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ONSOz

p60-katanin, lGzerinde en ¢ok calisilan mikrotubul kesici proteinlerden birisi olmasina ragmen
bilinen regulatorleri, etkilesim partnerleri yok denecek kadar azdir. Arabidopsis thaliana
bitkisinde yapilan galismalarda p60-katanin’in RIC1 proteini ile etkilestigi ve p60-katanin’in
enzimatik aktivitesini arttirdigi gosterilmistir. Projede bu sonugtan hareketle insan p60-katanin
proteininin, bitki RIC1 ve insan homologu Kiaa1432 proteinleri ile fiziksel etkilesiminin tespiti

ve etkilesimin mikrotubul kesimi bakimindan fonksiyonel roli incelenmistir.

Projede ilk olarak ilgili proteinleri kodlayan cDNA’lar FLAG ve His eki iceren plazmidlere ayri
ayri klonlanmiglardir: Arabidopsis thaliana p60-katanin ve RIC1 iceren plasmidler Prof. Ying
Fu tarafindan temin edilmis olup kalip olarak kullanilarak FLAG ve His ekli plazmidlere PCR
klonlama ydéntemiyle aktariimiglardir. insan p60-katanin yirlrlikte olan 1142971 projesi
kapsaminda FLAG ekli olarak elde edilmistir. Son olarak, insan Kiaa1432 cDNA’sI FLAG ekli
plazmide klonlanmistir. Klonlamayi takiben proteinler fiziksel etkilesim bakimindan ko-immin
coktirme yontemiyle test edilmislerdir. Buna ilaveten, His ve FLAG ekli olarak klonlanan
proteinlerin cDNA’larini iceren plazmidler farkli kombinasyonlar halinde hicre hatlarina

aktarilarak olasi etkilesimin mikrotubul agina etkisi arastiriimistir.

Yapilan analizlerin sonucunda insan p60-katanin’in Arabidopsis thaliana RIC1 ve bu proteinin

insan homologu Kiaal432 proteinleri ile fiziksel etkilesimine rastlanamamistir.

Bu projeden saglanan destekle 2 lisans 6grencisine burs imkani saglanmistir. Bunun yaninda
proje kapsaminda yapilan galismalar ile istanbul Arel Universitesi, Molekiler Biyoloji ve
Genetik Bélumu lisans 6grencisi Nergis Kilig i¢in bir bitirme tezi olugturulmustur (Ek 3). Projede
gercgeklestirilen ¢alismalar 11. Uluslararasi Protein Stabilizasyon kongresine poster olarak

bursiyer ilke Selcuk tarafindan sunulmustur.

1152535 nolu projemizi destekleyerek sundugu maddi olanaklardan dolayr TUBITAKa ve
calismalarimizi gerceklestirmemiz igin sundugu fiziki imkanlardan dolay! istanbul Arel

Universitesi’ne sonsuz tesekkurlerimizi sunariz.
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OzZET

Mikrotubuller intiya¢ durumuna goére uzayip—kisalabilen, yeniden organize olabilen dinamik
yapili polimerlerdir. Mikrotubul organizasyonu, bdlinen hicrelerde mitoz, post-mitotik
néronlarda akson/dendrit yapilarinin olusumunda gérevlidir. Mikrotubul organizasyonuna
imkan saglayan mekanizmalardan birisi Katanin gibi mikrotubul kesici proteinlerce
kesilmeleridir. Katanin, KATNAL geni tarafindan kodlanan ve enzimatik aktiviteye sahip p60,
onun fonksiyonunu dizenleyen ve KATNB1 geni tarafindan kodlanan p80 alt birimlerinde
olusmaktadir.

Katanin’in bilinen regulatorleri, etkilesim partnerleri yok denecek kadar azdir. Arabidopsis
thaliana bitkisinde yapilan calismalarda p60-katanin’in bir GTPase olan RIC1 proteini ile
etkilestigi ve p60-katanin’in enzimatik aktivitesini arttirdigi gosterilmistir. Bu sonugtan
hareketle, onerilen proje ile insan p60-katanin proteininin, bitki RIC1 ve insan homologu
Kiaa1432 proteinleri ile fiziksel etkilesiminin tespiti ve etkilesimin mikrotubul kesimi bakimindan
fonksiyonel agidan aydinlatilmasi amaglanmistir.

Proteinlerin etkilesim bakimindan incelenebilmesi adina ilk olarak bu proteinleri kodlayan
cDNA'lar FLAG ve His eki iceren plazmidlere ayri ayri klonlanmiglardir. Arabidopsis thaliana
p60-katanin ve RIC1 proteinleri Prof. Ying Fu tarafindan temin edilmis olup sadece ilgili
plazmidlere aktariimiglardir. insan p60-katanin yirirlikte olan 1142971 projesi kapsaminda
FLAG ekli olarak elde edilmis olup insan Kiaa1432 proteinini kodlayan cDNA klonlanmistir.
Klonlamayi takiben proteinler fiziksel etkilesim bakimindan ko-immun ¢oktirme ydntemiyle test
edilmistir. Son olarak, His ve FLAG ekli olarak klonlanan proteinlerin cDNA’larini iceren
plazmidler farkll kombinasyonlar halinde hicreye verilmek suretiyle olasi etkilesimin mikrotubul
agina etkisi arastiriimistir.

Yapilan analizlerin sonucunda insan p60-katanin’in Arabidopsis thaliana RIC1 ve bu proteinin

insan homologu Kiaa1432 proteinleri ile fiziksel etkilesimine rastlanamamistir.

Anahtar Kelimeler: Katanin, RIC1, Kiaal432, Mikrotubul, Akson —Dendrit Dallanmasi



ABSTRACT

Microtubules are dynamic polymers and depending on the need of the cell they can be re-
organized by assembly and disassembly phases. In dividing cells, microtubule dynamics are
essential for mitosis; however in post-mitotic neurons microtubule dynamics have role in the
formation of axon/dendrite structures. One of the mechanisms that have role in microtubule
reconfiguration is microtubule severing proteins such as Katanin. Katanin is composed of two

subunits, p60-katanin encoded by KATNAL gene and p80-katanin encoded by KATNB1 gene.

There are a few proteins identified so far that physically interact with p60-katanin. It has been
shown that RIC1, a GTPase protein interacts with p60-katanin in Arabidopsis thaliana and
promotes severing activity of p60-katanin. Therefore, the aim of the proposed study is to
identify the physical interaction between human p60-katanin and plant RIC1 protein and its
human homologue Kiaal432 protein and furthermore, to reveal the consequences of the

interactions in terms of p60-katanin’s microtubule severing activity.

To this aim, the first goal is to identify the physical interaction between these proteins. For this
purpose, cDNA of each protein was cloned into either FLAG or His tagged plasmid. Prof. Ying
Fu kindly provided Arabidopsis thaliana p60-katanin and RIC1 constructs, therefore these
cDNAs were sub-cloned into relevant plasmids. FLAG tagged human p60-katanin cDNA would
be readily cloned as a part of my current project 1142971, yet, human Kiaal432 was cloned.
Afterwards, proteins were tested for any physical interaction by co-immunoprecipitation
procedure. Finally, His and FLAG tagged plasmid constructs were transferred into the cells in
different combinations to further analyze the function of potentially interacting proteins on the

microtubule structure.

Results indicated no physical interaction between human p60-katanin and Arabidopsis thaliana
RIC1 and its human homologue Kiaal432.

Keywords: Katanin, RIC1, Kiaal432, Mikrotubul, Axon —Dendrite Brunching



1. GIRIS
p60-katanin, Gzerinde en ¢ok calisilan mikrotubul kesici proteinlerden birisi olmasina ragmen
bilinen regulatorleri, etkilesim partnerleri yok denecek kadar azdir. Mevut proje ile p60-katanin
ve Kiaa1432 etkilesiminin aydinlatilmasi, p60-katanin’in mikrotubul kesiminin reglilasyonunun
anlasiimasina dnemli katkilar sundugundan kritiktir. Zira mikrotubullerin kesilme derecesi, bir
hicrenin  morfolojik 6zelliklerini saglamada o6nemli oldugu gibi, mikrotubul iskeletinin

regulasyon disi kesilmesi de hiicreyi 6lime géturecek bir mekanizma da olusturabilir.

Buna istinaden énerdigimiz bu 1002 Hizli Destek projesi (1157535) ile amacimiz:

ilk olarak bitkilerde tespit edilen p60-katanin — RIC1 proteinleri arasindaki fiziksel etkilesiminin
insan homologlari arasinda da var olup olmadiginin arastiriimasiydi. Bitkilerde yapilan
calismada, RIC1’in p60-katanin’in mikrotubul kesme fonksiyonunu tetikledigi gosterilmistir.
Buradan yola cikarak, proje kapsaminda amagclanan diger bir calisma da RIC?1’in insan
homologu olan Kiaa1432 proteininin p60-katanin (zerinde benzer bir etki gosterip
gostermediginin aydinlatilmasiydi. Benzer sekilde, bitki RIC1 proteininin insan p60-katanin

proteini Uzerinde olasi etkisi de incelenmistir.

p60-katanin ve Kiaa1432'nin protein — protein diuzeyindeki etkilesimlerine yonelik literatlirde
tek bir yayin dahi mevcut olmayip, mevcut proje ile bu veriler ilk kez tarafimca literatire

sunulacaktir.

2. LITERATUR OZETi

Okaryotik hiicrelerde hiicre iskeletini olusturan en dnemli yapi, mikrotubullerdir. Hiicrenin
Okaryotik hiicrelerde hiicre iskelet elemanlarini olusturan polimer yapili en &énemli
proteinlerden biri mikrotubullerdir. Mikrotubullerin hicre icerisinde sahip olduklari gdérevlerin
basinda hlcrenin seklinin kazanilmasi, hucre i¢i kargo tasinimi, hiicre bolinmesi gelmektedir.
Mikrotubuller alfa ve beta tubulin hetero-dimerlerinin birlesmesi (polarizasyonu) ya da
ayrismasi (depolarizasyonu) asamalariyla, ihtiya¢g durumuna gore uzayip kisalabilen dinamik
bir yapiya sahiptirler (Cheeseman ve Desai, 2008). Mikrotubullerin bu dinamik yapilari bélinen
hicrelerde mitoz mekiginin olusumunda, sonrasinda ise kromozomlarin kardes hcreler
arasinda esit olarak paylastirimasinda hayati 6neme sahiptir. Bolinme 6zelligini yitirmis ve
ileri derecede farklilagsmis néronlarda ise mikrotubullerin daha duragan olduklari gérilmektedir.
Noronlarda mikrotubuller akson ve dendritlerin olusmasinda, uzamasinda, hedefe
yonlenmesinde ve dallanmasinda énemli gorevlere sahiptirler (Conde ve Caceres, 2009;
Karabay ve ark. 2004).
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Mikrotubuller, mitotik hicrelerde go6zlemlendigi haliyle sentrozomla etkilesim halinde
bulunabilecegi gibi (Quarmby vd., 2000; Quarmby ve Lohret.,, 1999), ndronlarda
gbzlemlendigi haliyle serbest olarak da bulunabilirler. Serbest mikrotubullerin olusumunda
gorev alan mekanizmalardan birisi, mikrotubullerin enzimatik reaksiyonlarla kesilmesidir.
Mikrotubullerin kesim isleminde goérevli enzimlerden tanimlanmis ikisi: katanin ve spastin adi
verilen ATPaZ'lardir (Roll-Mecak ve McNally, 2010).

Katanin en iyi karakterize edilmis mikrotubul kesim enzimi olup adini Japon samuraylarinin
kilicindan, yani Katana’dan alir (McNally ve Vale, 1993). Katanin iki alt Gniteden olusmaktadir:
KATNAL geni tarafindan kodlanan p60-katanin ve KATNB1 geni tarafindan kodlanan p80-
katanin. p60-katanin enzimatik aktiviteden sorumlu birim iken; p80-katanin, p60-katanin’in
regulasyonunda ve lokalizasyonunda gérev alir (Hartman ve Vale, 1999; Quarmby, 2000;
McNally ve ark., 2000). Katanin, noéronlarda yodun olarak sentrozomda bulunur Ki
sentrozomdan dodan mikrotubullerin akson ve dendritlere tasinmasi icin sentrozomdan
katanin gibi mikrotubul kesici proteinlerce kesilmesi gerekmektedir. Buna ilaveten, katanin
akson ve dendritlerde de bulunur ve sentrozomal olmayan mikrotubulleri, akson ve dendritler
boyunca kesmek suretiyle yeni dallar olusturulmasinda gérevlidir (Baas ve ark., 2005; Yu, .....
Korulu ve ark., 2008).

Katanin, Arabidopsis thaliana gibi yliksek yapili bitkilerde de benzer goérevlere sahiptir. Bitki
hicre duvarinin yapisini olugturan seluloz fibrillerinin dizilim yénunu mikrotubuller belirler (Cyr
ve Palevitz, 1995). Bitkide p80-katanin homologuna rastlanmamis olup p60-katanin’in
mikrotubullerle dogrudan etkilesimi ko-sedimentasyon deneyleriyle gosterilmigtir (Mellet ve
ark., 2003). Katanin’in 6zellikle bitkideki kortikal mikrotubullerin organizasyonunda gorevli
oldugu gdsterilmistir, ancak tam mekanizmasi aydinlatilamamistir (Stoppin-Mellet ve ark.,
2007).

Lin ve arkadasglarinin (2013) Arabidopsis thaliana bitkisiyle gergeklestirdikleri galismada RIC1
proteininin bitki p60-katanin ile fiziksel olarak etkilestigi ve bu etkilesimin p60-kataninin
mikrotubul kesme fonksiyonunu tetikledigi hem in vitro hem de in vivo olarak gosterilmigstir
(Sekil 1). RIC1 proteini CRIB maotifi iceren ve 6zellikle kigik ROP GTPaz (Rho GTPaz'in bitki
versiyonu) ile GTP-bagli formda etkilesen bir proteindir (Wu ve ark., 2001). RIC1, Arabidopsis
thaliana’da yapraklarda epidermal htcre morfolojisinin olusumunda kritik bir role sahiptir.
RIC1, kortikal mikrotubullerle iligkili olup, burada mikrotubul sabitleyici olarak gorev alir (Fu ve
ark., 2005).
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Sekil 2.1. RIC1, KTN1 (p60-katanin) aktivitesini Arabidopsis thaliana’da tetikler.

Sekilde RICTin tek basina ifade edildigi hicrelerde mikrotubul aginin kontrol grubu ile
benzerlik gosterdigi, KTN1 ekprese eden hicrelerde mikrotubullerin kesilmek suretiyle
klguldigl, KTN1 + RICT’i beraber ifade edildigi hlcrelerde ise mikrotubullerin daha kiguk
parcalara kesildigi gérulmektedir (Lin ve ark., 2013).

Kiaa1432, RIC1 proteininin insan homologu olup CIP150, Connexin 43-Interacting Protein 150,
Protein RIC1 Homologu olarak da literatlirde yer almaktadir. Kiaa1432, 1423 amino asit iceren
takriben 159 kDa buyukligunde bir membran proteinidir. Literattirde bu proteinle ilgili cok veri
olmamakla birlikte yaptigim dizi analizlerinde Ribosome control_1, WD40 repeat ve
WD40/YVTN_repeat-like domainlerinden olustugu goérilmustir (Sekil 2). Yapilan diger bir

analizde ise (http://www.genecards.org/index.php?path=/GenesLikeMe) Kiaa1432'nin icerdigi

motifler bakimindan ylksek bir skorla KATNB1 (p80-katanin) ile benzerlik gdsterdigi

goOrulmustur ki bu da Kiaa1432'nin p60-katanin ile etkilesme olasiligini gti¢glendiren bir 6n veri

niteligindedir.
WD40-repeat-containing domain Ribosome control protein 1
IS T [ — » Demain

Sekil 2.2. Kiaa1432 proteini igin yapilan domain analiz sonucu.
(http://www.ebi.ac.uk/interpro/protein/Q4ADV7).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Gere¢
3.1.1 Laboratuvar Cihazlan

= PCR

= Otoklav

= Su banyosu

= Pipetler

= Mikrosantrif(j

= Sogutmali santrif(j
» Terazi

» Class Il kabin

= CO2 inkibatori

= Spektrofotometre
=  pH metre

= -80 oC buzdolabi
= Rotator

= Buzdolabi

3.1.2 Hucre Hatti

Projede, RFL-6 hicre hatti kullaniimigtir.

3.1.3 Bakteri Susu

Escherichia coli DH5a strain [F-, 80dlacZ_M15, (lacZYA-argF)U169, deoR, recAl, endAl,
hsdR17(rk-, mk+), phoA, supE44, A-, thi-1, gyrA96, relAl]

3.1.4 Molekiiler Klonlama

= 25mM MgCl, (NEB)

» 2mM dNTP Mix (NEB)

= 100bp , 1kb DNA Ladder Mix (NEB)

= 6x DNA Loading Dye (NEB)

» Agarose Low EEO (Applichem)

» OneTaq polymerase 5u/ul (NEB)

» Q5® High-Fidelity DNA Polymerase (NEB)
=10X Taq Buffer (NEB)

* HindllI-HF® Restriction Enzyme (NEB)

= Xhol Restriction Enzyme (NEB)
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= Kpnl-HF® Restriction Enzyme (NEB)

= 10X CutSmart™ Buffer Restriction Enzyme (NEB)
» T4 Ligase (NEB)

= 10X Ligation Buffer (NEB)

= Tris Base (BDH Laboratory)

= EDTA (Merck)

= SYBR Safe DNA Stain (invitrogen)

= Molecular Biology grade Etil Alkol (Fiedel-de Haén)
= Primerler (Alpha DNA, Sentromer)

3.1.5 Bakteri Kiltiiru

= Ampicillin (Sigma-Aldrich)

= CaCl,.2H20 (Merck)

= PIPES (Acros)

= Glycerol (Fluka)

= Yeast Extract (Merck)

= Agar (Merck)

= Tryptone (BDH Laboratory)
= NaCl (Fluka)

3.1.6 Hiicre Kilturi

» Hams F12-K 1X (Lonza)

» L-Glutamine solution, 200mM (LifeTech)

» Non-Essential Amino Acids 100X (Lonza)

= Fetal Bovine Serum (LifeTech)

= Penicilin/Streptomycin solution (100X) (LifeTech)
* Trypsin/EDTA 0,25/0,02 solution (LifeTech)

= Phosphate Buffered Saline (PBS) (LifeTech)

= 25 cm2, 75cm2 Tissue Culture Flasks (Sarstedt)
= 6-well culture plate (Sarstedt)

= 30 cm Cell Scraper (isolab)

= 5 ml, 10ml, 25ml Serological pipettes (Sarstedt)
= 20ml Syringes (Set Inject)

= 0.22 pym syringe filters (Millex)

* Octa (FLAG) Antibody (Santa Cruz)

» Tubulin conjugated Antibody (Novus)

= His-Tag Antibody (Cell Signaling)

14



3.1.7 Poliakrilamid Jel

Poliakrilamid jeller ve transfer membranlari invitrogen’ den hazir olarak temin edilmistir (iIBLOT
Stack ve Bis/Tris).

3.1.8 Tampon ve Soliisyonlar

10X TBE tamponu

10X TBE tamponu, distile su icersinde, 900mM Tris Base, 900mM Borik asit ve 20 mM EDTA
kimyasallarindan olugmaktadir. 0,5X TBE tampon DNA jeli hazirlanmasinda ve tank tamponu

olarak kullaniimistir.

CacCl, Sollisyonu

CaCl, cozeltisi, kimyasal olarak kompetent E.coli hicrelerini hazirlamak igin kullanilmistir.
Hazirlanigi: Distile su icersinde 60mM CaCl,;, 10mM PIPES ve %15 gliserol ¢dézdurultp, pH
6,4’e ayarlanmis ve ¢ozelti 0,2 um filtreden gecirilmistir.

LB besiyeri

10 gr tripton, 5 gr maya ekstrakti ve 10 gr NaCl 1L suda ¢ozdirilip, 15 dakika 121 °C de

sterilize edilmistir. Seleksiyon yapmak icin ampisilin eklenmistir.

LB agar besiyeri

10 gr tripton, 5 gr maya ekstrakti, 10 gr NaCl ve 15 gr agar 1L suda ¢ézdurulip, 15 dakika 121
°C de sterilize edilmigtir. Seleksiyon yapmak i¢in ampisilin eklenmistir. Petri kaplarina yaklasik

30 ml dékilip sogutulmustur.

RFL-6 kultur besiyeri

F12K igersine %20 FBS, 2 mM L-Glutamine eklenip, 0,2 um filtreden gecirilerek sterilize

edilmigtir.

RFL-6 dondurma besivyeri

F12K icersine %20 FBS, 2 mM L-Glutamine ve %10 DMSO eklenip, 0,2 um filtreden

gegirilerek sterilize edilmigtir.
3.1.9 Vektorler

pcDNA™3.1/myc-His A

pcDNA™3.1/myc-His A vektoru igerisine gerek Arabitopsis thaliana gerek ise Homo sapiens
p60-katanin cDNA’lar klonlanmistir. Vektérin His eki olup, haritasi asagida gdsterilmistir
(Sekil 3.1) (ThermoFischer, V80020).
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pcDNA™3.1/ ¥
myc-His
: A, B,C
5.5 kb

Sekil 3.1. pcDNA™3.1/myc-His A vektdrinin dairesel haritasi.

3XFLAG-CMV™-10

3XFLAG-CMV™-10 vektoru icerisine Arabitopsis thaliana RIC1 ve Homo sapiens Kiaal432

cDNA’lar1 klonlanmistir. Vektdrin FLAG eki olup, haritasi asagida gosterilmistir (Sekil 3.2)
(Sigma Aldrich, E7658).

p3XFLAG-CMV-10 (6.4 kb) - =

o = m o

CMV promaoter hGH poly A
SV 40 origin
f1 origin
N-Terminal neo’
) p3XFLAG-CMV
amp
SV 40 poly A

pBR322 origin

Sekil 3.2. 3XFLAG-CMV™-10 vektoérinin dairesel haritasi.
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3.1.10Ticari Kitler
Projede kullanilan deneysel kitler Tablo 3.1’de gdsterilmigtir.

Tablo 3.1. Projede kullanilan ticari kitler

Kit Firma
NucleoSpin® Plasmid MN, 740588
NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up MN, 740609
NucleoBond Midi Plasmid Kit MN, (740410)
Lipofectamine 3000 Thermo Fischer, L3000
Memmalian Cell Extraction Kit Biovision, K269-500
Protein A ve G Magnetic Bead NEB, Cell Signalling
Amplified Opti-4CN Substrate Kit BIO-RAD, 1708238
3.2Yontem

3.2.1 His ve FLAG ekli konstraklarin hazirlanmasi

Arabidopsis thaliana p60-Katanin’in pcDNA3.1/myc-His vektoriine klonlanmasi

Homo sapiens p60-katanin, yuritlcisi oldugum, yirdrlikte olan 114Z971 numarall proje
kapsaminda hazirlanmis olup bu proje kapsaminda kullaniimistir. Klonlama asamalari asagida

detaylari verildigi sekilde oldugundan bu raporda bahsedilmeyecektir.

Asagida detayl olarak Prof.Dr. Ying Fu tarafindan temin edilen Arabidopsis thaliana p60-
katanin ve RIC1 cDNA'larinin His ve FLAG ekli vektére klonlanmalari ile Homo sapiens

Kiaa1432 cDNA’sinin FLAG ekli vektére klonlanmasi anlatiimistir.
a. PCRile ilgili bolgelerin ¢gogaltiimasi:

p60-katanin’i temin edilen vektdrden c¢ikarip ilgili His vektortiine klonlamak igin Tablo 3.2" de
gosterilen ve restriksiyon enzim bdlgeleri iceren primerler tasarlanmigtir. Gerekli PCR
reaksiyon icerik ve kosullari asagida, tablolar halinde bilginize sunulmustur (Tablo 3.3, 3.4,
3.5). PCR reaksiyonlari icin Q5® High-Fidelity DNA Polymerase (NEB, M0491) kullaniimisgtir.
DNA Ladder olarak ise 100bp ve 1kb DNA Ladder (NEB) tercih edilmigtir.

Tablo 3.2. Konstraklari His ve FLAG vektorlerine klonlamak i¢in gereken primer dizileri
konstraklar Primer Dizisi

At-p60- Forward: 5’- GCG AAG CTT ATG GTG GGA AGT AGT AAT -3
At-p60- Reverse: 5’ — GAG CTC GAG TAA AGC AGATCC AAACTC -3
At-RIC1-Forward: 5’- ATA AAG CTT ATGGCGACGACAATG-3’

AL RICI-FLAG At-RIC1-Reverse: 5'- ATA GGT ACC CTC AGA TAA TAT CGT TAC -3

Hs-Kiaald32- | \\o kiaa1432-Forward: 5- GCG GAA TTC ATG TAT TTT CTG AGC GGC -3
FLAG Hs-Kiaal432-Reverse: 5- GAG GGT ACC TT TAA GGA CAC AGA ACA-3’

Kpnl (GGT ACC),  Xhol (CTC GAG), Hindlll (AAG CTT), EcoRI (GAATTC)

A.t. p60-His
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Tablo 3.3. A.t. p60 klonlamak i¢in kullanilan PCR bilesenleri ve PCR kosullari

Bilegenler Miktan Basamaklar Sicakhk Siire Dongu
sayisi
Kallp DNA 200 ng Ba§|ang|§: o
MgCI2 4mM Denaturasyonu 98°C 30sn 1
Tampon 1X Denatilirasyon 98°C 5sn
dNTP 0,2 mM o
Forward Primer 0,5 uM Eslesme 68°C 20'sn 35
Reverse Primer 0,5 uM R
Enzim (Q5) 1 birim Sentez 72°C 30 sn
Su 50 ul'ye kadar o
DMSO %1 Son Sentez 72°C 2 dk 1
Tablo 3.4. A.t. RIC1 klonlamak i¢in kullanilan PCR bilesenleri ve PCR kosullari
Bilegenler Miktan Basamaklar Sicakhik Siire Dongl
sayisl
Kalip DNA 200 ng Baglangig 98°C 30 sn 1
Denatiirasyonu
Tampon 1X Denatiirasyon 98°C 5sn
dNTP 0,2 mM o
Forward Primer 0,5 uM Eslesme 64°C 20 sn 35
Reverse Primer 0,5uM R
Enzim (Q5) 1 birim Sentez 72°C 30 sn
Su 50 yl'ye kadar | Son Sentez 72°C 2 dk 1

Tablo 3.5. H.s. Kiaal432 klonlamak icin kullanilan PCR bilesenleri ve PCR kosullari

Bilesenler Miktar Basamaklar Sicaklik Sire Dongu
sayisi
Kalip DNA 200 ng Baglangig 98°C 30 sn 1
Denatirasyonu
Tampon 1X Denatiirasyon 98°C 5sn
dNTP 0,2 mM o
Forward Primer 0,5 uM Eslesme 65°C 30sn 35
Reverse Primer 0,5uM R
Enzim (Q5) 1biim | entez 2°c 2 dk
Su 50 yl'ye kadar | Son Sentez 72°C 2 dk 1

PCR sonucu elde edilen trlnler %1’lik agaroz jelde goruntulenmis (Sekil 4.1, 4.2) sonrasinda

PCR clean-up Gel extraction Kit (MACHEREY-NAGEL, 740609.50) kullanilarak

saflastinimigtir.

b. Enzim kesim reaksiyonu
Saflastirilan PCR Urlnleri bir sonraki asamada enzim kesim reaksiyonuna maruz birakilmistir.

Benzer sekilde PCR Urunundn igine yerlestirilecegi pcDNA3.1/myc-His ve 3XFLAG-CMV™-
10 ekspresyon plazmidleri de ayni enzimlerle kesim reaksiyonuna maruz birakilmistir (Tablo
3.6).
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Tablo 3.6. Kesim reaksiyon bilesenleri ve kosullari

Bilesenler Miktar Sicaklik -> Siure

Kalip DNA (I_DCR ardna 1ug
ya da plazmid)
Tampon X 37°C > 30 dk
Restriksiyon enzimi 1 20 birim
Restriksiyon enzimi 2 20 birim 60°C > 20 dk
H20 50 ul'ye kadar

Proje suresince Kpnl, Xhol, Hindlll, EcoRI enzimleri kullaniimistir.

Kesim reaksiyonu sonrasinda hem PCR urunleri hem de pcDNA3.1/myc-His ve 3XFLAG-
CMV™-10 ekspresyon plazmidleri tekrardan PCR clean-up Gel extraction Kit kullanilarak
ayri ayri saflastirilmig, saflastirma sonrasi ligasyon asamasina gecilmistir.

c. Yapistirma agsamasi (ligasyon)
Bir sonraki agama ise ayni enzimlerle kesilen PCR UrinG ve pcDNA3.1/myc-His ve 3XFLAG-
CMV™-10 ekspresyon plazmidlerinin yapistiriimasi ve konstraklarin eldesidir. Yapistirma igin

gerekli kosullar Tablo 3.7°de bilginize sunulmustur.

Tablo 3.7. Yapistirma reaksiyon bilesenleri ve kosullari
Bilesenler Miktar Sicaklik -> Sire

pcDNA3.1/myc-His ya da

3XFLAG-CMV™-10 50 ng

A.t.p60 ya da A.t.RICl ya
da H.s. Kiaal432

94 ng (1:7 orani) Oda sicakhgi - 1 saat

T4 ligase 400 birim 65°C S 10 dk

Tampon 1X

H20 20 ul'ye kadar

d. Transformasyon
Ligasyon islemini takiben asagida sunulan transformasyon protokolu kullanilarak His-A.t.p60-

katanin, FLAG-RIC1 ve FLAG-Kiaal432 plazmidleri kompetent hicrelere (One Shot® MAX
Efficiency® DH5a™-T1R Competent Cells) aktarildi. Prosedirin basarisi plazmidlerin
Ampisilin (Amp) direng geninden faydalanarak test edilmistir. Ampisilin varhginda hazirlanan

LB-Agar kultar kaplarina ekimi yapilan hicrelerden elde edilen kolonilerin her biri koloni-PCR
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ile test edilmistir. Asagida transformasyon prosediri ve koloni PCR sonuglari bilginize
sunulmustur (Sekil 4.3, 4.4, 4.5).

Transformasyon:

o -80°C’den cikarilan kompetent hiicrelerin (30ul) buzda ¢dziilmesi saglandi.

e Lligasyon sonucu elde edilen plazmidlerin her birinden 3ul alinip hicrelerin igine
eklendi ve tip 30 dakika buzda bekletildi.

o Tup 40 saniye sureyle 42°C’de bekletilip 2 dakika slreyle buza geri kondu.

e Tulpicine 250yl LB ilave edildi ve hlicreler 1 saat slre ile 37°C’de hafif hizda galkalandi.

e Calkalama sonunda hucrelerin 80ul'si Amp iceren LB-Agar platelere ekildi ve gece
boyunca 37°C’de inklibe edildi.

Segcilen kolonilerin kalip olarak kullanildigi PCR (Koloni PCR) sonucunda, secilen koloniler
gece boyunca Amp iceren sivi LB icerisinde ¢ogaltilip NucleoSpin® Plasmid izolasyon kiti (MN,
740588.50) ile plazmid izolasyonu yapildi ve dizilemeye gonderildi. Dizileme sonucuna goére
secilen pozitif koloniler sivi besiyerinde cogaltildi, midi plazmit izolasyon kiti (NucleoBond®

Xtra Midi) ile yiksek konsantrasyon ve hacimlerde elde edildi.

3.2.2 Ko-Immiing¢oktiirme yonteminin uygulanmasi ile RIC1 — p60-katanin, Kiaal432 —

p60-katanin Etkilesimlerinin in vitro Olarak Saptanmasi

Deneyler siresince total protein ektraksiyonu icin Mammalian Cell Extraction Kit (BioVision)
kullanilmistir. ilk olarak klonlanan plazmidler hiicrelere transfekte edilmesi igin secilen

transfeksiyon bilesenleri su sekilde kararlastiriimistir:

1. A.t.p60 (1 ug) + A.t.RIC1 (1 pg)

2. H.s.p60 (1 pg) + H.s. Kiaa1432 (1 ug)

3. H.s.p60 (1 pg) + A.t.RIC1 (1 pg)
Bu amag dogrultusunda Lipofectamine 3000 adli lipozom tabanlh transfeksiyon kiti 6énerildigi
sekilde kullaniimistir (Tablo 3.8). Transfeksiyon reaksiyonu 1.000.000 hticre ile 6 kuyucuklu
hicre kultiri kaplarinda gergeklestirilmistir. Her reaksiyon yeterli protein eldesi i¢in 4 kez
tekrarlanmistir. Transfeksiyon sonrasi 48 saat sonunda total protein ektraksiyonu yapilimis
(mammalian protein extraction kit), burdan bir miktar ayrilmis ve input olarak isimlendirilmigtir.

Geri kalan lizatlar ile Ko-immungdktirme deneyine baslanmigtir.
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Tablo 3.8. Ko-Transfeksiyon reaksiyon kosullari ve agsamalari

Lipofectamine 3000 Reagent 6 pl / kuyucuk bagina
1(A)
Opti-MEM 125 ul / kuyucuk basina
DNA # 2 ug/ kuyucul_< basina (her plazmid 1
Mg olacak sekilde)
2 (B) -
Opti-MEM 125 pul / kuyucuk basina
P3000 Reagent 4 ul / kuyucuk basina

3 A ve B tuplerindeki kimyasallar esit oranda (130’ar ul) karistirildi ve 5 dakika oda
sicakliginda inkibe edildi.

4 5 dakika sonunda karisim 1 glin dnceden 611 hiicre kaplarina alinan hicrelerin
Uzerine damlalar halinde ilave edildi ve 2 gunlik bekleme suresi sonunda
sonuglar analiz edildi.

Ko-immuncoktirme

e Tup igerisinde yer alan manyetik boncuklar 30 saniye vortekslendikten sonra her bir

reaksiyon icin 50'ser uL alinip taplere aktarildi.

e Elde edilen lizatlar ile manyetik boncuklar 30 dakika +4°C'de karistirildi, manyetik raf

yardimiyla mevcut lizattan arindirilan boncuklar atildi, deneye 6n temizlik asamasindan

gecen lizatlar ile devam edildi.

Lizatlar ve primer antikorlarin +4°C'de gece boyu rotasyon halinde karismalari saglandi.
Mouse anti-FLAG ile ¢okturtlecek tlplere (FLAG-Kiaal432 ve FLAG-RIC1’in ¢oktlriimesi

amaclanmistir) mouse anti-FLAG antikor solusyonu (2 ug antikor) eklendi. Negatif kontrol

amaciyla lizat ve mouse IgG’den olusan bir reaksiyon kuruldu.

e Ertesi gun tup igerisinde yer alan manyetik boncuklar 30 saniye vortekslendikten sonra

PBS-Tween20 (0.1%) (PBS-T) ile yikanarak her bir reaksiyon igin 50'ser uL alinip tiplere

aktarildi. Rotator yardimiyla +4°C'de 1 saat boyunca lizat+antikor+manyetik boncuk

karisiminin donmesi saglandi.

e Baglanan proteinler manyetik alan yardimiyla bagdanmayanlardan uzaklastirildi ve

ardindan 3 kere 200 yL PBS-T ile yikama islemleri gerceklestirildi.

e Son ylkamanin ardindan boncuk:antikor:protein kompleksleri 100 pyL PBS-T de

karistirilarak yeni tuplere aktarildi.

o Ellsyon i¢in kompleksler PBS-T den uzaklastirildi ve 20 uL elisyon tamponunda (50 mM

Glycine, pH 2.8) rotasyon ile 2 dk boyunca ¢dzildi. Boncuklardan ayrilan proteinler

manyetik raf ile boncuklar tutularak ¢ekildi ve yeni tiplere aktarildi.

o Elde edilen proteinler SDS-PAGE ve Western blot yonteminde kullanildi.
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Western blotlama deneyi

Western blot analizi, elektroforez ve transfer cihazini iceren “Bolt Welcome Pack A IBLOT,
Invitrogen” sistemiyle yapilmistir. Ko-immungoktlirme ile elde edilen her bir hiicre lizatinin
western blot analizinde jele yuklenmesi icin Tablo 3.9'da belirtilen olcllerde bir karigsim

hazirlanmigtir.

Tablo 3.9. Protein 6rneklerinin jele yliklenmesi icin hazirlanan karigimin igerigi

. Sample -
Miﬁ)t;nr.ei((m) LSD Sar?(p))IEIBuffer Reducing Agent | dH>0(ul) Totaé;—:)aum
(10X) (u1)
20 10 4 16 40

Hazirlanan 6rnek karisimlari 70°C’de 10 dakika boyunca proteinlerin denatire edilmesi igin

tutulmus ve sonra karigsimlar buzun Uzerine yerlestirilmistir.

Protein érnekleri ve protein ladder, hazir 4-12% bis-tris gradiyent jele yuklenmis, 1X MES
kosma tamponunda 165V’da 30 dakika yUrutiimustir. Daha sonra jel kasetten ¢ikariimis, kuru
transfer icin transfer cihazina yerlestiriimis ve membrana aktariimasi i¢in 7 dakikalik bir
program uygulanmistir. Cihazdan c¢ikarilan membran, 1X PBS-T igine konulmus, 5 dakika
boyunca 2 kez PBS-T ile yikanmistir. Daha sonra membran bloklama igin, %5’lik sittozu
¢cOzeltisinde 1 saat boyunca sallayicida birakilmistir. Bloklamadan sonra membran, 2 kere 5
dakika boyunca 1XPBS-T ile yikanmistir.

Primer antikor olarak ko-immuingéktirmede mouse anti-flag ile ¢oktirilen lizatlarda rabbit anti-
His kullaniimistir. Sekonder antikor olarak ise kolorimetrik gorintileme Kkitinin icerisinde

bulunan HRP konjuge edilmis olan “Goat-anti-rabbit” antikoru kullaniimistir.

Primer antikor 1:250 dilusyon olacak sekilde, sekonder antikor ise 1:5000 dilusyon olacak
sekilde 1XPBS-T ve BSA ( 5 ve 1%, sirasiyla) kullanilarak hazirlanmigtir. Membran, primer
antikor dilusyonu ile +4°C'de gece boyunca sallayicida inkibe edilmigtir. Daha sonra
membran, 3 kere 1XPBS-T ile 5 dakika boyunca yikanmistir. Membran, sekonder antikor
dilusyonu ile yine 1 saat oda sicakliinda sallayicida inktbe edilmistir. Daha sonra membran,
3 kere 5 dakika boyunca 1XPBS-T ile yikanmistir.

Protein goruntilemesi “Amplified Opti-4CN Detection Kit, Bio-Rad” kullanilarak yapiimistir.

Western blot analizi sonucu Sekil 4.7’da sunulmaktadir.

Ko-immundgoktirme ¢ift yonli olarak tekrarlanmis olup ikinci sette rabbit anti-His ile ¢okttrilen

lizatlarda Western blotlamada primer antikor olarak mouse anti-FLAG kullaniimistir. Sekonder
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antikor olarak ise kolorimetrik gorunttleme icin HRP konjuge edilmig olan “Goat-anti-mouse”
antikoru kullaniimigtir (Sekil 4.8).

3.2.3 Hiicrelere aktarilan konstraklar sonrasinda Mikrotubul aglarindaki degisimlerin

mikroskop yardimiyla gézlemlenmesi

Hucrelerin lameller Uzerinde buyutulmesi ve transfeksiyon

Hucreler, 12’li hiicre kuiltdr kaplarinin igine yerlestirilen lameller Gzerinde buyuttlmuglerdir.
Immunositokimyasal analiz amagcli olarak her bir lamele 10 x 104 hicre 200 ul besiyeri
icerisinde ekilmistir. Hucrelerin ylzeye tutunmasi icin 37°C, %5 CO2 ortaminda 2 saat
beklenmis, sonrasinda kiltir kaplari 1ml olacak sekilde besiyeriyle doldurulmustur. 24 saat
sonrasinda ise hucreler transfeksiyon islemine tabi tutulmuslardir (Tablo 3.10). Transfeksiyon

reaksiyonlari asagidaki sekilde planlanmistir.

1. A.t.p60 (0.5 ug) + A.t.RIC1 (0.5 ug)
2. H.s.p60 (0.5 pg) + H.s. Kiaa1432 (0.5 ug)
3. H.s.p60 (0.5 pg) + A.t.RIC1 (0.5 pg)

Tablo 3.10. immiinfloresan igin Ko-Transfeksiyon reaksiyon kosullari ve asamalari

Lipofectamine 3000 Reagent

3 ul / kuyucuk basina

1(A)
Opti-MEM 50 ul / kuyucuk basina
DNA # 1ug/ kuyucul.< basina (her plazmid 0.5
Mg olacak sekilde)
218 Opti-MEM 50 pl / kuyucuk basina

P3000 Reagent

2 ul / kuyucuk basina

sicakliginda inkibe edildi.

3 A ve B tuplerindeki kimyasallar esit oranda (55’er ul) karistirildi ve 5 dakika oda

4 5 dakika sonunda karisim 1 gin 6nceden 12’li hiicre kaplarinda lameller Gzerine
ekimi yapilan hicrelerin Gzerine damlalar halinde ilave edildi ve 2 gunlik bekleme
suresi sonunda sonugclar analiz edildi.

Hucrelerin sabitlenmesi

Immunositokimyasal analizler i¢in hicreler transfeksiyon sonrasi 37°C, %5 CO2 ortaminda

kultire edilmis ve 2. giinin sonunda metanol ile sabitlenmistir.

e Sabitleme islemi igin dncelikle besiyerleri vakum yardimiyla ile uzaklastiriimigtir.




Kaltdr kabinin her bir kuyucuguna -20°C’de bekletiimis Matanol (%100) doldurulmusg ve
hlcre kabi 10 dakika slresince -20°C’de bekletilmistir.

Sabitleme islemi sonrasinda hicrelerden metanol uzaklastiriimis olup, hiicreler 1XPBS ile
3 kez 5’er dakikalik sirelerle yikanmiglar ve imminositokimyasal boyama asamasina

gecilmistir.

imminositokimyasal boyama

Hucreler PBS ‘den arindiriimis ve 1 saat sureyle oda sicakliginda bloklama islemine maruz
birakilimiglardir. Bloklama sollisyonu olarak 1XPBS igerisinde hazirlanan %10 Goat
Serum, 10 mg/ ml BSA karigimi kullaniimistir.
Antikorlar tek tlp igcerisinde 1XPBS ile seyreltilerek kullaniimiglardir: rabbit anti-His (1:50;
A.t. ve H.s. p60-katanin boyamasi i¢in); mouse anti-flag (1:50; A.t.RIC1 ve H.s. Kiaal432
boyamasi igin);) Antikor karisimi kullanmadan 6nce 4°C’de, 10.000 rpm’de 10 dakika
santrifij edilmistir. Hazirlanan primer antikor karisimi lameller Uzerine yerlestiriimis ve
hicrelerin 4°C’de, gece boyu bu karisima maruz kalmasi saglanmistir.
Ertesi gun primer antikor karisimlari hiicrelerden uzaklastirilmis olup, hicreler 3 kez 5’er
dakikalik PBS yikamasina tabi tutulmustur.
Yikamalar sonrasi hicreler bloklama sollUsyonu igerisinde 1 saat sureyle oda sicakliginda
ikinci bloklama islemine maruz birakilmistir.
Bloklama solusyonu uzaklastirildiktan sonra hucrelerin Gzerine PBS ile seyreltilen ikincil
antikorlar eklenmistir. ikincil antikor uygulamasi 1 saat siireyle 37°C’de, karanlikta
yapilmigtir.
o Goat Anti Rabbit 647 (1:1000) - kirmizi 1Isima verecek olup A.t. ve H.s. p60-katanin
varligini gésterecektir
o Goat Anti Mouse 488 (1:1000) -> vyesil isima verecek olup At.RIC1 ve H.s.
Kiaal432 varligini gosterecektir.
o tubulin konjuge antikor 647 (1:50). > mor 1sIma verecek olup tubulin (mikrotubul)
boyamasini gosterecektir..
Sekonder antikor karisimlari hiicrelerden uzaklastirihp, hiicreler 3 kez 5’er dakikalik PBS
yikamasina tabi tutulmustur.
Lameller mounting medium ilavesi sonrasi lam Uzerine yerlestiriimis ve
immunositokimyasal analize hazir hale gelmiglerdir.
Analizler, konfokal mikroskop kullanilarak istanbul Teknik Universitesi, Molekdler Biyoloji-
Biyoteknoloji ve Genetik Arastirmalar Merkezi’'nde gercgeklestiriimistir. Sonuglar asagida
sunulmustur (Sekil 4.9, 4.10, 4.11).
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4. BULGULAR

4.1 His ve FLAG ekli konstraklarin hazirlanmasi

Restriksiyon enzim bdlgeleri icerecek sekilde tasarlanan primerler ile basarili sekilde elde
edilen PCR reaksiyonlari ile deneylere devam edilmigtir. PCR sonucu elde edilen drtnler %1’lik
agaroz jelde her bir DNA konstragi i¢in goruntulenmistir (Sekil 4.1, 4.2). PCR reaksiyonlari
sonrasinda PCR clean-up Gel extraction Kit (MACHEREY-NAGEL, 740609.50) kullanilarak

saflastiriimis ve PCR bilesenlerinden temizlenmeleri saglanmistir.

Sekil 4.1. DNA ladder, 100 bp (A, B3) ve A.t. p60 (1572 bg) & A.t.RIC1 (675 bg) PCR
artnlerinin jel gérantusua (B1, B2).

Sekil 4.2. DNA ladder, 1kb (A, B1) ve H.s.Kiaal432 (4296 bg¢) PCR urini jel gortntisi

(B2).

A

Base Pairs
—= 1,917
— 1,200
—1,000

— 900
— 800

— 700
— 600

— 500/517
— 400

— 300

— 200

—100

Atp60 AtRIC1T MW

Kilobases
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Saflastirilan PCR urdnleri ilgili enzimlerle (Proje suresince Kpnl, Xhol, Hindlll, EcoRI enzimleri
kullaniimis olup enzim kombinasyonlari konstraklara gére degisiklik géstermistir) restriksiyon

reaksiyonuna tabi tutulmustur. Restriksiyon kosullari Tablo 3.6’da bilginize sunulmustur.

Restriksiyon reaksiyonunda ayni enzim ikilisi ile kesilen PCR Urin ve plazmid ciftlisi (RIC1,
Kiaa1432 igin 3XFLAG-CMV™-10 plazmidi, p60-katanin icin pcDNA™3.1/myc-His A plazmidi)

Tablo 3.7'de bilginize sunulan kosullarda yapistirma reaksiyonuna tabi tutulmustur.

Yapisma reaksiyonunun basarisi bolim 3.2.1-(d)'de detayl protokoll sunulan transformasyon
reaksiyonu ile kontrol edilmistir. LB-Agar kiltlr kaplari Gzerinde ampisilin varliginda buylyen
koloniler koloni PCR ile 6n taramaya tabi tutulmus pozitif cikan koloniler dizilemeye
yollanmistir. Ornek koloni — PCR sonuglari asagida bilginize sunulmustur (Sekil 4.3, 4.4, 4.5).
Dizilemede olumlu goérilen kolonilerle deneylere devam edilmistir. Dizileme sonuglarinin

kromatogram ornekleri de Sekil 4.6’da bulunabilir.

koloni numaralari

Sekil 4.3. His - A.t.- p60-katanin Koloni PCR sonucunun jel gortntusi

koloni numaralari

Sekil 4.4. FLAG - A.t.- RIC1 Koloni PCR sonucunun jel gérantusu
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koloni numaralari

2 3 4

Sekil 4.5. FLAG - H.s.- Kiaal432 Koloni PCR sonucunun jel goruntusu
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Sekil 4.6. Dizileme sonuglarinin His-A.t.p60-katanin, FLAG-A.t.RIC1 ve FLAG-H.s.Kiaal432
icin kromatogram olarak gdsterimi

Bu proje kapsaminda hazirlanan His-A.t.p60-katanin, FLAG-A.t.RIC1 ve FLAG-H.s.Kiaal432
ile yuriticiligini yaptigim 1142971 numaral TUBITAK projesinde elde edilen His-H.s.p60-
katanin kontraklariyla ko-immungoktirme (bdlim 4.2) ve immunfloresan (bolim 4.3)

deneylerine gegilmistir.
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4.2 Ko-Immiingokturme yonteminin uygulanmasi ile RIC1 — p60-katanin, Kiaal432 — p60-

katanin Etkilesimlerinin in vitro Olarak Saptanmasi

Projenin bu asamasinda His ve FLAG ekleri yardimiyla yukarida tasarlanan konstraklardan
elde edilen proteinlerin birbirleriyle olan etkilesimleri in vitro olarak ko-,mming¢oktirme
yénteminden faydalanilarak arastiriimasi planlanmigtir. Bolim 3.2.2’de detayli olarak protokol
bilginize sunulmustur. Prosedir cift yonli olarak icra edilmistir. ilk kisimda FLAG antikoru
varliginda (RIC1 ve Kiaa1432’yi gokturmek suretiyle) cokturulen lizat icerisinde His-ekli protein
(A.t. ve H.s. p60-katanin) varhigi arastirilirken (Sekil 4.7); ikinci kisimda His antikoru varliginda
coktirdlen lizat (A.t. ve H.s. p60-katanin ) icerisinde FLAG-ekli protein (RIC1 ve Kiaal432)
varligi arastinimigtir (Sekil 4.8).

IP: Flag
0
IB: His A

kDa ‘\(\Q \Qb ~
W

188
62

49
38

28

A.t. p60-katanin + A.t.RIC1 : .
H.s. p60-katanin + Kiaa1432

H.s. p60-katanin + A.t. RIC1

Sekil 4.7. Anti-FLAG antikoru ile ¢okturilen lizatta anti-His antikoru ile Western blotlama
sonucu

Sekil 4.7’de input ile ifade edilen érnekler, immungoktirmeye tabi tutulmayan total protein
lizatlaridir. Her deneysel set igin ko-immungoktlirme dncesi bir miktar total protein ayriimis olup
deneyde bir nevi pozitif kontrol gérevi gérmektedir. Bu kuyucuklarda bant olmasi halinde diger
kuyucuklardaki bantlar yorumlanabilecektir. I1gG ile gosterilen 6rnekler ise negatif kontrol olup
mouse anti-FLAG ile ¢Okturilen deneylerde mouse IgG (Sekil 4.7), rabbit anti-His ile
cOkturlilen deneylerde rabbit IgG secilmistir (Sekil 4.8). IgG kuyucuklarindaki bant varligi
spesifik olmayan baglanmalara isaret edecektir. anti-FLAG Ab ile ifade edilen kuyucuklarda
ise bu antikor ile ko-immuingoktirme iglemine tabi tutulan lizatlar yer almaktadir. Bu
kuyucuktaki pozitif bant FLAG ve His ekli proteinlerin etkilesimine isaret edecektir. Sonug
olarak Sekil 4.7 ve Sekil 4.8 birbirini dogrular nitelikte olmalidir ki deney anlamlilik kazansin.
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Bu bilgiler i1siginda bakildiginda, Sekil 4.7°de input kuyucuklarinda silik de olsa bantlar
gorulmektedir (turuncu ok ile gosterilmistir), ki bu da mevcut protein lizatinin His-ekli H.s. ve
A.t. p60 igerdigini dogrulamaktadir. IgG ile isaretli kuyucuklara bakildiginda bant
g6zlemlenmemesi  spesifik olmayan bagdlanmalarin  reaksiyonumuzda olmadigini
gostermektedir. Bu dogrultuda bakildiginda A.t.p60 + A.t.RIC1 reaksiyonunda silik de olsa bir
bant izlenirken (yesil ok, bu etkilesimin varlid literatirde zaten mevcuttur, Lin ve ark., 2013),
H.s.p60 + H.s. Kiaal432 ve H.s.p60 + A.t.RIC1 reaksiyonlarinda ilgili yerlerde bant

gbzlemlenememigtir.

|P: His ?’9 V;O v‘p
IB: Flag & N\ QP
\*‘Q

kDa
188

62

49

38

28

A.t. p60-katanin + At. RIC1 - -
H.s. p60-katanin + Kiaa1432

H.s. p60-katanin + A.t. RIC1

Sekil 4.8. Anti-His antikoru ile ¢okturulen lizatta anti-FLAG antikoru ile Western blotlama
sonucu

Benzer olarak Sekil 4.8 incelendiginde input kuyucuklarinda bantlar gérulmektedir (mavi ok ile
isaretlenmistir). Bu bantlar mevcut protein lizatinin FLAG ekli H.s.Kiaal432 ve A.t. RIC1
icerdigini dogrulamaktadir. Kiaa1432’nin biylk bir protein olmasi sebebiyle (~150 kDa)
kismen transfer oldugunu gorduk. 1gG ile isaretli kuyucuklara bakildiginda gdézlemlenen
bantlarin benzer yerlerde olmasi rabbit IgG ile lizatlarin spesifik olmayan bir etkilesim verdigine
isaret etmektedir. Deneysel kuyucuklardaki bantlar yorumlanirken IgG ile ayni seviyedeki
bantlar dikkate alinmayacaktir, bu bantlar antikorun agir ve hafif zincirleri olarak yorumlanabilir.
Bu dogrultuda bakildiginda A.t.p60 + A.t.RIC1 reaksiyonunda Sekil 4,7’ye benzer sekilde silik
de olsa bir bant izlenirken (sari ok), H.s.p60 + H.s. Kiaal432 ve H.s.p60 + A.t.RIC1

reaksiyonlarinda ilgili yerlerde bant gézlemlenememistir.
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4.3 Hiicrelere aktarilan konstraklar sonrasinda Mikrotubul aglarindaki degigsimlerin

mikroskop yardimiyla gézlemlenmesi

Projenin son asamasinda His ve FLAG ekleri yardimiyla yukarida tasarlanan konstraklardan
elde edilen proteinlerin birbirleriyle olan etkilesimleri ve bu etkilesimin mikrotubul aglari
uzerindeki degigimlerinin mikroskop yardimiyla gézlemlenmesi amaglanmistir. Her ne kadar
ko-immungoktirme ile herhangi bir etkilesim tespit edilemese de immuinfloresan analizler iki
kez tekrarlanmis (destek alinan kurumdaki mikroskop arizasi nedeniyle optimizasyon sayisi
iki ile sinirlandiriimak durumunda kalinmistir), ancak basarili bir immunfloresan boyama elde
edilememistir. Ozellikle tubulin boyamalari mikrotubul agindaki degisimi incelemek icin yeterli

olmamistir. Sonuglar Sekil 4.9, 4.10, 4.11'de bilginize sunulmustur.

A.t.p60-katanin + A.t. RIC1

A.t.p60-katanin At.RICT

Tubulin

Sekil 4.9. A.t.p60-katanin + A.t.RIC1 igin immunfloresan analiz sonucu
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H.s.p60-katanin + H.s. Kiaa1432

H.s.p60-katanin H.s.Kiaa1432

Sekil 4.10. H.s.p60-katanin + H.s.Kiaal432 icin immunfloresan analiz sonucu
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H.s.p60-katanin + A.t. RIC1

H.s.p60-katanin A.t.RIC1

Tubulin

Sekil 4.11. H.s.p60-katanin + A.t.RIC1 icin immunfloresan analiz sonucu
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5. TARTISMA VE SONUG

Katanin’in bilinen regulatdrleri, etkilesim partnerleri yok denecek kadar az olmasi sebebiyle
Onerilen proje ile insan p60-katanin proteininin, bitki RIC1 ve insan homologu Kiaa1432
proteinleri ile fiziksel etkilesiminin tespiti ve etkilesimin mikrotubul kesimi bakimindan
fonksiyonel agidan aydinlatiimasi amaglanmis idi. Yapilan analizlerin sonucunda insan p60-
katanin’in Arabidopsis thaliana RIC1 ve bu proteinin insan homologu Kiaa1432 proteinleri ile

fiziksel etkilesimine rastlanamamistir.
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