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OZET

Dénmez, N., Kemik iligi Mezenkimal Kok Hiicrelerinde PKNOX2 Proteininin ATM ve
RNF8 ile Etkilesimlerinin incelenmesi, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri
Enstitiisii Kok Hiicre Programi Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2019. Son arastirmalar
transkripsiyon faktori PKNOX2'nin timor baskilayici bir protein oldugunu ve Fanconi
anemisi hastalarinin kemik iligi kaynakli mezenkimal kék hiicrelerinde (Ki-
MKH’lerinde) azaldigini  gostermistir. Giinel-Ozcan grubunun yayinlanmamis
¢alismasinda PKNOX2 ko-immunopresipitasyon sonrasi proteom analiz listesinde
PKNOX2'nin etkilestigi proteinler arasinda ATM ve RNF8 proteinlerinin diisik
‘coverage’ degeri ile saptanmis olmasi PKNOX2'nin DNA onarim yolaginda rol
oynayabilecegini diislindirmustir. Bu ¢alismanin amaci bu hipotezi test etmek igin,
PKNOX2 proteini ile ATM ve RNF8 proteinlerinin etkilesimini dogrulamak ve bu
etkilesimin DNA hasari ile durumunu Ki-MKH’lerinde arastirmakti. Etkilesimlerin
dogrulanmasi icin Ki-MKH’lerine PKNOX2 overekspresyon plazmidi elektroporasyon
ile aktarildi ve protein izolasyonu sonrasi, ko-immunopresipitasyon ve Western
blotlama yapildi. Ko-IP sonrasi Western Blot analizleriyle PKNOX2 ile ATM etkilesimi
dogrulanirken, 1gG heavy chain kirliligi olabilecegi degerlendirmesi PKNOX2 ile ATM
veya RNF8 etkilesiminin varligi in situ proximity ligation assay (PLA) ile
gerceklestirilmistir. PLA yontemiyle bu etkilesimlerin hem sitoplazma hem c¢ekirdek
icinde oldugu saptanmistir. DNA hasari durumunda etkilesimleri incelemek icgin y-
irradiye edilen Ki-MKH’lerde DNA hasari olustugu akim sitometri ydntemiyle
dogrulanmistir. Pl boyamasi ile yapilan akim sitometri analizlerinde hiicre déngiisi
piklerinde keskin ayrisma olmadigindan kesin sonuca varilamamakla birlikte DNA
hasarina ugrayan hiicrelerin G2 fazinda tutuklandigi bulunmustur. y-irradyasyon ile
DNA hasarina ugrayan hiicrelerde PLA, PKNOX2 ile ATM etkilesimini gbosterememistir
ancak PKNOX2-RNF8 etkilesimi artmistir. Sonug¢ olarak PKNOX2 transkripsiyon
faktorinin ATM ve RNF8 ile etkilestigi literatlirde ilk kez olarak gosterildi. DNA hasari

ile etkilesimlerdeki degisim daha ileri calismalar ile dogrulanmalidir.

Anahtar Kelimeler: PKNOX2, ATM, RNF8, Ki-MKH, PLA
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ABSTRACT

Donmez, N., Investigation of PKNOX2 Protein Interactions with ATM and RNF8 in
Bone Marrow Derived Mesenchymal Stem Cells, Hacettepe University Graduate
School Health Sciences Stem Cell Program Master Thesis, Ankara, 2019. Recent
research has shown that the transcription factor PKNOX2 is a tumor suppressor
protein and decreases in bone marrow-derived mesenchymal stem cells (BM-MSCs)
of Fanconi anemia patients. In the previous unpublished study of Giinel-Ozcan Group,
it was suggested that PKNOX2 may play a role in the DNA repair pathway due to the
low 'coverage' of ATM and RNF8 proteins in the proteome analysis list obtained after
PKNOX2 co-immunoprecipitation. The aim of this study was to confirm the
interaction of PKNOX2 protein with ATM and RNF8 proteins in order to investigate
the DNA damage and status of this interaction in BM-MSCs. To confirm the
interactions, the PKNOX2 overexpression plasmid was transferred to BM-MSCs by
electroporation, protein isolation was performed from these cells and, co-
immunoprecipitation and Western blotting were performed. While PKNOX2 and ATM
interaction was confirmed by Western Blot analysis after co-IP, PKNOX2 and ATM or
RNF8 interactions was also confirmed by in situ proximity ligation assay (PLA) due to
IgG heavy chain contamination possibility. These interactions were determined by
PLA method both in the cytoplasm and in the nucleus. In order to examine the
changes in the interactions with DNA damage, DNA damage was detected by flow
cytometry in y-irradiatiated. In the flow cytometry analyses performed with Pl
staining, it was thought that the cells damaged DNA were arrested in the G2 phase,
although it was not possible to conclude that there was no sharp dissociation in the
cell cycle peaks. In situ proximity ligation assay did not detect PKNOX2 and ATM
interaction in y-irradiated cells but increase in PKNOX2-RNF8 interaction was
observed. In conclusion, it was shown for the first time in the literature that PKNOX2
transcription factor interacts with ATM and RNF8. Changes in interactions with DNA

damage should be confirmed by further studies.

Keywords: PKNOX2, ATM, RNF8, BM-MSC, PLA
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1. GiRiS

Mezenkimal kok hiicreler, kendini yenileyebilme 6zelliginin yani sira immin
baskilayict 6zelliginin bulunmasi ve tedavi amach kullanilmasinda daha az risk
icermesinden dolayl 6nemi giinden gline artan bir kék hicre grubudur. Bunun yani
sira kemik iliginde, hematopoetik hicrelerin mikrogevresini olusturmasi nedeniyle
hastalikli mikrogevrenin fizyopatogeneze olan katkisini incelemek ve kdk hiicrelerde
protein etkilesimlerini incelemek icin de 6nemli bir kaynaktir (1). Daha 6nceki
TUBITAK1001 ve AB COST aksiyonu proje destekleri (TUBITAK 1105021, 2147033 ve
AB COST BMO0805) ile gerceklestirilen Giinel-Ozcan grubunun c¢alismalarinda Fankoni
anemisi bulunan hasta ve saglikh gruplarin kemik iligi mezenkimal kdk hiicrelerinde
HOX kofaktorlerinden PKNOX2 ifadesinde anlamh bir farklilik saptanmistir (2).

PBX/Knottedl Homeobox 2 (PKNOX2), HOX transkripsiyon faktorlerinin
0zglinligiinde rol oynayan kofaktorlerden TALE (Three amino loop extension)
homeodomein grubunda yer alir (3). PKNOX2’'nin paralogu olan PKNOX1’in
fonksiyonlari hakkinda yeterli bilgi bulunmasina ragmen PKNOX2'nin hiicresel
fonksiyonlari ¢ok iyi bilinmemektedir (3). PKNOX2 diger adiyla PREP2, 11.
kromozomdan kodlanan bir transkripsiyon faktortdir. PKNOX1 ile PKNOX2 birbirine
benzer boélgeleri oldugu gibi kendilerine 6zgli kisimlari da saptanmistir. PKNOX2, 463
aminoasitten olusurken PKNOX1, 436 aminoasittir (4). PKNOX1 ile PKNOX2'nin
homeodomain (HD) kisimlari %94 benzerlik gosterir ancak butlinsel protein
benzerlikleri sadece %52’dir (4). Bu iki paralog transkripsiyon faktoriiniin N-ucu
bolgeleri kendilerine 6zglidiir. Northern blotlama yontemi calismalari ile kalp, beyin,
iskelet kasi ve yumurtalikta PKNOX2'nin ifadesi yiksek dizeyde saptanirken,
plasenta, akciger, pankreas, prostat, testis ve ince bagirsakta daha diisiik mRNA
ifadeleri tespit edilmistir (4).

TUBITAK1001-214Z033 nolu proje kapsaminda, ko-immunopresipitasyon (ko-
IP) sonrasi PKNOX2 ile protein-protein etkilesimleri proteomiks analizleri ile
saptanmistir. Bu tez kapsaminda, proteomiks analizleri sonucu elde edilen PKNOX2
ile etkilesen protein listesinden ATM ve RNF8 proteinlerinin PKNOX2 ile

etkilesimlerinin dogrulanmasi ve bu etkilesimlerin DNA hasari kosulunda Ki-



MKH’lerinde arastirilmasi amaclanmistir. ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated)
proteini genel olarak DNA hasari cevabi ve hiicre dongiisi kontrol noktalari yolaginda
gorev alir (5, 6). ATM proteininin S fazi kontrol noktasinda etkilesime girdigi
proteinlerden biri de Fanconi Anemisi yolagl proteinlerinden FANCD2 proteinidir.
FANCD2 proteini diger ATM substratlari ile bircok altyapili protein kompleksi
olusturarak hasar gormiis DNA'ya baglanir ve S fazinda DNA replikasyonunu inhibe
eder (7).

RNF8 (Ring Finger Protein 8) proteini ise bir ubikitin ligaz olup FHA (Forkhead-
associated) domaini ile fosforlanmis TQXF motifli MDC1 (Mediator of DNA Damage
Checkpoint 1) kimeleriyle etkilesimde bulunarak, H2AX ve H2A histonlarinin
ubikitinlesmesini, RAP80-BRCA1 kompleksinin olusmasini saglar ve hasar gérmis cift
zincir kingi olan bélgenin onarimini glglendirir (8).

Proteomiks analizleri sonucu PKNOX2 ile etkilesimi saptanan 219 proteinden
ATM ve RFN8 proteininin segilmesinin sebebi ATM ve RNF8'in cift iplik kiriklarinda
onemli rollerinin olmasidir (5-8). Fankoni anemisinde DNA tamir mekanizmalarindan
olusan capraz baglari onaran yolakta bozukluk mevcuttur. Dolayisi ile genom bozuk
ortamda PKNOX2'in gen ifadelenmesini bozulmasi sonucu ATM ve RNF8 ile
etkilesimlerinde degisiklikler olabilir ve bu degisimler Fankoni anemisi
fizyopatogenezi icin 6nemli olabilir. Ancak, Ko-IP sonrasi kitle spektrometri
analizlerinde, ATM ve RNF8'’in tanimlayan coverage degerleri diisiik bulundugundan
dolayi (sirasi ile 5.79 ve 7.22) daha ileri fonksiyonel arastirmalar yapilmadan 6nce
ATM ve RNF8’in PKNOX2 etkilesiminin kesinlestiriimesi gerekmektedir. Bu amacla,
saglikli kemik iligi mezenkimal kék hiicrelerinde (Ki-MKH) Proksimity Ligation Assay
ile in situ olarak ve ko-IP sonrasi Western blotlama ile PKNOX2'nin ATM ve RNF8 ile
etkilesimlerinin incelenmesi ve DNA hasari ile bu etkilesimlerin durumunun

belirlenmesi hedeflenmistir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Kok Hiicreler ve Mezenkimal Kok Hiicreler

Kok hiicreler vicuttaki diger hiicre tiirlerinden farklidir. Tim kok hiicreler,
kaynaklarina bakilmaksizin, iki genel 6zellige sahiptir:

1) Béliinerek kendilerini yenileyebilirler;

2) Farklilasmamislardir ancak farklilasma potansiyeline sahiptirler (9).

Kok Hucreler, farkhlasma potansiyelleri ve elde edildikleri kaynaklara gore
kategorize edilebilirler. Ornegin; morula asamasindaki embriyonik kdk hiicreler,
embriyonik ve ekstra-embriyonik yapilari olusturabilir bu nedenle bu hiicreler
totipotent hiicrelerdir (10). implantasyon sonrasi i¢ hiicre kiitlesinden elde edilen
embriyonik kok hiicreler o6zellesmis kiltiir sartlarinda cogalabilir ve l¢ germ
tabakasindaki hiicrelere farkhlasma 6zelligini devam ettirebilir ve pluripotenttir (10,
11). Eriskin kok hticreler doku kok hiicreleri olarak isimlendirilir ve fetal donem dahil
yasamin tim asamalarinda dokulardan elde edilir. Eriskin/Doku kok hicreleri
multipotent 6zelliktedir ve elde edildikleri dokunun kaynak aldigi germ yapragindan
olusabilecek hiicrelere farklilasabilir.

insan mezenkimal kék hiicresi (MKH), ektoderm ve endodermden kéken alan
plastik yapiskan hicrelerdir ve diger mezenkimal soylara (kemik, kikirdak ve yag
dokuya) farklilasabilirler. Ayrica, 6zel kiltir kosullari altinda, MKH'ler, hepatositler,
noronlar, pankreas hiicreleri, kalp kasi hiicreleri veya astrositler gibi mezodermal
olmayan soylara farkhlasabilmektedir (12-14). Uluslararasi hiicresel terapi
topluluguna gore (ISSCT; International Society of Stem Cell Therapy), multipotent
MKH’ler su (g kriteri karsilamahdir:

1) plastik tutunma

2) (farklilasma kimesi) CD105, CD73 ve CD90 ekspresyonu ve CD45, CD34,
CD14 /CD11b, CD79a / CD19 ve insan lokosit antijeni (HLA) sinif lI'nin ifade eksikligi

3) osteoblastlara, kondroblastlara veya adipositlere farklilasma yetenegi (15).



Mezenkimal kok hiicreler birgok farkl kaynaktan elde edilebilir. Amniyotik sivi,
gbbek kordonu, gébek kordonu kani, kemik iligi, dental pulpa ve deri mezenkimal kok
hicre kaynagi olarak 6rnek gosterilebilir (16, 17).

ilk olarak 1976'da Friedenstein tarafindan kesfedilen Kemik iligi-Mezenkimal
Kok Hicreler (Ki-MKH), 1987'de farklilasmamis MKH'ler olarak tanimlanmistir (18,
19). MKH’ler kemik iliginde hematopoetik kok hiicrelerin mikrogevresinde bulunan ve
hematopoezin saglikh gerceklesebilmesi dnemli destek gorevi olan hicrelerdir (1).
Diger mezenkimal kok hicre kaynaklariyla kiyaslandiginda, elde edilmeleri, agir
anestezi kullanimi iceren aci verici bir prosedir gerektirirken; hiicre verimi, uzun
omurlalik ve farkhlasma potansiyelleri, dondr yasi ile azalir (20). Diger kaynaklardan
elde edilen MKH'lere kiyasla, Ki-MKH'ler daha énce yaslanir (20, 21). Bununla birlikte,
Ki-MKH'lerin diger hiicre kaynaklarina (adipoz, gébek kordonu kaynakli MKH) gore
ikiye katlanma sayilari (doubling number) en dlsuiktir ve  goreceli olarak ileri

pasajlara gelme potansiyeli daha azdir (22, 23).
2.2. PBX/Knotted 1 Homeobox 2 (PKNOX2)

PKNOX2, alfa heliksleri 1 ve 2 arasindaki, 3 amino asit uzantisi ile karakterize
edilen U¢ Amino asit Déngli Uzatma (Three aminoacid loop extension, TALE)
homeodomain protein sinifina aittir. TALE ailesi PBX (PBX1-4), MEIS (MEIS1-3) ve
PKNOX (PKNOX1-2) 'den olusmaktadir. TALE protein ailesi, korunmus bir DNA
baglama bolgesini paylasan (prolin, tirosin, prolin iceren ¢ aminoasidin yer aldigi)
sekansa 6zgl transkripsiyon faktorleridir ve biylime, farklilasma ve hiicre 6limiinde
temel roller oynarlar. Ayrica bu transkiripsiyon faktorleri tiimor gelisiminde de gérev
Ustlenir (24-27).

PKNOX2 diger adiyla PREP2’nin 11. kromozomunda bulunur ve ve MEINOX alt
ailesine bagh, PKNOX1 (PREP1) paralogu olan bir transkripsiyon faktortudir (3).
Northern blotlama yontemi calismalari ile kalp, beyin, iskelet kasi ve yumurtalikta
PKNOX2'nin ifadesi yliksek diizeyde saptanirken, plasenta, akciger, pankreas, prostat,
testis ve ince bagirsakta daha diisik mRNA ifadeleri tespit edilmistir (4). 472 amino
asidden olusan PKNOX2'nin (NCBI erisim no: NP_071345.2) tahmini molekiler agirhg



52 kDa’dur. Giinel-Ozcan grubunun vyayinlanmamis verilerinde de, insan Ki-
MKH’larinda PKNOX2’nin shRNA ile sessizlestirme deneyleri 25 kDa, 45 kDa, 55 kDa,
70 kDa ve 100 kDa olmak tizere 5 farkl izoform varligina isaret etmektedir (Glinel-
Ozcan A, TUBITAK 1001-214Z033 proje final raporu, 2018). Bunun yani sira, fare
embriyo dokularinda, PKNOX2 proteininin 5 farkli izoformu tanimlanmistir (28).
Bunlardan 3’l C-ucu PKNOX2 antikoru ile ¢ekirdekte tespit edilerken, diger iki izoform
N-ucu spesifik antikoruyla cekirdek ve sitoplazmada bulunmustur. C-ucu PKNOX2
antikoru ile tespit edilen izoformlarin iki tanesi 62 kDa digeri ise 47 kDa
biydkligindedir. N-ucu PKNOX2 antikoru ile tespit edilen izoformlarin ise
blyuklikleri 25 kDa ve 62 kDa seklindedir (28). PKNOX2, PKNOX1 gibi nikleer
lokalizasyon sinyali tasimadigindan PBX1 ile heterodimer yaparak ¢ekirdege yerlesir.
PKNOX1 ile PKNOX2’nin homeodomain (HD) kisimlari %94 benzerlik gdsterir ancak
bitunsel protein benzerlikleri sadece %52’dir (4). Bu iki paralog transkripsiyon
faktorinlin N-ucu bolgeleri kendilerine 6zgldlr. PBX1 ile PKNOX1 veya PKNOX2
proteinleri N-ucundan heterodimer olusturmaktadir. PKNOX2-PBX1 vyapisinin,
PKNOX1-PBX1 heterodimerizasyon yapisina gére daha hizli ayrildigi tespit edilmistir
(4).

Giinel-Ozcan grubunun daha énce yaptiklari calismada, Fankoni anemi (FA)
hastalarinin Ki-MKH’lerinde saghkli Ki-MKH’lere gére PKNOX2 mRNA diizeyleri
arasinda anlaml derecede azalma saptanmasi, genomik kararsiz kemik iligi nisinin
PKNOX2 regiilasyonunun bozulmasina yol acabilecegini dislindirmustir (2).
PKNOX2'nin protein etkilesimleri de arastirlmis ve PKNOX2 ile ko-
immunopresipitasyon sonrasi yapilan kitle-spektrometri ile elde edilen proteom
analizlerinde Ki-MKH’lerde 219 proteinin PKNOX2 ile etkilesime girdigi belirlenmis
ancak bunlarin ancak 28’i tekrarli analizlerde saptanmistir. Yapilan gen ontoloji
zenginlestirme analizleri PKNOX2'nin etkilestigi proteinlerin bazilarinin non homolog
end joining (NHEJ) DNA onarimi ile iliskili olabilecegini ortaya koymus ve genomik
kararsiz kemik iligi nisinde PKNOX2'nin regiilasyonunun bozulmasinin NHEJ-iliskili gen
ifadelenmesini tetikleyebilecegi g¢ikarimi yapilmistir (2). Baska bir galismada ise

PKNOX2'nin mide kanserinde tiimoér olusumuna etkisi incelenmis ve ilk defa



PKNOX2'nin, apoptozisin indiklenmesi, hiicre donglsiniin inhibisyonu ve hiicre
blylmesinin inhibisyonu gibi gorevleri olabilecegi mide kanserinde gosterilmistir
(29). Bu bilgiler 1siginda, PKNOX2 reglilasyonunun bozulmasi FA gibi kemik iligi

yetmezliginde ya da kanser patogenezinde dnemli olabilir.

2.3. Ataxia-Telangiectasia Mutated (ATM)

ATM geni 1995 vyilinda tanimlanmistir ve mutasyonlari serebellar
dejenerasyon, immiin sistem defektleri ve kanser yatkinligi ile karakterize nadir bir
hastalik olan Ataksi-telenjiektazi (A-T) hastaligina yol acar (6, 30-33). 3056 amino
asit’den olusan insan ATM proteininin (Gen bankasi erisim no: AAB65827.1) tahmini
molekiler agirhgi 350.7 kDa’dir.

ATM tarafindan kodlanan protein, fosfatidilinositol 3-kinaz benzeri serin /
treonin protein kinaz ailesinin (PIKK'ler) bir Giyesidir. Bu protein ailesinin diger yeleri
arasinda ATR, DNA-PKcs, mTOR ve ATX / hSMG-1 bulunur (6, 34). ATM, PIKK protein
kinaz ailesinin diger Uyeleri gibi, substratlarini glutaminin takip ettigi serin veya
treonin Uzerinden fosforile eder (35, 36). ATM, bir fosfoinositid 3,4-kinase (PI13K)
domain, bir FAT (FRAP, ATR, TRAP) ve bir FAT karboksi terminali (FAT-C) domaini igerir
ve bundan 6tiri PIKK ailesinin diger Gyeleri ile benzer 6zelliklere sahiptir (37).

Tek partikil elektron mikroskobik analiz, ATM'nin yaklasik 115 A° kadar blylk
bir head domainine ve buradan cikinti yapan 75-140 A° boyutunda uzun bir “kol”
yapisina sahip oldugunu ortaya koymaktadir (38). ATM'nin genel sekli, ATM ile ayni
protein kinaz ailesine mensup DNA-PKcs'ye benzer oldugu soylenebilir (39).

Hicreler IR'ye maruz kaldiklarinda ATM proteininin miktari degismez ancak
ATM'nin protein kinaz aktivitesinin DNA hasarina maruz kalmanin ardindan 2-3 kat
arttigr immuno-¢okeltme (IP) kinaz analizler sonucu ortaya ¢ikmistir (40-43). Buna ek
olarak, IR ile olusturulan DNA hasari, ATM’nin fosforlanmasini arttirir (44, 45).

ATM, DNA cift zincir kiriklarinda bas rol oyuncusu olarak gorev alir. DNA cift
zincir kirigl oldugunda, MRE11- RAD50 — NBS1 (MRN) kompleksi, ¢ift zincir kirik
alanina yerlesir (46). IR, ATM serin-1981’in otofosforilasyonuna neden olur ve bu

fosforilasyon sonrasi dimer ayrisma ve hiicresel ATM kinaz aktivitesi etkin hale gelir



(44). Bundan sonra, ATM, cift zincir kiriklari alanina konumlanir ve substratlarini
fosforlayarak ¢ift zincir kirig1 tamiri sinyal yolaginin devam etmesini saglar (6).

ATM ayrica DNA onarimiyla ilgili olmayan ancak insilin sinyali gibi, hicre
homeostazinin korunmasinda rol oynayan nikleer ve sitoplazmik sinyal kaskadlarinin
aktivasyonuna aracilik eder (47). ATM, hematopoetik kok hiicre sagkalimi sirasinda
da aktive edilir (48, 49).

ATM aktivasyonu ayrica, mitofaji yoluyla kusurlu mitokondriyi ortadan
kaldirmaya yardimci olarak mitokondriyal fizyoloji ve islevi de etkiler, béylece ROS
metabolizmasi ile mitokondriyal disfonksiyon arasinda bir baglanti saglar (50). Ataksi
telanjiektazili bireylerden elde edilen fibroblastlar ve saglikh fibroblastlar ile yapilan
bir calismada, hasta grupta, saglklh gruba kiyasla, ROS diizeylerinin daha yuksek
oldugu ve hasta grubun oksidatif strese daha duyarh olduklari tespit edilmistir (48,
51). Bu durum, ATM’nin, hiicreleri oksidatif hasardan korurken, ayni zamanda disuk
endojen ROS seviyelerini de sabit tutmakta gorevli oldugunu géstermektedir.

ATM aktivasyonunun, interlokin 8 (IL-8) araciligiyla, hiicre gocline ve
invazyona yardimci oldugu gosterilmis ve bunun sonucu olarak ATM’nin timor
olusumunu destekleyici oldugu disinilmuistir (52). Her ne kadar timorigenezi
desteklemede ATM'nin roll olduguna dair kanitlar mevcut olsada, timorigenezin
erken doneminde, ATM sinyalleri, aktif onkogenlere ve timor ilerlemesine karsi bir
bariyer olarak fonksiyon gérmektedir (53-55). Bu durum ATM’nin tlimoérigenezde cift

etkiye sahip olabilecegini ortaya cikarmistir.

2.4. Ring Finger Protein 8 (RNF8)

RNFS8, sinif lll ubikitin baglayici enzimler ile etkilesen, RING domaini iceren bir
protein olarak tanimlanmistir (56). RNF8 geni, 485 amino asitten olusan (erisim no:
NP_003949.1) tahmini 55.5 kDa molekdiler agriliginda bir proteini kodlar. Bu protein
N-ucunda Forkhead-associated domain ve C ucunda RING domainini icermektedir.
FHA domaini, protein-protein etkilesiminden sorumlu iken; RING domaini ubikitin

ligaz aktivitesini Gstlenir.



RNF8’in ana fonksiyonu, gift zincir kirigi sinyalizasyonunun iletimidir (57). Cift
zincir kirigl, IR ya da reaktif oksijen tirleri gibi dis ya da i¢ uyaranlar varliginda ilk
olarak Mrel1-Rad50-Nbsl (MRN) kompleksi tarafindan algilanir ve ATM hasarli
bolgede konumlanmaya baslar. Otofosforilasyon sonrasi aktif hale gelen ATM, histon
H2A’nin varyanti H2AX’i C-ucundan fosforlar ve X-H2AX olusur (58-60). Etkilesimde
bulundugu MDC1 proteini, X-H2AX yapisini tanir (56, 58). Ardindan, ATM tarafindan
fosforlanan MDC1, RNF8’in FHA domaini aracihigiyla taninir ve RNF8’in hasarli bolgeye
toplanmasi gerceklesir. Ancak RNF8 proteininin H2A ile iletisime girmesi katlanmamis
(unfolded) kromatinler arasindan miimkiin olmayabilir. Bu durumda; RNF8, kromatin
yogunlugunun kaybolmasini saglayan NuRD ATPase CHD4 molekilinin cevresinde
yogunlasarak RNF8’in H2A ile etkilesebilir (8, 57-66). UBC13-RNF8 etkilesimi
sayesinde H2A’nin mono ubikitinasyonu gerceklesir (8, 57, 61-67). Ayni zamanda
RNF8, ATM tarafindan fosforlanmis L3MBTL2'nin poliubikitinasyonunu saglar (68).
Ubikitinlesmis L3MBTL2, RNF168’i bolgeye ceker ve H2AX poliubikitinlesir (68, 69).
Bunlarin yani sira, MDC1’'in JMD1C demetilaz yardimiyla RNF8-UBC13 tarafindan
poliubikitinlesmesi, RAP80 tarafindan algilanir ve RAP80, CCDC98 araciligiyla BRCA1-
BARD1 kompleksinin cift zincir kirik boélgesinde toplanmasini saglar (70-76). Bundan
sonra, tamir mekanizmasinda, BRCA1’in asagisinda yer alan PALB2 yer alir ve PALB2,
RAD51’in hasarli bolgede toplanmasina sebep olur. Bu durumda, hasarli bolgede
yogunlasan RAD51 rekombinaz, homolog DNA ipliklerinin degisimini katalize ederek,
¢ift zincir kiriklarinda kullanilan tamir mekanizmalarindan biri olan Homolog
Rekombinasyonun (HR) devreye girmesini saglar (77).

RNF8, ayni zamanda, JMIJD2A’nin poliubikitinizasyonu sonrasi degrade
olmasinda rol oynar. Degrade olan ubikitinlesmis JMJD2A demetilaz, 53BP1 ile
metillenmis H3/H4 etkilesimine onciulik eder. Metillenmis H3/H4 ile 53BP1
proteininin hasarli bolgede birlesmesi, cift zincir kiriklarinin tamirinde goérev alan
diger bir secenek olan NHEJ mekanizmasinin ¢alismasina neden olur (78-82).

RNF8, cift zincir kingi sinyalizasyonuna ek olarak ultraviyole (UV) ile
indiklenmis tek zincir kiriginin tamirin mekanizmasinda da goérev alir. Bu durumda;

RNF8 ve UbcH5c etkilesime girerek DNA hasar durumunda yikima ugrayan p12’'nin



ubikitinlesmesine ve ardindan da pl2’nin yikimina neden olarak genom
korunmasinda rol oynar (83).

RNF8 proteinin rol oynadigi bir diger proses ise telomer ucu kararlihginin
korunmasi ve hiicre donglsii siirecinin dizenlenmesidir. Yapilan c¢alismalar
sonucunda, RNF8'in E3 ligaz aktivitesi ile, A-NHEJ aracili telomer flizyonunu bastirarak
ve telomerlerde kohezyonun zamaninda rezollisyonunu saglayarak telomer ucu
kararhliginin korunmasinda 6nemli bir rol oynadigi ortaya konulmustur. Ancak eger
telomer, shelterin kompleksinin bir pargasi olan TRF2'nin deplesyonu sonucu zaten
acllmamissa, RNF8, telomer flizyonunu ve bununla birlikte Gretilen genomik
kararsizligi indiikleyen C-NHEJ mekanizmasinin devreye girmesine sebep olabilecegi
de saptanmistir (84-86). RNF8, mitoz ve sitokinezde dnemli bir gorev alarak diizgilin
bir sekilde hiicre bolinmesinin gergeklesmesini ve genom kararhliginin devamini
saglamaktadir. RNF8’in bu islevinde kusur olmasi sonucu basarili bir sekilde sitokinez
gerceklesmez ve bu durum, cok cekirdekli hiicrelerin olusmasi ve genom kararsizligi
ile sonuglanir (87-89).

Bunlarin yani sira, RNF8’in timor olusumda farkh roller Ustlendigi yapilan
¢alismalar sonucu goérilmastir. Bir taraftan, RNF8 eksikliginde farelerde tlimor
olusumu goézlemlenirken diger yandan RNF8’in, Twist ve ERa transkripsiyon
faktorlerinin aktivasyonunda rol Ustlenerek meme kanseri hiicrelerinde blyimeyi
artirdigl ve metastaza sebebiyet verdigi ortaya cikmistir (90-92). Kisacasi, RNFS,
normal hicrelerde genom kararliligini korumada 6nemli bir rol Ustlenerek, timor
olusumunu engellerken, hasta hiicrelerde genom kararsizligini arttirmis ve timor

olusumunu pozitif yonde etkilemistir.
2.5. Protein-Protein Etkilesimlerinin incelenmesinde Kullanilan Metotlar

Elektrostatik kuvvetleri ve hidrofobik etkileri iceren iki veya daha fazla protein
molekill arasinda kurulan yiksek 6zgillige sahip fiziksel temaslar olan protein-
protein etkilesimlerini arastirmanin bircok yontemi vardir. Her bir yaklasimin,
ozellikle yontemin duyarhhgi ve 6zgulliigine bagli olarak, kendi glicli ve zayif yonleri

bulunmaktadir (93).



Tablo 2.1. Protein — protein etkilesimlerinde kullanilan metotlar; avantaj ve dezavantajlari

Metot

Ozet

Avantajlari

Dezavantajlari

Ko-immiinopresipitasyon

Bu yaklagim, agaroz ya da magnetik boncuklara
konjuge bir antikor ile total hiicre lizati igindeki bir
antijen arasindaki reaksiyona dayanmaktadir (94).

Proteinler dogal yapilarinda bulunurlar.
Transkripsiyon sonrasl degisiklikleri
gosterir. Kutle spektrometresi analizi gibi
tekniklerle uyumludur. Nispeten ucuzdur.

Birincil antikorlarin mevcut olmasi gerekir.
Gegici etkilesimleri yakalamak gugtir. Protein
kompleksleri yikama sirasinda kaybedilebilir.
False pozitif sonug elde edilebilir.

I-Azidohomoalanin (AHA)

Yeni sentezlenmis proteinler toksik olmayan bir
metiyonin analog bilesigi ile etiketlenmistir (95, 96).

In vivo, toksik olmayan ve segici etiketleme
yapiyor. Ucuzdur. Proteinler kendi dogal
sartlarindadir. Kolaytespit edilebilir. Diger
yaklagimlarla uyumludur (Ornegin kitle
spektrometresi).

Hucrelerin metiyonin agligi olmasi gerekir

Kararl izotop etiketlemesi (Stable-isotope
labelling by amino acids in cell culture -
SILAC-)

ilgilenilen proteinler, proteini agirlastiran stabil,
radyoaktif olmayan izotoplarla etiketlenir. Kutle
farklari daha sonra kitle spektrometresi analizi ile
tespit edilir (97).

In vivo. Radyoaktif olmayan etiketleme.
Glgli  bir yontemdir. Yiksek verimlilik
vardir. Diger tekniklerle birlestirilebilir
(6rnegin, sivi kromatografi)

Kutle  spektrometresi ile  eslestiriimesi
gerekmektedir. Ozel ortam gereklidir.

ikili Hibrid Sistemi

Bilinen iki proteinin DNA baglama alanina (BD) ve
transkripsiyon faktoriniin transkripsiyonel aktivasyon
alanina (AD) fizyonu temelli yéntem. Proteinler daha
sonra, bir raportor genin yukarisindaki
transkripsiyonel aktivatoriin spesifik DNA baglanma
bolgesini igeren bir maya susu iginde birlikte eksprese
edilir (98).

Glglt ve kullanici dostu bir yontem.
Yiiksek verimlilikle diigiik maliyetlidir.

False pozitif. Bait proteinleri toksik olabilir.
Genler otomatik aktivasyona girebilirler.

Fluorescence Recovery After Photobleaching
FRAP

Bir floresan proteinin motilite 6zellikleri, ilgilenilen bir
bolgeyi foto-agartmadan sonra Olgllir. Protein
hareketliligindeki  degisiklikler ~diger proteinlerle
iliskilendirme ile iliskili olabilir (99, 100).

Hicre igi protein hareketliligini tespit
edebilir. Proteinler canh hicrelerde test
edilebilir

Ozel enstriimantasyon gereklidir.  Sicaklik
kontrol edilmelidir. Protein-protein etkilesimi
icin cok spesifik degil.

Fluorescence Resonance Energy Transfer
FRET

Canli ya da sabitlenmis hiicreler arasindaki mesafe 10
nm icerisinde oldugunda protein-protein
etkilesimlerinin saptanmasinda kullanilir. ilgilenilen
proteinlerin fluroforlarla konjuge edilmesi gerekir
(101).

Cok hassas ve spesifiktir. in vivo calismalari
destekler. Etkilesimin yeri hakkinda bilgi
verebilir.

Tag, ilgilenilen proteinlerin yerini,
konformasyonunu ve fonksiyonunu
degistirebilir. Az ifade edilen proteinler igin
uygun degildir. Sinyal kirliliginin  varhgi
gorilebilir.

Metot

Ozet

Avantaj

Dezavantajlari
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Tablo 2.1. (Devami ) Protein — protein etkilesimlerinde kullanilan metotlar; avantaj ve dezavantajlari

Fluorescence lifetime imaging microscopy
(FLIM)

Prob floresanstaki degisim, dinamik protein-protein
etkilesimleri hakkinda bilgi veren floresanin 6mri
boyunca izlenir. Genellikle FRET analizi ile birlestirilir
(102).

Sinyal kirliligi gostermez. Sadece hicresel
ortamdaki degisikliklerden etkilenir. FRET
poplilasyonundaki bir artigi ¢ozebilir ve
gercek zamanl olarak bir veya daha fazla
etkilesime giren proteini izleyebilir.

Pahalidir. Ozel ekipman gerektirir. Fikse edilmis
hicreler igin guvenilir degildir.

Bioluminescence resonance energy transfer
(BRET)

Protein-protein etkilesiminin tespiti, bir floresan
proteini ile konjuge edilme sonrasi lusiferaz
aktivitesine dayanir (103, 104).

Hem hicre kiltirinde hem de derin
dokuda tespit. Gergek zamanli iki renkli
6l¢limu destekler. Yanlis negatif sonuglarda
azalma gorulir.

Doku analizinde 15tk zayiflamasi vardir. Ozel
ekipman ve uzmanlk gerekli. Zayif protein-
protein etkilesimleri derin dokularda kaybolur.

Her atomun nikleer manyetik 6zelliklerini kullanarak
protein kompleksinin atomik diizeyde belirlenmesine

Yiksek ¢ozUnurlukli yaklagimdir.  Zayif
protein-protein etkilesimleri tespit edilir.

13C / 15N rekombinant proteinlerin Gretimi,
spesifik ortamlar, konaklar ve maliyet ile

tanimlanmasi igin kullanilir (105).

konformasyonel degisikliklerini gdztimler.

NMR T v kristaliz ilmi rotein il
spectroscopy dayanan farkli yaklagimlarin bir araya getirilmesidir S cva stalize .ed 3 P ote. N sinirhidir. - Tanimlanabilir  sistemlerde boyut
uyumludur. Fonksiyonel analizlerle
(105, 106). . - sinirlamalari mevcuttur.
birlestirilebilir.
zel ekipman rekli. Proteinlerin kristaliz
Kompleksin ~ molekiiler ve atomik yapisinin | Yiksek ¢ozlnurlikli mikroskopidir. Enzim O? e.p @ R gere oteinle stalize
X-ray crystallography edilmesi gerekir. Islevsel konformasyon ve zayif

protein-protein etkilesimleri kaybolabilir.

Single particle electron microscopy

Kristallografiyi ve kristalografik olmayan teknikleri
iceren bir dizi farkli projeksiyonun ortalamalarini
kullanarak protein komplekslerinin dogal
konformasyonlarinda tanimlanmasini saglar (107).

Atomik seviyede protein kompleksleri igin
yiksek ¢ozlnurluklu tekniklerdir. Dustk /
orta ¢ozunurliik igin hizli bir uygulamadir.

Pahalidir. Kuigtik molekuller igin uygun degildir.
Gorintu alma ve islem yapma gok karmasiktir.

Peptide array technology

Bir proteinin peptid sekanslari, seltloz zar Uzerinde
sentezlenir, bu daha sonra etkilesimin spesifik
alanlarini tespit etmek igin bir rekombinant protein ile
problanir (108-111).

Protein-protein etkilesimlerinde yer alan
belirli amino asidi tanimlayabilecektir.
Glgll teknik. SPOT peptid sentezine imkan
tanir.

Pahali ekipman ve reaktiflerdir. Bir proteinin
rekombinant formda olmasi gerekir. immobilize
protein, kendi dogal konformasyonunda
degildir ve 25 mer'den kisa peptidlerle sinirhdir.
Kisa dogrusal peptid motiflerini taniyan
proteinlere uygulanabilir.

Proximity ligation assay

Protein-protein  etkilesimleri  saptanabilir;, DNA
molekillerine doénustiralir, daha sonra PCR veya
floresans mikroskopisi kullanilarak analiz edilir (112).

Ternary yapisi tespit edebilir. Az miktarda
protein 6rnegi gerektirir. Proteinler dogal
durumlarinda bulunurlar.

Etkilesimin saptanmasini iki protein arasindaki
baglayicinin uzunluguna baghdir. Antikor arka-
plan problemleri gorilebilir.

Diger biyofiziksel teknikler

Ylzey plazmon rezonansi, izotermal titrasyon
kalorimetrisi, mikro 6lgekli termoforez ve analitik
ultrasantrifiigasyon dahil biyomolekillerin  yapi,
fonksiyon ve ozelliklerini incelemek igin mevcut
tekniklerdir.

Rekombinant proteinler arasindaki
etkilesimlerin karakterizasyonunu saglar.
Proteinler arasindaki etkilesimlerin
kesinligini ve / veya kinetigini nicel olarak
degerlendirmeyi kolaylastirir.

Ozellestirilmis ekipman gerekir.

Mikroto miligram miktarinda rekombinant
proteinlerin basarili bir sekilde saflagtiriimasi
gerekir. Gegici etkilesimler kaybolabilir.

11
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2.5.1. Proksimity Ligation Assay

Proksimity Ligation Assay (PLA), ilk kez 2002 yilinda Fredriksson ve arkadaslari
tarafindan tanimlandi (113). Giniimizde, gelismis ve kesin protein analizi amaciyla
kullanilan imminofluoresan temelli bir bir method haline gelmistir (113, 114).

PLA teknigi, bir proteinin farkli epitoplarina veya bir kompleks igindeki yakin
iki proteine (30-40 nm araliklarla) baglanan bir ¢ift oligoniikleotit konjuge edilmis
antikordan yararlanilarak gelistirilmistir.

Bu metodun uygulanmasinda iki farkli ydntem mevcuttur; birinci yontemde
dogrudan primer antikor konjugasyonu, digerinde ise ikincil konjugatlarla etkilesimin
tespiti saglanir (Sekil 2.1). Dogrudan PLA yonteminde, kisa DNA oligoniikleotitlerine
konjuge olan iki primer antikor, bir hedef molekili veya etkilesimli molekiilleri
baglanir. Daha sonra baglayici oligonikleotitler olarak adlandirilan iki ek DNA ipligi
tanitilir. Antikorlar tzerindeki iki DNA zinciri, iki baglayici oligontkleotidi baglayarak
dairesel, tek zincirli bir DNA molekilinin olusumuna yol agar. Olusturulan DNA
dairesinde, antikor konjuge DNA problarindan biri, amplifikasyon igin primer gorevi
gorlir ve buna rolling circle amplifikasyon (RCA) denir. Sonuc olarak, DNA polimeraz
eklenerek, uzun bir DNA Grind olusur. RCA'nin sonlandirilmasindan sonra, ayni
dizinin konkatamerik tekrarlari, bir mikroskop altinda gorsellestirilebilen ve
nicelendirilebilen coklu saptama fluoresan oligontkleotitleri ile hibritlesir (115).
Dolayli PLA sekli icin de ayni prensip gecerlidir ancak bu yontemde modifiye
edilmemis primer antikorlar, oligoniikleotidlerle konjuge olmus sekonder antikorlar

araciligl ile tespit edilir.
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Sekil 2.1. Proximity Ligation Assay Prensibini Anlatan Diyagram
a) Dogrudan PLA  b) Dolayh PLA
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2.5.2. Ko-immunopresipitasyon

Ko-immunopresipitasyon, immiino-¢cdkeltme temelli olmasi dolayisiyla,
herhangi bir immuno-¢okeltme tekniginde oldugu gibi antijen-antikor 6zgullugu /
etkilesimi prensibine dayanir.

Ko-IP tekniginin prensibinde, hiicre denatiire edici olmayan kosullar altinda
lizis edildiginde bircok hiicre ici protein-protein etkilesimi korunur. Etkilesimi
incelenen hedef proteini (bait), 6rnegin protein X, agaroz veya magnetik boncuklar
icinde stabilize edilmis spesifik antikoruyla yakalanabilir. Baska bir protein varsa,
etkilestigi protein (prey), 6rnegin protein Y, ex vivo olarak protein X'a baglanir, protein
X - protein Y kompleksi daha sonra antikor tarafindan birlikte ¢okeltilebilir. Daha
sonra, protein Y'nin arastirilmasiyla protein X -protein Y etkilesimini dogrulanabilir

veya protein X'in yeni etkilesimleri kesfedebilinir (Sekil 2.2).
2.6. Calismanin Amaci

Son arastirmalar transkripsiyon faktorii PKNOX2'nin timor baskilayici bir
protein oldugunu ve Fanconi anemisi hastalarinin kemik iligi kaynakli mezenkimal kok
hiicrelerinde (Ki-MKH’lerinde) azaldigini gdstermistir. Giinel-Ozcan grubunun
yayinlanmamis c¢alismasinda PKNOX2 ko-immunopresipitasyon sonrasi proteom
analiz listesinde PKNOX2'nin etkilestigi proteinler arasinda ATM ve RNF8
proteinlerinin dislik ‘coverage’ degeri ile saptanmis olmasi PKNOX2'nin DNA onarim
yolaginda rol oynayabilecegini diislindirmstiir. Bu calismanin amaci bu hipotezi test
etmek icin, PKNOX2 proteini ile ATM ve RNF8 proteinlerinin etkilesimini Ki-
MKH’lerinde Proksimity Ligation Assay ile in situ olarak ve ko-IP sonrasi Western
blotlama ile in vitro olarak dogrulamak ve bu etkilesimlerin DNA hasari ile iliskisini

arastirmaktir.
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Sekil 2.2. Ko-immunopresipitasyon prensibini anlatan diyagram.
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3. GEREGLER VE YONTEMLER
3.1. Calismada Kullanilan Ornekler

Bu calisma, Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu tarafindan onayi alinarak gergeklestirilmistir (Etik Kurul Karar No: GO 17/941,
05/12/2017). Calismada saglikli erkek donor kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerinde
daha onceki calismalar icin izolasyonu ve karakterizasyonu yapilmis (Cagnan | ve ark,
2018) dort farkli 6rnegin (HUSCS — D02, HUSCS — D07, HUSCS — D15, HUSCS - D11)

dondurulmus stok hicreleri kullaniimistir.
3.2. Mezenkimal Kok Hiicre Kiiltiirii

2. pasaj (P2) ve 3. pasaj (P3) Kemik iligi Mezenkimal kék hiicre drnekleri sivi
azot tankindan buz Uzerine alinarak hiicre kiltlrl karantina labina géturaldi ve 37
°C sicak suya alinarak 1 dakikada bir parga buz kalana kadar ¢oziinmesi saglanip
laminar flow icerisinde, falkon tiiplerinde DMF10 ortami (Tablo 1.1) ile karistirildi,
1500 rpm 5 dakika santrifiij edilip supernatant kismi dokildiikten sonra hiicre
¢cOkeltisi DMF10 besiyeri ile ¢ozilerek, tripan mavisi ile sayim yapildi ve 3000
hiicre/cm olacak sekilde T25 ya da T75 flasklara ekildi. 3 glin sonra Mikoplazma test
kiti kullanilarak (EZ-PCR Mycoplasma Detection Kit, katalog no: 20-700-20, biological
industries) mikoplazma testi yapildi ve mikoplazma negatif ¢ikan érnekler normal
hiicre kaltarl laboratuvarina aktarildi. Bundan sonra hiicreler 3 giinde bir DMF10
ortami ile tazelenerek takip edildi. 80% konfluensiye ulasan hiicrelere pasajlama
yapildi. Pasajlama islemi sirasinda besiyeri atilarak, hiicreler PBS ile yikandiktan sonra
tripsin ile muamele gordu ve 7 dakika 37°C %5 karbondioksit kontrolll inkiibatérde
bekletildi, mikroskopta hiicrelerin kalkmasi kontrol edildikten sonra, hiicreler falkon
tlplere pipet yardimi ile aktarilarak Gzerlerine tripsin miktarinin iki kati kadar besiyeri
DMF10 eklenerek 1500 rpm 5 dk santrifiij edildi, Ustteki besiyeri atildiktan sonra
hiicreler belli bir miktar DMF10 ile ¢6ziildii ve 1.5 mL eppendorf tiplerde 1:1 oranda
tripan mavisi ile hiicre sollisyonu karistirilarak hemositometreye ekildi ve hicre

sayimi yapildiktan sonra yeni flasklara ekilerek pasajlama islemi gerceklestirildi.
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Tablo 3.1. DMF10 ortam igerigi

Madde ve ylizdesi Katalog (Kat) no ve Firma adi

%10 oraninda fetal buzagi serumu Kat no: 10270106, Gibco by Life

technologies, ABD

%1 penisilin/streptomisin Kat no: A 2213, Merck Millipore, Almanya
%1 L-glutamin Kat no: K 0283, Biochrom, ingiltere

%60 DMEM-LG Kat no: 316000-083, Gibco, ingiltere

%40 MCDB201 Sigma Aldrich, Almanya

3.3. PKNOX2 overekspresyonunda Kullanilan Plazmidler: PKNOX2-pCMV6

MKH’lere PKNOX2 genini tasiyan PKNOX2-pCMV6 plazmidler veya bos
plazmidler (pCMV6-Entry) elektroporasyon ile transfekte edildi (OriGene, ABD; Sekil
3.1A-B). Her iki vektorde fi ori (faj orijini; replikasyon ve tek iplikli DNA'nin faj
partikilleri icerisine paketlenmesi icin gereklidir), SV40 ori (memeli hiicreleri icin
replikasyon orijini), kanr/Neor (antibiyotik seleksiyon kaseti; E. coli de kanamisine ve
memeli hiicrelerinde neomisine karsi diren¢ saglar), ColE1l (Colicin E1), CMV
(cytomegalovirus) promotoru, Kozak sekansi (memeli hiicrelerinde protein ifadesini
saglar) ve MYC/DDK tag (open reading frame —ORF- Urununin anti-DDK antikoru
tarafindan taninmasini ve saflastirilmasini saglar) icermektedir. Ayrica PKNOX2-
pCMV6 plazmidi 18 aminoasid dizinli MYC/DDK tag’i ile flizyon olusturan insan
PKNOX2 cDNA ORF'i icermektedir (Sekil 3.1A). pCMV6-Entry plazmidi 4.9 kb ve
PKNOX2-pCMV6 plazmidi ise 6.3 kb buyukligindedir.
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Sekil 3.1. PKNOX2-DDK overekspresyon vektérii. A) insan PKNOX2 (NM_022062)
cDNA ORF Clone tasiyan ekspresyon vektori ve, B) pCMV6-Entry bos
vektorinin plazmid haritalari (OriGene).

3.3.1. PKNOX2-pCMV6 ve pCMV6-entry Plasmidlerinin Bakteride

Cogaltilmasi ve izolasyonu

JM109 E. coli kompetan hiicrelerine PKNOX2 overekspresyon deneylerinde
kullanilan plazmidler aktarilarak bu plazmidlerin ¢ogaltilmasi saglandi. Kompetan
hiicreleri ile 100 ng plazmid DNA’sI eppendorf tiplerde karistirildi ve 30 dakika buz
Gzerinde inklibe edildi. Bundan sonra hiicre:plazmid karisimi bir dakika boyunca 42°C
de heat-shock edildi ve tekrar buz lizerinde 5 dakika bekletildi. Isi soku sonrasi, bu
karisim 1.5 ml LB-broth icerisine alindi ve 37°C de bir saat inkiibe edildi. Bakteri
kalturleri bir dakika boyunca 6800 xg santrifiij edildi ve Ustteki sivi atildi ve 25 pg/ml
kanamisinli LB-agara ekildi. Gece boyunca 37°C de inkiibasyon sonrasi LB-agar’lar
Uzerinde buyilyen kolonilerden tek koloni alinarak kanamisin (25 pg/ml) iceren LB
(falkon tlipte 1:5 oraninda LB olacak sekilde) icine inokiile edilip 37°C orbital
calkalayicida gece boyunca inkibasyona birakildi. Daha sonra, bu bakteri

kaltarlerinden 200 pl alinip kanamisin (25 pg/ml) iceren LB (100 ml) igine ekilip 37°C
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de gece boyu orbital calkalayicida inkiibe edildi. Bu hiicrelerden EndoFree Plasmid
Maxi Kit (kat no: 12362, Qiagen, ABD) izolasyon kiti ile plazmid DNA’si Gretici firma

tarafindan saglanan protokole gore saflastirildi.

3.4. Kemik iligi Mezenkimal Kok Hiicrelere PKNOX2-pCMV6 ve pCMV6-
entry Plazmidlerinin Elektroporasyon Yontemi ile Gegici

Transfeksiyonu

Hlcrelere elektroporasyon yontemi ile plazmid aktarimi Neon Transfection
System (Thermo Fisher Scientific, ABD) ile gerceklestirildi. Bunun icin 6nce, P4
mezenkimal kdk hiicre kilturinde hicrelerinin %70 yuzeyi kapladigi gozlemledikten
sonra tripsinizasyon islemi ile hiicreler kaldirildi, santrifiij sonrasi supernatant atilarak
PBS ile hiicre ¢okeltisi (pellet) siispanse hale getirildi ve hiicre sayimi gerceklestirildi.
1x10° hiicre olacak sekilde, Gic ayri 15 mL konik tabanl tipe (PKNOX2:MKH,
pCMV6:MKH, MKH) hiicreler dagitildi ve santrifijlenerek (1500 rpm, 5 dk ) hiicre
kiiltir ortami uzaklastirildi.

Hicrelerin santriflijlenmesi esnasinda, Neon Tip 3 mL Elektrolitik Buffer ile
doldurularak (10 uL pipet tip kullaniliyor ise Buffer E, 100 uL pipet tip kullanihyor ise
Buffer E2) Neon Pipet istasyonuna yerlestirildi. Bu islem sirasinda, PKNOX2-pCMV6
ve pCMVe6-entry plasmidlerinden 12,5 ug kadar alinarak PKNOX2:MKH ve
pCMV6:MKH olarak etiketlenmis 1,5 mL konik tabanli santrifiij tiiplere konuldu.

15 mL tiplerde bulunan hiicreler (100 ul-plazmid ul) reslispansiyon buffer ile
sispanse edildi. Sispanse olan hiicreler PKNOX2-pCMV6 veya pCMV6-entry plazmidi
bulunan 1.5 mL'lik tlipe aktarildi ve pipetlendi. Neon pipet, calisilacak dlcllerdeki uca
takildi ve 1.5 mL'lik tlipte bulunan plazmid-hicre karisimi kopik olusturmadan alindi.
Neon pipet 6nceden Neon pipet istasyonuna yerlestirilen Neon tlipe konumlandirildi
ve 990 V, 40 ms, 2 pulse ile elektroporasyon gerceklestirildi. Her bir elektroporasyon
sonrasl hiicreler antibiyotiksiz DMF10 iceren 6 kuyucuklu plagin iki kuyucuguna esit
olarak dagitildi. Hiicrelerin besiyeri 1 gin sonra antibiyotikli DMF10 ortami ile
degistirildi. Kontrol grubu olarak elektroporasyon islemine tabi tutulmayan MKH ve

PKNOX2 geni tagsimayan bos pCMV6 vektora kullanildi.
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3.5. Elektroporasyon Sonrasi Protein izolasyonu

DMF10 ortami igerisindeki MKH’ler iki kez buz Ustiinde sogutulmus PBS ile
yikandi. Buz Uzerinde, 1X proteaz inhibitdr kokteyli (kat no: P2714-1BTL, Sigma-
Aldrich) iceren Lizis Tamponu (Origene, ABD) 20 dk inklibasyona birakildi. Lizatlar
hicre kaziyici ile (kat no: 4460600N Orange Scientific ) ile toplandi. 14000 xg 4 °C’de
5 dk 1.5 ml'lik tlplerde Eppendorf 5810-R (Eppandorf, Almanya) cihazinda
santrifiijlendi. Ustteki sivi yeni bir tiipe aktarildi ve kullanilana kadar -80°C’de

saklandi.
3.6. Protein Konsantrasyonunun Hesaplanmasi

Pierce BCA Protein Assay kiti (kat no: 23225, Thermo Scientific, ABD)
protokoli uygulanarak protein konsantrasyonlari belirlendi. BSA standartlar; 2
mg/ml, 1.2 mg/ml, 0.8 mg/ml, 0.4 mg/ml, 0.2 mg/ml, 0.1 mg/ml ve 0 mg/ml olarak
hazirlandi ve 1X proteaz inhibitor kokteyli (kat no: P2714-1BTL, Sigma- Aldrich) iceren
Lizis Buffer (Origene, ABD) ile kit icinde mevcut olan 2 mg/mL BSA proteini
seyreltilerek istenilen standart konsantrasyonlari elde edildi. Bundan sonra, reagent
B: reagent A, 1:50 olacak sekilde calisma sollisyonu hazirlandi. Hazirlanan standartlar
ve ornekler bu sollisyon ile 1:20 dilisyona tabi tutuldu ve 37 °C 30 dakika inklibe
edildikten sonra NanoDrop ND-1000 spektrofotometre ile her bir standarda gore
absorbans degerleri olcildi ve elde edilen standart egriye gore orneklerin

konsantrasyonu saptandi.

3.7. Total Protein Eldesi Sonrasi SDS-PAGE Jel Yiriitme ve Western

Blotlama

%10 TGX Stain-Free FastCast Acrylamide kit (kat no: 161-0183, Bio-Rad, ABD)
kullanilarak, Sodyum Dodesil Stlfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) ile total
protein lizatinin ayrilmasi saglandi. Her kuyucuga 30 pg protein lizati yiklendi.
Konsantrasyonu en dislige gore kuyucuga yliklenecek toplam hacim miktari
belirlendi ve final hacmi su ile tamamlandi. Protein lizati karisimiile 2-merkaptoetanol

iceren 4x Laemmli Buffer (kat no: 161-0747, Bio-Rad) 1X olacak sekilde seyreltildi ve
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hazirlanan érnekler 5 dk, 100°C’de kaynatildi. Ornekler ile birlikte PageRuler Plus
Prestained Protein Ladder (kat no: 26619, ThermoFisher Scientific) jele yliklendi. Bio-
Rad PowerPac Basic cihazi ile oda sicakliginda stacker kismi gecene kadar 60 volt
sonra ise 110 Voltta yirutilmeye devam edildi. YlrGtme islemi sonrasi kaset
cikartilarak jelin tarak kisimlari kesildi ve jel hazir hale getirildi. Trans-Blot Turbo
Blotting sistemi (Bio-Rad, ABD) kullanilarak PVDF membranina jel transfer edildi.
Transfer edilen membran 1 saat boyunca oda sicakliginda %5 siit tozu ile bloklama
sonrasi gece boyu +4°C calkalayici lizerinde anti-PKNOX2 (1:250 diliisyon; Santa Cruz
Biotechnology; katalog no: 101857), anti-ATM (1:1000, Invitrogen; kat no: MA1-
23152) veya anti-RNF8 (1:100 dillisyon; Santa Cruz Biotechnology; kat no: 271462)
primer antikorlari ile inkiibasyona birakildi. Sekonder olarak HRP isaretli 1:1000
dilisyon ile keci-anti-fare IgG antikorlari kullanildi. Yiikleme kontrolii olarak ise anti-
B-AKTIN (1:2500 diliisyon; Cell Signaling Technology) primer antikoru kullanildi.
Peroksidaz aktivitesi, firmanin protokoli uygulanarak WesternBright Sirius
Chemiluminescent Detection Kit (kat no:K-12043-C20, Advansta) araciligiyla ol¢uldi

ve ProteinSimple FC3 cihaziyla goriintilendi.

3.8. Kemik iligi Mezenkimal Kok Hiicrelerde immunopresipitasyon Yéntemi
ile PKNOX2 Proteinin ATM ve RNF8 Proteinleri ile Etkilesiminlerinin

incelenmesi

PKNOX2 overekspresyonu sonrasi immunopresipitasyon (IP) icin manyetik
Protein A/G boncuklari (Pierce Protein A/G Beads cat no: 88802, Thermo Fisher
Scientific, ABD) kullanildi. Her hiicre lizatindan 60 pug olacak sekilde protein alindi, 1X
Lizis buffer proteinaz inhibitér kokteyl tampon sollisyonu ile final hacmi 475 ul’'ye
tamamlandi. Uzerine 25 pl A/G boncuk koyarak +4°C’de 30 dakika Bio RS-24 Mini-
Rotator (BioSan, Letonya) Uzerinde inkibe edildi. Tiipler manyetik standa alinarak
Ustteki sivi (supernantant) yeni temiz tlplere aktarildi. Boylelikle 6rnekler bos
magnetik boncuklar ile inklibe edilerek spesifik olmayan baglanmalari indirgenmis
oldu. Supernatant aktarilan tiiplere 10ul PKNOX2, ATM ya da RNF8 primer antikoru

eklenerek +4°C’de 4 saat mini-rotator ile karistirilarak inkiibe edildi. Daha sonra,
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tiplere 50 pl A/G boncuk eklendi ve gece boyunca +4°C’de mini-rotator (izerinde
inklibasyona birakildi. Ertesi gin, her ornek U¢ kez 500 uL 1X yikama sollisyonu
(OriGene, ABD) ile yikanarak yikama islemi tamamlandi. Yikama basamaklari sonrasi
25 pl %5 B-merkaptoetanol igeren 2X SDS-PAGE (%5 B-merkaptoetanol igeren)
sollisyonunu (OriGene, ABD) eklenilerek oérnekler 5 dakika boyunca kaynayan suda
inkiibe edildi. Kaynama islemi sonrasi, manyetik boncuklardan ayristirilarak Western
blotlama yapilmak lizere -80°C kaldirildi ya da direk olarak Western blot analizleri icin

%10 SDS-PAGE jeline yuklendi.

3.8.1. Immunopresipitasyon ile Coktiiriilen Proteinlerin Western Blotlama

ile Analizi

%10 SDS-PAGE jelinde yuratilen proteinler, Trans-Blot Turbo Blotting sistemi
(BioRad) kullanilarak PVDF membranina transfer edildi. Transfer edilen membran, 1
saat boyunca oda sicakliginda %5 sit tozu ya da Clean-Blot IP Detection Kit
(ThermoFisher Scientific) iginden gikan bloklama soliisyonu ile bloklama islemine tabi
tutulduktan sonra gece boyu +4°C’de calkalayici Gzerinde anti-PKNOX2 (1:250
dilisyon; Santa Cruz Biotechnology; kat no: 101857) veya anti-ATM (1:1000
invitrogen; katalog no: MA1-23152) veya anti-RNF8 (1:100 diliisyon; Santa Cruz
Biotechnology; katalog no: 271462) primer antikorlari ile inkiibe edildi. Sekonder
olarak HRP isaretli 1:1000 diltisyon ile keci-anti-fare IgG antikorlari ya da Clean-Blot
IP Detection Kit (kat no:21232, ThermoFisher Scientific) icinden ¢ikan deteksiyon
solisyonu 1:200 diltisyon ile kullanildi. Peroksidaz aktivitesi WesternBright Sirius
Chemiluminescent Detection Kit (kat no: K-12043-C20, Advansta) ile Uretici firmanin

onerdigi protokol kullanilarak ProteinSimple FC3 cihazi araciligiyla gorintiilendi.

3.9. yH2AX Proteininin FITC Konjuge Edilmis Spesifik Antikoru ile

isaretlenerek DNA Hasar Cevabinin Akim Sitometri Yontemi ile Analizi

Kiltir ortamindaki hiicrelere tripsinizasyon islemi uygulandi. Hicre sayimi
yapildiktan sonra hicreler esit miktarda ikiye boliinerek yarisi T75 hiicre kiltir

kabina, diger yarisi ise 25 gy 7 dk y- isinina (GammacCell 3000 Elan, USA) maruz
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birakildi ve T75 hicre kiltlir kabina ekildi. 6 saat sonra hiicreler tripsin yapilarak
toplandi ve 1 ml besiyeri ile siispanse edildi. Hiicre siispansiyonu, 4,5 ml soguk %1
metanol icermeyen PBS'te ¢6zlinmis formaldehit sollisyonu icinde 6 mL'lik bir
polipropilen tlpe pasteur pipeti ile aktarildi ve 15 dakika boyunca buz lizerinde
bekletildi. Oda sicakhginda 4 dakika 300 g'de santrifljlendi ve hiicre pelleti 4,5 mL
PBS’te slispanse edildi. Sispansiyon 1. adimdaki gibi tekrar santrifiijlendi ve hiicre
pelleti 0,5 mL PBS'te siispanse edildi, pastor pipeti ile 4,5 mL %70 etanol iceren bir
tipe aktarildi. Hicreler 2 saat, -20 °C'de %70 etanolde saklandi ve daha sonra
stispansiyon, oda sicakliginda 4 dakika boyunca 200 g'de santrifiijlendi ve etanol
uzaklagtirildi. Hiicre ¢okeltisi (pellet) 2 mL BSA-T — PBS ¢ozeltisinde slispanse
edildikten sonra oda sicakliginda 4 dakika boyunca 300 g'de santriflijlendi, Gstteki sivi
uzaklastirildi ve hiicreler tekrar 2 mL BSA-T — PBS icinde siispansiyon haline getirildi.
5 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra oda sicakliginda 4 dakika boyunca 300
g'de santrifjlenerek Ustteki sivi uzaklastirilip hiicreler 1 pg yH2AX primer antikoru
iceren 100 pL BSA — T — PBS ¢ozeltisinde slispanse edildi. Kurumayi énlemek icin
tipler kapatilip 4 ° C'de gece boyunca inkibe edildikten sonra, ilk olarak 2 mL BSA —
T — PBS eklenip oda sicakhginda 4 dakika 300 g'de santriflijlenerek yikama yapildi.
Daha sonra, 5 mL BSA —T—PBS ilave edildi ve 2 dakika sonra 300 g'de oda sicakliginda
4 dakika santrifujlenerek ikinci yikama yapildi. Hicreler 1 mL propidium iodide (PI)
boyama sollisyonunda stlispanse edilip karanlikta oda sicakliginda 30 dakika inkibe

edildi (116). Orneklerin analizi, BD FACSAria-Il cihazinda yapildi.

3.10. Mezenkimal Kok Hiicrelerde PKNOX2-ATM ve PKNOX2-RNF8

Etkilesimlerinin Proximity Ligation Assay ile Arastirilmasi

PKNOX2'nin ATM ve RNF8 ile etkilesimleri in situ olarak immuinfloresan teknigi
temelli DUOLink Proximity Ligation Assay ile yapildi. Bunun icin Duolink in situ Orange
Starter (Sigma-Aldrich, ABD) kiti kullanildi ve firmanin belirttigi protokol uygulandi.
Etkilesimi incelecek 6rneklerin deney plani, y- 1sinlamaya tabii tutulmus Ki-MKH
ornekleri, y- 1sinlamaya tabi tutulmamis Ki-MKH &rnekleri ve kontrol amagh sadece

anti-PKNOX2, anti-ATM ve anti-RNF8 antikorlarini icerecek sekilde deney plani
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yapildi. Sekizli chamber-slide (Nunc Lab-Tek, Thermo Fisher Scientific) kullanilarak
belirlenen 6rnekler her bir kuyucuga 7000 hiicre olacak sekilde ekildi ve 24 saat sonra
PLA duolink assay baslatildi. Bu asamada, kit protokolii takip edilerek 6rnekler tizerine
bloklama soliisyonu eklenildi, optimum kosullarda inkiibasyon saglandiktan sonra
bloklama sollisyonu uzaklastirildi ve anti-PKNOX2 (1:50 dilGisyon; invitrogen; katalog
no: PA5-65032), anti-ATM (1:100; invitrogen; katalog no: MA1-23152) ve anti-RNF8
(1:25 dilGsyon; santa cruz biotechnology; katalog no: 271462) uygun tamponlar ile
seyreltildikten sonra ornekler ile muamele edildi. RNF8 icin gece boyunca primer
antikor inkiibasyonu saglanirken ATM igin 2 saat inklibasyon olmasi optimum sartlar
olarak kararlastirildi. inkiibasyon sonrasi drnekler de 2 kez 5 dakika olacak sekilde
yikama islemi yapildi. Minus ve Plus PLA problari 1:5 oraninda kit icinden ¢ikan antikor
dilisyon tamponu ile seyreltildi ve orneklere uygulandi. 1 saat boyunca 37 °C
inkiibasyonu gerceklestikten sonra 1x Wash buffer A ile iki kez 5 dakika yikama
gerceklestirildi ve 5X ligasyon stogunun 1:5 oraninda diliisyonu gerceklestirilerek 1X
ligasyon soliisyonu elde edildi ve 1X ligasyon sollisyonu ile ligaz enzimi 1:40 oraninda
seyreltilerek karisim érneklere uygulandi. Ornekler 30 dakika 37°C inkiibe edildikten
sonra 1x wash buffer A ile tekrar iki kez 2 dakika yikandi ve 1:5 oraninda dillisyonu
olmus amplifikasyon stoku ile 1:80 oraninda seyreltilmis polimeraz karisimi 6rneklere
eklendi. 100 dakika 37 °C inkibe edildikten sonra 2 kez 10 dk siireyle 1x wash buffer
B ile yikandi ve son olarak 0.01x wash buffer B ile 1 dakika yikama yapilip érnekler kit
icerisinde bulunan kapatma (mounting) ortaminda 15 dakika bekletildi ve Olympus
IX73 ve Leica DMI6000B ve Leica DM6B floresan mikroskop ile goriintiilendi. Elde

edilen goriinttler Imagel yazilimi kullanilarak analiz edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Mezenkimal Kok Hiicrelerde PKNOX2 Overekspresyonunun

Dogrulanmasi

Elektroporasyon yontemiyle, pCMV6-Entry, PKNOX2:pCMV6 plazmidleri
aktarilan mezenkimal kok hiicrelerden ve kontrol mezenkimal kok hicre
orneklerinden elde edilen total protein lizatlariyla yapilan Western blotlama sonucu
anti-PKNOX2 antikoru ile isaretlenmis olan membranda PKNOX2:pCMV6 plazmidi
aktarilmis MKH 6rneklerinde DDK-PKNOX2 flizyon proteinine karsilik gelen 70 kDa
hemen Uzerinde bir bant ile birlikte 70 kDa’da belirgin, 55 kDa ve 55kDa altinda silik
bantlar goridlmistir (Sekil 4.1). PKNOX2:pCMV6 plazmidi aktarilmis MKH
orneklerinde 70 kDa hemen (izerinde goriilen bu bantin DDK flizyon edilmis PKNOX2
proteini oldugu soylenebilir. pCMV6-Entry bos plazmidi aktarilan ve isleme tabii
tutulmamis MKH 6rneklerinde 70 kDa’da bant gozlemlenmistir. Benzer sekilde, 55

kDa hizasinda ve 55kDa altinda silik bantlar bu 6rneklerde gorilmdistar.

a} anti-PKNOX2 antikoru ile b) anti-B-AKTIN antikoru ile
gérintlleme géruntlileme

Sekil 4.1. Mezenkimal K6k Hicrelerde PKNOX2 overekspresyonu sonrasi
transfeksiyon dogrulanmasi

a) anti-PKNOX2 antikoru ile gériintiileme
b) anti-B-AKTIN antikoru ile goriintiileme En sagdaki kuyucuga molekiiler agirlik (MW) belirteci
ylklenmistir.
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4.2. Ko-immiinoprespitasyon yontemi ile PKNOX2 ile ATM Proteininin

Etkilesiminin Arastirilmasi

ATM ile PKNOX2 etkilesiminin arastirilmasi igcin PKNOX2 ile Ko-
imminopresipitasyon sonrasi ATM ve ATM ile Ko-imminopresipitasyon (ko-IP)
sonrasi PKNOX2 varligi Western Blotlama ile belirlenmistir. PKNOX2 ile yapilan ko-IP
ile ¢oken proteinler ile yapilan Western blotlamada PKNOX2 antikor ile PKNOX2
proteininin ¢oktlugi (total proteinden yapilan Western blotlama goraldigi gibi 70

kDa seviyesinde bant gézlemlenmesi ile) saptanmistir (Sekil 4.2a ve c).

a) Total Proteinden b) Total Proteinden ¢) PKNOX2 ko-IP Sonrasi
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Sekil 4.2. Ko-immiinoprespitasyon yontemi ile PKNOX2 ile ATM protein
etkilesiminlerine bakilan Western Blot sonuclari.

a) Ust membran PKNOX2 antikoru ile isaretlenmis, alt membran B-AKTIN antikoru ile isaretlenmistir,
b) Ust membran ATM antikoru ile isaretlenmis, alt membrane B-AKTIN antikoru ile isaretlenmistir c)
PKNOX2 antikoru ile ko-IP sonrasi western blot membrani PKNOX2 antikoru ile isaretlenmis, d)
PKNOX2 antikoru ile ko-IP sonrasi western blot membrani ATM antikoru ile isaretlenmis, e) ATM
antikoru ile ko-IP sonrasi western blot membrani ATM antikoru ile isaretlenmis, f) ATM antikoru ile ko-
IP sonrasi western blot membrani PKNOX2 antikoru ile isaretlenmis

En sagdaki kuyucuga molekiler agirlik (MW) belirteci yiklenmistir.
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PKNOX2 ile yapilan co-IP sonrasi, ATM proteinin varligi da western blot membraninda
total proteindeki gibi 250 kDa lizerinde bant gozlenmesi ile tespit edilmistir (Sekil 4.2b
ve d). pCMV6-Entry oOrneginde ATM protein bantinin en yogun oldugu
gozlemlenmistir. ATM co-IP sonrasi western blot membraninda PKNOX2 antikoru ile
isaretleme ile 100kDa, 70 kDa ve 55 kDa bantlar gdzlemlenmistir (Sekil 4.2f) ve ilging
olarak hem 70 kDa’lik hem 55 kDa’lik bant bos vektori (pCMV6) tasiyan MKH
orneklerinde en yogun iken pPKNOX2 plazmidini tastyan MKH 6rneklerinde yogunluk
goreceli daha azdir. Bant yogunlugundaki benzer durum ATM co-IP sonrasi western
blot membraninin ATM antikoru ile isaretlenmesinde de saptandi (Sekil 4.2e). Sonug
olarak pCMV®6 bos vektori tasiyan MKH’lerden ATM antikoru ile daha fazla PKNOX2
presipitasyonu olmustur. pPKNOX2 tasiyan MKH’lerde ATM antikoru ile hem ATM
presipitasyonunun hem PKNOX2'nin ko-presipitasyonunun daha az olmasi dikkat

cekicidir.

4.3. Ko-immiinopresipitasyon Yontemi ile RNF8 Proteinin Etkilesiminin

Arastiriimasi

RNF8 ile PKNOX2 etkilesiminin arastiriimasi igin PKNOX2 ile Ko-
immunopresipitasyon sonrasi RNF8 ve RNF8 ile Ko-immiinopresipitasyon sonrasi
PKNOX2 varhigi western blotlama ile incelenmistir. PKNOX2 ile yapilan Ko-IP sonrasi,
protein ¢okeltisinde 6nce PKNOX2 proteini varligi total protein western blotlarinda
saptandigi gibi 70 kDa seviyesinde bant gozlenmesi ile belirlenmistir (Sekil 4.3a ve c).
PKNOX2 ile yapilan Ko-IP sonrasi, RNF8 protein diizeyi western blotlama ile
incelenmis ve total proteinden RNF8 ekspresyonu incelendiginde goriilen bant ile
ayni blyuklikte, 55 kDa ile 70 kDa arasinda bant tespit edilmistir. Bunun yani sira 30
kDa civarinda IgG hafif zincir buylkligine karsilik gelen bir bant daha saptanmistir
(117). RNF8 Ko-imm{iinopresipitasyon sonrasi western blotlama membrani hem RNF8
antikoru hem de PKNOX2 antikoru ile isaretlendiginde 55 kDa buylkliginde bant

saptanmistir (Sekil 4.3 e ve f). Bu bant IgG heavy chain agirligina karsilik gelmektedir.
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a) Total Proteinden PKNOX2 ve  b) Total c) PKNOX2 Ko-IP Sonrasi
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Sekil 4.3. Ko-immunopresipitasyon yontemi ile PKNOX2 ile RNF8 proteinin
etkilesimine bakilan western blot sonuglari.

a) Ust membran PKNOX2 antikoru ile isaretlenmis, alt membran ise B-AKTIN antikoru ile
isaretlenmistir. b) Ust membran RNF8 antikoru ile isaretlenmis, alt membran B-AKTIN antikoru ile
isaretlenmistir. c) PKNOX2 antikoru ile ko-IP sonrasi western blot membrani PKNOX2 antikoru ile
isaretlenmis, d) PKNOX2 antikoru ile ko-IP sonrasi western blot membrani RNF8 antikoru ile
isaretlenmis, e) RNF8 antikoru ile ko-IP sonrasi western blot membrani RNF8 antikoru ile isaretlenmis,
f) RNF8 antikoru ile ko-IP sonrasi western blot membrani PKNOX2 antikoru ile isaretlenmis. En sagdaki
kuyucuga molekiler agirhk (MW) belirteci yiklenmistir.

4.4. In situ Proximity Ligation Assay Yontemi ile PKNOX2 ile ATM

Proteininin Etkilesiminin Arastiriimasi

Her bir kuyucuga 10000 hiicre olacak sekilde (HUSCS-D11) 8’li chamber
slide’lara ekilen Ki-MKH’ler %4 paraformaldehit ile fikse edildikten sonra, mouse anti-
ATM ve rabbit anti-PKNOX2 ile iki saat oda sicakhiginda inklibasyona birakildi. Kontrol
grubu olarak ise sadece mouse anti-ATM (Sekil 4.4.a) ve sadece rabbit anti-PKNOX2
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(Sekil 4.4.b) antikorlari ile inkiibe edilen kuyucuklar kullanildi. inkiibasyon sonrasi her
bir kuyucuk duolink problari ile inkiibe edildi. Cekirdek boyamasi ise DAPI ile
gerceklestirildi.

Deney sonucunda; Olympus IX73 ile 20X blyttme ile gorintl alindi. Alinan
goruntiilerde ATM:PKNOX2 etkilesiminin incelendigi kuyucukta (Sekil 4.4a) kirmizi
sinyal noktalari gozlemlenirken, kontrol gruplarinda (Sekil 4.4.c ve 4.4.d) kirmizi sinyal
noktalarina rastlanmadi. ATM ve PKNOX2 etkilesimi cekirdekte gorilebildigi gibi,

sitoplazmada daha yogun olarak tespit edilmistir.

4.5. In situ Proximity Ligation Assay Yontemi ile PKNOX2 ile RNF8

Proteininin Etkilesiminin Arastiriimasi

Her bir kuyucuga 10000 hiicre olacak sekilde (HUSCS-DO7) 8’li chamber
slide’lara ekilen Ki-MKH’ler %100 metanol ile fikse edildikten sonra, mouse anti-RNF8
ve rabbit anti-PKNOX2 ile gece boyunca +4°C’de inklibasyona birakildi (Sekil 4.5).
Kontrol grubu olarak ise sadece mouse anti-RNF8 (Sekil 4.5.c) ve sadece rabbit anti-
PKNOX2 (Sekil 4.5.d) antikorlari ile inkiibe edilen kuyucuklar kullanildi. inkiibasyon
sonrasi her bir kuyucuk duolink problari ile inklibe edildi. Cekirdek boyamasi DAPI ile
gerceklestirildi.

Deney sonucunda; Leica DMI6000B mikroskobu ile 20X blyitme ile goriinti
alindi. Alinan gorintilerde RNF8:PKNOX2 etkilesiminin incelendigi kuyucukta (Sekil
4.5.a) ve kontrol gruplarinda da (Sekil 4.5.b ve Sekil 4.5.c) kirmizi sinyal noktalari
gozlemlendi. RNF8 ve PKNOX2 etkilesimi ¢ekirdekte gorulebildigi gibi, sitoplazmada

da yogun olarak tespit edilmistir.
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Sekil 4.4. ATM: PKNOX2 etkilesiminin incelendigi Duolink PLA testinin a) floresan mikroskop (Olympus IX73) goriintileri b) Image J
programinda iki farkh alanin sayiminin ortalamasini gosteren grafik.



c) PKNOX2 Antikor Kontrald dy ATM Antikor Kontrold

Sekil 4.4(Devam). ATM: PKNOX2 etkilesiminin incelendigi Duolink PLA testinin floresan mikroskop (Olympus 1X73) gortntileri.
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PKNOX2 kontrol grubunda artifakt olarak degerlendirilen kalintilar
gozlemlenirken, RNF8 kontrol grubunda PKNOX2 kontrol grubuna gére daha az olmak
kaydi ile boya kalintilari tespit edilmistir.

Deney sonucunda Leica DM6B mikroskobu ve Leica BSC 7000T kamerasi ile
alinan sonuclara gore hem kontrol gruplarinda hem de RNF8 ve PKNOX2
etkilesimlerinin incelendigi Ki-MKH’lerde kirmizi sinyal noktalari gézlemlenmemistir.
Bu durum RNF8 ile PKNOX2'nin gorintlinin bir gin sonra alinmasi sebebi ile

slide’larin solmus olabilecegini de dustindlirmustir (Sekil 4.6)



a) RNF8:PKNOX2 b) Gozlemlenen Sinyal Miktarlar

Ki-MKH
PLA Sinyal Analizi 1

Kirmizi Sinyal Nokta
Ortalamasi

¢) PKNOX2 Antikor Kontroli d) RNF8 Antikor Kontroli

Sekil 4.5 RNF8-PKNOX2 etkilesiminin incelendigi Duolink PLA testinin Leica DMI6000B mikroskop goriintileri (a,c,d) ve Image J
programinda Ug farkli alanin sayiminin ortalamasini gésteren grafik.
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a} RNF8:PKNOX2

c} PKNOX2 Antikor Kontrolii
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d) RNF8 Antikor Kantrol
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Sekil 4.6. Leica DM6B mikroskobu kullanilarak RNF8-PKNOX2 etkilesiminin incelendigi Duolink PLA testinin gorintileri (a, ¢,d) ve Image
J programinda dort farkl alanin sayiminin ortalamasini gésteren grafik.
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4.6. DNA hasari sonrasi In situ Proximity Ligation Assay Yontemi ile

PKNOX2 ile ATM ve RNF8 Proteininin Etkilesiminin Arastirilmasi
4.6.1. y-irradyasyon Sonrasi DNA Hasar Cevabinin Tespiti

Akim sitometri analizlerine gore y- i1sini ile muamele gérmis hicrelerin
kontrolli olan FITC konjuge edilmis y-H2AX antikoru ile boyanmamis otofloresan
hicre grubunda %1,8 poptlasyon FITC igin pozitif sonug verirken; y-H2AX antikoru ile
muamele gérmiis hiicre grubu %41,9 FITC pozitif popllasyonu gostermektedir (Sekil
4.7). Bunun yani sira y- isini ile muamele gérmemis kontrol grubu icin otofluoresan
Isima %0,4 populasyon olarak gorilirken %5,4 populasyon y-H2AX igin pozitiftir.
Sonug olarak y- isini ile muamele edilmis ve edilmemis hiicre gruplari arasinda
H2AX’in fosforile formu y-H2AX protein dlzeyinde yaklasik olarak %34 bir fark
saptanmistir.

Y- irradiye (TR) ve kontrol (UNTR) Ki-MKH’leri Pl boyamasi ile hiicre déngiisii
fazlarinda bulunan popitlasyonlar incelendiginde hiicre dongiisii fazlarinin ayrimi cok
belirgin degildi. X- irradiye edilmis grupta G1 fazina karsilik gelebilecegi distnilen
popilasyon %22,6 iken; kontrol grubunda bu oran %20,2 olarak saptanmigtir (Sekil
4.8). G2 faziy- irradiye grupta %28,3, kontrol grubunda ise %27,2 ‘dir (Sekil 4.9).

Gama irradiasyon ile hiicre dongisu degisimi ve gamaH2AX'deki artisi ayni dot
blot Gzerinde incelendginde hasar gormis hiicrelerde (TR-H2AX) kontrol grubuna

kiyasla (UNTR-H2AX) G2 fazina dogru bir kayma gozikmektedir (Sekil 4.10).
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D15) arasindaki y-H2AX diizeyinin akim sitometrik analizi

36

TR y- irradiye 6érnekleri, UN TR kontrol 6rneklerini gostermektedir. OTO otofloresansi, H2AX ise y-
H2AX floresansinin oldugu hicre sayisini vermektedir. OTO tiplerinde hiicre déngist analizlerini

yapabilmek igin Pl boy

asl bulunmaktadir.
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Sekil 4.8.X- irradiye (TR) Ki-MKH hiicrelerin (HUSCS-D15) hiicre déngtisii akim
sitometri analizleri.

TR y- iradiye 6rnekleri, UN TR kontrol orneklerini géstermektedir. DNA’ya baglanan Pl boyasinin
maksimum floresan emisyonu 615-620 nm’dir ve PE/Texas Red kanalinda saptanmaktadir.
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Sekil 4.9. Pl ile boyanmis FITC-gamaH2AX antikoru icermeyen y- irradiye olmayan
(UNTR) Ki-MKH’lerin (HUSCS-D15) hiicre déngiisii akim sitometri
analizleri.

TR y- iradiye 6rnekleri, UN TR kontrol 6rneklerini gostermektedir.
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Sekil 4.10. y irradyasyon ile hiicre dénglisii degisimi ve gamaH2AX artisinin ayni dot

blot lizerinde, y- irradiye olmayan (UNTR) ve olan (TR) Ki-MKH’lerde

karsilikli analizleri

4.6.2. y-irradyasyon Sonrasi In situ Proximity Ligation Assay Yontemi ile

PKNOX2 ile ATM Proteininin Etkilesiminin Arastiriimasi

Her bir kuyucuga 10000 hiicre olacak sekilde (HUSCS-D15) &’li chamber

slide’lara y-irradiye edilmis ve edilmemis Ki-MKH’ler ekildi. %4 paraformaldehit ile

fikse olduktan sonra, mouse anti-ATM ve rabbit anti-PKNOX2 ile dort saat oda

sicakliginda inkibasyona birakildi (Sekil 4.11.a). Kontrol grubu olarak ise sadece

mouse anti-ATM (Sekil 4.11.c) ve sadece rabbit anti-PKNOX2 (Sekil 4.11.b) antikorlari

ile inkiibe edilen kuyucuklar kullanildi. inkiibasyon sonrasi her bir kuyucuk duolink

problari ile inkiibe edildi. Cekirdek boyamasi DAPI ile gergeklestirildi.

Deney sonucunda; Leica DM6B mikroskobu ve Leica BSC 7000T kamerasi ile,

40X blyutilerek goriintt alindi. Elde edilen gorintilerde ATM-PKNOX2 etkilesiminin

incelendigi kuyucukta (Sekil 4.11.a) ve kontrol gruplarinda (Sekil 4.11.b ve 4.11.c)

kirmizi sinyal noktalarina rastlanmadi.



ATM:PKNOX2 iRRADIYE PKNOX2 Antikor Kontroli ATM Antikor Kontroll

Sekil 4.11. y-irradyasyon ile DNA hasari olusturulmus Ki-MKH’lerinde ATM:PKNOX2 etkilesiminin tespiti icin Duolink PLA testinin
goruntuleri
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4.6.3. y-irradyasyon Sonrasi In situ Proximity Ligation Assay Yontemi ile

PKNOX2 ile RNF8 Proteininin Etkilesiminin Arastiriimasi

Her bir kuyucuga 10000 hiicre olacak sekilde (HUSCS-DO7) 8’li chamber
slide’lara y-irradiye edilmis Ki-MKH’ler ekildi. %100 metanol ile fikse olduktan sonra,
mouse anti-RNF8 ve rabbit anti-PKNOX2 ile overnight +4°C’de inklibasyona birakildi .
Kontrol grubu olarak ise sadece mouse anti-RNF8 ve sadece rabbit anti-PKNOX2
antikorlari ile inkiibe edilen kuyucuklar kullanildi. inkiibasyon sonrasi her bir kuyucuk
duolink problari ile inkiibe edildi. Cekirdek boyamasi DAPI ile gerceklestirildi.

Deney sonucunda; Leica DMI6000B mikroskobu kullanilarak, 20X biyitme ile
elde edilen goriuntilerde; RNF8:PKNOX2 etkilesiminin incelendigi kuyucukta (Sekil
4.12.a) kirmizi sinyal noktalari gézlemlendi; ancak RNF8 antikoru kontrol grubunda
daha belirgin olmak Uzere az sayida arka plan kirmizi sinyal noktalari da mevcuttu
(Sekil 4.12.c ve 4.12.d). Leica DM6B mikroskobu ve Leica BSC 7000T kamerasinda 40X
blyitme ile elde edilen gorintilerde; RNF8-PKNOX2 etkilesiminin incelendigi
kuyucuklarda (Sekil 4.13.a) kirmizi sinyal noktalari gozlemlenirken, kontrol

gruplarinda (Sekil 4.13.c ve 4.13.d) arka plan kirmizi sinyal noktalarina rastlanmadi.



a) RNF8:PKNOX2 IRRADIYE

c) PKNOX2 Antikor Kontroli

b) Gozlemlenen Sinyal Miktarlari

y-irradiye Ki-MKH
PLA Sinyal Analizi 1

Kirmizi Sinyal Nokta
Ortalamast
a
=)

d) RNF8 Antikor Kontroli

Sekil 4.12. y-irradyasyon ile DNA hasari olusturulmus hiicrelerinde RNF8-PKNOX2 etkilesiminin incelendigi Duolink PLA testinin Leica
DMI6000B mikroskop goriintiileri (a,c,d) ve Image J programinda (g farkli alanin sayiminin ortalamasini gésteren grafik.
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a) RNF8:PKNOX2 b) Gézlemlenen Sinyal Miktarlar
IRRADIYE

y-irradiye Ki-MKH
PLA Sinyal Analizi 2

ES
ﬁlé’*:b q:a?‘? o\é@“
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’\"-\ @!{\
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c¢) PKNOX2 Antikor Kontroli d) RNF8 Antikor Kontroli

Sekil 4.13. y-irradyasyon ile DNA hasari olusturulmus Ki-MKH Hiicrelerinde RNF8-PKNOX2 etkilesiminin tespiti icin yapilan Duolink PLA

testinin Leica DM6B mikroskop goérintileri (a,c,d) ve Image J programinda dort farkh alanin sayiminin ortalamasini gosteren
grafik.
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4.7. Mezenkimal Kok Hiicrelerde PKNOX2 Overekspresyonu Sonrasi Yapilan
Proteom ile PKNOX2 ile Etkilesen Proteinlerin Biyoinformatik Araglar

Kullanilarak Degerlendirilmesi

PKNOX2 fused DDK ile birlikte immuno-¢okeltilmis protein 6rneklerinin kitle
spektrometresi analizi, 219 proteinin PKNOX2 ile etkilesime girdigini ortaya koymustu
(2,28). Bu proteom listesinde DNA hasarina cevapta gorev alan iki proteinin (ATM ve
RNF8) PKNOX2 proteinin ile etkilesiminin dogrulanmasi sonrasi gelecek ¢alismalar igin
Biyoinformatik araglar ile analizler yapilmis ve Hasar durumunda gérev alan baska
proteinlerin olup olmadigl incelenmistir. PANTHER programi (124) ile yapilan GO
zenginlestirme molekiiler fonksiyon analizi, listedeki proteinlerin 168’sini molekiler
fonksiyonlarini belirleyebilmis ve bunlarin antioksidan aktivitesine, baglanma,
katalitik aktivitesine, reseptor aktivitesine, sinyal iletimi (transducer) aktivitesine,
yapisal protein aktivitesine, translasyon dlizenleyici aktivitesine ve transporter
aktivitesine sahip oldugunu gostermistir (Sekil 4.14a). Binding molekiler
fonksiyonuna daha detayli incelendiginde kalsiyum-iyon baglanma, kromatin
baglanma, lipid baglanma, nikleik asit, niikleotid baglanma, protein baglanma
aktivitesine sahip 68 protein oldugu saptanmistir (Sekil.4.14b). Nikleik asit binding
daha detayl incelendiginde DNA ve RNA baglanmasi olmak Uzere 19 nikleik asit
baglanmasi (Sekil 4.14c), DNA baglanmasi incelendiginde ise 1’i hasar gérmis DNA
baglanmasi olmak Ulzere 9 DNA baglanmasina sahip protein belirlenmistir (Sekil
4.14d).

PANTHER programinda yapilan GO-Slim Biyolojik Proses analizinde, biyolojik
adhezyon, biyolojik dizenleme, hilicresel komponentlerin organizasyonu ve
biyogenez, hiicresel ve gelisimsel proses, immin-sistem prosesi, lokalizasyon,
lokomosyon, metabolik proses, multiselller organizma prosesi ve uyariya yanit
sureclerinde gorevli proteinler tespit edilmistir. Bunlar icerisinde uyariya cevapta
gorev alan proteinlerin detayli incelenmesi sonucu, bakterilere karsi savunma yaniti,
imman yanit, biyotik uyariya karsi yanit, dis uyariya karsi yanit ve strese karsi yanit

olmak Uzere 5 farkli alanda uyariya cevabin siniflandirildigi gosterilmistir. Strese



tepkide rol oynayan on protein tespit edilmistir

proteini bulunmaktadir (Sekil.4.15).
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Sekil 4.14. PKNOX2 proteom listesinin PANTHER analizi

a) Molekiler Fonksiyon grafigi b) Binding grafigi
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Sekil 4.15. PKNOX2-Proteom Listesinin PANTHER GO-Biyolojik Fonksiyon Analizi
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Sekil 4.15 (Devam). PKNOX2-Proteom Listesinin PANTHER GO-Biyolojik Fonksiyon
Analizi c) response to stresss listesi
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5. TARTISMA

Bu ¢alismada, PKNOX2 proteini ile ATM ve RNF8 proteinlerinin etkilesimlerinin
incelenmesi amaciyla Ko-imminopresiptasyon ve in situ proximity ligation assay
(PLA) deneyleri yapildi.

PKNOX2-ATM ve PKNOX2-RNF8 etkilesimlerine Ko-immuinopresipitasyon
yontemi ile de arastirmak icin CMV promotoru altinda PKNOX2 ifadesinin artmasini
saglayan pPKNOX2 overekspresyon plazmidi ve kontrol olarak PKNOX2 geni
tasimayan pCMV6-Entry plazmidi elektroporasyon ile Ki-MKH’lerine aktarilmistir ve
pPKNOX2 aktarilan Ki-MKH’lerinden elde edilen total protein lizatlarinda PKNOX2
protein ifadesinin arttigi western blot membranlarinda 70 kDa’nin Gizerinde kalin bant
gorilmesi ile saptanmustir. Buna karsin, pCMV6-Entry plazmidi tasiyan Ki-MKH’lerin
total protein lizatlarinda bu bant gérilmemistir. Ayni zamanda U¢ ayri 6rnekte de 70
kDa blyuklGginde bant tespit edilmistir.

PKNOX2 proteini saptamasinda kullanilan mouse-anti-PKNOX2 (Santa Cruz
Biotechnology, cat no:sc-101857) antikorunun ozellikleri incelendiginde PKNOX2
bantinin 50 ile 80 kDa arasinda tespit edildigi gosterilmistir. PKNOX2 geninin 14 tane
transkriptinin oldugu literatiirde belirtiimektedir. Bunun yani sira Giinel-Ozcan ‘nin
2147033 no.lu projesinin TUBITAK raporunda da PKNOX2 bantinin 70 kDa
biydkliginde oldugu gosterilmistir. 70 kDa (izerinde goriilen bant ise DDK fused
PKNOX2 olarak distunilmistir ¢inki Myc-DDK buyiklik olarak 2.2 kDa’na denk
gelen yapidadir.

Total protein lizatlarindan western blotlama yapilmasi sonucunda, total
protein kullanilarak PKNOX2 ko-immiinopresipitasyonunun sonucunda western
blotunda ATM antikoru 350 kDa ATM proteininin varligina isaret etmistir ve literatir
ile uyumludur. Ayrica, PKNOX2 proteinine western blotlama ile bakildiginda 15 dakika
exposure suresinin fazla oldugu ortaya ¢ikmis daha kisa siirelerde sonug alinabilecegi
gozikmuistur. RNF8 antikoru ile 55 kDa ile 70 kDa arasinda bant gorilmis ancak
ladder (protein molekiil agirlik belirteci) Gzerinde bu iki bant cok yakin oldugu icin tam
olarak molekil agirligi tespit edilememistir. Bu iki bantin birbirinden ayrismasi igin

ilave deneyler yapilmis ancak sonug degismemistir. Molekiler agirhigi 56 kDa olan
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RNF8 proteini, IgG agir zinciri ile (yaklasik 50 kDa;) ¢ok yakin olmasi sebebiyle arka-
plan (background) goriintl alinip alinmadigl konusunda stiphe dogurmustur (118).
Ayrica bu yontem ile etkilesimin dogrudan mi yoksa dolayli mi oldugu ve etkilesimde
olan proteinlerin lokalizasyonu anlasilamamaktadir. Bu nedenlerden dolayi in situ
proximity ligation assay (PLA) yontemi ile protein-protein etkilesimleri incelenmistir.

Gergeklestirilen PLA deneyleri sonucunda PKNOX2 ile ATM arasinda bir iligki
oldugu gozlemlenmistir ancak irradyasyon ile DNA hasarina ugrayan hiicrelerde
etkilesimin gozlemlenememis olmasi baska sorulari giindeme tasimaktadir. DNA
hasari sonucu ATM fosforilasyonu nedeniyle etkilesim ortadan kalkiyor olabilir ya da
etkilesim fosforile ATM’ye kayiyor olabilir ve test icin kullanilan antikorun fosforile
formu tanimamasi nedeniyle etkilesim tespit edilemeyebilir. Deneyler arasinda gegen
zamanda antikorlar ve kit 6zgunliginin azalmis olabilecegi dusinildigiinden
amplifikasyon suresi arttirilarak PLA yonteminin tekrarlanmasi uygun olacaktir.

Ki-MKH’ler ile DNA hasarina ugramis Ki-MKH’ler kiyaslandiginda PKNOX2-
RNF8 etkilesiminin hasar ile arttig1 soylenebilir. Diger taraftan, teknik kontrol olarak
kullanilan sadece PKNOX2 antikorunun bulundugu ve sadece RNF8 antikorunun
bulundugu kuyucuklarda da artifakt kalintilara rastlanmasi yikamanin artirilmasi
gerektigini ve yikama icin bir optimizasyon c¢alismasina gidilmesi gerektigini
gostermistir.

PKNOX2-ATM etkilesiminin  ko-immiuinopresipitasyon ile arastiriimasi
deneylerinde PKNOX2 Ko-IP sonrasi ATM diizeyine bakildiginda en fazla PKNOX2 geni
tasimayan pCMV6-Entry 6rneginde gorilmistir; bu durum elektroporasyonun bir
etkisi olarak distndlebilir clinki elektroporasyon hiicrede stres yaratarak ROS etkisi
ile DNA hasarina sebebiyet verebilir ve bu durumda etkilesim artmis olabilir. PKNOX2
plazmidi aktarilan 6rneklerde ise bu durumun goriilmemesi PKNOX2'nin strese karsi
koruyucu rol oynayabilecegini dislindirmustir. Bu durumu goézlemlemek igin y-
irradiye olmus hiicrelerde Ko-IP yapilabilir ve etkilesimin DNA hasar ile artip
artmadigi daha net ortaya konabilir; ancak hiicrelerin transfeksiyon sonrasi yeterince
strese girdikleri icin ayni zamanda y- 1sinlamaya dayanamayacagi distinilmustir. Bu

sebeple 6ncesinde herhangi bir overekspresyona gerek duymadan da etkilesimi bize
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amplifiye ederek gosterebilecek olan PLA yontemi ile deney diizenegi
olusturulmustur. Proximity ligation analizin 6ncesinde numune saflastirmasina gerek
olmamasi, sinyali amplifiye edebildigi i¢in herhangi bir overekspresyon
gerektirmemesi, ELISA'nin 6zgulliglini ve PCR'nin {rlGn glvenilir sonuglarina
duyarliigini kullanmasi, etkilesimin varhigr durumda lokalizasyon tayini yapilabilmesi
bu teknigin avantajlarini olusturmaktadir. Probda kullanilan antikorun kalitesine
bliyik o6lcide bagimli olmasi, partiye 6zgl antikor performansina bagli olarak
sonuglarda potansiyel degisimin gozikmesi, spesifik olmayan oligonikleotit
ligasyonu nedeniyle arka-plan sinyali vermesi, oligoniikleotidlerin antikora kovalent
konjugasyonu zor ve zaman alici olabilmesi gibi eksi taraflari da mevcuttur. PLA
teknigi, cok gesitli numune tipleriicin uygundur ve mutasyona 6zel hedefli tedavilerin
gelistirilmesinde yardimci olabilir. Negatif yonlerini ortadan kaldirmak amacl ticari kit
kullanilmis ve bu kitin 1sima verdigi dalga boylari 554 nm eksitasyon, 570 nm’de
emisyon olarak belirtilmistir. PLA teknigi ile yapilan deneyler sonucu y-irradiye Ki-
MKH’lerde etkilesim arastiriimistir ancak negatif sonug¢ alinmasi deneyin tekrarinin
gerekli oldugunu ortaya koymustur. Kit Gretici firmasi Zeiss filtre Cy 3’( 6nermekle
birlikte bizim gorintli aldigimiz mikroskoplarin filtreleri de 1simanin dalga boyuna
uygundur (Olympus IX73 filtre kiipi U-FGW, Leica DMI6000B filtre kiipii N2.1 ve Leica
DMBG6B filtre kipli +TX2) .

X- irradiasyon ile DNA hasar deneylerinde ise y- irradiye edilmis hiicrelerde
(TR) kontrol hiicrelerine (UnTR) gore y-H2AX miktari cok yilikselmistir. H2AX
nukleozomdaki histon oktomerinin bileseni olan H2A proteininin bir varyantidir ve
DNA c¢ift kiriklarinda ATM gibi kinazlar tarafindan fosforillenir. Fosforillenen bu
protein (y-H2AX) DNA onarim proteinlerinin hasar bolgesine toplanmasini saglayan
ilk basamaktir. ¥-H2AX'in akim sitometri veya immunfloresan mikroskopta
gosterilmesi DNA hasarinin olustugunu gosterir (119). X- irradiye edilen Ki-MKH’lerde
y-H2AX diizeyinin artmasi DNA cift iplik kiriklarinin olduguna isaret etmistir.

Bunun yani sira hiicre donglsit analizleri incelenmis ve irradiye edilmis
hicrelerde kontrol hiicrelerine gére G2 fazina dogru bir kayma goézlemlenmistir. Bu

durum G2 fazinda hiicre dongisiinin tutuklanmasinin olabilecegini gostermistir.
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Literature inceledigimizde de, y-irradyasyonun G2/M fazinda hiicre dongisinin
tutuklanmasina sebep oldugu gosterilmistir (120).

Hilcre donglisinde senkronizasyon yapilmadigi icin pikler net olusmamistir.
Hicrelerin senkronizasyonu kolsisin kullanilarak hiicrelerin M fazinda tutuklanmasi
ile gergeklestirilir (121). Bu nedenle ileride yapilacak ¢alismalarda hiicreler kolsisin ile
M fazinda tutuklanip, sonrasinda kolsisin ortamdan uzaklastirilarak hicrelerin
hepsinin ayni anda hicre donglisiine girmesi saglanarak senkronizasyon yapilmasi
durumunda daha net hiicre dénglisu pikleri elde edilebilir. Ayrica, Pl boyasina gore
daha spesifik olan BrdU kullanilarak ve daha fazla hiicre sayilarak deneylerin
gerceklesmesi pikleri daha net olarak ortaya cikarabilir.

PKNOX2 ile etkilesen proteom listesinin DNA hasari ile ilgili proteinlerin ortaya
cikarilmasi Gzerine PANTHER programi ile GO-zengilestirme analizinde ATM ve
RNF8’in DNA hasarinda rol oynayan proteinler arasinda oldugu gorilmistir (122).
ATM ve RNF8 proteinlerinin proteom analizlerinde coverage degeri sirasi ile 5,79 ve
7,22'dir (Tablo 5.1). Proteom analiz sonuclarinda coverage degeri bulunan tim
peptidlerdeki amino asitlerin sayisinin bitin protein dizisindeki toplam amino asit
sayisina bolinmesi ile hesaplanan ylizde kapsamini gosterir ve coverage degeri ne

kadar yliksek ise arastirilan hedef protein etkilesim varligi o kadar ylksektir (123).

Tablo 5.1. PKNOX2, ATM ve RNF8 proteinlerinin PKNOX2 ko-immiinopresipitasyonu
sonrasli yapilan proteom analiz degerleri

Description | ZCoverage Pro};:ins Z:el;::;q:se Pepzt? des P:I?/Is # AAs [ll\:;l: 1 calc. pl
PKNOX2* 13,56 3 4 4 20 472 52,0 4,88
PKNOX2** 17,58 11 7 8 38 472 52,0 4,88
ATM 5,79 13 1 17 25 3056  350,5 6,81
RNF8 7,22 3 2 3 4 485 55,5 7,33

Proteom analizleriicin iki kere okuma yapilmistir. * isareti ilk okumayi (RUN1)
**isareti ikinci okumayi (REPLICATE1) ifade etmektedir. ATM ve RNF8 proteinleri tek
okumada saptanirken, PKNOX2 proteini her iki okumada da saptanmistir.

Bu sonuglar isiginda; PKNOX2’nin Ko-IP proteom analizinde coverage degerleri

disik olmasina ATM ve RNF8 ile etkilesimleri hem ko-IP sonrasi western blotlama
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hem de PLA testleri ile gosterilmistir. PLA, bu etkilesimlerin lokalizasyonunun
sitoplazma ve cekirdekte olabilecegine isaret etmektedir. PKNOX2 transkripsiyon
faktoriinin DNA hasar tepkisinde, fosfo-ATM ile fosforlanma sonrasi, RNF8
tarafindan ubikitininasyona ugrayarak degrade olabilecegi seklinde bir yolak
izlenebilecegi disliniImis (Sekil 5.1) ancak DNA hasari ile etkilesimlerde degisim olup
olmadiginin kesinlestirilmesi i¢in tekrarli ve gen susturma deneyleri gibi daha ileri

fonksiyonel calismalara gerek oldugu belirlenmistir.

(?)
Fosforilasyon
I ATM
PKNOX2 .
PKNOX2
~ (?)
CQ Ubikuitinasyon

¢ i’)’“‘\ ‘" RNF8

e () D

Degradasyon ,
”’ ( v
Q

—

{

PKNOX2 —

Sekil 5.1. DNA hasari durumunda PKNOX2-ATM ve PKNOX2-RNF8 arasinda olusan
etkilesimlerin olasilikli illistrasyonlari
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6. SONUCLAR ve ONERILER

PKNOX2 proteininin western blot analizlerinde 70 kDa ,55 kDa biytkligiinde
ve 55 kDa’nin altinda olmak Uzere Ui¢ bant saptanmistir.

PKNOX2 overekspresyonu ile ATM ifadelenmesi azalmaktadir.

PKNOX2'nin ATM ile etkilesimde oldugu PKNOX2 antikoru ile ko-IP yontemi ve
de PLA yontemi ile saptandi. ATM ile ko-IP sonrasi yapilan western blot
analizlerinde ise bos plazmid (pCMV6) tasiyan MKH orneklerinde ATM
antikoru ile PKNOX2 ko-presipitasyonu pPKNOX2 tasiyan MKH orneklerine
gore daha fazlayd..

PKNOX2 antikoru veya RNF8 antikoru ile yapilan ko-IP ¢alismalari RNF8’in
molekdl agrihginin 1gG heavy chain agirligina yakin olmasi ve bant
yogunluklarinin fazla olmasi nedeni ile stipheli sonug verdi. Ancak PKNOX2’nin
RNF8 ile etkilesimde oldugu ise PLA yontemi ile in situ olarak saptandi.

DNA hasari durumunda, PKNOX2, ATM tarafindan fosforile edilerek, bu
isaretlenme sonucu RNF8 ile etkilesilesim olusuyor ve RNF8 proteininin
PKNOX2 proteinini ubikitinlestirmesi sonucu protein degradasyonu
gerceklesiyor olabilecegini disindirmdistir. Bu durum, hiicrelerin stres
durumunda PKNOX2'nin gorev aldigina isaret ediyor olabilir.

Ki-MKH’lerde y-irradyasyon ile DNA hasari belirteci y-H2AX dlizeyinde artis
saptandi ve hiicre donglist analizlerinde G2/M fazinda tutuklanma olabilecegi
gozlemlendi. Ancak hicre donglsi pikleri birbirinden net bir sekilde
ayrilmadigi icin deneyin hiicre senkronizasyonu sonrasi BrdU kullanilarak
tekrar yapilmasi onerilir.

DNA hasari durumunda PKNOX2 ATM etkilesimi PLA yontemi ile
gosterilemedi. Deneylerin  amplifikasyon siresi optimize edilerek

tekrarlanmasi ve fosfo-ATM antikoru kullanilmasi onerilir.
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