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1.0ZET

Mikrosefalik Primordial Dwarfism’in Etiyolojisinde Rol Alan CCDC84’iin mMRNA
Kirpilmasinda Gorevli PRPF3 ile Etkilesiminin Arastirilmasi

Mikrosefalik Primordial Dwarfism (MPD); kisa boy, merkezi sinir sistemi
anomalileri, mikrosefali gibi klinik bulgularla karakterize, genellikle otozomal resesif
kalitilan dogum oncesi ve dogum sonrasi biiyiime geriliginin goriildiigii bir hastalik
grubudur. Anabilim dalimizda yiiriitillen genetik haritalama g¢alismalar1 sonucunda
MPD ile iligkilendirilen bireyin bulundugu bir ailede CCDC84 geni iizerinde mutasyon
tanimlandi. CCDC84’iin fonksiyonunun arastirilmasina yonelik yiiriitiilen calismalar
kapsaminda ise afinite piirifikasyon-kiitle spektrometresi yaklagimiyla CCDC84’{in
mRNA kirpilmasinda Kritik rolii olan ve U4/U6 di-snRNP yapisinda kor protein olarak
yer alan Pre-mRNA Processing Factor 3 (PRPF3) ile etkilestigi on verisine ulasildi. Bu
tez calismasi kapsaminda CCDC84 ile PRPF3 arasindaki etkilesimin daha ileri diizeyde
aragtirtlmas1 ve CCDC84 {izerinde tanimlanan mutasyonun etkilesim {iizerine etkisi
belirlenerek CCDC84’tin roliiniin aydinlatilmasina yonelik verilere ulagilmasi
amaglanmigtir.  Bu  kapsamda  yiiriitilen  immiinopresipitasyon-immiinoblot,
immiinofloresan ve in-vitro pull down yaklagimlari ile CCDC84 ile PRPF3’iin dogrudan
etkilestigi ve c¢ekirdekte birlikte yerlesim gosterdigi, CCDC84 iizerinde tanimlanan
mutasyonun PRPF3 ile etkilesimi belirgin diizeyde bozdugu gosterildi. Ayrica,
CCDC84 ile PRPF3 arasindaki etkilesimin PRPF3’iin PRP3 domaini iizerinden oldugu
gosterildi. Sonug olarak bu tez ¢alismasi ile MPD ile tarafimizdan iliskilendirilmis olan
CCDCB84’lin, pre-mRNA’nin yapisindan intronlarin ¢ikartilmasinda rol alan ve U4/U6
di-snRNP’nin kor proteini olan PRPF3 ile dogrudan etkilestigi gosterilerek CCDC84’{in
RNA kirpilmasinda kritik 6neme sahip bir protein oldugu gosterilmistir.

Anahtar Sozciikler: CCDC84, Mikrosefali, Protein-protein etkilesimi, PRPF3, RNA
kirpilmasi



2. SUMMARY

Investigation of the Interaction of Microcephalic Primordial Dwarfism
Associated Protein CCDC84 with mRNA Splicing Protein PRPF3

Microcephalic Primordial Dwarfism (MPD) is a group of diseases characterized
by clinical findings such as short stature, central nervous system anomalies,
microcephaly and prenatal and postpartum growth retardation, which is usually
inherited autosomal recessively. A mutation was identified on the CCDC84 gene in an
individual of MPD-related family by genetic mapping studies conducted in our
department. Within the scope of the studies carried out to investigate the function of
CCDC84, preliminary data was obtained by using affinity purification-mass
spectrometry approach that CCDC84 interacts with Pre-mRNA Processing Factor 3
(PRPF3), which is a core protein of U4/U6 di-snRNP and plays a critical role in mRNA
splicing. In this thesis study, it was aimed to further investigate the interaction between
CCDC84 and PRPF3 and to reach the data by determining the effect of mutation
identified on CCDCB84 in order to elucidate the role of CCDCB84. In this context,
immunoprecipitation-immunoblot, immunofluorescence and in-vitro pull down
approaches showed that CCDC84 and PRPF3 interact directly and they are co-localized
in the nucleus. It was also shown that the mutation identified on CCDC84 disrupts the
interaction with PRPF3 significantly. Furthermore, the direct interaction between
CCDCB84 and PRPF3 was shown to be via PRP3 domain of PRPF3. As a result; it was
shown with this thesis study that CCDC84, which was associated with MPD by our
group, interacts directly with PRPF3, the core protein of U4/U6 di-snRNP involved in
pre-mRNA splicing. In conclusion, CCDC84 has been shown to be a critically
important protein in RNA splicing.

Key Words: CCDC84, Microcephaly, Protein-protein interaction, PRPF3, RNA

splicing



3. GIRIS ve AMAC

Insan Genom Projesi (IGP)’nin 2003 yilinda tamamlanmas: ile insan genomunda
20 719 adet protein kodlayan genin ve ¢ok sayida kodlamayan RNA kodlayan genin
bulundugu belirlenmistir (1, 2). IGP’nin devaminda, hastaliklarin  genlerle
iligskilendirilmesini amaglayan genetik haritalama ¢aligsmalar1 biiyiik hiz kazanmistir (3).
Gelinen asamada, tanimlanan genlerden 5488’1 bilinen bir hastalik ile iliskilendirilmistir
(4). Hastaliklarin genlerle iliskilendirilmesi, ailelere dogum Oncesi tani imkanindan
yararlanma yoniinde Onemli firsatlar sunarken, tanimlanan genlerin kodladigi
proteinlerin fonksiyonlarinin aydinlatilmasina yonelik yiiriitiilen ¢aligmalar ile temel
hiicresel mekanizmalarin aydinlatilmasina ve tedavi ydntemlerinin gelistirilmesine

fayda saglayabilecek 6nemli verilerin ortaya ¢ikmasina katki saglamaktadir.

Mikrosefalik Primordial Dwarfism (MPD); dogum Oncesi ve dogum sonrasi
donemde gelisme geriligi ile karakterize Seckel sendromu, Meier-Gorlin sendromu,
Mikrosefalik Osteodisplastik Primordial Dwarfism Tip 1l (MOPDII) ve Mikrosefalik
Osteodisplastik Primordial Dwarfism Tip I/lIl (MOPDI/II) olmak tizere dort farkli
hastaliktan olusmaktadir (5). Bugiine kadar Seckel sendromu’ndan sorumlu 11 gen
tamimlanmistir ve bu genler tarafindan kodlanan proteinler DNA tamiri, sentriol
biyogenezi ve mikrotiibiil organizasyonu siireglerinde rol oynamaktadir. Meier-Gorlin
sendromundan sorumlu olarak sekiz gen tanimlanmistir ve bu genlerden kodlanan
proteinler ise DNA replikasyonunun baslatilmasi siirecinde rol almaktadir. MOPDII ile
ise bir gen iliskilendirilmistir ve iliskilendirilen gen tarafindan kodlanan protein
mikrotiibiil organizasyonunda rol almaktadir. Bu grup igerisindeki en agir olan ve
yasamin ilk yillarinda kaybedilen MOPDI/III ile ilgili olarak da bir gen tanimlanmis ve
bu gen, pre-mRNA’larin yapisindan mindr intronlarin ¢ikartilmasina rol oynayan

U4atac snRNP’nin yapisindaki snRNA’y1 kodlamaktadir (6).

Okaryotlarin protein kodlayan genlerinin neredeyse tamaminin primer transkripti
(pre-mRNA) intron olarak adlandirilan ¢ok sayida kodlamayan ara bolgelere sahiptir.
Bu bolgeler biiyiik bir hassasiyetle pre-mRNA’larin yapisindan ¢ikartilir, ekzonlar
birlestirilerek olgun mRNA’lar olusturulur (7). Pre-mRNA’larin yapisindan intronlarin
cikartilarak olgun mRNA’larin olusturmasi siireci RNA kirpilmasi (splicing) olarak

adlandirilir. Intronlarin ¢ikarilmasi, snRNP komplekslerinin bir sira halinde katilip



ayrildig1 kirpilma kompleksi (spliceosome) ile gerceklestirilir. Kirpilma kompleksinin
yapisinda kor protein ve diizenleyici proteinler olmak iizere ¢ok sayida protein ve ¢ok
sayida snRNA yer almaktadir (8). Kirpilma kompleksinde yer alan snRNP’lerin kor
bilesenlerini (protein ve snRNA) ve yapilandirilmalarini yoneten proteinleri kodlayan
genlerin bir kisminin mutasyonlar1 gesitli hastaliklarla iliskilendirilmistir (9). Ancak,
halen fonksiyonlari tanimlanmamis ve hastalikla iligkilendirilmemis ¢ok sayida protein

var oldugu diisiintilmektedir.

Anabilim dalimizda Mikrosefalik Primordial Dwarfism tanis1 alan hastalarin
bulundugu bir aile iizerinde yiiriitilen genetik haritalama caligmalart sonucunda,
hastaliktan sorumlu mutasyon CCDC84 geni iizerinde tespit edilmistir. CCDC84’{in
fonksiyonunu tanimlamay1 amaglayan TUBITAK tarafindan desteklenen 1147883 no’lu
proje kapsaminda ise biiyilik Olcek immunopresipitasyon-kiitle spektrometresi
yaklagimlart ile CCDC84’tin, mRNA kirpilmasi mekanizmasinda rol aldigi bilinen
PRPF3 (Precursor mRNA-Processing Factor 3) proteini ile etkilesim igerisinde
olabilecegi yoniinde 6n veriye ulasildi. Bu tez caligmasiyla ilk etapta, CCDC84 ile
PRPF3 arasindaki etkilesimin immiinopresipitasyon yaklasimi1 ile dogrulanmasi,
CCDC84 mutasyonunun etkilesime etkisinin belirlenmesi, CCDC84 ve PRPF3’iin hiicre
icinde birlikte yerlesiminin analiz edilmesi, tanimlanan mutasyonun PRPF3’iin hiicre ici
yerlesimi tlizerine etkisinin belirlenmesi ve ayrica iki protein arasindaki etkilesimin
dogrudan olup olmadiginin in-vitro yaklasimla belirlenmesi hedeflenmistir. Caligmanin
ikinci basamaginda ise CCDC84 ile PRPF3 arasindaki etkilesimin PRPF3’iin hangi
domaini iizerinden oldugunun immiinopresipitasyon ve in vitro pull down

yaklasimlariyla belirlenmesi hedeflenmistir.



4. GENEL BILGILER

Hastaliklarin etiyolojisinde genetik bozukluklar 6nemli bir yere sahiptir ve DNA
lizerinde meydana gelen degisikliklere bagli olarak genetik hastaliklar; kromozomal
hastaliklar, multifaktoriyel hastaliklar ve tek gen hastaliklar1 olarak ortaya ¢ikmaktadir.
Insan Genom Projesi’nin 2003 yilinda tamamlanmasiyla birlikte insan genomunda
yaklasik 20 719 protein kodlayan gen tanimlanmistir (10). Insan genomunda ¢ok sayida
genin varligr biliniyor olmasina ragmen heniiz 6000 gen nadir hastaliklarla
iliskilendirilmistir. Nadir hastaliklar, Amerika’da 1/200 000 ve Avrupa’da ise
1/2000°den daha az bireyi etkileyen hastaliklar olarak tanimlanmis olup %85’ini tek gen
hastaliklar1 olusturmaktadir. Nadir tek gen hastaliklarinin %84 {iniin sorumlu genleri
belirlenmis olmakla birlikte geri kalan %16’sindan sorumlu genler halen kesfedilmeyi
beklemektedir (4). Genom iizerindeki genlerin biliniyor olmasi gerek genetik
hastaliklarin  tanisinin  konulmasinda, gerekse hastaliklarin  bir sonraki kusaga
aktarilmasinin O6nlenmesinde tek basma istenen katkiyr saglamamaktadir. Tek gen
hastaliklarinin tan1 konulma siiresinin 5-30 yil arasinda degistigi goz oniine alindiginda,
saglikli nesillerin olusturulmasi yoniinde IGP'den azami faydanin saglanabilmesi igin
insan genomunda tanimlanan genlerin hastaliklarla iligkilendirilmesi, tedaviye ve ilag
gelistirmeye altyapr olusturacak sekilde genler tarafindan kodlanan proteinlerin
rollerinin aydinlatilmasi ve hastalardaki mutasyonlarin belirlenmesi gerekmektedir (11).
Bu dogrultuda, belli bir popiilasyonda goriilen kalitsal hastaliklar i¢in klinik ve genetik
endekslerin olusturulmasi ve risk faktorlerinin tanimlanarak nadir hastaliklara neden
olan genlerin ortaya ¢ikarilmasini ve kisiye 6zgii tedavilerin gelistirilmesini amaclayan
ulusal genom projeleri gectigimiz son 10 yilda hayata gecirilmis (12) ve iilkemizde de
kisa bir siire 6nce Bogazici Universitesi tarafindan bagslatilan Tiirk Genom Projesi
(TGP) calismalar1 (13) Tiirkiye Saghk Enstitiileri Baskanlign (TUSEB) biinyesinde
devam etmektedir.

4.1. Mikrosefalik Primordial Dwarfism

Mikrosefalik Primordial Dwarfism (MPD), genellikle otozomal resesif kalitim
gosteren ve dogum Oncesi ve dogum sonrasinda gelisme geriligi ve dismorfik bulgularla
seyreden bir nadir hastaliklar grubudur. Bu grup igerisinde; Meier-Gorlin sendromu
(OMIM:224690), Seckel sendromu (OMIM:210600), Mikrosefalik Osteodisplastik



Primordial Dwarfism Tip Il (OMIM:210720) ve Mikrosefalik Osteodisplastik
Primordial Dwarfism Tip /Il (Taybi-Linder Sendromu) (OMIM:210710) olarak
adlandirilan dort farkli hastalik yer almaktadir (5).

4.1.1. Meier-Gorlin Sendromu

Meier-Gorlin Sendromu (MGS); mikrotia, patella eksikligi, boy kisaligi, dogum Oncesi
ve sonrast gelisme geriligi ve mikrosefali ile karakterize olup mikrotia ve patella
eksikligi ile grup igindeki diger hastaliklardan ayrilmaktadir ve hem klinik hem de
genetik olarak heterojen bir hastaliktir (14). Bazi hastalarda, solunum stresine bagli
olarak konjenital emphysema (akciger loblarinin genislemesi) bildirilmistir. Hastaligin
sagkalim siiresi bilinmemekle birlikte 5-25 yas araliginda ilk kez tani alan hastalar
bulunmaktadir (15). Hastaligin etiyolojisini belirlemeye yonelik ¢alismalarla; otozomal
resesif kalitilan formunda DNA replikasyon orijini tizerinden replikasyonun
baslatilmasinda gorevli pre-replikasyon kompleksinde yer alan ORC1, ORC4, ORCS5,
ORC6, CDT1, CDC6, CDC45 proteinlerini kodlayan genlerin mutasyona ugradigi
gosterilmigtir  (15-17). Otozomal dominant Kkalitilan formunda ise, DNA
replikasyonunun inhibisyonunda gorevli Geminin proteinini kodlayan GMNN geni

tizerinde de-novo mutasyonlar tanimlanmstir (18).
4.1.2. Seckel Sendromu (SCKL)

MPD’nin en genis grubunu olusturan Seckel sendromu (OMIM:210600); orantil
kisa boy, mikrosefali, arkaya egimli alin, gaga seklinde ¢ikintili burun, kiigiik ¢ene,
besinci parmagin klinodaktilisi ve mental retardasyon ile karakterize otozomal resesif
kalitim gosteren hem klinik hem de genetik olarak olduk¢a heterojen bir nadir
hastaliktir (18, 19). Seckel sendromu ile ilgili olarak bugiine kadar ATR (21), CENPJ
(22), RBBP8 (CtIP)(23), CEP152 (24), NIN (25), CEP63 (26), TRAIP (27), DNA2 (28),
NSMCE?2 (29), CDK5RAP2 (30) ve PLK4 (31-33) olmak iizere 11 gen tanimlanmistir.
Bu genler tarafindan kodlanan proteinler fonksiyonlarina bagli olarak; i) DNA hasarina
cevapta rol oynayanlar (ATR, ATIP, RBBP8 ve DNA2) ve ii) sentrozom ile iliskili
olanlar (CENPJ, CEP152, CEP63 ve NIN, PLK4) olmak iizere iki grup altinda

toplanmaktadir.



4.1.3. Mikrosefalik Osteodisplastik Primordial Dwarfism Tip 11 (MOPDII)

MOPDII; dogum oncesi gelisme geriligi, siddetli boy kisaligi ve mikrosefali ile
karakterize otozomal resesif bir hastaliktir. Orantisiz boy kisaligi, radyolojik
anormallikler ve hafif mental gerilik veya normal mental gelisim, kii¢iik ve seyrek
sekonder dis gibi bulgular ile Seckel sendromu’ndan ayrilmaktadir (34, 35).
Sentrozomal bir protein kodlayan PCNT’nin mutasyonlart MOPD II’ye neden
olmaktadir (36). Perisentriolar matrikste yer alan PCNT; DNA hasarina cevapta,

mikrotiibiil olusumu ve ig ipliklerinin organizasyonunda rol almaktadir (37).
4.1.4. Mikrosefalik Osteodisplastik Primordial Dwarfism Tip I/111

MOPDI/III  (Taybi-Linder Sendromu, TALS); Osteodisplastik primordial
dwarfism’in 6liimciil formudur (38). Ayirict bulgular arasinda; kuru cilt, seyrek sag ve
yasamin erken doneminde oliim goriilmektedir. Diger karakteristik bulgular1 arasinda
dogum Oncesi ve sonrasinda siddetli biiyiime geriligi, iskelet displazileri, ¢ikintili goz
yapisi, isitme ve gorme kaybi, korpus kallosum agenezi, serebral korteks gelisimi
bozuklukar1 (pakigiri/agiri), mikrosefali ve epileptik nobetler yer almaktadir (39).
MOPDTI’in genetik etiyolojisini aydinlatmaya yonelik yapilan ¢aligmalara gore, U12 tip
intronlarin ¢ikarilmasinda rol oynayan mindr kirpilma kompleksinin yapisinda yer alan
Udatac kiiciikk niiklear RNA (SnRNA; small nuclear RNA) kodlayan RNU4ATAC
geninde tanimlanan homozigot mutasyonlarin U4atac snRNA’nin  fonksiyonu

tizerindeki yikici etkisine bagli olarak hastalarin yasam siireleri 1-4 y1l arasindadir (40).
4.2. RNA Kirpilmasi (Splicing)

Gelismis organizmalarda protein kodlayan genlerin neredeyse tamaminin
yapisinda intron olarak adlandirilan kodlamayan diziler bulunmaktadir. Intron igeren
genlerden kodlanan RNA’larin (pre-mRNA) yapisindaki intronlarin ¢ikartilarak,
kodlayan dizilerin (ekzon) birlestirilmesi ile olgun mRNA’larin olusturulmast RNA
kirpilmasi (splicing) olarak adlandirilmaktadir (8). RNA kirpilmasi, ¢ok sayida protein
ile SnRNA’larmn bir araya gelmesi ile olusan ve RNA kirpilma kompleksi (spliceosome)
olarak adlandirilan makromolekiiler bir makine ile gerceklestirilen ¢ok basamakli
karmagik bir siiregtir. RNA kirpilmasi siirecinde, ekzon-intron sinirlarinin yiiksek
dogrulukla belirlenmesi; 1) intronun 5’ kirpilma verici bolgesi (5°ss), 2) dallanma
bolgesi (branch-point (BP) dizisi), 3) polipirimidin (Py) dizileri (Py tract) ve 4) 3’



kirpilma alict bolgesi (3°ss) olarak adlandirilan korunmus diziler ile gergeklestirilir
(Sekil 1) (41).
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Sekil 1. Pre-mRNA’dan intronlarin ¢ikarilmasi. Kirpilma kompleksi bilesenleri
tarafindan intronlarin kesilerek ¢ikartilmasi ve ekzonlarin birlestirilmesi,
5'kirpilma bolgesi (SS), adenozin dallanma noktasi (BPS), polipirimidin (Py)
dizileri ve 3’ SS dizisinin yer aldig1 iki ardisik transesterifikasyon reaksiyonu
ile elde edilir (Wahl’den, 42)

Intronlar 5° ve 3’ uclarinda bulunan kirpilma verici ve alict bolgelerdeki
korunmus dizilerine gore “U2-tip” ve “Ul2-tip” intronlar olarak iki alt gruba
ayrilmaktadir. U2-tip intronlarin 5° ve 3’ kirpilma uglarinda sirasi ile “GT” ve “AG”
korunmus dizileri bulunurken, bu grup tiim intronlarm biyiik bir kismini
olusturmaktadir. U12-tip intronlar ise tiim intronlarin yaklasik % 0.5’ini olusturken 5’
ve 3’ kirpilma uglarinda sirasi ile “AT” ve “AC” korunmus dizileri bulundururlar (43,
44). U2-tip intronlarin ve Ul2-tip intronlarin heterojen niiklear RNA (hnRNA)
yapisindan ¢ikartilmasi sirasiyla “major” (U2 bagimli) ve “minér” (U12 bagimli) RNA
kirpilma kompleksleri tarafindan gerceklestirilir (8, 43, 45). Mindr kirpilma kompleksi
tarafindan ¢ikarilan U12 tip intronlar, insan genlerinin yaklagik 800 tanesinde mevcut
olup bu genlerin kodladig1 proteinler DNA replikasyonu ve tamiri, transkripsiyon, RNA
islenmesi, translasyon ve hiicre iskeleti organizasyonu gibi kritik mekanizmalarda gorev
almaktadirlar (38, 40). Bu sebeple, U12-aracili kesilme mekanizmasinda meydana gelen
defektler hiicre proliferasyonu, hiicre farklilasmasi ve hiicre biiylimesi gibi hayati

fonksiyonlar1 aksatmaktadir (46).



RNA kirpilmasinin yiiksek dogrulukla diizenlenmesinde, snRNP’ler disinda pre-
MRNA iizerinde bulunan kirpilma bolgelerine yakin yerlesimli ekzonik ve intronik
kirpilma arttiric1 (ESE: Exonic Splicing enhencer/ISE: Intronic Splicing Enhencer) ve
susturucu (ESS: Exonic Splicing Silencer/ISS: Intronic Splicing Silencer) diziler de rol
almaktadir (43). Ayrica, bu siiregte kirpilma bolgesinin belirlenmesinde kritik 6neme
sahip olan ESE dizilerine baglanarak kirpilmay1 tesvik eden serin ve arjinin amino
asitlerince zengin “SR proteinleri”, ESS ve ISS dizilerine baglanarak kirpilmay1
baskilayan “hnRNP proteinleri” de rol almaktadir (Sekil 2) (47). Antagonist olarak
calisan “SR proteinleri” ve “hnRNP proteinleri” alternatif kirpilmanin diizenlenmesinde

kritik 6neme sahiptir (48).
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Sekil 2. Kirpilma mekanizmasinin diizenleyicileri. Kirpilmanin diizenlenmesi esnasinda
cis-acting elemanlar (ESE, ISE, ESS ve ISS’ler), Ser/Arg zengin SR proteinleri
ve heterojen niikleer riboniikleoproteinler (hnRNP)’leri gibi yardimer kirpilma
faktorleri tarafindan taninirlar (Scotti’den, 43)




4.2.1. Major ve Minor Kirpilma Kompleksleri

Kirpilma kompleksleri, yapilarinda protein ve snRNA molekiilleri igeren ve
snRNP’ler (small nuclear Ribonuclear Protein: Kiigliik Niikleer Riboniikleer Protein)
olarak adlandirilan kompleksler ve ilave proteinlerden olugmaktadir. Bu snRNP’lerin
her birinin yapisinda “kor protein” olarak adlandirilan bir grup protein ve birer shnRNA
bulunmaktadir (8, 49). Bu snRNP’ler yapilarinda bulunan ve iridince zengin (U)
snRNA’lar ile aymi isimle adlandirilmaktadir. U2 tip intronlarin pre-mRNA’dan
¢ikartilmasindan sorumlu olan major kirpilma kompleksinin yapisinda U1, U2, U4, U5

ve U6 snRNP’ler yer almaktadir (Sekil 3).
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Sekil 3. Major kirpilma kompleksinin bilesenleri. Major kirpilma kompleksine katilan
Ul, U2, U4, U6 ve U5 snRNP’ler ve bu snRNP’lerin yapisinda yer alan kor
proteinler ile snRNA’lar ve bu snRNA’larin sekonder yapilar1 (Will’den, 8)

Ul2 tip intronlarin pre-mRNA’dan ¢ikartilmasindan sorumlu mindr kirpilma
kompleksinin yapisinda ise major kirpilma kompleksinden farkli olarak Ul1, U12,
U4atac ve U6batac snRNP’ler yer almaktadir. Bu snRNP’lerin yapisinda yer alan
snRNA’lar U2-bagimli kirpilma kompleksindeki karsiligr ile ayni gdrevi yapmakta



ancak tamamen farkli dizilere sahiptirler. Mindr kirpilma komplekslerini olusturan bu
snRNP’lerin yapisinda yer alan proteinlerin bir kism1 major kirpilma komplekslerini
olusturan snRNP’ler ile ortak olarak kullanilsa da bu komplekslerin protein igerikleri
birbirinden farklilik gostermektedir (Sekil 4). Major kirpilma kompleksi yapisina
katilan U5 snRNP ise minor kirpilma kompleksinin yapisinda da aynen kullanilmaktadir
(44).
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Sekil 4. Mindr kirpilma kompleksinin bilesenleri. Mindr kirpilma kompleksine katilan
Ull, Ul12, Udatac ve Ubatac snRNP’ler ve bu snRNP’lerin yapisinda yer alan
kor proteinler ile snRNA’lar ve bu snRNA’larin sekonder yapilar1 (Wahl’den,
50)



4.2.2. snRNP Biyogenezi ve Cajal Cisimcigi

Major ve mindr kirpilma kompleksinin temel bilesenleri olan Ul, U2, U4, US,
Ull, U12 ve Udatac snRNP’lerin yapilanmasi sitoplazma ve ¢ekirdekte c¢oklu
basamaklar halinde gerceklesirken, U6 ve Ub6atac snRNP’lerin yapilanmasi yalnizca
cekirdekte gergeklesmektedir (49).

Ul, U2, U4, U5, Ull, Ul2 ve Udatac snRNP’lerin yapilarinda, ayni isimle
adlandirilan yaklasik 200 niikleotid (nt) uzunlugunda snRNA’lar bulunur. Bu
snRNA’lar, RNA Polimeraz II tarafindan transkribe edilirler ve 5’ uglarina 7-metil-

guanozin (m7G) sapkasi takilir. Ancak, bu snRNA’lar poliadenilasyona ugramazlar
(51).

Transkripsiyonun sonlanmasiyla birlikte pre-snRNA’larin 3’ u¢ kismi proteolitik
kesime ugrar ve 7-metil-guanozin yapist eklenen bu snRNA’lar eksportin kompleksi
araciligiyla c¢ekirdekten sitoplazmaya tasmir (52, 53). Ardindan, SMN kompleksi ve
PRMTS5 kompleksi tarafindan bir araya getirilen 7 adet Sm protein halka kompleksi
snRNA’ya takilarak kor snRNP olusturulur. SMN ve PRMTS komplekslerinin
snRNA’lar iizerine taginmasi, SMN kompleksinin yapisinda bulunan SMN proteininin
snRNA iizerinde yer alan Sm dizisini tanimasi ile saglanir (7). Olusan kor snRNP
tizerindeki m7G-sapkas1 ve Sm halka kompleksi ¢ekirdege tasinma igin sinyal gorevi
goriir ve import kompleksi araciligiyla bu kor yapi daha ileri diizeyde yapilandirilmak
tizere ¢ekirdekte bulunan Cajal cisimcigine tasinir (54, 55). Cajal cisimcigine gelen kor
snRNP’lere diger kor proteinler de eklenerek snRNP’ler yapilandirilir (Sekil 5). Ancak,
U6 ve Ubatac snRNP’lerin biyogenez siireci farklilik arz etmektedir. U6 ve U6atac
snRNA’lar RNA polimeraz III tarafindan transkribe edilir ve 5’ uglarinda m7G-sapkasi
bulunmamaktadir. Bu nedenle, yapilanma siirecinde sitoplazmaya c¢ikmazlar ve
cekirdekte kalan U6 ve Ubatac snRNA’lara Sm halkasina benzer bir yap1 olan Lsm

halkasi takilarak bu yapilar dogrudan Cajal cisimciklerine yonlendirilir (56).
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Sekil 5. Cekirdek ve sitoplazmada snRNA’larin yapilandirilmasi (Paushkin’den, 57)

Major kirpilma kompleksinin bilesenleri olan snRNP’lerden Ul ve U2
niikleoplazmaya tek tek salinirken U4, U5 ve U6 snRNP’ler Cajal cisimciginde daha
ileri diizeyden yapilandirilarak U4/U6-U5 tri-snRNP olarak niikleoplazmaya salinr (58).
U4/U6-U5 tri-snRNP’nin yapilandiriimas: siirecinde oncelikle SART3 proteini U6
snRNP’ye baglanir. Ardindan SART3, U4 snRNP ile de etkileserek U4 ve U6’y1 bir
araya getirir ve U4/U6 di-snRNP kompleksi olusturulur. Sonrasinda, U5’in kor proteini
olan hPrp6 ve U4/U6’nin kor proteini olan hPrp31 arasindaki etkilesimle U5 ile U4/U6
di-snRNP bir araya getirilerek U4/U6-U5 tri-snRNP kompleksi olusturulur ve SART3

13



kompleksten ayrilir (Sekil 6A). Olusturulan U4/U6-U5 tri-snRNP kompleksi (Sekil 6B)

kirpilmada gorev almak iizere Cajal cisimciginden niikleoplazmaya salinir (59).

Minor kirpilma kompleksinin bilesenleri olan snRNP’lerin Cajal cisimcikteki
yapilanma siirecleri biraz daha farkli seyretmektedir. Ul1 ve Ul2 snRNP’ler Cajal
cisimcikte U11/U12 di-snRNP seklinde bir araya getirildikten sonra niikleoplazmaya
salinmaktadir. Bununla birlikte U4atac, U6atac ve U5 ise U4/U6-U5 tri-snRNP
kompleksinin  yapilandirilmasina benzer sekilde U4atac/U6atac-U5 tri-snRNP

kompleksi olarak yapilandirilir ve niikleoplazmaya salinirlar (60).
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Sekil 6. U4/U6-U5 tri-snRNP’nin Cajal cisimciklerinde yapilandirilmast A) Cajal
cisimciginde U4/U6 di-snRNP ve U4/U6<U5 tri-snRNP yapilandirilmasi B)
U4/U6<U5 tri-snRNP  spesifik protein-protein etkilesimlerinin  sematik
gosterimi (Novotny’den, 59; Liu’dan, 61)

4.2.3. Major ve Minor Kirpilma Kompleksinin Aktivasyonu

Kirpilma komplekslerinin aktivasyonu, snRNP’lerin sirali bir sekilde pre-mRNA
lizerine baglanmalar1 ve kirpilma komplekslerinden snRNP’lerin ayrilmalart ile
diizenlenir. Major intronlarin (U2 tip) pre-mRNA’larin yapisindan ¢ikartilmasi major
kirpilma kompleksinin bilesenleri ile gerceklestirilir (7). Bu siiregte ilk olarak Ul
snRNP intronun 5’ kripilma verici bdlgesine, U2 snRNP ise intronun 3’ kirpilma alict
bolgesine baglanarak Kompleks E olusturulur. Prp5 ve Sub2 gibi proteinlerin varliginda
Ul ve U2 snRNP’ler bir araya gelerek ekzon tanimlama kompleksi olarak gorev yapan
Kompleks A olusturulur. Kompleks A'nin olusumundan sonra, U4/U6-U5 tri-snRNP
kompleksi siirece katilir ve pre-katalitik Kompleks B olusur. Pre-katalitik Kompleks
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B’nin yapisindan Brr2, Snull4 ve Prp2 gibi RNA helikazlar araciligiyla U4 ile Ul
snRNP’leri uzaklastirilirak kompleksten salinir ve katalitik Kompleks B* olusur. Takip
eden birinci agsamada; U2, U5 ve U6 snRNP’ler yeniden diizenlenir ve Kompleks C
olarak adlandirilan aktif U2/U5/U6 snRNP yapisi olusur. ikinci asamda ise Prp8, Prp16,
Prp18 ve Slu7 gibi proteinlerin varliginda intron uzaklastirilarak ekzonlar birlestirilir.
Intronun uzaklastirilip ekzonlarin birlestirilmesi ile birlikte post-spliceosomal kompleks
olusur. Sonrasinda, Prp22 ile Intron-U2/U5/U6 kompleksi ekzonlarin iizerinden ayrilir.
Son olarak, U2/U5/U6 snRNP’ler RNA helikazlarin katkisi ile intronun iizerinden
ayrilarak bir sonraki kirpilma dongiistine katilmak iizere niikleoplazmaya salinir (Sekil

7) (7, 62-66).

Minoér intronlarin (U12 tip) pre-mRNA’larin yapisindan g¢ikartilmasi ise mindr
kirpilma kompleksi ile gergeklestirilir. Hakkinda daha az bilgi bulunan minér kirpilma
da major kirpilmaya benzer basamaklarda gergeklestirilerek intronlar pre-mRNA’nin

yapisindan uzaklastirilarak ekzonlar birlestirilir (Sekil 8) (50).

TSS g pPA  G/U-rich

09 i < RNA helicases,
) O

AY
snRNP recycling

U6,

[Prp8, Prp16, Prp18, Slu7 Post-spliceosomal
complex
Second step
Brr2,Snul14,Prp2| ’
4 ' Catalytic

. Us / spliceosome
: First step (complex )
Pre-catalytic 0 P

spliceosome
(complex B) @ Complex B*

(5
Spliced
PrpZfo mRNA
Lariat - %

Pre-spliceosome
(complex A)

Sekil 7. Major kirpilma kompleksi araciligiyla intronlarin ¢ikartilmasi (Matera’dan, 7)
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Sekil 8. Minoér kirpilma kompleksinin bilesenleri ve olusum basamaklari. Mindr
spliceosomda U11, U12, Udatac ve U6atac snRNP'leri yer almaktadir. U5
SNRNP, hem major hem de mindr spliceosomun ortak pargasidir. Ul1 ve U12
snRNP'lerinin di-snRNP olarak introna yerlesmesi haricinde minér ve major
kirpilma kompleksleri benzer prensiplere gore ¢aligmaktadir (Wahl’den, 50)
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4.3. RNA Kirpilma Kompleksi Bilesenleri ile fliskilendirilen Hastahklar

Pre-mRNA’lardan intronlarin dogru bir sekilde c¢ikartilmasi, genlerden
fonksiyonel tiriinlerin elde edilmesi siirecinde biiyiikk 6neme sahiptir (7). RNA kirpilma
kompleksinin yapisinda yer alan snRNP’lerin kor proteinlerini, snRNA’larimi ve iliskili
proteinlerini kodlayan genlerde meydana gelen mutasyonlar, yaygm kirpilma
defektlerine yol agarak ¢esitli nadir hastaliklara neden olmaktadir (Tablo 1) (67). Bu
hastaliklardan en sik karsilasilan1 otozomal c¢ekinik kalitilan ve norodejeneratif bir
hastalik olan Spinal Muskiiler Atrofi (SMA)’dir (68). SMA, yapilanma siireci
sitoplazmada baslayan snRNP’lerin yapisina Sm halkasini tastyan SMN kompleksinde
yer alan SMN proteinin kodlayan SMN1 geni tizerindeki fonksiyon kaybina neden olan
mutasyonlar sonucu olusmaktadir (69). Norodejeneratif bir hastalik olan Amyothropic
Lateral Sclerosis (ALS) ile iliskilendirilmis olan FUS geni tarafindan kodlanan protein,
transkripsiyon siirecinde RNA polimeraz II ile Ul snRNP’nin etkilesimini saglayarak
Ul snRNP’nin pre-mRNA iizerine yerlestirilmesine aracilik etmektedir (70).
Norogelisimsel hastaliklar olan MOPDI/III ve Cerebellum Ataxia ile iliskilendirilmis
olan siras1 ile RNU4ATAC ve RNUI12 genleri tarafindan kodlanan U4atac ve Ul2
snRNA’lar1 mindr snRNP’lerin kor bilesenlerini olusturmaktadir (38, 71). Retinal
pigment epitel hiicrelerinin ilerleyen dejenerasyonu ile karakterize Retinitis Pigmentosa
ile iligklendirilmis olan PRPF3, PRPF4, PRPF31, PRPF6, PRPF8 ve BRR2 genleri
tarafindan kodlanan proteinler, U4/U6-US tri-snRNP’nin bilesenleri olan snRNP’lerin
kor proteini olarak veya U4/U6-US tri-snRNP’nin yapilanmasi i¢in gerekli proteinler
olarak rol oynamaktadir (9). Benzer sekilde, bu grup igerisindeki hastaliklarla
iliskilendirilen diger genler tarafindan kodlanan proteinler de RNA kirpilma

kompleksinin yapilanmasinda rol oynamaktadir (Tablo 1).

RNA kirpilma kompleksi tiim hiicrelererde stirekli olarak ihtiya¢ duyulan bir yap1
olmasma ragmen bu kompleksin bilesenlerini kodlayan genlerde meydana gelen
mutasyonlarin, doku spesifik etki gdstermesinin altinda yatan mekanizma heniiz
bilinmemektedir. Bu noktada, hiicrelerde az miktarda iiretilen fonksiyonel kirpilma
bilesenlerinin, 6zellikle belli genlerin fazladan iretildigi dokularda yetersiz kaldig1 ve

buna bagl olarak da doku spesifik sorunlarin gériildiigii diisiiniilmektedir (9, 72-76).
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Tablo 1. Hastalikla iligkilendirilen kirpilma kompleksi bilesenleri

Gen SNRNP Hastahk Kalittm OMIM
SNRPB U1, U2, U4 ve U5 Cerebrocostomandibular syndrome AD 117650
SNRPE U1, U2, U4 ve U5 Hypotrichosis 11 AD 615059
SF3B1 u2 Myelodysplastic syndrome 614286
U2, U11/u12
SF3B4 di-snRNP Nager syndrome AD 154400
SART3 U4/U6 di-snRNP Dlssemlnate_d superficial actinic AD (77)
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/snRNP200 us Retinitis pigmentosa 33 AD 610359
PRPF6 us Retinitis pigmentosa 60 AD 613983
EFTUD2/SNU114 U5 Mandibulofacial dysostosis AD 610536
Guion-Almeida type
PRPF8 us Retinitis Pigmentosa 18 AD 600059
SMN1 SNRNP-iliskili Spinal Muscular Atrophy AR 253300
FUS/TLS snRNP iligkili Amyotrophic Lateral Sclerosis AD/AR 222222
USB1 U6 snRNA iligkili Poikiloderma with neutropenia AR 604173
Microcephalic Osteodysplastic
RNU4srac Ulazc STRNA Primordial Dwarfism Type 1 (MODP1) AR 210710
RNU12 U12 snRNA Cerebellum Ataxia AR (71)

4.4. Tez Calismasi Oncesinde Elde Edilen On Veriler

Mikrosefalik Primordial Dwarfism tanis1 konulan bireylerin bulundugu bir ailede,
Anabilim Dalimizda gergeklestirilen genetik haritalama ¢alismasi sonucunda, hastaligin
11. kromozom {izerinde D11S1992-D11S4132 STRP markirlarinin siirladigr 4.3
Mb'lik bir bolge ile kalitildig1 gosterildi (Resim 1A-B). TUBITAK-BILGEMden alinan
[llumina ekzom dizileme hizmeti sonucunda bolge icinde kalan CCDC84 (DLNB14)
geninin dokuzuncu intronunun kirpilma verici bolgesinde dort niikleotidlik homozigot
bir delesyon (g.17185_17188delAAGT) tespit edildi ve bu delesyon Sanger dizileme ile
dogrulandi (Rsim 1C). Hastanin tasiyict olan anne ve babasindan alinan periferik
kandan izole edilen RNA’dan olusturulan cDNA kullanilarak, RT-PCR ve dizi analizi
ile mutasyonun c¢er¢eve kaymasina neden olacak sekilde dokuzuncu introndan
dokuzuncu ekzona 60 niikleotidlik bir dizi eklenerek protein sentezinin erken

sonlanmasina (p.Lys269Serfs10Stop) neden oldugu belirlendi (Resim 1D ).
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Resim 1.

Homozigotluk taramasi ve mutasyon analizi. A) Human CYTOSNP-12
Beadchip (Illumina) SNP homozigotluk verisinin VIGENOS Plus ile sematik
gosterimi B) 11. kromozom {tizerinde rs1698157-rs647905 SNP’leri arasinda
kalan bolgenin STRP markirlart ile haplotip analizi. Siyah bar, mutant
haplotipi gostermektedir C) Ekzom dizileme ile CCDC84 {izerinde belirlenen
homozigot @.17185_17188delAAGT mutasyonun Sanger dizileme ile
dogrulanmasi D) Normal transkript (T1) ve c¢.831+3delAAGT degisimi
sonucunda Intron 9°dan 60 niikleotidin Ekzon 9’a katilmasiyla olusan mutant
transkript (T2). Mutant transkript sonucunda meydana gelen ¢erceve kaymasi
CCDC84 proteininin erken sonlanmasina yol agmaktadir
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Mikrosefalik Primordial Dwarfism ile iliskilendirilen CCDC84’lin etkilestigi

proteinler hakkinda literatiirde veri bulunmamaktadir (78). CCDC84 proteini 332

aminoasitlik bir protein olup, in-silico analizler sonucunda tizerinde iki adet Coiled-coil

domaini ve bir adet ¢ekirdek lokalizasyon sinyal dizisi bulundugu gosterildi (Resim 2)

(79).

A)

MAPAQRCPLCRQTFFCGR ;;GHVYS ;RKHQRQLKEALERLLPQVEAAR
KAIRA,AQVER: YVPEHERCCWCLCCGCEVREHLSHGNLTVLYGGLLE
HLASPEHKKATNKFWWENKAEVQMKEKFLVTPQDYARFKK 3, SMVK
GLDSYEEKEDKVIKEMAAQIREVEQSRQEVVRSVLE,;,PQAVPDPEEGS
SAPRSWKGMNSQVASSLQOPSNLDLPPAPELDWMETGPSLTFIGHQDIP
GVGNIHSGATPPWMIQDEEYIAGNQEIGPSYEEFLKEKEKQKLKKLPPD
RVGANFDHSSRTSAGWLPSFGRVWNNGRRWOQSRHQOFK TEAAAMKK

SHTEKS

0.8
0.8 i
0.4 I—1
0,2

B)

cNLS Mapper Result

MARPAQRCPLCRQTF FOGRGHUYSRXHQRQLKEALERLLPVEAARKATRA 5@

AQVERYVPEHERCCHCLCCGCEVREHLSHGNLTVLYGGLLEHLASPEHKK 100
ATHE FWWERKAEVQMKEKFLVTPQOYARFEKSMVKGLDSYEEKEDKVIKE 158
MAAQIREVEQSRQEVVRSVLEPQAVPDPEEGSSAPRSHKGMNSQVASSLY 200
QPENLOLPPAPELDWMETGPSLTF IGHOOIPGVGNIHSGATPPWMIQDEE 250
YIAGNJEIGPSYEEFLEEKEKQKLEELPPORVGANFDHSSRTSAGHLPSF 308

Predicred NLSs in query sequence

RS RHQF KT EAAAMKK

s

Predicted monopartite NLS
Sequence | Score
|

Pos.

Predicted bipartite NLS
Fos, Sequence Score
18 |RGHVYSRKHQRQLKEALERLLPQVEAARKAIRA | 7.2

Resim 2. CCDC84 iizerinde in silico analizler. A) COILS analizi ile CCDC84 {izerinde
iki adet Coiled-coil domaini goriildi (sar1). Altt ¢izili dizi korunmus C
terminalini gostermektedir. B) cNLS Mapper analizi ile CCDC84 {izerinde bir

adet aday NLS (kirmiz1) belirlendi

CCDC84’iin fonksiyonunu tanimlamayr amaglayan TUBITAK tarafindan

desteklenen 114Z883 no’lu proje kapsaminda, homolog rekombinasyona dayali

Gateway klonlama sistemi kullanilarak CCDC84-Wt geni pcDNA-3xMyc-DEST

ekspresyon vektoriine klonlandi. Elde edilen ekspresyon vektorii HeLa hiicrelerine

transfekte edildi ve Anti-Myc primer antikoru kullanilarak immiinofloresan yontemiyle

Myc-CCDC84’1in ¢ekirdekte lokalize oldugu gosterildi (Resim 3).
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Resim 3. CCDC84’iin hiicre i¢i lokalizasyonunun gosterilmesi. Myc-CCDC84 hiicre
icinde ¢ekirdekte lokalize olmaktadir. DAPI:Mavi, Cy3: Kirmizi. Olgek
cubugu: 10um

S6z konusu proje kapsaminda, CCDC84’lin fonksiyonunu arastirmaya yonelik
olarak etkilestigi proteinlerin tanimlanmasi hedeflendi. Bu kapsamda oncelikle Flag
etiketli yabanil tip CCDC84 (Flag-CCDC84-Wt ve mutant CCDC84 (Flag-CCDC84-
Mut) HEK293 Flp-In hiicrelerine kalici olarak transfekte edildi. Sonrasinda ise, kontrol
ve Flag-CCDC84-Wt eksprese eden HEK293 Flp-In hiicreleri ¢ogaltilarak elde edilen
hiicre lizati Anti-FLAG M2 agaroz boncuklarinin iizerinden geg¢irildi. Boncuklara
tutunan proteinler diisik pH’da Glisin (pH: 2.5) ile aynstirildi.  Ardindan
elisyonlar %7,5 ve %10’luk SDS-PAGE jellerinde yiiriitiilerek Coomassie Blue ile
gorlintiilendi. Flag-CCDC84 eksprese olmayan kontrol kosulunda goriilmezken, Flag-
CCDC84 eksprese eden hiicre lizatlarindan c¢oktiiriilen protein bandlari belirlendi
(Resim 4). Numaralandirildiktan sonra jelden kesilerek alinan protein bantlari, MALDI-
TOF MS kiitle spektrofotometresi ile analiz edildi. MALDI-TOF MS analizi igin
Kocaeli Universitesi 6gretim iiyesi Prof. Dr. Murat KASAP’dan (DEKART Proteomiks

Laboratuvari) hizmet alindi.
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Resim 4. immiinopresipitasyon ile elde edilen proteinlerin SDS-PAGE ile analizi. A)
%7.5 ve B) %10’luk jel. Kontrol: HEK293-Flp-In hiicrelerden elde edilen
proteinler. Ornek: Flag-etiketli CCDC84’iin kalic1 olarak transfekte edildigi
HEK293-Flp-In hiicrelerden elde edilen proteinler. Kiitle spektrometresi i¢in
analize gonderilmek iizere segilen ve CCDC84 ile etkilestigi diistiniilen
bandlar jel lizerinde 2 ve 6 ile, kontrole karsilik gelen bantlar 1 ve 5 ile
gosterildi. CCDC84’e karsilik gelen bandlar 4 ve 8 (turkuaz ok), kontrole
karsilik gelen bantlar 3 ve 7 olarak numaralandirildi. IgHc; immiinglobiiliin
agir zincir, Iglc; immiinglobiilin hafif zincir

Kiitle analizi sonucunda bantlardan tanimlanan proteinlerden “Best Protein Score”
degeri yliksek ve “Expect” degeri kiiciik olan proteinler anlamli olarak degerlendirildi.
Ornekten kesilen bantlarda goriilen proteinlerin, ayn1 banta karsilik gelen kontrol
bandinda da goriilmesi durumunda bu proteinler nonspesifik olarak degerlendirildi ve

dikkate alinmadi. Sonug olarak, mRNA’larin yapisindan intronlarin ¢ikartilmasinda rol
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oynayan PRPF3’iin CCDC84’lin etkilesim partneri olabilecegi 6n verisine ulasildi
(Tablo 2).

Tablo 2. MALDI-TOF kiitle analizinden elde edilen sonuglar

Bsgd PrBoetZtin Bes’:learsc')stein Bes;(l?orrc:atein Expect Best Protein Description
1 ACTB 41710 74 0,00081 Actin, cytoplasmic 1
1 ACTG 41766 74 0,00081 Actin, cytoplasmic 2
2 PRPF3 77481 202 1,30E-16 U4/U6 small nuclear ribonucleoprotein Prp3
3 ACTB 41710 433 1,00E-39 Actin, cytoplasmic 1
3 ACTG 41766 433 1,00E-39 Actin, cytoplasmic 2
4 CCDC84 37950 449 2,60E-41  Coiled-coil domain-containing protein 84
5 KIF11 119085 101 1,60E-06 Kinesin-like protein KIF11
6 PRPF3 77481 166 5,10E-13 U4/U6 small nuclear ribonucleoprotein Prp3
6 ACTB 41710 91 1,70E-05 Actin, cytoplasmic 1
7 ACTB 41710 138 3,20E-10 Actin, cytoplasmic 1
7 ACTG 41766 138 3,20E-10 Actin, cytoplasmic 2
8 CCDC84 37950 493 1,00E-45 Coiled-coil domain-containing protein 84

Siyah satirlar, FLAG ile ¢oktiiriilen kontrolden alinan protein bantlarini (1, 3, 5 ve 7) ve
hem kontrol hem de ornekte goriilen spesifik olmayan protein bandint (6)
gostermektedir. Kirmizi ile renklendirilen satirlar Flag etiketli CCDC84 ile ¢oktiiriilen
proteinlere ait bantlar1 (2 ve 6) gostermektedir. Mavi satirlar, Flag-CCDC84’lin yer
aldig1 bantlar1 (4 ve 8) gostermektedir.

On verilerimizin eldesinin hemen ardindan, protein etkilesim bilgilerinin verildigi
BioGRID: Biological General Repository for Interaction Datasets web sayfasinda, insan
proteinlerinin etkilesimlerini sistematik olarak arastirmayi hedefleyen The BioPlex
Network calismalar1 ve farkli gruplar tarafindan yiiriitilen etkilesim ¢alismalari
kapsaminda sunulan verilere gore, bizim tarafimizdan gosterilmis olan PRPF3’iin de
dahil oldugu 20’si mRNA’larin yapisindan intronlarin ¢ikartilmasinda gorevli 34 farkl
proteinin CCDC84 ile etkilesim igerisinde olabilecegi gosterildi (80-85) (Sekil 9).
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Sekil 9. BioGRID tarafindan CCDC84 ile etkilesimi gosterilen proteinler. Insan
hiicrelerinde  gosterilen etkilesimler mavi baloncuklar i¢inde, fare
hiicrelerinde gosterilen etkilesimler sar1 baloncuklar icinde gosterilmektedir.
PRPF3, PRPF4, SART3, SART1, TXNL4B, TUT1, SNRPE, SNRPG,
RNPS1 ve HNRNPL kirpilma mekanizmasinda gorev —almaktadir
(Huttlin’den, 80; Fei’den, 81; Hein’den, 82; Horlbeck’ten, 83; Hart’dan, 84)

4.5. Pre-mRNA Processing Factor 3 (PRPF3) ve Fonksiyonu

PRPF3’iin maya ortologu olan Prp3 geni ilk olarak, Saccaromyces cerevisae’de
RNA kirpilma defektlerinin goriildiigii sicakliga duyarli mutanlarda (Ts”) tanimlanmis
ve eksikliginde intronlarin ¢ikarilamadigi pre-mRNA’lar gorilmistir (86-88).
Ardindan, Maya Prp3p proteininin U4/U6 di-snRNP ve U4/U6U5 tri-snRNP’nin ana

bileseni oldugu belirlenmistir (89). Sonrasinda ise, snRNP komplekslerinin protein
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bilesenlerini belirlemeye yonelik HeLa hiicreleri ile yiiriitiilen ¢aligmalarla oncelikle

PRPF3 proteini ve sonrasinda bu proteini kodlayan PRPF3 geni tanimlanmustir (90).

Birinci kromozomun g21.1 lokusunda lokalize olan PRPF3 geni (NM_004698),
15’1 kodlayan olmak tizere 16 ekzon icermektedir ve yaklasik 78 kDa agirliginda 683
amino asitlik bir protein kodlamaktadir. ilk olarak HeLa hiicrelerinde ¢alisilan
PRPF3’iin U4/U6 di-snRNP ve U4/U6°U5 tri-snRNP’nin kor bileseni oldugu
gosterilmistir (91). PRPF3 proteini (Uniprot ID: 043395) iizerinde PWI, PRP3 ve
DUF1115 olmak iizere {i¢ domainden olusmaktadir (Sekil 10) (90, 91). Bu
domainlerden PWI1 (3-76 aa) RNA baglayic1 bolge olarak gorev yaparken (92), PRP3
domaini (308-521 aa) protein-protein etkilesiminde gorev almaktadir (93). PRPF3’lin
C-terminalinde bulunan DUF1115 domaininin (544-673 aa) fonksiyonu hakkida ise net

bir bilgi bulunmamaktadir.

PRPF3 geni iizerinde bugine kadar bes farkli heterozigot mutasyon
tanimlanmistir ve tamami PRP3 domaini iizerinde olan bu mutasyonlar Retinitis
Pigmentosa tip18 (RP18) ile iliskilendirilmistir (Sekil 10) (94-98).

L c 1466 C>A (p-A489D)
4 1478CT (pP493S)

& c1482C>T (p.T494M)

EX.5

EX.1 EX.2 EX.3 EX4 EX.6 EX.7 EX.8 EX.9 EX.11 Ex'1:x_14 EXAS5 EX.16
| L | Il I | | | 1| | I
| 11 | | | 1 | Il |

EX.10 EX.12
1 1S CCHRAHE) & 1532?)(.‘(9.!]5111’) 683
1
m 309-521 [ 56673 |
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P.troglodytes
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R. norvegicus
M. musculus
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D. rerio
S.cerevisise 23723 MCHBRISRISUEN RISK MY
S. pombe

Sekil 10. PRPF3 domainlerinin sematik gosterimi ve PRP3 domaini {izerinde
tanimlanan mutasyonlar (Zhong’dan, 98)

Bu tez calismasi kapsaminda, MPD ile iligkilendirmis oldugumuz ve fonksiyonu

hakkinda herhangi bir bilgi bulunmayan CCDC84’lin fonksiyonunun aydinlatiima
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siirecine katki saglayacak verilere ulasilmasi amaglanmistir. Bu kapsamda kirpilma
mekanizmasinin temel bilesenlerinden olan U4 snRNP’nin kor proteinlerinden olan
PRPF3 ile CCDC84 arasindaki etkilesime yonelik 6n verinin immiinopresipitasyon-

immiinblot ve immiinfloresan yontemleri ile dogrulanmasi hedeflendi.
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5. GEREC ve YONTEM
5.1. Gerec
5.1.1. Kimyasallar

Agar

Akrilamid (29:1) %40

Amonyumpersiilfat (APS) (NH4)2S20s)
Ampisillin

Bactotripton

Beta Merkaptoetanol

Bromofenol Blue

Coomassie Brilliant Blue R-250

Prolong GOLD Antifade Mounting Media
Deoksinukleotid triphosphates (dNTPs)
Dithiothreitol (DTT- C4H1002S>)

Di-sodyum Hidrojen Fosfat (Na;HPO4. 2 H,0)
Dulbecco's Modified Eagle's medium (DMEM)
EDTA disodyum dihidrat (Na2 EDTA.2H20)
Etidyum bromide (C12H20N3Br)

Etil alkol (C2HsOH)

Fetal Bovine Serum (FBS)

Glasiyel asetik asit (C2H402)

Glisin

HEPES (CgH1sN204S)

IPTG

Izopropanol

Hidroklorik asit (HCI)

Kalsiyum Kloriir (CaCly)

Kanamisin

L-Arabinoz

Orange G

Paraformaldehit (HO(CH20)nH)
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Merck, 1.016.130.500
Bio-Rad, 161-0146
Sigma, A9164

Sigma, A9518-5G
Conda, 1612

Merck, 8.057440.0250
Merck, 1.08122.005
Sigma, 112553

Thermo Fisher, P36935
Promega, U1420

Thermo scientific, R0861
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, H0887

Sigma, 16758
Applichem, A3928,0500PE
Merck, 1.00314.2500
Merck, 910TA654681
Sigma, 60615-5G
BioShop Canada, ARB222
Sigma, 0-1625

Sigma, P6148



Penisilin/Streptomisin

PMSF (Phenylmethylsulfonyl fluoride)
Potasyum hidrojen karbonat (KHCO:3)
Proteinaz K

SeaKem® LE Agaroz

Sephadex®G-50

SigmaFAST Protease inhibitor kokteyli
Sodium Phosphate dibasic (KH2POx)
Sodyum dodesil siilfat (SDS)

Sodyum Floriir (NaF)

Sodyum hidroksit (NaOH)

Sodyum kloriir (NaCl)

Sodyum Orthovanadate (NazVOa)
Sodyum Pyrophosphate (NaPPi-NasO7P)
Sodyumkarbonat (Na2CO3)

TEMED

Tris-Baz (C4H11NOs)

Tris-HCI (C4H12CINO3)

Triton X 100

Tween20

Yeast Extract
5.1.2. Antikorlar
5.1.2.1. Primer Antikorlar

Mouse-Anti-Myc- Monoclonal
Rabbit-Anti-GST Polyclonal
Mouse-Anti-Flag M2 Monoclonal
Goat-Anti-CCDC84 Polyclonal
Rabbit-Anti-CCDC84 Polyclonal
Rabbit-Anti-PRPF3 Polyclonal
Rabbit-Anti PRPF3 Polyclonal
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Thermo, 15140-122
Sigma, 1741932998611
AppliChem, A2375.1000
Promega, V3021
Lonza, 50004L

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

Sigma-Aldrich, M4439
Santa Cruz, sc-459
Sigma-Aldrich,F3165-1MG
Santa Cruz, sc246197
Abcam,ab150860

Abcam, ab187535

Abcam, ab50860



5.1.2.2. Sekonder Antikorlar

Anti-Mouse-HRP

Anti-Rabbit-HRP

Anti-Mouse-Cy3

Anti-Rabbit- Alexa Fluor 488

Anti- Rabbit -Cy3

Anti- Mouse - Alexa Fluor 488
Prolong Gold Mounting Media (DAPI)

5.1.3. Boncuklar

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

5.1.4. Kitler, Enzimler ve Markirlar

100 bp Plus Markir

BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit

Clarity™ Western ECL Substrate

DreamFect Gold Transfection Reagent
E.Z.N.A Total RNA izolasyon Kiti
E.ZN.A.® Endo-free Plasmid DNA Mini Kit
E.ZN.A.® Plasmid DNA Mini Kit I
Gateway® BP Clonase® II Enzyme mix
Gateway® LR Clonase® II Enzyme mix
PCR clean-up Gel Extraction Kit

Precision Plus Protein™ Dual Color Standards
SuperScript® III First System

Thermo Phusion Hot Start Taq Polimeraz

5.1.5. Sarf Malzemeler

Pipet uclar
Mikrosantrifiyj tiipler (1.5 ml)
Falkon tiipler (15 ve 50 ml)

29

Bio-Rad, 170-5047
Bio-Rad, 170-5045
Abcam, ab97035

Abcam, ab150061

Abcam, ab6939

Abcam, ab150117

Life Technologies, P36935

Sigma, A2220
Sigma, A0919
Chromotek, sta-20

Thermo, SM0321
Thermo, 4337455
BIORAD, 1705060
Ozbiosciences, DG81000
Omegabiotek, R6934-01
Omegabiotek, D6950-01
Omegabiotek, D6943-01
Thermo,11789-020
Thermo, 11791-100
Macherey-Nagel, 740609.50
BIORAD,1610374
Thermo,18080-051
Thermo, F-549L

Axygene, ABD
Eppendorf, Almanya
Isolab, Fransa



Kiiltiir flask1 (25 ve 75 cm?)

6 kuyucuklu tabak

60 mm petri kab1

100 mm petri kab1

PVDF membran

Whatmann kagidi 3MM

Steril pastor pipeti

Serolojik pipetler (5,10 ve 25 ml)

5.1.6. Cihazlar

-80°C dondurucu

Accuri C6 Flow Sitometri

Buz makinasi

Buzdolabi (+4°C)

ChemiDoc MP Goriintiileme Sistemi
CO2’li Etliv

Calkalayici inkiibator

Derin dondurucular (-20°C)

Dikey elektroforez ve immiinoblot sistemi
Distile su cihazi

Dogru akim gii¢ kaynagi (300 volt)
Floresan mikroskop

Genetik Analizoér Cihaz

Hassas terazi

Inverted mikroskop

Jel goriintiileme sistemi

Klas Il steril kabinler

Manyetik karistirict

Merdaneli karistirict

Mikrodalga firin

Mikrosantrifiij

Mikrosantrifiij

Orbital karistiric
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Corning, ABD

Corning, ABD

Corning, ABD

Corning, ABD
BIORAD,1620177
GE-Healthcares, 3030-861
Isolab, Fransa

SPL, Giiney Kore

Thermo Scientific, ABD
Becton Dickinson, ABD
Hoshizaki, Japonya
Bosch, Almanya
BIO-RAD, ABD
Heraeus, Almanya
GFL, Almanya

Bosch, Almanya
BIORAD, ABD

GFL, Almanya
BIORAD, ABD

Nikon E80, Japonya
ABI 3130, ABD
AHAUS, ABD

Nikon, Japonya

Gel Logic 2000, Kodak
Metisafe, Tiirkiye

IKA, ABD

Stuart, Ingiltere

Argelik MD554, Tiirkiye
Hettich, Almanya
Thermo IEC, ABD
Niive SL 350, Tiirkiye


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

Otoklav

Pastor firint

pH metre

Sicak su banyosu

S1v1 azot tanki

Sogutmali yiiksek devirli santrifiij
Sonikatér VCX500
Spektrofotometre

Thermal Cycler

Thermal Cycler
Termomikser

Vakum pompasi

Vorteks

Yatay elektroforez diizenegi
Yiiksek devirli santrifiij

Zaman ve hiz ayarli rotator

5.1.7. Bakteri Suslar

Tutnauer 3150 ELV, italya
Memmert, Almanya
Hanna, Portekiz

Stuart, Ingiltere

Thermo Scientific, ABD
Eppendorf 5804R
Sonics-Vibracell, ABD
Eppendorf, Almanya
Gene Amp 9700, ABD
Techne TC512, Ingiltere
Eppendorf, Almanya
Isolab, Fransa

IKA, ABD

HU13, Ingiltere

Eppendorf 5810, Almanya
Stuart, Ingiltere

Farkli tip plazmidlerin ¢ogaltilmasi esnasinda transformasyon islemi i¢in E.
coli’nin gesitli suslar1 kullanildi. Gateway sisteminde bos plazmidlerin ¢ogaltilmasi igin
ccdB genine direngli DB3.1 bakteri susu kullanilirken klonlanan gene ait dizi tasiyan
Gateway vektorlerinin ¢ogaltilmast i¢in DHS5a susu kullanildi. pDEST17-6xHis ve
PGEX-KG-DEST-GST etiketli proteinlerin bakteride ekspresyonu i¢in sirasiyla BL21-
Al ve BL21-DE3 bakteri suslari kullanildi (Tablo 3) (99-101).

Tablo 3. Calismada kullanilan bakteri suslari1 ve genotipleri

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

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

DB3.1 galK2 lacY1 proA2 rpsL20(Smr) xyl5 Aleu mtll

BL21-DE3 thuA2 [lon] ompT gal (A DE3) [dem] AhsdS A DE3 = A sBamHIo AEcoRI-B
int::(lacl::PlacUVS5::T7 genel) i21 Anin5

BL21-Al F—ompT gal decm lon hsdSB(rB—mB-) M(DE3 [lacl lacUV5-T7p07 ind1 sam7

nin5]) [malB+]K-12(AS)
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https://www.genenames.org/data/gene-symbol-report/#!/hgnc_id/HGNC:11161

5.1.8. Soliisyon, Tampon ve Besiyerleri
5.1.8.1. Bakteri Kiiltiirleri i¢in Kullanilan Besiyerleri
Luria Bertani (LB) Sivi1 Besiyeri

10 g tripton (Bacto), 5 g maya oziitii (Bacto) ve 10 g sodyum kloriir 800 ml
deiyonize distile suda ¢6ziildii. IN NaOH c¢dzeltisi ile pH 7.0’a ayarlandi ve hacim 1
litreye tamamlandi. 1.2 atmosfer basingta, 121 °C’da 20 dakika otoklavlanarak steril
edildi (102).

Luria Bertani Agar (LBA) Besiyeri

Erlenmayer igerisindeki LB sivi besiyerine %1.5 oraninda agar eklenerek
hazirlandi (103). LB agar besiyeri 1,2 atmosfer basingta, 121°C’de 20 dakika otoklavda
steril edildi. Kullanilacagi zaman mikrodalganin defrost ayarinda 10 dakika eritildi.
Ardindan, su banyosunda sogutularak 55°C’ye getirildi. Cogaltilacak vektoriin
antibiyotik segiciligine gore besiyerine 100 pg/ml ampisilin veya 50 pg/ml kanamisin

eklendikten sonra, her bir 60 mm petri kabina 10 ml dagitildu.
5.1.8.2. Bakteri Indiiklemede Kullanilan Ajanlar
100 mM Stok IPTG (Isopropyl p-D-1-thiogalactopyranoside)

0.238 g IPTG tartilarak 10 ml steril su i¢inde ¢oziildi. 0.22 um’lik filtreden
gecirilerek steril edildi. 1 ml olacak sekilde tiiplere dagitilarak -20°C’de saklanda.

%20 Stok L-Arabinoz (100 X)

2 g L-Arabinoz tartilarak 10 ml ¢ift distile steril suda ¢oziildi. 0.22 pm’lik
filtreden gegirilerek steril edildi. 1 ml olacak sekilde tiiplere dagitilarak -20°C’de
saklandi. Kullanilacagi zaman final konsantrasyon %0.2 (1X) olacak sekilde bakteri

kiiltiirline eklendi.
5.1.8.3. Agaroz Jel Elektroforezinde Kullanilan Cozeltiler
50x Tris-Asetat-EDTA (TAE) Tamponu

242 g Tris base (Tris base Mw: 121.14 g/mol) 800 ml deiyonize distile su
igerisinde ¢Oziildii. Cozelti lizerine 57 ml glasiyal asetik asit ve 100 ml 0.5 M EDTA
cozeltisi (pH:8.0) eklendikten sonra, hacim 1000 ml’ye tamamlandi. Calisma soliisyonu

deiyonize su ile 1:50 oraninda seyreltilerek kullanildi.
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Etidyum Bromid Soliisyonu

Toz halindeki ana stoktan 10 mg/ml olacak sekilde deiyonize su kullanilarak

hazirlandi. Isiktan korunarak muhafaza edildi.
10X Orange G DNA Yiikleme Tamponu

20 g siikroz 40 ml deiyonize distile su igerisinde ¢oziildii. 100 mg Orange G

soliisyona eklenerek son hacim dH20 ile 50 ml’ye tamamlandi.
5.1.8.4. SDS-PAGE Soliisyonlari
Ayirma Jel Tamponu, 1.5 M pH 8.8

36.33 g Tris (Tris-baz Mw:121.14 g/mol) 180 ml deiyonize suda ¢oziildi, 12 N
HCI ile pH 8.8’¢ ayarlanarak toplam hacim deiyonize su ile 200 ml’ye tamamland1 ve

0.2 mikrometre filtreden gecirilerek oda sicakliginda saklandi.
Yiikleme Jel Tamponu, 0.5 M Tris-HCI pH 6.8

6.057 g Tris (Tris baz Mw:121.14 g/mol) 90 ml deiyonize distile suda ¢6ziildi, 12
N HCl ile pH 6.8’¢ ayarlanarak toplam hacim deiyonize su ile 100 ml’ye tamamland1 ve

0.2 mikrometre filtreden gecirilerek oda sicakliginda saklandi.
%10 Sodyum Dodesil Sulfat (SDS) (20 mL)

10 g SDS (MW: 288.37 g/mol) 100 ml deiyonize distile suda ¢oziilerek oda

sicakliginda saklandi.
10X Tris Glisin Tamponu

30.3 g Tris base (Tris baz Mw:121.14 g/mol) ve 144 g glisin (Glisin Mw:75.07

g/mol) 1 litre deiyonize suda ¢oziilerek oda sicakliginda saklandi.
SDS-PAGE Yiiriitme Tamponu (1 L) (1 X)

10X Tris-Glisin tamponundan 100 ml alinarak {izerine 890 ml deiyonize su ve 10
ml %10’luk SDS (final konsantrasyon 9%0.01) eklenerek son hacim 1 litreye

tamamlandi.
%10 Amonyum Persiilfat (APS) (1 mL)

100 mg APS (APS Mw: 228.18 g/mol) 1 ml deiyonize suda ¢oziildii. Bir iki giline
kadar soliisyon 4°C’de saklandu. Thtiya¢ duyuldukga taze soliisyon hazirlandu.
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5X SDS-PAGE Yiikleme Tamponu (10 ml)

Toplam hacim 10 ml’de final konsantrasyonlart 0.25 M Tris-Cl pH: 6.8, %10
SDS %50 Gliserol, %0.01 Bromofenol mavisi olacak sekilde hazirland1 ve -20 °C’de

saklandi. Kullanmadan 6nce son konsantrasyonu 0.5 M olacak sekilde DTT eklendi.
5.1.8.5. Western Blot Soliisyonlari
SDS-PAGE Transfer Tamponu (10 X)

10X Tris-Glisin tamponundan 100 ml alinarak 700 ml dH20 eklendi. Uzerine 200

ml Metanol eklenerek 1X olacak sekilde son hacim bir litreye tamamlandi.
%020 Tween-20

20 ml stok Tween 20, 80 ml deiyonize su i¢inde ¢oziildii ve 4°C’de saklandi.
10X PBS Stogu

1.37 M NaCl (Mw:58.44 g/mol), 26.8 Mm KCI (Mw 74.56 g/mol), 0.1 M
NazHPO4 (Mw 141.96 g/mol) 17.6 mM KH2PO4 (Mw 136.09 g/mol) 800 ml distile su
icerisinde hazirlandi ve 1IN HCI ile pH:7.4’e ayarlandi. Hacim deiyonize su ile bir

litreye tamamlandi.
1X PBS-Tween 20 (PBST)

10XPBS’den 50 ml alinarak 450 ml deiyonize su ile 1X PBS hazirlandi. Ardindan
son konsantrasyon %0.05 olacak sekilde % 20’lik Tween 20 soliisyonundan 1250 pl

eklendi ve oda sicakliginda saklandi.
10X TBS Stogu (1 L)

24 g Tris HCI (Mw: 157.60 g/mol), 5.6 g Tris-base (Mw:121.14 g/mol), 88 ¢
NaCl (Mw: 58.44 g/mol) 800 ml distile su igerisinde hazirlandi ve 12N HCI ile pH:

7.6’ya ayarlandi. Toplam hacim deiyonize su ile 1000 ml’ye tamamlandi
1X TBS-Tween 20 (TBST)

10X TBS’den 50 ml alinarak 450 ml deiyonize su ile 1X TBS hazirlandiktan
sonra, son konsantrasyon %0.05 olacak sekilde % 20°lik Tween 20 soliisyonundan 1250

ul eklendi ve oda sicakliginda saklandi.

34



5.1.8.6. Immunopresipitasyonda Kullamilan Soliisyonlar
IM Tris-HCI pH: 7.2

24.22 g Tris baz (Mw:121.14 g/mol) 180 ml deiyonize distile suda ¢oziildii, 12N
HCl ile pH 7.2’ye e ayarlanarak toplam hacim deiyonize su ile 200 ml’ye tamamlandi.

Otoklavlanan soliisyon oda sicakliginda saklandi.
5M NaCl

58.44 g NaCl (Mw: 58.44 g/mol) deiyonize su ile 200 ml’ye tamamlandi ve

otoklavlanarak oda sicakliginda saklandi.
0.5 M Na2EDTA, pH 8.0

16.81 g Na2EDTA (Mw: 336.24 g/mol) 60 ml deiyonize su iginde ¢oziidi. 10
M’lik NaOH pH 8’e ayarlandi. Deiyonize su ile son hacim 100 ml’ye tamamlandi ve

otoklavlanarak oda sicakliginda saklandi.
%20 Triton X-100

2 ml Triton X-100 8 ml deiyonize su i¢inde ¢oziildii ve homojen hale gelmesi i¢in

37°C su banyosunda bekletildi. Tamamen ¢oziindiikten sonra +4°C’de saklandi.
100X Sodyum Orthovanadate (NaVan) 200 mM

3.68 g NasVOs (NasVOs Mw: 183.91 g/mol) 90 ml ¢ift distile steril su iginde
¢oziildii. 1IN NaOH ile pH 10.0’a ayarlandi. Sar1 renge doniisen soliisyon renksiz olana
kadar kaynatildi. Oda sicakligina gelene kadar sogutuldu. pH’s1 tekrar kontrol edildi ve
10.0’a ayarlandi. Deiyonize su ile hacim 100 ml’ye tamamlandi ve alikotlanarak -
20°C’de saklandi. Liziz tamponu i¢inde ¢alisma konsantrasyonu 2mM olacak sekilde

1X final konsantrasyona seyreltildi.
50X Sodyum Floriir (NaF) 1M

4.2 g NaF (NaF Mw: 41.99 g/mol) 100 ml cift distile steril su i¢inde ¢oziildii.
Soliisyon alikotlanarak -20 °C’de saklandi. Liziz tamponu iginde ¢alisma

konsantrasyonu 20 mM olacak sekilde 1X final konsantrasyona seyreltildi.
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20X Sodyum PyroPhosphate (NaPPi) 100 mM

4.44 g NaPPi (NaPPi Mw: 444.06 g/mol) 100 ml ¢ift distile steril su i¢inde
¢oziildii ve 4°C’de saklandi. Liziz tamponu i¢inde ¢calisma konsantrasyonu 5 mM olacak

sekilde 1X final konsantrasyona seyreltildi.
100X PMSF 100 mM

0.174 g PMSF (Mw: 174.19 g/mol) 10 ml ethanol iginde sulandirildi. Soliisyon
alikotlanarak -20 °C’de saklandi. Liziz tamponu iginde ¢alisma konsantrasyonu 1 mM

olacak sekilde 1X final konsantrasyona seyreltildi.
10X Proteaz Inhibitér Kokteyli

Bir adet SigmaFast Proteaz Inhibitor Kokteyl tableti (Sigma-Aldrich, S8830) 10
ml steril ¢ift distile su i¢ginde ¢6ziildii ve -20°C’de saklanda.

1XTNTE Hiicre Patlatma Tamponu (10 ml)

Hiicre patlatma tamponu TNTE hazirlanirken 50 mM Tris-Cl (pH 7.4), 150 mM
sodyum kloriir, %0.5 Triton X-100, 1 mM EDTA (pH 7.0), 5 mM NaPPi, 1x PI, %10
gliserol, 2 mM NaVan, 20 mM NaF, 1 mM PMSF olacak sekilde soliisyonlar eklenerek
ultra saflikta ddH20 ile hacim 10 ml’ye tamamlandi.

1X Immiinpresipitasyon Yikama Tamponu

Daha 6nce hazirlanmis olan soliisyonlar asagida belirtildigi oranlarda karistirilir.
Steril edilmis ultra saflikta ddH20 ile son hacim10 ml’ye tamamlanir ve soliisyon oda

sicakliginda saklandi.

Son konsantrasyonlari 50 mM Tris-Cl (pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA pH:
8.0, %0.1 Triton X-100 olacak sekilde ultra saflikta ddH2O ile hazirland.

0.2 M Glisin-HCI (pH 2.5)

1.5 g Glisin, 60 ml steril dH20 igerisinde ¢oziindii. 12 N HCI ile pH 2.5%¢
ayarlandi. Steril edilmis ultra saflikta ddH20 ile son hacim 100 ml’ye tamamlandi.
Otoklavlanarak sterilize edildi.
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5.1.8.7. Immiinofloresanda Kullanilan Soliisyonlar
%4 Paraformaldehit (PFA)

4 g paraformaldehit (Mw: 30.03) 80 ml PBS igerisinde 60 °C’de 1sitilarak
¢ozildi. IN HCI ile pH: 7.2°ye ayarlandi. Son hacim deiyonize su ile 100 ml’ye

tamamland1 ve 0.45 mikron filtreden gegirilerek sterilize edildi.
Immiinofloresan Bloklama Soliisyonu
PBS9 ml PPS iizerine 1 ml FBS ilave edilerek 10 ml %10’luk FBS hazirlandk.
Immunofloresan Permeabilizasyon Soliisyonu (%0.02 Triton X 100)
100 pl %20 Triton X 100, 1X PBS ile 10 ml’ye tamamlandi.
5.1.8.8. Memeli Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Soliisyonlar

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

strep) eklenerek hazirlandi.
5.1.8.9. Transfeksiyon Soliisyonlari
2X HEPES

0.8 g NaCl , 0.027 g Na2HPO4.2H>0 ve 1.2 g HEPES 90 ml deiyonize distile su
iginde ¢oziildii. 0.5 N NaOH ile pH 7.05’e ayarlandi ve hacim 100 ml’ye tamamlandi.
Soliisyon 0.2 mikrometrelik filtreden gegirilerek steril edildi ve 15 ml’lik falkonlara
dagitilarak -20'C’de sakland.

2,5 M CaCl2

36.75 g CaCl, (Mw: 147.02 g/mol) 100 ml steril ¢ift distile su i¢inde ¢oziildiikten
sonra 0.2 mikrometrelik filtreden gecirilerek steril edildi. 15 ml’lik falkonlara
dagitilarak -20 °C’de saklandh.

5.2. Yontem
5.2.1. CCDC84 ve PRPF3 Genlerinin Klonlanmasi

Tez c¢alismalarinda kullanilan CCDC84 ve PRPF3 ekpresyon vektorlerinin
olusturulmasi i¢in daha 6nce 114Z883 no’lu proje kapsaminda, yabanil tip CDC84,
mutant CCDC84 ile PRPF3’iin pDONR201’e klonlanmas1 ile olusturlmus olan giris

37



vektorleri kullanildi. Bu giris vektorlerindeki yabanil tip CCDC84 ve mutant CCDC84
genleri Flag etiketleyen 3xFLAG-p3XFLAG-CMV/DEST ve Myc etiketleyen
pcDNA3Myc/DEST memeli ekspresyon vektorlerine aktarilirken, PRPF3 ise GST
etiketleyen pDEST27 memeli ekspresyon vektoriine aktarildi. Ayrica, yine ayni giris
vektorleri kullanilarak yabanil tip CCDC84 geni GST ve His etiketleyen bakteri
ekspresyon vektorlerine, mutant tip CCDC84 geni ise GST etiketleyen bakteri
ekspresyon vektoriine aktarilirken PRPF3 ise herhangi bir etiket eklemeyen pDEST14
bakteri ekspresyon vektoriine aktarildi (Tablo 6). Genlerin giris vektoriinden ekspresyon
vektorlerine aktarilmasinda homolog rekombinasyona dayali Gateway klonlama sistemi
kullanildi (104).

5.2.2. PRPF3 Domainlerine Ait Dizilerin PCR ile Cogaltilmasi

PRPF3 geninden kodlanan PRPF3 proteinin N-terminalinde PWI domaini (3-76
aa), orta kisminda PRP3 domaini (308-521 aa), PWI ve PRP3 domainlerini baglayan
baglanti bolgesi (179-307 aa), C-terminalinde DUF1115 domaini (544-673 aa) ile PRP3
ve DUF1115 domainlerini baglayan kisa linker bolgesi (522-543 aa) bulunmaktadir.
PRPF3 tizerinde ayrica, NLS1 (84-115 aa) ve NLS2 (501-531 aa) olarak adlandirilan iki

adet ¢ekirdek lokalizasyon sinyal dizisi bulunmaktadir (Resim 5).

84-115 501-531
PRPF3 (1-683 1|'m { | Juss3
¢ ) 3 -6 308 521 544 673
Br. J261 Pr. 1307
PWI + Linker (1-307)
Pr. 1308 Pr. 1309
i -+
Linker+PRP3 (77-543) { -
Pr.133¢ Pr. 1308
PRP3 (296-543) ol —m
Pr. 1310 Pr. 1262
—» -
DUF1115 (522-683) L, DUF1II5 =8
NLSI (84-115) NLS2 (501-531)

Resim 5. Tam uzunlukta PRPF3 ve domainlerinin sematik gosterimi. Domainlerin ilk
ve son amino asitleri sematize edilmis proteinin altinda verilmistir. Pr.:
domainlerin amplifikasyonunda kullanilan primerler, NLS: Cekirdek
lokalizasyon sinyali (mavi).

Belirlenen domainlerin klonlanmas1 siirecinde PRPF3 i¢in olusturulmus olan giris

vektorii kalip olarak kullanildi. Klonlanacak olan her bir PRPF3 domaininin sinirlarini
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belirlemek iizere amplifikasyon primerleri tasarlandi ve tasarlanan ileri ve geri

primerlerinin 5’ uglarina sirasi ile attB1 ve attB2 dizileri eklendi (Tablo 4).

Tablo 4. PRPF3 ve domainlerinin ¢ogaltilmasinda kullanilan attB kuyruklu primerler

Primer No  Primer Dizisi (5°-3°) Primer Ad1
1261 ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttc atggcactgtcaaagagggage PRPF3_attB1
1262 ggggaccactttgtacaagaaagctgggte tcatcaatcagtggactctaacacagattcac PRPF3_attB2_ws
1307 ggggaccactttgtacaagaaagctgggte tcattaggattccatgtcttctgatgge PWI_ attB2_ws
1308 ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttc atgaggcattccaagtctageagtg PRP3_attB1
1309 ggggaccactttgtacaagaaagctgggtc tcattatatgtgtacccectgtgaaatg PRP3_ attB2_ws
1310 ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttc atggcagaacagagaaaggtcaag DUF1115_attB1
1335 ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttc ctaaaggaaaagccatcagaag PRP3_attB1

Klonlama primerlerinde bakteriyofaj lamda (A) rekombinasyon bdlgesine ait attB dizileri normal, gene
Ozgii kisimlar koyu tonda gosterildi. Baslama kodonu (atg) ve stop kodonlar (tca,tta) koyu ve alt1 ¢izili
gosterildi. ws: N-terminale etiket ekleyen ekspresyon vektdrlerinin olusturulmasinda kullanilan ve stop

kodonu tagiyan primer.

Belirlenen her bir bolgenin amplifikasyonu hata diizeltme (proofreading)

aktivitesi olan Phusion Hot Start Taq Polimeraz (Thermo) ile iiretici firmanin Gnerisi

dogrultusunda asagida belirtilen PCR karisimi kullanilarak ilgili primerler ile (Resim 5)

gergeklestirildi.

PCR Karisimi 1X

5X GC Tamponu (Thermo) 5l

dNTP Karisimi (10 mM) :0.5 ul

Pr F (10 pmol/ul) 21l

Pr R (10 pmol/pul) 21l

Phusion Hot Start Taq Pol :0.25 ul

PCR iiriinii (100ng/ul) c 1.5l

dH20 1 15.75 pl

Toplam :25 ul

PCR Kosullari

98°C 30” Baslangi¢ denatiirasyonu
98°C 10’ Denatiirasyon

62°C 1’ Baglanma 30 dongii
72°C 1,5° Sentez

72°C7T Son sentez

10°C o Bekleme
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5.2.3. PRPF3 Domainlerine Ait PCR Uriinlerinin Agaroz Jelden Saflastiriimasi

Elde edilen PCR iiriinlerinin tamami %1°lik agaroz jelde 70 voltta 45 dakika
yiiriitiildii ve jelden kesilen PCR iiriinleri Macherey-Nagel PCR clean-up Gel Extraction
Kit kullanilarak iiretici firmanin 6nerisi dogrultusunda piirifiye edildi. Ozetle; kesilen
jelin tizerine 2 hacim (yaklasik 200 pl) NTI Buffer eklendi. Ependorflar termomikserde
50 °C’de 10 dakika inkiibe edilerek jel siv1 hale getirildi. Karigim, temiz pipet ucu ile kit
igerisinde bulunan silika membranli kolona aktarilarak 11 000 g’de 30 saniye santrifiij
edildi. Ardindan, 700 ul NTI Buffer eklenerek 11 000 g’de 30 saniye santrifiij edildi. Bu
islem iki kez tekrarlandi. Sonrasinda kolon 11 000 g’de 30 saniye santrifiij edilerek sivi
kalintilar1 uzaklastirildi. Temiz ependorf tiiplere alinan kolonlarin iizerine 20-40 pl
DNA eliisyon tamponu olan Buffer NE eklendi ve oda sicakliginda iki dakika bekletildi.
Sonrasinda kolonlar 11 000 x g’de 1 dakika santrifiij edilerek eliisyon yapildi.

5.2.4. PRPF3 Domainlerine Ait Giris Vektorlerinin Olusturulmasi

Agaroz jelden pirifiye edilen PRPF3 domainlerine ait PCR firiinleri fiiretici
firmanin onerileri dogrultusunda asagida verildigi sekilde Gateway BP clonase enzim
karigimi kullanilarak pDONR201 giris vektoriine yerlestirildi (104, 105).

BacterioPhage (BP) Rekombinasyon Reaksiyonu

Girig vektorii (25 ng/ul) I ul
PCR Uriinii (25 ng/pl) 1 ul
BP Clonase II enzim karigimi1 0.5 ul
Toplam 2.5l

BP clonase enzim karisimi buz iizerinde hazirlandi. Giris vektorii ve PCR iiriinii
karigimin {izerine eklendikten sonra hazirlanan tiip 25°C’de 1.5 saat inkiibe edildi. Siire
sonunda her bir 6rnege 0.35 pl Proteinaz K eklenerek 37°C’de 10 dakika daha inkiibe
edildi ve reaksiyon sonlandirildi. Olusturulan giris vektorleri E.coli DH50 susuna
transforme edildi (Bkz. Bagshik: 5.2.7.). Transformasyon iiriinii 50 pg/ml Kanamisin
iceren LB agar besiyerinde, 37°C’de bir gece biiyiitiildii. Biiyiiyen kolonilerden {igii
secilerek Kanamisin igeren LB sivi besiyerine aktarildi ve bir gece biiyliyen bakteri
kiiltiiriinden 5 ml kullanilarak plazmid izolasyonu yapild1 (Bkz. Bashk 5.2.8.2.). Elde
edilen plazmidler agaroz jelde kontrol edildi. Beklenen boyuttaki plazmidlerin
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dogrulugu ve oryantasyonu Sanger DNA dizi analizi ile kontrol edildi (Bkz. Baslik
5.2.6.). Dizileri dogrulanan plazmidler etiketlendi ve -20 °C’ye kaldirildi. Sivi
kiiltiirlerden bakterilerin gliserol stoklar1 olusturuldu ve -80°C’ye kaldirildi (106).

5.2.5. PRPF3 Domainlerine Ait Ekspresyon Vektorlerinin Olusturulmasi

PRPF3’in domainlerine ait giris vektorleri olusturulduktan sonra, her bir
domain GST etiketleyen pDEST27 memeli ve pGEX-KG/DEST bakteri ekspresyon

vektorlerine Gateway LR clonase enzim karigimi kullanilarak aktarildi (105, 106).

LeftRight (LR) Rekombinasyon Reaksiyonu

Giris vektorii (25 ng/ul) 1 pul
Destinasyon vektorii (25 ng/ul) 1 pul
LR Clonase II enzim karigimi 0.5 ul
Toplam 2.5 ul

LR clonase enzim karisimi1 buz iizerinde hazirlandi. Giris vektorii ve destinasyon
vektorii karigimin tlizerine eklendikten sonra hazirlan tiip 25°C’de 1.5 saat inkiibe edildi.
Siire sonunda her bir 6rnege 0.35 pl Proteinaz K eklenerek 37°C’de 10 dakika daha
inkiibe edilerek reaksiyon sonlandirildi. Olusturulan ekspresyon vektorleri E.coli DH5a
susuna transforme edildi (Bkz. Bashk: 5.2.7.) Transformasyon {irini 100 pg/ml
Ampisilin igeren LB agar besiyerinde, 37°C’de bir gece biyiitildi. Biiyiliyen
kolonilerden iicii segilerek Ampisilin iceren LB sivi besiyerine aktarildi ve bir gece
biiyliyen bakteri kiiltiiriinden 5 ml kullanilarak plazmid izolasyonu yapildi (Bkz. Baslik
5.2.7.1 ya da 5.2.7.2.). Elde edilen plazmidler agaroz jelde kontrol edildi. Beklenen
boyuttaki plazmidlerin dogrulugu ve oryantasyonu Sanger DNA dizi analizi ile kontrol
edildi (Bkz. Bashik 5.2.6.). Dizileri dogrulanan plazmidler etiketlendi ve -20 °C’ye
kaldirildi. Sivi kiltiirlerden bakterilerin gliserol stoklari olusturuldu ve -80°C’ye
kaldirildi (106).
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5.2.6. Cahsmada Kullanilacak Plazmidlerin Dizilenmesi

Calismada kullanilan giris ve ekspresyon vektorleri boyutlarina gore %0.8-1’1ik
agaroz jelde, 3.2 kb ve 200 ng/ul konsantrasyondaki pGEM vektoriiyle (2 ul/kuyu)
birlikte yiiritiildii. Her bir dizileme reaksiyonuna konulacak kalip DNA miktari,
referans plazmide gore 400-800 ng arasinda olacak sekilde ayarlandi. Ddngilisel
dizileme reaksiyonu, BigDye® Terminatér v3.1 Cycle Sequencing Kitinin onerdigi
sekilde asagidaki gibi gergeklestirildi. Dizileme her bir domain igin belirlenen dizileme

primerleri kullanilarak gergeklestirildi (Tablo 5) (107).

Dizileme PCR Karisimi X
BigDye 1 ul
5X Buffer 1.5 ul
fleri ya da Geri Primer (10 pmol/ul) 0.32 ul
Kalip Vektor (400-800 ng/ul) 1,5 ul
dH20 5,68 ul
Toplam 10 pl

Dongiisel dizileme reaksiyonu, Applied Biosystems 9700 Thermocycler cihazinda
gerceklestirildi. PCR  kosullari;; baslangic denatiirasyonu 96°C’de 2  dakika,
denatiirasyon 25 dongii olmak iizere 96°C’de 15 saniye, baglanma 50°C’de 20 saniye,
sentez 60°C’de 2 dakika olarak ayarlandi.

Dizileme sonucunda elde edilen PCR driinleri Sephadex®G-50 boncuklarindan
gecirilerek saflagtirildi. PCR iirlinleri 96 kuyulu platelere transfer edilerek ABI 3130
genetik analiz cihazina yiiklendi ve dizileme islemi gerceklestirildi. Dizileme sonuglari
Chromas 2.32 ve SeqScape® software v2.5 programlari ile analiz edildi. Elde edilen
veriler Human Genome Browser’dan alinan referans PRPF3 dizisi ile karsilastirildi.

Olusturulan ekspresyon vektorleri -20°C°de saklandi (Tablo 6).
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Tablo 5. PRPF3 domainleri ekspresyon vektorlerinin dizileme primerleri

Primer No Primer Dizisi (5°-3) Primer Ad1

1261 ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttcatggcactgtcaaagagggagc PRPF3_GW_attB1

1262 ggggaccactttgtacaagaaagctgggtctcatcaatcagtggactctaacacagattcac PRPF3_GW._attB2_ws
1271 TCTAGCAGTGACAGGAGCAG PRPF3_F1

1272 ACCTCTGGCTCTTCTTCCAC PRPF3_R1

1273 ACTGCAAGCTCGAATCCAAG PRPF3_F2

1274 AAGGTAGAAGCCCACGTCAG PRPF3_F3

1275 TTCTGCTGTGAGTTTTCGGG PRPF3_R2

1307 ggggaccactttgtacaagaaagctgggtctcattaggattccatgtcttctgatgge PRFP3_PWI_R

1308 ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttcatgaggcattccaagtctagcagtg PRPF3_PRP3_F
1309 ggggaccactttgtacaagaaagctgggtctcattatatgtgtaccccctgtgaaatg PRPF3_PRP3 R
1310 ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttcatggcagaacagagaaaggtcaag PRPF3_DUF1115_F
1311 TCTTGTTGAACATCCAGCCCAG PRFF3_PRP3_Seq_F
1335 ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttcctaaaggaaaagccatcagaag PRPF3_PRP_F2

Klonlama primerlerinde bakteriyofaj lamda (A) rekombinasyon bdlgesine ait attB dizileri normal, gene
Ozgii kisimlar koyu tonda gosterildi. Baslama kodonu (atg) ve stop kodonlar (tca,tta) koyu ve alt1 ¢izili
gosterildi. ws: N-terminale etiket ekleyen ekspresyon vektorlerinin olusturulmasinda kullanilan ve stop
kodonu tastyan primer. Forward (F): ileri primer, Reverse (R): Geri primer.

Tablo 6. Calismada kullanilan memeli ve bakteri ekspresyon vektorlerine ait bilgiler

Hedef - Sentezlenen Proteinlerin
Organzima Varis Vektorii Klonlanan Gen Molekiiler Agirhiklar:
Memeli 3XFLAG-p3XFLAG-CMV/DEST CCDC84-Wt 42 kDa
Memeli 3XFLAG-p3XFLAG-CMV/DEST CCDC84-Mut 37 kDa
Memeli pcDNA3Myc/DEST CCDC84-Wt 40 kDa
Memeli pcDNA3Myc/DEST CCDC84-Mut 34 kDa
Memeli pcDNA-3Myc-DEST PRPF3 80 kDa
Memeli pDEST27-GST GST 25 kDa
Memeli pDEST27-GST CCDC84-Wt 65 kDa
Memeli pDEST27-GST CCDC84-Mut 60 kDa
Memeli pDEST27-GST PRPF3 106 kDa
Memeli pDEST27-GST PWI 62.6 kDa
Memeli pDEST27-GST PRP3 (77-543) 79.6 kDa
Memeli pDEST27-GST DUF1115 43.9 kDa
Bakteri pGEX-KG-DEST-GST GST 25 kDa
Bakteri pGEX-KG-DEST-GST CCDC84-Wt 65 kDa
Bakteri pGEX-KG-DEST-GST CCDC84-Mut 60 kDa
Bakteri pGEX-KG-DEST-GST PRP3 (77-543) 78.5 kDa
Bakteri pGEX-KG-DEST-GST PRP3 (292-543) 53.6 kDa
Bakteri pDEST14-Native PRPF3 78 kDa
Bakteri pDEST17-6xHis CCDC84-Wt 40 kDa




5.2.7. E coli Transformasyonu

Rekombinant plazmidler Inoue yontemiyle kompetan hale getirilen E.coli DH5a

susuna asagida verdigi sekilde 1s1 soku ile transforme edildi (108).

1. E.coli DHS5a susu -80°C’den cikarilarak buz iizerinde ¢oziindii.

2. 0.05 pg/ul plazmid 50 pl DH50 susuna pipetle eklendi ve 5 dakikada bir hafifce
karistirilacak sekilde 30 dakika buz iizerinde bekletildi.

3. Siire sonunda, 42°C’de 30-45 saniye 1s1 sokuna maruz birakildi ve buz iizerine
kaldirilarak 2 dakika buz lizerinde bekletildi.

4. Bakterilerin iizerine 1 ml antibiyotiksiz LB besiyeri eklendi ve 37°C calkalamali
inkiibatorde 250 rpm hizda 1 saat inkiibe edildi.

5. Siire sonunda bakteriler 3000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek siipernatan
uzaklastirildi ve pellet tizerine 1 ml LB besiyeri eklenerek tekrar 3000 rpm’de 5
dakika santrifiij edildi.

6. Siipernatant uzaklastirilarak bakteri pelleti tizerine 150 pl LB eklenerek pipet ile
iyice karigtirtldi ve 100 ul’si uygun antibiyotigi igeren (50 pg/ml kanamisin ya da
100 pg/ml ampisilin) LB-Agar kati besiyerine yayildi ve 37°C’deki bir gece
bliylimeye birakildi.

5.2.8. Plazmid izolasyonu

Transformasyon sonrast petride biiyliyen kolonilerden {i¢ adet secilerek
antibiyotikli stvi 6 ml LB besi yerine inokiile edildi ve 37°C ¢alkalayici inkiibatorde 200
rpm’de bir gece biiyiitiildii. Biiyiitiilen bakterilerden 4-5 ml alinarak plazmid izolasyonu
gerceklestirildi. Bakteri kaynakli endotoksinler memeli hiicreleri igin toksik etki
gosterdiginden memeli hiicrelerine transfekte edilecek ekspresyon vektorleri
endotoksinleri uzaklastiracak sekilde izole edilirken, bakterilere transfome etmek iizere

izole edilen plazmidler standart yontemle izole edildi (109, 110).
5.2.8.1. Endotoksin icermeyen Plazmid izolasyonu

Memeli hiicrelerine transfekte edilecek ekspresyon plazmidlerinin izolasyonu
E.ZN.A.® Endo-free Plasmid DNA Mini Kit (Omegabiotek, D6950-01) kullanilarak
tretici  firmanin  Onerisi  dogrultusunda asagidaki sekilde oda sicakliginda
gergeklestirildi. Kit icerisinde bulunan N3 soliisyonu izolasyon oncesinde buz iizerine

alindi. Gece boyu 37°C’de 250 rpm’de ¢alkalanmaya birakilan sivi Kiiltiirlerin
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spektrofotometrede ODeoo degerleri Olgiildii. ODeoo degerleri 2.0-3.0 arasinda olan
kiiltiirden 4.5 ml almarak ependorf tiiplere transfer edildi. Hiicreler 10 000 g’de 1
dakika santrifiij edildi ve siipernatant uzaklastirildi. Pellet iizerine 250 ul Soliisyon
I/RNaz A (10mg/ul) eklenerek pipetaj ve vortex yardimi ile pelletin tamamen siispanse
hale getirilerek par¢alanmasi saglandi. Karigima solusyon II’den 250 pl eklenerek tiipler
3-4 kez nazikge alt st edildi ve berrak bir lizat olugmasi saglandi. Lizatlar 2-3 dakika
oda sicakliginda inkiibe edildi. Bu asamada DNA’nin kirilmasin1 6nlemek i¢in siddetli
calkalamadan ve inkiibasyon siiresini asmadan kaginildi. Siire sonunda lizatlara N3
Solusyonundan 125 ul eklendi. Ornekler bekletilmeden 3-4 kez alt iist edilerek beyaz
presipitatlarin olusumu goézlendi. Sonrasinda tiipler maksimum hizda (14 000 g) 10
dakika santrifiij edildi. Siipernatan yeni bir ependorf tiipe alind1 ve hacmi 6lgiildii. Bu
esnada, 2 ml’lik DNA kolonlar1 100 pul 3M NaOH soliisyonu eklenerek maksimum
hizda (14 000 g) 1 dakika santrifiij edilerek dengelendi. Hacmi Olgiilen siipernatant
tizerine 1:1 oranda ETR Binding Solusyonu eklendi ve tiip 10 kere alt {ist edildi. Elde
edilen s1v1 karisimdan 500 pl alinarak kolonlara transfer edildi ve maksimum hizda (14
000 g) 1 dakika santrifiij edildi. Flowthrough kismi atildi. Bu islem tiim siv1 karisim
kolondan gecirilene kadar tekrarlandi. Kolona tutturulan plazmid tizerinden 500 ul ETR
Wash Solusyonu gegirilerek maksimum hizda (14 000 g) oda sicakliginda 1 dakika
santrifiij edildi. 500 pl HBC Solusyonu kolonlardan gecirilerek maksimum hizda (14
000 g) oda sicakliginda 1 dakika santrifiij edildi. Filtre edilen kisim atild1 ve 700 pl
DNA Wash solusyonu (%70 Etanol) kolonlardan eklenerek maksimum hizda (14 000 g)
oda sicakliginda 1 dakika santrifiij edildi. Bu islem 2 kere uygulandi. Kolonlar, rezidiiel
alkolii uzaklagtirmak amaciyla maksimum hizda (14 000 g) 2 dakika santrifiij edildi.
Kolonlar temiz tiiplere transfer edilerek {lizerlerine endotoksin igcermeyen eliisyon
solusyonundan 50-100 ul eklendi ve 1 dakika inkiibe edildi. Kolonlar maksimum hizda
(14 000 g) oda sicakliginda 1 dakika santrifiij edildi. Elde edilen plazmidlerden 2 pl
alinarak %0.8’lik agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol edildi. Plazmidlerin konsantrasyonu

Nanodrop cihazinda 6lgiilerek kullanilana kadar —20°C’de saklandi.
5.2.8.2. Standart Plazmid izolasyonu

In vitro pull down deneylerinde E. coli suslarina transforme edilecek olan
plazmidlerin eldesinde ise endotoksin arindirma isleminin yapilmadigt E.Z.N.A.®

Plasmid DNA Mini Kit I (Omegabiotek, D6943-01) kullanildi. Gece boyu 37°C’de 250
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rpm’de ¢alkalanmaya birakilan kiiltiirlerin spektrofotometrede ODsoo degerleri Ol¢iildii.
ODesoo degerleri 2.0-3.0 arasinda olan kiiltiiren 4.5 ml alinarak ependorf tiipe transfer
edildi. Hiicreler, 10 000 g’de 1 dakika santrifiij edildi ve siipernatant uzaklastirildi.
Pellet lizerine 250 pul Soliisyon I/ RNaz A (10mg/ul) eklenerek pipetaj ve vortex islemi
ile tamamen siispanse hale getirilerek parcalanmasi saglandi. Karisima Solusyon II’den
250 pl eklenerek, tiipler 3-4 kez nazikge alt iist edildi ve berrak bir lizat olustu. Lizatlar
2-3 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Bu asamada DNA’nin kirilmasini énlemek
icin siddetli ¢alkalamadan ve inkiibasyon siiresine agsmadan kaginildi. Lizatlara 350 pl
Soliisyon III eklenerek, beklemeden 4-5 kez alt-iist edilerek beyaz topaklar seklinde
presipitat olusmasi saglandi. Ornekler maksimum hizda (14 000 g) 10 dakika santrifiij
edildi ve beyaz pellet olustugu gbzlendi. Bu esnada, 2 ml’lik DNA kolonlar1 100 pl 3M
NaOH soliisyonu eklenerek maksimum hizda (14 000 g) 1 dakika santrifiij edilerek
dengelendi. Elde edilen siipernatanin tamami dengelenen kolnlara alinarak maksimum
hizda santrifiij edildi. Kolon iizerine 500 ul HBC solusyonu eklendi. Sonrasinda
kolonlar maksimum hizda (14 000 g) 1 dakika santrifiij edildi. Filtre edilen kisim atild1
ve 700 nl DNA Wash solusyonu (%70 Etanol) kolonlardan geg¢irilerek maksimum hizda
(14 000 g) 1 dakika santrifiij edildi. Bu islem iki kere yapildi. Kolonlar, alkol
kalintilarini uzaklagtirmak i¢in maksimum hizda (14 000 g) 2 dakika santrifiij edildi.
Kolonlar temiz tiiplere transfer edilerek tizerlerine 50-100 pl eliisyon solusyonu eklendi
ve 1 dakika inkiibe edildi ve sonrasinda tiipler maksimum hizda (14 000 g) 1 dakika
santrifiij edildi. Elde edilen plazmidlerden 2 pl alinarak %0.8’lik agaroz jelde
yiritilerek kontrol edildi ve konsantrasyonlari Nanodrop cihazinda oOlgiilerek

kullanilana kadar -20°C’de saklandh.
5.2.9. Hiicre Kiiltiirii

Caligmamizda protein ekspresyonu, immunoblot ve immiinopresipitasyon
deneylerinde insan embriyonik bobrek hiicreleri olan HEK293 (ATCC® CRL-1573™),
HEK?293 Flpln ve immiinofloresan deneylerinde servikal kanser hiicrelerinden koken
alan HeLa (ATCC® CCL-2™) hiicre hatlar1 ve primer fibroblastlar kullanildi. Tim
hiicreler %1 Penisilin ve streptomycine (Pen/Strep) antibiyotiklerini ve %10 Fetal
Bovin Serum (FBS) igeren DMEM (4.5 g/L Glukoz) besiyerinde 37°C’de %5 CO2
iceren nemlendirilmis etiivde kiiltiire edildi. Primer fibroblastlar i¢in DMEM (1 g/L
Glukoz) besi yeri kullanildi (111).
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5.2.10. HEK293 Hiicrelerinin Kalsiyum Fosfat Yontemi ile Transfeksiyonu

Memeli ekspresyon vektorlerinin kontrolii i¢in, HEK293 hiicrelerine memelide
eksprese olan plazmidlerin transfeksiyonu kalsiyum fosfat yontemi kullanilarak
gerceklestirildi (112). Hiicreler, alti kuyucuklu tabaklara (6-well) yaklasik %30-40
konfluent olacak sekilde 1.8 ml besiyeri i¢ine ekildi ve hiicrelerin tutunmasi igin bir
gece bekletilmek lizere etiive kaldirildi. Toplamda 1-2 pg plazmid steril su ile 20 pl’ye
tamamlandi. Diger taraftan 2.5 M CaClz’den 10 pl alinarak (final konsantrasyon 12.5
mM CaCly) 70 ul steril distile suyun iginde seyreltildi. Final hacim 100 ul olacak
sekilde 20 ul DNA-su karisimina 80 ul CaClz-su karigimi eklendi. DNA-CaCl; karigimi
diistik hizda vortekslenirken {istiine damla damla 100 pul 2xHEPES eklenerek, toplam
hacim 200 pul’ye tamamlandi. DNA- CaCl-HEPES karisim1 20 dakika oda sicakliginda
inkiibe edildikten sonra hiicrelerin {izerine damla damla eklendi ve plate hafifce
calkalanarak etiive kaldirildi. Alt1 saat sonra kuyular, %10 FBS ve antibiyotik igeren
DMEM (4.5¢/L glukoz) besiyeri ile tazelendi. Transfeksiyondan 27 saat sonra protein

ekspresyon analizi gergeklestirildi.

5.2.11. Memeli Hiicrelerinden Protein izolasyonu

Immiinopresipitasyon deneyi igin, HEK293 FlpIn ve HEK293 Flpln Wt ve
Mutant CCDC84 kalici transfekte hiicreleri 2x100 mm platelerde biyiitiilerek ilgili
vektorlerle kalsiyum fosfat yontemi ile transfekte edildi edildi (Bkz. 5.2.10) ve protein
izolasyonu gergeklestirildi (113). Transfeksiyondan 27 saat sonra protein izole edilecek
plateler oncelikle buz iizerine alindi. Hiicrelerin {iizerindeki besiyeri dikkatlice
¢ekildikten sonra soguk PBS ile yikandi. Hiicrelerin tizerine IXTNTE patlatma tamponu
eklendikten sonra 30 dakika boyunca orbital ¢alkalayici tizerinde bekletildi. Siire
sonunda hiicreler kaziyici ile zeminden kaldirilarak temiz ependorf tiiplere toplandi.
Genomik DNA’nin parcalanmasi i¢in %50 genlikte (amplitude) bes dongii sonikasyon
(8 saniye puls, 30 saniye bekleme) gerceklestirildi. Sonike edilen 6rnekler 4°C’de 13
000 g’de 15 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda, slipernatantlar temiz ependorf
tiiplere aktarild1 ve analiz edilmek tizere kullanildi. Daha sonra kullanilacak protein -

20°C’ye kaldirildi. IP islemine baglamadan 6nce, her bir genin eksprese olup olmadigim
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kontrol etmeye olanak saglayacak olan total protein analizi i¢gin]1 ml hiicre lizatindan 80

ul ayrildi.
5.2.12. Anti-FLAG M2 Bagh Boncuklarin Hazirlanmasi

Immiinopresipitasyon islemi ANTI-FLAG® M2 Affinity Gel (A220-Sigma)
kullanilarak {iretici firmanin Onerisi dogrultusunda gerceklestirildi. ANTI-FLAG
boncuklarin dengelenmesi 2-8 °C’de yapildi. Dengelenmenin yapilacag: tip TBS (pH
7.4) ile yikandi. Dengelenmeni yapilacag: tiipiin ig¢ine her 40 pl rezin siispansiyonu igin
0.5 ml TBS’den az olmayacak sekilde 150 pl rezin siispansiyonu igin 5 ml TBS
konuldu. Stok rezin alt-iist edilerek iyice homojen hale getirildikten sonra her 1 ml lizat
icin 40 pl stispansiyon (20 pl rezin) olacak sekilde 1 ml TBS konulmus tiiplere aktarildi.
Boncuklarin transferinde kullanilan pipet TBS ile yikandiktan sonra rezin 1000 g’de 1
dakika santrifiij edilerek siipernatan uzaklastirildi. Bu sekilde rezin 3 kere yikanarak
gliserol uzaklastirildi. Ardindan boncuklar 2 kere 1 ml 0.1 M Glycine-HCL (pH 3.5) ile
20 dakika icinde yikanarak serbest antikorlar uzaklastirildi. Sonrasinda rezin 5 kere
TBS ile yikandi. Son yikamadan sonra rezin miktar1 kadar TBS eklenerek boncuklar

slispansiyon haline getirildi ve 24 saat i¢inde kullanildi (114).
5.2.13. Izole Edilen Proteinin On Temizligi (Pre-clearing)

Her bir 6rnek i¢in 40 ul Mouse IgG kontrol agaroz rezin (A0919, Sigma)
stispansiyonu (20 ul saf boncuk) daha 6nce 1ml soguk TBS konulmus ependorf tiiplere
alindi. Transferde kullanilan pipet TBS ile yikandiktan sonra, rezin 1000 g’de 1 dakika
santrifiij edilerek siipernatan uzaklastirildi. Sonrasinda rezin 5 kere 5 ml TBS ile
yikanarak gliserol uzaklastirildi. Ardindan boncuklar bir kere de Liziz solisyonu ile
yikandi. Her bir 1 ml lizat iizerine ‘pre-clearing’ i¢in 20 ul Protein G bagl sepharose
beads konuldu ve ependorflar parafin ile sarilarak +4 °C de, donen ¢ember iizerinde 1
saat, 10 rpm’de dondiiriildii. Inkiibasyon sonrasinda lizatlar 1.000 g de 1 dakika
santrifiij edildi ve boncuklar kaldirilmadan, temizlenen lizat yeni bir ependorf tiipe
alind1 (114).

5.2.14. Anti-FLAG Immiinpresipitasyon Yéntemi

Protein lizati, her bir kosul i¢in 20 ul saf boncuk kullanilacak sekilde dengelenen
Anti-FLAG M2 boncuklar ile 4 °C’de 1 saat 10 rpm’de donen g¢ember iizerinde
karistirilarak inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi tiipler 500 g’de 1 dakika olacak sekilde
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santrifiij edildi. Rezinin tamamen dibe ¢okmesi i¢cin 1-2 dakika beklendi. Tiiplerdeki
slipernatanin tamami bagka bir tiipe alinarak -20 °C’de saklandi. Rezinin tizerine yikama
tamponu eklendi ve ucu kesilmis bir pipet ucu ile kolonlara aktarildi. Tiipe ikinci kere
yikama tamponu eklenerek geride kalan rezin de kolona aktarildi. Kolonun tepesine bir
enjektor yerlestirilerek piston ile hafifce basing uygulanarak sivinin kolondan gegmesi
saglandi. Bu sekilde, nonspesifik baglanan proteinleri uzaklastirma igin rezin, %0.1
Triton X-100 iceren yikama tamponu ile 4 kere yikandi. Yikama ile rezinden
uzaklastirilan proteinin miktar1 Nanodrop cihazinda 280 nm dalga boyunda absorbans
degeri okunarak takip edildi. Yikama soliisyonu (blank) ile akan soliisyon arasindaki
fark 0.05’e diisene kadar yikamaya devam edildi. Son asamada kolonlar 1 000 g’de 1
dakika santrifiij edilerek yikama soliisyonu iyice uzaklastirildi (114).

5.2.15. Eliisyon

Islem oda sicakliginda yapildi. 40 pl rezin iizerine 15 pl 0.1 M Glycine-HCI, (pH
2.5) eklendi ve 1000 g’de 1 dakika santrifiij edilerek temiz bir eppendorf tiipe toplandi.
Rezin tizerine 75 pl 0.2 M Glisin-HCI (pH 2.5) eklendi ve 6rnek hafif¢e karistirilarak
oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi. Ornek 1000 g’de 1 dakika santrifiij edildi ve
protein temiz eppendorf tiipe toplandi. Toplanan protein tizerine 10 pul 150 mM NaCl
iceren 0.5 M Tris-HCI, (pH 7.4) soliisyonu eklendi. Elde edilen proteinin absorbansi
280 nm dalga boyunda okundu ve immunoblot igin eliisyondan 5 pl ayrilarak -80°C’de
saklandi. Geride kalan ornek sivi azotta hizlica dondurularak -80’e kaldirildi.
Sonrasinda ise proteini konsantre etmek igin 6rneklerin fazla hacmi liyofilizatorde bir
saat siire ile uguruldu. Elde kalan protein lizerine 0.5 mM DTT igeren yiikleme tamponu
eklenerek 99°C’de 5 dakika kaynatilarak uygun konsantrasyondaki poliakrilamid jelde
yuriitiildii (114).

5.2.16. Bakterilerin indiiklenmesi ve Protein Lizatlarimin Hazirlanmasi

Calismamizda CCDC84 ve PRPF3’iin dogrudan etkilesip etkilesmedigini ve
CCDC84 mutasyonunun etkilesime etkisini belirlemek amaciyla GST-pull down deneyi
gerceklestirildi (115). Pull down deneylerinde kullanilmak tizere GST etiketli yabanil
tip ve mutat CCDC84 eksprese eden vektorler ve etiketsiz PRPF3 eksprese eden
vektorler E. coli BL21 DE3 suslarina transforme edildi. Transforme edilen bakteriler

ampisilin igeren LB agar besiyerine yayildi. Ertesi giin secilen koloniler ampisilin
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iceren LB siv1 besiyerine aktarildi. Bir gece boyunca 37°C’de ¢alkalamali inkiibatorde
kalan kiiltiirler doygunluga ulastiktan sonra 100 ml alt kiiltiir yapilarak ODeoo 0.2’ye
ayarlandi. Alt kiiltiirlerin ODgoo degeri 0.4-0.6 araligina ulastiginda 1ml kontrol kiiltiir
alind1 ve santriflij edilerek siipernatan atildi ve pellet -80°C’de saklandi. ODeoo degeri
0.4-0.5 araliginda olan kiiltiirler 150 uM IPTG ile indiiklendi. Indiikleme islemi
19°C’de galkalamali inkiibatérde yapildi.

GST etiketli vektorleri tasiyan bakteriler indiiklendikten 2 saat sonra, etiketsiz
PRPF3 vektorii tagiyan bakteriler ise indiiklendikten 4 saat sonra 50 ml’lik falkona
aktarild1 ve kiiltiirtin hacmi 6l¢iildii. Ardindan falkonlar 5 000 g’de bes dakika santrifiij
edilerek siipernatan uzaklastirildiktan sonra bakteri pelleti 1 ml TBS (25 mM Tris-HCI,
150 mM NaCl, pH 7.2) ile yikandi. Sonrasinda her 5Sml pellet icin 200 ul TBS eklenerek
pellet ¢oziildii ve alikotlandi. Alikotlama sonrasinda pelletler santrifiij edildi ve
stipernatan uzaklstirildi. Pelletler -80°C’de saklandi. Pull-down deneyi yapilacagi
zaman, her bir protein i¢in 5 ml kiiltiir pelleti ¢ikarildi. Pelletlere, 10 mM Tris-Cl pH
7.5, 150 mM NaCl, %0.5 NP-40, 1x Pl i¢eren bakteri patlatma tamponu 200 ul eklendi.
Ornekler buz iizerinde 20 dakika orbital calkalayici iizerinde bekletildi. Patlatma sonrasi
bakteri lizatlari, %50 amplitude 10 sn pulse 20 sn bekleme 5 doéngii olacak sekilde
sonike edildikten sonra yliksek devirde 15 dakika +4 °C’de santrifiij edildi. Temiz tiipe
alman 200 pl siipernatant tizerine 300 pl yikama soliisyonu eklenerek NP-40 dilue
edildi. Protein ekspresyonunun kontrolii i¢in 50 pl hiicre lizat1 {izerine 10 pul 5X SDS

yiikleme tamponu eklendi ve analiz edilinceye kadar -20°C’de saklandi.

His-CCDC84-Wt ile GST etiketli PRPF3 domainleri arasindaki etkilesim de Pull
down yontemiyle analiz edildi. His-CCDC84, E.coli BL21 AI susunda %0.2 L-
Arabinoz ile {i¢ saat indiiklendi. Pull down deneyinde 1.5 ml kiiltiirden elde edilen

pelletler kullanilda.
5.2.17. Pull Down Yontemi ile Etkilesimlerin Test Edilmesi
5.2.17.1. GST Trap Boncuklari

GST-Trap_Agaroz boncuklari lizerinde yer alan antijen baglama bolgesi, Camelidae
ailesinin iiyelerinde (Or: Alpaka, Lama ve Develer) bulunan ikicil tip antikor
yapilarindan elde edilmis olup, hafif zincir tasimamaktadir. Antijen baglama islemi agir

zincirin V{H bolgesi ile yapilmakta ve bu yapilar nanobody olarak adlandirilmaktadir.
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Nanobodyler oldukga diisiik konsrantrasyondaki protein igerigini baglamaktadir. Ayrica
nanobodyler (Chromotek, sta-20), immiinoblot analizlerinde agir ve hafif zincir
antikorlarmin IP eliisyonuyla birlikte gelirken ayni1 molekiiler agirliktaki proteinleri

maskeleme problemini elimine etmektedir (116).
5.2.17.2. GST Trap Boncuklarimin Hazirlanmasi

Pull Down deneylerinde Chromotek firmasindan satin alinan GST-Trap_Agaroz
(sta-20) boncuklar1 kullanildi. Her bir kosul i¢in 1.5 ml kiiltiirden elde dilen bakteri
kullanilirken deney basina 10 pl saf boncuk kullanildi. Her bir deneyde ii¢ kosul
bulundugu i¢in her bir deney i¢in 30 ul boncuk icerecek sekilde 60 pl slurry (bulamag)
kullanildi. Boncuklar ependorfa transfer edilirken 200 pl’lik ucu kesik pipet ucu
kullanild1. Boncuklar ependorfa aktarildiktan sonra {izerine 1 ml 10 mM Tris-Cl pH 7.5,
150 mM NaCl iceren 1ml yikama tamponu eklendi. Yikama asamasinda Ornekler
25009°de 2 dakika santrifiij edildi. Yikama iglemi 3 kez tekrarlandi. 30 pl saf boncuk
tizerine 270 pl yikama tamponu konularak, boncuk karisim ii¢ adet ependorfa esit
hacimde (100 pl) paylastirildi. Ardindan 6rnekler 25009°de 2 dakika santrifiij edildi.
Stipernatant dikkatlice uzaklastirildi ve tiipte 10 pl saf boncuk birakildi.

5.2.17.3. GST Pull Down

Hazirlanan her bir tiipteki 10 pl boncuk iizerine, bakterilerde irettirilen GST
etiketi, GST etiketli yabanil tip ve mutant CCDC84 protein lizatlar1 (yem) konularak,
+4°C’de 1 saat boyunca dénen cemberde 9 rpm’de inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasinda tiipler 2500g’de 2 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant uzaklastirild.
Ardindan GSTve GST etiketli proteinlerin baglandigi boncuklar 10 mM Tris-Cl (pH
7.5), 300 mM NacCl, %0.1 NP-40 yikama tamponuyla +4°C’de 5 kez 5 dakika boyunca
yikanarak boncuklara 6zgiin olarak baglanmayan proteinler uzaklastirildi. Her yikamada
boncuklar 2500g’de 2 dakika santrifiij edilerek siipernatan uzaklastirildi. Yikama
isleminden sonra etkilesimi analiz edilecek etiketsiz PRPF3’#i (av) igeren bakteri lizati
boncuklarin iizerine eklenerek 1 saat boyunca +4°C’de donen ¢emberde 9 rpm’de
inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra boncuklar, yikama tamponu ile +4°C’de 5 kez 5
dakika boyunca yikandi ve ucu kesik pipet ucuyla kolonlara aktarildi. Kolonlar
2500g’de 2 dakika santrifiij edilerek yikama tamponu uzaklastirildi. Eliisyon iki

asamada gerc¢eklestirildi. Birinci asamada kolonlardaki boncuklarin {izerine 40 ul 0.2 M
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Glisin-HCI, (pH 2.5) eklenerek oda sicakliginda 4 dakika bekletildi ve 2 dakika siire ile
2500g’de santrifiyj edilerek protein temiz bir tiipe toplandi ve eliisyon tizerine 1M Tris
(pH 10.4) eklenerek dengelendi. Ikinci asamada, kolonda kalan boncuklarin iizerine, 40
ul 2XSDS yiikleme tamponu eklenerek 95°C’de 10 dakika kaynatildi ve 2500g’de 2
dakika santrifiij edilerek boncuklara bagli kalan proteinler eliit edildi. Ardindan 6rnekler

immiinoblot yontemi ile analiz edildi (117).
5.2.18. Western Blotlama
5.2.18.1. Ayirma ve Yiikleme Jelinin Hazirlanmasi

Caligsmada, etkilesimi aranan proteinlerin gorlintiilenebilmesi i¢in ayirma jelleri
ilgili proteinlerin molekiiler agirliklarina gore %7.5 ve %10 olarak belirlendi. SDS-
PAGE ayrima jeli hazirlandiktan sonra (Tablo 7-8) kisa camin yaklagik 1 cm altina
gelene kadar dokiildi. Ayirma jelinin hava ile temasini kesmek ve diizgiin
polimerlesmesini saglamak i¢in tizerine izopropanol eklendi ve yaklasik 60 dakika
beklendi. Siirenin sonunda dncelikle jelin tizerindeki izopropanol uzaklastirildi ve jelin
tizeri distile su ile yikandi. Hazirlanan yiikleme jeli (Tablo 6) ayirma jelinin {izerine
dokiildii. 10 veya 15 kuyucuklu taraklar %70 Etanol ile silinerek temizlendi ve camlar

arasina dikkatlice yerlestirildi. Polimerizasyon i¢in yaklagik 60 dakika beklendi (118).

Tablo 7. %5’lik yiikleme jeli igerigi

Icerik 1x (1 mm)
ddH:0 3.14 mi
Acrylamid (40% acrylamid mix) 0.50 ml
0.5 M Tris-HCI pH 6.8 1.25ml
10% SDS 0.05 ml
10% APS” 0.05 ml
TEMED 3 uL
Toplam 5 ml

*Taze hazirlanmalidir.
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Tablo 8. %7.5 ve %10’luk ayirma jeli igerigi

Igerik %7.5 (1 mm) %10 (1 mm)
ddH-0 2.73 ml 2.43 ml
Acrylamid (40% acrylamid mix) 0.94 ml 1.25ml
1.5 M Tris-HCI pH 8.8 1.25ml 1.25ml
%10 SDS 0.05 ml 0.05 ml
%10 APS” 0.05 ml 0.05 ml
TEMED 5 uL 5 puL
Toplam 5 ml 5 mil

*Taze hazirlanmalidir.

5.2.18.2. SDS-PAGE Jel Elektroforezi

Protein lizatlar1 -20°C buzdolabindan ¢ikarilarak buz iizerine alind1 ve ¢oziildii.
Yiikleme boyast icermeyen lizatlarin {izerine, 5X yiikleme tamponundan son
konsantrasyonu 1X olacak sekilde eklenerek 99°C’de 5 dakika kaynatildi. Kaynatilan
ornekler oda sicakliginda hizli santrifiij edildi. +4°C’den c¢ikarilan jellerin taraklar
cikarilarak kuyular distile su ile yikandi. Jel, ylikleme stand1 i¢ine yerlestirildikten sonra
tank igerisine konuldu. Tank yiiriitme tamponu ile doldurulduktan sonra ilk kuyuda 1 pl
protein markir olmak iizere orneklerden 20-30 pul yiiklendi. Jel 75 Volt’da 15 dakika,
sonrasinda 100 Volt’da 90-100 dakika yiiriitiildii (119).

5.2.18.3. Membrana Transfer islemi ve Goriintiileme

SDS-PAGE jeli yiiriitme tankindan alindi ve iki cam arasinda kalan bosluklar
distile su ile yikanarak yiirlitme soliisyonu uzaklastirildi. Spatula yardimi ile camlar
birbirinden yavas ve dikkatlice ayrildi. Kisa cam jelin iizerinden kaldirildiktan sonra,
jelin artik kisimlar (yiikleme jeli, jelin 6rnek icermeyen kenarlari) spatula ile kesilerek
uzaklastirildi. Blotlama i¢in dort adet ince Watmann kagidi ve iki adet siinger yatak 1X
Transfer Buffer i¢inde tutularak dengelendi. Blotlama kasetinin beyaz yiiziine 1 adet
slinger yatak yerlestirildi. Islak Whatmann kagitlardan ikKisi, siinger yatagin iizerine
diizgiin bir sekilde yerlestirildi. Jele uygun biiyiikliikte P\VVDF membran kesildi ve soguk
Metanol’de 30 saniye aktive edildi. Aktive edilen membran blotlama kasetine serilen
whatman kagidinin iizerine aralarinda hava kabarcig1r kalmayacak sekilde yerlestirildi.
Jel membran iizerine yerlestirildi. Islatilmis iki Whatman kagidi, jelin {izerine hava
kabarcig1 kalmayacak sekilde yerlestirildi. Son olarak siinger yatak, WWhatman kagidinin
tizerine koyuldu ve blotlama kaseti kapatildi. Transfer islemi 100 Voltta 1 saat 10
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dakika (300 mA) akim verilerek gergeklestirildi. Proteinlerin immiinoblot islemlerinde
primer ve sekonder antikoru iireten firmalarin Onerdigi kosullara gore diliisyon
hazirland1 (Tablo 9). Yikama islemlerinden sonra membran iizerine, iiretici firmanin
onerisi dogrultusunda hazirlanan Clarity™ Western ECL Substrate eklendi ve ChemiDoc
MP Gériintiileme Sistemi (BIO-RAD) kullanilarak membranlar goriintiilendi (120).

Tablo 9. Western blotlama kosullar1

Jel konsantrasyonu %7.5-%10
Membran tipi PVDF 0.2 um
Bloklama %S5 yagsiz siit tozu igeren 1XTBST ile oda sicakliginda 1 saat

Primer (1°) antikorlar  Rabbit Polyclonal-Anti-GST, (Santa cruz, sc-459) 1:1000
Rabbit Polyclonal Anti-PRPF3 (Abcam, ab187535) 1:1000
Rabbit Polyclonal Anti-PRPF3 (Abcam, ab50386) 1:1000
Mouse Monoclonal Anti- FLAG (Sigma A2220) 1:1000
Rabbit Polyclonal Anti CCDC84 (Abcam, ab150860) 1:5000
1°Antikor inkiibasyonu 1xTBST i¢inde oda sicakliginda 1 saat

Yikama IXTBST ile 4x5 dakika
Sekonder (2°) Goat Anti-Rabbit IgG-HRP
antikorlar Goat Anti-Mouse IgG-HRP
0 .
.2 A:ntlkor IxTBST i¢inde 1:8000 oraninda oda sicakliginda 1 saat
inkiibasyonu
Yikama IXTBST ile 4x5 dakika
Goriintiilleme 1 ml Clarity™ Western ECL Substrate (1:1 oranda Luminol

Enhancer+Peroksit)

5.2.19. HeLa Hiicrelerinde Dreamfect Yontemi ile Transfeksiyon

Immiinofloresan analizi 6ncesinde HeLa hiicreleri DreamFet GOLD ajan1 (DG81000)
ile tretici firmanin protokolii dogrultusunda CCDC84 ve PRPF3’e ait ekspresyon
vektorleri ile gecici olarak transfekte edildi (121). Ozetle, 6-kuyucuklu tabaklarin her
bir kuyusuna 0,1 N HCI ile muamele edilen lameller yerlestirildi. HeLa hiicreleri T25
flasktan tripsinize edilerek kaldirildi ve sayildi. Sayim sonucunda, yogunlugu
yaklasik %50 olacak sekilde her bir kuyuya 1.5 x 10° hiicre ekilerek son hacim %10
FBS ve antibiyotik iceren DMEM (4.5 g/L Glukoz) ile 2 ml’ye tamamlandi. Ertesi giin,
transfeksiyon islemi Oncesinde hiicrelerin besi yerleri degistirilerek serumsuz ve
antibiyotiksiz 1.8 ml DMEM (4.5 g/L glukoz) besi yeri konuldu. Transfeksiyondan 30
dakika once DreamFect Gold ajam -20°C’den ¢ikarilarak oda sicakligma gelmesi
sagland1 ve kullanimdan once ¢ok hafif vortekslendi. DreamFect GOLD ve DNA

karigimlart ayr1 ayr1 hazirlandi ve DNA karisimi DreamFect GOLD karisimina eklendi.
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Karisim 1: 1.5 pg vektor DNA, DMEM ile 100 ul’ye tamamlandi (En geg¢ 5 dak i¢inde
kulanildi).

Karisim 2: 6 pl DreamFect Gold (1:4 DNA:Ajan oraninda) DMEM ile 100 ul’ye
tamamlanda.

Karisim 3: Karisim 1, Karisim 2’nin tlizerine eklenerek 2-3 kez yavasga pipetlendi ve
15-20 dakika oda sicakliginda (21-22 °C) inkiibe edildi.

Karisim 3, %50 yogunlukta olan ve iizerinde 1.8 ml DMEM besi yeri olan kuyuya

damla damla dagitildi. Transfeksiyondan 24 saat sonra kuyular iki kez PBS ile yikandi

ve Immiinofloresan protokolii uygulandi.
5.2.20. Immiinofloresan Yéntemi

HeLa hiicrelerinde gerek endojen, gerekse transfeksiyon sonrasinda asir1 eksprese
edilen proteinlerin goriintiilenmesi icin immiinofloresan yaklasimi kullanildi (122).
Ozetle, 6 kuyucuklu tabaklara yerlestirilen lamellere ekilen hiicrelerin besiyeri aspire
edildi. Lameller 2 kez PBS ile yikandi. Fiksasyon i¢in kuyulara taze hazirlanmig 1 ml
%4 PFA eklenerek 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Sonrasinda kuyular 8 kez
PPS ile yikandi. Permeabilizasyon i¢in, kuyulara PBS igersinde hazirlanan %0.2 Triton
X-100’den 1ml konularak 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Ardindan, kuyular 5
kez PBS ile yikandi. Yikama sonrasinda lameller 1.5 ml bloklama soliisyonu
(PBS+%10 FBS) ile bir saat oda sicakliginda inkiibe edildi. Primer antikor 6nerilen
diliisyonda bloklama solusyonu igerisinde hazirlandi (Tablo 10). Ardindan lameller
parafilm {izerine damlatilan 125 pl antikor iizerine kapatilarak bir Tablo 10’da belirtilen
kosullara gore inkiibe edildi. Inkiibasyon bitiminde kuyular 8 kez PBS ile yikand.
Sekonder antikor ilgili diliisyonda bloklama solusyonu igerisinde hazirlandi (Tablo 10).
Lameller, 125 ul sekonder antikor iizerine kapatilarak 1 saat oda sicakliginda inkiibe
edildi. Kuyular 8 kez PBS ile yikandi. Son olarak, lamlar %70 Etil Alkol ile silinerek
temizlendi. DABCO-DAPI kapatma soliisyonundan her bir lamel i¢in lamlarin {izerine
bir damla damlatildi. Ardindan hiicrelerin oldugu lamel yiizeyi lamin tzerindeki
DABCO solusyonuna kapatildi ve karanlikta kurumaya birakildi. Preparat kuruduktan

sonra kenarlar sabitlendi ve floresan mikroskobunda analiz edildi.
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Tablo 10. immiinofloresan kosullari

Fiksasyon
Permeabilizasyon
Bloklama

Primer (1°) antikorlar

1%Antikor inkiibasyonu

Yikama
Sekonder (2°) antikorlar

2° Antikor inkiibasyonu
Yikama
Kapatma Medyumu

%4 Paraformaldehit oda sicakliginda 10 dakika

%0,2 Triton-X-100 (PBS i¢inde) oda sicakliginda 5 dakika
%10 Fetal Bovin Serum (PBS iginde)

Rabbit Polyclonal-Anti-GST, (Santa cruz, sc-459) 1:1000
Mouse Monoclonal Anti- Myc 9E10 (Sigma M4439) 1:1000
Goat Polyclonal Anti CCDC84 (Santa Cruz , s¢246197) 1:250
Rabbit Polyclonal Anti-PRPF3 (Abcam, ab187535) 1:250
Bloklama soliisyonunda hazirlanir. Oda sicakliginda etiketli proteinler
i¢in 1 saat / +4°C’de endojen proteinler i¢in 16 saat

PBS ile 8 kez

Donkey Anti-Goat 1gG H&L (Cy3) (ab6949), 1:1000

Donkey Anti-Rabbit IgG H&L (AF 488) (ab150061), 1:1000
Goat-Anti-Mouse 1gG H&L (Cy3) (ab97035)1:1000
Goat-Anti- Mouse 1gG H&L (AF488) (ab150117)1:1000
Goat-Anti-Rabbit 1gG H&L (Cy3) (ab6939) 1:1000

Oda sicakliginda Bloklama soliisyonunda 1 saat

PBS ile 8 kez

Prolong GOLD Antifade Mounting Media DAPI
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6. BULGULAR

6.1. CCDC84 ile PRPF3 Arasindaki Etkilesiminin Immiinopresipitasyon Yéntemi

ile Dogrulanmasi

Afinite piirifikasyon-kiitle spektrometrisi (AP-MS) yaklasimi ile tespit edilen
CCDCB84-PRPF3 etkilesimini dogrulamak ve CCDC84 mutasyonunun etkilesime
etkisini belirlemek amaciyla, CCDC84’{in yabanil (Wt) ve mutant formunun (Mut) Flag
etiketiyle kalic1 olarak transfekte edildigi HEK293-FlpIn hiicreleri, daha once
laboratuvarimizda klonlanmis olan GST-PRPF3 ile gecici transfekte edildi.
Transfeksiyon sonrasinda Anti-FLAG M2 Dboncuklariyla immiinopresipitasyon
yapilarak CCDC84 ve etkilestigi proteinler ¢ekildi. Anti-FLAG (A2220) ve Anti-GST
(sc-459) antikorlariyla yapilan immiinoblot analizleri sonucunda FLAG-CCDC84-
Wt’'nin GST etiketli PRPF3 ile giiglii ve 6zgiin bir sekilde etkilestigi goriildi. Buna
karsin, FLAG-CCDCB84-Mut ile PRPF3 arasindaki etkilesimin belirgin bir sekilde
azaldig1 goriildi (Resim 6).

GST o S N
GST-PRPF3  _ . w e
FLAG-CCDC84 Wt  _ : + .
FLAG-CCDC84 Mut . _ . . I
IB: Anti-GST - 150
3 GST-PRPF3 - —
| - 100
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=] S PR T - 50
2 | FLAG-CCDC84_ Wt . ‘
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= |FLAG-CCDC84 Mut™] 53
IB: Anti-GST 150
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g IB: anti-FLAG —gp— 50
= | FLAG-ccDC84 Wit — —
FLAG-CCDC84 Mut ™| S 37
IB: Anti-a-Tubulin
O-TUDULIN ™| Sl S S S S S —_50

Resim 6. PRPF3 ile CCDC84 etkilesiminin HEK293 hiicrelerinde immiinopresipitasyon ile
gosterilmesi. HEK293 hiicrelerinde Flag etiketli yabanil ve mutant CCDC84 ile GST
etiketli PRPF3 fazladen eksprese ettirilerek gergeklestirilen immiinopresipitasyonu
sonrasinda membranlar Anti-FLAG, Anti-GST ve Anti-o-Tubulin antikorlar1 ile
goriintiilendi. IP: Immiinopresipitasyon, IB: Immiinoblot. *: spesifik olmayan bant
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CCDC84 ile PRPF3 etkilesimin dogrulanmasnin amaglandigi in vivo Kko-
immiinopresipitasyon yaklagimi ile FLAG-CCDC84-Wt ve FLAG-CCDC84-Mut ile
kalic1 transfekte edilmis HEK293 FlpIn hiicrelerinde transfeksiyon basamagi ortadan
kaldirilarak Anti-FLAG boncuklarla yeni bir immiinopresipitasyon yapildi. Ardindan
SDS-PAGE’de yiiriitiilen eliisyonlar anti-PRPF3 (ab187535) antikoru kullanilarak
immiinoblot analizi ile endojen PRPF3 degerlendirildi. FLAG-CCDC84-WT ile endojen
PRPF3’iin etkilestigi, CCDC84’iin C- terminalindeki 63 aminoasitlik delesyonun bu
etkilesimi Dbelirgin bir sekilde azalttigi gozlendi (Resim 7A). ChemiDoc MP
goriintilleme  sistemi  ilizerindeki “Image Lab” yazilimi kullanarak yaptigimiz
kantitasyon analizi sonucunda, CCDC84 {izerindeki mutasyonun etkilesimi %94

oraninda azalttig1 belirlendi (Resim 7B).
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Resim 7. CCDC84 iizerinde tanimlanan mutasyonun PRPF3 ile etkilesim iizerine etkisi.
A) Flag etiketli CCDC84-Wt ve CCDC84-Mut ile endojen PRPF3 arasindaki
etkilesimin HEK293 hiicrelerinde immiinOpresipitasyon ile gosterilmesi. B)
PRPF3 ekspresyonunun Kkantitatif analizi. IP: Immiinopresipitasyon, IB:
Immiinoblot

FLAG-CCDCE84-Wt FLAG-CCDCS84-Mut
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6.2. CCDC84-PRPF3 Etkilesiminin Pull Down ile Arastirilmasi

CCDC84 ile PRPF3 arasindaki etkilesimi belirlemeye yonelik olarak yapilan
immiinopresipitasyon ¢alismalarinda insan embriyonik bobrek hiicre hatt1 olan HEK293
hiicreleri kullanidi. In vivo kosullarda gergeklestirilen bu ¢alisma, CCDC84 ile PRPF3
arasindaki etkilesimin dogrudan olup olmadigi hakkinda bilgi vermemektedir (123).
CCDC&84 ile PRPF3 arasindaki etkilesimin dogrudan olup olmadigini belirlemek iizere

bu etkilesim bir kez de in-vitro kosullarda sorgulandi.

Bu amagla ilk asamada, etkilesimi sorgulanacak olan CCDC84-Wt ve CCDC84-
Mut genlerini tastyan giris vektorleri kullanilarak, homolog rekombinasyona dayali
Gateway klonlama stratejisi ile GST etiketleyen pGEX-KG/DEST bakteri ekspresyon
vektorleri olusturuldu. PRPF3 geni ise eksprese ettigi proteine herhangi bir etiket
eklemeyen ve proteini dogal hali ile eksprese eden pDEST14 bakteri ekspresyon
vektoriine ayni yaklagimla klonlandi. Tim vektorler, ayr1 ayr1 BL21-DE3 E. Coli
susuna transforme edildikten sonra IPTG ile indiiklenerek eksprese ettirildi. Iki saat siire
ile 18 °C’de indiiklenen bakterilerden 5 ml alinarak TNTE buffer ile patlatild1 ve protein
izolasyonu gerceklestirildi. Ardindan, GST-Trap_A (Chromotek, sta-20) boncuklarinin
tizerinden Oncelikle GST etiketli CCDC84-Wt ve GST-CCDCB84-Mut proteinlerini
igeren bakteri lizatlar1 (yem) gecirildi. Sonrasinda bu boncuklarin iizerinden pDEST14
vektoriinde dort saat ekpsrese ettirilen etiketsiz PRPF3 proteini iceren 5 ml bakteri

kiiltiirtinden elde edilen lizat (av) gecirildi.

Boncuklar yikandiktan sonra 2xSDS yiikleme tamponu ile boncuklardan
kopartilan proteinler SDS-PAGE’de yiiriitiilerek ayristirildi. PRPF3 proteini anti-PRPF3
(ab50386) antikoru, GST etiketkli CCDCB84 ise anti-GST (sc-459) antikoru kullanilarak
immiinoblot yontemiyle analiz edildi. In vitro kosullarda gerceklestirilen bu GST Pull-
Down yaklasimi sonucunda CCDC84’iin PRPF3 ile dogrudan etkilesim igerisinde
oldugu goriiliirken CCDC84 iizerinde tanimlanmis olan 63 amino asitlik delesyonun bu
etkilesimi belirgin bir sekilde azalttigi goriildii (Resim 8A-B). Image Lab yazilimi
kullanarak yapilan kantitasyon analizi sonucunda CCDC84 iizerinde tanimlanan 63
amino asitlik delesyonun CCDC84 ile PRPF3 arasindaki dogrudan etkilesimi %95
oraninda azalttig1 belirlendi (Resim 8C).
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Resim 8. CCDC84 ile PRPF3 arasindaki in-vitro etkilesimin GST-pull down yaklagimi
ile belirlenmesi ve CCDC84 iizerinde tanimlanmis mutasyonun etkilesime
etkisinin analizi. A) Pull-down resimleri. B) Proteinlerin ekspresyon
diizeyleri. C) PRPF3 ekspresyonunun kantitatif analizi. CCDC84 Wt: yabanil
tip CCDC84, CCDC84 Mut: Mutant CCDC84, IB: Immiinoblot

6.3. CCDC84 ile PRPF3’iin Hiicre I¢i Birlikte Lokalizasyonlarimmn Arastiriimasi

Hiicre i¢i birlikte lokalizasyon, bir hiicrede ayni fiziksel konumda bulunan iki
veya daha fazla proteinin varligi olarak tanimlanir. Eger iki protein in vivo kosullarda
hiicre i¢inde etkilesiyorsa bu proteinlerin hiicre icerisinde birlikte lokalize olmasi ya da
hiicre iginde Ortiisen bir dagilim gostermeleri beklenir (123). Bu dogrultuda
Immiinopresipitasyon ve GST-Pull Down deneyleri ile dogrudan etkilestigi gosterilen
CCDC84 ile PRPF3’iin hiicre icerisinde birlikte lokalize olup olmadiklari endojen
CCDC84 ve endojen PRPF3’e 6zgii siras1 ile Anti-CCDC84 (sc-246197) ve Anti-
PRPF3 (ab187535) primer antikorlar kullanilarak immiinofloresan yontemi ile
fibroblast hiicrelerinde incelendi. Floresan mikroskobunda yapilan analizler sonucuna
endojen CCDC84 ve endojen PRPF3’ilin ¢ekirdekte birlikte lokalize olduklar1 goriildii
(Resim 9).
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Anti-PRPF3

Resim 9. Fibroblast hiicrelerinde endojen CCDC84 ve endojen PRPF3’iin hiicresel
lokalizasyonlari. CCDC84 c¢ogunlukla ¢ekirdekte olmak iizere hem cekirdek
hem de sitoplazmada lokalize goriildii (kirmiz1). PRPF3 cekirdekte lokalize
goriildi (yesil). Endojen CCDC84 ve Endojen PRPF3 ¢ekirdekte birlikte
lokalize goriildii (sar1). Cekirdek DAPI (mavi) ile boyandi. Olgek ¢ubugu:
10pm

6.4. CCDC84 Mutasyonunun PRPF3 ile Etkilesimi Uzerine Etkisinin

Immiinfloresan Yéntemiyle Arastirilmasi

Immiinopresipitasyon ve GST-Pull Down deneyleriyle, PRPF3 ile etkilesimi
azalan mutant CCDC84’in PRPF3 ile hiicresel lokalizasyonunu degistirip
degistirmedigini belirlemek amaciyla HeLa hiicrelerine sirasiyla GST etiketli yabanil tip
ve mutant CCDC84 Myc-PRPF3 eksprese eden memeli ekspresyon vektorleri ile gecici
olarak transfekte edildi. Transfeksiyondan 24 saat sonra %4 PFA ile fikse edilen
hiicreler Anti-GST (sc-459) ve Anti-Myc (M4439) primer antikorlar1 ve uygun
sekonder antikorlar1 ile igaretlenerek floresan mikroskobunda analiz edildi. Yabanil tip
CCDC84 ve PRPF3’lin ¢ekirdekte birlikte lokalize oldugu ve CCDCS84 {izerinde
tamimlanmis olan 63 amino asitlik delesyonun ise PRPF3 ile ¢ekirdekte lokalizasyon

tizerine belirgin bir etkisinin olmadig: goriildii (Resim 10).

61



Anti-MYC

GST-CCDC84-Wt

E
o
'
-
®
O
=)
®)
S
A
2]
&

Resim 10. HeLa hiicrelerinde CCDC84 ve PRPF3’iin hiicresel lokalizasyonlarinin
gecici transfeksiyonla gosterilmesi. GST-CCDC84-Wt ve Myc-PRPF3
cekirdekte birlikte lokalize olmaktadir (iist iki sira). CCDC84 mutasyonu
(GST-CCDC84-Mut), CCDC84’iin hiicresel lokalizasyonunu ve PRPF3 ile
birlikte lokalizasyonunu degistirmemektedir (alt iki sira). DAPI: Mavi,
Cy3: Kirmizi, Alexa Fluor 488: Yesil. Olgek cubugu: 10um
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6.5. PRPF3 ile CCDC84 Arasindaki Etkilesime Aracilik Eden PRPF3 Domaininin

Belirlenmesi

In silico analiz sonuglari, CCDC84 {izerinde 23-55. aa ve 131-171. aa’ler arasinda
olmak iizere iki adet Coiled-coil domaini ve 18-50. aa arasinda ise bir adet ¢ekirdek
lokalizasyon sinyal dizisi oldugunu gostermektedir (Resim 2). PRPF3 proteininin
tizerinde ise sirasiyla N-terminalinde PWI domaini (3-76 aa), orta kisminda PRP3
domaini (308-521 aa) ve C-terminalinde DUF1115 domaini (544-673 aa) bulunmaktadir
(Resim 5). PRPF3’lin bugiine kadar tanimlanmis olan etkilesim partnerleriyle, bu
etkilesimlerini PRP3 domaini iizerinden yiiriittiigii bilinmektedir. CCDC84 ile PRPF3
arasindaki etkilesimin, PRPF3’iin hangi domaini {zerinden gerceklestirdigini
belirlemek igin ilk asamada PRPF3’iin her bir domaini (Resim 5) GST etiketleyen
memeli ekspresyon vektorii pDEST-27°ye klonlandi. Olusturulan bu ekspresyon
vektorleri FLAG etiketli yabanil tip CCDC84’1i kalic1 olarak eksprese eden HEK293
hiicrelerine transfekte edildi. Transfeksiyondan 24 saat sonra pargalanan hiicreler TNTE
buffer ile patlatilarak protein izolasyonu yapildi. Elde edilen protein izolatlar1 Anti-
FLAG M2 boncuklarmin tizerinden gegirilerek immiinopresipitasyon yapildi. Eliisyon
sonrasi elde edilen proteinler SDS-PAGE ile yiiriitildiikten sonra Anti-GST ve Anti-
FLAG antikorlar1 kullanilarak immiinoblot analizi ile goriintiilendi. Sonug¢ olarak,
yabanil tip CCDC84’lin, PRPF3’iin yalnizca PRP3 domainini igeren ve 77-543. aa’leri

arasinda kalan kismu ile etkilestigi goriildii (Resim 11).
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Resim 11. FLAG-CCDC84-Wt ve PRPF3 domainleri arasindaki etkilesiminin IP ile
gosterilmesi. GST-PRPF3 ve domainleri, Flag-CCDC84-Wt ile kalici
transfekte HEK293 Flp-In hiicrelerine transfekte edildi. GST-PRP3
domaininin (77-543 aa), FLAG-CCDC84-Wt ile etkilestigi gorildi. IP:
Immiinopresipitasyon, IB: Immiinoblot
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6.6. CCDC84 ve PRP3 domaini Arasindaki Etkilesimin In Vitro Pull-Down ile

Arastirilmasi

CCDC84 ile etkilesim icerisinde olan PRPF3’{in bu etkilesimini PRP3 domaini
tizerinden gergeklestirdigi in-vivo kosullarda belirlendi. Bu asamada, CCDC84 ile PRP3
domaini arasindaki etkilesimin in-vitro kosullarda da devam edip etmedigi ve PRP3
domaini haricinde PWI ile PRP3 domaini arasinda kalan 77-296. aa’ler arasindaki
linker dizisinin bu etkilesime etkisinin olup olmadigi sorgulandi. Bu dogrultuda
PRPF3’iin 77-543. aa’leri arasindaki kalan Linker+PRP3 domainini ve yalnizca PRP3
domainini igeren ve 296-543. aa’ler arasinda kalan bolgeler yem olarak kullanilmak
tizere GST etiketleyen pGEX-KG/DEST bakteri ekspresyon vektoriine klonlandi. Av
olarak kullanilmak iizere yabanil tip CCDC84 ise 6xHis etiketleyen pDEST17 bakteri
ekspresyon vektoriine klonlandi. GST etiketli PRP3 domainleri eksprese eden pGEX-
KG/DEST vektorleri BL21-DE3 E. coli susuna, 6xHis etiketli CCDC84 eksprese eden
pDEST17 vektori BL21-Al E. coli susuna transforme edildi ve sirasi ile IPTG ve L-
arabinoz ile indiiklendi. Iki saatin sonunda GST etiketli PRP3 domaini eksprese eden
BL21-DE3 bakterilerinden 1 ml alinarak protein izolasyonu yapildi. 6xHis etiketli
CCDC84 eksprese BL21-Al bakterilerinden ise dort saatin sonunda 1 ml alinarak
protein izolasyonu yapildi. GST Pull Down deneyinde kullanilan GST-Trap A
boncuklarinin tizerinden oncelikle yem olarak GST etiketli PRP3 domainleri sonrasinda
ise 6xHis etiketli yabanil tip CCDC84 av olarak gecirildi. Yikama sonrasinda
boncuklara tutunan proteinler 2x yiikleme tamponu ile eliisyon gergeklestirildi. Elde
edilen 6rnekler SDS-PAGE ile ayristirildi ve Anti-GST (sc-459) antikoru ve Anti-
CCDC84 (ab150860) antikorlar1 kullanilarak immiinoblot ile analiz edildi. Analiz
sonucunda sonucunda 6xHis etiketli yabanil tip CCDC84 ile her iki PRP3 domaininin
dogrudan etkilestigi ve bu etkilesimin 296-543. aminoasitler arasinda kalan PRP3
domaininin kendisi araciligiyla gerceklestigi ve 77-296. aa’ler arasinda kalan baglanti

bodlgesinin bu etkilesime bir etkisinin olmadigi goriildii (Resim 12).
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Resim 12. CCDC84 ile PRP3 domaini arasindaki in-vitro etkilesimin GST-pull down
yaklagimi ile belirlenmesi. A) Pull down sonucunda CCDC84 ile PRPF3
arasindaki dogrudan etkilesim PRPF3’iin 296-543 aa’lik kisminda yer alan
PRP3 domaini tizerinden gerg¢eklesmektedir B) Proteinlerin ekspresyon
diizeyleri. CCDC84 Wt: yabanil tip CCDC84, CCDC84 Mut: Mutant
CCDC84, IB: Immiinoblot

6.7. PRPF3 Domainlerinin Hiicre icindeki Lokalizasyonunun Arastiriimasi

PRPF3 iizerinde tanimlanan domainlerin hiicre i¢i lokalizasyonlart ve PRPF3
tizerinde ongoriilen iki adet ¢ekirdek lokalizasyon sinyalinin detayli analizine yonelik
literatiirde ~ yapilan c¢aligmalar  sinirhdir.  PRPF3  domainlerinin  hiicre  igi
lokalizasyonlarini tespit etmek amaciyla; GST etikekli PWI+Linker, Linker+PRP3 (77-
543 aa), PRP3 (296-543 aa) ve DUF1115 (522-683 aa) domainleri Myc-CCDC84-Wt
ile birlikte HeLa hiicrelerinde asir1 eksprese ettirildi. Transfeksiyondan 24 saat sonra
hiicreler Immiinofloresan yontemi ile boyanarak floresan mikroskobunda analiz edildi.
Analiz sonucunda Myc-CCDCB84-Wt’'nin ¢ekirdekte PWI+Linker, Linker+PRP3 (77-
543 aa) ve PRP3 (296-543 aa) domainleri ile birlikte lokalize oldugu gorildi. PRP3
domainin (296-543 aa) g¢ekirdek icerisinde niikleolusta da yogun noktali yapilar olarak
yerlesim gosterdigi tespit edildi. Ancak DUF1115’in CCDC84 ile cekirdekte birlikte

lokalize olmadigi aksine sitoplazmada lokalize goriildii (Resim 13).

66



Anti-GST

PWI+Linker

Linker+PRP3

DUF1115

Resim 13. PRPF3 domainlerinin hiicre i¢i lokalizasyonlarinin goriintiilenmesi. Myc-
CCDC84-Wt (kirmizi) GST-PWI+Linker ve GST-Linker+PRP3 ve GST-
PRP3- domainleri (yesil) ile ¢ekirdekte birlikte lokalizedir. GST-DUF1115
domaini (yesil) Myc-CCDC84-Wt ile birlikte c¢ekirdekte yerlesim
gdstermemektedir. DAPI: Mavi, Cy3:Kirmizi, Alexa Fluor 488:Yesil. Olgek
cubugu: 10pm

67



7. TARTISMA ve SONUC

Bu tez c¢alismasinda, ilk kez grubumuz tarafindan eksikligi Mikrosefalik
Primordial Dwarfism (MPD) ile iliskilendirilen CCDC84’iin RNA kirpilmasinda rol
oynayan PRPF3 ile olasi etkilesimi detayli olarak arastirildi. CCDC84 ile PRPF3
iligkisine ait 6n verilere CCDC84’iin fonksiyonel karakterizasyonuna yonelik yiiriitiilen

ve TUBITAK tarafindan desteklenen 114Z883 no’lu proje ile ulasildi.

CCDC&84 ile PRPF3 arasindaki etkilesimi gosteren on veri, Afinite Piirifikasyon
(AP) ve sonrasinda uygulanan Kiitle Spektrometrisi (MS) analizi ile elde edilmistir. AP
ve sonrasinda uygulanan MS yaklasimi, proteinlerin etkilesim partnerlerinin ve bileseni
olduklar1 komplekslerin belirlenmesi yoniinde yaygin olarak tercih edilen giiclii bir
stratejidir. Bu yaklasimda, AP ile proteinler elde edilirken MS ile bu proteinlerin
kimliklendirilmesi gerceklestirilmektedir. CCDC84 ile PRPF3 arasindaki etkilesimi
gosteren On verilerimizin elde edilmesi ile es zamanl olarak, insan proteomundaki
etkilesim aglarini ortaya koymay1 amaglayan biiyiik 6l¢ekli AP-MS c¢aligmalarinda da
CCDCB84-PRPF3 etkilesiminin tespit edilmis olmasi (80, 82, 83), on verilerimizin
Ozglnliigiinii desteklemektedir. Ancak, MS ile kimliklendirme siireci proteinlerin
peptidlerine pargalanarak analizine dayali oldugundan, tanimlanan etkilesimlerin daha

ileri diizeyde dogrulanma gerekliligini ortadan kaldirmamaktadir (124).

Bu dogrultuda, bu tez calismasi1 kapsaminda CCDC84 ile PRPF3 arasindaki olasi
etkilesimi dogrulamak iizere ilk asamada iki farkli in-vivo ko-immiinopresipitasyon
yaklasimi kullanildi. Her iki yaklagim sonucunda da CCDC84’iin PRPF3 ile giiclii
etkilesim iginde oldugu tespit edildi (Resim 6-7). Elde edilen bu sonug, CCDC84 ile
PRPF3 iin etkilesim i¢erisinde oldugunu dogrularken, bu etkilesimin dogrudan mi1 ya da
tiglincli bir protein araciligi ile gergeklestigi sorusuna agiklik getirmemektedir (123,
125). In-vivo yaklasimlar kapsaminda goézlemledigimiz etkilesimin dogrudan olup
olmadigini belirlemeye yonelik olarak gergeklestirdigimiz in-vitro pull down yaklagimi
sonucunda ise CCDC84 ile PRPF3 arasindaki etkilesimin ii¢lincii bir bilesene ihtiyag
duymadan dogrudan oldugu ve bu etkilesimin PRPF3 {izerindeki PRP3 domaini
tizerinden oldugu gozlendi (Resim 8). Ayrica, CCDC84 {izerinde grubumuz tarafindan

tanimlanmis olan ve CCDC84’lin  translasyonunun erken sonlanmasina
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(p.Lys269Serfs*10) neden olan mutasyonunun ise hem in-vivo hem de in- vitro

kosullarda iki protein arasindaki etkilesimi ileri diizeyde azalttig1 belirlendi.

MPD ile iliskilendirdigimiz ve fonksiyonunu tanimlamaya yonelik olarak
etkilesim partnerlerini belirlemeyi hedefledigimiz CCDC84’iin PRPF3 ile giicli
etkilesim gostermesi, CCDC84’iin de splicing mekanizmasinin 6nemli bir bileseni
oldugunu ve 300’iin iizerinde proteinin katildig: splicing mekanizmasinda CCDC84’iin
de rol oynadigini gostermistir. PRPF3, splicingden sorumlu spliceosome bileseni olan
U4/U6 di-snRNP’nin kor proteinlerinden biri olup, hem bu kompleksin hem de bu
komplekse U5 snRNP’nin eklenmesi ile olusan U4/U6°US tri-snRNP’nin
yapilanmasinda rol almaktadir (61). Olusan U4/U6+U5 tri-snRNP, daha sonrasinda Ul
ve U2 snRNP’lerin hnRNA iizerine yerlesmesi ile olusan pre-spliceosome kompleksi
(Kompleks A) ile etkilesime ge¢mek suretiyle hnRNA {izerine yerlesir ve pre-katalitik
spliceosome olusur (7, 126, 127). Bu asamada, U4 ve Ul snRNP’ler hnRNA {izerindeki
U2, U5 ve U4’den olusan pre-katalitik spliceosome kompleksini (Kompleks B*) terk
ederek yeniden kullanilmak iizere niikleoplazmaya salinir (Sekil 7). Ozetle, PRPF3
proteini, U4/U6 di-snRNP’nin yapilanmasi ile siirece dahil olurken, pre-katalitik
spliceosome kompleksinin olusmasindan sonra siirecten ayrilmakta ve intronlarin
cikartilarak ekzonlarin birlestirilmesi siirecinde yer almamaktadir. CCDC84’{in PRPF3
ile gostermis oldugu giiglii etkilesim ise CCDC84’iin de, U4/U6°US5 tri-snRNP’nin
yapilanmasi ve/veya U4/U6°U5 tri-snRNP’nin pre-spliceosome kompleksi (Kompleks
A) ile etkilesime gegerek pre-Katalitik spliceosome kompleksinin olugmast siireglerinde
rol oynadigini isaret etmektedir. Bugiine kadar PRPF3 ile dogrudan etkilesimi
gosterilmis olan PRPF4, CypH, SART3, SARTI1, PRPF6 ve SPF30 olmak {izere alt1
protein bulunmaktadir (61, 128, 129). Bunlardan PRPF4, CypH, SART3, SART1 ve
PRPF6 proteinleri U4/U6°US tri-snRNP’nin yapilanmasinda gorev alirken, SPF30
proteini U4/U6+U5 tri-snRNP kompleksi ile U2 snRNP arasinda koprii gérevi gorerek
pre-katalitik spliceosome kompleksinin (Kompleks B) yapilanmasina aracilik etmesi de
CCDCB84 ayni siireglerde rol oynuyor olabilecegi fikrini desteklemektedir. Diger
taraftan, tri-snRNP ve pre-katalitik spliceosome kompleksinin yapilanmasi siireclerinde
kritik rol oynayan PRPF4, CypH, SART3, SART1, PRPF6 ve SPF30 proteinleri PRPF3
ile PRP3 domaini iizerinden etkilesime gecerken, CCDC84’iin de PRPF3 ile aym
sekilde PRP3 domaini {lizerinden etkilesmesi CCDC84’iin U4/U6+U5 tri-sSnRNP
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yapilanmas1 ve pre-katalitik spliceosome kompleksinin olusmasi siirecleri ig¢in kritik

Ooneme sahip olabilecegi fikrini daha da giiclendirmektedir.

Biyoinformatik araglar kullanarak yapilan in silico analizler sonucunda, CCDC84
tizerinde iki adet coiled-coil motif 6ngoriilmektedir (Resim 2). Coiled-coil motifler,
yapisal olarak korunmus olan ve tipik olarak 2-5 alfa heliksin birbirine sarilmasi ile
olusan yaygin siiper sarmal yapilardir. Bu yapilar, protein-protein etkilesiminde rol
oynayarak homodimer veya heterooligomerik komplekslerin yapilanmasia katilirlar.
Bu motifleri tasiyan proteinler; sentrozom, kinetokor ve spliceosome gibi biiyiik
makromolekiiler komplekslerin yapisinda yer alan proteinleri bir arada ve belli bir
mesafede tutarak protein-protein etkilesimlerini diizenleyen molekiiler aralayicilar
olarak gorev yapmaktadir (130). CCDC84’lin iizerinde de iki adet coiled-coil motif
disinda bilinen baska bir domainin olmayisi, bu proteinin dogrudan intronlarin
cikartilmasinda gorev almaktan ziyade U4/U6°U5 tri-sSnRNP veya pre-katalitik
spliceosome yapilanmasi siirecinde kompleks bilesenlerinin bir araya getirilmesinde rol

alabilecegini isaret etmektedir.

CCDC84 ile PRPF3 arasindaki giiclii etkilesimi siddetli bir sekilde azaltan ve
CCDC84%iin translasyonunun erken sonlanmasina (p.Lys269Serfs*10) neden olan
mutasyon, 332 amino asitten olusan proteinin N-terminalindeki 63 amino asitlik bir
bolgenin kaybina neden olmaktadir. In-silico analizler, CCDC84 {izerindeki coiled-coil
motiflerin bu boélgenin disinda kaldigin1 gosterirken, delesyona ugrayan bdlgenin
olduk¢a korunmus bir diziye sahip oldugunu ve tizerinde SUMO-1 modifikasyon motifi
(316-319) ve fosforilasyon dizisi (324-330) tasidigini 6ngérmektedir (131). Bununla
birlikte, bakterilerde {irettirilen CCDC84 ile PRPF3’iin etkilesimlerinin bozulmamasi,
bu bolgenin post-translasyonel modifikasyonlardan bagimsiz olarak etkilesim i¢in kritik

Ooneme sahip oldugunu gostermektedir.

Immiinofloresan yaklagimina dayali ko-lokalizasyon calismalarimiz sonucunda
CCDC84’1in ve PRPF3’iin ¢ekirdekte yaygin bir yerlesim gosterirken, bu yerlesimler

bazi noktalarda belirgin bir birliktelik gdstermemektedir.

CCDC84’iin PRPF3 ile benzer sekilde c¢ekirdekte yaygin yerlesimi PRPF3 ile
etkilesim i¢inde oldugu yoniindeki bulgularimizi desteklerken, grubumuz tarafindan

tanimlanmis ve PRPF3 ile etkilesimi siddetli diizeyde bozan CCDC84’iin C-
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terminalindeki 63 amino asitlik delesyonun proteinin ¢ekirdek lokalizasyonunu
etkilememesi, bu tasinmanm PRPF3’e bagimli olmadig: seklinde yorumlanmaktadir. fn-
silico analiz sonucuna gére CCDC84’iin N-terminaline yakin yerlesimli bir ¢ekirdek
lokalizsayon sinyal dizisinin bulunmasi (Resim 2) ise CCDC84’{in PRPF3’den bagimsiz
olarak ¢ekirdege tasindigi diisiincesini desteklemektedir. CCDC84 ile PRPF3’iin
cekirdekte belli bolgelerde Ortiisen bir yerlesim gostermemesi ise CCDC84’iin
PRPF3’lin uzun ve ¢ok evreli yasam dongiisiiniin smirlt bir siirecinde yer aliyor
olabilecegini isaret etmektedir. Bu durum ise, CCDC84’iin sinirli sayida pre-mRNA’nin
splicing veya alternatif splicing siirecinde yar aliyor olabilecegini, bu nedenle sinirlt
zaman araliklarinda ve bolgelerde spliceosomun kor bileseni olan PRPF3 ile bir araya

geliyor olabilecegi fikrini desteklemektedir.

PRPF3’iin birbirinden bagimsiz olarak PWI ve PRP3 domainlerinin ¢ekirdege
yerlesim gostermesi ise dikkat ¢ekici diger bir husus olarak goriilmektedir. Ancak, in-
silico analizler sonucunda sonug¢larimizla uyumlu olarak PRPF3 iizerinde biri PWI ve
digeri PRP3 domaini iizerinde olmak iizere iki farkli ¢ekirdek lokalizasyon sinyal dizisi
goriilmektedir. Her ne kadar bazi proteinlerin iizerinde birden fazla NLS bulunmasinin
nedeni tam bilinmese de, kirpilmanin aktif oldugu dokularda PRPF3’iin ¢ekirdege
translokasyonu esnasinda iki ¢ekirdek lokalizasyon sinyali ile daha etkin bir tasinmaya

ihtiya¢ duyuldugunu diisiindiirmektedir (132, 133).

PRPF3’iin eksikliginde hnRNA’larin yapisindaki intronlarin ¢ikartilmasi yaygin
bir sekilde bozulmakta, Prpf3” konck-out fareler yasamla bagdasmamakta ve
insanlarda PRPF3’{in heterozigot mutasyonlar1 Retinitis Pigmentoza’ya neden olurken
homozigot mutasyonlarinin gdsterilmemis olmasi bu proteinin splicing i¢in ¢ok kritik
bir 6neme sahip oldugunu gostermektedir (9, 134, 135). Benzer sekilde, Prpf3” zebra
baliklarinda kiiciik kafa ve anormal viicut yapist goriilmekte ve bu baliklar
transkripsiyonun aktiflestigi mid-blastuladan gegis siirecinde (E4.5) dlmektedir (17).
Diger taraftan, snRNP’lerin yapisinda yer alan 16’s1 proteini kodlayan ve ikisi ShARNA
kodlayan toplam 18 genin mutasyonu basta Retinitis pigmentosa olmak lizere ¢esitli
hastaliklarla iliskilendirilmistir (Tablo 1) (135-138). Bu hastaliklardan 12’si otozomal
dominant ve besi otozomal resesif kalitilirken, otozomal resesif kalitilan gruptaki
hastaliklarla iliskilendirilen mutasyonlarin tamami, diisiik diizeyde de olsa fonksiyonel

tirlin olugmasina imkan tantyan hipomorfik mutasyonlardir (21, 33, 139). snRNP’lerin
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yapisinda yer alan ve hastaliklarla iligkilendirilmis olan bu genlerden SART3, PRPFG,
PRPF8, PRPF31, SART1 ve SMN’nin fare knock-out modelleri olusturulmus ve ilging
bir sekilde, olusturulan modellerin homozigot mutant genotipe sahip olanlar1 aynen
PRPF3’de oldugu gibi doguma kadar gelemeden prenatal donemde 6lmektedir (136,
139-141). Bu durum RNA splicing mekanizmasinin temel bilesenlerinin eksikliginin
tolere edilemedigini gosterirken snRNP kor proteini olan PRPF3 ile etkilestigini
gostermis oldugumuz CCDC84’iin iizerindeki mutasyonlarin otozomal ¢ekinik olarak
kalitilmasi ilk agsamada dikkati ¢eken bir bulgu olarak goriilmektedir. Ancak, CCDC84
tizerinde tanimlanmis olan mutasyon sonucu olusan mutant proteinin bir miktarda olsa
PRPF3 ile etkilesmeye devam ediyor olmasi diisiik seviyede de olsa fonksiyonunu
yerine getiriyor oldugunu dislindiirmektedir. Diger taraftan, CCDC84 {izerinde
tanimlanan ve genin dokuzuncu intronunun kirpilma verici bolgesindeki dort
niikleotitlik delesyonun, tasiyici bireylerin ¢cDNA’s1 iizerinden yapilan RT-PCR ile
splicingi bozdugu gosterilirken, homozigot mutant hastaya ait cDNA’ya ulagilamamis
olmasindan dolay1 tiim transkriptlerin mutant olup olmadig1 belirlenememistir. Bununla
birlikte, splicing bolge mutasyonlarinin diisilk diizeyde de olsa normal transkript
vermeleri sik¢a karsilagilan bir durumdur (75, 87). Bu durum, ¢alismaya konu olan
hastalarda da bir miktar fonksiyonel CCDC84 iiretiliyor olabilecegini diisiindiirmekte ve
homozigot mutant hastalarin 3-4 yil gibi kisa siireli de olsa yasamla bagdasmalarinin

altinda yatan neden olarak diistiniilmektedir.

Sonug olarak, bu tez ¢alismasi kapsaminda grubumuz tarafindan MPD ile ilk kez
iliskilendirmis olan CCDC84’iin, mRNA kirpilma mekanizmasimnin  temel
bilesenlerinden olan U4/U6 di-snRNP’nin kor proteinlerinden biri olan PRPF3 ile
etkilestigi ve bu etkilesimin PRPF3’tin PRP3 domaini {izerinden dogrudan oldugu
gosterilirken CCDC84 iizerinde tanimlanmig ve CCDC84’iin C-terminalindeki 63
amino asitlik delesyonun bu etkilesimi siddetli bir sekilde bozdugu gosterilmistir. Bu
veriler ile, ¢ok sayida proteinin katilimi ile yiirliyen ve dinamik bir siire¢ olan RNA
kirpilma mekanizmasinda coiled-coil motife sahip CCDC84’lin rol aldigi ilk kez
gosterilirken, RNA kirpilma mekanizmasimin global gelisme geriligi ile karakterize
MPD’in etiyolojisindeki 6nemi ortaya konulmustur. Bu tez ¢aligmasindan elde edilen

bulgulardan yola ¢ikilarak, ileride yapilacak RNA-Seq analizleri ile CCDC84’iin hangi
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pre-mRNA’larin kirpilmasini diizenlediginin aydinlatilmasinin RNA splicing siirecinde

CCDC84’iin tam roliiniin belirlenmesine detayli katki saglayacagi kanaatindeyiz.
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