).
2.6. Thioredoxin-Like Protein 4B (TXNL4B) ve Fonksiyonu

TXNL4B, 156 amino asitten olusan kiiclik bir protein olup Dim2 olarak da
adlandirilmaktadir (124). Son yillarda yapilan ¢aligmalarla TXNL4B'nin PRP6 ile dogrudan
etkilestigi ve bu etkilesim engellendiginde U2 tip intronlarin kirpilmasinda ve hiicre
dongiisiinde S/G2 gecisinin bozuldugu gosterilmistir (125). Ancak, TXNL4B’nin roli
hakkinda daha ileri diizeyde bilgi bulunmamaktadir. TXNL4B ile ayni aileden olan ve
TXNL4B’ye yiiksek oranda homoloji gosteren TXNL4A (Dim1) splaysozom kompleksinde
US snRNP’nin yapisinda bulunan ve bu nedenle U5-15 kD olarak adlandirilan 142 amino
asitlik kiiclik bir proteindir (126). TXNL4A ilk kez S. pombe'de tanimlanmis, ardindan
kardes kromatitlerin ayrilmasi ve Anaphase-Promoting Complex (APC) ile iliskilendirilerek
mitoza giris i¢in gerekli oldugu anlagilmistir (127). Ardindan S. cerevisiae'de TXNL4A nin,
U4/U6:US tri-snRNP yapilanmasinda rol aldigi ve Prp6 ile dogrudan etkilestigi
belirlenmistir (92, 128). TXNL4B herhangi bir hastalikla iliskilendirilmemistir.
TXNL4A’nin eksikligi ise otozomal resesif kalitilan Burn-McKeown sendromu ile

iligkilendirilmistir (Tablo 1) (129, 130).
2.7. Spliceosome Associated Factor 1 (SART1) ve Fonksiyonu

SARTI ilk defa Squamous hiicrelerinden gelisen karsinomlarda, sitotoksik T
lenfositler tarafindan taninan tiimor-reddi antijeni kodlayan bir gen olarak tanimlanmistir
(131). SART1I geni, 800 ve 259 amino asitlik olmak iizere iki farkli protein kodlamaktadir
(131). Daha sonra bu iki proteinin, splaysozomun yapilanma asamasinda U4/U6-U5 tri-
snRNP yapilanmasinda gerekli oldugu anlasilmistir (132). Yapilan caligmalarda 800 amino
asitlik izoformunun yoklugunda U4/U6-US tri-snRNP yapilanmasinin ger¢eklesmedigi,
ilave calismalarla da U6 ve U4/U6 snRNP nin bir bileseni oldugu anlagilmistir. Bu proteinin,
U6 snRNA’y1 taniyip baglandigina ve U6 snRNA’nin olgunlasma ve modifikasyon

asamasinin bir bileseni olabilecegine dair kanitlar bulunmaktadir (132). U4 snRNP’nin kor
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proteini olan PRPF3, U4/U6-US tri-snRNP yapilanmasinda etkili olan SART1 ve PRPF6 ile
dogrudan etkileserek stabilizasyonu arttirmaktadir (133).

2.8. Spliceosome Associated Factor 3 (SART3) ve Fonksiyonu

Diger bir adida Squamous Cell Carcinoma Antigen Recognized By T-Cells 3 olan
SARTS3 proteinin maya ortologu olan Prp24°iin ilk olarak U4 ve U6 snRNA ile etkilestigi ve
PRP24/U4/U6 kompleksini olusturdugu aynm1 zamanda U4 ile U6 snRNP’nin yeniden
kullanilmak iizere kompleksi ayirir (134-137). SART3 geni 963 amino asitlik protein
kodlamaktadir ve ilk olarak herhangi bir spesifik fonksiyon olmaksizin KIAA0156 olarak
kesfedilen (138) bu protein daha sonralar1 SART3, p110, p110™® ve Tip110 gibi degisik
isimlerle adlandirildi (139). Ardindan U6 snRNA izolasyonlar1 sirasinda bu proteine
rastlanmis ve karboksi ucunda bulunan iki adet RNA tanima motifi ile in vitro kosullarda
mRNA’ya baglanabildigi tespit edilmistir (140). Proteinin N-ucunda yedi adet HAT (half-a-
tetratricopeptide) tekrarinin ardindan iki niiklear lokalizasyon sinyal dizisi, iki RRM (RNA
tanima motifi) ve karboksi ucunda yiiksek diizeyde korunmus LSm (C10) baglanma domaini
bulunmaktadir (Resim 3) (140). Yapilan caligmalarda organizmanin genelinde eksprese
edilen bu proteinin, viral-konak¢1 gen ekspresyonu (141), hiicre canliligi, proliferasyonu ve
farklilagmasi (142-144), protein yikimi (145, 146), mRNA RNA kirpilmasi (94, 139) gibi
bir¢ok farkli biyolojik siirecte rol aldigi gosterildi. SART3 kanser immiinterapisi igin
potansiyel bir antijen olarak Onerilmekte ve mutasyonlart cilt hastaliklariyla
iliskilendirilmektedir (147, 148). Ayrica SART3’ilin Drosophila ve Zebrafish’te embriyonik
gelisim icin gerekli oldugu gosterilmistir. Insan embriyonik ve hematopoetik kok
hiicrelerinin in vitro kosullarda kok hiicre popiilasyonunun korunmasinda ve hayatta
kalmasinda 6nemli oldugu bulunmustur. Bununla birlikte transgenik fare caligmalarinda

SART3' farelerin yasamla bagdasamadigi tespit edilmistir (27).

SART3’lin major splaysozomun yapilanmasinda gerekli olan U4/U6-US5 tri-snRNP
ve mindr splaysozomun yapilanmasinda gerekli olan U4atac/U6atac-US tri-snRNP’nin
olusturulmasinin baglatilmasinda hayati bir 6nemi vardir (95, 139). Cajal cisimciklerinde
yapilandirilan bu kompleksin olusumundaki ilk adim olarak nitelendirebilecegimiz U4/U6
di-snRNP olusmasi, U6 snRNA’daki yedi LSm (LSm2-LSmS8) proteini ve SART3
tarafindan yiiriitiillen bir adim ile saglanir (139). SART3 bu islemi gerceklestirmek {izere
RRM domaini araciligiyla U6 snRNA’nin G38-ACAGAG-US57 bdlgesiyle, Ubatac
snRNA’nin ise G10-C30 bolgesiyle etkilesime girmektedir (Sekil 16) (95, 139). Ardindan

22



U4 snRNP’nin kor proteini olan PRPF31 ile U5 snRNP’nin kor proteini olan Prpf6
arasindaki etkilesim sonucu U4/U6-US5 tri-snRNP olusturulur (Sekil 9A) (94). Bu siiregte
SART3’1lin diger bir 6nemli gorevi ise deubikiitinaz olan USP4 ve USP15°1 ortama getirerek
U4/U6 di-snRNP kompleksinin bilesenleri olan ve ubikiitinlenmis olan PRPF3 ve PRPF31
tizerindeki ubikiitinlerin uzaklastirilmasin1 saglamaktir. PRPF31’in ubikiitinlenmesi ve
deubikiitinlenmesi U5 snRNP’nin bileseni olan PRPF8 ile olan etkilesimini artirarak ve
sonrasinda azaltarak splaysozomun kurulumunda ve katalitik olarak aktif splaysozomun
olusumunda énemli bir yere sahiptir (149). Ozetle bu asamada, SART3, deubikiitinazlari

substrata hedefleyerek splaysozom olusumunda 6nemli bir rol iistlenmektedir.

60 70 80

¢ BG?CCCCUGCGCRFLGGF\U-G\ ———————— CACG=======CAA B3
| | I | Tl |

B U - - CCCCUUGACAAGGAUGGAAGAGGCCCUCGGGCCUGACAA TO

40 50 60

V12 stem | ab

Sekil 16. SART3’lin U6 ve Ubatac snRNA iizerindeki baglanma bdlgesi (Damianov’dan,
95)

2.9. Splaysozom Bilesenleri ile Iliskilendirilen Hastahklar

snRNP’lerin temel bilesenleri olan kor proteinleri, snRNA’lar1 ve snRNP’lerin
yapilanmalarinda gorev alan proteinleri kodlayan genlerin bir kisminin mutasyonlari ¢esitli
nadir hastaliklarla iligkilendirilmistir (Tablo 1) (17, 23, 133, 150-152). Bu hastaliklardan en
iyi bilineni, snRNP’lerin sitoplazmada baslayan yapilanmasinin ilk asamasinda kritik 6neme
sahip olan SMN (Survival of Motor Neuron) kompleksinin bilesenlerinden biri olan ve
SMNI1 geni tarafindan kodlanan SMN proteininin eksikligi sonucu gelisen, otozomal resesif

kalitilan SMA (Spinal Muscular Atrophy)’dir (OMIM: 253300) (153).

snRNP’lerin kor bilesenleri (protein ve snRNA) ve yapilanmalarin1 yoneten
proteinleri kodlayan genler {lizerinde gosterilen mutasyonlarin biiyiik bir ¢ogunlugu
dominant kaliim gostermektedir. Buna karsin, bu genlerden PRPF3 (31), SART3 (27),
PRPF6, PRPF8, SARTI1 (32) ve PRPF31’in (33) knock-out fare modellerinden homozigot

mutant genotipe sahip olanlarin yasamla bagdasmadiklar1 goriilmiistiir. Bu genlerden
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SART3, PRPF6, PRPF8 ve PRPF31’in heterozigotlugunda ise farelerde herhangi bir
anomali gozlenmezken, heterozigot knock out SART1 farelerde metabolik ve immiin
fonksiyon bozukluklar1 goriilmiistiir (32). Bu nedenle, insanlarda heterozigotluk durumunda
goriilen fenotipik bulgular tek allelin yetersizligi (haploinsufficiency) seklinde
degerlendirilmektedir. Bu bulgular, splaysozom bilesenlerinin tamamen yoklugunun tolere
edilemedigini, heterozigotlugunun ise fenotipik degisikliklere neden oldugunu
gostermektedir. Bununla birlikte, RNA kirpilma mekanizmasinda rol oynayan proteinlerin
heniiz tamam1 tanimlanmamis ve tanimlanmis olan proteinleri kodlayan genlerin de 6nemli

bir kismi hastaliklarla iligkilendirilmemistir (23, 133, 150-152).

Splaysozomu olusturan snRNP’lerin temel bilesenleri olan kor proteinlerin eksikligi
basta goz olmak iizere ¢esitli organlarda tutulumlara sebep olmaktadir. Bu bilesenlerin
splaysozomun temel elamanlar1 olmalarina ragmen, 6zellikle RP’ye sebep olmasinin altinda
yatan mekanizma heniiz agiklanamamistir. Ayni durum kor proteinler disinda kalan
diizenleyici proteinler i¢in de gecerlidir. Biitiin bu veriler, dokuya 6zgii olabilecek bir
aktivitenin varligmi distindiirmektedir. Diger taraftan, SMA hastaliginin tedavisinde
kullanilan ajanin, RNA kirpilma mekanizmasini hedeflemesi ve RNA kirpilma siirecinin

daha ayrintili bir sekilde arastirilmasina dikkat cekmektedir.
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Tablo 1. Hastaliklarla iligkilendirilmis splaysozom bilesenleri. AD: Otozomal Dominant,

AR: Otozomal Resesif

Gen Ad1 snRNP Hastahk Kahtim OMIM
SNRPB Ul, U2, U4 ve U5 Cerebrocostomandibular syndrome AD 117650
SNRPE Ul, U2, U4 ve U5 Hypotrichosis 11 AD 615059
SF3B1 U2 Mpyelodysplastic syndrome 614286
SF3B4 U2, U11/UI2 di-snRNP  Nager syndrome AD 154400
SART3 U4/U6 di-snRNP Disseminated superficial actinic AD (27)
porokeratosis type 1
PRPF31 U4/U6 di-snRNP Retinitis Pigmentosa 11 AD 600138
PRPF3 U4/U6 di-snRNP Retinitis Pigmentosa 18 AD 601414
PRPF4 U4/U6 di-snRNP Retinitis Pigmentosa 70 AD 615922
TXNL4A Us Burn-Mckeown Syndrome AR 611595
Brr2/snRNP U5 Retinitis pigmentosa 33 AD 610359
PRPF6 Us Retinitis pigmentosa 60 AD 613983
EFTUD2/ Us Mandibulofacial dysostosis, Guion- ~ AD 610536
SNU114 Almeida type
PRPFS§ U5 Retinitis Pigmentosa 18 AD 600059
cwe27 Metaphyseal Chondrodysplasia With AR 250410
Retinitis Pigmentosa
EIF4A43 Richieri-Costa-Perewra Syndrome AR 268305
SMNI1 Spinal Muscular Atrophy AR 253300
FUS/TLS Amyotrophic Lateral Sclerosis AD/AR 608030
USB1 Poikiloderma with neutropenia AR 604173
RNU4ATAC U4atac snRNA Microcephalic Osteodysplastic AR 210710
Primordial Dwarfism Type 1
(MOPDI)
RNUI2 Ul2 snRNA Cerebellum Ataxia AR (154)
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Gerec¢
3.1.1. Kimyasallar

Agar

Agaroz

Akrilamid (29:1) %40
Amonyumpersiilfat (APS) (NH4)2S205)
Ampisilin

Bacto Tripton

Beta merkaptoetanol

Bromofenol mavisi

Coomasie Brilliant Mavisi R-250
Deoksinuiikleotit trifosfat (AINTPs)
Dithiothreitol (DTT- C4H100:S>)

Di-sodyum hidrojen fosfat dihidrat (Na,HPO4.2H,0)
Dulbecco's Modified Eagle's medium (DMEM)

EDTA disodyum dihidrat (Na; EDTA.2H>0)

Etidyum bromid (Ci2H20N3Br)
Etil alkol (C2HsOH)

Fetal bovine serum (FBS)
Glasiyel asetik asit (C2H40O»)
Glisin

HEPES (CsH1sN204S)
Hidroklorik asit (HCI)

IPTG

Izopropanol

Kalsiyum klortir (CaCly)
Kanamisin

L-Arabinoz

Orange G

Oligoniikleotit primer

Paraformaldehit (HO(CH2O),H)
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Merck, 1.016.130.500
Lonza, 50004

Bio-Rad, 161-0146
Sigma, A9164

Sigma, A9518-5G
Conda, 1612

Merck, 8.057440.0250
Merck, 1.08122.005
Sigma, 112553

Promega, U1420

Thermo scientific, R0O861
Merck, M1065801000
Thermo, 41965-039
AppliChem, A2937.0500
Sigma, E-7637
AppliChem, A 8075,1000
Gibco, 10500064

Merck, 1.00056.2500
Chemcruz, sc-29096
Sigma, HO887

Merck, 1.00314.2500
Sigma, 16758

Applichem, A3928,0500PE
Merck, 910TA654681
Sigma, 60615-5G
BioShop Canada, ARB222
Sigma, O-1625
Macrogen

Sigma, P6148



Penisilin/Streptomisin

PMSF (Phenylmethylsulfonyl fluoride)
Potasyum hidrojen karbonat (KHCO3)
Potasyum fosfat monobazik

Prolong GOLD Antifade mounting media
Proteinaz K

Sephadex®G-50

SigmaFAST Protease inhibitor karigimi
Sodium phosphate dibasic (KH2PO4)
Sodyum dodesil siilfat (SDS)

Sodyum floriir (NaF)

Sodyum hidroksit (NaOH)

Sodyum kloriir (NaCl)

Sodyum orthovanadate (Na3VO4)
Sodyum pyrophosphate (NaPPi-NasO-P)
Sodyum karbonat (Na>CO3)

TEMED

Tris-Baz (C4H11NO3)

Tris-HCI (C4H12CINO3)

Triton X 100

Tween 20

Yeast extract
3.1.2. Polimerazlar

GoTaq® Flexi DNA polymerase
Phusion Hot Start II High-Fidelity DNA polymerase
Pwo DNA polymerase

3.1.3.DNA markirlar

100 bp DNA ladder
Gene ruler 1 kb DNA ladder
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Thermo, 15140-122
Sigma, 1741932998611
AppliChem, A2375.1000
Sigma, NIST200B
Thermo Fisher, P36935
Promega, V3021
Sigma, S5897-25G
Sigma, S8830-20TAB
Sigma, NIST200B
Merck, 822050

Sigma, S7920

Merck, 1.06462
Merck, 1.01540.0500
Sigma, S6508

Sigma, P8010

Merck, 106392
AppliChem, A1148
Sigma, T6791

Sigma, 93363

Sigma, 9002-93-1
J.T.Baker, 73-74
Merck, VM445253 224

Promega, M8305
Thermo, F549S
Roche, 11644947001

NEB, N3231L
Thermo scientific, SM0311



3.1.4. Antikorlar
3.1.4.1. Primer Antikorlar

Goat-Anti-CCDC84 polyclonal
Mouse-Anti Coilin monoclonal
Mouse-Anti-FLAG M2 monoclonal
Mouse-Anti-Myc- monoclonal
Rabbit-Anti-CCDC84 polyclonal
Rabbit-Anti-CCDC84 polyclonal
Rabbit-Anti-GST polyclonal
Rabbit-Anti-PRPF4 polyclonal
Rabbit-Anti SARTT1 polyclonal
Rabbit-Anti SART3 polyclonal
Rabbit-Anti TXNL4B polyclonal

3.1.4.2. Sekonder Antikorlar

Anti- Mouse-Alexa Fluor 488
Anti-Mouse-Cy3

Anti-Mouse-HRP

Anti-Rabbit- Alexa Fluor 488

Anti- Rabbit -Cy3

Anti-Rabbit-HRP

Prolong Gold Mounting Media (DAPI)

3.1.5. Rezinler

Anti-FLAG M2 Affinity Gel
GST-Trap_ Agarose
Mouse IgG Agarose

3.1.6. Besiyeri ve Antibiyotikler

DMEM (4.5 g/L Glukoz)
DMEM (1 g/L Glukoz)
Penisilin/streptomisin

Puromisin
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Santa Cruz, sc246197
Santa Cruz sc55594
Sigma-Aldrich, F3165-1MG
Sigma-Aldrich, M4439
Abcam, ab150860
Abcam, ab212858
Santa Cruz, sc-459
Abcam, ab198998
Abcam, ab181867
Abcam, ab155765
Abcam, ab213536

Abcam, ab150117

Abcam, ab97035

Bio-Rad, 170-5047
Abcam, ab150061

Abcam, ab6939

Bio-Rad, 170-5045

Life Technologies, P36935

Sigma, A2220
Chromotek, sta-20
Sigma, A0919

Thermo, 41966029
Thermo, 31885023
Thermo, 1514022

Thermo, A1113803



3.1.7. Kitler ve Enzimler

BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
Clarity™ Western ECL Substrate

DreamFect Gold Transfection Reagent
E.Z.N.A.® Endo-free Plasmid DNA Mini Kit
E.Z.N.A.® Plasmid DNA Mini Kit I

Gateway® BP Clonase® II Enzyme mix
Gateway® LR Clonase® II Enzyme mix
Lipofectamine RNAiIMAX Transfection Reagent
PCR clean-up Gel Extraction Kit

Precision Plus Protein™ Dual Color Standards
RNeasy Mini Kit

SuperScript® III First System

Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit

3.1.8. siRNA’lar

siRNA-CCDC84

siRNA-SARTS3

siRNA-PRPF3

Silencer™ Select Negative Control No. 1 siRNA

3.1.9. Diger Sarf Malzemeler

Falkon tiipler (15 ve 50 mL)
Kiiltiir flask1 (25 ve 75 cm?)
Mikrosantrifiij tiipler (1.5 mL)
Pipet uclar

PVDF membran

Serolojik pipetler (5, 10 ve 25 mL)
Steril pastdr pipeti

Whatman kagidi 3mm

6 kuyulu tabak

60 mm petri kab1

100 mm petri kab1
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Thermo, 4337455
BIORAD, 1705060
Ozbiosciences, DG81000
Omegabiotek, D6950-01
Omegabiotek, D6943-01
Thermo,11789-020
Thermo, 11791-100
Thermo, 13778
Macherey-Nagel, 740609.50
BIORAD,1610374
Qiagen, 74104
Thermo,18080-051
Roche, 04896866001

Thermo, siRNA ID:s50369
Thermo, siRNA ID:s18772
Thermo, siRNA 1D:s17434
Thermo, 4390843

Isolab, Fransa
Corning, ABD
Ependorf, Almanya
Axygene, ABD
BIORAD,1620177
SPL, Giiney Kore
Isolab, Fransa
GE-Healthcares, 3030-861
Corning, ABD
Corning, ABD
Corning, ABD


http://www.bio-rad.com/en-us/sku/1620177-immun-blot-pvdf-membrane-roll-26-cm-x-3-3-m

3.1.10. Cihazlar

Accuri C6 Flow Sitometri

Bulasik makinesi

Buzdolab1 (4 °C)

Buz makinesi

ChemiDoc MP goriintiileme sistemi
CO2’li Etiiv

Calkalayici inkiibator

Derin dondurucu (-20 °C)

Dikey elektroforez ve immiinblot sistemi
Distile su cihaz1

Dogru akim gii¢ kaynagi (300 volt)
Floresan mikroskop

Genetik analizor cihazi

Hassas terazi

Inverted mikroskop

Jel goriintiileme sistemi

Lazer Taramali1 Konfokal mikroskop sistemi

Manyetik karigtirict
Merdaneli karistiric
Mikrodalga firin
Mikrosantrifiij
Mikrosantrifiij
Orbital karistiric
Otoklav

Pastor firini

pH metre

Santrifiij

Sicak su banyosu
Sinif II steril kabinler
S1v1 azot tanki
Sogutmali santrifiij

Sonikatér VCX500
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Becton Dickinson, ABD
Bosch, Almanya

Bosch, Almanya
Hoshaizaki, Japonya
BIO-RAD, ABD
Heraeus, Almanya

GFL, Almanya

Bosch, Almanya
BIORAD, ABD

GFL, Almanya
BIORAD, ABD

Nikon E80, Japonya
ABI 3130, ABD
OHAUS, ABD

Nikon, Japonya

Gel Logic 2000, ABD
Leica, Germany

IKA, ABD

Stuart, Ingiltere

Argelik MD554, Tiirkiye
Hettich, Almanya
Thermo IEC, ABD
Niive SL 350, Tiirkiye
Tutnauer 3150 ELV, italya
Memmert, Almanya
Hanna, Portekiz
Eppendorf 5810, Almanya
Stuart, Ingiltere
Metisafe, Tiirkiye
Thermo Scientific, ABD
Eppendorf 5804R, Almanya
Sonics-Vibracell, ABD



Spektrofotometre Eppendorf, Almanya

Termomikser Eppendorf, Almanya
Thermal Cycler Gene Amp 9700, ABD
Thermal Cycler Techne TC512, Ingiltere
Vakum pompasi Isolab, Fransa

Vorteks IKA, ABD

Yatay elektroforez diizenegi HU13, Ingiltere

Zaman ve hiz ayarli doner cember Stuart, Ingiltere

-80 °C dondurucu Thermo Scientific, ABD

3.1.11. Bakteri Suslar

Tez calismasinda plazmitlerin olugturulmasi ve ¢ogaltilmasi esnasinda transformasyon
islemi icin E. coli’nin ¢esitli suslar1 kullanildi (Tablo 2). DNA giraz inhibitorii olan ccdB
geni tastyan bos plazmitlerin ¢ogaltilmasi i¢cin DB3.1 bakteri susu kullanilirken klonlanmasi
istenen dizileri tagiyan plazmitlerin ¢ogaltilmasi i¢in DHS5a susu kullanildi. pDEST17-
6XHis ve pGEX-KG-DEST-GST vektorleri kullanilarak in  vitro ekspresyon
gergeklestirmek icin sirasi ile L-arabinozla indiiklenebilen BL21-Al ve IPTG ile
indiiklenebilen BL21-DE3 E. coli suslar1 kullanildi.

Tablo 2. Kullanilan bakteri suglar1 ve genotipleri

Bakteri Susu Genotip
DH5a F- recAl endAl hsdR17(rk-, mk+) supE44 A- thi-1 gyrA96 relAl

F- gyrA462 endA1 A(srl-recA) mcrB mrr hsdS20(rB-, mB-) supE44 aral4

DB3.1 galK2 lacY'1 proA2 rpsL20(Smr) xyl5 Aleu mtl1

BL21-DE3 fhuA2 [lon] ompT gal (A DE3) [dcm] AhsdS A DE3 = A sBamHIo AEcoRI-B
int::(lacl::PlacUVS5::T7 genel) i21 Anin5

BL21-Al F— ompT gal dem lon hsdSB(rB-mB-) A(DE3 [lacl lacUV5-T7p07 ind1 sam?7

nin3]) [malB+]K-12(AS)
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3.1.12. Klonlamada Kullanilan Bos Vektorler

Tez galismasinda klonlanmasi hedeflenen gen ve gen bolgelerine ait diziler Gateway
klonlama (Gateway Cloning) sistemi plazmitleri kullanilarak giris ve ekspresyon klonlar

olusturuldu (Tablo 3).

Tablo 3. Kullanilan bos vektorlere ait bilgiler

Vektor Ismi Hedef Antibiyotik N-ucu Vektor
Organizma Direnci Etiket Uzunlugu
3XFLAG-p3XFLAG- Memeli Ampisilin- FLAG 8025 bp
CMV/DEST

pcDNA3myc/DEST Memeli Ampisilin - Myc 7260 bp
pDEST27-GST Memeli Ampisilin - GST 7860 bp
pGEX-KG/DEST/GST Bakteri Ampisilin - GST 7000 bp
pDEST17/6XHis Bakteri Ampisilin - His 6360 bp
pDEST14 Bakteri Ampisilin - - 6422 bp
pDNOR201 Bakteri Kanamisin - 4470 bp

3.1.13. Cozeltiler, Tampon ve Besiyerleri
3.1.13.1. Bakteri Kiiltiirleri I¢in Kullamlan Besiyerleri

Luria Bertani (LB) Siwvi Besiyeri (1 L)

800 mL ddH:0 i¢inde 10 g sodyum kloriir, 5 g maya 06ziitii ve 10 g tripton ¢ozildi.
Cozelti, pH’s1 7’ye ayarlandiktan sonra 1000 mL’ye tamamlandi ve 121 °C’de otoklavlandi.

Luria Bertani Agar (LB Agar) Besiyeri

200 mL LB s1v1 besiyerine 3 g (%]1.5) agar eklenerek 121 °C’de 20 dakika siire ile
otoklavdi. Otoklavlanan LB agar 50-55 °C’ye ayarli su banyosunda sogutulduktan sonra
lizerine uygun miktarda antibiyotik (50 pg/mL kanamisin veya 100 pg/mL ampisilin) ilave

edilerek karistirildiktan sonran petri kaplarina dagitildi.
3.1.13.2. Bakteri Indiiklemede Kullamlan Ajanlar

100 mM Stok Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) (10 mL)

10 mL otoklavlanmig ddH>O igerisinde 0.238 g IPTG ¢oziildii ve 0.22 um’lik filtreden
gecirildi. Cozelti -20 °C’de saklanmak tizere 1 mL olacak sekilde eppendorf tiiplere dagitildi.
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%20 Stok L-Arabinoz (100X, 10 mL)

10 mL steril ddH>O i¢inde 2 g L-Arabinoz ¢oziildii. Cozelti 0.22 pm’lik filtreden
gecirilerek steril edildi ve -20 °C’de saklanmak iizere 1 mL olacak sekilde eppendorf tiiplere

dagitildi.
3.1.13.3. Agaroz Jel Elektroforezinde Kullanilan Cozeltiler

Tris-Asetat-EDTA (TAE) Tamponu (50X, 1 L)

800 mL ddH»O iizerine 242 g Tris baz (Mw: 121.14 g/mol), 100 mL 0.5 M EDTA
(pH:8.0) ve 57.1 mL glasiyal asetik asit eklendikten sonra manyetik karistiricida Tris baz
cozlinene kadar karigtirildi. Sonrasindan pH 8.5’e ayarlandi ve son hacmi ddH2O ile bir

litreye tamamlandi.

Etidyum Bromiir (1 mL)

10 mL steril ddH>O’de 0.1 g etidyum bromiir ¢oziildii. Kullanilmak iizere 1siktan

korunmasini saglayacak renkli bir plastik kap i¢inde muhafaza edildi.

Orange G DNA Yiikleme Tamponu (10X, 25 mL)

20 mL ddH>O’da 10 g siikroz ¢6ziildii ve lizerine 0.05 g Orange G ¢oziildiikten sonra

hacim 25 mL’ye tamamlandi.
3.1.13.4. SDS-PAGE Soliisyonlar:

SDS-PAGE Yiiriitme Tamponu (1X, 1 L)

890 mL ddH>O’ya 100 mL 10X Tris-Glisin tamponu ve 10 mL %10’luk SDS ¢ozeltisi

eklenerek hazirlandi.

1.5 M Tris-HCI (pH 8.8, 200 mL)

180 mL ddH>O’da 36.33 g Tris baz (Mw:121.14 g/mol) ¢6ziildii ve pH's1 8.8’
ayarlandi. Cozeltinin son hacmi ddH20O ile 200 mL’ye tamamlandi. 0.2 um’lik filtreden

gecirilen ¢ozelti kullanilmak iizere oda sicakliginda tutuldu.

0.5 M Tris-HCI (pH 6.8, 100 mL)

90 mL ddH>O’da 6.057 g Tris baz (Mw:121.14 g/mol) ¢oziildii ve pH’s1 6.8’
ayarlandi. Cozeltinin son hacmi ddH>O ile 100 mL’ye tamamlanarak 0.22 um’lik filtreden

gecirildi ve kullanilmak tizere oda sicaklifinda muhafaza edildi.

33



%10 Sodyum Dodesil Sulfat (SDS) (200 mL)

150 mL ddH>O’da 20 g SDS (Mw: 288.37 g/mol) ¢oziilerek son hacim ddH>O ile 200

mL’ye tamamlandi. Cozelti kullanilmak {izere oda sicakliginda muhafaza edildi.

Tris Glisin Tamponu (10X, 1 L)

1000 mL ddH>O’da 30.3 g Tris baz (Mw:121.14 g/mol) ve 144 g glisin (Mw: 75.07

g/mol) ¢oziilerek hazirlandi ve kullanilmak iizere oda sicakliginda saklandi.

%10 Amonyum Persiilfat (APS) (I mL)

1 mL ddH>O’da 100 mg APS (Mw: 228.18 g/mol) ¢6ziildii ve 4 °C’de en fazla yedi

giin saklandi.

SDS-PAGE Yiikleme Tamponu (5X, 10 mlL)

2.5 mL 1M Tris-HCI (pH: 6.8) iizerine 5 mL Gliserol ve 0.001 g bromofenol mavisi
eklenerek son hacim ddH»O ile 10 mL’ya tamamlanir. Hazirlanan tampon 1 mL olacak
sekilde eppendorf tiiplere boliindii ve -20 °C’de saklandi. Kullanilmadan 6nce, 1 mL

tamponun iizerine son konsantrasyonu 0.5 M olacak sekilde 0.077 g DTT eklendi.
3.1.13.5. Western Blot Soliisyonlari

SDS-PAGE Transfer Tamponu (1 L)

800 mL ddH>O fizerine 100 mL 10X Tris-Glisin tamponu ve 100 mL metanol

eklenerek hazirlandi.

%20 Tween-20 (100 mL)

80 mL ddH»O i¢inde 20 mL Tween 20 eklenerek hazirlandi. Hazirlanan ¢ozelti 4 °C’de

saklandi.

PBS Stogu (10X, 1L)

800 mL ddH>O i¢inde 80.06 g NaCl (Mw:58.44 g/mol), 1,99 g KCI (Mw 74.56 g/mol),
14.196 g Na,HPO4 (Mw 141.96 g/mol), 2.395 g KH2PO4 (Mw 136.09 g/mol) ¢ozilldi. 1 N
HCl ile pH 7.4’e ayarland1 ve son hacim ddH>O ile 1000 mL’ye tamamlandi.
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1X PBS-Tween 20 (PBST) (1X, 500 mL)

450 mL ddH2O iizerine 50 mL 10X PBS tamponu ve 1250 pL %?20’lik Tween 20
soliisyonu eklenerek (Tween-20’nin son konsantrasyonu %0.05 olur) hazirlanan ¢6zelti oda

sicakliginda saklanir.

TBS Stogu (10X, 1 L, pH 7.6)

800 mL ddH»O i¢inde 24 g Tris HC1 (Mw: 157.60 g/mol), 5.6 g Tris-baz (Mw:121.14
g/mol), 88 g NaCl (Mw: 58.44 g/mol) ¢6ziildii. Olusan ¢6zeltini pH’s1 12 N HCl ile 7.6’ya

ayarlandi ve son hacim ddH»O ile 1000 mL’ye tamamlandi.

1X TBS-Tween 20 (TBST) (1X, 500 mL)

450 mL ddH2O fizerine 50 mL 10X TPBS tamponu ve 1250 uL %20’lik Tween 20
soliisyonu eklenerek (Tween-20’nin son konsantrasyonu %0.05 olur) hazirlanan ¢6zelti oda

sicakliginda saklanir.
3.1.13.6. Immiinpresipitasyonda Kullanilan Soliisyonlar

IM Tris-HCI (200 mL, pH 7.2)

180 mL ddH>O i¢inde 24.22 g Tris baz (Mw:121.14 g/mol) ¢oziildi. 12 N HCl ile pH
7.2’ye ayarlandi ve son hacim ddH»O ile 200 mL’ye tamamlandi. Otoklavlanan ¢ozelti oda

sicakliginda saklandi.

SM NaCl (100 mL)

90 mL ddH20O i¢inde 29.22 g NaCl (Mw: 58.44 g/mol) ¢oziildii ve ddH>O ile son

hacim 100 mL’ye tamamlandi. Otoklavlanan ¢6zelti oda sicakliginda saklandi.

0.5 M Na;EDTA (100 mL, pH 8.0)

60 mL ddH2O0 iizerine 16.81 g Na2EDTA (Mw: 336.24 g/mol) eklendi ve 10 M’lik
NaOH ile pH 8’e ayarlanarak ¢ozelti hazirlandi. ddH>O ile ¢6zeltinin son hacmi 100 mL’ye

tamamlandi ve otoklavlanarak oda sicakliginda saklandi.

%20 Triton X-100 (10 mL)

8 mL ddH>O {izerine 2 mL Triton X-100 eklendi ve 37 °C’ye ayarli su banyosunda
bekletilerek homojen hale gelmesi saglandi. Homojen hale gelen ¢6zelti oda sicakliginda

saklandi.
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Sodyum Orthovanadate (NaVan) 200 mM (100X, 100 ml)

90 mL ddH>O0 i¢inde 3.68 g NazVO4 (Mw: 183.91 g/mol) ¢oziildii ve 1 N NaOH veya
1 N HCL ile ¢ozeltinin pH’s1 10.0’a ayarlandi. pH 10’a ayarlandigindan rengi sar1 olan
¢ozelti tekrar kaynatilarak oda sicakligina kadar sogutuldu ve pH’s1 10’a ayarlandi. Bu islem
oda sicakliginda pH’s1 10 olup berrak kalana kadar devam edildi. Oda sicakligina kadar
sogutulup pH’s1 10’a ayarlandiktan sonra da berrak kalan ¢ozeltinin son hacmi ddH>O ile
100 mL’ye tamamlandi. Sonrasindan ¢ozelti eppendorf tiiplere alikotlanarak -20 °C’de

saklandi.

Sodyum Floviir (NaF) IM (50X, 100 mL)

100 mL ddH20 i¢inde 4.2 g NaF (Mw: 41.99 g/mol) ¢6ziildii. Sonrasindan, 1 mL’lik
eppendorf tiiplere alikotlanan ¢6zelti -20 °C’de stoklandi.

Sodyum PyroPhosphate (NaPPi) 100 mM (10X, 100 mlL)

100 mL ddH20 iginde 4.44 g NaPPi (Mw: 444.06 g/mol) ¢oziildii. Sonrasindan, 1
mL’lik eppendorf tiiplere alikotlanan ¢6zelti -20 °C’de stoklandi.

PMSF 100 mM (100X, 10 mL)

10 mL etanol i¢inde 0.174 g PMSF (Mw: 174.19 g/mol) ¢6ziildii. Sonrasindan, 1 ml’lik
eppendorf tiiplere alikotlanan ¢dzelti -20 °C’de stokland.

Proteaz Inhibitir Kokteyli (10X, 20 mL)

20 mL ddH,O iginde iki adet SigmaFast Proteaz Inhibitor Kokteyl tableti (Sigma-
Aldrich, S8830) ¢oziildii. Sonrasindan, 1 mL’lik eppendorf tiiplere alikotlanan ¢ozelti -20
°C’de stoklandi.

TNTE Hiicre Patlatma Tamponu (1X, 10 mL)

TNTE hiicre patlatma tamponu; 50 mM Tris-Cl (pH 7.4), 150 mM sodyum klortir, 1
mM EDTA (pH 7.0), %0.5 Triton X-100, 5 mM NaPPi, 1X proteaz inhibitor kokteyli (PI),
2 mM NaVan, 20 mM NaF, 1 mM PMSF olacak sekilde hazirlandi.

Immiinpresipitasyon Yikama Tamponu (10 mL)

Yikama tamponu; 50 mM Tris-Cl (pH 7.4, 150 mM NaCl, | mM EDTA pH 8.0, 9%0.1
Triton X-100 olacak sekilde hazirlandi.
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0.2 M Glisin-HCI (100 mL, pH 2.5)

60 mL ddH>O igerisinde 1.5 g glisin ¢6ziildii. Cozeltinin pH’s1 12 N HCI kullanilarak
2.5’e ayarlandi. Cozeltinin son hacmi, ddH>O ile 100 mL’ye tamamlandi ve sonrasinda

otoklavlanarak steril edildi.
3.1.13.7. Iimmiinfloresanda Kullanilan Soliisyonlar

%4 Paraformaldehit (PFA) (100 mL, pH 7.2)

Beher icerisinde 80 mL PBS ve 4 g paraformaldehit (Mw: 30.03) manyetik karistirici
yardimiyla 60 °C’de karistirildi. Coziilmenin gergeklesmesi igin ¢ézeltiye 100 pLL. IN NaOH
eklendi. Paraformaldehit ¢oziildiikten sonra, 1 N HCI ile pH 7.2’ye ayarlandi. PBS ile son
hacim 100 mL’ye tamamlandi. Cozelti steril edilmek i¢in 0.2 um’lik filtreden gegirildi.

Immiinfloresan Bloklama Soliisyonu (10 mL)

9 mL PBS iizerine 1 mL ticari ke¢i serumu ilave edilerek %10’luk 10 mL ke¢i serumu

bloklama soliisyonu hazirlandi.

Immiinfloresan Permeabilizasyon Soliisyonu (%0.02 Triton X 100)

9.9 mL PBS ¢ozeltisi lizerine daha 6nceden hazirlanmis %20°lik Triton X 100°den 0.1

mL eklenerek hazirlandi.
3.1.13.8. Memeli Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Soliisyonlar

%10 FBS-DMEM-Penisillin/Streptomisin Besiyeri (100 mL)
90 mL DMEM besiyerine 10 mL FBS ve %1 pen/strep (100 U/mL penisilin-100 U/mL

streptomisin) eklenerek hazirlandi.
3.1.13.9. Transfeksiyon Soliisyonlari

HEPES (2X, 100 mL, pH 7.05 )

90 mL ddH>O i¢inde 0.8 g NaCl, 0.027 g Na2HPO4.2H20 ve 1.2 g HEPES ¢oziildii.
0.5 N NaOH ile pH 7.05’¢ ayarland1 ve ddH>O ile son hacim 100 mL’ye tamamlandi. C6zelti
0.2 um’lik filtreden gegirilerek 10 mL’lik alikotlara boliinerek kullanilana kadar -20 °C’de

saklandi.
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2.5M CaCl> (200 mL)

200 mL ddH>O i¢inde 73.5 g CaCl, (Mw: 147.02 g/mol) ¢oziildii. 0.2 uL’lik filtreden
gecirilerek steril edildikten ¢ozelti alikotlar halinde kullanilana kadar -20 °C’de saklandi.

3.2. Yontem
3.2.1. Gateway Sistemi ile Klonlama
3.2.1.1. Klonlanmasi Hedeflenen Gen ve Gen Bolgelerinin PCR ile Amplifikasyonu
Genlerin klonlama ¢alismalarinda Gateway klonlama sistemi kullanildi (155).
Klonlamada ilk olarak SART3, SARTI1, PRPF4, TXNL4B, SF3A3, SF3B4 ve RNPC3,
SART3-domainleri cDNA kiitiiphanesinden, minigenler ise genomik DNA’dan amplifiye
edildi. Amplifikasyonda, hedef dizinin 5’ ucuna 6zgli olan ve attBl kuyruk dizisi
(ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttc atg) tasiyan ileri primer ve 3’ ucuna 6zgii olan attB2
kuyruk dizisi (ggggaccactttgtacaagaaagctgggte tca) tagiyan geri primer dizileri kullanildi
(Tablo 4). Belirlenen her bir bélgenin amplifikasyonu, proofreading aktivitesi olan Phusion
Hot Start Taq polimeraz kullanilarak asagida verildigi sekilde gergeklestirildi. Kalip olarak,
gen amplifikasyonda c¢cDNA, gen bolgesi i¢in daha Onceden olusturulmus plazmitler,

minigen ¢alismalart i¢cin genomik DNA kullanildi.

PCR Karisimi 1X (pL)
5X HF veya GC tamponu 5

dNTP karisimi (10 mM) 0.5

Pr F (10 pmol/uL) 1

Pr R (10 pmol/uL) 1
Phusion hot start taq pol. 0.25
c¢DNA (200ng/uL) veya gDNA (500ng/uL) 2

dHO 15.25
Toplam 25

PCR Kosullan Sicakhk (°C) Siire
Baslangi¢ denatiirasyonu 98 30s
Denatiirasyon 98 10s
Baglanma 61-68 1 dk } 30 Dongi
Sentez 72 1.5 dk
Son sentez 72 10 dk
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Tablo 4. PRPF4, SART1, TXNL4B, SART3, SF3A3, SF3B4, RNPC3, SART3 domainleri
ve minigenlerin Gateway sistemi ile klonlanmasinda kullanilan a#tB kuyruklu

primer dizileri.

Pr. no Primer dizisi (5°-3”) Primer ada

1026 ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggct tc atggegeecggegeagegetgeccte CCDC84 _GW _attB1
1027 ggggaccactttgtacaagaaagetgggt ¢ tca ttagcttttttctgtatgtgactgcettette CCDC84_GW_attB2
1263 ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggct tc atggcttcctegegagectette PRPF4 GW _attB1

1264 ggggaccactttgtacaagaaagetgggt ¢ teca ctattcagccatccacagettgaaggtc PRPF4 GW _attB2

1265 ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggct tc atggggtcegtccaagaagceatc SARTI GW _attB1

1266 ggggaccactttgtacaagaaagetgggt c tca tcacttggtgatggtgttcgeg SARTI GW _attB2

1267 ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggct tc atggegactgeggecgaaaccte SART3_GW _attB1

1268 ggggaccactttgtacaagaaagetgggt ¢ tca tcactttctcagaaacagettggcaaaatcgge  SART3 GW _attB2

1269 ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggct tc atgagcettectactgeccaag TXNL4B_GW _attB1

1270 ggggaccactttgtacaagaaagetgggt ¢ tca ctaaatgtcttgatagagaaggtcatatttg TXNL4B GW_attB2

1340 ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggct tc atggactacaaagaccatgac Flag_attB1

1413 ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggct tc gecgactgeggecgaaaccte SART3 (1-365aa)- GW_attB1
1414 ggggaccactttgtacaagaaagetgggtc tcatgcttgatattetgecagecttg SART3 (1-365aa) attB2
1415 ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggct tc getgeteggettgagaaagte SART3 (241-702aa) attB1
1416 ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcet tc catggtgacacccageactg SART3 (521-963aa) attB1
1417 ggggaccactttgtacaagaaagetgggte tcagtccttgetgetgtegtgeageac SART3 (241-702aa) attB2
1515 ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggct tc cgagatccctccaaaatcaagt GAPDH MiniGen_attB1
1516 ggggaccactttgtacaagaaagetgggt c tca ttacatgagtecttccacgataccaaag GAPDH MiniGen_attB2
1541 ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggct tc atggagacaatactggagcagcag SF343_GW_attB1

1546 ggggaccactttgtacaagaaagetgggt ¢ tca ctagagcagtecttgtettttcagatecte SF343 GW _attB2

1547 ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggct tc atggctgecgggecgatctccgageggaatcag SF384_GW _attBl

1548 ggggaccactttgtacaagaaagetgggt ¢ tca ttactgagggagagggcctcgaagtgggectc  SF3B4 GW_attB2

1553 ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggct tc aaggctttggagggcatgtte GPAAI MiniGen_attB1
1554 ggggaccactttgtacaagaaagetgggt ¢ teca ctgtgatgggggaaggggtac GPAAI MiniGen_attB2
1691 ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggct tc tgtgagaggcagcettccagageag MSTIR MiniGen_attB1
1692 ggggaccactttgtacaagaaagetgggt ¢ teca tagetgcettceteccgecaccagtag MSTIR MiniGen_attB2
1740 ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggct tc ccttccaaacgcagaagggtegag SART3 (641-963aa) attB1
1741 ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggct tc tcatcaaagtggcaatcagcaac SART3 (870-963aa) attB1
1743 ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggct tc gecegeggetectgeagttge SART3 (935-963aa) attB1
1744 ggggaccactttgtacaagaaagetgggt ¢ tca ctaagggttgctgattgecactttgatg SART3 (641-878aa) attB2
1853 ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggct tc atggcagctcecegageage RNPC3_GW _attBl

1854 ggggaccactttgtacaagaaagetgggt ¢ tea ttaacactttetttttecttee RNPC3 GW attB2

Baslama (atg) ve stop kodonlari (tca, tta) koyu, a#/B1 ve a#B2 dizileri italik olarak gosterildi.

3.2.1.2. PCR Uriinlerinin Agaroz Jelde Yiiriitiilmesi ve Saflastiriimasi

PCR ile elde edilen amplikonlar agaroz jelde yiiriitiildii. Yiriitme sonrasindan

amplikonlar jelden kesilerek PCR Clean-up Gel Extraction kiti kullanilarak saflastirildi.

3.2.1.3. Giris (Entry) Klonlarin Olusturulmasi

Klonlanmas1 hedeflenen genleri ve gen bdlgelerini pDONR201 dondr vektoriine

aktarmak i¢in a#tB uglu PCR iirlinleri agaroz jelden saflastirildiktan sonra a#B x attP (BP)

rekombinasyon reaksiyonu iiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda BP Clonase enzimi

kullanilarak yapildi (155). BP reaksiyon karisimi kisaca asagida gosterildigi sekliyle

olusturuldu.
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BP Reaksiyonu Miktar (ul.)

pDONR201 dondr vektorii (35 ng/ul) 1
PCR Uriinii (25 ng/uL) 3
BP Clonase Il enzimi 1
Toplam 5

BP rekombinasyon reaksiyonu buz iizerinde hazirlands. ilk olarak, pPDONR201 donér
vektorii ve PCR iiriinii PCR tiipiinde karistirildi. Ardindan karigimin iizerine nazikge
vortekslenen BP Clonase enzim karigtmindan yukarida belirtilen miktardaki hacim eklendi.
Tiip hafifce vortekslendikten sonra santrifiij ile ¢oktiiriilerek 90 dakika 25 °C’de bekletildi.
BP reaksiyonunu sonlandirmak i¢in her bir 6rnege 1 uLL Proteinaz K eklenerek 10 dakika 37
°C’de inkiibe edildi. Siire sonunda, olusturulan rekombinant giris vektorlerinin tamami
DH5a susunu transforme etmek icin kullamildi (Bkz. Baghk: 3.2.1.4.). Antibiyotik
(Kanamisin, 50 pg/mL) iceren petrilere ekilen transforme edilmis bakteriler 37 °C’ye
ayarlanmis inkiibatorde 12-16 saat inkiibasyona birakild1. Petride olusan kolonilerden se¢im
yapilarak kanamisin antibiyotigi iceren sivi besiyerinde 12-16 saat inkiibe edildi. Sivi
besiyerinde ¢ogaltilan bakterilerden 5 mL alinarak plazmit izolasyonu yapildi (Bkz. Baglik:
3.2.1.5.). izole edilen plazmitler %0.8’lik agaroz jelde yiiriitiildii ve dizilenerek kontrol
edildi (Bkz. Basghk: 3.2.1.6.).

3.2.14. E. coli Transformasyonu

Stiperkompetan E. coli DH5a susu buz iizerine transfer edildi ve “1s1 soku” yontemi
ile transformasyonu gergeklestirildi (156). Transformasyon i¢in 50 uL E. coli DH5a
kompetan bakteri lizerine 0.1 pg vektor eklendi ve hafifce karistirilarak her 10 dakikada bir
nazikge karistirilmak tizere 30 dakika buz iizerinde bekletildi. Siire sonunda eppendorf tiipler
icindeki bakteriler 60 saniye 42 °C’de bekletildi. Bakteriler 1-2 dakika buz {iizerinde
bekletildikten sonra her bir 6rnegin iizerine 1 mL S.0.C veya LB besiyeri ilave edildi.
Ornekler 60 dakika siireyle 220 rpm’e ayarli calkalayici etiivde 37 °C’de inkiibe edildi.
Ardindan bakteriler 10000 rpm’de 30 saniye santrifiij edilerek siipernatan uzaklastirildi ve
pelleti ImL LB besiyeri ile yikand:. Yikama ikinci kere tekrarland1. ikinci yikamadan sonra
pellet tizerine 50 pL LB besiyeri eklenerek bakteriler restispanse edildi ve uygun antibiyotik
igeren (50 pg/mL kanamisin veya 100 ug/mL ampisilin) LB-Agara ekildi. Bakterilerin
ekildigi petriler, transforme olan bakterilerin koloni olusturabilmesi i¢in 14-15 saat 37 °C’de

inkiibe edildi.
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3.2.1.5. Plazmit izolasyonu

Yaklasik 15 saat 37 °C’de imkiibe edilen petrilerde biiyliyen kolonilerden 4-5’1 6ze ile
secilerek cogaltilmak {izere uygun antibiyotik eklenmis (50 pg/mL kanamisin veya 100
png/mL ampisilin) ve 15 ml’lik falkon tiiplere dagitilmis 6 mL LB besiyerine transfer edildi.
220 rpm’de 14-15 saat 37 °C’de ¢ogalmaya birakilan bakterilerin 600 nm dalga boyunda OD
(optical density) degerlerinin 2.0-3.0 arasinda olmasi beklendi. OD degeri 2.0-3.0 arasinda
olan kiiltiiriinden plazmid izolasyonu i¢in 5-4 mL kullanildi. Memeli hiicrelerinin
transfeksiyonu i¢in kullanilacak plazmidlerin izolasyonu E.Z.N.A. Endo-free Plasmid DNA
Mini Kit kullanilarak gergeklestirildi. Bakteri transformasyonu ic¢in kullanilacak
plazmidlerin izolasyonu E.Z.N.A. Plasmid DNA Mini Kit I kullanilarak gerceklestirildi
(157, 158).

3.2.1.6. Cahismada Kullanilacak Plazmitlerin Dizilenerek Kontrolii

Olusturulan giris vektorleri ve ekspresyon vektorleri %0.8°lik agaroz jelde yiiriitiilerek
kontrol edildi. Referans olarak boyutu yaklasitk 3200 baz c¢ifti olan 200 ng/uL
konsantrasyondaki pGEM vektorii kullanildi. Her bir dizileme reaksiyonunda kullanilacak
plazmid miktari, referansa gore 400-800 ng arasinda olacak sekilde ayarlandi. Olusturulan
rekombinant vektorlere yerlestirilen DNA’larin dizisinin ve oryantasyonunun dogrulugu
Sanger dizileme ile belirlendi. Dizileme i¢in 3130 Genetik Analizér (ABI) cihazi kullanild.
Dizileme reaksiyonu, klonlanan her bir genin tamamini ve plazmit ile birlesim noktalarinin
goriilmesine imkan verecek sekilde tasarlanmis ilgile gene ve plazmide 6zgili primerler
(Tablo 5) kullanilarak BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing kiti ile iiretici firmanin

Onerileri dogrultusundan asagida belirtilen sekilde gerceklestirildi.
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Dizileme PCR Karisim 1X (uL)

Big Dye 1

5X Bufer L.5

Ileri ya da Geri Primer (10 pmol/uL) 0.32

Kalip Vektor (400-800 ng/uL) 1,5

dH.O 5,68

Toplam 10

Dongiisel Dizileme Reaksivonu Kosullari Sicaklik (°C) Siire
Baslangi¢ denatiirasyonu 96 2 dk
Denatiirasyon 96 15s
Baglanma 50 15s 25 Déngii
Sentez 60 2 dk
Son sentez 10 5dk

Dongiisel dizileme reaksiyonu ile elde edilen amplikonlar Sephadex G-50 boncuklari
kullanilarak saflastirildi. Dizileme sonucunda elde edilen diziler referans genom ile
karsilastirilarak degerlendirildi. Dizileme sonuglarinin incelenmesinde Chromas 2.32 ve
referans genomla kargilastirilmasinda SeqScape® software v2.5 ve Clustal Omega

programlar1 kullanildi.
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Tablo 5. Olusturulan vektorlerin dizilenmesinde kullanilan primer listesi

Pr. No Primer Sekansi (5°-3°) Primer Ad1
976 tcgegttaacgctageatggatete pDNOR201_F
977 gtaacatcagagattttgagacac pDNOR201_R
1056 gtgtacggtgggaggtcta pCMVS5S’ F
1029 aacacctgagccatggaaac CCDC84 F1
1030 acctttcaccatggatttcttg CCDC84 R
1024 gaccatctctgacattcattgg CCDC84 F2
1276 tgggattttgggoaaagacg PRPF4 F1
1277 gccaatacttctgectgteg PRPF4 R1
1278 cacaagtctctceggtctttg PRPF4 F2
1279 tatgacattgccttccatcaag PRPF4 F3
1280 atgcctectcactcagceatc SARTI F1
1281 ctcgatgctgagtgaggagg SARTI R1
1282 ttcttaccctcaaggacaaagg SARTI F2
1283 gaaggaggtagtagtgcggg SARTI F3
1284 aggaggagctcatggactttg SARTI F4
1285 caagatgaagacagagcggc SARTI _F5
1286 actttcatatgctgcccattg TXNL4B R1
1287 agagactggaggagcagttg SART3 F1
1288 cctecaccttggtaagcetece SART3 R1
1289 gccacatttgcagagtatgaag SART3 F2
1290 ccttgattacctgaggagaagg SART3 F3
1291 taaagagctggaggagttgagg SART3 F4v2
1292 aagaagaaaaggctgaacaacg SART3 F5
1293 aatgtttgtttcceectgtg SART3 F6
1542 aggagttcctcaaattccactg SF343 R1
1543 cttgacctctctgcattete SF343 F1
1544 cctttggtactgaatagtctctg SF343 R2
1545 ggcaaacctattcectactg SF343 F2
1549 cagcagccgaacgacttctggeag SF3B4 F1
1550 gtggacctectccactgatg SF3B4 F2
1551 gatgataccacaggattgggagcag SF3B4 _R2
1552 tgactctatcctttggcatgtg SF3B4 R1
1670 cagcagagaagcagacagttatg MiniGen GAPDH Int5 R
1671 aggcattgctgcaaagaaag MiniGen GAPDH Int6_R

1693 gatggagctgctggctttac MSTIR F1
1694 ggagcatgccattaagtttgag MSTIR F2
1695 gcaccactctacccaggatatg MSTIR R1
1855 gctcttttgcaaattcaacgac RNPC3_R1
1856 ataaggggcgactgaaacatac RNPC3_F1
1857 ccagacgaggatgaggaattatc RNPC3_F2
1858 tggacatcacagaggagattaaag RNPC3 F3

3.2.2. Ekspresyon Vektorlerinin Olusturulmasi

pDONR201 giris vektoriine klonlanlanan SART3, PRPF4, SART1, TXNL4B, SF3A3,
SF3B4 ve RNPC3 genleri, SART3 geninin alt bolgeleri ve minigenler i¢in olusturulan gen
bolgeleri in vivo ve in vitro ¢alismalarda kullanilmak iizere farkli etiketler ekleyen memeli
ve bakteri ekspresyon vektdrlerine aktarildi. Ilgilenilen genin/gen bdlgelerinin giris

vektorlerinden ekspresyon vektorlerine aktarilmasi attl-at#fR dizileri (LR) arasinda
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rekombinasyon yapabilen LR Clonase enzimi kullanilarak asagida gosterilen reaksiyon ile

gerceklestirildi (155).

LR Rekombinasyon Reaksiyonu Miktar (ul)
Giris vektorii (25 ng/pL) 1
Destinasyon vektorii (25 ng/uL) 1

LR Clonase II enzim karigim1 0.5L
Toplam 2.5

Reaksiyon ozetle su sekilde gergeklestirildi. Oncelikle giris vektdrii ve hedef
(destination) vektor yukarida belirtilen miktarlarda olacak sekilde PCR tiipiinde karistirildi.
Karisimin iizerine nazikge vortekslenen LR Clonase enziminden belirtilen miktardaki hacim
ilave edildi. Karisim vorteks ile kisa siireli olarak hafifce karistirilarak homojen hale
getirildikten sonra kisa siireli santrifiij ile ¢oktiiriildii ve 25 °C’de 90 dakika inkiibe edildi.
LR reaksiyonunu sonlandirmak i¢in her bir 6rnege 0.5 pL Proteinaz K eklenerek 10 dakika
37 °C’de inkiibe edildi. Siire sonunda, olusturulan rekombinant ekspresyon vektdrlerinin
tamami uygun susa transforme etmek i¢in kullanildi (Bkz. Baslik: 3.2.1.4.). Ampisilin iceren
(100 pg/mL) petrilere ekilen transforme edilmis bakteriler 37 °C’ye ayarlanmis inkiibatorde
12-16 saat inkiibasyona birakildi. Petride olusan kolonilerden se¢im yapilarak ampisilin
igeren s1v1 besiyerinde 12-16 saat inkiibe edildi. S1v1 besiyerinde ¢ogaltilan bakterilerden 5
mL almarak plazmit izolasyonu yapildi (Bkz. Baslk: 3.2.1.5.). Izole edilen plazmitler
%0.8’lik agaroz jelde yiiriitiildii ve dizilenerek kontrol edildi (Bkz. Baslik: 3.2.1.6.). Dizileri
dogrulanan plazmitler etiketlendi ve -20 °C’ye kaldirildi (Tablo 6 ve 7).

3.2.3. Flag Etiketli Bakteri Ekspresyon Vektorlerinin Olusturulmasi

Gateway sisteminde Flag etiketleyen bakteri ekspresyon vektorii bulunmamaktadir.
Bu nedenle bakterilerde etiketsiz protein ekspresyonu yapan pDEST14 vektoriine, ihtiyag
duyulan proteinler Flag etiketli olarak klonlandi. Ilk asamada, ilgilenilen Flag etiketli
CCDC84 W ve CCDC84 M dizilimi (FLAG-CCDC84) daha once olusturulan memeli
ekspresyon vektorleri lizerinden “attB” dizileri ekli primerler (Pr.1340 ve Pr.1027) (Tablo
5) kullanilarak Flag etiketiyle birlikte PCR ile amplifiye edildi. Ardindan, bu dizi BP
reaksiyonu ile pPDONR201 vektoriine ve sonrasinda da olusturulan giris vektorlerinden LR
reaksiyonu ile pDEST14 destinasyon vektoriine aktarilarak Flag etiketli CCDC84 W ve
CCDC84 M eksprese eden bakteri ekspresyon vektorleri olusturuldu (Resim 1) (Tablo 7).
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att attB2

q._BIPHSdD Pri1027 =
3xFlag H ccDcs4

p3XFlag-CMV/DEST-CCDC84

PCR ile 3xFlag-CCDC84'un
BP Reaksiyon Amplifikasyonu
attP1 \ ccdB | attP2 CccDC84
Pr 1340 Pr 1027
> -— + BP Clonase
attB1 | 3xFla CCDC84 attB2 —
| | g H | ‘ pDONR201
LR Reaksiyon |atrP1 ‘ s \anF‘z
ccoca4 Toksik Yan Uriin
LR Clonase
+ Destinasyon Vektérl — +

pDEST 14

attB1| axFlag-{ CCDC84 | aitB2

Ekspresyon Klonu

pDEST14-3xFlag-
ccpca4

Resim 1. Gateway klonlama teknolojisi kullanilarak Flag etiketli yabanil tip ve mutant
CCDC84 eksprese eden bakteri vektorlerinin olusturulma stratejisi

3.2.4. SART3 Domainlerine Ait Dizilerin Bakteri Ekspresyon Vektorlerinin

Olusturulmasi

SART3 geninden kodlanan SART3 proteininin aktif bolgeleri SMART (Simple
Modular Architecture Research Tool) programi kullanilarak belirlendi (159). Proteinin N-
terminalinden C-terminaline dogru 7 adet HAT domain tekrar1 (126-520 aa), ardindan NLS
olarak adlandirilan bir ¢ekirdek lokalizasyon sinyal dizisi (559-619 aa), iki adet RNA tanima
motifi (705-778 ve 802-884 aa) ile LSM iliskili bir motif (877-938 aa) ve LSM etkilesim
motifi (944-963) bulundurmaktadir (Resim 2). SART3’lin CCDC84 ile etkilestigi domaini
belirlemek tizere SART3’iin domainleri 7 farkli sekilde klonlandi (1-315aa, 241-702aa ve
521-963aa 641-963aa, 641-878aa, 870-963aa ve 925-963aa) (Resim 2).

SART3’1in belirlenen aktif bolgelerinin amplifikasyonu i¢in kalip olarak daha 6nce
olusturulmus olan giris vektorii kullanildi. Klonlanacak SART3 fragmanlarinin sinirlarini
belirlemek {izere attB dizileri ekli amplifikasyon primerleri tasarlandi (Tablo 4). PCR
sonrasi BP reaksiyonu ile pPDONR201 vektoriine (Bkz. Baslik: 3.2.1.3.) ve sonrasinda da
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olusturulan girig vektdrlerinden LR reaksiyonu ile GST etiketleyen pGEX-KG/DEST
destinasyon vektoriine aktarilarak (Bkz. Baslik: 3.2.2.) GST etiketli ekspresyon vektorleri

olusturuldu.

126
487
520
612
615
641
647
705
778
802
874
877
938
944

r~ <t -
o cl o
— (] (a4} o h
i
SART3(1-963) =
[NLS' o

SART3(1-315)

assoc.,
Ty

SART3(241-702)

SART3(521-963)

SART3(641-963)

SART3(641-878)

SART3(870-963)

SART3(925-963)

Resim 2. Tam uzunluktaki SART3 proteinin ve aktif bdlgelerinin sematik gdsterimi. Tam
proteinin ve fragmanlarin ilk ve son amino asitler ile aktif bdlgelerin sinirlarini
gosteren amino asitlerin pozisyonlar1 semalarin {istiinde gosterildi.
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Tablo 6. Calismada kullanilan memeli ekspresyon vektorlerine ait bilgiler

Kodlanan Proteinlerin

Varis Vektorii Klonlanan Gen Yaklasik Molekiiler
Agirhiklar (kDa)
CCDC84 W 45
CCDC84 M 40
3XFLAG-p3XFLAG-CMV/DEST Minigen GAPDH -

Minigen GPAAI -
Minigen MSTIR -

pcDNA3myc/DEST gjljg;j i?g
PRPF4 80
TXNL4B 40

pDEST27-GST SF3A43 75
SF3B4 70
RNPC3 80

Tablo 7. Caligmada kullanilan bakteri ekspresyon vektorlerine ait bilgiler

Sentezlenen Proteinlerin

Vanis Vektorii Klonlanan Gen Yaklasik Molekiiler
Agirhiklar: (kDa)

CCDC84 W 60
pGEX-KG/DEST/GST CCDC84 M 55
SART3 140
DEST17/6XHi . 110
p is PRPF4 60
TXNL4B 20
. CCDC84 W 40
Modifiye pDEST14/p3XFLAG CCDC84 M 35
SART3 (1-315aa) 70
SART3 (241-701aa) 75
SART3 (641-961aa) 70
pGEX-KG/DEST/GST SART3 (641-878aa) 60
SART3 (870-963aa) 35
SART3 (935-963aa) 30

3.2.5. Hiicre Kiiltiirii
3.2.5.1. Kullanilan Hiicreler

Tez kapsaminda gerceklestirilen ekspresyon, immiinblot, immiinpresipitasyon ve
minigen deneylerinde immortal insan embriyonik bobrek hiicreleri olan HEK293 (ATCC®
CRL-1573™) ve kalic1 transfeksiyon i¢in uyarlanmis Flp-In-293 hiicre hatlar1 kullanildi.
Etkilesimleri aranan proteinlerin immiinfloresan deneylerinde ve Cajal cisimcigi

goriintiileme deneylerinde servikal kanser hiicrelerinden koken alan HeLa (ATCC® CCL-
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2™) hiicre hatt1 kullanildi. Cajal cisimciklerin immiinfloresan deneylerinde de hem HEK293

hem de HeLa hiicre hatt1 kullanildi.
3.2.5.2. Kiiltiir Edilme Sartlar:

Tez caligmasinda kullanilan tiim hiicre hatlar1 %1 Penisilin/Streptomisin (Pen/Strep)
ve %10 Fetal Bovin Serum (FBS) eklenmis yiiksek glukozlu DMEM (4.5 g/L Glukoz)
besiyerinde ¢ogaltildi. Hiicrelerin inkiibasyonlar1 37 °C’de %5 CO; igeren nemlendirilmis

inkiibatorde gergeklestirildi (160).

Hiicrelerin Coziilmesi

S1v1 azot tanki igerisinde muhafaza edilen hiicreler ¢ikarilmadan 6nce, %10 FBS, %1
Pen/Strep-DMEM igeren besiyeri hazirland1 ve buz iizerinde bekletildi. Hiicre sivi azottan
cikarildi ve igerisinde bir miktar buz kalana kadar 37 °C su banyosunda hizlica ¢oziildii.
Coziilen hiicreler 6nceden hazirlanmis ve buz iizerinde bekletilen 15 mL falkondaki 5 mL
besiyerine aktarildi. Hiicreler 5 dakika siireyle 1200 rpm’de santrifiij edildikten sonra
stipernatan uzaklastirild1 ve pellet ikinci kez yikandi. Son olarak hiicreler %20 FBS, %1
Pen/Strep-DMEM i¢erisinde siispanse edilerek uygun biiytikliikteki kiiltiir flasklarina ekildi.
Bir giin sonra flasktaki besiyeri %10 FBS ve %1 Pen/Strep igceren taze besiyeri ile
degistirildi.

Hiicrelerin Pasajlanmast

Flasklardaki hiicre yogunlugu %80-90 diizeylerine ¢iktiginda pasajlama islemi
yapildi. Pasajlama i¢in flasklardaki besiyeri uzaklastirildi ve hiicreler PBS ile bir kere
dikkatlice yikandi. Hiicreler tripsin-EDTA ile kaldirildi. Yiizeyden ayrilan hiicrelerin
lizerine enzimin aktivitesini durdurmak amaciyla %10 FBS igeren besiyeri eklendi. Hiicreler
15 mL’lik falkon tiipe topland1 ve 1200 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek siipernatan

uzaklastirildi. Hiicre pelleti taze besiyeri ile siispanse edilerek yeni flasklara dagitildi.

Hiicrelerin Dondurulmasi

Dondurulmasi planlanan hiicreler tripsin ile kaldirilarak toplandiktan sonra santrifiij
edilerek siipernatan uzaklastirildi. Hiicre pelleti daha 6nceden hazirlanmig ve buz lizerindeki
%10 FBS iceren antibiyotiksiz besiyeri ile yikandi santrifiij edilerek silipernatan
uzaklastirildi. Sonrasinda pellet {izerin buzda bekletilen ve %20 FBS iceren antibiyotikli 900
uL besiyeri eklenerek siispanse edildi. Hiicre siispansiyonu vida kapakli tiiplere (cryo-vial)

aktarildi. Tiipler buz iizerinde 10 dakika bekletildikten sonra iizerlerine 100 uL. DMSO
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eklenerek 20 dakika daha buzda bekletildi. Siire sonunda tiipler dnce -70 °C’de 24 saat

bekletildi sonra sivi azot tankina transfer edildi.
3.2.6. HEK293 Hiicrelerinin Kalsiyum Fosfat Yontemi ile Transfeksiyonu

HEK?293 hiicre hatlarinin transfeksiyonda “Kalsiyum Fosfat Transfeksiyon” yaklagimi
kullanild1 (161). Hiicreler, 14-16 saat sonunda %30-40 konfluent olacak sekilde 6 kuyulu
tabaklara 1.8 mL besiyeri i¢ine pasajlandi. Bir eppendorf tiipii icinde maksimum 2 pg
plazmit 20 uL steril ddH»O iginde ¢oziildii. Ikinci bir eppendorf tiip alinarak igine 2.5 M
CaCly’den 10 pL konulur ve tizerine 70 pL steril ddH,O eklendi (CaCly’nin son
konsantrasyon 12.5 mM). Sonrasindan 20 puL DNA-su karigimi iizerine 80 pL CaClz-su
karigimi eklenerek 100 pL. DNA-CaCl; karisimi hazirlandi ve karisim oda sicakliginda 5
dakika bekletildi. Siire sonunda, hazirlanan DNA-CaCl, karisimi diisiik hizla
vortekslenirken tizerine 100 uLL. 2X HEPES damla damla eklenir. Hazirlanan 200 pL. DNA-
CaCL-HEPES karisiminin oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildikten sonra tamam
hiicrelerin iizerine damla damla eklendi. DNA-CaCl,-HEPES karisiminin eklendikten sonra
6 kuyulu tabak hafif¢e calkalanarak etiive kaldirildi. Alt1 saat sonra hiicrelerin iizerindeki
besiyeri, %10 FBS igeren antibiyotiksiz taze besiyeri ile degistirildi. Klonlanarak hiicrelere

transfekte edilen genlerin ekspresyonu transfeksiyondan 27 saat sonra analiz edildi.

3.2.7. Protein izolasyonu ve Fazladan Eksprese Ettirilen Proteinlerin Immiinblot ile

Analizi

Fazladan eksprese edilen proteinlerin izole edilecegi hiicrelerin besiyeri
transfeksiyondan 27 saat sonra dikkatlice uzaklastirildi. Hiicreler, tripsin/EDTA ile kaldirilip
15 mL’lik falkon tiipte toplandiktan sonra buz ilizerinde bekletilen PBS ile bir kez yikandi.
Hazirlanan hiicre pelleti, buz {izerinde bekletilen TNTE patlatma tamponu ile patlatildi.
Patlatma tamponu eklendikten sonra buz iizerinde 30 dakika boyunca orbital ¢alkalayicida
calkalanarak bekletildi. Patlatilan hiicreler %50 genlikte (amplitude) 5 saniye puls, 20 saniye
bekleme olacak sekilde bes kere sonike edildi. Sonikasyon sonrasinda drnekler 4 °C’de
14000 g’de 15 dakika santriflij edildi. Santrifiij sonrasinda, siipernatanlar buz iizerinde
bekletilen temiz ependorf tiiplere aktarildi ve analiz edilmek iizere kullanildi. izole edilen
proteinler uygun yogunluktaki jellere yiiklenerek SDS-PAGE yapildi. PVDF membrana
aktarilan proteinler fiizyon olusturduklar etiketlere ya da endojen proteinlere 6zgii antikorlar

ile analiz edildi.
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3.2.8. CCDC84’iin Etkilestigi Proteinlerin in vivo Analizi

CCDC84 ile SART3, SART1, PRPF4 ve TXNL4B’nin aralarindaki etkilesimlerini
immiinpresipitasyon yontemiyle test etme calismalarinda daha 6nce 11472883 No’lu Tiibitak
Projesi kapsaminda kalici olarak transfekte edilen FLAG-CCDC84 W’1 ve FLAG-
CCDC84 M’1 ihtiva eden Flp-In-293/FLAG-CCDC&84 hiicreleri kullanildi. Etkilesimler iki
farkli yaklagim kullanilarak test edildi.

Birinci yaklagimda, etkilesimleri arastirllan CCDC84 ile SART3, SARTI, PRPF4 ve
TXNL4B ayr ayri fazladan eksprese ettirilerek kontrolleriyle birlikte asagida belirtilen yedi
kosul kullanilarak IP deneyi gerceklestirildi. Her bir kosul i¢in 100 mm’lik petri kullanildu.
Transfeksiyondan 27 saat sonra hiicreler TNTE liziz tampon ile patlatildi ve protein

1zolasyonu yapildi.

1. Transfekte edilmemis Flp-In-293 hiicreleri,

2. GST veya Myc eksprese eden bos vektor ile transfekte Flp-In-293 hiicreleri,

3. Yalnizca etiketli protein eksprese eden vektor ile transfekte Flp-In-293 hiicreleri,

4. Etiket eksprese eden bos vektor ile transfekte edilen, yabanil tip FLAG-CCDC84’i
kalic1 olarak eksprese eden Flp-In-293/FLAG-CCDC84_W hiicreleri,

5. Etiketli protein eksprese eden vektor ile transfekte edilen, yabanil tip FLAG-CCDC84
eksprese eden Flp-In-293/FLAG-CCDC84_W hiicreleri,

6. Etiket eksprese eden bos vektor ile transfekte edilen, mutant tip FLAG-CCDC84’1i
kalic1 olarak eksprese eden Flp-In-293/FLAG-CCDC84_M hiicreleri,

7. Etiketli protein eksprese eden vektor ile transfekte edilen ve mutant tip FLAG-
CCDC84’1i eksprese eden Flp-In-293/FLAG-CCDC84 M hiicreleri kullanildu.

Ikinci yaklasimda ise etkilesimi aranan her iki proteinin fazladan eksprese ettirilerek
gergeklestirilen immiinpresipitasyon deneylerini tekrarlamak ve transfeksiyon asamasini
ortadan  kaldirmak adina, @FLAG-CCDC84 W ve FLAG-CCDC84 M ile
immiinpresipitasyon yapilarak endojen SART3, PRPF4, TXNL4B ve SARTI1 proteinleri test
edildi. Bu deney kapsaminda;

1. Negatif kontrol olarak, CCDC84’iin fazladan eksprese ettirilmedigi Flp-In-293
hiicreleri,

ii. Etkilesimi sorgulamak i¢in Flag etiketli CCDC84 W’in kalici olarak transfekte
edildigi Flp-In-293/FLAG-CCDC84_W hiicreleri,
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iii. CCDC84 iizerinde tanimlamis oldugumuz mutasyonun etkilesimler {izerine etkisini

sorgulamak i¢in Flp-In-293/FLAG-CCDC84 M hiicreleri kullanildi.

Bu deneyde, bir gece kiiltiire edilen ve logaritmik fazda patlatilan hiicrelerde PRPF4,
TXNL4B, SARTI1 ve SART3 proteinleri ayrica fazladan eksprese ettirilmedi. Her bir kosul
icin 4 adet 100 mm’lik petri kab1 kullanildu.

Immiinpresipitasyon deneylerinde Anti-FLAG antikorlarmin kovalent olarak bagl
oldugu rezinler (ANTI-FLAG M2 Affinity Gel) kullanildi. Pre-clearing icin ise {izerinde fare
immiinglobiilin G antikorunun kovalent bagli oldugu rezinler (Mouse IgG—Agarose)

kullanildi.
3.2.8.1. Anti-FLAG M2 Rezinlerin Hazirlanmasi

Rezinlerin hazirlanmasi (rezinlerin dengelenmesi) tiretici firmanin 6nerdigi protokol
ile 2-8 °C’de gergeklestirildi. Buz dolabindan ¢ikartilan rezin alt-list edilerek homojen hale
getirildi. Rezinlerin hazirlanacagi ependorf tiiplere 20 pL rezin siispansiyonu i¢in 1 mL TBS
konuldu. Rezinlerin zarar gérmemesi i¢in, transferinde kullanilan pipet ucu kesildi ve 20 pL
stispansiyon (10 uL rezin) TBS konulmus tiipe aktarildi. Rezin 1000 g’de bir dakika santrifiij
edildi ve slipernatan pipetle uzaklastirildi. Bu sekilde rezin soguk TBS ile 3 kere yikanarak
gliserol uzaklastirildi. Rezinler 2 kere de 1 mL 0.1 M Glisin-HCL (pH 3.5) ile yikanarak
boncuklara tutunmayan serbest antikorlar uzaklastirildi. Sonrasinda rezin 5 kere daha soguk
TBS ile yikandi. Son yikamadan sonra rezin lizerine rezin miktar1 kadar TBS eklenerek rezin

siispanse edildi ve kullanilmak tizere 1.5 mL’lik ependorf tiiplere aktarildi.
3.2.8.2. izole Edilen Proteinlerin On Temizligi (Pre-clearing)

Immiinpresipitasyon deneyi oncesi proteinlerin anti-FLAG M2 rezinlere spesifik
olmayan etkilesimler ile baglanmasinin engellenmesi i¢in ilgili protein lizatlar1 fare
IgG—agaroz ile muamele edildi. Her bir 6rnek i¢in 20 pL IgG kaph rezin (Sigma)
siispansiyonu (10 uL safrezin) iiretici firmanin dnerileri dogrultusunda hazirlandi. Oncelikle
rezinin dengelenecegi tiip TBS (pH 7.4) ile yikandi. Dengelemenin yapilacag: tiipiin igine
20 pL rezin siispansiyonu i¢in 1 mL TBS konuldu. Stok rezin alt-iist edilerek iyice homojen
hale getirildi. Rezin transferinde kullanilan pipet ucu kesildi ve TBS ile yikandiktan sonra 1
mL protein lizat1 i¢in 20 pL siispansiyon (10 pL rezin) rezin TBS konulmus tiipe aktarildi.
Rezin 1000 g’de 1 dakika santrifiij edilerek slipernatan uzaklastirildi. Bu sekilde rezin 5 kere

TBS ile ve bir kere de patlatma tamponu ile yikandi. ‘Pre-clearing’ i¢in her bir 1 mL protein
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lizat1 izerine 10 puL saf rezin eklendi ve ependorf tiiplerin kapaklari iyice kapatilarak parafin
ile sarildi. Hazirlanan tiipler 4 °C’de, doner ¢ember iizerinde 8 rpm’de 1 saat dondiiriildii.
Bir saat sonrasinda tiipler 1000 g’de bir dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda tiipler
buz ilizerine alinarak rezin dagitilmadan, pre-clearing yapilan protein lizat1 yeni bir ependorf

tiipe alindi.
3.2.8.3. Anti-FLAG Immiinpresipitasyon Yéntemi

Her bir kosul i¢in 10 puL saf Anti-FLAG M2 boncuk izole edilen protein lizat1 tizerine
eklendi ve tiiplerin kapaklar1 kapatildiktan sonra parafilm ile iyice sarildiktan sonra 4 °C’de
8 rpm’de doner ¢cember lizerinde 1 saat dondiiriilerek inkiibe edildi. Bir saatlik inkiibasyon
sonunda eppendorf tiipler 1000 g’de 1 dakika santrifiij edildi. Tiipiin ¢eperindeki rezinin
¢Okmesi i¢in tlipler buz {izerinde 1-2 dakika bekletildi. Tiplerdeki siipernatanin tamami
dikkatlice uzaklastirildi. Rezinin iizerine buzda bekletilen %0.1 Triton X-100 igeren yikama
tamponu eklendi. Boncuklar bu sekilde yikama tamponu ile 5 kere yikandi. Yikama
sonrasinda boncuklar ucu kesilmis 200 uL’lik bir pipet ucu ile kolonlara transfer edildi. Bu
sekilde, spesifik olmayan baglanmalar1 uzaklastirmak i¢in rezin, yikama tamponu ile 4 kere
daha yikandi. Son asamada kolonlar 1000 g’de 1 dakika daha santrifiij edilerek yikama

soliisyonu iyice uzaklastirildi.

3.2.8.4. Protein Kompleksinin Eliisyonu

Islem oda sicakliginda yapildi. Temiz bir tiipe aktarilan kolonlarda bulunan rezin
tizerine 15 pL 0.2 M Glisin-HCI (pH 2.5) eklendi. Kolonlar bekletilmeden 1000 g’de 1
dakika santrifiij edildi. ikinci asamada rezin iizerine 75 uL 0.2 M Glisin-HCI (pH 2.5)
eklendikten sonra boncuklar hafifce karistirilarak oda sicakliginda 4 dakika bekletildi. Siire
sonunda ornekler 1000 g’de 1 dakika santrifiij edildi. Toplanan eliisyon tizerine 10 uL 150
mM NaCl igeren 0.5 M Tris-HCI, (pH 9) eklendi. Toplanan 6rnekler daha sonra kullanilmak
tizere s1v1 azotta dondurulduktan sonra -70 °C’de saklandi. Eliisyondaki proteini konsantre

etmek icin 6rnekler liyofilizatorde yaklasik bir saat bekletilerek suyun fazlasi uguruldu.
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3.2.9. SDS-PAGE ve Immiinblot (Western Blot) Analizi
3.2.9.1. SDS-PAGE Jelinin Hazirlanmasi

Fazladan eksprese ettirilen proteinlerin goriintiilenmesi, immiinpresipitasyon ve pull
down deneylerinin analizi i¢in proteinlerin molekiiler agirliklarina goére uygun ayirma jelleri
(%7.5, %10, %12 ve %15) hazirlandi. Poliakrilamid jeller yogunluklarina gore belirtilen
miktarlarda sirasina uygun bir sekilde 50 mL falkon tiiplerde hazirlandi (Tablo 8).
Hazirlanan ayirma jeli jel standina yerlestirilmis olan camlarin arasina kisa camin 1 cm altina
gelene kadar hava kabarcig1 birakilmadan dokiildii ve iizerine soguk izopropanol eklendi.
Ayirma jelinin polimerlesmesi i¢in 50-60 dakika beklendi. Siirenin sonunda ayirma jelinin
tizerine eklenen izopropanol uzaklastirildi ve jelin lizeri distile su ile ¢ok iyi bir sekilde
yikandi. Oncesinde hazirlanmis olan yiikleme jeli APS ve TEMED eklenerek (Tablo 9)
polimerlesmis ayirma jelinin iizerine, kalan bosluk dolana kadar dokiildii ve uygun tarak

camlar arasina hava kabarcig1 birakilmadan yerlestirildi. Yiikleme jelinin polimerlesmesi

i¢in 50-60 dakika beklendi (162, 163).

Tablo 8. Farkli konsantrasyonlardaki ayirma jeli i¢erigi

icerik (1 mm cam igin) %7.5 (mL) %10 (mL) %12 (mL) %15 (mL)
ddH,O 2.73 2.43 2.17 1.80
Acrylamid (%40 acrylamid mix) 0.94 1.25 1.50 1.87
1.5 M Tris-HCI, pH 8.8 1.25 1.25 1.25 1.25
%10 SDS 0.05 0.05 0.05 0.05
%10 APS 0.05 0.05 0.05 0.05
TEMED 0.005 0.005 0.005 5
Toplam 5 5 5 5

Tablo 9. %5’lik ylikleme jeli igerigi

icerik (1 mm cam igin) 1X (mL)
ddH,O 1.57
Acrylamid (%40 acrylamid mix) 0.25

0.5 M Tris-HCI, pH 6.8 0.625
10% SDS 0.025
10% APS 0.025
TEMED 0.0015
Toplam 2.5
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3.2.9.2. Proteinlerin SDS-PAGE ile Ayristirilmasi

Elektroforezi yapilacak protein lizatlari, son konsantrasyon 1X olacak sekilde 0.5 mM
DTT eklenmis yiikleme tamponu ile karistirildiktan sonra 99 °C’de 5 dakika kaynatildi.
Kaynatilan proteinler oda sicakliginda 20 saniye maksimum hizda santrifiij edildi.
Hazirlanan jellerin taraklar ¢ikarilarak distile su ile temizlendi. Jeller tanka yerlestirildikten
sonra tank yiiritme tamponu ile dolduruldu. Orneklerden 10-30 pL (15 pg protein) kadart
kuyucuklara yiiklendi. Proteinlerin boyutlarinin analizi i¢in 1 pL protein markir (Precision
Plus Protein Dual Color Standards) Orneklerin yanina yiiklendi. Elektroforez islemi 75

Volt’da 15 dakika ve 100 Volt’da 80 - 100 dakika olacak sekilde gerceklestirildi (164).
3.2.9.3. Proteinlerin Membranlara Aktarilmasi (immiinblot) ve Gériintiileme

Elektroforez tankindan ¢ikartilan camlar distile su ile yikanarak yiiriitme soliisyonu
uzaklastirildi. Onceden hazirlanmis ve 4 °C’de sogutulmus transfer tamponu i¢inde dort adet
ince Whatman kagid1 ve iki adet siinger yatak dengelendi. Blotlama kasetinin siyah yiiziine
oncelikle siinger yatak yerlestirildi. Islak Whatman kagitlardan bir tanesi, siinger yatagin
tizerine yerlestirildi. Elektroforez tankindan c¢ikartilarak temizlenen camlar spatula ile
birbirinden ayrilarak jel kisa cam iizerinde birakildi. Yiikleme jeli ve fazlalik jel dikkatlice
kesilerek uzaklastirildi. Daha onceden hazirlanan uygun biiytlikliikte PVDF membran
metanol i¢cinde 50-60 saniye aktive edildi ve sonrasinda transfer tamponunda dengelendi.
Transfer tamponu ile 1slatilmig Whatman kagidi, kisa cam tizerindeki akrilamid jeli dort
kenarindan ortalayacak sekilde Ttizerine yerlestirildi. Kisa cam dikkatli bir sekilde
kaldirilarak jel 1slak Whatman kagidina aktarildi. Whatman kagidi tizerindeki jel bu sekilde
stinger yatagindaki Whatman kagidinin iizerine yerlestirildi. Aktive edilen membran, jelin
lizerine aralarinda hava kabarcig1 kalmayacak sekilde yerlestirildi. Ardindan yine transfer
tamponu ile 1slatilmis iki adet Whatman kagidi jel iizerine yerlestirilmis olan membran
tizerine hava kabarcigi kalmayacak sekilde yerlestirildi. Whatman kagidinin {izerine ise
stinger yatak yerlestirildi ve kaseti kapatildi. Blotlama 100 voltta ve 300 miliamperde 60
dakika olarak gerceklestirildi. Transfer islemi sonrast membran kasetten alindi ve transferin
oldugu yiizey isaretlenerek %0.05 Tween 20 iceren TBST soliisyonu bulunan bir kaba
konuldu. TBST soliisyonu uzaklastirilarak membranin {izerine bloklama soliisyonu eklendi.
Bloklama soliisyonu TBST’ye %5 oraninda yagsiz siit tozu eklenerek hazirlandi. Membran
oda sicakliginda 60 dakika veya 4 °C’de bir gece orbital karistiricida inkiibe edilerek

bloklandi. Siire sonunda bloklama soliisyonu uzaklastirildi. Membrana transfer edilen
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proteinlerin arasinda ilgilenilen proteinlerin goriintiilenmesi i¢in kullanilacak primer ve
sekonder antikor iiretici firmanin onerisi dogrultusunda TBST soliisyonu ile hazirlanmig
%?2.5’1ik yagsiz siit tozu igerisinde hazirland1 (Tablo 10). Primer antikorla inkiibasyondan
sonra, membran TBST soliisyonu ile 4 kez, HRP konjuge sekonder antikorla inkiibasyon
sonrast 5 kez 5’er dakika beklenerek yikandi. Ardindan membran iizerine 1:1 hacimde
hazirlanan Clarity™ Western ECL Substrate eklendi ve kemiliiminesan 1s1ma Bio-Rad

ChemiDoc MP Goriintiileme Sistemi ile goriintiilendi (165, 166).

Tablo 10. Iimmiinblot ve gériintiileme kosullar

Jel konsantrasyonu %7.5, %10, %12, %15

Membran tipi PVDF, 0.2 pm
%5 yagsiz sit tozu igeren 1XxTBST ile oda sicakliginda 1 saat

Blo veya 4 °C’de 12-16 saat

Primer (1°) antikorlar Rabbit Polyclonal Anti_GST, (Santa cruz, sc-459), 1:1000
Rabbit Polyclonal Anti CCDC84, (Abcam, ab150860), 1:1000
Mouse Monoclonal Anti FLAG, (Sigma, A2220), 1:1000
Rabbit Polyclonal Anti_CCDC84, (Abcam, ab221858), 1:1000
Mouse Monoclonal Anti_cMyc, (SantaCruz, sc-40), 1:1000
Rabbit Polyclonal Anti PRPF4, (Abcam, ab 198998), 1:1000
Rabbit Polyclonal Anti SART1, (Abcam, ab 181867), 1:1000
Rabbit Polyclonal Anti- SART3, (Abcam, ab 155765), 1:1000
Rabbit Polyclonal Anti-o, Tiibiilin, (Abcam, ab15246), 1:5000

1°Antikor inkiibasyonu = TBST iginde oda sicakliginda 1 saat veya 4 °C’de 12-16 saat

Yikama TBST ile 4x5 dakika

Sekonder (2°) Goat Anti Mouse IgG-HRP

antikorlar Goat Anti_Rabbit IgG-HRP

2° Antikor inkiibasyonu TBST i¢inde 1:8000 oraninda oda sicakliginda 1 saat

Yikama TBST ile 4x5 dakika

Goriintiileme 0.5 mL Clarity™ Western ECL Substrate (1:1 oranda Luminol
Enhancer+Peroksit)

3.2.10. CCDC84 ile SART3, SART1, PRPF4 ve TXNL4B Arasindaki in vivo
Etkilesimlerin RNA’ya Bagimh Olup Olmadiginin Analizi

Gozlemlenen in vivo etkilesimler lizerine RNAnin varliginin etkisinin olup olmadigi
arastirildi. Bu baglamda FLAG-CCDC84 W hiicrelerinden elde edilen protein izolatlar
ikiye ayrildi. RNaz muamelesi yapilan ve yapilmayan protein izolatlar1 ile Anti-FLAG
antikoru bagli boncuklar kullanilarak immiinpresipitasyon yapildi ve CCDC84’1in endojen
SART3, SART1, PRPF4 ve TXNL4B proteinleri ile etkilesimleri test edildi. Bu deney
kapsaminda;

1. Negatif kontrol olarak, Flp-In-293 hiicreleri,
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ii. Etkilesimi sorgulamak icin Flag etiketli CCDC84 W’ kalic1 olarak eksprese eden
Flp-In-293/FLAG-CCDC84 W hiicreleri kullanildi.

Her bir kosul i¢in 8 adet 100 mm’lik petri kab1 kullanildi. Bu deneyde, bir gece
kiiltiire edilen ve logaritmik fazda patlatilan hiicrelerden protein izolasyonu (Bkz. Baslik
3.2.7.) gergeklestirildi. izolasyondan sonra elde edilen protein izolatlar1 iki set olacak sekilde
ayrildi. Setlerden bir tanesine son konsantrasyon 5 mg/mL olacak sekilde RNaz A eklendi
ve oda sicakliginda 15 dakika inkiibasyona birakildi. Siire sonunda protein lizatlar1 6nce pre-
clearing yapilacak boncuklarla (Bkz. Baglhik 3.2.8.2.) ardindan immiinpresipitasyonun
yapilacagr boncuklarla (Bkz. Bashk 3.2.8.3.) 1’er saat 4 °C’de inkiibe edildi.
Immiinpresipitasyon sonrasinda boncuklar yikama soliisyonu ile yikandi ve sonrasinda
protein kompleksi boncuklardan ayristirildi (Bkz. Bashk 3.2.8.4.). Uygun yogunluktaki
jellerde yapilan SDS-PAGE sonras1 Anti-FLAG, Anti-PRPF3, Anti-SART3, Anti-SART]1,
Anti-PRPF4 ve Anti-TXNL4B antikorlar1 ile immiinblot analizleri gerceklestirildi.

3.2.11. CCDC84 ile SART3, SART1, PRPF4 ve TXNL4B Arasindaki Etkilesimlerin in

vitro Analizi

CCDC84 ile in vivo kosullarda etkilesimi goriillen SART3, SART1, PRPF4 ve
TXNLA4B proteinleri arasindaki etkilesimin dogrudan olup olmadigini ve CCDC84 {izerinde
tanimlanan mutasyonun bu etkilesimler tizerindeki etkisini belirlemek amaciyla in vitro pull
down deneyleri yapildi. Etkilesimlerin in vitro arastirilmasinda yaygin olarak GST-Pull
Down ve Ni-NTA yontemleri kullanilmaktadir. Ancak calistifimiz proteinler, bu amag
dogrultusunda temin edilen Pierce™ GST Protein Interaction Pull-Down Kit ve Ni-NTA
(HisPur Ni-NTA Magnetic Beads) icerigindeki rezinlere yiiksek diizeyde, 6zgiil olmayan
affinite gostermis ve etkilesimlerin verimli bir sekilde aragtirilmasi miimkiin olmamistir. Bu
nedenle, immiinpresipitasyon deneylerinde kullanilan ve Fare-ANTI-FLAG M2 antikorunun
kovalent olarak bagli oldugu agaroz rezinler Pull Down deneylerinde de kullanildi. Ancak,
in vitro etkilesim goriilen proteinlerin, diisiik diizeyde de olsa bu rezinlere de 6zgiil olmayan
sekilde baglandig1 goriildii. Bu sorunun giderilmesi i¢in CCDC84 ile birebir etkilestigi tespit
edilen SART3, bir kez de GST’ye kars1 gelistirilmis bir rekombinant antikorun kovalent
olarak bagli oldugu agaroz rezin (GST-Trap A, ChromoTek GmbH, sta-20) kullanilarak test
edildi. Ayrica SART3’iin domainleri ile CCDC84 arasindaki olas1 etkilesim bu boncuk

sistemi kullanilarak test edildi.
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3.2.11.1. Bakterilerin indiiklenmesi ve Protein Lizatlarimn Hazirlanmasi

Pull down deneylerinde kullanilmak tizere; GST ve Flag etiketli yabanil tip ve mutant
CCDC84 eksprese eden vektorler (Tablo 8) E. coli BL21 DE3 susunda ve His etiketli
SART3, SARTI1, PRPF4 ve TXNL4B eksprese eden vektorler (Tablo 8) ise E. coli BL21 Al
suslarina transforme edildi. BL21-DE3 E. coli susu IPTG ile, BL21-Al E. coli susu ise L-

arabinoz ile indiiklenerek ekspresyon gergeklestirildi.

Ozetle; transforme edilen BL21 Al ve BL21-DE3 E. coli suslar1 ampisilin igeren LB-
agar besiyerine ekildi. Biiyliyen koloniler 6ze ile segilerek ampisilin igeren LB sivi
besiyerine transfer edildi. 37 °C’de calkalamali inkiibatorde bir gece boyunca inkiibe dilen
kiiltiirler doygunluga ulastiktan sonra 100 mL alt kiiltiir yapilarak 600 nm dalga boyunda
OD’si 0.2°ye ayarlandi. Alt kiiltiirlerin OD’si 0.4 - 0.6’ya ulastiinda 1 mL kontrol kiiltiir
ayrilarak santrifiij edilip siipernatan atildi ve pellet -70 °C’de saklandi. OD’si 0.4-0.6
araligindaki BL21-DE3 susu son konsantrasyonu 150 pM IPTG, BL21AI susu ise son
konsantrasyonu %0.2 olacak sekilde L-arabinoz ile indiiklendi. Bakterilerin IPTG ile
indiiklenmesi 19 °C’de calkalamali inkiibatérde gerceklestirildi. Bakteriler indiiklendikten
sonra, her 1 saatte kiiltiirden 1 mL bakteri alinarak 4 °C’de 5000 g’de 5 dakika santrifiij
edilerek siipernatan uzaklastirildi. Bakteri pelleti 1 mL sogut TBS ile yikandi. Yikama

sonrasi ayni sartlarda santrifiij edilerek pelletler -70 °C’de saklandi.

Toplanan bakteri pelletleri TNTE liziz tamponu ile patlatilarak protein izolasyonu
yapildi. Izole edilen protein lizatlar1 yiikleme boyasi ile uygun yogunluktaki jellere yiiklendi
ve SDS-PAGE yapildi. Ardindan akrilamid jeller Coomassie Brillinat Blue ile boyanarak

proteinlerin optimum ekspresyon saatleri belirlendi.

Pull down deneyi yapilacagi zaman, proteinlerin optimum ekspresyon saatleri i¢in
yukarida tarif edildigi gibi hazirlanan 1 mL kiiltiir pelleti ¢ikarildi. Bakteri pelletlerine,
patlatilmak iizere 200 pL TNTE liziz tamponu eklendi. Ornekler buz iizerinde 30 dakika
orbital calkalayicida calkalanarak patlatildi. Siire sonunda bakteri lizatlar1 5 saniye puls ve
20 saniye bekleme olacak sekilde bes dongii halinde sonike edildi. Sonikasyon sonrasinda
lizatlar 14.000 rpm’de 4 °C’de 10 dakika santrifiij edildi. Stipernatan buz iizerinde bekletilen
temiz bir eppendorf tiipe alind1 ve protein ekspresyonunun kontrolii i¢in 40 pL’si ilizerine
SDS yiikleme tamponu eklenerek SDS-PAGE analizi yapildi. Kullanilmayan 6rnekler -
20 °C’de saklandu.
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3.2.11.2. Fare-ANTI-FLAG M2 Antikorunun Kovalent Olarak Bagh Oldugu Agaroz

Boncuk ile Pull Down

Her bir Pull Down deneyi i¢in 20 pL saf rezin kullanildi. Rezinlerin deney ig¢in
hazirlanmas1 kullanim kilavuzunun onerisi dogrultusunda (Bkz. Baglik: 3.2.8.1.) yapildi.
Hazirlanan rezin {izerine 6ncelikle yem protein lizati eklendi ve 4 °C’de doner ¢emberde 8
rpm’de bir saat inkiibasyona birakildi. Sonrasinda tiipler 1000 g’de bir dakika santrifiij edildi
ve rezinlerin 1-2 dakika buz iizerinde beklendikten sonra siipernatan uzaklagtirildi.
Sonrasinda her bir tiipteki rezinin iizerine 400 pL yikama soliisyonu (50 mM Tris-HCI, (pH
7,4), 150 mM NaCl, %0.1 Triton X-100, 1 mM EDTA) eklenerek rezinler yikandi. Yikama
islemi bes kere tekrarlandi. Son yikamadan sonra rezinlerin iizerine “av” proteinini i¢eren
lizat eklendi ve 4 °C’de doner ¢ember iizerinde 8 rpm’de bir saat inkiibe edildi. Siire
sonunda, tiipler santrifiij edilerek yukarida verildigi sekilde slipernatan uzaklastirildi ve
yikama soliisyonu ile her seferinde 5 dakika bekletilmek iizere yedi kere yikandi. Son
yikamadan sonra siipernatan tamamen uzaklastirildi ve kolonlar temiz tiiplere alindi. Her bir
kolon i¢inde bulunan rezin tlizerine 6nce 20 pL 0.2 M Glisin-HCI (pH 2.5) eklendi ve 1000
g’de bir dakika santrifiij edilerek eliisyon ependorf tiipte toplandi. Sonrasinda boncuklar
tizerine 70 pL daha 0.2 M Glisin-HCI, (pH 2.5) eklendi. Boncuklara hafifce karistirilarak
oda sicakliginda 4 dakika bekletildikti ve sonrasinda 1000 g’de 1 dakika santrifiij edildi.
Boncuklardan ayrigan proteinler ayni ependorf tiipe toplandi. Her bir protein eliisyonu
tizerine 10 pL 150 mM NaCl igeren 0.5 M Tris-HCI (pH 9) eklenerek eliisyonun
noétralizasyonu saglandi. Her bir eliisyon tlizerine 0.5 mM DTT igeren yiikleme tamponu
eklenerek 99 °C’de 5 dakika kaynatildiktan sonra uygun yogunluktaki SDS-PAGE’de
yiiriitiildii. Sonrasinda, “yem” olarak segilen protein Anti-FLAG primer antikoru ve primer
antikora uygun HRP konjuge sekonder antikorla goriintiilendi. Sonrasinda “av” olarak
secilen protein ise protein-spesifik primer antikor ve bu antikora 6zgii HRP konjuge

sekonder antikor kullanilarak analiz edildi.
3.2.11.3. GST-Trap Boncuk ile Pull Down

Her bir Pull Down deneyi i¢in 10 pL saf rezin kullanildi. GST-Trap Agaroz (sta-20)
rezinlerin deney ic¢in hazirlanmasi Uretici firmanin Onerisi dogrultusunda 2-8 °C’de
gerceklestirildi. Rezin, icerisinde 1 mL yikama tamponu (10 mM Tris-Cl pH 7.5, 150 mM
NaCl) bulunan ependorf tiiplere aktarildi. Yikama islemi 2500 g’de 2 dakika olacak sekilde
2 kez yapildi. Her bir eppendorf tiipte hazirlanan 10 pL rezin {izerine; GST,
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GST _CCDC84 W ve GST _CCDC84 M eksprese ettirilen bakterilerden izole edilen protein
lizat1 yem olarak konuldu. Tiiplerin kapaklari kapatilip parafilm ile kapatildiktan sonra rezin-
yem karisimi 4 °C’de 8 rpm’de 1 saat boyunca doner ¢emberde inkiibe edildi. Bir saatlik
inkiibasyondan sonra tiipler 2500 g’de 2 dakika santrifiij edildi ve siipernatan uzaklastirildi.
Ardindan GST, GST_CCDC84 W ve GST _CCDC84 M proteinlerinin baglandigi rezinler
10 mM Tris-Cl (pH 7.5), 300 mM NaCl, %0.1 TritonX-100 i¢eren buzu iizerinde bekletilen
yikama tamponuyla her seferinde 5 dakika bekletilerek 5 kere yikandi. Her seferinde tiipler
2500 g’de 2 dakika santrifiij edildi ve boncuklar kaldirilmadan siipernatan uzaklagtirildi.
Sonrasinda etkilesimi analiz edilecek olan bakterilerde eksprese edilmis olan His-SART3
(av) yen proteinlerin bagh oldugu rezinler iizerine eklendi ve karisim 4 °C’de doner
cemberde 8 rpm’de 1 saat inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra rezinler, yikama tamponu ile
yukarida tarif edildigi sekilde 4 °C’de her seferinde 5 dakika beklenerek 5 kez yikandi.
Sonrasinda boncuklar ucu kesik bir pipet ucuyla kolonlara tasindi. Kolonlar 2500g’de 2
dakika santrifiij edilerek yikama tamponu iyice uzaklastirildi. Kolonlardaki rezinlerin
tizerine 40 uL 0.2 M Glisin-HCI, (pH 2.5) eklenerek oda sicakliginda 4 dakika bekletildi.
Sonrasinda kolanlar 2500 g’de 2 dakika santrifiij edilerek protein temiz bir tiipte toplandi.
Toplanan eliisyonun tizerine 5 pL 1 M Tris (pH 10.4) eklenerek dengelendi. Ardindan
ornekler immiinblot yontemi ile Anti-GST, Anti-His ve proteinlere 6zgili primer antikor ve

primer antikora uygun HRP konjuge uygun sekonder antikor ile goriintiilendi.

3.2.12. CCDCS84’iin Etkilestigi Proteinlerle Hiicre i¢i Birlikte Yerlesiminin

Immiinfloresan ile Analizi

CCDC84 ile SART3, PRPF4, SART1 ve TXNL4B proteinlerinin hiicre i¢i birlikte
yerlesimleri ve CCDC84 {izerinde tanimlanan mutasyonun birlikte yerlesimi iizerine olasi
etkisi immiinflorasan yaklasimi ile arastirildi. Ayrica, CCDC84’iin si-RNA ile susturuldugu
HeLa ve HEK293 hiicre hatlarinda tri-snRNP yapilanmasinda gorev alan Cajal cisimciginin

sayis1 ve boyutu iizerine etkisi immiinflorasan yaklagimla analiz edildi.

CCDC84 ile SART3, PRPF4, SART1 ve TXNL4B proteinlerinin hiicre i¢i birlikte
yerlesimlerini ve CCDC84 iizerinde tanimlanan mutasyonun birlikte yerlesimi iizerine olasi
etkisini arastirmak icin HeLa hiicre hatlar1 kullanildi. Bu hiicreler Flag etiketli CCDC84
eksprese eden 3xFLAG-CNV/DEST _CCDC84 W ve 3xFLAG-CNV/DEST_CCDC84 M
vektorleri ile transfekte edildi (Bkz. Baslik: 3.2.12.1.). Bu hiicrelerde, CCDC84 proteini,
Anti-FLAG primer antikoru ve endojen SART3, PRPF4, SART1 ve TXNL4B proteinleri ise
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her bir proteine 0zgii primer antikorlar ile isaretlendikten sonra bu antikorlara 6zgii uygun

florofor-konjuge sekonder antikorlar kullanilarak goriintiilendi (Bkz. Baglik: 3.2.12.2.).

CCDC84 eksikliginin Cajal cisimciginin sayis1t ve boyutu {izerine etkisi HelLa ve
HEK?293 hiicre hatlarinda incelendi. Bu kapsamda, HeLa ve HEK293 hiicreleri si-CCDC84
ile transfekte edildi (Bkz. Baslhik: 3.2.13.1.) transfeksiyondan bes giin sora hiicreler fikse
edilerek Cajal cisimcigi markiri olan Coilin proteinine 6zgii mouse-anti-Coilin primer
antikoru ile ve florofor konjuge anti-mouse IgG senkonder antikoru ile isaretlendi. Aym
hiicrelerde endojen CCDC84 ise rabbit-anti-CCDC84 primer antikoru ve uygun florofor
konjuge anti-rabbit-IgG sekonder antikoru kullanilarak goriintiilendi (Bkz. Baslik:
3.2.12.2.). si-Kontrol ile transfekte edilen hiicreler (Bkz. Baslik: 3.2.13.1.) ise kontrol olarak
kullanildi.

3.2.12.1. HeLa hiicrelerinin Lipozoma Dayal Transfeksiyonu

Olusturulan ekspresyon vektorlerinin HeLa hiicrelerine transfeksiyonu sonrasi
eksprese edilen proteinler immiinfloresan yontemi kullanilarak goriintiilendi (167, 168).
Immiinfloresan deneyleri icin, 6-kuyulu tabaklarin her bir kuyusuna daha onceden
hazirlanmis lameller yerlestirildi. Her bir kuyuda bulunan lamel iizerine %10 FBS igeren
antibiyotiksiz 2 mL besiyeri iginde 1.5-2 x 10° hiicre ekildi. CO:’li etiivde bir gece inkiibe
edilen hiicrelerin besiyeri transfeksiyon oncesinde 1.8 mL serumsuz ve antibiyotiksiz
DMEM besiyeri ile degistirildi. DreamFect Gold tarnsfeksiyon ajani transfeksiyondan 30
dakika once -20 °C’den ¢ikarilarak oda sicakligina bekletildi ve kullanimdan 6nce ¢ok hafif
vortekslendi. DNA ve DreamFect GOLD karisimlar1 ayr1 ayr1 asagida verilen sekilde

hazirlandi ve DNA karisim1 DreamFect GOLD karisiminin {izerine eklendi.

Karisim 1: 1.5 pg plazmid DNA DMEM ile 100 pL’ye tamamlandi

Karisim 2: 3 pL DreamFect Gold transfeksiyon ajani (1 pg DNA’ya 3 uLL DreamFect Gold)
DMEM ile 100 pL’ye tamamlandi.

Karisim 3: Karisim 1 ve Karisim 2 bir tiipte toplanarak 2-3 kez yavasga pipetlendi ve 20
dakika oda sicakliginda bekletildi.

Karisim 3, 1.8 mL serumsuz ve antibiyotiksiz DMEM besiyeri i¢indeki hiicrelerin lizerine

damla damla olacak sekilde dagitildi. Transfeksiyondan 24 saat sonra kuyular iki kez PBS

ile yikand1 ve immiinfloresan protokolii uygulandi.
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3.2.12.2. immiinfloresan Goriintiileme

Lameller iizerinde ¢ogaltilan HeLa hiicrelerindeki endojen ya da fazladan eksprese
ettirilen proteinlerin goriintiilenmesi i¢in transfeksiyondan 24 saat sonra HeLa hiicrelerinin
besiyerleri uzaklastirildi ve lameller 2 kez PBS ile yikandi. Fiksasyon i¢in hiicrelerin iizerine
taze hazirlanmis 1 mL %4 PFA eklenerek 10 dakika oda sicakliginda bekletildi. Sonrasinda
lameller 5 kere 3’er dakika beklmek iizere PBS ile yikandi. Permeabilizasyon i¢in, hiicrelerin
tizerine %0.2 Triton X-100’den 1 mL konularak 6 dakika oda sicakliginda bekletldi ve
sonrasi, hiicreler 5 kere 3’er dakika olacak sekilde PBS ile yikandi. Yikama sonrasinda
lameller %10 FBS iceren PBS 1.5 mL bloklama soliisyonu ile 1 saat oda sicakliginda inkiibe
edildi. Primer antikor bloklama soliisyonu igerisinde Onerilen oranda diliie edilerek
hazirlandi. Petriye parafilm yerlestirildi ve uclarindan bastirilarak zemine sabitlendi.
Parafilm bélmelere ayrilarak tizerine 125 pL diliie antikor konuldu. Hiicreler antikor ile
temas edecek sekilde, lameller hazirlanan antikorlarin {izerine kapatilarak Tablo 11°de
belirtilen kosullara (siire, sicaklik, vb.) gére inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda hiicreler 8
kez PBS ile yikandi. Sekonder antikor 6nerilen diliisyonda bloklama soliisyonu igerisinde
hazirland1 (Tablo 11). Ayni sekilde hazirlanan parafilm {izerine, 125 pL diliie sekonder
antikor konularak lameller yerlestirildi ve 1 saat oda sicakliginda inkiibe edildi. Kuyular 8
kez PBS ile yikandi. Daha dnceden %70 etil alkol ile silinerek temizlenen lam iizerine bir
damla DABCO-DAPI kapatma soliisyonu damlatildi. Ardindan hiicrelerin oldugu lamel
ylizeyi lamin iizerindeki DABCO soliisyonuna gelecek sekilde lamel lam iizerine
yerlestirildi ve kurumaya birakildi. Preparat kuruduktan sonra kenarlar1 seffaf oje ile

kapatilarak sabitlendi ve floresan mikroskobunda analiz edildi.
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Tablo 11. immiinfloresan kosullar1

Fiksasyon
Permeabilizasyon
Bloklama
Primer antikorlar

Primer Antikor
inkiibasyonu

Yikama
Sekonder antikorlar

%4 Paraformaldehit - oda sicakliginda 10 dakika

%0.2 TritonX 100 (PBS i¢inde) - oda sicakliginda 5 dakika
%10 Fetal Bovin Serum, (PBS iginde)

Rabbit Polyclonal Anti SART3 (Abcam, ab155765), 1:100
Mouse Monoclonal Anti FLAG (Sigma, F3165), 1:300
Rabbit Polyclonal Anti SART1 (Abcam, ab181867), 1:400
Rabbit Polyclonal Anti PRPF4 (Abcam, ab198998), 1:400
Rabbit Polyclonal Anti_ CCDC84 (Abcam, ab150860), 1:400
Rabbit Polyclonal Anti TXNL4B (Abcam, ab213536), 1:100
Mouse Monoclonal Anti_Coilin (Santa cruz, sc55594), 1:400

Bloklama soliisyonu kullanilir. Etiketli proteinler i¢in oda sicakliginda
1 saat, endojen proteinler i¢in 4 °C’de 15 saat

PBS ile 8X

Goat Anti Mouse IgG H&L, (Cy3) (Abcam, ab97035), 1:1000
Donkey Anti_Rabbit IgG H&L (AF 488) (ab150061), 1:1000

Donkey Anti_Goat IgG H&L, (Cy3) (Abcam, ab6949), 1:1000

Goat Anti_Rabbit IgG H&L, (Cy3) (Abcam, ab6939), 1:1000Goat-
Anti Mouse IgG H&L (AF488) (Abcam, ab150117), 1:1000

.Sek'(.) nder STigRQr Bloklama soliisyonunda oda sicakliginda 60 dakika
inkiibasyonu

Yikama PBS ile 6X

Kapatma Medyumu Prolong GOLD Antifade Mounting Media DAPI

3.2.13. CCDC84’iin RNA Kirpilmasi Uzerine Etkisinin Minigen Yaklasimi ile Analizi

CCDC84’tin RNA kirpilmasinda etkisinin olup olmadigini test edebilmek icin
“minigen” stratejesi uygulandi (169-172). Bu kapsamda asagida belirtilen memeli
ekspresyon vektorleri olusturuldu.

1. U2 tip intron grubuna ait GAPDH geninin Ex5-Int5-Ex6-Int6-Ex7 bolgesi,

2. U2 tip intron grubuna ait ve alternatif RNA kirpilmasi ile farkli transkriptler
verebilen MSTIR geninin Ex8-Int8-Ex9-Int9-Ex10 bdlgelesi,

3. Son olarak Ul2 tip intron grubuna ait GPAAI geninin Ex8-Int8-Ex9 bolgelesi
memeli hiicrelerinde eksprese olabilen Flag etiketleyen p3XFLAG-CMV/DEST

vektoriine klonlandi (Resim 3).

Olusturulan memeli minigen ekspresyon vektorii, CCDC84’in si-RNA ile transfekte
edildigi hiicrelere (Bkz. Baslik 3.2.13.1) transfeksiyonun 4. 5. 6. 7. ve 8. giiniinde Kalsiyum-
Fosfat yaklasimi ile transfekte edildi. Transfeksiyondan 24 saat sonra hiicreler Tripsin-
EDTA ile toplanarak bekletilmeden RNA izolasyonu ger¢eklestirildi. Ayn1 zamanda protein
analizi i¢in yeterli miktar hiicre pelleti -80 °C’ye kaldirildi. RNA izolasyonundan 4 saat 6nce

hiicreler son konsantrasyon 3 ug/mL olacak sekilde protein sentezini baskilayan puromisin
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antibiyotigi ile muamele edildi (173, 174). Elde edilen RNA’dan RT-PCR ile minigen

tizerinden {retilen transkriptlerin analizi gergeklestirildi.

Q
Pr15ll, Lr1s20

3XFlagH Ex8 s Ex9

3XFlag_Minigen 3XFlag_Minigen
GAPDH MSTIR

3XFlag_Minigen
GPAAL

Pr.1517 Pr.1520 Pr.1517, Pr.1520 Pr1517 Pr.1520

R — —— <+~
—{FLAG[ Ex-6 — Ex9 [Vekiti—
58 90 90 116 92 88 29 bp 58 210 87 147 80 165 29 bp 58 156 167 105 29 bp
T ™ ™
Beklenen transkript - 563 bp Beklenen transkript - 776 bp Beklenen transkript - 509 bp
Pri1517 Pr.1520 Pr.1517, Pr.1520 Pr1517 Pr.1520
—{FLAG[ Ex-5 | Ex-6 [ Ex-7 [Vekior— —[FLAG[Ex-10[Ex-11]Ex-12 [Vektor— {FLAG] Ex-8 [ Ex-9 [Vekiér]
58 90 116 88 29  bp 58 210 147 165 29 bp 58 156 105 29 bp
T2 T e—
12 Beklenen transkript - 381 bp Beklenen transkript - 609 bp Beklenen transkript - 342 bp
Pr 1517, £ Pr1520

58 210 165 29 bp

T3 e
Beklenen transkript - 462 bp

Resim 3. Olusturulan minigenler A) Minigen GAPDH B) Minigen MSTIR C) Minigen
GPAAI

3.2.13.1. HEK293 Hiicrelerinde siRNA ile Gen Sessizlestirilmesi

HEK?293 hiicrelerinde ilgili genlerin susturulmasi igin,

1. CCDC84in susturulmasi icin CCDC84 mRNA’sinin 3 ve 4. ekzonlarinin birlesim
bolgesine karsilik gelen bir siRNA (Thermo-Fisher, CCDC84 siRNA, Assay ID:
$50369, Cat No: 4392420, 5 pmol),

2. SART3’in susturulmasi i¢in SART3 mRNA’smin 7. ve 8. ekzonlarmin birlesim
bolgesine karsilik gelen bir siRNA (Thermo-Fisher, SART3 siRNA, Assay ID:
s18772, Cat No: 4392420, 5 pmol),

3. PRPF3’iin susturulmasi i¢in PRPF3 mRNA’smin 6. ve 7. ekzonlarinin birlesim
bolgesine karsilik gelen bir siRNA (Thermo-Fisher, PRPF3 siRNA, Assay ID:
s17434, Cat No: 4392420, 5 pmol),

4. Kontrol si-RNA olarak ise yine ayni firmadan temin edilen Silencer Select Negative

Control No 1 siRNA (Cat No: 4390843, 5 nmol) kullanildi.

Liyofilize olarak gelen siRNA’lar, kapagi acilmadan once kisa siire santrifiij edilerek
coktiiriildii. 5 nmol olarak gelen siRNA’lar, iiretici tarafindan saglanan 50 pL niikleaz

icermeyen su kullanilarak son konsantrasyonu 100 uM olacak sekilde sulandirildi.
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Calismalarda kullanilmak iizere stok soliisyonundan 10 puM’lik calisma sollisyonu
hazirlandi. Hazirlanan stok ve ¢alisma soliisyonu iiretici firmanin 6nerileri dogrultusunda

kullanilana kadar -80 °C’de sakland:.

Transfeksiyon, iiretici firmanin 6nerileri dogrultusunda diisiik serumlu Opti-MEM
ve Lipofectamine RNAIMAX Transfection Reagent (Thermo-Fisher, Cat No: 13778030) ile
Reverse Transfeksiyon yaklasimi kullanilarak gerceklestirildi (175). Transfeksiyon
yapilacak tabagin yiizey alani ile orantili olarak ekilecek hiicre sayis1 ve besiyeri iiretici
firmanin 6nerisi dogrultusunda 6lgeklendirildi (Tablo 12). Revers transfeksiyonda oncelikle
ependorf tiipte 98 pL Opti-MEM besiyeri iizerine 2 pL siRNA eklendi. Ikinci bir ependorf
tipte ise 97.5 uL Opti-MEM f{izerine 2.5 pL Lipofectamine RNAIMAX ajani eklendi.
Sonrasindan birinci tiipte hazirlanan Opti-MEM-siRNA karigimi ikinci tiipteki Opti-MEM-
Lipofectamine RNAIMAX karigimi iizerine eklendi. 200 pL olan bu karisim oda
sicakliginda 20 dakika bekletildikten sonra hiicrelerin iizerine ekilecegi bos kuyuya ve
lizerine %10 FBS igeren 1800 uL antibiyotiksiz besiyeri iginde 1x10° HEK293 hiicresi
eklendi. Hiicreler eklendikten sonra tabak saga-sola hareket ettirilerek i¢erigin homojen hale
gelmesi saglandi. Transfeksiyondan 24 saat sonra besiyeri antibiyotikli besiyeri ile
degistirildi. Sessizlestirilmenin etkinligini ve ka¢ glin devam ettigini belirlemek adina
kontrol ve gene 6zgii siRNA ile 3,4, 5, 6, 7, 8, ve 9 giin siire ile muamele edilen hiicrelerden

izole edilen protein lizatlar1 Western ile analiz edildi.

Tablo 12. Hek293 hiicrelerinin siRNA ile transfeksiyonunda kullanilan ajanlarin miktari.

Icerik 1x12 well 1x6 well 1x60 mm
Besiyeri hacmi 900 uL 1800 pL 4.5 mL
Yiizey alani (cm2) 3.8 9,5 21
Hiicre sayis1 5x104 1x10° 2.5x10°
Opti-MEM 49 uL 98 uL 245 uL
siRNA (10 uM) 1 uL (10 pmol) 2 uL (20 pmol) 5 uL (50 pmol)
Opti-MEM 49 uL 97.5 uL 254 L
Lipofectamine RNAIMAX Ajan 1 uL 2.5 uL 5 uL
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3.2.13.2. RNA izolasyonu ve RT-PCR

siRNA’larile4, 5, 6, 7 ve 8§ giin siire ile muamele edilen hiicrelerden RNA izolasyonu
RNeasy Mini kiti ile iiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda gergeklestirildi. Eliisyon 30-
50 pL RNaz icermeyen su ile yapildi. RNA konsantrasyonu Nanodrop cihazi ile
belirlendikten sonra, her bir 6rnegin konsantrasyonu 100 ng olacak sekilde ayarlandi ve

bekletilmeden cDNA sentezine gegildi.
3.2.13.3. cDNA Sentezi

Izole edilen RNA dan cDNA sentezi “Transcriptor First Strand cDNA Synthesis” kiti
kullanilarak yapildi. Sentez iiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda gergeklestirildi.
Reaksiyonda anchored oligo (dT)18 primeri ve random hexamer primerlerinin her ikisi de
kullanildi. Her bir reaksiyonda 100 ng RNA kullanildi. Oncelikle RNA ve primer karisimi
PCR tiiplinde hazirland1 (Tablo 13). Hazirlanan bu karisim hizlica vortekslendikten sonra
santrifiij yapilarak karigim tiipiin dibine indirildi. RNA ikincil yapisinin denatiirasyonu i¢in
tiipler 65 °C’de 10 dakika inkiibe edildi. Siire sonunda tiipler hizlica buz iizerine alindi.
Reaksiyon tamponu, RNaz inhibitorii, ANTP karisimi ve reverse transkriptaz enziminden
olusan karisim buz tizerinde ependorf tiip igerisinde hazirlandi (Tablo 14). Son hacim 20 pL
olacak sekilde ilk hazirlanan karigim {izerine dagitildi. Reaksiyon 25 °C’de 10 dakika, 55
°C’de 30 dakika ve 85 °C’de 5 dakika tek dongii olacak sekilde thermocycler cihazinda
gerceklestirildi.

Tablo 13. cDNA sentezi-karisim 1

Icerik Hacim (1X icin)  Son Konsantrasyonu
Total RNA (100 ng) 1 uL 1ug total RNA
Anchored-oligo(dT)18 Primer, 50 pmol/pL 1 ulL 2.5 uM

Random Hexamer Primer, 600 pmol/uL 2 ulL 60 uM

Water, PCR Grade 9 uL -

Tablo 14. cDNA sentezi-karigim 2

Icerik Hacim (1Xicin) Son Konsantrasyonu
Reverse Transcriptase Reaction Buffer, 5X. 4 uL 1x 8 mM MgCl,
RNase Inhibitor, 40 U/uL 0,5 L. 20U
Deoxynucleotide Mix, 10 mM each 2 uL 1 mM each

Reverse Transcriptase, 20 U/uLL 0,5 uL 10U
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3.2.14. CCDC84’iin Eksikliginin U12 Tip Intronlarin Kirpilmasi Uzerine Etkisinin

Analizi

CCDC841in eksikliginin U12 tip intron barindiran genlerden /POS5, DNA2, IPO1 1,
NR2CAP iizerine etkisinin analizi i¢in ilgili intronlarin ¢ikartilip ¢ikartilamadigi RT-PCR ile
analiz edildi. Bu baglamda 5 giin siireyle siRNA’lar ile muamele edilen (Bkz. Baslik:
3.2.13.1.) hiicrelerden RNA izole edildi (Bkz. Baslik: 3.2.13.2.). cDNA sentezinden (Bkz.
Baslik: 3.2.13.3.) sonra ilgili primerler (Tablo 15) ile IPO5, DNA2, IPOI11, NR2CAP

genlerindeki minér intronlarin ¢ikartilip ¢ikartilamadigi PCR ile analiz edildi.

Tablo 15. IPO5, DNA2, IPO11, NR2CAP ve GAPDH genlerinin kirpilmaya ugramamis
mRNA’larinin ¢ogaltilmasinda kullanilan primer listesi

Pr. no Primer dizisi (5’-3”) Primer ad1
1748 GGAGTACACCGAACAGGTTGTC IPO5_Ex21 F
1751 atgcagagaaccgagtttatcac IPO5 Int21 R
1765 AAAGATTGGCGACGTCTTAATG DNA2 Ex20_F
1766 tgagcccaggagttcaagac DNA2 Int20_ R
1829 TGATTTGGCTCATCGGTCAGTG IPOI11_Ex16_F2
1830 agtgttaaagttctttgcaatgaag IPOI1 Intl6_R1
1833 tetgtgtgagaggcttagaggg NR2C2AP Int4 F
1834 CATCCTCAAACGTCACCTTCAG NR2C2AP_Ex5_R
1847 agccttcagttgcagecatg GAPDH Int2 F
1848 TTACCAGAGTTAAAAGCAGCCC GAPDH Ex3 R
1664 CATGTTCGTCATGGGTGTGAAC GAPDH Ex6_F
1665 GATGAGTATGCCTGCCGTGTG GAPDH Ex8 R
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4. BULGULAR

4.1. CCDC84 ile SART3, SART1, PRPF4 ve TXNL4B Arasindaki Etkilesimlerin

Analizi

CCDC84’1lin etkilesim partnerlerini bulmaya yonelik olarak, RNA kirpilmasi
(splicing) siirecinde rolii oldugu bilinen SART3, SART1, PRPF4 ve TXNL4B ile etkilesimi
in vivo ve in vitro olarak test edildi. in vivo etkilesimlerin arastirilmasinda
immiinpresipitasyon, in vitro etkilesimlerin arastirilmasinda ise pull down yaklagimlar

kullanildi.

Immiinpresipitasyon ¢aligmalarinda, laboratuvarimizda daha énceden olusturulmus
olan, Flag etiketli yabanil tip CCDC84’ii (FLAG-CCDC84_ W) ve Seckel sendromu ile
iliskilendirilmis olan p.Lys269Serfs10* mutasyonlu CCDC84’ii (FLAG-CCDC84 M)
kalic1 olarak eksprese eden sirasi ile Flp-In-293/FLAG-CCDC84-W ve Flp-In-293/FLAG-
CCDC84-M hiicreleri kullanildi. immiinpresipitasyon iki farkli yaklasimla gergeklestirildi.
Bu yaklasimlarin ilkinde, Myc-SART3, Myc-SART1, GST-PRPF4 ve GST-TXNL4B
proteinlerini gegici olarak fazladan eksprese eden Flp-In-293/FLAG-CCDC84_W ve Flp-In-
293/FLAG-CCDC84_M hiicrelerinden elde edilen protein izolatlar1 kullanildi. Anti-FLAG
M2 boncuklar kullanilarak gergeklestirilen immiinpresipitasyon ile elde edilen proteinler
Anti-FLAG, Anti-Myc ve Anti-GST antikorlar1 kullanilarak immiinblot ile analiz edildi.
Ikinci yaklasimda ise yine Flp-In-293/FLAG-CCDC84 W ve Flp-In-293/FLAG-
CCDC84_M hiicrelerinden elde edilen protein izolatlar1 kullanilarak Anti-FLAG M2
boncuklar1 ile immiinpresipitasyon gerceklestirildi. FLAG-CCDC84’{in ¢ektigi proteinler
Anti-FLAG, Anti-SART3, Anti-SART1, Anti-PRPF4 ve Anti-TXNL4B antikorlari

kullanilarak immiinblot ile incelendi.

CCDC&84 ile SART3, SARTI1, PRPF4 ve TXNL4B arasinda dogrundan bir etkilesim
olup olmadig1 pull down yaklasimi kullanilarak arastirildi. Pull down deneyleri Anti-FLAG
antikoru bagli agaroz boncuklar (Anti-FLAG M2) ve rekombinant anti-GST antikoru bagh
boncuklar (GST-Trap A) kullanilarak gergeklestirildi. Bu deneyler kapsaminda; GST ve
Flag etiketli protein eksprese eden bakteri vektorleri BL21-DE3 E. coli susunda, 6XHis
etiketleyen bakteri vektorii ise BL21-Al E. coli susunda eksprese ettirildi. Anti-FLAG M2
boncuklar1 kullanilarak yapilan pull down ile elde edilen proteinler Anti-FLAG, Anti-
SART3, Anti-SART1, Anti-PRPF4 ve Anti-TXNL4B antikorlar1 kullanilarak immiinblot ile
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analiz edildi. Anti-GST Trap A boncuklari kullanilarak yapilan pull down ile elde edilen

proteinler ise Anti-GST ve Anti-SART3 antikorlar1 kullanilarak immiinblot ile incelendi.

4.1.1. CCDC84’iin SARTS3 ile Etkilesiminin in vivo ve in vitro Analizi

In vivo etkilesim c¢alismalarmin sonucunda hem yabanil tip hem de mutant

CCDC84’iin fazladan eksprese ettirilen Myc-SARTS3 ile giiclii bir sekilde etkilestigi gortildi

(Resim 4A). Bunu karsin, endojen SART3’iin hedeflendigi ikinci yaklasimda yabanil tip
CCDC84 ile SART3 giiclii bir sekilde etkilesirken CCDC84’iin iizerinde tanimlanmis olan

mutasyonun bu etkilesimi ¢ok belirgin bir sekilde azalttigi gozlendi (Resim 4B). Yapilan

tekrarlarda da mutasyonun etkilesimi bozdugu gozlendi.

A) B
Mye + + -+
Myc SART3 - -7 N : -t Flag-CCDC84 W - +
Flag-CCDCE&W R Flag-CCDC84 M . B +
Flag CCDC84-M - - - - -
IP: Anti- Flag l‘ 150 kDa IP: Anti-Flag
IB: Anti-Myc - IB: Anti-SART3
’ 100 kDa -
IP: Anti- Fla: 2 50 kDa
IB: Anit—Flag - e - IP: Anti-Flag
) . - IB: Anti-Flag
- 37 kDa
150 kD: —
hl a
Total & == [ -—
IB: Anti-Myc
Total - 50 kDa Total
IB: Anti-Flag @ - IB: Anti-SARTS | S —
—
- 37 kDa
Total Total
IB: Antio -Tubulin | D GHD GHD GHD S S == IB: Anti-o Tubulin | SRS

Resim 4. CCDC84’iin SART3 ile etkilesiminin in vivo analizi A) Myc-SART3’{in fazladan

eksprese ettirildigi  Flp-In-293/FLAG-CCDC84_W ve Flp-In-293/FLAG-
CCDC84 M stabil hiicrelerinde Anti-FLAG M2 boncuklari ile gergeklestirilen IP
sonrast Anti-Myc, Anti FLAG ve Anti-o-tiibiilin antikorlar1 kullanilarak 1B
analizi. B) Flp-In-293/FLAG-CCDC84 W ve Flp-In-293/FLAG-CCDC84 M
stabil hiicreleri kullanilarak Anti-FLAG M2 boncuklan ile gerceklestirilen IP
sonrast Anti-SART3, Anti-FLAG ve Anti-o-tiibiilin antikorlar1 kullanilarak IB
analizi. IP ¢alismalarinda kullanilmak {izere hiicrelerden izole edilen proteinlerin
(Total) esit miktarda oldugu Anti-o-tiibiilin antikoruyla yapilan IB ile dogrulandi.
IP: Immiinpresipitasyon, IB: Immiinblot.

CCDC84 ile SART3 arasindaki etkilesimin dogrudan olup olmadiginin

arastirtlmasimin ilk asamasinda Anti-FLAG M2 boncuklar1 kullanildi. Sonug¢ olarak

CCDC84’1in SARTS3 ile birebir etkilestigi goriiliirken His-SART3’iin boncuklara az da olsa

0zglin olmayacak sekilde baglandigi goézlendi (Resim 5). Sonucun dogrulanmasi ve
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tanimlamis olan mutasyonun bu etkilesim iizerine etkisinin belirlenmesi icin pull down

deneyi bir kere daha ayni boncuklarla tekrarland1 ve mutasyonun birebir etkilesimi belirgin

bir sekilde bozdugu gozlendi. Ancak His-SART3’{in boncuklara diisiik miktarda da olsa

0zgiin olmayan baglantis1 engellenemedi (Resim 6). His-SART3’ilin Anti-FLAG M2 agaroz

boncuklarina 6zgiin olmayan baglanmasindan kaynakli sorunu diglamak i¢in deney bir kere

de rekombinant alpaka-Anti-GST atikoru bagli olan GST-Trap_A boncuklari ile tekrarlandi.
GST-CCDC84’iin yem olarak kullanildig1 pull down sonucunda yabanil tip CCDC84’iin
SARTS3 ile birebir etkilestigi ve CCDC84’1in karboksi ucundaki 63 amino asitlik delesyonun

bu etkilesimi belirgin bir sekilde azalttig1 goriildii (Resim 7).

100

IB: Anti-SART3

His-SART3 =

A) B)
Flag-Pull Down Hiicre Lizat
Flag -t - Flag-CCDC84W + - -
Flag-CCDC84W + - + Flag -
His-SART3 -t F His-SART3 +
- 150

IB: Anti-SART3

100

- 50
Flag-CCDC84-W E -
-37

50
Flag-CCDC84-W —u

IB: Anti-Flag 37 IB: Anti-Flag

Resim 5. CCDC84 ile SART3 arasindaki etkilesimin FLAG-Pull down yaklasimi ile

belirlenmesi-1 A) FLAG-CCDC84 W’in yem ve His-SART3’iin av olarak
kullanildig1 pull down yaklagiminda ¢ekilen proteinlerin Anti-FLAG ve Anti-
SART3 antikorlar1 kullanilarak immiinblot analizi. B) Pull down deneyinde

Flag-CCDC84-W

+

-+

Flag-CCDC84-M

-+ -

kullanilan protein izolatlarindaki FLAG-CCDC84 W ve His-SART3{in
ekspresyonlart.
A) B)
Flag-Pull Down Hiicre Lizat
Flag -+ - - - Flag-CCDC84-W  + - -

Flag-CCDC84-M Flag -+ -
His-SART3 S+t - His-SART3 -+
150 150 .
His-SART3 — - ’ IB: Anfi-SART3 His-SART3— - IB: Anti-SART3
100
100 2
Flag-CCDC84-W —{be 30 _ Flag-CCDC84-TW —| s IB: Anti-Flag
Flag-CCDC84-M @ e 37 B:AntiTlag Flag-CCDC84-M-__ - 37

Resim 6. CCDC84 ile SART3 arasindaki etkilesimin FLAG-Pull down yaklasimi ile

belirlenmesi-2 A) FLAG-CCDC84 W, FLAG-CCDC84 M proteinlerinin yem ve
His-SART3’1lin av olarak kullanildig1 pull down yaklasiminda ¢ekilen proteinlerin
Anti-FLAG ve Anti-SART3 antikorlar1 kullanilarak immiinblot analizi. B) Pull
down deneyinde kullanilan protein izolatlarindaki FLAG-CCDC84 W, FLAG-
CCDC84 M ve His-SART3’iin ekspresyonlari.
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A) B)

GST-Pull Down Hiicre Lizat
G5T + - - - &
GST-CCDMCE4-W - - -
GET-CCDCH4-W - - - GET-CCDMCE4-M e
GST-CCDCMM - - = GST + o - -
His-5ART3 + + + His-SART3 - - -+
| — -
His-SART3 100 His-3ARTS 100
. 75 -5
GET-CCDCE4-TW — — GET-CCDos- W — --
GST-ceDCssM - 50 [B: Anti-GET GeT-ceneadn | = [so B AwiGeT
37 L 37

GST—: —
Lzs GET—{ - - s

Resim 7. CCDC84 ile SART3 arasindaki etkilesimin GST-Pull down yaklagimi ile
belirlenmesi A) GST-CCDC84 W, GST-CCDC84 M proteinlerinin yem ve
His-SART3’tin av olarak kullanildigi pull down yaklasiminda ¢ekilen
proteinlerin Anti-GST ve Anti-SART3 antikorlar1 kullanilarak immiinblot
analizi. B) Pull down deneyinde kullanilan protein izolatlarindaki GST, GST-
CCDC84 W, GST-CCDC84 M ve His-SART3iin ekspresyonlari.

4.1.1.1. CCDC84’iin SART3 ile Etkilesimine Araciik Eden SART3 Domaininin

Belirlenmesi

CCDC84 ile dogrudan etkilesen SART3’{in bu etkilesimini hangi domaini tizerinden
gergeklestirdigi in vitro kosullarda rekombinant GST antikoru bagli olan GST-Trap A
boncuklar1 kullanilarak arastirildi. GST etiketli SART3 domain fragmanlarinin (Resim 2)
yem olarak kullanildig1 pull down sonucunda yabanil tip CCDC84’iin SART3’lin 641 ile
878. amino asit kalintilar1 arasinda kalan RRM (RNA baglanma motifleri) ile birebir
etkilestigi tespit edildi (Resim 8).
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A) B) . .
GST-Pull Down Hiicre Lizati
GST + - - - - - - GST + - - - - - - -
GST-SART3(1-315aa) - + - - - - - GST-SART3(1-315aa) - + - - - - - -
GST-SART3(241-702aa) - - + - - - - GST-SART3(241-702aa) - - + - - - - -
GST-SART3(641-963aa) - - - + - - - GST-SART3(641-963aa) - - - + - - - -
GST-SART3(641-878aa) - - - - + - - GST-SART3(641-878aa) - - - - + - - -
GST-SART3(870-963aa) - - - - - + - GST-SART3(870-963aa) - - - - - + - -
GST-SART3(935-963aa) - - - - - - + GST-SART3(935-963aa) - - - - - - + -
His-CCDC84 + + + + ++ + His-CCDC84 - - - - - - -+
His-CCDC84 — - IB: Anti-CCDC84 His-CCDC84 - IB: Anti-His
- 37 37
100 100
” 75 '—' 75
= - L 50 IB: Anti-GST —-- L 50 IB: Anti-GST
- = =-as
- | 37 L
- - '_‘_! 37
4._.3L""- 25 @_, 25

Resim 8. CCDC84 ile SART3 arasindaki etkilesime aracilik eden SART3 domainin GST-
Pull down yaklagimi ile belirlenmesi A) GST etiketli proteinlerinin yem, His-
CCDC84’1in av olarak kullanildig1 pull down yaklasiminda g¢ekilen proteinlerin
Anti-GST ve Anti-CCDC84 antikorlar1 kullanilarak immiinblot analizi. B) Pull
down deneyinde kullanilan protein izolatlarindaki proteinlerin ekspresyonlari.

4.1.2. CCDC84’iin SART1 ile Etkilesiminin in vivo ve in vitro Analizi

CCDC84 ile SARTTI proteinleri arasindaki in vivo etkilesimin sorgulandigi ¢alismanin
sonucunda FLAG-CCDC84-W’in Myc-SART1 ile olduk¢a zayif bir sekilde etkilestigi
goriilitken FLAG-CCDC84-M ile SARTI1 arasinda etkilesim goézlenmedi (Resim 9A).
FLAG-CCDC84’lin endojen SARTI1 ile etkilesiminin analiz edildigi c¢alismada ise
SART1’in 0zgiin olmayan bir sekilde Anti-FLAG M2 agaroz boncuklarina baglandigi
goriildii. Bununla birlikte hem negatif kontroliin hem de mutant CCDC84’iin bulundugu
kosula kiyasla, FLAG-CCDC84’iin endojen SART1’i daha fazla ¢ektigi gozlendi (Resim
9B). Bu durum CCDC84 ile SARTI arasinda bir etkilesim olabilecegi seklinde
degerlendirildi.

CCDC84 ile SARTI arasindaki olas1 etkilesimin dogrudan olup olmadigi in vitro
kosullarda analiz edildi. Av olarak kullanilan SART1’in, FLAG-CCDC84 ve FLAG’in yem
olarak kullanildig1 kosulda ayni diizeyde c¢ekilmis olmasi, FLAG-CCDC84 ile His-
SART1’in arasinda dogrudan bir etkilesim olmadig1 seklinde degerlendirildi (Resim 10).
Yabanil tip CCDC84 ile SARTT arasinda bir etkilesim goriilmedigi i¢in karboksi ucunda 63
amino asitlik delesyon tasiyan mutant CCDC84 ile SART1 arasindaki birebir etkilesim

ayrica sorgulanmadi.
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A) B)
Myc + - + + -
Myc-SARTI - -+ -+ -+
F]ag-CCDCSd-W - - - + + - - Flag-CCDCS*I_“" - +
Flag-CCDC84-M e A Flag-CCDC84 M - - +
Dt HEE . rurus
- AUV | s L el 100 kDa IB: Anti-SART] | a— —
IP: Anti-Flag F30kDa
IB: Anti-Flag - Total
e | 37 1Da IB: Anti-SARTI1
Total
IB: Anti-Myc —_— — — Total
- 100kDa IB: Anti-Flag -_
- -
Total 30 kDa -
1B: Anti-Flag -
— s | 31 kl)ﬂ
Total Total
IB: Anti-ar Tubulin [ S o e o =L 504Da IB: Anti-o Tubulin | SE——
—— P S —

Resim 9. CCDC84’iin SART] ile etkilesiminin in vivo analizi A) Myc-SART1’in fazladan

eksprese ettirildigi  Flp-In-293/FLAG-CCDC84 W ve Flp-In-293/FLAG-
CCDC84 M stabil hiicrelerinde Anti-FLAG M2 boncuklar ile gergeklestirilen IP
sonrast Anti-Myc, Anti FLAG ve Anti-a-tiibiilin antikorlar1 kullanilarak 1B
analizi. B) Flp-In-293/FLAG-CCDC84_W ve Flp-In-293/FLAG-CCDC84_M
stabil hiicreleri kullanilarak Anti-FLAG M2 boncuklan ile gergeklestirilen IP
sonrast Anti-SART1, Anti-FLAG ve Anti-o-tiibiilin antikorlar1 kullanilarak IB
analizi. IP ¢alismalarinda kullanilmak {izere hiicrelerden izole edilen proteinlerin
(Total) esit miktarda oldugu Anti-o-tiibiilin antikoruyla yapilan IB ile dogrulandi.
IP: Immiinpresipitasyon, IB: Immiinblot.

A) B)
Flag-Pull Down Hiicre Lizat
Flag -+ - Flag-CCDC84W + - -
Flag-CCDC84-W + - * Flag -t -
His-SART1 -+ F His-SART1 - -
-150 _ 150
His-SART1 [B: Anti-SARTI His.SART1 - - IB: Anti-SART!
100 ) 100
Flag-CCDC84-W 7 0
g- -W ;
b 37 IB: Anti-Flag Flag-CCDC84- | M | 37 IB: Anti-Flag

Resim 10. CCDC84 ile SARTI arasindaki etkilesimin FLAG-Pull down yaklagimi ile

belirlenmesi A) FLAG-CCDC84 W’ yem ve His-SART1’in av olarak
kullanildig1 pull down yaklasiminda ¢ekilen proteinlerin Anti-FLAG ve Anti-
SART]1 antikorlart kullanilarak immiinblot analizi. B) Pull down deneyinde
kullanilan protein izolatlarindaki FLAG-CCDC84 W ve His-SART1’in
ekspresyonlart.
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4.1.3. CCDC84’iin PRPF4 ile Etkilesiminin in vivo ve in vitro Analizi

CCDC84 ile PRPF4 proteinleri arasindaki in vivo etkilesimin sorgulandigi
calismanin sonucunda FLAG-CCDC84 W’nun GST etiketli PRPF4 ile giiclii bir sekilde
etkilestigi, CCDC84’1in karboksi ucunda tanimlanmis olan 63 amino asitlik delesyonun bu
etkilesimi belirgin bir sekilde azalttig1 goriildii (Resim 11A). Bu sonuglarla uyumlu olarak,
Flp-In-293/FLAG-CCDC(C&4 hiicrelerinden elde edilen protein izolatlarinda Anti-FLAG M2
boncuklar1 kullanilarak yapilan immiinpresipitasyon caligmalar1 sonucunda yabanil tip
FLAG-CCDC84’iin endojen PRPF4’1 giiclii bir sekilde ¢ektigi, CCDC84’iin karboksi
ucunda tanimlanmis olan 63 amino asitlik delesyonun bu etkilesimi belirgin bir sekilde

azalttig1 gozlendi (Resim 11B).

CCDC84 ile PRPF4 arasindaki etkilesimin dogrudan olup olmadiginin sorgulandigi
in vitro analiz sonucunda ise FLAG-CCDC84’iin ¢ekmis oldugu His-PRPF4 miktarinin,
kontrol boncuklar tarafindan ¢ekilen His-PRPF4 ile ayn1 miktarda oldugu gozlendi (Resim
12). Her iki kosulda da gozlenen bu diisiik miktardaki His-PRPF4, boncuklara 6zgiin
olmayan baglanma olarak degerlendirilirken in vitro kosullarda bu iki protein arasinda
etkilesim gozlenmedi. Yabanil tip CCDC84 ile PRPF4 arasinda bir etkilesim goriilmedigi
icin karboksi ucunda 63 amino asitlik delesyon tasiyan mutant CCDC84 ile PRPF4

arasindaki birebir etkilesim ayrica sorgulanmadi.
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A) B)
GST -+ -+
GST-PRPF4 - + - + +
Flag-CCDC84-W - + + Flag-CCDC84 W + -
Flag-CCDC84-M - + o+ Flag-CCDC84_M - +
IP: Anti-Flag _]P: A.nn-Flag
IB: Anti-GST 75 IB: Anti-PRFF4 —-—
IP: Anti-Flag & =50 IP: Anti-Flag
IB: Anti-Flag ‘ J IB: Anti-Flag -~
M. -~
37 —
Total [ 8 - -
IB: Anti-GST wtﬂ_ Total
75 IB: Anti-PRPF4
Total 50
IB: Anti-Flag a 5
: - Total
_— 37 IB: Anti-a Tubulin m
Total

IB: Anti-o-tubulin

I—SI]

- — W e

g,

Resim 11. CCDC84’iin PRPF4 ile etkilesiminin in vivo analizi A) GST-PRPF4’iin fazladan

eksprese ettirildigi  Flp-In-293/FLAG-CCDC84_ W ve Flp-In-293/FLAG-
CCDC84 M stabil hiicrelerinde Anti-FLAG M2 boncuklar ile gergeklestirilen
IP sonras1 Anti-GST, Anti FLAG ve Anti-a-tiiblilin antikorlar1 kullanilarak 1B
analizi. B) Flp-In-293/FLAG-CCDC84 W ve Flp-In-293/FLAG-CCDC84 M
stabil hiicreleri kullanilarak Anti-FLAG M2 boncuklan ile gerceklestirilen 1P
sonrast Anti-PRPF4, Anti-FLAG ve Anti-o-tiibiilin antikorlar1 kullanilarak 1B
analizi. IP caligmalarinda kullanilmak tizere hiicrelerden izole edilen proteinlerin
(Total) esit miktarda oldugu Anti-a-tiibiilin antikoruyla yapilan IB ile dogrulandi.
IP: immiinpresipitasyon, IB: Immiinblot.

A) B)
Flag-Pull Down Hiicre Lizat
Flag - T Flag - -
Flag-CCDC84-W + - + Flag-CCDC84-W  + -
His-PRPF4 - T His-PRPF4 -+ -
- 75 E 75
HisPRPF4 = IB: Anti-PRPF4 His-PRPF4 —{ — 1B: Anti-PRPF4
L 5o ~50
50 -50
Flag-CCDC84-W = il e S, 1B Anti-Flag Flag-CCDC84-W —#l 4; 1B: Anti-Flag

Resim 12. CCDC84 ile PRPF4 arasindaki etkilesimin FLAG-Pull down yaklasimi ile

belirlenmesi A) FLAG-CCDC84 W’in yem ve His-PRPF4’iin av olarak
kullanildigi pull down yaklasiminda ¢ekilen proteinlerin Anti-FLAG ve Anti-
PRPF4 antikorlar1 kullanilarak immiinblot analizi. B) Pull down deneyinde
kullanilan protein izolatlarindaki FLAG-CCDC84 W ve His-SART1’in
ekspresyonlari.
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4.1.4. CCDC84’iin TXNLA4B ile Etkilesiminin in vivo ve in vitro Analizi

CCDC84 ile TXNL4B proteinleri arasindaki etkilesimin sorgulandigi in vivo
immiinpresipitasyon yaklasimiyla, Flag etiketli yabanil tip CCDC84’iin GST-TXNL4B ile
giiclii bir sekilde etkilestigi goriildii. CCDC84’lin karboksi ucunda tanimlanan 63 amino
asitlik delesyon bu etkilesimi belirgin bir sekilde etkilememektedir (Resim 13A). Benzer
sekilde, Flag etiketli yapilan tip CCDC84 ile endojen TXNL4B arasindaki etkilesimin
sorgulandig1 ¢alisma sonucunda da iki protein arasinda giiclii bir etkilesim gdzlenirken
CCDC84 iizerinde tanimlanmis olan 63 amino asitlik delesyonun bu etkilesimi belirgin bir

sekilde degistirmedigi goriildii (Resim 13B).

CCDC84 ile TXNLA4B arasinda gozlenen in vivo etkilesimin dogrudan olup olmadigi
in vitro yaklagimla sorgulandiginda FLAG-CCDCB84’iin yem ve His-TXNL4B’ nin av olarak
kullanildig1 pull down deneyi sonucunda Flag etiketli yabanil tip CCDC84 ile TXNL4B
arasinda dogrudan bir etkilesimin olmadig1 goriildii (Resim 14). Bu asamada, CCDC84’iin
karboksi ucunda 63 amino asitlik delesyon tasiyan mutant CCDC84 ile TXNL4B arasindaki

etkilesim ayrica test edilmedi.
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A) B)
GST -4 -y + -
GST-TXNL4B - -+ -y
Flag CCDC84-W - -+ o+ - - Flag CCDCS4 W - + y
Flag- CCDC84-M - - + o+ Flag-CCDCS4_M - - +

IP: Anti-Flag =30 IP: Anti-Flag

IB: Anti-GST - - IB: Anti- TXNL4B —

;;: imi’ﬁ:“g s . e - — - 50 IP: Anti-Flag

: Anti-Elag - IB: Anti-Flag -
— 37 —
Total =50

IB: Anti-GST [ -

IB: Anti- Flag - e Total
—— 37 IB: Anti- Tubulin h
Total

IB: Anti-a-Tubulin 50

had Total
37 : -—
IB: Anti-TXNL4B
Total - =50

T — — ———

Resim 13. CCDC84’iin TXNL4B ile etkilesiminin in vivo analizi A) GST-TXNL4B’nin

fazladan eksprese ettirildigi Flp-In-293/FLAG-CCDC84_W ve Flp-In-
293/FLAG-CCDC84_M stabil hiicrelerinde Anti-FLAG M2 boncuklar ile
gerceklestirilen IP sonrast Anti-GST, Anti FLAG ve Anti-a-tiibiilin antikorlari
kullanilarak IB analizi. B) Flp-In-293/FLAG-CCDC84_W ve Flp-In-293/FLAG-
CCDC84 M stabil hiicreleri kullanilarak Anti-FLAG M2 boncuklar ile
gerceklestirilen IP sonrast Anti-TXNL4B, Anti-FLAG ve Anti-a-tiibiilin
antikorlar1 kullanilarak IB analizi. IP ¢alismalarinda kullanilmak {izere
hiicrelerden izole edilen proteinlerin (Total) esit miktarda oldugu Anti-o-tiibiilin
antikoruyla yapilan IB ile dogrulandi. IP: Immiinpresipitasyon, IB: Immiinblot.

A) B)
Flag-Pull Down Hiicre Lizat1
Flag -t - Flag CCDC84W + - -
Flag-CCDC84-W + - % Flag -t -
His TXNL4B - FF His TXNL4B - - F
L 25 25
. IB: Anti-TXNL4B His-TXNL4B = e 20 IB: Anti-TXNL4B
- 20 A
—— Lso ) L 50
Flag-CCDC84-W —M - IB: Anti-Flag Flag-CCDC84-W — IB: Anti-Flag
F37 -37

Resim 14. CCDC84 ile TXNL4B arasindaki etkilesimin FLAG-Pull down yaklasimi ile

belirlenmesi A) FLAG-CCDC84 W’in yem ve His-TXNL4B’nin av olarak
kullanildig: pull down yaklagiminda ¢ekilen proteinlerin Anti-FLAG ve Anti-
TXNL4B antikorlar1 kullanilarak immiinblot analizi. B) Pull down deneyinde
kullanilan protein izolatlarindaki FLAG-CCDC84 W ve His-TXNL4B’nin
ekspresyonlari.
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4.1.5. CCDC84’iin SART3, SART1, PRPF4 ve TXNL4B ile in vivo Etkilesimlerine
RNaz’in Etkisi

CCDC84 ile ilgili proteinler arasindaki etkilesimin RNA’ya bagimli olup olmadigini
belirlemek i¢in immiinpresipitasyon deneyi protein izolatlart RNaze ile muamele edildikten
sonra yeniden tekrarlandi. Bu kapsamda Flp-In-293/FLAG-CCDC84_W hiicrelerinden elde
edilen protein izolatlar1 immiinpresipitasyon o©ncesi RNaz ile muamele edildi.
Immiinpresipitasyon sonrast FLAG-CCDC84’iin ¢ektigi proteinler Anti-FLAG, Anti-
PRPF3, Anti-SART3, Anti-SART1, Anti-PRPF4 ve Anti-TXNL4B antikorlar1 kullanilarak
immiinblot ile incelendi. Deney sonucunda FLAG-CCDC84 ile endojen PRPF3, SARTS3,
SARTI1, PRPF4 ve TXNL4B arasindaki in vivo etkilesiminin RNA’ya bagimli olmadigi
gorildii (Resim 15).

A) B)
RNase (-) RNase (1) RNase (-) RNase (1)
Flag + - + - Flag + - +
Flag-CCDC84-W - 7 - + Flag-CCDC84-W -+ - +
IP: Anti-Flag [~ 100kDa Total C 100 kDa
IB: Anti-PRPF3 s kD IB: Ani-PRPF3 | ——
IP: Anti-Flag - 150 kDa Total — 150 kDa
IB: Anti-SART3 _— IB: ANti-SART3 | S———
— 100 kDa — 100 kDa
IP: Anti-Flag Total
IB: Anti-SART] | e 1B: Anti-SARTI
e ] Do 1 — —— 100 kDa
IP: Anti-Flag Total
IB: Anti-PRPF4 - & IB: Anti-PRPF4 | W — . —
- 50 kDa — 50 kDa
IP: Anti-Flag 20kDa Total 20kDa
IB: Anti-TXNL4B 15 kDa IB: Anti-TXNL4B 15 kDa
IP: Anti-Flag — 50 kDa Total —50kDa
IB: Anti-Flag - - IB: Anti-Flag -— -
37kDa —37kDa |

Resim 15. CCDC84’iin PRPF3, SART3, SARTI, PRPF4 ve TXNL4B ile in vivo
etkilesimlerine RNaz’in etkisi A) RNaz muamelesi yapilmayan ve yapilan
FLAG-CCDC84 W hiicrelerinden elde edilen protein izolatlar1 ile yapilan IP
sonrasi ¢ekilen proteinlerin Anti-FLAG, Anti-PRPF3, Anti-SART3, Anti-
SARTI1, Anti-PRPF4 ve Anti-TXNL4B antikorlar1 kullanilarak immiinblot
analizi. B) IP caligmalarinda kullanilan hiicrelerden izole edilen protein
izolatlarinda (Total) etkilesimi aranan proteinlerin ekspresyonlari.
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4.2. CCDC84 ile U1/U2 di-snRNP Bileseni SF3A3 ve SF3B4 Arasindaki Etkilesimin

Analizi

CCDC84’1lin U2 tip RNA kirpilma siirecindeki yerini sorgulamaya yonelik olarak,
U4/U6-US5 tri-snRNP’nin stirece dahil olmasi ile kompleks B’ nin olusmasi ve sonrasinda U1
ve U4 snRNP’lerin yapidan ayrilmasi ile kompleks B*’in olusmasi (Sekil 10) dikkate
alinarak, CCDC84 ile Ul snRNP’nin kor proteinleri olan SF3A3 ve U2 snRNP’nin kor
proteini olan SF3B4’iin in vivo etkilesimi test edildi. Bu kapsamda, Flp-In-293 hiicreleri,
pDEST27-GST-SF3A3 ve pDEST27-GST-SF3B4 plazmitleri ile gecici olarak transfekte
edildi. Transfeksiyondan 27 saat sonra hiicrelerden elde edilen protein izolatlar1 kullanilarak
GST-trap boncuklari ile immiinpresipitasyon gergeklestirildi. Immiinpresipitasyon sonucu
elde edilen proteinler Anti-CCDC84 ve Anti-GST antikorlar1 kullanilarak immiinblot ile
incelendi. Analiz sonucunda CCDC84 ile SF3A3 ve SF3B4 proteinleri ile in vivo etkilesim
icinde olmadig1 (Resim 16) ve dolayis1 ile CCDC84’iin kompleks B ve kompleks B*’1n

yapisinda yer almadig1 goriildii.

A B

) GST-SF3A3 L ) GST-SF3B4 * F

Flag-CCDC84-Wes =+ Flag-CCDC84-wes =+
IP: Anti-Flag IP: Anti-Flag
IB: Anti-GST IB: Anti-GST -
(&

IP: Anti-Flag IP: Anti-Flag
IB: Anti-Flag ~Flag-CCDC84 IB: Anti-Flag Flag-CCDC84

Totals 100 Ns Totals Ns
IB: Anti-GST 75 GST-SF3A3 IB: Anti-GST 75 GST-SF3B4

Totals 50 Totals 1 -
L Elac FFlag-CCDCS4
IB: Anti-Flag W r-rlog-CCDCs4 IB: Anti-Flag €
37 - 37
Totals = o Tubuli Totals ‘
IB: Anti-aTubulin 5o ™ aiubun IB: Anti-oTubulin ~ |™= "= =oTubulin
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Resim 16. CCDC84’iin SF3A3 ve SF3B4 ile etkilesiminin in vivo analizi. A) GST-
SF3A3’iin fazladan eksprese ettirildigi Flp-In-293/FLAG-CCDC84 W stabil
hiicrelerinde FLAG M2 boncuklart ile gerceklestirilen IP sonrast Anti-GST ve
Anti-FLAG antikorlar1 kullanilarak IB analizi. B) GST-SF3B4’iin fazladan
eksprese ettirildigi Flp-In-293/FLAG-CCDC84_W stabil hiicrelerinde FLAG
M2 boncuklar1 ile gergeklestirilen IP sonrasit Anti-GST ve Anti-FLAG
antikorlart kullanilarak IB analizi. IP c¢alismalarinda kullanilmak {izere
hiicrelerden izole edilen proteinlerin (Total) esit miktarda oldugu Anti-o-tiibiilin
antikoruyla yapilan IB ile dogruland:. IP: Immiinpresipitasyon, IB: Immiinblot.
Hc: Heavy chain/agir zincir, Ns: non-spesifik
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4.3. CCDC84 ile U11/U12 di-snRNP Bileseni RNPC3 Arasindaki Etkilesimin Analizi

CCDCB84’tin U12 tip RNA kirpilma stirecindeki yerini sorgulamaya yonelik olarak,
U4atac/Ub6atac-U5 tri-snRNP’nin siirece dahil olmasi ile B kompleksin olusmasi ve
sonrasinda U11 ve U4atac snRNP’lerin yapidan ayrilmasi ile B* kompleksin olugmasi (Sekil
12) dikkate alinarak, CCDC84 ile U12 snRNP’nin kor proteini olan RNPC3’iin (65K) in
vivo etkilesimi test edildi. Bu kapsamda, Flp-In-293 hiicreleri, pDEST27-GST- RNPC3
plazmiti ile gegici olarak transfekte edildi. Transfeksiyondan 27 saat sonra hiicrelerden elde
edilen protein izolatlar1 kullanilarak GST-trap boncuklar1 ile immiinpresipitasyon
gerceklestirildi. GST-trap boncuklarindan ayristirilan proteinler Anti-CCDC84 ve Anti-GST
antikorlart kullanilarak immiinblot ile incelendi. Analiz sonucunda CCDC84’iin RNPC3
proteini ile in vivo etkilesim i¢inde olmadig1 (Resim 17) ve dolayisi ile CCDC84’iin B

kompleks ve B* kompleksin yapisinda yer almadig: goriildii.

GST + -
GST-RNPC3 (65K) - +
kD

IP: Anti-GST >0
IB: Anti-CCDC84 g . i
IP: Anti-GST 100 el GST-65K
IB: Anti-GST 75
Totals 122:— | qT.65K
IB: Anti-GST 50
Totals
IB: Anti-CCDC84 37 -S—CCDCM
Totals 5()—| - o-Tubulin

IB: Anti-aTubulin

Resim 17. CCDC84’lin RNPC3 ile etkilesiminin in vivo analizi. GST-RNPC3’iin fazladan
eksprese ettirildigi  Flp-In-293  hiicrelerinde GST-Trap boncuklart ile
gergeklestirilen IP sonrasi Antt CCDC84 ve Anti-GST antikorlar1 kullanilarak 1B
analizi. IP ¢calismalarinda kullanilmak {izere hiicrelerden izole edilen proteinlerin
(Total) esit miktarda oldugu Anti-a-tiibiilin antikoruyla yapilan IB ile dogrulanda.
IP: Immiinpresipitasyon, IB: Immiinblot.
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4.4. CCDC84 ile Etkilesen Proteinlerin Hiicre I¢i Yerlesimi ve Mutant CCDC84’iin

Proteinlerin Yerlesimi Uzerine Etkisi

CCDC84 ile etkilesimi gosterilen SART3, PRPF4, SART1 ve TXNL4B proteinlerinin
hiicre i¢i yerlesimi, bu proteinlerin CCDC84 ile lokalize olup olmadig1 ve CCDC84 {izerinde
tanimlanan mutasyonun bu proteinlerin hiicre i¢i yerlesimi iizerine etkisi immiinfloresan
yontemiyle incelendi. Bu kapsamda Flag etiketli yabanil tip ve mutant CCDC84 HeLa
hiicrelerinde fazladan eksprese ettirildi. Fazladan eksprese ettirilen FLAG-CCDC84 W ve
FLAG-CCDC84 M proteinleri Anti-FLAG antikoru ile goriintiilenirken SART3, PRPF4,
SARTI1 ve TXNL4B proteinleri bu proteinlerin her birine 6zgii antikorlar ile goriintiilendi
(Resim 18, 19, 20 ve 21).

Yapilan analizler sonucunda fazladan eksprese ettirilen Flag etiketli yabanil tip
CCDC84 belirgin bir sekilde ¢ekirdekte yerlesim gosterirken sitoplazmada da hafif bir
sekilde yerlesimi goriildii. Grubumuz tarafindan tanimlanan karboksi ucunda 63 amino
asitlik delesyon tasiyan mutant CCDC84’{in ise bu yerlesime belirgin bir etkisi goriilmedi.
CCDC&84 ile etkilesimi sorgulanan SART3, PRPF4, SART1 ve TXNL4B proteinlerinden
SART3, PRPF4 ve SART1’in CCDC84 ile ¢ekirdekte birlikte yerlesim gosterdigi goriildii.
Ancak TXNL4B’ nin belirgin bir ¢ekirdek yerlesimi gézlenmedi.

Anti-SART3

FLAG-CCDCR4 W

FLAG-CCDCB4-M o

Resim 18. HelLa hiicrelerinde CCDC84 ve SART3’iin hiicresel lokalizasyonlarinin
gosterilmesi. FLAG-CCDC84 W ve endojen SART3 cekirdekte birlikte
lokalize ~ olmaktadir. FLAG-CCDC84 M, CCDC84’tin  hiicresel
lokalizasyonunu ve SART3 ile birlikte lokalizasyonunu degistirmemektedir.
DAPI: Mavi, Cy3: Kirmizi, Alexa Fluor 488: Yesil. Olgek cubugu: 10 pm.
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Anti-PRPF4

FLAG-CCDCB4-W

Resim 19. HeLa hiicrelerinde CCDC84 ve PRPF4’iin hiicresel lokalizasyonlarinin
gosterilmesi. FLAG-CCDC84 W ve endojen PRPF4 cekirdekte birlikte
lokalize  olmaktadir. =~ FLAG-CCDC84 M, CCDC84’tin  hiicresel
lokalizasyonunu ve PRPF4 ile birlikte lokalizasyonunu degistirmemektedir.
DAPI: Mavi, Cy3: Kirmizi, Alexa Fluor 488: Yesil. Olgek cubugu: 10 um.

Resim 20. HelLa hiicrelerinde CCDC84 ve TXNL4B’nin hiicresel lokalizasyonlarinin
gosterilmesi. FLAG-CCDC84 W ve endojen TXNL4B c¢ekirdekte birlikte
lokalize olmaktadir. FLAG-CCDC84 M, CCDC84’1in hiicresel
lokalizasyonunu ve TXNLA4B ile birlikte lokalizasyonunu degistirmemektedir.
DAPI: Mavi, Cy3: Kirmizi, Alexa Fluor 488: Yesil. Olgek cubugu: 10 pm.
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FLAG-CCDC84-W —

FLAG-CCDC84-M _—

Resim 21. HeLa hiicrelerinde CCDC84 ve SART1’in hiicresel lokalizasyonlarinin
gosterilmesi. FLAG-CCDC84 W ve endojen SARTI1 ¢ekirdekte birlikte
lokalize  olmaktadir. =~ FLAG-CCDC84 M, CCDC84’in  hiicresel
lokalizasyonunu ve SART]1 ile birlikte lokalizasyonunu degistirmemektedir.
DAPI: Mavi, Cy3: Kirmizi, Alexa Fluor 488: Yesil. Olcek cubugu: 10 um.

4.5. CCDC84 Eksikliginin Cajal Cisimcigi Olusumu Uzerine Etkisinin incelenmesi

CCDCB84’1lin eksikliginin Cajal cisimciginin say1 ve boyutuna etkisi CCDC84’iin
siRNA ile susturuldugu HeLa ve HEK293 hiicrelerinde analiz edildi. Bu kapsamda Cajal
cisimcik markir1 olan Coilin proteini immiinfloresan yontemiyle goriintiilenerek Cajal
cisimcikler sayisal ve boyut olarak degerlendirildi. Her bir deney 3 kez tekrarland1 ve
hazirlanan her bir preparattan 100 hiicrede Cajal cisimcik sayildi. Sayilan Cajal cisimciklerin
aritmetik ortalamasi hesaplanarak Student-T testi uygulandi. Sonug¢ olarak CCDC84’iin
siRNA ile susturuldugu hiicrelerde Cajal cisimcik sayisinda anlamli bir fark bulunmazken
(»p>0.05) Cajal cisimciklerin boyut ve yapilarinda ayirt edilebilir bir fark gozlenmedi (Resim
22 ve 23).
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Resim 22. CCDC84’iin eksikliginin HEK293 hiicrelerinde Cajal cisimcigi sayisi ve yapisi
lizerine etkisinin analizi. A) Cajal cisimciklerinin immiinfloresan ile gosterimi.
B) Cajal cisimciklerinin istatistiksel analizi. DAPI: Mavi, Cy3: Kirmizi, Alexa
Fluor 488: Yesil. Olgek cubugu: 10 um.
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Resim 23. CCDC84’iin eksikliginin HeLa hiicrelerinde Cajal cisimcigi sayisi ve yapisi
izerine etkisinin analizi. A) Cajal cisimciklerinin immiinfloresan ile gosterimi.
B) Cajal cisimciklerinin istatistiksel analizi. DAPI: Mavi, Cy3: Kirmizi, Alexa
Fluor 488: Yesil. Olgek ¢ubugu: 10 um.

4.6. CCDC84’iin RNA Kirpilmasi Uzerine Etkisinin Minigen ile Analizi

CCDCB84’tin RNA kirpilmasi ve alternatif RNA kirpilma mekanizmasinda roliiniin
olup olmadig1 minigen yaklasimi kullanilarak arastirildi. Bu amagla U2 tip intronu temsilen
GAPDH geninin 6 ve 7. intronlarin1 eksprese etmek lizere tasarlanan GAPDH-minigeni
kullanild1 (Resim 24A). U2 tip intronlarda RNA kirpilmasi ve alternatif RNA kirpilma test
etmek tlizere ise MSTIR geninin 10 ve 11. intronlarin1 eksprese etmek lizere tasarlanan
MSTR I-minigen kullanildi (Resim 25A). Ayrica, U12 tip intronlarin kirpilmasini test etmek
tizere de GPAAI geninin 8. intronunu iceren bir mRNA eksprese etmek iizere tasarlanan

GPAAI-minigeni kullanildi (Resim 26A). Olusturulan minigenler, CCDC84’{in siRNA ile
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susturuldugu HEK293 hiicrelerinde eksprese ettirildikten sonra izole edilen RNA
kullanilarak, minigenlerden eksprese olan RNA’larin kirpilmasi1 RT-PCR ile analiz edildi.

si-Kontroliin yaninda, PRPF3 ve SART3’{in siRNA ile susturuldugu kosullar kontrol olarak
kullanildi.

Sonug olarak, PRPF3’iin susturuldugu durumda minigen tarafindan eksprese edilen
mRNA yapisinda yer alan GAPDH’e ait 5 ve 6’nc1 intronlarin kirpilmasinin negatif kontrole

kiyasla belirgin bir sekilde bozuldugu gozlenirken CCDC84’lin siRNA ile susturuldugu
durumda kirpilmanin etkilenmedigi goriildii (Resim 24B).
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Resim 24. CCDC84’iin U2 tip intron kirpilmasi iizerine etkisinin minigen ile analizi. A)
Tasarlanan GAPDH minigeninin semasi. B) Minigen iizerinden eksprese edilen
mRNA’nin yapisindan intronlarin ¢ikartilip ¢ikartilmadiginin RT-PCR ile
analizi ve siRNA ile susturulan CCDC84 ve PRPF3’iin protein diizeylerinin
immiinblot ile gosterimi. RT-PCR analizinde kullanilan RNA miktarinin esit
oldugunun gosterilmesi icin GAPDH, immiinblot c¢alismasinda protein
miktarlarinin esit oldugunun gdésterilmesi i¢in alfa (a)-tiibiilin kullanildi.

Ayni sekilde, CCDC84’iin U2 tip intronlarin ve alternatif RNA kirpilmasi iizerine
etkisinin sorgulandigi deney sonucunda; PRPF3 ve SART3’iin susturuldugu kosullarda
negatif kontrole kiyasla belirgin bir sekilde RNA kirpilmast bozulurken CCDC84’iin
susturuldugu kosullarda RNA kirpilmasinin bozulmadigi goriildii (Resim 25B).
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Resim 25. CCDC84’iin U2 tip intron alternatif RNA kirpilmasi {izerine etkisinin minigen
ile analizi. A) Tasarlanan MSTIR minigeninin semasi. B) Minigen {izerinden
eksprese edilen mRNA’nin yapisindan intronlarin ¢ikartilip ¢ikartilmadiginin
RT-PCR ile analizi ve siRNA ile susturulan CCDC84, PRPF3 ve SART3’iin
protein diizeylerinin immiinblot ile gosterimi. RT-PCR analizinde kullanilan
RNA miktarinin esit oldugunun gosterilmesi i¢in GAPDH, immiinblot

caligmasinda protein miktarlarinin esit oldugunun gosterilmesi i¢in a-tiibiilin
kullanildi.

U12 tip intron ¢ikarilmasinda CCDC84’iin roliiniin sorgulandig1 calismada da benzer

sekilde CCDC84’1in susturulmasina bagli olarak RNA kirpilmasinin bozulmadig: gézlendi
(Resim 26B).
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Resim 26. CCDC84’{in U12 tip intron RNA kirpilmasi tizerine etkisinin minigen ile analizi.
A) Kullanilan minigenin sematize hali. B) Minigen iizerinden eksprese edilen
mRNA’nin yapisindan intronlarin ¢ikartilip ¢ikartilmadiginin RT-PCR ile
analizi ve siRNA ile susturulan CCDC84’iin protein diizeylerinin immiinblot ile
gosterimi. RT-PCR analizinde kullanilan RNA miktranin esit oldugunun
gosterilmesi i¢in GAPDH, immiinblot ¢alismasinda protein miktarlarinin esit
oldugunun gosterilmesi i¢in a-tiibiilin kullanildi.

4.7. CCDC84’iin U12 Tip Intronlarin KirpilmasiUzerine Genisletilmis Analizi

de Wolf B. ve ark. tarafindan Mayis 2021°de CCDC84’iin susturuldugu HEK?293
hiicrelerinde, yalnizca 700 mindr introndan 100’iiniin kirpilmasinin bozulurken diger major
ve mindr intronlarin transkript iizerinden ¢ikartilmasinin etkilenmedigi gosterildi (176). Bu
noktadan hareketle de Wolf B. ve ark. tarafindan belirlenen minér intronlarin ¢ikartilma
diizeyleri CCDC84, SART3 ve PRPF3 genlerinin susturuldugu kosullarda karsilastirildi.
Sonug olarak, CCDC84’iin susturuldugu kosullarda, se¢ilen minér intronlarin kirpilmasinin

SART3 ve PRPF3’e kiyasla daha ileri diizeyde bozuldugu goriildii (Resim 27).
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Resim 27. Secilen mindr intronlarin kirpilmasinda CCDC84, SART3 ve PRPF3’{in roliiniin
RT-PCR ile analizi. A) Secilen genlerdeki mindr intronlarin ve kirpilmaya
ugramamis mRNA’larin amplifikasyonunda kullanilan RT-PCR primerlerinin
yerlesimi sol tarafta sematize edilmistir. Her bir gen icin yapilan RT-PCR
iriinlerinin agaroz jel elektoroforez goriintiisii ilgili genin karsisinda kalacak
sekilde sag tarafta gosterildi. Ileri primerler saga yénelik oklar ile geri primerler
sola yonelik oklarla gosterildi. Her bir primerin kayit numarasi karsilik geldigi
okun iizerinde verildi. B) siRNA ile susturulan CCDC84, SART3 ve PRPF3’iin
protein diizeylerinin immiinblot ile gosterimi. RT-PCR analizinde kullanilan
RNA miktranin esit oldugunun gosterilmesi i¢in GAPDH, immiinblot

caligmasinda protein miktarlarinin esit oldugunun gdsterilmesi i¢in a-tiibiilin
kullanild
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu tez calismasinda, ilk kez grubumuz tarafindan mutasyonu MPD ile iliskilendirilen
ve RNA kirpilma (splicing) mekanizmasinda rol oynayan U4 snRNP kor proteinlerinden
PRPF3 ile dogrudan etkilesimi gosterilen CCDC84’iin (36) ¢ok basamakli bir siire¢ olan
RNA kirpilmasindaki roliinii aydinlatmaya ydnelik olarak diger etkilesim partnerleri ve

RNA kirpilma stirecindeki yeri ve iglevi arastirildi.

CCDC84’1lin PRPF3 ile in vivo/in vitro etkilesimi ve CCDC84’lin C-terminalinden
63 amino asitlik delesyonuna yol acan erken sonlanma mutasyonunun (g.25734 25737del;
p.Lys269Serfs10Stop) bu etkilesimi bozmasi CCDC84’lin tanimlanan hastaliktan sorumlu
oldugunu desteklerken, RNA kirpilmasi mekanizmasinda da rol oynadigina isaret etmektedir
(36). Diger taraftan, yine grubumuz tarafindan yiirlitilen immiinpresipitasyon-kiitle
spektrometresi analizi sonucunda CCDC84 ile etkilestigi gosterilmis olan ROA1’in (Tablo
1) RNA kirpilma mekanizmasi ile iligkili olmasi (177-179) ve BioGRID veri bankasinda
paylasilan kirpilmada gérevli SART3, SART1, PRPF4 ve TXNL4B’nin CCDC84 ile in vivo
etkilesimleri (117) bu proteinin RNA kirpilma mekanizmasinda rol aldigi fikrini

desteklerken, siirecteki gorevinin ne olduguna agiklik getirmemektedir.

CCDC84’1in SART3, SART1, PRPF4 ve TXNL4B ile etkilesimlerinin ileri diizeyde
arastirildigt bu calismada; CCDC84’lin, SART3’{in karboksi ucuna yakin ardisik olarak
yerlesimli iki RNA tanima motifi (RRM) ile dogrudan etkilestigi ve CCDC84 iizerinde
tanimlanan erken sonlanma mutasyonunun bu etkilesimi belirgin bir sekilde bozdugu
goriildii (Resim 7, 8 ve 9). Buna karsin SART1, PRPF4 ve TXNL4B’nin CCDC84 ile ayn1
kompleks i¢inde yer aldigi (Resim 10, 12 ve 14) ancak dogrudan etkilesim i¢inde olmadig1
gosterildi (Resim 11, 13 ve 15). mRNA yoklugunda gozlemlenen etkilesimlerin
bozulmamasi (Resim 16) CCDC84 ile SART3, SART1, PRPF4 ve TXNL4B arasindaki
etkilesimin mRNA bagimli olmadigimi goésterdi. Bununla birlikte, CCDC84 iizerinde
tanimlanan erken sonlanma mutasyonunun yalnizca PRPF4 ile kompleks iizerinden olan
etkilesimi olumsuz olarak etkiledigi, kompleks {izerinden goriilen SART1 ve TXNL4B ile
etkilesimi etkilemedigi belirlendi (Resim 10, 12 ve 14). CCDC84’tin SART3, SART1 ve
PRPF4 proteinleriyle birlikte ¢ekirdekte lokalizasyonu tanimlanan etkilesimleri destekledi
(Resim 19, 20, 21 ve 22).

CCDCB84’tin RNA kirpilmasi {izerine etkisini belirlemeye yonelik yapilan minigen

caligmalar1 gerek major intronlarin gerekse mindr intronlarin kirpilmasinda bu proteinin
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etkisini ortaya koyamamistir (Resim 24, 25 ve 26). Ancak de Wolf ve ark. (176) tarafindan
yapilan ¢aligmalar dikkate alinarak gergeklestirilen cDNA amplifikasyonlari, CCDC84’iin
susturuldugu hiicrelerde mindr intronlarin bir kisminin kirpilmasinin  bozuldugunu

gostermistir (Resim 27).

SART3/p110/Tip110’un maya ortologu olan Prp24 ilk olarak, U4-U6 snRNA’larinin
eslesmesini ve ayrigmasini yonetmek iizere U6 snRNA ile etkileserek PRP24/U4/U6
kompleksini olusturdugu, U4 ve U6 snRNP’lerin yeniden kullanilmasin1 sagladigi
gosterilmistir (134-137). Maya Prp24 proteini, 444 amino asitten olusurken N-terminalinde
dort adet RRM domaini ve C-terminalinde LSM etkilesim motifi bulunmaktadir (134, 180).
Buna karsin, 963 amino asitten olusan insan SART3 proteinin N-terminalinde yedi HAT
(TRP) domaini, bu domainleri takip eden iki NLS motifi, iki adet RRM domaini ve C-
terminalinde LSM etkilesim motifi (C10) yer almaktadir (Resim 3) (139, 140, 180).

U2 tip intronlarin kirpilmasimin U1, U2, U4, US, U6 snRNP’lerin bir diizen i¢inde
splaysozom yapisina dahil olmasi ve ayrilmasi ile gerceklestirilirken U12 tip intronlarin
kirpilmas1 U11, U12, U4atac, U5, Ubatac snRNP’ler tarafindan olusturulan splaysozom ile
benzer sekilde gergeklestirilmektedir (3, 4, 181-183). Bu snRNP’ler arasinda en dinamik
olan1 U6 ve Ubatac snRNP’lerdir. U6 snRNP’nin yapisinda diger snRNP’lerden farkli olarak
transkripsiyonu RNA polimeraz III tarafindan gerceklestirilen U6 snRNA’lar bulunmaktadir
(184). U6 snRNP’nin yapilanma siirecinde ilk olarak transkribe edilen U6 nin 3’ ucunda yer
alan polyU ucuna stabilizasyonu saglamak iizere saperon benzeri La proteini baglanir (185).
Olgunlagma siirecinin devaminda La proteini uzaklastirilir ve terminal uridyl transferaz olan
TUT proteini U6 snRNA’nin 3’ ucuna, yaklasik 20 uridin ekler. On iki uridin kalacak sekilde
U6 snRNA’nin 3’ dridinleri uzaklastirilir ve 2°-3” siklik fosfat olusturulur. Olusan 3’
terminaldeki 2°-3” siklik fosfat yapis1t LSm2-8 proteinleri i¢in baglanma bdlgesi saglar. U6
snRNA’nin 3’ ucuna baglanan LSm2-8 kompleksi SART3’iin karboksi ucunda yer alan
yiiksek diizeyde korunmus C10 (LSm interaction) dizisi (Resim 3) ile dogrudan etkilesirken
(186), SART3 {izerindeki RRM domainleri araciligiyla U6 snRNA’nin G38-ACAGAG-US57
bolgesi ile etkilesime girmektedir (Sekil 17) (139). SART3 ayni1 zamanda HAT domaini
tizerinden PRPF3/90K ile de dogrudan etkilesmesiyle U4 ve U6 snRNA’lar1 bir araya
getirerek gerek de novo U4/U6 di-snRNP yapilanmasinda gerekse daha once kullanilmig
olan U4 ve U6 snRNP’lerin U4/U6 di-snRNP yapilanmasinda tekrar kullanilmasim
saglamaktadir (139, 187). SART3’lin di-snRNP yapilanmasindaki bu rolii, SART3 ile
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dogrudan etkilesim i¢inde oldugunu gostermis oldugumuz CCDC84’{in de U4/U6 di-snRNP
yapilanmasinda gorev alabilecegine isaret etmektedir. CCDC84’tin U4 snRNP’nin kor
bileseni olan PRPF3 ile de dogrudan etkilesim igerisinde olmas1 (36) U4/U6 di-snRNP
yapilanmasinda CCDC84’1in de rol oynayabilecegi fikrini desteklemektedir.

SARTS3, U4/U6 di-snRNP kompleksinin yapisinda goriiliirken U4/U6-US tri-snRNP
ve splaysozom kompleksinin yapisinda yer almamaktadir (139, 188). Buna karsin, CCDC84
ile dogrudan etkilesen ve U4 snRNP’nin kor bileseni olan PRPF3 (36) di-snRNP ve tri-
snRNP’nin yapisinda bulunurken katalitik splaysozomun yapisinda yer almamaktadir (43).
Bu durum PRPF3 ile dogrudan etkilesen CCDC84’{in U4/U6-US5 tri-snRNP’nin yapisinda
da yer alirken katalitik splaysozom kompleksinin yapisinda yer almadigina ve tri-snRNP
yapilanmasinin ardindan sistemden ayrildigina isaret etmektedir. Ozetle, CCDC84’iin
dogrudan etkilestigi SART3 ve PRPF3’iin katalitik splaysozom (Complex B*) yapisinda yer
almamasi, CCDC84’iin de katalitik olarak aktif splaysozom yapisinda yer almadig: fikrini
desteklemektedir. Katalitik splaysozomun yapisinda kalan U2 snRNP’nin kor
bilesenlerinden olan SF3A3’lin ve SF3B4’iin (189, 190) in vivo kosullarda CCDC84 ile
etkilesmedigini gosteren bulgumuz da (Resim 17) CCDC84’iin katalitik olarak aktif

splaysozom yapisinda yer almadiginin diger bir kanitin1 olusturmaktadir.

de Wolf ve ark. taratindan May1s 2021°’de CCDC84’{in mindr splaysozomun bileseni
oldugu ve eksikliginin yaklasik 100 mindr intronun kirpilmasint bozdugu gosterilmistir
(176). U2 tip major splaysozom ile U12 tip mindr splaysozomlarin protein bilesenleri biiytik
Olclide benzerlik gosterirken, aralarindaki en belirgin fark, stirece dahil olan snRNA’larin
benzer iki boyutlu yapiya sahip olmakla birlikte farkli baz dizilimlerinin olmasidir (54, 68,
81, 105). SART3, U4/U6-US tri-snRNP yapilanmasinda oldugu gibi U4atac/U6atac-US tri-
snRNP yapilanmasinda ve U4atac/U6atac snRNP’lerin yeniden kullanilmasinda da rol
almaktadir. Bu siire¢lerde SART3, baz dizilimleri birbirinden farkli olan U6 snRNA ve
Ub6atac snRNA ile etkilesimini iizerindeki iki RRM bolgeleri ile gergeklestirmektedir (95).
CCDC84’tin SART3 ile tanimladigimiz etkilesiminin de SART3’iin RRM’leri iizerinden
olmasi (Resim 9) ve CCDC84’1in eksikliginde 6zellikle U12 tip intronlarin kirpilmasinin
bozulmasi (Resim 27) (176), CCDC84’iin, U4atac/U6atac-U5 tri-snRNP yapilanmasina
katilmak tizere SART3’iin yonlendirilmesinde rol aldigin1 diistindiirmektedir. CCDC84’{in,

katalitik mindr splaysozomun yapisinda yer alan U12 snRNP’nin kor bilesenlerinden olan
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RNPC3 (15) ile in vivo kosullarda etkilesmedigini gosteren bulgumuz (Resim 18) ise

CCDC84’tin mindr splaysozomun katalitik aktivitesi i¢in gerekli olmadigin1 gostermektedir.

U12 tip splaysozomun bilesenleri olan U11, U12, U4atac ve Ubatac snRNA’lar U2
tip snRNA analoglarina kiyasla hiicrelerde ¢ok daha diisiik miktarlarda bulunmasina karsin
(105, 191) SART3’iin Ubatac snRNA’ya kars1 olan affinitesi U6 snRNA’ya oranla 25 kat
daha yiiksektir (95). Biitiin bunlarin yaninda, U12 tip intronlarin kirpilmas1 U2 tip intronlara
kiyasla 3-5 kat daha yavas gerceklesmesi, U12 tip intronlarin gen ekspresyonunun post-
transkripsiyonel seviyede diizenlenmesinde rol aliyor olabilecekleri  seklinde
degerlendirilmektedir (103-105). Bu noktadan bakildiginda, SART3 ile etkileserek minor
splaysozomun yapilanmasini destekleyen CCDC84’iin, post-transkripsiyonel seviyede gen

ekspresyonunun diizenlenmesi i¢in de dnemli bir bilesen olabilecegi diisiiniilmektedir.

Splaysozomun yapilanma ve ayrigsmasi, snRNP’lerin belli bir diizen igerisinde
sisteme dahil edilmesi ve/veya uzaklastirilmasi ile saglanirken post-translasyonel
modifikasyonlar bu siireclerde 6nemli rol oynamaktadir (192-194). Ubikiitinasyon ve
deubikiitinasyon bu siirecte etkili olmaktadir. U4 snRNP’nin bir bileseni olan PRFP3’iin ve
PRP31’in Prp19 kompleksi tarafindan proteolitik olmayan K63-bagli ubikiitin zincirleri ile
modifikasyonu, bu proteinlerin U5 snRNP’nin bileseni PRP8’¢ olan afinitelerini arttirarak
U4/U6-US tri-snRNP’nin yapilanmasini ve kararliligini desteklemektedir (146, 149, 193).
USP4 ve USPIS5 ise sirastyla PRPF3 ve PRP31 iizerindeki K63-bagli ubikiitin zincirlerini
uzaklastirmakta, U4/U6-US5 tri-snRNP’nin  kararliligini  bozarak yapidan U4’iin
uzaklastirilmasini ve katalitik splaysozomun olusmasini saglamaktadir (146, 149, 195).
USP4 ve USP15’in ubikiitinlenmis PRPF3 ve PRP31’e hedeflenmesi SART3 tarafindan
gerceklestirilmektedir ve bu siireglerde SART3 N-terminal HAT domainleri {izerinden
PRPF3 ile, C-terminalindeki HAT domainleri iizerinden USP4 ve USPI15 ile dogrudan
etkilesmektedir (145, 146, 196). SART3’iin N-terminal HAT domainleri ile PRP31 in vivo
kosullarda etkilesmektedir (149). Bu durum, PRPF3 ve PRPF31’in deubikiitinasyonu igin
USP4 ve USP15’in SART3 tarafindan yonlendirilmesinde CCDC84’iin de roliiniin

olabilecegini diisiindiirmektedir.

SART3, hem di-snRNP’lerin (U4/U6 ve U4atac/Ubatac) yapilandirilmasinda (139,
187) hem de tri-snRNP’nin pre-mRNA {izerine tasinmasindan sonra U4 snRNP’nin
kompleksten ayrilmasi i¢in gerekli deubikiitine edici USP4 ve USP15’1 PRPF3 ile PRPF31°e
yonlendirmesinde gorev almaktadir (146, 149, 193). Buna karsin SART3’{in tri-snRNP’nin
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ve katalitik splaysozomun yapisinda olmamast (139, 188) bir ¢eliski olarak karsimiza
cikmaktadir. Bu durum ilk bakista, SART3iin rolii hakkindaki bilgilerin yetersizligi olarak
goriiliirken, protein ve RNA’larin katildig1 ¢ok dinamik bir siire¢ olan splaysozomun
yapilandirilmasinin karmasiklifindan da kaynaklanmis olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu
asamada, SART3’lin gerek tri-snRNP gerekse splaysozomun yapisinda gosterilememis
olmas1 (139, 188) pre-splaysozom, pre-katalitik splaysozom, katalitik splaysozom ve post-
splaysozom olarak asamalara (Sekil 7) ayrilan siirecin ¢ok hizli ilerlemesi ile aciklanabilir.

Ancak bu durumun daha ileri diizeyde arastirilmaya ihtiyaci vardir.

snRNP’lerin yapilanmalar1 sitoplazma ve cekirdegi kapsayan ¢ok basamakli bir
stirecle gergeklestirilmektedir (76, 77, 197). U6 snRNA ve Ub6atac snRNA hari¢ diger
snRNAlar sitoplazmaya gonderilerek SMN kopleksi tarafindan 3’ ucuna yakin bir bolgeye
Sm halkasi yerlestirildikten sonra ¢ekirdege yonlendirilmektedir (Sekil 11, 12 ve 13) (71).
U6 ve Ubatac snRNP’lerin sitoplazmadan ¢ekirdege tasinan diger kor snRNP’ler ile bir
araya getirilerek daha ileri diizeyde yapilanmalari ve U5 snRNP’nin eklenmesiyle tri-
snRNP’nin olusturulmas: Cajal cisimciklerinde gerceklestirilir (72, 83, 91, 93, 198).
snRNP’lerin bir araya getirilerek hem majér hem de mindr di-snRNP’nin
yapilandirilmasinin baglatilmasinda SART3 belirleyici bir rol oynarken Cajal cisimciklere
getirilmis olan di-snRNP ve U5 snRNP’nin birlestirilerek tri-snRNP’nin olusturulmasi
PRP6, PRP31, PRP8 ile miimkiin olmaktadir. PRP6, PRP31 ve PRP8’in eksikliginde tri-
snRNP olusum siireci bozulmakta ve sonu¢ olarak Cajal cisimciklerinin sayisinda ve
boyutunda artis goézlenmektedir (94, 199). Buna karsin, SART3 eksikliginde Cajal
cisimciklerinin sayisinda ve boyutunda degisiklik olmamaktadir (94). SART3’iin eksikligine
benzer sekilde, CCDC84’iin eksikliginde de Cajal cisimciklerinin sayisinda ve boyutunda
degisiklik gozlenmemesi (Resim 23 ve 24), SART3 ile CCDC84 arasindaki etkilesimin,
Cajal cisimciklere gelinmeden onceki bir asamada oldugunu gostermektedir. Bu durum,
CCDCB84’tin, SART3’lin RRM’leri ile dogrudan etkileserek SART3’li U4atac/U6atac di-
snRNP yapilanmasini baglatmak iizere U6atac snRNA’ya ydnlendirdigi yoniindeki
cikarimimizi desteklemektedir. Ayni1 zamanda, CCDC84’lin U6atac ve U4atac/U6atac di-
snRNP yapisinda yogun sekilde bulundugu ancak U4atac/U6atac-U5 tri-snRNP yapisinda
cok diisiik miktarda gosterilmis olmasi (176), CCDC84’lin o6zellikle U4atac/Ub6atac di-
snRNP yapilanmasi oncesinde SART3’lin U6atac iizerine yonlendirilmesinde sorumlu

oldugunu ortaya koymaktadir.
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CCDC84 ile in vivo kosullarda etkilesen ancak in vitro kosullarda etkilesmeyen
SARTI (Snu 66), PRPF4 (60 kDa) ve TXNL4B proteinlerinden SART1 proteini PRPF3,
PRPF6, Brr2 proteinleri ile, PRPF4 proteini RPF3 ve CypH ile, TXNL4B proteini ise PRPF6
ile dogrudan etkilesmektedir. PRPF3, PRPF6, Brr2 proteinlerinin tamami tri-snRNP
yapisinda yer almakta ve bunlardan SART1 ve PRP6 proteinleri hem U4/U6 di-snRNP hem
de U5 snRNP’nin kor proteinleri 1ile dogrudan etkileserek  tri-snRNP
yapilanmasinda/stabilizasyonunda kilit rol oynamaktadir (96). Bu etkilesim agi,
CCDC84’1lin tri-snRNP yapilanmasi tamamlanana kadar kompleks iizerinde kaldigini

gostermektedir.

Sonug olarak, bu tez ¢aligmasi kapsaminda grubumuz tarafindan MPD ile ilk kez
iliskilendirilmis olan CCDC84’iin RNA kirpilma mekanizmasinin temel bilesenlerinden
olan tri-snRNP’nin yapilandirilmasinda rol alan SART3 ile etkilestigi ve bu etkilesimin
SART3’iin RRM domaini ilizerinden dogrudan oldugu, CCDC84’iin lizerinde tanimlanan 63
amino asitlik delesyonun bu etkilesimi belirgin diizeyde bozdugu gosterilmistir. Ayrica, elde
ettigimiz veriler U4/U6-US tri-snRNP ve U4atac/U6atac-US5 tri-snRNP yapilanma siirecinin
baslatilmasinda gorev alan SART3’iin, U4atac/Ub6atac-U5 tri-snRNP yapilanmasi igin
yonlendirilmesinden CCDC84’{in sorumlu bir bilesen oldugunu gosterir kanitlar ortaya

koymustur.

Bununla birlikte CCDC84 minér intron ihtiva eden 100 civarinda genin RNA
kirpilmasinda gorevli oldugu ve eksikliginde sadece bu genlerin kirpilmasinin bozuldugu
bilinmektedir. Bu genlerin disinda kalan yaklasik 500-600 minér intron barindiran genin
RNA kirpilmasinda ise hangi protein ya da protein kompleksi tarafindan diizenlendigi sorusu
cevap beklemektedir. Bu mindr intronlarin kirpilmasini aydinlatmaya yonelik aragtirmalarin,
hakkinda fazla bilgi bulunmayan minor splaysozom mekanizmasinin anlasilmasina énemli

katkilar saglayacagi kanaatindeyiz.
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