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OZET

CCDC84’iin Niikleer Lokalizasyon Sinyal Dizisinin Karakterizasyonu ve Histon
Proteinleri H2A1A ve H2A1H ile Etkilesimlerinin Arastirilmasi

Splaysing, pre-mRNA’larin yapisindan intronlarin kesilip ¢ikartilmasi ve ardindan
ekzonlarin birlestirilerek olgun mRNA’larin olusturuldugu kompleks bir mekanizmadir. Bu
mekanizmada 300°den fazla protein gorev almaktadir. Splaysing ile iligkili proteinler
niikleus, sitoplazma ve sentrozom gibi hiicre i¢i bolgelerde lokalizasyon gostererek
splaysingin diizenlenmesinin yanisira kromatin yapilanmasi, transkripsiyon gibi farkli
stireclerde islev gostermektedir. Anabilim Dalimizda, mikrosefalik primordial dwarfizm ile
iligkilendirilen CCDC84’lin fonksiyonunu aydinlatmaya yonelik caligmalar kapsaminda,
niikleusa lokalize oldugunun ve splaysing mekanizmasinda yer aldiginin gosterilmesiyle
birlikte histon proteinleri H2A1A ve H2A1H ile etkilesim igerisinde olabilecegi 6n verisine
ulagildi. Bu tez g¢alismasi ile CCDC84’lin niikleer lokalizasyon sinyal (NLS) dizisinin
karakterizasyonu ve histon proteinleri H2A1A ve H2A1H ile etkilesimine yonelik 6n
verilerin test edilerek, fonksiyonunun daha ileri diizeyde anlasilmasina katki saglayacak
verilere ulasilmasi amaglanmistir. CCDC84’tin  NLS dizisinin  karakterizasyonu
immiinofloresan yaklagimi kullanilarak yapilirken, histon proteinleri H2A1A ve H2A1H ile
olas1 etkilesimi immiinopresipitasyon ve immiinoblot yaklagimlari ile arastirildi. Sonug
olarak, CCDC84’lin 18. ve 50. aminoasitler arasinda yer alan ve iki farkli aminoasit
kiimesinden olusan kanonikal bir NLS dizisi tasidig1 ve bu dizi iizerinde kanonikal niikleer
transport mekanizmast igin kritik dneme sahip olan arjinin ve lizin aminoasitleri belirlendi.
CCDC84’lin histon proteinleri H2A1A ve H2AI1H ile arasindaki olas1 etkilesim
dogrulanamadi ve bu etkilesimlerin yanlis pozitiflik olabilecegi diisliniildii. Elde ettigimiz
bulgular, CCDC84’iin sentrozomda lokalizasyonunun gosterildigi literatiirdeki son
calismalar ile 6nem kazanirken, bu bulgularin CCDC84’1in islevlerinin anlasilmasi siirecine

onemli katkilar saglayacagi kanaatindeyiz.

Anahtar Kelimeler: CCDC84, H2A1A, H2A1H, NLS, Splaysing

Xviii



ABSTRACT

Characterization of Nuclear Localization Signal Sequence of CCDC84 and
Investigation of Its Interactions with Histone Proteins H2A1A and H2A1H

Splicing is a complex mechanism in which introns are removed from the structure of
pre-mRNAs, and then mature mRNAs are formed by combining exons. More than 300
proteins can function in this mechanism. Splicing-related proteins localized in intracellular
regions such as the nucleus, cytoplasm, and centrosome function in various processes such
as chromatin structuring and transcription as well as regulation of splicing. In studies
conducted in our department to elucidate the function of CCDC84 protein which is
associated with microcephalic primordial dwarfism, it was shown that CCDC84 is localized
to the nucleus and involved in the splicing mechanism, and preliminary data were obtained
that it could interact with histone proteins H2A1A and H2A1H. In this thesis, it is aimed to
reach data that will contribute to the further understanding of the function of CCDC84 by
characterization of the nuclear localization signal (NLS) sequence of CCDC84 and testing
the preliminary data for the interaction of CCDC84 with histone proteins H2A1A and
H2A1H. While the characterization of the NLS sequence of CCDC84 was achieved using
immunofluorescence, its potential interaction with histone proteins H2A1A and H2A1H was
investigated by immunoprecipitation and immunoblot methods. As a result, a bipartite
canonical NLS sequence, which is located between the 18th and 50th amino acids of
CCDC84, was identified and arginine and lysine amino acids critical for the canonical
nuclear transport mechanism were determined on this sequence. Possible interaction of
CCDCB84 with histone proteins H2A1A and H2A1H could not be confirmed and these
interactions were thought to be false positives. While the findings we obtained become
increasingly important with the latest studies in the literature showing the localization of
CCDC84 in the centrosome, we believe that these findings will contribute significantly to
the understanding of the functions of CCDC84.

Keywords: CCDC84, H2A1A, H2A1H, NLS, Splicing
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1. GIRIS ve AMAC

Prekiirsor mRNA (pre-mRNA) kirpilmasi (splaysing), gen ekspresyonu siirecinde
sentezlenen pre-mRNA’larin yapisindan intronlarin kesilip ¢ikartilmasi ve ekzonlarin
birlestirilerek olgun mRNA’larin olusturulmasi siirecidir (1). Splaysing, pre-mRNA
kirpilmas1 kompleksi (splaysozom) olarak bilinen ¢ok bilesenli bir kompleks tarafindan iki
sirali transesterifikasyon reaksiyonu ile gergeklesen (2), 300’den fazla proteinin islev
gordiigii kompleks bir mekanizmadir (2-4). Splaysing ile iliskilendirilen birgok protein farkli
hiicresel siiregte islev gérmektedir (5, 6). Ayrica, splaysing ile iliskili proteinler niikleus,
sitoplazma ve sentrozom gibi ¢esitli hiicre i¢i bolgelerde lokalizasyon gostermekte (7-11) ve
bu proteinlerin hiicre i¢i lokalizasyonu splaysingin diizenlenmesinde kritik rol oynamaktadir

(10, 12-17).

Birgok proteinin islevini dogru bir sekilde yerine getirebilmesi i¢in spesifik
lokalizasyon sinyalleri ile dogru hiicre i¢i bolgelere hedeflenmeleri gerekir (18). Proteinlerin
niikleusa transportu; hiicre gogalmasi, transformasyon, kanserogenez ve sinyal iletimi gibi
hiicresel siireglerde yer alan birgok proteinin aktivitesinin diizenlenmesinde rol oynar (19,
20). Bir¢ok proteinin niikleusa transportunda niikleer transport reseptor proteinleri ile
proteinlerin niikleer lokalizasyon sinyal (NLS) dizileri arasindaki fiziksel etkilesimler
aracilik ederken (18), ¢cok az sayida proteinin NLS dizisi ayrintili bir sekilde tanimlanmustir.
Niikleer transportu diizenleyen mekanizmalarin tanimlanmasi ¢ok onemli bir arastirma
alanidir (21). Ayrica, proteinlerin niikleer transport siireci hastaliklarin tedavisinde etkili bir
yol olabilir (22). Bu amagla, ¢calismalarda NLS dizileri kullanilmakta (23, 24) ve ilag dagitim
sistemleri  gelistirilmektedir (25-28). Niikleer transport mekanizmalar1 hakkinda
gerceklestirilecek birgok ¢alisma hastaliklarin tedavisine yonelik katkilar saglayacaktir (29).
Bu nedenle, splaysingde rol alan proteinlerin niikleer transport mekanizmalarinin
aydmlatilmasi ve splaysing ile iligkili proteinlerin NLS dizilerinin belirlenmesi, protein
fonksiyonlarinin karakterizasyonu ve splaysing ile iligkili hastaliklarin tedavisi i¢in kritik

Ooneme sahiptir.

Splaysing, transkripsiyon ve kromatin organizasyonu hiicrelerde birbirleri ile entegre
stireglerdir (30). Splaysing mekanizmasinin kromatin organizasyonu ve transkripsiyon
tizerinde biiyiik bir etkiye sahip olabilecegi bildirilmektedir (31). Son zamanlarda splaysing
mekanizmasi da dahil olmak tizere (30), genom fonksiyonunun tiim yonleri {lizerindeki

etkileri nedeniyle dkaryotik DNA'y1 kromatine indirgeyen histon proteinleri ¢aligma alani



olarak biiyiik ilgi gormektedir (32). Splaysing ile ilgkili proteinlerin kromatin yapisinda yer
alan histon proteinleri ile iliskisini arastirmaya yonelik bu tiir ¢alismalar splaysing ile

kromatin yapis1 arasindaki baglantilarin aydinlatilmasina katki saglayacaktir.

Bu tez ¢alismasi ile ilk kez grubumuz tarafindan mutasyonu mikrosefalik primordial
dwarfizm (MPD) ile iliskilendirilen ve splaysing faktor olan pre-mRNA processing faktor 3
(PRPF3) ile dogrudan etkilestigi gosterilen (33) coiled-coil domain-containing protein 84’iin
(CCDC84) karakterizasyonuna yonelik olarak NLS dizisinin belirlenmesi ve histon
proteinleri histon H2A tip 1-A (H2A1A) ile histon H2A tip 1-H (H2A1H) arasindaki olas1
etkilesimin arastirilmasi amaglandi. CCDC84’iin niikleusta lokalizasyonuna yonelik verilere
grubumuz tarafindan yiiriitiillen bir doktora tezi calismasi kapsaminda ulasilirken (33),
CCDC84’iin H2A1A ve H2A1H histon proteinleri ile etkilesim igerisinde olabilecegi
yoniindeki 6n veriler CCDC84’iin etkilesim partnerlerinin arastirildigi TUBITAK tarafindan
desteklenen 1147883 no’lu proje kapsaminda gergeklestirilen afinite piirifikasyon (AP) ve
kiitle spektrometresi (MS) analizleri ile elde edildi. Gergeklestirilen in silico analizler,
CCDC84 iizerinde 18-50. aa’ler arasinda kalan 33 aminoasitlik bolgenin CCDC84’iin
niikleusa transportunda rol alan NLS dizisi olabilecegini gosterdi. Bu dogrultuda
hedeflerimizi; ilk asamada immiinofloresan yaklagimi ile CCDC84’iin NLS dizisinin
sinirlarinin tanimlanmasi ve NLS dizisi iizerindeki niikleusa lokalizasyon igin kritik olan
aminoasitlerin belirlenmesi, ikinci asamada ise immiinopresipitasyon ve immiinoblot
yaklasimlar1 ile CCDC84’iin H2A1A ve H2A1H histon proteinleri ile etkilesimine yonelik

elde ettigimiz on verilerin dogrulanmasi olusturdu.

Bu sayede, CCDC84’iin karakterizasyonu siirecine katki saglanirken, CCDC84’iin
NLS dizisinin karakterizasyonu ve splaysing mekanizmasi ile kromatin yapisi arasinda yeni

bir etkilesimin varliginin ortaya ¢ikartilmasi amaclandi.



2. GENEL BILGILER
2.1. Splaysing

Splaysing, gen ekspresyonu siirecinde sentezlenen pre-mRNA’larin yapisindan
intronlarin kesilip ¢ikartilmasi ve ardindan ekzonlarin birlestirilerek olgun mRNA’larin
olusturulmasi siirecidir (1). Splaysing, bir multiriboniikleoprotein kompleksi olan
splaysozomun rol aldig1 iki sirali transesterifikasyon reaksiyonu ile gergeklesmektedir (Sekil
1). Splaysozom kompleksinin yapisinda bes kii¢iik niikleer riboniikleik asit (ShRNA) ve bu
kompleks ile iligkili 300°den fazla diizenleyici proteinin bulundugu bilinmektedir (2-4).
Splaysing, bes kiigiik niikleer riboniikleoprotein (snRNP) ve diger splaysing faktorlerin
diizenli etkilesimleri ile gergeklesir (Sekil 2) (34-36).
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2.1.1. Splaysing ile iliskili Proteinlerin Hiicre I¢i Lokalizasyonu

Bir proteinin fonksiyonunu yerine getirebilmesi igin, hiicre i¢inde dogru bolgeye
hedeflenmesi gerekir. Bu islem, spesifik lokalizasyon sinyal dizileri ile gerceklesir (18).
Bir¢ok protein niikleusa tasinmasina ragmen, ¢ok az sayida proteinin NLS dizisi ayrintili bir
sekilde tanimlanmistir (21). NLS dizilerinin tanimlanmasi protein fonksiyonlarinin
aydinlatilmasina katki saglamaktadir (37). Splaysing ile iliskili birgok protein niikleus ve
sitoplazma gibi gesitli hiicre i¢i bolgelerde lokalizasyon gostermekte (7-11), niikleus ve
sitoplazma arasinda mekik hareketi yaparak splaysing mekanizmasinin diizenlenmesinde rol
oynamaktadir (10, 12-17). Bu proteinlerden splaysing faktor ASF/SF2, niikleus ve
sitoplazma arasinda mekik yaparak splaysingde fonksiyonel goérev almaktadir (10).
ASF/SF2 ile iligkili bir protein olan p32, ASF/SF2'nin hem fosforilasyonunu hem de pre-
mRNA'ya baglanmasini inhibe ederek splaysingi diizenlemekte (17), mitokondride ve
sitoplazmada lokalizasyon gostermektedir (9). Apoptozis ve splaysing iliskili protein
kompleksi bilesenleri olan SAP18 ve RNPS1 proteinleri birer mekik proteinleri olarak
niikleus ile sitoplazma arasinda yer degistirmekte ve birbirlerinin alternatifi olarak goérev
yapmaktadir (38). Benzer sekilde; heterojen riboniikleer proteinlerden (hnRNP) biri olan
hnRNPA1 splaysing proteini niikleer ve sitoplazmik bdlmeler arasinda mekik hareketi
yapmaktadir (39). Splaysozom kompleksinin temel bilesenleri olan snRNP’lerin
biyogenezinde yer alan proteinlerin ve snRNA’larin sitoplazma ve niikleus arasinda
transportu splaysing siirecinde yer alan kompleks mekanizmalardan biridir (Sekil 3). Sm
siift snRNP'ler primer olarak niikleusta islev gérmekte, yeni sentezlenen snRNA'lar ise ilk
olarak sitoplazmaya tasinmakta ve burada niikleusa geri aktarilmadan 6nce ek olgunlasma
adimlarina tabi tutulmaktadir (12-16). SnRNP’lerin niikleusa transportu ise snurportin (40)
ve importin B ile gergeklesmektedir (41). NEK2 ve RBMB8A ise hem sentrozomda hem de
niikleusta lokalize, splaysing ve sentrozom ile iliskili siireglerde rol oynayan proteinlerdir
(11, 42-49). Tim bu veriler dogrultusunda splaysing ile iliskili proteinlerin niikleusa
transportu kompleks ve kritik bir siirectir. Splaysing ile iligkili proteinlerin NLS dizilerinin
belirlenmesi, fonksiyonlarinin karakterizasyonu ve niikleer transport mekanizmalarinin

aydinlatilmasinda anahtar rol oynar.
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2.2. Niikleer Transport

Tiim Okaryotik hiicreler kompleks endomembran sistemler ve organeller igerir. Bu
organeller, farkli metabolik aktiviteler i¢in ayr1 bolmeler saglar. Proteinlerin bu 6zellesmis
bolgelere ve organellere transportu, fonksiyonlarini yerine getirebilmesi i¢in temel bir
gereksinimdir (50). Niikleositoplazmik transport; hiicre ¢ogalmasi, transformasyonu,
tiimorogenez ve sinyal transdiiksiyonu gibi birgcok mekanizmada yer alan proteinlerin
aktivitesinin diizenlenmesinde rol oynar (19, 20) ve niikleer por kompleksi (NPC) boyunca

aktif ve secici bir mekanizma araciligi ile meydana gelir (51).
2.2.1. Niikleer Transport Mekanizmalari

Iyonlarm, metabolitlerin ve diger kiigiik molekiillerin NPC boyunca hareketi pasif
difiizyon ile gerceklesebilirken, 40 kDa'dan biiyilk makromolekiillerin transportu ise
genellikle spesifik transport reseptorlerini gerektirir (52). Bununla birlikte, baz1 kiiciik
proteinlerin (<20-30 kDa) verimli bir sekilde niikleusa transportu i¢in NLS dizilerinin

gerektigi gosterilmistir (53). Proteinlerin niikleusa transportunda rol oynayan NLS



dizilerinin spesifik reseptorler tarafindan taninmasina iligkin en az iki niikleer transport
mekanizmasi ortaya konmustur. Bu iki mekanizma, kanonikal NLS dizilerin ve importin o
(karyoferin a) ve importin B (karyoferin B1) reseptorlerin rol aldig1 kanonikal niikleer
transport mekanizmasi (Sekil 4) ve kanonikal olmayan prolin-tirozin NLS (PY-NLS)
dizilerin ve importin B2 reseptoriin (transportin 1) rol aldig1 kanonikal olmayan importin 32
niikleer transport mekanizmasidir (Sekil 5) (54). Niikleusa transport siirecinde en iyi
anlasilan mekanizma ise kanonikal niikleer transport mekanizmasidir (55). Bu
mekanizmanin ilk adimi, importin a-kargo kompleksinin olusumudur. Kanonikal NLS'ler,
importin a ile taninir ve olugan importin a-kargo kompleksi, importin a'nin N-terminalinde
yer alan importin  baglanma bolgesi (IBB) araciligi ile importin B'ya baglanir ve iglii bir
kompleks olusur (56, 57). Importin B, iiglii kompleksin NPC ile etkilesimine aracilik ederek
kargo proteinin niikleusa transportunu saglar (58). Niikleer transport sonrasi RanGTP'nin
importin B’ya baglanmasi, kompleksin ayrigsmasina ve NLS dizisi igeren proteinin
salinmasina yol agar (51). Nup50 ise niikleusta NLS dizisi igeren proteinin importin o'dan
ayrilmasinda rol oynar (59). Cellular apoptosis susceptibility (CAS) proteini, importin 3
benzeri RanGTP baglayic1 motif igerir ve importin a'ya sadece RanGTP varliginda
baglanarak importin o/CAS/RanGTP eksport kompleksini olusturur ve importin o’nin tekrar
sitoplazmaya tasinmasina aracilik eder. (60, 61). Importin B ise RanGTP ile eksport
kompleksi olusturarak sitoplazmaya geri doner (62). Sitoplazmaya tasindiktan sonra,
RanGTP/importin B niikleer eksport kompleksi ve RanGTP/CAS/importin o niikleer eksport
kompleksi RanGTP'nin RanGDP'ye doniistiiriilmesi yoluyla ayristirilir. Boylelikle hem
importin o hem de importin B bir sonraki niikleer transport i¢in tekrar kullanilabilecek
duruma doner. RanGDP ise niikleer transport faktorii 2 (NTF2) ile niikleusa tasinir (Sekil 4)
(62, 63).



RanGAP nan RanGAP
o | e 57 £\

B |~ —
Cytoplasm <

4 4 /JL"7<*—\\J~\_ H\"-\ - L"'_-ﬁm\h > .\'\\
,/‘/ // Ran(:ii’-k \ \ \}
Ak [ . ‘, - ——

Nucleus

@m & RanGer | —GT" ‘ﬂﬁ
o ™ A e
K*@?{ Al a

Sekil 4. Kanonikal niikleer transport mekanizmasi (Stewart’tan, 64)

Kanonikal olmayan niikleer transport mekanizmasinda ise, kanonikal olmayan PY -
NLS tastyan protein dogrudan importin B2 transport reseptdrii tarafindan taninir. Importin
B2 transport reseptorii, NPC'deki belirli niikleoporinlerle etkileserek proteinlerin
transportunu kolaylastirir. Transport sonrasi, niikleoplazmada yiiksek seviyelerde RanGTP,
importin f2’ye dogrudan baglanarak kompleksin konformasyonel degisimine neden olur ve
kargo proteinin kompleksten salinmasini tesvik eder (Sekil 5) (51, 65-70). Kanonikal
olmayan niikleer transport mekanizmast, ribozomal proteinler (71), hnRNP’ler (72, 73), kor
histon proteinler (74, 75), transkripsiyon faktorler (76, 77) gibi birgok temel hiicresel

bilesenin niikkleusa transportunda rol oynamaktadir (78).
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Proteinlerin ¢ogu importin 3 aracili mekanizmalar ile NPC yoluyla taginirken, bir dizi
protein igin ise alternatif niikleer transport mekanizmalar1 tanimlanmustir. importin B
bagimsiz bu mekanizmalar, kalsiyum baglayici proteinler olan kalmodulin ve kalretikulin
gibi alternatif tasiyicilar ile transportu ve transport reseptorlerden bagimsiz olarak NPC
bilesenleri ile dogrudan etkilesimin aracilik ettigi transportu igerir. Bir¢ok protein ise birden
fazla mekanizma tarafindan niikleusa tasinir. Bu niikleer transport siireglerinin, bir yolun
inhibe edildigi kosullar altinda hiicresel fonksiyonlarin korunmasini saglayabilecegi one
stirilmustiir (80). Kalmodulinin, importin ’nin NLS dizisine baglanmasina benzer bir
sekilde, spesifik dizilere baglanarak transkripsiyon faktorleri SRY ve SOX9'un niikleer
transportunda rol aldig1 gosterilmistir (81). Bazi proteinler, reseptor proteinlerine ihtiyag
duymadan niikleusa taginabilmekte ve kargo proteinin NPC’de fenilalanin-glisin
tekrarlarinca zengin niikleoporinlere (FG nup) dogrudan baglanmasiyla reseptérden
bagimsiz niikleer transport gergeklesebilmektedir. Importin transport reseptorleri ile yapisal
olarak benzerlik gosteren B katenin gibi armadillo (ARM) tekrarlarina sahip proteinler,
NPC'ye dogrudan baglanabilmekte ve importin B’dan bagimsiz olarak niikleusa
taginabilmektedir. Bazi proteinler ise, “piggyback mekanizmasi” olarak bilinen, fonksiyonel

NLS dizisi igeren proteinlerle etkilesimleri yoluyla niikleusa tasinabilmektedir (82).



2.2.2. NLS Dizileri

Proteinlerin niikleusa transportunda NLS dizileri ve bu dizileri taniyan transport
reseptorleri rol oynar (66). NLS dizileri, kanonikal NLS dizileri ve kanonikal olmayan NLS

dizileri olarak siniflandirilir (83).
2.2.2.1. Kanonikal NLS Dizileri

Kanonikal NLS dizileri, kanonikal niikleer transport mekanizmasinda, importin o
adaptor proteini tarafindan taninarak kargo proteinlerin niikleusa transportundan sorumlu
olan (54, 56, 66), bir proteine konjuge edildiginde proteinin niikleer lokalizasyonunu
saglamak i¢in yeterli olabilen kisa aminoasit dizileridir. Kanonikal NLS dizilerin ¢ogu tek
bir aminoasit kiimesinden veya iki farkli aminoasit kiimesinden olusan NLS dizileri olmak
tizere iki sinifa ayrilir. Tek bir aminoasit kiimesinden olusan NLS dizileri simian viriisii 40
T-antijeni (SV40 T-ag) NLS PKKKRKYV dizisi ile orneklenen kisa bir bazik aminoasit
kiimesinde olusan NLS dizileridir. iki farkli aminoasit kiimesinden olusan NLS dizileri ise
hiicresel niikleoplazmin proteininde bulunan KRPAATKKAGQAKKKK dizisi ile
orneklendirilen ve 10 ile 12 aminoasitlik bir baglayici dizi ile ayrilan iki bazik aminoasit
kiimesinden olusan NLS dizileridir (84). Son zamanlarda yapilan bir¢ok galismada farkli
kanonikal NLS dizileri tanimlanmistir (85-89). NLS dizilerindeki bu kiimeler arjinin ve lizin
bazik aminoasitleri bakimindan zengindir (90). NLS dizilerindeki lizin ve arjinin
aminoasitleri tarafindan saglanan pozitif yiikler ile importin o izerindeki triptofan, asparajin
ve negatif yiiklii aminoasitler arasinda ger¢eklesen hidrofobik ve elektrostatik etkilesimler

araciligiyla importin a ve kargo proteini arasindaki baglanma gergeklesir (91-97).
2.2.2.2. Kanonikal Olmayan NLS Dizileri

Kanonikal NLS dizilerine ek olarak, hiicresel ve viral proteinlerde kanonikal
olmayan NLS dizileri tanimlanmistir (98, 99). Kanonikal olmayan NLS dizileri bazik
aminoasit kiimeleri igermez (68, 100) ve dizi, uzunluk ve aminoasit kompozisyonu
bakimindan kanonikal NLS dizilerinden farklilik gosterirler (101). Birgok proteinde
kanonikal olmayan NLS dizileri tanimlanmistir (54). Ribozomal proteinler, CREB, HTLV-
1 protein Rex, PTHrP, siklin B1, TRF (54), Hrpl ve Nab2 maya proteinleri ve hnRNPA1
proteini (39, 57, 100), SREBP-2 (102), GAL4 (103), HIV-1 Rev ve Tat retroviral proteinleri
(104) gibi bir¢cok protein kanonikal olmayan NLS dizileri tasiyan hiicresel ve viral
proteinlerdir. Kanonikal olmayan NLS dizileri kargo proteinin importin 2 ile dogrudan

etkilesimine aracilik eden PY-NLS dizilerini igerir (83). PY-NLS dizilerinin konsensus
9



motifi, bir N-terminal hidrofobik motif, bir merkezi arjinin kalintis1 ve bir C-terminal PY
dizisinden olusur (57). Ilging bir sekilde, Hrpl ve Nab2 maya proteinlerinde tanimlanan
arjinin-glisin bakimindan zengin NLS dizileri ve M9 olarak adlandirilan hnRNPA1
proteininin glisin ve asparajin bakimindan zengin NLS dizisinin de PY-NLS ile aym

ozelliklere sahip oldugu gosterilmistir (39, 57, 100).
2.2.3. importin a’nin Yapisi

Importin o, kanonikal niikleer transport mekanizmasinda bir adaptdr protein gorevi
goriir ve kanonikal NLS dizisi i¢eren kargo proteinleri baglar (56). Alt1 farkli insan importin
a proteini tanimlanmistir. Bu proteinler, importin a1, importin a3, importin a4, importin a5,
importin a6 ve importin a7’dir (90, 105-109). Importin a, kii¢iik N ve C-terminal domainleri
ve 10 tane art arda tekrarlanmis ARM tekrarindan olusan biiyilik bir merkezi domainden
olusur. ARM tekrarlari, NLS baglanmasinda rol oynayan bir cep olusturur. Importin o'nin N
terminalinde yer alan IBB domaini, importin f'ya baglanmaya aracilik eder (110, 111).
Kargo ve importin  olmadiginda, IBB domaini, importin a'nin NLS baglama bolgesini
bloke eder (112, 113). Tek bir kiimeden olusan NLS'ler importin a'nin 2-4 ARM tekrarlari
lizerinde bulunan major NLS baglanma bolgesine baglanir. Iki farkli aminoasit kiimesinden
olusan NLS'ler ise importin a'nin 2-4 ARM tekrarlar1 {izerinde bulunan major ve 6-8 ARM
tekrarlari iizerinde bulunan minér NLS baglanma bolgelerine baglanir (64, 114, 115). NLS
dizilerindeki lizin ve arjinin aminoasitleri tarafindan saglanan pozitif yiikler ile importin o
tizerindeki triptofan, asparajin ve negatif yiiklii aminoasitler arasinda gergeklesen hidrofobik
ve elektrostatik etkilesimler araciligiyla importin a ve kargo proteini arasindaki baglanma
gerceklesir (91-97). Importin a'nin C terminali ise CAS gibi niikleustan sitoplazmaya

tagsinmada rol oynayan faktorlerin baglanmasinda rol oynar (Sekil 6) (116).

Importin 3 binding domain (IBB) Armadillo repeats
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Sekil 6. importin o ’nin yapis1 (Oka’dan, 115)
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2.2.4. NLS Dizilerinin Belirlenmesinde Kullamilan NLS Tahmin Programlar

Proteinler, hiicredeki diger proteinlerle etkilesime girerek ve kompleksler olusturarak
fonksiyonlarin1 yerine getirirler. Bu etkilesimlerin gergeklestirilmesi i¢in temel yollardan
biri, proteinlerin spesifik hiicre i¢i bolgelere hassas ve diizenlenmis bir sekilde
lokalizasyonudur (117). Bazi proteinler, belirli hiicresel bolgelere lokalizasyonlarini
destekleyen intrinsik molekiiler 6zelliklere sahiptir. Bu 06zellikler arasinda hidrofobik
transmembran domainleri, NLS dizileri ve salgilanmay1 destekleyen sinyal dizileri bulunur
(118). Hiicre i¢i yerlesimin deneysel olarak belirlenmesi genellikle pahali ve zaman alic1 bir
yaklagimdir. Bunun yerine; son yillarda, proteinlerin hiicre i¢i yerlesimlerinin belirlenmesi
amaciyla hizli ve biiylik oranda dogru tahminler yapabilen ¢esitli biyoinformatik araglar
gelistirilmistir (119-122). Bu araglar kullanilarak niikleusa transportta rol alan NLS'lerin
(123) belirlenmesi niikleer proteinlerin fonksiyonlarinin aydinlatilmasina biiyiik katki
saglamaktadir. PSORT 1II (121), predictNLS (124) ve cNLS Mapper (125) gibi araglar
proteinlerin hiicre i¢i yerlesimini ve NLS dizilerini belirlemede yaygin olarak kullanilan
araclardir (126). Ancak, bu gibi araglar her zaman dogru sonuglar vermemekte (126, 127),

analiz sonuglarinin deneysel ¢alismalar ile de dogrulanmalar1 gerekmektedir (128).
2.3. Splaysing ile Iliskili Proteinlerin Farkh Hiicresel Siireclerle iliskisi

Splaysing; mRNA transkripsiyonu, transport ve translasyon dahil olmak iizere (30),
hiicre biyolojisinin hemen hemen her yoniinii etkileyen dinamik bir siirectir (5, 6). Bu
nedenle, splaysing ve diger hiicresel siiregler arasindaki iligki hakkinda bilgilerin elde
edilmesi hiicre farklilagmasi, gelisimi ve hastalik mekanizmalar1 gibi temel biyolojik
stirecleri aydinlatmaya katki1 saglayacaktir (30). Birgok splaysing protein farkli hiicresel
stireglerde gorev almaktadir (5, 6). Apoptozis ve splaysing iligkili protein kompleksi
bilesenleri olan SAP18 ve RNPS1 birer mekik proteinleridir ve niikleus ile sitoplazma
arasinda yer degistirerek birbirlerinin alternatifi olarak splaysingde gorev almaktadir (38).
PTB iliskili splaysing faktor PSF’nin ise transkripsiyon, topoizomeraz aktivitesi, niikleer
RNA retansiyonu ve DNA rekombinasyonu gibi siire¢lerde rol oynadigi gosterilmistir (129-
135). NEK2, NEK2A ve RNA baglayicit protein RBM8A’nin hem splaysing hem de
sentrozom ile iliskili stireglerde rol oynadigi gosterilmistir (11, 47, 136-139). Ayrica,
splaysing ile kromatin mekanizmalar1 arasindaki iliski hakkindaki ¢alismalar her iki hiicresel

slirecin birbiri ile etkilesim halinde oldugunu gostermektedir (30, 31).
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2.3.1. Splaysingin Histon Proteinleri ile Tliskisi

Splaysingde rol oynayan proteinlerin karakterizasyonundaki biiyilik ilerlemeye
ragmen gen regiilasyonu ve niikleer organizasyon siireglerinin splaysing iizerindeki etkisi
daha az anlasilmistir. Bununla birlikte, mevcut ¢alismalar splaysing, transkripsiyon ve
kromatin organizasyonunun hiicrede birbirleri ile etkilesim halinde oldugunu bildirmektedir
(30). Splaysing, kromatin organizasyonu ve transkripsiyonel aktiviteyi etkileyebilen bir
mekanizma olmakla birlikte (140, 141), kromatin yapisi da splaysing mekanizmasini
etkileyebilmektedir (31). Splaysing siirecinde kesilme yerlerinin belirlenmesinde ve ekzon
secimi ile ilgili kararlarin verilmesinde kromatinin yapisi belirleyici olabilmektedir (142).
Ozellikle alternatif splaysing siirecinin diizenlenmesinde kromatin yapisinin 6nemli

olabilecegi onerilmektedir (143-148).

Kromatin ¢esitli yollarla splaysing ile etkilesime girebilmektedir. Bu
mekanizmalarin birincisinde, modifiye edilmis histonlar ve splaysing faktorler arasinda
koprii olusturabilen adaptdr proteinler rol oynamaktadir (148-151). Kromatin ve splaysozom
kompleksi arasindaki fiziksel etkilesimin belirli bir adaptor molekiil ile gerceklestigini
Oneren bu mekanizma “kromatin splaysing adaptor modeli” olarak adlandirilmaktadir. Bu
modelde, H3K36me3/MRG15/PTB, H3K4me3/CHD1/U2snRNP, H3asetil/Gen5/U2snRNP
ve H3K9me3/HP1a/hnRNP'ler dahil olmak iizere spesifik histon modifikasyonlari, kromatin
adaptor proteinleri ve splaysing faktdrleri ile olusturduklari kombinasyonlar ile kesilme yeri
seciminde rol almaktadir (Sekil 7, 8) (152). Kromatin ile splaysing arasindaki iligkiyi
gosteren ikinci mekanizmada; splaysing faktorler, kromatin yapisini ve transkripsiyonel
aktiviteyi etkilemekte (Sekil 9) (153-156), ii¢iincii mekanizmada ise, RNA polimeraz II’nin
(RNAPII) uzama kinetigini etkileyen histon modifikasyonlarin splaysingin diizenlenmesini
etkileyebilecegi bildirilmektedir (Sekil 10) (146, 147, 157-159).

H3K36me3 H3acetyl H3K4me3 H3K9me3
| ( ; | 2 {f E
&

Sekil 7. Kromatin-adaptor kompleksleri (Luco’dan, 152)
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Sekil 8. Alternatif splaysing kromatin adaptér modeli. Histon modifikasyonlari, belirli
histon isaretlerini okuyan ve buna bagli olarak splaysing faktorlerini siirece dahil
eden bir adaptdr proteinin baglanmasini belirler ve alternatif splaysing gergeklesir
(Luco’dan, 152)

Pre-mRNA splicing and acetylation

mmems MRNA

4 acetylmark wMpAc histone deacytelase

Hu Huproteins  UUU Hu target site

Sekil 9. Splaysingin kromatin iizerindeki etkisi. Hedef pre-mRNA bolgelerine baglanan
splaysing diizenleyici bir protein olan Hu proteini, histon deasetilaz 2'nin enzimatik
aktivitesini inhibe eder ve bu durum ilgili kromozomal bolgede lokalize H3 ve
H4’lin hiperasetilasyonuna yol agar. Bu bdlge boyunca RNAPII’nin uzama
oraninda ortaya ¢ikan artis, Hu proteinleri tarafindan diizenlenen alternatif
ekzonlarin atlanmasini tesvik eder (Zhou’dan, 160)
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A H3K9me2/H3K9me3 B Acetylation

HP1p#HP1® 9
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Sekil 10. Histon modifikasyonlarmin splaysing tizerindeki etkisi. (A) H3K9me2 ve
H3K9me3, sirasiyla HPla ve HP1y tarafindan tanmir ve baglanir. RNAPII,
HP1'e bagli kromozomal bolgede yavaslar ve bu durum yakindaki bir alternatif
ekzonun daha fazla dahil edilmesine yol agar. (B) H3 ve H4'lin hiperasetilasyonu
daha rahat bir kromatin yapisina, RNAPII uzama oraninin artigina ve alternatif
ekzonlarin atlanmasina neden olur (Zhou’dan, 160)

2.4. Tez Calismasi Oncesinde Elde Edilen On Veriler

Dogum 0Oncesi ve sonrasi donemde goriilen gelisme geriligi, mikrosefali ve atipik
yiiz goriiniimii ile karakteristik MPD nadir goriilen bir kalitsal hastalik grubudur (161, 162).
MPD’nin genetik etiyolojisini aydinlatmaya yonelik olarak grubumuz tarafindan ytiriitiilen
ve TUBITAK tarafindan desteklenen 114Z883 no’lu proje kapsaminda, MPD tanis1 konulan
bir hastanin ailesi iizerinden gergeklestirdigimiz genetik haritalama c¢aligmalar1 sonucu
hastaligin, CCDC84 geni iizerinde dokuzuncu intronun splays bdlgesinde meydana gelen
dort niikleotitlik homozigot bir delesyona (g.17185 17188delAAGT) bagli olarak ortaya
ciktig1 gosterilmistir. Gergeklestirilen tiim bu calismalar sonucu, hasta bireyde goriilen
2.17185 17188delAAGT mutasyonunun proteinde agik okuma cergevesinde kaymaya
neden oldugu ve CCDC84’{in dokuzuncu intronundan dokuzuncu ekzonuna 60 niikleotitlik
gen bolgesinin ilave edilerek protein sentezinin erken sonlanmasina (p.Lys269Serfs10Stop)

yol actig1 belirlenmistir.

CCDC&84’iin fonksiyonunu tanimlamaya yonelik grubumuz tarafindan yiirtitiilen AP
(Resim 1) ve MS c¢alismalari ile H2A1A ve H2A1H histon proteinleri ile etkilesim igerisinde
olabilecegi 6n verilerine ulasildi (Tablo 1). Ayrica, anabilim dalimizda gergeklestirilen bir
doktora tezi ¢alismasinda CCDC84’iin splaysing ile iligkili niikleer bir protein oldugu
gosterilmistir (33). Gergeklestirilen in silico analizler, CCDC84 iizerinde 18-50. aa’ler
arasinda kalan 33 aminoasitlik bolgenin CCDC84’{in niikleusa transportunda rol alan bir
NLS dizisi olabilecegini gosterdi. Literatiirde CCDC84’iin splaysing mekanizmasinda rol

aldig1 yoniindeki verilerden farkli olarak sentrozomal proteinlerle de iligkili olabilecegini
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gosteren caligmalar bulunmaktadir. Bu ¢aligmalarda, CCDC84’iin asetilasyona bagli bir

sekilde sentrozom duplikasyonu ile iligkili protein HsSAS-6"nin bozulmasini modiile ederek

sentriol sayisin1 sinirlandirdigi (163) ve GFP etiketli pericentriolar material 1 proteinin yem

olarak kullanildigi MS bazli ¢alismalar sonucu CCDC84’lin potansiyel bir sentrozom
bileseni oldugu bildirilmektedir (164).
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Resim 1.

Immiinopresipitasyon sonucu elde edilen proteinlerin SDS-PAGE ile analizi.
A) %7.5, B) %10 ve C) %151k jel fotograflaridir. Kontrol olarak ifade edilen
stitun; CCDC84’1in kalic1 transfekte edilmedigi HEK293 Flp-In hiicrelerden izole
edilen proteinleri, 6rnek olarak ifade edilen siitun ise, FLAG etiketi tasiyan
CCDC84’iin kalici olarak transfeksiyonunun yapildig: hiicrelerden izole edilen
proteinleri gostermektedir. Mevcut jel fotograflarinin sag taraflarindaki oklar, MS
yontemiyle analizlerinin gerceklestirilmesi i¢in secilmis bantlar1 igaret
etmektedir. Mavi renkle boyali oklar CCDC84 proteinini, kirmizi renkle boyali
oklar CCDCB84 ile etkilestigi tahmin edilen protein bantlarini isaret etmektedir.
MS analizi i¢in jelden kesilen bantlar, 1-22 arasi numaralandirilmis ve jelde
isaretlenmistir. IgHc; immiinglobulin agir zincir, Iglc; immiinglobulin hafif
zinciri gostermektedir. Markir olarak precision plus protein dual color standards
kullanilmigtir

FLAG etiketi tastyan CCDC84 proteini ile gergeklestirilen AP ve ardindan yapilan
SDS-PAGE metodu sonucu kesilip MALDI-TOF/TOF kiitle analizine gonderilen protein

bantlarinda tanimlanan proteinlerden “expect” skoru diisiik, “best protein score™u yiiksek

olan proteinlerin CCDC84 ile etkilesim iginde olma ihtimalinin yiiksek olabilecegi

degerlendirildi (Tablo 1). Jel goriintiisiinde yer alan ornek siitunundaki bantlara karsilik

kontrol silitununda da bant goriilmesi halinde; bu durum spesifik olmayan etkilesimleri

gosterdiginden dolay1 dikkate alinmadi.
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Tablo 1. MALDI-TOF/TOF kiitle analizinde elde edilen sonuglar

E‘?g = PrB:I:ItrI B.‘;‘:;‘:mn Eos; : nﬂ““ Expect Best Protein Description
1 KIF11 119085 101 1,60E-06 Kinesin-like protein KIF11
2 PRPF3 77481 166 510E-13  U4/U6 small nuclear ribonucleoprotein Prp3
2 ACTB 41710 91 1,70E-05  Actin, cytoplasmic 1
3 ACTB 41710 74 0,00081 Actin, cytoplasmic 1
3 ACTG 41766 74 0,00081 Actin, cytoplasmic 2
4 PRPF3 77481 202 1,30E-16 U4/U6 small nuclear ribonucleoprotein Prp3
5 EFHD2 26680 99 2 40E-06 EF-hand domain-containing protein D2
5 CAPZB 31331 60 0,018 F-actin-capping protein subunit beta
6 RS3A 29926 43 1 405 ribosomal protein S3a
7 EFHD2 26680 127 4 00E-09 EF-hand domain-containing protein D2
7 CAPZB 31331 103 1,00E-06 F-actin-capping protein subunit beta
8 RS3A 29926 100 2,30E-06 405 ribosomal protein S3a
8 ROAA 38723 80 0,0002 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Al
9 ACTB 41710 433 Actin, cytoplasmic 1
9 ACTG 417686 433 1,00E-39  Actin, cytoplasmic 2
10 cCcDCcs4 37950 449 2 60E-41 Coiled-coil domain-containing protein 84
10 ACTB 41710 88 3,10E-05 Actin, cytoplasmic 1
11 ACTB 41710 357 4.00E-32  Actin, cytoplasmic 1
11 ACTG 41766 357 4 00E-32  Actin, cytoplasmic 2
12 cCcDCs4 37950 359 2,60E-32 Coiled-coil domain-containing protein 84
13 ACTB 41710 138 3,20E-10  Actin, cytoplasmic 1
13 ACTG 41766 138 3,20E-10  Actin, cytoplasmic 2
14 cCcDCB4 37950 493 1,00E-45 Coiled-coil domain-containing protein 84
15 THOC4 26872 72 0,0013 THO complex subunit 4
16 EFHD2 26680 109 2 B0E-07T EF-hand domain-containing protein D2
16 CAFPZB 31331 71 0.0015 F-actin-capping protein subunit beta
17 RS518 17708 159 2 60E-12  40S ribosomal protein S18
17 H2AX 15135 64 0.,0083 Histone H2A X
18 RS16 16435 131 1,60E-09  40S rbosomal protein
18 RS18 17708 87 4 40E-05 405 ribosomal protein 518
19 RS518 17708 232 1,30E-19  40S ribosomal protein $18
19 ML12A 19781 63 0,01 Myosin regulatory light chain 12A
20 RS18 17708 227 4 00E-19  40S ribosomal protein 518
21 MYL6 16919 152 1,30E-11 Myosin light polypeptide &
21 H2AZ 13545 69 00027 Histone H2A . Z
22 H2A1A 14225 152 1,30E-11  Histone H2A type 1-A (UniProtKB-Q96QV6)
22 H2A1H 13898 152 1,30E-11  Histone H2A type 1-H (UniProtKB-Q96KK5)

Kontrol renkli olmayan satirlar ile; FLAG etiket tastyan CCDC84 ile presipite edilen proteinlerden elde edilen
bantlar ise sar1 renkli satirlar ile gosterilmistir. Mavi renk ile yazili proteinler rezinlere baglanan CCDC84’i
belirtmektedir. Kahverengi renk ile yazili proteinler FLAG etiketi tasiyan CCDC84 ile presipite edilen fakat
kontrol bantlarinda da tespit edilen proteinleri gostermektedir. Kirmizi renk ile yazili proteinler ise FLAG
etiketi tastyan CCDC84 ile presipite edilen fakat kontrol bantlarinda olmayip CCDC84 ile etkilestigini tahmin
ettigimiz proteinleri gostermektedir.

AP ve MS calismalar1 ile CCDC84 ile etkilestigi yoniinde 6n veriye ulastigimiz
proteinlerden H2A1A ve H2A1H histon proteinleri HISTIH2AA ve HIST1H2AH genleri
tarafindan kodlanmaktadir (165, 166). Bu tez ¢alismasi ile splaysing ile iliskilendirilmis olan
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CCDC84’iin NLS dizisinin belirlenmesi ve histon proteinleri H2A1A ve H2A1H ile
arasindaki olast etkilesimlerin dogrulanmas: amaglandi. Bu sayede, CCDC84’iin
karakterizasyonu siirecine katki saglanirken, CCDC84’iin NLS dizisinin karakterizasyonu

ve splaysing ile kromatin arasinda yeni bir etkilesimin ortaya ¢ikartilmas1 hedeflendi.
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Gerec¢
3.1.1. Kimyasallar

Agar

Agaroz

Akrilamid

Amonyum persiilfat

Ampisilin

Beta merkaptoetanol
Bromofenol mavisi

Coomassie brilliant blue R-250
Deoksintikleotid trifosfat
Dithiothreitol

Di-sodyum hidrojen fosfat dihidrat
Dulbecco's modified eagle's medium
EDTA disodyum dihidrat
Etanol

Etidyum bromiir

Fetal bovin serum

Glasiyel asetik asit

Glisin

HEPES

Hidroklorik asit

[zopropanol

Kalsiyum Kloriir

Kanamisin

Maya oziitii

Orange G

Paraformaldehit
Penisilin/streptomisin

PMSF

Potasyum fosfat monobazik
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Merck, 1.016.130.500
Lonza, 50004

Bio-Rad, 161-0146
Sigma, A9164

Sigma, A9518-5G

Merck, 8.057440.0250
Merck, 1.08122.005
Sigma, 112553

Promega, U1420

Thermo scientific, R0861
Merck, M1065801000
Thermo, 41965-039
AppliChem, A2937.0500
AppliChem, A 8075,1000
Sigma, E-7637

Gibco, 10500064

Merck, 1.00056.2500
Chemcruz, sc-29096
Sigma, H0887

Merck, 1.00314.2500
Applichem, A3928,0500PE
Merck, 910TA654681
Sigma, 60615-5G
Merck, VM445253 224
Sigma, 0-1625

Sigma, P6148

Thermo, 15140-122
Sigma, 1741932998611
Sigma, NIST200B



Prolong GOLD antifade mounting media DAPI
Proteinaz K

Sephadex G-50

Sigmafast proteaz inhibitor kokteyl tableti
Sodyum deoksikolat

Sodyum dodesil siilfat

Sodyum floriir

Sodyum hidroksit

Sodyum karbonat

Sodyum kloriir

Sodyum orthovanadate

Sodyum pyrophosphate

TEMED

Tripton

Tris baz

Tris HCI

Triton X-100

Tween 20

3.1.2. Antikorlar
3.1.2.1. Primer Antikorlar

Mouse-anti-FLAG M2 monoklonal
Mouse-anti-myc monoklonal
Mouse-anti-pericentrin monoklonal
Rabbit-anti-o tubulin poliklonal
Rabbit-anti-CCDC84 poliklonal
Rabbit-anti-GST poliklonal

3.1.2.2. Sekonder Antikorlar

Anti-mouse-alexa flour 488
Anti-mouse-HRP
Anti-rabbit-alexa fluor 488
Anti-rabbit-Cy3
Anti-rabbit-HRP
19

Thermo Fisher, P36935
Promega, V3021
Sigma, S5897-25G
Sigma, S8830

Santa Cruz, sc-280670
Merck, 822050

Sigma, S7920

Merck, 1.06462

Merck, 106392

Merck, 1.01540.0500
Sigma, S6508

Sigma, P8010
AppliChem, A1148
Biomatik, A8566-500G
Sigma, T6791

Sigma, 93363

Sigma, 9002-93-1

J. T. Baker, 73-74

Sigma-Aldrich, F3165-1MG

Santa Cruz (9E10), sc-40
Abcam, ab28144
Abcam, ab15246
Abcam, ab150860
Santa Cruz, sc-459

Abcam, ab150117
Bio-Rad, 170-5047
Abcam, ab150061
Abcam, ab6939
Bio-Rad, 170-5045



3.1.3. Rezinler

Anti-FLAG M2 affinity gel
GST-Trap_A agaroz

Mouse IgG agaroz
3.1.4. Kitler, Enzimler ve Markirlar

BigDye terminator v3.1 cycle sequencing kit
Clarity western ECL substrate

Dreamfect gold transfection reagent
E.Z.N.A. endo-free plasmid DNA mini kit |
E.Z.N.A. plasmid DNA mini kit |

Gateway BP klonaz Il enzim karigimi
Gateway LR klonaz Il enzim karisimi
Generuler 100 bp plus DNA ladder

PCR clean-up gel extraction kit

Precision plus protein dual color standards

Thermo phusion hot start taq polimeraz

3.1.5. Sarf Malzemeler
Falkon tiipler (15 ve 50 mL)
Kiiltiir flaski (25 ve 75 cm?)
Mikrosantrifiij tiipler (1.5 mL)
Pipet uglari

PVDF membran

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

Whatmann kagidi 3MM

6 kuyucuklu tabak

100 mm petri kab1

3.1.6. Cihazlar

Accuri C6 flow sitometri
Bulasik makinesi
Buzdolab1 (+4 °C)
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Sigma, A2220
Chromotek, sta-20
Sigma, A0919

Thermo, 4337455
BIORAD, 1705060
Ozbiosciences, DG81000
Omegabiotek, D6948-01
Omegabiotek, D6943-01
Thermo,11789-020
Thermo, 11791-100
Thermo, SM0321
Macherey-Nagel, 740609.50
BIORAD, 1610374
Thermo, F-549L

Isolab, Fransa

Corning, ABD

Eppendorf, Almanya
Axygene, ABD
BIORAD,1620177

SPL, Giiney Kore

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

Corning, ABD

Becton Dickinson, ABD
Bosch, Almanya
Bosch, Almanya


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

Buz makinast

ChemiDoc MP goriintiileme sistemi
CO2’li etliv

Calkalayic1 inkiibator

Derin dondurucular (-20 °C)
Dikey elektroforez ve immiinoblot sistemi
Distile su cihaz1

Dogru akim gii¢ kaynagi (300 volt)
Genetik analizor cihazi

Hassas terazi

Inverted mikroskop

Jel goriintiileme sistemi

Klas Il steril kabinler

Konfokal mikroskop

Manyetik karistirici

Merdaneli karistirici

Mikrodalga firmn

Mikrosantrifiij

Mikrosantrifiij

Nanodrop 2000 UV-vis spektrofotometre
Orbital karistirict

Otoklav

Pastor firmi

pH metre

Sicak su banyosu

S1v1 azot tanki

Sogutmali yiiksek devirli santrifiij
Sonikator

Spektrofotometre

Termomikser

Thermal cycler

Thermal cycler

Vakum pompasi
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Hoshizaki, Japonya
BIO-RAD, ABD
Heraeus, Almanya

GFL, Almanya

Bosch, Almanya
BIORAD, ABD

GFL, Almanya

BIORAD, ABD

ABI 3130, ABD
AHAUS, ABD

Nikon, Japonya

Gel Logic 2000, Kodak
Metisafe, Tiirkiye

Leica TCS SP8, Almanya
IKA, ABD

Stuart, Ingiltere

Argelik MD554, Tirkiye
Hettich, Almanya
Thermo IEC, ABD
Thermo, ABD

Niive SL 350, Tiirkiye
Tutnauer 3150 ELV, italya
Memmert, Almanya
Hanna, Portekiz

Stuart, Ingiltere

Thermo Scientific, ABD
Eppendorf 5804R
Sonics VCX500, ABD
Eppendorf, Almanya
Eppendorf, Almanya
Gene Amp 9700, ABD
Techne TC512, ingiltere

Isolab, Fransa



Vorteks IKA, ABD

Yatay elektroforez diizenegi HU13, Ingiltere

Yiiksek devirli santrifiij Eppendorf 5810, Almanya
Zaman ve hiz ayarli rotator Stuart, Ingiltere

-80 °C dondurucu Thermo Scientific, ABD
3.1.7. Bakteri Suslari

Tez c¢alismasinda E. coli’ye ait farkli suslar kullanilarak plazmidlerin bakterilere
transformasyonu gerceklestirildi. Ilgili genin homolog rekombinasyona dayali gateway
klonlama sistemi kullanilarak klonlanmasi ile olusturulan vektorlerin ¢ogaltilmasinda E. coli
DH5o susu kullanilirken, herhangi bir gen klonlanmamis ve yapisinda ccdB geni tasiyan
plazmidlerin ¢ogaltilmasinda ccdB genine direngli E. coli DB3.1 susu kullanildi (Tablo 2)
(167).

Tablo 2. Transformasyon i¢in kullanilan bakteri suslar1 ve genotipleri

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

F- gyrA462 endA1 A(srl-recA) merB mrr hsdS20(rB-, mB-) supE44 aral4 galK2
lacY'1 proA2 rpsL20(Smr) xyl5 Aleu mtll

DB3.1

3.1.8. Kullanilan Vektorler

Homolog rekombinasyona dayali gateway klonlama sistemi kullanilarak giris
vektorleri olugturmak icin pDONR201 vektorii, memeli ekspresyon vektorleri olusturmak
icin pDEST27-GST, p3XFLAG-CMV/DEST ve pcDNA3myc/DEST destination vektorleri
kullanildi.

3.1.9. Soliisyon, Tampon ve Besiyerleri
3.1.9.1. Bakteri Kiiltiirleri Icin Kullanilan Besiyerleri

Luria Bertani (LLB) Sivi1 Besiveri

10 g tripton, 5 g maya 6ziitii ve 10 g sodyum kloriir 800 mL deiyonize distile su
igerisinde ¢oziildii. Soliisyonun pH’st IN NaOH ile 7.0’a ayarland1 ve hacim 1 L’ye
tamamlandi. Ardindan 1.2 atm basingta, 121 °C’de 20 dakika otoklav yapilarak steril edildi
ve sogumaya birakildi (168).
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Luria Bertani Agar (LBA) Besiyeri

LB agar besiyeri, erlenmayerde LB s1v1 besiyeri igerisine %1.5 oraninda agar ilave
edilerek hazirland1 (169). LB agar besiyeri 1.2 atm basingta, 121 °C’de 20 dakika otoklav
yapilarak steril edildi ve sogumaya birakildi. Soguyan LB agar besiyerin kullanimi igin
mikrodalga firinda defrost ayarda sitilarak sivi hale gelmesi saglandi ve kaynar haldeki LB
agar besiyerinin 50-55 °C’ye sogutulmasi saglandi. Cogaltilacak vektoriin tasidig
antibiyotik diren¢ genine gore 50-55 °C’ye sogutulmus LB agar besiyerine 100 ug/mL
ampisilin veya 50 pg/mL kanamisin eklendi ve belirli biiytlikliikteki petri kaplarina

aktarilarak donmasi saglandi.
3.1.9.2. Agaroz Jel Elektroforezinde Kullamilan Cozeltiler

50X Tris-Asetat-EDTA (TAE) Tamponu

242 g tris baz 700 mL deiyonize distile su igerisinde ¢oziildii. Cozelti lizerine 57.1
mL %100 glasiyal asetik asit ve 100 mL 0.5 M EDTA ¢o6zeltisi (pH: 8.0) dikkatli bir sekilde
eklendi. Cozeltinin pH’s1 8.5’e¢ ayarlandi ve son hacmi 1 L’ye tamamlandi. Calisma
soliisyonu deiyonize su ile 1:50 oraninda seyreltilerek kullanildi. Stok solusyon ve ¢alisma

solusyonu oda sicakliginda saklandi.

Etidyum Bromiir Soliisyonu

Toz haldeki etidyum bromiirden deiyonize distile su kullanilarak konsantrasyonu 10
mg/mL olacak sekilde etidyum bromiir soliisyonu hazirlandi. Isiktan korunmasi i¢in karanlik

bir ortamda muhafaza edildi.

10X Orange G DNA Yiikleme Tamponu

20 g siikroz 40 mL deiyonize distile su igerisinde ¢oziildii. 100 mg orange G ilave

edilerek soliisyon deiyonize distile su ile 50 mL’ye tamamlandi.
3.1.9.3. SDS-PAGE Soliisyonlari

Avirma Jel Tamponu, 1.5 M Tris HCI (pH: 8.8)

36.33 g tris 180 mL deiyonize su iginde ¢o6ziildii, 12 N HCI ile soliisyonun pH’s1
8.8’e ayarlandi. Son hacmi 200 mL olacak sekilde deiyonize su ilave edildi. Ardindan 0.2

um filtreden gegirildi ve kullanilmak iizere oda sicakliginda muhafaza edildi.
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Yiikleme Jel Tamponu, 0.5 M Tris HCI (pH: 6.8)

6.057 g tris 90 mL deiyonize distile su iginde ¢oziildii, 12 N HCl ile soliisyonunun
pH’s1 6.8’e ayarlandi. Son hacmi 200 mL olacak sekilde deiyonize su ilave edildi. Ardindan

0.2 um filtreden gegirildi ve kullanilmak iizere oda sicakliginda muhafaza edildi.

%10 Sodyum Dodesil Sulfat (SDS)

10 g SDS 100 mL deiyonize distile su icinde ¢oziildii ve kullanilmak {izere oda

sicakliginda muhafaza edildi.

10X Tris Glisin Tamponu

30.3 g tris baz ve 144 g glisin 1 L deiyonize su iginde ¢oziildii ve kullanilmak iizere

oda sicakliginda muhafaza edildi.

SDS-PAGE Yiiriitme Tamponu (1X)

100 mL 10X tris glisin tamponu iizerine 890 mL deiyonize su ve 10 mL %10’luk
SDS ilave edilerek hazirlandi.

%10 Amonyum Persiilfat (APS)

1 mL deiyonize su iizerine 100 mg APS eklendi ve hafif vorteks ile APS’nin
¢oziilmesi saglandi. Hazirlanan %10’luk APS c¢ozeltisi +4 °C’de saklandi. Her calisma

oncesi %10’luk APS ¢ozeltisi taze olarak hazirlandi.

5X SDS-PAGE Yiikleme Tamponu

Final konsantrasyonlar1 0.25 M tris-Cl (pH: 6.8), %10 SDS, %50 gliserol, %0.01
bromofenol mavisi olacak sekilde solusyon 10 mL’de hazirlandi ve -20 °C’de saklandi.

Soliisyonun kullanimindan 6nce son konsantrasyonu 0.5 M olacak sekilde DTT ilave edildi.
3.1.9.4. Western Blot Soliisyonlar:

SDS-PAGE Transfer Tamponu (10X)

100 mL 10X tris glisin tamponunun iizerine 800 mL distile su ilave edildi. 900 mL

soliisyonun tizerine 100 mL metanol ilave edilerek 1X olacak sekilde 1 L hazirlandi.

%020 Tween 20

20 mL stok tween 20, 80 mL deiyonize su i¢inde ¢6ziildii ve homojen haldeki %20

tween 20 soliisyonu +4 °C’de muhafaza edildi.
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10X PBS Stogu

1.37 M NaCl, 26.8 mM KCI, 0.1 M NazHPO4, 17.6 mM KH2PO4 800 mL distile su
igerisinde hazirlandi. Ardindan soliisyonun pH’s1 1 N HCl ile 7.4’e ayarlandi. Son hacim

deiyonize su ile 1 L’ye tamamlandi.

10X TBS Stogu

24 g Tris HCI, 5.6 g tris baz, 88 g NaCl 800 mL distile su igerisinde hazirlandi.
Soliisyonun pH’s1 12 N HCI ile 7.6’ya ayarlandi. Son hacim deiyonize su ile 1 L’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 1.25 mL eklendi

ve oda sicakliginda saklandi.
3.1.9.5. Immiinopresipitasyonda Kullanlan Soliisyonlar

1 M Tris HCI (pH: 7.2)

24.22 g tris baz 180 mL deiyonize distile suda ¢oziildii. Soliisyonun pH’s1 12 N HCI
ile 7.2’ye ayarland1 ve son hacim 200 mL olacak sekilde deiyonize su eklendi. Soliisyon

otoklav yapilarak oda sicakliginda muhafaza edildi.
5 M NaCl

58.44 g NaCl iizerine 200 mL deiyonize su eklenerek ¢oziilmesi saglandi ve otoklav

yapilarak oda sicakliginda saklandi.

0.5 M Na2EDTA (pH: 8.0)

16.81 g Na2EDTA 60 mL deiyonize su iginde ¢6ziildii. Soliisyonun pH’s1 10 M ik
NaOH ile 8’e ayarlandi. Deiyonize su eklenerek son hacim 100 mL’ye tamamland: ve

otoklav yapilarak oda sicakliginda saklandu.

%20 Triton X-100

2 mL triton X-100, 8 mL deiyonize su i¢inde ¢oziildii ve homojen hale gelmesi igin

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

3.68 g NazVVOs, 90 mL steril deiyonize distile su iginde ¢oziildii. 1 N NaOH ile pH
10.0’a ayarlandi. Sar1 renge doniisen soliisyon renksiz olana kadar kaynatildi. Ardindan oda
sicakligina gelene kadar sogutuldu ve pH’si tekrar kontrol edilerek 10.0’a ayarlandi.
Deiyonize su ile 100 mL’ye tamamland ve alikotlanarak -20 °C’de saklandi. Liziz tamponu

icinde ¢alisma konsantrasyonu 2 mM olacak sekilde 1X final konsantrasyona seyreltildi.

50X Sodyum Floriir (NaF) 1 M

4.2 g NaF, 100 mL steril deiyonize distile su i¢inde ¢6ziildii. Soliisyon alikotlanarak
-20 °C’de saklandi. Calisma konsantrasyonu 20 mM olacak sekilde liziz tamponu i¢inde 1X

final konsantrasyona seyreltildi.

20X Sodyum PyroPhosphate (NaPPi) 100 mM

4.44 g NaPPi 100 mL steril deiyonize distile su iginde ¢oziildii ve +4 °C’de saklandi.
Liziz tamponu i¢inde ¢aligma konsantrasyonu 5 mM olacak sekilde 1X final konsantrasyona

seyreltildi.

100X PMSF 100 mM

0.174 g PMSF, 10 mL etanol i¢inde sulandirildi. Soliisyon alikotlanarak -20 °C’de
saklandi. Liziz tamponu i¢inde calisma konsantrasyonu 1 mM olacak sekilde 1X final

konsantrasyona seyreltildi.

10X Proteaz inhibitor Kokteyli

Bir adet proteaz inhibitor kokteyl tableti 10 mL steril deiyonize distile suda ¢oziildi

ve -20 °C’de saklandi. Lizis bufferda ¢alisma konsantrasyonu 1X olacak sekilde seyreltildi.

1X TNTE Hiicre Patlatma Tamponu

TNTE hiicre patlatma tamponu 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, I mM PMSF konsantrasyonlarda olacak sekilde soliisyonlar eklenerek
ve ddH20 ile hacmi 10 mL’ye tamamlanarak hazirlandh.

1X immiinopresipitasvon Yikama Tamponu

Son konsantrasyonlar1 50 mM tris-Cl (pH: 7.4), 150 mM NaCl, 1 mM EDTA (pH:
8.0), %0.1 triton X-100 olacak sekilde ddH2O ile hazirlandi.
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0.2 M Glisin-HCI (pH: 2.5)

1.5 g glisin, 60 mL deiyonize distile su igerisinde ¢oziindii ve 12 N HCI ile pH’s1
2.5’e ayarlandi. Steril ddH2O ile son hacim 100 mL’ye tamamlandi. Ardindan otoklav

yapilarak sterilize edildi.
3.1.9.6. Immiinofloresanda Kullanilan Soliisyonlar

%4 Paraformaldehit (PFA)

2 g paraformaldehit, 40 mL PBS igerisinde 60 °C’de 1sitilarak ¢oziildii ve 1 N HCI
ile pH’s1 7.2’ye ayarlandi. Deiyonize su ile son hacim 50 mL’ye tamamlandi. Ardindan

soliisyon 0.45 pm’lik filtreden gegirildi ve sterilize edildi.

Immiinofloresan Bloklama Soliisyonu

Ticari olarak satin alinan 1 mL kec¢i serumu 9 mL 1X PBS iizerine eklenerek %10’ luk

bloklama soliisyonu hazirlandi.

Immiinofloresan Permeabilizasyon Soliisyonu (%0.2 Triton X-100)

100 uL %20 triton X-100, 1X PBS ile 10 mL’ye tamamlanarak %0.2’lik triton X-

100 soliisyonu hazirlandi.
3.1.9.7. Memeli Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Soliisyonlar

%10 FBS-DMEM-Penisillin/Streptomisin Besiyeri

90 mL DMEM besiyerine 10 mL FBS ve %1 pen/strep (100 U/mL penisillin-100
U/mL streptomisin) eklenerek hazirlandi.

3.1.9.8. Transfeksiyon Soliisyonlar:
2X HEPES

0.8 g NaCl, 0.027 g Na2HPO4.2H,0 ve 1.2 g HEPES 90 mL deiyonize distile su
iginde ¢oziildii. Soliisyonun pH’s1 0.5 N NaOH ile 7.05°e ayarland1 ve son hacim deiyonize
distile su ile 100 mL’ye tamamlandi. Soliisyon 0.22 pm’lik filtreden gegirilerek steril edildi
ve 15 mL’lik falkonlara dagitilarak -20 °C’de saklandi.

2.5 M CaCl

36.75 g CaClz, 100 mL steril deiyonize distile suda ¢oziildiikten sonra 0.22 pm’lik
filtre ile steril edildi ve 15 mL’lik tiplere dagitilarak -20 °C’de saklandi.
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3.2. Yontem
3.2.1. In Silico Analiz ile CCDC84 Uzerindeki Olas1 NLS Dizilerinin Belirlenmesi

Proteinlerin niikleusa tagimasina aracilik eden NLS dizileri arjinin ve lizin bazik
aminoasitleri bakimindan zengin dizileridir (19, 90). NLS dizilerindeki lizin ve arjinin
aminoasitleri tarafindan saglanan pozitif yiikler ile importin o tizerindeki triptofan, asparajin
ve negatif yiiklii aminoasitler arasinda ger¢eklesen hidrofobik ve elektrostatik etkilesimler
araciligiyla importin o ve kargo proteini arasindaki baglanma gergeklesir (91-97).
Proteinlerin  fonksiyonlarinin  aydinlatilmasi kapsaminda, proteinlerin  hiicre i¢i
yerlesimlerinin ve etkilestigi proteinlerin belirlenmesi, fonksiyonel dizilerinin (motiflerin
veya domainlerin) tanimlanmasi biiyiikk Onem tagimaktadir (170-175). Proteinlerin
tizerindeki bu tarz fonksiyonel bolgelerin tanimlanmasi, proteinlerin fonksiyonlarinin ve
calisma mekanizmalarinin anlasilmas1 ve bu bdlgeleri etkileyen genetik degisikliklerin

anlamlandirilmasi siirecinde kritik veriler saglamaktadir.

Tez ¢alismasi kapsaminda CCDC84’iin olast NLS dizisi, in silico NLS dizilerini
tahmin eden cNLS Mapper adli program aracilig ile arastirildi. cNLS Mapper programi,
secilen cut-off skoruna esit veya daha yiliksek bir skora sahip olast NLS dizilerini
gostermektedir. Skor degerinin yiiksek olmas1 daha giiglii NLS 6zelligini gosterir. Programin
verdigi NLS dizisine ait sekiz, dokuz ve on skorlar1 proteinin sadece niikleusa lokalize
olabilecegini; yedi ve sekiz skorlar1 niikleusa lokalize olmakla birlikte ¢ok az bir miktar
sitoplazmada da goriilebilecegini; i, dort ve bes skorlar1 hem niikleusta hemde
sitoplazmada esit bir sekilde lokalize olabilecegini; bir ve iki skorlar1 ise sadece

sitoplazmada lokalize olabilecegini gostermektedir (176).

Yapilan in silico analiz, CCDC84 {izerinde 18-50. aa’ler arasinda kalan 33
aminoasitlik bolgenin NLS dizisi olabilecegini gosterirken bu durumu deneysel olarak
dogrulayan veri literatiirde bulunmamaktadir. Belirlenen tahmini NLS dizisi igeren gen
bolgesi ve NLS dizisi igermeyen gen bolgeleri ilgili primerler ile klonlandi. Bu gen
bolgelerinin GST etiketi tasiyan ekspresyon vektorlerine klonlanmasi faj lambdanin att
sekanslari lizerinden faja 6zgii enzimler ile gergeklestirdigi homolog rekombinasyona dayali
gateway klonlama sistemi kullanilarak gerceklestirildi. Ardindan NLS iceren bolge
tizerindeki kritik “arjinin” ve “lizin” aminoasitlerinin “alanin” aminoasitlerine degisimleri
gergeklestirilerek mutasyonlar olusturdu ve mutant NLS iceren bu gen bolgeleri NLS dizisi

icermeyen CCDC84’lin 51-332. aa’ler arasinda kalan gen bdlgesi ile birlestirildi. Elde edilen
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NLS dizisi bakimindan mutant CCDC84 genlerinin GST etiketi tasiyan ekspresyon
vektorlerine klonlanmasi faj lambdanin att sekanslar1 {izerinden faja 6zgii enzimler ile

gergeklestirdigi homolog rekombinasyona dayali gateway klonlama sistemi kullanilarak

gerceklestirildi (177).
3.2.1.1. CCDC84’iin Olas1 NLS Dizisinin Belirlenmesi

CCDC84’1in olast NLS dizisinin sinirlarinin belirlenmesi amaglandi. CCDC84’iin
NLS dizisinin belirlenmesinde ¢ctNLS Mapper programinin gostermis oldugu 18-50. aa’ler
arasindaki bolgenin ve bu gen bolgesinin disinda kalan bolgelerin PCR ile ¢ogaltilmasinda
kalip DNA olarak Anabilim Dalimizda yiiriitiilen TUBITAK projesi kapsaminda klonlanan
CCDCB84’¢ ait entry vektor (Ent32) kullanildi. Bu gen bolgelerininin PCR ile ¢ogaltilmasi
icin PCR reaksiyonunda 5’ uglarinda sirasi ile attB1 ve attB2 klonlama dizileri bulunan ve
genlerin smurlarint belirleyen spesifik ileri ve geri amplifikasyon primerleri dizayn edildi
(Tablo 3) ve ilgili primerler ile PCR reaksiyonu gerceklestirilerek gen bolgeleri amplifiye
edildi (Resim 2).

o~ NLS 18502
| P 332
e
CCDCB4 geni
PCR ]|
L Eeee——
E ,—. e Gen Balgesi FPrimer | RPrimer
o S | 1-50.aa 1026 1433
51-332.aa 1482 1027
- 64-230.33 1524 1583
5133223 |- /” M 231-332.2a 1526 1027
i . i
~—+ Forward Primer with atth1
EE mmes +—. Revers Primer with atth?
642302 ) 1N N B a1
L (5 —— | B anh2
B CCDCs4
B NLS
B e
331-332.aa ) 7 T
L ( —

Resim 2. Olast NLS dizisinin yer aldig1 bolgenin belirlenmesi
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Tablo 3. NLS dizisinin belirlenmesinde kullanilan attB kuyruklu primerler

Primer Primer Dizisi (5°-3°) Primer Ad1
No
976 tcgegttaacgctagcatggatctc pDONR201_F

1026  ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttcATGGCGCCGGCGCAGCGCTGCCCTC CCDC84_GW_attBl
1027  ggggaccactttgtacaagaaagctgggtctcattaGCTTTTTTCTGTATGTGACTGCT CCDC84_GW _attB2_ws
TCTTC

1433  ggggaccactttgtacaagaaagctgggtctcaGGCGCGGATGGCCTTGCGGGC CCDC84NLS D_R1

1482  ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttcGCTCAGGTGGAGCGCTATGTGCCC  CCDC84_F wo_NLS 1

1523  ggggaccactttgtacaagaaagctgggtcTATATCCTGATGGCCAATGAATGT CCDCB84NLSwo0/R2(230.aa)

1524  ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttcTGCTGGTGCCTGTGCTGCGGCTGT CCDCB84NLS/F2 (64.aa)

1526  ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttcCCAGGAGTTGGTAACATCCACTCA  CCDCB84NLS/F4 (231.aa)
Klonlama primerlerinde bakteriyofaj lambda (A) rekombinasyon bolgesine ait attB dizileri kiigiik, gene 6zgii
kisimlar biiyiik harflerle gosterildi. Baglama kodonu (atg) ve stop kodonlar1 (tca, tta) koyu ve alt1 ¢izili
gosterildi. ws: N-terminale etiket ekleyen ekspresyon vektorlerinin olusturulmasinda kullanilan ve stop kodonu
tagtyan primer. wo: N-terminale etiket ekleyen ekspresyon vektorlerinin olusturulmasinda kullanilan ve stop
kodonu tagimayan primer.

3.2.1.2. CCDC84%’iin NLS Dizisindeki Kritik Aminoasitlerin Belirlenmesi

CCDC84’tin NLS dizisindeki kritik aminoasitlerin belirlenmesi amaciyla
literatiirdeki proteinlerin yapisinda tanimlanan kanonikal NLS dizileri incelendi. Bu
dogrultuda yapilan calismalarda proteinlerin niikleusa transportunda kritik rol oynayan
arjinin ve lizin aminoasitlerinin (91-93) NLS dizilerinde iki veya daha fazla sayida ve
birbirlerine ¢ok yakin konumlarda olmasi gerektigi bildirilmektedir (178). Literatiirdeki
veriler dogrultusunda NLS dizisindeki pozitif yiiklii bazik aminositlerin importinlerle
etkilesimlerinin bozulmasi amaciyla (179), in silico analizler sonucu CCDC84 iizerinde
belirlenen 18-50. aa’ler arasinda yer alan bolgedeki arjinin ve lizin bazik aminoasitleri
mutant primerler kullanilarak sirasiyla X bolgesi mutant, Y bolgesi mutant, ve X-Y bolgesi

mutant olacak sekilde polar olmayan alanin aminoasidine doniistiirtildii (Resim 3).

NLS igeren bolge iizerindeki kritik “arjinin” ve “lizin” aminoasitlerinin “alanin”
aminoasitlerine degisimleri gergeklestirilerek mutasyonlar olusturuldu. Bu islem i¢in kalip
DNA olarak, Anabilim Dalimizda yiiriitilen TUBITAK projesi kapsaminda klonlanan
CCDCB84’¢ ait entry vektor (Ent 32) kullanildi. Gen bolgelerininin PCR ile ¢ogaltilmasi igin
PCR reaksiyonunda 5’ uglarinda siras1 ile attB1 ve attB2 klonlama dizileri bulunan ve
bulunmayan, genlerin sinirlarin1 belirleyen spesifik ileri ve geri amplifikasyon primerleri ve
NLS dizisinin iizerindeki aminoasit degisimlerinin gergeklestirilmesi igin ilgili niikleotidleri
degistirilerek mutasyona ugratilmis spesifik ileri ve geri amplifikasyon primerleri dizayn
edildi (Tablo 4). Resim 3’te gosterildigi gibi sirasi ile PCR1 ve PCR2 reaksiyonlart ile 6nce
NLS dizisi tizerinde mutant NLS bolgeleri ve NLS dizisi icermeyen CCDC84 geninin geri
kalan kism1 PCR ile amplifiye edildi. Elde edilen X bolgesi mutant, Y bolgesi mutant ve X-

30



Y bolgelerinin her ikisi de mutant NLS dizilerini i¢eren PCR firlinleri, NLS igermeyen
CCDC84 geninin geri kalan kismi ile PCR3 reaksiyonu ile ilgili 5* uglarinda sirasi ile attB1
ve attB2 klonlama dizileri bulunan ileri ve geri amplifikasyon primerleri kullanilarak

amplifiye edildi.

8
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Resim 3. NLS tizerindeki kritik aminoasitlerin belirlenmesi

Tablo 4. NLS iizerindeki kritik aminoasitlerin belirlenmesinde kullanilan primerler

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

1630 GGCCGCCTCCACCTGGGGCAGGAGCgcCTCCAAAGCCTCCgcCA  CCDC84_R_NLS
GCTGCgcCTGGTGCgcGgcGCTGTAAACGTGCCCGCGACCAC M+1

1631 GTGTTCGGGCACATAGCGCTCCACCTGAGCGGCGQcGATGGCCg CCDC84 _R_NLS
cGgcGGCCGCCTCCACCTGGGGCAGGAG M+2

1633 GTGTTCGGGCACATAGCGCTCCACCTGAGCGGCGCGGATGGCC CCDC84_R_NLS
TTGCGGGCCGCCTCCACCTGGGGCAGGAG M+3

1635 GCCGCTCAGGTGGAGCGCTATGTGCCCGAACACGAGCGATGCT CCDC84_F_NLS
GCTGGTGCCTGTGCTGCGGC linker

Klonlama primerlerindeki mutant niikleotidler kiigiik, gene 6zgii kisimlar biiyiik harflerle gosterildi.

31



Primerler ile sinirlar1 belirlenmis genlerin PCR ile g¢ogaltilmasi hata diizeltme
(proofreading) aktivitesine sahip olan phusion hot start taq polimeraz ile iiretici firmanin
onerdigi protokol dogrultusunda asagida yer alan PCR karigimi ve reaksiyon kosullarinda

ilgili primerler ve kalip DNA kullanilarak gergeklestirildi (Resim 2, 3).

PCR Karisim 1X

5X HF tamponu (Thermo) S5uL
dNTP karigimi (10 mM) 0.5 uL
Pr F (10 pmol/uL) 1 uL
Pr R (10 pmol/pL) 1 uL
Phusion hot start taq pol (Thermo) 0.25 uL
cDNA (200ng/uL) 2 uL
dH20 15.25 uL
Toplam 25 ul
PCR Kosullari Sicaklik (°C) Siire
Baslangi¢ denatiirasyonu 98°C 30s
Denatiirasyon 98 °C 10s
Baglanma 62 °C 1 min } 30 Dongii
Sentez 72°C 1.5 min
Son sentez 72°C 10 min
Bekleme 10°C 0

3.2.2. HIST1H2AA ve HIST1H2AH Genlerinin Klonlanmasi

Tez ¢alismasi kapsaminda HISTIH2AA ve HIST1H2AH genlerinin GST, myc ve
FLAG etiketi tasiyan ekspresyon vektorlerine klonlanmasi faj lambdanin att sekanslari
tizerinden faja 6zgii enzimler ile gergeklestirdigi homolog rekombinasyona dayali gateway

klonlama sistemi kullanilarak gergeklestirildi (177).

HISTIH2AA ve HIST1IH2AH genlerine ait dizilerin PCR ile ¢ogaltilmasi
reaksiyonunda kalip {iriin olarak kullanilmak iizere, daha dnce Anabilim Dalimizda HaCaT
hiicrelerinden elde edilen RNA’dan sentezlenen cDNA kullanildi. HIST1H2AA ve
HIST1H2AH genlerinin PCR ile ¢ogaltilmasi i¢in 5’ uglarinda sirasi ile attBl ve attB2
klonlama dizileri bulunan ve genlerin simirlarini belirleyen spesifik ileri ve geri

amplifikasyon primerleri dizayn edildi (Tablo 5).
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Tablo 5. HISTIH2AA ve HIST1H2AH genlerinin amplifikasyonunda kullanilan attB
kuyruklu primerler

Primer Primer Dizisi (5°-3°) Primer Ad1
No
1300  GgggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttcATGTCTGGACGAGGGAAGCA H2A1A _F1
1301  GgggaccactttgtacaagaaagctgggtctcaTTACTTGCTTTGGGCTTTATGGTG H2A1A_R1
1303  GgggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttcATGTCTGGACGTGGCAAGC H2A1H_F1

1304  GgggaccactttgtacaagaaagctgggtctcaTTATTTGGCCTTATGGTGGCTCTC H2A1H_R1

Klonlama primerlerinde bakteriyofaj lambda (L) rekombinasyon bdlgesine ait attB dizileri kiigiik, gene 6zgii
kisimlar biiyiik harflerle gosterildi. Baglama kodonu (atg) ve stop kodonlar1 (tca, tta) koyu ve alt1 ¢izili
gosterildi.

Primerler ile smirlart belirlenmis genlerin PCR ile c¢ogaltilmasi hata diizeltme
(proofreading) aktivitesine sahip olan phusion hot start tag polimeraz ile iiretici firmanin
onerdigi protokol dogrultusunda asagida yer alan PCR karisim1 ve reaksiyon kosullarinda

ilgili primerler ve kalip DNA kullanilarak ger¢eklestirildi.

PCR Karisimi 1X

5X HF tamponu (Thermo) 5ulL
dNTP karisimi (10 mM) 0.5 uL
Pr F (10 pmol/uL) 1 uL
Pr R (10 pmol/pL) 1 uL
Phusion hot start taq pol (Thermo) 0.25 uL
cDNA (200 ng/uL) 2 ulL
dH20 15.25 uL
Toplam 25 uL
PCR Kosullari Sicaklik (°C) Siire
Baslangi¢ denatiirasyonu 98 °C 30s
Denatiirasyon 98 °C 10s
Baglanma 62 °C 1 min } 30 Dongii
Sentez 72°C 1.5 min
Son sentez 72°C 10 min
Bekleme 10°C 0

3.2.3. PCR Uriinlerinin Agaroz Jelde Yiiriitiilmesi ve Saflastirilmasi

PCR ile ilgili genlerin amplifikasyonu sonrasi PCR f{iriinlerinin tamami %2’lik
agaroz jelde 100 voltta 1 saat yiirtitiildii. Yiiriitme sonras1 PCR iirlinleri jelden kesilerek
macherey-nagel PCR clean-up gel extraction kit kullanilarak iiretici firmanin protokolii

dogrultusunda saflagtirildi. Kesilen PCR iiriinleri 1.5 mL’lik ependorf tiiplerin i¢ine alinarak
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hassas terazide tartildi. Tartilan miktarin iizerine 2 kat hacimde (6rn; 100 mg agaroz jel i¢in
200 pL) NTI buffer eklendi ve karisim termomikserde 50 °C’de 5-10 dakika inkiibe edilerek
jelin tamamen ¢oziinmesi saglandi. NTI bufferda tamamen ¢6ziinmiis haldeki PCR iirtinleri
ilgili kitin i¢indeki silika membranli kolonlara aktarilarak 11 000 g’de 30 saniye santrifiij
edildi. Santrifiij sonrasi toplama tiipiindeki membrandan gecenler uzaklastirilarak silika
membranin tizerine 700 ul NT3 buffer eklendi ve 11 000 g’de 30 saniye santrifiij edildi.
Ardindan enzimatik reaksiyonlar1 inhibe edebilen NT3 bufferdan kalan etanoliin tamamen
uzaklastirilmasi i¢in kolon 11 000 g’de 2 dakika santrifiij edildi. Toplama tiipii uzaklastirildi
ve PCR iiriinlerinin bulundugu silika membranli kolon temiz bir ependorf tiipe alindi.
Kolondaki membranin iizerine 15-30 pul DNA eliisyon tamponu olan NE buffer eklendi ve
oda sicakliginda 2-3 dakika inkiibe edildi. inkiibasyon sonras1 kolonlar 11 000 g’de 1 dakika

santrifiij edilerek PCR firiinlerinin eliisyonu gergeklestirildi.
3.2.4. Gateway Klonlama Yontemi ile Giris Vektorlerin Olusturulmasi

Elde edilen attB uglu PCR firiinlerinin agaroz jelden saflastirilmasi sonrasi BP
reaksiyonu ile iiretici firmaya ait asagidaki protokol dogrultusunda giris (entry) vektorlerin

olusturulmasi i¢in genler ve gen bolgeleri pPDONR201 donor vektoriine klonlandi (177, 180).

BacterioPhage (BP) Rekombinasyon Reaksiyonu 1X

PCR iiriinii (30 ng/pulL) 1.5 uL
pDONR201 donor vektorii (150 ng/uL) 0.5 uL
BP klonaz Il enzim karigimi 0.5 uL
Toplam 2.5uL

BP reaksiyonu i¢in hazirlanacak karisimin bilesenleri buz iizerine alind1 ve reaksiyon
karisimi buz tizerinde hazirlandi. pPDONR201 donor vektorii ve PCR iiriinii ependorf tiipte
karistirtldiktan sonra karisimin tizerine -80 °C’de saklanan BP klonaz Il enzim Karisimi
eklendi. Tiim karisim hizlica spin edilerek 25 °C’de 1.5 saat inkiibe edildi. 1.5 saatlik
inkiibasyon sonrasi her bir BP reaksiyon iiriiniine 0.5 pL proteinaz K eklenerek 37 °C’de 10
dakika inkiibe edildi. Ardindan ilgili genleri tasiyan giris vektorleri E. coli DH5a susuna
transforme edildi (Bkz. Baslik: 3.2.7.). Transformasyon {irlinleri 50 pg/mL kanamisin
antibiyotigi iceren LB agar besiyerine ekilerek 37 °C’de 16 saat biiyiitiildii. 12-16 saat
sonunda biiyliyen E. coli DH5a susu kolonilerinden segilerek 50 pg/mL kanamisin
antibiyotigi igeren 5 mL LB siv1 besiyerine aktarildi ve 37 °C’de 220 rpm’de ¢alkalayici
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etlivde 12-16 saat biiyiitiildii. 12-16 saat sonunda biiyiiyen ve spektrofotometre ODegoo degeri
2-3 arasinda olan kiiltiirden 4.5 mL kullanilarak plazmid izolasyonu yapildi (Bkz. Baslik
3.2.8.1.). Plazmid izolasyonu sonrasi elde edilen plazmidler, biiyiikliigii bilinen kontrol
plazmid ile birlikte %0.8’lik agaroz jelde 60 voltta 1 saat yiiriitiildii ve dogru biiyiikliikte
olup olmadiklar1 kontrol edildi. Dogru biiyiikliikkte olan plazmidlerin konsantrasyonlari,
OD260r280 Ve OD260r230 saflik degerleri nanodrop cihazinda 1 pL 6rnek ile 6lgiildii ve not
edildi. Ardindan plazmidlerin dizi dogrulugu sanger DNA dizi analizi ile kontrol edildi (Bkz.
Bagslik 3.2.6.). Dizi analizi ile dogrulanan plazmidler etiketlenerek -20 °C’de muhafaza
edildi. LB siv1 besiyerindeki kiiltiir devem ettirilerek logaritmik fazda 500 pL alinarak
bakterilerin gliserol stoklart olusturuldu ve -80 °C’de muhafaza edildi (181).

3.2.5. Gateway Klonlama Yontemi ile Ekspresyon Vektorlerin Olusturulmasi

CCDCB84’tin NLS dizisinin karakterizasyonunda belirlenen gen bolgelerine ait giris
vektorleri kullanilarak ilgili gen bolgeleri GST etiketleyen pDEST27 memeli ekspresyon
vektorlerine, HISTIH2AA ve HISTIH2AH genlerine ait giris vektorleri kullanilarak genler
GST etiketleyen pDEST27, myc etiketleyen pcDNA3myc/DEST ve FLAG etiketleyen
p3XFLAG-CMV/DEST memeli ekspresyon vektorlerine iiretici firmaya ait protokol
dogrultusunda asagida verilen reaksiyon igerigi ve hacminde kullanilarak aktarildi (180,

181).

LeftRight (LR) Rekombinasyon Reaksiyonu 1X
Giris vektorii (40 ng/ulL) 1 uL
Destinasyon vektorii (40 ng/uL) 1 uL
LR klonaz II enzim karigimi 0.5 uL
Toplam 2.5 uL

LR reaksiyonu i¢in hazirlanacak karigimin bilesenleri buz iizerine alind1 ve reaksiyon
karisimi buz iizerinde hazirlandi. Olusturulan giris vektorleri ve ilgili destination vektorleri
ependorf tiipte karistirildiktan sonra karigimin iizerine -80 °C’de saklanan LR klonaz II
enzim Karisimi eklendi. Tiim karigim hizlica spin edilerek 25 °C’de 1.5 saat inkiibe edildi.
1.5 saatlik inkiibasyon sonrasi her bir LR reaksiyon iiriiniine 0.5 pL proteinaz K eklenerek
37 °C’de 10 dakika inkiibe edildi. Ardindan ilgili genleri tasiyan ekspresyon vektorleri E.
coli DH5¢, susuna transforme edildi (Bkz. Baslik: 3.2.7.). Transformasyon iiriinleri 100

pg/mL ampisilin antibiyotigi iceren LB agar besiyerine ekilerek 37 °C’de 12-16 saat
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biiyiitiilldii. 12-16 saat sonunda biiyliyen E. coli DH5a susu kolonilerinden segilerek 100
pg/mL ampisilin antibiyotigi igeren 5 mL LB sivi besiyerine aktarildi ve 37 °C’de 220
rpm’de calkalayici etiivde 12-16 saat biyiitiildii. 12-16 saat sonunda biliyiiyen ve
spektrofotometre ODesoo degeri 2-3 arasinda olan kiiltiirden 4.5 mL kullanilarak plazmid
izolasyonu yapildi (Bkz. Baslik: 3.2.8.2.). Plazmid izolasyonu sonrasi elde edilen plazmidler,
biiyiikliigii bilinen kontrol plazmid ile birlikte %0.8’lik agaroz jelde 60 voltta 1 saat
yuriitiildii ve dogru biliyiikliikte olup olmadiklar1 kontrol edildi. Dogru biiyiikliikte olan
plazmidlerin konsantrasyonlari, OD2so/280 V& OD260/230 saflik degerleri nanodrop cihazinda 1
uL ornek ile 6l¢giildii ve not edildi. Ardindan plazmidlerin dizi dogrulugu sanger DNA dizi
analizi ile kontrol edildi (Bkz. Baslik 3.2.6.) ve etiketlenerek -20 °C’de muhafaza edildi. LB
stvi besiyerindeki kiiltiir devem ettirilerek logaritmik fazda 500 pL alinarak bakterilerin

gliserol stoklar1 olusturuldu ve -80 °C’de muhafaza edildi (181).
3.2.6. Olusturulan Vektorlerin Dizilenerek Kontrolii

Tez caligmasinda kullanilan giris ve ekspresyon vektorleri %0.8°lik agaroz jele 0.2
pg/pl konsantrasyondaki ve 3.2 kb biiyiikliikkteki pGEM referans plazmidi ile birlikte her
bir kuyuya 2 pL plazmid olacak sekilde yiiklendi ve yiiriitiildii. Referans plazmidi baz
alinarak her bir dizileme reaksiyonuna 400-800 ng arasinda kalip plazmid DNA’lar1 eklendi.
Dongiisel dizileme reaksiyonu, BigDye terminator v3.1 cycle sequencing kitinin 6nerdigi
protokole gore her bir gene 6zgii spesifik primerler kullanilarak gergeklestirildi (Tablo 6, 7)
(182). Dongiisel dizileme reaksiyonu kosullari, Applied Biosystems 9700 thermal cycler

cihazinda asagida verilen kosullarda gerceklestirildi.

Dizileme PCR Karisimi 1X
BigDye 1 uL
5X Seq. buffer 1.5 uL
Ileri ya da geri primer (10 pmol/pL) 0.32 uL
Kalip plazmid (400-800 ng/uL) 1.5 uL
dH20 5.68 uL
Toplam 10 pL
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Dongiisel Dizileme Reaksivonu Kosullar: Sicaklik (°C) Siire

Baslangi¢ denatiirasyonu 96 °C 2 min
Denatiirasyon 96 °C 15s

Baglanma 50 °C 155 25 Dongii
Sentez 60 °C 2 min

Son sentez 10°C 5 min

Bekleme 10°C 0

Tablo 6. CCDC84’iin NLS dizisinin karakterizasyonu igin olusturulan vektorlerinin
dizilenmesinde kullanilan primerler

Primer Primer Dizisi (5°-3) Primer Ad1
No
976 TCGCGTTAACGCTAGCATGGATCTC pDONR201_F
977 GTAACATCAGAGATTTTGAGACAC pDONR201_R
1024 GACCATCTCTGACATTCATTGG CCDC84 cDNA Amp F

1026  ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttcATGGCGCCGGCGCAGCGCTGCCCTC CCDC84_GW _attB1
1027  ggggaccactttgtacaagaaagctgggtctcaTTAGCTTTTTTCTGTATGTGACTGC CCDC84_GW _attB2_ws

TTCTTC
1029 AACACCTGAGCCATGGAAAC CCDCB84_Seq Pr_F
1030 ACCTTTCACCATGGATTTCTTG CCDCB84_Seq Pr_R
1056 GTGTACGGTGGGAGGTCTA pCMV5’ Forward
1397  ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttcATGGCAGCTCAGATCCGTGAG CCDC84_mg_EX5F
1433  ggggaccactttgtacaagaaagctgggtctcaGGCGCGGATGGCCTTGCGGGC CCDCB84NLS _D_R1
1434  ggggaccactttgtacaagaaagctgggtctcaGTCAGGTTTCCATGGCTCAG CCDC84NLS_D_R2
1444  GGATGGTCCTATTTCTTGGTTC CCDC84_MG_Ex9_4R
1445 GAACCAAGAAATAGGACCATCC CCDC84_MG_Ex9_5F
1482  ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttcGCTCAGGTGGAGCGCTATGTGCCC CCDC84_F wo_NLS 1
1522  ggggaccactttgtacaagaaagctgggtcCTCCTTGATCACTTTATCCTCCTT CCDC84NLSwo/R1 (150.aa)

1526  ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttcCCAGGAGTTGGTAACATCCACTCA CCDCB84NLS/F4 (231.aa)
Klonlama primerlerinde bakteriyofaj lambda (A) rekombinasyon bolgesine ait attB dizileri kii¢iik, gene 6zgii
kisimlar biiyiik harflerle gosterildi. Baglama kodonu (atg) ve stop kodonlart (tca, tta) koyu ve alti ¢izili
gosterildi.

Tablo 7. HISTIH2AA ve HIST1IH2AH genlerine ait vektorlerinin dizilenmesinde kullanilan
attB kuyruklu primerler

Primer Primer Dizisi (5°-37) Primer Ad1

No

976  TCGCGTTAACGCTAGCATGGATCTC pDONR201 F
977 GTAACATCAGAGATTTTGAGACAC pDONR201 R
1300 GgggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttcATGTCTGGACGAGGGAAGCA  H2AL1A F1

1302 CCCCTATCCGCTCTGCATAG H2A1A seq_R2
1303  GgggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttcATGTCTGGACGTGGCAAGC H2A1H_F1

1305 CGCTCGGCATAATTACCCTTG H2A1H seq R2

Klonlama primerlerinde bakteriyofaj lambda (A) rekombinasyon bolgesine ait attB dizileri kiiciik, gene 6zgii
kisimlar biiyiik harflerle gosterildi. Baglama kodonu (atg) ve stop kodonlar1 (tca, tta) koyu ve alti ¢izili
gosterildi.

Giris ve ekspresyon vektorlerinin dongiisel dizileme reaksiyonu iiriinleri sephadex
G-50 ile iiretici firmanin protokoliine gore saflastirildi. Saflagtirma oncesi 1 g sephadex G-
50, 13 mL deiyonize distile suda ¢oziilerek 30 dakika +4 °C’de bekletildi. Ardindan kolonlar
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macherey-nagel toplama tiiplerine alindi. Kolonlar iizerine 600 pL taze hazirlanmisg
sephadex G-50 soliisyonu eklenerek 750 g’de 2 dakika santrifiij edildi. Toplama tiipleri
uzaklastirilarak kolonlar temiz 1.5 mL’lik ependorf tiiplere aktarildi. Dongiisel dizileme
reaksiyonu triinleri kolondaki sephadex G-50’ye zarar vermeden sephadex G-50’nin iizerine
dikkatli bir sekilde birakild1 ve 750 g’de 5 dakika santrifiij edildi. Saflastirilan reaksiyon
tirtinleri 96 kuyuya sahip plate igindeki kuyulara transfer edildi. Ardindan plate ABI 3130
genetik analiz cihazina yiiklendi ve dizileme islemi gergeklestirildi. Dizileme sonrasi
sonuglar “Chromas 2.32” ve “SeqScape software v2.5” programlari kullanilarak analiz edildi

ve referans genleri ile karsilastirildi (Tablo 8).

Tablo 8. Calismada kullanilan memeli ekspresyon vektorlerine ait bilgiler

Hedef Varis Vektorii Klonlanan Gen Sentezlenen Proteinlerin
Organizma Molekiiler Agirhiklar (~)

Memeli 3XFLAG-p3XFLAG-CMV/DEST - 2.8 kDa

Memeli 3XFLAG-p3xFLAG-CMV/DEST H2A1A 17 kDa

Memeli 3XFLAG-p3XxFLAG-CMV/DEST H2A1H 17 kDa

Memeli pcDNA3myc/DEST - 1.2 kDa

Memeli pcDNA3myc/DEST H2A1A 16 kDa

Memeli pcDNA3myc/DEST H2A1H 16 kDa

Memeli pDEST27-GST - 26 kDa

Memeli pDEST27-GST H2A1A 40 kDa

Memeli pDEST27-GST H2A1H 40 kDa

Memeli pDEST27-GST CCDC84 1-50.aa 32 kDa

Memeli pDEST27-GST CCDC84 51-332.aa 57 kDa

Memeli pDEST27-GST CCDC84 64-230.aa 44 kDa

Memeli pDEST27-GST CCDC84 231-332.aa 37 kDa

Memeli pDEST27-GST CCDC84 Xmut 63 kDa

Memeli pDEST27-GST CCDC84 Ymut 63 kDa

Memeli pDEST27-GST CCDC84 XmutYmut 63 kDa

3.2.7. E. coli Transformasyonu

llgili genleri tastyan rekombinant plazmidlerin “inoue” yontemi kullanilarak
kompetan hale getirilen E. coli DH50. susuna transformasyonu asagida yer alan protokole

gore “1s1 soku” yontemi ile gergeklestirildi (183).

1. Isitic1 blogu 42 °C’ye ayarlandi ve E. coli DH5a susu -80 °C’den ¢ikarilarak buz lizerinde
¢Ozindii.

2. 50 pL E. coli DH5a susu tizerine 0.05 pg/pl plazmid eklendi ve 5 dakikada bir hafifce
karistirilarak 30 dakika boyunca buz iizerinde bekletildi.

3. 30 dakika sonunda 1sitic1 blokta 42 °C’de 30-45 saniye 1s1 sokuna maruz birakildi.

4. 30-45 saniye sonunda bakteriler tekrar buz lizerine kaldirilarak 2 dakika bekletildi.
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5. Ardindan bakterilerin lizerine 1 mL antibiyotik igermeyen LB besiyeri eklendi ve
37 °C’de 220 rpm hizda 1 saat ¢alkalamali inkiibatorde inkiibe edildi.

6. 1 saat sonunda bakteriler 3 000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi ve silipernatant
uzaklastirildi.

7. Bakteri pelletinin iizerine 1 mL antibiyotik icermeyen LB eklendi, hafif¢e pipetaj
yapilarak bakterilerin LB besiyerinde homojen bir sekilde dagilmasi saglandi ve ardindan
3 000 rpm hizda 5 dakika santrifiij edildi ve stipernatant uzaklastirildu.

8. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra bakteri pelletinin tizerine 100-150 uL LB besiyeri
eklendi ve hafifge pipetaj yapilarak hiicrelerin LB besiyerinde homojen halde dagilmasi
saglandi.

9. LB besiyerinde homojen haldeki bakteriler uygun antibiyotik igeren (50 pg/mL
kanamisin veya 100 pg/mL ampisilin) LB-agar kat1 besiyerine yayildi ve 37 °C’de 12-16

saat bliylimeye birakildi.
3.2.8. Plazmid izolasyonu

Transformasyon asamasindan yaklasik 16 saat sonra LB-agar kati besiyerinde
biiyiiyen kolonilerden segilerek uygun antibiyotik igeren (50 pg/mL kanamisin veya 100
pg/mL ampisilin) 5 mL LB besiyerinde inokiile edildi ve 37 °C’de 220 rpm hizda 12-16 saat
calkalamali inkiibatorde kiiltiire edildi. 12-16 saat sonunda biiyliyen ve spektrofotometre
ODesoo degeri 2-3 arasinda olan kiiltiirden 4.5 mL alinarak plazmid izolasyonu yapildi.
Gateway klonlama protokoliine gore klonlamanin ilk agamasi olan BP reaksiyonu sonrasi
elde edilen entry vektorler i¢in bakterilerden plazmid izolasyonu, endotoksin uzaklastirma
isleminin yapilmadigi standart izolasyon yontemi ile gergeklestirildi. Gateway klonlama
protokoliine gore klonlamanin ikinci asamasi olan LR reaksiyonu sonrasi elde edilen memeli
ekspresyon vektorlerinin plazmid izolasyonu ise, bakteri kaynakli endotoksinlerin memeli
hiicreleri i¢in toksik etki gdstermesinden dolay1, endotoksinleri uzaklastiran ve

endotoksinleri icermeyen plazmid izolasyonu ile gergeklestirildi (184, 185).
3.2.8.1. Standart Plazmid izolasyonu

Gateway klonlama protokoliine gore klonlamanin ilk asamasi olan BP reaksiyonu
sonrast elde edilen entry vektorler i¢in plazmid izolasyonunda endotoksin uzaklastirma
isleminin yapilmadig1 standart izolasyon kiti olan E.Z.N.A. plasmid DNA mini kit |

kullanild1 ve kit protokoliine gore asagidaki sekilde plazmid izolasyonu gergeklestirildi.
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10.

11.

12.

13.

14.

. 37 °C’de 220 rpm hizda ¢alkalamali inkiibatorde 12-16 saat boyunca kiiltiire edilen entry

vektorleri tagiyan bakteri kiiltiirlerinin ODggo degerleri spektrofotometrede 6l¢iildii.

. ODego degerleri 2.0-3.0 arasinda olan kiiltirden 4.5 mL alind1 ve ependorf tiiplere

aktarildi.

Bakteri hiicreleri 10 000 g’de 1 dakika santrifiij edildi ve siipernatant uzaklastirildi.
Pellet tizerine 250 pL soliisyon I/RNaz A (10 mg/uL) eklendi. Dikkatli ve hassas bir
sekilde pipetaj yapilarak pelletin tamamen siispanse hale getirilmesi saglandi.

Karisimin tizerine 250 pL soliisyon II eklenerek, tlipler berrak bir lizat elde etmek i¢in
birka¢ kez nazikge altiist edildi. Ardindan lizatlar DNA’nin kirilmasini 6nlemek igin
siddetli pipetajdan kacinilarak 2-3 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibasyon
sliresinin 5 dakikay1 gegmemesine dikkat edildi.

Lizatlara 350 pL soliisyon III eklenerek, tiipler zaman kaybetmeden beyaz presipitat

olusuncaya kadar 4-5 kez altiist edildi.

. Tiipler maksimum hizda (14 000 g) 10 dakika santrifiij edildi ve beyaz presipitatlarin

¢okmesi saglandi.

10 dakikalik siire asamasinda, 2 mL’lik DNA kolonlar1 toplama tiipiine aktarildi.
Kolonlarn tizerine 100 uL 3 M NaOH soliisyonu eklendi ve maksimum hizda (14 000 g)
1 dakika santrifiij edilerek dengelendi.

Elde edilen siipernatantin tamami presipitat ile temas etmeden dengelenen kolonlara
transfer edilerek maksimum hizda (14 000 g) 1 dakika santrifiij edildi.

Filtreden gecip toplama tiiplinde biriken siipernatant uzaklastirildiktan sonra kolon
tizerine 500 pL HB soliisyonu eklendi. Ardindan kolonlar maksimum hizda (14 000 g) 1
dakika santrifiij edildi.

Filtreden gecip toplama tiiplinde biriken siipernatant uzaklastirildiktan sonra kolon
tizerine 700 pL DNA yikama soliisyonu (%100’liik etanol ile diliie edildi) eklendi ve
maksimum hizda (14 000 g) 1 dakika santrifiij edildi. Bu islem bir kez daha yapildi ve
santrifiij sonras1 siipernatant uzaklastirildi.

Alkol kalintilarinin tamamen uzaklastirilmasi i¢in kolonlar maksimum hizda (14 000 g)
2 dakika santrifiij edildi ve temiz ependorflara aktarilarak 65 °C’de 5-10 dakika bekletildi.
Alkol kalintilar1 tamamen uzaklastirildiktan sonra kolonlar iizerlerine 50-100 pL eliisyon
soliisyonu eklendi ve oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edildi.

Ardindan kolonlarin aktarildigi ependorf tiipler maksimum hizda (14 000 g) 1 dakika

santrifiij edildi.
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15. izole edilen plazmidlerden 2 pL almarak %0.8’lik agaroz jelde yiiriitiilerek boyutlart

kontrol edildi. Plazmidlerin konsantrasyonlar1 nanodrop cihazinda 6l¢iildii, dizilendi ve -

20 °C’ye kaldirildi.

3.2.8.2. Endotoksin icermeyen Plazmid Izolasyonu

Gateway klonlama protokoliine gore klonlamanin ikinci agsamasi olan LR reaksiyonu

sonrasi elde edilen ve memeli hiicrelerine transfekte edilecek olan ekspresyon vektorlerinin

izolasyonu endotoksin uzaklastirma isleminin yapildigi E.Z.N.A. endo-free plasmid DNA

mini kit I kullanilarak kit protokoliine gore gergeklestirildi.

1.

10.

37 °C’de 220 rpm hizda calkalamali inkiibatdrde 12-16 saat boyunca kiiltiire edilen
ekspresyon vektorleri tasiyan bakteri kiiltiirlerinin ODgoo degerleri spektrofotometrede

olciildi.

. ODeoo degerleri 2.0-3.0 arasinda olan kiiltiirden 4.5 mL alindi1 ve ependorf tiiplere

aktarild.

Bakteri hiicreleri 10 000 g’de 1 dakika santrifiij edildi ve siipernatant uzaklastirildi.
Pelletin {izerine 250 uL soliisyon I/RNaz A (10 mg/ulL) ilave edildi. Dikkatli ve hassas
bir sekilde pipetaj yapilarak pelletin tamamen siispanse hale getirilmesi saglandi.
Karigimin tizerine 250 pL soliisyon II eklenerek, tiipler berrak bir lizat elde etmek i¢in
birka¢ kez nazikce altiist edildi. Ardindan lizatlar DNA’nin kirilmasini 6nlemek icin
siddetli pipetajdan kacinilarak 2-3 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibasyon
stiresinin 5 dakikay1 gegmemesine dikkat edildi.

Lizatlara 125 pL N3 soliisyonu eklendi ve tiipler zaman kaybetmeden beyaz presipitat

olusuncaya kadar 4-5 kez altiist edildi.

. Tuipler maksimum hizda (14 000 g) 10 dakika santrifiij edildi ve beyaz presipitatlarin

¢okmesi saglandi.

10 dakikalik siire asamasinda, 2 mL’lik DNA kolonlar1 toplama tiipiine aktarildi.
Kolonlarin iizerine 100 pL 3 M NaOH soliisyonu eklendi ve maksimum hizda (14 000 g)
1 dakika santrifiij edilerek dengelendi.

. Elde edilen siipernatantin tamami presipitat ile temas etmeden yeni bir ependorf tiipe

transfer edildi ve hacmi pipet ile 6l¢tildii.
Olgiilen miktar kadar siipernatanin iizerine (1:1 oraninda) ETR binding soliisyonu eklendi

ve tlip 10 kere altiist edildi.
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Elde edilen karisimdan 700 plL alindi ve dengelenen kolonlara transfer edilerek
maksimum hizda (14 000 g) 1 dakika santrifiij edildi.

Filtreden geg¢ip toplama tiipiine birikenler uzaklastirildi. Kalan karisim kolonlara transfer
edilerek maksimum hizda (14 000 g) 1 dakika santrifiij edildi. Filtreden gecip toplama
tiipiine birikenler uzaklagtirildi.

Kolonda yer alan plazmid {izerine 500 uL ETR yikama soliisyonu eklenerek maksimum
hizda (14 000 g) oda sicakliginda 1 dakika santrifiij edildi. Filtreden ge¢ip toplama tiipiine
birikenler uzaklastirildi.

500 pL HBC soliisyonu kolona eklenerek maksimum hizda (14 000 g) oda sicakliginda
1 dakika santrifiij edildi. Filtreden ge¢ip toplama tiipiine birikenler uzaklastirildi.

700 uL DNA yikama soliisyonu (%100’liik etanol ile diliie edildi) kolona eklenerek
maksimum hizda (14 000 g) oda sicakliginda 1 dakika santrifiij edildi. Bu islem 1 kere
daha tekrarlanda.

Alkol kalintilarinin tamamen uzaklastirilmasi i¢in kolonlar maksimum hizda (14 000 g)
2 dakika santrifiij edildi ve temiz ependorflara aktarilarak 65 °C’de 5-10 dakika bekletildi.
Alkol kalintilar1 tamamen uzaklastirildiktan sonra kolonlar iizerlerine endotoksin
icermeyen 50-100 pL eliisyon soliisyonu eklendi ve oda sicakliginda 1 dakika inkiibe
edildi.

Ardindan kolonlarin aktarildigi ependorf tiipler maksimum hizda (14 000 g) 1 dakika
santrifiij edildi.

Izole edilen plazmidlerden 2 pL almarak %0.8°lik agaroz jelde yiiriitiilerek boyutlart
kontrol edildi. Plazmidlerin konsantrasyonlar1 nanodrop cihazinda 6l¢iildii, dizilendi ve -

20 °C’ye kaldirildi.

3.2.9. Hiicre Kiiltiiri

Tez calismamizin protein ekspresyonu, immiinoblot ve immiinopresipitasyon

deneylerinde insan embriyonik bobrek hiicreleri olan HEK293 (ATCC® CRL-1573™),

HEK293 Flp-In ve immiinofloresan deneylerinde ise servikal kanser hiicrelerinden kdken

alan HeLa (ATCC® CCL-2™) hiicre hatlar1 kullanildi. Her iki hiicre hatt1 fetal bovin serum

(FBS) ve %1 pen/strep antibiyotikleri iceren yiiksek glukoz seviyesine sahip DMEM (4.5

g/L glukoz) besiyerinde 37 °C’de %5 COz kosullarini saglayan nemlendirilmis doku kiiltiirii
inkiibatoriinde kiiltiire edildi (186).
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3.2.9.1. Hiicrelerin Coziilmesi

S1v1 azot tankindan alinan hiicreler 37 °C sicakliga sahip su banyosunda, i¢inde ¢ok
az miktarda donmus hiicre kalacak sekilde ¢6ziildii ve ardindan buz tizerine transfer edildi.
Hiicrelerin {izerine %20 FBS ve %1 pen/strep iceren yiiksek glukoz seviyesine sahip DMEM
(4.5 g/L glukoz) besiyeri eklendi ve 1 200 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Stipernatant
uzaklastirildiktan sonra ayni islem bir kez daha gergeklestirildi. Siipernatant uzaklastirildi
ve hiicre pelleti ayni1 besiyeri ile hiicreler birbirlerinden ayrilip tek hiicre haline gelene kadar
siispanse edildi ve ilgili biiytikliikteki flaska ekildi. Ertesi giin flaskta bulunan besiyeri %10
FBS ve %1 pen/strep iceren yiiksek glukoz seviyesine sahip DMEM (4.5 g/L glukoz)
besiyeri ile degistirildi. Hiicreler 37 °C’de %5 COz2 kosullarini saglayan nemlendirilmis doku
kiiltiirti inkiibatoriinde kiiltiire edildi (186).

3.2.9.2. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Kiiltiire edilen hiicreler bulunduklar1 ortamda %80-90’lik konfluensiye ulastiginda
pasajlama islemi yapildi. Oncelikle hiicreler steril 15 mL’lik falkon tiiplere alindi ve
etiketlendi. Ardindan pasajlanacak hiicrelerin iizerindeki eski besiyeri uzaklastirildi.
Hiicreler PBS ile dikkatli bir sekilde yikandi. Yikama sonrast PBS uzaklastirildi ve zaman
kaybetmeden kullanilan flask biiyiikliigiine gore; T25 flask igin 1 mL ve T75 flask i¢in 2 mL
tripsin/EDTA (T/E), hiicrelerin {izerine eklenerek inkiibatore kaldirildi. Hiicreler yiizey ile
olan baglantilar1 koparilana kadar yaklasik 4 dakika inkiibatérde T/E’ye maruz birakildi. T/E
uygulamasi sonrasi reaksiyonun inhibe edilmesi i¢in FBS iceren besiyeri eklendi. Hiicreler
toplanarak steril, etiketlenmis 15 mL’lik falkon tiipe aktarildi ve 1 200 rpm’de 5 dakika
santriflij edildi. Hiicre pelleti %10 FBS ve %1 pen/strep iceren yiiksek glukoz seviyesine
sahip DMEM (4.5 g/L glukoz) besiyeri ile seyreltilerek istenilen biiyiikliikte temiz flasklara
ekildi ve 37 °C’de %5 CO2 kosullarini saglayan nemlendirilmis doku kiiltiirii inkiibatoriinde
kiiltiire edildi (186).

3.2.9.3. Hiicrelerin Dondurulmasi

Hiicrelerin dondurulmas: asamasinda hiicrelerin {izerindeki eski besiyeri
uzaklastirildt ve hiicreler PBS ile dikkatli bir sekilde yikandi. Yikama sonrasi PBS
uzaklastirildi ve T/E hiicrelerin iizerine eklenerek inkiibatore kaldirildi. Hiicreler yiizey ile
olan baglantilar1 koparilana kadar yaklasik 4 dakika inkiibatorde T/E’ye maruz birakildi. T/E
uygulamasi sonrasi reaksiyonun inhibe edilmesi i¢in FBS igeren besiyeri eklendi. Hiicreler

toplanarak steril, etiketlenmis 15 mL’lik falkon tiipe aktarildi ve 1 200 rpm’de 5 dakika
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santrifiij edildi. Pellet dagitilmadan besiyeri uzaklastirildi. Pellet, iizerine tekrar FBS iceren
besiyeri eklenerek siispanse edildi ve 1 200 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Pelletin iizerine
900 pL sogutulmus %20 FBS iceren yiiksek glukoz seviyesine sahip DMEM (4.5 g/L
glukoz) eklendi ve siispanse edildi. Ardindan hiicreler dondurma tiipiine transfer edildi ve
20 dakika buz iizerinde bekletildi. 20 dakikanin ardindan hiicrelerin iizerine 100 pnL. DMSO
(%10) eklenerek tekrar buz lizerine alind1 ve 10 dakika daha bekletildi. Toplam 30 dakikalik
siire sonunda hiicreler -80 °C’de bir giin bekletildi ve ardindan si1vi azot tankinda muhafaza

edildi.
3.2.10. HeLa Hiicrelerinin Transfeksiyonu

Immiinofloresan deneyleri i¢in HelLa hiicrelerine ekspresyon vektdrlerinin gegici
transfeksiyonu dreamfect gold transfeksiyon ajani kullanilarak tiretici firmanin protokoliine
gore gerceklestirildi. Transfeksiyon 6ncesi kullanilacak olan lameller 0.1 N HCI ile muamele
edilerek sirastyla distile su ve %70’lik alkol ile yikandi. Yikama sonrasi lameller alkolii
uzaklagtirmak i¢in steril sartlarda kurutuldu ve ardindan UV’ye maruz birakilarak steril
edildi. 6 kuyucuklu tabaklarin her bir kuyusuna 24 x 24 mm boyutlarinda steril lameller
yerlestirildi. HeLa hiicreleri flasktan tripsinize edildi ve sayildi. Her bir kuyuda 1.5 x 10°
HeLa hiicresi ekildi ve toplam hacim %10 FBS ve %1 pen/strep iceren yiiksek glikoz
seviyesine sahip DMEM (4.5 g/L glukoz) besiyeri ile 2 mL’ye tamamlandi ve 24 saat
37 °C’de %5 COz2 kosullarini saglayan nemlendirilmis doku kiiltiirii inkiibatoriinde kiiltiire
edildi. Yaklasik 20-22 saat sonra hiicrelerin tizerindeki besiyeri uzaklastirilarak hiicrelerin
tizerine 1.8 mL antibiyotik ve FBS icermeyen yiiksek glukoz seviyesine sahip DMEM (4.5
g/L glukoz) besiyeri eklendi ve tekrar 37 °C’de %5 CO2 kosullarini saglayan nemlendirilmis
doku kiiltiirii inkiibatoriinde kiiltiire edildi. Transfeksiyondan 30 dakika once -20 °C’de
muhafaza edilen dreamfect gold ajani oda sicakligina alindi ve hafifce vortekslendi.
Transfeksiyon igin toplam 200 pL karisimda 1:3 oraninda ekspresyon vektorii: dreamfect
gold transfeksiyon ajan1 olacak sekilde karisim 1 ve karisim 2 hazirlands. Tlgili ekspresyon
vektorlerinden 1 pg almarak iizerine 100 pL. DMEM eklendi ve karisim 1 elde edildi.
Ardindan 3 pL dreamfect gold alinarak tizerine 100 pL DMEM eklendi ve karigim 2 elde
edildi. Ekspresyon vektorlerini iceren karigim 1, karisim 2’nin iizerine eklenerek 2-3 kez
yavas ve dikkatli bir sekilde pipetlendi ve 15 dakika boyunca oda sicakliginda ekspresyon
vektorleri ile transfeksiyon ajaninin inkiibasyonu saglandi. 15 dakikalik inkiibasyon sonrasi

200 pL karisim 1.8 mL DMEM bulunan kuyunun heryerine esit sekilde damla damla eklendi
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ve hiicreler 37 °C’de %5 CO: kosullarin1 saglayan nemlendirilmis doku kiiltiirii
inkiibatoriinde 24 saat kiiltiire edildi. Transfeksiyondan 4 saat sonra besiyeri uzaklastirilarak
hiicrelerin tizerine 2 mL, %10 FBS ve %1 pen/strep iceren yiiksek glukoz seviyesine sahip
DMEM (4.5 g/L glukoz) besiyeri eklendi ve hiicreler tekrar 37 °C’de %5 CO2 kosullarini
saglayan nemlendirilmis doku kiiltiirii inkiibatoriine kaldrildi ve kiiltiire devam edildi.
Transfeksiyondan 24 saat sonra immiinofloresan deneyi ilgili immiinofloresan protokoliine

uygun sekilde gerceklestirildi.
3.2.11. Hiicre ici Lokalizasyonun Immiinofloresan ile Analizi

Gateway klonlama yontemi ile ekspresyon vektorlerinin HelLa hiicrelerine
transfeksiyonu sonrasi eksprese edilen proteinler immiinofloresan yontemi kullanilarak
goriintiilendi (187). ilgili immiinofloresan protokoliine gére 6 kuyucuklu tabaklara yerlesik
haldeki lamellerin {ist yiizeyinde tutunan ve ¢ogalan hiicreler tizerinde bulunan eski besiyeri
uzaklastirilarak kuyular iki kez 1X PBS ile yikand1. Yikama sonrasi 1 X PBS uzaklastirilarak
kuyulara fiksasyon i¢in taze hazirlanmig 1.5 mL %4 paraformaldehit (PFA) ilave edilerek
hiicreler, oda sicakliginda %4 PFA ile 10 dakika boyunca inkiibe edilerek lamellere fikse
edildi. Fiksasyon sonrasi1 %4 PFA uzaklastirilarak kuyular bes kez bes dakikada bir 1X PBS
ile yikandi. Yikama sonrasi 1X PBS uzaklastirilarak kuyulara permeabilizasyon igin
deiyonize distile suda hazirlanan %20°’lik triton X 100 (ddH20 iginde hazirlanmis)
iceren %0.2’lik permeabilizasyon soliisyonundan 1 mL eklenerek hiicreler 5-7 dakika
permeabilize edildi. Ardindan permeabilizasyon soliisyonu uzaklastirilarak kuyular bes kez
bes dakikada bir 1X PBS ile yikandi. Yikama sonrast 1X PBS uzaklastirildi ve kuyulara 1X
PBS ile hazirlanan ve %10 keg¢i serumu igeren bloklama soliisyonundan 1.5 mL eklenerek
hiicreler oda sicakliginda bir saat bloklama soliisyonu ile inkiibe edildi. Primer antikor
hafifce vortekslendi ve ilgili firmanin protokoliine gore dnerilen oranda bloklama soliisyonu
ile diliie edildi. Diliie haldeki primer antikordan 120 pL alinarak parafilm lizerine damlatildi.
Primer antikor ile hiicreler inkiibe olacak sekilde lamel primer antikorun tizerine yerlestirildi
ve belirtilen sartlara gore hiicreler primer antikor ile inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi
kuyulardaki bloklama soliisyonu uzaklastirilarak kuyulara 1X PBS eklendi ve hiicrelerin
bulundugu yiizey st tarafta olacak sekilde lamellar kuyulara yerlestirildi. Kuyular bes kez
bes dakikada bir 1X PBS ile yikadi. Sekonder antikor hafifce vortekslendi ve ilgili firmanin
protokoliine gore Onerilen oranda bloklama soliisyonu ile diliie edildi. Diliie haldeki

sekonder antikordan 120 pL alinarak parafilm iizerine damlatildi. Sekonder antikor ile
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hiicreler inkiibe olacak sekilde lamel sekonder antikorun iizerine yerlestirildi ve hiicreler
sekonder antikor ile belirtilen sartlara gore inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 kuyulardaki
1X PBS uzaklastirilarak kuyulara yeniden 1X PBS eklendi ve hiicrelerin bulundugu yiizey
iist tarafta olacak sekilde lamellar kuyulara yerlestirildi. Kuyular bes kez bes dakikada bir
1X PBS ile yikandi. Son agamada, lamlar %70’lik etanol ile yikandi. Alkol tamamen
uzaklastirildiktan sonra her bir lamin iizerine kapatma soliisyonundan bir damla damlatild1
ve lameller, hiicrelerin bulundugu yiizey kapatma soliisyonu ile temas edecek sekilde lamin
tizerine yerlestirildi (Tablo 9). Hazirlanan preparatin karanlik bir ortamda kurumasi saglandi.
Preparatin kurumasinin ardindan lamelin lamin iizerinde hareket etmesini engellemek
amaciyla lamelin etrafi sabitlendi. Hazirlanan preparatlar konfokal mikroskop ile

goriintiilendi ve analiz edildi.

Tablo 9. Immiinofloresan kosullart

Fiksasyon %4 paraformaldehit oda sicakliginda 10 dakika

Yikama PBS ile 5 kez 5’er dakika

Permeabilizasyon %0.2 triton X-100 (PBS i¢inde) oda sicakliginda 5-7 dakika
Yikama PBS ile 5 kez 5’er dakika

Bloklama %10 fetal bovin serum (PBS i¢inde)

Primer (1°) antikorlar Rabbit-anti-GST poliklonal, (Santa cruz, sc-459) 1:1 000

Rabbit-anti-CCDC84 poliklonal, (Abcam, ab150860) 1:200
Mouse-anti-pericentrin monoklonal, (Abcam ab28144) 1:150

1°Antikor inkiibasyonu Bloklama soliisyonunda hazirlanir. Oda sicakliginda etiketli proteinler
icin 1 saat / +4 °C’de endojen proteinler igin 16 saat
Yikama PBS ile 5 kez 5’er dakika

Sekonder (2°) antikorlar ~ Donkey-anti-rabbit 1gG H&L (AF 488) (ab150061) 1:1 000
-anti-mouse 1gG H&L (AF 488) (ab150117) 1:1 000
Goat-anti-rabbit IgG H&L (Cy3) (ab6939) 1:1 000

2° Antikor inkiibasyonu Bloklama soliisyonunda hazirlanir. Oda sicakliginda 1 saat

Yikama PBS ile 5 kez 5’er dakika

Kapatma Medyumu Prolong GOLD antifade mounting media DAPI

3.2.12. Immiinopresipitasyon
3.2.12.1. HEK293 Hiicrelerinin Kalsiyum Fosfat Yontemi ile Transfeksiyonu

Gateway klonlama stratejisi kullanilarak olusturulan memeli ekspresyon
vektorlerinin HEK293 memeli hiicre hattina transfeksiyonu kalsiyum fosfat ydntemi
kullanilarak gerceklestirildi (188). Ekspresyon vektorlerinin kontrolii igin hiicreler alti
kuyucuklu tabaklara %30-40 konfluent olacak sekilde 2 mL, %10 FBS ve %1 pen/strep
iceren yiiksek glukoz seviyesine sahip DMEM (4.5 g/L glukoz) besiyeri i¢inde ekildi ve

hiicrelerin kuyucuklarin yilizeyine tutunmasi i¢in bir gece 37 °C’de %5 CO2 kosullarini
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saglayan nemlendirilmis doku kiiltiirii inkiibatorde kiiltiire edildi. Ertesi giin transfeksiyon
Oncesi hiicrelerin lizerinde bulunan besiyeri uzaklastirildi ve 1.8 mL %10 FBS igeren ancak
antibiyotik icermeyen yiiksek glukoz seviyesine sahip DMEM (4.5 g/L glukoz) besiyeri
eklenerek 37 °C’de %5 CO2 kosullarin1 saglayan nemlendirilmis doku kiiltiirii
inkiibatoriinde kiiltiire edilmeye devam edildi. Transfeksiyon agamasinda ilgili ekspresyon
vektorlerinden 1-2 pg alinarak steril distile su ile 20 pL.’ye tamamlandi. Diger yandan 10 uL
2.5 M CaCl,, 2 mL final transfeksiyon hacminde, final konsantrasyonu 12.5 mM olacak
sekilde 70 uL steril distile suda seyreltildi. Karigimin toplam hacmi 100 pL olacak sekilde
20 uL DNA-H:0 karigimi iizerine 80 uL CaClz-H20 karisimi eklendi. Ardindan DNA-CaCl;
karisimi diisiik hizda vortekslenirken karisimin tizerine dikkatli bir sekilde damla damla 100
pL 2X HEPES eklendi ve son hacim 200 pL’ye tamamlandi. DNA, CaCl, ve HEPES
karisimi 15-20 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi ve ardindan hiicrelerin tizerine damla
damla eklendi. Karisim yiizeye esit dagilacak sekilde alt1 kuyucuklu tabak hafif¢e karistirildi
ve 37 °C’de %5 CO2 kosullarimi saglayan nemlendirilmis doku kiiltlirii inkiibatoriine
kaldirildi. 6 saat sonunda antibiyotik icermeyen besiyeri uzaklastirilarak %10 FBS ve %]l
pen/strep iceren yiiksek seviyede glukoza sahip DMEM (4.5 g/L glukoz) besiyerinden
eklendi ve 37 °C’de %5 CO2 kosullarii saglayan nemlendirilmis doku kiiltiirii
inkiibatoriinde kiiltiire edildi. Transfeksiyondan 24 saat sonra ise ilgili proteinlerin
ekspresyonlarinin analizi yapildi.

Immiinopresipitasyon deneyleri i¢in ise hiicreler 100 mm’lik tabaklara hiicre
yogunlugu %30-40 olacak sekilde 10 mL, %20 FBS ve %1 pen/strep igeren yiiksek glukoz
seviyesine sahip DMEM (4.5 g/L glukoz) besiyeri iginde ekildi ve hiicrelerin tabagin
ylizeyine tutunmasi i¢in bir gece 37 °C’de %5 COz2 kosullarini saglayan nemlendirilmis doku
kiiltiirii inkiibatoriinde kiiltiire edildi. Ertesi giin ilgili ekspresyon vektorlerinden 8-10 pg
alinarak steril distile su ile 100 pL’ye tamamlandi. Diger yandan 50 pL 2.5 M CaClz, 10 mL
final transfeksiyon hacminde, final konsantrasyonu 12.5 mM olacak sekilde 350 uL steril
distile suda seyreltildi. Karisimin toplam hacmi 500 pL olacak sekilde 100 uL. DNA-H20
karisimi tizerine 400 pL CaClz-H20 karigimi eklendi. Ardindan DNA-CaCl; karigimi diisiik
hizda vortekslenirken karisimin lizerine dikkatli bir sekilde damla damla 500 pL 2X HEPES
eklendi ve son hacim 1 mL’ye tamamlandi. DNA, CaCl; ve HEPES igeren karisim 15-20
dakika oda sicakliginda inkiibe edildi ve 9 mL antibiyotiksiz medyum iceren besiyeri lizerine
damla damla eklendi. Karigim yiizeye esit dagilacak sekilde alt1 kuyucuklu tabak hafifce

karistirildi ve 37 °C’de %5 CO2 kosullarini saglayan nemlendirilmis doku kiiltiirii inkiibatore
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kaldirildi. 6 saat sonunda antibiyotik icermeyen besiyeri uzaklastirilarak hiicrelerin
tizerine %10 FBS ve %]1 pen/strep iceren yiiksek glukoz seviyesine sahip DMEM (4.5 g/L
glukoz) besiyerinden eklendi ve 37 °C’de %5 CO: kosullarini saglayan nemlendirilmis doku
kiltiirii inkiibatoriinde kiiltiire edildi. Transfeksiyondan 24 saat sonra ise ilgili proteinler ile

immiinopresipitasyon deneyi gerceklestirildi.
3.2.12.2. Memeli Hiicrelerinden TNTE Buffer Kullanilarak Protein izolasyonu

Immiinopresipitasyon deneyi ve proteinlerin ekspresyonlarinin analizi icin HEK293
ve HEK293 Flp-In wt CCDC84 kalic1 transfekte hiicreler 100 mm’lik tabaklarda kiiltiire
edilerek ilgili ekspresyon vektorleri ile kalsiyum fosfat yontemi kullanilarak transfekte edildi
(Bkz. 3.2.12.1.). Transfeksiyondan 24 saat sonra 1X TNTE hiicre lizis buffer1 kullanilarak
protein izolasyonu gergeklestirildi (189). 24 saat sonunda 100 mm’lik tabaklar buz tizerine
alind1 ve besiyeri dikkatli bir sekilde uzaklastirildi. Hiicreler PBS ile yikand: ve ardindan
PBS uzaklastirildi. Hiicrelerin tizerine 50 mM tris-Cl (pH: 7.4), 150 mM sodyum kloriir, %1
triton X-100, 1 mM EDTA, 5 mM NaPPi, 1X PI, 2 mM NaVan, 20 mM NaF, 1 mM PMSF
ve %10 gliserol igeren 1X TNTE hiicre lizis buffer1 eklendi ve 30 dakika boyunca orbital
calkalayicida bufferin tiim hiicrelere ulagmasi saglandi. 30 dakikalik siirenin ardindan
hiicreler kaziyici yardimai ile petrinin zemininden koparilarak temiz ependorf tiiplere transfer
edildi. Genomik DNA’nin degrede olmasi igin %50 genlikte (amplitude) bes dongii
sonikasyon (5 saniye puls, 25 saniye bekleme) gergeklestirildi. Sonikasyon sonrasi lizatlar
+4 °C’de 13 000 g’de 15 dakika santrifiij edildi. Santrifiijiin ardindan siipernatantlar steril
ependorflara transfer edildi. IP deneyi oncesi ilgili genlerin ekspresyonunun kontrolii igin 1
mL hiicre lizatindan 80 pL alindi. Total proteindeki ilgili proteinin ekspresyonu analiz edildi.
Kalan 920 pL hiicre lizat1 ise -20 °C’ye kaldirildi.

3.2.12.3. Anti-FLAG M2 Rezinlerin Hazirlanmasi

HEK293 ve HEK293 Flp-In wt CCDC84 kalic1 transfekte hiicre hatlarinda
gerceklestirilen immiinopresipitasyon deneyleri anti-FLAG M2 affinity gel kullanilarak
tiretici firmanin 6nerdigi protokol ile gergeklestirildi. Yiizeyi anti-FLAG antikoru ile kapl
olan rezinlerin dengelenmesi 2-8 °C’de gergeklestirildi. Rezinlerin pipet ucu yiizeyine
yapismasini en aza indirgemek i¢in pipet ucu kesildi. Dengelenmenin gergeklestirilecegi
ependorf tiip oncelikle pH’s1 7.4 olan TBS ¢ozeltisi ile yikandi ve tiipiin i¢ine 1 mL TBS
konuldu. Stok rezin altiist edilerek iyice homojen hale getirildi ve ucu kesilmis olan pipet

ucu TBS ile yikandu. Tiiplerdeki TBS soliisyonu lizerine TBS ile yikanmis ve ucu kesik pipet
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ucu ile her 1 mL lizat i¢in 40 pL rezin siispansiyonu (20 pL rezin) eklendi. Ardindan rezin
stispansiyonu 1 000 g’de 1 dakika santrifiij edilerek siipernatant uzaklastirildi. Bu sekilde
rezin 3 kere 1 mL TBS ile yikanarak gliserol uzaklastirildi. Ardindan rezinler 2 kere 1 mL
0.1 M glisin-HCI (pH: 3.5) ile yikanarak serbest antikorlar uzaklastirildi. Sonrasinda rezin 5
kere 1 mL TBS ile yikandi. Son yikamadan sonra rezin miktar1 kadar TBS eklenerek rezinler
stispansiyon haline getirildi. Her bir kondisyon i¢in 40 pL rezin siispansiyonu tiiplere

aktarildi (190). Boylelikle, anti-FLAG M2 bagl rezinler hazir hale getirildi.
3.2.12.4. Izole Edilen Proteinin On Temizligi

Immiinopresipitasyon deneyi dncesi proteinlerin anti-FLAG M2 rezinlere spesifik
olmayan etkilesimler ile baglanmasinin engellenmesi igin ilgili proteinler mouse
IgG—agaroz ile muamele edildi. Yiizeyi mouse IgG kapli agaroz rezinlerin dengelenmesi 2-
8 °C’de gerceklestirildi. Dengelenmenin gergeklestirilecegi ependorf tiip pH’s1 7.4 olan TBS
¢ozeltisi ile yikand1 ve tiipiin i¢cine 1 mL TBS konuldu. Stok rezin altiist edilerek homojen
hale getirildi ve pipet ucu makas ile bir miktar kesilerek TBS ile yikandi. Tiiplerdeki TBS
sollisyonu tizerine TBS ile yikanmis ve ucu kesik olan pipet ucu ile her 1 mL lizat i¢in 20
pL rezin siispansiyonu (10 pL rezin) eklendi. Ardindan rezin suspansiyonu 1 000 g’de 1
dakika santrifiij edilerek siipernatan uzaklastirildi. Bu sekilde rezin 5 kere 1 mL TBS ile
yikanarak gliserol uzaklastirildi. Son yikamadan sonra rezinler bir kez de liziz buffer ile
yikand1 ve 1 000 g’de 1 dakika santrifiij edildi. Son yikamadan sonra rezin miktar1 kadar
TBS eklenerek rezinler siispansiyon haline getirildi. “On temizlik™ igin her bir 1 mL lizat
tizerine 20 pL rezin silispansiyonu konuldu ve ependorflar parafin ile sarilarak, +4 °C’de
donen ¢ember iizerinde 1 saat 9 rpm de inkiibasyona birakildi. On temizlik bitince
ependorflar 1 000 g’de 1 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi ¢oken rezinlere

dokunmadan proteinleri igeren lizat yeni bir ependorf tiipe aktarildi (190).
3.2.12.5. Anti-FLAG M2 Rezinler ile Immiinopresipitasyon Yéntemi

Izole edilen proteinlerin mouse IgG—agaroz ile gerceklestiriler 6n temizligi sonrasi
elde edilen her bir kondisyona ait lizatlar, dengelenen 20 pL saf anti-FLAG M2 affinity gel
rezinlerin iizerine eklendi ve +4 °C’de 1 saat 15 dakika 9 rpm’de donen ¢ember lizerinde
karistirilarak inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi tiipler 1 000 g’de 1 dakika santrifiij edildi.
Rezinin tiiplin dibine ¢dkmesi i¢in tiipler 1-2 dakika buzda bekletildi. Ardindan tiiplerdeki
slipernatanin tamamu yeni bir tiipe alinarak -20 °C’de saklandi. Spesifik olmayan baglantilar:

engellemek i¢in rezin 4 kez 1 mL yikama tamponu ile yikand1 ve her yikama sonras1 1 000
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g’de 1 dakika santrifiij edildi. Her yikamada rezinlerin yikama tamponunda tamamen
¢Oziinmesi saglandi. Yikama sonrasi yikama tamponu uzaklastirildiktan sonra rezinlerin
tizerine tekrar 200 pL yikama tamponu eklendi ve rezin uglar1 kesilmis pipet ucu ile
kolonlara aktarildi. Ependorfta kalan rezinlerin iizerine tekrar 200 pL yikama tamponu
eklendi ve kolonlara aktarildi. Kolonlar 1 000 g’de 15-20 saniye santrifiij edildi ve kolonlarin
toplama kaplar1 bosaltildi. Kolonlarin tizerine 3 kez 500 pL yikama tamponu eklendi ve
kolonlar 1 000 g’de 1 dakika santrifiij edilerek yikandi. Son asamada kolonlar 1 000 g’de 1
dakika santrifiij edilerek yikama tamponu iyice uzaklastirildi ve kolonlar steril, etiketlenmis

eppendorflara toplandi (190).
3.2.12.6. Eliisyon

Eliisyon islemi oda sicakliginda gerceklestirildi. 40 pL rezin siispansiyonu iizerine
20 uL 0.1 M glisin-HCI (pH: 2.5) eklendi ve 1 000 g’de 1 dakika santrifiij edildi ve steril bir
eppendorf tiipte toplandi. Rezin tizerine 73 pL 0.1 M glisin-HCI (pH: 2.5) eklendi ve
ependorflar hafifce karistirilarak oda sicakliginda 4 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi
ependorflar 1 000 g’de 1 dakika santrifiij edildi ve protein steril eppendorf tiiplere toplandi.
Toplanan proteinlerin tizerine toplam hacim 100 uL olacak sekilde 7 uL 1 M tris (pH: 9)
soliisyonu eklendi. IP tiriinlerinden 19.2 pl steril eppendorfa alinarak 1 mL’sinde 0.038 g
0.5 mM DTT igeren 5X yogunluktaki yiikleme tamponundan, yiikleme tamponunun son
hacmi 1X olacak sekilde 4.8 pL eklendi ve 99 °C’de 5 dakika kaynatilarak SDS-PAGE ile
yiritiildi (190). Proteinleri konsantre hale getirmek i¢in ise orneklere 1 saat boyunca
liyofilizasyon islemi uygulandi. Liyofilizasyon sonrasi konsantre haldeki proteinlerin
miktar1 6l¢iildii. Olgiilen miktar {izerine toplam hacim 20 uL olacak sekilde 93 uL 0.1 M
glisin-HCI (pH: 2.5) + 7 uL 1 M tris (pH: 9) karisim soliisyonundan eklendi. Ardindan 20
uL konsantre protein {lizerine 1 mL’sinde 0.038 g 0.5 mM DTT igeren 5X yogunluktaki
yiikleme tamponundan, yiikleme tamponunun son hacmi 1X olacak sekilde 5 uL eklendi ve
99 °C’de 5 dakika kaynatilarak SDS-PAGE ile yiiriitiildii (190).

3.2.13. GST-Trap Rezinler ile immiinopresipitasyon

Kiitle spektrometresi ve enzim aktivitesi 6l¢timlerini igeren biyokimyasal analizler
icin GST-fiizyon proteinleri ve bu proteinlerin etkilesim faktorleri, GST-Trap rezinler
kullanilarak immiinopresipitasyon yoluyla hizli ve verimli bir sekilde izole edilebilir. GST-
Trap_A, agaroz rezinlerin ylizeyine kovalent olarak baglanmis kiiciik bir GST-baglayici

protein igerir ve GST ile flizyon yapilmis ilgilenilen herhangi bir proteinin saflagtirilmasin
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saglar. Bu rezinlerin yiizeyinde yer alan antijen baglama bolgesi hafif zincir
bulundurmamakta, antijen baglanma gorevini agir zincirin  VyH bdlgesi ile
gergeklestirmektedir. Nanobody olarak adlandirilan bu yapilar oldukea diisiik yogunluktaki
proteinleri baglama yetenegine sahiptir ve immiinoblot analizlerinde agir ve hafif zincirlere
karsilik gelen ayni molekiil agirligina sahip proteinlerin goriintiilenmesinin engellenmesi

problemini ortadan kaldirmaktadir (191).
3.2.13.1. Memeli Hiicrelerinden RIPA Buffer Kullanilarak Protein izolasyonu

Immiinopresipitasyon deneyi ve proteinlerin ekspresyonlarmin analizi i¢in, HEK293
ve HEK293 Flp-In wt CCDC84 kalict transfekte hiicreler 100 mm’lik tabaklarda kiiltiire
edilerek ilgili ekspresyon vektorleri ile kalsiyum fosfat yontemi kullanilarak transfekte edildi
(Bkz. 3.2.12.1.). Transfeksiyondan 24 saat sonra RIPA buffer kullanilarak protein izolasyonu
gerceklestirildi (192). 24 saat sonunda 100 mm’lik tabaklar buz tizerine alind1 ve besiyeri
dikkatli bir sekilde uzaklastirildi. Hiicrelere PBS eklendi ve kaziyici yardimu ile hiicreler 100
mm’lik tabaktan toplanarak daha 6nce sogutulmus ve buz iizerinde bekleyen tiipe transfer
edildi. Ardindan hiicreler +4 °C’de 500 g’de 3 dakika santrifiij edildi ve siipernatan
uzaklastirildi. Hiicreler iki kere soguk PBS ile dikkatli ve yavas bir sekilde resiispende
edilerek yikandi. Yikama sonrasi hiicre pelleti tizerine 10 mM tris-Cl (pH: 7.5), 150 mM
sodyum klortir, %1 triton X-100, %0.1 SDS, 0.5 mM EDTA (pH: 7), 5 mM NaPPi, 1X PI,
2 mM NaVan, 20 mM 1X NaF, 1 mM PMSF ve %1 deoksikolat i¢ceren 200 uL RIPA buffer
eklenerek resiispende edildi. 30 dakika boyunca orbital ¢alkalayicida RIPA bufferin tiim
hiicrelere ulagsmasi saglandi. Bu siire boyunca her 10 dakikada bir tiipler pipet ile resiispende
edildi. Ardindan, genomik DNA’nin degrede olmasi igin %50 genlikte (amplitude) bes
dongii sonikasyon (5 saniye puls, 25 saniye bekleme) gerceklestirildi. Sonikasyon sonrasi
lizatlar +4 °C’de 20 000 g’de 15 dakika santrifiij edildi. Santrifiijiin ardindan lizat daha 6nce
sogutulmus ve buz lizerinde bekleyen steril ependorf tiipe transfer edildi. Lizatin izerine 10
mM tris-Cl (pH: 7.5), 150 mM sodyum kloriir ve 0.5 mM EDTA (pH: 7) igeren
dilusyon/yikama soliisyonundan 300 pL eklendi. Pellet ise atildi. Total proteinlerinin
ekspresyonlarinin analizi i¢in lizattan 40 pL alindi ve tizerine 1 mL’sinde 0.038 g 0.5 mM
DTT igeren 5X yogunluktaki yiikleme tamponundan, yiikleme tamponunun son hacmi 1X
olacak sekilde 10 uL eklendi ve -20 °C’ye kaldirildi. Geri kalan 460 pL ise

immiinopresipitasyon yapilmak iizere siv1 azotta dondurularak -80 °C’ye kaldirildi.
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3.2.13.2. GST-Trap_A Rezinlerin Hazirlanmasi

Anti-FLAG M2 affinity gel rezinler ile gergeklestirilen immiinopresipitasyon
deneylerinin sonug¢larinin dogrulanmasi amaciyla GST-Trap_ A rezinleri kullanilarak ilgili
firmanin 6nerdigi protokole gére HEK293 ve HEK293 Flp-In wt CCDC84 kalic1 transfekte
hiicre hatlarinda immiinopresipitasyon deneyi gergeklestirildi. GST-Trap_A rezinlerin
dengelenmesi 2-8 °C’de gergeklestirildi. Dengelenmenin gergeklestirilecegi ependorf tiip
soguk dillisyon/yikama buffer1 ile yikand1 ve tiipiin i¢ine 500 pL soguk diliisyon/yikama
buffer1 konuldu. Pipet ucu makas ile bir miktar kesilerek soguk diliisyon/yikama buffer ile
yikandi. Stok rezin altlist edilerek homojen hale getirildi ve tiiplerdeki 500 pL soguk
diliisyon/yikama buffer1 lizerine soguk diliisyon/yikama buffer: ile yikanmis ve ucu kesik
olan pipet ucu ile her 460 pL lizat igin 20 pL rezin siispansiyonu (10 pL rezin) eklendi.
Tiipler +4 °C’de 2 500 g’de 2 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi rezinler 500 pL soguk
diliisyon/yikama buffer1 ile yikand1 ve siipernatant uzaklastirildi. Bu islem toplam ii¢ kez

tekrarlandi. Boylelikle, GST-Trap_A rezinler hazir hale getirildi.
3.2.13.3. GST-Trap_A Rezinler ile Immiinopresipitasyon Yontemi

460 uL hacimde diliie edilmis lizat, dengelenmis GST-Trap A rezinlerin iizerine
eklendi ve +4 °C’de 1 saat 9 rpm’de donen ¢ember {izerinde karistirilarak inkiibe edildi. 1
saatlik stirenin sonunda rezinler ile muamele olan lizat +4 °C’de 2 500 g’de 2 dakika santrifiij
edildi ve siipernatant analiz edilmek tizere etiketli ependorfa transfer edildi. Rezinler lizerine
500 pL soguk diliisyon/yikama soliisyonu eklenerek resiispende edildi ve ependorflar
+4 °C’de 2 500 g’de 2 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi stipernatant uzaklastirildi ve
yikama islemi iki kez daha tekrarlandi. Siipernatan uzaklastirildiktan sonra eliisyon iki
basamakta gerceklestirildi. Birinci basamakta kolonda yer alan GST-Trap_A rezinler
tizerine 40 pL 0.2 M glisin-HCI, (pH: 2.5) eklendi ve oda sicakliginda 3-4 dakika
inkiibasyona birakildi. Ardindan +4 °C’de 2 500 g’de 2 dakika santrifiij edildi. Santrifiij
sonrasi eliisyon temiz bir tiipe toplandi. Dengeleme igin eliisyon {izerine 4 uL 1 M tris (pH:
10.4) eklendi. Ikinci basamakta; GST-Trap_A rezinler iizerine 40 pL 2X SDS-sample buffer
eklendi ve resiispende edildi. Resiispende GST-Trap_A rezinler, immiinokomplekslerin
uzaklastirilmasi i¢in 95 °C’de 10 dakika kaynatildi ve +4 °C’de 2 500 g’de 2 dakika santrifiij
edilerek rezinlerin ¢okmesi saglandi. Eliisyon iizerine 1 mL’sinde 0.038 g 0.5 mM DTT
igeren 5X yogunluktaki yiikleme tamponundan, ylikleme tamponunun son hacmi 1X olacak

sekilde eklenerek SDS-PAGE’de yiiriitiildii ve immiinoblot yontemi ile analiz edildi (193).
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3.2.14. immiinoblot
3.2.14.1. SDS-PAGE ic¢in Ayirma ve Yiikleme Jelinin Hazirlanmasi

Poliakrilamid jelin hazirlanmasi i¢in dizayn edilmis uzun ve kisa 6zel camlar distile
su ile yikandiktan sonra %70’lik etanol ile yikanarak dikkatli bir sekilde temizlendi.
Temizlenen camlar birbiri lizerine koyularak jel standi iizerinde uygun pozisyonda
yerlestirildi. ilgili proteinlerin molekiil agirliklarina gore %10 konsantrasyonda SDS-PAGE
ayirma jeli hazirlandi (Tablo 10) ve jel hizli bir sekilde temizlenen camlar arasina kisa camin
ist seviyesinin 1 santimetre altina kadar dokiildii. Ayirma jelinin hava ile iliskisini
engellemek ve jelin diiz bir sekilde polimerize olmasini saglamak amaciyla ayirma jelinin
izerine izopropanol ilave edildi ve yaklasik 45-60 dakika polimerlesmesi saglandi.
Polimerlesen ayirma jelin iizerindeki izopropanol dokiilerek jelin iist kismu distile su ile
birka¢ kez yikandi. Ardindan %5 konsantrasyonunda yiikleme jeli hazirland (Tablo 11) ve
ayirma jelinin tizerine dokiildii. %70°1ik etanol ile temizlenen ve 10 veya 15 kuyucuk iceren
ilgili kalinliktaki taraklar camlar arasina dikkatlice yerlestirildi. Yiikleme jelinin polimerize

olmasi i¢in yaklasik 45-60 dakika beklendi (194).

Tablo 10. %10’1uk ayirma jeli igerigi

Igerik %10 (1 mm)
ddH20 2.43 mL
Akrilamid (%40 akrilamid karigimi) 1.25 mL
1.5 M tris HCI (pH: 8.8) 1.25 mL
%10 SDS 0.05 mL
%10 APS” 0.05 mL
TEMED 5 uL
Toplam 5 mL

*Taze hazirlanmalidir.

Tablo 11. %5’lik yiikleme jeli igerigi

Icerik %5 (1 mm)
ddH20 3.14mL
Akrilamid (%40 akrilamid karisimi) 0.50 mL
0.5 M tris HCI (pH: 6.8) 1.25 mL
%10 SDS 0.05 mL
%10 APS” 0.05 mL
TEMED 3 uL
Toplam 5 mL

*Taze hazirlanmalidir.
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3.2.14.2. SDS-PAGE Jel Elektroforezi

-20 °C’de muhafaza edilen protein lizatlar1 buz iizerine alinarak yavas bir sekilde
¢oziilmesi saglandi. 5X yiikleme boyasi igermeyen lizatlara, son konsantrasyon 1X olacak
sekilde yiikleme boyasi eklendi ve 99 °C’de 5 dakika kaynatildi. Daha 6nce yiikleme boyasi
eklenip -20 °C’de muhafaza edilen protein lizatlar1 ise direk 99 °C’de 5 dakika kaynatildi.
Bu agsamada daha 6nce hazirlanmais olan ilgili konsantrasyondaki poliakrilamid jelin taraklari
cikarildi ve jel distile su ile temizlenerek yiikleme standina yerlestirildi. Ardindan yiikleme
stand1 dikey jel elektroforez tankina yerlestirildi ve tank igerisine SDS-PAGE yiiriitme
soliisyonu eklendi. Kaynatilan ornekler oda sicakliginda santrifiij edildikten sonra ilk
kuyuda 1 pL protein markir ve diger kuyulara protein lizatindan 20-30 pL yiiklendi. Jel 75
voltta 15 dakika, sonrasinda 100 voltta 90-100 dakika yiiriitiildii (195).

3.2.14.3. Membrana Transfer Islemi ve Goriintiileme

SDS-PAGE sonrast jel dikey jel elektroforezinden alinarak iki cam arasindaki
bosluklar arsindaki yiirtitme soliisyonu kalintilar1 distile su ile yikanarak uzaklastirildi. Jel
kisa camin lizerinde kalacak sekilde spatula ile camlar dikkatli bir sekilde birbirinden ayrildi
ve jelin fazlalik kisimlar1 spatula ile kesilerek atildi. Blotlama i¢in dort adet ince whatman
kagidi ve iki adet slinger yatak, dnceden hazirlanarak +4 °C’de sogumaya birakilan 1X
transfer buffer icinde dengelendi. Blotlama kasetinin beyaz i¢ ylizeyine bir adet slinger yatak
yerlestirildi. 1X transfer buffer iginde dengelenmis olan iki adet whatman kagidi stinger
yataginin tizerine dikkatli bir sekilde konuldu. Jelin biiyiikliigiine gére PVDF membran
kesilerek soguk metanol i¢inde 30 saniye boyunca aktive edildi. Aktif haldeki membran
blotlama kasetininin beyaz yiizeyinde serili whatmann kagidinin iizerine hava kabarcigi
olmayacak sekilde yerlestirildi. Ardindan jel membran {izerine uygun pozisyonda
yerlestirildi. 1X transfer buffer i¢cinde dengelenmis olan diger iki adet whatman kagid jelin
tizerine konuldu. En son asamada ise dengelenmis 1 adet siinger yatak whatman kagitlarin
tizerine konularak bloklama kasedi kapatildi. Transfer tankinin i¢i +4 °C’de sogutulan 1X
transfer buffer ile tankin tizerinde isaretli uygun seviyeye kadar dolduruldu ve sivi igine
transfer siiresince transfer bufferin homojen olarak dagilmasi i¢in magnetik karigtirict
konuldu. Ardindan bloklama kasedi transfer tinitesine yerlestirildi ve iinite 1X transfer
buffer1 igeren tank igine anot siyah ve katot kirmizi tarafta olacak sekilde konuldu. Transfer
islemi 100 voltta ve 300 miliamperde 1 saat 10 dakika gergeklestirildi. Transfer islemi

sonrasit membran kasetten alind1 ve transferin oldugu yiizey isaretlenerek %0.05’lik tween
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20 igeren TBS (TBST) soliisyonu bulunan bir kaba konuldu. TBST soliisyonu
uzaklagtirilarak membranin {izerine TBST sollisyonunda hazirlanan ve %5 yagsiz siit tozu
igeren bloklama soliisyonu eklendi. Bir saat oda sicakliginda veya +4 °C’de gece boyu orbital
kanigtiricida birakilarak membran ile bloklama soliisyonunun inkiibasyonu saglandi.
Bloklama isleminin sonuna dogru proteinlerin immiinoblot islemlerinde kullanilacak olan
ilgili primerler, primer antikorlari iireten firmalarin 6nerdigi bilgilere gore %2.5 yagsiz siit
tozu igeren TBST soliisyonunda diliie edildi (Tablo 12). Bloklama asamasi sonrasi bloklama
soliisyonu uzaklastirildi ve membranin tizerine ilgili proteine veya proteinin tasidig: etikete
0zgli primer antikor soliisyonu eklendi. Membranin primer antikor ile inkiibasyonu ilgili
primer antikoru tireten firmanin 6nerdigi protokole gére oda sicakliginda bir saat veya +4
°C’de gece boyu orbital karigtiricida gergeklestirildi. Primer antikor ile inkiibasyonun
ardindan membran bes kez bes dakika TBST soliisyonu ile orbital karistiricida ¢alkalanarak
yikandi. Yikama sonrast HRP konjuge sekonder antikorlar, antikorlari iireten firmalarin
onerdigi bilgilere gore %2.5 yagsiz siit tozu igeren TBST soliisyonunda dilue edildi (Tablo
12). TBST soliisyonu uzaklastirilarak membran iizerine ilgili sekonder antikor soliisyonu
eklendi ve orbital ¢alkalayicida oda sicakliginda bir saat inkiibe edildi. Membran, sekonder
antikor ile inkiibasyon sonrasi tekrar bes kez bes dakika TBST ile yikandi ve pens ile temiz
bir kaba aktarildi. Membranin iizerine, iiretici firmanin 6nerdigi bilgiler dogrultusunda ve
membranin biiytikliigiine gore herhangi bir HRP konjuge sekonder antikor ile kullanilabilen
yaklagik 300-500 pL clarity western ECL soliisyonu (1:1 oraninda clarity western peroxide
reagent ve clarity western luminol/enhancer reagent karistirildi) eklendi. ECL ile inkiibasyon

sonrast membran ChemiDoc MP Goriintiileme Sistemi kullanilarak goriintiilendi (196).

Tablo 12. Western blotlama kosullari

Jel konsantrasyonu %7.5-%10

Membran tipi PVDF 0.2 um

Bloklama %S5 yagsiz siit tozu iceren 1X TBST ile oda sicakliginda 1 saat
Primer (1°) antikorlar Rabbit-anti-GST poliklonal, (Santa cruz, sc-459) 1:1 000

Mouse-anti-FLAG monoklonal, (Sigma A2220) 1:1 000
Rabbit-anti-CCDC84 poliklonal, (Abcam, ab150860) 1:5 000

1°Antikor inkiibasyonu 1X TBST i¢inde oda sicakliginda 1 saat

Yikama 1X TBST ile 4 x 5 dakika

Sekonder (2°) antikorlar ~ Goat-anti-rabbit IgG-HRP
Goat-anti-mouse 1lgG-HRP

2° Antikor inkiibasyonu 1X TBST iginde 1:8 000 oraninda oda sicakliginda 1 saat

Yikama 1X TBST ile 4 x 5 dakika

Goriintiileme 1 mL clarity western ECL soliisyonu (1:1 oranda clarity western
peroxide reagent ve clarity western luminol/enhancer reagent)

55



4. BULGULAR

4.1. CCDC84’iin NLS Dizisinin In Silico Yaklasimlarla Analizi

Niikleusta lokalize oldugu immiinofloresan yaklasimlar ile daha 6nce grubumuz
tarafindan gosterilmis olan CCDC84’lin bu tez caligmasi kapsaminda NLS dizisinin
belirlenmesi amaglanmistir. Ik asamada, CCDC84 in slico yaklasimlar ile analiz edildi. Bu
kapsamda PSORT 11 (121), predictNLS (124) ve cNLS Mapper (125) programlari kullanildi.
Bu programlardan PSORT Il ve predictNLS NLS tahmin programlarit CCDC84 {izerinde
herhangi bir NLS dizisi 6ngdrmedi. Buna karsin; cNLS Mapper, programin 6nerdigi sekilde
esik degeri yedi segildiginde, CCDC84’iin 18-50.aa’leri arasinda 33 aminoasitlik bir NLS

dizisinin olabilecegini isaret etmistir (Resim 4).

cNLS Mapper Result

| Predicted NLSs in query sequence

MAPAQRCPLCRQTFFCGRGHVYSRKHQRQLKEALERLLPQVEAARKAIRA 5@
AQVERYVPEHERCCWCLCCGCEVREHLSHGNLTVLYGGLLEHLASPEHKK 1@@

ATNKFWWENKAEVQMKEKFLVTPQDYARFKKSMVKGLDSYEEKEDKVIKE 15@
MAAQIREVEQSRQEVVRSVLEPQAVPDPEEGSSAPRSWKGMNSQVASSLQ 280
QPSNLDLPPAPELDWMETGPSLTFIGHQDIPGVGNIHSGATPPWMIQDEE 25@
YIAGNQEIGPSYEEFLKEKEKQKLKKLPPDRVGANFDHSSRTSAGWLPSF 360

GRVWNNGRRWQSRHQFKTEAAAMKKQSHT 329
Predicted monopartite NLS
Pos. | Sequence | Score
Predicted bipartite NLS
Pos. Sequence Score
18 | RGHVYSRKHQRQLKEALERLLPQVEAARKAIRA | 7.2

Resim 4. CCDC84 iizerindeki NLS dizisinin ¢ctNLS Mapper kullanilarak in silico analizi.
Proteinin 18-50. aa’leri arasinda kalan ve kirmizi ile gosterilen bdlge proteinin

niikleusa yerlesiminden sorumlu dizi olarak tahmin edilmektedir
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4.2. CCDC84’iin Hiicre I¢i Yerlesiminin Analizi

CCDC84’tin NLS dizisinin  karakterizasyonuna yonelik  gerceklestirilen
immiinofloresan yaklasimlarda, mutant ve yabanil tip CCDC84’e ait gen bolgelerinin 40
kDa’dan biiylik molekiiler agirliga sahip olmasi amaciyla 26 kDa biiyiikliigiinde GST etiket
proteini klonlamalarda kullanildi. CCDCS84’lin hiicre i¢i yerlesiminin analizi igin ilk
asamada, endojen CCDC84’1in hiicre i¢i yerlesimi ve GST etiketinin bu yerlesim {izerine
etkisinin olup olmadig1 immiinofloresan yaklasim ile incelendi. Sonrasinda, CCDC84’{in
NLS dizisinin belirlenmesi amaciyla olusturulan GST etiketli CCDC84 fragmanlarinin ve

CCDC84 mutantlarin hiicre i¢i yerlesimleri ayr1 ayr1 analiz edildi.
4.2.1. Endojen CCDC84’iin Hiicre i¢i Yerlesiminin Analizi

Endojen CCDC84’iin hiicre i¢i yerlesimi CCDC84’e 6zgii bir antikor kullanilarak
HeLa hiicrelerinde test edildi. Olusturulan preparattan 100 hiicre sayildi ve endojen
CCDC84’tin %100 oraninda niikleusta lokalize oldugu goriildii. Bunula birlikte,
CCDCB84’iin hiicrelerin bir kisminda ¢ekidegin bir kenarinda kuyruklu yildiz seklinde
sitoplazmaya dogru uzanan bir yerlesim gosterdigi gozlendi (Resim 5). Bu yerlesimin
belirlenmesi i¢in HeLa hiicre hattinda anti-CCDC84, anti-pericentrin primer antikorlar ve
uygun sekonder antikor kullanilarak gergeklestirilen immiinofloresan analizleri sonucu
CCDC84’1in niikleusta lokalizasyonuna ek olarak pericentrin ile sentrozomda kolokalize

oldugu goriildii (Resim 6).

Endojen
CCDC84

Resim 5. Endojen CCDC84’iin HeLa hiicre hattinda hiicre i¢i yerlesiminin immiinofloresan
yaklasim ile goriintiilenmesi. Yesil: Endojen CCDC84, Mavi: DAPI. Bar
uzunlugu: 10 pm
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Resim 6. Endojen CCDC84’iin HeLa hiicrelerinde niikleus ve sentrozomda yerlesiminin
immiinofloresan yaklasim ile goriintiilenmesi. Kirmizi: Endojen CCDC84, Yesil:
Pericentrin, Mavi: DAPI. Bar uzunlugu: Ustteki resimler i¢in 5 pm, alttaki
resimler i¢in 2 um

4.2.2. GST-CCDC84’iin Hiicre I¢i Yerlesiminin Analizi

GST etiketli CCDC84’iin ve olusturulan mutant ve yabanil tip gen bdlgelerinin hiicre
ici lokalizasyonunu takip etmek amaciyla kullanilacak olan GST etiket proteininin hiicre igi
lokalizasyonunun belirlenmesi i¢in HelLa hiicre hattinda gerceklestirilen transfeksiyon ve
sonrasinda anti-GST ve wuygun sekonder antikor kullanilarak gergeklestirilen
immiinofloresan analiz sonucu GST etiket proteininin 40 kDa’dan kii¢iik olmasindan dolay1

sitoplazma ve niikleusta esit bir sekilde difiiz halde oldugu goriildii (Resim 7).

Resim 7. GST’nin HeLa hiicre hattinda hiicre i¢i yerlesiminin immiinofloresan yaklagim ile
goriintiilenmesi. Yesil: GST, Mavi: DAPI. Bar uzunlugu: 10 pm
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GST-CCDC84’1in hiicre i¢i lokalizasyonunun belirlenmesi i¢cin HeLa hiicre hattinda
gerceklestirilen transfeksiyon ve sonrasinda anti-GST ve uygun sekonder antikor
kullanilarak gergeklestirilen immiinofloresan isaretleme ile olusturulan preparatta transfekte
olan 100 hiicre sayildi. GST etiketli CCDC84’{in %90 oraninda niikleusta, %5 oraninda hem
niikleusta hem de sitoplazmada difiiz bir halde ve %35 oraninda ise sadece sitoplazmada

lokalize oldugu goriintiilendi (Resim 8).

GST

- GST-CCDC84

(1-50.3)
(51-332.2a)
(64-230.2a)
(231-332.22)
Xmut

Ymut

XmutYmut

RuGHVYSRKHQRQLKEALERLLPQVEAARKAIRAs

X
1]
2
o

i)

£
o

-

Resim 8. GST-CCDC84’iin HeLa hiicre hattinda hiicre i¢i yerlesiminin immiinofloresan
yaklagim ile analizi. Kirmiz1 ok: Test edilen GST etiketli CCDC84’{in sematik
goriiniimii. N: GST-CCDC84’1in niikleusta yerlesimi, N=C: GST-CCDC84’lin
niikleus ve sitoplamada esit dagilimi, C: GST-CCDC84’iin sitoplamada yerlesimi.
Yesil: GST-CCDC84, Mavi: DAPI. Bar uzunlugu: 10 pm

4.3. CCDC84’iin NLS Dizisinin Karakterizasyonu

Proteinlerin NLS dizisinin belirlenmesi fonksiyonlarinin aydinlatilmasinda kritik rol
oynamaktadir. NLS dizisinin karakterizasyonunda, olast NLS dizisinin silinmesi ve NLS
aminoasitlerinin alanin gibi polar olmayan aminoasitlere doniistiiriilerek NLS dizisinin
importinlerle etkilesiminin bozulmasi amaclanarak proteinlerin hiicre i¢i yerlesimleri
tizerindeki etkilerinin immiinofloresan yaklagim ile incelenmesi yontemleri kullanilmaktadir

(179, 197-199).
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Bu dogrultuda, ilk asamada, CCDC84’lin NLS dizisinin karakterizasyonuna yonelik
olarak gerceklestirilen in silico analizler sonucunda ¢cNLS Mapper programimin CCDC84
i¢in vermis oldugu olast NLS dizisini i¢eren ve igermeyen bolgeler (Sekil 11) GST etiketli
ekspresyon vektorlerine immiinofloresan analizinde kullanilmak iizere klonlandi. Bu
yaklagimla, 332 aminoasitten olusan CCDC84 proteinini kodlayan gen ve kiigiik ancak
ortiisen fragmanlar halinde dizayn edilen (Sekil 12) CCDC84’{in 1-50. aa’leri arasinda kalan
bolge (1-50. aa), 51-332. aa’leri arasinda kalan bolge (51-332. aa), 64-230. aa’leri arasinda
kalan bolge (64-230. aa) ve 231-332. aa’leri arasinda kalan bolge (231-332. aa) ayr1 ayri
Klonlanarak GST etiketli memeli ekspresyon vektorleri olusturuldu (Sekil 12D-G).
Olusturulan her bir ekspresyon vektorii gegici transfeksiyonla HeLa hiicrelerine transfekte
edildi ve transfeksiyonun 24. saatinde fikse edilerek Once anti-GST pimer antikoru,
sonrasinda uygun sekonder antikor ile inkiibe edildi. Son agamada ise, DAPI igeren kapatma
soliisyonu ile kapatilarak preparatlar hazirlandi. Olusturulan preparatlar konfokal
mikroskopta degerlendirildi. Her bir deney ii¢ kez tekrarlandi ve her bir preparatta transfekte

olan 100 hiicre sayildu.

Ardindan, cNLS Mapper programinin CCDC84 i¢in vermis oldugu 18-50. aa’leri
arasindaki hedef NLS dizisi i¢inde yer alan, arjinin ve lizince zengin 24-36. aa’leri arasinda
kalan ve X bdlgesi olarak adlandirdigimiz bolge ve 45-49. aa’leri arasinda kalan ve Y
bolgesi olarak adlandirdigimiz bolge icinde yer alan arjinin ve lizinler PCR’a dayali
yaklagimla alanine doniistiiriilerek sirast ile CCDC84-Xmut, CCDC84-Ymut ve CCDC84-
XmutYmut CCDC84 mutant genleri olusturuldu ve GST etiketli memeli ekspresyon
vektoriine klonland1 (Sekil 12H-J). CCDC84-Xmut, CCDC84-Ymut ve CCDC84-
XmutYmut CCDC84 mutant genlerini tasiyan GST etiketli ekspresyon vektorleri ile HelLa
hiicrelerine transfeksiyon sonrasi, anti-GST pimer antikoru ve sonrasinda uygun sekonder
antikoru kullanilarak immunofloresans isaretleme gerceklestirildi. Olusturulan preparatlar
konfokal mikroskop ile analiz edildi. Her bir deney 3 kez tekrarland1 ve her bir preparattan

en az 100 hiicre sayildu.
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MAPAQRCPLCRQTFFCGR1IsGHVYSEKHOQROLEEATERT T POVEAARKATRApAQVE
EYVPEHERCCWCLCCGCEVEEHLSHGNLTVLYGGLLEHLASPEHKEATNEFWWEN
KAEVQMEEEFLVTPQDYARFKEKSMVEKGLDSYEEKEDKVIKEMAAQIREVEQSRQEV
VESVLEPQAVPDPEEGSSAPESWEGMNSQVASSLQQPSNLDLPPAPELDWMETGPSL
TFIGHQDIPGVGNIHSGATPPWMIQDEEYTIAGNQEIGPSYEEFLKEKEK QKL KKLPPDE
VGANFDHSSRTSAGWLPSFGRVWNNGEEWQSEHQFETEAAAMEKQSHTEKS

Sekil 11. CCDC84’iin aminoasit dizisi. Kirmizi isaretli aminoasitler lizin aminoasitlerini,
mavi isaretli aminoasitler arjinn aminoasitlerini, alt1 ¢izili bolge ise olast NLS
dizisini gostermektedir

A. Endojen CCDC84 (1 ]

B. GST -

C. GST-CCDC84 @zl | ]

D. (1-50.aa) {1

E. (51-332.aa) CH ]

F. (64-230.2a) o . I

G. (231-332.2a) O 1

H Xmut O |

I. Ymut O 1 |

J. XmutYmut CO I |
RisGHVYSRKHQRQLKEALERLLPQVEAARKAIRAso

Sekil 12. CCDC84’1in olas1 NLS dizisinin ve kritik aminoasitlerin belirlenmesi. (A) Endojen
CCDC84, (B) GST, (C) GST-CCDCs84, (D, E, F, G) NLS dizisinin belirlenmesi
icin olusturulan fragmentler, (H, 1, J), NLS dizisindeki kritik aminoasitlerin
belirlenmesi igin olusturulan mutant fragmentler. Mavi: 18-50.aa, Yesil: GST, X:
X bolgesi, Y: Y bolgesi

4.3.1. CCDC84’iin 1-50. aa’leri Arasindaki Bélgenin Hiicre i¢i Yerlesiminin Analizi

Ik asamada, cNLS Mapper programinin NLS olarak éngérdiigii CCDC84iin 1-50.
aa’leri arasinda kalan bdlgenin hiicre i¢i yerlesimi analiz edildi. CCDC84’iin 1-50.aa’leri
arasindaki bolgenin %90 oraninda niikleusta, %9 oraninda hem niikleusta hem de
sitoplazmada difiiz bir halde ve %1 oraninda sadece sitoplazmada lokalize oldugu goriildii

(Resim 9).
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Resim 9. GST-CCDC84 1-50. aa'min HeLa hiicre hattinda hiicre i¢i yerlesiminin
immiinofloresan yaklasim ile analizi. Kirmiz1 ok: Test edilen GST etiketli
CCDCB84 1-50. aa'nin sematik goriinimii. N: GST-CCDC84 1-50. aa'nin
niikleusta yerlesimi, N=C: GST-CCDC84 1-50. aa'nin niikleus ve sitoplamada
esit dagilimi, C: GST-CCDCB84 1-50. aa'nin sitoplamada yerlesimi. Yesil: GST-
CCDC84 1-50. aa, Mavi: DAPI. Bar uzunlugu: 10 um

4.3.2. CCDC84’iin 51-332. aa’leri Arasindaki Bolgenin Hiicre i¢i Yerlesiminin Analizi

Ikinci asamada, cCNLS Mapper programinin NLS dizisi olarak ongérdiigii bdlgenin
disinda kalan 51-332. aa’leri arasinda kalan bolgenin hiicre i¢i yerlesimi analiz edildi. Sonug
olarak proteinin 51-332. aa’leri arasindaki 282 aminoasitlik bolgenin %45 oraninda hem
niikleusta hemde sitoplazmada difiiz bir halde, %50 oraninda sadece sitoplazmada ve %5

oraninda ise sadece niikleusta lokalize oldugunu goriildii (Resim 10).
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Resim 10. GST-CCDC84 51-332. aa’nin HeLa hiicre hattinda hiicre i¢i yerlesiminin
immiinofloresan yaklagim ile analizi. Kirmiz1 ok: Test edilen GST etiketli
CCDCB84 51-332. aa’nin sematik goriintimii. N: GST-CCDC84 51-332. aa’nin
niikleusta yerlesimi, N=C: GST-CCDC84 51-332. aa’nin niikleus ve
sitoplamada esit dagilimi, C: GST-CCDC84 51-332. aa’nin sitoplamada
yerlesimi. Yesil: GST-CCDC84 51-332. aa, Mavi: DAPI. Bar uzunlugu: 10 um

4.3.3. CCDCB84’iin 64-230. aa’leri Arasindaki Bolgenin Hiicre i¢i Yerlesiminin Analizi

CCDC84’lin niikleusa yerlesim gostermeyen 51-332. aa’leri arasindaki 282
aminoasitlik boliimiiniin iki kii¢lik parcaya ayrilacak sekilde klonlanmasi ile olusturulan 64-
230. aa’leri arasindaki 167 aminoasitlik bélgenin %92 oraninda sitoplazmada, %8 oraninda
hem niikleusta hem de sitoplazmada difiiz bir halde lokalize oldugu goriildii. Bu bdlgenin

niikleusa lokalizasyonuna rastlanmadi (Resim 11).
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Resim 11. GST-CCDC84 64-230. aa'min HelLa hiicre hattinda hiicre i¢i yerlesiminin
immiinofloresan yaklagim ile analizi. Kirmiz1 ok: Test edilen GST etiketli
CCDC84 64-230. aa'nin sematik goriinimii. N: GST-CCDC84 64-230. aa'nin
niikleusta yerlesimi, N=C: GST-CCDC84 64-230. aa'nin niikleus ve
sitoplamada esit dagilimi, C: GST-CCDC84 64-230. aa'nin sitoplamada
yerlesimi. Yesil: GST-CCDC84 64-230. aa, Mavi: DAPI. Bar uzunlugu: 10 um

4.3.4. CCDC84’iin 231-332. aa’leri Arasindaki Bélgenin Hiicre I¢i Yerlesiminin Analizi

CCDC84’iin C-terminalinde 231-332. aa’leri arasinda kalan 102 aminoasitlik
bdlgenin ise HeLa hiicrelerinde yapilan immiinofloresan analiz sonucunda bu bdlgenin %83
oraninda niikleusta, %14 oraninda hem niikleusta hem de sitoplazmada difiiz bir halde ve %3

oraninda sadece sitoplazmada lokalize oldugu goriildii (Resim 12).
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Resim 12. GST-CCDC84 231-332. aa'min HeLa hiicre hattinda hiicre i¢i yerlesiminin
immiinofloresan yaklagim ile analizi. Kirmiz1 ok: Test edilen GST etiketli
CCDCB84 231-332. aa'nin sematik gortiniimii. N: GST-CCDC84 231-332. aa'nin
niikleusta yerlesimi, N=C: GST-CCDC84 231-332. aa'min niikleus ve
sitoplamada esit dagilimi, C: GST-CCDC84 231-332. aa'nin sitoplamada
yerlesimi. Yesil: GST-CCDC84 231-332. aa, Mavi: DAPIL Bar uzunlugu: 10 pm

4.3.5. GST-CCDC84 Xmut Fragmentin Hiicre Ici Yerlesiminin Analizi

CCDC84’in kiigiik parcalar halinde analizi sonucunda cNLS Mapper programinin
vermis oldugu olas1 NLS dizisinin yer aldigi CCDC84’iin N-terminal bélgesinde 1-50. aa’ler
arasindaki bolgenin NLS dizisi olabilecegini destekleyen verilere ulasildi (Resim 4).
Niikleusa lokalize olan 1-50. aa’ler arasinda kalan ve NLS dizilerine 6zgii olan lizin ve
arjinin aminoasitlerinin nispeten yogun olarak bulundugu ve X bdlgesi olarak
adlandirdigimiz 24-36. aa’ler arasinda kalan {i¢ii arjinin ve ikisi lizin aminoasitlerinden
olusan 12 aminoasitlik bolgedeki arjinin ve lizin aminoasitlerinin alanine doniistiiriilmesi ile
olusturdugumuz CCDC84-Xmut’un immiinofloresan analiz sonucunda proteinin %2
oraninda niikleusta, %10 oraninda hem niikleusta hem de sitoplazmada difiiz bir halde, %88

oraninda sadece sitoplazmada lokalize oldugu goriildii (Resim 13).
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Resim 13. GST-CCDC84 Xmut fragmentin HeLa hiicre hattinda hiicre i¢i yerlesiminin
imminofloresan yaklasim ile analizi. Kirmiz1 ok: Test edilen GST etiketli
CCDC84 Xmut’un sematik goriiniimii. N: GST-CCDC84 Xmut’un niikleusta
yerlesimi, N=C: GST-CCDC84 Xmut’un niikleus ve sitoplamada esit dagilimu,
C: GST-CCDC84 Xmut’un sitoplamada yerlesimi. Yesil: GST-CCDC84 Xmut,
Mavi: DAPI. Bar uzunlugu: 10 pm

4.3.6. GST-CCDC84 Ymut Fragmentin Hiicre ici Yerlesiminin Analizi

CCDC84’iin ctNLS Mapper programi tarafindan NLS dizisi olarak 6ngordigii 18-50.
aa’leri arasinda kalan ve NLS dizilerine 6zgii olan lizin ve arjinin aminoasitlerinin nispeten
yogun olarak bulundugu ve Y bolgesi olarak adlandirdigimiz 45-49 aa.’leri arasinda kalan
bolge analiz edildi. Bu bolgedeki 45-49 aa.’ler arasinda kalan ikisi arjinin ve biri lizin
aminoasitlerinden olusan 5 aminoasitlik bolgedeki arjinin ve lizin aminoasitlerinin alanine
dontstiiriilmesi ile olusturdugumuz CCDC84-Ymut’un immiinofloresan analiz sonucunda,
proteinin %82 oraninda niikleusta, %16 oraninda hem niikleusta hem de sitoplazmada difiiz

bir halde, %2 oraninda sadece sitoplazmada lokalize oldugu goriildii (Resim 14).
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Resim 14. GST-CCDC84 Ymut fragmentin HeLa hiicre hattinda hiicre i¢i yerlesiminin
immiinofloresan yaklasim ile analizi. Kirmizi ok: Test edilen GST etiketli
CCDC84 Ymut'un sematik goriiniimii. N: GST-CCDC84 Ymut'un niikleusta
yerlesimi, N=C: GST-CCDC84 Ymut’un niikleus ve sitoplamada esit dagilima,
C: GST-CCDC84 Ymut’un sitoplamada yerlesimi. Yesil: GST-CCDC84 Ymut,
Mavi: DAPIL Bar uzunlugu: 10 um

4.3.7. GST-CCDC84 XmutYmut Fragmentin Hiicre I¢i Yerlesiminin Analizi

CCDC84’iin cNLS Mapper programi tarafindan NLS dizisi olarak 6ngordiigii 18-50.
aa’leri arasindaki bolge iginde yer alan, lizin ve arjinin aminoasitlerince zengin 24-36. aa’ler
ve 45-49. aa’ler arasinda kalan ve “X” ve “Y” bolgesi olarak adlandirilan iki bolgedeki tiim
arjinin ve lizin aminoasitlerini alanine donistiirmesi ile olusturulan memeli akspresyon
vektoriiniin HeLa hiicrelerine transfeksiyonu ve immiinofloresan ile analizi sonucunda;
CCDCB84-XmutYmut proteinin niikleusa lokalizasyon gostermedigi, %5 oraninda niikleusta
ve sitoplazmada difliz bir halde, %95 oraninda ise sadece sitoplazmada lokalize oldugu

goriildii (Resim 15).
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Resim 15. GST-CCDC84 XmutY mut fragmentin HeLa hiicre hattinda hiicre i¢i yerlesiminin
immiinofloresan yaklasim ile analizi. Kirmizi ok: Test edilen GST etiketli
CCDC84 XmutYmut’un sematik goriinimii. N: GST-CCDC84 XmutYmut’un
niikleusta yerlesimi, N=C: GST-CCDC84 XmutYmut’un niikleus ve sitoplamada
esit dagilimi, C: GST-CCDC84 XmutYmut’un sitoplamada yerlesimi. Yesil:
GST-CCDC84 XmutYmut, Mavi: DAPI. Bar uzunlugu: 10 um

Gergeklestirilen immiinofloresan analizler sonucu, CCDC84 iizerinde cNLS Mapper

programinin 6ngdrdiigi 18-50. aa’ler arasindaki bolgenin NLS dizisini tasidigi goriildii
EC EN=C BN

(Sekil 13).
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Sekil 13. Olusturulan fragmentlerin hiicre i¢i lokalizasyon yiizdeleri
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4.4, H2A1A ve H2A1H’nin CCDC84 ile Etkilesiminin Immiinopresipitasyon ile

Dogrulanmasi

Splaysing ile iligskilendirilen CCDC84’iin (33) H2A1A ve H2A1H histon proteinleri
ile etkilesimine yonelik AP ve MS yontemi ile elde edilmis olan 6n verilerin sirasiyla
immiinopresipitasyon ve immiinoblot yontemi ile dogrulanmasi amaglandi. Bu amagla, ilk
asamada FLAG etiketi tasiyan yabanil tip CCDC84’iin kalic1 olarak transfekte edildigi
HEK293 Flp-In hiicrelerine GST-H2A1A proteini gegici olarak transfekte edildi. Bu
deneyde, laboratuvarimizda daha 6nce CCDC84 ile etkilestigi gosterilen TXNL4B proteini
pozitif kontrol olarak kullanildi. Transfeksiyonun ardindan hiicrelerden izole edilen protein
lizatlar, immiinopresipitasyon deneyi 6ncesi proteinlerin anti-FLAG M2 rezinlere spesifik
olmayan etkilesimler ile baglanmasinin engellenmesi i¢in mouse IgG—agaroz ile muamele
edildi. Ardindan, protein lizatlar1 anti-FLAG M2 rezinleri ile immiinopresipite edilerek
CCDC84 ve CCDC841in etkilestigi protein kompleksi ¢ekildi. CCDC84’tin GST-H2A1A
ile etkilesim halinde olup olmadiginin tespiti i¢in anti-FLAG, anti-GST ve anti-a tubulin
antikorlar1 kullanilarak %10’luk poliakrilamid jelde immiinoblot analizleri ger¢eklestirildi.
Analizler sonucu FLAG-CCDC84’iin GST-H2A1A histon proteini ile etkilesmedigi goriildii
(Resim 16). ikinci asamada, FLAG etiketi tastyan yabanil tip CCDC84’iin kalic1 olarak
transfekte edildigi HEK293 Flp-In hiicrelerine GST-H2A1H proteini gegici olarak transfekte
edildi. TXNL4B proteini ise pozitif kontrol olarak kullanildi. FLAG-CCDC84 ile GST-
H2ATH histon proteinleri arasinda etkilesimin var olup olmadig1 ayn1 yontemler kullanilarak
analiz edildi. Analizler sonucu FLAG-CCDC84’iin GST-H2A1H ile etkilesmedigi goriildii
(Resim 17).
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CCDC84 ile histon proteinleri H2A1A ve H2A1H arasindaki etkilesimin var olup
olmadig1 GST baglayici protein bagli boncuklar olan GST-Trap A kullanilarak sirasiyla
immiinopresipitasyon ve immiinoblot analizleri ile test edildi. GST-H2A1A ve GST-H2A1H
proteinleri HEK293 hiicrelerine gegici olarak transfekte edilirken GST-TXNL4B proteini
pozitif kontrol olarak kullanildi. Transfeksiyonun ardindan hiicrelerden izole edilen protein
lizatlart GST-Trap_A rezinler iizerinden gegirilerek immiinopresipite edildi ve CCDC84 ve
CCDC841in etkilestigi protein kompleksi ¢ekildi. CCDC84’iin GST-H2A1A ile etkilesim
halinde olup olmadiginin tespiti i¢in anti-CCDC84, anti-GST ve anti-o tubulin antikorlari
kullanilarak %10’luk poliakrilamid jelde immiinoblot analizleri gerceklestirildi. Analizler
sonucu GST-H2A1A ve GST-H2A1H’nin endojen CCDC84 ile etkilesmedigi goriildii.
(Resim 18).
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Resim 18. Endojen-CCDC84 ile GST-H2A1A ve GST-H2A1H arasindaki olasi etkilesimin
immiinopresipitasyon ile analizi. Wt: Yabanil Tip, IP: Iimmiinopresipitasyon, IB:
Immiinoblot.

Tiim bu analizler sonucu CCDC84’lin histon proteinleri H2A1A ve H2AIH ile

arasindaki olasi etkilesimlere yonelik 6n veriler dogrulanamadi.
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu tez ¢alismasi ile ilk kez grubumuz tarafindan mutasyonu MPD ile iligkilendirilen
ve splaysingin temel bilesenlerinden biri olan PRPF3 ile dogrudan etkilestigi gosterilen (33)
CCDC84’1in NLS dizisi ve histon proteinleri H2A1A ve H2A1H arasindaki olasi etkilesimi
aragtirtldi.  CCDC84’tin  niikleusta lokalizasyonuna yonelik verilere CCDC84’iin
fonksiyonunu tanimlamaya yonelik grubumuz tarafindan yiiriitilen bir doktora tezi
calismasi kapsaminda ulasilirken (33), CCDC84’iin histon proteinleri H2A1A ve H2A1H
ile etkilesim igerisinde olabilecegi yoOniindeki On veriler ise CCDC84’iin etkilesim
partnerlerinin arastirildizi TUBITAK tarafindan desteklenen 114Z883 no’lu proje
kapsaminda gerceklestirilen AP ve MS analizleri ile elde edildi.

Splaysing, 300’{in tizerinde proteinin gorev aldigi kompleks bir mekanizma olup (2-
4), mRNA transkripsiyonu, transport ve translasyon dahil olmak iizere gen diizenleyici
mekanizmalar ile etkilesim icindedir. Splaysing ile diizenleyici mekanizmalar arasindaki
iligki hakkinda bilgilerin elde edilmesi hiicre farklilagmasi, gelisim ve hastaliklarin
molekiiler mekanizmalar1 gibi temel biyolojik siiregleri aydinlatmaya katki saglayacaktir
(30). Splaysingde rol oynayan birgok protein farkli hiicresel siireg ile iliskilendirilmistir (5,
6). PTB iliskili splaysing faktor PSF’nin, transkripsiyon, topoizomeraz aktivitesi, niikleer
RNA retansiyonu ve DNA rekombinasyonu gibi siire¢lerde rol oynadigi gosterilmistir (129-
135). Splaysing ile iliskili proteinler niikleus, sitoplazma ve sentrozom gibi ¢esitli hiicre i¢i
bolgelerde lokalizasyon gostermekte (7-11) ve bu sayede splaysingin diizenlenmesinde
kritik rol oynamaktadir (10, 12-17). Splaysing faktor ASF/SF2 ile iliskili bir protein olan
p32, ASF/SF2'nin hem fosforilasyonunu hem de pre-mRNA'ya baglanmasini inhibe ederek
splaysingi diizenlemekte (17), mitokondride ve sitoplazmada lokalizasyon gostermektedir
(9). ASF/SF2 ise niikleus ve sitoplazma arasinda mekik yaparak splaysingde fonksiyonel
gorev almaktadir (10). Apoptozis ve splaysing iligkili protein kompleksi bilesenleri olan
SAP18 ve RNPSI ise niikleus ile sitoplazma arasinda yer degistirerek birbirlerinin alternatifi
olarak islev gérmektedir (38). HnRNPA1, niikleer ve sitoplazmik bélmeler arasinda mekik
hareketi yapan diger bir splaysing proteindir (39). SnRNP’lerin biyogenezinde gorevli
proteinlerin ve snRNA’larin sitoplazma ve niikleus arasinda transportu splaysingdeki
kompleks mekanizmalardan biridir (Sekil 3). Bu siiregte snRNA'lar ilk olarak sitoplazmaya

tasinmakta ve burada niikleusa geri aktarilmadan once ek olgunlasma asamalari
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gecirmektedir (12-16). SnRNP’lerin niikleusa transportu ise snurportin (40) ve importin 3
ile gergeklesmektedir (41).

Proteinlerin fonksiyonlarinin aydinlatilmasi kapsaminda, proteinlerin hiicre igi
yerlesimlerinin ve etkilestigi proteinlerin belirlenmesi, fonksiyonel dizilerinin (motiflerin
veya domainlerin) tanimlanmasi biiyiik Onem tasimaktadir (170-175). Niikleus ve
sitoplazma arasinda gergeklesen transport; hiicre cogalmasi, transformasyonu, tiimoérogenez
ve sinyal transdiiksiyonu gibi bir¢ok hiicresel siireg ile iliskilidir (19, 20). Niikleer transport,
spesifik lokalizasyon sinyal dizilerinin rol oynadig1 (18) NPC boyunca aktif ve segici bir
mekanizma aracilig1 ile meydana gelmektedir (51). Ozellikle niikleer proteinlerin niikleusa
transportu i¢in gerekli olan ve tastyici proteinlere baglanmaya aracilik eden NLS dizilerinin
tanimlanmasi protein fonksiyonlarinin aydinlatilmasina katki saglamaktadir (37). Ayrica,
proteinlerin niikleusa transport siireci, hastaliklarin tedavisinde etkili bir yol olabilir (22). Bu
dogrultuda niikleer transportun etkinligini artirmaya yonelik caligmalarda NLS'ler
kullanilmakta (23, 24), NLS'ler tizerindeki modifikasyonlarin hedeflenmesi ile spesifik ilag
dagitim yontemleri gelistirilmektedir (25-28). Niikleer transport mekanizmalar1 hakkinda
gelecekte gerceklestirilecek bir¢cok calisma hastaliklarin  tedavi siireglerine katkilar

saglayacaktir (29).

Yakin ge¢cmiste yapilan calismalar ile CCDC84’lin niikleusta ve sentrozomun
proksimal ucunda lokalize oldugu ve sentrozom duplikasyonunun diizenlenmesinde rol
aldig1 bildirilmistir (163). Daha 6nce grubumuz tarafindan yiiriitiilen ¢aligmalar kapsaminda
da CCDC84’1in niikleusta lokalize oldugu immiinofloresan ¢alismalar ile gosterilmistir (33).
Proteinlerin niikleusa transportunda proteinlerin iizerinde yer alan NLS dizileri ve bu dizileri
taniyan spesifik transport reseptorleri rol oynar (54). Ancak, hiicre niikkleusunda yerlesim
gosteren biitiin proteinlerin tizerinde NLS dizisi bulunmamaktadir. NLS icermeyen bazi
proteinlerin niikleusa tasinabilecegini destekleyen birgok kanit vardir (200-202). Bazi
proteinler ise, “piggyback mekanizmasi” olarak da adlandirilan, fonksiyonel bir NLS dizisi
igeren proteinlerle etkilesimleri yoluyla niikleusa taginabilmektedir (82, 202, 203). Bir¢ok
protein ise kanonikal NLS dizilerinden farkli olarak kargo proteinin importin 32 ile dogrudan
etkilesimine aracilik eden kanonikal olmayan PY-NLS dizileri tasir (54, 83). Bu proteinlerin
bazilari, ribozomal proteinler, CREB, HTLV-1 protein Rex, PTHrP, siklin B1, TRF (54),
SREBP-2 (102), GAL4 (103), HIV-1 Rev ve Tat retroviral proteinleridir (104). ilging bir

sekilde, Hrpl ve Nab2 maya proteinlerinde tanimlanan arjinin-glisin bakimindan zengin
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NLS dizileri ve M9 olarak adlandirilan hnRNPAT1 proteininin glisin ve asparajin bakimindan
zengin NLS dizisinin de PY-NLS ile ayn1 6zelliklere sahip oldugu ve kanonikal olmayan
NLS dizileri tasidigr gosterilmistir (39, 57, 100). Proteinlerin ¢ogu importin [ aracili
mekanizmalar ile NPC yoluyla niikleusa tasiirken, bazi protein i¢in ise farkli niikleer
transport mekanizmalar tarif edilmistir. Importin B bagimsiz bu mekanizmalar, kalsiyum
baglayict proteinler kalmodulin ve kalretikulin gibi alternatif tasiyicilar ile transportu ve
transport reseptorlerden bagimsiz olarak NPC bilesenleri ile dogrudan etkilesimin aracilik
ettigi transportu icerir. Bir¢ok protein ise birden fazla mekanizma ile niikleusa tasmir. Bu
niikleer transport siire¢lerinin, bir yolun inhibe edildigi durumlarda hiicresel fonksiyonlarin
korunmasini saglayabilecegi One siiriilmistiir (80). Kalmodulinin, importin ’nin NLS
dizisine baglanmasimna benzer bir sekilde, spesifik dizilere baglanarak SRY ve SOX9
transkripsiyon faktorlerinin niikleer transportunda rol aldigi gosterilmistir (81). Bazi
proteinler ise, reseptor proteinlerine ihtiyag duymadan niikleusa taginabilmekte ve kargo
proteinin FG nup'lara dogrudan baglanmasiyla reseptérden bagimsiz proteinin niikleer
transportu gergeklesebilmektedir. Importin o transport reseptdrleri ile yapisal olarak
benzerlik gdsteren B-katenin gibi ARM tekrarlarina sahip proteinler, NPC'ye dogrudan
baglanarak importin f’dan bagimsiz bir sekilde niikleusa tasinabilmektedir (82). Bununla
birlikte, STAT1 proteinin primer dizisi fonksiyonel kanonikal bir NLS dizisi igermez.
STAT1’in yapisinda yer alan bazik rezidiiler, STAT1’in dimerizasyonu ile importin o
tarafindan taninan bir kanonikal NLS dizisi olusturur ve STAT1’in niikleusa transportunda
rol oynar (204). Bu asamada, CCDC84’iin niikleusa yerlesiminin hangi mekanizma ile
saglandigi bilinmemektedir. Yapmis oldugumuz in-silico analizler sonucunda CCDC84’iin
tizerinde 18 ile 50. aa’ler arasinda kalan bolgede bir NLS dizisinin olabileceginin tespit
edilmesi (Resim 4), bir protein kompleksine ihtiyag duymadan niikleer transport
mekanizmalar ile niikleusa taginabilecegini gdstermektedir. Ancak, bu analiz programlari,
farkli proteinlerden elde edilen verileri degerlendirerek tahminde bulunmakta ve yanlig
sonuglar verebilmektedir (126, 127). Bu nedenle, in-silico analiz sonug¢larmin deneysel

caligmalarla dogrulanmalar1 gerekmektedir (128).

Proteinlerin tizerindeki NLS dizilerinin tanimlanmasina yonelik olarak kullanilan
temel yaklasim, proteinin parcalar halinde, bilinen bir etiketle hiicrede eksprese ettirilerek
immiinofloresan yontem ile takip etmektir (179, 197-199). Bu dogrultuda, CCDC84
proteininin tamami ve Ortlisen dort farkli bolgesi (Sekil 12D-G) klonlandi ve HeLa

hiicrelerinde eksprese ettirilerek immiinofloresan yontemle takip edildi (Resim 8-12). GST
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etiketi ile fiizyon halindeki CCDC84’{in tamamini ve 1-50. aa’leri arasinda kalan bolgeyi
eksprese eden vektorlerle transfekte edilen hiicrelerin %90’1nda proteinin niikleusta lokalize
oldugu goriildii (Resim 8, 9). Bununla birlikte, 231-332. aa’ler arasinda kalan N-terminal
bolgenin %83 oraninda niikleusta lokalize oldugu goriildii (Resim 12). Buna karsin, 231-
332. aa arasinda kalan N-terminal bolgeyi de i¢ine alan 51-332. aa’ler arasinda kalan
bolge %S5 oraninda niikleusta goriiliirken (Resim 10), 64-230. aa’ler arasinda kalan bolgenin
niikleusa hi¢ tagmmadigr gortldii (Resim 11). Tam boyut GST-CCDC84, endojen
CCDC84’¢e kiyasla diisiik oranda da olsa bazi hiicrelerde niikleusta ve sitoplazmada difiiz
halde, baz1 hiicrelerde ise sadece sitoplazmada goriildii. Proteinlerin hiicre icinde fazladan
eksprese ettirilmesi veya incelenecek proteine GST gibi biiyiik boyutlarda bir kuyrugun
eklenmesi proteinlerin hiicre i¢cinde yanlis bir sekilde lokalize olmasina neden olabilmektedir
(205, 206). Calismada kullandigimiz 26 kDa molekiiler agirligindaki GST etiket proteininin
sitoplazma ve niikleusta esit bir sekilde difiiz yerlesim gostermesine ragmen tam boyuttaki
CCDC84’tin GST ile fiizyonunun %90 oraninda niikleusa yerlesim gostermesi, CCDC84’iin
niikleusa lokalizasyon gosterdigini dogrulamaktadir. Bu sonuclar, yakin ge¢miste,
CCDC84’in niikleusta lokalize oldugunu gosteren ¢alisma (207) ile tutarlilik gosterirken,
26 kDa molekiiler agirligindaki GST nin, CCDC84’iin NLS dizisinin arastiritlmasinda etiket
olarak kullanilabilecegini de gostermistir. CCDC84’{in analiz edilen dort fragmentinden 1-
50. aa’ler arasinda kalan ve in-silico analizlarinde isaret ettigi 18-50. aa’ler arasini kapsayan
bolgenin de %90 oraninda niikleusta lokalize olmasinin (Resim 9) yani sira, 231-332. aa’ler
arasinda kalan bolge de %83 oraninda niikleusta lokalizasyon gostermistir (Resim 12). Bu
bolgenin, niikleusta yerlesim gostermeyen 51-332. aa’ler arasinda kalan bolgenin iginde yer
almasindan dolay1; bu durum yanlis pozitiflik olarak degerlendirildi. Kiiciik parcalar halinde
eksprese ettirilen proteinlerin ii¢ boyutlu yapilarini kazanirken, protein iizerinde bir araya
gelen dizilerin veya proteinin yiizeyine taginan dizilerinin niikleer lokalizasyon dizilerini
taklit edebildikleri bilinmektedir (179). Bu durum, CCDC84’iin sitoplazmada etkilestigi
proteinlere bagli olarak kazandigi yeni konformasyon ile C-terminalde arjinin ve lizin
aminoasitlerinin yer aldigi bir diziyi agiga cikararak, bu dizinin proteinin niikleusa
transportunda  katki saglayabileceginin yam1 sira niikleusa transport siirecini
giiclendirebilecegi fikrini de desteklemektedir. Bu noktadan hareketle, CCDC84’iin N-
terminalindeki 1-50. aa’leri arasinda kalan bdlgenin proteinin niikleer transportuna aracilik

eden temel diziyi icerdigi diisliniilerek bu bolgeye odaklanilmistir.
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Kanonikal NLS dizileri arjinin ve lizin aminoasitleri bakimindan zengin tek bir
kiimeden olusabildikleri gibi aralarinda yaklasik 10-12 aminoasitlik baglayici bir dizi olan
iki farkli aminoasit kiimesinden de olusabilmektedir (84, 90). Ancak, tanimlanan bir¢ok
kanonikal NLS dizisinde aminoasit kiimeleri arasinda farkli uzunlukta baglayici dizilerin
bulundugu goriilmiistiir. Ayrica, ikiden fazla bazik aminoasit kiimesi de farkl
uzunluklardaki baglayic1 diziler ile NLS dizisini olusturabilmektedir (88, 89). Tek bir
kiimeden olugsan NLS dizileri importin a'nin 2-4 ARM tekrarlar1 tizerinde bulunan major
NLS baglanma bolgesine baglanirken, iki farkli aminoasit kiimesinden olusan NLS dizileri
ise importin a'nin 2-4 ARM tekrarlar1 iizerinde bulunan major ve 6-8 ARM tekrarlari
tizerinde bulunan mindr NLS baglanma bolgelerine baglanir (64, 114, 115). Son zamanlarda
yapilan calismalarda bir¢ok protein lizerinde farkli kanonikal NLS dizileri tanimlanmistir
(85-89). Inssilico analizler ile CCDC84 tizerinde belirlemis oldugumuz 18-50. aa’ler arasinda
kalan 33 aminoasitlik dizi icerisindeki arjinin ve lizin aminoasitlerinin yogun olarak
goriildiigi bolgedeki aminoasitler degistirilerek (Sekil 11), bu bolgenin niikleusa transportu
lizerindeki etkisi test edildi. Ozellikle “X” olarak tanimlanan bolge igindeki 24, 28 ve 36.
pozisyonlarindaki arjinin aminoasitleri ve 25 ve 31. pozisyonlarindaki lizin aminoasitlerinin
niikleer lokalizasyon i¢in giiclii bir sekilde belirleyici oldugu goriiliirken, X bolgesi ile sekiz
aminoasitlik bir baglayici dizi ile ayrilan ve Y bdlgesi olarak tanimlanan bolge i¢indeki 45
ve 49. pozisyonlardaki arjinin ve 46. pozisyondaki lizin aminoasitlerinin X bolgesine gore
cok daha zayif bir etki ettigi goriildii. Kanonikal NLS'ler tipik olarak pozitif ytkli
aminoasitlerden olusur, ancak bu aminoasitlerin hepsi NLS fonksiyonuna esit katkida
bulunmaz (89). Bir¢ok protein yapisinda iki farkli aminoasit kiimesinden olusan NLS dizisi
bulundurmakta, niikleer lokalizasyondan sorumlu olan bu kiimeler proteinlerin niikleusa
transportuna esit katkida bulunmamaktadir. Aminoasit kiimelerinden biri siirece giiglii bir
sekilde katki saglarken diger aminoasit kiimesi ise siirece cok daha zayif bir sekilde katkida
bulunmaktadir (88, 179). CCDC84’lin 18-50. aa’ler arasinda kalan aminoasit diziliminin
importinler tarafindan tanman kanonikal NLS dizilerine benzer arjinin ve lizin
kompozisyonu bu bélgenin protein i¢in iki farkli aminoasit kiimesinden olusan kanonikal bir
NLS dizisi oldugunu isaret etmektedir. Ayrica, MS yaklagimlar1 ile CCDC84’iin importin o
smifina ait importin-4, importin-5, importin-7, importin-9 ile etkilesim halinde olabilecegi
gosterilmistir (163). CCDC84’iin importin o proteinleri ile etkilesim halinde olabilecegine

dair analizler ve bu tez ¢aligmas1 kapsaminda elde ettigimiz bulgular CCDC84{in kanonikal
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niikleer transport mekanizmalart ile niikleusa tagindigini ortaya koyan giiclii kanitlar olarak

degerlendirilmistir.

Niikleer transport, niikleer proteinler ve transport reseptorleri arasindaki
etkilesimlerin modiile edilmesi ile diizenlenmektedir (94). NLS dizisindeki post-
translasyonel modifikasyonlar (PTM’ler), niikleer transportun ve kargo proteininin hiicre i¢i
lokalizasyonunun  diizenlenmesinde rol oynar (208-211). Niikleer transportun
diizenlemesinde en yaygin PTM’lerden biri lizin asetilasyonudur (212-219). Ku70'in
niikleusa transportunun, NLS dizisindeki spesifik lizin aminoasitlerinin asetilasyonu ile
kontrol edildigi (209), TyrRS’nin NLS dizisinin asetilasyonunun oksidatif stres altinda
proteinin niikleer taginmasini arttirdigi (210), H3 ve H4 histon proteinlerinin NLS dizilerinin
asetilasyonunun niikleer transportu tegvik ettigi (211) gosterilmistir. CCDC84'tin NLS dizisi
icinde kalan 31. pozisyondaki lizin aminoasidi (K31) asetillenerek modifiye edilmektedir.
Asetilasyon o6zellikle hiicre dongiisiiniin G1 ve M evresinde artis gosterirken, S ve G2
evrelerinde CCDC84 iizerindeki asetil gruplart uzaklastirilmaktadir. Bununla birlikte,
CCDC84 yogun olarak niikleusta lokalizasyon gosterirken (Resim 5), CCDC84’tin K31
pozisyonunun deasetile formu sentrozomda yigilma gostermektedir. CCDC84’iin K31
pozisyonundan asetillasyonu ise sentrozomal lokalizasyonu azaltmaktadir (163). Bu durum,
CCDCB84’1in splaysing ile birlikte sentrozom tlizerinden hiicre dongiisiiniin yonetilmesinde
de rol aldigimi ve bu iki farkli gérevin NLS dizisi iizerindeki asetileasyonla yonetildigini

gostermektedir.

Diger taraftan, kanonikal NLS dizisi ile niikleusa yerlesimini dogruladigimiz
CCDC84’iin, sentrozomun proksimal ucunda lokalize oldugunu (163) dogrulamaya yonelik
gergeklestirdigimiz ¢alisma sonucunda CCDC84’iin sentrozomal markir olan perisentrin ile
sentrozomda birlikte yerlesim gosterdigi, yerlesimin perisentrine kiyasla daha genis bir alana
dagilim gosterdigi tespit edildi (Resim 6). NLS dizisi tasiyan niikleer bir proteinin
sentrozomda lokalizasyon gostermesi ve sentrozomal proteinler ile etkilesmesi, niikleer
proteinlerin sentrozomun fonksiyonunun diizenlenmesinde rol oynayabilecegini (163, 220-
223) ve lizerinde niikleustan sitoplazmaya tasinmasinda rol oynayan niikleer eksport
sinyallerinin yer alabilecegini gostermektedir (224-228). CCDC84’iin niikleusa
lokalizasyonunun yani sira sentrozomda ve bir miktar sitoplazmada lokalizasyon gostermesi

CCDC84’1in niikleer eksport sinyal dizisi tagiyabilecegini isaret etmektedir.
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Splaysing, cok sayida proteinin katildig1 kompleks bir mekanizma olup bu siiregte
300’lin lizerinde proteinin gorev alabilecegi ifade edilmektedir (2-4). In silico analizler bu
proteinlerin 6nemli bir kisminda NLS dizisi olabilecegini gosterirken bunlardan ¢ok az1 1slak
laboratuvar ¢alismalari ile dogrulanmistir (229, 230). Bunun disinda NLS dizisi tasimayan
ve splaysing i¢in kritik 6neme sahip splaysing faktor olan USP4, etkilesim partneri SART3
araciligr ile niikleusa tasinmakta, SART3’iin NLS dizisi ¢ikarildiginda ise USP4’iin
niikleusa tasinmasi engellenmekte ve deubikuitinaz aktivitesi yerine getirilememektedir
(203). Gelinen asamada, splaysing siirecinde gorev alan proteinlerin yapilarindaki NLS
dizileri araciligiyla niikleusa transportu ile NLS dizisine sahip olmadan araci proteinlerle
niikleusa transportlarina dair splaysing siirecinin daha ileri diizeyde anlasilmasina katki
saglayacak ayrmtili bilgi bulunmamaktadir. Splaysing ile iligkili proteinlerin niikleusa
transportu stirecinin aydinlatilmasinda ve fonksiyonlarimin karakterizasyonunda NLS
dizilerinin belirlenmesi anahtar rol oynamaktadir. CCDC84 {izerinde tanimlanan NLS
dizisinin, gelecekte ortaya konulacak yeni verilerle birlestirildiginde splaysing siirecinin
daha iyi anlasilmasina ve iliskili oldugu hastaliklarin tedavisine katki saglayabilecegini

diisiinmekteyiz.

Splaysing ile iliskili bir protein olan (33) ve sentrozom duplikasyonunda rol alan
CCDCB84, sadece sentrozomda lokalize olan birgok tipik sentrozomal proteinden farkli
olarak hem sentrozom hem de niikleusta lokalizasyon gdstermektedir (163). CCDC84’iin
hiicre ici lokalizasyonuna benzer sekilde hem sentrozomda hem de niikleusta lokalize olan,
splaysing ve sentrozom ile iliskili proteinler tanimlanmustir (11, 43, 48). Sentrozomda
lokalize ve sentrozomun temel bir bileseni olan NEK2 (42-45), mitotik hiicrelerde sentrozom
ayrilmasinda, bipolar ig olusumunda ve mayotik hiicrelerde kromatin yogunlagmasinin
kontroliinde rol oynayan bir protein kinazdir. NEK2; CROCC, CEP250 ve NINL gibi
sentrozomal proteinleri fosforilleyerek bipolar ig ve yiiksek dogrulukta kromozom ayrilmasi
icin gerekli olan sentrozom bdliinmesinin diizenlenmesinde, NDC80'in fosforilasyonu
yoluyla mitozda kinetokor mikrotiibiil baglanma stabilitesinin diizenlenmesinde, CDC20 ve
MAD2L1'in fosforilasyonu yoluyla ise mitotik kontrol noktasi protein kompleksinin
diizenlenmesinde rol oynar. Ayrica; NEK2, MAD2L1'in kinetokora ve MAPK1 ve NPM1'in
sentrozoma lokalizasyonu igin gereklidir (46). Bunun yanindan NEK2, onkogenik splaysing
faktor olan SRSF1 ile niikleer benekler i¢inde birlikte lokalize olmakta ve SRSF1°1 fosforile
ederek, SRSF1’in aktivitesini ve SRSF1'in hedefi olan genlerin alternatif splaysingini

diizenlemektedir (47). NEK2'min hiicre niikleusunda spesifik splaysing faktorleri ile
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etkilesime girdigi, NEK2’nin alternatif splays varyanti olan NEK2A’nin SRSF1, hnRNPAL,
hnRNPF ve SAMG68 gibi splaysing regiilator proteinlerle etkilestigi gosterilmistir (47). Hem
niikleusta hem de sentrozomda lokalize olan bir baska splaysing ile iliskili protein ise RNA
baglayict protein RBM8A’dir (11, 48). RBMB8A, niikleustaki mRNA'larin ekzon-ekzon
baglantilarinin yakininda baglanan ve “exon junction complex (EJC)” olarak adlandirilan
(231-233) kompleksin eIF4AIIl, MLN51 ve Magoh ile birlikte ¢ekirdek bilesenidir (38, 234,
235). EJC, pre-mRNA splaysing ve splaysing sonrasi gerceklesen olaylar arasindaki
baglantiy1 saglar. Ornegin, mRNA'ya baglanan EJC bilesenleri translasyonu arttirir (49).
RBMSA, splaysingdeki gorevinin yani sira dogrudan sentrozomda RBMS8A-Magoh
kompleksinde yer alarak (11, 48) hiicre bolinmesinin diizenlenmesinde (136, 137) ve
sentrozom proliferasyonunda rol oynamaktadir (138). CCDC84’iin hem niikleusta ve hem
de sentrozomda lokalizasyonu ve splaysing ile sentriol duplikasyonunda rol oynamas1 her
iki slire¢ arasindaki iliskinin aydinlatilmasinda yeni bir bakis agisi olusturmaktadir.
Sentrozomlarin, mikrotiibiillerin hiicre i¢i organizasyonunun diizenlemesinde ve
kromozomlarin yeni hiicrelere dagitilmasinda (236), hiicre motilitesi, hiicre i¢i
sinyalizasyon, adhezyon, mikrotiibiil hiicre iskeleti tarafindan protein trafiginin
koordinasyonu ve polarite kazaniminda (237), gelisim ve DNA hasar cevap yollariyla iligkili
stiregclerde rol almast (238) CCDCS84’tin de bu siiregler ile iligkili olabilecegini
desteklemektedir.

Splaysing ile transkripsiyon ve kromatin organizasyonunun hiicrede birbirleri ile
etkilesim halinde olmasi1 (30), ozellikle splaysingin kromatin ve transkripsiyon
mekanizmalari {izerinde rollerinin tanimlanmasi (31), splaysing ve kromatin yapist arasinda
kompleks bir iligki oldugunu gostermektedir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda ikinci olarak,
splaysing ile iligkilendirilen CCDC84’iin (33) histon proteinleri H2A1A ve H2A1H ile olas1
etkilesimleri hakkindaki MS analizi ile elde edilen 6n verilerin dogrulanmasi ve bu sayede
splaysing ile kromatin arasinda yeni bir etkilesimin varliginin ortaya ¢ikartilmas1 amaclandi.
Bu amagcla gergeklestirilen immiinopresipitasyon analizleri sonucu CCDC84 ile histon
proteinleri H2A1A ve H2AI1H arasindaki olast etkilesimlere yonelik on veriler

dogrulanamada.

Protein-protein etkilesimleri neredeyse tiim hiicresel siiregler i¢in gereklidir. Bu
siireclerin aydinlatilmasinda protein-protein etkilesimlerin tanimlanmasi kritik bir adimdir

(239). MS’nin immiinopresipitasyon deneyleri ile birlestirilmesi, protein kompleksi
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elemanlarinin tanimlanmasina olanak saglamaktadir (240-243). Ancak, bu yaklagimlarda her
zaman spesifik tanimlamalar elde edilememekte ve yanlis pozitif sonuglar goriilebilmektedir
(244-248). MS ile elde edilen RBM17 ile SF3B3 ve PRPF6 arasindaki olasi protein-protein
etkilesimleri immiinopresipitasyon deneyleri ile dogrulanamamustir (249). Ayrica, histon
proteinleri, hnRNP proteinleri, 1s1 soku proteinleri, ribozomal proteinler, aktin, tubulin,
DEAD kutusu proteinleri gibi c¢esitli hiicresel proteinlerin protein A/G boncuklarina ve
sepharose matrisine baglanmasi nedeniyle protein etkilesim ¢alismalarinda spesifik olmayan
etkilesimler olarak kabul edilebilecegi bildirilmektedir (250, 251). Ek olarak, histon
proteinlerinin niikleik asitler ve diger hiicresel bilesenlerle kolayca spesifik olmayan
etkilesimler yapabilecegini (252), H2A ailesinin birgok iiyesinin yiiksek dizi homolojisine
sahip oldugunu (253) ve bundan dolayr MS bazli yontemlerde H2A histon proteinlerinin
tanimlanmasinda yanlis pozitifliklerin olabilecegi bildirilmistir (254). Literatiirdeki bu
veriler dogrultusunda CCDC841in histon proteinleri H2ZA1A ve H2A1H ile arasindaki olas1
etkilesimlerin spesifik olmayan etkilesimler olabilecegi ve deterjan, buffer igerigi, yikama
kosullar1 gibi immiinopresipitasyon asamalarinin bu spesifik olmayan etkilesimleri ortadan

kaldirabilecegi (240) diisiiniilmektedir.

Sonug olarak, CCDC84’iin 18-50.aa’leri arasinda yer alan ve iki farkli bazik
aminoasit kiimesinden olusan kanonikal bir NLS dizisi tasidig1 gosterildi ve NLS dizisinde
yer alan niikleer lokalizasyon i¢in kritik dneme sahip arjinin ve lizin aminoasitleri belirlendi.
Boylelikle, CCDC84’iin kanonikal niikleer transport mekanizmasi ile niikleusa tagindigini
ortaya koyan gii¢lii kanitlar elde edildi. Ayrica, CCDC84’iin histon proteinleri H2ATA ve
H2A1H ile arasindaki olasi etkilesim kullanilan mevcut yontemler ile dogrulanamadi ve
olasi etkilesimin yanlis pozitiflik olabilecegi diisliniildii. Bu tez ¢calismasi sonucu elde edilen
bulgularin ve ileride yapilacak detayli ¢caligmalarin, CCDC84’iin niikleer lokalizasyonunda
rol oynayan mekanizmalarin ayrintili bir sekilde belirlenmesine, CCDC84’iin NLS dizisinde
meydana gelebilecek mutasyonlarin kritik aminoasitlerde olusturacagi degisimler ile iligkili
olarak tanimlanacak hastaliklarin molekiiler mekanizmalarinin arastirilmasina ve tedavisine,
splaysing ve sentrozom mekanizmalar1 arasindaki yeni baglantilarin tanimlanmasina ve
farkli hiicresel siireglerdeki rollerinin aydinlatilmasma katkilar saglayabilecegi

kanaatindeyiz.

80



6. KAYNAKLAR

1.

10.

11.

12.

13.

De Conti L, Baralle M, Buratti E (2013). Exon and intron definition in pre-mRNA
splicing. Wiley Interdiscip Rev RNA 4: 49-60.

Patel AA, Steitz JA (2003). Splicing double: insights from the second spliceosome.
Nat Rev Mol Cell Biol 4: 960-970.

Hegele A, Kamburov A, Grossmann A, Sourlis C, Wowro S, Weimann M, Will CL,
Pena V, Luhrmann R, Stelzl U (2012). Dynamic protein-protein interaction wiring of
the human spliceosome. Mol Cell 45: 567-580.

Matera AG, Wang Z (2014). A day in the life of the spliceosome. Nat Rev Mol Cell
Biol 15: 108-121.

Hoskins AA, Moore MJ (2012). The spliceosome: a flexible, reversible
macromolecular machine. Trends Biochem Sci 37: 179-188.

Wahl MC, Will CL, Luhrmann R (2009). The spliceosome: design principles of a
dynamic RNP machine. Cell 136: 701-718.

Peng R, Dye BT, Perez I, Barnard DC, Thompson AB, Patton JG (2002). PSF and
p54nrb bind a conserved stem in U5 snRNA. RNA 8: 1334-1347.

Dye BT, Patton JG (2001). An RNA recognition motif (RRM) is required for the
localization of PTB-associated splicing factor (PSF) to subnuclear speckles. Exp Cell
Res 263: 131-144.

Brokstad KA, Kalland KH, Russell WC, Matthews DA (2001). Mitochondrial protein
p32 can accumulate in the nucleus. Biochem Biophys Res Commun 281: 1161-1169.
Caceres JF, Screaton GR, Krainer AR (1998). A specific subset of SR proteins shuttles
continuously between the nucleus and the cytoplasm. Genes Dev 12: 55-66.

Ishigaki Y, Nakamura Y, Tatsuno T, Hashimoto M, Iwabuchi K, Tomosugi N (2014).
RNA-binding protein RBMB8A (Y14) and MAGOH localize to centrosome in human
A549 cells. Histochem Cell Biol 141: 101-109.

Jae N, Preusser C, Kruger T, Tkacz 1D, Engstler M, Michaeli S, Bindereif A (2011).
SnRNA-specific role of SMN in trypanosome snRNP biogenesis in vivo. RNA Biol 8:
90-100.

Palfi Z, Jae N, Preusser C, Kaminska KH, Bujnicki JM, Lee JH, Gunzl A, Kambach
C, Urlaub H, Bindereif A (2009). SMN-assisted assembly of snRNP-specific Sm cores
in trypanosomes. Genes Dev 23: 1650-1664.

81



14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

Boon KL, Grainger RJ, Ehsani P, Barrass JD, Auchynnikava T, Inglehearn CF, Beggs
JD (2007). Prp8 mutations that cause human retinitis pigmentosa lead to a U5 snRNP
maturation defect in yeast. Nat Struct Mol Biol 14: 1077-1083.

Tkacz ID, Lustig Y, Stern MZ, Biton M, Salmon-Divon M, Das A, Bellofatto V,
Michaeli S (2007). Identification of novel snRNA-specific Sm proteins that bind
selectively to U2 and U4 snRNAs in Trypanosoma brucei. RNA 13: 30-43.

Murphy MW, Olson BL, Siliciano PG (2004). The yeast splicing factor Prp40p
contains functional leucine-rich nuclear export signals that are essential for splicing.
Genetics 166: 53-65.

Petersen-Mahrt SK, Estmer C, Ohrmalm C, Matthews DA, Russell WC, Akusjarvi G
(1999). The splicing factor-associated protein, p32, regulates RNA splicing by
inhibiting ASF/SF2 RNA binding and phosphorylation. EMBO J 18: 1014-1024.
Macara IG (2001). Transport into and out of the nucleus. Microbiol Mol Biol Rev 65:
570-594.

Fried H, Kutay U (2003). Nucleocytoplasmic transport: taking an inventory. Cell Mol
Life Sci 60: 1659-1688.

Gama-Carvalno M, Carmo-Fonseca M (2001). The rules and roles of
nucleocytoplasmic shuttling proteins. FEBS Lett 498: 157-163.

Marshall KS, Zhang ZY, Curran J, Derbyshire S, Mymryk JS (2007). An improved
genetic system for detection and analysis of protein nuclear import signals. BMC Mol
Biol 8: 6.

Kosyna FK, Depping R (2018). Controlling the gatekeeper: Therapeutic targeting of
nuclear transport. Cells 7: 221.

Escriou V, Carriere M, Scherman D, Wils P (2003). NLS bioconjugates for targeting
therapeutic genes to the nucleus. Adv Drug Deliv Rev 55: 295-306.

Wilson GL, Dean BS, Wang G, Dean DA (1999). Nuclear import of plasmid DNA in
digitonin-permeabilized cells requires both cytoplasmic factors and specific DNA
sequences. J Biol Chem 274: 22025-22032.

Cong L, Ran FA, Cox D, Lin S, Barretto R, Habib N, Hsu PD, Wu X, Jiang W,
Marraffini LA, Zhang F (2013). Multiplex genome engineering using CRISPR/Cas
systems. Science 339: 819-823.

82



26.

217.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

Ma S, Chang J, Wang X, Liu Y, Zhang J, Lu W, Gao J, Shi R, Zhao P, Xia Q (2014).
CRISPR/Cas9 mediated multiplex genome editing and heritable mutagenesis of
BmKu70 in Bombyx mori. Sci Rep 4: 4489.

Weisbart RH, Chan G, Jordaan G, Noble PW, Liu Y, Glazer PM, Nishimura RN,
Hansen JE (2015). DNA-dependent targeting of cell nuclei by a lupus autoantibody.
Sci Rep 5: 12022.

Weisbart RH, Gera JF, Chan G, Hansen JE, Li E, Cloninger C, Levine AJ, Nishimura
RN (2012). A cell-penetrating bispecific antibody for therapeutic regulation of
intracellular targets. Mol Cancer Ther 11: 2169-2173.

Kim YH, Han ME, Oh SO (2017). The molecular mechanism for nuclear transport and
its application. Anat Cell Biol 50: 77-85.

Braunschweig U, Gueroussov S, Plocik AM, Graveley BR, Blencowe BJ (2013).
Dynamic integration of splicing within gene regulatory pathways. Cell 152: 1252-
1269.

Brinster RL, Allen JM, Behringer RR, Gelinas RE, Palmiter RD (1988). Introns
increase transcriptional efficiency in transgenic mice. Proc Natl Acad Sci U S A 85:
836-840.

Luger K, Dechassa ML, Tremethick DJ (2012). New insights into nucleosome and
chromatin structure: an ordered state or a disordered affair? Nat Rev Mol Cell Biol 13:
436-447.

Budak G (2019). Mikrosefalik primordial dwarfism’in etiyolojisinde rol alan
CCDC84’lin mRNA kirpilmasinda gorevli PRPF3 ile etkilesiminin arastirilmasi.
Doktora Tezi. Karadeniz Teknik Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Tibbi
Biyoloji Anabilim Dali, Trabzon.

Brow DA (2002). Allosteric cascade of spliceosome activation. Annu Rev Genet 36:
333-360.

Matlin AJ, Moore MJ (2007). Spliceosome assembly and composition. Adv Exp Med
Biol 623: 14-35.

Staley JP, Woolford JL (2009). Assembly of ribosomes and spliceosomes: complex
ribonucleoprotein machines. Curr Opin Cell Biol 21: 109-118.

Lin JR, Hu J (2013). SegNLS: nuclear localization signal prediction based on frequent

pattern mining and linear motif scoring. PL0oS One 8: e76864.

83



38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

Tange TO, Shibuya T, Jurica MS, Moore MJ (2005). Biochemical analysis of the EJC
reveals two new factors and a stable tetrameric protein core. RNA 11: 1869-1883.
Michael WM, Choi M, Dreyfuss G (1995). A nuclear export signal in hnRNP Al: a
signal-mediated, temperature-dependent nuclear protein export pathway. Cell 83: 415-
422.

Narayanan U, Achsel T, Luhrmann R, Matera AG (2004). Coupled in vitro import of
U snRNPs and SMN, the spinal muscular atrophy protein. Mol Cell 16: 223-234.
Palacios I, Hetzer M, Adam SA, Mattaj IW (1997). Nuclear import of U snRNPs
requires importin beta. EMBO J 16: 6783-6792.

Andersen JS, Wilkinson CJ, Mayor T, Mortensen P, Nigg EA, Mann M (2003).
Proteomic characterization of the human centrosome by protein correlation profiling.
Nature 426: 570-574.

Hames RS, Fry AM (2002). Alternative splice variants of the human centrosome
kinase Nek?2 exhibit distinct patterns of expression in mitosis. Biochem J 361: 77-85.
Fry AM, Mayor T, Meraldi P, Stierhof YD, Tanaka K, Nigg EA (1998). C-Napl, a
novel centrosomal coiled-coil protein and candidate substrate of the cell cycle-
regulated protein kinase Nek2. J Cell Biol 141: 1563-1574.

Fry AM, Meraldi P, Nigg EA (1998). A centrosomal function for the human Nek2
protein kinase, a member of the NIMA family of cell cycle regulators. EMBO J 17:
470-481.

Fang G, Zhang D, Yin H, Zheng L, Bi X, Yuan L (2014). Centlein mediates an
interaction between C-Napl and Cep68 to maintain centrosome cohesion. J Cell Sci
127: 1631-1639.

Naro C, Barbagallo F, Chieffi P, Bourgeois CF, Paronetto MP, Sette C (2014). The
centrosomal kinase NEK?2 is a novel splicing factor kinase involved in cell survival.
Nucleic Acids Res 42: 3218-3227.

Kataoka N, Yong J, Kim VN, Velazquez F, Perkinson RA, Wang F, Dreyfuss G
(2000). Pre-mRNA splicing imprints mMRNA in the nucleus with a novel RNA-binding
protein that persists in the cytoplasm. Mol Cell 6: 673-682.

Nott A, Le Hir H, Moore MJ (2004). Splicing enhances translation in mammalian cells:
an additional function of the exon junction complex. Genes Dev 18: 210-222.
Chacinska A, Koehler CM, Milenkovic D, Lithgow T, Pfanner N (2009). Importing

mitochondrial proteins: machineries and mechanisms. Cell 138: 628-644.

84



51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

Gorlich D, Kutay U (1999). Transport between the cell nucleus and the cytoplasm.
Annu Rev Cell Dev Biol 15: 607-660.

Cook A, Bono F, Jinek M, Conti E (2007). Structural biology of nucleocytoplasmic
transport. Annu Rev Biochem 76: 647-671.

Breeuwer M, Goldfarb DS (1990). Facilitated nuclear transport of histone H1 and other
small nucleophilic proteins. Cell 60: 999-1008.

Marfori M, Mynott A, Ellis JJ, Mehdi AM, Saunders NF, Curmi PM, Forwood JK,
Boden M, Kobe B (2011). Molecular basis for specificity of nuclear import and
prediction of nuclear localization. Biochim Biophys Acta 1813: 1562-1577.

Gorlich D, Kostka S, Kraft R, Dingwall C, Laskey RA, Hartmann E, Prehn S (1995).
Two different subunits of importin cooperate to recognize nuclear localization signals
and bind them to the nuclear envelope. Curr Biol 5: 383-392.

Kau TR, Way JC, Silver PA (2004). Nuclear transport and cancer: from mechanism to
intervention. Nat Rev Cancer 4: 106-117.

Chook YM, Suel KE (2011). Nuclear import by karyopherin-ps: Recognition and
inhibition. Biochim Biophys Actal1813: 1593-1606.

Lee SJ, Matsuura Y, Liu SM, Stewart M (2005). Structural basis for nuclear import
complex dissociation by RanGTP. Nature 435: 693-696.

Matsuura Y, Stewart M (2005). Nup50/Npap60 function in nuclear protein import
complex disassembly and importin recycling. EMBO J 24: 3681-3689.

Kutay U, Bischoff FR, Kostka S, Kraft R, Gorlich D (1997). Export of importin alpha
from the nucleus is mediated by a specific nuclear transport factor. Cell 90: 1061-1071.
Gorlich D, Dabrowski M, Bischoff FR, Kutay U, Bork P, Hartmann E, Prehn S,
Izaurralde E (1997). A novel class of RanGTP binding proteins. J Cell Biol 138: 65-
80.

Matsuura Y, Stewart M (2004). Structural basis for the assembly of a nuclear export
complex. Nature 432: 872-877.

Ribbeck K, Lipowsky G, Kent HM, Stewart M, Gorlich D (1998). NTF2 mediates
nuclear import of Ran. EMBO J 17: 6587-6598.

Stewart M (2007). Molecular mechanism of the nuclear protein import cycle. Nat Rev
Mol Cell Biol 8: 195-208.

Izaurralde E, Adam S (1998). Transport of macromolecules between the nucleus and
the cytoplasm. RNA 4: 351-364.

85



66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

Mattaj IW, Englmeier L (1998). Nucleocytoplasmic transport: the soluble phase. Annu
Rev Biochem 67: 265-306.

Nakielny S, Dreyfuss G (1999). Transport of proteins and RNAs in and out of the
nucleus. Cell 99: 677-690.

Lee BJ, Cansizoglu AE, Suel KE, Louis TH, Zhang Z, Chook YM (2006). Rules for
nuclear localization sequence recognition by karyopherin beta 2. Cell 126: 543-558.
Chook YM, Jung A, Rosen MK, Blobel G (2002). Uncoupling Kapbeta2 substrate
dissociation and ran binding. Biochemistry 41: 6955-6966.

Gorlich D, Pante N, Kutay U, Aebi U, Bischoff FR (1996). Identification of different
roles for RanGDP and RanGTP in nuclear protein import. EMBO J 15: 5584-5594.
Jakel S, Gorlich D (1998). Importin beta, transportin, RanBP5 and RanBP7 mediate
nuclear import of ribosomal proteins in mammalian cells. EMBO J 17: 4491-4502.
Albertini M, Pemberton LF, Rosenblum JS, Blobel G (1998). A novel nuclear import
pathway for the transcription factor TFIIS. J Cell Biol 143: 1447-1455.

Siomi MC, Eder PS, Kataoka N, Wan L, Liu Q, Dreyfuss G (1997). Transportin-
mediated nuclear import of heterogeneous nuclear RNP proteins. J Cell Biol 138:
1181-1192.

Mosammaparast N, Guo Y, Shabanowitz J, Hunt DF, Pemberton LF (2002). Pathways
mediating the nuclear import of histones H3 and H4 in yeast. J Biol Chem 277: 862-
868.

Mosammaparast N, Jackson KR, Guo Y, Brame CJ, Shabanowitz J, Hunt DF,
Pemberton LF (2001). Nuclear import of histone H2A and H2B is mediated by a
network of karyopherins. J Cell Biol 153: 251-262.

Xiao Z, Liu X, Lodish HF (2000). Importin beta mediates nuclear translocation of
Smad 3. J Biol Chem 275: 23425-23428.

Forwood JK, Lam MH, Jans DA (2001). Nuclear import of Creb and AP-1
transcription factors requires importin-beta 1 and Ran but is independent of importin-
alpha. Biochemistry 40: 5208-5217.

Cherezova L, Burnside KL, Rose TM (2011). Conservation of complex nuclear
localization signals utilizing classical and non-classical nuclear import pathways in
LANA homologs of KSHV and RFHV. PL0S One 6: €18920.

Guo L, Fare CM, Shorter J (2019). Therapeutic dissolution of aberrant phases by
nuclear-import receptors. Trends Cell Biol 29: 308-322.

86



80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

Wagstaff KM, Jans DA (2009). Importins and beyond: non-conventional nuclear
transport mechanisms. Traffic 10: 1188-1198.

Argentaro A, Sim H, Kelly S, Preiss S, Clayton A, Jans DA, Harley VR (2003). A
SOX9 defect of calmodulin-dependent nuclear import in campomelic
dysplasia/autosomal sex reversal. J Biol Chem 278: 33839-33847.

Speese SD, Ashley J, Jokhi V, Nunnari J, Barria R, Li Y, Ataman B, Koon A, Chang
YT, Li Q, Moore MJ, Budnik V (2012). Nuclear envelope budding enables large
ribonucleoprotein particle export during synaptic Wnt signaling. Cell 149: 832-846.
Cautain B, Hill R, de Pedro N, Link W (2015). Components and regulation of nuclear
transport processes. FEBS J 282: 445-462.

Nigg EA (1997). Nucleocytoplasmic transport: signals, mechanisms and regulation.
Nature 386: 779-787.

Hu J, Sun L, Wang LM, Jiang SJ (2009). Analysis of the nuclear localization signal of
TRF1 in non-small cell lung cancer. Biol Res 42: 217-222.

Hirose S, Komoike Y, Higashinakagawa T (2006). Identification of a nuclear
localization signal in mouse polycomb protein, M33. Zoolog Sci 23: 785-791.
Magico AC, Bell JB (2011). Identification of a classical bipartite nuclear localization
signal in the Drosophila TEA/ATTS protein scalloped. PL0oS One 6: e21431.

Zhu M, Fang T, Li S, Meng K, Guo D (2015). Bipartite nuclear localization signal
controls nuclear import and DNA-binding activity of IFN regulatory factor 3. J
Immunol 195: 289-297.

Liu Q, YuJ, Zhuo X, Jiang Q, Zhang C (2010). Pericentrin contains five NESs and an
NLS essential for its nucleocytoplasmic trafficking during the cell cycle. Cell Res 20:
948-962.

Kohler M, Speck C, Christiansen M, Bischoff FR, Prehn S, Haller H, Gorlich D,
Hartmann E (1999). Evidence for distinct substrate specificities of importin alpha
family members in nuclear protein import. Mol Cell Biol 19: 7782-7791.

Chook YM, Blobel G (2001). Karyopherins and nuclear import. Curr Opin Struct Biol
11: 703-715.

Dingwall C, Laskey RA (1998). Nuclear import: a tale of two sites. Curr Biol 8: R922-
924.

Lange A, McLane LM, Mills RE, Devine SE, Corbett AH (2010). Expanding the

definition of the classical bipartite nuclear localization signal. Traffic 11: 311-323.

87



94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

McLane LM, Corbett AH (2009). Nuclear localization signals and human disease.
IUBMB Life 61: 697-706.

Conti E, Uy M, Leighton L, Blobel G, Kuriyan J (1998). Crystallographic analysis of
the recognition of a nuclear localization signal by the nuclear import factor
karyopherin alpha. Cell 94: 193-204.

Fontes MR, Teh T, Kobe B (2000). Structural basis of recognition of monopartite and
bipartite nuclear localization sequences by mammalian importin-alpha. J Mol Biol
297: 1183-1194.

Hodel MR, Corbett AH, Hodel AE (2001). Dissection of a nuclear localization signal.
J Biol Chem 276: 1317-1325.

Pollard VW, Michael WM, Nakielny S, Siomi MC, Wang F, Dreyfuss G (1996). A
novel receptor-mediated nuclear protein import pathway. Cell 86: 985-994.

Siomi H, Dreyfuss G (1995). A nuclear localization domain in the hnRNP Al protein.
J Cell Biol 129: 551-560.

Xu D, Farmer A, Chook YM (2010). Recognition of nuclear targeting signals by
Karyopherin-beta proteins. Curr Opin Struct Biol 20: 782-790.

Sessler RJ, Noy N (2005). A ligand-activated nuclear localization signal in cellular
retinoic acid binding protein-11. Mol Cell 18: 343-353.

Nagoshi E, Imamoto N, Sato R, Yoneda Y (1999). Nuclear import of sterol regulatory
element-binding protein-2, a basic helix-loop-helix-leucine zipper (bHLH-Zip)-
containing transcription factor, occurs through the direct interaction of importin beta
with HLH-Zip. Mol Biol Cell 10: 2221-2233.

Chan CK, Hubner S, Hu W, Jans DA (1998). Mutual exclusivity of DNA binding and
nuclear localization signal recognition by the yeast transcription factor GALA4:
implications for nonviral DNA delivery. Gene Ther 5: 1204-1212.

Truant R, Cullen BR (1999). The arginine-rich domains present in human
immunodeficiency virus type 1 Tat and Rev function as direct importin beta-dependent
nuclear localization signals. Mol Cell Biol 19: 1210-1217.

Nachury MV, Ryder UW, Lamond Al, Weis K (1998). Cloning and characterization
of hSRP1 gamma, a tissue-specific nuclear transport factor. Proc Natl Acad SciU S A
95: 582-587.

88



106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

Kohler M, Ansieau S, Prehn S, Leutz A, Haller H, Hartmann E (1997). Cloning of two
novel human importin-alpha subunits and analysis of the expression pattern of the
importin-alpha protein family. FEBS Lett 417: 104-108.

Seki T, Tada S, Katada T, Enomoto T (1997). Cloning of a cDNA encoding a novel
importin-alpha homologue, Qipl: discrimination of Qipl and Rchl from hSrpl by
their ability to interact with DNA helicase Q1/RecQL. Biochem Biophys Res Commun
234: 48-53.

Cortes P, Ye ZS, Baltimore D (1994). RAG-1 interacts with the repeated amino acid
motif of the human homologue of the yeast protein SRP1. Proc Natl Acad Sci U S A
91: 7633-7637.

Cuomo CA, Kirch SA, Gyuris J, Brent R, Oettinger MA (1994). Rchl, a protein that
specifically interacts with the RAG-1 recombination-activating protein. Proc Natl
Acad Sci U S A 91: 6156-6160.

Weis K, Dingwall C, Lamond Al (1996). Characterization of the nuclear protein
import mechanism using Ran mutants with altered nucleotide binding specificities.
EMBO J 15: 7120-7128.

Gorlich D, Henklein P, Laskey RA, Hartmann E (1996). A 41 amino acid motif in
importin-alpha confers binding to importin-beta and hence transit into the nucleus.
EMBO J 15: 1810-1817.

Harreman MT, Hodel MR, Fanara P, Hodel AE, Corbett AH (2003). The auto-
inhibitory function of importin alpha is essential in vivo. J Biol Chem 278: 5854-5863.
Kobe B (1999). Autoinhibition by an internal nuclear localization signal revealed by
the crystal structure of mammalian importin alpha. Nat Struct Biol 6: 388-397.
Christie M, Chang CW, Rona G, Smith KM, Stewart AG, Takeda AA, Fontes MR,
Stewart M, Vertessy BG, Forwood JK, Kobe B (2016). Structural biology and
regulation of protein import into the nucleus. J Mol Biol 428: 2060-2090.

Oka M, Yoneda Y (2018). Importin alpha: functions as a nuclear transport factor and
beyond. Proc Jpn Acad Ser B Phys Biol Sci 94: 259-274.

Herold A, Truant R, Wiegand H, Cullen BR (1998). Determination of the functional
domain organization of the importin alpha nuclear import factor. J Cell Biol 143: 309-
318.

Alspaugh JA (2017). Targeting protein localization for anti-infective therapy.
Virulence 8: 1105-1107.

89



118.

119.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

129.

Omer CA, Gibbs JB (1994). Protein prenylation in eukaryotic microorganisms:
genetics, biology and biochemistry. Mol Microbiol 11: 219-225.

Nair R, Rost B (2005). Mimicking cellular sorting improves prediction of subcellular
localization. J Mol Biol 348: 85-100.

Emanuelsson O, Nielsen H, Brunak S, von Heijne G (2000). Predicting subcellular
localization of proteins based on their N-terminal amino acid sequence. J Mol Biol
300: 1005-1016.

Nakai K, Horton P (1999). PSORT: a program for detecting sorting signals in proteins
and predicting their subcellular localization. Trends Biochem Sci 24: 34-36.
Reinhardt A, Hubbard T (1998). Using neural networks for prediction of the
subcellular location of proteins. Nucleic Acids Res 26: 2230-2236.

Brameier M, Krings A, MacCallum RM (2007). NucPred--predicting nuclear
localization of proteins. Bioinformatics 23: 1159-1160.

Cokol M, Nair R, Rost B (2000). Finding nuclear localization signals. EMBO Rep 1:
411-415.

Kosugi S, Hasebe M, Tomita M, Yanagawa H (2009). Systematic identification of cell
cycle-dependent yeast nucleocytoplasmic shuttling proteins by prediction of
composite motifs. Proc Natl Acad Sci U S A 106: 10171-10176.

Nguyen Ba AN, Pogoutse A, Provart N, Moses AM (2009). NLStradamus: a simple
Hidden Markov Model for nuclear localization signal prediction. BMC Bioinformatics
10: 202.

Lisitsyna O, Seplyarskiy V, Sheval E (2017). Comparative analysis of nuclear
localization signal (NLS) prediction methods. Biopolym Cell 33: 147-154.

Simon I, Wright M, Flohr T, Hevezi P, Caras IW (2001). Determining subcellular
localization of novel drug targets by transient transfection in COS cells.
Cytotechnology 35: 189-196.

Sewer MB, Nguyen VQ, Huang CJ, Tucker PW, Kagawa N, Waterman MR (2002).
Transcriptional activation of human CYP17 in H295R adrenocortical cells depends on
complex formation among p54(nrb)/NonO, protein-associated splicing factor, and SF-
1, a complex that also participates in repression of transcription. Endocrinology 143:
1280-1290.

90



130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

Zhang Z, Carmichael GG (2001). The fate of dsRNA in the nucleus: a p54(nrb)-
containing complex mediates the nuclear retention of promiscuously A-to-I edited
RNAs. Cell 106: 465-475.

Mathur M, Tucker PW, Samuels HH (2001). PSF is a novel corepressor that mediates
its effect through Sin3A and the DNA binding domain of nuclear hormone receptors.
Mol Cell Biol 21: 2298-2311.

Akhmedov AT, Lopez BS (2000). Human 100-kDa homologous DNA-pairing protein
is the splicing factor PSF and promotes DNA strand invasion. Nucleic Acids Res 28:
3022-3030.

Straub T, Knudsen BR, Boege F (2000). PSF/p54(nrb) stimulates "jumping™ of DNA
topoisomerase | between separate DNA helices. Biochemistry 39: 7552-7558.

Urban RJ, Bodenburg Y, Kurosky A, Wood TG, Gasic S (2000). Polypyrimidine tract-
binding protein-associated splicing factor is a negative regulator of transcriptional
activity of the porcine p450scc insulin-like growth factor response element. Mol
Endocrinol 14: 774-782.

Straub T, Grue P, Uhse A, Lisby M, Knudsen BR, Tange TO, Westergaard O, Boege
F (1998). The RNA-splicing factor PSF/p54 controls DNA-topoisomerase | activity
by a direct interaction. J Biol Chem 273: 26261-26264.

Le Hir H, Gatfield D, Braun IC, Forler D, lzaurralde E (2001). The protein Mago
provides a link between splicing and mMRNA localization. EMBO Rep 2: 1119-1124.
Sudo H, Tsuji AB, Sugyo A, Kohda M, Sogawa C, Yoshida C, Harada YN, Hino O,
Saga T (2010). Knockdown of COPA, identified by loss-of-function screen, induces
apoptosis and suppresses tumor growth in mesothelioma mouse model. Genomics 95:
210-216.

Silver DL, Watkins-Chow DE, Schreck KC, Pierfelice TJ, Larson DM, Burnetti AJ,
Liaw HJ, Myung K, Walsh CA, Gaiano N, Pavan WJ (2010). The exon junction
complex component Magoh controls brain size by regulating neural stem cell division.
Nat Neurosci 13: 551-558.

Hayward DG, Fry AM (2006). Nek2 kinase in chromosome instability and cancer.
Cancer Lett 237: 155-166.

de Almeida SF, Carmo-Fonseca M (2012). Design principles of interconnections
between chromatin and pre-mRNA splicing. Trends Biochem Sci 37: 248-253.

91



141.

142.

143.

144,

145.

146.

147.

148.

149.

150.

151.

152.

Moore MJ, Proudfoot NJ (2009). Pre-mRNA processing reaches back to transcription
and ahead to translation. Cell 136: 688-700.

Luger K, Mader AW, Richmond RK, Sargent DF, Richmond TJ (1997). Crystal
structure of the nucleosome core particle at 2.8 A resolution. Nature 389: 251-260.
Schwartz S, Ast G (2010). Chromatin density and splicing destiny: on the cross-talk
between chromatin structure and splicing. EMBO J 29: 1629-1636.

Tilgner H, Guigo R (2010). From chromatin to splicing: RNA-processing as a total
artwork. Epigenetics 5: 180-184.

Kornblihtt AR, Schor IE, Allo M, Blencowe BJ (2009). When chromatin meets
splicing. Nat Struct Mol Biol 16: 902-903.

Schor IE, Rascovan N, Pelisch F, Allo M, Kornblihtt AR (2009). Neuronal cell
depolarization induces intragenic chromatin modifications affecting NCAM
alternative splicing. Proc Natl Acad Sci U S A 106: 4325-4330.

Allo M, Buggiano V, Fededa JP, Petrillo E, Schor I, de la Mata M, Agirre E, Plass M,
Eyras E, Elela SA, Klinck R, Chabot B, Kornblihtt AR (2009). Control of alternative
splicing through siRNA-mediated transcriptional gene silencing. Nat Struct Mol Biol
16: 717-724.

Luco RF, Pan Q, Tominaga K, Blencowe BJ, Pereira-Smith OM, Misteli T (2010).
Regulation of alternative splicing by histone modifications. Science 327: 996-1000.
Sims RJ, 3rd, Millhouse S, Chen CF, Lewis BA, Erdjument-Bromage H, Tempst P,
Manley JL, Reinberg D (2007). Recognition of trimethylated histone H3 lysine 4
facilitates the recruitment of transcription postinitiation factors and pre-mRNA
splicing. Mol Cell 28: 665-676.

Loomis RJ, Naoe Y, Parker JB, Savic V, Bozovsky MR, Macfarlan T, Manley JL,
Chakravarti D (2009). Chromatin binding of SRp20 and ASF/SF2 and dissociation
from mitotic chromosomes is modulated by histone H3 serine 10 phosphorylation. Mol
Cell 33: 450-461.

Gunderson FQ, Johnson TL (2009). Acetylation by the transcriptional coactivator
Gcenb plays a novel role in co-transcriptional spliceosome assembly. PLoS Genet 5:
€1000682.

Luco RF, Allo M, Schor IE, Kornblihtt AR, Misteli T (2011). Epigenetics in alternative
pre-mRNA splicing. Cell 144: 16-26.

92



153.

154.

155.

156.

157.

158.

159.

160.

161.

162.

163.

164.

Lin S, Coutinho-Mansfield G, Wang D, Pandit S, Fu XD (2008). The splicing factor
SC35 has an active role in transcriptional elongation. Nat Struct Mol Biol 15: 819-826.
Zhou HL, Hinman MN, Barron VA, Geng C, Zhou G, Luo G, Siegel RE, Lou H
(2011). Hu proteins regulate alternative splicing by inducing localized histone
hyperacetylation in an RNA-dependent manner. Proc Natl Acad Sci U S A 108: E627-
635.

de Almeida SF, Grosso AR, Koch F, Fenouil R, Carvalho S, Andrade J, Levezinho H,
Gut M, Eick D, Gut I, Andrau JC, Ferrier P, Carmo-Fonseca M (2011). Splicing
enhances recruitment of methyltransferase HYPB/Setd2 and methylation of histone
H3 Lys36. Nat Struct Mol Biol 18: 977-983.

Kim S, Kim H, Fong N, Erickson B, Bentley DL (2011). Pre-mRNA splicing is a
determinant of histone H3K36 methylation. Proc Natl Acad Sci U S A 108: 13564-
13569.

Shukla S, Kavak E, Gregory M, Imashimizu M, Shutinoski B, Kashlev M,
Oberdoerffer P, Sandberg R, Oberdoerffer S (2011). CTCF-promoted RNA
polymerase Il pausing links DNA methylation to splicing. Nature 479: 74-79.
Saint-Andre V, Batsche E, Rachez C, Muchardt C (2011). Histone H3 lysine 9
trimethylation and HP1gamma favor inclusion of alternative exons. Nat Struct Mol
Biol 18: 337-344.

Batsche E, Yaniv M, Muchardt C (2006). The human SWI/SNF subunit Brm is a
regulator of alternative splicing. Nat Struct Mol Biol 13: 22-29.

Zhou HL, Luo G, Wise JA, Lou H (2014). Regulation of alternative splicing by local
histone modifications: potential roles for RNA-guided mechanisms. Nucleic Acids
Res 42: 701-713.

Klingseisen A, Jackson AP (2011). Mechanisms and pathways of growth failure in
primordial dwarfism. Genes Dev 25: 2011-2024.

Mc KV (1955). Primordial dwarfism and ectopia lentis. Am J Hum Genet 7: 189-198.
Wang T, Zou Y, Huang N, Teng J, Chen J (2019). CCDC84 acetylation oscillation
regulates centrosome duplication by modulating HsSAS-6 degradation. Cell Rep 29:
2078-2091.

Quarantotti V, Chen JX, Tischer J, Gonzalez Tejedo C, Papachristou EK, D'Santos
CS, Kilmartin JV, Miller ML, Gergely F (2019). Centriolar satellites are acentriolar
assemblies of centrosomal proteins. EMBO J 38: €101082.

93



165.

166.

167.

168.

169.

170.

171.

172.

173.

174.

175.

176.

177.

Marzluff WF, Gongidi P, Woods KR, Jin JP, Maltais LJ (2002). The human and mouse
replication-dependent histone genes. Genomics 80: 487-498.

Rabinovich El, Kapetanaki MG, Steinfeld I, Gibson KF, Pandit KV, Yu GY, Yakhini
Z, Kaminski N (2012). Global methylation patterns in idiopathic pulmonary fibrosis.
Plos One 7: e33770.

Reece-Hoyes JS, Walhout AJM (2018). Propagating gateway vectors. Cold Spring
Harb Protoc 2018(1): pdb.prot094920.

Bertani G (1951). Studies on lysogenesis. I. The mode of phage liberation by lysogenic
Escherichia coli. J Bacteriol 62: 293-300.

Lennox ES (1955). Transduction of linked genetic characters of the host by
bacteriophage P1. Virology 1: 190-206.

Butler GS, Overall CM (2009). Proteomic identification of multitasking proteins in
unexpected locations complicates drug targeting. Nat Rev Drug Discov 8: 935-948.
Hung MC, Link W (2011). Protein localization in disease and therapy. J Cell Sci 124:
3381-3392.

Li Z, Liu Z, Zhong W, Huang M, Wu N, Xie Y, Dai Z, Zou X (2016). Large-scale
identification of human protein function using topological features of interaction
network. Sci Rep 6: 37179.

AnJY, Meng FR, You ZH, Chen X, Yan GY, Hu JP (2016). Improving protein-protein
interactions prediction accuracy using protein evolutionary information and relevance
vector machine model. Protein Sci 25: 1825-1833.

Huang YA, You ZH, Chen X, Chan K, Luo X (2016). Sequence-based prediction of
protein-protein interactions using weighted sparse representation model combined
with global encoding. BMC Bioinformatics 17: 184.

Xiong J (2006). Essential Bioinformatics. 1% ed. Cambridge University Press,
Cambridge; pp: 85-94.

Kosugi S, Hasebe M, Matsumura N, Takashima H, Miyamoto-Sato E, Tomita M,
Yanagawa H (2009). Six classes of nuclear localization signals specific to different
binding grooves of importin alpha. J Biol Chem 284: 478-485.

Hartley JL, Temple GF, Brasch MA (2000). DNA cloning using in vitro site-specific
recombination. Genome Res 10: 1788-1795.

94



178.

179.

180.

181.

182.

183.

184.

185.

186.

187.

188.

189.

190.

Boisvert M, Bouchard-Levesque V, Fernandes S, Tijssen P (2014). Classic nuclear
localization signals and a novel nuclear localization motif are required for nuclear
transport of porcine parvovirus capsid proteins. J Virol 88: 11748-11759.

Nagarajan UM, Long AB, Harreman MT, Corbett AH, Boss JM (2004). A hierarchy
of nuclear localization signals governs the import of the regulatory factor X complex
subunits and MHC class Il expression. J Immunol 173: 410-419.

Landy A (1989). Dynamic, structural, and regulatory aspects of lambda site-specific
recombination. Annu Rev Biochem 58: 913-949.

Hanahan D, Jessee J, Bloom FR (1991). Plasmid transformation of Escherichia coli
and other bacteria. Methods Enzymol 204: 63-113.

Kretz K, Callen W, Hedden V (1994). Cycle sequencing. PCR Methods Appl 3: S107-
112.

Sambrook J, Russell DW (2006). The inoue method for preparation and transformation
of competent e. Coli: "ultra-competent™ cells. CSH Protoc 2006: pdb.prot3944.
Grimm S, Voss-Neudecker F (2003). High-purity plasmid isolation using silica oxide.
Methods Mol Biol 235: 83-87.

Feliciello I, Chinali G (1993). A modified alkaline lysis method for the preparation of
highly purified plasmid DNA from Escherichia coli. Anal Biochem 212: 394-401.
Sandell L, Sakai D (2011). Mammalian cell culture. Curr Protoc Essent Lab Tech 5:
1-32.

Maity B, Sheff D, Fisher RA (2013). Immunostaining: detection of signaling protein
location in tissues, cells and subcellular compartments. Methods Cell Biol 113: 81-
105.

Jordan M, Schallhorn A, Wurm FM (1996). Transfecting mammalian cells:
optimization of critical parameters affecting calcium-phosphate precipitate formation.
Nucleic Acids Res 24: 596-601.

Tang Z, Takahashi Y (2018). Analysis of protein-protein interaction by Co-IP in
human cells. Methods Mol Biol 1794: 289-296.

Brizzard BL, Chubet RG, Vizard DL (1994). Immunoaffinity purification of FLAG
epitope-tagged bacterial alkaline phosphatase using a novel monoclonal antibody and
peptide elution. Biotechniques 16: 730-735.

95



191.

192.

193.

194.

195.

196.

197.

198.

199.

200.

201.

202.

Hamers-Casterman C, Atarhouch T, Muyldermans S, Robinson G, Hamers C, Songa
EB, Bendahman N, Hamers R (1993). Naturally occurring antibodies devoid of light
chains. Nature 363: 446-448.

Peach M, Marsh N, Miskiewicz EI, MacPhee DJ (2015). Solubilization of proteins:
the importance of lysis buffer choice. Methods Mol Biol 1312: 49-60.

Einarson MB, Pugacheva EN, Orlinick JR (2007). Identification of protein-protein
interactions with glutathione-S-transferase (GST) fusion proteins. CSH Protoc 2007:
pdb topll.

Garfin DE (1990). One-dimensional gel electrophoresis. Methods Enzymol 182: 425-
441.

Smith BJ (1994). SDS polyacrylamide gel electrophoresis of proteins. Methods Mol
Biol 32: 23-34.

Litovchick L (2018). Immunoblotting: Transfer of proteins from gels to membranes.
Cold Spring Harb Protoc 2018: pdb.prot098442.

Bonifaci N, Moroianu J, Radu A, Blobel G (1997). Karyopherin beta2 mediates
nuclear import of a mMRNA binding protein. Proc Natl Acad Sci U S A 94: 5055-5060.
Tinland B, Koukolikova-Nicola Z, Hall MN, Hohn B (1992). The T-DNA-linked
VirD2 protein contains two distinct functional nuclear localization signals. Proc Natl
Acad Sci U S A 89: 7442-7446.

Lange A, Mills RE, Lange CJ, Stewart M, Devine SE, Corbett AH (2007). Classical
nuclear localization signals: definition, function, and interaction with importin alpha.
J Biol Chem 282: 5101-5105.

Shiota C, Coffey J, Grimsby J, Grippo JF, Magnuson MA (1999). Nuclear import of
hepatic glucokinase depends upon glucokinase regulatory protein, whereas export is
due to a nuclear export signal sequence in glucokinase. J Biol Chem 274: 37125-
37130.

Jans DA, Briggs LJ, Gustin SE, Jans P, Ford S, Young IG (1997). The cytokine
interleukin-5 (IL-5) effects cotransport of its receptor subunits to the nucleus in vitro.
FEBS Lett 410: 368-372.

Xia YP, Yeh CT, Ou JH, Lai MM (1992). Characterization of nuclear targeting signal

of hepatitis delta antigen: nuclear transport as a protein complex. J Virol 66: 914-921.

96



203.

204.

205.

206.

207.

208.

209.

210.

211.

212.

213.

Park JK, Das T, Song EJ, Kim EE (2016). Structural basis for recruiting and shuttling
of the spliceosomal deubiquitinase USP4 by SART3. Nucleic Acids Res 44: 5424-
5437.

Fagerlund R, Melen K, Kinnunen L, Julkunen | (2002). Arginine/lysine-rich nuclear
localization signals mediate interactions between dimeric STATs and importin alpha
5. J Biol Chem 277: 30072-30078.

Yang H, Wang H, Shivalila CS, Cheng AW, Shi L, Jaenisch R (2013). One-step
generation of mice carrying reporter and conditional alleles by CRISPR/Cas-mediated
genome engineering. Cell 154: 1370-1379.

Maeshima K, Eltsov M, Laemmli UK (2005). Chromosome structure: improved
immunolabeling for electron microscopy. Chromosoma 114: 365-375.

Hart T, Chandrashekhar M, Aregger M, Steinhart Z, Brown KR, MacLeod G, Mis M,
Zimmermann M, Fradet-Turcotte A, Sun S, Mero P, Dirks P, Sidhu S, Roth FP,
Rissland OS, Durocher D, Angers S, Moffat J (2015). High-resolution CRISPR
screens reveal fitness genes and genotype-specific cancer liabilities. Cell 163: 1515-
1526.

Terry LJ, Shows EB, Wente SR (2007). Crossing the nuclear envelope: hierarchical
regulation of nucleocytoplasmic transport. Science 318: 1412-1416.

Fujimoto H, lkuta T, Koike A, Koike M (2018). Acetylation of nuclear localization
signal controls importin-mediated nuclear transport of Ku70. bioRxiv: 403485. doi:
10.1101/403485.

Cao X, Li C, Xiao S, Tang Y, Huang J, Zhao S, Li X, Li J, Zhang R, Yu W (2017).
Acetylation promotes TyrRS nuclear translocation to prevent oxidative damage. Proc
Natl Acad Sci U S A 114: 687-692.

An S, Yoon J, Kim H, Song JJ, Cho US (2017). Structure-based nuclear import
mechanism of histones H3 and H4 mediated by Kap123. Elife 6: €30244.

Liu Y, Peng L, Seto E, Huang S, Qiu Y (2012). Modulation of histone deacetylase 6
(HDACS6) nuclear import and tubulin deacetylase activity through acetylation. J Biol
Chem 287: 29168-29174.

Li T, Diner BA, Chen J, Cristea IM (2012). Acetylation modulates cellular distribution
and DNA sensing ability of interferon-inducible protein IFI16. Proc Natl Acad Sci U
S A 109: 10558-10563.

97



214.

215.

216.

217.

218.

219.

220.

221.

222.

223.

Dietschy T, Shevelev I, Pena-Diaz J, Huhn D, Kuenzle S, Mak R, Miah MF, Hess D,
Fey M, Hottiger MO, Janscak P, Stagljar I (2009). p300-mediated acetylation of the
Rothmund-Thomson-syndrome gene product RECQL4 regulates its subcellular
localization. J Cell Sci 122: 1258-1267.

Shimazu T, Horinouchi S, Yoshida M (2007). Multiple histone deacetylases and the
CREB-binding protein regulate pre-mRNA 3'-end processing. J Biol Chem 282: 4470-
4478.

di Bari MG, Ciuffini L, Mingardi M, Testi R, Soddu S, Barila D (2006). c-Abl
acetylation by histone acetyltransferases regulates its nuclear-cytoplasmic
localization. EMBO Rep 7: 727-733.

Thevenet L, Mejean C, Moniot B, Bonneaud N, Galeotti N, Aldrian-Herrada G, Poulat
F, Berta P, Benkirane M, Boizet-Bonhoure B (2004). Regulation of human SRY
subcellular distribution by its acetylation/deacetylation. EMBO J 23: 3336-3345.
Madison DL, Yaciuk P, Kwok RP, Lundblad JR (2002). Acetylation of the adenovirus-
transforming protein E1A determines nuclear localization by disrupting association
with importin-alpha. J Biol Chem 277: 38755-38763.

Spilianakis C, Papamatheakis J, Kretsovali A (2000). Acetylation by PCAF enhances
CHTA nuclear accumulation and transactivation of major histocompatibility complex
class 11 genes. Mol Cell Biol 20: 8489-8498.

Sillibourne JE, Delaval B, Redick S, Sinha M, Doxsey SJ (2007). Chromatin
remodeling proteins interact with pericentrin to regulate centrosome integrity. Mol
Biol Cell 18: 3667-3680.

Gergely F, Karlsson C, Still 1, Cowell J, Kilmartin J, Raff JW (2000). The TACC
domain identifies a family of centrosomal proteins that can interact with microtubules.
Proc Natl Acad Sci U S A 97: 14352-14357.

Gangisetty O, Lauffart B, Sondarva GV, Chelsea DM, Still IH (2004). The
transforming acidic coiled coil proteins interact with nuclear histone
acetyltransferases. Oncogene 23: 2559-2563.

Yokoyama H, Nakos K, Santarella-Mellwig R, Rybina S, Krijgsveld J, Koffa MD,
Mattaj IW (2013). CHD4 is a RanGTP-dependent MAP that stabilizes microtubules
and regulates bipolar spindle formation. Curr Biol 23: 2443-2451.

98



224.

225.

226.

2217.

228.

229.

230.

231.

232.

233.

234.

Sato M, Okada N, Kakui Y, Yamamoto M, Yoshida M, Toda T (2009).
Nucleocytoplasmic transport of Alp7/TACC organizes spatiotemporal microtubule
formation in fission yeast. EMBO Rep 10: 1161-1167.

Ling YC, Vijestica A, Oliferenko S (2009). Nucleocytoplasmic shuttling of the TACC
protein Mialp/Alp7p is required for remodeling of microtubule arrays during the cell
cycle. PLoS One 4: €6255.

Matsuyama A, Arai R, Yashiroda Y, Shirai A, Kamata A, Sekido S, Kobayashi Y,
Hashimoto A, Hamamoto M, Hiraoka Y, Horinouchi S, Yoshida M (2006). ORFeome
cloning and global analysis of protein localization in the fission yeast
Schizosaccharomyces pombe. Nat Biotechnol 24: 841-847.

Sato M, Toda T (2010). Space shuttling in the cell: nucleocytoplasmic transport and
microtubule organization during the cell cycle. Nucleus 1: 231-236.

Kataoka N, Diem MD, Yoshida M, Hatai C, Dobashi I, Dreyfuss G, Hagiwara M,
Ohno M (2011). Specific Y14 domains mediate its nucleo-cytoplasmic shuttling and
association with spliced mRNA. Sci Rep 1: 92.

Deery EC, Vithana EN, Newbold RJ, Gallon VA, Bhattacharya SS, Warren MJ, Hunt
DM, Wilkie SE (2002). Disease mechanism for retinitis pigmentosa (RP11) caused by
mutations in the splicing factor gene PRPF31. Hum Mol Genet 11: 3209-32109.
Huang CJ, Ferfoglia F, Raleff F, Kramer A (2011). Interaction domains and nuclear
targeting signals in subunits of the U2 small nuclear ribonucleoprotein particle-
associated splicing factor SF3a. J Biol Chem 286: 13106-13114.

Le Hir H, Gatfield D, lzaurralde E, Moore MJ (2001). The exon-exon junction
complex provides a binding platform for factors involved in mRNA export and
nonsense-mediated MRNA decay. EMBO J 20: 4987-4997.

Kim VN, Yong J, Kataoka N, Abel L, Diem MD, Dreyfuss G (2001). The Y14 protein
communicates to the cytoplasm the position of exon-exon junctions. EMBO J 20:
2062-2068.

Le Hir H, lzaurralde E, Maquat LE, Moore MJ (2000). The spliceosome deposits
multiple proteins 20-24 nucleotides upstream of mMRNA exon-exon junctions. EMBO
J 19: 6860-6869.

Ballut L, Marchadier B, Baguet A, Tomasetto C, Seraphin B, Le Hir H (2005). The
exon junction core complex is locked onto RNA by inhibition of elF4Alll ATPase
activity. Nat Struct Mol Biol 12: 861-869.

99



235.

236.

237.
238.

239.

240.

241.

242.

243.

244,

245.

246.

247.

Shibuya T, Tange TO, Sonenberg N, Moore MJ (2004). EIF4AIII binds spliced mMRNA
in the exon junction complex and is essential for nonsense-mediated decay. Nat Struct
Mol Biol 11: 346-351.

Nigg EA, Stearns T (2011). The centrosome cycle: Centriole biogenesis, duplication
and inherent asymmetries. Nat Cell Biol 13: 1154-1160.

Bornens M (2012). The centrosome in cells and organisms. Science 335: 422-426.
Arquint C, Gabryjonczyk AM, Nigg EA (2014). Centrosomes as signalling centres.
Philos Trans R Soc Lond B Biol Sci 369: 20130464.

Phizicky EM, Fields S (1995). Protein-protein interactions: methods for detection and
analysis. Microbiol Rev 59: 94-123.

Free RB, Hazelwood LA, Sibley DR (2009). Identifying novel protein-protein
interactions using co-immunoprecipitation and mass spectroscopy. Curr Protoc
Neurosci Chapter 46: 1-14.

Kocher T, Superti-Furga G (2007). Mass spectrometry-based functional proteomics:
from molecular machines to protein networks. Nat Methods 4: 807-815.

Ma H, Guo M, Shan B, Xia Z (2012). Targeted functional analysis of p300 coactivator
in Wnt/beta-catenin signaling pathway using phosphoproteomic and biochemical
approaches. J Proteomics 75: 2601-2610.

Li Y, Stewart NK, Berger AJ, Vos S, Schoeffler AJ, Berger JM, Chait BT, Oakley MG
(2010). Escherichia coli condensin MukB stimulates topoisomerase 1V activity by a
direct physical interaction. Proc Natl Acad Sci U S A 107: 18832-18837.

Wabnitz PA, Loo JA (2002). Drug screening of pharmaceutical discovery compounds
by micro-size exclusion chromatography/mass spectrometry. Rapid Commun Mass
Spectrom 16: 85-91.

Zehender H, Le Goff F, Lehmann N, Filipuzzi I, Mayr LM (2004). SpeedScreen: The
"missing link" between genomics and lead discovery. J Biomol Screen 9: 498-505.
Zhang B, Palcic MM, Schriemer DC, Alvarez-Manilla G, Pierce M, Hindsgaul O
(2001). Frontal affinity chromatography coupled to mass spectrometry for screening
mixtures of enzyme inhibitors. Anal Biochem 299: 173-182.

Slon-Usakiewicz JJ, Ng W, Dai JR, Pasternak A, Redden PR (2005). Frontal affinity
chromatography with MS detection (FAC-MS) in drug discovery. Drug Discov Today
10: 409-416.

100



248.

249.

250.

251.

252.

253.

254.

Heo M, Maslov S, Shakhnovich E (2011). Topology of protein interaction network
shapes protein abundances and strengths of their functional and nonspecific
interactions. Proc Natl Acad Sci U S A 108: 4258-4263.

De Maio A, Yalamanchili HK, Adamski CJ, Gennarino VA, Liu Z, Qin J, Jung SY,
Richman R, Orr H, Zoghbi HY (2018). RBM17 interacts with U2SURP and CHERP
to regulate expression and splicing of rna-processing proteins. Cell Rep 25: 726-736.
Trinkle-Mulcahy L, Boulon S, Lam YW, Urcia R, Boisvert FM, Vandermoere F,
Morrice NA, Swift S, Rothbauer U, Leonhardt H, Lamond A (2008). Identifying
specific protein interaction partners using quantitative mass spectrometry and bead
proteomes. J Cell Biol 183: 223-239.

Huang BX, Kim HY (2013). Effective identification of Akt interacting proteins by
two-step chemical crosslinking, co-immunoprecipitation and mass spectrometry.
PLoS One 8: €61430.

Skene PJ, Henikoff S (2013). Histone variants in pluripotency and disease.
Development 140: 2513-2524.

Monteiro FL, Baptista T, Amado F, Vitorino R, Jeronimo C, Helguero LA (2014).
Expression and functionality of histone H2A variants in cancer. Oncotarget 5: 3428-
3443.

Boyne MT, 2nd, Pesavento JJ, Mizzen CA, Kelleher NL (2006). Precise
characterization of human histones in the H2A gene family by top down mass

spectrometry. J Proteome Res 5: 248-253.

101



OZGECMIS

KIiSISEL BILGILER
Soyadi, Adi : Ihsan NALKIRAN
Uyrugu - T.C.
Dogum Tarihi ve Yeri  : 18.02.1989, RiZE/Merkez
Telefon (is) : 0(464) 2123009
E-Posta : nalkiranihsan@gmail.com
Yazisma Adresi (i) : RTEU Tip Fakiiltesi T1bbi Biyoloji ABD 53020 RiZE
EGITIM BILGILERI
Derece Mezun Oldugu Kurumun Adi Mezuniyet Y1l
Doktora/Uzmanlik  Karadeniz Teknik Uni. Tibbi Biyoloji ABD Halen
Yiiksek Lisans Istanbul Uni. Aziz Sancar Deneysel

Arastirmalar1 Enstitiisti, Molekiiler Tip ABD 2014
Lisans Istanbul Uni. Molekiiler Biyoloji ve Genetik 2010
Lise Rize Fen Lisesi 2006
AKADEMIK/MESLEKI DENEYIMI
Gorevi Kurum Sire

(Y1l -Y1l)

1. Ars. Gor. RTEU Tibbi Biyoloji ABD Halen
2. Ars. Gor. (35. madde ile gérev.) KTU Tibbi Biyoloji ABD 2017-2020
3. Ars. Gor. RTEU Tibbi Biyoloji ABD 2012-2017
YABANCI DIL

Ingilizce: YOKDIL Saglik Bilimleri; 71.25, UDS; 65
UZMANLIK ALANI

Molekiiler Biyoloji, Kanser, Insan Genetigi, Hiicre Biyolojisi
YAYINLAR

1. Iplik ES, Nalkiran I, Turan S, Arikan S, Yaylim I, Ergen A (2019). Investigation of

Gpx1 gene expression, serum Gpx1 and selenium levels on colorectal cancer. Clinical

and Experimental Health Sciences 9: 65-70.

102



Nalkiran HS, Sahin SB, Ayaz T, Nalkiran I, Guzel Al, Eldes T, Yildiz Y (2019).
Association of paraoxonase-1 L55M and Q192R polymorphisms with PCOS risk and
potential risk factors for atherosclerosis. Biomarkers in Medicine 13: 279-289.
Nalkiran I, Turan S, Arikan S, Kahraman OT, Acar L, Yaylim I, Ergen A (2015).
Determination of gene expression and serum levels of MnSOD and GPX1 in colorectal
cancer. Anticancer Research 35: 255-259.

BIiLDIRILER

1.

Toraman B, Livaoglu M, Dinger T, Budak G, Nalkiran i, Unsal S, Yildiz G, Akarsu
NA, Kalay E (2017). Kalitsal nonsendromik yarik dudak/damak hastaliginda genetik
etiyolojinin arastirilmasi. XV. Tibbi Biyoloj ve Genetik Kongresi, MUGLA, 26-29
Ekim 2017, 225.

Uzun H, Sevim Nalkiran H, Ak¢a N, Eren H, Nalkiran I, Saydam F, Giizel Al (2017).
Y chromosome microdeletions in 102 cases: Is the incidence of acquired non-
obstructive azoospermia increasing. ESAU Meeting Bodrum Turkey, MUGLA,
TURKIYE, 21-21 May1s 2017, 84-84.

Sevim Nalkiran H, Ayaz T, Nalkiran I, Giizel A.I, Durakoglugil T, Yildiz Y (2017).
Investigation of association between paraoxonase-1 L55M (RS854560) and Q192R
(RS662) polymorphisms and potential atherosclerotic risk factors in PCOS patients. 2.
Ege Endokrin Hastaliklar ve Genetik Sempozyumu, iZMIR, TURKIYE, 23-25 Subat
2017, cilt.9, no.suppl.1, 27-27.

Nalkiran 1., Turan S, Acar L, Arikan S, Timirci Kahraman O, Yaylim I, Ergen A
(2015). MnSOD and GPX1 gene expressions in colorectal cancer. 5 th International
Congress of Molecular Medicine From Cell to Bedside, iZMIR, TURKIYE, 20-22
Mayis 2015, 57-57.

Eksi Y.E, Ermis Karaali Z, Nalkiran I, Zeybek U, Ergen A (2012). Tip2 diyabetli
hastalarda myeloperoksidaz ve glutamat-sistein ligaz katalitik altbirim gen
polimorfizmlerinin incelenmesi. 24. Ulusal Biyokimya Kongresi, KONYA,
TURKIYE, 25-28 Eyliil 2012, 173-173.

ODULLER

1.

Toraman B, Livaoglu M, Dinger T, Budak G, Nalkiran I, Unsal S, Yildiz G, Akarsu
NA, Kalay E (2017). Kalitsal nonsendromik yarik dudak/damak hastaliginda genetik
etiyolojinin arastirilmasi. XV. Tibbi Biyoloj ve Genetik Kongresi, MUGLA, 26-29
Ekim 2017, 225.

103



Eksi Y.E, Ermis Karaali Z, Nalkiran I, Zeybek U, Ergen A (2012). Tip2 diyabetli
hastalarda myeloperoksidaz ve glutamat-sistein ligaz Kkatalitik altbirim gen

polimorfizmlerinin incelenmesi. 24. Ulusal Biyokimya Kongresi, KONYA,
TURKIYE, 25-28 Eyliil 2012, 173-173.

104



