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OZET

Ccdc124 (Coiled-coil domain-containing 124) memeli hiicrelerinde islevi yeni
tanimlanmis bir proteindir. Insan hiicrelerinde proteinin lokalizasyonu hiicre
dongiisiiniin interfaz evresinde sentrozom; mitozun post-anafaz, telofaz ve sitokinez
evrelerinde ise orta-cisimcik (midbody) olarak belirlenmistir. Gegmiste yapilan
bilimsel ¢aligmalarda Ccdcl24 proteinini kodlayan genin susturulmasi durumunda
hiicreler lizerinde meydana gelen degisiklikler kismi olarak arastirilmis ve bu
durumun hiicrelerin boliinememesiyle sonuglandigi ve ¢ok cekirdekli hiicrelerin
meydana gelmesine neden oldugu belirlenmistir [Telkoparan, 2013]. Yapilan bu tez
calismasinda ise insan osteosarkoma hiicre hattina (U20S) ait hiicreler tizerinde
Ccdcl124 proteininin asirt ifade edilmesine bagli degisikliklerin molekiiler ve
morfolojik diizeyde incelenmesi saglanmistir. Bu proteine ait genin, asir1 ifade
edilmesinin saglanmasi i¢in insan Ccdcl124 geni tasiyan ifade vektorleri kullanilmig
ve ilgili genin transfeksiyona bagli ifade artisi immiinoblot analizleriyle
dogrulanmustir. Immiinofloresan analizler sonucunda ise asir1 ifade edilen Ccdc124
proteinin, G1 ve erken profaz evresinde sentrozomda konumlandigi bulgulanmustir.
Bunu takiben yapilan hiicre akim sitometri analizleriyle de Ccdcl24 proteinin
ifadesindeki artisin sitokinez mekanizmasinda olumsuz bir etki yaratarak sitoplazma
boliinmesini engelledigi ve populasyondaki ¢ok cekirdekli hiicre sayisinda belirgin
bir artisa sebep oldugu tespit edilmistir. Caligmaya ek olarak Ccdcl24 proteiniyle
etkilestigi bilinen ve bir orta cisimcik proteini olan RasGEF1B (Ras guanin niikleotit
degistirici faktor 1B)’nin birbirine baglanma boélgeleri arastirilmistir. Bu deney icin
transfekte edilen HEK 293 hiicre hatlarina ait lizatlara birlikte ¢oktiirme yontemi
uygulanmis, ardindan kullanilan immiinoblot yontemiyle RasGEF1B’nin Ccdcl24
protenine bu proteinin C son wucuna yakin olan bolgesinden baglandigi

bulgulanmastir.

Anahtar Kelimeler: Coiled-Coil Domainl24 (Ccdcl24), Sitokinez, U20S,
RasGEF1B, HEK?293, Hiicre Akim Sitometrisi.
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SUMMARY

Ccdc124 (Coiled-coil domain-containing 124) is a protein whose function is
newly identified in mammalian cells. It is localized at centrosome in interphase and
at midbody zone in post anaphase, telophase and cytokinesis during the cell cycle in
human cells. In previous studies it was shown that knocking-down Ccdcl124 gene
resulted in inhibition of cytokinesis and generation of multinuclated cells
[Telkoparan et al., 2013]. In this thesis, it is aimed to investigate effects of Ccdcl124
overexpression by morphological and molecular technics in human osteosarcoma cell
line (U20S). First of all, U20S cells are transfected with human Ccdc124 expression
vector to overexpress this protein and the expression level is controlled with western
blot analysis. By using immunofluorescence analysis, it is determined that Ccdc124
protein is localized at centrosome in G1 and early prophase. Additionally, flow
cytometry analyses show that the overexpression of this protein causes cytokinesis
failure and a significant increase in the number of multinucleated cells. In the second
part of this study, the interaction between Ccdcl24 and a midbody protein Ras
guanine-nucleotide exchange factor (RasGEF1B) is investigated in human
embryonic kidney 293 (HEK 293) cell line by co-immunoprecipitation (ColP)
method. Finally it is discovered that Ccdc124 protein has a binding region at its C
terminal for the interaction of RasGEF1B.

Key Words: Coiled-Coil Domain124 (Ccdc124), Cytokinesis, U20S, RasGEF1B,
HEK?293, Flow Cytometry.
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1. GIRIS

Kanser, oliimciil sonuglara neden olmasi ve o6zellikle son yillarda giderek
artmakta olan prevalansi nedeniyle diinyada ve iilkemizde insan sagligini tehdit eden
hastaliklarin basinda gelmektedir [Web 1, 2008]. Kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasiyla
karakterize edilen bu hastalifin tedavisi yoniinde gelistirilmek istenen yontemler,
bilim adamlarin1 mitotik boliinmenin molekiiler mekanizmasinin tam olarak
aydmlatilmasina  yoneltmistir. Ozellikle sitokinez siirecinde meydana gelen
problemlerin; hiicre 6liimiinde, birgok kanser tiirlinde genomik amplifikasyonlarin
karakterizasyonunda ve yaga bagli hastaliklarin gelismesinde kritik etkilere sahip
oldugu da bilinmektedir [Bhalla, 2003], [Carmena and Earnshaw, 2003].

Hiicre dongiisii siirecinde interfaz safhasini takiben goriilen mitotik bdliinme
ise bir hiicrenin boliinerek kardes iki hiicre meydana getirmesi olarak
tanimlanmaktadir. Mitoz (M) evresi sirasi ile karyokinez olarak isimlendirilen
profaz, metafaz, anafaz ve telofaz fazlarim igerirken, sitoplazmanin boliinmesiyle
sonuglanan sitokinez faziyla devam etmekte ve bu siire¢ absisyon (bdliinen
hiicrelerin birbirlerinden ayrilmasi) ile tamamlanmaktadir.

Sitokinezin hiicre boliinmesi {iizerindeki etkisiyle ilgili birgok ¢alisma
bulunmasma ragmen son yillarda sitokinezin sonuna dogru goriilen midbody
(Flemming body veya orta cisimcik) tizerine yogunlasilmistir. Yogun mitotik ig
ipligi demeti iceren bu yapinin, hiicre iskeletiyle ve yaglarin taginmasiyla ilgili
bircok farkli yolakta gorev alan proteinleri icerdigi gosterilmis olmasina karsin,
proteinlerin nasil organize edildigine ve orta cisimcige nasil hedeflendiklerine dair
bilinenler siirli bulunmaktadir [Skop et al., 2004], [Hu et al., 2012].

Sitokinez evresinde orta cisimcikte konumlandigi tespit edilmis proteinler
arasinda yer alan sarili-sarmal-bolge-igeren-124 (Coiled-coil domain containing-124;
Ccdc124) proteininin ise bazi gogiis kanseri tiplerinde olmak {izere beyin, plasenta,
yumurtalik, testis gibi bazi dokularda yiiksek ifadeye sahip oldugu tespit edilmistir
[Giindiiz, 2010]. Yine yapilan baska bir ¢alismada sitokinez i¢in onemli oldugu,
ifadesinin edilmedigi durumlarda sitoplazma ayrilmasmin gergeklesmeyerek ¢ok
¢ekirdekli hiicre olusumuna neden oldugu gosterilmistir [Telkoparan, 2013]. Hiicre
boliinmesi sirasinda dnce sentrozomda, sonra da telofaz evresinde orta cisimcikte
konumlanan Ccdcl24’iin  baska proteinlerle de etkilesebiliyor olabilecegi

1



diisiiniilmektedir. Ozellikle sitokinez olayinda gérev alan proteinler arasinda yer alan
Ras guanin niikleotit degistirici faktor 1B (RasGEF1B)’nin ise orta cisimcikte
ger¢eklesen Rap konumlanmasi sinyal yolagi aktivasyonunda oneme sahip oldugu
ortaya ¢ikmustir. Bu olayi takiben 2013 yilinda yapilmis olan bir ¢alismayla da
Ccdcl124 ile RasGEF1B arasinda bir etkilesim oldugu literatiirde rapor edilmistir
[Telkoparan, 2013].

1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve I¢erigi

Omurgali osteoblastlar1 ve Drosophila embriyolart {izerinde yapilan
calismalardan elde edilen bilgiler dogrultusunda, sitokinezin ger¢eklesmedigi mitotik
boliinmelerde ¢ok ¢ekirdekli hiicrelerin meydana geldigi bilinmektedir [Alberts et al.,
2002]. Sitokinezde gorevli oldugu diistiniilen Ccdc124 proteinini kodlayan genin
susturulmast durumunda da ¢ok ¢ekirdekli hiicrelerin meydana geldigi tespit
edilmistir [Telkoparan, 2013]. Ayrica sitokinezde gorevli olan bir baska protein olan
RasGEF1B ile etkilesime gectigi de yapilan deneylerle gosterilmistir [Telkoparan,
2013]. Yapilmis olan bu ¢alismayla ise 6ncelikle Ccdcl124 proteinini kodlayan genin
asir1 ifade edilmesi durumunda hiicreler iizerinde meydana gelecek degisikliklerin
hiicre morfolojisi {lizerindeki olas1 etkilerinin tespiti amaglanmis, daha sonra da bu
proteinin {izerinde bulunan RasGEF1B‘ye baglanma bolgesi tespit edilmeye
caligilmistir.

Ccdcl124 geninin agsir ifade edilmesi durumunda ortaya ¢ikacak kosullarin ve
diger proteinlerle olan iligkisinin tespitinin bu proteinin hiicre boliinmesi sirasindaki
biyolojik islevinin daha net olarak ortaya konulmasina yardimci olacagi ve mitotik
boliinme bozukluguna bagli hastaliklarin tedavisi konusunda gelistirilecek tedavi
stratejileri i¢in yeni bir perspektif olusturabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu ¢alisma i¢in U20S hiicre hattina ait insan osteosarkoma hiicreleri, Ccdcl124
genine ait farkli bolge igerikleri tasiyan ifade vektorii araciligiyla transfekte edilerek,
bu proteine ait genin asir1 ifade edilmesi saglanmis ve immiino blot analizleriyle
transfeksiyonunun gerceklesip gerceklesmedigi kontrol edilmistir. Asir1 ifadenin
gerceklestigi tespit edilen hiicreler {izerinde immiinofloresan yontemler kullanilarak
proteinin hiicre i¢i lokalizasyonu tespit edilmis ve flow sitometrik olgiimlerle bu

hiicrelere ait morfolojik degisikler belirlenmistir. Yapilan analizler sonucu Ccdc124
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proteinin asirt ifadesinin, hiicre bdliinmesi sirasinda meydana gelen sitoplazmik
ayrilma tizerinde olumsuz bir etkiye ve ¢ok cekirdekli hiicrelerin goriilme sikliginda
artisa neden oldugu gosterilmistir.

Ccdc124 “iin RasGEF1B proteinine baglanma bélgesinin saptanmasi igin ise
HEK?293 hiicre hattina, Ccdc124 proteinine ait farkli uzunluktaki konstraktlarinin ve
RasGEF1B’nin transfeksiyonu saglanmistir. Transfeksiyonun ardindan ise birlikte
¢oktiirme yoOntemiyle analizler yapilmistir. Deney sonucunda Ccdcl24’iin son

ucunun RasGEF1B ile baglanma bolgesi igerdigi belirlenmistir.



2. HUCRE DONGUSU

Sadece Okaryotik hiicrelerde goriilen mitotik boliinme, bir hiicrenin genomik
materyalini esleyerek iki hiicreye boliinmesiyle sonuglanan biyolojik bir siiregtir. Bu
sire¢ G1, S, G2 ve M fazlarinin birbirini izlemesi ile ger¢eklesmektedir. Gl
evresinde hiicre boliinmesi igin gerekli proteinler sentezlenirken, S evresinde
genomik bilginin ve sentrozomun kopyalanmasi gergeklesmekte, G2 evresinin
sonuna kadar ise boliinme i¢in gerekli kosullarin timii saglanmaktadir. Mitoz (M)
evresi ise profaz, metafaz, anafaz ve telofaz sathalarini igeren bir karyokinez fazini,
bir de bu fazi takiben sitoplazmanin boliinmesiyle sonuglanan sitokinez (C,
cytokinesis) fazini igermektedir.

Hiicre tarafindan kontrol altinda tutulan bu siirecin G1, G2 ve M olarak
adlandirilan kontrol noktalar1 tarafindan diizenlenmesi Sekil 2.1°de gosterilmistir. S
fazina gegiste hiicrenin boyutunun yeterli olmamasi durumunda GO sathasina geri
dontigle sonuglanirken, DNA hasar1 meydana geldigi durumlarda p53 aktivitesine
bagli olarak hiicre apoptoza gidebilmektedir. Yine mitoz siirecinde yer alan bir
kontrol mekanizmasi da, olumsuz bir durum s6z konusu oldugunda mitozun

durmasina neden olabilmektedir.

G2 Kontrol Noktas I I M Kontrol Noktasi I SR e e N
Z it NS ELE - Kromozomlerm mitotik iplikcikleriyle

organizasyonunun kontrolii

(Dinlenme evresi)

- Hiulere bitytiklugi kontrolil
- DNA replikasyonunun
kontrolit

G1 Kontrol Noktasi

(Restriksiyon Noktas1)

- DNA hasar kontrolii

-Hilcre buytikluginin kontroli
-Biytime faktoril ve nutrient kontroli

Sekil 2.1: Hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde gorev alan G1, G2 ve M kontrol
noktalarinin semasal gosterimi. M: mitoz, C: sitokinez evresini simgelemektedir.



2.1. Mitotik Evrelerin Molekiiler Mekanizmasi

2.1.1. Mitoz Diizenleyici Faktorler

Hiicre dongiisiiniin temel fazlarindan biri olan mitoz, mitoz diizenleyici
faktorlerin kinaz aktivitesi gostererek bazi 6zel proteinleri fosforile etmesi sonucu
meydana gelmektedir. Bu proteinlerin aktif fosforile formlarmin kromozomlarin
kondensasyonunda, niikleer kilifin kaybolmasinda ve mitotik agin formasyonunda
oldukca 6nemli oldugu diistiniilmektedir. Xenopus yumurtasiyla yapilan ¢alismalarda
mitozun ge¢ evreleri olarak bilinen anafaz ve telofaz evrelerinde siklin ve mitoz
diizenleyici protein diizeylerinde ciddi disiisler oldugu tespit edilmistir [Murray et
al., 1989]. Defosforilasyon ve degredasyonlara bagli olarak da gelisen birgok durum
degisikliginin de mitoz siiresince devam ettigi bilinmektedir.

Bu siireglerden biri olan siklin bagimli kinaz 2 (Cdk2) aktivitesi, S evresinde
sentrosomun kendini eslemesi ile sonuglanmaktadir. Sentrozom, yosun ve egrelti otu
gibi ilkel bitki hiicreleri ve néronlarin haricinde tiim hayvan hiicrelerinde bulunan,
birbirine dik iki sentriyolden olusan, ¢ekirdege yakin konumlanmis zarsiz bir
organeldir. Mikrotiibiil organize edici merkez olarak da bilinen sentrozomlarin,
boliinme sirasinda kromozomlarin ayrilmasi ve kutuplara taginmasinda gorevli olan
18 iplik¢iklerinin olugsmasini da sagladig bilinmektedir.

Erken mitoz sirasinda ise mitoz diizenleyici proteinlerin porlu ¢ift kath
membran yapisinda ve laminar flamentlere sahip ¢ekirdek zarinda bulunan lamin A,
B ve C’nin, serin rezidiilerinden fosforile ederek laminar filamentleri depolarize
etmesi de bu degisiklikler arasinda sayilabilmektedir.

Bir maya tiirii olan S. Cerevisiae ve Xenopus ile yapilan deneyler sonucunda
ise kromozomun yapisal proteinlerinden olan kondensinin, mitoz diizenleyici
faktorler tarafindan direk veya indirek bir sekilde etkilenerek fosforile halde DNA’ya
baglandig1 da bilinmektedir. Mitotik evrenin metafaz safthasinda gergeklesen bu olay
kromozom kondensasyonu olarak da tanimlanmaktadir. Mikrotiibiil bagiml
proteinlerin fosforillenmesi mitotik iplik¢iklerin meydana gelmesi, golgi ve
endoplazmik retikulum gibi membran6z organellerin kaybolmasi gibi bazi olaylarin

da mitoz diizenleyici faktorler tarafindan gergeklestirildigi diisiiniilmektedir.


http://tr.wikipedia.org/wiki/Yosun
http://tr.wikipedia.org/wiki/E%C4%9Frelti_otu
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2.1.2. Anafaz Destekleyici Kinaz (APC) Molekiilleri

B siklinin anafaz destekleyici kinaz (APC) bagimli poliubikutinlenmesi
metafaz ve anafaz sathalarinda meydana gelmektedir. APC’nin anafaz inhibitorlerini
degrade etmesi, kardes kromatitler arasinda bulunan kohezin molekiiliiniin
inaktivasyonuna neden olmakta ve bu durum kardes kromatitlerin ayrilmasiyla
sonug¢lanmaktadir. Daha sonra APC molekiillerinin siklin B’yi hedeflemesi sonucu
olgunlasma diizenleyici faktér (maturation promoting faktér) (MPF) aktivitesi
diiserek telofaz evresi sonuglanmaktadir. Yukarida aciklanmis olan bu yolagin

organizasyonu Sekil 2.2°de gosterilmistir.

MPF
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Sekil 2.2: Anafaz diizenleyici kompleks (APC)’in anafaza ge¢is molekiiler kontrol
mekanizmasi.

2.2. Sitokinez

Sitokinez, mitotik hiicre boliinmesi sirasinda kromozomlarin ayrilmasini
takiben, ayrilma yarigr ve aktomiyozin kasilma halkasi olusumuyla baslayan ve
sitoplazmanin boliinmesiyle tamamlanan bir siiregtir [Barr and Gruneberg, 2007]
[Pollard, 2010], [ Fededa and Gerlich, 2012].



Hiicre bollinmesinin anafaz evresinde baslayarak telofaz evresinin sonuna
kadar devam eden siire¢ igerisinde sentrozomal asterler arasindaki antiparalel
mikrotiibiil organizasyonuyla ayrilma yarigi denilen bir degisiklik meydana
gelmektedir [Fededa and Gerlich, 2012], [Alberts et al., 2002]. Erken anafaz

evresinden ayrilmaya kadar devam eden bu siire¢ Sekil 2.3°de sematize edilerek

gosterilmistir.
Erken Anafaz Aynima Yang Telofaz Anlma
Hicreler arast kopri
Kasimababas  Merkead iplkiker ' Ortacismck Ot s bt
Orta cisimedk nukrotibiller

Sekil 2.3: Erken anafaz evresinden ayrilma evresine kadar gerceklesen mikrotiibiil
diizenlenmesi, hiicreler arasi1 koprii ve orta cisimcik olusumu.

Boliinme sirasinda sitokinezin gerceklesme zamani ve gergeklesme diizlemi
olduk¢a Onem tagimaktadir. Mitoz (M) fazinin erken fazinda gerceklesecek bir
sitoplazmik boliinme kromozomlarin ayrilmamasiyla sonuglanabilecegi gibi, hiicre
boliinme diizleminin dogru bolgede yer almamasi yavru hiicrelerin sitokinez sonunda
esit sayida kromozom setine sahip olmamasina neden olabilmektedir [Alberts et al.,
2002].

Hayvan hiicrelerinde goriilen mitotik iplikler sadece kardes kromozomlarin
birbirinden ayrilmasinda degil, ayn1 zamanda kasilma halkasina bagli konumlanarak
hiicre béliinme diizleminin belirlenmesinde de o6nemli bir rol oynamaktadirlar.
Kasilma halkastyla mikrotiibiillerden olusan ig ipliklerinin yerlesimi arasindaki
baglanti, deniz omurgalilarinin dollenmis yumurtalariyla yapilan ¢alismalarda da

gosterilmistir [Beams and Kessel, 1976].



2.2.1. Sitokinezin Zamansal Diizenlemesi

Sitokinezin  zamansal organizasyonu ise kromozom ayrilmasi ile
belirlenmektedir. Bu olay kromozomlarin ayrilmasinda ve sitokinetik yarigin
olusmasinda gorev alan E3 ubikitin ligaz anafazi destekleyici kompleksin (APC’nin)
aktivasyonuyla gerceklesmektedir [Pines, 2006]. APC molekiilii kardes kromatidler
arasindaki bag1 proteozom araciligiyla gergeklesen bir yikimla yok ederek proteaz
seperaz inhibitorii sekiirini hedeflemekte ve bdylece kromozom ayrilmasini
tetiklemektedir. Bu olayla es zamanli olarak siklin bagimli kinaz 1 (CDKI),
koaktivator siklin B degredasyonu ile inaktive olmakta ve yarig halindeki
fosfatazlarimn CDKI1’i defosforile edilmesiyle sitokinetik yarik olusmaktadir
[Wurzenberger and Gerlich, 2011]. Kardes hiicrelerin fiziksel olarak tamamen
ayrilmast ise Aurora B mitotik kinaz sinyal yolaginin aktivasyonuyla zamansal
olarak diizenlenmektedir (Sekil 2.4) [Norden et al.,, 2006], [Mendoza, 2009],
[Steigemann et al., 2009].

Metafaz sathasinda goriilen ve hiicre merkezinde yer alan interpolar
mikrotiibiillerden olusan ig ipliklerinin yan1 sira, anafaz basinda augmin kompleksi
tarafindan meydana getirilen non-sentrozomal bir yapinin da olustugu yapilan bazi
caligmalarda gosterilmistir. [Uehara et al., 2009], [Uehara and Goshima, 2010].
Sitokinezin molekiiler olarak zamansal diizenlemesinin genel olarak ifadesi Sekil

2.4’°de gosterilmigtir.

® Avzmin

& CDK1.P
@ Atis

® CDKI-P (inaktif)
© Aurora B-P (aktif)

Mikrotiibiil organizasyonu Stabilizasyon

Sekil 2.4: Sitokinezin Augmin, CDK1 ve Aurora-B molekiillerine ait aktif ve inaktif
formlarin fosforillenmeye bagli zamansal diizenlemesi.



2.2.2. Ayrima Yarigimin Olusumu

Ayrilma yarigi iist tiste dizilmis aktin ve miyozin-II iplik¢iklerinin olugturdugu,
Ca*?*-kalmodiilin/miyozin kinaz aktivitesiyle olusan bir kuvvet sonucu meydana
gelen bir yapidir. Bu yapinin olusumu zamansal olarak sitokinezin baslangici olarak
kabul edilmektedir. Asagida yer alan Sekil 2.5’de ig iplikciklerinin olusumundan
ayrilmaya kadar gegen zaman arasinda ig iplik¢iklerinin organizasyonu

gosterilmektedir.

sentral iplikeikler aynlmayangt  hiicreler arast kopri

kastlma halkast orta cisimeik

it iplikikleri

I ipliklerinin olusumu Aynima yang olusumu Aynima

Sekil 2.5: Metafaz evresinden sitokinez evresinde gergeklesen ayrilmaya kadar
antiparalel mikrotiibiil organizasyonu ve ayrilma yariginin olugumu.

Mitotik ig ipliklerinin boliinme diizlemini kontrol etmesiyle ilgili yapilan
arastirmalar sentrozom kokenli asterler tarafindan olusturulan boéliinme yariginin, iki
sentrozomun birbirine 1g iplikleriyle baglanmasi sonucu gercgeklesebildigini
gostermistir [Alberts et al.,, 2002]. Bu hiicrelerde asterler tarafindan kasilma
halkasimna 06zgli bazi sinyaller gonderildigi diisiiniilmiis ve bu konuda yapilan
calismalar sonucunda asterlerden gelen sinyalin small GTPaz RhoA yolagi boyunca
iletilerek ekvatoral hiicre korteksinde yer alan aktomiyosin halkasinin olusumuna yol
actig1 belirlenmistir [Piekny et al., 2005]. RhoA tarafindan baslatilan bu diizenleme
bir GAP (GTPaz Aktive eden Proteini) olan CYK4 ve bu protine 6zgii GEF (guanin
degistirici faktorii) olan Ect2 ile ger¢eklesmektedir. Daha sonra merkez ig ipliginde
konumlanmig Polo-benzeri-kinaz 1 (Plk 1) aktivitesiyle CYK-4 ve Ect-2 arasindaki
etkilesim saglanmakta ve mekanizma RhoA-GTP ile iki yolak iizerinden devam

etmektedir [Burkard et al., 2007]. RhoA bagimli olarak meydana gelen ayrilma
9
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yarig1 olusumuna ait yukarida anlatilmis yolagin semasal ifadesi Sekil 2.6’da

verilmistir.

FhoA-GDE

Cole47 Bentral iplilogilcler Ect2
pI0FhoGAT GEF-H17?

FhoA-GTFE

s
| |

Alctin Filamentleri hiyozin
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Alktomivozin Halkasinin hMevdana Gelmest
e
Eontralesiven

Sekil 2.6: RhoA bagimli yolak sonucu aktomiyozin halkasinin meydana gelerek
ayrilma yariginin olusumu.

Bu yolaklardan ilki RhoA’nin diaphanous-related formini aktive ederek aktin
flamentlerininin formasyonunu diizenlemesiyle gergeklesirken, ikincisi bir kinaz olan
ROCK’un miyozin Il‘yi aktive etmesiyle meydana gelmektedir. Her iki yolagin
sonucunda da ozellikle plazma membraninda bulunan ve katlanmaya yardimci
anillin proteini ile aktomisin halka formasyonu olusmaktadir [Severson et al., 2002],
[Watanabe et al., 2008], [Fededa and Gerlich, 2012], [Matsumura, 2005], [Piekny
and Maddox, 2010].

Aktomisin halkasmin ayrilma olugunun olusumunda olduk¢a 6nemli olmasinin
yaninda bu yapi olduk¢a dinamik bir formdadir ve polimerizasyon depolimerizasyon

dongiisiiniin kontroliinii gergeklestirmektedir. Aktin aginda meydana gelen kasilma
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ise sadece miyozin Il motor aktivitesiyle degil ¢apraz bagl aktin filamentlerinin

depolimerizasyonuyla da saglanmaktadir [Kruse and Julicher, 2003].

2.2.3. Hiicreler Arasi Koprii Olusumu

Boliinme olugunun olusumunun ardindan, kardes hiicrelerin arasinda 1-3 um
genisliginde hiicreler arasi bir koprii (ICB) meydana gelmektedir. Bu hiicreler arasi
koprii genellikle sitokinez sona erene kadar uzunca bir siire varligini devam
ettirmektedir. Hiicreler arasi kopriiniin mikroskop goriintiisii asagida Sekil 2.7°de yer

almaktadir.

Mikrotiibiiller

Sekil 2.7: Hiicreler aras1 kopriiye ait 17 nanometre ¢apindaki flamentlerden olusan
kasilma zonu ve yogun mikrotiibiil demeti organizasyonu gosteren orta cisimcik
yapisinin mikroskop goriintiisii.

Geg telofaz evresi boyunca varligini siirdiiren hiicreler arasi koprii olusumu
sirasinda  aktin  depolarizasyonunun engellenmesinin  sitokinezin  olusumunu
engelledigi bilinmektedir [Dambournet et al., 2011], [Schiel et al., 2012]. Bu
mekanizmanin diizenlenmesi heniiz tam olarak agiklanamamis olsa da, inaktive
olmus RhoA’nin lokalizasyonuyla ve hiicreler arasi1 kopriideki plazma membraninin
yag kompozisyonu ile ilgili oldugu disiiniilmektedir [Dambournet et al., 2011],
[Schiel et al., 2012].
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Hiicreler arasi antiparalel mikrotiibiil demetinden meydana gelmis bu kopriide
100’den fazla proteinin lokalize oldugu tespit edilmesine karsin, burada yer alan
proteinlerin gorevleriyle ilgili bilgiler heniiz sinirlidir. Orta cisimcigin ise hiicre
boliinmesinin sitokinez evresini tamamlanmasinda gorev alan bir platform oldugu
diistiniilmektedir [Skop et al., 2004].

Sitokinetik yarik olusumunun tamamlanmasinin ardindan, endozom ve golgi
tarafindan olusturulan vezikiiller orta cisimcikte birikmeye baslamakta, daha sonra
vezikiillerin plazma membraniyla birlesmesi kardes iki hiicrenin birbirinden
ayrilmasiyla sonuglanmaktadir [Gromley et al., 2005], [ Goss and Toomre, 2008],
[Schiel et al., 2011]. Bu siire¢ boyunca sentriolin, exocyst complex, Rab 35
[Kouranti et al., 2006], Rab11 [Fielding et al., 2005], t-SNARES [Low et al., 2003]
[Gromley et al., 2005] ve BRUCE [Pohl and Jentsch, 2008] gibi ayrilmada etkili rol
oynayan vezikiillerle etkilesim halinde olan bircok faktor de gorev almaktadir.

Memeli hiicre kiiltiirii iizerinde kinetik incelemeler yapildiginda ise kardes
hiicrelerin ayrilmasi ger¢eklesmeden Once hiicreler arast kopriide vezikiil yapilarinin
kayboldugu gézlemlenmistir [Goss and Toomre, 2008], [Guizetti and Gerlich, 2010],
[Guizetti et al., 2011]. Ayrica bitki hiicrelerinde boliinme esnasinda goriilen hiicre
plagma bu tip hayvan hiicrelerinde hiicrelerarast koprii olusumunda

rastlanmamaktadir [Schiel et al., 2011], [Guizetti et al., 2011].

2.2.4. Orta Cisimcik (Midbody) Olusumu

Orta cisimcik (Midbody/ Flemming body) memeli hiicrelerinde sitokinezin
sonuna dogru goriilen ve boliinen hiicrelerin ayrilmasini saglayan, hiicreler arasi
kopriiniin ortasinda yer alan 6nemli bir yapidir [Paweletz, 2001]. Ik olarak 1891
yilinda Walther Flemming tarafindan tanimlanmig olan bu yapmin daha sonra
yapilan bazi ¢caligmalarda da gozlemlendigi vurgulanmigtir [Buck and Tisdale, 1962],
[Mullins and Biesele, 1977], [Mullins and Mclintosh, 1982], [Euteneue and
Mclintosh, 1980], [Saxton and MclIntosh, 1987]. Flemming, bu yapiy1 151k
mikroskobu ve histokimyasal boyama yontemlerini kullanarak yaptig1 deneyler
sirasinda boliinen kardes iki hiicre arasinda yer alan kromofilik bir alan olarak

tanimlamistir.
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Elektron mikroskobunun gelisimi ile orta cisimcigin mikrotiibiillerden ve
vezikiillerden olusma, hiicrenin ortasinda amorf elektron dagilimina sahip olma gibi
konularda bitkilerde goriilen fragmoplast (orta lamel) yapisiyla olduk¢a benzer
oldugu tespit edilmistir [Hepler and Jackson, 1968], [Otegui et al., 2005]. Asagida

sekilde orta cisimcige ait elektron mikroskobu goriintiisii yer almaktadir (Sekil 2.8).

Orta Cisimeik (Midbody)

Sekil 2.8: Orta cisimcige ait elektron mikroskobu goriintiisii (NS kasilma bolgelerini
ifade etmek i¢in kullanilmistir).

Miktotiibiillerden orta cisimcik olusumu sirasinda, golgi kompleksi ve
endoplazmik retikulum sisternast gibi cesitli membranli organellerin yer aldigi
bilinmektedir. Ayrilma yariginin olusumunun ardindan; membrana sahip
organellerin, mikrotiibiillerin bulundugu kisimda gittikge azaldiklar1 ve boliinecek
kardes hiicreler arasinda amorf elektron yogunluguna sahip materyallerin tekrar
organize edilerek orta cisimcigin meydana geldigi gosterilmistir [Mullins and
Biesele, 1977], [Buck and Tisdale, 1962], [Jones, 1969], [Robbins and Gonatas,
1964], [Moll and Paweletz, 1980]. Orta cisimcigin sahip oldugu bu amorf yap;
boliinmenin son safhasinda mikrotiibiiller tarafindan olusturulan yogun bir mitotik ig
iplikligi demetinden meydana gelmektedir. Ayrica sitokinez, asimetrik hiicre
boliinmesi ve kromozom ayrilmasinda gorevli birgok proteini iceren kompakt bir
yapt oldugu da bilinmektedir [Mullins and Mclintosh, 1982]. Orta cisimcigin
izolasyonu ile yapilan deneylerle bu alanin ribozomal ve mitokondrial proteinlerin
yaninda, direk hiicre boliinmesiyle iligkili proteinleri de icerdigi gosterilmistir [Skop
et al., 2004]. Daha sonra yapilan g¢alismalarda ise ESCRT (endozomal sorting

complex required for transport) igin 6nemli olan Cep 55 proteini ve mikrotiibiil
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organizasyonunda gorevli Plk-1 proteinlerinin orta cisimcik yapisinda yer alan
proteinlerden oldugu belirtilmistir [Skop et al., 2004], [Fabbro et al., 2005], [Van der
Horst et al., 2009], [Fededa and Gerlich, 2012], [Hu et al., 2012], [Tong et al., 2002].
Elektron mikroskobuyla yapilan ¢alismalarda matriks ig¢ine gomiilii mikrotiibiillerden
meydana geldigi tespit edilmis olmasina ragmen igerigi tam olarak bilinmemektedir.
Kiitle spektrometresi kullanilarak yapilan analizler sonucu ise orta cisimcigin sadece
hiicre iskeletiyle ilgili olan proteinler degil yaglarin tasinmasi gibi birgok farkl
yolakta gbrev alan proteinleri i¢erdigi gosterilmistir [Skop et al., 2004].

Orta cisimcigin, Ozellikle sitokinezin son asamasi olan absisyonda oldukga
onemli oldugu da diisiiniilmektedir [Skop et al., 2004]. Bu yapinin olusumunda
meydana gelecek herhangi bir problemin, absisyon evresinin gerceklesmesinde
sorunlara neden oldugu yapilan bazi ¢aligmalarla gosterilmistir [Gromley et al.,
2005], [Fabbro et al., 2005], [Zhao et al., 2006]. Orta cisimcik yapisinin olusmadigi
durumlarda kanser riskinin arttigi [Ganem et al., 2007], poliploidi ve multiseliiler
sinsityum formasyonlarinin meydana geldigi gozlemlenmistir [Gromley et al., 2003].

Bu alanda yapilan caligsmalarda hiicrenin orta kisminda yer alan bu bolgede
immunofloresan yontemlerinin kullanilmasiin bazi problemlere neden oldugu da
bildirilmistir [Mullins and Mclintosh, 1982], [Saxton and Mclintosh, 1987],
[Dhonukshe et al., 2006]. Bu nedenle orta cisimcikte yer alan proteinlere dair elde
veriler bulunmasina ragmen bu proteinlerin nasil organize edildigine ve orta
cisimciklere nasil hedeflendiklerine dair bilinenler sinirli bulunmaktadir [Hu et al.,
2012].

2.2.5. Ayrilma

Mitozun son safhasi olarak tarif edilen absisyon, sitokinetik yarik aktomisin
halkast olusuncaya kadar devam etmektedir. Bu olay1 takiben birka¢ saat i¢inde
hiicreleraras1 kopriiniin; aktin bagimli olarak 1-2 pm’ye kadar daralmasiyla, iki
kardes hiicre fiziksel olarak ayrilmakta ve bu siire¢ “absisyon” olarak adlandirilan
hiicre boliinmesiyle sonuglanmaktadir [Steigemann and Gerlich, 2009], [Guizetti and
Gerlich, 2010]. Absisyon siireci ayn1 zamanda hiicre iskeleti yapisinin hiicrelerarasi
kopriiden ayrilarak, hiicre korteksi ve plazma memraninin fizyonuyla sonuglanan bir

olaydir.
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Elektron mikroskobu analizleri, hiicreler arasi koprii olusumunun geg
evrelerinde bu plak yapisinin yerine 17 nm capindaki kopriiyii helikal bir sekilde
saran orta cisimcik yapisinin meydana geldigi gostermistir [Guizetti et al.,2011].
Boliinme olayinin ise, hiicrelerarasi kopriiyli olusturan mikrotiibiillerin depolimerize
olarak hiicre korteksinin kasilmasi ve karsilikli iki membran arasinin daralarak orta
cisimcigin hemen yanindan kesilmesiyle gerceklestigi diistiniilmektedir [Schiel et al.,
2011], [Guizetti et al., 2011], [Guizetti and Gerlich, 2010]. Sitokinetik ayrilma

modeline ait bilgiler ise asagida Sekil 2.9’da 6zetlenmistir.

F-aktin Mikrotizbial

Vezikiil salgilanmast

F-aktinin yeniden
organize edilmesi

= —

17 nm ¢aph filamentler

17 nm ¢apimndak flament
olusumu

Membranin daralmas:

Mikrotibillerin yeniden
organize edilmesi

= . Membranlann ayrilmas:

Sekil 2.9: 17 nanometre ¢apli flament olusumu ve mikrotiibiillerin tekrar organize
olmasi sonucu meydana gelen sitokinetik ayrilma modeli.

Ayrilma siirecini takiben golgiden salgilanan kesecikler ve erken endozom
kesecikleri orta cisimcikte birikmektedir [Steigemann and Gerlich, 2009]. Geg
sitokinez evresinde orta cisimcige gelen Cep 55 (Senrozomal protein 55) ise, ALIX
ve TsglOl proteinlerini bu bolgeye ¢ekerek ESCRT-III (Tasima icin gerekli
endozomal ayristirict kompleks)’in olusumunu baslatmaktadir [Morita et al., 2007].
SNARE proteninin de bu bolgede konumlanmasiyla sitokinetik ayrilma
tamamlanmaktadir [Barr and Gruneberg, 2007].
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3. COILED-COIL  DOMAIN  CONTAINING
PROTEIN 124 (Ccdc124)

Birgok sentrozom proteininde oldugu gibi sarili-sarmal-bolge-igeren-124
(Coiled-coil domain containing-124, CCDC-124) proteini ilk olarak sodyum/iyodid
simportunda goérevli NIS geniyle ilgili yapilan arastirmalar sirasinda tespit edilmistir
[Kent et al., 2002], [Jakobsen et al., 2011]. 223 amino asit uzunluguna sahip olan bu
protein  yiiksek Okaryotlarda korunmus olmakla birlikte, prokaryotlarda
bulunmamaktadir. Protein yapisinda %42 gibi ¢ok yiiksek oranda arti veya eksi
yiikli amino asitler (K, R, D, E, H) bulundurmaktadir (Sekil 3.1). Karsilastirmal
sekans analizleri sonucunda kodlanmayan 1 exon olmak iizere, 5 adet exona sahip
oldugu tespit edilmistir [Telkoparan, 2013]. Tavsanlarda poliklonal anti-N-terminus
antikorlar kullanilarak yapilan immiinoolojik analizler sonucunda bu gene ait protein
triinii biylikligiiniin yaklasik 32 kDa oldugu gosterilmistir [Telkoparan, 2013].
Ikinci bir alternatif Kozak ribozom baglanma dizisine sahip olmasi deneniyle, 176
aminoasitten olusan ve 26 kDa agirliginda bir izoformunun bulundugu da tespit
edilmistir [Lee et al., 2012]. Bu proteine ait genel aminosit dizisi ve bu dizide yer

alan yiiklii aminosaitler Sekil 3.1°de gosterilmistir.

MPRRFOGENTRSAAARARRAEARA AADARRORELEDAYWRDDDRE Y MRREORKEER
ERRR DQLERKKETQRLLEEEDSKLEGGRAPRVATSSKVTRAQIEDTLRRDEQLREAPDT
AEKARSHLEVPLEENVNRRVLEEGSVEARTIEDAIAVLSV AEEAADREPERRMRA AFTAF
EEAQLPRLEQENPNMRLSQLEQLLEREWLRSPDNPMNQRAVPENAPR

Sekil 3.1: CDC124 proteinine ait aminoasit dizisi (Proteinin yapisindaki pozitif yiikli
amino asitler (K, R, H) pembe renkle, negatif yiiklii amino asitler (E, D) mavi renk
ile isaretlenmistir).

Biyoinformatik analizler sonucunda 84% olasilikla ¢ekirdekte lokalize oldugu
diisiniilen Ccdc124 proteinin, daha sonra yapilan ayrintili deneyler sonucu interfaz
ve erken mitoz safhalarinda sentrozomda, hiicreler arasi koprii olusumunun ardindan
orta cisimcikte konumlandigi gosterilmistir [Telkoparan, 2013].

Protein Knowledge Database UniProtKB (The UniProt Consortium, 2010)
tarafindan bir fosfoprotein olarak tanimlanan bu proteinin, yapilan biyoinformatik
caligmalar sonucunda olast 5 serin, 7 tireonin ve 1 tirozin fosforilasyon bolgesine

sahip oldugu diisiinilmektedir. Bu proteinin dkaryotik hiicrelerde korunmus olmasi,
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fosforilasyonun diizenlenmesi konusunda onemli bir rol {istleniyor olabilecegine
isaret etmektedir [Giindiiz, 2010]. Aymi zamanda Ccdcl24 proteininin mitoz
diizenleyici olarak gorev alan Kazein kinaz (CK Il) ve Polo-benzeri-kinaz | (Plk
1)’in substrati olabilecegine dair veriler de bulunmaktadir. CCDC-124 ve Ras
Guanine Exchange Factor 1B (RasGEF1B) arasinda bir etkilesim oldugu ise ikili
maya hibrid sistemi ve birlikte ¢oktiirme deneyleriyle gosterilmistir [Telkoparan,
2013].

Swiss PDB Wiewer programi kullanilarak elde dilen Ccdc124 proteinine ait {i¢

boyutlu yapi ise asagida gosterilmistir (Sekil 3.2).

a) b)

Sekil 3.2. Ccdc124 proteininin tahmini ti¢ boyutlu yapisi. a) Yan zincirsiz iskelet
formu, b) Kurdele gosteriminde yer alan alfa heliks yapist.

Ekpresyon analizleri sonucu CCDC-124 geninin beyin, plesanta, yumurtalik,
testis, karaciger ve Ozellikle iskelet kasinda yiiksek ekspresyon seviyesine sahip
olduklar1 da gosterilmistir [Giindiiz, 2010]. Yine yapilan baska bir ¢alismada ise
dalak ve prostatta da yiiksek CCDC-124 seviyesine rastlanmigtir [ Telkoparan, 2013].
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4. RAS SUPER AILESI

Ras siiper ailesi hiicreye ait bir¢ok sinyal yolaginin agilip kapamas: gorevini
iistlenen olduk¢a 6nemli bir ailedir. Bu protein ailesiyle ilgili ilk ¢aligmalar rattan
izole edilen miirin leukaemia viriisiiniin yeni dogmus bir kemirgene verilmesi ve bu
olaymm sarkomay:1 tetiklemesine kadar uzanmaktadir [Harvey, 1964]. ilk kez
tamimlanmalar1 ise 1982 yilinda Edward M. Scolnick ve ekibi tarafindan ratlarda
sarkomaya neden olan Harvey sarkoma viriisii ve Kristen sarkoma viriisiiyle yapilan
calismalar sirasinda olmustur. Daha sonra H-RAS ve K-RAS adi verilen bu iki genin
insan kanser hiicrelerinde de aktive olduklar1 belirlenmistir [Santos et al., 1982].
Robin Weiss ve Michael Wigler tarafindan kesfedilen N-RAS dahil olmak iizere
giinlimiizde Ras ailesine ait ti¢ onkogen oldugu bilinmektedir.

Hiicre i¢i sinyal iletiminde kilit roller iistlenen ve yapisinda 6 beta-sheet, 5 alfa
heliks bulunduran bu protein ailesinin hiicre adezyonu, migrasyon, aktin iskeleti
integrasyonu, hiicre boliinmesi, transformasyon ve hiicre biiyiimesi gibi birgok gorev
tistlendigi tahmin edilmektedir [Shields et al., 2000].

GTPaz alt birimine sahip olan Ras, sinyal yolaklarinda sistemi agma kapama
gorevini istlenen bir G proteinidir. GEF ve GAP bagimli bu yolagin c¢alisma

mekanizmasi Sekil 4.1°de 6zetlenmistir.

GAP

Sekil 4.1. G proteinlerinin GEF ve GAP proteinleriyle yolaklar tizerindeki aktive ve
inaktive etme etkisi.
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Yolagin inaktive olmasi sirasinda GDP’ye (niileotit guanozin difosfata)
baglanmakta ve yolagin ¢alismasi i¢in Thr-35 and Gly-60 arasinda gergeklesen
konfigiirasyonla lg¢iincii bir fosfast igeren guanozin trifosfatla (GTP) etkilesime
gecmektedir. Biyolojik siireg icerisinde gergeklesen bu konformasyonel degisikligin
ise guanin niikleotit degistirici faktor (GEF) ve GTPaz aktive edici proteinler (GAP)
yardimiyla gerceklestigi bilinmektedir [Quilliam et al., 2002].

4.1. Ras Guanin Niikleotit Degistirici Faktor 1B

RasGEF genleri Ras ailesi altinda yer alan ve evrimsel olarak nematodlardan
insana kadar korunmus olan bir dizilimdir. Genellikle olduk¢a korunmus olan bir
domain iceren karboksil terminalinden ve daha az korunmus olan bir amino
terminalinden meydana geldigi bilinmektedir.

RasGEF1B ise Rap ailesine ait, Ras proteinleriyle etkilestigi gosterilmis bir
guanin degistirici faktordiir. Insanda bu proteine ait 473, 472 ve 431 aminoasitten
meydana gelmis {i¢ adet izoformun bulundugu tespit edilmistir [UniProtKB]. Swiss
PDB Wiewer programi kullanilarak elde edilen RasGEF1B proteinine ait ii¢ boyutlu
gorseller asagida yer almaktadir (Sekil 4.2).

Sekil 4.2. RasGEF1B proteininin tahmini {i¢ boyutlu yapis1 a) Yan zincirsiz iskelet
formu, b) alfa heliks (pembe renkli)-beta yaprak (sar1 renkli) igeren ikincil yapisi.
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Bu molekiiliin Phe39 bolgesi ile Rap2 i¢in 6zgiil oldugu yapilan ¢alismalarla
gosterilmistir [ Yaman et al., 2009]. Buna karsin efektér domaininde tek bir aminoasit
bakimindan farklilik gésteren Rap1 tizerinde bir etkisi bulunmamaktadir [Bos, 1997].
Bununla birlikte H-Ras, R-Ras, Rheb, TC21, RalB ve M-Ras gibi Ras alt ailesine ait
diger niikleotit exchange faktorleri tizerinde de bir etkisi bulunmamaktadir.

Yapilan baz1 ¢aligmalarda ise erken ve ge¢ endozom arasinda tasima gorevi
yapiyor olabilecegi tizerine durulmustur. Telofaz sirasinda orta cisimcikte
konumlandigi ve yine burada konumlanan Ccdc124 ile baglanabildigi gosterilmistir
[Telkoparan, 2013].
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5. MATERYAL ve YONTEM

5.1. Materyal

5.1.1. Hiicre Hatt1 Secimi

Ccdcl124 proteininin asir1 ifadesi i¢in kullanilacak hiicre hatti olarak, hiicre
biiyiikliigii ve organel yapilarinin belirli olmasi nedeniyle goriintiileme ¢aligmalarina
izin veren U20S secilmistir. RasGEF ile Ccdc124’iin baglanma bdlgesinin tespiti
icin ise disardan gen aktarimi diger hatlara gorece olarak yiiksek olan HEK 293T

hiicre hattinin kullanilmasi uygun goériilmiistiir.

5.1.1.1. U20S

U20S hiicreleri, 2T hiicre orijininden gelen ve 15 yasindaki bir kadindan
alinarak kiiltiire edilmis insan osteosarkoma hiicreleridir. ilk defa 1964 yilinda
Ponten ve Saksela tarafindan tanimlanmis olan bu hiicrelerin epitelyal bir
morfolojiye sahip olduklar1 bilinmektedir. U20S hiicreleri gilinlimiizde hiicre
dongiisiiniin kontrolli, apoptoz ve biiylimenin durdurulmas: gibi bir¢ok konuda
yapilan c¢aligmalarda kullanilmaktadir.

Bu hiicrelerde p53 ve Rb ifadesi goriilmesine ragmen pl6 ifadesi
gbozlenmemektedir. Insulin-benzeri biiyiime hormon faktdrii I (IGF-I) ve insulin
benzeri biiytime faktorii 11 (IGF II) reseptorleri yoniinden pozitiftir. Hem organel
biiytikliikklerinin goriintiileme konusunda sagladiklar1 avantajlar hem de kolay
transfekte edilebiliyor olmalar1 bu hiicre hattinin secilmesinde 6nemli basliklari

olusturmaktadir.

5.1.1.2. HEK 293

Insan embriyonik bobrek hiicre hatti olan (HEK 293) 1970’lerin basinda
Hollanda’da Alex van der Eb’in laboratuvarinda embriyonik bdbrek hiicrelerinin
adenoviriis 5 DNA’s1 ile transfekte edilmesi sonucu elde edilmistir. Giinlimiizde
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kolay kiiltiire edilebilmesi ve kolay transfekte edilebilmesiyle en ¢ok kullanilan
hiicre hatlar1 arasinda yer almaktadir.

Yapilan calismada ise HEK293T vektore ait SV40 enhanser bolgesine
baglanarak protein ifadesini arttiran biiyiik T antijenini siirekli olarak eksprese eden
hiicre hatt1 secilmistir. Boylece T antijeni sayesinde hiicre dongiisiinii inhibe eden
proteinlere baglanan ve siirekli hiicre dongiisiine giren populasyonda transfeksiyon,

trandiiksiyon, plazmit amfilikasyonu uygulamalardaki basar1 oranini yiikseltilmistir.

5.1.2. Hiicre Kiiltiirii Soliisyonlar:

e Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)
Besiyeri olarak kullanilan DMEM, bizim yaptigimiz deneylerde %10 fetal

serum, %10 penisilin ve 3.3 mM L-glutamin igerecek sekilde hazirlanmistir.

e Tripsin
Hiucrelerin kiiltire edildikleri petriyle temaslarini ortadan kaldiran bir
enzimdir. Calismalar sirasinda -20 °C‘de saklanan enzim, tripsin-Etilendiamin

tetraasetik asit seklinde PBS igerisinde 3X olacak sekilde hazirlanmustir.

e PBS
Ticari olarak satin alinmis olan 10X PBS, hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda 1:10

oraninda steril distile su ile seyreltilerek 1X PBS olarak kullanilmstir.

e Hiicre Dondurma Besiyeri
Fetal sigir serumu igerisine %10 DMSO eklenerek hazirlanan besiyeri,

aliiminyum folyo ile sarilip, steril olarak +4 °C’de inkiibe edilmistir.

5.1.3. Liziz Soliisyonu

e Liziz Tamponu

Son konsantrasyonda 500 mM Tris (pH=8), 250 mM NaCl, %1 NP40 ve 1X
proteaz inhibitérii konularak tzeri ddH,O ile 1L’ye tamamlanmistir. Deneylerde
kullanilan liziz tamponunun taze olarak hazirlanmasi gerekmektedir.
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5.1.4. immiinoblot Soliisyonlar

e Jel Formiilasyonlar1 (10 ml)
Tris tamponu, SDS ve % 40 akrilamid ddH,O igerisinde asagidaki tablolarda
yer alan oranlar géz Oniine alinarak hazirlanmistir (Tablo 5.1 ve Tablo5.2). %10 APS

and TEMED ise hizli polimerlesmeye neden olduklari i¢in en son eklenmistir.

Tablo 5.1: Yiiriitme jeline ait kimyasal oranlart.

YURUTME JELI 12%
1 2 4
1.5 Tris HCI pH 8.8 1250 2500 5000
ddH,0 2175 4350 8700
40% Acryl/bis 1500 3000 6000
25 % SDS 20 40 80
10% APS 50 100 200
TEMED 5 10 20
Tablo 5.2: Ayirma jeline ait kimyasal oranlart.
AYIRMA JELI 4%
1 2 3 4
0.5 Tris HCI pH 6.8 1250 2500 3750 5000
ddH,0 3175 6350 9525 12700
40% Acryl/bis 500 1000 1500 2000
25 % SDS 20 40 60 80
10% APS 50 100 150 200
TEMED 5 10 15 20

e Yiiritme Tamponu, 5X

15.1 g tris, 95 g glisin, 50 ml 10% SDS ddH,0 ile 1L ye tamamlanmustir.

e Transfer Tamponu, 10X
30.3 g tris ve 144 g glisin ddH,0 igerisinde ¢oziilerek 1L’ye tamamlanmustir.
Deneyde kullanilmadan 6nce taze olarak hazirlanan soliisyon ddH,O ile 1X olacak

sekilde seyreltilerek ve %20 methanol eklenerek 4 C°’de saklanmustir.
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e TBS, 10X
12.1 g tris ve 87.6 g NaCl 1 L ddH,O igerisinde ¢oziilerek, pH’1 8.0 olacak

sekilde ayarlanmustir.

e TBS-T

Hazirlanmis olan 1X TBS soliisyonunun i¢ine %0.1 tween-20 eklenmistir.

e 1.5 M Tris-HCI, pH 8.8
200ml ddH,O igerisinde 121.1 g trizma base ¢o6ziilmiis ve pH 8.8 olarak

ayarlanmigtir.

e 0.5 M Tris-HCI, pH 6.8
200ml ddHO igerisinde 121.1 g tris ¢oziilerek hazirlanan soliisyonun pH’1,
HCI ve NaOH kullanilarak 6.8 olacak sekilde ayarlanmistir.

o APS
0.1 g amonyum siilfat, 1 ml ddH,O igerisinde ¢6ziilerek filtre edilmis ve taze

hazirlanan soliisyon -20 C’de muhafaza edilmistir.

e Strip Soliisyonu
Son konsantrasyon 100 mM S-mercaptoethanol, %2 SDS, 62.5 mM Tris-HCI

icerecek ve pH: 6.7 olacak sekilde hazirlanmistir.
5.1.5. Flow Sitometri Soliisyonlari

e 7AAD Boyama Soliisyonu
PBS’in i¢inde 1/1000 Triton-X, 1 ml de 10ug RNAaz ve 500.000 hiicre igin
10 pl 7AAD ¢oziilmiistiir.

5.1.6. Immiinofloresan Soliisyonlar1

¢ Yikama Soliisyonu

1X PBS’in igerisine Triton-X %0.1 olacak sekilde eklenerek hazirlanmistir.
24



¢ Bloklama Soliisyonu

1X PBS’in igerisinde %0.1 Triton-X ve %2 BSA c¢oziilerek hazirlanmistir.

¢ DAPI Boyasi

1X bloklama soliisyonu igerisinde 1/100.000 oraninda DAPI c¢oziilerek

hazirlanmstir.

o Tiibiilin Boyas1

1X bloklama soliisyonu igerisinde 1/200 oraninda gama tiibiilin ¢oziilmustiir.

5.1.7. Kimyasal Malzemeler

Deney icin kullanilan kimyasallara ve kimyasallarin markalarina/katalog

numaralarina ait liste asagidaki Tablo 5.3°de yer almaktadir.

Tablo 5.3: Kullanilan kimyasal madde listesi.

KIMYASALIN ADI KIMYASALIN  MARKASI/  KATALOG
NUMARASI
2-Mercaptoethanol Aldrich/ M6250
Albumin Sigma/ 7906
Anti Flag Affinity Gel Sigma/ A2220
Bradford Reagent Sigma/ B6916
FBS BioWest/ S1860
Fugene6 Roche/ 11 815 091 001
Geneticin-G418 Gibco/ 10131
GFP Trap-A Chromotek
Glycine Sigma/ G7126
Hidroklorik asit Sigma/ 071102
High glucose DMEM Gibco/ 41966
Liqui-gel 3751 MP/ 800804
Methanol Sigma/ 34885
PBS Lonza/ BE17-517Q
PEI Sigma/ 408727
Pen /Strept Lonza/ BE17-16E
Sodyum kloride Sigma/ 13423
TEMED Sigma/ 79281
Tergitol soliisyonu Sigma/ NP40S
Tripsin Lonza/ BE17-61E
Trizma base Sigma/ T6066
Tween 20 Sigma/ P1379
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5.1.8. Kullanilan Cihazlar

Deney i¢in kullanilan cihazlara ve cihazlarin markalarina/model numaralarina

ait liste asagidaki Tablo 5.4’de yer almaktadir.

Tablo 5.4: Kullanilan cihaz listesi.

CIHAZIN ADI

CIHAZIN MARKASI/ MODELI

Floresan mikroskobu

Nikon/ H600L

Flow cytometri Accuri — BD

Inkiibator Heal Force/ Smart cell
Laminar Flow Cryste

Sanrifiij Labogene/ ScanSpeed 1580R

Santrifiij tiip

Labogene/ Scanspeed 1730R

Santriflij (Hiicre kiiltiirii) Niive/ NF400F
Shaker Labnet/ Rocker 25
Su banyosu Wisd/ WiseBath
Immiin —Blot Ekipmanlar1 ve Gii¢ Kaynag1 | BioRad

Shaker Labnet/ Rocker 25
Heat-block Benchwork
Goriintleme cihazi BioRad

5.1.9.Antikolar

Aragtirma sirasinda kullanilan antikorlara ait bilgiler ve immiinoblot sirasinda

kullan1lma oranlarina iliskin bilgiler Tablo 5.5’de gdsterilmistir.

Tablo 5.5; Kullanilan antikor listesi.

ANTIKOR ELDE EDILDIGI | FIRMA KATALOG |WB IF
ORGANIZMA NUMARAS

Ccdc124-Cter Tavsan(173-223) | Bethyl A301-834 1/100
Ccdcl124-Middle | Tavsan(100-150) | Bethyl A301-835 1/100

Aktin Goat Sigma A2304 1/500
Anti-mouse Goat Sigma A9169 1/500

GFP antikoru Tavsan Sigma G1544 1/100
Anti-Flag-HRP Fare Sigma AB8592 1/100
Anti-RasGEF1B Tavsan Sigma HPA044574 | 1/100
Anti-c-Myc Fare Sigma M4439 1/100

Alexa 488 Fare Invitrogen | 898234 1/50
Anti-beta tiibiilin | Tavsan Santa Sc-5286 1/10
Anti-gama tiibilin | Fare Abcam 11316 1/20
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5.2. YONTEM

5.2.1 Hiicre Kiiltiiri

5.2.1.1. Hiicre Kiiltiirii Ortami

U20S hiicreleri %10 (v/v) FBS ve %1 (v/v) penisilin/streptomisin ve yiiksek
glikoz igeren besiyeri ortaminda kiiltiire edilmis, 37°C’de ve %5 CO; igeren
kosullarda inkiibatérde muhafaza edilmistir. Hiicrelerinin besiyerleri ortalama 2-3
giinde bir taze besiyeri ile degistirilmis ve hiicre yogunlugu %70-80’¢ ulastiginda alt

kiiltiirleme yapilmstir.

5.2.1.2. Alt kiiltiirleme ve Kiiltiir saklama

Alt kiiltiirleme igin hiicrelerin besiyeri uzaklastirilarak 1X PBS ile yikama
yapilmis ve hiicre-hiicre/ hiicre-yiizey baglantilarin1 koparmak i¢in 1ml 1X tripsin-
etilendiamin tetraasetik asit eklenerek yaklasik 2-3 dk 37°C, %5 CO; inkiibatoriinde
enzimin aktive olmasi beklenmistir. Enzimatik aktivitenin durdurulmasi ig¢in ortama
tekrar besiyeri eklenmis ve kalkmis olan hiicreler pipet yardimiyla toplanarak oda
sicakliginda 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmigtir. Santrifiij sonrast iist sivi
uzaklagtirilarak hiicrelerin iizerine taze besiyeri eklenmis ve pipetaj yapilarak
homojenize edilmistir. Hiicre yogunluguna bagli olarak %20-30 oraninda hiicre her
bir besiyerine ekilecek sekilde boliinerek inkiibasyona birakilmistir.

Hiicrelerin sivi nitrojende dondurularak saklanmasi santrifiij edilerek
¢oktiiriilen hiicreler dondurma besiyerinde homojenize edilerek dondurma tiiplerine

boliinmiis ve sivi nitrojende (buhar fazi) muhafaza edilmistir.

5.2.2. Hiicre Hatt1 Transfeksiyonu

Deneyde kullanilan U20S hiicre hatlarinin transfeksiyonu icin kalict
transfeksiyon, HEK 293 hiicre hatlarinin transfeksiyonu i¢in ise gegici transfeksiyon

yontemi seg¢ilmistir.
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5.2.2.1. Kahic1 Hiicre Hatt1 Klonlar: Eldesi

Ccdc124-GFP ekspresyonunun kalici olarak ifade edilebilmesi i¢in U20S

hiicreleri igin geneticin-G418 kullanilarak sitotoksisite egrisi hazirlanmis ve 600 pg/

ul G418 konsantrasyonu koloni se¢imi igin uygun bulunmustur. Sekil 5.1’de yer alan
farkli uzunluklardaki Ccdc124-GFP plazmidleri, U20S hiicrelerine Fugene6

kullanilarak Tablo 5.6’daki oranlar kullanilarak aktarilmistir.

Grup 1-2 ™ Terminal

C Ternmnal

Grup 2-2 ™ Terminal

C Terminal

Grup 3-3 N Terminal

Grup N2

- C Terminal

Sekil 5.1: Deneyde kullanilan gruplara transfekte edilen plazmidlerin semasal

goruntusu.

Tablo 5.6: Kalici transfeksiyonda kullanilan hiicre miktarina bagl kullanilan DNA

ve kimyasal miktarlari.

6 KUYUCUKLU 100 MILIMETRE
KULTUR KABI KULTUR KABI
Besiyeri (serumsuz) 2mi 10 mi
FUGENE// PEI 3yl 18 ul
DNA 1l 6 ul
Ekilen hiicre miktar1 300.000 1.000.000

Transfeksiyondan 48 saat sonra hiicreler 150 milimetrelik kiltiir kabina

aktarilmigtir. 24 saat biiyiime besi yerinde kalan hiicreler segici besi yeri iceren

antibiyotikli ortama alinmistir. 7-14 giin sonra elde edilen koloniler 6 kuyucuklu

kiiltiir kabina aktarilarak ¢ogaltilmistir.
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5.2.2.2. Gegici Transfeksiyon

HEK 293 hiicreleri her kuyucukta 1x10° hiicre olacak sekide 10 mm kiiltiir
kabma ekilerek 24 saat boyunca kiiltire edilmistir. EKimden 24 saat sonra
tranfeksiyonun yapilacagi hiicrelerin besi yerleri serumsuz besiyeriyle O6nce
yikanmisg, sonra da serumsuz besiyeriyle tamamlanmistir. Bu sirada bir tiipiin igine
bir miktar serumsuz besiyeri konulmus ve tiipiin duvarlarina gelmeyecek sekilde
tizerine transfeksiyon ajani (PEI) ve tranfekte edilecek DNA (GFP-Ccdcl24 ve c-
Myc-RasGEF1B-3xFlag vektorleri) orani 3 olacak sekilde 5’er dakika arayla ortama
eklenerek 15 dakika oda sicakliginda inkiibasyon saglanmistir. Inkiibasyonun
ardindan serumsuz besiyeri icerisindeki hiicrelerin tizerine damla damla eklenmis ve
inkiibatore kaldirilmistir. Transfeksiyondan 24 saat sonra besiyerleri serum
bulunduran besiyeriyle degistirilmis ve transfeksiyonun 48. saatinde lizat elde
edilmistir.

Gegici transfeksiyon i¢in kullanilan hiicre sayilari, DNA ve kimyasal oranlari

gibi veriler Tablo 5.7°da yer almaktadir.

Tablo 5.7: Gegici transfeksiyonda kullanilan hiicre miktarina bagl kullanilan DNA
ve kimyasal miktarlari.

6 KUYUCUKLU 100 MILIMETRE
KULTUR KABI KULTUR KABI
Besiyeri (serumsuz) 2ml 10 mi
FUGENE// PEI 6 ug /ul 21 ug /ul
DNA 2 ug /ul 7 ug/ul
Ekilen hiicre miktar1 300.000 1.000.000

5.2.3. Liziz ve Protein Miktar Tayini

Protein miktar tayininin yapilmasi i¢in hiicre Orneklerinin besiyeri
uzaklastirilarak, 2 ml 37 °C’deki PBS kullanilarak iki kere yikama yapilmis ve

hiicrelerin iizerine +0 °C’deki 2 ml PBS eklenerek kaziyici yardimiyla hiicreler
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kaldirilmustir. +4 °C’de 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilen 6rneklerin iistiindeki
supernatant uzaklastirilarak peletler -80 °C’de saklanmustir.

Hazirlanan oOrnekler daha sonra buz kabina alinarak peletlerin yavasga
¢oziilmesi saglanmis ve peletin 3 kati kadar taze olarak hazirlanmis olan liziz
tamponu eklenmistir. Liziz tamponunun eklenmesinin ardindan vorteks yapilarak, 5-
10 dakika buzda bekletilen 6rneklerin daha sonra tekrar vorteks yapilarak tamamen
¢oziinmesi saglanmistir. En son asamada ise 14000 rpm’de 30 dakika +4 °C’de
santrifiij edilen 6rneklere ait hiicre artiklar1 ¢oktiiriilmiis ve stipernatantlar dikkatlice
yeni tiiplere aktarilarak lizat eldesi saglanmustir.

Protein miktar tayininin yapilmasi i¢in ise oncelikle, alboumin (BSA)’nin 1.5
mg/ml, 1.25 mg/ml, 1 mg/ml, 0.75 mg/ml, 0.5 mg/ml, 0.25 mg/ml ‘lik ornekleri
hazirlanarak bir standart grafik olusturulmustur. Blank i¢in ise hazirlanan liziz buffer
kullanilmasgtr.

Standart grafik olusturmak i¢in kullanilan BSA konsantrasyonlar1 ve bu
konsantrasyonlar1 belirlemek amaciyla kullanilan Bradford yontemine ait sayisal

veriler Tablo 5.8’de gosterilmistir.

Tablo5.8: Standart grafik olusturmak i¢in kullanilan BSA konsantrasyonlari.

TUP NUMARASI 1 2 |3 4 5 6 7 8
(BLANK)
BSA konsantrasyonu | 0,25 (0,5 [ 0,75 |1 125 (15 |2 -
(mg/ml)
Yiiklenen BSA (ul) 5 5 5 5 5 5 5 -

Yiiklenen Bradford | 250 | 250 [ 250 [ 250 [250 |250 |250 | 250

(uD)
dH,0 (ul) - - |- - - - - 5
Son Hacim (ul) 255 | 255 [ 255 [ 255 [ 255 | 255 |255 |255

Daha 6nceden oda sicakligina getirilmis Bradford’dan 96 kuyucuklu kiiltiir
kabina 5’er ul yliklenen 6rneklerin, standart grafik verilerinin ve blanklerinin {izerine

250 pl eklenerek iizeri 1giktan etkilenmesini 6nlemek amaciyla aliiminyum folyoyla
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kapatilmig ve 20 dakika g¢alkalayicida, 20-25 dakika da oda sicakliginda

bekletildikten sonra 6l¢iim alinmistir.

5.2.4. Birlikte Coktiirme Yontemi

RasGEF1B/Ccdcl124 ¢oktirmesi igin, GFP-Ccdcl24 ve Myc-RasGEF1B-
3xFlag vektorleriyle transfekte edilen HEK 293 hiicrelerinden elde edilerek -80°
C’de saklanan lizatlar buzun iizerinde ¢6ziilmiis ve iizerine peletin 3 kat1 kadar liziz
tamponu eklenmistir. Buzun iizerinde 30 dakika inkiibasyonun ardindan +4 °C’de
13000 rpm’de 30 dakika santrifiij edilerek elde edilen supernatantin iizerine 500ul
diliisyon tamponu (NP 40 igermeyen liziz tamponu) iginde 20-30 ul bead
eklenmistir. 6000 g’de 2 dakika +4 °C’de santrifiij edilen drneklere ait siipernatantlar
alinarak iki defa diliisyon tamponuyla yikama yapilmistir. Coken Flag boncuklarinin
tizerine hiicre lizatlar1 eklenip 2 saat oda sicakliginda inkiibe edilmis ve 6000g‘de 2
dakika +4 °C’de santrifiij edilerek elde edilen siipernatant clear lizat olarak
kullanilmistir. Peletin ise soguk 500 pl diliisyon tamponu ile iki kere yikanmasinin
ardindan, 95°C’de 10 dakika inkiibasyon gergeklestirilmis ve 4000 rpm’de 5 dakika
santrifiij edilmistir. BOylece santrifiij ile boncuklar g¢oktiiriilerek Ornegin istte
kalmasi saglanmustir.

Fraksiyonlarin saptanmasi i¢in SDS-PAGE ile immunoblot analizleri yapilarak
PVDF membrana aktarilmis ve c-Myc, Ccdc124 ve calnexin antikorlariyla ile inkiibe

edilerek immiino blot analizi gerg¢eklestirilmistir.

5.2.5.Immiinoblot Analizi

Ccdc124 ile galisilirken %10 ile % 12’lik SDS gel kullanilabilmektedir. Ancak
bu deney i¢in % 12 jel kullanmasi tavsiye edilmektedir. Tablo 4.1 ve 4.2 ‘deki
oranlar esas alinarak %12’lik yiiriitme jeli APS ve TEMED donabileceginden en son
eklenerek hazirlanmig ve iizerine izopropanol konularak jelin hava almasi
Onlenmistir. Yiiriitme jeli donduktan sonra ise {izerine %4’liikk ayirma jeli dokiilerek
onluk tarak yerlestirilmis ve jellerin donmas1 beklenmistir.

Ornekler ve marker kaynayan suda 5 dakika tutularak proteinlerin denatiire

olmasi saglanmis ve beta-mercaptoethanol eklenerek hazirlanmis olan 4X yiikleme
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boyasi, son hacimde 1X olacak sekilde ayarlanarak orneklerin iizerine eklenmistir.
Her kuyuda 40ug protein olacak sekilde yiikleme yapilmis ve jel 70 mA de 30 dakika
yiriitiilmistir. Jel yiiriidiikten sonra membran methanol ile bir kez yikandiktan sonra
ddH,O’dan gegirilmistir. Onceden 1X’e indirilmis methanol eklenmis +4 °C’de
bekleyen transfer tamponu eklenerek wattman kagitlar1 da ayni sekilde 1slatilmistir.
100 voltta 1 saat transfer yapildiktan sonra membran 1 saat %5 siit tozu ile
bloklanmistir. Bloklamanin ardindan 2 saat birincil antikorlarla (C-ter ve Mid
Ccdcl24ab icin 1/1000, N-ter ab icinl/ 5000 ve GFP icin 1/1000) muamele edilen
membran, 3 kez 10’ar dakika 1XTBS-tween ile yikanarak 1 saat 1/5000 anti-rabbit
antikoru ile tekrar inkiibe edilmistir. inkiibasyon bitiminde yine iicer kez 10 dakika

TBS-T ile yikama yapildiktan sonra goriintii alinmastir.

5.2.6. FACS Analizi

10’luk kiltiir kabinda kiiltiire edilmis olan hiicreler PBS ile yikanarak 1 ml 3X
tripsin eklenmis ve 37 °C’de 2 dakika bekletilerek hiicrelerin kalkmasi saglanmistir.
Tripsinle kaldirilan hiicrelerin tizerine 2 ml DMEM eklenerek tripsin inaktive edilmis
ve 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek hiicreler ¢oktiriilmistiir. Elde edilen
peletin iistiinde kalan sivi kisim uzaklastirilarak iizerine -20 °C’de 20 dakika
bekletilmis, 4ml %70’lik ethanol eklenmis ve drneklerin en az 24 saat +4 °C’de
inkiibasyonu saglanmustir.

24 saat inkiibasyonun ardindan +4 °C’de saklanan hiicreler +4 °C’de 1500
rpm’de 5 dakika santrifiij edilmis ve peletin {izerindeki sivi uzaklastirilmistir.
500.000 hiicre i¢in PBS’in igerisinde son konsantrasyon 1/1000 Triton X, 10 pl
7AAD ve 1ml’de 10 pg RNAaz olacak sekilde bir ¢ozelti hazirlanarak peletlerin
izerine eklenmis ve ornekler i¢cinde homojenize edilmistir.

Elde edilen ¢ozelti ve hiicre slispansiyonu polipropilen tiiplerin i¢ine alinarak
etrafi folyoyla sarilmis ve 37 °C’de 1.5 saat inkiibe edildikten sonra gerekli analizler

yapilmistir.
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6. SONUCLAR ve YORUMLAR

6.1. Sonuclar

6.1.1. Ccdcl124 Proteininin Asir1 ifadesinin U20S Hiicre Hatti
Uzerindeki Etkileri

Calismanin basinda 36 adet kalici transfeksiyon klonu imiinoblot yontemi
kullanilarak Ccdc124 ifadeleri yoniinden taranarak incelenmistir. Bu analizlerde, tam
boy ve orta boy Ccdcl24-GFP ifade eden hiicrelerde 40-55 kDa arasinda bant
beklenirken, en kiigiik boy Ccdcl24 ifade eden hiicrelerde 40-35 kDa boyunda
bantlar beklenmektedir. Yapilan analizlerde, kalic1 transfeksiyon yontemi ile
rekombinant Ccdc124-GFP aktarilan tiim hiicre gruplarinda beklenen Ccdc124-GFP
protein versiyonlari basari ile bulgulanmis (Sekil 6.1) ve degisik boylardaki Ccdc124

proteinlerinin hiicre biyolojisine etkileri aragtirilmigtir.

- . 1 .

Grup 1-2 N Terminal | E C Terminal
Met 1 Lys 223

N Terminal | C Termmal

Grup 22 I =1

Leu 64 Met Lys 223

Grep 3.3 N Temioal |——————{ R © Teins

Val 142 Met Lys 223
Grup N2 N Teminal C Termina

Sekil 6.1: Kalic1 transfeksiyon i¢in kullanilan plazmidlerin igerikleri.

6.1.1.1. Transfekte Edilmis U20S Hiicrelerinde Ccdc124 Proteininin
ifade Profili

Kalic1 transfeksiyon yontemi kullanilarak elde edilmis ve 1 rakami ile baslayan
klonlarda en uzun Ccdc124 tasiyan rekombinant yapilarin, 2 rakami ile kodlanmis
klonlarda N-ucu eksik Ccdcl124 geni tasiyan rekombinant yapilarin ve 3 rakamu ile
kodlanmis klonlarda da Ccdcl24’iin C-son ucunu tasiyan rekombinant yapilarin

aktarildig: hiicrelerden gelen lizatlar incelenmistir (Sekil 6.1).
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Ccdc124 proteininin asirt ifade edildigi diistiniilen toplam 36 bagimsiz U20S
hiicre klonu immiinoblotlama (Western blot) yontemi kullanilarak bu proteinin
ifadesi yoniinden taranmak sureti ile analiz edilmistir. Kontrol olarak insan alfa-aktin
protein ifadesi yapilan her immiinoblot analizinde goriintiilenmis ve bdylece
orneklerin kuyucuklara yiikleme miktarindan kaynaklanabilecek problemler ortadan

kaldirilmistir.  Sekil 6.2’de sunulan immiinblotlarda taramalarimizin sonuglar

gosterilmektedir.
2.2/9 2-2/22 .7 N2/ NzAas
AN KD
copoize
A8 KD
1-2a =210 1-20s =220 2-2/01 226 2-2/R Z-2004
AS M
conoize
40 KDa
1-2/10 =212 =214 1208 12090 =223 1-2240 NX10 N2AaR
AS K
copoize
40 KD
N2 Auw 3.7 214 2LME 2207 1-2/20 1209 1-2/7
AS L
copoize
40 KDa
-2 -5 1-2115 229 22110 2-2718 2.2/22 2.2/23%
AS LD
CODCie
40 KDa
224 oy 1222 Moy N7 oy NI1o NvIs
AS DN
COCDCIza
40 KDa
S-512 3338 =308 Marvker N2 NI N2 N2/23
AS i
copoizg
40 KD
1-2/ 24 12/18 1-2/11 1-2/s 1-2/a
S LD
CCDCiI24
40 KDa

Sekil 6.2: Farkli boylarda Ccdc124 proteini ifade ettigi diistiniilen U20S hiicre
klonlarina ait bu proteinin ifadeleri.
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Taranan 36 bagimsiz klonun 21 tanesinde Ccdc124 ifadesi tesbit edilemezken,
kalan 15 klonda Ccdc124 protein ifadesi net olarak tespit edilmistir. 1-2 numarali
gruplarda 55 kDa ile 40 kDa arasinda ¢ift bant goriilmiis, 2-2 gruplarina ait
kuyucuklarda ise birer bant belirlenmistir. 3-3 gruplarinda 40 kDa ile 35 kDa
arasinda bantlagmaya rastlanmistir. N2/10 gruplarinda ise anti-Ccdc 124 antikoru
kullanildiginda higbir bantlasma gozlemlenmemistir. Deney sonucunda Ccdcl24
protein ifadesi tespit edilen hiicre kolonileri kayit altina alinmigs ve ayri ayri
dondurularak GTU-MBG Béliimiinde bulunan sivi azot tanklarinda bankalanmustir.

Arastirmada kullanilmak {izere 1-2/4, 2-2/8, 3-3/7 ve N2/10 numarali hiicre
hatlar1 se¢ilmis ve bu se¢imde kullanilan membran goriintiileri aktin ifadeleriyle

birlikte asagida verilmistir (Sekil 6.3).

1-2/4 1-2/710 1-2/15 1-2/20 2-2/11 2-2/6 2-2/8 2-2/16

CCDCl124

Sekil 6.3: Sonraki asamalarda kullanilmak tlizere secilen N2/10, 1-2/4, 2-2/8, 3-3/7
gruplarina ait immiino blot yontemiyle elde edilen membran goriintiileri.

6.1.1.2. Ccdcl24 Proteininin Ifadesinin Arttirldign Hiicrelerdeki
Konumu

Immiinofloresan boyama sirasinda hiicre iskeletinin ve sentrozomlarin
gozlemlenmesi i¢in kirmizi renkle gozlemlenen gamma tiibiilin kullanilirken,
niikleusu gozlemlemek i¢in mavi renkli olarak gorilen DAPI boyamasi
kullanilmigtir. Ccdc124 proteini ise C son ucunda GFP bulundurmasi nedeniyle
hiicre i¢inde yesil renkli olarak gézlemlenmistir.

Kontrol grubu olarak kullanilan N2/10 grubuna ait immunofloresan boyama
sonucunda G1 ve erken profaz GFP proteinin sitoplazma igine dagilmis halde oldugu
belirlenmistir (Sekil 6.4).
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Sekil 6.4: N2 grubuna ait G1/erken profaz fazindaki hiicrelerin immunofloresan
goruntusu.

1-2/4 numarali gruba ait goriintiiler sirasinda hem G1 fazinda hem de iki
sentrozomun bulundugu erken profaz evresini heniiz tamamlamis hiicrelere
rastlanmis ve her iki evrede de ilgili proteinin sentrozom etrafinda ve sitoplazma

icinde dagilmis olarak konumlandigini gézlemlenmistir (Sekil 6.5 ve Sekil 6.6).
| - &
(G

Sekil 6.5: 1-2 grubuna ait G1 fazindaki hiicrelere ait immunofloresan goriintiisii.
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GFP

I.

y- TUBULIN

DAPI
BIRLESTIRILMIS
GORUNTU

Sekil 6.6: 1-2 grubuna ait erken profaz fazindaki hiicrelere ait immunofloresan
goruntisu

2-2/8 numarali gruba ait immiinofloresan boyama sonucunda GFP ile
isaretlenmis ve asir1 ifade edilen Ccdcl24 proteininin G1 ve erken profaz siiresince

tiim sitoplazmaya dagilmis olarak bulundugu tespit edilmistir (Sekil6.7).

y- TUBULIN

DAP|
BIRLESTIRILMiS
GORUNTU

GFP

Sekil 6.7: 2-2 grubuna ait G1 ve erken profaz fazindaki hiicrelere ait immunofloresan
goruntist.

3-3/7 numarali 6rneklerin ¢ekirdekleri DAPI ile boyanmis ve gama tiibiilinle

sentrozom ve mikrotiibiillerin hiicre i¢i dagilimi1 gézlemlenmistir. Daha 6nceden

GFP ile isaretlenerek asir1 ifadesi saglanan Ccdc124 proteini ise yesil renkli olarak

goriintiilenmistir. Elde edilen tiim gorintiler birlestirildiginde ise Ccdcl24
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proteininin 2-2/8 grubunda gozlenen duruma benzer olarak G1 ve erken profazda

sitoplazmaya dagilmis halde bulundugu tespit edilmistir (Sekil 6.8).

y- TUBULIN

BIRLESTIRILMIS
GORUNTU

Sekil 6.8: 3-3 grubuna ait G1 ve erken profaz fazindaki hiicrelere ait immunofloresan
goruntusu.

6.1.1.3. Ccdcl24 Proteininin Ifadesinin Arttirildigi Hiicrelerde
Hiicre Dongiisii Profili

Daha oOnceki ¢alismalarda Ccdcl24 seviyeleri disiiriilmiis hiicrelerin,
cogunlukla hiicre dongiisiiniin sitokinez (C) evresinde bloke olduklar1 ve bunun
sonucu olarak fiizyona girmeleri sureti ile ¢ok cekirdekli hiicre yapilarinin ortaya
ciktig1 belirlenmistir [Telkoparan vd, 2013]. Bu nedenle, Ccdc124 ifadesi artirilmig
hiicre hatlarin1 elde etmemizi takiben, bu hiicrelerin hiicre dongiisii evreleri hiicre
akim sitometrisi (FACS) metodlar1 ile incelenmistir. Anilan erken c¢alismalarda
hiicreler arastirmacilarca sayilarak veriler bir araya getirilmis ve grafikler
olusturulmustur. Bizim calismamizda ise, daha titiz bir yontem olan FACS
kullanilmistir.

FACS analizi i¢cin 7AAD ile c¢ekirdek boyamasi gergeklestirilmis ve
boyamanin gerceklesip gerceklesmediginin 1simaya bagli kontrolii saglanmustir.
Immiin analizlerine ek olarak deney gruplarma ait GFP analizleri yapilarak
hiicrelerin ekspresyon miktarlar karsilastirilmistir. 7AAD 1s1malari agisindan gruplar

aras1 herhangi bir farkliliga rastlanmazken, GFP 1simas1 bakimindan N2 ve 1-2
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gruplarinin,

(Sekil6.9).

2-2 ve 3-3 gruplarina gore daha az 1sima verdikleri tespit edilmistir

. N2
£ 2 12
.z
g 7 5 — 23
= E =
...f*"i""" s i,
G,,@ i G;1 . . B R R R ?.2
FLA-A
Deney Gruplarma Ait TAAD Deney Gmplﬂ;:;;ﬁh GFP Ifade

Isyma Profili

Sekil 6.9: Deney gruplarina ait 7AAD ve GFP 1s1ma profili.

N2 grubuna ait FACS analizi sirasinda populasyonun % 60’m1 igeren kapi

secilerek bu alanda dagilim gosteren hiicreler lizerinde inceleme gergeklestirilmistir

Ortalama FSC genisligi ve yiiksekligine gore grafik secilerek tek olarak sayilmis

hiicreler tespit edilmis ve hiicre donglisiine ait grafikler bu alanlara gore

olusturulmustur (Sekil 6.10).

SSC-A
$.000.000 10.000.000

16.777.215
1

59,9%

i L
0 $.000.000 10.000.000 1877721
FSC-A

Hiicrelere ait alan-yiizey
grafigi

"
/

Secilen alandaki hiicrelerin hiicre ~ Hiicre dongiisiine ait ¢ekirdek
dongiisii grafigi icerigi

Sekil 6.10: N2 grubu FACS analizi sonuglarina ait grafik goriintiileri.
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Deney sonucunda secilen kapida yer alan hiicrelerin %61.2°sinin G0/G1
fazinda, %11.7’sinin S fazinda, %24.4’linlin ise G2/M fazinda oldugu belirlenmistir.
Hiicrelerin %3.4’iiniin ¢ekirdek igeriginin ise 4N’in {lizerinde oldugu tespit edilmistir
(Tablo 6.1).

Tablo 6.1: N2 grubu hiicre dongiisiindeki fazlara ait yiizde verileri.

N2 GRUBU (ALINAN KAPIYA GORE) ALAN YUZDESI
Tim Alan 9%100,00
GO0/G1 fazindaki diploid hiicreler %61,24

S fazindaki diploid hiicreler %11,67
G2/M fazindaki diploid hiicreler %24,39

Cok cekirdekli hiicreler %3,39

1-2 grubu icin de ortalama FSC genisligi ve yliksekligine gore grafik secilerek
tek olarak sayillmis hiicreler tespit edilmis ve hiicre dongiisiine ait grafikler bu

alanlara gore olusturulmustur (Sekil 6.11).

187215

68,1%

< ’Ns
2
g
8
33
a8
g
- !
a s T T ™ ; - '
0 4000000 10000000 167772 A4 b b
FSC-A FL3A
Hiicrelere ait alan-yiizey Secilen alandaki hiicrelerin hiicre Hiicre dongiisiine ait ¢eKirdek
grafigi dongiisii grafigi icerigi

Sekil 6.11: 1-2 grubu FACS analizi sonuglarina ait grafik goriintiileri.

1-2 grubuna ait FACS grafiklerin elde edilmesi i¢in tiim populasyonun
%68.1’ini kapsayan bir alan secilmistir. Elde edilen veriler bu alanda yer alan
hiicrelerin %37.4’linlin GO/G1 fazinda, %11.4’linin S fazinda, %21.3’liniin G2/M
fazinda, %20.4’tiniin ¢ok c¢ekirdekli yapida oldugunu ortaya koymustur. Cok
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¢ekirdekli hiicrelerin %7.3’tinti 8N, %3.6’sm1 16N, %1.9’unu ise 32N c¢ekirdek

igerigine sahip hiicrelerin olusturdugu belirlenmistir (Tablo 6.2)

Tablo 6.2: 1-2 grubu hiicre dongiisiindeki fazlara ait yiizde verileri.

1-2 GRUBU (ALINAN KAPIYA GORE)

ALAN YUZDESI

Tim Alan %100,00
GO0/G1 fazindaki diploid hiicreler 0037,37
S fazindaki diploid hiicreler 0011,42
G2/M fazindaki diploid hiicreler %21,29
Cok c¢ekirdekli hiicreler %20,37
8N c¢ekirdek igerigine sahip hiicreler %7,28
16N cekirdek icerigine sahip hiicreler %3,61
32N cekirdek icerigine sahip hiicreler %1,89

2-2 grubuna ait hiicre dongiisti grafiklerinin olusturulmasi i¢in, bu gruba ait

ortalama FSC genisligi ve yiiksekligine gore bir kapi segilerek, tek olan hiicreler

belirlenmis ve bu kapiya gore gerekli analizler gerceklestirilmistir (Sekil 6.12).

18777 215
1 '

SSC-A
5 000 000 10000 000
1

0 5000000 10.000000 16777215 %3 w
FSC-A

Hiicrelere ait alan-yiizey Secilen alandaki hiicrelerin hiicre
grafigi dongiisii grafigi

Hiicre dongiisiine ait cekirdek
icerigi

Sekil 6.12: 2-2 grubu FACS analizi sonuglarina ait grafik goriintiileri.

2-2 grubuna ait verilerin elde edilmesi amaciyla 6rnek populasyonun %60.3’1

secilerek bu alana bir kap1 yerlestirilmistir. Bu alanda dagilim gosteren hiicrelerin

%351.8’1 GO/G1 evresinde, %12.9’unun diploid S evresinde, %25.8’inin diploid
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G2/M evresinde oldugu belirlenmistir. Hiicrelerin %11.8’inin ise ¢ok ¢ekirdekli

hiicre oranin1 temsil ettigi anlagilmistir (Tablo 6.3).

Tablo 6.3: 2-2 grubu hiicre dongiisiindeki fazlara ait yiizde verileri.

2-2 GRUBU (ALINAN KAPIYA GORE) ALAN YUZDESI
Tiim Alan %100,00
GO0/G1 fazindaki diploid hiicreler %51,83
S fazindaki diploid hiicreler %12,94
G2/M fazindaki diploid hiicreler %025,79
Cok ¢ekirdekli hiicreler %11,81

Ccdcl24 proteinin en kii¢iik pargasimi igeren 3-3  grubunun FSC-SSC
grafiginde %63’liik alanda dagilim gosteren hiicreler secilmistir. 3-3 grubuna icin de
hiicre dongtisii grafiklerinin olusturulmasi igin, bu gruba ait ortalama FSC genisligi
ve yiiksekligine gore bir kapi segilerek, tek olan hiicreler belirlenmis ve bu kapiya

gore gerekli analizler gergeklestirilmistir (Sekil 6.13).
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FL3-A
Hiicrelere ait alan-yiizey Secilen alandaki hiicrelerin hiicre ~ Hiicre ddngiisiine ait cekirdek
grafigi dongiisi grafigi icerigi

Sekil 6.13: 3-3 grubu FACS analizi sonuglarina ait grafik goriintiileri.

Bu bolgede yer alan hiicre populasyonunun %37.8’inin G0/G1 fazindaki,
%12.7’sinin diploid S fazindaki, %217.4’liniin diploid G2/M fazindaki hiicrelerden

meydana geldigi, %9.5’ini ise ¢ok ¢ekirdekli hiicrelerin olusturdugu gosterilmistir.
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Cok ¢ekirdekli hiicrelerin % 2.6’sin1 8N, %0.8’ini 16N, %0.7’sini ise 32N hiicrelerin
meydana getirdigi belirlenmistir (Tablo 6.4).

Tablo 6.4: 3-3 grubu hiicre dongiisiindeki fazlara ait yiizde verileri.

3-3 GRUBU (ALINAN KAPIYA GORE) ALAN YUZDESI
Tim Alan %0100,00
GO0/G1 fazindaki diploid hiicreler %37,83
S fazindaki diploid hiicreler 0012,68
G2/M fazindaki diploid hiicreler %17,42
Cok c¢ekirdekli hiicreler %9,51
8N c¢ekirdek igerigine sahip hiicreler %2,62
16N cekirdek icerigine sahip hiicreler %0,83
32N cekirdek icerigine sahip hiicreler %0,70

6.1.1.4. Ccdc124 Proteinin Ifade Artisinin DNA Profiline Etkisi

Ccdcl24 proteininin asir1 ifadesinin hiicre dongiisii tizerindeki etkisinin
istatistiksel olarak analiz edilmesi i¢in “two way ANOVA” (P<0,05) kullanilmistir
(Tablo 6.13). 1-2 ve 3-3 gruplarinin GO/G1 fazindaki diploid hiicrelerinde kontrol
grubuna gore olarak anlamli bir fark oldugu gozlemlenirken, 2-2 grubuyla kontrol
grubu arasinda Onemli istatistiksel bir farklilik gozlemlenmemistir (Sekil 6.14)
(Tablo 6.5).
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Sekil 6.14: Deney gruplarina ait ¢cekirdek profili istatistiksel analiz grafigi.
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Tablo 6.5: G1 fazinda bulunan diploid hiicre yiizdelerinin deney gruplari arasi iKili

karsilagtirilmasi.
TUKEY COKLU ANLAMLI ANLAMLILIK
KARSILASTIRMA TESTI DURUMU
2N
N2 ve 1-2 Evet Anlamli
N2 ve 2-2 Hayir -
N2 ve 3-3 Evet Anlamli
1-2 ve 2-2 Hayir -
1-2 ve 3-3 Hayir -
2-2 ve 3-3 Hayir -

S fazindaki diploid hiicrelere ait sayisal oranlar incelendiginde ise gruplar arasi

herhangi bir fark tespit edilememistir (Sekil 6.14) (Tablo 6.6).

Tablo 6.6: S fazinda bulunan diploid hiicre yiizdelerinin deney gruplari arast ikili

karsilagtirilmast.
TUKEY COKLU ANLAMLI ANLAMLILIK

KARSILASTIRMA TESTI DURUMU
S faz1 (Diploid Hiicreler Igin)

N2 ve 1-2 Hayir -

N2 ve. 2-2 Hayir -

N2 ve 3-3 Hayir -

1-2 ve 2-2 Hayir -

1-2 ve 3-3 Hayir -

2-2 ve 3-3 Hayir -

4N c¢ekirdek icerigine sahip G2/M fazinda bulunan diploid hiicreler ve G1
fazinda bulunan 4N ¢ekirdek icerigine sahip hiicrelere ait sayisal oranlar
incelendiginde ise gruplar arasi herhangi bir fark belirlenmemistir (Sekil 6.14) (Tablo
6.16). Ayn1 durum 8N, 16N ve 32N ¢ekirdek igerigine sahip hiicreler ayri ayri

karsilastirildiginda ortaya ¢ikmistir (Tablo 6. 7-10).
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Tablo 6.7: G2/M fazinda bulunan diploid ve G1 fazinda bulunan 4N ¢ekirdek
icerigine sahip hiicre yilizdelerinin deney gruplar arasi ikili karsilagtirilmasi.

TUKEY COKLU KARSILASTIRMA ANLAMLI ANLAMLILIK
TESTI DURUMU
4N
N2 ve 1-2 Hayir -
N2 ve 2-2 Hayir -
N2 ve 3-3 Hayir -
1-2 ve 2-2 Hayir -
1-2 ve 3-3 Hayir -
2-2 ve 3-3 Hayir -

Tablo 6.8: 8N ¢ekirdek icerigine sahip hiicre yiizdelerinin deney gruplari aras ikili

karsilagtirilmast.
TUKEY COKLU KARSILASTIRMA ANLAMLI ANLAMLILIK
TESTI DURUMU
8N
N2 ve 1-2 Hayir -
N2 ve 2-2 Hayir -
N2 ve 3-3 Hayir -
1-2 ve 2-2 Hayir -
1-2 ve 3-3 Hayir -
2-2 ve 3-3 Hayir -

Tablo 6.9: 16N ¢ekirdek igerigine sahip hiicre yiizdelerinin deney gruplari arasi ikili

karsilastirilmasi.
TUKEY COKLU KARSILASTIRMA ANLAMLI ANLAMLILIK
TESTI DURUMU
16N
N2 ve 1-2 Hayir -
N2 ve 2-2 Hayir -
N2 ve 3-3 Hayir -
1-2 ve 2-2 Hayir -
1-2 ve 3-3 Hayir -
2-2 ve 3-3 Hayir -
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Tablo 6.10: 32N ¢ekirdek igerigine sahip hiicre yilizdelerinin deney gruplari arasi ikili

karsilagtirilmasi.
TUKEY COKLU KARSILASTIRMA | ANLAMLI ANLAMLILIK
TESTI DURUMU
32N
N2 ve 1-2 Hayir -
N2 ve 2-2 Hayir -
N2 ve 3-3 Hayir -
1-2 ve 2-2 Hayir -
1-2 ve 3-3 Hayir -
2-2 ve 3-3 Hayir -

FACS analizleriyle ortaya konulan en dikkat ¢ekici sonug ise populasyonlar
igerisinde yer alan toplam ¢ok ¢ekirdekli (multiniiklear, >4N) hiicre oranlar1 dikkate
alindiginda gruplar arasinda anlamli fark oldugu gozlemlenmesidir. Ozellikle N2 ile
1-2 gruplar arasinda gézlemlenen bu farkin, Ccdc124 proteinin asir ifade edildigi 2-
2 ve 3-3 gruplarinda da bulundugu belirlenmistir. Ilgili proteinin agir1 ifadesinin ¢ok
cekirdekli hiicre sayisinin populasyondaki artigina neden oldugu tiim gruplarin
kontrol olarak kullanilan N2 grubuyla karsilastirilmasi sonucu istatistiksel olarak da
Sekil 6.14 ve Tablo 6.11°de gosterilmistir.

Tablo 6.11: Multiniiklear hiicre yiizdelerinin deney gruplari arasi ikili

karsilastirilmasi.
TUKEY COKLU KARSILASTIRMA | ANLAMLI ANLAMLILIK
TESTI DURUMU
Cok Cekirdekli Hiicreler
N2 ve 1-2 Evet Anlamli
N2 ve 2-2 Evet Anlamli
N2 ve 3-3 Evet Anlamli
1-2 ve 2-2 Hayir -
1-2 ve 3-3 Hayir -
2-2 vs. 3-3 Hayir -

46



6.1.2. Ccdcl124 ve RasGEF1B Baglanma Bolgesinin Saptanmasi

Cesitli konstraklarla transfekte edilmis hiicre hatlarina ait lizatlar Flag
boncuklarla ¢oktiiriilmiis ve daha sonra Ccdcl24 antikoruyla membranda
goriintiilenmistir. Deney sonucunda sadece RasGEF1B ve sadece Ccdcl24 ile
transfekte edilmis gruplarda banda rastlanmazken; Ccdcl24 ve RasGEF1B ile
transfekte edilen gruplarda 55-35 kDa arasinda bantlagma tespit edilmistir. Kontrol
olarak kullanilmis olan transfekte edilmemis grupta ise herhangi bir banda
rastlanmamuistir.

Deney sirasinda birlikte ¢oktiirme yapilan gruplara ait lizatlardan Flag ile
¢okmeyen kisim ise clear-lizat olarak adlandirilmig ve bu Ornekler de jelde
yiriitillerek Ccdc124 antikoru ile muamelesi saglanmigtir. Goriintiileme sirasinda
Ccdc124’e ait bantlagsmanin beklendigi 55-35 kDa arasinda belirgin bir bantlasmaya
rastlanmamustir (Sekil 6.15).

ColP: Flag
WB: GFP

ColP: Flag
Clear lizat WE: GFP

ColP: Flag
WB: CCDC124
(Cter)

ColP- Flag CCDCI24

WE: CCDC124
(Middle)

GFP-Bop Vekte + - - - - _ -
DCDCIM-GFR(1-2) - + - - - - +
CCDCIM-GFP(2-1) - - - - - + -
DCDCIM-GFP(3-3) - - - - + - -
Mye-RasBEFIE- 11 g - _ _ + + + +

Sekil 6.15: RasGEF1B ve Ccdcl124 ile transfekte edilmis hiicre gruplarina ve clear
lizatlarina ait Ccdc124 antikoru ile inkiibe edilmis membran goriintiisii.
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Membranlara yapilan yiikleme sirasinda meydana gelmis olabilecek olumsuz
durumlarin  kontrolii i¢in RasGEF1B ile Ccdcl24 arasindaki etkilesimin
gbzlemlendigi membran strip edilerek RasGEF1B’nin C terminalinde bulunan c-Myc
antikoruyla inkiibe edilmistir. Deney sonucunda ise RasGEF1B ile transfekte edilmis
tiim gruplarda 20-25 kDa arasinda belirgin bir bantlagma tespit edilimistir.

Clear lizatlarin yiiklenmis oldugu jele ait membranin ise strip edildikten sonra
calnexin antikoruyla inkiibasyonu saglanmis ve her grupta 70-100 kDa arasinda

bantlasma gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 6.16).

ColF: Flag
Clear lizat WE:
Calnexin

CeolP: Flag

GFP-Bo j Vektor

CCDC124-GFP(1-2)
CCDC124-GFP (2-2)
CCDC124-GFP (3-3)
Myc-RasGEF1B- - - -
FXFlag - + - + + +

Sekil 6.16: RasGEF1B ve Ccdc124 ile transfekte edilmis hiicre gruplarina ve clear
lizatlarina ait Myc antikoru ile inkiibe edilmis membran goriintiisii.

6.2. Yorumlar

6.2.1. Ccdcl124 Proteininin Asir1 Ifadesinin Hiicre Dongiisii
Uzerindeki Etkileri

Sonuglar sunulan tez ¢alismasinda oncelikle taramalar yapilarak klonlara ait
Ccdcl124 protein ifadeleri tespit edilmis, daha sonra ise asir1 ifadeye sahip hiicrelerde
goriilebilecek olasi hiicre dongiisii bozukluklar1 incelenmistir.

Ccdc124 proteinin asir1 ifade edildigi drneklere ait immiino blot analizlerinde

C ug bolgesine (173-223 aminoasit arasina) baglanan antikor kullanildiginda 40 - 55
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kDa arasinda bantlagmalara rastlanmistir. Tam boy Ccdc124 ifade eden 1-2 grubuna
ait lizatlarin yuritildigi kuyucuklarda c¢ift bantlagma goriilirken, 2-2 ve 3-3
gruplarina ait kuyucuklarada tek bir bandin bulundugu tespit edilmistir. Daha 6nceki
calismalarda Ccdcl124 proteininin 47. amino asidinin I6sine ¢evrilmesiyle altta yer
alan bandin kayboldugunun ve iki ayr1 Kozak diziye sahip oldugunun gosterilmis
olmasi, hiicre i¢inde bu proteine ait iki izoformun varligin1 desteklemektedir. Ayrica
birbirine yakin olan bu bantlar proteinin fosforilleniyor olabilecegini de
disiindiirmektedir.

Immunofloresan analizler sonucu N2 grubu GFP iceren bos vektorle transfekte
edilmesi nedeniyle, sitoplazmaya dagilmis yesil renkli GFP molekiilleri tespit
edilmistir. 1-2 grubuyla yapilan immunofloresan analizlerde Ccdc124 proteininin
hiicre dongiisinde G1 ve erken profaz evrelerinde sentrozom g¢evresinde Ve
sitoplazma igerisinde dagilmis olarak konumlandig1 oldugu belirlenmistir. Ozellikle
bu proteinin sentrozom etrafinda konumlandiginin tespit edilmis olmasi daha 6nce
yapilmis ¢alismalarda da bulgulanmistir [Telkoparan, 2013]. Ayrica proteinin
perisentrosomal bir konuma sahip olmasi, Ccdcl24 proteininin bu alandaki
proteinlerle iliskili olabilecegini diisiindiirmektedir. 2-2 ve 3-3 gruplarinda ise
Ccdcl24 proteininin  sitoplazmaya dagilmis oldugu, ancak sentrozomda
konumlanmadigi tespit edilmistir. Bu durum sadece 1-2 grubunda ifade edilen
Ccdc124 proteinin N ucunda yer alan ilk 64 aminoasidin sentrozoma konumlanmada
gorevli sinyal motifi tasiyor olabilecegine isaret etmektedir.

Hiicre dongiisii analizlerinde ise kontrol olarak kullanilan N2 grubunda ¢ok
¢ekirdekli hiicre oran1 populasyonun % 3-4 iinde goriilirken, Ccdc124 proteinine ait
farkli boylarda konstraklari asir1 ifade eden gruplarda bu oranin % 20 ‘ye yaklastig
gozlemlenmistir. 1-2, 2-2 ve 3-3 gruplarinda meydana gelen bu oransal farkliligin
hiicre dongiisiine ait diger fazlarda tespit edilememis olmasi, Ccdcl24 proteinin
sitoplazma boéliinmesinde kritik bir gorev iistlenmekte olabilecegini gostermektedir.
Boylece Ccdc124’lin, sitokinez sirasinda asirt ifade edilmesinin bir probleme neden
olarak ¢ekirdek eslenmesi gerceklesmesine ragmen sitoplazma boliinmesinin
gerceklesmedigi ve buna bagl olarak hiicre populasyonunda multiniiklear hiicre
oraninda sayisal artis meydana geldigi diistiniilmektedir.

Farkl1 konstrakt uzunluguna sahip hiicrelere ait populasyonlarda ¢ok ¢ekirdekli

hiicre artig oranlar1 karsilastirildigina ise 1-2 grubunda gozlemlenen ¢ok ¢ekirdekli
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hiicre oraninin, diger gruplara gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. GFP 151ma ve
immiino analizlerle diger gruplara gore diisiik miktarda Ccdc124 ifade ettigi tespit
edilen bu gruptaki ifade diistikliigiiniin ise konstrakt uzunlugundan ya da plazmidi

i¢clerinden atmis olmalarindan kaynakli olabilecegi sonucuna varilmastir.

6.2.2. Ccdcl24 Proteini ile RasGEF Proteinin Etkilesim
Bolgesinin Saptanmasi

RasGEF1B ile Ccdcl24 arasindaki etkilesim ilk defa Pelin Telkoparan
tarafindan 2013 yilinda yapilmis olan bir ¢alismayla gosterilmis olup, baglanma
bolgelerine ait heniiz tam olarak bir bilgi bulunmamaktadir. Bu c¢alismada
kullanilmis olan Ccdcl24’e ait farkli uzunluktaki konstraklarin RasGEF1B ile
baglanma profilleri ise bu bdlgenin yaklasik konumunun saptanmasi i¢in yeni
ipuglar1 saglamaktadir.

c-Myc-RasGEF1B-3XFlag ve GFP-Ccdcl24’e ait farkli uzunluktaki
konstraklarla transfekte edilmis gruplara ait lizatlar flag antikoruyla inkiibe
edildiginde RasGEF1B ve buna baglandigi diisiiniilen Ccdcl24 beraber izole
edilmistir. Boylece Ccdcl24 proteinine 6zgli antikor kullanildiginda 55 ile 35 kDa
arasinda bantlagsma tespit edilmistir. Ayrica bantlarin transfekte edilen Ccdcl24
parcalariyla uyumlu olarak dagilim gosterdigi de gozlemlenmistir. 1-2 ve 2-2
gruplarina ait bantlarda belirgin bir ifade farkliligi belirlenmezken 3-3 ile transfekte
edilmis hiicre hattina ait bantin daha kalin oldugu tespit edilmistir. Bu durumun
nedeninin 3-3’e ait par¢anin diger Ccdcl24 pargalarina gore daha kisa olmasi ve
buna bagli olarak birim zamanda eksprese edilen proteinin miktarinin artmasi oldugu
diistiniilmektedir.

Transfekte edilmemis, sadece tam boy Ccdcl24 ve sadece RasGEF1B ile
transfekte edilmis gruplarda ise herhangi bir bant belirlenmemis ve bundan hareketle
herhangi bir etkilesime rastlanmamustir. Tam boy Ccdcl24 ile transfekte edilen
grubun clear lizatina ait membraninda calnexin banti goriilmesine ragmen ¢oktiirme
uygulandiktan sonra Ccdcl24 antibodisi ile muamele edilen membranda bant
goriilmemesi protein beadler tarafindan tutulmadigini gostermektedir. Bu durum
ayrica flag antikorunun GFP ve Ccdcl24 ile 6zgil olmayan bir baglanma

gerceklestirmedigini kanitlamaktadir.
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Sadece RasGEF1B ile transfekte edilen grubuna ise c¢oktiirme islemi
uygulandiktan sonra, Ccdc124 antikoru kullanildiginda bant goriillememesine ragmen
Myc antikoruyla muamele edildiginde bant verdigi belirlenmistir. Béylece gruba ait
transfeksiyonun gergeklestigi, ayrica ¢oktiirme islemiyle ilgili bir sorun yasanmadigi
gosterilmistir.

Ccdc 124 proteinini ortadan tantyan antikor kullanildiginda 1-2 gurubunda gift
bant goriiliirken, C ucundan taniyan antikor kullanildiginda tek bant gézlemlenmistir.
Bu durumun nedeninin proteinin 32 kDa izoformunun ucuna eklenen GFP’nin
proteinin konformasyonunu degistirmesi ve C ucunda yer alan antikor tanima
bolgesini kapanmasi oldugu diistiniilmektedir. 3-3 grubunda ise herhangi bir bant
goriilmemesinin nedeni proteini ortadan tantyan antikorun tamima bdlgesinin bu
grupta bulunmuyor olmasidir.

Deney sonucunda tiim gruplarda yer alan Ccdc124’{in C terminalinde yer alan
142-223 aminoasitlerinin arasinda yer alan bolgenin RasGEF1B’iin olasi baglanma

bolgesini icerebilecegi sonucuna ulasilmistir.
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EKLER

Ek A: Flow Sitometri Analiz Verileri

Tablo Al.1: N2 grubu hiicre ylizey alan1 ve ¢gekirdek yapisina ait FACS analizi

verileri.
N2 GRUBU SAYIM | OLAY | ALAN TUM ORTALAMA | ORTALAMA
/ML YUZDESI | ALAN FSC-ALANI | SSC-ALANI
Tiim alan 10.000 | 1.250 %100,00 | %100,00 | 4.937.969,46 | 2.843.450,35
Kapiya gore 5.991 749 %59,91 %59,91 6.900.962,52 | 3.949.101,64

Tablo Al1.2: N2 grubuna ait hiicre genislik ve yiiksekliklerine ait FACS analizi

verileri.
N2 SAYIM | OLAY/ | ALAN TUM ORTALAMA | ORTALAMA
GRUBU ML YUZDESI ALAN FSC- FSC-
YUZDESI | GENISLIGI | YUKSEKLIGI
Tiim alan 10.000 | 1250 %100,00 %100,00 | 4937969,46 2555606,69
Tek hiicre 5.808 726 %58,08 %58,08 6438692,18 3393008,17
alani

Tablo Al1.3: N2 grubu hiicre dongiisiine ait FACS analizi oransal verileri.

N2 GRUBU (ALINAN | SAYIM [ OLAY/ | ALAN TUM ALAN | ORLATAMA
KAPIYA GORE) ML YUZDESI | YOZDESI | FL3 ISIMASI
Alan 5808 | 726 %100,00 | %58,08 92.607,91
M1 (169.372,0/ 1.700.045,0) | 203 25 %3,39 %2,03 252.501,88
M2 (110.179,0/176.124,0) | 1.461 | 183 %24,39 %14,61 135.257,72
M3 (83.804,0 / 114.571,0) 699 87 %11,67 %6,99 98.182,44

M4 (52.426,0 / 87.144,0) 3.669 | 459 %61,24 %36,69 70.190,18

59




Tablo Al.4:

1-2 grubu hiicre yiizey alani1 ve ¢ekirdek yapisina ait FACS analizi

verileri.
1-2 GRUBU SAYIM | OLAY [ ALAN TUOM ORTALAMA | ORTALAMA
/ML YUZDESI | ALAN FSC-ALANI SSC-ALANI
YUZDESI
Tiim alan 10.000 | 2.000 | %100,00 %100,00 7.785.922,05 | 5.850.455,88
Alman  kapiya | 6.809 1.362 | %68,09 %68,09 7.427.519,48 | 4.936.640,75
gore

Tablo A1.5: 1-2 grubuna ait hiicre genisglik ve yiiksekliklerine ait FACS analizi

verileri.

1-2 SAYIM | OLAY /| ALAN TUM ORTALAMA | ORTALAMA
GRUBU ML YUZDESI | ALAN FSC- FSC-

YUZDESI | GENISLIGI YUKSEKLIGI
Tiimalan | 10.000 | 1250 %100,00 %100,00 | 4937969,5 2555606,7
Tek hiicre | 5.753 719 %57,53 %57,53 6565188,3 3425126,8
alani

Tablo Al.6: 1-2 grubu hiicre dongiisiine ait FACS analizi oransal verileri.

1-2  GRUBU  (ALINAN [ SAYIM | OLAY/ | ALAN TUM ORLATAMA
KAPIYA GORE) ML YUZDESI ALAN FL3 ISIMASI
Alan 10.000 | 2.000 %100,00 %100,00 126.233,78
M5 (53.174,0 / 85.619,0) 3.737 747 %37,37 %37,37 67.318,66
M6 (105.010,0 / 152.677,0) 2129 | 426 %21,29 %21,29 126.237,07
M7 (357.430,0 / 438.380,0) 189 38 %1,89 %1,89 394.018,60
M8 (163.428,0 / 221.981,0) 728 146 %7,28 %7,28 189.371,05
M9 (229.664,0 / 273.713,0) 361 72 %3,61 %3,61 250.227,68
M10 (162.542,0 / 1.307.044,0) | 2.037 | 407 %20,37 %20,37 313.589,12
M11 (79.860,0 / 113.932,0) 1.142 | 228 %11,42 %11,42 96.993,88
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Tablo Al.7: 2-2 grubu hiicre yiizey alan1 ve ¢ekirdek yapisina ait FACS analizi

verileri.
2-2 SAYIM | OLAY | ALAN TUM ORTALAMA | ORTALAMA
GRUBU /ML YUZDESI | ALAN FSC-ALANI SSC-ALANI
YUZDESI
Tiim alan 10.000 | 667 %100,00 %100,00 6.529.159,77 4.743.950,31
Alinan 6.027 402 %60,27 %60,27 7.902.141,32 5.289.987,39
kapiya

Tablo Al.8: 2-2 grubuna ait hiicre genislik ve yiiksekliklerine ait FACS analizi

verileri.
2-2 SAYIM | OLAY / | ALAN TUM ORTALAMA | ORTALAMA FSC-
GRUBU ML YUZDESI | ALAN FSC- YUKSEKLIGI
YUZDESI | GENISLIGi

Tiim alan | 10.000 | 1250 %100,00 %100,00 4937969,46 2555606,69
Tek hiicre | 5.552 | 694 9%55,52 9%55,52 6835751,84 3539751,18
alam

Tablo A1.9: 2-2 grubu hiicre dongiisiine ait FACS analizi oransal verileri.
2-2  GRUBU (ALINAN [ SAYIM | OLAY/ | ALAN TUM ORLATAMA
KAPIYA GORE) ML YUZDESI | ALAN FL3 ISIMASI

YUZDESI

Alan 7.104 474 %100,00 | %71,04 132.118,97
M12 (58.411,0 / 95.156,0) 3.682 245 9%51,83 %36,82 78.141,75
M13 (91.415,0 / 131.034,0) 919 61 %12,94 %9,19 109.406,89
M14 190.321,0/13.554.685,0) | 839 56 %11,81 %8,39 363.629,67
M15(124.230,0 / 189.936,0) | 1.832 122 9%25,79 %18,32 151.076,01
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Tablo A1.10: 3-3 grubu hiicre yiizey alan1 ve ¢ekirdek yapisina ait FACS analizi

verileri.
3-3GRUBU | SAYIM | OLAY /| ALAN TUOM ORTALAMA | ORTALAMA
ML YUZDESI | ALAN FSC-ALANI SSC-ALANI
Tim alan 10.000 1.000 %100,00 %100,00 6.787.726,37 4.824.276,39
Alinan 6.300 630 %63,00 %63,00 7.851.112,99 5.068.893,53
kapiya gore

Tablo Al1.11: 3-3 grubuna ait hiicre genislik ve yiiksekliklerine ait FACS analizi

verileri.
3-3 GRUBU SAYIM | OLAY /| ALAN TUM ORTALAMA | ORTALAMA
ML YUZDESI | ALAN FSC- FSC-
Tiim alan 10.000 | 1250 100,00% | 100,00% | 4937969,46 2555606,69
Tek hiicre | 5.607 701 56,07% 56,07% 6881381,98 3545000,11
alani

Tablo A1.12: 3-3 grubu hiicre dongiisiine ait FACS analizi oransal verileri

3-3 GRUBU (ALINAN [ SAYIM [ OLAY/ [ ALAN TOM ORLATAMA
KAPIYA GORE) ML YUZDESI | ALAN FL3 ISIMASI
YUZDESI

Alan 10.000 | 1.000 %100,00 %100,00 106.833,62
M16 (208.051,0 / 253.334,0) | 262 26 %2,62 %2,62 228.451,27
M17 (60.411,0/94.999,0) | 3.783 | 378 %37,83 %37,83 77.354,02
M18 (124.776,0/ 177.083,0) | 1.742 | 174 %17,42 %17,42 147.973,53
M19 (183.731,0 / 745.375,0) | 951 95 %9,51 %9,51 314.416,28
M20 (291.237,0/ 319.344,0) | 83 8 %0,83 %0,83 304.870,33
M21 (356.676,0 / 398.372,0) | 70 7 %0,70 %0,70 375.221,50
M22 (86.314,0/ 124.775,0) | 1.268 | 127 %12,68 %12,68 101.490,95
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Ek B: Flow Sitometri istatistiksel Analizleri

Tablo B1.1: G1 fazinda bulunan diploid hiicre yiizdelerine bagli olarak deney
gruplarmin ikili karsilagtirilmasi.

TUKEY COKLU ORTALAMA FARKIN %95 ANLAMLILIK
KARSILASTIRMA FARKI GUVEN ARALIGI DURUMU
TESTI
2N
N2 ve 1-2 9,6 3,0777 - 16,122 Anlaml
N2 ve 2-2 4,9 -1,6223 - 11,422 -
N2 ve 3-3 11,34 48177 - 17,862 Anlaml
1-2 ve 2-2 47 -11,222 - 1,8223 -
1-2 ve 3-3 1,74 -4,7823- 8,2623 -
2-2 ve 3-3 6,44 -0,082342- 12,962 -

Tablo B1.2: S fazinda bulunan diploid hiicre yiizdelerine bagli olarak deney
gruplarmin ikili karsilagtirilmasi.

TUKEY COKLU | ORTALAMA FARKIN %95 ANLAMLILIK
KARSILASTIRMA FARKI GUVEN ARALIGI DURUMU
TESTI
S faz1 (Diploid Hiicreler i¢in)
N2 ve 1-2 3,6 -2,9223 - 10,122 -
N2 ve. 2-2 -1,5 -8,0223 - 5,0223 -
N2 ve 3-3 1,26 -5,2623 - 7,7823 -
1-2 ve 2-2 -51 -11,622 - 1,4223 -
1-2 ve 3-3 -2,34 -8,8623 - 4,1823 -
2-2 ve 3-3 2,76 -3,7623 - 9,2823 -
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Tablo B1.3: G2/M fazinda bulunan diploid hiicre ve G1 fazinda bulunan 4N ¢ekirdek
icerigine sahip hiicrelerin yiizdelerine bagli olarak deney gruplarinin ikili

karsilastirmasi.
TUKEY COKLU ORTALAMA FARKIN %95 ANLAMLILIK
KARSILASTIRMA FARKI GUVEN ARALIGI DURUMU
TESTI
4N
N2 ve 1-2 -1,2 -7,7223- 5,3223 -
N2 ve 2-2 1,86 -4,6623- 8,3823 -
N2 ve 3-3 0,54 -5,9823- 7,0623 -
1-2 ve 2-2 3,06 -3,4623- 9,5823 -
1-2 ve 3-3 1,74 -4,7823- 8,2623 -
2-2 ve 3-3 -1,32 -7,8423- 5,2023 -

Tablo B1.4: 8N ¢ekirdek igerigine sahip hiicre yiizdelerine bagl olarak deney
gruplarimin ikili karsilastirilmasi.

TUKEY COKLU ORTALAMA FARKIN %95 ANLAMLILIK
KARSILASTIRMA FARKI GUVEN ARALIGI DURUMU
TESTI
8N
N2 ve 1-2 -4,74 -11,262 - 1,7823 -
N2 ve 2-2 -1,26 -7,7823 - 5,2623 -
N2 ve 3-3 -2,98 -9,5023 - 3,5423 -
1-2 ve 2-2 3,48 -3,0423 - 10,002 -
1-2 ve 3-3 1,76 -4,7623 - 8,2823 -
2-2 ve 3-3 -1,72 -8,2423 - 4,8023 -
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Tablo B1.5: 16N ¢ekirdek igerigine sahip hiicre yiizdelerine bagli olarak deney
gruplarmin ikili karsilagtirilmasi.

TUKEY COKLU ORTALAMA FARKIN %095 ANLAMLILIK
KARSILASTIRMA FARKI GUVEN DURUMU
16N
N2 ve 1-2 -2,88 -9,4023 - 3,6423 -
N2 ve 2-2 -2,06 -8,5823 - 4,4623 -
N2 ve 3-3 -1,72 -8,2423 - 4,8023 -
1-2 ve 2-2 0,82 -5,7023 - 7,3423 -
1-2 ve 3-3 1,16 -5,3623 - 7,6823 -
2-2 ve 3-3 0,34 -6,1823 - 6,8623 -

Tablo B.6: 32N ¢ekirdek igerigine sahip hiicre yiizdelerine bagl olarak deney
gruplarimin ikili karsilastirilmasi.

TUKEY COKLU ORTALAMA FARKIN %95 ANLAMLILIK
KARSILASTIRMA FARKI GUVEN DURUMU
32N
N2 ve 1-2 -1,1 -7,6223 -5,4223 -
N2 ve 2-2 -0,68 -7,2023 - 15,8423 -
N2 ve 3-3 -0,72 -7,2423 -5,8023 -
1-2 ve 2-2 0,42 -6,1023 - 6,9423 -
1-2 ve 3-3 0,38 -6,1423 - 6,9023 -
2-2 ve 3-3 -0,04 -6,5623 - 6,4823 -
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Tablo B1.7: Multiniiklear hiicre yiizdelerine bagl olarak deney gruplarinin iKili

karsilagtirilmasi.
TUKEY COKLU ORTALAMA FARKIN %95 ANLAMLILIK
KARSILASTIRMA FARKI GUVEN DURUMU
TESTI ARALIGI
Multintiklear

Hiicreler

N2 ve 1-2 -9,08 -15,602- -2,5577 Anlamli

N2 ve 2-2 -7,68 -14,202- -1,1577 Anlaml

N2 ve 3-3 -7,88 -14,402- -1,3577 Anlamli

1-2 ve 2-2 1,4 -5,1223- 7,9223 -

1-2 ve 3-3 1,2 -5,3223- 7,7223 -

2-2 vs. 3-3 -0,2 -6,7223- 6,3223 -

Ek C: Telif Hakki Bulunan Materyaller Icin Alinan izinler

SEKIL NO LISANS LISANS NO TELIF SAHIBI
TARIHI
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