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1. OZET

Keratinosit Farklilasmasinda Rol Alan Reseptorle Etkilesen Serin Treonin Kinaz 4

(RIPK4) ve Keratin 14 (KRT14) Proteinleri Arasindaki Etkilesimin Arastirilmasi

Epidermal farklilasma dis c¢evreye karsi koruyucu bir bariyer gorevi saglayan
epidermisin olusumu i¢in gereklidir. Eksikligi epidermal farklilagsma bozukluklari ile
iliskilendirilmis RIPK4 proteininin bu siirecteki fonksiyonu tam olarak bilinmemektedir.
RIPK4’iin epidermal farklilasmadaki roliiniin belirlenmesine yonelik yapilan
calismalarimiz kapsaminda insan keratinosit cDNA kiitiiphanesi RIPK4’{in yem olarak
kullanildig1 biiylik 6l¢ek maya ikili hibrit yontemiyle taranmistir. Tarama sonucunda
epidermal farklilagmada kritik bir 6neme sahip olan RIPK4’{in epidermisin bazal tabaka
markorii olan KRT14 proteini ile etkilestigi 6n verisine ulagilmistir. Bu 6n veri bu iki
proteinin bu siiregte hiicresel bir fonksiyonu yerine getirmek igin bir araya gelebilecegi
hipotezini ortaya ¢ikarmistir. Bu ¢alisma ile amaglanan maya ikili hibrit sonucunda elde
edilen RIPK4-KRT14 etkilesiminin immiinopresipitasyon, immiinofloresan ve in vitro
pull down yontemleri kullanilarak dogrulanmasi ve detayli olarak analiz edilmesidir.
Immiinopresipitasyon deney sonuglarimiz, RIPK4’iin KRTI4 ile etkilestigini
dogrulamakla birlikte, bu etkilesimin RIPK4’{in N terminalinde bulunan kinaz domaini
tizerinden gergeklestigini gosterdi. RIPK4’tin KRT14 ile sitoplazmada ve belirgin olarak
cekirdegi saran yapida birlikte yerlestigini ortaya ¢ikaran immiinoflorasan deney
sonuglarimiz ise iki protein arasinda tanimladigimiz etkilesimi destekler nitelikteydi.
Bunun yaninda, bakteride {rettirilen RIPK4 ve KRT14 proteinlerini kullanarak
gerceklestirdigimiz in vitro pull down analizi, bu iki proteinin araci bir protein olmadan
da etkilestigini ortaya ¢ikardi. Sonuglarimiz ile epidermal farklilasma siirecinin iki 6nemli

proteini RIPK4 ve KRT14’lin etkilestigi ilk kez gdsterilmis oldu.

Anahtar Sozciikler: GST pull down, immiinofloresan, immiinopresipitasyon, KRT14,
RIPK4



2. SUMMARY

Investigation of Interactions Between Receptor Interacting Serine/Threonine
Protein Kinase 4 (RIPK4) and Keratin 14 (KRT14) Proteins That Have A Role in

Keratinocyte Differentiation

Epidermal differentiation is required for generation of epidermis that provides a
protective barrier against environment. The function of RIPK4 gene, whose deficiency is
associated with severe epidermal differentaition related abnormalities, is not fully known
yet. Thereby, to investigate the role of RIPK4 in epidermal differentiation, human
keratinocyte cDNA library was screened with large scale yeast two hybrid using RIPK4
kinase domain as a bait and it was found that RIPK4 interacted with KRT14 which is a
basal layer marker of epidermis. Identified interaction between RIPK4 and KRT14 raised
the hypothesis that these two proteins might come together to perform a cellular function
during epidermal differentiation process. The aim of this study is to verify and analyse
the RIPK4-KRT14 interaction obtained from yeast two hybrid assay by using
immunoprecipitation, immunofluorescence and in vitro pull down methods in detail. Our
immunoprecipitation assay results showed that RIPK4 interacted with KRT14 and this
interaction was mediated by the kinase domain located at the N terminus of RIPK4. The
results of immunofluorescence assay, which showed the co-localization of RIPK4 and
KRT14 in the cytoplasm particularly on the structure surrounding the nucleus, supported
the interaction result identified by immunoprecipitation assay. Additionally, in vitro pull
down analysis that was performed by using the RIPK4 and KRT14 proteins produced in
bacteria revealed that the interaction between RIPK4 and KRT14 was direct. With our
results the interaction between RIPK4 and KRT14, which are the two important proteins

of epidermal differentiation, was demonstrated for the first time.

Keywords: GST pull down, immunofluorescence, immunoprecipitation, KRT14, RIPK4



3. GIRIS ve AMAC

Epidermis; mekanik travmalara, kimyasal ajanlara ve patojenlere karsi koruyucu
bir bariyerdir. Bu bariyerin devamliligi bazal tabakadaki hiicrelerin ¢ogalarak bazal
tabakayr olusturmasi, hiicre dongiisiinden c¢ekilerek yukariya dogru go¢ ederek
farklilagmasi ve en sonunda dlerek dokiilmesi arasindaki hassas bir denge olan epidermal
homeostazi ile saglanir. Epidermal homeostazi ve farklilasmadaki bozukluklar
ektodermden koken alan organlarda gelisimsel anomalilerle sonuglanir (1). Eksikliginde
epidermal farklilagmanin bozuldugu RIPK4 proteininin kinaz domaininde bulunan
mutasyonlarin proteinin kinaz aktivitesini etkileyerek siddetli ektodermal yapisal
anomalilerle karakterize Bartsocas Papas sendromuna neden oldugu ilk defa
bolimimiizdeki ¢alismalarla ortaya ¢ikarilmistir  (2). RIPK4’in  epidermal
farklilasmadaki roliiniin molekiiler mekanizmasinin aydinlatilmasina katki saglamak
amaciyla RIPK4’iin kinaz domaini yem olarak kullanilarak insan keratinosit CDNA
kiitiiphanesinin tarandigr maya ikili hibrit ¢alismamiz (BAP 9749) epidermisin bazal
tabaka markorii olan KRT14’tin RIPK4 ile etkilestigi 6n verisini ortaya cikarmistir.
RIPK4 ve KRT14’iin etkilestigine dair herhangi bir veri bulunmamakla birlikte epidermal
farklilasma siirecinin ana transkripsiyon faktorii olan p63 hem KRT14 hem de RIPK4
genlerinin ekspresyonlarmni indiikklemektedir (3, 4). RIPK4 ve KRT14’lin her ikisi de
epidermisin bazal tabakasinda ifade edilmektedir. Bunun yanisira, RIPK4 ve KRT14’iin
bir dezmozomal protein olan PKPI1 ile etkilestigi birbirinden bagimsiz ¢aligmalarda
gosterilmistir (5, 6). Tim bu veriler RIPK4 ve KRT14’in epidermal farklilagma

esnasinda birlikte ¢aligsabilecegine isaret etmektedir.

Projemiz ile amaglanan KRT14 ve RIPK4 arasinda maya ikili hibrit ¢calismasiyla
buldugumuz etkilesim 6n verisinin dogrulanmasi ve detayli olarak analiz edilmesidir. Bu
amaca yonelik olarak, KRT14 ve RIPK4 arasindaki bu etkilesimin memeli hiicrelerinde
immiinopresipitasyon (IP) ile dogrulanmasi ve etkilesimden sorumlu RIPK4 domaininin
belirlenmesi ilk hedefimizdir. Ikinci asamay1 IP sonucumuzu desteklemek amaciyla iKi
proteinin hiicre i¢i yerlesiminin immiinofloresan (IF) yontemi ile incelenmesi
olustururken son olarak da iki protein arasindaki etkilesimin dogrudan olup olmadiginin
bakteri hiicrelerinde iirettirilen RIPK4 ve KRT14 proteinleri ile gergeklestirilen in vitro

pull down yontemiyle analiz edilmesi hedeflenmistir.



4. GENEL BILGILER
4.1. Deri

Su kaybi, yaralanma ve enfeksiyonlara karsi viicudu koruma gorevi goren deri,
bazal membranin ayridigi epidermis ve dermis katmanlarindan olusur. Bazal membranin
altinda bulunan ve ¢ogunlukla fibroblastlarin olusturdugu dermis igerdigi kollajen ve
elastik fibrilleri sayesinde deriye elastikligini veren yapidir. Hiicresel igerik olarak %
90’dan fazlasini keratinositlerin olusturdugu epidermis ise ¢ok katli epitel doku olup
viicudun bariyer gorevini {istlenir. Bol miktarda keratin filamani i¢cerdiginden “keratinosit”

olarak adlandirilan bu hiicreler “epidermal hiicre” olarak da adlandirilir (7, 8).
4.2. Epidermis ve Epidermal Farklilasma

Epidermis viicudun su kaybinin enegellenmesinin yanisira viicudu fiziksel,
kimyasal ve patojen gibi dis ¢evreden gelen tehditlere karsi koruyan bir bariyerdir. Dig
faktorlere maruz kalarak yipranan epidermisin fonksiyonunu siirdiirmesi i¢in siirekli
olarak yenilenmesi gerekmektedir. Epidermisin siirekliligi bazal tabakada bulunan
epidermal kok hiicrelerin siirekli gogalabilme o6zelligiyle saglanir. Bazal tabakaya
yerlesik halde bulunan epidermal kok hiicreler dermisten gelen sinyalleri aldiktan sonra
asimetrik hiicre boliinmesi gecirerek yavru kok hiicrelere ve gecici ¢ogalan hiicrelere
(Transit amplifying cells) doniisiir. Bazal tabakanin hiicreleri morfolojik olarak siitun
bi¢imli olup dezmozom ve adherens baglantilar yoluyla komsu hiicrelerle hiicreler arasi
baglantilar olusturur. Boliinme kapasitesi olan bazal tabaka hiicreleri; p63, KRT5
(Keratin 5) ve KRT14 proteinlerini ifade eder. Bazal tabakanin gegici ¢ogalan hiicreleri,
siirlt bolinme kapasitesine sahip olup bazal tabakayr olusturan birkag hiicre
boliinmesinin ardindan hiicre dongiisiinden ¢ekilir, yukaritya dogru go¢ ederken
farklilagsmaya baslar. Bazal tabakadan ayrilip yukariya dogru go¢ eden bu hiicreler ilk
olarak spinoz tabakay: olusturur. Spinoz tabakaya yerlesik keratinositler bazal tabaka
keratinositlerinden morfolojik olarak farkli olup daha yassi goriiniimdedir. Spinoz
tabakada KRT5/14 ekspresyonu diiserken baska bir keratin ¢ifti olan KRT1 (Keratin 1)
ve KRT10 (Keratin 10) proteinlerinin ekspresyonu baslar. Spinoz tabakanin {ist
kisimlarinda keratinositler yapisal bir protein olan involukrini ve bir enzim olan
transglutaminazi ekspres etmeye baslar. Bu iki protein epidermal farklilasmanin ileri

safhalarinda epidermisin en iist tabakasinda bariyer gorevi goren korneosit hiicrelerinin



zarinin (korneosit zar1) olusumuna katilir. Spinoz tabakanin hemen iistiinde daha yassi
keratinositlerden olusan graniiler tabaka bulunur. Bu tabakada, dezmozomal hiicre-hiicre
baglantilarina epidermal bariyerin olusumuna katki saglayan siki baglantilar eklenir.
Graniiler tabakanin adin1 aldig1 keratohyalin graniillerinden bir kismu filagrin proteinini
icerir.  Filagrin, korneosit zarmnin yapisina katilarak keratin filamanlarinin
paketlenmesinde ve epidermisin su igeriginin korunmasinda rol alir. Daha kii¢iik
graniiller ise korneosit zarinin diger bir bileseni olan lorikrin igerir. Graniiler tabaka bu
bilesenlerin yaninda lamellar cisimcik adi verilen lipid vezikiillerini de biinyesinde
bulundurur. Bu lipid vezikiilleri graniiler tabaka bosluguna salinarak korneosit zarinin
olgunlagsmasinda gorev alir. Ayrica graniiler tabaka hiicrelerinde keratin ve involukrin
proteinleri transglutaminaz enzimleri tarafindan birbirlerine ¢apraz baglanarak korneosit
zarmin olgunlagmasina katilir. Farklilagsma siireci; ¢ekirdek ve organellerini kaybetmis,
metabolik olarak inaktif yalnizca keratin tasiyan oOlii hiicrelerin meydana getirdigi
korneosit tabakasinin ve korneosit zarinin olgunlagmasi ile sonlanir. Keratinositlerin
korneositlere doniisme siireci iki ila li¢ hafta siirmektedir. Daha sonra korneositler

dokiilerek alttan farklilasarak gelen yeni keratinositlere yer agar (Sekil 1) (1, 9-13).
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Sekil 1. Epidermisin yapisi (Eckhart’dan, 13)

4.2.1. Epidermal Homeostazi

Embriyonik gelisim siirecinde epidermisin olugsmas1 keratinositlerin ¢ogalmasi,
faklilasmas1 ve oliimii arasindaki dengeye baglidir. Bu denge WNT (Wingless-Type
MMTV Integration Site Family), TGFB (Transforme edici biiyiime faktori B), NF-xf3
(Niiklear faktor kappa B), PI3K (Fosfoinositid 3 kinaz) ve NOTCH gibi gelisimde 6nemli
olan pek c¢ok sinyal yolagi tarafindan kontrol edilen epidermal homeostazis ile saglanir
(1, 14-19). Homeostatik dengenin bozulmasi siddetli epidermal gelisme bozukluklarina
bagli konjenital anomaliler ile sonuglanir (1, 11). Epidermal homeostaziyi diizenleyen s6z

konusu sinyal yolaklar1 epidermal farklilasmanin ana regiilatorii olan transkripsiyon

faktorii p63 tizerinde kesisirler (20).




4.2.2. Epidermal Farkhilasmanin Temel Regiilatorii p63

p63, aralarinda yiiksek homoloji gosteren ii¢ genin (p53, p63 ve p73) olusturdugu
p53 ailesinin bir tiyesi (21, 22) olup sadece ¢ok katli epitel dokuda ekspres olur. p63°den
yoksun fareler epidermal farklilasmay1 gergeklestiremezken, p63°iin tek katli epitel
hiicrelerinde fazladan ekspres ettirilmesi epidermisin ¢ok katli tabakalarinin olusumuna
neden olur. Olgun epidermisin farklilasmis suprabazal tabaka keratinositlerinde p63’iin

ekpsresyonu diiser (23, 24).

p63; embriyonik gelisim boyunca epidermal farklilasmay1 baslatirken olgun
epidermiste bazal tabaka ile sinirli kalarak bazal keratinositlerin ¢ogalmasini diizenler

(23).

Embriyogenez boyunca epidermis tek tabakali ylizey ektoderminden geligir (Sekil
2). Epidermal farklilasma baslamadan dnce yiizey ektoderminde p63 ekspres olur (E8.5).
Yiizey ektoderminin ilk ekspres ettigi keratin ise KRT18 (keratin 18)’dir.
Embriyogenezin E9.5 giiniinde epidermis hala tek tabakali haldeyken KRT5/14 ¢ifti
birbiri ardina ekspres olmaya baglar. KRT14’den once ekspres olan KRTS5 keratin
biitiinligiini gelisimin bu asamasinda KRT18 ile atipik filament olusturarak saglar (21,
25). KRT18’in ekspresyonu ¢ok katmanli epidermisin olusumu tamamlandiktan sonra tek
tabakali epitelde sinirli kalir. Epidermal tabakalasma E10 civarinda peridermin olusumu
ile baslar. Periderm epidermisin ¢ok katmanl bariyeri olusuncaya kadar embriyoyu dis
cevreden koruyan tek katmanli gecici bir bariyerdir. Epidermal olgunlagsma E15.5-19.5
arasinda peridermin kaybolmasi, spinoz, graniiler ve korneosit tabakalarin olugsmasi ile

gerceklesir (Sekil 2) (21).

. Epidermal
Periderm farkhilasma ve
olgunlasma
E8.5 E9.5 E15.5 E19.5
po3 IKS K14 K1 Lorikrin
K18

Sekil 2. Embriyogenez boyunca epidermisin gelisiminin sematik gésterimi



p63’in farkli kirpilma (splicing) sonucu olusan transaktivasyon domaini igeren
TAp63 ve icermeyen ANp63a, B, v izoformlar: bulunmaktadir (20). ANp63 formlarinin
gen aktivasyonundan sorumlu oldugunun gosterilmesi kirpilma sonrasi olusan N terminal
kisminda alternatif bir transaktivasyon domaini de olabilecegini gostermistir (26).
ANp63a, epidermal gelisim esnasinda ve olgun epidermisin proliferatif bazal katmaninda

ekspres olan baskin p63 izoformudur (24).

Epidermal homeostazideki kilit roliiyle iliskili olarak p63 heterozigot
mutasyonlarinin insanlarda el ve ayak malformasyonlari, yarik damak/dudak anomalileri
ve ektodermal displazi gibi epitel iligkili yapilarin etkilendigi en az alt1 farkli klinik
bozukluga neden oldugu bildirilmistir. Bunlar ADULT (Acro-Dermato-Ungual-
Lacrimal-Tooth, OMIM 103285), EEC (Ectrodactyly, Ectodermal Dysplasia, And Cleft
Lip/Palate, OMIM 604292), Hay-Wells (OMIM 106260), LMS (Limb-mammary, OMIM
603543), OFC8 (Orofacial cleft 8, OMIM 129400), SHFM4 (Split-Hand/Foot
Malformation 4, OMIM 603273) sendromlaridir (27-29). p63” farelerde insan fenotipine
benzer olarak epidermal farklilasmanin gerceklesemedigi, kol/bacak anomalileri (arka
bacaklarin tamamen eksikligi), dismorfik yiiz ile kil, dis ve meme bezlerinde gelisimsel
defektler oldugu goriilmiistiir (24, 30, 31).

Transkripsiyon faktor p63’tin, 6zellikle ANp63a formunun epidermal gelisim ve
farklilasmada kilit rolleri olan ve eksikliklerinde ciddi ektodermal gelisim bozukluklari
goriilen RIPK4, KRT14, IKKa (Inhibitér kappa B kinaz) ve IRF6 (interferon regiilator

faktorii 6) genlerinin transkripsiyonunu dogrudan diizenledigi gosterilmistir (3, 4, 32-34).
4.3. Ektodermal Gelisim Bozukluklari: Bartsocas Papas Sendromu

Pterygium sendromlari (PS), popliteal pterygium (dirsek ve dizlerde ag yapisi) ve
ektodermal yapisal anomaliler ile karakterize olan klinik ve genetik ac¢idan heterojen
konjenital bozukluklardir. Bunlarin iginde en iyi bilineni otozomal dominant olan ve IRF6
genindeki mutasyonlarin neden oldugu Popliteal Pterygium Sendromudur (PPS). PPS
admi aldig1 popliteal pterygiumun yanisira yarik dudak/damak, kol/bacak ve genital

anomaliler ile karakterizedir (35).

PS’nin otozomal resesif olan o6liimciil formu Bartsocas Papas Sendromu (BPS),
otozomal dominant formundan (PPS) daha siddetli bir fenotip gosterir. BPS popliteal

pterygiumun yanisira yapisik goz kapagi, agizda filiform (telsi) bantlar, yarik damak



dudak gibi kraniofasiyal anomaliler, kol ve bacak anomalileri, oral boslukta darlik, kas,
kirpik ve tirnak eksikligi, el ve ayak parmaklari arasinda perde (sindaktili) ile

karakterizedir (Sekil 3) (2, 35, 36).

Sekil 3. Aslan Tip Multiple Pterygium sendromlu (Bartsocas-Papas sendromu) hasta
resmi. A) Kraniofasiyel ve el anomalileri, B) Popliteal pterygium (Aslan’dan,
36)

2010 yilinda Anabilim Dalimiz biinyesinde Bartsocas Papas sendromlu bireylere
sahip ti¢ ailede yapilan Genetik Haritalama calismalar1 sonucunda RIPK4 geni BPS ile
iligkilendirilmistir (2). Takip eden yillarda RIPK4 geni iizerinde farkli mutasyonlarda
tanimlanmustir (Sekil 4) (4, 35, 37, 38). Buna ilaveten RIPK4’{in kinaz domaininin
hemen bitimindeki linker bolgede tespit edilen bir mutasyonun yapisik goz kapagi, seyrek
ve kivircik sag ve tirnak yoklugu ile karakterize ektodermal displazi grubuna ait CHAND
sendromuna (OMIM 214350) neden oldugu da bilinmektedir (Sekil 4) (39).
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Sekil 4. RIPK4 iizerinde tanimlanan mutasyonlarin sematik gosterimi



4.4, Reseptorle Etkilesen Protein Kinaz Ailesi

RIP kinazlar serin/treonin (Ser/Thr) kinaz ailesinin bir iyesidir. Bu ailenin
tiyelerinin kinaz domainleri oldukga iyi korunmus olup iiyeler arasinda yiiksek derecede
benzerlik gosterir (Sekil 5). RIP kinazlar hiicre o6liimii, DNA tamir mekanizmasi,
inflamasyon ve hiicre farklilagmasi gibi birgok metabolik olayda rol almaktadir. RIP
kinaz ailesi; RIP1, RIP2, RIP3, RIP4 (RIPK4), RIP5 (SgK288), RIP6 (LRRK1) ve RIP7
(LRRK?2) olmak tizere 7 tiyeden olusur (40-43). RIP kinaz ailesinin tanimlanan ilk {iyesi
RIP1, TNF (Tiimor nekroz faktor) sinyal yolaginin bir bileseni olup hiicre 6limi ve
inflamasyonda rol alir. RIP1’in ayrica MAPK ve NF-kf aktivasyonuna neden oldugu
gosterilmistir (40). RIP2 ise immiin sistem bilesenlerinden olan NOD-benzeri reseptor
sinyallesmesinde kritiktir ve RIP1 gibi MAPK ve NF-xfB aktivasyonuna neden olur.
Major olarak nekrozda rol alan RIP3’{in ayrica RIP1 ile etkilesip onu fosforilleyerek RIP1
ve TNFR1 (Tiimor nekroz faktor reseptor 1) aracili NF-kf aktivasyonunu inhibe ettigi
gosterilmistir (41, 42). RIP4-7’nin rolleri heniiz tam olarak anlasilamamistir. RIP4
(RIPK4) de RIP1 ve RIP2 gibi NF-kf yolagini aktive etmektedir (41). Ayrica RIPK4’iin
epidermal farklilasma igin kritik bir 6neme sahip oldugu bilinmektedir (44). RIP5’in
overekspresyonunun hiicreyi apoptoza yonelttigi gosterilmisse de fonksiyonu tam olarak
bilinmemektedir (45). Diger RIP kinazlarin aksine 16since zengin tekrar bolgeleri iceren
RIP6 ve RIP7’nin fonksiyonu bilinmemekle birlikte Parkinson hastaliginin patogeneziyle

iligkili oldugu diisiiniilmektedir (42).
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Sekil 5. RIP kinaz ailesi iiyesi proteinleri ve fonksiyonel boélgelerinin semasi. Her
proteinin altinda aminoasit sayis1 gosterilmistir. RHIM: RIP Homotypic
Interaction Motif (RIP Homotipik Etkilesim Motifi), CARD: Caspase
Recruitment Domain (Cazpaz Getiren domain), LRR: Leucine Rich Repeats
(Losince Zengin Tekrarlar), Roc/COR: Ras of complex proteins/C terminal of
Roc, WD: WD40 tekrarlari, ARM: Armadillo. (Humphries’den, 40)

4.4.1. RIPK4 ve Fonksiyonu

Reseptorle Etkilesen Protein Kinaz 4 (RIPK4), ilk olarak 2000 yilinda bir maya ikili
hibrit ¢alisgmasinda Protein kinaz C delta (PKC-9) ile etkilestigi bulunmus ve PKC delta-
interacting protein kinaz (DIK) olarak adlandirilmistir (46). Daha sonraki bir ¢alismada
PKCB ile etkilestigi gosterilerek “PKC-iliskili kinaz (PKK)” olarak adlandirilmigsa da
2002 yilinda Meylan ve arkadaslar1 bu proteini reseptor ile etkilesen protein kinaz (RIP)
ailesinin bir iiyesi olarak tanimlamis ve RIP4 olarak adlandirmistir. Sonrasinda pek ¢ok

calismada RIPK4 olarak kullanilmustir (41, 47).

RIPK4, 784 amino asitten olusan, 87 kDa molekiiler agirliginda, amino ucunda
serin-treonin kinaz domaini ve karboksil ucunda 11 ankirin tekrar1 bulunan bir proteindir.
Kinaz domaini ve ankirin tekrarlar1 arasinda ise kaspazlar tarafindan iki farkli yerden
kesilebilen serin/treonince zengin bir ara bolge (linker/intermediate) bulunmaktadir
(Sekil 5).
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RIPK4' fareler BPS fenotipine benzer dzellikler gostermektedir (Sekil 6). Bu
farelerde deri kivrimlarinin yabanil tip farelere gore daha az oldugu, arka bacaklar ve
kuyrugun kisa ve viicuda yapisik oldugu, burun, agiz, aniis gibi viicut deliklerinin ve
6zofagusun fiizyonu gozlenmistir. Oral bosluklarin fiizyonundan dolayr RIPK4™ fareler

dogumdan hemen sonra bogularak dlmektedir (44, 48).

RIPK4™ RIPK4"-

K14

Lorikrin #5545

Sekil 6. RIPK4 yabanil tip ve nakavt fare fenotipinin karsilastirilmasi. A) RIPK4 yabanil
tip (wt) fare fenotipi. B) RIPK4™ fare fenotipi (Holland’dan, 44 ve De
Groote’dan, 49)

RIPK4" farelerin derisinde yapilan caligmalarda, epidermal farklilasmanin
bozuldugu, epidermisin tabakalarinin kalinlastigi goriilmektedir (44, 48, 49). Ayrica
embriyonik gelisim esnasinda epidermis tabakalar1 olusuncaya dek embriyoyu korumada
gorevli olan tek tabakali peridermin kaybolmadig: tespit edilmistir (49-51).Yabanil tip
farelerde ekspresyonu yalnizca bazal tabaka ile smirli olan KRT14 proteini, RIPK4™"
farelerde daha iist epidermal katmanlarda anormal bir ekspresyon paterni gostermektedir
(Sekil 6) (44, 48, 49). RIPK4’lin 6zellikle deri gelisimi {izerindeki etkisini analiz etmek
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amaciyla RIPK4’iin yalnizca keratinositlerde yok edildigi sartli nakavt fareleri
(RIPK4EKOY olusturulmustur. Bu farelerin derileri incelendiginde graniiler katmanda
bulunan ve bariyer gorevi icin kritik olan siki baglantilarin ve korneosit zar bileseni olan
lipid organizasyonunun bozuldugu dolayisiyla derinin igten-disa bariyer 6zeliginin
kayboldugu gorilmiistiir (50). Sonug¢ olarak, RIPK4’den yoksun farelerin derilerinde
peridermin kaybolmadigi, supra-bazal katman hiicrelerinde E-kaderin proteininin hiicre-
hiicre yan (lateral) baglantilardan ayrilip peridermal hiicre yiizeyine (apikal) yerlestigi
gosterilmistir. E-kaderinin bu anormal yerlesiminin, hiicreleri yapiskan hale getirerek fare
ve insanda RIPK4 eksikliginde goriilen, agiz i¢i, 6zofagus gibi viicut bosluklarinin

yapigmasi ve dizardi aglarinin olugmasi gibi fenotiplere neden oldugu 6ne siiriilmiistiir

(49, 50).

RIPK4, farede ¢ogu dokuda ekspres olurken, epidermiste ekspresyonu epidermisin
bazal ve suprabazal katmanlarinda sinirhidir (50, 52, 53). Ayrica, RIPK4’tin hem
farklilasmis hem de farklilasmamis keratinosit hiicre hatlarinda ekspres oldugu
gozlemlenmistir (50, 53). RIPK4’tin hiicresel lokalizasyonunu inceleyen c¢aligmalar
RIPK4’iin yogun olarak hiicrenin sitoplazmasinda yerlestigini gostermekle birlikte (47,
53) psoriasis vulgaris hasta kesitlerinde (52) ve servikal skuamoz hiicreli karsinom
hastalarinin epitel kesitlerinde (54) sitoplazmanin yani sira, ¢ekirdekte de yerlestigi

gosterilmistir.

Bugiine kadar yapilan ¢alismalarda RIPK4’iin IRF6, DVL2 (Dishvelled), LRPS6,
PKCs, PKC-B, PKP1 (Plakophilin 1), MEKK2 (Mitojenle aktive olan protein kinaz kinaz
kinaz), MEKK3, cIAP1/2, IKKo/IKKf ve TRAF 1,2,3,5 (TNF reseptor iligkili faktorler),
A20 (TNFAIP3, TNFa ile indiiklenen protein 3), SCFFT"P ve STAT3 proteinleri ile
etkilestigi gosterilmistir (5, 41, 46, 47, 55-62). RIPK4’tin IRF6 ve PKP1 ile etkilesiminin
epidermal farklilagsmanin diizenlenmesinde rol aldig (5, 55), RIPK4’iin A20 ve DVL2 ile
etkilesiminin ise proliferasyon ve farklilagsmay1 diizenleyen WNT sinyal yolagini sirasiyla
negatif ve pozitif olarak etkiledigi gosterilmistir (56, 60). RIPK4’iin PKC-p, MEKK2,
MEKK3, cIAP1/2, IKKa/IKKf ve TRAF proteinleri ile etkilesimi araciligiyla, yangt ve
bagisikliga 6zgii genlerin aktivasyonu, hiicrelerin ¢ogalimi, sag kalimi ve apoptoz gibi
birgok stireci diizenleyen NF-kB yolagini aktive ettigi gosterilmistir (41, 57-59, 63).
Dahasi, RIPK4’iin kendisiyle etkileserek kinaz domaini sayesinde kendisini fosforilledigi

de bilinmektedir (41, 61). Fosforile RIPK4’{in bir ubikiitin ligaz olan SCFP*TP ile
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etkilesiminin ise RIPK4 bagimli keratinosit hareketi ve iskelet organizasyonunun
regililasyonunda 6nemli oldugu gésterilmistir (61). Ayrica yara iyilesme siireci esnasinda
TGFB, TNF ve IL-1 (Interldkin-1) sitokinlerinin RIPK4’iin ekspresyonunu baskiladig1 da
bilinmektedir (41). RIPK4’iin ¢esitli sitokinlerin ekspresyonunu uyararak PKC yolagi
araciligiyla ve STAT3 ile etkileserek onun aktivasyonu yoluyla inflamasyonu diizenledigi

de gosterilmistir (48, 62, 64).

Tiim bu ¢aligmalara ragmen RIPK4’{in 6zellikle epidermal farklilagsma esnasindaki
roliiniin molekiiler mekanizmasi tam olarak anlasilamamistir. Keratinositlerde RIPK4’{in
etkilestigi diger proteinleri belirleyerek epidermal farklilasmadaki roliiniin molekiiler
seviyede anlasilmasina katki saglamak {izere Anabilim Dalimiz biinyesinde Dr. Ogr.
Uyesi Tuba DINCER’in yiiriitiiciiliigiinde Karadeniz Teknik Universitesi Bilimsel
Arastirma Koordinasyon Birimi tarafindan desteklenen 9749 No’lu proje kapsaminda
RIPK4’iin kinaz domaini yem olarak kullanilarak insan keratinosit cDNA kiitiiphanesi
biiylik 6l¢ek maya ikili hibrit yontemi ile taranmis ve epidermal farklilasmada 6nemli

rolii olan KRT14 proteininin RIPK4 ile etkilestigi bulunmustur.
4.5. Hiicre Iskelet Bileseni: Keratin Ailesi

Epitelin biitiinliigi hiicrenin ara filaman iskeletini olusturan farkli keratin setlerinin
varhigma baghdir (25). Keratinler, sitoplazmik ara filamanlarin bir tipi olup epidermiste
bulunan hiicrelerin total protein igeriginin % 80’ini olusturur (65, 66). Insanda ve farede
bilinen 55 farkli keratin ekspresyonu epidermal farklilasma ve fonksiyonunda gesitli
asamalarin belirtecidir (25, 67). Keratinler, biyokimyasal 6zelliklerine gére Tip I asidik
(KRT9-KRT28) ve Tip Il bazik (KRT1-KRT8 ve KRT71-KRT74) olmak iizere ikiye
ayrilir (68). Tim keratinlerin molekiiler agirligr 40-70 kDa arasinda degismekte olup
korunmus ii¢ pargadan (tripartite) olusur. Tiim keratinler, N terminalinde bir bag domaini
ve C terminalinde bir kuyruk domaini ve bu ikisi arasinda filament olusumundan sorumlu
olan ve dort parga heliks bolgeden olusan 310 amino asit uzunlugunda a-helikal rod
domainininden olusmaktadir (Sekil 7) (66).
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a-heliks rod domain
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L1 L12 L2

Sekil 7. Keratinlerin yapisal semasi (Gu’dan, 66)

Tip | ve tip Il keratinler epitel hiicrelerde tek baslarina bulunmazlar. Tip | keratin
molekdilii Tip Il keratin ile merkezi a-helikal rod domaini iizerinden etkileserek zorunlu
heterodimerleri olusturur. Hiicre tipine bagli olarak, epitel dokularda farkli gift keratinler
bir araya gelir. Ttim ¢ok katl1 yass1 epiteller KRT5/KRT14 ¢iftini eksprese ederken tiim
tek katli yassi epiteller KRT8/KRT18 ¢iftini eksprese eder (69). Bu heterodimer keratin
molekiilleri bas domainleri ile kuyruk domainlerinin anti-paralel bir yerlesimde u¢ uca
eklenmesiyle tetramerleri olusturur. Coziiniir heterodimer ve tetramerlerden olusan
keratin graniilleri hiicrenin periferinde plazma membraninin fokal adhezyon kisimlarinda
niikleasyon denilen keratin filaman insasin1 baslatir (68, 70). Keratin oligomerlerinin bir
araya gelmesi sonucunda, partikiiller biiyiimeye ve aktin bagimli hareketle birlikte
hiicrenin merkezindeki ¢ekirdege dogru harekete baslar (elongasyon). Uzayan bu keratin
molekiilleri periferal keratin ag ile birlesir (integrasyon)ve ¢ekirdege dogru paketlenerek
tasinir. Sonrasinda ya oligomerler yeniden ¢oziniir (¢6ziinme) ve yeni bir Keratin
dongiisii igin yeniden kullanilmak tizere sitoplazmada difiizyon yoluyla hiicre periferine
geri doner (diflizyon) ya da paketlenen keratin filamanlar1 ¢ekirdek gevresinde sabit bir

kafes olusturmak tizere stabilize olur (maturasyon) (Sekil 8) (65, 67, 70, 71).

a» Hemidezmozom
[ Dezmozom

Fokal adhezyon

Sekil 8. Keratin dongiisiiniin sematik olarak gosterimi (Kim’den, 70)

15



Keratin agmin bu dinamik yapisi epitel hiicrelerin fonksiyonlarini yerine getirmesi
icin gereklidir (72). Sitoplazmik ara filaman ag ile epitel iskeleti olusturarak epidermal
hiicre seklini belirlemenin ve strese karsi epiteli korumanin yani sira (25, 69) keratinler,
hiicre sinyalinde gorev alan reseptor, adaptor ve kinaz gibi proteinlerle etkileserek
kompleks sinyallesme platformlar1 olusturur. Boylelikle protein sentezi, hiicre biiyiimesi,
adhezyonu, polarizasyonu, migrasyonu, farklilasmasi ve yara iyilesmesi gibi ¢esitli
hiicresel siireclerle iliskili farkl1 sinyallesme yolaklarma katilirlar (67, 69, 72). Ornegin
hepatositlerin keratin ¢ifti olan KRT8/18 TNFR2’ye baglanarak apoptotik sinyallesme
kaskadini1 engeller. Diger taraftan KRT17 hasarli ¢ok katli epitelde sinyal molekiili 14-
3-30’ya baglanarak protein sentez ve hiicre biiylimesini diizenler (65, 73, 74). Keratin
ingas1 yikimi ve organizasyonunu diizenleyen sinyallesme yolaklar1 ve mekanizmalar
oldukga genis olup fosforilasyon, O-glikolizayon, sumolasyon, ubikitinasyon, asetilasyon
ve sistein oksidasyonu gibi farkli post translasyonel modifikasyonlar ile
diizenlenmektedir (67, 72, 74).

45.1. Keratin 14

Tip | keratin ailesine ait olan Keratin 14 (K14, KRT14) (472 aa, 51.5 kDa) ¢ok katli
epitelde boliinen bazal keratinositlere 6zgii bir markor olup sitoplazmada yerlesim
gosterir. KRT14, tiim ara filaman ailesi liyelerinde oldugu gibi, filament olusumundan
sorumlu a-helikal rod domainine sahiptir. (Sekil 9) (68). Rod domaini sayesinde KRT5
ile etkileserek heterodimer olusturur ve epitel iskeletini yapilandirarak epidermal hiicre
seklinin siirdiiriilmesine yardim eder (69). KRT14, bazal hiicrelerin fonksiyonu ve

gelisimi agisindan olduk¢a 6nemlidir (68).

K5

bas

rod domain kuyruk

Sekil 9. Heterodimer olusturmus insan KRT5 ve KRT14 proteinlerinin ve fonksiyonel
bolgelerinin semasi (Lee’den, 83)

KRT14 veya KRT5 mutasyonlari, epidermisin bazal tabakasindaki hiicrelerin

sitolizine bagli gelisen, kirillgan, kabarcikli (blistering) ve kolay su toplayan deri ile
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karakterize Epidermolizis Bullosa Simplex (EBS) ile iliskilendirilmistir (75). Ayrica
hemidezmozomal bir protein olan plektin mutasyonlarmin da EBS’ye neden oldugu
bilinmektedir (76) EBS’li hastalardan alinan keratinosit hiicrelerinde keratin aginin
bozuldugu ve KRT14 proteininin iretilmedigi gosterilmistir (77, 78). Keratin aginin
bozulmast EBS hastalarinda bazal hiicrelerin sitoplazmasinda intra-epidermal
kabarciklarin (blistering) olusumuna, hiicrelerin kirilgan hale gelmesine ve hiicrelerin
bazal laminadan kopmasma neden olmaktadir (1, 79). Bunun disinda, KRT14’deki
heterozigot nonsense (anlamsiz) mutasyonlar1 deri, sag¢, tirnak, dis ve ter bezleri gibi
ektodermal dokularin anormal gelisimine neden olan ektodermal displazinin nadir bir
formu Naegeli-Franceschetti-Jadassohn syndrome/dermatopathia pigmentosa reticularis
(NFJS/DPR) ile de iligkilendirilmistir (80).

KRT147 farelerin de insanda oldugu gibi EBS fenotipi gosterdigi, epidermal
farklilagsma ve epidermal bariyer olusumu normal olmasina ragmen dogumdan 24-48 saat
iginde deride siddetli kabarciklar nedeniyle 6ldiigii rapor edilmistir (68, 81, 82). KRT14
proteinin eksiltildigi hiicrelerde proliferasyonun azalmasi ve hiicre dongiisiiniin
ilerlemesinin durmasi KRT14’{in bazal laminadaki hiicre proliferasyonunu aktive ettigine

isaret etmektedir (69).

Simdiye kadar KRT14’tin KRTS5 ile etkilesiminin epitel hiicre seklinin
stirdiiriilmesinde (83), Plektin ve PKP1 ile etkilesimlerinin sirasiyla hemidezmozom ve
dezmozom yapilarinin olusturulmasinda (6, 84), vimentin ile etkilesiminin ise hiicre
gogliniin diizenlenmesinde (85) rol aldigi gosterilmistir. Ayrica, KRT14’iin TRADD
(TNFR1-iligkili 6lim domain proteini) ile etkilestigi ve bu etkilesimin TNF-TNFR1
sinyallegsmesinde inhibitér olarak rol alabilecegi ongoriilmistiir (86). Diger taraftan
epidermal farklilasma siirecinin ana regiilatorlerinden olan p63’iin KRT14 geninin
enhansor bolgesine baglanarak onun ekspresyonunu diizenledigi de bilinmektedir (3).
p637 farelerin derileri iizerinde yapilan calismada KRT14’iin ekspres olmadig
bildirilmistir (23).

Epidermal farklilasmanin temel transkripsiyon faktori p63’in RIPK4 ve
KRT14’iin ekspresyonunu dogrudan indiiklemesi, her iki proteinin de epidermisin bazal
tabakasinda ekspres olmasi, dezmozomal bir protein olan PKP1 ile etkilesimde bulunmasi

ve eksiklerinin farede ve insanda epidermal gelisim bozukluklari ile iliskilendirilmis
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olmasi Onceden tanimladigimiz olasi etkilesimin epidermal gelisim ve farklilasma
stirecindeki 6nemine isaret etmektedir. Dolayisiyla bu calisma ile daha evvel maya ikili
hibrit calismasinda tarafimizca gosterilen RIPK4 “lin kinaz domaini ile KRT14’lin
etkilesiminin dogrulanmasi, etkilesimden sorumlu domaininin belirlenmesi, bu iki
proteinin hiicre i¢i yerlesiminin analiz edilmesi ve araci proteine gerek duymadan
dogrudan etkilesip etkilesmediklerinin arastirilmasi amaglanmistir. Bu amaca ulagmak
icin de imminopresipitasyon, immiinofloresan ve in vitro pull down deney

yaklasimlaria bagvurulmustur.
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5. GEREC ve YONTEM
5.1. Gereg
5.1.1. Kimyasallar

Agar

Akrilamid/Bisakrilamid

Amonyum persiilfat ((NH4)2S20g)

Ampisilin

Bactotripton

BCA protein konsantrasyonu dl¢iim kiti

Beta merkaptoetanol

Complete mini protease inhibitor
Deoksinukleotid trifosfat (ANTPS)
Di-potasyum fosfat (K:HPO4)

Di-sodyum hidrojen fosfat (NazHPO4. 2 H20)
Dithiothreitol (DTT- C4H100,S5)

DreamFect Gold Transfection Reagent
Dulbecco's Modified Eagle's medium

EDTA disodyum dihidrat (Na2 EDTA.2H20)
Etidyum bromide (C12H20N3Br)

Etil alkol (C2HsOH)

Fetal Bovine Serum

Glasiyel asetik asit (C2H402)

GST trap boncuk

HEPES (CgH1sN204S)

Hidroklorik asit (HCI)

Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG)
Kalsiyum Kloriir (CaCly)

Kanamisin

L-Arabinoz

NP-40

Orange G
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Merck, 1.016.130.500
Biorad, 1610146

Sigma, A9164

Sigma, A9518-5G
Conda, 1612

Thermo scientific, 23227
Merck, 8.057440.0250
Roche, 04693159001
Promega, U1420

Sigma, 1551128

Merck, M1065801000
Thermo scientific, R0861
Ozbiosciences, DG81000
Thermo scientific,41965-039
AppliChem, A2937.0500
Sigma, E-7637

Mey, Tiirkiye

Merck, S0415

Merck, 1.00056.2500
Chromotek, sta-20
Sigma, H0887

Merck, 1.00314.2500
Sigma, 16758-1G

Merck, 910TA654681
Sigma, 60615-5G
Bioshop, ARB222.25
Sigma, 74385

Sigma, 0-1625



Paraformaldehit (HO(CH20)nH)
Penisilin/Streptomisin

PMSF (Fenil metil siilfonil florid)
Potasyum hidrojen karbonat (KHCO3)
Proteaz Inhibitor Kokteyl tableti (PI)
Protein G Agarose

Proteinaz K

ProLong Gold Mounting Media (DAPI)
Pwo DNA Polimeraz

SeaKem® LE Agaroz

Sephdex®G-50

Sodyum fosfat dibazik (KH2POx)
Sodyum dodesil stilfat (SDS)

Sodyum floriir (NaF)

Sodyum hidroksit (NaOH)

Sodyum kloriir (NaCl)

Sodyum orthovanadate (NaVan-NazVOa)
Sodyum pirofosfat (NaPPi-Nas;O+P)
Sodyum karbonat (Na>COs)

Temed (CsH16N2)

Tris-Baz (C4H11NO3)

Tris-HCI (C4H12CINO3)

Triton X 100

Tween20

2- Propanol (CH3CH(OH)CHs)

5.1.2. DNA ve Protein Markirlar

100 bp DNA ladder

Precision Plus Protein™ Dual Color Standards

5.1.3. Antikorlar
5.1.3.1. Primer Antikorlar

Anti-GST-Rabbit Polyclonal

Sigma, P6148
Thermo scientific,15140-122
Sigma, 1741932998611
AppliChem, A2375.1000
Sigma, S8830
Invitrogen, 15920-010
Promega, V3021
Thermo scientific, 36935
Roche, 11644947001
Lonza, 50004L
Sigma, S5897-25G
Sigma, NIST200B
Merck, 822050
Sigma, S7920
Merck, 1.06462
Merck, 1.01540.0500
Sigma, S6508
Sigma, 446061347236111
Merck, 106392
AppliChem, A1148.0100
AppliChem, A2264.1000
Merck, 1.01547.0.100
Sigma, 9002-93-1
J.T.Baker, 73-74
Merck, 109634

NEB, N3231L
Bio-Rad, 1610374

Santa Cruz, sc-459



Anti-FLAG M2- Mouse Monoclonal
Anti-KRT14 Mouse Monoclonal
Anti-RIPK4 Rabbit Polyclonal

5.1.3.2. Sekonder Antikorlar

Anti-Mouse-HRP
Anti-Rabbit-HRP
Anti-Mouse-Cy3
Anti-Rabbit- Alexa Fluor 488

5.1.4. Kitler

BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit

Clarity™ Western ECL Substrat
E.ZN.A.® Total RNA Kit

E.ZN.A.® Endo-free Plasmid DNA Mini Kit

Gateway® BP Clonase® II Enzyme mix
Gateway® LR Clonase® II Enzyme mix
QIAquick Gel Extraction Kit
SuperScript® III First System for RT-PCR

5.1.5. Cihazlar

Bulasik Makinesi

Buzdolab1 (+4°C)

Buz makinasi

CO2’li Etliv

Chemidoc Goriintiileme Sistemi
Calkalayici inkiibator

Derin dondurucular (-20°C)

Dikey elektroforez ve immiinoblot sistemi
Distile su cihazi

Dogru akim gii¢ kaynagi (300 volt)
Elektroporator

ELISA Plate Okuyucu

Floresan mikroskop
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Sigma-Aldrich, F3165-1MG
Abcam, ab7800
Santa Cruz, sc-83320

Bio-Rad, 170-5047
Bio-Rad, 170-5045
Abcam, ab97035
Abcam, ab150061

Thermofisher, 4337455
Bio-Rad, 1705060
Omegabiotek, R6834-00
Omegabiotek, D6950-01
Thermofisher, 11789-020
Thermofisher, 11791-100
QIAGEN, 28704
LifeTechnologies,18080-051

Bosch, Almanya
Bosch, Almanya
Hoshaizaki, Japonya
Heraeus, Almanya
Bio-Rad, ABD
GFL, Almanya
Bosch, Almanya
BIORAD, ABD
GFL 2004, Almanya
Bio-Rad, ABD
Bio-Rad, ABD
Molecular Devices, ABD
Nikon E80, Japonya



Flow Sitometri
Genetik Analiz Cihazi
Hassas terazi

Inverted mikroskop
Jel goriintiileme sistemi
Klas Il steril kabin
Merdaneli karistirici
Manyetik karistirici
Mikrosantrifiij
Mikrosantrifiij
Mikrodalga firin

Nanodrop® 2000 UV-Vis Spektrofotometre

Orbital karigtiric
Otoklav

Pastor firmi

pH metre

Sicak su banyosu
S1v1 azot tanki

Sonikator

Sogutmal1 yiiksek devirli santrifiij

Spektrofotometre
Termomikser

Termal Cycler

Termal Cycler

Vakum pompasi

Vorteks

Yatay elektroforez diizenegi
Yiiksek devirli santrifiij
Zaman ve hiz ayarl rotator

-80 dondurucu
5.1.6. Sarf Malzemeler

Cesitli boyutlarda pipet uglari
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BD, ABD

3130, ABI

AHAUS, ABD

Nikon, Japonya
GelLogic2000, Kodak, ABD
Metisafe, Tiirkiye

Stuart, Ingiltere

IKA, ABD

Thermo IEC, ABD
Hettich, Almanya

Arcelik MD554, Tirkiye
Thermo, ABD

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

Stuarti Ingiltere

Thermo Scientific, ABD
Sonics-Vibracell, VCX500
Eppendorf 5804R, Almanya
Eppendorf, Almanya
Eppendorf, Almanya

Gene Amp 9700, ABD
Techne TC512, Ingiltere
Isolab, Fransa

IKA, ABD

HU13, Ingiltere

Eppendorf 5810, Almanya
Stuart, Ingiltere

Thermo Scientific, ABD

Axygene, ABD



Falkon Tiipler (15 ve 50 ml) Isolab, Fransa

Kiiltiir flask1 (25 ve 75 cm?) Corning, ABD
Mikrosantrifiij tiipler Eppendorf, Almanya
Serolojik pipetler Greiner Bio-One, Almanya
6 kuyucuklu plate Corning, ABD

60 mm petri flask Corning, ABD

100 mm plate Corning, ABD

5.1.7. Bakteri Suslari

Cesitli vektorlerin transformasyonu icin E. coli’nin farkli suslarindan yararlanildi.
Gateway sisteminde insert igermeyen, bos plazmitlerin gogaltilmasi igin ccdb’ye direngli
olan DB3.1 bakteri susu kullanilirken insert igeren, dolu tiim gateway vektdrlerinin
cogaltilmas: icin DHS5a susu kullamildi. His ve GST etiketli proteinlerin bakteride
cogaltilmasi i¢in sirastyla BL21-Al ve BL21-DE3 bakteri suslar1 kullanildu.

DHS50 Genotipi
F- recAl endAl hsdR17(rk-, mk+) supE44 A- thi-1 gyrA96 relAl
DB3.1 Genotipi

F- gyrA462 endA1 A(srl-recA) mcrB mrr hsdS20(rB-, mB-) supE44 aral4 galK2
lacY1 proA2 rpsL20(Smr) xyl5 Aleu mtl1

BL21-Al

F—ompT gal dcm lon hsdSB(rB—mB-) AM(DE3 [lacl lacUV5-T7p07 ind1 sam7 nin5])
[malB+]K-12(AS)

BL21-DE3 Genotipi

thuA2 [lon] ompT gal (A DE3) [dem] AhsdS A DE3 = A sBamHIo AEcoRI-B
int::(lacl::PlacUV5::T7 genel) i21 Anin5

5.1.8. Kullanilan Vektorler

Memeli hiicrelerinde ekspresyon igin kullanilan p3XxFLAG-CMV/DEST (FLAG),
pDEST-27 (GST) vektorleri ve bakteri vektorii olan pDEST17 (His) ve pGEX-KG/DEST
(GST) vektorleri Dr. Hannie Kremer’den (Department of Human Genetics- Radboud

University Nijmegen Medical CentrQe, Hollanda) temin edilmistir. Ayrica, GST pull
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down deneyinde kontrol vektor olarak kullanilmak iizere bos GST vektorti Prof. Dr. Ersan
Kalay’dan (Karadeniz Teknik Universitesi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali) temin
edilmistir. Bu bos GST vektorii; Kalay ve ark. tarafindan rastgele segilen TMC1 adli gen
dizisinin basina stop kodonu dizisi eklenip pGEX-KG/DEST vektoriine klonlanarak

tasarlanmustir.

5.1.9. Soliisyon, Tampon ve Besiyerleri
5.1.9.1. Bakteri I¢in Kullamlan Besiyerleri
Luria Bertani (LB) Besiyeri

10 g tripton (Bacto), 5 g maya 6ziitii (Bacto) ve 10 g sodyum kloriir deiyonize distile
su igerisinde ¢oziildii. pH 1N (NaOH) ile 7’e ayarlandi ve hacim 1 litreye tamamlandi.

1.2 atmosfer basingta, 121 °C’da 20 dakika otoklavda steril edildi ve sogutuldu.
Luria Bertani Agar (LBA) Besiyeri

LB s1v1 besiyerine % 1.5 oraninda agar eklenerek hazirlandi. LB agar besiyeri 1.2
atmosfer basingta, 121°C’de 20 dakika otoklavda steril edildi. Kullanilacagi zaman
mikrodalganin defrost ayarinda iyice eritildikten sonra sicakligi su banyosunda 55°C’ye
getirildi. Cogaltilacak vektoriin antibiyotik seciciligine gore besiyerine 100 pg/mL
ampisilin veya 50 pg/mL kanamisin eklendikten sonra 100 mm ¢apinda petri kaplarina
10’ar mL olacak sekilde dagitildi.

5.1.9.2. Bakteri Indiiklemede Kullamlan Ajanlar
100 mM Stok IPTG (Isopropyl g-D-1-thiogalactopyranoside)

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

%0 20 Stok L-Arabinoz

2 gram L-Arabinose tartilarak 10 mL steril ¢ift distile suda ¢oziildii. 0.22 pm’lik
filtreden gecirilerek steril edildi. 1 mL olacak sekilde tiiplere dagitilarak -20°C’de

saklandi. Kullanilacagi zaman final konsantrasyon % 0.2 olacak sekilde kiiltiire eklendi.
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5.1.9.3. Agaroz Jel Elektroforezinde Kullanilan Cozeltiler
50x Konsantre Tris-Asetat-EDTA (TAE) Tamponu

242 g Tris base (Tris base MA:121.14 g/mol) 800 mL deiyonize distile su igerisinde
¢ozildi. Cozelti tizerine 57 mL glasiyal asetik asit, 100 mL 0.5 M EDTA ¢ozeltisi
(pH:8.0) eklendikten sonra hacim 1000 mL’ye tamamlandi. Calisma soliisyonu deiyonize

su ile 1:50 oraninda seyreltilerek kullanildi.
Etidium Bromid Soliisyonu:

10 mg/mL olacak sekilde deiyonize su kullanilarak hazirlandi. Isiktan korunarak
muhafaza edildi.

10X Orange G DNA Yiikleme Tamponu

20 g sukroz 40 mL deiyonize distile su icerisinde ¢oziildii. 100 mg (0.1 g) Orange

G yukaridaki soliisyon igerisinde ¢oziilerek son hacim dH20 ile 50 mL’ye tamamlandi.
5.1.9.4. Protein yiiriitme (SDS-PAGE) Soliisyonlari
1.5 M Tris-HCI (pH 8.8) (Ayirma Jel Tamponu)

36.33 g Tris (Tris-baz MA:121.14 g/mol) 180 mL deiyonize suda ¢6ziildi,
konsantre HCI ile pH 8.8 e ayarlanarak toplam hacim deiyonize su ile 200 mL’ye

tamamlandi ve oda sicakliginda saklandi.
0.5 M Tris-HCI (pH 6.8) (Yiikleme Jel Tamponu)

6.057 g Tris (Tris baz MA:121.14 g/mol) 90 mL deiyonize distile suda ¢o6ziildii,
konsantre HCI ile pH 6.8’e ayarlanarak toplam hacim deiyonize su ile 100 mL’ye

tamamlandi ve oda sicakliginda saklandi.
% 10 Sodyum Dodesil Sulfat (SDS)

10 g SDS (CH3(CH2)1:SO4Na. MA:288.372 g/mol) 100 mL deiyonize distile suda

coziilerek oda sicakliginda saklandi.
10X Tris Glisin Tamponu

30.3 g Tris base (Tris base MA:121.14 g/mol), ve 144 g glisin (Glisin MA:75.07

g/mol) 1 litre deiyonize suda ¢oziilerek oda sicakliginda saklandi.

25



1 X SDS-PAGE Yiiriitme Tamponu

10X Tris-Glisin tamponu 1X olacak sekilde seyreltildi. Icerisine 10 mL % 10 luk

SDS eklenerek son hacim 1 litreye tamamlandi.
% 10 Amonyum Persiilfat (APS)

100 mg APS (MA: 228.18 g/mol) 1 mL deiyonize suda ¢6ziildii. Soliisyon 4°C’de

saklandi.
5X SDS-PAGE Yiikleme Tamponu

Toplam hacim 10 mL’de final konsantrasyonlar1 0.25 M Tris-Cl pH: 6.8, % 10
SDS % 50 Glyserol, % 0.01 Bromofenolblue olacak sekilde hazirlandi. -20 °C’de
saklandi. Kullanmadan 6nce final konsantrasyonu 0.5 M olacak sekilde DTT eklendi.

%0 40 Akrilamid\Bisakrilamid

29:1 oraninda % 40 Akrilamid\Bisakrilamid soliisyonu kullanildi (Biorad, 1610146)

ve 4°C‘de muhafaza edildi.
5.1.9.5. Immiinoblot Soliisyonlar1
10 X SDS-PAGE Transfer Tamponu

10X Tris-Glisin tamponu 1X olacak sekilde hazirlandi. Icerisine 200 mL Metanol

eklenerek son hacim 1 litreye tamamlandi.

%90 20 Tween 20

20 mL stok Tween 20 deterjani, 80 mL deiyonize su i¢inde ¢oziildii ve 4 °C‘de

saklandi.
10X TBS Stogu

24 g Tris HCI (MA:), 5.6 g Tris-base (MA:121.14 g/mol), 88 g NaCl (MA: 58.44
g/mol) 800 mL distile su igerisinde hazirlandi ve pH:12N HCl ile 7.6’ya ayarlandi.

IXTBST

10X TBS’den 50 mL alinarak 450 mL deiyonize su ile 1X TBS yapildiktan sonra
son konsantrasyon % 0.05 olacak sekilde % 20’lik Tween 20 soliisyonundan eklendi ve

oda sicakliginda saklandi.
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5.1.9.6. Immiinopresipitasyonda Kullanilan Soliisyonlar
1 N Sodyum Hidroksit Cozeltisi

4 g sodyum hidroksit (NaOH MA: 39.99 g/mol) deiyonize distile su igerisinde

¢ozildi ve ¢ozeltinin hacmi 100 mL’ye tamamlandi.
1 M Tris-Cl Tamponu

121,1 g Tris (Tris baz MA:121.14 g/mol ) 800 mL deiyonize distile su igerisinde
¢oziildii. HCI ¢ozeltisi ile pH’s1 7.5’e ayarlandiktan sonra hacmi 1 litreye tamamlandi.
Tris-Cl tamponu otoklavda 121 °C’da 1.2 atmosfer basing altinda 20 dakika tutularak
steril edildi.

5 M NaCl Cozeltisi

73.05 g NaCl (MA: 58.44 g/mol) tartilarak 250 mL deiyonize su ig¢inde ¢oziildi ve

oda sicakliginda saklandi.
0.5 M EDTA Cozeltisi

37.2 g EDTA tartilarak deiyonize su iginde ¢oziildii. NaOH ile pH 8.0’a ayarlandi

ve hacim 200 mL’ye tamamlandi. Oda sicakliginda saklandi.
% 20 Triton X-100

20 mL Triton X-100 deterjan1 80 mL deiyonize su iginde ¢6ziildii. Triton X 100’tin

iyice ¢oziilebilmesi igin ¢ozelti 1sit1ld1 ve 4 °C’de saklandi.
Fosfotaz Inhibitorleri
100X Sodyum Orthovanadate (200 mM) (NaVan)

3.68 g NasVOs (NasvVOs MA: 183.91 g/mol) 90 mL steril ¢ift distile su iginde
¢oziildii. 1IN NaOH ile pH 10.0’a ayarlandi. Sar1 renge doniisen soliisyon renksiz olana
kadar kaynatildi. Oda sicakligina gelene kadar sogutulduktan sonra pH’s1 tekrar kontrol
edildi ve 10.0’a ayarlandi. Hacim 100 mL’ye tamamlandi ve alikotlanarak -20 °C’de

saklandi. Caligsma konsantrasyonu 2mM olacak sekilde 100 kez lizis bufferda seyreltildi.
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50X Sodyum Floriir (1M) (NaF)

4.2 g NaF (NaF MA: 41.99 g/mol) 100 mL steril ¢ift distile su i¢inde ¢oziildii.
Soliisyon alikotlanarak -20 °C’de saklandi. Calisma konsantrasyonu 20 mM olacak
sekilde 50 kez lizis bufferda seyreltildi.

10X Sodyum PyroPhosphate (50 mM) (NaPPi)

1.115 g NaPPi (NasO7P2.10 H,O MA: 444.06 g/mol) 50 mL steril ¢ift distile su
icinde ¢ozildii ve 4 °C’de saklandi. Calisma konsantrasyonu 5 mM olacak sekilde 10 kez

lizis bufferda seyreltildi.
Proteaz Inhibitorleri
100X PMSF (100 mM)

0.174 g PMSF (PMSF MA: 174.19 g/mol) 10 mL Ethanol iginde sulandirildu.
Soliisyon alikotlanarak -20 °C’de saklandi. Calisma konsantrasyonu 1 mM olacak sekilde
100 kez lizis bufferda seyreltildi.

10X Proteaz Inhibitor Kokteyli

Bir adet Proteaz Inhibitor Kokteyl tableti (PI) (Sigma S8830) 10 mL steril ¢ift

distile su i¢inde ¢oziildii ve -20 °C’de saklandi. Calisma konsantrasyonu 1 X olacak

sekilde 10 kez lizis bufferda seyreltildi.
TNTE Hiicre Patlatma Tamponu

Son konsantrasyonlart 50 mM Tris-Cl, pH: 7.4, 150 mM sodyum kloriir, % 1 Triton
X-100, 1 mM EDTA pH: 7.0, 5 mM NaPPi, 1x PI, % 10 gliserol, 2 mM NaVan, 20 mM
NaF, 1 mM PMSF olacak sekilde soliisyonlar birlestirilerek hacim 10 mL’ye tamamland.

1X immiinopresipitasyon Yikama Tamponu

Son konsantrasyonlari 50 mM Tris-Cl pH: 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA pH:
8.0, % 0.1 Triton X-100 olacak sekilde hazirland.
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5.1.9.7. Immiinofloresanda Kullanilan Soliisyonlar
% 4 Paraformaldehit Cozeltisi

4 gr paraformaldehit (PFA MA: 30.03) 80 mL PBS igerisinde 60 °C’de 1sitilarak
¢ozildi. pH IN HCI ile 6.9’a ayarlandi. Son hacim 100 mL’ye tamamland: ve 0,45 um

filtreden gegirilerek sterilize edildi.
Immiinofloresan Bloklama Soliisyonu

Ticari olarak alinan kegi serumundan 1 mL, 9 mL 1X PBS i¢ine konularak % 10

bloklama soliisyonu hazirlandi.
Immiinofloresan Permeabilizasyon Soliisyonu

% 20 Triton X 100 stogundan 100 pL alinip 1X PBS ile 10 mL’ye tamamlanarak %

0.2°1ik ¢aligsma soliisyonu hazirlandi.
5.1.9.8. Memeli Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Soliisyonlar
% 10 FBS-DMEM-Pen/Strep Besiyeri

90 mL DMEM besiyerine 10 mL FBS ve % 1 pen/strep (100 U/mL pen-100 U/mL

strep) eklenerek hazirlandi.

10X PBS Stogu

2 g potasyum kloriir (KCL, MA: 75 g/mol), 2 g potasyum fosfat monobazik
(KH2PO4, MA: 136 g/mol), 80 g sodyum kloriir (NaCl, MA: 58.44 g/mol), 11.5 g sodyum
fosfat dibazik (Na2HPO4, MA: 142 g/mol) 1 L steril ¢ift distile su i¢inde ¢ozildi. pH,
7.2’ye ayarlandi. Calisma konsantrasyonu 1X olacak sekilde 10 kez seyreltilerek
kullanildi.

5.1.9.9. Transfeksiyon Soliisyonlari
2X HEPES

0.8 g NaCl (MA: 58.44 g/mol), 0.027 g Na2HPO4.2H20 (MA: 177,99 g/mol) ve 1.2
g HEPES (MA: 238.3 g/mol) 90 mL deiyonize distile su i¢inde ¢oziildii. pH, 0.5 N NaOH
ile 7.05’e ayarland1 ve hacim 100 mL’ye tamamlandi. Soliisyon 0,25 mikron filtreden

gecirilerek steril edildi ve 15 mL’lik falkonlara dagitilarak -20 °C’de saklandi.
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2.5 M CaCl:

36.75 g CaCl> (MA: 147.02 g/mol) 100 mL steril ¢ift distile su i¢inde ¢oziildiikten
sonra 0.25 mikron filtreden gegirilerek steril edildi. 15 mL’lik falkonlara dagitilarak -20
°C’de saklandi.

5.1.9.10. GST Pull Down i¢in Kullamlan Soliisyonlar
Bakteri Patlatma Tamponu

Son konsantrasyonlar1 10 mM Tris-Cl, pH: 7.5, 150 mM sodyum kloriir, 0.5 mM
EDTA pH: 7.0, % 0,5 NP-40, 1 mM PMSF, 1X PI (Sigma, S8830), 2 mM NasVO4 olacak

sekilde soliisyonlar birlestirildi ve hacim 10 mL’ye tamamlandi.
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5.2. Yontem
5.2.1. RIPK4 ve KRT14 Genlerinin Klonlanmasi

RIPK4 geni N terminalinde bulunan kinaz domaini, C terminalinde bulunan ankirin
domaini ve bu iki domaini birbirine baglayan linker domaininden olusan RIPK4

proteinini kodlamaktadir. (Sekil 10).

Kinaz Domain Linker Ankirin Domain

mllllllllllHRlen

734 784

.,  m K

_ RIPK4 Lil’lker

K5IR ol [ [ [ [ [ [ ] ] ] | jwem RiPK4 CTer

o e [ [ e i

Sekil 10. insan RIPK4 proteininin fonksiyonel bélgelerinin ve klonlanan domainlerinin
sematik olarak gosterilmesi

Calismamizda kullanilan RIPK4 FL (tam uzunlukta, 87 kDa), RIPK4’iin N terminal
domaininin 51. pozisyonunda lizinin arginine doniismesiyle kinaz aktivitesinin
kaybolmasina neden olan RIPK4 K51R (Kinaz mutant formu), RIPK4 N Ter (kinaz
domaini, 1-292 amino asitleri arasi, 42 kDa), RIPK4 Linker (N Terminal ve C terminali
baglayan bolge, 278-438 amino asitleri arasi, 27 kDa) ve RIPK4 C Ter (linker art1 ankirin
bolgeleri, 278-784 amino asitleri arasi, 66 kDa) Gateway Klonlama Sistemi
(Thermofisher, ABD) kullanilarak uygun memeli ve bakteri vektorlerine daha 6nceden
klonlanmustir (Sekil 10) (87).

KRT14’{in tamamim klonlamak i¢in asagidaki strateji uygulandi. Oncelikle HaCaT
hiicrelerinden elde edilen RNA’dan sentezlenen cDNA basinda ve sonunda attB
kuyruklari olacak sekilde KRT14’e 6zgii primerler kullanilarak PCR ile ¢ogaltildi. attB
kuyruklar1 igeren KRT14 fragmanlar1 Gateway Klonlama Sistemi kullanilarak giris
vektorlerine aktarildiktan sonra uygun memeli ve bakteri ekspresyon vektorlerine
klonlandi. Tim bu islemler asagida basliklar halinde detayli olarak verildi (5.2.1.1.-
5.2.1.9).
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5.2.1.1. RNA izolasyonu

HaCaT hiicrelerinden EZNA Total RNA kiti kullanilarak RNA izolasyonu
gergeklestirildi. Firmanin onerileri dogrultusunda 1x10° hiicreyi ge¢meyecek sekilde
hiicreler Tripsin/EDTA ile yiizeyden kaldirildi ve hiicre siispansiyonu RNaz olmayan
tiipe aktarilarak 500 g’de bes dakika santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirilarak 1000
uL RNA solvent ajan1 +20 pL 2-merkaptoetanol olacak sekilde eklendi. Hiicreler 25
gauge igne ucu ile 10-15 kez homojenize edildi ve bes dakika oda sicakliginda bekletildi.
Sonrasinda, 200 pL kloroform eklendi, 20 saniye vortekslendi ve ii¢ dakika oda
sicakliginda bekletildi. 4°C’de 13 000 g’de 15 dakika santrifiij edildikten sonra iist
kisimda olusan ve RNA’y1 igeren renksiz faz temiz bir ependorfa aktarildi. Siipernatana
esit hacimde % 70 ethanol eklendi ve iyice vortekslendi. Ornek kolona aktarilarak oda
sicakliginda 10 000 g’de bir dakika santrifiij edildi. Kolon 500 pL RNA wash buffer I ile
yikanarak 10 000 g‘de 30 sn santrifiij edildi. Kolon temiz bir iki mL toplama tiipiine
aktarildi. iki defa 500 uL. RNA wash buffer 11 eklendi ve oda sicakliginda 10 000 g’de bir
dakika santrifiij edildi. Fazla alkolii uzaklastirmak igin kolon iki dakika yiiksek devirde
santriflij edildi. Kolon 1.5 mL’lik temiz bir ependorfa transfer edildikten sonra RNA’y1
ayristirmak icin kolonun merkezine 45-75 pL. DEPC ile muamele edilmis su eklenerek
oda sicakliginda bes dakika bekletildi. 10 000 g’de bir dakika santrifiij edilerek RNA
ependorf tlipe toplandi. RNA konsantrasyonu Nanodrop cihazi ile belirlendikten sonra,

ornekler -70°C’ye kaldirildi.
5.2.1.2. RNA’dan cDNA Sentezi

Izole edilen RNA’dan “Super Script III First Strand Synthesis System” Kkiti
kullanilarak cDNA sentezlendi. Yontem tiretici firmanin 6nerdigi dogrultuda Tablo 1 ve

Tablo 2°de belirtilen sekilde gergeklestirildi.

Tablo 1. cDNA sentezi igin hazirlanan kalip-primer karigimi

Bilesenler 1 X Reaksiyon

2.5 pg total RNA 2.7 uL

50 mM oligodT 1uL

10 mM dNTP karigimi 1uL

DEPC-su 10 puL’ye tamamlandi.
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Yukaridaki tabloda belirtildigi gibi hazirlanan karisim 65 °C’de bes dakika inkiibe
edildikten sonra en az bir dakika buzda bekletildi.

Tablo 2. cDNA sentez reaksiyonu igerigi

Bilesenler 1 X Reaksiyon
10X RT bufer 2 ulL
25 mM MgCl; 4 uL
0.1MDTT 2ulL
RNaz OUT (40 U/ uL) 1uL
SuperScript 11 RT (200 U/ uL) 1uL

Tablo 2’ye gore hazirlanan cDNA sentez reaksiyonundan 10 pL Tablo 1’e gore
hazirlanan RNA-primer karisimina eklendi ve nazikge karigtirildi. Reaksiyon, Thermo
cycler cihazi kullanilarak 50 °C’de 50 dakika, 85 °C’de bes dakika bir dongii olacak
sekilde gerceklestirildi. Sonrasinda 6rnek buza alindi ve kalan RNA’y1 uzaklagtirmak i¢in
1 uL RNase H eklendi ve 20 dakika 37 °C’de inkiibe edildi. Ornek -20 °C’de sakland.

5.2.1.3. Spektrofotometrik Yontemle DNA ve RNA’min Kantitatif ve Kalitatif

Analizi

DNA ve RNA molekiillerinin konsantrasyon ve safliginin belirlenmesi i¢in

NanoDrop cthazinda 1 pL 6rnek OD260/0D280 degerlerinde dl¢iildii.
5.2.1.4. KRT14’iin PCR ile Cogaltilmasi

KRT14 geni bas ve kuyruk domainleri arasinda kalan bir rod domaininden
olusmaktadir (Sekil 11).

Bas Rod Domain Kuyruk
KRT14 %
1 113 425 472

Sekil 11. Insan KRT14 proteininin ve fonksiyonel bdlgelerinin semasi

Tam uzunlukta KRT14, dizinin basinda ve sonunda uygun attB kuyruklar1 olacak
sekilde Tablo 3’de belirtilen primer cifti ile Tablo 4’deki kosullarda Termal Cycler ile
cogaltild.
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Tablo 3. KRT14 ¢cDNA larinin olusturulmasinda kullanilan primer ¢ifti

.. e e = s Primer
Primerin Ad1 Primerin 5°-3’ baz dizisi Banka No
KRT14 attB1 Forward ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttcATGACCACCTGCAG 1037

CCGCC

KRT14 attB2 Reverse gggaccactttgtacaagaaagctgggtcTCAGTTCTTGGTGCGA 1039
AGGACCTG

*Koyu gosterilen bolge attB kismidir.

Tablo 4. Pwo enzimi i¢in kullanilan PCR kosullar

PCR Karisimu |
Kalip DNA (700 ng) 8 uL
dNTP karisim (100 mM) 0.5 uL
Forward Primer (10 pmol/pL) 1.3 uL
Reverse Primer (10 pmol/pL) 1.3 uL
ddH20 1.4 uL
PCR Karisim 11
Buffer (MgSO.) (25 mM) 2.5 ulL
Pwo DNA polimeraz 5U/ pL 0.5 uL
ddH20 9.5uL

Tablo 4’e gore hazirlanan karigim I’den 12.5 pL karisim Il iizerine eklendi. PCR
reaksiyonu; baslangi¢ denatiirasyonu 94 °C’de iki dakika; 15 dongii olacak sekilde 94
°C’de 15 sn denatiirasyon, 65 °C’de 30 sn baglanma, 72 °C iki dakika sentez, 72 °C alt1
dakika son sentez olacak sekilde hata orani diisik Pwo DNA Polymeraz enzimi

kullanilarak ger¢eklestirildi.
5.2.1.5. DNA Analizleri icin Agaroz Jel Elektroforezi

Analiz edilecek DNA molekiiliiniin boyutuna gére % 0.8’lik ya da % 1’lik agaroz
jel hazirlandi. 100 mL 1x TAE igerisinde % 0.8’lik jel i¢in 0.8 g; % 1.5’Iuk jel i¢in 1.5 g
agaroz kaynatildi ve sicaklig1 55-60 °C’ye diistiigiinde son konsantrasyonu 0.1-0.2 pg/mL
olacak sekilde etidyum bromiir eklendi. Agaroz jel yatay jel elektroforez kasetlerine
dokiildiikten sonra donmasi beklendi. Agaroz jel donduktan sonra TAE tamponu i¢eren
elektroforez tankina yerlestirildi. DNA 6rnekleri Orange G DNA yiikleme tamponu ile
karistirtlarak jele yiiklendi. Elektroforez islemi 60-100 V sabit direng altinda 30-45
dakika gerceklestirildi. DNA bantlar1 UV transilliiminator ile goriintiilendi.
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5.2.1.6. Cogaltilan KRT14’iin Jelden Piirifikasyonu

KRT14 PCR firiiniiniin tamami % 1’lik agaroz jelde 100 volt akimda 1 saat
yiritildiikten sonra Qiagen Gel Extraction Kit kullanilarak jelden temizlendi. DNA
fragmenti agaroz jelden kesilerek darasi alinmis temiz bir tiipe aktarildi. Jel parcasinin
miktart dlgiildiikten sonra 100 mg jele yaklagik 100 uL olacak oranda ti¢ hacim Buffer
QG eklendi. 50 °C’de 10 dakika inkiibe edildi. Jel tamamen eriyinceye kadar iki-ii¢ dakika
da bir vortekslendi. Jel tamamen eriyince bir hacim izoprapanol eklendi ve karistirildi.
Karisim kitin sagladigi kolona aktarilarak 13 000 rpm’de bir dakika santrifiij edildi.
Sirasiyla 500 L QG Buffer, 750 uL. PE buffer eklenerek 13 000 rpm’de bir dakika
santrifiij edildi. Kolon temiz tiipe aktarildiktan sonra 50 uLL DNA eliisyon tamponu (10
mM Tris-Cl, pH 8,5) ile 13 000 rpm’de bir dakika santrifiij edilerek eliisyon yapildi.

5.2.1.7. KRT14 Giris Vektoriiniin Olusturulmasi

PCR ile g¢ogaltilan ve agaroz jelden elde edilen KRT14, Gateway pDONR201 donor
vektoriine Tablo 5’deki kosullara gore BP reaksiyon ile yerlestirilerek KRT14 igeren giris

vektori olusturuldu.

Tablo 5. Gateway Sistemi BP reaksiyonu igerigi

BP Karisim
PCR iiriinii (25 ng/uL) 1puL
Giris vektorii (25 ng/uL) 1uL
BP Clonase II enzim karigimi 0.5 uL
Toplam 2.5 uL

BP Klonlama reaksiyonu 25°C’de iki saat inkiibasyondan sonra 0.35 uL Proteinaz
K eklenerek 37°C’de 10 dakika bekletilmek suretiyle reaksiyon durduruldu.

BP reaksiyonu sonrasinda KRT14 i¢in olusturulan giris vektdrii DHS5a’ya
transforme edildi (Bkz Baslik: 5.2.2.1). Biiyiiyen bakterilerden birer koloni segilerek 50
pg/mL Kanamisin iceren LB besiyerinde ¢ogaltildiktan sonra plazmit izolasyonu yapildi
(Bkz Bashik: 5.2.2.2). KRT14%{in giris vektoriine klonlandigin1 dogrulamak iizere vektor
dizilendi (Bkz Baslik 5.2.1.10).
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5.2.1.8. KRT14 Ekspresyon Vektorlerinin Olusturulmasi

KRT14 giris vektorii olusturulduktan ve dizi analizi ile dogrulandiktan sonra, giris
vektoriinden Gateway LR reaksiyonu ile Tablo 6’da belirtilen kosullara gore farkli varis
vektorlerine klonlanarak ekspresyon vektorleri olusturuldu (Tablo 7). RIPK4, domainleri

ve KRT14’lin klonlandig1 varis vektorleri Tablo 7°de detayli olarak gosterilmistir.

Tablo 6. Gateway Sistemi LR reaksiyonu igerigi

LR Karisim
Girig vektorii (25 ng/uL) 1uL
Varis vektori (25 ng/uL) 1uL
LR Clonase Il enzim karigim1 0.5 uL
Toplam 2.5uL

LR reaksiyonu, 25°C’de dort buguk saat inkiibasyondan sonra 0.35 uL Proteinaz K
eklenerek 37°C’de 10 dakika bekletilmek suretiyle reaksiyon durduruldu.

LR reaksiyonu sonrasinda KRT14 i¢in olusturulan ekspresyon vektorleri DH5a’ya
transforme edildi (Bkz Baslik: 5.2.2.1). Biiyiiyen bakterilerden birer koloni se¢ilerek 100
pg/mL ampisilin iceren LB besiyerinde ¢ogaltildiktan sonra plazmit izolasyonu yapildi.
(Bkz Baghk: 5.2.2.2) KRT14’{in ekspresyon vektorlerine klonlandigini1 dogrulamak iizere
vektor dizilendi. (Bkz Baslik 5.2.1.10)

Tablo 7. RIPK4 ve KRT14’lin LR reaksiyonu ile klonlandig: varis vektorleri

Vektorlerin Fiizyon proteinler ve bulunduklari
Klonlanan gen

hedefleri vektorler
RIPK4 FL
i RIPK4 N Ter (Kinaz Domaini)
Memeli 3XFLAG, p3xFLAG-CMV/DEST RIPKA4 Linker
RIPK4 C Ter (Linker ve ankirin domaini)
Memeli GST, pDEST-27 KRT14
Bakteri GST, pGEX-KG/DEST KRT14
Bakteri His, pDEST17 RIPK4 FL
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5.2.1.9. KRT14 Klonlarmin Dizilenmesi

KRT14 vektorleri 0.2 ng pGEM plazmidi (3272 bp) ile birlikte % 0.8’lik agaroz
jelde yiiriitiildii. Her bir dizileme reaksiyonuna konulacak kalip DNA miktar1 pGEM
miktarina gore ayarlanarak yaklasik 50-100 ng arasinda olacak sekilde Tablo 8’de

belirtilen primerler ile dizileme yapildi.

Tablo 8. KRT14 giris ve ekspresyon vektorlerinin dizilenmesinde kullanilan primerler

Primerin Ad1 Primerin 5°-3° Baz Dizisi Primer No

KRT14 1* Forward attBl ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttcATGA 1037
CCACCTGCAGCCGCC

KRT14 1419* Reverse attB2 ggggaccactttgtacaagaaagctgggtcTCAGT 1039
TCTTGGTGCGAAGGACCTG

KRT14 1174* Forward GAGCAGCAGAACCAGGAGTA 1104

KRT14 359* Reverse TGCATGGTCACCTTCTCACT 1105

KRT14 463* Forward CCGCACCAAGTATGAGACAG 1206

KRT14 714* Reverse CTGCATCTCCAGGTCAGCT 1207

*Sekansin basla_dlgl baz sayis1

Dizileme reaksiyonu BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing kitinin 6nerdigi

sekilde Tablo 9’a gore gergeklestirildi.

Tablo 9. Dizileme reaksiyonu i¢gin PCR karigimi

Bilesenler 1X Reaksiyon
BigDye 1puL

5X Buffer 1.5uL
Forward veya Reverse Primer (10 pmol/uL) 0.32 uL

Kalip Vektor (50-100 ng) 1.5uL

dH20 5.68 uL
Toplam 10 uL

Dongiisel dizileme reaksiyonu Applied Biosystems 9700 Thermocycler cihazinda
gerceklestirildi. PCR  kosullari; baslangig denatiirasyonu 96 °C’de iki dakika,
denatiirasyon 25 dongii olmak iizere 96 °C’de 15 saniye, baglanma 50 °C’de 20 saniye,
sentez 60 °C’de iki dakika olarak ayarlandi.
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Dizileme sonucunda elde edilen PCR iiriinleri Sephadex®G-50 ile firmanin
onerdigi protokole gore saflastirildi. Saflastirma esnasinda 1 g Sephadex®G-50 tartilarak
12-13 mL dH2O igerisinde ¢6ziildii. Sonrasinda kolonlar (Macherey-Nagel) toplama
tiipleri tizerine alind1 ve kolonlara 600 puL Sephadex®G-50 eklenerek 750 g’de iki buguk
dakika santrifiij edildi. Toplama tiipleri atild1 ve kolonlar 1.5 mL’lik ependorf tiiplerin
tizerine alindi. PCR iiriinleri kolondaki Sephadex®G-50 iizerine sephadexin yapisini
bozmadan, dikkatlice transfer edilerek 750 g’de bes dakika santrifiij edildi. Saflastirilan
PCR fiiriinleri 96 kuyulu platelere transfer edilerek ABI 3130 genetik analiz cihazina
yiiklendi ve dizileme islemi gerceklestirildi. Dizileme sonuglart Chromas 2.32 ve
SeqScape® software v2.5 programlarit ile analiz edildi. Elde edilen veriler gen
bankasindan alinan referans KRT14 (Ref Seq: NM_000526) dizisi ile karsilastirildi.

5.2.2. Bakteri Kiiltiir Teknikleri
5.2.2.1. E coli DH5a Susuna Plazmit (Vektor) Transformasyonu

Inoue yontemiyle daha 6nceden kompetan hale getirilen E.Coli susu DH5a (87)
80 °C’den ¢ikarilarak buz iizerinde ¢oziindii. 0.5 pg plazmit 50 pL DH5¢ susuna transfer
edilerek bes dakika da bir hafifce karistirmak suretiyle 30 dakika buz lizerinde bekletildi.
42 °C’de 30 saniye 1s1 sokuna maruz birakildiktan sonra iki dakika boyunca buzda
bekletildi. Bir mL LB besiyeri eklendikten sonra, 6rnekler 37 °C ¢alkalamali inkiibatérde
250 rpm hizinda bir saat boyunca inkiibe edildi. Siire sonunda 6rnekler 3000 rpm hizinda
bes dakika santrifiij edildi. Bir mL LB ile yikanan drnekler bes dakika daha santrifiij edildi.
Stipernatant dokiildiikten sonra bakteri pelleti tizerine 100 uL. LB eklenerek iyice
karistirildi. Ornekler, plazmitin icerdigi antibiyotik direncine bagl olarak ya 50 pg/mL
kanamisin ya da 100 pg/mL ampisilin igeren LB-Agar kat1 besiyeri iceren petrilere ekildi

ve 37 °C’deki inkiibatorde bir gece boyunca biiylimeye birakildi.
5.2.2.2. Bakteriden Plazmit izolasyonu

Transforme edilmis ve petri kaplarinda biiyiimeye birakilmis bakterilerden tek bir
koloni segilerek kanamisin/ampisillin iceren LB besiyerine ekildi ve 37 °C’de 200 rpm
hizinda 12-16 saat arasinda g¢alkalamali inkiibatdrde biiyiitiildii. Plazmit izolasyonu
EZNA endofree mini prep Kitin katalogunda o6nerdigi sekilde gergeklestirildi. Gece
boyunca biiyiitiilmiis satiire kiiltiir 10 000 g de bir dakika santrifiij edilerek hiicreler
¢oktiirildii. Stipernatant dokiildiikten sonra pellet iizerine 6nce iginde RNaz A (10mg/uL)
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bulunan Soliisyon I’den 250 pL eklenerek iyice siispanse edildi. 250 pL Soliisyon II
eklenerek tiipler nazikge alt tist edildikten sonra berrak bir lizat elde edildi. Lizatlar iki-
ti¢ dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra 125 uLL N3 soliisyonu eklendi
ve beyaz presipitatlarin olusmass1 i¢in tiipler bir ka¢ kez alt iist edildi. Ornekler
maksimum hizda 20 dakika santrifiij edilerek bu presipitatlarin iyice ¢okmesi saglandi.
antrifiij sonunda presipitata degmeden siipernatant temiz bir tiipe alind1 ve hacmi dl¢iildi.
Lizat lizerine 1:1 oraninda ETR Binding Soliisyonu eklendi ve tiip 10 defa alt {ist edilerek
karistirildi. Diger taraftan plazmiti saflastirmada kullanilacak kolonlara 100 puL 3M
NaOH eklendi ve maksimum hizda oda sicakliginda bir dakika santrifiij edilerek
dengelendi. Sonrasinda, 500 pL lizat kolonlara transfer edilerek maksimum devirde oda
sicakliginda bir dakika santrifiij edildi. Daha sonra kolonlara sirasiyla 500 pL ETR Wash
Soliisyonu, 500 nL. HBC Soliisyonu ve 700 uL DNA Wash soliisyonu eklendi ve kolonlar
maksimum devirde santrifiijlenerek yikandi. Kolonlar temiz tiiplere transfer edilerek
tizerlerine 50-100 pL eliisyon soliisyonu eklendi ve bir dakika oda sicakliginda inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonrasi maksimum devirde santrifiij edilerek plazmitin kolondan
ayrilmasi saglandi. Elde edilen plazmitlerden 2 uL % 0.8’lik agaroz jelde yiiriitiildiikten
sonra plazmit konsantrasyonlar1 Nanodrop cihazinda belirlendi. Ornekler -20°C’ye
kaldirildu.

5.2.2.3. Bakterilerin IPTG ve L-Arabinoz ile indiiklenmesi

Ekspresyon vektorii, IPTG ile indiiklenecek kiiltiir igin BL21-DE3, L-Arabinoz ile
indiiklenecek kiiltiir i¢in BL21-Al E. coli susuna transforme edildi. Transforme edilen
kiiltirlerden secilen koloniler sivi kiiltlirlere aktarilip bir gece biiyiimeye birakildi.
Biiyiiyen s1vi1 kiiltiirlerden alt kiiltiir baslatmak {izere OD 600 degeri Olciilerek 0.2°ye
ayarlandi. Bu alt kiiltiir proteinin ¢oziiniir olmasini engelleyen inkliizyon cisimcikleri
olusumunu 6nlemek aciyla diisiik sicaklikta OD 0,4-0,6 arasinda olana dek biiylimeye
birakildi. OD uygun degere gelince heniiz indiiklenmemis kiiltiirden 1,5 mL alinarak
5000 g’de bes dakika santrifiij edildi. Siipernatant iyice uzaklastirilarak bakteri pelleti
kiiltiriin 0. saati olarak SDS-PAGE jelde yiiriitiilmek tizere -80 °C’ye kaldirild1. Geri
kalan kiiltir 100-150 uM araliginda IPTG veya % 0.2 L-Arabinoz ile indiiklenerek
20 °C’de calkalamali inkiibatorde bekletildi. Belirlenen inkiibasyon siireleri sonunda
kiiltiir 5000 g’de bes dakika santrifiij edildi. Stipernatant iyice uzaklastirilarak bakteri

pelleti daha sonra analiz edilmek tizere -80 °C’ye kaldirildi.
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5.2.2.4. Bakterilerin Patlatilmasi

Bakteriler patlatilacagi zaman pelletler -80 °C’den ¢ikarildi. Pellet tizerine 200 pL %
0.5 NP-40 iceren bakteri patlatma tamponu eklenerek buz iizerinde 20 dakika orbital
calkalayici tizerinde bekletildi. Patlatma sonrasi bakteriler % 50 amplitude, 10 saniye
pulse, 50 saniye bekleme olacak sekilde ii¢ dongii buz iizerinde sonike edildi.
Sonikasyonun ardindan bakteriler 15 000 g’de 20 dakika +4 °C’de santrifiij edilerek

siipernatant toplandi ve temiz bir tiipe alindi.
5.2.3. Hiicre Kiiltiirii Teknikleri

Bu c¢alismada, Immiinopresipitasyon deneylerinde insan embriyonik bdbrek
hiicreleri olan HEK293 (ATCC® CRL-1573™) ve DKFZ’den hibe olarak alinan yetiskin
immortal insan keratinosit hiicre hatti1 olan HaCaT hiicreleri ve immiinofloresan
deneylerinde servikal kanser hiicrelerinden kdken alan HeLa (ATCC® CCL-2™) hiicre
hatlar1 kullanilmigtir. Tiim hiicreler % 1 Penisilin ve streptomicin (Pen/Strep) iceren %
10 FBS-DMEM yiiksek glikozlu besiyerinde 37 °C’de nemlendirilmis % 5 CO: igeren

doku kiiltiirii inkiibatoriinde biiyiitiilmiistiir.
5.2.3.1. Hiicrelerin Coziilmesi

S1v1 nitrojen tankindan ¢ikarilan hiicreler 37°C su banyosunda i¢inde az bir miktar
buz kalacak sekilde ¢oziindii ve buz tizerine alindi. Coziilen hiicreler iizerine biiyiime
medyumu olan sogutulmus % 20 FBS, % 1 Pen/Strep igeren yiiksek glukozlu DMEM
besiyerinden eklendi ve 1200 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant dokiildiikten
sonra bir defa daha yikama gergeklestirildi. Sonrasinda hiicreler ayni besiyeri ile siispanse
edildi ve T25°lik flaska ekildi. Ertesi giin besiyeri % 10 FBS ve % 1 Pen/Strep igeren
DMEM ile degistirildi.

5.2.3.2. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicreler yaklagik % 80-90’lik konfluensiye ulastiginda pasajlandi. Pasajlanacak
hiicrelerin tizerinden 6ncelikle besiyeri uzaklastirildi ve hiicreler PBS ile yikandi. T25
flaska 1 mL ve T75 flaska 3 mL olacak sekilde tripsin/EDTA (T/E) eklenerek inkiibatore
kaldirildi. Hiicreler ylizeyden kalkana kadar T/E’ye maruz birakildi. Hiicrelerin iizerine
T/E reaksiyonunu sonlandirmak i¢in T25’¢ 5 mL, T75’e 10 mL olacak sekilde % 10 FBS

iceren besiyeri eklendi. Hiicreler toplanarak temiz bir falkon tiipe aktarildi ve 1200
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rpm’de bes dakika santrifiij edildi. Hiicre pelleti uygun hacimde besiyeri ile 1/5 ya da

1/10 oraninda seyreltilerek temiz flasklara aktarildu.
5.2.3.3. Hiicrelerin Dondurulmasi

Dondurulmasi planlanan hiicreler ilk etapta T/E ile ylizeyden kaldirild1 ve santrifiij
edildi. Hiicreler 6nceden sogutulmus antibiyotik igermeyen % 10 FBS-DMEM besiyeri
ile bir defa yikandiktan sonra hiicre pelleti 900 pL sogutulmus % 20 FBS-DMEM
igerisinde siispanse edildi. Hiicreler 10 dakika buzda bekletildikten sonra 100 uLL DMSO
(% 10) eklenerek 10 dakika daha bekletildi. T25’den toplanan hiicreler bir adet dondurma
tiptinde, T75’den toplanan hiicreler ise ili¢ adet dondurma tiipiinde donduruldu.
Dondurulacak hiicreler Mr. Frosty i¢inde -80 °C’de bir giin bekletildikten sonra uzun

donem saklamak icin s1v1 azot tankina transfer edildi.
5.2.3.4. HEK?293 Hiicrelerinin Kalsiyum Fosfat Yontemi ile Transfeksiyonu

HEK293 hiicrelerinin transfeksiyonu kalsiyum fosfat transfeksiyon metodu
kullanilarak gerceklestirildi (88). Ekspresyon vektorlerinin HEK293 memeli hiicrelerine
transfeksiyonu i¢in alt1 kuyucuklu tabaklara yaklasik % 30-40 konfluent olacak sekilde %
10 FBS igceren DMEM ig¢ine ekildi ve hiicrelerin tutunmasi i¢in bir gece bekletilmek iizere
etiive kaldirildi. 1-2 pug plazmit steril su ile 20 uL’ye tamamlandi. Diger taraftan 2.5 M
CaClz’den 10 uL alinarak son konsantrasyon 12.5 mM CaCl; olacak sekilde 70 uL steril
distile suyun icginde seyreltildi. Final hacim 100 pL olacak sekilde 20 uL. DNA-su
karisimmna 80 uL CaClz-su karisimi eklendi. DNA-CaCl> karisimi diisik hizda
vortekslenirken iistine damla damla 100 pL 2xHEPES eklenerek, toplam hacim 200
uL’ye tamamlandi. DNA- CaCl>-HEPES karisim1 20 dakika oda sicakliginda inkiibe
edildikten sonra 1.8 mL besiyeri igeren hiicrelerin iizerine yavasga damla damla eklendi.
18 saat sonra besiyeri Pen/Strep antibiyotigi icerecek sekilde degistirildi.
Transfeksiyondan 24 saat sonra IP analizi gergeklestirildi.

5.2.3.5. HeLa Hiicrelerinin Dreamfect Yéntemi Ile Transfeksiyonu

HeLa Hiicrelerinin transfeksiyonu Dreamfect ajani kullanilarak iiretici firmanin
onerdigi sekilde gerceklestirildi. Ekspresyon vektorlerinin HeLa memeli hiicrelerine
transfeksiyonu i¢in alti kuyucuklu tabaklara onceden steril edilmis 24x24 mm
boyutlarinda lameller konuldu. Lamellerin iizerine 1.5x10°-3x10° arasinda hiicre % 10

FBS igceren DMEM besiyeri i¢ine ekildi ve hiicrelerin tutunmast i¢in bir gece bekletilmek
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tizere etiive kaldirildi. Ertesi giin transfeksiyondan 6nce kiiltiir besiyeri 1.8 mL serumsuz
(FBS icermeyen) besiyeri ile degistirildi. Transfeksiyon i¢in 100 pL serumsuz besiyeri
icinde 1.5-2 ug plazmit olacak sekilde ayarlandi. Diger taraftan 1:4 (DNA:Dreamfect)
oraninda transfeksiyon ajan1 100 puL serumsuz besiyeri i¢inde seyreltildi. DNA-DMEM
karisimi  Dreamfect-DMEM  karisimi igine eklendikten sonra 15-20 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi. Dort-alt1 saat sonra kiiltiiriin besiyeri % 10 FBS, % 1 Pen/Strep

iceren besiyeri ile degistirildi.
5.2.4. Protein Analiz Yontemleri
5.2.4.1. Hiicre Lizat1 Eldesi

Protein lizat1 elde edilecek hiicreler Oncelikle buz iizerine alindi. Hiicrelerin
tizerindeki besiyeri dikkatlice cekildikten sonra soguk PBS ile yikandi. Hiicrelerin
tizerine 50 mM Tris-Cl, pH: 7.4, 150 mM sodyum kloriir, % 1 Triton X-100, 1 mM EDTA,
5 mM NaPPi, 1x PI, 2 mM NaVan, 20 mM NaF, 1 mM PMSF ve % 10 gliserol igeren
TNTE patlatma tamponu eklendi. Hiicreler 30 dakika boyunca orbital calkalayici
tizerinde bekletildi. Siire sonunda hiicreler kaziyici ile temiz tiiplere toplandiktan sonra
buz iizerinde bes saniye pulse 25 saniye bekleme olmak {izere toplamda bes dongii
sonikasyon gerceklestirildi. Sonike edilen ornekler 4 °C’de 13000 g’de 15 dakika
santrifiij edildi ve hiicre lizat1 igeren siipernatan temiz tiipe aktarildi. Daha sonra analiz
edilmek tizere tiiplere 5X yiikleme tamponundan 1X olacak sekilde eklenerek -20 °C’ye
kaldirildi. Orneklerin daha uzun siire saklanmalar1 durumunda ise hiicre lizat: sonikasyon

yapilmadan once -80°C’ye kaldirild1.
5.2.4.2. BCA Testi ile Protein Konsantrasyonunun Olciilmesi

Elde edilen protein lizatinin konsantrayonu BCA protein konsasntrasyonu 6lgtim
kiti (Thermo Scientific) kullanilarak firmanm &nerdigi sekilde o6lgiildii. Oncelikle
konsantrasyonu bilinen BSA (2 mg/mL) standardindan 25, 125, 250, 500, 750, 1000,
1500 ve 2000 ug’lik diliisyonlar hazirlandi. Hazirlanan her bir BSA standard: ile birlikte
konsantrasyonu belirlenmek istenen protein lizatindan 25’er pL 96 kuyucuklu tabaga
replika olacak sekilde koyuldu. Kitin sagladig: soliisyon A’dan 50 kat ve Soliisyon B’den
bir kat eklenerek hazirlanan ¢aligma solusyonundan 200 pL &rneklerin tizerine eklendi.
Normalde rengi yesil olan ¢aligma soliisyonu protein ile birlesince mora doniismektedir.

Bu renk degisimi absorbansi 562 nm dalga boyunca plate okuyucuda olciildii. BSA
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standartlar1 kullanilarak OD degeri ve protein konsantrasyonuna dayali bir standart egrisi
microsoft excel programinda olusturuldu. Konsantrasyonu arastirilan proteinin OD degeri

bu standart egrisi kullanilarak hesaplandi.

5.2.4.3. Immiinoblot Yéntemi

SDS-PAGE Jellerinin Hazirlanmasi

SDS-PAGE Jel Elektroforez CamLarmin Hazirlanmasi

Kisa ve uzun camlar distile sudan gegirildikten sonra % 70 alkol ile iyice silindi.

Temizlenen uzun ve kisa camlar birlestirilerek jel standina yerlestirildi.
SDS-PAGE Ayirma Jelinin Hazirlanmasi

RIPK4 ve KRT14’lin ayn jelde goriintiilenebilmesi igin ayirma jeli % 7.5 olarak
belirlendi. SDS-PAGE jeli Tablo 10°da belirtildigi sekilde hazirlandiktan sonra yiikleme
jeli i¢in yer ayiracak sekilde kisa camin yaklasik bir cm altina gelene kadar dokiildii.
Ayirma jelinin hava ile temasinin engellenmesi ve yiizeyinin diiz olmasi i¢in iizerine

hemen izopropanol eklendi.

Tablo 10. SDS-PAGE ayirma jeli igerigi

Jel Icerigi % 7.5
ddH:0O 2.73mL
Akrilamid (% 40 acrylamid mix) 0.94 mL
1.5 M Tris-HCI pH 8.8 1.25 mL
% 10 SDS 0.05 mL
*0% 10 APS 0.05 mL
TEMED 5ulL
Toplam 5mL

*Taze hazirlanmalidir.

SDS-PAGE Yiikleme Jelinin Hazirlanmasi

Ayirma jeli polimerlestikten sonra (30-60 dakika), oncelikle jelin iizerindeki
izopropanol dokiildii ve distile su ile iyice yikandi. Yiikleme jeli Tablo 11°de belirtildigi
sekilde hazirlandiktan sonra bir cm’lik bosluga dokiildii. 10 veya 15 kuyucuklu taraklar
camlar arasma dikkatlice yerlestirildi. Polimerizasyon i¢in 30-60 dakika bekledikten

sonra nemli pegeteye sarilarak +4 °C’ye kaldirildi.
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Tablo 11. SDS-PAGE vyiikleme jeli igerigi

Malzemeler %5
ddH20 1.50 mL
Acrylamid (30% ) 0.65 mL
0.5 M Tris-HCI pH 6.8 0.35 mL
10% SDS 25 uL
*10% APS 50 uL

*Taze hazirlanmalidir.

SDS-PAGE Jel Elektroforezi
Orneklerin Yiiklenmesi ve Yiiriitiilmesi

-20 °C’den ¢ikarilan protein lizatlarmin tizerine 5x yiikleme tamponundan son
konsantrasyonu 1x olacak sekilde eklenerek 99 °C’de bes-yedi dakika kaynatildi.
Kaynayan ornekler bes dakika yiiksek devirde santrifiij edildi ve yiiklemeye uygun hale
getirildi. +4 °C’den ¢ikarilan jellerdeki taraklar ¢ikarilarak kuyular distile su ile iyice
yikandi. Jel yiikleme standi icine yerlestirildikten sonra tank icerisine konuldu. Tank
yuriitme tamponu ile doldurulduktan sonra ilk kuyuda 1 uL protein markor (Biorad,
1610374) olmak tizere 6rneklerden 20-30 pL yiikleme yapildi. Jel 6ncelikle 75 Volt’da
15 dakika sonra 100 Volt’da 90-100 dakika yiiriitildii.

Immiinoblotlama

SDS PAGE jelindeki 6rneklerin transferi igin nitroseliiloz membran kullanilarak
1slak blotlama yapildi. Oncelikle bir spatula yardimi ile camlar birbirinden yavas ve
dikkatlice ayrildi ve dengelenmesi i¢in transfer tamponuna aktarildi ve 10 dakika inkiibe
edildi. Diger taraftan jel ile aymi biyiiklilkte olacak sekilde nitroseliiloz membran
kesilerek dengelenmesi i¢in 45 °C°lik agiyla transfer tamponu igine konularak 10 dk
inkiibe edildi. Blotlama kasetinin siyah (anot) yliziine 6nceden transfer tamponunda
islatilmis bir adet siinger yatak ve iki adet ince iic mm whatman kagidi yerlestirildi.
Kagidin iistiine jel hava kabarcig1 kalmayacak sekilde dikkatlice yerlestirildi. Jelin {istiine
membran dikkatlice yerlestirildikten sonra membranin istiine iki adet ince 3 mm
Whatman kagidi ve bir adet 1slatilmis stinger yatak yerlestirilerek sandvi¢ olusturuldu.
Kaset transfer tamponu igeren tanka anot (Siyah) ve katot (kirmizi) tarafta olacak sekilde

yerlestirildi. Transfer siiresince karismasi i¢in tank igine magnetik karistirict konuldu.
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Transfer +4°C’de 100 Voltta bir saat on bes dakika yapildi. Transfer sonrasinda membran
kasetten ¢ikarilarak transferin oldugu yiizey isaretlendi ve TBS i¢ine aktarildi, li¢ kez
beser dakika yikandiktan sonra % 5 yagsiz siit tozu i¢eren bloklama tamponu igersinde
bir-iki saat oda sicakliginda veya gece boyu +4 °C’de orbital karistiricida inkiibasyona
birakildi. Bloklama sonrast FLAG antikoru % 2.5’lik yagsiz siit tozu icerisinde 1/5000,
GST antikoru % 2.5’lik yagsiz siit tozu igerisinde 1/1000 olacak sekilde hazirlandi.
Membran oda sicakliginda en fazla iki saat inkiibasyon siiresi uzadiginda da +4 °C’de
orbital karistiricida inkiibasyona birakildi. Birincil antikor ile inkiibasyonundan sonra
membran bes kez bes dakika % 0.05’lik Tween 20 igeren TBS ile (TBST) ile ¢alkalanarak
yikandi. Daha sonra % 2.5’lik yagsiz siit tozu igerisinde, Anti—-FLAG primer antikoru i¢in
1/5000 diliisyonda HRP konjuge anti fare, Anti-GST antikoru i¢in 1/8000 diliisyonda
HRP konjuge anti-rabbit sekonder antikor soliisyonu hazirlandi ve membran orbital
calkalayic1 iizerinde bir saat inkiibe edildi. ikincil antikor ile inkiibasyondan sonra
membran tekrar bes kez bes dakika TBST ile yikandi. Membran son bir kez TBS ile
yikandiktan sonra pens yardimiyla temiz bir kaba alindi. Membran1 gériintiileyebilmek
amactyla 0.5 mL ECL soliisyonu (BioRad Clarity Western ECL bilesenleri 1:1 oraninda
karistirild) ile ti¢ dakika muamele edildi. BioRad Chemidoc Goériintiileme Cihazi yardimi

ile membran goriintiilendi ve analiz edildi.
5.2.5. Immiinopresipitasyon Yéntemi

RIPK4 ile KRT14’iin etkilesiminin IP ile analiz edilmesi amaciyla FLAG-RIPK4,
FLAG-RIPK4 N Ter, FLAG-RIPK4 Linker, FLAG-RIPK4 C Ter ve FLAG-RIPK4 K51R
ile GST-KRT14 ekspres eden plazmitler 100 mm platelerde HEK293 hiicre hatti
hiicrelerine birlikte transfekte edildi. Transfeksiyondan 24 saat sonra 1 mL TNTE
tamponu ile patlatilarak protein lizat1 elde edildi. IP islemine baslamadan 6nce 1 mL
hiicre lizatindan her bir genin eksprese olup olmadigini kontrol edebilmemize olanak

saglayacak olan total protein analizi i¢in 80 pL kadar ayrildu.
5.2.5.1. Protein G Agaroz Boncuklarin Hazirlanmasi

Ticari olarak satin alinan G agaroz boncuklardan (Invitrogen, 15920-010) 6rnek
basina kullanilacak boncuk miktar: {iretici firmanin 6nerdigi sekilde hesaplanarak ucu
kesik pipet ucu ile temiz bir tiipe aktarildi. Boncuklarin tizerine 1 mL % 0.1 Triton X 100
igeren IP yikama soliisyonu eklendi ve 1000 g’de bir dakika santrifiij ile ¢okertildi. Bu
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yikama islemi toplam bes kez gerceklestirildi ve boncuklar kullanilana kadar +4 °C’de
bekletildi.

5.2.5.2. Hiicre Lizatimin On Temizligi

G agaroz boncuklarin baglamak istedigimiz protein disindaki proteinler ile 6zgiil
olmayan baglanmasini dnleyebilmek amaciyla protein lizatina 10 pL IgG kapli boncuk
eklendi. Hiicre lizat1 donen karistiricida bir saat siireyle +4 °C’de dondiiriildii. On temizlik
sonrasi lizat 1000 g’de bir dakika santrifiij edilerek boncuklarin ¢oktiiriilmesi saglandi.

Coken boncuklara degmeden siipernatant temiz bir tiipe alindi.
5.2.5.3. Immiinopresipitasyon Yéntemi

On temizligi yapilan lizata, 2-5 pg kadar anti-GST antikoru eklenerek iki saat
stireyle +4 °C’de dondiiriildii. Boylelikle GST etiketi ile flizyon olan KRT14 proteini
antikora bagland:. inkiibasyon sonunda lizata énceden yikanmis G protein boncuklardan
20 pL eklenerek iki saat siireyle +4 °C’de dondiiriildii ve anti-GST antikoru araciligiyla
GST-KRT14 proteini ve etkilestigi proteinler boncuklara cekildi. Inkiibasyon bitiminde
lizat 1000 g’de bir dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant uzaklastirildi. Protein
bagli olan boncuklar IP yikama soliisyonu ile bes defa yikandi. Yikamalar arasinda 1000
g’de bir dakika santrifiij yapildi. Son yikamadan sonra her 6érnege 2x protein yiikleme
tamponu koyularak bes dakika boyunca 99 °C’de kaynatildi. Ornekler hizli santrifiij
islemi sonras1 boncuklardan ayrilan lizat immiinoblot yontemi ile analiz edilmek iizere
SDS-PAGE jeline yiiklendi. GST-KRT14’iin FLAG-RIPK4 ile etkileserek boncuklara
FLAG-RIPK4’ii getirip getirmediginin tespiti i¢cin boncuklara ¢ekilen proteinler anti-
FLAG antikoru ile immiinobblot yontemi kullanilarak analiz edildi. Daha sonra GST-
KRT14lin boncuklara esit olarak baglandigini gosterebilmek amaciyla aynt membran
anti-GST antikoru ile muamele edildi. Ayrica, total protein lizati da jele yiiklenerek
hiicrelerde GST-KRT14 ve FLAG-RIPK4 proteinlerinin ekspresyonlar1 sirasiyla anti-

GST ve anti-FLAG antikorlari ile immiinoblot yontemi kullanilarak analiz edildi.
5.2.5.4. Endojen immiinopresipitasyon Yontemi

RIPK4 ve KRT14 etkilesimini ayrica bu iki proteinin endojen olarak ekspres oldugu
keratinosit hiicre hatti olan HaCaT hiicrelerinde endojen olarak da gostermek iizere
endojen IP gerceklestirildi. Endojen IP deneyi i¢in, HaCaT hiicreleri kosul basina iki adet
T75 flask iginde cogaltildi. Cogalan hiicreler TNTE patlatma tamponu ile patlatilarak
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protein lizat1 elde edildi. Elde edilen protein konsantrasyonu BCA testi ile analiz edilerek
0.5 mg proteine karsilik yaklasik 1 ug antikor gelecek sekilde antikor miktari hesaplandi.
Kosul basina 1.7 mg protein i¢in 2.8 pg anti-RIPK4 veya anti-FLAG (rabbit) antikoru
kullanildi. IP islemine baslamadan 6nce proteinlerin ekspres olup olmadigini belirlemek
amaciyla bu protein lizatindan 50 pL kadar total protein analizi i¢in ayrildi. Kalan
lizatlara boncuklara baglanan 6zgiil olmayan baglantilar1 yok etmek amaciyla % 0.1
Triton X 100 igeren tampon ile yikanan 30 pL protein G boncuk ile 1 saat siireyle
+4 °C’de én-temizleme yapildi. On temizligi yapilan lizata, endojen RIPK4 proteinini
boncuklara baglayabilmek amaciyla anti-RIPK4 antikoru ve kontrol olarak anti-FLAG
(rabbit) antikoru ile gece boyunca +4 °C’de inkiibasyon yapildi. inkiibasyon sonunda
lizata onceden yikanmis ve % 0.1 BSA ile bloklanmis G protein boncuklardan 30 pL
eklenerek iki saat siireyle +4 °C’de dondiiriildii. Inkiibasyon bitiminde protein bagli olan
boncuklar IP yikama soliisyonu ile bes defa yikandi. Son yikamadan sonra lizat kolona
gecirildi ve 0.1 M pH 2.5 glisin ile boncuklardan eliisyon yapildi. Eliisyondan 30 uL SDS-
PAGE jeline yiiklendi ve RIPK4’iin endojen KRT141i ¢ekip cekmedigini belirlemek i¢in
anti-KRT14 antikoru ile blot yapildi.

5.2.6. immiinofloresan Yontemi

RIPK4 ve KRT14’iin hiicre i¢inde birlikte yerlesimi IF yontemi ile analiz edildi.
HelLa hiicreleri alti kuyucuklu tabaklara yerlestirilen lameller tizerinde FLAG-RIPK4 ve
GST-KRT14 ekspres eden plazmitlerle tek baglarina veya birlikte transfekte edildi.
Transfeksiyondan 24 saat sonra besiyeri uzaklastirilarak asagidaki protokole gore IF
gerceklestirildi. Hiicreler iki defa 1XPBS ile yikandiktan sonra fiksasyon i¢in % 4’liik
PFA eklenerek 10 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi. Siire sonunda kuyular
bes defa 1XPBS ile yikandi. Hiicre membraninda porlar agabilmek i¢in kuyulara % 0.2
Triton X 100 igeren permeabilizasyon soliisyonu eklenerek bes dakika oda sicakliginda
inkiibe edildi. Siire sonunda kuyular bes defa 1XPBS ile yikandi. Primer antikorlarin
yiizeyle 6zgiil olmayan baglanmasini engelleyebilmek i¢in hiicreler % 10 FBS ile 60-75
dakika bloklandi. Siire sonunda FLAG etiketi ile fiizyon olan RIPK4 FL, RIPK4 N Ter,
RIPK4 Linker, RIPK4 C Ter ve RIPK4 K5IR i¢in anti-FLAG antikoru, 1/1250; GST
etiketi ile fiizyon olan KRT14 proteini i¢in ise anti-GST antikoru 1/500 oraninda
bloklama soliisyonu i¢inde hazirlandi ve 90 dakika inkiibe edildi. Hiicreler % 0.02 Triton
X100 igeren 1X PBST ile bes defa yikandi. Anti-FLAG antikorunu goriintiillemek igin
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sekonder antikorlar anti-mouse Cy3 1/1500; anti-GST antikoru i¢in ise anti-rabbit Alexa
Flour 488 1/1000 oraninda hazirlanarak hiicrelere eklendi ve 90 dakika inkiibe edildi.
Stire sonunda hiicreler 1XPBST ile bes defa yikandi. Diger taraftan temiz lamlar
hazirland1 ve tizerlerine 6rnek basima 1 damla olacak sekilde DNA boyast DAPI iceren
ve floresan sinyali artirma etkisi olan DABCO sollisyonundan damlatildi. Lameller
kuyulardan dikkatle c¢ikarilarak lam {izerine hava kabarcigr kalmayacak sekilde
kapatildiktan sonra kurumasi beklendi. Sonrasinda seffaf oje ile lamellerin kenari
sabitlendikten sonra sinyalin gelismesi i¢in bir gece karanlikta bekletildi. Floresan

mikroskop ile uygun filtreler kullanilarak 6rnekler analiz edildi.
5.2.7. GST Pull Down Yo6ntemi
5.2.7.1. Bakteri Lizatimn Hazirlanmasi

RIPK4 ve KRT14’{in in vitro’da birebir etkilesimini gdsterebilmek amaciyla GST-
pull down deneyi gergeklestirildi. Pull down deneylerini ger¢eklestirebilmek i¢cin RIPK4
6xHis ve KRT14 GST etiketi ile flizyon olusturacak sekilde bakteri ekspresyon
vektorlerine klonlanarak sirasiyla E. coli Al ve DE3 suslarina transforme edildi.
Transforme edilen bakteriler LB agar besiyerine ekildi. Ertesi giin segilen koloniler LB
s1vi besiyerine aktarildiktan sonra His-RIPK4 L-arabinoz ve GST ve GST-KRT14 IPTG
ajanlariyla bakteride indiiklendi. Indiiklendikten dort saat sonra His-RIPK4, iki saat sonra
GST ve GST-KRT14 bakteri pelleti toplandiktan sonra 1 mL TBS (25 mM Tris-HCI, 150
mM NaCl, pH 7.2) ile yikand1. 10 mM Tris-Cl, pH: 7.5, 150 mM sodyum kloriir, 0.5 mM
EDTA pH: 7.0, 1 mM PMSF, 1X PI, 2 mM NasVO4 ve % 0.5 NP-40 iceren bakteri
patlatma tamponu eklenerek protein lizati elde edildi. Lizat 10 sn pulse 50 sn bekleme {i¢
dongii olacak sekilde sonike edildikten sonra yiiksek devirde 15 dakika +4 °C’de santrifiij
edildi. Pull down islemine baglamadan 6nce 1 mL hiicre lizatindan her bir genin eksprese
olup olmadigin1 kontrol edebilmek i¢in 50 pL hiicre lizat1 iizerinde 1X olacak sekilde

yiikleme tamponu eklenerek analiz edilinceye kadar -20°C’de saklanda.
5.2.7.2. GST Trap Boncuklarin Hazirlanmasi

Ticari olarak satin alinan GST-Trap boncuklardan (Chromotek, sta-20) 6rnek
basina 10 uL olacak sekilde 10 mM Tris-Cl pH 7.5, 150 mM NaCl ve 0.5 mM EDTA
igeren tampon ile dort kez yikandi. Yikamalar 2500 g devirde iki dakika siireyle
gerceklestirildi. Boncuklar kullanilana kadar +4 °C’de bekletildi.
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5.2.7.3. Pull Down Yontemi

Bakteride ekspres olan GST ve GST-KRT14 proteinlerini GST-trap boncuklarina
baglamak amaciyla lizatlar, boncuklarla +4°C’de bir saat boyunca inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasi lizat 2500 g devirde iki dk santriifiij edildikten sonra GST-bagl
boncuklar yikama tamponu ile +4 °C’de bes kez bes dakika boyunca yikandi. Boncuklar
yikandiktan sonra etkilesimi analiz edilecek yem protein olan His-RIPK4 iceren bakteri
lizat1 boncuklara eklenerek bir saat boyunca +4 °C’de inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra
boncuklar +4°C’de bes kez bes dakika boyunca 10 mM Tris-Cl pH 7.5, 300 mM NacCl,
0.5mM EDTA ve % 0.1 NP-40 igeren yikama tamponu ile yikandi. Boncuklar kolonlara
gecirildikten sonra 0.2 M pH 2.5 glisin ile eliisyon yapildi. Ayrica kalan boncuklar
tizerine 2X yiikleme tamponu eklenerek SDS-PAGE ile analiz edildi. RIPK4’iin KRT14
ile etkilesmesi durumunda GST-KRTI14 baglanmis boncuklara His-RIPK4
cekileceginden, His-RIPK4’iin varligi anti-RIPK4 antikoru kullanilarak immiinoblot
yontemi ile analiz edildi. Boncuklara GST-KRT14’in esit olarak baglandigini
dogrulamak amaciyla ayn1t membran anti-GST antikoru ile muamele edilerek analiz edildi
Ayrica, fiizyon proteinlerin pull down yapmadan 6nce hiicre lizatinda ekspresyonlari,

anti-GST ve anti-RIPK4 antikorlar1 kullanilarak immiinoblot yontemi ile analiz edildi.
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6. BULGULAR
6.1. RIPK4 ve KRT14 Ekspresyon Vektorlerinin Olusturulmasi

Daha evvel RIPK4’iin kinaz domaini yem olarak kullanilarak yapilan biiyiik 6l¢cek
maya iKili hibrit calismasi sonucunda karsilasilan KRT14 proteininin (52 kDa) RIPK4 ile
olan etkilesimini detayli analiz etmek i¢in RIPK4 ve KRT14’lin uygun ekspresyon
vektorlerine klonlanmasinda Gateway klonlama stratejisi kullanildi (Thermofisher,
ABD).

RIPK4, domainleri (RIPK4 N Ter, RIPK4 Linker, RIPK4 C Ter) ve kinaz mutant
formu (RIPK4 K51R) uygun memeli ve bakteri vektorlerine daha onceden Gateway
klonlama stratejisi ile klonlanmisti (Tablo 7) (87).

KRT14, LR reaksiyonu ile bakteri ve memeli hiicrelerinde ekspres ettirilmek iizere
farkli varis vektorlerine transfer edildi (Tablo 7). Maya ikili hibritten gelen etkilesim
sonuglarini, in vitro olarak dogrulamak amaciyla pull down deneylerinde kullanilmak
tizere tam uzunlukta KRT14; GST ile fiizyon olusturacak sekilde bakteri varig vektorii
PGEX-KG/DEST’e; memeli hiicrelerinde etkilesimini analiz etmek amaciyla GST etiketi
ile flizyon olusturacak sekilde memeli varis vektorii pDEST-27’ye klonland1. Olusturulan
bu plazmitler bakteriye transforme edilerek cogaltildi ve mini-prep izolasyon Kiti
kullanilarak bakteriden izole edildi. izole edilen plazmitler Tablo 8’de belirtilen primerler

ile sekanslanarak dogrulandi.
6.2. KRT14%iin RIPK4 ve RIPK4 Domainleri ile Etkilesiminin Belirlenmesi

RIPK4 ile KRT14’iin etkilesimini arastirmak amaciyla IP yontemi gergeklestirildi.
Bu dogrultuda RIPK4’iin KRT14 ile 6zgil olarak etkilestigini arastirmak i¢in FLAG-
RIPK4 ve domainleri (RIPK4 N Ter, RIPK4 Linker, RIPK4 C Ter) (Sekil 10) hem
yalnizca GST ekspres eden bos vektor hem de GST-KRT14 ekspres eden vektorle birlikte
HEK?293 hiicrelerine transfekte edildi. Transfeksiyondan 24 saaat sonra hiicre lizatindan
GST-KRT14, anti-GST antikoru ile boncuklarda immiinopresipite edildi ve komplekste
FLAG-RIPK4’iin varligi anti-FLAG antikoru kullanilarak gergeklestirilen immiinoblot

ile analiz edildi.

IP sonucunda, Resim 1, 1. kuyuda negatif kontrolde goriildiigii iizere FLAG-RIPK4,
bos GST vektorii ile etkilesmezken (Resim 1, 1. panel, 1. kuyu), GST-KRT14 ile
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etkilesim gosterdi (Resim 1, 1. Panel, 5. kuyu). KRT14 ile etkilesimden sorumlu RIPK4
domaininin belirlenmesi kapsaminda GST-KRT14’iin RIPK4’tin N terminal kinaz
domaini ile 6zgiil olarak etkilestigi (Resim 1, 2. panel, 6. kuyu), RIPK4 Linker ve RIPK4
C terminal domainleri ile ise etkilesmedigi (Resim 1, 2. panel, 7. ve 8. kuyular) gosterildi.
IP esnasinda GST-KRT14’lin boncuklara tiim kosullarda baglandig1 anti-GST antikoru
kullanilarak yapilan IB ile ispatlandi (Resim 1, 3. Panel, 5-8 arasi kuyular). Hiicre
lizatinda proteinlerin ekspresyonlari, anti-FLAG ve anti-GST antikorlar1 kullanilarak

yapilan IB ile gosterildi (Resim 1, 4. ve 5. paneller).

Kendini fosforilleme 6zelligi olan RIPK4, geride yiiriiyen bant fosforile formu
olmak {izere iki bant olarak goriintillendi (Resim 1, 4. panel. 1. ve 5. kuyular).
Beklenildigi iizere RIPK4’{in kinaz domaini tasiyan N terminal bdlgesi de membranda
iki bant olarak goriintiilendi (Resim 1, 4. panel, 2 ve 6. kuyular). Kinaz domaini tasimayan
RIPK4 Linker ve RIPK4 C terminal domainleri ise tek bant olarak goriintiilendi (Resim
1, 4. panel, 3-4 ve 7-8. kuyular).
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IP: Anti-GST
1 2 3 4 5 6 7 8
GST + +  + + - - - -
GST-KRT14 - - _ + + + +
FLAG-RIPK4 + - - - + - - _
FLAG-RIPK4 N Ter - + - - - + - _
FLAG-RIPK4 Linker - - - - + _
FLAG-RIPK4 C Ter e IB
RIPK4 119](3 , Anti-FLAG
RIPK4 N Ter 7 - Anti-FLAG
377
%*
KRT173: v - - Anti-GST
Lizat
100 _| — —
RIPK4 C Ter | — —
Anti-FLAG
RIPK4 N T; d - -
RIPK4 Linker _| - e
crrliq o= s == = om B 22 S Anti-GST

Resim 1. RIPK4 ve domainleri ile KRT14 etkilesiminin immiinopresipitasyon
yontemiyle gosterilmesi. GST-KRT14 anti-GST antikoru kullanilarak
lizattan imminopresipite edildi ve sonrasinda anti-FLAG ve anti-GST
antikorlariyla 1B ile analiz edildi (Ust panel). Total protein lizat1 anti-FLAG
ve anti-GST antikorlariyla IB ile analiz edildi (Alt panel). IP;
Immiinopresipitasyon, IB; Immiinoblot. *: Ozgiil olmayan bant

6.2.1. RIPK#4’iin Kinaz Aktivitesinin KRT14 ile Etkilesimine Etkisinin Arastirilmasi

RIPK4-KRT14 etkilesiminde RIPK4’iin kinaz aktivitesinin 6nemini analiz etmek
amactyla IP gergeklestirildi. Bu defa, RIPK4’iin kinaz aktivitesinin inaktif oldugu kinaz
mutant formu FLAG-RIPK4 K51R, GST bos vektor veya GST-KRT14 ile HEK293
hiicrelerinde birlikte ekspres edildi. Deneye pozitif kontrol olarak FLAG-RIPK4 de dahil
edildi. Resim 1’de sonuglar1 gosterilen IP’ye benzer sekilde, GST-KRT14, anti-GST
antikoru ile boncuklarda immiinopresipite edildi ve komplekste FLAG-RIPK4 ve FLAG-
RIPK4 K51R proteinlerinin varligi anti-FLAG antikoru kullanilarak IB ile analiz edildi.

IP sonucunda, GST-KRT14’iin FLAG-RIPK4 gibi FLAG-RIPK4 K51R’ye de
baglandig1 gozlenirken (Resim 2, 1. panel, 2 ve 4. kuyular), bos GST kapli boncuklarin

her iki proteine de baglanmamasi etkilesimlerin 6zgiil oldugunu ispatladi (Resim 2, 1.

52



panel, 1 ve 3. kuyular). GST-KRT14’lin tim kosullarda boncuklardaki varligi
boncuklarin anti-GST antikoru kullanilarak yapilan IB analizi ile dogrulandi (Resim 2, 2.
Panel, 2. ve 4. Kuyular) Hiicre lizatinda proteinlerin ekspresyonlari, anti-FLAG ve anti-

GST antikorlari ile analiz edilerek gosterildi (Resim 2, 3. ve 4. panel, 1-4 arasi kuyular).

Kinaz aktivitesini kaybeden RIPK4 K51R membranda tek bant olarak goriintiilendi
(Resim 2, 4. kuyu).

Sonu¢ olarak RIPK4-KRT14 etkilesiminin RIPK4’iin kinaz aktivitesine baglh

olmadig1 gosterilmis oldu.

1 2 3 4
GST + A
GST-KRT14 _Jy
FLAG-RIPK4 . JE
FLAG-RIPK4 K5IR - - + + IB
00" Anti-FLAG
RIPK4 ’ -—
75 : | " ;-
AN m Anti-GST
Lizat
100 R .
RIPK4 | T e e |ADG-FLAG
75 1 - — |Anti-GST
KRT14

Resim 2. RIPK4 K51R ve KRT14 etkilesiminin immiinopresipitasyon ile gosterilmesi.
GST-KRT14, anti-GST antikoru kullanilarak immiinopresipite edildi ve
sonrasinda anti-FLAG ve anti-GST antikorlariyla 1B yapildi (Ust panel). Total
protein lizatina da hem anti-FLAG hem anti-GST antikorlariyla IB yapildi (Alt
panel). IP; Immiinopresipitasyon, IB; Iimmiinoblot.

6.2.2. RIPK4 ve KRT14 Etkilesiminin Endojen Olarak Gosterilmesi

RIPK4 ve KRT14 proteinleri insan keratinosit hiicre hatt1 olan HaCaT hiicrelerinde
endojen olarak ekspres olmaktadir (61, 89). Bundan yola ¢ikarak, RIPK4 ve KRT14
etkilesimini desteklemek adina, bu iki proteinin dogal hallerinde etkilesimlerini
incelemek i¢in proteinlere 6zgii antikorlar kullanilarak HaCaT hiicrelerinde endojen IP
yontemi uygulandi. IP deneyinde, RIPK4, anti-RIPK4 antikoru ile boncuklarda
immiinopresipite edildi ve komplekste KRT14’tin varligi da anti-KRT14 antikoru
kullanilarak yapilan IB ile analiz edildi. Etkilesimin &6zgiilligii anti-RIPK4 yerine
kullanilan anti-FLAG antikoru ile gergeklestirilen IP ile kontrol edildi.
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HaCaT hiicrelerinde negatif kontrol olarak kullanilan anti-FLAG antikoru ile
yapilan IP lizati KRT14’i getirmezken (Resim 3, sag iist panel, eksi), anti-RIPK4
antikorunun getirmesi etkilesimin 6zgiil oldugunu gosterdi (Resim 3, sag {ist panel, art1) .
Boncuklarda RIPK4’iin varlig1, anti-RIPK4 ile gerceklestirilen IB ile gosterildi (Resim 3;
sag alt panel). KRT14’iin ve RIPK4’lin lizattaki ekspresyonlar1 anti-KRT14 ve anti-
RIPK4 antikorlart kullanilarak yapilan IB ile gosterildi (Resim 3, sol iist ve alt paneller).
Bu sonugla birlikte, endojen KRT14 ve RIPK4’{in etkilesimi keratinositlerde gosterilmis
oldu.

IP: Anti- RIPK4

é -+ 1B
50 - —— *..» | Anti-KRT14
100 -

S s | Anti-RIPK4

Resim 3. RIPK4 ve KRT14 etkilesiminin endojen immiinopresipitasyon ile gosterilmesi.
RIPK4, anti-RIPK4 antikoru kullanilarak immiinopresipite edildi ve sonrasinda
anti-KRT14 ve anti-RIPK4 antikorlariyla IB yapildi (Sag tist ve alt panel) Total
protein lizatinda KRT14 ve RIPK4 ekspresyon seviyeleri anti-KRT14 ve anti-
RIPK4 antikorlariyla 1B ile analiz edildi (Sol paneller). IP;
Immiinopresipitasyon IB; immiinoblot.

IP deneylerimizin sonucunda, RIPK4 ve KRT14’iin birbirleriyle etkilestigi ve bu
etkilesimin RIPK4’iin N terminal kinaz domaini tizerinden oldugu, C terminal ve linker
domainlerinin etkilesimde yer almadigi ve RIPK4’iin N terminalinde bulunan Ser/Thr

kinaz aktivitesinin KRT14 ile etkilesiminde belirleyici olmadigi gosterildi (Sekil 12).

Kinaz Domain  Linker AnKirin Domain
RIPK4~|1111111111H
122 283 437 734 784

[ |
Bas Rod Domain Kuyruk

KRT14
1 113 425 472

Sekil 12. IP sonucunda bulunan RIPK4 ve KRT14’{in etkilesim semasi
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6.3. RIPK4 ve KRT14 Proteinlerinin Hiicre i¢ci Yerlesimlerinin Belirlenmesi

IP ile etkilestiklerini gosterdigimiz RIPK4 ve KRT14{in hiicre i¢i yerlesimlerini IF
yontemiyle tespit edebilmek amaciyla IP deneyinde kullandigimiz vektorler; FLAG-
RIPK4, RIPK4’iin domainleri, RIPK4 K51R ve GST-KRT14 ilk olarak ayr1 ayr1t HeLa
hiicrelerine transfekte edildi. Transfeksiyondan 24 saat sonra anti-FLAG ve anti-GST
primer antikorlart ve bu antikorlara uygun Cy3 ve AlexaFlour 488 floresan isaretli

sekonder antikorlar1 kullanilarak IF analizi gerceklestirildi.

IF sonucuna gore, tam uzunlukta RIPK4 tek basina ekspres ettirildiginde yogun
olarak ¢ekirdek gevresinde olmak iizere sitoplazmada yerlestigi gozlendi (Resim 4A).
RIPK4 KS5IR tek basina ekspres ettirildiginde ise yabanmil tipten farkli olarak
sitoplazmada dagmik biiylik noktasal yapilarda yerlestigi, ¢cekirdek etrafindaki yapida
yerlesmedigi gozlendi (Resim 4B). RIPK4 N Ter domaini hiicrede tek basina ekspres
oldugunda ise tam uzunlukta RIPK4 gibi sitoplazmada daginik olarak bulunmasinin yani
sira RIPK4’den farkli olarak g¢ekirdegin igerisinde de yerlesim gosterdi (Resim 4C).
RIPK4 C Ter ve RIPK4 Linker domainleri tek baslarina ekspres olduklarinda tam
uzunlukta RIPK4’e benzer sekilde yogun olarak c¢ekirdek cevresinde olmak {izere

sitoplazmada yerlesim gosterdigi gozlendi (Resim 4D-E).

KRT14 proteini tek basina ekspres ettirildiginde ise, keratin filamanlarinin hiicresel
lokalizasyonundan beklenildigi iizere (sekil 8) cekirdegi saran kafes benzeri yapinin

yanisira sitoplazmada daginik ags1 yapilarda yerlesim gosterdi (Resim 4F).
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Anti-GST Anti-FLAG
(KRT14) (RIPK4) MERGE

RIPK4

RIPK4 K51R

RIPK4N Ter

RIPK4 C Ter

RIPK4 Linker

KRT14

Resim 4. RIPK4, RIPK4’in domainleri, RIPK4 K51R ve KRTI4%in hiicresel
yerlesimlerinin immiinofloresan yontemiyle analizi. HeLa hiicreleri FLAG-
RIPK4, FLAG-RIPK4 K51R, FLAG-RIPK4 N Ter, FLAG-RIPK4 C Ter,
FLAG-RIPK4 Linker ve GST-KRT14 ile ayr1 ayr1 transfekte edildi ve anti-
FLAG (sekonder antikor: anti-mouse Cy3, kirmizi1) ve anti-GST (sekonder
antikor: anti-rabbit-AlexaFlour 488, yesil) antikoruyla boyandi. DAPI: Mavi,
cekirdek. Olgek ¢ubugu= 10 pm.

6.3.1. RIPK4 ile KRT14’iin Hiicre i¢i Birlikte Yerlesimlerinin ve RIPK4’iin Kinaz

Aktivitesinin Yerlesime Etkisinin Belirlenmesi

RIPK4 ve KRT14in hiicrede birlikte yerlesip yerlesmedigini IF yontemiyle analiz
edebilmek amaciyla FLAG-RIPK4, GST-KRT14 ile HeLa hiicrelerinde birlikte ekspres

ettirildi. Transfeksiyondan 24 saat sonra IF analizi gergeklestirildi.
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RIPK4 ve KRT14 birlikte ekspres ettirildiginde sitoplazmada ozellikle ¢ekirdek

cevresindeki kafes benzeri yapida birlikte yerlesim gosterdi (Resim 5A).

IP deneyi sonucunda RIPK4 ve KRT14 etkilesiminin RIPK4’{in kinaz aktivitesine
bagimli olmadig1 gosterilmisti. Kinaz aktivitesinin bu iki proteinin hiicre i¢i birlikte
yerlesimine etkisini analiz etmek amaciyla RIPK4 K51R ve KRT14 birlikte ekspres
ettirildi.

RIPK4 K51R tek basina ekspres ettirildiginde ¢ekirdegi ¢cevreleyen yapidan ayrilip
sitoplazmada dagmik biiyiik noktasal yapilarda goésterdigi patern KRT14 ile birlikte

ekspres oldugunda degismedi. Bundan dolayr da, K51R, RIPK4-KRT14 yerlesiminde
oldugu gibi KRT14 ile birlikte yerlesim gostermedi (Resim 5B).

Anti-GST Anti-FLAG
DAPI (KRT14) (RIPK4) MERGE

A
RIPK4 +
KRT14

B
RIPK4 K51R +
KRT14

Resim 5. RIPK4 ve RIPK4 K51R ile KRT14%’tn hiicre i¢i birlikte yerlesiminin
immiinofloresan ile analizi. HeLa hiicreleri FLAG-RIPK4, FLAG-RIPK4
K51R ve GST-KRT14 ile birlikte transfekte edildi ve anti-FLAG (sekonder
antikor: anti-mouse Cy3, kirmizi) ve anti-GST (sekonder antikor: anti-rabbit-
AlexaFlour 488, yesil) antikoruyla boyandi. DAPI: Mavi, ¢ekirdek. Olgek
cubugu= 10 um.

6.3.2. RIPK4’iin Domainleri ile KRT14’iin Hiicre Ici Birlikte Yerlesimlerinin

Belirlenmesi

RIPK4’tin domainleri ile KRT14 arasindaki etkilesimler IP ile analiz edilmis,
RIPK4’iin N Terminal kinaz domaininin KRT14 etkilesiminden sorumlu oldugu

gosterilmisti. RIPK4’tin domainleri ile KRT14’tin hiicrede birlikte yerlesimini IF
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yontemiyle analiz edebilmek amaciyla RIPK4’tin domainleri, GST-KRT14 ile HelLa
hiicrelerinde birlikte ekspres ettirildi. Transfeksiyondan 24 saat sonra IF analizi yapildi.

Tek basina ekspres ettirildiginde ¢ekirdekte ve sitoplazmada yerlesim gosteren
RIPK4 N Ter, KRT14 ile birlikte ekspres ettirildiginde lokalizasyonunu degistirmedi ve
IP sonuglariyla ortiisiir sekilde KRT14 ile sitoplazmada ve ¢ekirdegi saran kafes benzeri

yapida birlikte yerlesim gostermeye devam etti (Resim 6A).

RIPK4’tin C terminal ve Linker domainlerinin KRT14 ile etkilesmedigi IP deneyi
ile gosterilmisti. Aralarinda etkilesim olmamasina ragmen RIPK4 C Ter ve Linker
domainleri ile KRT14 birlikte ekspres ettirildiginde KRT14 ile sitoplazmada ve belirgin
olarak ¢ekirdegi saran yapida birlikte yerlesim gosterdi (Resim 6B,C).

Anti-GST Anti-FLAG
DAPI (KRT14) (RIPK4) MERGE

A

RIPK4N Ter
+

KRT14

RIPK4 C Ter
+

KRT14

C

RIPK4 Linker
+

KRT14

Resim 6. RIPK4 domainleri ve KRT14’iin hiicre i¢i birlikte yerlesiminin immiinofloresan
ile analizi. HeLa hiicreleri FLAG-RIPK4 N Ter, FLAG-RIPK4 C Ter ve FLAG-
RIPK4 Linker, GST-KRT14 ile birlikte transfekte edildi ve ve anti-FLAG
(sekonder antikor: anti-mouse Cy3, kirmizi) ve anti-GST (sekonder antikor:
anti-rabbit-AlexaFlour 488, yesil) antikoruyla boyandi. DAPI: Mavi, ¢ekirdek.
Olgek cubugu= 10 pm.
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6.4. RIPK4 ve KRT14’iin Etkilesiminin in vitro Pull Down Yoéntemiyle Gosterilmesi

Bir sonraki asamada RIPK4 ve KRT14’lin dogrudan etkilesip etkilesmedigini
analiz etmek amaciyla GST-KRT14 ve His-RIPK4 ayr1 ayr1 bakteride ekspres ettirilerek
in vitro GST-pull down deneyi ger¢eklestirildi.

GST etiketli proteinler tizerinden His-RIPK4 protein lizat1 gecirildikten sonra anti-
RIPK4 ve anti-GST antikoru kullanilarak immiinoblot yapildiginda bogs GST boncuklarin
His-RIPK4 ile etkilesmedigi, GST-KRT14 bagli boncuklarin His-RIPK4 ile 6zgiil olarak
etkilestigi goriildii (Resim 7, sol iist panel). Boncuklara GST ve GST-KRTI14’lin
baglandig1 anti-GST antikoru kullanilarak gerceklestirilen IB ile gosterildi (Resim 7, sol
alt panel). Her iki proteinin ekspresyonu bakteri lizatinda anti-RIPK4 ve anti-GST
antikorlartyla dogrulandi (Resim 7, sag panel)

Bu deney ile RIPK4 ve KRT14 arasindaki etkilesimin araci baska bir protein

olmadan dogrudan gerceklestigi gosterilmis oldu.

GSTPD Lizat 1/20
GST + -+ - -
GST-KRT14 - + - o+ -
+

His-RIPK4 + - - + IB

100
RIPK4T] " s | Anti-RIPK4

75
KRT14] —

Anti-GST

GS T —

Resim 7. RIPK4 ve KRT14%in dogrudan etkilesiminin GST-pull down yontemiyle
gosterilmesi. Sol panel: GST etiketli proteinler GST-trap boncuklara baglandi.
GST baghh boncuklar iizerinden His-RIPK4 protein lizati gegirildi ve
sonrasinda anti-RIPK4 ve anti-GST antikoru kullanilarak 1B yapildi. Sag
panel: Total protein lizat1 anti-GST ve anti-RIPK4 antikorlariyla IB ile analiz
edildi. PD; Pull down, IB; Immiinoblot.

59



7. TARTISMA ve SONUC

Proteinler hiicresel fonksiyonlarmi diger proteinlerle etkileserek yerine getirir.
Bundan dolay1 proteinlerin fonksiyonlarinin anlasilmasinda etkilesim ortaklarinin
belirlenmesi olduk¢a 6nemli ipuglar1 verir (90). Maya ikili hibrit yontemi proteinlerin
etkilesim ortaklarinin tanimlanmasinda oldukg¢a sik kullanilan bir yontemdir (91). Bu
minvalde, boliimiimiizde daha evvel gergeklestirilen ¢alismalar ile RIPK4’iin yem olarak
kullanildig1 biiyiik 6lgek maya ikili hibrit taramasi sonucunda RIPK4’iin KRT14 ile
etkilestigi onverisi bulunmustu. Ancak, yanlis pozitiflik verebilme ihtimali olan maya
ikili hibrit taramasi sonuglarinin dogrulanmasi gerckmektedir (92). Dolayisiyla bu tez
caligmast ile biiyiik 6lgek maya ikili hibritten gelen bu sonucun dogrulanmasi ve RIPK4-
KRT14 etkilesiminin detayli olarak analiz edilmesi amaglanmistir. RIPK4’iin biiyiik bir
protein olmasi ve biiyiik proteinlerin veriminin maya ikili hibritte diigiik olmasindan otiirii
yalnizca RIPK4’tin kinaz domaini kullanilarak maya ikili hibrit gerceklestirilmisti.
Bundan dolay1, ¢alismamizda ilk etapta memeli hiicrelerinde tam uzunlukta RIPK4’iin
KRT14 ile etkilesimi incelendi. Bu amaca yonelik olarak RIPK4-KRT14 etkilesimi, hem
insan embriyonik bobrek hiicre hatti olan HEK293’de s6z konusu iki proteini fazladan
ekspres ettirerek hem de immortal insan keratinosit hiicre hatti olan HaCaT’da endojen
RIPK4 ve KRT14 proteinleri kullanilarak IP yontemi ile incelendi. Deneylerimizde,
kolay transfekte olmasi ve disaridan verilen genlerin yiiksek ekspresyonuna imkan
saglamas1 nedeniyle HEK293 hiicre hatti tercih edildi. IP deneyi esnasinda RIPK4, FLAG
etiketi ile KRT14 de GST etiketi ile flizyon halde HEK293 hiicrelerinde ekspres edildi.
Ozellikle FLAG ve GST fiizyon etiketlerini segmemizin nedeni daha énceki IP, IF ve IB
deneylerimizde anti-FLAG ve anti-GST antikorlarinin yiiksek verim ve ozgiillik

gostermesiydi.

HEK293 hiicrelerinde disaridan ekspres ettirilen RIPK4 ve KRTI14’tn IP ile
etkilestiginin gosterilmesi maya ikili hibritten edinilen sonucu memeli hiicrelerinde
dogrulamis oldu (Resim 1). Aymi IP stratejisi, RIPK4’iin KRT14 ile etkilesiminden
sorumlu domainlerinin bulunmasinda ve kinaz aktivitesinin etkilesime etkisinin
analizinde de uygulandi. Bu deneyin sonucunda RIPK4’iin KRT14 ile RIPK4’{in kinaz
domaini tagtyan N terminali {izerinden etkilestigini, C terminal ve Linker domainlerinin
etkilesimde yer almadigi goriildii (Resim 1). Bulgularimizla benzer olarak daha evvel
RIPK4’iin DVL2 (56) ve IKKo/f ile de kinaz domaini {izerinden etkilestiginin bulunmus
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olmasi (58) N terminal domainin protein etkilesimleri i¢in 6nemini ortaya ¢ikarmaktadir.
Kinaz mutant RIPK4 K51R’in KRT14 ile etkilesmeye devam etmesi aralarindaki
etkilesimin RIPK4’{in kinaz aktivitesinden bagimsiz oldugunu gésterdi (Resim 2). Bizim
bulgumuzla Ortlisiir sekilde daha evvel yapilan c¢alismada RIPK4’iin BPS ile
iligkilendirilen kinaz inaktif mutantlarinin (I121N, I81IN ve TI184I) RIPK4-IRF6

arasindaki etkilesimi bozmadig1 gosterilmisti (93).

Calismamizin bir sonraki asamasinda, RIPK4 ve KRTI14’t fazladan ekspres
ettirerek gerceklestirdigimiz IP deneyi sonucunda gosterdigimiz etkilesim, RIPK4 ve
KRT14’1lin ekspres oldugu HaCaT hiicrelerinde endojen RIPK4 ve KRT14’ii taniyan
antikorlar ile yapilan IP ile de dogrulandi (Resim 3).

Proteinler hiicresel bir fonksiyonu yerine getirmek amaciyla birbirleriyle
etkilestiklerinde dogal olarak ayni hiicresel kompartmanda bulunurlar. RIPK4 ve
KRT14’lin hiicrede birlikte yerlesimlerini gostermek, bu iki proteinin etkilestigine
yonelik bulgumuzu destekleyeceginden iki proteinin hiicresel yerlesimi IF yontemiyle
analiz edildi. IF deneyine IP deneyinde oldugu gibi RIPK4’{in tamami1 yaninda domainleri
ve kinaz inaktif formu da dahil edildi. IF deneyinde, daha genis bir sitoplazmaya sahip
olmasindan dolay1 proteinlerinin yerlesiminin daha iyi analiz edilmesini saglayan HelLa
hiicreleri tercih edildi. RIPK4’iin hiicrede tek basina yerlesimi analiz edildiginde, hiicre
igerisinde sitoplazmada dagilmis noktasal yapilarla birlikte yogun olarak c¢ekirdegi
cevreleyen yapida yerlestigi goriildii (Resim 4). IF sonucumuz RIPK4’tin HEK293T ve
COS hiicre hatlarinda yerlesiminin analiz edildigi ve sitoplazmada dagimik noktasal
yapilar olarak gosterildigi literatiir bilgisiyle de uyum gosterdi (47, 55). Sonrasinda
RIPK4’iin domainleri ve kinaz mutant formunun yerlesimleri de analiz edildi. RIPK4
Linker ve C terminal, hiicrede RIPK4 gibi, daginik sitoplazma ve ¢ekirdegi saran yapida
yerlesim gosterirken N terminal farkl bir sekilde ¢ekirdekte de yerlesim gosterdi (Resim
4). Literatiirde RIPK4’iin hiicresel yerlesimi analiz edilmesine ragmen domainleri
calistimamistir (47, 55). Daha evvel RIPK4’{in C terminalinin basinda muhtemel bir
niiklear lokalizasyon sinyali oldugu ileri siiriilmistiir (46). NLS (Nuclear Localization
Signal) mapper (94) veritaban1 kullanilarak gergeklestirdigimiz in silico analizler
sonucunda, RIPK4’iin tiim domainlerinde muhtemel niiklear lokalizasyon sinyallerinin
olabilecegi goriildii. RIPK4’iin kinaz domaininin ¢ekirdekte yerlesim gdstermesi bize, bu

domainin iizerindeki NLS sekansmnin proteinin ¢ekirdege tasinmasinda Onemli
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olabilecegine isaret etti. Ayrica, keratinositlerin asiri proliferasyonu ile karakterize
psoriasis vulgaris hasta kesitleri (52) ve servikal skuamoz hiicreli karsinom hastalarinin
epitel kesitlerinde (54) RIPK4’iin sitoplazmanin yanm sira, g¢ekirdekte de yerlestigi
goriilmistiir. Sonuglarimiz gézetildiginde bu kesitlerde RIPK4’{in N terminal formunun
baskin olup olmadiginin arastirilmasinin RIPK4’tin N terminal domaininin hiicre
proliferasyonu {izerine etkisinin anlasilmasina katki saglayabilecegini diisiinmekteyiz.
Buna ilaveten proapoptotik bir sinyal sonucunda RIPK4’i{in linker domaininden kaspazlar
tarafindan kesildigi ve kinaz domaininin C terminal domaininden ayrildig1 gésterilmistir
(41). Bagimsiz kalan kinaz domaininin sitoplazmadaki fonksiyonundan farkli bir
fonksiyonu gergeklestirmek igin, hiicre proliferasyonu gibi, ¢ekirdege gitmesi
mimkiindiir. Bu siirecin incelenmesi RIPK4’iin daha evvel tanimlanmamis

fonksiyonlarmnin belirlenmesi agisindan 6nemlidir.

RIPK4’iin kinaz mutant formu KS5IR daha evvel gosterildigi gibi (55)
calismamizda da sitoplazmada daginik belirgin biiyiik noktasal yapilarda yerlesim
gosterdi (Resim 4). RIPK4’iin otofosforilasyon aktivitesinin RIPK4’iin degredasyonu
icin 6nemli oldugu bilinmektedir (61). Gordigiimiiz bu yerlesim paterni degrede
olamayan K51R nin sitoplazmada bir araya gelerek akiimiile olmasindan kaynaklaniyor

olabilir.

Diger taraftan KRT14’i hiicrede tek basina ekspres ettirdigimizde ise keratin
filaman ag1 yerlesiminden beklenildigi gibi (69, 85) sitoplazmada daginik ags1 yapida ve
yogun olarak ¢ekirdegi saran kafes benzeri yapida yerlesim gosterdi (Sekil 8, Resim 4).

Proteinlerin hiicre i¢i yerlesimlerini ayr1 ayri analiz ettikten sonra RIPK4 ve
domainleri ile KRT14’lin hiicre iginde birlikte yerlesip yerlesmedigini gosterebilmek
amaciyla RIPK4 ve KRT14 HeLa hiicrelerinde birlikte ekspres ettirildi. IF deneyi sonucu,
IP sonucumuzla ortiisiir nitelikte olup RIPK4 ve KRT14 sitoplazmanin yanisira ¢ekirdegi
saran kafes benzeri yapida birlikte yerlesim gosterdi (Resim 5). Yine IP sonucumuzla
ortiistir sekilde, RIPK4’tin N terminalinin gekirdege giden kisminin disinda sitoplazmada
kalan kismmin da KRT14 ile birlikte yerlesim gosterdigi tespit edildi (Resim 6). Ote
yandan, RIPK4’in C terminali ve Linker domaini KRT14 ile IP sonuglarina gore
etkilesim gostermemesine ragmen IF deneyinde birebir ayni hiicresel yerlesimi gosterdi

(Resim 6). Domain analizi sonuglarimiz, RIPK4 ve KRTI14’iin hiicrede ayni
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kompartmanda bulunsalar bile etkilesmedigini, aralarindaki etkilesim i¢in RIPK4’iin
kinaz domaininin gerekliligini ortaya ¢ikardi. RIPK4 K51R ise sitoplazmada bulunan
biiyiik noktalarda takilip kaldig1 i¢in tam uzunlukta RIPK4’den farkli olarak KRT14 ile
birlikte yerlesim gostermedi (Resim 5). RIPK4 K51R ve KRTI14 ayni hiicresel
kompartmanda yer almasa bile, IP esnasinda hiicrelerin patlatilarak hiicresel sinirlarin
yikilmast bu iki proteinin lizatta bir araya gelmesine ve etkilesimlerine neden oldugu

diistiniilmektedir (Resim 2).

Memeli hiicresinde gerceklestirdigimiz IP esnasinda iki proteinin dogrudan veya
bir kompleksin parcasi olarak bir araya geldigini ayirt etmek miimkiin degildir. Bagka bir
deyisle iki proteinin etkilesimi komplekste bulunan araci bir memeli proteinin yardimiyla
gerceklesebilir. Hedef proteinlerin memeli disinda bocek, maya ve bakteri gibi bir canlida
ayr1 ayri ekspres ettirilerek saflastirilmasi ve etkilesimin bu proteinlerle ¢alisilmast,
etkilesimlerin dogrudan oldugunu gosterecektir. RIPK4’in KRT14 ile arada baska araci
bir protein olmadan dogrudan etkilesip etkilesmedigini arastirmak {tizere in vitro GST-
Pull down yontemi uygulandi. Bu deneyde, RIPK4 His etiketiyle, KRT14 ise GST etiketi
ile fiizyon olacak sekilde bakteri hiicrelerinde ayr1 ayri ekspres ettirildi. GST-KRT14’iin
yem olarak kullanildigi deneyde, kat1 matriks olarak GST etiketine ¢ok giiclii ve 6zgiil
bir sekilde baglandigim1 Onceki deneylerimizde gosterdigimiz GST-trap boncuklari
kullanildi. Deney sonucumuz bakteride iirettirilen RIPK4 ve KRT14’lin 6karyotlara 6zgii
bir protein post-translasyonel modifikasyonu ya da araci protein(ler) olmadan da direkt

olarak etkilestigini gostermis oldu (Resim 7).

Calismamuzla birlikte epidermisin bazal katmaninda birlikte ekspres olan RIPK4 ve
KRT14’lin etkilesimi ilk kez gosterilmis ve dogrulanmis oldu. Bundan sonraki siirecte ise
bu iki proteinin hangi biyolojik fonksiyonu yerine getirmek i¢in bir araya geldigini
tanimlamak Onemlidir. Siirecin bu kisminda literatiiriin ve elimizdeki bulgularin iyi

degerlendirilerek kilit fonksiyonel analizlerin uygulanmasi gerekmektedir.

Epidermisin olusumu esnasinda gergeklesen bazal tabaka keratinositlerinin
proliferasyonu, gogii ve farklilagmasi gibi siireglerde RIPK4 ve KRT14’1in islevleri farkli
yayinlarla gosterilmistir (44, 52, 61, 69, 85, 95, 96). Bizim i¢in 6nemli olan RIPK4 ve

KRT14 birlikteliginin bu siireglere etkisini analiz etmektir.
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RIPK4’iin varliginin mi1 yoksa yoklugunun mu proliferasyonu indiikledigi veya
RIPK4’1in gergekten proliferasyonda onemli bir rolii olup olmadigi hala tam olarak net
olmamakla birlikte RIPK4’iin proliferasyonu baskilayarak daha ziyade hiicreyi
farklilasmaya yonlendirdigi bilinmektedir (52, 54, 95). Bunu destekler sekilde kronik bir
eklem hastaligi olan Osteoartrit kondrositlerinde RIPK4’ii susturarak proliferasyonun
arttig1 tespit edilmistir (95). Ilaveten, RIPK4’iin eksikliginin epidermal farklilasma
markorlerinin ekspresyonunu azalttiginin gosterildigi yayinlar RIPK4’iin eksikliginin
epidermal farklilasmanin ilerlemesini durdurup hiicrelerin proliferatif bazal katman
seviyesinde kalabilecegine isaret etmektedir (55). Diger taraftan, mitotik olarak aktif
bazal keratinositlerde ekspres olan KRT14’tin bu hiicrelerin proliferasyonu i¢in gerekli
oldugu net bir sekilde bilinmektedir (69). Epidermisin bazal hiicreleri yukariya dogru
hareket edip farklilasmaya basladiginda KRT14/5 c¢iftinin ekspresyonu diiserken
farklilasma markorleri KRT1/10 ¢ifti indiiklenir. Bu siire¢ bazal hiicrelerde hiicre
dongiisi ve proliferasyonun inhibisyonu ile saglanir. KRT14 susturuldugunda
proliferasyonun azaldigi, hiicre dongiisiiniin geciktigi, epidermal farklilasma
markorlerinin arttigi goriilmustiir (69). Bu bilgilerden yola ¢gikarak RIPK4’{in KRT14 ile
etkileserek KRT14’tin proliferatif potansiyelini sinirladigi, bdylelikle epidermal
farklilagsmay1 tetikledigi diisiiniilebilir. RIPK4-KRT14 etkilesiminin bazal tabakanin
hiicre proliferasyonu ve epidermal farklilagma tizerindeki etksinin arastirilmasi ilk sirada

yapilmasi gereken fonksiyonel analizlerden biri olarak 6ne ¢ikmaktadir.

HaCaT hiicrelert medyumda kalsiyum oldugu siirece standart besiyeri ve FBS
kosullar1 altinda farklilagmis hiicre fenotipi sergilemektedir (97). Calismamizda kalsiyum
iceren standart besiyeri kullandigimiz i¢in farklilagmis keratinosit hiicrelerinde RIPK4 ve
KRT14’ilin etkilesim icerisinde oldugu gosterilmis oldu. (Resim 3). HaCaT hiicreleri
besiyerinden  kalsiyum  uzaklastirilmas1  ile  proliferatif = bazal hiicrelere
doniistiiriilebilmektedir (97). Bazal tabaka fenotipine donmiis hiicrelere tekrar kalsiyum
verilerek hiicrelerin farklilasmasi uyarilabilmektedir (97). Bazal hiicrelerin farklilagmis
hiicrelere doniisme siirecinde RIPK4 ve KRT14%{in etkilesiminin incelenmesi bu iki
proteinin farklilagmanin hangi asamasinda bir araya geldigi hakkinda bilgi verecektir.
Ayrica belirlenen farklilasma kademelerinde RIPK4 ve KRT14’{in birlikte ya da ayr1 ayr1

hiicrelerde eksiltilmesi ya da fazladan trettirilmesi ile bu iki proteinin birlikteliginin
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hiicre proliferasyonu ve farklilagmasi {iizerindeki etkisinin arastirilmasina katki

saglayacaktir.

Literatiir incelemesi, RIPK4 ve KRTI14’lin birlikteliginin keratinositlerin
proliferasyonunun yanisira gogiiniin -~ diizenlenmesinde de Onemli olabilecegini
diistindiirmektedir. Keratinositlerin biiyiimesi, adhezyonu, migrasyonu, farklilasmasi ve
tiim bu hiicresel aktivitelerin kullanildig1 yara iyilesmesi siiregleri, keratin aginin oldukga
hareketli olan yapisi ile saglanir (67, 72). Keratinlerin bu dinamigi {izerlerinde
gerceklesen cesitli post translasyonel modifikasyonlar tarafindan diizenlenir (67, 72, 74).
Post translasyonel keratin modifikasyonlar1 keratin hareketliligini artirarak hiicre
adhezyonunun zayiflamasina ve epitel hiicrelerin daha invaziv hale gelmesine neden
olmaktadir (72). Keratin filamanlarina baglanan kinazlar genellikle filamanlarin Ser/Thr
ve bazen de Tyr (tirozin) rezidiilerinden fosforilasyonlarini saglayarak keratinlerin
¢ozliniir hale gelmesini ve yeniden organizasyonunu indiiklemektedir (70, 74). Cesitli
veritabanlarinda yaptigimiz in silico analizlere gére KRT14’iin pek ¢ok farkli kinaz
tarafindan Ser, Thr ve Tyr rezidiilerinden fosforlanabilecegi gbzlenmistir (Kinasephos,
Phosphosite veritabanlari) (98, 99). Dolayisiyla bir Ser/Thr kinaz olan RIPK4, KRT14 ile
etkilesip onu fosforilleyerek keratin aginin ¢oziilmesine ve dolayisiyla hiicrelerin
epidermal farklilagma boyunca yukariya dogru gégiiniin diizenlenmesinde rol aliyor
olabilir. Bu hipotezi destekleyebilmek ig¢in ilk olarak RIPK4’tin KRT14’i fosforilleyip
fosforillemediginin arastirilmas1 sonrasinda da RIPK4 ile KRTI14 etkilesiminin

keratinosit gé¢iindeki roliiniin incelenmesi oldukca dnemlidir.

Gog eden hiicrelerde ¢oziiniir hale gelen keratin filaman onciileri aktin filamanlar
tizerinde bir araya gelerek go¢ yoniinde keratin filamanlariinin olusmasini bdylelikle
hiicrenin hareket etmesini saglar (71). Daha evvel, RIPK4” farelerde F-aktin aginin
bozuldugunun gosterilmesi RIPK4’iin aktin organizasyonunda rolii olduguna isaret
etmistir (49, 50). Ayrica RIPK4’{in degredasyonunu diizenleyen ubikiitin ligaz SCF*
T nin eksikliginde, RIPK4 bagimli aktin organizasyonundaki fazla aktivite, hiicre
hareketinin artmasina sebep olmustur (61). Ote yandan, RIPK4 ve KRT14’{in ayr1 ayri
caligmalarla dezmozomlarin yapisina katilan bir protein olan PKP1 ile etkilestigi
gosterilmistir (5, 6). RIPK4 tarafindan fosforillenerek epidermal farklilagmay1 uyarmanin
yaninda (5), PKP1’in aktin filamentleriyle etkilesimi, onun aktin organizasyonunun
diizenlenmesine de katildigina isaret etmektedir (100). Bu bilgiler bize RIPK4, KRT14
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ve PKP1’in birlikte etkilesimlerinin aktin polimerizasyonu iizerinden hiicre go¢linii
regiile edebilecegine isaret etmektedir. Etkilesimin detayli olarak aktin organizasyonu ve

hiicre gogii agisindan incelenmesi diger bir arastirma konusu olmaya adaydir.

Sonu¢ olarak, ¢alismamiz kapsaminda RIPK4 ve KRTI14 proteinlerinin
etkilesimleri ilk kez tanimlanmistir. Literatiir bilgileri ve kendi bulgularimiz dikkate
alindiginda RIPK4 ve KRTI14 etkilesiminin hem epidermisin bazal tabakasindaki
keratinositlerin proliferasyonunda hem de bu hiicrelerin yukariya dogru gd¢ ederek
farklilasmasi silirecinde Onemli oldugunu disiinmekteyiz. Bulgularimizin farkl
fonksiyonel deneylerle desteklenmesi RIPK4 ve KRT14 etkilesiminin bu siire¢lerdeki

roliinlin aydinlatilmasina biiyiik katki saglayacaktir.
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