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OZET

Insan p53 Tiimér Siipresér Proteini ile Insan Aprataksin,SACM1L ve METAP1

Proteinleri Arasindaki Protein-Protein Etkilesimlerinin Ortaya Cikartilmasi

Amag: p53 transkripsiyon faktorii; hiicre dongiisiiniin durmasi, DNA onarimi1 ve
apoptoz gibi bir¢ok biyolojik fonksiyonlarda gorev almaktadir. p53 aktivitesi, post-
translasyonel modifikasyonlar dahil birgok faktor tarafindan diizenlenir. Daha Once
yapilan 6n ¢aligmada, heterolog maya sistemindeki insan p53 aktivitesini diizenleyen
antioksidan genlerin bulunmasi i¢in antioksidan genleri bulunmayan 109 farkli mutant
taranmustir. Bu tarama kapsaminda ii¢ tanesinin (Ahnt3, Asacl ve Amapl), yabanil tip
hiicrelere kiyasla daha diisiik p53 aktivitesi gosterildigi bulunmustur. Bu genlerin insan
homologlarinin (APTX, SACMI1L ve METAP1) p53 regiilasyonunda rol oynamalari
muhtemeldir. Tez ¢alismasi dahilinde p53 ile insan APTX, SACMI1L ve METAP1
proteinleri arasindaki protein-protein etkilesimlerinin tespit edilmesi amag¢lanmustir.

Materyal ve Metot: p53 ve hedef proteinler arasindaki protein-protein
etkilesimlerini incelemek i¢in maya ve insan hiicre kiiltiir modelleri kullanilmistir.
Maya ikili hibrit sistemi ve Co-IP tekniklerinden faydalanilarak protein-protein
etkilesimlerinin analizleri yapilmustir.

Bulgular: Maya ikili hibrit ile ilgili deneylerde protein interaksiyonlarmin
belirlenebilmesi i¢in LacZ raportdr geninden faydalanilarak analizler yapilmistir. Analiz
sonucunda p53 igeren transformantlar ile kontrol grubu transformantlar arasinda p53-
APTX transformantinda anlamli farklilik oldugu goriilmiistiir (p<0.05). Daha sonra
yapilan Co-IP deneylerinde, normal biiyiime sartlarindaki MCF 10A hiicrelerindeki p53
ile hedef genler arasinda Western Blot analizi ile direkt bir etkilesim saptanamamustir.

Sonug¢: Analizler sonucunda sadece APTX' in p53 proteini ile etkilestigini
gostermektedir. Bununla birlikte, bu etkilesim MCF 10A hiicrelerinde normal biiyiime

kosullar1 altinda Co-IP deneyleri ile belirlenememistir.

Anahtar Kelimeler: APTX, kanser, METAP1, p53, protein-protein etkilesimi,
SACM1L

Vi



ABSTRACT

Elucidation of Protein-Protein Interactions Between Human p53 Tumor
Suppressor and The Human Aprataxin, SACM1L and METAP1 Proteins

Aim: : The p53 transcription factor is involved in many biological functions
such as cell cycle arrest, DNA repair, and apoptosis. P53 activity is regulated by many
factors, including post translational modifications. In a preliminary study, 109 different
yeast mutants without antioxidant genes were screened to find antioxidant genes that
regulate human p53 activity in the heterologous yeast system. Within the scope of this
screening, three of them (Ahnt3, Asacl and Amapl) were found to have lower p53
activity compared to wild type cells. Human homologs of these genes (APTX,
SACMLIL and METAP1) are likely to play a role in the p53 regulation. The aim of this
thesis is to determine the protein-protein interactions between p53 and human
Aprataxin, SACM1L and METAP1 proteins.

Material and Method: Yeast and human cell culture models were used to study
protein protein interactions between p53 and target proteins. Yeast two hybrid system
and Co-IP techniques were used to analyze protein-protein interactions.

Results: In assays on yeast two hybrid, analyzes were made using the LacZ
reporter gene to determine protein interactions. As a result of the analysis, it was
observed that there was a significant difference in p53-APTX transformant between p53
containing transformants and control group transformants (p <0.05). In the subsequent
Co-IP experiments, under normal growth conditions, direct interaction between p53 in
MCF 10A cells and target genes was not detected as a result of Western Blot analysis.

Conclusion: Our results suggest that only APTX interacts with p53 protein.
However, this interaction was not be able to confirmed by the Co-IP experiments under

normal growth conditions in MCF 10A cells.

Key words: APTX, cancer, METAP1, p53, protein-protein interaction, SACM1L.
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1. GIRIS

Insan p53 proteini tetramerik bir traskripsiyon faktoridiir ve ilk
kesfedilmesinden bu yana kanser biyolojisindeki rolii her gecen giin artmaktadir. Timor
stipresor pS53 proteini; hiicre dongilisiic  kontroliinli, DNA tamir yolaklariin
aktivasyonunu ya da kontrollii hiicre 6liimii yolaklarini aktive ettigi bilinmektedir (1,2).
p53 ile etkilesim gosteren proteinler p53 aktivitesini pozitif ya da negatif yonden
kontrol edilmesini sagladigi i¢in farkli biyokimyasal yapidaki protein-protein
interaksiyonlar1 p53 fonksiyonlar1 bakimindan 6nemli bir rol oynamaktadir (3).

Daha Once yapilmis olan maya tabanli 6n ¢alismada HNT3, SAC1 ve MAP1
genlerinin p53 aktivitesi i¢in gerekli oldugu tespit edilmistir. Bu {i¢ genin insan
homologlarinin (APTX, SACMI1L ve METAP1) p53 regulasyonunda rol oynamalari
muhtemeldir ve her bir gen hiicre igerisinde farkli géreve sahip olmaktadir. Bu
genlerden insan Aprataksin proteinin gorevi, genotoksik strese karst hiicreleri
korumaktadir (4). Insan SACMIL, endoplazmik retikulumda lokalize olup fosfoinozitid
fosfataz olarak gorev yaparak Ptdins3-P ve PtdIns4-P tiirlerini hidrolize etmektedir (5).
Insan METAP1 geni ise; mayada MAP1 genine benzer sekilde ko-translasyonel olarak
yeni sentezlenen proteinlerin N-terminalindeki metiyonin amino asidini uzaklastiran bir
metiyonin aminopeptidaz enzimini kodlamaktadir (6). Gueven ve ark (2004) tarafindan
yapilan bir ¢alismada Aprataksin ile p53’iin Co-IP deneylerinde beraber g¢oktiikleri
gosterilmistir fakat bu konuda daha ileri bir arastirma yapilmamustir (7). Diger iki genin
(METAPI ve SACMLI1) insan ya da diger memeli sistemlerinde p53 proteini ile
bilinen bir iliskisi bulunmamaktadir.

Bu nedenle tez calismamizda maya ve insan hiicre kiiltiir modeli kullanilarak
insan p53 proteini ile her bir protein arasinda muhtemel olan protein-protein
etkilesimlerinin tespit edilmesi amaglanmistir. {lgili genlerin/proteinlerin p53 proteini
ile iliski olmas1 halinde p53 regiilasyonu i¢in yeni sinyal iletim yolaklar1 tespit edilmis
olacaktir. Bu durum 6zellikle p53 yapisinda mutasyon tagimayan fakat p53 yolag: ile

ilgili kanser olusumlarinin mekanizmalarini anlamak i¢in yol gosterici olabilir.



2. GENEL BILGILER

2.1. TP53 Geni ve p53 Proteini

pS53, 1979 yilinda SV40 DNA tiimor viriisii biiyiikk T antijeni ile iligkili bir
protein olarak tanimlanip birgok kanser tiiriinde ¢ok fazla ekspresyona ugramasindan
dolay1 p53’iin 6ncelikle proto-onkojen oldugu diistiniilmiistiir (1). Daha sonra p53’iin
onkojenik ozelliklerinin proteindeki mutasyonlardan kaynaklandigi ve p53’lin aslinda
timor baskilayici 6zellik gosterdigi anlasilmigtir (2). p53 proteininin tiimdr baskilayici
rolii ortaya konulduktan sonra, p53 proteinini kodlayan gen TP53 olarak adlandirilmistir
(9).

Insan genomunda 17p13.1 bolgesinde yer alan TP53 geni, insanda bulunan en
onemli tiimor baskilayicilarmndan biridir (10). TP53 proteininin bugiine kadar 15
izoformu bulunmaktadir. Bu izoformlarm agwhklar1 3.5 ile 43.7 kDa arasinda
degismektedir. Normal bir hiicrede TP53 tarafindan kodlanan p53 proteini diisiik
seviyede bulunmaktadir. Ancak DNA hasari, onkojen aktivasyonu, telomer kisalmasi,
hipoksi, ribozom/endoplazmik retikulum stresi ve viral enfeksiyon gibi durumlarda
indiiklenmekte ve boylece p53 ekspresyonu artmaktadir (11). TP53 geni, p53
proteininin gen transkripsiyonu, DNA onarimi, hiicre dongiisii, genomik stabilite,
kromozomal segregasyon, yaslanma ve apoptoz (kontrollii hiicre 6liimii) dahil olmak
tizere ¢esitli hiicresel siireglerde rol oynamaktadir (3) (Sekil 2.1). p53, bu islevlerini ya
transkripsiyon faktorli olarak ilgili genlerin transkripsiyonlarimi diizenleyerek ya da
diger proteinler ile veya dogrudan DNA ile fiziksel olarak etkileserek
gerceklestirmektedir (12).
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Sekil 2.1. p53 yolag:

pS3 proteini bir¢ok ¢esitli sinyal yollarin1 indiikleyebilen bir transkripsiyon
faktorii olarak bilinmektedir. Biyoinformatik analiz ile 100’den fazla genin p53
tarafindan diizenlendigi ve genomda 4000’den fazla potansiyel p53 baglanma
bolgesinin bulundugu tespit edilmistir. p53, transkripsiyon faktorii olmasmin yaninda
ayni zamanda DNA replikasyonu, transkripsiyonu ve onariminda yer alan birkag
proteine de baglanmaktadir (13,14).

Tiim kanser tiirlerinin %50’sinden fazlasinda somatik p53 mutasyonu
goriilmektedir. Timorlesen hiicrelerde mutant p53°tin sentezi, normal hiicrelerde olan
p53 sentezinden daha fazla gergeklestirerek biiyiimeyi ve boliinmeyi tetikleyen
faktorlerin miktarii arttrmaktadir (15). Biiyiime ve boliinme faktérlerinin timor
hiicrelerindeki kontrolsiiz artigiyla tiimor hiicresi daha hizli ve kontrolsiiz bir bigimde
bolinmektedir. Bu nedenle p53, kanser biyolojisinde bir¢ok aragtirmacinin dikkatini
cekmistir ve cesitli kanser tedavilerinin gelistirilmesine yol agmistir. Bu tedavilerden
sadece biri klinik kullanim i¢in onaylanmistir. Bu tedavi yontemi, adenoviriis vektorii
ile gen terapisinin uygulanmasimi igerip 2003’ten beri Cin’de kullanilmaktadir ancak
diger iilkelerde kullanilmamaktadir (16). insan karsinomlarmda p53’iin éneminin agiga
cikmasi, p53 sinyal yolagni diizenleyen molekiillerin detayli arastirilmasma neden

olmustur.



2.2. p53’iin Yapisi

p53, 393 aminoasitten olusan bir ¢ekirdek proteinidir. 11 ekson ve 10 intronu
bulunmaktadir. Aktif halde homotetramer yapida bulunan insan p53 proteini, N-
terminal transaktivasyon bolgesi, prolince zengin bolge, sekans spesifik DNA baglanma
bolgesi, baglayici bdlge, tetramerizasyon bolgesi ve karboksil ug¢ bolgelerini
icermektedir (17) (Sekil 2.2). Bu bdlgelerin her birinin farkl islevleri bulunmaktadir.
Transaktivasyon bolgesi, transkripsiyonun aktivasyonu ile p53’iin fonksiyonel ve
yapisal stabilizasyonunu saglamaktadir. Sekans spesifik DNA baglanma bolgesi
DNA’nin mindr olugundaki pentamer GGGCA konsensiis dizilerine baglanmaktadir.
Tetramerizasyon bolgesi protein-protein etkilesimlerine yardimci olup p53’iin DNA’ya

baglanmasini kararli hale getirmektedir (18,19).

DNA baglanma bolgesi

Sekil 2.2. Tetramerik p53°iin DNA’ya baglanmasi (18)

pS3 mutasyonlarinin %95’i DNA baglanma bolgesinde (genellikle missense
mutasyonlar1) meydana gelmesi nedeniyle proteinin DNA baglama 6zelligini
kaybetmesine neden olmaktadir. Bu mutasyonlar ve ortaya c¢ikan amino asitler, pS3
proteinin karboksil ucu da olmak iizere diger fonksiyonel bolgeleri degistirebilecek
anormal protein konformasyonlarma neden olabilmektedir. Bu durum kanser
gelisiminde kritik bir olay oldugundan arastrmacilar p53’iin transaktivator

fonksiyonuna odaklanmustir (20,21).



Prolince zengin Baglayic Karboksil ug

bolge bolge bolgesi
N — e .. —cC
1 61 94 292 325 356 393
Transaktivasyon DNA baglanma Tetl‘an}erizgsyon
bolgesi bolgesi bolges1

Sekil 2.3. p53 proteininin genel yapisi

2.3. p53’iin Diizenlenmesi

p53 proteinin yart 6mriiniin kisa olmasi nedeniyle normal hiicrelerde disiik
seviyede bulunmaktadir. p53 yolaginda bir ya da birkag stres sinyallerinin goriilmesi
halinde p53 proteinin kimyasal modifikasyonu (asetilasyon, fosforilasyon, metilasyon
vb) ve yarilama Oomriiniin uzadigi belirtilmistir. Hiicrelerde p53 aktivitesinin kontrolii
bircok farkli mekanizma sayesinde gergeklesmektedir. Bu mekanizmalar arasinda en
etkin olan1 p53 proteinin stabilitesinin kontrol altinda tutulmasidir ve bu durum MDM2
proteini tarafindan saglanmaktadir (22). MDM2 proteini bir negatif regiilator olarak p53
seviyesini kontrol altinda tutan 6nemli bir protein olmaktadir (23). Kromozom 12’nin
(12q15) iizerinde yer alan MDM2 proteini, p53 proteinin amino ucuna baglanmaktadir.
Daha sonra p53 proteinin transkripsiyonel aktivitesini inhibe ederek proteozom
aracilifiyla par¢alanmasini saglamaktadir. Boylelikle p53°iin normal hiicre igerisindeki
seviyesi diisiik tutulmaktadir. p53 molekiiliiniin aktif hale ge¢mesi halinde kendisinin
transkripsiyonunu da etkilemekte ve transkripsiyon faktor rolii artmaktadir (24).

p53 ¢ekirdek proteini olup ¢ekirdege giris i¢in ¢ekirdek traslokasyon dizisine
sahip oldugu bilinmektedir (25). Cekirdekte aktivite gosteren p53 sitoplazmada
yikilmaktadir. Bu durum MDM2’nin ¢ekirdege girip p53 proteinine baglandiktan sonra
sitoplazmaya tasinarak proteazomlar tarafindan pargalanmasiyla gergeklesmektedir.
Hiicre icindeki p53’iin stabilizasyonu hiicre dongiisii kontroliinde olduk¢a onemlidir.

p53 kendi transkripsiyonel aktivasyonunu etkilerken kendisini pargalamasina neden



olan MDM2’nin traskripsiyonel aktivasyonunu da etkilemektedir. p53 ve MDM2
birbirlerinin oto-regiilatorligiinii yapmaktadir (26).

p53 ve MDM2 hiicresel fosfoproteinlerdir. Birgok fosforilasyon bdolgelerini
icermektedirler. DNA iizerinde meydana gelen hasarm p53’iin N-terminalinde bulunan
15 aminoasidin fosforilasyonuna sebep olmasiyla p53-MDM2 iligkisinin zayifladigi
goriilmiistiir (27). DNA bagimli protein kinazlar, ATM ve ATR’nin, DNA hasarina
tepki olarak p53 aktivitesinin diizenlenmesinde rol oynadig bilinmektedir. p53 proteini
DNA hasar sonrasi aktif hale gecerek niikleusta birikmektedir. p53, DNA hasar sonucu
uyarilan ATM proteini tarafindan Ser15°ten fosforillenmektedir. ATM’ye oranla biraz
daha yavas uyarilan ATR ise fosforillenmis Ser15’1t devamli fosforilleyerek p53’iin
saatlerce aktif kalmasin1 saglamaktadir. DNA-bagimli protein kinaz ise hem p53’i hem
de MDM2’yi fosforlayarak p53-MDM2 iliskisinin kurulmasint ve MDM?2’nin inhibitor
etkisini ortadan kaldirmaktadir (28).

Onkogen aktivasyonu DMA hasan
EZF-1, RAS, RAF
y v
pl4 ATM_ ATR
v
DNA-PK

Hedef genlerinin
transkripsiyonlannmn
aktivasyonu

. - )

degredasyon

Sekil 2.4. MDM2’nin p53’ii diizenlemesi (29)



DNA hasar1 sonrasinda bu hasarlar kinazlar tarafindan taninmakta ve Kinaz
aracili p53 aktivasyonu saglanmaktadir. Aktivasyonu artan p53 proteini, p21 geninin
transkripsiyonunu aktive ederek p21 siklin bagimli kinazlar1 inhibe etmesi sonucunda
hiicre dongiisii durdurulmaktadir. Ayn1 zamanda DNA replikasyonu igin gerekli olan
DNA polimerazin engellenmesini saglayarak hiicre dongiisiini S fazma ge¢cmeden
durdurmaktadir. p21 6zellikle Cdk?2 ile iliskili bir siklin/Cdk inhibitorii olmakla beraber
hiicre dongiisiinii negatif yonde regiile etmektedir (30).

p53 proteinin hiicre dongiisiinii regiile etmesinin yaninda, DNA tamir
mekanizmasini ve apoptozu baslatma roliine de sahip olmaktadir. p5S3 DNA hasari
sonrasinda p21 proteinin artmast sonucunda hiicre dongiisiinii G1 evresinde
durdururken, bu asamada GADD45 geninin transkripsiyonunu arttirarak hiicrenin
genomik DNA’sinda meydana gelen hasarin onarilmasi i¢in vakit kazanmaktadir (31)
(32). DNA tamirinin basarili gegmesi durumunda DNA’nin kirik uglar1 tamamlandiktan
sonra p53 aktivasyonu azalmis olup hiicre dongiisii kaldig1 yerden devam edecektir.
DNA hasar1 hiicrenin tamir mekanizmasinin onarabilecegi kapasitenin iizerinde ise
hiicre dongiisiine devam edilmeyip hiicre apoptoza yonlendirilmektedir. Apoptoz
sirasinda p53°iin hedefleri arasinda hiicre yiizeyindeki Tiimor Nekroz Reseptor ailesinin
bir {liyesi olan Fas reseptorlerini ve mitokodrial membran araligindan sitokrom-c
salinimin1 uyarilmaktadir. p53, hedef genlerinden biri olan pro-apoptotik Bax’in trans-
kripsiyonunu aktive etmektedir. Mitokondriden sitokrom-c salinimini engelleyen Bcl-2
dimerleri  yerine Bax-Bcl2 heterodimerinin  olugsmasiyla mitokondri porlar
kapatilamamakta ve sitokrom-c  mitokondriden sitoplazmaya salinmaktadir.
Sitoplazmaya salinan sitokrom-c Apaf-1’¢ baglanarak Kaspaz-9’un da katildig1
apoptozom yapisi olusturmaktadir. Kaspazlar aktif hale gecerek apoptozun baslamasi
icin gereken sinyali olusturmaktadir. Boylelikle hiicrenin programli hiicre 6limi

gerceklesmektedir (33).
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Sekil 2.5. p53 apoptoz yolagi (29)

2.4. Aprataksin Geni

Insan Aprataksin proteini, genotoksik strese kars1 hiicreleri korumakla gérevlidir.
APTX, genomun 9p21.1 iizerinde yer almakla birlikte hem ¢ekirdek hem de niikleolusta
bulunan bir proteindir. Yapilan ¢alismalar hiicrelerin hem niikleer hem de sitoplazmik
aprataksine sahip oldugunu belirtmistir. APTX, mitokondriyal DNA’nin (mtDNA)
onariminda da gorev almaktadir. APTX’in ekspresyonundaki veya islevindeki
bozukluklarin mitokodriyal disfonksiyona ve oksidatif strese yol agmasinda énemli rol
oynadig1 tespit edilmistir (4). Beyin, bobrek, omurilik ve kaslar dahil olmak {izere ¢esitli
dokularda tiretilmektedir. Kodlanan protein, hasar olusan DNA bdlgesinin onarimi igin
niikleotid baglama aktivitesiyle DNA zincirindeki kiriklar1 modifiye etmektedir. Bu

gendeki mutasyonlar ataksi okiilomotor apraksi (AOA) ile iliskilendirilmis ve bu



hastalardan alinmis hiicrelerde DNA tek zincir kirig1 tamirinden sorumlu olan PARP-1,
XRCCRL1 ve p53 proteinleri ile etkilesime girdigi tespit edilmistir (7).

APTX proteini N-terminal FHA bolgesi, merkezde katalitik histidin triad (HIT)
bolgesi ve ¢inko parmak motifine sahip bir C-terminal bolgesiyle ii¢ farkli boliimden
olugsmaktadir. FHA bdlgesi; hiicre i¢i sinyal transdiiksiyonu, transkripsiyon, protein
taginmasi, DNA onarimi ve protein yikimi dahil olmak iizere bir dizi islemde yer alan
proteinlerle iliskili bir fosfopeptid etkilesim alamidir. HIT bolgesi, histidin triad
motifindeki bir mutasyonla ortadan kaldirilan adenilat hidrolaz aktivitesinden sorumlu
oldugu bilinmektedir. APTX C-terminal bolgesi ise DNA baglanma kapasitesine sahip

olup ¢inko parmak motifinin DNA baglanmasi i¢in 6nem tangimaktadir (34).

hAPTX 1 FHA al HIT Znf 342

Sekil 2.6. Aprataksin genom yapisi (34)

APTX genindeki mutasyonlar 1988’de tanimlanan AOA, norolojik bir bozukluga
yol agmaktadir. APTX eksikligi ayni zamanda Ataksi’de koenzim Q10 (CoQ10)
eksikligine sebep olup, klinik olarak Parkinson benzeri ¢oklu sistem atrofisi ile de
iligkilendirilmistir. AOA1 mutasyonlart APTX’in HIT ve ¢inko parmak bolgelerinden
meydana geldigi bildirilmistir. APTX genindeki mutasyonlar, aprataksin proteinini
diizensizlestirmekte ve kararsiz iirlinler liretmektedir. Yapilan g¢alismalar sonucunda
aprataksinin, DNA onariminda yer alan bir dizi protein ile etkilesmesiyle genotoksik

strese kars1 hiicresel cevabi etkiledigi gosterilmektedir (7).
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Sekil 2.7. Aprataksin proteinin DNA’ya baglanmasi (34).

2.5. SACML1L Geni

SACMI1L (SAC1 benzeri Fosfatidilinositid Fosfataz) geni, endoplazmik
retikulumda lokalize olan ve fosfatidilinositol 3-fosfat, fosfatidilinositol 4-fosfat ve
fosfatidilinositol 3,5-fosfati hidrolize eden bir fosfoinositid fosfataz olarak islev goren
integral membran proteinini kodlamaktadir (35). SAC1, hem N- hem de C-terminal
bolgeleriyle sitozolde bulunan 587 aminoasitlik bir transmembran proteinidir. insan
SACMI1L geni 3p21.3 kromozomunda lokalize olmakla beraber, 21 eksondan
olusmakta ve hemen hemen tiim doku tiplerinde eksprese edilmektedir. Golgi
membranlarinda ve mitotik iglerin organizasyonunda da rol oynadigini gosteren
calismalar bulunmaktadir. Fosfoinositid fosfatazlarin aktin hiicre iskeleti organizasyonu,
vezikiil aligverisi, bazi proteinlerin aktivasyonu, maya ve hayvanlarda sinyal iletimi gibi
cok cesitli hiicresel siireglerin diizenleyicisi oldugu gosterilmistir (36). Son zamanlarda,
SACL'in N-terminal sitoplazmik alaninin memeli hiicrelerinde golgi lokalizasyonuna

katkida bulundugu bildirilmistir. Maya ve memeli hiicrelerinde SAC1’in silinmesi golgi
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morfolojisi ve fonksiyonunda degisikliklere yol agmaktadir. Bu genin farelerde nakavt

edilmesinin ardindan embriyonik 6liimlerin gergeklestigi goriilmiistiir (5).

2.6. METAP1 Geni

Metiyonin aminopeptidazlar (METAP) tiim canli hiicrelerde temel enzim olup
hiicredeki yeni sentezlenmis peptitlerden baslatict metiyonini ¢ikarmaktadir (37). Tip 1
ve tip 2 olmak iizere iki METAP izoformu bulunmaktadir. Prokaryotlar tek bir METAP
izoformu ifade ederken 6karyotlar hem METAP1 hem de METAP2’yi ifade etmektedir.
Insan METAP1, N-terminalinde ¢inko parmagi ve C-terminalinde katalitik bir bolgeye
sahip iki alandan olusmaktadir. Genomda 4p23 iizerinde lokalizedir. Ko-translasyonel
protein olgunlagsmasimin temel bir yolu olan N-terminal metiyonin eksizyonunu katalize
etmektedir. Cinko parmak alaninin, METAPI1’in ribozomlar iizerinde uygun
fonksiyonel hizalamasin1 korudugu ve in vivo normal fonksiyonu i¢in 6nemli oldugu
tespit edilmistir. Sadece METAP genini eksprese eden bakterilerde METAP’in nakavt
edilmesi veya spesifik inhibasyonu 6liimciil sonuglara sebep oldugu tespit edilmistir.
METAP1’in mayada delesyona ugramasi sonucunda ise ciddi bir yavas biiyiime fenotipi
goriilmiistiir (38).

METAP1 inhibitorlerinin farkli kanser hiicre hatlarinda G2/M fazinda
duraklamaya sebep oldugu ve apoptozu tetikledigi gosterilmistir (6). p53°tin dahil
oldugu hiicre dongiisii ve apoptoz gibi mekanizmalarda METAPL’in rolii bilinmesine
ragmen, METAP1’in p53 ile dogrudan etkilesimini arastrmak i¢in arastirmalar

yapilmamustir.
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Sekil 2.8. METAP1 protein yapisi (39).

2.7. Protein-Protein Etkilesimi

Biyolojik fonksiyonlarimizin biiylik bir ¢ogunlugu, ¢ok yonlii bir biyomolekiil
olan proteinlerin aktiviteleriyle saglanmaktadir. Metabolik yollar, sinyal iletimi yollari,
gen ekspresyonu ve hiicre-hiicre etkilesimi dahil olmak iizere tiim hiicresel aktivitelerin
gelisimini siirdiiren protein-protein etkilesimleri bir¢ok biyolojik siirecte yer almaktadir.
Protein-protein etkilesimleri, belirli alanlarin yiizey motifleri yoluyla iki veya daha fazla
proteinlerin arasindaki fiziksel etkilesim olarak tanimlanabilmektedir. Protein-protein
etkilesimleri;  enzimlerin  kinetik  Gzelliklerinin  modifikasyonuna,  substrat
yonlendirmesine, proteinin aktif ve inaktivitesine, proteinin regiilasyonuna, mikro
molekiillerin baglanmasmma ve ayni zamanda proteinlerin etkilesimlerini degistirerek
proteinin 6zgilliigiinii kaybetmesine neden olabilmektedirler. Bu durum, fosforilasyon,
metilasyon, asetilasyon ve ubikitinasyon gibi proteinlerde, protein konformasyonunu
degistirerek veya inhibitor proteinden ayrilma yoluyla hedef proteini aktive eden veya
etkisiz hale getiren biyokimyasal degisikliklerin bir sonucu olarak ortaya

cikabilmektedir. Proteinin diger proteinlerle etkilesim agmin tanimlanmasi, bazi
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fizyolojik olaylara yol acan biyo-molekiiler yolaklarin aydinlatilmast ve birgok
hastaligin tedavisi i¢in umut verici bir yaklagim olmustur (40).

‘Genomun koruyucusu’ olarak adlandirilan p53, insan kanserlerinin ¢ogunda
mutasyona ugramaktadir. Bu nedenle p53’iin yeniden aktiflestirilmesi kanser tedavisine
yeni bir kapt agmistir. p53-MDM?2 arasindaki etkilesimin engellenmesi, klinik
calismalarda birgok yeni molekiil modiilatorlerinin gelistirilmesine sebep olmustur.
Birgok arastirma c¢alismasi, cesitli hiicresel siireglerde tiimor baskilayict p53 protein
etkilesim aglarmin aydinlatilmasma odaklanmaktadir (41).

Protein-protein etkilesimlerinin (PPE) analizi; in vivo, in vitro ve silika olmak
tizere li¢ kategoride siniflandirilmaktadir. PPE’de en sik kullanilan in vivo teknik maya
ikili hibrit (Y2H) yontemidir. Bu yontemde etkilesim gosterdigi diisiiniilen iki protein
bolgesi Y2H plazmitine dahil edilmektedir. Birinci bolge, DNA’nin baglanmasina
yardime1 olan DNA baglanma bdlgesini icermektedir. Ikinci bolge, spesifik DNA nin
transkripsiyonunun aktivasyonunda yer alan aktivasyon alanini bulundurmaktadir. Bu
iki bolge belirli raportdr genin transkripsiyonu igin gerekli olmaktadir. Protein-protein
etkilesimlerinin analizi i¢in kullanilan bir diger yontem ise in vitro teknik olan ko-
immiinoprespitasyondur (Co-IP). Protein A/G afinite boncuklariyla birlikte hedef
proteine spesifik bir antikor kullanilarak, spesifik proteinlerle etkilesime giren

molekiilleri tanimlamak igin uygun bir yontem olmaktadir (35).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Kullamilan Malzemeler

Cahismada kullanilan kimyasallarin tamami molekiiler biyoloji i¢in uygun

safliktadir.

Tablo 3.1. Kimyasal listesi

Kimyasal Uretici Kimyasal Uretici

Proteinaz K Qiagene KCI Merck

Amonyum asetat  Pankreac Applichem Methanol Sigma

Trisma Base Sigma Asetik asit Sigma

NaCl Panreac Applichem EtBr Sigma

EDTA Panreac Applichem HCI IsoLab

NaxHPO4 Panreac Applichem Ampisilin Panreac Applichem
NaH2PO4 Panreac Applichem Kanamisin Panreac Applichem
MgCl Sigma Gentamisin Panreac Applichem
Beta- : : : :
mercaptoetanol Pancreac Applichem Tris-HCL Fisher Sci.

ONPG Thermo Gliserol Panreac Applichem
LB Merck Kolera toksini Sigma

LB Agar Merck Hepes Sigma

Kloroform Sigma Poliklonal antikor Sigma

DMSO Fisher Sci. NaOH Panreac Applichem
Pen/Strep. Gibco Etil Alkol Sigma

DMEM F:12 Sigma [zoamil alkol Sigma

FBS Gibco Fenol Sigma
Tripsin-EDTA Capricorn AccuPOL DNAPol  AMPLIQON

PBS NutriCulture 1 kb DNA marker Thermo

Agaroz Fisher Sci. PageRuler proteln Thermo

ladder
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L-histidine Sigma-Aldrich L-methionine Sigma-Aldrich
L-leucine Sigma-Aldrich L-lysine Sigma-Aldrich
Uracil Sigma-Aldrich Adenine Sigma-Aldrich
Amonyum . . - _

) Panreac Applichem Coomassive brilliant  panreac Applichem
persiilfat (APS) blue R-250
Yeast extract Panreac Applichem Lityum asetat Sigma
SDS Panreac Applichem Akrilamid Panreac Applichem
Bis-akrilamid Panreac Applichem Peptone Panreac Applichem
TEMED Panreac Applichem PVDF membran Panreac Applichem
Restriksiyon Pierce ECL
Endoniikleaz Thermo (Western Blotting Thermo
Enzimleri substrat)
Polietilen glikol y PageRuler protein

Sigma Thermo

(PEG) ladder
AccuPOL DNA

) AMPLIQON 1 kb DNA marker Thermo
Polimeraz
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3.1.2. Kullanilan Laboratuvar Ekipmanlar

Tablo 3.2. Cihaz listesi

Cihaz Marka
Terazi Kern

Hassas terazi Shimadzu
Isitmali Manyetik karigtirict IKA, VWR
Vorteks VWR

Is1 kontrollii ¢alkalamali inkiibatér ~ VWR
Mikrosantrifiij VWR
Sogutmali santrifiij Niive

pH olger Hanna

SDS elektroforez ekipmanlar1 BIORAD, VWR
Gii¢ kaynaklar1 VWR

Jel goriintiileme cihazi- G:Box Syngene

Su banyosu Niive
Inkiibator Niive

-80 buz dolabi Thermo Scientific
Distile deiyonize su tinitesi Millipore
Otoklav Niive
Sogutmali inkiibator Niive

-20 °C derin dondurucu Ugur, Argelik
PCR Biorad
Spektrofotometre Termo
Nanodrop Biospec
Mikrodalga firin Vestel
Mikroskop Olympus
Floresan spektrofotometresi Niive
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3.1.3. Kullanilan Kitler

Tablo 3.3. Kit listesi

Kit ad1 Firma ad1

plazmid DNA izolasyon kit Thermo Scientific GeneJET Plasmid

Miniprep Kit

cDNA sentez kiti Thermo Scientific RevertAid First Strand
cDNA Synthesis Kit

RT PCR i¢in syber green Ampligon

- — ™ .
Maya ikili hibrit kit Thermo Fisher Scientific ProQuest™ Two
Hybrid System

) Thermo Fisher Scientific GeneJET Gel
Jel ekstraksyonu kit ’ )
Extraction Kit

- — - M
Co-IP kit Thermo Fisher Scientific Pierce™ Co

Immunoprecipitation Kit -

3.1.4. Cahsmada Kullanilan Ortam ve Malzemenin Temizligi

Istya dayanikli biitiin cam malzemeler, pipet ug¢lari, ependorflar, santrifiij tiipleri,
bakteri kiiltiir ortamlari, maya kiiltiir ortamlari, bazi stok soliisyonlar 121°C’de 20
dakika (1.02 atm basingta) otoklavda steril edilmistir.

Calismaya baslanmadan oOnce ortam ve pipetmenler %70’lik alkol ile
temizlenmistir. Hiicre kiiltiirii kabini her hafta periyodik olarak temizlenip, kabinin
kullanilmadig1 zamanlarda UV lamba kullanilarak kabin i¢i sterilizasyon saglanmaistir.
Calismaya baglamadan en az yarim saat once laminar flow agilarak ¢aligma ortaminin

sterilizasyonu gergeklestirilmistir.

3.1.5. Cahismada Kullanilan Vektorler

Klonlama amagcli kullanilan pDEST22, pDEST32 vektorii Invitrogen’den Yeast
Two Hybrid (Y2H) kit ile birlikte satin alinmistir (Sekil 3.1, Sekil 3.2) pDONR,
pIx304APTX, pIxSACMIL, pIx304METAP1 vektorleri ise Dharmacon’dan temin
edilmistir (Sekil 3.3, Sekil 3.4).
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Sekil 3.1. pDEST22 vektoriiniin haritasi

pDEST32

pDESTm 32
12266 bp

Sekil 3.2. pDEST32 vektoriiniin haritasi
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pDONR221

M13 M13

R wn MR

pDONR™221
pDONR"/Zeo

pDONR™221 pDONR™/Zeo
4761 nucleotides 4291 nucleotides

Sekil 3.3. pDONR221 vektoriiniin haritasi

pLX304- Blast-V5

PGK = hCMV
RRe LEEM L @ vs m—wme

pLX304-Blast-V5

Sekil 3.4. pLX304-Blast-V5 vektoriiniin haritasi

3.2. Metot

Deneylere baglanmadan 6nce gerekli olan plazmitlerin ( pPDONR, pDEST22,
pDEST32) biiyiitilebilmesi i¢in E.coli ~ (TOP10, DB3.1) tiirii kompetent hale

getirilmistir.
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3.2.1. Kompetent Hiicre Hazirlanmasi

-80°C’de stok halde bulunan E.coli (TOP10, DB3.1) hiicreleri 5 ml LB
besiyerine ekim yapilarak 37°C’de ¢alkalamali etiivde bir gece inkiibe edilmistir. Daha
sonra gecelik kiiltiir, 100 ml SOB [2% tripton, 0.5% maya 6ziitii, 0.05% NaCl, 1% Mg
soliisyon (1 M MgCI2 plus MgSO4)] besiyeri igerisine transfer edilerek, ODsoo degeri
0.5 ile 0.6 araligina gelinceye kadar c¢alkamali inkiibatorde 37°C’de inkiibasyonu
saglanmistir. 4000x g’de 5 dakika santrifiij ile hiicreler ¢Oktiirmiistiir. Pellet haldeki
hiicrelere soguk 5 ml CMG (50 mM CaCl2 plus MgCI2) tamponu eklenerek hiicreler
¢coziilmistiir. Buz tlizerinde 5 dk bekletilen hiicreler 4000x g’de 5 dk santrifiij edilerek
stipernatat uzaklastirilmistir. Pellet hiicrelere tekrar CMG tamponu eklenerek hiicreler
¢Oziilmesi saglanmis ve buz iizerinde 5 dk inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda 150
ul DMSO ilave edilerek karistirilmistir ve tekrar 5 dk buzda bekletildikten sonra her bir
ependorf tiipiine 100 ul eklenerek -80°C’ye kaldirilmistir.

3.2.2. Plazmitlerin Cogaltilmasi ve Secici Ortamin Hazirlanmasi

Bakteri Transformasyonu

pDONR, pDEST32, pDEST22, pIx304 APTX, pIx304 SACMIL ve pIx304
METAP1 plazmitlerinin ¢ogaltilmas1 i¢in -80°C’de muhafaza edilen kompetent
hiicrelerin iizerine 1 pl plazmit DNA buz lizerinde eklenip karistirilmistir. 42°C’°de 1
dakika (1s1 soku) bekletildikten sonra hiicrelerin tizerine 100 pl SOC (% 2 tripton,% 0.5
maya oziitli, 10 mM NaCl, 2.5 mM KCI, 10 mM MgCI2, 10 mM MgS04 ve 20 mM
glikoz) eklenmistir. 37°C’de 30 dakika inkiibe edildikten sonra plazmitlerdeki
(pDONR-kanamisin, pIx304-ampisilin, pDEST32-gentamisin ve pDEST22-ampisilin)
antibiyotik diren¢ genine gore secici LB agar iceren petrilere hiicreler ekilmistir.

37°C’de 12 saat boyunca hiicrelerin biiyiimesi i¢in inkiibasyona birakilmistir.

Plazmit DNA izolasyonu

Kii¢iik miktarlarda plazmit DNA izolasyonu i¢in GeneJET Plasmid Miniprep
Kit’den faydalanilmigtir. Kit protokoliine gore hiicreye uygun antibiyotik igeren 5 ml
LB besiyerine transformasyonu gerceklesmis hiicrelerden tek koloni ekimi yapilarak bir
gece 37°C’de calkalamali inkiibatorde inkiibasyonu gercgeklestirilmistir. Kiiltiir 3500
rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra iistte kalan siipernatant uzaklagtirilmistir.

Elde edilen bakteri peleti ile protokole uygun sekilde yapilan agamalardan sonra DNA
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eliie edilmistir. Eliie edilen DNA’nin konsantrasyonu Nanodrop ile 6l¢iimii yapilmis ve

plazmitler -20°C’de muhafaza edilmistir.
3.2.3. p53 Geninin Amplifikasyonu ve Jel Elektroforezi

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

pS3 geninin Amplifikasyonu i¢in pc DNA3 flag p53 plazmiti kalip olarak
kullanilmugtir. Ileri ve geri primerleri, gateway rekombinasyon sekanslarina (ileri primer
icin attB1 ve geri primer i¢in attB2) uygun bir seklide ile tasarlanmistir. Tasarlanan
primerlerin sa¢ tokast yapist olusturmamasina, Tm sicakliklarinin birbirine yakin
olmasma ve niikleotitlerin dagilimmin miimkiin oldugunca esit olmasina dikkat
edilmistir. Her bir primer 0.2 uM konsantrasyonunda olmakla beraber 1X Ammonium
tamponu (Ampligon) (Tris-HCI pH 8.5, (Na4)2SO4, 15mM MgCl2, %1 Tween 20), her
biri i¢in 0.2 uM dNTP ve 1 {inite AccuPol DNA polimeraz (Ampliqon) kullanilmistir.
PCR reaksiyonun toplam hacmi 50 ul olacak sekilde hazirlanmistir. PCR programi ve
dongii sayist primerlere ve kalip DNA kaynagina gore degisiklik gostermistir. PCR

sonuglar1 agaroz jelde goriintiilenmis ve istenilen bant jelden geri kazanilmstir.

DNA Agaroz Jel Elektroforezi

DNA elektroforezi igin yatay jeller kullanilmistir ve 90 V elektrik akiminda
yaklasik 1 saat ornekler yiiriitiilmistiir. Elektroforez tamponu olarak 1X TAE tampon
kullanilmistir. Agaroz jele son konsantrastonu 0.5 ug/ml olacak sekilde etidyum bromiir
ilave edilmistir. DNA izleme boyasi olarak bromfenol mavisi kullanilmistir. Calismada
genellikle 9%0.8 ile %1 arasindaki konsantrasyonda agaroz jel hazirlanmstir.
Elektroforezde ayrilan DNA fragmentlerinin biiyiiklikklerinin belirlenmesi igin farklh
biiyiikliklerde DNA belirtecleri kullanilmistir. Elektroforez sonuglarint  G:Box

goriintiileme cihazinda goriintiilenerek fotograflar1 ¢ekilmistir.

Agaroz Jelden DNA Piirifikasyonu

Istenilen DNA bantlar1 cihaz ile goriintiilendikten sonra agaroz jelden kesilerek
jelden ¢ikarilmis ve DNA jel ekstraksiyon Kiti kullanilarak DNA eliie edilmistir. DNA
miktar1 ve temizliginin kontrolii i¢cin 260 ve 280 nm dalga boyundaki absorbanslar1

alinmustir.
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3.2.4. Gateway Klonlama

Maya ikili hibrit sistemi i¢cin Gateway klonlama teknigi ile uyumlu olan
ProQuest Two-Hybrid System tercih edilmigtir. Kitin duyarli olmasi, gerekli
klonlamalarin kolayca yapilabilmesi ve protein-protein interaksiyonu i¢in ilave kontrol
unsurlarinin bulunmasi tercih nedeni olmustur. Bu Gateway klonlanma sistemi BP ve
LR reaksiyonu olmak iizere iki reaksiyondan olusmaktadir. Gateway klonlama
yontemiyle insan p53 geni GAL4 transkripsiyon faktoriiniin DNA baglanma bolgesini
(DBD) tagiyan pDEST32 plazmitine, APTX, SACMI1L ve METAP1 genleri ise GAL4
un aktivasyon domainini (AD) iceren pDEST22 plazmitine ayri1 ayri1 klonlanmasi

amaclanmastir.

BP Reaksiyonu

Gateway klonlamanin ilk basamagi olan BP reaksiyonu, attBl ve attB2
bolgelerini taniyip BP rekombinasyon reaksiyonunu gergeklestirebilmesi i¢in
pDONR221 vektorii kullanilmistir. Hedef genler her iki bolgedeki ‘att’ rekombinasyon
sekanslar1 pDEST22/pDEST32 plazmitlerine uyumlu olabilmesi i¢in ilk 6nce BP
rekombinasyon reaksiyonu kurulmustur. Protokolde belirtildigi sekilde ilgili genlerin
pDONR221 vektoriine klonlanmasi gergeklestirilmistir. BP reaksiyonu i¢in 10 pl
toplam hacim olacak sekilde; 2 ul pDONR221 vektor, 2 ul kalip DNA, 4 ul BP
reaksiyon tamponu, 2 pl BP klonaz enzim karisimi kullanilmis ve 3 saat 25°C’de
inkiibasyona birakilmistir. Reaksiyona 2 ul proteinaz K ilave edilerek 10 dk 37°C’de
inkiibe edilmistir. Inkiibe edilen BP reaksiyonu E.coli (TOP10) kompetent hiicrelerine
transforme edilerek plazmit izolasyonu yapilmustir. Elde edilen plazmitlerin

dogrulugunu teyit etmek i¢in restriksiyon kesim enzimleriyle reaksiyon kurulmustur.

LR Reaksiyonu

BP reaksiyon sonucunda elde edilen plazmitler, restriksiyon enzimleriyle
beklenen DNA fragmentleri goriildiikten sonra Gateway’in ikinci basamagi olan LR
reaksiyonu kurulmustur. Bu asamada ilgili genlerin pDONR221 plazmitinden
pDEST22/pDEST32 plazmitlerine aktarimi yapilmistir. Buna gore toplam hacim 10 pl
olacak sekilde; 2 pl pDEST22/pDEST32 vektor, 2 pl kalip DNA, 4 pl LR reaksiyon
tamponu, 2 pl LR klonaz enzim karigimi bir gece 25°C’de inkiibasyona birakilmigtir.
Reaksiyona 2 pl proteinaz K ilave edilerek 10 dk 37°C’de inkiibe edilmistir.
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Inkiibasyon sonrasinda LR reaksiyonu E.coli (TOP10) kompetent hiicrelerine
transforme edilip vektorlerin antibiyotik diren¢ genlerine gore uygun besiyerleri
hazirlanip hiicre ekilimi yapilmistir. Segici besiyerinde biiyiiyen hiicrelerden tek koloni
alinip ¢ogaltilarak plazmit izolasyonu yapilmistir. LR reaksiyonunun dogrulugunu teyit

etmek i¢in gerekli restriksiyon kesim enzimleriyle reaksiyon kurulmustur.

Restriksiyon Endoniikleaz Enzimleri ile DNA’nin Kesilmesi

Restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile Onerilen tamponlar kullanilarak 10 pl
toplam hacimde reaksiyon kurularak 37°C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra
kesim sonuglar1 agaroz jel elektroforezi ile 1 saat 90 V yiiriitiilmiis, ilgili genlerin hedef

vektorlere klonlanmasimi dogrulamak i¢in degerlendirilmistir.

Dizi Analizi

Maya ikili hibrit sistemi plazmitlerine klonlanan biitiin genler ilgili firmanin
onerdigi sekanslama primerleri kullanilarak her iki yonden sekans analizinin yapilmasi

icin gonderilmistir.

3.2.5. Maya Transformasyonu

Ilgili genlerin klonlandig1 vektdrler Mav203 maya hattma (MATa, leu2-3,112,
trp1-901, his3A200, ade2-101, gal4A, gal80A, SPAL10::URA3, GAL1::lacZ, HIS3UAS
GALL::HIS3@LYS2, canlR, cyh2R) standart lityum asetat yontemiyle transformasyonu
gerceklestirilmistir. Kullanilan maya hatti ProQuest Two-Hybrid System Kiti ile temin
edilmistir.

Mav203 hiicresi 10 ml YPD besiyerine ODsgoo: 0.5-0.7 olana kadar 37°C’de
calkalamali inkiibatorde inkiibe edilmistir. Biiyiiyen hiicreler 5 dk 3000 rpm’de santrifiyj
edilerek hiicreler ¢oktiiriilmiistiir. Ustte kalan s1v1 uzaklastirilip pellet hiicrelere 1 ml 1X
LIOAc-TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, 0.1 M Lityum asetat pH 7.5) ¢ozeltisi
eklenerek hiicreler siispanse edilmistir. 5 dk 3000 rpm’de santrifiij edildikten sonra
stipernatant atilmustir. Pellet hiicrelerin tizerine 100 ul 1X LIOAc-TE eklenip yeniden
slispansiyon hale getirilerek 1 saat 30°C’de inkiibe edilmistir. 100 pl hiicrelerin iizerine
2 ul DNA ve 5 pl ssDNA eklenip iyice karistirildiktan sonra 30°C'de 30 dk inkiibe
edilmistir. 700 pl PEG mix soliisyonu (% 40 PEG, 1X TE ve 1X LIOAc) ilave edilip
iyice karistirildiktan sonra 1 saat 30 ° C'de tekrar inkiibe edilmistir. Daha sonra 42°C su

banyosunda 15 dk 1s1 soku ile inkiibe edilen hiicrelerden PEG soliisyonunu
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uzaklastirmak i¢in 4000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilmistir. Pelet 100 ul UP su ile
yeniden siispansiyon haline getirilip segici YNB agar petrisi lizerine yayilmistir.
30°C'de inkiibe edildikten sonra daha fazla ¢alisma igin +4°C'de muhafaza edilmistir.
Maya hiicrelerine plazmit transfer edildikten sonra hiicreler gerekli olan segici ortamda

biiyiitiilerek total RNA izolasyonu yapilmustir.

Maya Hiicrelerinde RNA izolasyonu

Maya hiicrelerine plazmit transfer edildikten sonra hiicreler gerekli olan segici
ortamda biiylitiilmiis ve total RNA izolasyonu yapilmistir. Secici besiyerinde biiyiitiilen
hiicreler 5000 rpm’de 5 dk santrifiij edildikten sonra silipernatant uzaklastirilmistir.
Pelete 25 pul SETH (0.32 M Siikroz, 10 mM EDTA, 20 mM Tris pH 7.5, 0.5 mg / ml
heparin) ve hidroklorik asitle yikanmis cam boncuklar eklenilmistir. 5 dk
vortekslenmesinin ardindan buz {izerinde bekletilmistir. 250 ul soguk TNESH (50 mM
tris pH 7.5, 100 mM NaCl, 5 mM EDTA, % 1 SDS, 0.5 mg / ml heparin) ilave
edilmistir. 500 pl 65°C’de 1sitilmis fenol ilave edilip 5 dk 65°C su banyosunda aralikli
olarak c¢alkalanarak inkiibe edilmistir. 4000 rpm’de 3 dk santrifiij edilmistir.
Stipernatant yeni bir tiipe transfer edilerek iki kez daha sicak fenol muamelesi
yapilmistir. Daha sonra fenol/kloroform ile bir kez ekstrakte edilmistir. 2.5 hacimde
EtOH ilave edilerek -80°C’de 1 saat bekletilmistir. 10 dakika 4000 rpm’de 4°C’de
santrifiij edilip pelet bir kez soguk %70’lik EtOH ile yikanmistir. Daha sonra pelet 50 pl
RNaz igermeyen su igerisinde ¢oziinmiistiir. RNA konsantrasyonu ve safligi OD2eo Ve

OD2go spektrofotometrik 6lgtimleri yapilmustir.

cDNA Sentezi

LR iiriinii maya transformantlarin (MaV203) RNA izolasyonundan sonra, cDNA
sentez protokolii RevertAid First Strand ¢cDNA Synthesis kiti kullanilarak iki ana
asamada gerceklestirilmistir. 1k asamada RNA preparatlarimdan genomik DNA
uzaklastirilmistir. Izole edilmis total RNA 1 pg, 10X MgClI> ‘lii reaksiyon tamponu 1 pl,
DNazI 1 pl ve RNaz icermeyen ultra saf su ile 10 pl’ye tamamlanmistir. 37°C’de 30 dk
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda 1 ul 50 mM EDTA ilave edilip 65°C°de 10 dk
inkiibasyonu saglanmistir. Hazirlanan RNA, ters transkriptaz i¢in bir kalip olarak
kullanilmistir. Ikinci asamada steril ependorf tiipiine 10 pl kalip RNA, 1 pl Oligo (dT)1s
primer ve 1 pl su (niikkleaz icermeyen) ilave edildikten sonra yavasca karistirilip kisa bir

santrifiij yapilmistir. 65°C’de 10 dk inkiibe edildi. Buz iizerinde sogutulup kisa bir
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santrifijden sonra tekrar buz iizerinde almmistir. Daha sonra 4 ul 5X reaksiyon
tamponu, 1 pl RiboLock RNaz Inhibitérii, 2 pl 10 mM dNTP karisimi ve 1 pl
ReverdAid M-MuLV RT eklenerek toplam hacim 20 ul’ye cikarilmistir. Hafifce
karigtirthp kisa santrifiij yapilmistir. Hazirlanan soliisyon 42°C’de 60 dk inkiibe
edilmistir. Son olarak reaksiyon 70°C’de 5 dk bekletildikten sonra -20°C’de bir

haftadan az bir siire saklanmis veya dogrudan PCR uygulamalarida kullanilmastir.

RT-PCR

Klonlama ile olusturulan genlerin ifade analizi i¢in her bir gene uygun
tasarlanmis PCR primerleri kullanilarak transformantlardaki genlerin ifade edilip
edilmedigi real-time PCR ile incelenmistir. Daha once elde ettigimiz cDNA’lar kalip
olarak kullanilmig ve miktarlarinin optimizasyonu yapilmistir. RT-PCR ¢aligmalar1 15
ul son hacimde olacak sekilde 7.5 ul master mix (SYBR Green ROX), 100 uM ileri ve
geri primerlerinden 1.5 pl, kalip DNA 1.5 pl ve 4.5 pl dH20 kullanilmigtir. RT-PCR
tepkimesi her bir 6rnek igin 40 dongii seklinde uygulanarak her bir 6rnek tiger replika
seklinde incelenmistir. StepOne software v2.3 (Applied Biosystems [AB] Foster

City,CA) sistem ile yiiriitiilen 6rneklerin analizi yapilmstir.
3.2.6. Protein Aktivite Testleri

LacZ Aktivite Tespiti: X-Gal Testi

[fade edilen LacZ (beta galaktozidaz) geni farkli yontemlerle tespit
edilebilmektedir. Kantitatif olmayan ve sadece giiclii interaksiyonlar1 gorebilecegimiz
X-Gal yontemiyle protein-protein etkilesimi incelenmistir. Y2H Kitiyle birlikte gelen
kontrol gruplar1 ile birlikte hedef gruplar test edilmistir. Bunun i¢in sivi segici
besiyerinde (-Leu,-Trp) biiyiitillen hiicreler santrifiij edilip Ustte kalan sivi
uzaklastirilmistir. Uzerine 500 pl Z-tampon (0.06 M NaHPO.7H;O, 0.04 M
NaH2POsH20, 0.01 M KCI, 0.05 M B-mercaptoethanol) ¢ozeltisi eklenip hiicreler
slispansiyon hale getirilmistir. Soliisyon hacminin yaris1 kadar tiipe cam boncuk ilave
edilmistir. Her bir tiip 10 dk boyunca (30 saniye vorteks, 30 saniye buz) vorteks ile
karigtirilmigtir. Daha sonra hiicre debrisi ¢oktiiriilerek iistte kalan sivi yeni tiiplere
aktartlmigtir. Her bir tiipe 20 pl X-Gal soliisyonu (20 pg/ul) eklendikten sonra 1 saat
30°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda olusan mavi renk protein etkilesimi

olarak yorumlanmustir.
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B-Galaktozidaz Aktivite Olciimii

X-Gal testindeki ornekler kantitatif dlglim yapmaya uygun bir substrat olan
ONPG (o-nitrophenyl-beta-D-galactosidaz) kullanilarak incelenmistir. Bunun igin segici
besiyerinde biiylitiilen her transformantdan iicer koloni segilerek sivi besiyerinde
inkiibasyona birakilip ODeoo degerleri 0.4-0.5 araligina gelinceye kadar hiicreler
biyiitiilmiistiir. Her bir kiiltiirden {iger replika olacak sekilde 100 ul alinip iizerine 500
ul Z tamponu eklenerek vorteks ile karistirilmistir. Ornekler 30 dk 30°C’de inkiibe
edildikten sonra Z tampon igerisinde ¢oziinmiis olan ONPG substratindan (4 mg/ml)
150 pl eklenerek 30°C’de 30 dk (sar1 renk olusumu goriilene kadar) inkiibe edilmistir.
Sart renk olusumu goriilince 400 pl 1.5 M Na2COs (oda sicakliginda) eklenerek
reaksiyon durdurulmustur. 96 well platede kuyucuklara eklenerek 420 nm’de

absorbanslar1 alinmstir.

Raportor Gen Aktivite Testi/Transformantlarin Karakterizasyonu

Beta galaktozidaz analizlerini teyit etmek i¢in maya ikili hibrit hiicrelerinin ilave
raportor gen Ozelliginden faydalanilmistir. MaV203 hiicrelerinde LacZ geninin
haricinde URA3 geni ve HIS3 genlerinin promoter bolgelerinde de GAL4 baglanma
bolgeleri mevcuttur. Normalde urasil ve histidin i¢in okzotrof olan bu hiicreler GAL4
promotoru iizerinden aktive edildiklerinde LacZ ifadesine ilave olarak HIS3 ve URA3
genlerini de ifade etmekte ve boylece histidin ve urasil i¢in prototrof hale gelmektedir.
Bu durumdan yararlanilarak her bir transformanttan ii¢ farkli koloni alinarak sentetik
besiyerine (-ura,-his) hiicrelerin ekimi yapilmistir. Transformant hiicreler 30°C’de

inkiibasyona birakilip GAL4 aktivasyon durumlar1 incelenmistir.

5-FOA Testi

Secici besiyerinde etkilesim gdsteren proteinlerin tayinini yapmak i¢in kullanilan
bir bagka yontem 5-FOA (5-flurorotik asit) kullanimidir. 5-FOA bilesiginin
kullanilmasiyla bilesigi, toksik olan 5-florourasile doniistiiriip hiicrenin biiylimesini
inhibe etmektedir. Buna bagli olarak transforme hiicrelerin protein etkilesimlerini
gozlemlemek amaciyla %0.2°lik 5-FOA igeren besiyerleri hazirlanarak hiicreler ekimi

yapilmustir. 30°C’de inkiibasyona birakilip aktivasyon durumlari incelenmistir.
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3.2.7. Hiicre Kiiltiri Teknikleri

Calhymada Kullanilan Hiicre Hatti

Hiicre hatt1 olarak yabanil tip p53 tasiyan, transform olmamis immortalize

normal meme epitel hiicresi MCF 10A kullanilmistir.

Hiicre Kiiltiiriit Medyumunun Hazirlanmasi

Hiicre kiiltiiri medyumu 25 mM HEPES, %5 FBS (fetal bovin serum), 20 ng/ml
epidermal biiylime faktorii, 500 ng/ml hidrokortizon, 100 ng/ml kolera toksini, 10 pg/ml
insiilin ve penisilin/streptomisin iceren DMEM: F-12 (1:1) besiyeri hazirlanmistir. Tim
bilesenler 0.22 um steril filtreden siiziilerek steril edilmistir. Hazirlanan medyum

+4°C’de saklanmustir.

Hiicre Hattinin Baslatilmasi

-80°C dolabinda muhafaza edilen hiicre hatlarmmin biiyiitiilmesi i¢in -80°C den
¢ikarilan hiicreler 37°C’de 1sitilmig ve hizli bir sekilde ¢oziinmeleri gergeklestirilmistir.
Coziinen hiicreler hazirlanan medyuma almarak 1000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmis ve
stipernatant uzaklastirilmistir. Olusan pelet medyum ile ¢6ziinmiis ve flasklara hiicre
ekim yapilmistir. Her bir flask etiketlenip 37°C, %5 CO2 igeren inkiibatore

koyulmustur.

Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicreler bulunduklar1 yiizeyi %80-90 oraninda kaplaymca igerisindeki eski
medyum uzaklastirilmistir. Hiicreler steril PBS ile yikandiktan sonra 25 cm? flasklar
icin 2 ml Tripsin-EDTA eklenip 37°C’de etiivde 5 dk bekletilmistir. Hiicrelerin
yiizeyden ayrilip ayrilmadigi mikroskop ile kontrol edilmistir. Hiicrelerin yiizeyden
ayrildig1 goriildikten sonra yiizen hiicreler yavasga pipetlenip falkon tiipiine
aktarilmistir. Uzerine dort kat1 kadar (yaklasik 8 ml) besiyeri eklenip 1000 rpm’de 5 dk
santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi siipernatant atilip, hiicreler istenilen hiicre sayisina
gore yeni flasklara dagitilmistir ve lizerine 5 ml taze besiyeri konulmustur. Flasklar

etiketlenip 37°C, %5 CO; igeren etiive birakilmistir.
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Hiicre Ekstraktinin Hazirlanmasi

Hicreler ekildigi flaski %80-90 kapladiklart zaman flasklardan eski medyum
uzaklastirip steril PBS ile yikamasi yapilmustir. 25 ¢cm? flasklar icin 2 ml Tripsin-EDTA
ile tripsinizasyon yapilmistir. Hiicreler yiizeyden ayrilinca falkon tiiplere almip 6 mi
PBS eklenerek 1000 rpm’de 5 dk santrifij ile hiicreler ¢oktiiriilmiistiir. Santrifiij
sonrasinda siipernatant uzaklastirilmis ve pelete lizis tamponu eklenerek vorteks ile
karigtirilmigtir. Buz tizerinde 15 dk inkiibe edildikten sonra ara ara karistirilmistir.
Armdan 15 dk 13000 rpm’de santrifiij yapilarak siipernatant ayri1 bir ependorfa

alinmistir. Kalan lizat -80°C dondurucuda muhafaza edilmistir.

Hiicrelerin -80°C’de Saklanmasi

Hiicreler bolim 3.2.7.4°de verilen prosediire gore kaldirilip siipernatant
uzaklastirilmistir. Daha sonra son hacim 1 ml olacak sekilde %10 DMSO ve %90
besiyeri icerisinde siispanse edilerek Kriyojenik tiiplerine konulmus ve etiketlenip -
80°C buzdolabina kaldirilmistir. Uzun siireli depolama icin s1vi azot tankina aktarilmasi

gerekmektedir.
3.2.8. Protein ile Ilgili Teknikler

SDS PAGE

Elektroforez aparatlar1 ve cam levhalar distile su ve %70’lik etanol ile
temizlenmistir. Ik olarak ayirma jeli (%30 bisacrilamid, %10 SDS, %10 APS, TEMED,
1.5 M Tris pH: 8.8, UP su) hazirlanarak, tist kissmda 3 c¢cm bosluk kalacak sekilde
dokiilmiistiir. Daha sonra hemen iizerine %90 izopropanol ilave edilerek hava kabarcigi
olusumu engellenmistir. Yaklasik 30-40 dk jelin polimerizasyonu i¢in beklenmistir. Jel
polimerize olduktan sonra izopropanol jelden uzaklastirilmistir. Uzerine yigma jeli
(%30 bisacrilamid, %10 SDS, %10 APS, TEMED, 1 M Tris pH: 6.8, UP su)
hazirlanmis ve Ornekleri yiikleyebilecegimiz kuyu olusturabilmek icin tarak
yerlestirilmistir. Yigma jelinin polimerizasyonundan sonra tarak g¢ikarilmistir. Daha
sonra hazirlanan jeller tank igine yerlestirilmistir. Orneklerin yiiklenmesi, protein
ekstraksiyonu Lizis buffer ile yapildigi i¢in 6rnekler protein miktarlar1 belirlendikten
sonra yaklagik 20-40 ng olacak sekilde sample buffer ve bromofenol mavisi ile
karistirilarak kuyucuklara yiiklemesi gergeklestirilmistir. Ilk kuyuya 5 pl protein

bliyliklik belirteci (marker) yiiklenmistir. Jelin yiiriitiilmesi, 0.1 (w/v) SDS igeren 1X
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Running Buffer ile tank doldurarak (orta kisim ve alt kisim) her jele 0.4 amper akim

gelecek sekilde yaklasik 90 dakika yiirtitiilmiistiir.

Western Blot

Proteinlerin transferi i¢in PVDF (millipore) membranlar kullanilmistir. Kisaca,
jeller cam levhalar arasindan dikkatlice ¢ikarilip, iist kisimdaki yigma jeli kesilerek
jelden uzaklastirilmis ve jel 1X Running tamponda yikanmistir. Whatman 3MM kagit
ve PVDF membranlar jel ile ayn1 boyutlarda kesilerek hazirlanmigtir. Whatman filtre
kagitlar1 transfer tamponunda 5 dk bekletilmistir. Daha sonra {lizerine 6nce methanolde
sonra transfer tamponda 5 dk bekletilen PVDF membrani yerlestirilmistir. Running
tamponda yikamasi yapilmis olan jel, PVDF membran iizerine konulup {izerine tekrar
whatman filtre kagitlar1 eklenmistir. Bu swada hava kabarcigi kalmamasina dikkat
edilmistir. Daha sonra Whatman kagidi, jel, membran, Whatman kagidi olacak sekilde
hazirlanan sandwi¢ Transfer Blot kasetine (Thermo) yerlestirilerek 25 mA 25 V’da 7 dk
transfer islemi gergeklestirilmistir.

Proteinlerin transfer oldugu PVDF membranlar ilk olarak 20 ml (%5 (w/v)
yagsiz siit tozu ve %0.1 (v/v) Tween-20 igeren 1X TBS) ¢ozeltisinde 1 saat oda
sicakhiginda inkiibe edilmistir. Daha sonra membran siit tozunda primer antikor ile
+4°C*de bir gece inkiibasyona birakilmustir.

Primer antikor muamelesinde kalan membran 10 dakikalik siirelerle 3 kez
yikanmis ve bunun i¢in %0.1 (v/v) Tween-20 i¢eren 1X TBS kullanilmistir. Membran
sekonder antikor ile oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildikten sonra tekrar 10 dakikalik
stirelerle 3 kez yikama yapilmistir.

Membranlar 1-2 dakika arasinda ECL sistemi Pierce ECL (Western Blotting
Substrate-Thermo) substratla muamele edilmistir. Reagent A ve Reagent B
¢ozeltilerinden ayr1 ayri 1.5 ml alinarak membran tizerine uygulanmistir. Ardindan

G:Box goriintiileme cihazina gegilerek membran goriintiisti alinmagtur.

CO-IP

Co-IP deneyleri i¢in daha dnce elde edilmis olan ve p53 ile etkilestigi diisliniilen
V5 epitoplarma entegre SACMIL, APTX ve METAPI1 genlerini stabil olarak ifade
eden MCF 10A hiicre hatlar1 kullanilmistir. Her bir hiicre hattindan lizat elde
edilmesinin ardindan bir kismi ayrilarak “input” olarak adlandirilmig ve daha sonra

western blot deneylerinde pozitif kontrol olarak kullanilmigtir. Co-IP deneyinin
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gerceklestirilmesi  i¢in  ise ticari olarak satim  alimmig olan Pierce Co-
Immunopresipitasyon Kiti igerisinde yer alan resin igerikli kolonlara p53 antikoru
baglanmas1 saglanmistir. Kolona 6zgiil olarak baglanmayan proteinlere ait sonuglarin
elimine edilmesi amaciyla pre-clear (6n-temizleme) sathasindan gegirilen lizatlar bu
kolonlarla inkiibe edilmistir. inkiibasyonun ardindan kolona baglanmayan kisim
ayrilarak “baglanmayan lizat” olarak isimlendirilmistir. Kolona baglanan lizat kismi ise
kitte yer alan tampon kullanilarak eliisyon asamasindan gegirildikten sonra elde edilen
ornek “IP-p53” olarak adlandrilmistir. Co-1P deneyini takiben ise western blot analizi
kullanilarak p53 ile olas1 baglanma hedefleri arasinda etkilesimin gosterilmesi

amaclanmastir.

3.2.9. istatiksel Analiz

Beta-galaktosidaz analizi sonucunda Ornekler OD4os/ODegoo verileri (hiicre
sayisina gore normalize edilmis degerler) ANOVA testi kullanilarak analiz edilmistir.
Analiz sonucunda etkilesim gostermesi beklenen hedef transformantlar ve kontrol

transformantlar arasinda analiz yapilmustir.
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4. BULGULAR

4.1. Maya ikili Hibrit Sistemi icin Gerekli Molekiiler Klonlama Cahsmalan

Gateway klonlama yontemiyle insan p53 geni GAL4 transkripsiyon faktoriiniin
DNA baglanma bdlgesini tasiyan pDEST32 plazmitine klonlanmasi saglanmistir.
APTX, SACMIL ve METAPI genleri ise GAL4’un aktivasyon domainini igeren
pDEST22 plazmitine ayr1 ayr1 klonlanlama islemleri gerceklestirilmistir. Klonlamalar
Invitrogen ProQuest™ Two-Hybrid System ticari kitinden faydalanilarak yapilmistir.

p53 geninin Amplifikasyonu

p53 geninin ileri ve geri primerleri GeneRunner programi kullanilarak gateway
rekombinasyon (attBl/attB2) seckanslariyla tasarlanip Iontek firmasindan siparis
edilmistir (Tablo 4.1). p53 genini gateway rekombinasyon sekanslariyla
klonlanabilmesi i¢in kalip DNA (pc DNA3 flag p53) kullanilarak PCR reaksiyonu
kurulmus ve p53 geni ¢ogaltilmistir (Tablo 4.2).

Tablo 4.1. p53 primer dizileri

[leri primer 5 GGGG ACA AGT TTG TAC AAA AAA GCA GGC TTC (ATG)

dizisi ACTTGTTGGCGACTGTCC
Geri primer 5'GGGG ACCACTTT GTACAAGAAAGC TGG GTT
dizisi TTA**CTGTGTGTTGAGGGGTG

Tablo 4.2. p53 amplifikasyonu igin PCR kosullar1

Denatiirasyon Eslesme Uzama o0
95°C 95°C 55°C 72°C 72°C 12°C
3 ! 30" 30" 2” 5 !

Elektroforez i¢in 1X TAE tampon ile %8’lik agaroz jel hazirlanmistir. PCR

uriinii jele yiiklendikten sonra 1 saat 90 V’da yiiriitilmiistiir. Jel elektroforezinde
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beklenen aralikta (1245 bg) goriildiikten sonra jelden ekstraksiyonu yapilmistir (Sekil
4.1).

1245 bg

M: 1 kb marker, 1-2 nolu 6rnek p53 PCR iiriinii

Sekil 4.1. PCR iiriinii p53’iin jel goriintiisii

PCR iiriinii olan p53, jel elektroforezinde beklenen aralikta goriildiikten sonra
bistiiri yardimiyla jelden kesilerek jel ekstraksyon Kitiyle elde edilip konsantrasyon

Olciimii yapilmistir.

4.1.1. Lentiviral Vektorlerden p53 PCR Uriinii, APTX, SACMIL ve
METAP1 Genlerinin Maya ikili Hibrit Vektorlerine Alt Klonlanmasi

BP ve LR reaksiyonu olmak iizere iki ana asamadan olusan gateway klonlama
sistemiyle ilgili genler maya ikili hibrit vektorlerine klonlanmistir. Bu amagla BP
Clonase II Enzyme Mix ve LR Clonase II Enzyme Mix i¢eren ProQuest™ Two-Hybrid
System kitinden yararlanilmugtir. Uretici firma protokoliine gére Gateway’in birinci

asamasi olan BP reaksiyonu kurulmustur.
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4.1.2. p53, APTX, SACMI1L ve METAP1l Genlerinin pDONR-221

Vektoriine Klonlanmasi ve E.Coli’ye Transformasyonu

PCR sonucu olusan bantlar, jelden geri kazanmilarak klonlanmaya hazir hale
getirilmistir. Kit protokoliine gore ilgili genler pPDONR-221 vektoriine BP Clonase 11
Mix ile reaksiyonu kurulmustur. Her bir reaksiyon iriinii compatent E.Coli TOP10
hiicrelerine transforme edilmistir. Kanamisin igeren LB agarli petriler hazirlanmistir. Bu
petrilere transformasyon yapilmig bakterilerin ekimi yapilarak bir gece 37°C’de inkiibe
edilmistir. Olusan koloniler ilgili genleri iceren pDONR-221 vektoriine sahip
hiicrelerdir. Her bir petride olusan kolonilerden tek koloni ekimi yapilarak kanamisinli
LB s1v1 besiyerine ekimi yapilmistir ve hiicreler ¢ogaltilmistir. Plazmit DNA izolasyon
kiti kullanilarak plazmit DNA izolasyonu yapilmistir. Klonlamay1 tespit etmek i¢in
restriksiyon enzimleri ile kesim reaksiyonlar1 kurulmustur.

pDONR221: Apal, pDONR221-p53: Apal, pDONR221-APTX: Apal,
pDONR221-SACM1L: Xbal/Apal, pDONR221-METAP1: Apal restriksiyon
enzimleriyle kesilerek klonlama teyit edilmistir. Kesim sonuglar1 agaroz jelde

yiiriitiilmiis ve jel elektroforezinde beklenen araliklar goriilmistiir (Sekil 4.2).

‘ e 4762 b¢
(" Me— 3636 bg

4762 bg

3200 bg
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/ ) 4762 bg

— e

—_— é 4000 2971 bg 4762 be
— 25()) 3211 be
—— m

- «— 1177 bg

|
|

M: 1 kb marker, 1: pDONR221, 2: pDONR-p53 3: pPDONR221-APTX, 4: pDONR221-
SACMLL, 5: pDONR221-METAP1

Sekil 4.2. pPDONR221 vektoriine klonlanan genlerin restriksiyon enzimleriyle kesim

sonucu jel goriintisii.

4.1.3. pDONR-221 Vektoriine klonlanan p53, APTX, SACM1L, METAP1
Genlerinin  Maya ikili Hibrit Vektorlerine Klonlanmas1i ve E.Coli’ye

Transformasyonu

pDONR-221 vektoriine klonlanan p53, APTX, SACMIL, METAP1 genleri
fonksiyonel  aktivitesinin ~ belirlenecegi  maya  ikili  hibrit  vektorlerine
(pDEST22/pDEST32) alt klonlanmasi1 gergeklestirilmistir. Bu amagla pDONR-221
vektoriine klonlanan genler ile Gateway’in ikinci asamast LR Clonase Il Mix ile
reaksiyon kurulmustur. Bu yontem ile insan pS3 geni GAL4 transkripsiyon faktoriiniin
baglanma bdlgesini tastyan pDEST32 plazmitine klonlanmistir. APTX, SACMI1L ve
METAPI genleri ise GAL4’un aktivasyon domainini igeren pDEST22 plazmitine ayr1
ayr1 reaksiyonu kurulup klonlanmistir. Her bir reaksiyon iriinii compatent E.Coli
TOP10 hiicrelerine transforme edilmistir. pDEST32 plazmiti gentamisin iceren LB
agarli besiyerine, pDEST22 plazmiti ise ampisilin iceren LB agarli besiyerine
transformasyonu yapilmig olup bakterilerin ekimi yapilarak bir gece 37°C’de
inkiibasyona birakilmistir. Olusan koloniler ilgili LB siv1 besiyerine tek koloni ekimi

yapilarak hiicreler cogaltilmistir. Plazmit DNA izolasyonu kiti kullanilarak plazmit
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DNA izolasyonu yapilmis olup restriksiyon enzimleriyle reaksiyon kurularak teyit
edilmistir.

pDEST32-p53: Sacl/Ncol, pDEST22-APTX: Xbal/Sacl, pDEST22-SACML1L:
Xhol/Ndel, pDEST22-METAP1: EcoRV restriksiyon enzimleriyle reaksiyonu
kurulmustur. Kesim sonuglar1 agaroz jelde yiiriitiilerek beklenen DNA fragmentleri jel

elektroforezinde goriilmiistiir (Sekil 4.3).

|| €= 11000 bg

— 5666 be

—— 1833 b

S R L

187 be
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6400 bg

4300 be
1492 be 3133 be
1484 be
837 be
134 be

M: 1 kb marker, 1: pDEST32-p53, 2: pDEST22-APTX, 3: pDEST22-SACM1L 4: pDEST22-
METAP1

Sekil 4.3. pDEST32 ve pDEST22 plazmitine klonlanmis genlerin restriksiyon

enzimleriyle kesim sonucu jel goriintiisii.

4.2. Dizi Analizi

Maya ikili hibrit sistemi plazmitlerine klonlanan biitiin genler ilgili firmanin
onerdigi sekanslama primerleri kullanilarak her iki yonden sekans analizi yapilmustir.

Biitiin genlerin klonlanmis olduklar1 analiz sonucunda teyit edilmistir.

4.3. Klonlamalar ile Olusturulan Plazmitlerdeki Genlerin Ifadelenme

Analizleri

Ilgili genlerin klonlandig1 vektorler Mav203 maya hiicre hattina standart lityum
asetat yontemiyle transforme edilmistir. Maya hiicrelerine plazmit transfer edildikten
sonra hiicreler gerekli olan secici ortamda biiyiitiiliip total RNA izolasyonu yapilmistir.
RNA izolasyonu sonrasinda RevertAid First Strand cDNA Synthesis kiti ile cDNA
sentezi yapilmistir. Daha sonra her bir gen i¢in dizayn edilmis PCR primerleriyle her bir
transformantdaki genin ifade edilip edilmedigi real-time PCR ile incelenmistir. RT-PCR
tepkimesi her bir 6rnek i¢in 40 dongii seklinde uygulanmis olup her bir 6rnek {i¢ replika
seklinde incelenmistir. PCR dongii kosullar1 Tablo 4.4 ve primer bilgileri Tablo 4.3°de
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gosterilmistir. Hedef genlerin cDNA’larinin RT-PCR sonucu Sekil 4.4’te belirtilmistir.

RT-PCR sonuglarina gore klonlanmasi yapilan biitiin genlerin maya hiicreleri igerisinde

transkripsiyona ugradigi goriilmektedir.

Tablo 4.3. Real Time PCR primer bilgileri

Primerin Adi Primer Dizisi

RT-p53 R CAGCATCAAATCATCCATTGCTTG
RT-APTXR CTTCAGACTGGAAATGGAGGTCCACGG
RT-SACM1LR GTGACAGCTGAAGGAGGAACATC
RT-METAP1 R CTCTAGCAAGCCTACATACAAGTC

Tablo 4.4. Real Time PCR ¢alisma kosullar1

Faz Zaman Is1 Dongt
Baslangig 1sitilmas1 10 dk 95°C 1 dongii
Denatiirasyon 20 sn 95°C

Annealing 45 sn 59°C :g‘)
Elongasyon 15 sn 95¢«Cc —é
Erime egrisi 1dk 60°C

&Rn

0.03

p33 cDNA ve negatif kontrol
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Aprataksin cDNA ve negatif kontrol

&Rn
o

0.03

SACMIL cDNA ve negatif kontrol

O&Rn
L

2 “ . L] » 2 “ » “ z Bl £ » » 2 * » » o

»
Cycle

METAP1 cDNA ve negatif kontrol

100
95
90
85
80
75
70
65
60
55
50
a5
a0
35
30
25
20
15
10
05
00 0.03

08

ORn

Sekil 4.4. Maya transformantlarindaki gen ifadelerinin RT-PCR sonuglari.
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4.4. Protein Interaksiyon Analizleri: LacZ aktivite tespiti

Maya ikili hibrit kapsaminda gerekli klonlamalar tamamlanmis olup insan p53
geni pDEST32 GAL DBD plazmitine, diger ti¢ gen (APTX, SACM1L ve METAP1) ise
pDEST22 GAL4 AD plazmitine klonlanmasi gergeklestirilmistir. p53 proteini ile diger
proteinler arasindaki etkilesim LacZ ifadesine paralel olarak, X-Gal substratinin mavi
renk olusturmasiyla analiz edilmistir. Sekil 4.5°de ifade edildigi gibi maya ikili hibrit
sisteminde p53 proteini ile diger proteinlerin etkilesim gostermemesi durumunda
reporter gen aktivitesi olmaz (a). Eger test edilen proteinler arasinda etkilesim var ise
kullanilan strateji geregi LacZ reporter geninin ifade edilmesi gerekmektedir (b). Buna
bagl olarak boliim 3.2.6.1°de belirtildigi sekilde analizler yapilmistir. Kontrol grubunda
olan 7. tiipte mavi renk olusumu goézlenmistir (Sekil 4.6). p53 proteini ile GAL4 DNA
baglanma bdlgesi flizyonu tek basina maya hiicrelerinde LacZ genini ifade etmek i¢in

yeterli oldugu tespit edildi. Analizler asagidaki transformantlar ile gerceklestirildi.

Transformantlar

1) pEXP32-Krevl ile pEXP22-RalGDS-WT

2) pEXP32-Krevl ile pEXP22-RalGDS-M1 (Pozitif kontrol)
3) pEXP32-Krevl ile pEXP22-RalGDSS-M2 (Negatif kontrol)
4) pDEST32-p53 ile pDEST22-APTX

5) pDEST32-p53 ile pDEST22-SACM1L

6) pDEST32-p53 ile pDEST22-METAP1

7) pDEST32-p53 ile pDEST22

8) pDEST32 ile pDEST22

*Kontrol plazmitleri firma tarafindan saglanmigstir.
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RNA
Polimeraz

ifadelenme yok XGal de

DBD Beyaz Renk

bélge

b)

p53 ile diger genler etkilesir ise
reporter gen ifadelenir

LI I AR NS e

AW \\\\“\\\ 3
' Aktivator |
bélge

Beta Galaktozidaz (LacZ) \

XGal de Mavi renk

Sekil 4.5. Protein etkilesim durumuna gore LacZ Ifadelenme profili

Maya ikili hibrit sistemiyle insan p53 proteini ile insan APTX, SACM1L ve METAP1 proteinleri

arasmdaki etkilesim. Mavi renk ilgili proteinlerin etkilesim gosterdigi anlamma gelmektedir. Tiiplerin
iizerindeki numaralar transformant numarasimni gostermektedir. 7. Tiipte p53 geni (GAL4 proteinin DNA
baglanma bolgesiyle flizyon halinde) bos pDEST22 plazmiti ile ayn1 hiicrelere verilmistir ve mavi renk
olusmustur.

Sekil 4.6. X-Gal analiz sonuclar1
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4.4.1. Maya Ikili Hibrit Transformantlarinda Beta Galaktozidaz Aktivite

Analizi

X-Gal substratinin mavi renk olusturmasiyla analiz edilmesinin ardindan
nedeniyle ayni Ornekler kantitatif 6lciim yapmaya uygun bir substrat olan ONPG (o-
nitrophenyl - beta-D-galactosidaz) kullanilarak tekrar incelenmistir. Orneklere
prosediire uygun sekilde muamele edildikten sonra 405 nm’de spektrofotometrik
Olgtimleri yapilip ODaos / ODeoo Verilerinin istatiksel analizi yapilmistir.  Analiz
sonucunda etkilesim gostermesi beklenen hedef transformantlar ve kontrol
transformantlar arasinda yalnizca p53-APTX transformantinda anlamli bir fark oldugu

diger hedef proteinler arasinda anlamli bir fark olmadigi sonucuna varilmistir (Sekil

*
0,6
05
0,3
0,2
0 I I I
Krev-wt Krev-m1 Krev-m2

pS3-Aptx p53-Sacm1l p53-Metapl p53-pDEST22 pDEST32-pDEST22

BETA GALAKTOSIDAZ (ONPG)(OD405/0D600)
o o

TRANSFORMANTLAR

*: Kontrolden fark anlamli (p<0,05)

Sekil 4.7. S1v1 ortamda biiyiitiilen hiicrelerdeki LacZ aktivite 6l¢iim sonuglari

4.4.2. Mav203 Hiicrelerindeki Transformantlarin Raporter Gen Aktivite

Analizleri

MaV203 hiicrelerinde LacZ geninin haricinde URA3 geni ve HIS3 genlerinin
promoter bolgelerinde de GAL4 baglanma bdlgeleri meveut oldugu bilinmektedir. Bu
durumdan faydalanilarak MaV203 hiicrelerine ikili plazmit transformasyonlar

yapilmugtir. Uygun segici besiyerinde olusan kolonilerden ii¢ tanesi segilip, urasil ve
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histidin aminoasidini igermeyen sentetik besiyerine kontrol grubuyla birlikte hedef
transformantlar1 iceren hiicrelerin ekimi yapilmistir. Sekil 4.8°de goriildiigii gibi biitiin
hiicreler kontrol petrisinde biiylidiigi halde (Sekil 4.8 a), sadece GAL4 aktivasyonu
yapabilen kolonilerin urasilsiz ve histidinsiz ortamda biiyiidiikleri gozlenmistir (Sekil
4.8b). Hiicrelerin biiyiime profilleri ile LacZ analizleri birbirini dogrular mahiyette
sonuglar tlretmis ve pDEST32 p53 GAL4 DBD igeren biitiin transformantlarin
blylidiigl gorilmiistiir.

Secici besiyerinde etkilesim gosteren proteinlerin tayini yapmak i¢in kullanilan
baska bir yontem ise 5-FOA kullanimidir.  Transforme hiicreler urasil aminoasidi
olmaksizin 9%0,2’lik 5-FOA iceren besiyerine ekimi yapilmis olup etkilesim gdsterdigi

diistiniilen proteinlere ait deney gruplarinda biiylime gézlenmemistir (Sekil 4.8 c).

a) pDEST32 PEXP™32/Krevl
pDEST22 pEXP™22/RalGDS-wt

pDEST32/p53

pDEST22
PEXP™32/Krevl

pEXP™22/RalGDS-m1

pEXP™32/Krevl

PEXP™22/RalGDS-m2
pDEST32/p53
pDEST22/METAP1

pDEST32/p53 pDEST32/p53
pDEST22/SACMIL pDEST22/Aptx
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b) pDEST32 PEXP™32/Krevl
pDEST22 pEXP™22/RalGDS-wt

pDEST32/p53

pDEST22
pEXP™32/Krevl

pEXP™22/RalGDS-m1

pPEXP™32/Krevl
DEST32/p53 pEXP™22/RalGDS-m2
p b-
pDEST22/METAP1
pDEST32/p53 pDEST32/p53
pDEST22/SACMIL pDEST22/Aptx
C) pDEST32 PEXP™32/Krevl
PDEST22 PEXP™22/RalGDS-wt
pDEST32/p53
pDEST22
pEXP™32/Krevl
pEXP™22/RalGDS-m1
pEXP™32/Krevl
DEST32/053 PEXP™22/RalGDS-m2
p o8
PDEST22/METAP1

pDEST32/p53

PDEST32/p53 PDEST22/Aptx
pDEST22/SACMIL

a) YNB, -Leu, -Trp (kontrol), b) YNB, -Leu, -Trp, -His, -Ura, c) YNB, -Leu, -Trp, +5-FOA

Sekil 4.8. Transformantlarin YNB besiyerinde biiyltime analizleri
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4.4.3. Co-IP Yontemiyle Etkilesim Gosteren Proteinlerin Bulunmasi / Teyit

Edilmesi

Co-IP deneyleri igcin p53 ile etkilesim gosterdigi disiiniilen V5 epitoplarina
entegre APTX, SACM1L ve METAP1 genlerini stabil olarak ifade eden MCF 10A
hiicre hatlar1 kullanilmistir. Her bir hiicre hattindan lizat elde edilmesinin ardindan bir
kismi ayrilarak “input” olarak adlandirilmis ve daha sonra western blot deneylerinde
pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Co-IP deneylerinin gergeklestirilebilmesi igin ticari
olarak satin alinmis olan Pierce Co-Immunopresipitasyon Kiti kullanilmistir. Kit
igerisinde yer alan resin igerikli kolonlara p53 antikorunun baglanmasi saglanmustir.
Kolona 6zgiil olarak baglanmayan proteinlere ait sonuglarin elimine edilmesi amaciyla
pre-clear (On-temizleme) sathasindan gecirilen lizatlar bu kolonlarla inkiibe edilmistir
(Sekil 4.9a). Inkiibasyonun ardindan kolona baglanmayan kisim ayrilarak
“baglanmayan lizat” olarak isimlendirilmistir. Kolona baglanan lizat kismi ise kitte yer
alan tampon kullanilarak eliisyon asamasindan gecirilmis olup elde edilen 6rnek “IP-
p53 “olarak adlandirilmistir. Co-IP deneyini takiben ise western blot analizi kullanilarak
p53 ile olas1 baglanma hedefleri arasinda etkilesimin gosterilmesi amaglanmistir. Her
bir membrana protein i¢in ayr1 primer antibody kullanilmis ve membranlar sekonder
antibody ile muamele edildikten sonra ECL yardimiyla gériintiilenmesi saglanmistir.
METAP1 proteini (Sekil 4.9 b) APTX proteini (Sekil 4.9 ¢) ve SACMI1L (Sekil 4.9 d)
proteini igin analiz yapilmustir.

Co-IP deneyi i¢in resin kapli kolonlar p53 antikoru ile kaplanmistir. Deney
sonucunda elde edilen 6rneklerin METAP1 antikoruyla western blot analizi yapilmustir.
Analiz sonucunda input ve baglanmayan lizat olarak adlandirilan 6rneklerde beklenen
43 kDa’da bant gozlemlenirken IP:p53 olarak adlandirilan ornekte bir bant
belirlenememistir.

APTX ile transfekte edilen hiicre hattinda gergeklestirilen IP:p53 orneklerinde
APTX antikoruyla western blot analizi sonucunda IP:p53 Orneginde beklenen 47
kDa’da bant gozlemlenememistir.

SACMIL ile transfekte edilen hiicre hattinda gerceklestirilen IP:p53 6rneginde
beklenen 66 kDa’da her hangi bir bant belirlenememistir. IP:p53 6rneginde 55 ve 25
kDa hizasinda gozlemlenen bantlarin ise deneyde kullanilan antikorun hafif ve agir

zincirlerine ait oldugu belirlenmistir.  Yapilan deney sonucunda deneyin
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gergeklestirildigi kosullarda APTX, SACMI1L, METAP ile p53 arasinda direk bir

etkilesime ait veriye rastlanilmamustir.

a
) b) V5-METAP1 transfekte MCF10A hilcre hatt:
APTX/ SACMIL / METAP transfeksiyonu Q \05‘
&
/'\
N
Lizat eldes| INPLT)
On temizleme |
s |: ‘ Resin kaph kolon

Kolondan gecirilerek toplanan
lizat

* 2
f 55KkDa _, Antlkora ait agir
b zincir
P53 antikoru kapliresinkolon| X
Kolona baglanmayanlizat 2
i 40k _,
| ;
3
G 5 25kDa Antikora ait hafif
¢ zincir

|

Koloana balananlizat{IP-p53} -

IP: p53 antikoru ile
WB: METAP1 antikoru ile
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¢) " .
V5-APTX transfekte MCF10A hicre hatti d) VS-SACMIL transfikic MCF10A hicre hatt

W

S

S
» o .
W& A
N R
&g <

100 kDa
N
70 kDa 70 kDa
55K *— : Antikora ait agur
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IP: pS3 antikoru ile IP: p33 antikoru 1l
WB: APTX antikoru ile WB: SACMIL antikoru ile

a) Gergeklestirilen p53 etkilesimine dayali Co-IP analizine ait diyagram. b) V5-METAP1
vektorii ile western blot goriintiisii. ¢) V5-APTX vektorii ile western blot goriintiisii d) V5-SACM1L
vektdrii ile western blot goriintiisii.

Sekil 4.9. Co-IP analiz sonuglar1
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5. TARTISMA

p53 proteinin ilk kesfinden bu yana kanser biyolojisindeki rolii her gecen giin
artmaktadir. p53 transkripsiyon faktorii olup, hedef proteinleri aktive ederek hiicre
dongiisliniin durmasini, DNA tamiri veya kontrollii hiicre 6liimii olmak iizere gesitli
hiicresel siire¢lerde gorev almaktadir (15). Hiicrelerde p53 aktivitesini kontrol eden
bircok mekanizma olmasina karsin redoks kontrol mekanizmasi fazla ¢alisilmamustir.
Daha 6nce yapilmis 6n ¢alismada maya (Saccharomyces cerevisiae) uyumlu bir p53-
raportor sistemi kullanilarak p53 aktivitesini etkileyen antioksidan genlerin bulunmasi
icin maya sisteminde genetik bir tarama yapilmistir. Bu tarama kapsaminda antioksidan
genleri olmayan 109 farkli mutant hiicrede p53 aktivitesinin seviyesi Ol¢lilmiistiir.
Yabanil tip maya hatlarina gore daha diisiik p53 aktivitesi gdsteren {i¢ maya antioksidan
gen mutant1 tespit edilmistir (HNT3, SAC1 ve MAPI). Bu ii¢ genin insan
homologlarinin (APTX, SACMIL ve METAP1) p53 regiilasyonunda rol oynamalari
muhtemeldir. APTX ile p53’iin Co-IP deneylerinde beraber ¢oktiikleri gosterilmistir
fakat bu konuda daha ileri bir arastirma yapilmamustir. p53’tin diger iki genin
(METAPI ve SACMLI1) insan ya da diger memeli sistemlerinde p53 proteini ile daha
onceden tanimlanmis bir iliskisi bulunmamaktadir. METAP1 ve SACMIL
genleri/proteinleri ile p53 sinyal iletim yolagi arasinda bir iliski olmasi1 durumunda p53
regiilasyonu i¢in yeni genler/proteinler tespit edilmis olacaktir. Bu durum 6zellikle p53
yapisinda mutasyon tasimayan fakat p53 yolagi ile ilgili kanser olusumlarinin
mekanizmalarini anlamaya 151k tutabilir.

Tez siiresi boyunca maya ve insan hiicre kiiltiir modeli kullanilarak insan p53
proteini ile her bir protein arasinda muhtemel olan protein-protein interaksiyonu tespit
edilmesi amaglanmustir.

Hiicreleri genotoksik strese karsi koruyan insan APTX proteininin mtDNA
onarmminda 6énemli rol oynadigi, APTX defektlerinin mitokondriyal disfonksiyonuna ve
oksidatif stese yol actig1 tespit edilmistir (7). APTX geninin mutasyonu sonucunda
olusan AOA1 hastalarinda yiiksek seviyelerde DNA hasari, antioksidan potansiyeli
olusturabilen diisiik CoQI10 seviyeleri belirlenmistir. AOA1 hastalarinin daha fazla
genomik instabilite ve kanser gelistirme egilimi oldugu belirlenmistir (42,43). Daha
once yapilan bir ¢calismada AOA1 hastalarindan alinmis hiicrelerde DNA tek kirigi
tamirinden sorumlu olan PARP-1, XRCC1 ve p53 proteinleriyle etkilesim gosterdigi
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tespit edilmis ve Co-IP deneyleri ile p53-APTX iligkisi gosterilmistir (7). Aprataksin-
p53 iliskisi bakimindan literatiirde Nuri Gueven ve arkadaslar1 haricinde bagka ¢alisma
bulunamamastir.

Diger bir gen insan SACMI1L, ER da lokalize olup fosfoinozitid fosfataz olarak
gorev yaparak PtdIns3-p ve PtdIns4-P tiirlerini hidrolize etmektedir (44). Meme kanseri
hiicre hatt MDA MB231°de mutant formda bulunan p53’iin susturulmasiyla,
SACMIL’in mRNA ekspresyonunun arttigi gosterilmistir ancak SACM1L-p53 arasinda
fonksiyonel bir iliski tanimlanmamistir (45).

Insan METAP1 geni ise; maya MAPI genine benzer sekilde ko-translasyonel
olarak yeni sentezlenen proteinlerin N-ucundaki metiyonin amino asidini uzaklastiran
bir metiyonin aminopeptidaz enzimini kodlamaktadir (6). METAPI1 inhibit6rlerinin
farkli kanser hiicre hatlarinda G2/M fazinda duraklamaya sebep oldugu ve apoptozu
tetikledigi gosterilmistir. METAP1’in p53’iin yer aldig1 hiicre dongiisii ve apoptoz gibi
mekanizmalarda rol oynadig1 bilinmekle beraber p53 ile dogrudan iliskisi
arastirilmamistir.

Bu c¢alismada, insan p53 geni ile hedef genler arasinda protein-protein
etkilesimini tespit etmek icin iki yontem kullanilmustir. Ik olarak maya ikili hibrit
(Y2H) yontemi ile protein interaksiyonlarinim belirlenmesi amaglanmistir. Bu yontem
canli maya hiicrelerinde etkilesim gdsteren proteinlerin saptanmasinda kullanilmaktadir.
Yem (bait) ve av (prey) adi verilen iki protein arasindaki etkilesim, spesifik medyada
biliylimeyi saglayan belirteg geni veya renk olusum reaksiyonunu aktive etmektedir.
Maya ikili hibrit sistemi, maya harici proteinlerde siklikla kullanildigi, protein-protein
etkilesimlerini tanimlamak i¢in kullanilan maya tabanli bir sistemdir. Calismamizda
maya ikili hibrit sistemi i¢in Gateway klonlama teknigi ile uyumlu olan ProQuest Two-
Hybrid System Kkiti tercih edilmistir. Kitin duyarli olmasi, gerekli klonlamalarin kolayca
yapilabilmesi ve protein-protein interaksiyonu i¢in ilave kontrol unsurlarinin bulunmasi
tercih nedeni olmustur. Ik basta Gateway klonlama ydntemiyle insan p53 geni GAL4
transkripsiyon faktoriinin DNA baglanma bolgesini (DBD) tasiyan pDEST32
plazmitine; APTX, SACMI1L ve METAP1 genlerinin ise GAL4 un aktivasyon
domainini (AD) i¢eren pDEST22 plazmitine ayr1 ayr1 klonlanmasi gerceklestirilmistir.
Gergeklestirilen bu klonlamalar dizi analizi ve RT-PCR ile teyit edilmistir. p53 ve hedef
genlerin MaV203 maya hattma ikili transformasyonu yapilmasindan sonra protein

interaksiyonlarinin belirlenebilmesi igin LacZ belirteg geninden faydalanilmustir. 1lk
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olarak ilgili transformantlarla, LacZ ekspresyonuna paralel olarak, X-Gal substratinin
mavi renk olusturmasina analiz edilmistir. Daha sonra ayn1 o6rneklerle kantitatif 6l¢iim
yapmaya uygun bir substrat olan ONPG kullanilarak Beta-galaktozidaz aktivite analizi
gerceklestirilmistir. Orneklerin ODaos / ODgoo verileri ANOVA testi kullanilarak analiz
edilmis ve analiz sonucunda etkilesim gostermesi beklenen hedef transformantlar ve
kontrol transformantlar arasinda anlamli bir fark olmadigi sonucuna varimistir. p53
plazmitinin (pDEST32-p53 GAL4 DBD) oldugu biitiin transformantlarda esit LacZ
aktivitesi Ol¢iilmiistiir. Yani pS3 proteini GAL4 AD ile flizyon halindeyken potansiyel
partner proteinler olmadan da LacZ geninin ifadesini saglayabildigi goriilmiistiir. N-
terminal tarafinda GAL4 DNA baglanma bdlgesiyle fiizyon halinde olan p53 proteini
(pDEST32-p53 GAL4 DBD) maya hiicrelerindeki GAL4 promotoru altindaki LacZ
genini ifade edebilmistir. Bu durum muhtemel GAL4-DBD ile hedef DNA boélgesine
baglanan p53 proteinin, kendi intrinsik transkripsiyon aktivasyon 6zelligine bagl olarak
GAL4 AD ‘e ihtiya¢ duymadan gergeklesen bir LacZ ifadesini diisiindiirmektedir. Beta
galaktozidaz analizlerini teyit etmek i¢in maya ikili hibrit hiicrelerinin ilave bir
ozelliginden faydalanip ayni transformantlara raporter gen aktivite testi yapilmistir. Test
sonucu ile elde edilen analizlerini destekler nitelikte kontrol grubu ile aralarinda anlaml
fark olmadig1 goriilmiistiir.

Insan p53 geni ile hedef genler arasinda protein-protein etkilesimini tespit etmek
icin kullandigimiz ikinci yontem ise Co-IP’dir. Co-IP, hedef proteine bagli proteinleri
dolayli sekilde yakalama amaciyla hedef proteinin spesifik antikorlar1 kullanilarak
fizyolojik olarak ilgili protein-protein etkilesimlerini tanimlamak i¢in uygun bir
tekniktir. Co-IP deneyleri i¢in daha Once elde edilmis olan ve p53 ile etkilestigi
diistiniilen APTX, SACMIL ve METAPI1 genlerini stabil olarak ifade eden MCF 10A
hiicre hatlar1 kullanilmistir. Co-IP deneyinin ger¢eklestirilmesi icin ise ticari olarak satin
alinmis olan Pierce Co-Immunopresipitasyon Kiti icerisinde yer alan resin icerikli
kolonlara p53 antikoru sabitlenmistir. Kolona sabitlenen p53 antikoru ilgili genleri
iceren hiicre lizatlariyla inkiibe edilip kit protokolii uygulanmistir. Daha sonra p53 ile
etkilesim gosterme durumu Western blotlama ile analiz edilmistir. Analiz sonucunda
normal biiylime sartlarmmdaki MCF 10A hiicrelerinde p53 ile ilgili genlerin arasinda
direkt bir etkilesime ait veri saptanamamustir. Ilgili genlerin etkilesimlerini daha net
belirtebilmek icin MCF 10A hiicrelerini strese soktuktan sonra benzer analizler

yapilabilir.
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6. SONUC ve ONERILER

Mutant haldeki p53 tiimor siipresor proteini, yiiksek mutasyon siklig1 ve kanser
olusumunu tetiklemesindeki kritik rolii nedeniyle anti kanser tedavisi i¢in oncelikli bir
hedef haline gelmistir. Genom biitiinliigiinii dogrudan veya dolayli olarak etkileyen stres
kosullari, p53 aktivasyonuna yol agmaktadir. Hiicre dongiisiiniin durmasi, DNA onarimi1
veya apoptozdan sorumlu genlerinin ekspresyonu sonucunda kanser olusumu ve
ilerlemesi, p53 geni sayesinde baskilanmaktadir. Daha 6nce yapilan maya tabanli 6n
calismada p53 aktivitesini etkileyen antioksidan genler arastirilmis ve {ic maya
antioksidan gen mutantinin (HNT3, SAC1 ve MAP1), p53 aktivitesini etkiledigi tespit
edilmistir. Bu ii¢ genin insan homologlar1 (APTX, SACMIL ve METAPI) maya ve
insan hiicre kiiltir modeli kullanilarak insan p53 proteini ile muhtemel olan protein-
protein interaksiyonu tespit edilmesi amaglanmaistir.

Maya ve insan hiicre Kkiiltiirlerinde, belirlenen {i¢ genin insan homologlar1
(APTX, SACMIL ve METAPI1) ile p53 proteini arasindaki olasi protein-protein
interaksiyonunun tespit edilmesi amaglanmustir.

Maya ikili hibrit yontemi kullanilarak gerceklestirilen protein-protein etkilesim
analizlerinde etkilesim gostermesi beklenen hedef transformantlar ve kontrol
transformantlar arasinda p53-APTX transformantinda anlamli bir fark oldugu diger
hedef proteinler arasinda anlamli bir fark olmadigi sonucuna varilmistir. Co-IP
analizlerinde ise daha Once yapilmig olan bir calismada pS53-APTX iligkisi
gosterilmesine karsin; normal biiyiime sartlar1 altindaki MCF 10A hiicrelerinde
gerceklestirilen calismamizda, p53 ile hedef genlerin arasinda direkt bir etkilesim
gozlemlenememistir.

Bu calismadan elde edilen sonuglar géz Onilinde bulundurularak, insan p53
proteini ile hedef proteinler arasinda direkt olarak protein-protein etkilesimi olmadigi
goriilmiistiir. Olasi etkilesimleri daha net belirleyebilmek i¢in stres sartlar1 altinda ilgili
genleri iceren hiicrelere, benzer analiz ve deneylerin yapilmasina ihtiyag¢ vardir. Bu
deneyler sonucunda p53 protein yolag: ile etkilesimde oldugu bulunan genlerin p53
yolagini nasil modiile ettigi, p5S3 hedef genlerinin aktivasyon durumlari, apoptoz, hiicre
dongiisii ve hiicre boliinmesi incelenerek yeni proteinler tanimlanabilir ve p53

regiilasyonu i¢in yeni yolaklar 6nerilmesine yol gosterici olabilir.
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