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1.0ZET

Reseptorle Etkilesen Serin Treonin Kinaz 4 (RIPK4) ve Pleimorfik Adenoma Gen
Benzeri 2 (PLAGLZ2) Proteinlerinin Etkilesimlerinin Arastirilmasi

Epidermis, cogalabilen tek kat bazal keratinositlerden ve bazal katmandan
ayrilarak  farklilasma siirecine girmis suprabazal keratinosit katmanlarindan
olusmaktadir. Epidermiste bulunan bu tabakalasma TGF-beta, WNT, Notch, PI3K ve
NF-kB gibi gelisim biyolojisi i¢in 6nemli yolaklar tarafindan diizenlenmektedir. Daha
once Aslan Tip Multiple Pterygium sendromu ile iliskilendirilen ve epidermal
farklilasmada yer aldigi gosterilen RIPK4'liin molekiiler mekanizmasi tam olarak
bilinmemektedir. RIPK4’iin epidermal farklilasma siirecindeki roliinii aydinlatmaya
yonelik olarak, yiiriitiiciiliigiinii Tibbi Biyoloji Anabilim Dali1 Ogretim Uyesi Yrd. Dog.
Dr. Tuba DINCER'in yapmis oldugu KTU BAP tarafindan desteklenen 9749 nolu proje
kapsaminda RIPK4 ile insan keratinosit cDNA Kkiitiiphanesi biiyiik 6l¢ekli maya ikili
hibrit ile taranmis ve sonucunda 16 proteinin RIPK4 ile etkilestigine dair bilgi elde
edilmistir. Tespit edilen proteinlerden biri PLAGL2 isimli bir trankripsiyon faktoriidiir.
RIPK4 ve PLAGL2' nin WNT yolaginda rol aldiginin daha evvel gdsterilmis olmasi bu

iki proteinin hiicresel olaylarda birlikte calisabilecegine dair ipucu vermektedir.

Tezin amaci, RIPK4- PLAGL?2 etkilesimini in-vivo kosullarda kiiciik 6l¢ek maya
ikili hibrit, sonrasinda ko-immiinopresipitasyon ve ko-immunofloresan yontemleri ile

dogrulamak ve bu etkilesimden sorumlu domainleri analiz etmektir.

Bu dogrultuda, kiigiik 6l¢ek maya ikili hibrit ile insan RIPK4 ve PLAGL2
proteinlerinin etkilestigi dogrulandi. Iki proteinin memeli hiicrelerinde de etkilestigi ve
bu etkilesimin RIPK4 iin N terminal kinaz domaini ile PLAGL2’ nin C terminal
domaini {izerinden oldugu ayrica, RIPK4’iin kinaz aktivitesinin etkilesim i¢in gerekli
oldugu gosterildi. ilaveten, RIPK4’iin hiicrede PLAGL?2 ile birlikte ekspresyonunun
PLAGL2’nin ¢ekirdege lokalizasyonunu engelleyerek PLAGL2’yi sitoplazmada, hiicre
iskelet filamanlar1 ve nokta benzeri yapilarda sabitledigi ve bu ko-lokalizasyondan

RIPK4’iin kinaz aktivitesi ve C-terminalinin sorumlu oldugu gosterildi.

Anahtar  Kelimeler: RIPK4, PLAGL2, Maya ikili hibrit, Ko-

immunopresipitasyon



2. SUMMARY

Investigation of Receptor-Interacting Serine-Threonine Kinase 4 (RIPK4) and
Pleimorphic Adenoma Gene-Like 2 (PLAGLZ2) Proteins Interaction

Epidermis is a stratified squamous epithelium, composed of a proliferating basal
and differentiated suprabasal keratinocyte layers. Epidermal layers are under the control
of different signaling pathways, such as TGF-beta, WNT, PI3K and NF-kB, that are
important for development. RIPK4, which we have previously associated with Aslan
Type Multiple Pterygium syndrome, regulates the epidermal differentiation. However,
there is not enough information about the molecular mechanisms of RIPK4 in this
process. Within the context of a BAP9749 Project that was conducted by Asst. Prof.
Tuba DINCER and supported by KTU Scientific Reaserch Coordination Unit, RIPK4
interacting proteins were aimed to be identified to clarify the role of RIPK4 in
epidermal differentiation. For this purpose, human keratinocyte cDNA library was
screened by large scale yeast two hybrid system using RIPK4 as bait and sixteen
proteins were identified. Among them, transcription factor PLAGL2 was chosen for
further analyses since it was previously reported to have a role in WNT signaling

pathway similar to the RIPK4.

Accordingly within the scope of this thesis; we aimed to verify the interaction of
RIPK4 and PLAGL2 and identify the domains responsible for his interaction firstly in
yeast with small scale yeast two hybrid system and secondly in mammalian cells by co-

immunoprecipitation and co-immunoflourescence experiments.

In this context, initially the interaction between RIPK4 and PLAGL2 was shown
with small scale yeast two hybrid in yeast. Then interaction of RIPK4 and PLAGL2 was
verified in mammalian cells by co-immunoprecipitation experiment. Furthermore, N-
terminal domain of RIPK4 with intact kinase activity and C-terminal domain of
PLAGL2 were found to be responsive from this interaction. In addition
immunoflourescence experiment showed that when RIPK4 and PLAGL2 co-expressed
RIPK4 prevented nuclear trasnsport of PLAGL2 by keeping PLAGL2 in the
cytoskeleton like gfilaments and cytoplasmic dot like structures and RIPK4’s kinase
activity and C-terminal domain was important for PLAGL2-RIPK4 cytoplasmic co-

localization.

Key words: co-immunoprecipitation, PLAGL2, RIPK4, Yeast two hybrid



3.GIRIS ve AMAC

Di1s cevreye karst koruyucu bir bariyer olusturan epidermis, ¢ok katmanli, yassi
epitel bir dokudur. Epidermisin olusumu ve siirekliligi en alttaki basal katmanda yer
alan keratinosit kok hiicrelerinin bir alttaki mesensimel hiicrelerden gelen sinyaller
dogrultusunda ¢ogalmalar1 ve c¢ogalan hiicrelerden bir kisminin farklilagarak yukari
katmanlara ¢ikmasiyla saglanir (1). Epidermal farklilagsma, bir¢ok farkli genin farkli
epidermis katmaninda dogru zamanda ekspres edilmesini gerektiren karmagik bir
stirectir. Epidermal homeostazis, epidermisi olusturan keratinositlerin g¢ogalmasi,
farklilasmas1 ve 6liimiinii diizenleyen siireglerdeki hassas dengeyi tanimlar. Epidermal
homeostazisteki bozukluklarla iliskilendirilmis diizensizlikler cilt hastaliklari, dudak
damak yariklari, kol ve bacak gelisim anomalileri, kanser ve yara iyilesmemesi gibi
gelisimsel ve patolojik hastaliklardir. Bu hastaliklarin molekiiler mekanizmasinin
anlasilmas1 ve sonrasinda bunlara kars1 tedavi yontemlerinin gelistirilmesi amaciyla bu
stireclerde onemli rolii olan RIPK4 proteininin diger proteinlerle etkilesiminin
arastirilmasi isleyisi anlamak ve sonrasinda terdpatik yaklasimlar gelistirmek acisindan
onemlidir. Bu dogrultuda, daha evvel Tibbi Biyoloji Anabilim Dalimiz biinyesinde
Yard. Dog. Dr. Tuba DINCER’in yiiriittiigii Karadeniz Teknik Universitesi Bilimsel
Arastirma Koordinasyon Birimi tarafindan desteklenen 9749 No’lu projesi kapsaminda
RIPK4 yem olarak kullanilmak suretiyle insan keratinosit cDNA Kkiitliphanesi biiyiik
6l¢ek maya ikili hibrit yontemi ile tarandi ve PLAGL2’nin RIPK4 ile etkilestigine dair

On veri elde edildi.

Bu ¢alisma ile amaclanan, RIPK4' {in yem olarak kullanildig: biiyiik 6l¢cek maya
ikili hibrit taramas1 sonucunda bulunan PLAGL2-RIPK4 etkilesimini ilk etapta in-vivo
kosullarda kiigiik o6lcek maya ikili hibrit ile mayada, sonrasinda ise ko-
immiinopresipitasyon ve Ko-immiinofloresan yontemleri ile memeli hiicrelerinde
dogrulamak ayrica, bu etkilesimden proteinlerin hangi domainlerinin sorumlu oldugunu
analiz etmektir. Bunlara ilaveten tezden elde edilen ¢iktilarin, etkilesimin fonksiyonel
oneminin aragtirilacagi daha kapsamli projeler i¢cin 6n veri olarak kullanilmasi ve
boylelikle bilimsel indeksi yiiksek dergilerde yayinlanma ve yiiksek biitgeli projelere

basvuru siirecine katkida bulunmasi1 amaglanmaktadir.



4.GENEL BIiLGILER
4.1. Deri

Deri, memelilerde viicut yiizeyini kaplayan ve viicudu dis ortamdan ayiran bir
ortiidiir. Embriyonik yasamda ektoderm ve mezodermden koken alan deri; epidermis,

dermis ve hipodermis tabakalarindan olusur. (1) (Sekil 1)

s
Dcrmis*{ | 4

Hypodermis[‘j '

Sekil 1. Memeli derisi ve tabakalari

4.2. Epidermis

Epidermis viicut ile dis ¢evre arasinda su gegirmeyen bir bariyer olusturarak
viicudun su kaybini engellerken, disaridan gelen her tiirli fiziksel, kimyasal ve

mikrobiyal tehditlere kars1 viicudun ilk savunma hattini olusturur.(1)

Epidermis hiicreleri olgunlasirken iglerinde keratin biriktirmeye baslar. Bu
hiicreler oldiiklerinde iglerinde biriken keratin sayesinde su gegirmez bir bariyer
olustururlar. Epidermisin dis faktorlere ¢ok¢a maruz kalmasi yipranmasina yol agar.
Yipranan hiicrelerin canliligin siirdiiriilebilmesi i¢in yenilenmesi gerekir ve bu

yenilenme epidermal homeostazis denilen siireg ile gergeklesir.(2)

Epidermis bes tabakali bir yapiya sahiptir. Bu tabakalar asagidan yukariya
sirastyla bazal tabaka, spinoz tabaka, graniiler tabaka, lubid tabaka ve korneosit
tabakasindan olusur. Dermisten koken alan keratinosit kok hiicresi boliinerek bazal
hiicre havuzunu ya da iist katmanlara dogru go¢ ederek epidermis tabakalarini olusturur.
Keratinosit kok hiicreleri ilk agsamada K5 ve K14 marker proteinlerini biriktirerek bazal
tabaka hiicrelerini olustururlar. Hiicreler farklilagmaya devam ederken K5 ve K14
proteinlerinin ekspresyonu durur, bu proteinlerin yerini involukrin, K1 ve K10

proteinleri alir. Involukrin, K1 ve K10 proteinlerinin hiicre igerisinde birikmesiyle



hiicreler spinoz katmani olusturur. Hiicrelerin iglerinde keratin filamanlarin1 bir arada
tutan ve ge¢ farklilagma markdrii olarak tanimlanan, fillagrin ve lorikrin proteinlerini
biriktirmesi ile ise graniiler tabaka olusur. Daha sonra hiicreler yavas yavas

¢ekirdeklerini kaybederek korneosit tabakasini olusturur (Sekil 2) (3).

olii keratinositler
Epidermis yiizeyi

Korneosit tabaka
Yaslanma
Lubid Tabaka
Granuler Tabaka
Filagrin,
Involukrin, . < @ - canh keratinositler
Lorikrin R
LS
>\ @ ®
Spinoz Tabaka
L » N
< & \! Dendritik hiicre
%
KRTI1, KRT10 < o ' : ‘
i - melanosit Geng
Bazal Tabaka 4 i Boliinen keratinosit kok hiicreleri
KRT14, KRTS ) 1. - I
Dermis \__
Sensor sonlanmast

Sekil 2. Epidermisin yapisi

4.3. Epidermal Homeostazi

Epidermal homeostazi; deride yaralanma ya da yenilenme esnasinda kaybedilen
hiicrelerin yeni hiicreler ile yer degistirmesi igin epidermal kok hiicrelerin bolinmesi ve
farklilagmasi siirecidir (4). Epidermisin siirekliligi ise en alt bazal katmaninda (basal
layer) bulunan keratinosit kok hiicrelerinin ¢ogalmasi ile miimkiin olmaktadir. Sinirl
sayida ¢ogalabilen bu hiicreler epidermisin iist tabakalarina dogru ¢iktik¢a farklilasir.
Keratinositlerin bazal tabakadan ayrilmasi hiicre bdliinmesinin durup farklilagma
slirecinin baslamasini saglar. En altta bulunan ve onciil hiicrelerin olusturdugu bazal
katmani asagidan yukar1 dogru sirasiyla, spiniiler katman, graniiler katman ve
farklilasmasin1 tamamlamis ¢ekirdeksiz stratum korneum katmani takip eder.
Keratinositlerin metabolik olarak inaktif hali korneosit olarak adlandirilir.
Keratinositlerin korneositlere doniisme siireci iKi ila ti¢ hafta siirmektedir. Daha sonra

korneositler dokiilerek alttan farklilasarak gelen yeni keratinositlere yol agar.
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Farklilagma siireci, organel ile ¢ekirdeklerin kayb1 ve keratin yi§ilmasiyla karakterizedir
(Sekil 2, 3) (4, 5). Bu siiregte, keratinosit ¢ogalmasi, farklilagsmasi ve 6liimiinde hassas
bir denge vardir. Dengenin bozulmasi ise ciddi deri ve epidermal gelisme

bozukluklarina bagli konjenital anomaliler ile sonuglanir (4-6).

Korneosit tabakasi s Kkomneosit

A i}
Grantiler

Graniiler tabaka keratinosit

Spinoz tabaka @ Spinoz
keratinosit

Kok
:\ : (; . - hiicre n —) ‘ﬂ

-

Keratinosit Cogalan hiicreler

Bazal tabaka k"k"“‘“‘@ - @ K“u‘

Sekil 3. Epidermal homeostazis (7) (Boulter’den)

Epidermal homeostazis; TGF-beta, WNT, NOTCH, NF-kB ve PI3K sinyal
yolaklar1 gibi gelisim biyolojisi i¢in dnemli olan ¢esitli yolaklar tarafindan diizenlenir
(8-13). Bu diizenlenmede bir transkripsiyon faktor olan p63 (TP63) kilit rol oynar. p63
proteini p53, p73 timor suppresor ailesinin bir iiyesi olup sinyal yolaklarini
diizenleyerek epidermal farklilasmanin gergeklesmesinde kilit rol oynar (14, 15). p63
indiikledigi genler araciligiyla deri tabakalasma programini koordine ettigi gibi bazal
katmanda bulunan Onciil kok hiicreleri apoptozdan koruyarak devamliliklarini
saglamaktadir (16-18). p63°iin farkli kirpilma (splicing) formlart vardir. Bunlar TAP63,
ANp63a, B, y dir. Bu formlardan ANp63a izoformu epidermal gelisimin erken
asamasinda ekspres olan ve epidermisin bazal katmaninda bulunan baskin formudur

(14, 19, 20).



Sekil 4. p637 farenin fenotipi. A) p63 yabanil tip fare, B) p637 mutant fare
(Mills’den) (21)

p63 proteinini iiretemeyen transgenik fareler; ekstremite kisaliklari, epidermal
bozukluklar, kafa, yiiz anormallikleri, kollarin gelismemesi gibi siddetli gelisimsel
kusurlar ile karakterize olup dogumu takiben dlmektedir (Sekil 4) (19, 21). ilaveten, bu
farelerde, epidermisin neredeyse olusmadigi, kil folikiilii, dis, siit ve tlikiiriik bezleri gibi

ektodermal uzantilarin gelismedigi gosterilmistir (21).

Sekil 5. Hay Wells sendromu tasiyan hasta (22) ( Kouwenhoven’dan)

Insanlarda tanimlanan p63 mutasyonlarinin ise Hay Wells (OMIM: 106260)
sendromu ile iliskilendirildigi yapisik goz kapagi (ankiloblefaron), yarik dudak
anomalileri, el ve ayak parmaklari arasinda perde gibi p637 fare fenotipi ile benzer
fenotip sergiledigi gosterilmistir (Sekil 5). Epidermal farklilasma siirecinin ana
regililatdrlerinden olan p63 tarafindan kontrol edilen hedef genlerin ve regiilator
elementlerin belirlenmesi ve p63’in iletisimde bulundugu agin tanimlanmasi amaciyla
tim genomda p63’iin baglandigi DNA sekanslar1 ve bu sekanslara sahip genler
arastirilmistir (22, 23). p63 baglanma sekanslari; Cocoon (koza) sendromu ile
iligkilendirilmis NF-kB sinyal yolaginin ana elemanlarindan olan IKK-alfa, Poplitiel
Pitergiyum Sendromuna (OMIM: 119500) neden olan IRF6, Bartsocas Papas
sendromuna neden olan RIPK4 genlerinin regiilator kisimlarinda (promoter)
tanimlanmis ve in-vivo kosularda da p63’tin bu genlerin transkripsiyonunu aktive ettigi

gosterilmistir (20, 24, 25).



Aslan ve ark tarafindan 2000 yilinda bir Tiirk hastada Bartsocas-Papas
sendromunun yeni bir varyanti olarak lethal bir hastalik olan, Aslan Tip Multiple

Pterygium sendromu tanimlanmaistir.

[
Sekil 6. Aslan Tip Multiple Pterygium sendromu (Bartsocas-Papas sendromu) tasiyan

hasta. A) Kranofasiyel anomaliler, B-C) Popliteal bolgede siddetli pterygium
(Aslan’dan) (26)

2012 yilinda boliimiimiizce ayni1 hastalifa sahip bir baska ailenin DNA’s1
kullanilarak yapilan Genetik Haritalama caligmalari sonucunda, RIPK4 geninin serin-
threonin kinaz korunmus bolgesinde belirlenen, ¢.362T>A (p.1le121Thr) bir aminoasit
degisikligine yol agarak, RIPK4’tin kinaz fonksiyonunu bozdugu ve epidermal
homeostaziyi etkileyen, otozomal yikici bir hastalik olan dizardi agi (popliteal
pityerjium), yapisik goz kapagi (ankiloblefaron), ¢enede telsi bantlar (filiform bands),
yarik dudak anomalileri, el ve ayak parmaklari arasinda perde (sindaktili) ile karakterize
Bartsocas-Papas sendromuna (OMIM-263650) neden oldugu gosterilmistir (Sekil 6)
(25) (26).

Ripk4’iin in-vivo fonksiyonunu belirlemeye yonelik gelistirilen Ripk4 nakavt
farelerde (Ripk4™) insan fenotipine benzer olarak ciddi deri kusurlarmin oldugu, deri
kivrimlarinin oldukga azaldigi, arka bacaklari ve kuyrugun viicut bosluklaria yapistigi,
burun, agiz, aniis gibi viicut deliklerinin olusmadigi, bundan dolay1 farelerin nefes

alamayip dogum sonrasi kisa bir siire icerisinde bogularak 6ldiikleri belirtilmistir (Sekil
7).



Sekil 7. Ripk4*" fare fenotipi ve Ripk4™ fare fenotipi (27) (Holland’dan)

Ripk4™ farelerin derisinde yapilan ¢alismalarda, yabanil tip farelerde ekspresyonu
yalnizca bazal tabakada goriilen ve bazal tabaka markorii olarak tanimlanan K14
proteininin, Ripk4”' farelerde bazal, graniiler ve parakeratotik katmanlarda da anormal
bir sekilde eksprese oldugu, yabanil farelerde yalnizca spinoz tabakada eksprese olan
K1 proteininin, Ripk4” farelerde tiim katmanlarda eksprese oldugu, yabanil tipte
granular ve korneosit katmaninda goriilen FILAGRIN’in ise spinoz ve granular
katmanda eksprese oldugu fakat parakeratotik katmanda eksprese olmadig:
gosterilmistir. Boylece Keratinosit farklilasmasmim gergeklesmedigi, spiniiler ve
graniilar katmanlarin kalinlastigi, ¢cok katli yassi keratinize epitelin ise hi¢ olugsmadigi
gosterilmistir. Bu durum, keratinositlerin fazla c¢ogalmasindan ziyade, farklilasma

bozuklugu ile agiklanmistir (Sekil 8) (28).



Filag.

Sekil 8. Yabanil tip ve RIPK4” farelerin epidermislerindeki tabakalasmanin
karsilastirilmasi. B:Bazal, S:spiniiler, G:graniiler, C:corneosit tabakasi, P:Parakeratotik
tabaka (Holland’dan) (27, 29)

Ripk4, farelerde bir¢ok dokuda eksprese olmakla birlikte, en fazla ekspresyonu
epidermisin bazal ve suprabazal katmanlarinda gosterip, bu hiicrelerin cekirdek ve
sitoplazmasinda daha yogun olarak sitoplazmasinda lokalize durumdadir. Epidermisin
disartya dogru ilerleyen katmanlarindaki Ripk4 ekspresyon diizeyi epidermal

farklilasma siirecine bagli olarak azalmaktadir (28, 30, 31).
4.4. Reseptorle Etkilesen Protein Kinaz 4

p63’in hedef geni, RIPK4 (Receptor Interacting serine-threonine Kinase 4) RIP
kinaz familyasinin bir iiyesi olup, ilk olarak insan keratinosit hiicre hatlarindan (HaCaT)

elde edilmis cDNA kiitiiphanesi ile fare orijinli Protein Kinaz C delta’nin (PKC9) kinaz
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domaini arasindaki etkilesimin gosterildigi maya ikili hibrit (Y2H) taramasinda

klonlanmig ve PKC delta-interacting protein kinaz (DIK) olarak adlandirilmistir (32).

RIPK4 proteini bir kinomdur. Kinomlar, protein kinaz domaini olan proteinlerdir ve
kinaz domainlerindeki sekans benzerliklerine gore simiflandirilirlar (29). Kinomlarin bir
dalin1 da Reseptorle Etkilesen Protein Kinaz (Receptor Interacting Protein Kinase-RIP)
ailesi olusturmaktadir. RIP kinazlarin ortak 6zelligi; hepsinin serin-treonin kinaz
aktivitesine sahip bir kinaz domaini bulundurmalaridir (Sekil 9). Kinaz domainleri
disinda her bir RIP proteininin sahip oldugu kendine 6zgii aktif bolgeleri bulunmaktadir
(Sekil 5) (33) RIP kinaz ailesi; RIP1, RIP2, RIP3, RIP4 (RIPK4), RIP5 (SgK288), RIP6
(LRRK1) ve RIP7 (LRRK2) iiyelerinden olusmaktadir. Insan ve farede eksprese
olduklar1 dokulara gore hiicre 6liimii, DNA tamir mekanizmasi, inflamasyon ve hiicre
farklilasmasi gibi birgok metabolik olayda rol almaktadirlar (33). Kinaz domainleri
karsilagtirildiginda diger RIPK’lar ile yaklasik %30-40 arasi amino asit benzerligi
gosteren RIPK4’{in, RIPK1 ve RIPK2’de oldugu gibi sitokinlere cevap olarak yangi ve
bagisikliga 6zgli genlerin aktivasyonunun yani sira, farkli tip hiicrelerde ¢ogalma, sag

kalim ve apoptoz gibi siiregleri diizenleyen NF-kB yolagini aktive ettigi gosterilmistir
(34).

| Kinx: @I RocCOR Ara Domaia
<,
== pp [ 1Re M | B —— T
G CARD | ANKYRIN — RIP2
< RHIM — .
0 WD [:,74 O » RIP3
Tt R

Sekil 9. Bilinen RIP kinaz ailesinde tanimlanmig aktif bolgeler: Amino asit sayilar
seklin saginda belirtilmistir. Kisaltmalar: ANK: ankirin, CARD: Caspase
Recruitment Domain (Cazpaz Getiren domain), DD: Death Domain (6lim
domaini), LRR:Leucine Rich Repeats (Losine Zengin Tekrarlar), RHIM: RIP
Homotypic Interaction Motif (RIP Homotipik Etkilesim Motifi), Rec/COR:
Ras of complex proteins/C-terminal of Roc (Meylan’dan) (33).

RIP kinaz ailesinin bir iiyesi olan RIPK4, 784 amino asitten olusan, 87 kDa

molekiiler agirlikli, amino ucunda serin-treonin kinaz domaini ve karboksil ucunda 11
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ankrin tekrar1 bulunan bir proteindir. Kinaz domaini ve ankyrin tekrarlar1 arasinda ise

kaspazlar tarafindan iki farkli yerden kesilebilen Ser/Tre’ince zengin bir ara bolge
bulunmaktadir (30).

Proteinlerin, etkilestikleri proteinlerin bilinmesi o proteinlerin gorev alabilecekleri
sinyal yolaklarinin anlasilmasinda fikir vermektedir. RIPK4’iin de etkilestigi bir ¢ok
protein bilinmektedir. Bunlardan bazilar1 PKC8, PKCp, IRF6, DVL2 gibi proteinlerdir
(32, 35-37). Bu proteinlerden IRF6 ve RIPK4’lin epidermal farklilagmay1 diizenledigi
bilinen PKC sinyal yolaginda gorev yaptigi bilinmektedir (36). Benzer sekilde RIPK ve
DVL2 proteininin etkilesimininde proliferasyon ve farklilasmay1 diizenleyen WNT
sinyal yolaginda gorev aldigi gosterilmistir (37). PKCS ve PKCP’nin RIPKA4 ile

etkilesiminin hangi yolaklar i¢in 6nemli oldugu bilinmemektedir.
4.5. RIPK4 ve WNT Sinyal Yolag:

Organizmanin gelisimini farkli sinyal yolaklar1 olduk¢a hassas bir diizenleme ile
kontrol ederler. Gelisim siirecinin 6nemli yolaklarindan biri de WNT sinyal yolagidir.
WNT sinyal yolaginin hiicre biiylimesi, hiicre adezyonu, hiicre hareketi, hiicre polaritesi
ve farklilasmasini diizenleyerek pek ¢ok dokunun embriyonik gelisiminde rol aldigi
gosterilmistir (38). WNT sinyal yolaginin epidermal farklilasma ve homeostazdaki rolii
bilinmektedir (38) (39). WNT sinyal yolaginin c-myc araciligiyla bazal katmandaki
hiicrelerin proliferasyonunu diizenlemektedigi gosterilmistir. (40). Ilging bir sekilde,
epidermal farklilasma icin gerekli olan RIPK4’iin fazladan ekspres oldugu HEK293
hiicre hatlarinda DVL2 proteinini fosforilleyerek sitoplazmik p CATENIN’i stabilize
ettigi ve cekirdege transferine yol acarak WNT duyarli genlerin transkripsiyonunu

sagladig1 gosterilmistir (37) (Sekil 10).
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Sekil 10. RIPK4 proteininin WNT sinyal yolagindaki rolii (Huang’dan) (37)

KTU Bilimsel Arastirmalar Koordinasyon Birimi tarafindan desteklenen,
yiiriitiiciliigiinii Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi Yrd. Dog. Dr. Tuba
DINCER’in yaptig1 Subat 2012 y1l1 itibariyle baglayan 9749 numarali proje kapsaminda
insan keratinosit cDNA kiitiiphanesi biiyiikk 6lcek maya ikili hibrit ile taranmis ve
RIPK4’iin etkilestigi proteinleri kodlayan 16 adet farkli cDNA bulunmustur. S6z
konusu cDNA’larin kodladiklar1 proteinlerin arasinda Pleimorfik Adenoma Gen
Benzeri 2 adinda bir protein farkli zorluk kosullarma sahip ii¢ farkli taramada da

karsimiza ¢ikmustir.

4.6. Pleimorfik Adenoma Gen Benzeri 2 (PLAGL?2)

PLAGL2, N terminalinde ¢inko parmak motifine sahip bir transkripsiyon
faktordiir. PLAG ailesinin PLAG, PLAGL1 ve PLAGL2 olmak {izere ii¢ {iyesi vardir.
Her ii¢ protein de birbiri ile homoloji gosteren ¢inko parmak baglanma domainine
sahiptir. PLAGL1, tiimor supresor aktivitesi olan bir gen iken (41), PLAGL2 ve
PLAGLL1 proto-onkogen adayi olarak bilinmektedir (42). PLAGL2, 496 aminoasitten
olusan, 54 kDa agirhiginda bir proteindir. N terminalinde DNA baglanma o6zelligi
bulunan alt1 tekrarli ¢inko parmak (zinc finger) domaini, C terminalinde transkripsiyon
aktivator domaini ve bu iki domain arasinda transkripsiyon represor domaini bulunur
(Sekil 11) (43, 44).

F. Cinko Parmak Transrepresor Transaktivator
| . . .

Sekil 11. PLAGL2 proteininin yapisi

13



Endojen PLAGL2 proteini ¢ekirdekte lokalize olmaktadir. PLAGL2’nin hiicre
migrasyonunu ve hiicre iskeleti ile alakali siiregleri diizenledigi bilinmektedir. MDA-
MB-231 meme kanseri hiicre hattinda yapilan c¢alismalarda PLAGL2’nin
baskilandiginda hiicre i¢i stress liflerini ve fokal adezyonu arttirirarak hiicre
migrasyonunu engellerken, fazladan ekspres oldugunda lamellipod olusumunu

tetikleyerek hiicre migrasyonunu arttirdigi gosterilmistir (Sekil 12) (29).

MDA-MB-231

Sekil 12. PLAGL2’nin fazladan ekspresyonunun lamellipod olusumunun arttirmasi (29)
(Sekiya’dan)

PLAGL2’nin fonksiyonunun daha iyi anlasilmasi i¢in yapilan transgenik fare
deneylerinde PLAGL2"" nakavt farelerin yeterli biiyiikliige ulasamadiklari, dolasimda
anormal kolesterol ve trigliserit diizeylerinin goriilmesi gibi metabolik defektlere sahip
olduklari, bagirsaklarinda yag emiliminin olmamasindan dolay1 dogduktan kisa bir siire

sonra beslenememekten o6ldiikleri gosterilmistir (45).
4.7. PLAGL2 ve WNT Yolag1

PLAGL2’nin fazla ekspresyonunun, onciil néronal kok hiicrelerde (projenitor
Neuronal Stem Cell -NSC) ¢ogalmayi indiikleyerek farklilasmay1 baskiladigi ve bu
etkiyi  WNT sinyal yolagi bilesenleri WNT6, FZD9 ve FZD2 proteinlerinin
ekspresyonlarini artirarak diizenledigi gosterilmistir (Sekil 13) (46).
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Sekil 13. PLAGL2’nin WNT sinyal yolagini diizenlemesi (46) (Zheng’den)

Hiicresel fonksiyonlarin gergeklestirilmesinde proteinlerin birbirleriyle olan
etkilesimleri yer alir. Bu nedenle proteinlerin fonksiyonlarinin belirlenmesinde
proteinlerin birbirleriyle olan etkilesimlerinin analizi olduk¢a 6nemlidir. Proteinlerin
kendi aralarinda ya da DNA, RNA gibi farkli molekiillerle etkilesimlerini analiz etmeye
yonelik in vitro/in vivo teknikler gelistirilmistir. Calismamizda, RIPK4’{in yem olarak
kullanildig1 biiyiik 6lgek maya ikili hibrit taramasinda karsimiza ¢ikan RIPK4-PLAGL2
etkilesimin dogrulanmasi ve etkilesimlerden etkilenen domainlerin belirlenebilmesi i¢in
kiigiik olgek maya ikili hibrid yontemi, immiinpresipitasyon ve immiinofloresan

yontemleri kullanilmastir.
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5. MATERYAL ve YONTEM
5.1.Materyal

5.1.1. Biiyiik Olcek Maya ikili Hibrit ile RIPK4’iin Etkilestigi Proteinlerin

Belirlenmesi

Biiyiik 6lgek maya ikili hibrit taramasi i¢in RIPK4’iin kinaz domaini uygun maya
vektoriine klonlanarak DKFZ firmasina gonderilmistir. RIPK4 kinaz domaininin yem
oldugu ve keratinosit insan cDNA kiitiiphanesinin av olarak kullanildig1 tarama, AH109
maya susu kullanilarak gerceklestirilmistir. Taramada raportdér gen olarak, beta-
galaktozidaz, Histidine ve Adenine kullanmilmistir. RIPK4’iin kinaz domaini ile
etkilesimi gii¢lii olan proteinleri segmek 6zgiil olmayanlar1 elemek amaciyla HIS3 gen
Urlinliniin  yarigmali  inhibitori olan 3-AT ¢ farkhh (0.4, 0.2 ve 0.1 mM)
konsantrasyonda kullanilarak ti¢ farkli tarama gergeklestirilmistir. DKFZ tarafindan tiim
etkilesim verileri, etkilesen proteinlerin etkilesim giicii ve oOzgiilliigii ile ilgili bir
simiflandirma yapilarak tarafimiza iletilmistir. Bu smiflandirmada; birden fazla
karsilagilan proteinler, bir kez elde edilen proteinler, maya ikili hibritte sik¢a rastlanan
ayn1 zamanda yapiskan olarak da ifade edilen yanlis pozitifler (saperonlar, 1s1 soku
proteinleri gibi) ve son olarak da cDNA’larin bir kismi protein kodlanmayan 3° UTR’ye
(untranslated region) denk gelen muhtemel yanlis pozitifler olarak gruplandirilmistir.
Etkilesimi kuvvetli olan proteinleri se¢gmek i¢in uygulanan 0.4 mM 3-AT ile yapilan ilk
taramada; PLAGL2’ye (pleiomorphic adenoma gene like 2) iki kez rastlanmig, sekiz
adet proteine ise bir kez rastlanmistir. Ayrica, cDNA’lar1 3’UTR tarafindan kodlanan
yiiksek olasilikla yanlis pozitif olan yedi adet protein de tarafimiza bildirilmistir. 0.2
mM 3-AT ile yapilan ikinci taramada; PLAGL?2 ile yine iki kez karsilasilmis ve 3-AT
konsantrasyonu diistiiglinden ilk taramadan gelmeyen etkilesimi diisiik proteinler de
taramada yakalanmus, bir kez karsilasilan protein sayis1 16°ya ¢cikmistir. ilaveten, yanlis
pozitifligi muhtemel olan 15 adet protein de tarafimiza bildirilmistir. Ugiincii taramada
PLAGLZ2 ile tekrar iki kez karsilasilmis bununla beraber bir kez etkilesen proteinlerin

say1st diisiik 3-AT konsantrasyonundan dolay: artmistir.

RIPK4’lin yem olarak kullanildigi, farkli zorluk kosullarina sahip biiyilik dlgek
maya ikili hibrit taramasinda, PLAGL2 ile, her bir taramada iki kez olmak iizere
toplamda alt1 kez karsilagilmasi ve akabinde yapilan literatiir aragtirmasinda RIPK4
gibi, PLAGL2’nin de WNT yolaginda yer aldiginin gosterilmis olmast RIPK4 ve
PLAGL2 etkilesiminin hiicresel olaylar i¢in 6nemli olabilecegine isaret etmektedir.
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Bundan dolayi, ¢alismamizda diger proteinler arasindan PLAGL?2 segilerek, RIPK4 ile

etkilesimi detayli olarak incelenmistir. Bu kapsamda, biiylik 6l¢ek maya ikili hibrit

sonuclart ilk olarak kiiciik olgek maya

hibrit yontemi ile mayada,

immiinopresipitasyon ve immiinofloresan yontemleriyle de memeli hiicrelerinde

dogrulanmis, ayrica etkilesimden sorumlu olan domainler belirlenmistir.

5.1.2. Gereg
5.1.2.1. Kimyasallar

3-Amino-1, 2, 4-triazol
Adenin
Agar
Amonyumpersiilfat ((NH4)2S20s)
Ampisilin
Arjinin (H2NC(=NH)NH(CH3)3CH(NH2)CO2H)
Aspartik asit (HO2CCH2CH(NH2)CO2H)
Bactotripton
Beta Merkapto Etanol
Complete mini protease inhibitor
Deoksinukleotid triphosphates (ANTPs)
Di-potasyum fosfat (K2HPO4)
Di-sodyum Hidrojen Fosfat (Na2HPO4. 2 H20)
Dithiothreitol (DTT- C4H1002S>)
Dulbecco’s Modified Eagle's medium
EDTA disodyum dihidrat (Na, EDTA.2H20)
Etidyum bromide (C12H20N3Br)
Etil alkol (C2HsOH)
Fenilalanin ( CeHsCH2CH(NH2)CO2H )
Fetal Bovine Serum
Glasiyel asetik asit (C2H402)
Glukoz (CsH1206)
GoTaq® Flexi DNA polimeraz
HEPES (CgH18N204S)
Hidroklorik asit (HCI)
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Sigma, A8056

Sigma, A9126

Merck, 1.016.130.500
Sigma,A9164

Sigma, A9518-5G
Sigma, A1270000
Sigma, 1043819

Conda, 1612

Merck, 8.057440.0250
Roche, 04693159001
Promega, U1420

Sigma, 1551128

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

Mey, Tiirkiye

Sigma P1150000

Merck, S0415

Merck, 1.00056.2500
Applichem, A1422
Promega, M8305

Sigma, H0887

Merck, 1.00314.2500


http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/a8056?lang=en&region=TR
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sial/a1270000?lang=en&region=TR
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/usp/1043819?lang=en&region=TR
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/usp/1551128?lang=en&region=TR
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sial/p1150000?lang=en&region=TR

Histidin (CséHaN302)

Izol6sin ( C2HsCH(CH3)CH(NH2)CO2H )
Kalsiyum Kiloriir (CaCly)

Kanamisin

Lityumasetatdihidrat (CH3sCOOLi 2H-0)
Lizin (H2N(CH2)sCH(NH2)CO.H-HCl )
Losin ( (CH3)2CHCH2CH(NH2)CO2H)
Magnezyumsiilfat (MgSOa4)
Mangankloriir (MnCl,)

Metionin ( CHsSCH2CH.CH(NH2)CO2H )
Orange G

Paraformaldehit (HO(CH20)nH)
Penisilin/Streptomisin

PMSF (Phenylmethylsulfonyl fluoride)
Polietilenglikol (PEG)

Potasyum hidrojen karbonat (KHCO3)
Protein G Agarose

Proteinaz K

SeaKem® LE Agaroz

Sephdex®G-50

Single stranded deoxyribonucleic acid
Sodium Phosphate dibasic (KH2PO4)
Sodyum dodesil siilfat (SDS)

Sodyum Flortir (NaF)

Sodyum hidroksit (NaOH)

Sodyum kloriir (NaCl)

Sodyum Orthovanadate (NazVOa)
Sodyum orto vanadate (NazVO)

Sodyum Pyrophosphate (NaPPi-NasO7P)
Sodyumkarbonat (Na2COsz)

Tirozin (4-(HO)CsHsCH2CH(NH2)CO2H )
Treonin ( CH3CH(OH)CH(NH2)COOH )
Triptofan (C11H12N20z2 )

Tris-Baz (CsH11NO3)
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Sigma, 67520

Sigma, 10460000

Merck, 910TA654681
Sigma, 60615-5G
Sigma, L6883

Sigma, L0900000
Sigma, L0375000
Merck, 1.058.861.000
Sigma, 221279

Sigma, M0960000
Sigma, 0-1625

Sigma, P6148

Thermo scientific,15140-122
Sigma, 1741932998611
Sigma, 202444
AppliChem, A2375.1000
Invitrogen, 15920-010
Promega, V3021

Lonza, 50004L

Sigma, S5897-25G
Sigma, D7656

Sigma, NIST200B
Merck, 822050

Sigma, S7920

Merck, 1.06462

Merck, 1.01540.0500
Sigma, S6508

Sigma, S6508

Sigma, 446061347236111
Merck, 106392

Sigma, 72900000
Sigma, T8375

Sigma, 72610000
AppliChem, A2264.1000


http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sial/i0460000?lang=en&region=TR
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sial/l0900000?lang=en&region=TR
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sial/m0960000?lang=en&region=TR
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/d7656?lang=en&region=TR
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sial/nist200b?lang=en&region=TR
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sial/t2900000?lang=en&region=TR
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/t8375?lang=en&region=TR

Tris-HCI (C4H12CINO3)

Triton X 100

Tween20

Urasil (CsH4N202)

Valin ((CH3s).CHCH(NH2)CO2H)
X-a-GAL

Yeast extract

Yeast nitrojen base
5.1.2.2. DNA markirlar

100 bp DNA ladder
Gene ruler 1 kb DNA ladder

5.1.2.3.Antikorlar
5.1.2.3.1. Primer Antikorlar

Anti-GFP- Rabbit Polyclonal
Anti-Flag M2- Mouse Monoclonal

5.1.2.3.2. Sekonder Antikorlar

Anti-Mouse-HRP
Anti-Rabbit-HRP
Anti-Mouse cyc3
Anti-Rabbit- Alexa fluor488
Anti-Mouse-Alexa fliior 488

5.1.3. Kitler

3130 POP-7™ Polymer
SuperScript® III First System for RT-PCR
E.Z.N.A.® Plasmid DNA Mini Kit |

E.Z.N.A.® Endo-free Plasmid DNA Mini Kit

Manual Perfect PureTM RNA Blood Kit
E.Z.N.A.® Total RNA Kit

QIAquick Gel Extraction Kit

Gateway® BP Clonase® II Enzyme mix
Gateway® LR Clonase® II Enzyme mix
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Merck, 1.01547.0.100
Sigma, 9002-93-1
J.T.Baker, 73-74
Sigma, U0750
Sigma, V0030000
Sigma, 16555-25g
Merck, 1.037.530.500
Sigma, Y1215

NEB, N3231L
Thermo scientific, SM0311

Abcam, ab290
Sigma-Aldrich, F3165-1MG

Bio-Rad, 170-5047
Bio-Rad, 170-5045
Dianova, 115-165-166
invitrogen, Al11012
invitrogen, A11001

AppliedBiosystems, 4352759
LifeTechnologies,18080-051
Omegabiotek, D6943-01
Omegabiotek, D6950-01

5 Prime, 2302110
Omegabiotek, R6834-00
QIAGEN, 28704
Thermofisher, 11789-020
Thermofisher, 11791-100


http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/u0750?lang=en&region=TR
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sial/v0030000?lang=en&region=TR

Lipofektamin 2000 reagent
5.1.4. Cihazlar

Yatay elektroforez diizenegi

Dogru akim gii¢ kaynagi (3000 volt)
Sogutmal1 yiiksek devirli santrifiij (1 adet)
Yiiksek devirli santrifiij (2 adet)
Mikrosantrifiij

Vorteks

UV transliiminator

Jel goriintiileme sistemi

Otomatik pipet seti

Hassas terazi

pH metre

Spektrofotometre

Manyetik karistirict

Buz makinesi

Mikrodalga firin

Distile su cihazi

Derin dondurucu (-20)

Derin dondurucu (-86)

Buzdolab1

Etiiv

Termocycler

Termocycler

Genetik analiz cihazi

Termomikser (1s1tict blok)

Otoklav

Nanodrop® 2000 UV-Vis Spektrofotometre
Dikey elektroforez ve immiinoblot sistemi

Chemiluminesans Goriintiileme Sistemi
5.1.5. Sarf Malzemeler

Cesitli boyutlarda pipet uclar
Mikrosantrifiij tiipler
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Invitrogen, 11668-027

HU13, ingiltere
CONSORT E833, Belgika
Eppendorf 5804, Almanya
Eppendorf 5810, Almanya
Thermo IEC, ABD

Niive NM110, Tiirkiye
Vilbert Lourmat, Fransa
GelLogic 2000,Kodak, ABD
Gilson, ABD

AHAUS, ABD

Hanna, Portekiz

Eppendorf, Almanya

IKA, ABD

Scotmann, ingiltere
Arcelik MD 554, Tiirkiye
GFL 2004, Almanya
Argelik, Tiirkiye

Thermo, ABD

Arcelik, Tiirkiye

Memmert, Almanya
GeneAmp 9700, ABI, ABD
Techne Genius, Ingiltere
3130 Genetic Analyzer, ABI
Eppendorf, Almanya
Tutnauer 3150 ELV, Italya
Thermo, ABD

BIORAD, ABD

BIORAD, ABD

Axygene, ABD
Axygene, ABD



Falkon Tiipler (15 ve 50 ml)

Greiner Bio-One, Almanya

Kiiltiir flask (25 ve 75 cm?) Corning, ABD
6 kuyucuklu plate Corning, ABD
60 mm petri flask Corning, ABD
Serolojik pipetler Greiner Bio-One, Almanya
Iki odacikli lam Thermo, ABD

5.1.6. Bakteri Suslari

Gateway sisteminde kullanilan ve ccdb giraz geni i¢eren plasmidlerin ¢ogaltilmasi
icin ccdb’ye direngli olan DB3.1 bakteri susu kullanilirken diger tiim vektorlerin

cogaltilmasinda DH5a bakteri susu kullanildu.
5.1.6.1. DHS5e Genotipi
F- recAl endAl hsdR17(rk-, mk+) supE44 A- thi-1 gyrA96 relAl

5.1.6.2. DB3.1 Genotipi
F- gyrA462 endA1 A(srl-recA) mcrB mrr hsdS20(rB-, mB-) supE44 aral4 galK2
lacY1 proA2 rpsL20(Smr) xyl5 Aleu mtl1

5.1.7. Maya Suslari

Calismada S.cerevisiae suslar1 olan Y187 ve AH109 kullanildi. Y187 ve AH109

Clontech’ten temin edildi.
5.1.7.1. Y187 Genotipi

MATa, ura3-52, his3-200, ade2-101, trp1-901, leu2-3, 112, gal4A, met—, gal80A,
MEL1, URA3: :GAL1UAS -GAL1TATA-lacZ

5.1.7.2. AH109 Genotipi

MATa, trpl1-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200, gal4A, gal80A, LYS2
GAL1UAS-GALITATA-HIS3, GAL2UAS-GAL2TATA-ADE2, URA3 : : MEL1UAS-
MEL1 TATA-lacZ

5.1.8. Kullamilan Vektorler

Memeli hiicrelerinde ekspresyon i¢in kullanilan p3xFLAG-CMV/DEST ve
pPcDNA-Dest53 vektorleri, Dr. Hannie Keremer’den (Department of Human Genetics-

Radboud University Nijmegen Medical Centre, Hollanda) temin edilmistir.
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Maya ikili hibrit icin kullanilan pGBT9-Gateway ve pGAD424-Gateway
vektorleri Alman Kanser Arastirma Merkezi’nden (German Cancer Research Center,

DKFZ, Heidelberg, Almanya) temin edilmistir.
5.1.9. Soliisyon, Tampon ve Besiyerleri
5.1.9.1. Bakteri i¢in Kullanilan Besiyerleri
Luria Bertani (LB) Besiyer

Hazirlanisi:

10 g tripton (Bacto), 5 g maya Oziitii (Bacto) ve 10 g sodyum kloriir deiyonize
distile su igerisinde ¢oziildi. pH IN(NaOH) ile 7°e¢ ayarlandi ve hacim 1 litreye
tamamlandi. 1.2 atmosfer basingta, 121 °C’da 20 dakika otoklavda steril edildi ve
sogutuldu. Antibiyotik direngli bakterilerin segilimi i¢in besiyerine sirasiyla 100 pg/ml

ya da 50 pg/ml final konsantrasyonunda ampisilin ve kanamisin eklendi.
Luria Bertani Agar (LBA) Besiyeri
Hazirlanisi:

LB siv1 besiyerine %1.5 oraninda agar eklenerek hazirlandi. LB agar besiyeri 1,2
atmosfer basingta, 121°C’de 20 dakika otoklavda steril edildi ve sogutuldu.
Kullanilacagi zaman mikrodalgada 90 wattta isitilarak sivi hale getirildi. Antibiyotik
direngli bakterilerin secilimi igin 55C su banyosunda tutulan besiyerine gogaltilacak
vektoriin segiciligine gore 100 pg/ml veya 50 pg/ml final konsantrasyonda ampisilin

veya kanamisin eklendi, 100 mm ¢apinda petri kaplarina 20°ser ml dagitildi.
Bakteri Transformasyon Tamponu (TB Buffer)

Hazirlanisi:

10 mM PIPES (Pipes:302.37), 15 mM CaCl, (CaCl,.2H20:110.98), 250 mM KClI
(KCI:74.5513), bir miktar su ile ¢6ziildii ve KOH ile pH 6,7’ye ayarlandi. Ardindan
final hacimde konsantrasyonu 55 mM olacak sekilde MnCl, (MnCl2.4H>0:197,91)
eklendi. Cozelti 0,45 mm filtreden gegirilerek sterilize edildi.
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SOB Super Optimal Broth (1 Lt)
Hazirlanisi:

20 g Tripton, 5 g yeast extract, 0,5 g NaCl, 0,186 g KCI son hacimde 1 litre olacak
sekilde suda ¢oziildii ve pH 5N NaOH ile 7’ye ayarlandi. 1,2 atmosfer basingta, 121
°C’da 20 dakika otoklavlandi. Sonrasinda final hacimde konsantrasyonlar1 10 mM
olacak sekilde MgSO4 ve MgCI2 eklendi.

5.1.9.2. Maya Kiiltiirii icin Kullanilan Besiyerleri ve Cozeltiler
YPAD (Yeast- Pepton-Adenin-Glukoz) Besiyerleri (1 Litre)
Hazirlanisi:

10 g maya 0ziitli, 20 g pepton ve 0.1 g adenin distile su icerisinde ¢oziilerek 900
ml’ye tamamlandi. Katt YPAD i¢in YPAD’ye %]1,5 oraninda agar eklendi. Besiyeri 1,2
atmosfer basingta, 121°C’da 20 dakika 1.2 atmosfer basingta otoklav yapilarak steril
edildi ve sogutulduktan sonra final konsantrasyonu % 2 olacak sekilde steril glukoz
eklendi ve 100 mm capindaki petri kaplarina dokiildii. Oda sicakliginda katilagan
besiyerleri 4 °C*da saklandi bir ay1 gegmeyecek sekilde saklandi.

Sentetik Secici (SD) /-ade —his —trp -leu Besiyeri (1 Litre)
Hazirlanisi:

6.7 g/L amino asit igermeyen maya azot kaynagi (yeast nitrogen base: YNB) ve 5
g/L amonyum siilfat ((NH4)2S04132,14 g/mol) yaklasik 500 ml distile su igerisinde
¢oziildii. Uzerine adenin, histidin, triptofan, 18sin disinda kalan Tablo 1°de belirtilen
amino asit miktarlarini iceren amino asit karisimi (Drop Out: DO) eklendi. Distile su ile
hacim 900 ml’e tamamlandi. Kat1 besiyeri i¢in soliisyona %?2’lik agar eklendi. Besiyeri
121°C’da 20 dakika 1.2 atmosfer basingta otoklavda tutularak steril edildi. Otoklavlama
isleminden sonra Glukoz soliisyonundan final konsantrasyonu %2 olacak sekilde
eklendi. Konsantre olarak hazirlanan Adenin, Triptofan, Histidine ve Losin gereken
kondisyonlar i¢in sonradan ilave edildi. Maya ikili hibrit deneylerinde RIPK4 ile
etkilesimleri giiclii olan proteinleri se¢gmek ve 6zgil olmayan etkilesimleri elemek
amaciyla HIS3 yarismali inhibitorii olan 3-amino-1, 2, 4-triazol (3-AT) otoklav sonrasi
final konsantrasyonu 0.4 mM olacak sekilde besiyerine eklendi. Besiyeri 10 cm’ lik

petrilere dokiildii.
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Tablo 1. SD medyum igerisinde bulunan aminoasitler

Aminoasit Miktari
Arginine HCI 0.02 g/It
Isoleucine 0.03 g/It
Lysine HCI 0.03 g/lt
Methionine 0.02 g/lt
Phenilalanine 0.05 g/lt
Threonine 0.2 g/t

Tyrosine 0.03 g/lt
Uracil 0.02 g/lt
Valine 0.15 g/lt
Aspartik asit 0,1 g/lt

100x Konsantre Losin (Leu) Cozeltisi (100 ml)
Hazirlanisi:

1 g Losin deiyonize distile su i¢inde ¢oziildii ve ¢ozeltinin hacmi 100 ml’ye

tamamlandi. Cozelti 0.2 um filtreden gegirilerek steril edildi
100x Konsantre Histidin (His) Cozeltisi (100 ml)
Hazirlanisi:

0.5 g Histidin deiyonize distile su ig¢inde ¢6ziildii ve ¢dzeltinin hacmi 100 ml’ye

tamamlandi. Cozelti 0.2 um filtreden gegcirilerek steril edildi.
100x Konsantre Triptofan (Trp) Cozeltisi (100 ml)
Hazirlanisi:

1 g Triptofan deiyonize distile su i¢inde ¢oziildii ve ¢ozeltinin hacmi 100 ml’ye

tamamlandi. Cozelti 0.2 um filtreden gegcirilerek steril edildi.
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20X Konsantre Adenin-hemisiilfat (Ade) Cozeltisi (100 ml)
Hazirlanisi:

0.4 g adenin deiyonize distile su iginde ¢oziildii ve ¢ozeltinin hacmi 100 ml’ye

tamamlandi. Cozelti 0.2 um filtreden gegirilerek steril edildi.
Uc-Amino-1, 2, 4-triazole (3-AT) Cozeltisi (1 M)
Hazirlanisi:

0.84 g 3-AT (3-AT Mw: 84 g/mol) deiyonize distile su iginde ¢oziildi ve
¢ozeltinin hacmi 10 ml’ye tamamlandi. Cozelti 0.2 pum filtreden gegirilerek steril edildi

ve 1 ml’lik hacimlerde -20 °C’da saklandi.
Glukoz Cozeltisi (% 20)
Hazirlanisi:

100 g glukoz deiyonize distile su i¢inde ¢oziildii ve ¢dzeltinin hacmi 500 ml’ye
tamamlandi. Cozelti karamellesmeyi engellemek igin 105 °C’da 15 dakika 1.2 atmosfer

basingta otoklavda tutularak steril edildi.

5.1.9.3. Maya Transformasyonu I¢in Gereken Cozeltiler
Lityum Asetat/PEG Cozeltisi

Hazirlanisi:

100 Mm LiAc (CHs3CO.Li.2H20 Mw: 102 g/mol) ve %40 PEG TE iginde
¢ozildi. PEG’in ¢oziilebilmesi igin ¢ozelti 37°C’ye kadar isitildi. Cozelti 0.2 pum
filtreden gecilerek steril edildi

Lityum Asetat/0.5XTE Cozeltisi

Hazirlanisi:

100 mM LiAc (CHsCOgzLi. 2H20 Mw: 102 g/mol), 50 ml TE (10 mM Tris-Cl
(pH: 7.5), ImM EDTA) ve 50 ml deiyonize distile su ile hazirlandi. Cozelti 0.2 pm
filtreden gecilerek steril edildi.
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Potasyum Kloriir Cozeltisi (2.5 M)
Hazirlanisi:

93,2 g potasyum kloriir (KCI Mw: 74.55 g/mol) deiyonize distile su igerisinde

¢Oziildii ve ¢ozeltinin hacmi 500 ml’ye tamamlandi.
Sodyum Hidroksit Cozeltisi (2 N)
Hazirlanisi:

8 g sodyum hidroksit (NaOH Mw: 39.99 g/mol) deiyonize distile su igerisinde

¢Oziildii ve ¢ozeltinin hacmi 100 ml’ye tamamlandi.
Salmon Sperm DNA (ssDNA) Cozeltisi (5 mg/ml)
Hazirlanisi:

50 mg ssDNA 10 ml deiyonize distile su igerisinde ¢oziildii. Soliisyon kii¢iik
hacimlerde dagitilarak -20 °C’da saklandh.

5.1.9.4. Agaroz Jel Elektroforezinde Kullanilan Cozeltiler
50x Konsantre Tris-Asetat-EDTA (TAE) Tamponu
Hazirlanisi:

242 ¢ Tris base (Tris base Mw:121.14 g/mol) deiyonize distile su igerisinde
coziilerek hacmi 843 ml’ye tamamlandi. Cozelti lizerine 57 ml glasiyal asetik asit, 100
ml 0.5 M EDTA c¢ozeltisi (pH:8.0) eklendi. Agaroz jel elektroforez deneylerinde 1:50

oraninda seyreltilerek kullanildi.
Etidyum Bromid Soliisyonu
Hazirlanisi:

10 mg/ml olacak sekilde deiyonize distile su kullanilarak hazirlandi. Karanlikta
muhafaza edildi.

10X Orange G DNA Yiikleme Tamponu
Hazirlanisi:

20 g sukroz 40 ml deiyonize distile su igerisinde ¢6ziildii. 100 mg (0.1 g) Orange

G yukaridaki soliisyon igerisinde ¢oziilerek son hacim dH20 ile 50 ml’ye tamamland.
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Tris-Cl Tamponu (1 M)
Hazirlanisi:

121,1 g Tris (Tris baz Mw:121.14 g/mol ) 800 ml deiyonize distile su icerisinde
coziildii. 3 N HCI ¢ozeltisi ile pH’s1 7.5’e¢ ayarlandiktan sonra hacmi 1 litreye
tamamlandi. Tris-Cl tamponu otoklavda 121C’da 1.2 atmosfer basing altinda 20 dakika
tutularak steril edildi.

5. TrissEDTA (TE) Tamponu

Hazirlanisi:

10 mM Tris-Cl (pH:8.0)) ve 1 mM EDTA (pH:8.0) deiyonize distile su kullanilarak
pH: 8.0 olacak sekilde hazirlandi.

5.1.9.5. SDS Page-Western Blot Soliisyonlari

1,5 M Tris-HCI pH 8.8 (Ayirma Jel Tamponu) (200 mL)

Hazirlamsi:

36,33 g Tris (Tris-baz Mw: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) (100 mL)
Hazirlanisi:

6,057 g Tris (Tris baz Mw:121.14 g/mol) 90 ml deiyonize distile suda ¢6ziildi,
konsantre HCI ile pH 6.8 e ayarlanarak toplam hacim deiyonize su ile 100 ml’ye

tamamlandi ve oda sicakliginda saklandi.
%010 Sodyum Dodesil Sulfat (SDS) (20 mL)
Hazirlanisi:

10 g SDS(CH3(CH2)11S04Na.MW:288.372 g/mol)100 ml deiyonize distile suda

coziilerek oda sicakliginda saklandi.
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10X Tris Glisin Tamponu

Hazirlanisi:

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

g/mol) 1 litre deiyonize suda ¢oziilerek oda sicakliginda saklandi.
SDS-PAGE Yiiriitme Tamponu (1 L) (1 X)
Hazirlanisi:

10X Tris-Glisin tamponu 1X olacak sekilde seyreltildi. icerisine 10 ml %10 luk

SDS eklenerek son hacim 1 litreye tamamlandi.
SDS-PAGE Transfer Tamponu (1 L) (10 X)
Hazirlanisi:

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

eklenerek son hacim 1 litreye tamamlandi.
%10 Amonyum Persiilfat (APS) (1 mL)
Hazirlanisi:

100 mg APS (APS Mw: 228.18 g/mol) 1 ml deiyonize suda ¢oziildii. Soliisyon
4°C’de saklandi.

5X SDS-PAGE Yiikleme Tamponu (10 ml)

Hazirlanisi:

Toplam hacim 10 ml’de final konsantrasyonlar1 0.25 M Tris-Cl pH: 6.8, %10
SDS % 50 Glyserol, %0,01 Bromofenolblue olacak sekilde hazirlandu. -20 C de

saklandi. Kullanmadan 6nce final konsantrasyonu 0,5 M olacak sekilde DTT eklendi.
% 40 Akrilamid\Bisakrilamid
Hazirlanisi:

Biorad tarafindan temin edilen soliisyon kullanildi ve 4°C*de saklandi.
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10X PBS Stogu (1 L)
Hazirlanisi:

1.37 M NaCl (Mw:58.44 g/mol), 26.8 Mm KCI (Mw 74.56 g/mol), 0.1 M
Na2HPOs, (Mw 141.96 g/mol) 17.6 mM KH2PO4 (Mw 136.09 g/mol) 800 ml distile su
igerisinde hazirlandi ve pH:1N HCl ile 7.4’¢e ayarlandi.

PBS, % 0.05 Tween 20
Hazirlanisi:

10 ml 10 x PBS’ten ve 25 ul % 20’lik Tween 20 soliisyonundan alinarak toplam

hacim deiyonize su ile 100 mI’e tamamlandi ve oda sicakliginda saklandi.
5.1.9.6. Immiinpresipitasyonda Kullamilan Tamponlar

%20 Triton-X 100

Hazirlanisi:

10 ml Triton X 100 deterjaninin iizerine 40 ml deiyonize su koyularak son hacim
50 ml’e tamamlanir. Triton X 100 iin iyice ¢oziilebilmesi igin ¢dzelti 1sitilir. Soliisyon

4 C de saklanir.
10X TNTE Hiicre Patlatma Stok Tamponu (50 ml)
Hazirlanisi:

Son konsantrasyonlar1 0,5 M Tris-Cl, pH: 7.4, 1.5 M sodyum kloriir,%5 Triton X
100, 10 mM EDTA olacak sekilde soliisyonlar birlestirilir hacim 50 ml’e tamamlanur.

1IX TNTE Hiicre Patlatma Tamponu

Hazirlanisi:

Son konsantrasyonlart 1X TNTE Buffer, 5 mM NaPPi, 1x Pl (roche), %10
gliserol (opsiyonel), 2 mM NaVan, 20 mM NaF, 1 mM PMSF olacak sekilde

soliisyonlar bir araya getirilir
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Fosfotaz Inhibitorler
100X Sodyum Orthovanadate (200 mM) (NaVan)
Hazirlanisi:

3.68 g NasVOs (NasvVOs Mw: 183.91 g/mol) 90 ml steril ¢ift distile su iginde
¢oOziildii. IN NaOH ile pH 10.0’a ayarlandi. Sar1 renge doniisen soliisyon renksiz olana
kadar kaynatildi. Oda sicakligina gelene kadar sogutulduktan sonra pH’a tekrar bakildi
ve 10.0’a ayarlandi. Hacim 100 ml’e tamamlandi. Hacim dagitilarak -20°C’de saklandh.

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

4.2 g NaF (NaF Mw: 41,99 g/mol) 100 ml steril ¢ift distile su i¢inde ¢oziildii.
Hacim dagitilarak -20°C’de saklandi. Calisma konsantrasyonu 20 mM olacak sekilde 50

kez lizis bufferda seyreltildi.
20X Sodyum PyroPhosphate (100 mM) (NaPPi)
Hazirlanisi:

4.44 g NaPPi (NaPPi Mw: 444.06 g/mol) 100 ml steril ¢ift distile su iginde

¢oziildii. Soliisyon 4°C’de saklandi. Calisma konsantrasyonu 5 mM olacak sekilde 20
kez lizis bufferda seyreltildi.

100X PMSF (100 mM)
Hazirlanisi:

0.174 g PMSF (PMSF Mw: 174.19 g/mol) 10 ml Ethanol i¢inde sulandirildi.
Hacim dagitilarak -20 °C’de saklandi. Calisma konsantrasyonu 1 mM olacak sekilde
100 kez lizis bufferda seyreltildi.

10X Proteaz Inhibitor Kokteyl:
Hazirlanisi:

Bir adet Complete Mini tablet 1 ml steril ¢ift distile su i¢inde ¢oziildii ve -20°C’de

saklandi.
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1X Immiinpresipitasyon Yikama Tamponu

Hazirlanisi:

Son konsantrasyonlart 50 mM Tris-Cl pH: 7.4, 0,15 M NaCl, 1 mM EDTA pH:
8.0, %0.1 Triton X100 olacak sekilde hazirlandi.

5.1.9.7. immiinofloresanda Kullanilan Tamponlar
10 ml %4 Paraformaldehit Cozeltisi
Hazirlanisi:

4 gr paraformaldehit (PFA Mw: 30.03) 80 ml PBS igerisinde 60°C’de 1sitilarak
¢ozilir. pH 1IN HCI ile 6.9’a ayarlanir. Son hacim 100 ml’e tamamlanir ve 0,45 micron
filtreden gecirilerek sterilize edilir. PFA ¢ok toksik oldugundan soliisyon ¢eker ocakta

hazirlanir.
10 ml %0,2 Triton X 100 Cozeltisi
Hazirlanisi:
100 pul % 20 Triton X 100 deiyonize distile su ile 10 ml’e tamamlanr.
10 ml %10 Keg¢i Serumu
Hazirlanisi:

Ticari olarak satin alman Keg¢i serumdan 1 ml alinir 9 ml PBS ile 10 ml’e

tamamlanir.

5.1.9.8. Memeli Hiicre Kiiltiirii

100 ml %10 FBS-DMEM-Pen/Strep Besiyeri
Hazirlanisi:

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

strep) eklenerek hazirlandi.
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Transfeksiyon Soliisyonlar:
2X HEPES:
Hazirlanisi:

0.8 g NaCl (NaCl Mw: 58.44 g/mol), 0.027 g Na;HPO4.2H20 (Na;HPO4.2H20
Mw: 177,99 g/mol) ve 1.2 g HEPES (HEPES Mw: 238.3 g/mol) 90 ml deiyonize distile
su icinde ¢ozildi. 0.5 N NaOH ile pH, 7.05’e¢ ayarlandi. Hacim 100 mL’e
tamamlanarak 0,25 mikron filtreden gecirilerek steril edildi. 15 ml’lik falkonlara
dagitilarak -20 C’de saklandi.

2,5 M CaCl2

Hazirlanisi:

36.75 g CaCly (CaCl, Mw: 147.02 g/mol) 100 ml steril ¢ift distile su iginde
¢oziildi. 0,25 mikron filtreden gegirilerek steril edildi. 15 ml’lik falkonlara dagitilarak -
20 °C’de saklandh.

5.2. Yontem

5.2.1. Gateway Klonlama Sistemi Kullanilarak RIPK4 ve PLAGL2 Genlerinin

Uygun Vektorlere Klonlanmasi
5.2.1.1. Gateway Klonlama Sistemi Hakkinda Genel Bilgi

Gateway klonlama teknolojisi faj lambdanin litik ve lizogenik aktiviteleri
esnasinda kullandig1 bolgeye 6zgiil rekombinasyon sisteminin gen klonlanmasi i¢in
uyarlandigi yaygm kullanilan bir klonlama stratejisidir. Gateway sisteminde
klonlamanin basarili oldugu plazmidleri i¢eren bakteri klonlari segilirken ccdB geninden
yararlanilir. ccdB gen iiriinii DNA replikasyonu igin kilit bir enzim olan DNA Giraz adi
verilen bir enzimin aktivitesini blokladigindan bakterilerin ¢ogalmasint ve koloni

olusturmasin1 engeller.

Gateway sisteminde tiim bos vektorlerde ccdB geni bulunur. Klonlama
asamasinda bolgeye 6zgii rekombinasyonla CCDB geni vektorden gikartilarak yerine
ilgilenilen gen yerlestirilir. Klonlamanin basarili olmasi durumunda toksik CCDB gen

tirtinii Giretilmediginden bakteri ¢ogalip koloni olusturabilir.

Gateway klonlama sistemi ile ilgilenilen genin ekspresyon vektorlerinin

olusturulmasi iki asamada gerceklestirilmektedir.
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Birinci Asama; BP reaksiyon: attB ve attP rekombinaz sekanslari arasinda
gerceklesen BP rekombinasyonuna dayalidir. Birinci agsamada amag, ilgilenilen genin
Giris (Entry) vektoriine yerlestirilmesidir. Bu dogrultuda, uglarinda attB1, 2 bolgeleri
olacak sekilde uygun primerler ile Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR teknigi)
kullanilarak ¢ogaltilan ilgili gen attP1, 2 sekanslar1 iceren “dondr vektor” ile BP klonaz
enzimi varliginda inkiibe edilir. Reaksiyon sonrasinda ilgili genin, attL1,2

rekombinasyon sekanslari ile gevrili oldugu bir “girig Klonu” olusur.(Sekil14)

81 B2
GGGG- G -CCCC
cece-f| Gere [ a66d
zp BTG Dondr Vektor
attB-PCR Urunu 4+
P1 ,;I P2
e $1 2ooi = l 555 bv; I\\
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__(PDONR™201) _/
Km'
BP Klonez enzim
karisimi
R1 R2
W el WY
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~ = + Yan iiriin
gl 1] L.
& o 100bp Ny
{ )|
\'.5}‘ Giris Klonu J
Km' ‘
(o} @ E.colfye transforme
o © o edilmesi ve Kan direngli
© @ @ olonilerin secilmesi

Sekil 14. BP reaksiyon ile Ilgilenilen geni igeren PCR iiriiniiniin BP klonaz ile dondr
vektore aktarilarak giris klonu olusturulmasi.

ikinci Asama; LR reaksiyon: attL ve attR rekombinaz sekanslari arasinda
gerceklesen LR reaksiyonuna dayalidir. Ikinci asamada, birinci asamada BP reaksiyonu
sonrasinda elde edilen attL sekanslarina sahip giris klonu, attR sekanslar1 iceren “varig
vektoriine” LR klonaz enzimi ile transfer edilir. Entegrasyon sonrasinda ilgilenilen geni
iceren attB sekanslar1 ile gevrili “ekspresyon klonu” olusur. BP reaksiyon ile giris
vektoriine klonlanan gen farkli amaglarla kullanmak {iizere farkli varis vektorlerine LR

reaksiyon ile aktarilabilir.(Sekil 15)
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Sekil 15. LR reaksiyon ile giris klonunda bulunan ilgilenilen genin varis vektoriine
aktarilarak ekspresyon klonu olusturulmasi.

5.2.1.2. Giris Klonu Olusturmak Uzere RIPK4 ve PLAGL2 ¢cDNA’larinin PCR ile
Cogaltilmasi

PLAGL2 ve RIPK4’iin memeli ve maya hiicrelerinde istenilen etiketlerle fiizyon
olacak sekilde ekspres edilebilmesi i¢in attB1,2 sekanslarini iceren forward ve revers
primerler Invitrogenin Gateway sisteminin iiriin katalogunda oOnerildigi sekliyle

tasarlanmistir (Tablo 2, 5).
5.2.1.2.1. RIPK4’iin PCR Uriiniin Olusturulmasi

RIPK4 FL (Full Length) ve RIPK4’tin 51. pozisyonunda bir aminoasit
degisikliginin gerceklesmesiyle kinaz aktivitesini kaybeden RIPK4 K51R geninin pEF2
vektorii icinde bulunan cDNA’lar1 Genentech firmasindan temin edilmistir. Oncelikle,
diger klonlamalarda kalip olarak kullanilacak pEF2 vektoriindeki RIPK4 FL ve RIPK4
K51R dizileri RIPK4’e 6zgiil primerler kullanilarak boliimiimiizde bulunan Genetik
Analizor cihazi ile dizilendi ve 2355 baz ciftine sahip, NM_020639.2 kodlu insan
RIPK4 cDNA’s1 ile birebir ortiistiigii gosterildi.

34



RIPK4 geni N-terminalinde bulunan kinaz domaini, C-terminalinde bulunan
ankrin domaini ve bu iki domaini birbirine baglayan linker domaininden olugmaktadir
(Sekil 16). RIPK4 FL, RIPK4 K51R, RIPK4 N ter (kinaz domaini) ve RIPK4 C-ter
(ankrin art1 linker bolgeleri) bolgeleri dizilerinin basinda ve sonunda uygun attB
kuyruklar1 olacak sekilde Tablo 2 belirtilen primer giftleri ile Tablo 3’de belirtildigi
sekliyle Termal Cycler ile amplifiye edildi.

RIPK4 Ser/Thr Kinase

Domain

aa 1 22 283 437 734 784

Sekil 16. RIPK4 proteininin domainlerinin sematik olarak gosterilmesi

Tablo 2. RIPK4 ¢cDNA larmin olusturulmasinda kullanilan primerler

Primerin Ad1 Primerin 5°-3° baz dizisi Primer
Bank
RIPK4 FL ve RIPK4
K51R attB1 Forward *ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttcatggagggcgacggcgggac 987
RIPK4 FL ve RIPK4 *ggggaccactttgtacaagaaagctgggtcctaggtcttgcttcgccgcagg 992
K51R attB2 Revers
RIPK;’ Ol\rleaerrdattBl *ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttcatggagggcgacggcgggac 987
RIPK4 N Ter attB2 *ggggaccactttgtacaagaaagctgggtccgtcatcaggcttttcacacaggtcc 1047
Reverse
RIPK4 Linker + *ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttcatggaaattacttctgaaaccgag 1101
Ankrin attB1 Forward
RIPK4 Linker+ Ankrin *ggggaccactttgtacaagaaagctgggtcctaggtcttgcttcgccgcagg 992
attB2 Revers

(*Koyu gosterilen yerler attB kisimlaridir.)
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Tablo 3. Pwo enzimi i¢in kullanilan PCR kondisyonlari

PCR karisimm 1

Kalip DNA(250 ng) 0,5 ul
dNTP (100 mM) 0,5 ul
Forward primer (10 pmol/ul) I ul
Revers primer (10 pmol/pl) 1 ul
ddH20 9,5 ul
PCR Kkarisim 2
Buffer (MgS0O4) 25 mM 2,5 ul
Pwo DNA polimeraz 5U/ ul 0,2 ul
ddH20 9,8 ul

PCR kosullari; baglangi¢ denatiirasyonu 94°C’de 4 dakika, 15 dongii olarak
denatiirasyon 94°C’de 30 sn, baglanma 58°C’de 1 dakika, sentez 72°C 2 dakika, son
sentez 72°C 6 dakika olacak sekilde hata orani diisiik Pwo DNA Polymeraz enzimi

kullanilarak gergeklestirildi. Olusturulan RIPK4 PCR fragmanlar

verilmektedir.

Tablo 4. Olusturulan RIPK4 PCR {iriinlerinin uzunluklar1 ve primer numaralari

Primer Bank No Forward-Reverse PCR iiriiniiniin PCR ﬁr?nﬁnﬁn
adi uzunlugu (bp)
987 F
RIPK4 K51R 2358
992 R
987 F
RIPK4 FL 2358
992 R
987 F
RIPK4 N Term 876
1047 R
1101 F
RIPK4 C Term 1100
992 R
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5.2.1.2.2. PLAGL2’nin PCR Uriiniin Olusturulmasi

PLAGL2 geni ¢inko parmak domaini, transaktivatdor domaini ve bu iki domainin
arasinda kalan represor domainden olusmaktadir (Sekil 17). PLAGL2 nin klonlanmasi
icin elimizde PLAGL2 cDNA’simi iceren bir vektor olmamasindan dolayi, klonlama
esnasinda Keratinosit hiicre hattindan elde edilen cDNA PCR’da kalip olarak kullanildi.
RIPK4 klonlamasina benzer sekilde PLAGL2 nin tamami (FL-PLAGL2), PLAGL2’nin
¢inko parmak domainini igeren N-terminal kismi1 (N-PLAGL2), PLAGL2 represor arti
transaktivator gen bolgelerini igeren C-terminal kismi (C-PLAGL2) Tablo 5°te belirtilen
primerler kullanilarak PCR ile ¢ogaltildi. PLAGL2’yi ¢ogaltmak igin kullanilan PCR
reaksiyonu Tablo 3’te PCR sonrasinda olusturulan PLAGL2 fragmanlar1 Tablo 6’da
belirtilmektedir.

DNA Baglanma Transrepresor Transaktivator

PLAGL2
aa 1 65 243 382 496

Sekil 17. PLAGL2 proteininin domainlerinin sematik olarak gosterilmesi

PLAGL2’nin g¢ogaltilmas1 i¢in kullanilan PCR kondisyonlari; baslangig
denatiirasyonu 94°C’de 4 dakika, 15 déngii denatiirasyon 94°C’de 30 sn, baglanma
58°C’de 1 dakika, sentez 72°C 2 dakika, ve son sentez 72°C 6 dakika olacak sekilde
gergeklestirildi.
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Tablo 5. PLAGL2 cDNA larinin olusturulmasinda kullanilan primerler

Primerin Primer
Primerin 5°-3° Baz Dizisi
Adi Bank

PLAGL2 FL

att B1 *ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttcatgaccacatttttcaccagcgtcc 1034
Forward

PLAGL2 FL

att B2 *ggggaccactttgtacaagaaagctgggtcctactggaatgcttgatggaaacgag 1036
Reverse

PLAGL2 N

ter attB1 *ggggaccactttgtacaagaaagctgggtcctactggaatgettgatggaaacgag 1034
Forward

PLAGL2 N

ter attB2 *ggggaccactttgtacaagaaagctgggtc ctagagcagcetectgegagtg 1099
Reverse

PLAGL2 C

ter attB1 *ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttcatgaagatcaagacagageccgtg 1036
Forward

PLAGL2 C

ter attB2 *ggggaccactttgtacaagaaagctgggtcctactggaatgettgatggaaacgag 1100
Reverse

(*Koyu renkli kisimlar attB bolgeleridir).
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Tablo 6. Olusturulan PLAGL2 PCR fiiriinlerinin uzunluklari ve primer numaralari

Primer Bank Forward- e e e e PCR iiriiniiniin
PCR iiriiniiniin adx «
No Reverse uzunlugu (bp)
1034 F
PLAGL? -FL 1491
1036 R
1034 F
PLAGL2 N-Term 741
1099 R
1100 F
PLAGL?2 C-Term 750
1036 R

5.2.1.3. Gateway Sistemi BP Reaksiyonu ile RIPK4 ve PLAGL2 Giris Vektorlerinin

Olusturulmasi

PCR ile cogaltilan RIPK4 ve PLAGL2 agaroz jelde yiiriitildii ve jelden izole
edildi. Sonrasinda Gateway PDONR201 dondr vektorine BP reaksiyon ile
yerlestirilerek RIPK4 ve PLAGL2 igeren giris vektorleri olusturuldu. BP reaksiyon BP

klonaz adi verilen enzim ile Tablo 7°de belirtilen kosullarda gergeklestirildi.

Tablo 7. Gateway Sistemi BP reaksiyonu

BP Karisima:
PCR iiriinii (25 ng/ul) 1ul
Donor (pDONR201) vektor (25 ng/ul) 1ul
BP Clonaz enzim karisimi 0.5 ul
Toplam 2.5 ul

BP Klonlama reaksiyonu 25°C’de 2 saat inkiibe edildi. Her bir 6rnege eklenen

0.35 pl Proteinaz K ile 37°C’de 10 dakika inkiibasyonla reaksiyon sonlandirildi.

BP reaksiyonu sonrasinda PLAGL2 ve RIPK4 genleri i¢in olusturulan girig
vektorleri DH5a’ya transforme edildi (Bkz Baslik: 5.2.2.4). Biiyiiyen bakteri klonlar1 50
ng/ml Kanamisin igeren LB besiyerinde ¢ogaltildiktan sonra bakteriden plazmid izole
edildi.Girig vektorlerinde istenilen RIPK4 ve PLAGL2 gen fragmanlarinin oldugunu
dogrulamak igin vektorler dizilenerek teyit edildi. Sonrasinda, RIPK4 ve PLAGL2

fragmanlar1 giris vektoriinden LR reaksiyonu ile farkli varig vektorlerine klonlanarak
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ekspresyon vektorleri olusturuldu (Tablo 9). LR reaksiyonu Tablo 8’de belirtilen
kosullarda gergeklestirildi.

Tablo 8. Gateway Sistemi LR reaksiyonu

LR Karigimi1
Giris vektorii (25 ng/ul) 1ul
Varig vektorii (25 ng/ul) Tul
LR Clonase II enzim karisimi 0.5 ul
Toplam 2.5 ul

LR reaksiyonu 25°C’de 4.5 saat inkiibe edildi. Reaksiyon her bir 6rnege 0.35 ul
Proteinaz K eklenmesi ve 37°C’de 10 dakika inkiibe edilmesi ile sonlandirildi. Daha
sonra expresyon vektorleri bakteri transformasyon protokolii ile DH5a E.coli susuna
transforme edilerek 100 pg/ml ampisilin iceren LB besiyerinde biiyiitiildi. Tek bir
koloni segilerek, bu kiiltiirden plazmid izole edildi. Ekspresyon vektoriinde bulunan

cDNA'’lar sekanslanarak dogrulanda.

LR reaksiyon ile RIPK4 ve PLAGL2’nin klonlandiklari maya ve memeli

ekspresyon vektorleri Tablo 9°da detayli olarak gosterilmektedir.

Tablo 9. RIPK4 ve PLAGL2’nin LR reaksiyonu ile klonlandiklari varis vektorleri

Expresyon Fiizyon Proteinler
Vektoriiniin ve bulunduklar: Klonlanan Genler
Hedefi vektorler
AH109 GAL4-BD RIPRS FL
Mat 2 pGBTO RIPK4 C Term (hnker‘ ve ankrm.d(.)malm)
RIPK4 N Ter (kinaz domaini)

Maya | y187 GAL4-AD PLAGL TL

Mat o pGAD424 PLAGL2 N Ter (Cinko parmak domaini)
PLAGL?2 C Term
PLAGL2 FL
GFP,

PLAGL2 N Ter (Cinko parmak domaini)
PLAGL2 C Ter

pcDNA-Dest53

Memeli FLAG etiketi, RIPK4 FL
P3xFLAG- RIPK4 C Ter (linker ve ankrin domaini)
CMV/DEST RIPK4 N Ter (kinaz domaini)
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5.2.2 Bakteri Kiiltiirii
5.2.2.1. Transformasyon i¢cin Bakterilerin Kompetan Hale Getirilmesi

Inoue yontemi kullanilarak transformasyonda kullanilacak bakteriler disardan
verilen vektorleri alabilmeye kompetan hale getirildi ve sonradan kullanilmak {izere
80°C de sakland1 (47). E.Coli suslarin1 Inoue ydntemiyle kompetan hale getirmek icin
istenilen bakteri stogundan LB kat1 besiyerine dze ile yayma yapild1 ve 37°C’da bir gece
boyunca inkiibe edildi. Kat1 besiyerinde olusan kolonilerden tek bir koloni alindi ve 10
ml LB agar besiyerine ekim yapilarak kiiltiir 37°C’da bir gece biiyiitiildii. Ertesi giin
satiire kiiltiirden 8 ml alinarak 250 ml SOC (20mM Glukoz igeren SOB) s1v1 besiyerine
ekim yapildi ve 17°C’da calkalamali inkiibatérde iiremeye birakildi. Kiiltiir, OD600
0.4-0.6 aras1 bir degere eristiginde kompetan hiicre hazirlamak iizere buza alindi ve
buzda 10 dakika bekletildi daha sonra 4°C’de 2500xg 10 dakika santrifiij edilerek
bakteriler ¢okeltildi. Cokelti 80 ml sogutulmus TB transformasyon tamponu igerisinde
stispanse edildi ve tekrar 15-20 dakika buz iizerinde bekletildi. Bakteriler 4 °C’da
2500xg 10 dakika santrifiij edildi. Bakteri pelleti 20 ml soguk transformasyon
tamponunda siispanse edildi. Ardindan hiicrelerin tizerine final hacimde %7 olacak
sekilde DMSO eklendi ve 10 dakika buzda bekletildi. Hazirlanan hiicreler ya direkt
olarak transformasyonda kullanildi ya da ileride kullanilmak iizere ependorflara

dagitilarak s1v1 nitrojende dondurulduktan sonra -80°C’da saklandh.
5.2.2.2. E coli DH5a Susuna Plazmid (Vektor) Transformasyonu

Transformasyon i¢in Onceden kompetan hale getirilmis DH5a bakteri susu -
80°C’den ¢ikarildi ve buza transfer edildi. Transformasyon igin 0.5 pg vektdr karisimi
50 ul DHS5o tizerine eklendi. Karisim 30 dakika buz iizerinde tutuldu ve ara sira hafifge
karistirildi. Inkiibasyon sonunda bakteri vektdr karigimi 30 saniye 42°C’de 1s1 sokuna
ugratildi. Karisim tekrar 2 dakika buzda bekletildi. Her bir 6rnege 1 ml S.O.C besiyeri
eklendi. Ornekler 1 saat boyunca 37°C’de 250 rpm hizinda galkalamali etiivde inkiibe
edildi. Sonrasinda hiicre siispansiyonu 3000 rpmS5 dakika santrifiij edildi ve hiicre
pellleti 1ml LB besiyeri ile yikand1. ikinci santrifiijden sonra hiicre pelletine 50 pl
besiyeri eklendi ve hiicreler vektdrde bulunan antibiyotik direncine gore ya 50 pg/ml
kanamisin ya da 100 pg/ml ampisilin iceren LB-Agar kati besiyerine ekildi. Petri
tabaklar 37°C’de gece boyu inkiibe edildi.
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5.2.2.3. Bakteriden Plazmit izolasyonu

Transforme edilmis bakterilerden tek bir koloni secilip LB-kanamisin/ampisillin

besiyerine ekildi ve 37 °C de 200 rpm 12-16 saat arasinda galkalanarak biiyiitiildii.

Plazmit izolasyonu i¢in EZNA endofree mini prep kit kullanildi. Gece boyunca
blylitiilmiis satiire kiiltiir 10000 g de 1 dakika santrifiij edilerek hiicreler ¢oktiiriildii.
Siipernatan atild1 ve pellet RNaz A (10mg/ul) iceren sogutulmus Soliisyon I icerisinde
siispanse edildi. Sonrasinda, 250 pl Soliisyon II eklenerek tiipler nazikge alt {ist edildi ve
berrak bir lizat elde edildi. Lizatlar 2-3 dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra
N3 Soliisyonundan 125 pl eklendi ve tiipler bir kac kez alt {ist edilerek beyaz topaklar
seklinde gdriinen presipitatlarin olusmasi saglandi. Ornekler maksimum hizda 10 dakika
santrifiij edildi. Beyaz presipitatdan almamaya 6zen gostererek siipernatant yeni bir tiipe
alind1 ve hacmi oOlciildii. Lizat lizerine 1:1 oranda ETR Binding Soliisyonu eklendi ve
tiip 10 defa alt iist edilerek karistirildi. Plazmidi saflastirmak i¢in kullanilacak kolonlar
100 pl 3M NaOH eklenerek dengelendi. Kolonlar maksimum hizda oda sicakliginda 1
dakika santrifiij edildikten sonra plazmidi iceren 500 pl siipernatan kolonlara transfer
edildi ve kolonlar maksimum hizda oda sicakliginda 1 dakika santrifiij edildi. Daha
sonra kolondan sirastyla 500 ul ETR Wash Soliisyonu, 500 ul HBC Soliisyonu ve 700
ul DNA Wash soliisyonu gegirildi. Kolonlar temiz tiiplere transfer edilerek {izerlerine
elisyon soliisyonundan 50-100 pl eklendi ve 1 dakika oda sicakliginda inkiibe
edildikten sonra santrifiijle kolondan plasmid ayristirildi. Elde edilen plazmitlerden 2 pl
alimarak %0.8’lik agaroz jelde yiiriitiildii. Plazmid konsantrasyonlar1 Nanodrop

cihazinda belirlendi. Ornekler -20°C’ye kaldirildu.
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5.2.3. Maya Teknikleri
5.2.3.1. Maya ikili Hibrit

Ikili-hibrid teknikleri, transkripsiyon aktivator proteinlerinin fiziksel ve islevsel
olarak ayrilabilen iki farkli domaine sahip olmalar1 temeline gore gelistirilmis olup
protein-protein ya da protein-DNA etkilesimlerini (tekli-hibrid metodu) belirlemek
amaciyla uygulanirlar. Proteinler arasindaki etkilesimleri belirlemeyi esas alan maya
ikili-hibrid teknigi Saccharomyces cerevisiae’da kullanilmak iizere gelistirilen bir
metottur. S. cerevisiae hem haploid hem de diploid yasam dongiisiine sahip olup farkli
esey tipine sahip haploid hiicreler esleserek diploid (a/a) maya hiicrelerini olustururlar.
Maya ikili hibritte arastirilan proteinlerden biri a digeri a tipinde ekspres ettirilir.

Sonrasinda haploid mayalar eslestirilerek iki proteinin etkilesimi analiz edilir.

Maya ikili hibrit yontemi taranan proteinin sayisina bagli olarak biiyiik ya da
kiiciik o6lcek olmak iizere ikiye ayrilir. ilgilenilen proteinin ¢cDNA kiitiiphaneleri
tarafindan kodlanan tiim proteinler ile etkilesiminin incelenmesi i¢in biiyiik 6lgek maya
ikili hibrite bagvurulurken, yalnizca iki proteinin etkilesiminin arastirilmasinda kiigiik

0lcek maya ikili hibrit uygulanir.

Genel olarak maya ikili hibrit sisteminde, fonksiyonu arastirilan protein (yem) BD
(DNA baglanma domaini) ile kimerik bir protein olusturacak sekilde maya ekspresyon
vektoriine klonlanir. Etkilesimi arastirilan gen iiriinli de; biiyiik 6l¢ek taramada cDNA
kiitiiphanesi, kii¢iik 6lgekte etkilesimi arastirilan protein (av) AD (aktivasyon domaini)
ile kimerik bir protein olusturacak sekilde farkli bir maya ekspresyon vektoriine
klonlanir. Her iki ekspresyon vektorii de genomunda BD’in taniyip, baglandigi UAS
(upstream aktive edici sekans) promotorii altinda “Raportdr Genlerin” (Reportor Gen,
orn: LacZ geni, Ade, Trp, Leu gibi) bulundugu bir maya hiicresine transfer edilir. Maya
hiicresinde iki proteinin (yem-av) fiziksel olarak etkilesimi, birbirinden ayr1 olan BD ve
AD modiillerini tekrar bir araya getirir ve UAS sekansi altinda yer alan raportor
genlerin (Histidine, Beta Galaktozidaz, Adenine gibi) ekspresyonunu saglar (Sekil 18).
Raportor genin ekspresyonu mayada uygun seleksiyon kosullar1 (Beta-Gal’in substrati
X-Gal igeren Trp, Leu, His icermeyen medyumlar gibi) kullanilarak belirlenir (44, 48-
50).
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Sekil 18. Maya ikili hibrit caligma prensibinde, X ve Y proteinlerinin etkilestiklerinde
BD ve AD’nin bir araya gelerek transkripsiyonu baglatma prensibine dayanir.
X:yem, Y:av, BD:DNA binding protein, AD:aktivating domain

Calismamiz kapsaminda daha evvel insan keratinosit kiitliphanesinin biiyiik 6lgek
maya ikili hibrit taramasinda belirlenen RIPK4 ve PLAGL2 etkilesimini kii¢lik 6l¢ek
maya ikili hibrit ile dogrulamak amaciyla, RIPK4 geni DNA-BD ile PLAGL2 ise AD
ile fiizyon olusturacak sekilde sirasiyla pGBT9 ve pGAD424 maya vektorlerine
klonlandi. Kiiciik 6lgek maya ikili hibriti gerceklestirmek {izere DBD-RIPK4 vektorleri
AH109 (mat a) susuna, AD-PLAGL2 vektorleri ise Y187 (mat a) susuna transforme
edildi.

5.2.3.2. Kiigiik 6l¢ek Maya Transformasyonu

Maya transformasyonu i¢in dnce mayalar plazmid DNA’larin1 alabilmeleri i¢in
kompetan hale getirildi. Bu amag¢ dogrultusunda -80°C den ¢ikarilan Y187 ve AH109
maya suslar1 6ze yardimi ile YPAD-agar petriye yayilarak en az 2 giin biiyiitiildii. Daha
sonta 10 ml YPAD’ye agar petrilerden alinan tek koloni ekilerek calkalamali
inkiibatorde 30°C de gece boyunca inkiibe edildi. Ertesi giin kiiltir OD600=0.2,
yaklagik 1/10-1/20 diliisyon, olacak sekilde diliisyon yapilarak 50 ml YPAD'ye ekildi ve
0D600 degeri 0.4-0.6 arasina gelene degin biiyiitiildii. Istenilen OD600 degerine ulasan
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maya hiicreleri 2500 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Maya pelleti 40 ml TE de
¢oziildii ve 2500 rpm’de 10 dakika tekrar santrifiij edildi. Bu defa pellet 2 ml 100 mM
LiAc/0.5 M TE soliisyonu igerisinde siispanse edildi ve 10 dakika oda sicakliginda
bekletildi. LiAc/TE soliisyonunda bulunan kompetan hale gelmis hiicrelerden her bir
kosul i¢in 150 pul alind1 ve iizerlerine 1.5-4 ug DNA ve 10 ul (100 pg) salmon sperm
DNA eklendi. Hiicre-DNA soliisyonuna 700 pul PEG eklenerek 30°C 30 dakika donen
tekerlek inkiibatoriinde inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan 88 pul DMSO eklenip
karistirildi. Ornekler 42°C derecede 7 dakika 1s1 sokuna maruz birakild1 ve ¢oktiiriildii
(3000 rpm’de 5 dakika). Bir kez TE ile yikandiktan sonra RIPK4’iin BD domain ile
fiizyon oldugu pGBT9 vektorii (triptofan okzotrofisini kurtaran) ve PLAGL2’nin AD ile
fiizyon oldugu pGAD24 vektoriini (16sin okzotrofisini kurtaran) igine alan maya
hiicreleri sirasiyla triptofan ve 16sin bulunmayan SD-agar petriye yayildi. Koloniler

ortaya ¢ikincaya degin 30°C’de 3 -4 giin inkiibe edildi.
5.2.3.3. Maya Eslesmesi (Mating)

S.cerevisiae, mat a ve mat a olmak iizere iki cinsiyete sahiptir. Her iki maya
cinsiyetinin de kendilerine 6zgii feromonlar1 vardir. Bu feromonlarla mat a ve mat a

birbirlerini tanir ve birlesirler (Sekil 19).

OHO!
R
;

Sekil 19. Mat a ve mat a cinsiyetlerine sahip haploit mayalarin mating ile diploit olma
stireci.

Mayada etkilesimi arastirilan proteinleri ekspres eden vektorler ayr1 ayr1 mat o ve
mat a cinsiyetli haploid mayalara transforme edilir. Uygun kosullar saglanarak farkli

cinsiyetteki mayalarin eslesmesi iizerine bu iki protein diploid mayada beraber
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drettirilmis olur. Eger bu iki protein etkilesiyorsa maya genomuna yerlestirilmis

raportor genlerin ekspresyonunu saglar.

Eslesmeyi saglamak igin, transforme edilen mayalardan birer koloni segilerek 50
ul TE igerisinde homojen hale getirildi. RIPK4 ve PLAGL2’yi ekspres eden haploit
mayalar esit hacimlerde (her birinden 10 ul) karistirilarak YPAD-agar petriye ekildi.
Hiicreler 22°C de 2 giin biiyiitiildii. Bu siire zarfinda olusan diploit mayalar alinip TE de
tekrar homojen hale getirildi ve hem triptofan hem de 16sin icermeyen SD-agar petriye
ekildikten sonra 30°C de 3 giin biiyiitiildii. Cogalan diploid maya hiicreleri ikinci giiniin
sonunda plazmidlerin se¢ilimi i¢in Triptofan, Losin icermeyen, raportorlerin aktivasyon
analizi i¢in Adenin ve Histine icermeyen ve diger bir raportdr olan B-Gal analizi i¢in X-
a-Gal igeren (reaksiyon sonrasinda mavi renk olusturur) ve 6zgiil olmayan yanlis
pozitifleri elimine etmek i¢in de Histidin’in yarigsmali inhibitorii 3-AT igeren SD agar
petriye alindi. Maya hiicreleri, 30°C de 7 giin inkiibe edildikten sonra biiyiimeleri ve

renk olusturmalar dikkate alinarak analiz edildi ve goriintiilendi.
5.2.4. Hiicre Kiiltiirii Teknikleri

Calismamizda protein ekspresyonu, immunoblot ve immiinopresipitasyon
deneyleri sirasiyla HEK293 ve HaCaT hiicre hatlarinda gerceklestirilmistir. Tim
hiicreler %1 Penisilin ve streptomicin (Pen/Stp) iceren %10 FBS-DMEM yiiksek
glikozlu besiyerinde 37°C’de nemlendirilmis %5 CO2 igeren doku Kkiiltiirii

inkiibatoriinde biiylitiilmiistiir.

Calismalarimizda kullanilan HEK293 (ATCC® CRL-1573™) hiicre hattinin
kokeni insan embriyonik bobrek hiicreleridir ve ATCC’den satin alinmigtir. HaCaT
hiicre hatt1 ise ise yetiskin immortal insan keratinosit hiicreleridir ve DKFZ’den hibe

olarak alinmistir.
5.2.4.1. HEK?293T ve HaCaT Hiicrelerinin Coziilmesi

S1v1 nitrojen tanki icerisinde saklanan hiicreler sivi nitrojenden ¢ikarilmadan 6nce,
%20 FBS, 1%Pen/Strp-DMEM yiiksek Glukoz i¢eren besiyeri hazirlandi ve sogutuldu
Hiicre s1vi azottan ¢ikarildi ve icerisinde bezelye biiyiikliigiinde buz parcasi kalacak
sekilde 37 °C su banyosunda ¢6ziildii. Coziilen hiicreler tizerine sogutulmus %20 FBS-
Pen/Strp-DMEM igeren besiyeri eklenerek 1200 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

Stipernatan dokiildii ve yikama tekrarlandi. Son olarak hiicreler %20 FBS ve %l
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Pen/Stp igeren yiiksek glukozlu DMEM igerisinde siispanse edilerek T25’lik flaska
ekildi. Ertesi giin medyum %10 FBS DMEM Pen/Strp ile degistirildi.

5.2.4.2. HEK?293T ve HaCaT Hiicrelerinin Pasajlanmasi

Hiicreler tiim yiizey tabanini tamamen kaplamadan once yaklasik %80-90’lik
konfluensiye sahip oldugunda pasajlandi. Pasajlanmasi planlanan hiicrelerin lizerinden
besiyeri uzaklagtirildi ve PBS ile yikandi. T25 flaska 1 ml ve T75 flaska 3 ml olacak
sekilde tripsin/EDTA (T/E) eklenerek inkiibatore kaldirildi. HEK293 hiicreleri yaklagik
1-2 dakika, HaCaT hiicreleri ise 5-7 dakika T/E’ya maruz birakildi. Yiizeyden ayrilan
hiicrelerin iizerine T/E reaksiyonunu sonlandirmak amaciyla T25’e 3-4 ml, T75’e 10 ml
olacak sekilde %10 FBS igeren besiyeri eklendi. Hiicreler flasktan toplanarak falkon
tiipe aktarildi ve 1200 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Hiicre pelleti uygun hacimde
besiyeri ile siispanse edildi ve flasklara aktarildi. Pasajlanmalar esnasinda Tablo 10°da

belirtilen flask/tabak yiizey alanlar1, konfluensi ve hiicre sayisi degerleri gozetildi.
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Tablo 10. Hiicre kiiltiirinde kullanilan flasklarin yiizey alanlari ve onerilen hiicre

sayilari
Kullanilan flask | Flask yiizey Ekim_ _Konfluent Tt?i’ggiigl ((T;go'rgf\%’
tipi alani (cm?) yogunlugu Hiicre yogunlugu EDTA)

35mm 9 0.3 x 10° 1.2 x 10° 1
60mm 21 0.8 x 10° 3.2 x 10° 2
100mm 55 2.2 x 10° 8.8 x 10° 3
150mm 152 5.0 x 10° 20.0 x 10° 8
6-well 9 0.3 x 10° 1.2 x 10° 2
12-well 4 0.1 x 10° 0.4 x 106 1
24-well 2 0.05 x 106 0.2 x 106 0.5

T-25 25 0.7 x 10° 2.8 x 106

T-75 75 2.1x10° 8.4 x 10° 5)
T-160 162 4.6 x 10° 18.4 x 10° 10

5.2.4.3. Hiicrelerin Dondurulmasi

Dondurulmasi planlanan hiicreler ilk etapta T/E soliisyonu ile toplanarak santrifiij
edildi. Hiicreler daha evvel sogutulmus antibiyotik icermeyen %10 FBS-DMEM
medyumu ile bir kez yikandi. T25’ten toplanan hiicre pelleti 900 pl sogutulmus %20
FBS-DMEM igerisinde siispanse edildi ve 10 dakika buzda bekletildikten sonra 100 ul
DMSO (%10) eklenerek buzda 20 dakika daha bekletildi. T25’den toplanan hiicreler bir
adet dondurma tiipiinde, T75’den toplanan hiicreler ise ii¢ adet dondurmal tiipiinde
donduruldu. Dondurulacak hiicreler -70°C’de bir giin bekletildi sonrasinda uzun dénem

saklamak i¢in siv1 azot tankina transfer edildi.
5.2.4.4. HEK293 Memeli Hiicrelerinin Transfekte Edilmesi
5.2.4.4.1. Kalsiyum Fosfat Yontemi ile Transfeksiyon

Memeli hiicrelerine ekspresyon vektorlerini transfer etmek icin (transfeksiyon)
Tablo 10°da belirtildigi iizere, alt1 kuyucuklu tabaklar igin 3x10°-5x10° arasinda hiicre
yaklasik %30-40 konfluent olacak sekilde, %10 FBS igeren antibiyotiksiz DMEM
besiyerine eklendi Yiizeye yapismalart i¢in hiicreler doku kiiltiirii inkiibatoriinde bir giin
inkiibe edildi.
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HEK293 hiicrelerinin transfeksiyonu i¢in Kalsiyum Fosfat transfeksiyon metodu
kullanilarak gergeklestirildi (51). Transfeksiyon esnasinda alt1 tabakli petri tabaklarina
%30-40 konfluent olacak sekilde 1.8 ml medyumda HEK?293 ekildi. Her bir kondisyon
icin 1-2 pg plazmid DNA’s1 20 ul steril su i¢inde seyreltildi. Diger taraftan 2.5 M
CaClz’den 10 pl alinarak 80 ul steril distile suyun i¢inde 10 kez seyreltildi. Final hacim
100 pl olacak sekilde 20 pl DNA-su karisimina 80 pl CaClz-su karisimi eklendi.
Sonrasinda DNA-CaCl» karisimi diisiikk hizda vortekslenirken tistiine damla damla 100
ul 2xHEPES eklenerek, toplam hacim 200 ul’ye ¢ikartildi. DNA- CaCl.-HEPES
karisimi 20 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Ardindan karisim DMEM-FBS
icerisinde bulunan hiicrelerin {izerine damla damla eklendi. 24 saat sonra medyum
Pen/Stp antibiyotigi iceren medyumla degistirildi. Transfeksiyondan 24 saat sonra

protein ekspresyon analizi gergeklestirildi.
5.2.4.4.2. HaCaT Hiicrelerinin Lipofektamin Yéntemi Ile Transfeksiyonu

HaCaT hiicreleri immunofloresan deneyinde kullanilmak iizere 12 kuyucuklu
tabak yiizey alanina sahip floresan i¢in kullanilan iki odacikli lamlara 5x10° hiicre
olacak sekilde 10% FBS igeren antibiyotiksiz DMEM besiyeri ile ekildi. Ertesi giin
Lipofektamin-2000 ile diretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda transfeksiyon
gerceklestirildi. 1 pg DNA i¢in 2 pl Lipofectamine 2000 ajani kullanildi. DNA ve ajan
opti-MEM medyumunda seyreltildi. DNA ve Lipofektamine ajani karistirilip 20 dakika
inkiibe edildikten sonra hiicrelere dagitildi. Transfeksiyondan 36-48 saat sonra hiicreler

sabitlenerek immiinofloresan yontemi gerceklestirildi.
5.2.5. RNA izolasyonu ve cDNA Sentezi
5.2.5.1. Hiicreden RNA izolasyonu

HaCaT hiicre hattindan RNA izolasyonu EZNA Total RNA kiti ile iiretici
firmanin talimatlar1 dogrultusunda gergeklestirildi. Onerildigi {izere 1X107 hiicre
sayisin1 asmayacak sekilde hiicreler Tripsin/EDTA ile yiizeyden kaldirildi ve 1200 rpm
de 5 dakika santrifiij yapilarak toplandi. Sonrasinda hiicre siispansiyonu RNaz olmayan
tiipe aktarilarak 500g’de 5 dakika santriflij edildi ve siipernatant uzaklastirildi. Hiicre
sayist 5x10° >den azsa 500pul, 5x105-1x10 7, arasindaysa 1000ul+20 ul BME olacak
sekilde RNA solvent ajani eklenerek gri siringa ucu ile 10-15 kez alip verilerek
homojenize edildi ve 5 dakika oda sicakligindabekletildi. Sonrasinda, 200 ul (>5x10°-
1x10" hiicre igin) kloroform eklendi, 20 saniye vortekslendi ve 3 dakika oda
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sicakliginda bekletildi. 4°C’de 13.000xg’de 15 dakika santrifiij edildikten sonra tistteki
faz temiz ependorfa aktarildi. Siipernatana voliimii kadar %70 ethanol eklenerek,
vortekslendi ve 2 ml toplama tiiplii kolona aktarilarak oda sicakliginda 10.000xg’de 1
dakika santrifiij edildi. Kolon 500 ul RNA yikama soliisyonu kullanilarak yikandi ve
10.000 g ‘de 30 sn santrifiij edildi. Kolon temiz bir 2 ml toplama tiipiine aktarildi. 500
ul RNA yikama buffer II eklendi ve oda sicakliginda 10,000 g’de 1 dakika santrifiij
edildi. Yikama 500 pul RNA yikama buffer II ile tekrarlandi ve ayni kosullarda santrifiij
edildi. Fazla alkolii uzaklastirmak ic¢in kolon bos olarak 2 dakika dondiiriildi. Kolon
1,5ml’lik temiz birependorfa transfer edildi. RNA’y1 ayristirmak igin kolonun ortasina
45-75 pl DEPC ile muamele edilmis su eklenerek oda sicakliginda 5 dakika bekletildi
ve sonrasinda 10.000 g’de 1 dakika santrifiij edilerek RNA tiipte toplandi. RNA

konsantrasyonu Nanodrop cihazi ile belirlendikten sonra, 6rnekler -70°C’ye kaldirildi.
5.2.5.2. RNA’dan cDNA Sentezi

izole edilen RNA dan cDNA sentezi “Super Script 1l First Strand Synthesis
System” kiti kullanilarak yapildi. Yontem iiretici firmanin talimatlart dogrultusunda

Tablo 11 ve Tablo 12’de belirtildigi sekliyle gerceklestirildi.

Tablo 11. Reaksiyon karisimi tablosu (CDNA sentez tablosu)

Bilesenler 1 X Reaksiyon
10X RT bufer 2 ul
25 mM MgCl 4l
0.1MDTT 2 ul
RNaz OUT (40 U/ pl) 1 ul
SuperScript 111 RT (200 U/ pl) 1 pul

Yukaridaki tablo gozetilerek hazirlanan karigim 65°C de 5 dakika inkiibe
edildikten sonra en az 1 dakika buzda bekletildi.
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Tablo 12. cDNA sentezi i¢in hazirlanan primer karigimu listesi

Bilesenler 1 X Reaksiyon
=5 ng total RNA 8 ul

Primer ( 50 ng/ pl rastgele hekzamerleri) 1 pul

10 mM dNTP karigimi 1 ul

DEPC- su 10 ul” ye tamamlanir.

Tablo 12’de belirtildigi sekliyle hazirlanan 10 pl’lik karisim, Tablo 11°de
belirtildigi sekliyle hazirlanan RNA/primer karigimina eklendi. Nazikce karistirildi ve
cDNA sentezi i¢in Thermo cycler kullanilarak 10 dakika 25°C de 50 dakika 50°C de, 5
dakika 85°C’de tek dongii olacak sekilde reaksiyon gerceklestirildi. Sonrasinda
orneklere 1 pul RNase H eklendi ve 20 dakika 37°C de inkiibe edildikten sonra -20°C de

saklandi.
5.2.6. Spektrofotometrik Yontemle DNA ve RNA’min Kantitatif ve Kalitatif Analizi

DNA ve RNA molekiillerinin miktar ve kalite tayinlerinde spektrofotometrik
yontemlerden yararlamldi. Olgiimler NanoDrop cihazinda 1 ul &rnek kullanilarak
yapildi. DNA ya da RNA o6rneklerinin OD260/0D280 degerlerine bakilarak miktarlar
ve safliklar belirlendi.

5.2.7. DNA ve RNA Analizleri icin Agaroz Jel Elektroforezi

Analiz edilecek DNA ya da RNA molekiillerinin boyutuna gore 0,8 ya da 1.5 g
agaroz 100 ml 1x TAE icerisinde kaynatilarak ¢oziildii. Cozeltinin sicakligi 55-60°C” ye
diistiigiinde 0.1-0.2 pg/ml son konsantrasyonda etidyum bromiir eklendi ve yatay jel
kasetlerine dokiildii. Agaroz jel donduktan sonra TAE tamponu iceren elektroforez
tankina yerlestirildi. DNA ornekleri 5:1 oraninda (DNA/Yiikleme tamponu) 10X
konsantre DNA yiikleme tamponu ile karistirilarak jele yliklendi. Elektroforez islemi
60-100 V sabit direng altinda 30-45 dakikada tamamlandi. DNA bantlart UV

transilliiminator ile goriiniir hale getirildi ve fotograflar ¢ekildi.
5.2.8. DNA’min Jelden Piirifikasyonu

Amplifiye edilen RIPK4 ve PLAGL2 PCR firiinleri %0,8 lik jele yiiklendi ve 100
volt dogru akim altinda 1 saat yiiriitiildiikten sonra Qiagen Gel Extraction Kit ile tiretici
firmanin talimatlar1 dogrultusunda jelden temizlendi. Bu islemde 6zetle temizlenmek
istenen DNA fragmenti agaroz jelden kesildi ve tiipiin darasi alindiktan sonra jel

parcasinin miktar1 belirlendi (100 mg jele yaklasik 100 pl) vel olgek jele, 3 o6lgek
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Buffer QG eklendi. Jel tamamen eriyinceye kadar 2-3 dakika da bir vortekslenerek 50
°C de 10 dakika inkiibe edildi. Tamamen eriyince 1 6lgek izoprapanol eklendi ve
karistirildi. Karigim kolona aktarilarak 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Ardindan
500ul QG Buffer eklenerek 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Kolon PE tamponu

ile yikanarak DNA elusyon buffer1 ile temiz bir ependorfa elute edildi.
5.2.9. RIPK4 ve PLAGL?2 Klonlarmin Dizilenmesi

RIPK4 ve PLAGL2 vektorleri kantitatif ve kalitatif analiz yapilmasini saglayan
markoér (NEB 100 bp DNA ladder) veya 0.2 ug pGEM plazmidi (3272 bg) ile birlikte
%0.8’lik agaroz jelde yiiriitiildii. Markor ve pGEM miktar1 gozetilerek her bir dizileme
reaksiyonuna konulacak kalip DNA miktar1 yaklagik 50-100 ng arasinda olacak sekilde
ayarlandi. RIPK4 ve PLAGL2 klonlarinin dizilenmesinde Tablo 13°de belirtilen

primerler kullanildi.
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Tablo 13. RIPK4 ve PLAGL2 giris vektorlerinin sekanslanmasinda kullanilan primerler

Primer
Primerin Ad1 Primerin 5°-3” Baz Dizisi Bank
PLAGL2_1* Forward_attB1 ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttc atgaccacatttttcaccagegtcc 1034
PLAGL2_1488* Reverse attB2 ggggaccactttgtacaagaaagctgggtcctactggaatgcttgatggaaacgag | 1036
PLAGL2 638* Forward acacaggccgtaaggacttc 1052
PLAGL2 335* Reverse gtgaggattccagagggtage 1053
PLAGL2_1104* Forward aagcctgtctctctcatceg 1054
PLAGL2_403* Reverse tcttaccgcactcagagceag 1055
RIPK4_179* Forward cagggagcgcatggagcttttggaagaagccaag 485
RIPK4_2185* Reverse gctcgtcgaacaggtcaatg 484
RIPK4_1502* Forward gatgaggaccagtggacagc 483
RIPK4_504* Forward acgggctgtcccactcgceatg 972
RIPK4_1* Forward_attBl ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttcatggagggcgacggegggac 987
RIPK4_2352* Reverse attB2 ggggaccactttgtacaagaaagctgggtcctaggtcttgettcgecgeagg 992

*Kullanilarak belirtilen kisim sekansin basladig1 baz sayisini géstermektedir.

Dongiisel dizileme reaksiyonu BigDye® Terminatdr v3.1 Cycle Sequencing Kiti

kullanilarak yapildi. Bir reaksiyonluk karigim Tablo 14’da belirtildigi iizere hazirland.

Tablo 14. Dizileme reaksiyonu i¢in PCR karigimi

PCR Karisimi 1X
BigDye 1.5 ul
5X Buffer 1 ul
Ileri ya da Geri Primer (10 pmol/pl) 0.5 ul
Vektor (50-100 ng) 0.5 ul
dH20 6.5 ul
Toplam 10 pl

Dongiisel dizileme reaksiyonu igin Applied Biosystems 9700 Thermocycler cihazi
kullanildi. PCR Kosullari; baslangig denatiirasyonu 96°C’de 2 dakika, 25 déngii olacak
sekilde denatiirasyon 96°C’de 15 sn, baglanma 50°C 20 sn, Sentez 60°C’de 2 dakika
olarak belirlendi. Dongiisel dizileme reaksiyonu sonucunda elde edilen PCR fiiriinleri

Sephadex®G-50 ile asagidaki temizleme protokolii kullanilarak saflastirilds;
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Ilk olarak 1 g Sephadex®G-50 tartilarak 12- ml dH20O igerisinde ¢oziildii ve
calismaya baglamadan once en az 30 dakika 4°C’de bekletildi. Ardindan kolonlara 600
pul  Sephadex®G-50 eklendi ve 750 g’de 2.5 dakika santrifiij edildi. Toplama
tiiplerindeki siv1 uzaklastirildi ve kolonlar 1.5 ml’lik ependorf tiiplerin {izerine alindi.
Dongiisel dizileme reaksiyonu ile ¢ogaltilan PCR iiriinleri kolondaki Sephadex®G-50
tizerine dikkatlice eklenerek 750 g’de 5 dakika santrifiij edildi. Saflastirilan PCR
tirtinleri 96 kuyulu platelere transfer edilerek ABI 3130 genetik analiz cihazina yiiklendi
ve dizileme islemi gergeklestirildi. Dizileme sonuglari Chromas 2.32 ve SeqScape®
software v2.5 programlari ile analiz edildi. Elde edilen veriler gen bankasindan alinan
referans RIPK4 (Ref Seq: NM_014264.2) ve PLAGL2 (Ref Seq: NM_002657.3) dizileri
ile karsilastirildi.

5.2.10. Protein Analiz Yontemleri
5.2.10.1. Hiicrelerden Protein Lizati Eldesi

Protein analizi yapilmak istenen hiicreler, buza alindi ve +4°C’de sogutulmus PBS
ile dikkatlice yikandi. Transfeksiyonun yapildigi alti kuyucuklu tabaklarda bulunan
hiicrelerin iistiine proteaz ve fosfataz inhibitorlerinin eklendigi %0,5 Triton X100 igeren
250 ul TNTE patlatma tamponu eklendi ve 30 dakika buz iizerinde orbital ¢alkalayicida
salland1. Hiicre kaziyici kullanilarak lisat ependorf tiiplere aktarildi ve 4°C’de 13.000
g’de 15 dakika santrifiij edildi. Siipernatant temiz ependorf tiipe aktarildiktan sonra

analiz edilmek iizere -20°C’ye kaldirildi.

5.2.10.2. Western Blot Yontemi

5.2.10.2.1. SDS-PAGE Jellerinin Hazirlanmasi

1. SDS-PAGE Jel Elektroforez Camlarinin Hazirlanmasi

Camlar distile su ile yikand1 ve %70’lik etil alkol ile temizlendi. Temizlenen

camlar jel standina yerlestirildi.
2. Ayirma Jelinin Hazirlanmasi

RIPK4 92 kDa ve PLAGL2 54 kDa molekiiler agirhigimda olduklarindan, her iki
proteininde ayn1 jelde goriintiilenebilmesi i¢in ayirma jeli %7.5 olarak belirlendi. Uzun
ve kisa camlar birlestirilerek jel hazirlama standina yerlestirildi. SDS-PAGE jeli i¢in

gereken ajanlar Tablo 15°de belirtildigi sekliyle hazirlandi. Ayirma jeli hazirlanip,
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yiikleme jeline de yer ayirmak icin, kisa camin yaklasik 1 cm altina kadar dokiildiikten

sonra ayirma jelinin hava ile temasinin engellenmesi i¢in izopropanol eklendi.

Tablo 15. Ayirma Jeli Icerigi

Malzemeler %7.5
ddH20 2.73 ml
Acrylamid (40% acrylamid mix) 0.94 ml
1.5 M Tris-HCI pH 8.8 1.25 ml
10% SDS 50 uL
*10% APS 50 uL
TEMED 5uL
Toplam 5mi

*Taze hazirlanmalidir.

3. Yiikleme Jelinin Hazirlanmasi

Ayirma jeli polimerlestikten sonra (yaklasik 1 saat), jelin iizerindeki izopropanol
dokiilerek uzaklastirildi ve bol suyla yikandi. Tablo 16’da belirtildigi sekliyle hazirlanan
yiikleme jeli camlar arasinda kalan 1 cm’lik bosluga aktarildi ve 10 kuyucuklu tarak

camlar arasina yerlestirildi. Polimerizasyon igin 30 -60 dakika beklendi.

Tablo 16. Yiikleme jeli icerigi

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

5.2.10.2.2. SDS-PAGE Jellerinin Elektroforezi
1. Orneklerin Yiiklenmesi ve Yiiriitiillmesi

Orneklerin iizerine yiikleme tamponu (5x) son konsantrasyonu 1x olacak sekilde
eklendi ve 95°C’de 7 dakika kaynatildi. Kuyucuklara protein markoriinde 5 pl olmak
tizere Orneklerden 20-30 ul yiiklendi. Jel ilk 6nce 75 Volt’da 10 dakika sonra 100
Volt’da yaklasik 60-90 dakika yiiriitiildii.
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2. Western Blotlama (Islak Blotlama)

SDS PAGE jelinin membrana transferi igin spatula yardimi ile camlar birbirinden
yavas ve dikkatlice ayrildi ve blotlama 6ncesinde dengelenmesi i¢in transfer tamponuna
alindi. Bu esnada, jelle aymi biiyiiklikte PVDF membrani kesilerek sogutulmus
Metanol’de aktive edildi ve sonrasinda transfer tamponuna alinarak dengelendi.
Blotlama kasetinin siyah (anot) yiiziine dnceden transfer tamponunda 1slatilmis bir adet
stinger yatak ve iki adet ince 3 MM Whatman kagidi yerlestirildi. Kagidin distiine
onceden dengelenmis jel hava kabarcigi kalmayacak sekilde yerlestirildi. Jelin iistiine
dengelenmis PVDF membrani yerlestirildi. Membranin iistiine bir adet ince 3MM
Whatman kagidi ve islatilmis siinger yerlestirilerek sandvi¢ olusturuldu. Kaset transfer
tamponu igeren tanka anot (siyah) ve katot (kirmizi) tarafta olacak sekilde yerlestirildi.
Transfer +4 C’de 100 Voltta bir saat yapildi. Transfer esnasinda tank magnetik
karistirier ile karistirildi. Transfer sonrasinda membran kasetten ¢ikarildi, transferin
oldugu taraf isaretlendi, bes kez PBS ile yikandiktan sonra bloklama tamponu eklenerek
1-2 saat oda sicakliginda veya gece boyu +4 C’de orbital karistiricida inkiibasyona
birakildi. Bloklama soliisyon tipleri, primer antikor diliisyonlar1 ve inkiibasyon
zamanlar1 antikorun Uriin katalogunda yer alan oneriler dogrultusunda hazirlandi. GFP
antikoru 1/2500 olacak sekilde %3 BSA ve Flag antikoru 1/5000 olacak sekilde %3 liik
yagsiz siit tozu bloklama soliisyonunda seyreltildi. Birincil antikor inkiibasyonundan
sonra membran bes kez %0.5 lik Tween 20 iceren PBS ile (PBST) ile calkalanarak
yikandi. Daha sonra membran bloklama soliisyonu igerisinde, Anti—Flag primer
antikoru i¢in 1/5000 seyreltilmis HRP konjuge anti fare, Anti-GFP antikoru i¢in1/10000
HRP konjuge anti-tavsan ikincil antikor soliisyonu ile orbital karistiricida yavas hizda
calkalanarak 1 saat oda sicakliginda inkiibe edildi. Bu inkiibasyondan sonra membran
tekrar bes kez bes dakika orta hizda PBST igerisinde yikandi. Membran son kez PBS ile
yikandiktan sonra pens ile kenarindan tutularak temiz bir kaba aktarildi. Isimayi
saptamak i¢in 0.5 ml ECL soliisyonu (BioRad ECL bilesenleri 1:1 oraninda karistirildi)
ile 1-2 dakika muamele edildi. BioRad Chemidoc Goriintiileme Cihazi yardimi ile

membran goriintiilendi ve analiz edildi.
5.2.10.3. Immiinopresipitasyon
5.2.10.3.1. Immiinopresipitasyon Yontemi

Kiigiik olgek afinite saflastirma yontemlerinden biri olan ve protein-protein
etkilesimlerinin analizinde kullanilan imminpresipitasyon (IP) yontemi, ilgilenilen
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proteine 6zgiil antikorlar kullanilarak ilgilenilen proteinle beraber etkilestigi proteinlerin
kati matriks kullanilarak ¢oktiiriilmesi islemidir. IP deneyinde, antikorlara Fc
bolgesinden baglanma kapasitesine sahip protein G kaph agaroz boncuklari, antijen-
antikor kompleksinin baglanabilecegi kati matriksin olusturulmasinda kullanildi. IP
yonteminin temelinde ilgilenilen proteine 6zgiil antikor kullanilarak, proteinin ve
etkilestigi proteinlerin boncuklara baglanmasi yer alir. Boncuklara baglanan kompleksin
protein jelinde yiiriitiilmesi ve etkilestigi proteine 6zgili antikorlarin kullanilmasiyla
gergeklestirilen immiinoblot yontemiyle iki proteinin etkilestigi gosterilmis olur (Sekil
20) (52).

A-. .- Antikor

B jigilenilen protein

=
° .AYlkaWusyon
A A

Ag =

Sekil 20. immiinpresipitasyon yéntemi

5.2.10.3.2. Protein Boncuklarin Hazirlanmasi

Ticari olarak satin alinan G agaroz boncuklar (Roche) etanol veya PBS igerisinde
siispanse olarak bulundugundan boncuklarin igerisinde bulunan koruyuculardan
arindirilmasi ve hiicrelerin patlatildigit TNTE patlatma tamponunda dengelenmesi i¢in,
boncuklar IP Yikama tamponu igerisinde donen tekerlek seklindeki galkalayici tizerinde
bes kez beser dakika %0.1 TritonX100 igceren 1X TNTE ile 4°C de yikandi. Yikamalar
arasinda boncuklar 3000 g’de 1 dakika santriflij edilerek ¢okertildi. Boncuklara zarar
vermemek amaciyla boncuklarin alinmasi ve dagitilmasi esnasinda pipet uclariin uglari

kesildi. Boncuklarin {iiretildigi firma tarafindan 2-5 pg Antikor i¢in 10-20 ul boncuk
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onerildiginden 6rnek basina gereken boncuk hacmi hesaplanarak, deneyde kullanilacak

kadar boncuk deneyin yapildig: giin yikanarak hazir hale getirildi.
5.2.10.3.3. On temizlik (Pre-clearing)

G agaroz boncuklar yiiksek baglanma afinitesine sahiptir. Boncuklarin hiicre
lizatinda baglanmasi istenilen proteinin haricinde bir proteine baglanmamasi igin
antikor koymadan 6nce lizat boncuklarla inkiibe edilir. Bu sekilde lizattan boncuklara
0zgiil olmayan bir sekilde yiiksek afinite gosteren proteinler temizlenmis olur. Bu

isleme IP’de 6n temizlik (pre-clearing) adi verilir.

IP deneyi i¢in, HEK293 hiicre hatlar1 FLAG-RIPK4, GFP-PLAGL2 ve
domainlerini ekspres eden plazmidlerle tek baslarina ya da beraber transfekte edildi. IP
icin alti kuyucuklu tabagin ayni kosulda transfekte edilmis iki replike kuyucugu
kullanildi. Transfeksiyondan yaklasik 40 saat sonra, her bir kuyucuga 500 pl TNTE
patlatma tamponu eklendi sonra bu lizatlar birlestirilerek 1 ml’e tamamlandi. IP’den
once 1 ml hiicre lizatindan 50 pl alinarak total protein analizi i¢in ayrildi. Geriye kalan
lizata 6n temizlik yapilmak iizere 20 ul boncuk eklendi ve donen tekerlekte 30 dakika-1
saat siire ile diisiik hizda 4°C de dondiiriildii. Ardindan 3000 g de 1 dakika santrifiij

edildi. Coken boncuklarin alinmamasina 6zen gostererek siipernatant temiz tiipe alindi.
5.2.10.3.4. Immiinpresipitasyon (IP) Yontemi

[P’den oOnce On temizligi yapilan lizatlarin igerisine boncuklara baglanmasi
istenen proteine 6zgl antikordan 2-5 pg arasi eklenerek donen tekerlekte +4 °C da bir
saat ya da gece boyunca inkiibe edildi. inkiibasyon sonras1 her bir drnege 6nceden %0.1
TritonX100 igeren TNTE yikama tamponunda dengelenmis olan boncuklardan 20 pl
eklendi ve tiipler donen tekerlekte 4°C’de diisiik hizda bir saat inkiibe edildi. Ardindan
ornekler 3000 g’de 1 dakika santrifiij edilerek boncuklar toplandi. Boncuklar IP yikama
tamponu ile bes kez beser dakika yikandi. Yikama isleminden sonra her bir 6rnegin
tizerine 1:1 oraninda 2x protein yiikleme tamponu koyularak, 7 dakika 99°C de
kaynatildi. 3000 g’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra boncuklardan ayrisan

slipernatan immunoblot yontemi ile analiz edilmek iizere SDS-PAGE jeline ytiklendi.
5.2.10.4. Immiinfloresan (IF) Yéntemi

Immiinfloresan (IF) yontemi ilgilenilen proteinlerin hiicredeki yerlesimlerinin
gosterilmesinde kullanilan bir tekniktir. Bu yontemde, ilk Once hiicreler yapilarinin

bozulmamasi i¢in sabitlenir. Sonrasinda sabitlenen hiicrelerde antikorlarin gegebilmesi
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icin deterjan kullanilarak delikler olusturulur. Antikorlarin 6zgiil olmayan sekilde
zemine baglantisini engellemek i¢in lamin yiizeyi bloklanir. Bloklandiktan sonra, ilk
once ilgilenilen proteinlere 6zgiil primer antikorlar: ile inkiibe edilir ve sonrasinda da
primer antikorlar1 taniyan farkli floresan proteinleri ile isaretli sekonder antikorlar
kullanilarak proteinlerin hiicre i¢i lokalizasyonlar1 floresan mikroskop ile analiz edilir

(Sekil 21).

1 2 3

Floresan mikroskobunda
goriintiileme

.

Floresan isaretli
sekonder antikor

Primer antikor

Tlgilenilen protein

lam

Sekil 21. Immiinfloresan yontemi

IF deneyinde, odacikli lamlarda bulunan HaCaT hiicreleri Flag RIPK4 ve GFP-
PLAGL?2 ekspres eden plazmidlerle transfekte edildi. Transfeksiyondan yaklasik 30 saat
sonra oda sicakliginda bulunan PBS ile hiicreler birkez yikandi. Hiicreler %4 PFA ile 10
dakika oda sicakliginda tutularak fikslendi. Fiksleme sonrasinda beser kez PBS ile
yikandi. Hiicre membraninda delikler olusturmak icin, hiicreler PBS igerisinde bulunan
%0.1 Triton X-100 soliisyonu ile 2 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi ve arkasindan
beser kez PBS ile yikandi. Primer antikor konulmadan evvel, hiicreler PBS igerisinde
%10’luk kegi serumu ile bloklandi. Beser kez PBS ile yikandiktan sonra %10 kegi
serumu igerisinde anti-GFP 1/250, anti-Flag ise 1/300 oraninda seyreltildi ve +4°C’de 2
saat inkiibe edildi. Hiicreler beser kez PBS ile yikandi. Sonrasinda anti-Mouse Alexa
Flour 488 1/250 oraninda ve anti-rabbit cy3 sekonder antikori 1/500 oraninda olacak

sekilde %10 kegi serumu igerisinde seyreltildi ve 60 dakika karanlikta oda sicakliginda
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inkiibe edildi. PBS ile beser kez yikandiktan sonra odaciklar lamdan dikkatlice 6zel
aparat ile ayrildi. Orneklere bir buguk damla DNA boyas1 DAPI’yi de iceren ve floresan
sinyali artirma etkisi olan DABCO soliisyonu eklendi. Lamin iizerine lamel
kapatildiktan ve seffaf oje ile kenarlar1 sabitlendikten sonra sinyalin gelismesi i¢in
karanlikta bir gece bekletildi. Ertesi giin 6rnekler Floresan mikroskop ile uygun filtreler

kullanilarak analiz edildi.
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6. BULGULAR
6.1. RIPK4 Ekspresyon Vektorlerinin Olusturulmasi

Biiyiik 6l¢ek maya ikili hibrit taramasi, RIPK4’iin (91611 Da-2496 bp) biiyiik bir
protein olmasi ve biiyiik proteinlerin maya ikili hibritte veriminin diisiik olmasindan
dolay1r, DKFZ firmasinin 6nerisi tizerine, RIPK4’iin tamami ile degil, Ser/Thr kinaz
aktivitesinin oldugu N-terminal kinaz domaini (31.487 KDa-851 bp) kullanilarak
gerceklestirilmistir.

Bundan dolayi, maya ikili hibrit sonucunda ortaya ¢ikan proteinlerin RIPK4’{in
tamami ile etkilesiminin dogrulanmasi, ilaveten RIPK4’tin diger domainlerinin de
etkilesimdeki rollerinin belirlenmesi amaciyla, RIPK4’{in tamami, RIPK4’iin N ve C-
terminal domainleri, KR mutanti maya ve memeli ekspresyon vektorlerine Gateway

sistemi kullanilarak klonlanmuistir.
6.2. RIPK4 Giris vektorlerinin Olusturulmasi

Ekspresyon vektorlerine aktarilmadan once ilk etapta RIPK4 fragmanlari
pDONR201 dondr vektoriine BP reaksiyon ile aktarildi. Giris klonu olusturmak
amactyla, Genentech firmasindan temin edilen pEF2 plazmidi igerisinde bulunan
RIPK4 cDNA’s1, attB1, 2 ile ¢cevrelenmis RIPK4 6zgiil sekanslarinin oldugu primerlerle
PCR reaksiyonu ile ¢ogaltildi ve RIPK4 FL ve K51R i¢in 987/992, RIPK4 N ter i¢in
987/1047, RIPK4 C ter (linker arti ankrin domaini) i¢in 1101/992 numarali primerler
kullanild1 (Tablo 2) PCR fragmanlari ile birlikte klonlamanin yapilacagi pDONR201

vektorii farkli agaroz jellerinde gorintiilendi (Sekil 22).

3000 bg B
— —
pr— — -1000 bg — 51(())(())(}; bg
¢
500 be >~ o

Sekil 22. RIPK4 PCR iiriinleri. A) 1: RIPK4 FL, 2: RIPK4 K51R, 3: RIPK4 N terminal,
B) RIPK4 C terminal

Fragmanlarin ve vektoriin konsantrasyonlar1 markoér kullanilarak belirlendikten

sonra BP reaksiyonu ile RIPK4 gen fragmanlart pPDONR201 vektoriine transfer edildi.
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Rekombinant vektorler DH5o susuna transforme edilerek istenilen vektorii iceren
Kanamisin direngli bakteri kolonileri se¢ildi ve bu bakterilerden plazmid izolasyonu
gerceklestirildi. Plazmid izolasyonundan sonra pDONR201 vektoriine transfer edilen
RIPK4 FL, K51R, N ve C terminal plazmidleri dizileme i¢in konsantrasyon belirlemede
referans olarak kullandigimiz pGEM plazmidi ile beraber agaroz jele yiiklenerek
goriintiilendi (Sekil 23).

AM%l B%l
-e

3000 bg
2000 bg . 3197 bg —-

1000 bg
500 bg

@]
PGEM
[EnY
O
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-
= 3197be
$1975s] - -

Sekil 23. RIPK4 giris vektorleri. A) 1: pDONR201-RIPK4 FL, B) 1: pDONR201-
RIPK4 C ter, C) 1: pDONR201-RIPK4 K51R, D) 1: pDONR201-RIPK4 N
ter, pPGEM:3197 bp

Sekilde gosterilen plazmidler pPDONR giris vektoriine klonlanan farkli RIPK4 gen
fragmanlarinin dogrulugu Tablo 13’te belirtilen primerler ile FL ve RIPK4 K51R i¢in
1055/485/484/483/972/987/992, N terminal kinaz RIPK4 icin 987/1047, RIPK4 C
terminal (linker arti ankrin domain) i¢in 1101/992 numarali primerler kullanilarak

dizilendi ve klonlar dogrulandi.

RIPK4’iin tamami, N, C terminalleri ve kinaz mutant KR formu pDONR201
vektoriine klonlanip, giris klonlar1 olusturulduktan sonra, maya ve memeli hiicrelerinde
ekspres ettirilmek {izere, attR rekombinasyon sekanslar1 iceren varig vektorlerine LR

reaksiyonu ile yerlestirildi.

Kiiciik 6lcek maya ikili hibritte kullanilmak iizere RIPK4 ve domainleri GAL4
DNA baglanma domaini ile fiizyon olusturacak sekilde, maya varig vektorii pGBT9’a
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klonlandi. DH50 susuna transforme edildi. Ampisilin kullanilarak segilen bakteri

kolonilerinden plazmid saflastirildi.

RIPK4 maya vektoriine klonlandiktan sonra maya ikili hibrit analizinden elde
edilen etkilesim sonuglarini memeli hiicrelerinde de gostermek amaciyla Giris
vektoriinde (pDONR201) bulunan RIPK4, K51R, N-C terminal domainleri FLAG
etiketi ile fiizyon olusturacak sekilde p3XFLAG-CMV/DEST varis vektoriine LR
reaksiyonu ile transfer edildi. Rekombinant plazmidler bakteriye transforme edildi,
ampisilin direngli koloniler segilerek plazmid purifikasyonu yapildi. Plazmidler
dizileme igin konsantrasyon belirlemede referans olarak kullanilan pGEM ile birlikte
agaroz jeline yiiklenerek goriintiilendi (Sekil 24). FL ve RIPK4 K51R ekspresyon
vektorleri 1055/485/484/483/972/987/992, N terminal kinaz RIPK4 ekspresyon vektorii
987/1047, RIPK4 C terminal (linker arti ankrin domain) ekspresyon vektori igin
1101/992 numarali primerler ile dizilenerek klonlar dogrulandi (Tablo13).

PGEM
=

A M B 1 2M C1l2 M
20000 -20000bg
- - -5000b¢c 5000 be
10000 bg Wl | ey [T°F
-—

3200 be . 500 be 500 be

Sekil 24. RIPK4 ekspresyon vektorleri. A) 1: FLAG-RIPK4 FL, B) 1: FLAG-RIPK4
K51R, 2: FLAG- RIPK4 N ter, C) 1: FLAG-RIPK4 C ter, 2: BD- RIPK4 N
ter, pPGEM:3197 bp

6.3. PLAGLZ2 Ekspresyon Vektorlerinin Olusturulmasi

RIPK4 N terminal’iin yem olarak kullanildig1 biiyiik 6lcek maya ikili hibrit
taramasi1 sonucunda karsilasilan PLAGL2 proteinini kodlayan cDNA analiz edildiginde
1488 b¢’lik PLAGL2 ¢cDNA’sinin C-terminalinin son 462 bg¢’lik kismima denk geldigi
goriildii. Bundan dolayr hem PLAGL2’nin hem de RIPK4’{in tamaminin etkilesiminin
dogrulanmasi, ilaveten PLAGL2’nin diger domainlerinin de etkilesimdeki rollerinin
belirlenmesi amaciyla PLAGL2’nin tamami ve N, C-terminal domainleri maya ve

memeli ekspresyon vektorlerine Gateway sistemi kullanilarak klonlandi.
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6.4. PLAGL2 Giris Vektorlerinin Olusturulmasi

Ekspresyon vektorlerine aktarilmadan once ilk etapta PLAGL2 fragmanlar
pDONR201 donér vektoriine BP reaksiyon ile aktarildi. giris klonu olusturmak
amaciyla, ilk asamada keratinosit hiicrelerinden elde edilen RNA’dan cDNA sentezlendi
ve attB 1, 2 sekanslarinin ¢evreledigi PLAGL2’ye 6zgiil sekanslarinin oldugu Tablo
5’te belirtilen primerlerle; PLAGL2 FLigin 1034/1036, PLAGL2 N-Ter i¢in 1034/1099,
PLAGL2 C-Ter icin 1036/1100 numarali primerler, ¢ogaltilan PLAGL2 fragmanlari
agaroz jelde gortntiilendi (Sekil 25).

A M 1 B M 1 2 3 4
3000 bg i
2000 bg el .

1000 bg

500 be

] - - - -
Woi

-

Sekil 25. A) PLAGL2 PCR iriinleri. 1: PLAGL2 FL, B) 1-2: PLAGL2 N ter, 3-4:
PLAGLZ2 C ter.

Fragmanlarin ve vektoriin konsantrasyonlari1 kantitatif markdrle kiyaslanip,
goreceli olarak belirlendikten sonra RIPK4 gen fragmanlar1 BP reaksiyonu ile
pDONR201 vektoriine transfer edildi. Rekombinant vektorler DH5a susuna transforme
edilerek istenilen vektorii iceren Kanamisin direngli bakteri kolonileri se¢ildi ve bu
bakterilerden plazmid izolasyonu gergeklestirildi. Izole edilen plazmidler, sekansta
yiikleme referansi olarak kullanilan pGEM plazmidi ile birlikte jelde goriintiilendi
(Sekil 26). Tablo 13’te belirtilen primerler ile pDONR giris vektoriine klonlanan
PLAGL2 FL i¢in 1034/1089/1052/1053/1054/1055, PLAGL2 N ter i¢in 1034/1099,
PLAGL2 C-Ter i¢in 1036/1100 primerleri ile klonlar sekanslanarak dogrulandi.
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3197be- ~- - 3197 be

Sekil 26. PLAGL2 Giris vektorleri. A) 1: pDONR201-PLAGL2 N Ter, 2: pDONR201-
PLAGL2 C ter, B) 1: pDONR201-PLAGL2 FL (klon 1), pDONR201-
PLAGL2 FL (klon 2), pGEM:3197 bp

PLAGL2’nin tamami, N ve C terminalleri BP reaksiyonu ile pDONR201
vektoriine transfer edilerek giris klonlar1 olusturulduktan sonra, LR reaksiyonu ile maya
ve memeli hiicrelerinde ekspres ettirilmek {lizere varis vektorlerine yerlestirildi.

Kiiciik 6l¢ek maya ikili hibritte kullanilmak {izere PLAGL2 ve domainleri, GAL4
aktivating domaini ile fiizyon olusturacak sekilde maya varig vektorii pGAD424’e
klonlandi.

PLAGL2’nin memeli hiicrelerinde de maya ikili hibrit analizinden elde edilen
etkilesim sonuglarimi gostermek amaciyla, PLAGL2 FLve N, C terminal domainleri
GFP etiketi ile flizyon olusturacak sekilde pcDNA/DESTS53 varig vektoriine LR
reaksiyonu ile entegre edildi. Rekombinant plazmidler bakteriye transforme edildi,
ampisilin direngli koloniler segilerek plazmid purifikasyonu yapildi ve pGEM ile
birlikte agaroz jele yiiklendi (Sekil 27). GFP varig vektoriine klonlanan, Tablo 13’°te
belirtilen, PLAGL2 FL i¢in 1034/1089/1052/1053/1054/1055, N term PLAGL2 igin
1034/1099, C-Term PLAGL2 igin 1036/1100 primerleri kullanilarak klonlar dogrulandi.
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Sekil 27. PLAGL2 expresyon vektorleri. A) Memeli ekspresyon vektorleri; 1: GFP-
PLAGL2 C Ter, 2: GFP- PLAGL2 N Ter, B) 1: GFP PLAGL2-FL, C) Maya
ekspresyon vektorleri;1: AD- PLAGL2 C Ter, 2: AD-PLAGL2 N Ter, D) 1:
AD-PLAGL2 FL, pGEM:3197 bp

6.5. Maya Ikili Hibrit

Olusturulan pGBT9 ve pGAD424 maya ekspresyon vektorleri Triptofan ve Losin
okzotrof Y187 ve AHI109 maya suslarina transforme edildi (Tablo 9). Triptofan
kodlayan, GAL4 DNA baglama domaini ile fiizyon RIPK4 FL, K51R, N ve C ter
vektorlerini iceren mayalar, triptofan icermeyen, Losin kodlayan; GAL4 aktivasyon
domaini ile fiizyon, PLAGL2 FL, N ve C ter vektorlerini iceren mayalar ise Ldsin
icermeyen petrilere yayildi ve koloniler belirene dek 3-5 giin boyunca inkiibe edildi.
Sonrasinda transforme olmus mayalardan secilen haploit koloniler Tablo 17°te belirtilen
kosullarda eslestirildiler. Diploit mayalar X-a-GAL ve 0,4 mM 3-AT igeren SD
besiyerinde (-Trp,-Leu,-Ade,-His) 7 giin boyunca inkiibe edildi. Pozitif kontrol olarak
deneye eklenen ve siirekli B-Galaktosidaz ekspres eden pCL1’in bulundugu 13.kosulda
beklenildigi iizere mayalarin biiyiidiigii ve mavi renk koloni verdiginin goriilmesi deney

kosullariin uygun oldugunu gosterdi. Tiim eslesmeler arasinda yalnizca RIPK4 FL ve
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PLAGLZ2 C ter’in bir arada ekspres edildigi ikinci kosulda, iki proteinin etkilesimi
sonucunda raportdr genlerin ekspres olmasindan dolayi, belirgin bir bliylime ve mavi
renk olusumu goriiliirken diger higbir kosulda etkilesim goriilmedi. RIPK4 FL’{in tek
basina oldugu 6.kosulda, PLAGL2 FL, PLAGL2 N ter ve Lamin ile birlikte ekspres
edildigi sirasiyla 4, 8 ve 14. kosullarda belirgin bir bliylime olmamasina ragmen, birkag
kolonin biiyiimesi RIPK4 FL’{in az da olsa 6zgiil olmayan bir sekilde raportorleri aktive
ettigini gosterdi. Bu kosullarin disinda negatif kontrol olarak deneye dahil ettigimiz
RIPK4 ve PLAGL2’nin tek baglarina ya da Lamin proteiniyle birlikte eksprese
edildikleri 5, 7, 9, 10, 11 ve 12. kosullarda da beklenildigi iizere biiyiime goriilmedi
(Sekil 28).
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Sekil 28. Maya ikili hibrit sonuglari. Kosullar Tablo 17°de belirtilmistir.

Tablo 17. Eslesme (mating) kosullari

RIPK4 N Ter ve PLAGL2 C Ter

RIPK4 FL ve PLAGL2 C Ter

RIPK4 N Ter ve PLAGL2 FL

RIPK4 FL ve PLAGL2 FL

RIPK4 N Ter (negatif kontrol)

RIPK4 FL (negatif kontrol)

RIPK4 N Ter ve Lamin (negatif kontrol)

RIPK4 FL ve Lamin (negatif kontrol)

O o Q | | ] W[ N —

PLAGL2 C Ter (negatif kontrol)

[a—
(=)

PLAGL2 N Ter (negatif kontrol)

f—
f—

PLAGL2 C Ter ve Lamin (negatif kontrol)

[a—
\]

PLAGL2 FLve Lamin (negatif kontrol)

—
(O8]

pCL1 (pozitif kontrol)

—_—
AN

RIPK4 FL ve PLAGL2 N Ter
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6.6. Memeli Hiicrelerinde RIPK4 ve PLAGL2’nin Etkilesimlerinin Gosterilmesi

Bu dogrultuda ilk olarak HEK293 hiicrelerinde klonlanan RIPK4 ve
domainlerinin, ekspres edilip edilmedigini analiz etmek amactyla, HEK293 hiicreleri
FLAG etiketiyle fiizyon RIPK4 FL, RIPK4 K51R, RIPK4 N ve RIPK4 C terminal
ekspresyon vektorleri ile transfekte edildi. Transfeksiyondan yaklasik 40 saat sonra
hiicrelerden elde edilen protein lizati poliakrilamit jelde yiiriitiildii ve proteinler
membrana transfer edildi. Membran ilk olarak anti-FLAG (fare) primer antikorla daha
sonra HRP konjuge anti-fare sekonder antikor ile inkiibe edilerek goriintiilendi (Sekil
29).

A M 1 2 3 B M 1
250 e
250
150 { -
150
100 W —
75 100 ’
- . | . Blot: Anti-Flag
—
50 9 -
50
. r=
3/ Pa—
SE—— S ————— | -

Sekil 29. Memeli hiicrelerde RIPK4 ve domainlerinin ekspresyonlarinin gosterilmesi.
M: Precision Plus Protein Standart 250 kD, A)l: FLAG-RIPK4 K5IR, 2:
FLAG- RIPK4 N Term, 3: FLAG-RIPK4 C terminal, B) FLAG-RIPK4 FL

PLAGL2’nin ekspresyonunu analiz etmek amaciyla HEK293 hiicreleri GFP
etiketi ile fiizyon PLAGL2 FL, N ve PLAGL2 C terminal ekspresyon vektorleri ile
transfekte edildi. Transfeksiyondan 40 saat sonra hiicrelerden elde edilen protein
lizatlar jelde yiiriitiildii, ardindan membrana transfer edildi. Membran ilk olarak anti-
GFP (tavsan) primer antikorla daha sonra HRP konjuge anti-tavsan sekonder antikor ile

inkiibe edildi ve goriintiilendi. Markore gore beklenil bantlar goriildi (Sekil 30).
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Blot: Anti-GFP

Sekil 30. PLAGL2 vektorlerinin ekspresyonlarinin gosterilmesi. 1: GFP 2: GFP-
PLAGL2 N Terminal, 3: GFP-PLAGL2 C Terminal, 4: GFP PLAGL2 FL

6.7. RIPK4 ve PLAGL2 Proteinlerinin Etkilesiminin Immunopresipitasyon

Yontemi ile Gosterilmesi

RIPK4 ve PLAGL2’nin etkilesimlerini memeli hiicrelerinde analiz etmek igin
RIPK4 ve domainleri, PLAGL2 proteinini ekspres eden vektorlerle birlikte sekil 26’da
belirtilen kondisyonlarda HEK293 hiicrelerine transfekte edildi. Transfeksiyondan
yaklasik 40 saat sonra hiicreler TNTE hiicre patlatma tamponu ile patlatilarak IP
yapmak tizere hiicre lizati elde edildi. IP’den 6nce hiicre lizatlarinin bir kismi total
protein olarak yiiklenmek {izere ayrildi. Kalan lizatlara G agaroz boncuklar konuldu ve
inkiibe edilerek dn-temizleme yapildi. On-temizlemeden sonra FLAG etiketi ile fiizyon
olan RIPK4 ve domainlerini boncuklarda ¢okertmek amaciyla anti-FLAG antikoru
lizata eklenerek FLAG-FL, K51R, N terminal ve RIPK4 C terminal proteinlerinin anti-
FLAG antikoruna baglanmasi saglandi. Daha sonra lizata eklenen G agaroz boncuklar1
ile anti-FLAG antikoru araciligiyla FLAG-FL, K51R, N terminal ve RIPK4 C terminal
proteinlerinin, etkilestikleri proteinler ile birlikte boncuklara c¢okertilmesi saglandi.
RIPK4, PLAGL2 ile etkilestigi taktirde boncuklara PLAGL2’yi1 de tasiyacagindan, GFP
ile flizyon PLAGL2’nin boncuklardaki varligini analiz etmek icin, boncuklardaki
kompleks, immunoblot yontemi ile anti-GFP antikoru kullanilarak analiz edildi (Sekil
31-A). Cikan IP sonuglarmin dogrulugunu teyid etmek amaciyla; her transfeksiyon
kosulunda FLAG etiketli RIPK4 proteinlerinin anti-FLAG antikoru ile boncuklara

baglandigini gostermek igin aynt membran bloklanarak bir kez de anti-FLAG antikoru
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ile analiz edildi. FL ve RIPK4 N ter’in -PLAGL2 FL’i boncuklara tasidig (Sekil 31-B-
2. ve 6.kuyular), K51R ve RIPK4 C ter’in ise PLAGL2 FL’i boncuklara tagiyamadigi
(Sekil 31-B-3. ve 8. kuyular) gosterildi. Sekil 31-B de goriilecegi lizere anti-FLAG
antikoru ile RIPK4 FL (Sekil 31-B-1. ve 2. kuyular), RIPK4 K51R (Sekil 31-B- 3. ve 4.
kuyular) RIPK4 N ter (Sekil 31- 5. ve 6. kuyular) ve -RIPK4 C ter (Sekil 31-B-7. ve 8.
kuyular) proteinlerinin boncuklara ¢okertildigi dogrulanmis oldu. Ayrica, IP 6ncesinde
total proteinlerin analizi i¢in ayrilan lizat da jele yiiklenerek anti-GFP ve anti-FLAG
antikorlar1 ile analiz edildi (Sekil 31-Sekil C, D). FLAG ve GFP etiketli RIPK4 ve
PLAGLZ2 proteinlerinin beklenildigi gibi ekspres olduklar1 gosterildi (Sekil 31).
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Sekil 31: RIPK4 ve PLAGL?2 etkilesiminin immunopresipitasyon ile gosterilmesi-1-, A)
IP-FLAG, Blot:GFP, B) IP-FLAG, Blot: FLAG, C) Total-Blot:GFP, D) Total-
Blot: FLAG, AZ: Agir zincir, HZ: Hafif zincir

Sekil 31’da sonuclari gosterilen IP deneyi ile FL RIPK4 ve PLAGL2’nin
birbirleriyle etkilestigi (Sekil 31-A-2.kuyu) ve bu etkilesimin RIPK4 iin N terminal
kinaz domaini (Sekil 31-A-6.kuyu) lizerinden oldugu, ayrica RIPK4’iin N terminalinde

72



bulunan serin/treonin kinaz aktivitesinin etkilesim igin gerekliyken (Sekil 31-A-2.kuyu),

C terminal domainin etkilesimde yer almadigi (Sekil 31-A-8.kuyu) gosterildi.

RIPK4’iin PLAGL2 ile etkilesiminden sorumlu olan domaini belirlendikten sonra
bu defa RIPK4 ile etkilesimden sorumlu PLAGL2 domainin analizi i¢in FLAG-FL,
RIPK4 N terminal ile birlikte GFP- PLAGL2 FL, N ve C terminal proteinlerini ekspres
eden vektorler HEK293 hiicrelerine, Sekil 27°de belirtilen kosullar kullanilarak
transfekte edildi. PLAGL2nin hem RIPK4 FL (Sekil 32-A, 7.kuyu) hem de RIPK4 N
terminal (Sekil 32-A,-3.kuyu) ile etkilestigi tekrar gosterilerek bir 6nceki IP deneyi
dogrulanmis oldu. Bunun yami sira deney sonucunda RIPK4 FL veN terminal
proteininin PLAGL2’nin C terminal domaini ile (Sekil 32-A, 1. ve 5. kuyular)
etkilesirken PLAGL2’nin N terminal domaini ile etkilesmedigi (Sekil 32-A, 2. ve 6.
kuyular) gosterildi. Cikan IP sonuglarinin dogrulugunu ve FLAG etiketli RIPK4
proteinlerinin anti-FLAG antikoru ile boncuklara baglandigini gdstermek amaciyla,
membran bloklanarak bir kez de anti-FLAG antikoru ile analiz edildi. Sekil 32, B’de
goriildigii tizere RIPK4 N terminal (Sekil 32-B, 1-4 arasi kuyular) ve RIPK4 FL (Sekil
32-B, 5-8 arasi1 kuyular) proteinlerinin transfeksiyon kosullar1 ile tutarli bir sekilde anti-
FLAG antikoru ile boncuklarda bulundugu gosterildi. Ayrica, total protein analizi igin
ayrilan lizatlardaki PLAGL2 ve RIPK4 proteinlerinin ekspresyonu sirastyla anti-GFP ve
anti-FLAG antikorlar1 kullanilarak analiz edildi ve transfeksiyon kosullari ile baglantili
bir sekilde expres olduklart gosterildi (Sekil 32 C ve D).

IP deneyleri sonucunda RIPK4’tin N-terminal kinaz domainin PLAGL2’nin C

terminal domaini ile etkilestigi sonucuna varilmistir (Sekil 33).
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FLAG-RIPK4-FL - | = — — - + | + +
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GFP-PLAGL2NTERM | — | + | — — | = |+ | = —
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GFP

A

1P
IP: Anti-FLAG
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1P
IP: Anti-FLAG
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Total
WB: Anti-GFP

Total

Anti-GFP

Sekil 32: RIPK4 ve PLAGL2 etkilesiminin immunopresipitasyon ile gosterilmesi-2- A)
IP-FLAG, Blot:GFP, B) IP-FLAG, Blot: FLAG, C) Total-Blot: GFP, D) Total-
Blot: FLAG,

*C’de goriilen membran tekrar anti-GFP ile muamele edildiginden membranda FLAG
etiketli ve GFP etiketli proteinler ayn1 anda goriilmektedir.
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Sekil 33: IP sonucu bulunan etkilesimin semasi

6.8. RIPK4 ve PLAGL2 Proteinlerinin Ko-Lokalizasyonunun immunfloresan

Yontemi ile Gosterilmesi

Maya ikili hibrit ve ko-immunopresipitasyon deneyleri ile gosterilen RIPK4 ve
PLAGL2 etkilesiminin proteinlerin hiicresel lokalizasyonlarina etkisi immiinofloresan

(IF) yontemi kullanilarak analiz edildi.

RIPK4’iin yem olarak kullanildigi maya ikili hibrit taramasi insan keratinosit
cDNA Kkiitiiphanesi kullanilarak yapildigindan, RIPK4 ve PLAGL2’nin ko-ekspres
edildigi ve hiicresel lokalizasyonlarinin incelendigi IF deneyi immortal bir keratinosit
hiicre hatt1 olan HaCaT hiicrelerinde gergeklestirildi. Deney esnasinda HaCaT hiicreleri
RIPK4 ve PLAGL2 ekspresyon vektorleri ile transfekte edildi. Transfeksiyondan 36
saat sonra hiicreler fikslenip, permeabilize edildi ve bloklandi ve FL, K51R ve RIPK4 N
terminal’iin analizleri i¢in anti-FLAG, PLAGL2’nin analizi i¢inse anti-GFP antikorlari
ile inkiibe edildi. Anti-FLAG antikoru i¢in Alexa Flour 488 (yesil) anti-GFP-antikoru

icinse CY3 (kirmiz1) sekonder antikorlar kullanild:.

RIPK4 ve PLAGL2 proteinleri birlikte ekspres edilmeden evvel tek baslarina ayri
ayrt ekspres edilip hiicresel lokalizasyonlar1 analiz edildi. RIPK4 FL’in tek basina
ekspres edildiginde hiicre icerisinde yogun olarak ¢ekirdekte lokalize oldugu gosterildi
(Sekil 34-A). RIPK4 proteininin kinaz inaktif formu RIPK4 K51R hiicrede ekspres
oldugunda ise yabanil tipten farkli olarak cekirdege gitmedigi, sitoplazmada nokta
benzeri yapilarda lokalize oldugu gézlemlendi (sekil 34-B). RIPK4’iin N ter domaini
tek basina ekspres oldugunda ise ¢ekirdekle birlikte sitoplazmada sitoiskelet benzeri
yapilarda daginik bir sekilde bulundugu gozlemlendi (sekil 34-C). PLAGL2 proteini tek

basina ekspres oldugunda ise tamamen ¢ekirdekte lokalize oldu (sekil 35).
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FLAG-RIPK4-FL

FLAG-RIPK4-K51R

FLAG-RIPK4-N TER

Sekil 34. HaCaT  hiicrelerinde RIPK4 hiicresel lokalizasyonunun hiicresel
lokalizayonunun immiinofloresan ile analizi. A) RIPK4 FL, B) RIPK4
K51R, C) RIPK4 N ter (DAPI: Mavi, ¢ekirdek; Alexa Flour 488:Yesil,
RIPK4 N terminal)

DAPI GFP-PLAGL2 MERGE

Sekil 35. HaCaT hiicrelerinde fazladan ekspres ettirilen PLAGL2’nin hiicre igi
lokalizasyonunun immunofloresan ile gosterilmesi. (DAPI: Mavi, ¢ekirdek;
cy3: Kirmizi: FL PLAGL2)

Bir sonraki asamada; RIPK4 FL, K51R ve N ter hiicrelerde PLAGL2 FL ile
birlikte ekspres ettirildi. Tek basina ekspres oldugunda ¢ekirdekte lokalize olan
PLAGL2, RIPK4 FL ile birlikte ekspres edildiginde, c¢ekirdege gitmeyip
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sitoplazmadaRIPK4 ile birlikte noktasal sitoplazmik yapilarda yerlesim gosterdi (Sekil
36-A). RIPK4 tek basina ekspres oldugunda yalnizca ¢ekirdekte yerlesim gosterirken,
PLAGL2’nin varhiginda bir kismi ¢ekirdekte kalmaya devam ederken diger kismi
PLAGL2 ile birlikte sitoplamada yerlesim gosterdi.

Hiicrelerde, RIPK4 N ter ve PLAGL2 FL proteini birlikte fazladan ekspres
ettirildiginde ise, her iki proteinin de tek baslarina ekspres edildiklerindeki hiicresel
lokalizasyonu koruduklar1 gézlemlendi. RIPK4 N ter hem ¢ekirdekte hem sitoplazmada
sitoiskelet benzeri yapilarda ve membranda bulunmaya devam ederken, PLAGL2
yalmzca ¢ekirdekte lokalize olmaya devam etti. RIPK4 N ter ve PLAGL2 beraber
ekspres edildiginde, iki protein RIPK4 FL’den farkli olarak sitoplazmada degil
cekirdekte beraber yerlesim gosterdi (Sekil 36-B).

RIPK4’iin kinaz aktivitesinin PLAGL2 ve RIPK4 etkilesimi i¢cin 6nemli oldugu IP
deneyi ile gosterilmisti. Kinaz aktivitesinin iki proteinin hiicresel yerlesimine etkisini
analiz etmek amaciyla, RIPK4 K51R proteini ve PLAGL2 FL hiicrelerde fazladan
ekspres edilerek lokalizasyonlar1 analiz edildi. iki protein birlikte ekspres edildiginde ne
PLAGL2 ne de RIPK4 K51R tek basma ekspres olduklarindaki lokalizasyonlarini
degistirmedi. PLAGL2 yine c¢ekirdekte lokalize olurken RIPK4 KS51R tamamen
sitoplazmik nokta benzeri yapilarda lokalize olmaya devam etti. IP deneyinde goriilen
sonucu aciklar bir sekilde PLAGL2 ve RIPK4 K51R aynmi hiicresel kompartmanda
lokalize olmadilar (Sekil 36-C).
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RIPK4 PLAGL2

RIPK4-FL/PLAGL2-FL

B N
RIPK4- N ter/PLAGL2-FL .

C
RIPK4-KS1R/PLAGL2-FL

Sekil 36. HaCaT hiicrelerinde PLAGL2 ve RIPK4’iin hiicresel yerlesimlerinin
immiinofloresan ile analizi A) PLAGL2 FLve RIPK4 FL B) RIPK4 N ter ve
PLAGL2 FL C) PLAGL2 FLve RIPK4 K51R (DAPI: Mavi, Cekirdek; Cy3:
Kirmizi- FL PLAGL2; Alexa Flour 488:Yesil, FLAG -RIPK4 FL)

RIPK4 ve PLAGL2 birlikte ekspres edildiklerinde ise birbirlerinin hiicre igindeki
lokalizasyonlarini degistirmenin yani1 sira bazi spesifik bolgelerde ve yapilanmalarda da
birlikte lokalize olduklari goriildii. Analiz edilen hiicrelerde, RIPK4 ve PLAGL2
birlikte ekspres edildiklerinde, iki proteinin ¢ekirdegi ¢evreleyen halkasal yapilarda ve
bu yapilardan ags1 bir bicimde hiicre membranina uzanan sitoiskelet benzeri yapilarda
birlikte lokalize olduklar1 goriildii (Sekil 37-A). Ayrica hiicre hiicre temas noktalarinda
(Sekil 37-B) ve sitoplazmik noktasal yapilarda goriildiiler (Sekil 37-C).
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Sekil 37.

RIPK4-FL FL-PLAGL2

HaCaT hiicrelerinde ekspres ettirilen RIPK4 FL ve PLAGL2 FL’nin farkl
sitoplazmik yapilardaki birlikteligi. A) Cekirdegi c¢evreleyen ve membrana
uzanan sitoiskelet benzeri yapilarda B) Hiicre-hiicre kontak noktalarinda C)
Sitoplazmik noktasal yapilarda (DAPI: Mavi, Cekirdek: Cy3: Kirmizi,
PLAGL2 FL, Alexa Flour 488: Yesil, RIPK4 FL)
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7. TARTISMA ve SONUC

Epidermis, memelileri dehidrasyon, mekanik stress ve enfeksiyondan koruyan ¢ok
katmanli bir epitheldir. Epidermisin siirekli dis etkenlere maruz kalmasi siirekli
yenilenmesini gerektirir. Epidermisin en alt tabakasinda bulunan bazal tabaka hiicreleri
cogalarak yenilenmeyi saglar, sonrasinda bu hiicreler farklilasarak iist katmanlara goc

eder.

Yenilenme ve farklilasma arasindaki denge yani epidermal homeosastazi, gerekli
genlerin dogru zamanda dogru yerde ekspresyonu ile miimkiindiir. Transkripsiyon
faktor p63 epidermal homeostazi igin gerekli gen ekspresyonlarinin temel
diizenleyicisidir (16). Kalay ve ark. tarafindan boliimiimiizde yapilan genetik haritalama
caligmasi sonucunda p63 iin hedef genlerinden biri olan RIPK4 geni Aslan tip Multiple
Pterygium sendromu ile iliskilendirilmistir (53). Bu ¢alismada RIPK4 geninin serin-
threonin kinaz korunmus bolgesinde belirlenen ¢.362T>A (p.Ille121Thr) mutasyonunun,
RIPK4’in kinaz aktivitesini bozarak keratinosit farklilasma stirecindeki gelisimsel
bozukluklar ile karakterize Aslan tip Multiple Pterygium sendromuna sebep oldugu
gosterilmistir (26). RIPK4’iin keratinosit farklilasmasindaki rolii bilinmekle beraber

siirecin altinda yatan molekiiler mekanizmalar bilinmemektedir.

Insanda goriilen kanserlerin %801 epitel orijinlidir. Ayrica, insan popiilasyonunun
%20’sinden fazlasinda, epidermal farklilasma bozukluklari ile iligskilendirilen 100°den
fazla deri hastaligt bulunmaktadir (2). Epidermal farklilasma siirecinde RIPK4
fonksiyonunun altinda yatan molekiiler mekanizmalarin anlagilmasi, farklilasma
bozuklugu neticesinde gelisen hastaliklarin tanisi, tedavisi ve Onlenmesi i¢in katki

saglayabilecek potansiyele sahiptir.

Bu kapsamda, Anabilim dalimiz biinyesinde Yard. Dog¢. Dr. Tuba Dinger
tarafindan yiiriitiilen ve 2013 yilinda baslayan BAP projesi ile RIPK4’iin yem olarak
kullanildigi insan keratinosit cDNA kiitiiphanesi biiyiik 6l¢ekli maya ikili hibrit yontemi
ile tarandi. Tarama sonucunda RIPK4 proteini ile 6zgiil olarak etkilesen 16 farkli
protein bulundu. Bu proteinlerin igerisinde PLAGL2 isimli transkripsiyon faktori ile iKi
kez karsilagildi. Buna ilaveten, PLAGL2’nin RIPK4 gibi WNT sinyal yolaginda rol
almas1 RIPK4 ile PLAGL2 etkilesiminin fonksiyonel olarak anlamli olabilecegini
diisiindiirdi ve PLAGL?2 ¢alisiimak iizere se¢ildi. Biiyiik 6l¢cek maya ikili hibritten elde
edilen sonucun dogrulugunu kanitlamak ve bu proteinlerde, etkilesimden sorumlu
domainleri belirlemek amaciyla ilk etapta kiigiik 6lgek maya ikili hibrit kullanildi.
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Sonrasinda etkilesim memeli hiicre hatlarinda immiinopresipitasyon ve immiinofloresan

deneyleri ile dogruland1 ve analiz edildi.

Maya ikili hibrit taramalarinda biiyiik proteinlerin veriminin diisiik olmasindan
otiirii, 87 kDa olan RIPK4’{in N terminal kinaz domaini ile yapilan biiyiik 6lgek maya
ikili hibrit sonucunda karsilasilan PLAGL2’yi kodlayan c¢cDNA incelendiginde
PLAGL2’nin C terminalinde son 154 aa’lik kismina denk geldigi goriildii. Biiytlik 6lgek
maya taramasinda yakalanan etkilesimi dogrulamak ve analiz etmek amaciyla
PLAGL2’nin tamami1 (PLAGL2-FL, 1-496 aa), DNA baglanma domainini igceren N-
terminal bolgesi (1-243 aa) ve transkripsiyon represor ve aktivatdér domainini igeren C-
terminal bolgesi (234-496 aa) ile birlikte RIPK4-FL (1-784 aa) ve RIPK4-N-terminal
(1-283 aa) uygun maya vektorlerine klonlanarak birbirleriyle etkilesimleri incelendi.
Sonu¢ olarak, mayada RIPK4 FL’in, PLAGL2’nin C-terminal ile etkilestigi
gosterilirken, PLAGL2 FL ya da PLAGL2 N terminali ile etkilesimi gosterilemedi.
Biiyiik 6lgek maya ikili hibritte gosterilen RIPK4 N terminal ve PLAGL2 etkilesiminin
kiiglik olgek ile gosterilemesinin nedeninin, kii¢iikk 6lgek maya ikili hibritte kullanilan
PLAGL2 C terminal (243-496 aa) ile biiyiik 6l¢ekte karsilasilan PLAGL2 C terminal
(342-496 aa) arasindaki 100 aa’lik ilave bolgenin etkilesim tizerinde engelleyici

etkisinden kaynaklanabilecegi diistiniildii

RIPK4 ve PLAGL2 etkilesimi ilk olarak mayada yapilan caligmalarimizla ortaya
c¢ikartilmasina ragmen, memeli hiicrelerine 6zgiil proteinlerin (ara filamanlar gibi) ya da
kompleks protein modifikasyonlarinin basit bir 6karyot olan mayada bulunmamasindan
dolayi, insan RIPK4 ve PLAGL2 etkilesimini dogrulamak ve daha detayli analiz etmek
amactyla, iki protein HEK293 ve HaCaT memeli hiicre hatlarinda fazladan ekspres
ettirilerek, etkilesimleri incelendi. Memeli hiicrelerinde yapilan IP ile mayada bulunan
sonug, RIPK4 FL ve PLAGL2 C terminal etkilesimi, tekrarland1. flaveten, RIPK4 FL ve
PLAGL2’nin de birbirleriyle etkilesimi gosterildi. Ayrica, bu etkilesimin RIPK4 {in N
terminal kinaz domaini iizerinden oldugu, kinaz aktivitesinin etkilesim igin gerektigi ve
C terminal domainin ise etkilesimde rolii olmadigi gosterildi (Sekil 31, 32).
PLAGL2’nin ise yalnizca C terminal domainin RIPK4 ile etkilesimden sorumlu oldugu,
DNA baglanma bolgesinin bulundugu N terminal domainin ise etkilesimde roli
olmadig1 gosterildi. Ozetleyecek olursak, RIPK4 kinaz aktivitesinin bulundugu N-
terminal domaini iizerinden PLAGL2’nin C terminal domaini ile etkilestigi, RIPK4’iin

kinaz aktivitesinin etkilesim i¢in dnemli oldugu sonucuna varildi (Sekil 33). Mayada
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goremedigimiz baz1 etkilesimlerin, RIPK4 FL/FL-PLAGL2, ya da N terminal-
RIPK4/PLAGL2 FLve C terminal PLAGL2, memeli hiicre hatlarinda goriilmesi, iki
proteinin etkilesimine yardimei olan memeli hiicrelerine 6zgii aract molekiillerin ya da

translasyon sonrasi protein degisikliklerinin varligindan kaynaklandig diistiniildii

Proteinler etkileserek birbirlerinin hiicresel lokalizasyonunu etkileyebilirler.
Ayrica, Iki proteinin hiicrede ayn1 kompartmanda bulunmalar1 hiicresel bir fonksiyonu
bir arada gergeklestirdiklerine isaret edebilir. Bundan dolayi, maya ikili hibrit ve IP
deneyleri ile etkilestigi dogrulanan RIPK4 ve PLAGL?2 proteinlerinin, tek baglarina ve
birlikte ekspres edildiklerinde, birbirlerinin hiicresel lokalizasyonlarina olan etkilerini
incelemek amaciyla, FL, kinaz mutant (K51R) ve N terminal RIPK4 hiicrelerde hem tek
baslarina hem de PLAGL?2 ile birlikte ekspres edilerek, hiicresel lokalizasyonlar1 IF
deneyi ile analiz edildi. RIPK4’iin keratinosit farklilasmasinda rol almasi ve
PLAGL2’nin, keratinosit kiitliphanesi kullanilarak yapilan maya ikili hibrit taramasinda
ortaya ¢ikmasindan dolayi, IF deneyi keratinosit hiicre hatti olan HaCaT hiicrelerinde
gerceklestirildi. HaCaT hiicrelerinde RIPK4 ve PLAGL2 proteinleri hem tek baslarina

hem de bir arada ekspres edilerek hiicresel lokalizasyonlari analiz edildi.

RIPK4 ve PLAGLZ2 proteinleri HaCaT hiicrelerinde tek baslarma ekspres edilip
hiicresel lokalizasyonlar1 analiz edildiginde RIPK4 FL ve PLAGL2 FL’in tamamen
cekirdekte yerlesik oldugu goriildii. Bu iki protein beraber ekspres edildiginde ise
RIPK4’iin bir kismi yine ¢ekirdekte bulunmaya devam ederken, diger bir kismi
sitoplazmada PLAGL?2 ile birlikte yerlesim gosterdi. Dikkat ¢ekici bir sekilde, tek
basina ekspres edildiginde belirgin olarak cekirdekte bulunan PLAGL2, RIPK4’iin
ekspres oldugu tiim hiicrelerde tamamen sitoplazmada yerlesim gosterdi (Sekil 36). Tek
basina ekspres olduklarinda yalnizca ¢ekirdek lokalizasyonu gdsteren RIPK4 ve
PLAGL2’nin birlikte ekspres olduklarinda, sitoplazmaya yerlesiyor olmalari, maya ve
IP deneylerini dogrular nitelikte olup, bu iki proteinin sitoplazmada hiicresel bir

fonksiyonu yerine getirmek i¢in etkilestiklerine isaret etmektedir.

RIPK4 FL’{in yan1 sira PLAGL?2 ile etkilesimden sorumlu RIPK4 N terminal’de
tek basima ya da PLAGL?2 ile birlikte ekspres edilerek birbirlerinin lokalizasyonuna
etkileri arastirildi. RIPK4 N terminal tek basina ekspres oldugunda, RIPK4 FL’te
oldugu gibi ¢ekirdekte lokalize olurken, RIPK4 FL’den farkli olarak sitoplazmada da
goriildi. RIPK4 N terminal ile PLAGL2 birlikte ekspres oldugunda, proteinler

birbirlerinin lokalizasyonu degistirmediler ve tek baslarina ekspres olduklari zamanki
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yerlesimlerini koruyarak, ¢ekirdekte bulunmaya devam ettiler. IP deneyinde RIPK4 N
terminal ile PLAGL2’nin etkilesimini gostermistik. IF deneyinde sonucunda, RIPK4 N
terminal ile PLAGL2 nin ¢ekirdekte birlikte yerlesiminin gosterilmesi IP deney sonucu
ile ortismektedir. Yabanil tipte RIPK4 FL ve PLAGL2’nin sitoplazmada birlikte
yerlesirken RIPK4 N terminal ve PLAGL2’nin ¢ekirdekte yerlesim gostermeleri,
RIPK4 N terminal ve PLAGL2 arasindaki etkilesimin fonksiyonel olarak anlamli

olmayabilecegini diisiindiirmektedir.

FL ve RIPK4 N terminal’tin yani sira, IP deneyinde PLAGL?2 ile etkilesimde
bulunmadig1 gosterilen RIPK4 K51R de tek basmma ve PLAGL?2 ile birlikte ekspres
edildi. Tek basina ekspres edildiginde yalnizca sitoplazmik noktasal yapilarda lokalize
oldugu, FL ya da N-terminalden farkli bir sekilde ¢ekirdege hi¢ lokalize olmadigi
goriildii. Bu sonu¢ kinaz aktivitesinin RIPK4’iin c¢ekirdege gitmesi icin gerekli
oldugunu gosterdi. RIPK4 K51R ile PLAGL2 FLbirlikte ekspres edildiginde PLAGL2
cekirdekte lokalize olmaya devam edereken, RIPK4 de sitoplazmik noktasal yerlesimini
hi¢ degistirmedi. Iki proteinin hiicrede beraber yerlesim gostermemeleri IP sonucunu
dogruladi. Bu sonug, RIPK4’iin, ya PLAGL2’nin kendisini ya da PLAGL2
etkilesiminde rolii olan araci bir proteini fosforlamasinin PLAGL2’nin ¢ekirdege

gitmesinin engellenerek sitoplazmada tutulmasi igin 6nemli olduguna isaret etmektedir.

RIPK4 ve PLAGL2’nin birlikte ekspres olduklarinda sitoplazmada yerlestikleri
yapilar detayli olarak incelendiginde, iki hiicre arasindaki temas noktalarinda (Sekil 37-
A), sitoplazmik noktasal yapilarda (Sekil 37-B) ve c¢ekirdegi ¢evreleyerek
sitoplazmadan hiicre membranina uzanan hiicre iskeleti benzeri yapilarda (Sekil 38-C)
yerlesim gosterdigi gozlendi. Keratinositlerin yapilanmasinda kilit rolii olan keratin ara
filamanlarinin belirgin olarak hiicre ¢ekirdegini ¢evreleyip plazma membranina
uzandiklari, hiicre hiicre kontak noktalarinda ise dezmosom denilen yapilarda
bulunduklar1 bilinmektedir. Ayrica, keratin farklilagmasinda keratin filamanlar1 arasinda
baglantilar1 saglayan araci proteinlerinde, filagrin gibi, sitoplazmada noktasal yapilarda

yerlestikleri gdsterilmistir.

Ripk4™ farelerin derisinde yapilan ¢alismalarda, yabanil tip farelerde bazal tabaka
markorii olarak tanmimlanan K14 proteininin, bazal, graniiler ve parakeratotik
katmanlarda da anormal bir sekilde eksprese oldugu, yabanil farelerde yalnizca spinoz
tabakada bulunan K1 proteininin, tiim katmanlarda eksprese oldugu, yabanil tipte

granular ve korneosit katmaninda goriilen filagrinin ise spinoz ve granular katmanda
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eksprese oldugu fakat parakeratotik katmanda eksprese olmadigi gosterilmistir (27).
PLAGL2 ve RIPK4’iin ara filaman benzeri yapilarda yerlesim gostermesi, RIPK4’iin
PLAGL2 ile etkileserek keratinosit farklilagsmasini ara filaman yapilar1 {izerinden
diizenliyor olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu ¢ikarimin dogrulanmasi igin, ileriki
calismalarda RIPK4 ve PLAGL2 ile birlikte hiicreler Kkeratinosit farklilasma
markérlerine (K1, K10, K14 ve filagrin gibi) kars1 antikorlarla tekrar analiz edilmesi
gerekmektedir.

Epidermis, kendini yenileyen katmanli bir dokudur ve bazal katmanda bulunan
keratinosit kok hiicrelerinden koken alir. Cogalan bazal katman hiicreleri ya dikey
olarak boliiniir ve farklilagsarak yukari katmanlara dogru go¢ eder ya da yatay olarak
boliiniir ve bazal katman kok hiicre havuzunu korur. Keratinositlerin bazal katmandan
ist katmanlara gegerken farklilasmasini saglayan keratin iskeletini (ara filamanlar) ve
migrasyonunda 6nemli olan aktin iskeletini (mikrofilamanlar) diizenlemesi gerekir.
Hiicre migrasyonu kii¢iik GTPaz olan Rho ailesinin (RhoA, Racl, Cdc42) aktin hiicre
iskeletini diizenlenmesiyle gergeklesir. Yapilan bir ¢aligmada hiicre migrasyonunu
tetikleyen Racl proteinin engellenmesinin keratinosit farklilasmasin1  blokladigi
gosterilmistir (54). Ayrica, Rho ailesinin alt ileticisi olan bir proteini hedefleyen miR-24
aktin hiicre iskeletini diizenleyerek keratinosit farklilasmasini aktive eder (55). RIPK4
ile etkilesimini gosterdigimiz PLAGL2 nin ise, Racl aktivasyonunu indiikleyerek aktin
hiicre iskeletini diizenledigi ve boylelikle hiicre migrasyonunu tetikledigi gosterilmistir
(29). Bundan dolayi, sirasiyla keratin ve aktin filamanlarini diizenleyen RIPK4 ve
PLAGL2 proteinlerinin etkilesiminin keratinosit farklilasmasi esnasinda ara filamanlar

ve aktin filamanlar1 arasinda koprii gorevini listleniyor olmasi da miimkiin olabilir.

Keratin farklilasmasinin kilit proteini p63 tarafindan indiiklendigi bilinen
RIPK4’iin, keratinosit farklilasmasindaki rolii tanimlanmis olmasina ragmen,
PLAGL2’nin keratinosit farklilagmasinda yer aldigina dair literatiirde heniiz bir bilgi
bulunmamaktadir. Ancak, yakin zamanda c¢ikan bir yayin ile PLAGL2’nin
promotdr/enhansér gen diizenleyici bolgelerinde korunmus p63 baglanma sekanslaria
rastlanmis olmasi, PLAGL2’nin de keratinosit farklilasma siirecine katki

saglayabilecegine isaret etmektedir (56).

RIPK4 ve PLAGL2 nin sitoplazmik hiicre iskeletleri ile olan baglantilarinin yani1
sira iki proteininde WNT sinyal yolagimi aktive ettigi gosterilmistir. Epidermal

faklilasmanin yer aldig1 yara iyilesme siirecinde kaybedilen dokunun yerine konulmasi
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i¢in, bazal katmanda bulunan kok hiicreler ¢ogalir, sonra da bu hiicreler farklilasip, gog
ederek epidermal dokuyu tamir eder. Bazal katmanda bulunan kok hiicrelerinin
cogalmasinda WNT sinyal yolagimin c-Myc aracilifiyla hiicre proliferasyonunu
indiikledigi gosterilmistir (40). Iki proteinin de WNT yolagini aktiflestirmesi,
tanimladigimiz RIPK4 ve PLAGL2 etkilesiminin farklilasma disinda bazal katman

hiicrelerinin proliferasyonu esnasinda da dnemli olabilecegine isaret etmektedir.

Literatlir aragtirmamiza ve bulgularimiza dayanarak olusturdugumuz hipotetik
modelde, RIPK4 ve PLAGL2 etkilesiminin hem epidermisin en alt tabakasini olusturan
bazal hiicrelerin yatay proliferasyonunda hem de bu hiicrelerin farklilasarak epidermisin
ist tabakalarinda dogru goc etme silirecinde dnemli oldugunu diisiiniiyoruz. RIPK4-
PLAGL2 etkilesimi bazal hiicrelerde hiicre proliferasyonunu indiikleyen WNT yolagini
aktive ederken, yukar1 dogru dikey cogalan hiicrelerde farklilasmayr ve gocii

diizenleyerek keratinosit katmalarinin olusturulmasina katki saglamaktadir (Sekil 38).

Bu modele gore RIPK4 ve PLAGL2 epidermisin bazal ve list tabakalarindaki
farkli fonksiyonlarin1 farkli araci proteinlerle kompleks olusturarak gerceklestirebilir.
Ornegin, proliferasyon esnasinda bu iki proteinin ortagi, WNT yolagindaki DVL2
proteini (RIPK4’tin DVL2 ile etkilesimi gosterilmistir) olabilecekken, farklilasma
esnasinda ise keratin, filagrin ya da plektin gibi hiicre iskeletini diizenleyen bir baska

protein olabilir (5, 37) (Sekil 38)

Sonug olarak, c¢alismamiz kapsaminda RIPK4 ve PLAGL2 proteinlerinin
etkilesimleri ilk kez tanimlanmis olmakla birlikte bu etkilesimin epidermal gelisim i¢in
onemli olabilegine dair ipuglar1 edinilmistir. RIPK4 ve PLAGL2 etkilesiminin
epidermal farklilagsmadaki roliiniin aydinlatilmasi, epidermal homeastazinin yer aldig1
her tiirlii doku/organ gelisiminin molekiiler mekanizmasinin daha iyi anlagilmasina
olanak vererek, stirecle ilgili bozukluklarla iliskilendirilmis hastaliklara kars1 terapotik

yaklagimlar gelistirmesine katki saglayacaktir.
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Sekil 38. RIPK4 ve PLAGL2’nin Keratinosit farklilasmasi1 esnasinda etkilesimlerine
yonelik gelistirilen model (Blanpain’den) (5).
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. SONUC ve ONERILER

. Yiiriitiiciiliigiinii Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi Yrd. Dog. Dr. Tuba
Dinger'in yapmis oldugu Karadeniz Teknik Universitesi Bilimsel Arastirma
Koordinasyon Birimi tarafindan desteklenen 9749 numarali proje kapsaminda biiyiik
Ol¢ek maya ikili hibrit yontemiyle, RIPK4 N-terminal proteini yem olarak
kullanilarak insan keratinosit cDNA kiitiiphanesi tarandi. Elde edilen verilere gore
RIPK4’1in, etkilesimi heniiz literatiirde olmayan, 16 ayr1 proteinle etkilestigi ve bu
proteinlerden PLAGL2 isimli bir proteinin, RIPK4 gibi WNT sinyal yolaginda rol
almasindan dolayi iki proteinin etkilesiminin hiicresel olaylar i¢in 6nemli olabilecegi

diistintilerek, PLAGL2 proteini aday protein olarak se¢ildi.

. RIPK4’iin PLAGL2 proteini ile etkilesiminin aragtirilmasini amaglayan bu ¢alisma
kapsaminda, kiigiik 6l¢ek maya ikili hibrit yontemi ile RIPK4 FL ile PLAGL2 C
terminal’in etkilesimi gosterilerek biiylik 6lgek maya ikili hibrit taramasindan elde

edilen sonu¢ dogrulanmis oldu.

. RIPK4 ve PLAGL2 memeli hiicrelerinde ekspres edilerek immiinopresipitasyon
yontemiyle etkilesimin RIPK4 proteininin N terminal kinaz kismi ile PLAGL2
proteininin C terminal kismi {izerinden gergeklestigi ve bu etkilesimin RIPK4

proteininin kinaz aktivitesine bagli oldugu gosterildi.

. Immiinofloresan ydntemi ile iki proteinin birlikte sitoplazmada lokalize oldugu, ve

lokalizasyonun kinaz aktivitesine bagli oldugu gosterildi.

. RIPK4 PLAGL2 etkilesiminin ve lokalizasyonunun RIPK4’iin kinaz aktivitesine
bagli olmast PLAGL2’nin RIPK4 tarafindan fosforillenebilecegi olasiligini giindeme
getirmektedir. Bundan dolayi, PLAGL2’nin RIPK4’{in hedefi olup olmadiginin in

vitro kinaz deneyleri ile arastirilmasi ileriki ¢aligmalarla gerceklestirilebilir.

. PLAGL2 C terminal iizerinde bulunan transkripsiyon represor Ve transkripsiyon
aktivator bolgelerinin RIPK4 ile etkilesimdeki roliiniin daha iyi anlasilabilmesi
adma, her iki bolgenin de ayr1 ayr1 klonlanarak, immiinpresipitasyon ve
immiinfloresan yontemleriyle etkilesimin tekrar incelenmesi, etkilesimden sorumlu

bolgenin belirlenmesi agisindan 6nemlidir.

. Iki proteinin beraber lokalize oldugu yapilar incelendiginde, ¢ekirdek etrafinda halka
olusturan, buradan sitoplazma ve membrana dagilan agsi yapilar (Sekil 37-A)

seklinde goriilen hiicre iskeleti filamanlarina ait olabilecegi diisiiniildii. Bu yapilarin
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keratinosit hiicrelere 6zgii ara filaman markorleri (KR14, 10 ,1 gibi) ya da aktin

filaman mark®orleri (aktin) kullanilarak IF yontemi ile tanimlanmasi gerekir.

7. Calismamizda RIPK4 ve PLAGL2’nin etkilesimi in vivo kosullarda gosterilmistir.
Ancak proteinlerin etkilesimlerinin direkt olup olmadigi bilinmemektedir. Bundan
dolay1 iki proteinin ayri1 ayr1 ekspres edilip saflagtirilmasi ve sonrasinda in vitro da
inkiibe edilerek analiz edilmesi etkilesimin direkt ya da indirekt olup olmadigi

hakkinda fikir vermesi agisindan dnemlidir.

8. RIPK4’lin keratinosit farklilasmasimin kilit faktorii p63 proteini tarafindan
diizenlendigi daha once gosterilmistir. 2015 yilinda yayimlanan bir makalede
PLAGL2’nin gen regiilasyon bdlgesinde p63 proteininin baglanma sekansi
gosterilmistir (56). Yapilacak ileriki ¢alismalarla PLAGL2 nin ekspresyonunun p63
tarafindan diizenlendiginin gosterilmesi PLAGL2 nin keratinosit farklilagmasinda rol

aldigina dair ipucu verecektir.

9. Bulgularimizda, PLAGL2 ve RIPK4 proteinlerinin etkileserek birbirlerinin hiicresel
yerlesimlerini etkiliyor olmalari, RIPK4 proteini gibi, PLAGL2’nin de keratinosit
farklilasmasinda rol alabilecegini diisiindiirmektedir. Bu kapsamda PLAGL2 fazla
eksprese edilerek ve eksiltilerek epidermisin katmanlarina 6zgii farklilasma
markorleri kullanilarak yapilacak ekspresyon analiz deneyleri ile PLAGL2’nin de
keratinosit farklilasmasina etkisi aydinlatilabilir (57).

10. Son olarak, RIPK4 ve PLAGL2’nin ayr1 ayr1 WNT sinyal yolagmi diizenledikleri
bilinmekle beraber WNT sinyal yolagi iizerinde birlikte olusturduklar etki
bilinmemektedir. iki proteinin beraber ekspresyonunun ya da azaltilmalarinin WNT
sinyal yolag1 {lizerinde etkisinin analizi, WNT sinyal yolaginin molekiiler

mekanizmasinin anlagilmasina katki saglayabilir.
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