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OZET

Meme Kanseri Hiicre Hattit MDA-MB-231’in Cekirdek Proteomunun Split-TurbolID
Teknolojisi Kullanilarak Calismasi

Hiicre c¢ekirdegi, genetik materyalin biiylik boliimiinii barindiran ve gen
ekspresyonunu diizenleyerek hiicresel aktiviteleri kontrol eden onemli bir organeldir.
Niikleer DNA, cesitli proteinlerle organize edilmis yapilarla hiicrenin islevini destekleyecek
sekilde korunur ve diizenlenir. Cekirdek, bu genetik bilgiyi korurken ayni zamanda birgok
fizyolojik olayin gerceklestigi dinamik bir merkezdir.

Organellerin proteomik caligsmalari, hiicresel sinyal iletim yollarin1 ve hiicresel
islevlerin molekiiler temelini anlamak i¢in kritik dneme sahiptir. Ancak organel proteom
analizleri, zenginlestirilen protein fraksiyonlarinda organelin gergek bileseni olmayan
molekiillerin yer almasi gibi zorluklarla karsilasir. Ayrica, farklh hiicre tipleri ve dokular
arasinda organel bilesimindeki degisiklikler, analizlerde dikkate alinmasi gereken dnemli
unsurlardir. Organellerde yer alan birgok protein post-translasyonel modifikasyonlara
ugradig1 i¢cin bu modifikasyonlarin incelenmesi islevsel analizler agisindan 6nemlidir.

Bu ¢alismada, ¢ekirdek proteinlerinin biyotinilasyonu ve zenginlestirilmesi amaciyla
Split TurboID biyotin ligaz teknolojisi kullanilarak yeni bir model hiicre hatti
olusturulmustur. Split TurbolD, inaktif halde bulunan iki domainin (N-terminal ve C-
terminal) rapamisin varliginda birleserek aktif hale gelmesi ile yakinsal biyotin etiketlemesi
gerceklestirir. Bu sistem, FKBP ve FRB proteinlerini iceren fiizyon proteinleri ile daha
onceden tasarlanmistir ve hiicre i¢i biyotinilasyon kontrollii bir sekilde saglanmistir. Niikleer
proteinlerin biyotinilasyonu, tetrasiklin-indiiklenebilir bir sistem aracilifiyla kontrol
edilerek ¢ekirdek proteinlerinin enzimatik biyotinilasyonu gergeklestirilmistir.

MDA-MB-231 meme Gstrojen ve progesteron duyarsiz triple negatif hiicre hatti olup
agresif seyreden meme kanseri hiicrelerini temsil eder. Bu hiicrelerde kontrollii gen ifadesi
yapabilmek i¢in TetR represor proteinini ifade etmelerini saglama gerekir. Bu amagla MDA-
MB-231 hiicrelerine TetR represér proteinini kodlayan pcDNA6/TR plazmiti transfekte
edilmis ve blasticin antibiytoigi ile secilim yapilarak monklonal bir hiicre hatti
olusturulmustur. Elde edilen TetR* monoklonal hiicre hattina bir sonraki adimda Split

TurboID-N terminalini kodlayan pcDNA4/TO plazmiti transfekte edilmis ve zeosin



varliginda secilim yapilarak monoklonal bir hiicre hatti1 olusturulmustur. Calismanin son
agamasinda ise elde edilen TetR" ve SplitTurboID-N terminal® monoklonal hiicre hattina
Split TurboID-C terminalini kodlayan pcDNA3.1 plazmiti transfekte edilmis, ve hiicreler
genetisin ile segilime tabi tutularak monoklonal bir hiicre hatt1 olusturulmustur. Olusturulan
bu hiicre hatt1 Split-TurboID enziminin N-terminal domainini tetrasiklin kontroliinde ifade
ederken C-ucunu siirekli ifade etmektedir. Ayrica, biyotinilasyon aktivitesinin siki bir
sekilde kontrol edilebilmesi i¢in aktif enzim olusumu rapamisin indiiksiyonuna baglanmustir.
Kisaca, tez kapsaminda gelistirilen hiicre hattinda tetrasiklin ve rapamisin varliginda
varliginda N-terminal ve C-terminal domainleri birleserek aktif TurbolD enzimini
olusturmus, biyotin ve ATP'nin varliginda ¢ekirdek proteinlerinin biyotinilasyonunu
gerceklestirmistir. Bu biyotinilasyon islemi, immiin floresan ile dogrulanmis ve ¢ekirdek

lokalizasyonu gozlenmistir. Boylece yeni bir model hiicre hatt1 elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Split-TurbolD, Tranfeksiyon, Biyotinilasyon, Cekirdek
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ABSTRACT

Study of the Nuclear Proteome of the MDA-MB-231 Breast Cancer Cell Line
Using Split-TurbolID Technolog

The nucleus is an important organelle that houses the majority of genetic material
and regulates cellular activities by controlling gene expression. Nuclear DNA is preserved
and organized into structures with various proteins to support the function of the cell. While
the nucleus safeguards this genetic information, it also serves as a dynamic hub where
numerous physiological processes occur. Proteomic studies of organelles are critical for
understanding cellular signaling pathways and the molecular basis of cellular functions.
However, organelle proteomics face challenges, such as the presence of non-organelle-
specific molecules in the enriched protein fractions. Additionally, variations in organelle
composition between different cell types and tissues are important factors that must be
considered in the analyses. Since many proteins within organelles undergo post-translational
modifications, examining these modifications is essential for functional analyses.

In this study, a novel cell model was created using Split TurboID biotin ligase
technology to biotinylate and enrich nuclear proteins. Split TurbolD allowed proximity-
based biotin labeling by the assembly of two inactive domains (N-terminal and C-terminal),
which become active upon dimerization in the presence of rapamycin. This system was
previously designed with fusion proteins containing FKBP and FRB proteins, enabling
controlled intracellular biotinylation. Nuclear protein biotinylation was achieved by
controlling the enzymatic biotinylation of nuclear proteins through a tetracycline-inducible
system.

In the MDA-MB-231 cell line, a tetracycline-inducible model was created by
transfecting with the pcDNA6/TR plasmid. The fusion protein containing the Split TurbolD
N-terminal domain was cloned into the pcDNA4/TO plasmid, enabling expression in the
presence of tetracycline. Similarly, the fusion protein containing the Split TurbolD C-
terminal domain was cloned into the pcDNA3.1 plasmid, which was constitutively expressed
in the cell. In the presence of tetracycline and rapamycin, the N-terminal and C-terminal
domains combined to form the active TurboID enzyme, which biotinylated nuclear proteins

in the presence of biotin and ATP. This biotinylation process was validated by

Vii



immunofluorescence microscopy analysis. Nuclear localization of the biotinylated proteins

was observed indicating successful creation of a novel cellular model.

Keywords: Split-TurbolD, Transfection, Biotinylation, Nucleus
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1. GIRiS

1.1. Kanser

Kanser, yasamin her alanin1 6nemli 6l¢iide etkileyen ve hayati risk tasiyan bir kronik
hastaliktir (Liu ve Zheng, 2024) . Diinya genelinde kadinlarda en sik rastlanan kanser tiirii
olan meme kanseri, gelismis ve gelismekte olan lilkelerde 6nemli bir saglik sorununu
olusturur (Thill ve ark., 2024) . Genellikle kadinlar1 etkilese de, nadir durumlarda erkeklerde
de goriilebilen bu hastalik, pek ¢ok faktorle iliskilidir (Abboah-Offei ve ark., 2024; Conte ve
ark., 2024) . Genetik etkenler, hormonal degisiklikler, yas, aile Oykiisii, obezite, hormonal
tedaviler ve radyasyon gibi ¢esitli risk faktorleri, meme kanserini etkileyen Snemli
faktorlerdir (Ozkan, 2019). Meme kanseri, farkli hiicre biiylime hizlar1 ve yayilma
yetenekleri gosteren cesitli alt tiplerden olusan bir hastaliktir. Baz1 meme kanseri hiicreleri
yavag biiyliyebilir ve daha sonra viicudun diger bolgelerine yayilabilirken, digerleri daha
agresif bir sekilde hizla biiyiiyerek ve yayilarak ilerler. Bu ¢esitlilik nedeniyle, kadinlarin
meme kanserinden Sliimii genellikle hastaligin yaygin metastaz yapmasindan kaynaklanir
(Sharma ve ark., 2010). 2022 yilinda meme kanseri, diinya genelinde 670.000 &liimle
sonuglanmis ve 185 iilkenin 157'sinde kadinlar arasinda en sik goriilen kanser tiirii olmustur.
Meme kanserlerinin yaklagik yarisi, yas ve cinsiyet disinda bilinen herhangi bir risk faktorii
bulunmayan kadinlarda goriiliirken, vakalarin %0,5-1"1 erkeklerde ortaya ¢ikmaktadir . Bu
veriler, meme kanserinin tiim iilkelerde yaygin bir halk sagligi sorunu oldugunu

gostermektedir (Jantre ve Mainkar, 2022).

1.2. Meme Kanseri

Meme kanserini sirasi ile akciger, kolon ve prostat kanserleri izlemektedir. Yiiksek
goriinme oraninin yaninda, meme kanserleri 6liim nedenleri agisindan %13,6 ile akciger
kanserinden sonra ikinci sirada yer almaktadir (Lukasiewicz ve ark., 2021).

Meme kanseri histopatolojik durumuna, kaynaklandigi doku tipine ve molekiiler
karakteristik Ozelliklerine gore farkli sekillerde siniflandirilabilir. Meme kanseri meme
bezlerinde, meme kanallarinda, yag dokusunda veya bag dokusunda baslayabilir (Sharma ve
ark., 2010). Meme dokusundaki kanallarin epitel hiicrelerinde (%85) veya lobiillerde (%15)
meydana geldigi bilinmektedir (Ozenver ve ark., 2024).Kanserin kaynaklandig: doku tipine



bakilarak yapilan smiflandirma her ne kadar bilgi verici olsa da ayn1 doku tipinde farkli
karakteristik 6zellikler tastyan kanser tipleri nedeniyle yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle daha
ayrintili  simiflandirma yontemleri kullanilmaktadir. Son yillarda, molekiiler genetik
tekniklerin gelismesi ve kullanimina ulasimin kolaylasmis olmasi nedeni ile meme
kanserleri molekiiler yontemler kullanilarak siniflandirilmaya baglanmistir (Yoneten ve ark.,
2019). Bu smiflandirma calismalari meme kanserinin heterojen formlarda olusabildigini
gostermistir. Meme kanserinin dogru tanis1 ve tedavisi i¢in dogru molekiiler siniflandirma

yapilmasi gereklidir (Bertoli ve ark., 2015).

1.3. Meme Kanserinin Molekiiler Siniflandirilmasi

Meme kanserinin molekiiler siniflandirilmas1 genellikle Ostrojen reseptorii (ER),
Progesteron reseptorii (PR), HER2 (insan Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii 2) ve Ki67
protein seviyelerine bakilarak yapilmaktadir. Bu proteinlerin ifade diizeylerine gére meme
kanseri, Liiminal A, Liminal B HER2 negatif, Liiminal B HER2 pozitif, HER2 pozitif ve
Triple negatif olmak {izere bes farkli alt tipe ayrilir (Russnes ve ark., 2017). Liiminal A’dan
Triple negatif meme kanseri alt tipine dogru gidildik¢e prognoz koétiilesmekte, sag kalim
oranlar1 diismekte ve tedaviye yanit orani azalirken, timor invazyonu, metastatik potansiyel

ve tedavi direnci gibi 6zellikler artis gostermektedir (Anderson, 2021) (Sekil 1.1).

Luminal A ke
ER+ ER=
PR+ ER
HER2- 1;51}(2 :
Kl67 Dﬁ l-ik itokeratin+
3 Normal-like Claudin- Dilsiik

EMT, immiin yamt, kok
hiicreler (SC'ler) etkiler

Luminal B HER2-pozitif
ER+ ER-

PR+ PR-
HER2+/— HER2+

Ki67 yiiksek

Sekil 1.1 Meme Kanserinin Molekiiler Siiflandirilmasi (Russnes ve ark., 2017)

Triple-negatif meme kanserini temsil eden MDA-MB-231 hiicre hatti, M.D.
Anderson Kanser Merkezi'nde gelistirilmis bir modeldir (Sekil 1.2). Bu hiicreler, dstrojen
reseptorli (ER), progesteron reseptorii (PR) ve HER2/neu onkoproteini agisindan negatif

olup agresif bir kanser tiirii olan triple-negatif meme kanserini modellemektedir. MDA-MB-
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231 hiicreleri, 6zellikle metastaz iizerine yapilan caligmalarda kullanilmaktadir ve genetik
olarak heterojen bir popiilasyona sahip olmalari, kolay biiyiime goOstermeleri, genetik
manipiilasyona kolay yanit vermeleri bu hiicre hatt1 ile ¢alisilabilmesi i¢cin uygun bir model
sunmaktadir (Cailleau ve ark.,1978). Bu hiicre hatti, meme kanseri arastirmalarinda
hastaligin agresif ve metastatik 6zelliklerini anlamak i¢in 6nemli bir aragtir (Chavez ve ark.,

2011).

Sekil 1.2 MDA-MB231 Hiicre Hattinin Mikroskop Goriintiisii

1.4. Hiicre Cekirdegi

Hiicre c¢ekirdegi, hiicrenin kontrol merkezi olup karmasik hiicresel olaylarin
diizenlenmesinde kritik bir rol oynar. Cekirdek i¢inde bulunan proteinler, hiicresel siire¢lerin
yonetilmesi, fizyolojk ve gelisimsel olaylarin diizenlenmesi gibi pek ¢ok siireclerde kritik
roller {istlenmektedir (Lammerding,2013).Cekirdek proteinlerinde meydana gelen
degisiklikler, meme kanserinin olusumu ve gelisiminde rol oynayabilmektedir. Hiicre
cekirdegindeki proteinlerin igeriginde ve miktarinda meydana gelebilecek degisiklikler,
kanser hiicrelerinin invaziv ve metastatik Ozellikler kazanmasi, immiin sistemden
kagabilmesi ve kimliginin degisimine neden olabilir (Nanninga, 2014).Meme kanserinde
sik¢a rastlanan genetik mutasyonlar, hiicre biiylime ve boliinmeyi kontrol eden genlerde
anormalliklere neden olabilir. Ayrica, hiicre ¢ekirdeginde bulunan hormon reseptorleri,
ozellikle ostrojen reseptorii (ER) ve progesteron reseptorii (PR), meme kanseri hiicrelerinin
hormonlara verdigi yanit1 etkileyebilir. Bazi durumlarda, hiicre ¢ekirdegindeki HER2
geninin kopya sayisinda goriilen artislar , HER2 pozitif meme kanseri olarak bilinen meme
kanseri alt tipinin ortaya ¢ikmasina ve tlimoriin agresif forma ge¢mesine katkida bulunabilir
(Miziak ve ark., 2023).

Meme kanserinde sikga rastlanan genetik mutasyonlar, hiicre biiyiime ve boliinmesini

kontrol eden genlerdeki anormalliklere sebep olabilir. Ozellikle, BRCA1 ve BRCA2 gibi
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timor baskilayici genlerdeki mutasyonlar, meme kanseri riskini artirabilir. Ayrica, hiicre
¢ekirdeginde yer alan hormon reseptdrleri, 6zellikle dstrojen reseptorii (ER) ve progesteron
reseptorii (PR), meme kanseri hiicrelerinin hormonlara verdigi yanit1 etkileyebilir (Cui ve
ark., 2007). Bu reseptorlerdeki anormallikler, meme kanseri tedavi stratejilerini etkileyen
onemli faktorlerden biridir. Hiicre proteomuna ydnelik yapilan g¢aligmalarda, meme
kanserinin molekiiler diizeydeki karmasikligini anlamamiza yardimci olabilir.  Bu
caligmalar, kanser hiicrelerindeki protein ifadesi profilini ve bu proteinler arasindaki
etkilesimleri inceleyerek, hastaligin temel mekanizmalarini ortaya ¢ikarmayi amaclar. Bu
baglamda, hiicre proteomu analizi, 6zellikle meme kanseri hiicrelerindeki spesifik protein
degisikliklerini ve sinyal yollarimi belirleyerek, potansiyel tedavi hedeflerini tanimlama

konusunda 6nemli bilgiler saglayabilir (Renz, 2020).

1.5. Biyotinilasyon

Biyotin, tiyofen halkasi ile baglanmis bir imidazol grubu ve valerik asit zincirinden
olusan, biyolojik siire¢lerde 6nemli roller listlenen bir molekiildiir. Vitamin H veya B7 olarak
da bilinen biyotin, ozellikle karboksilaz enzimleri i¢in koenzim olarak gorev yapar
(Karachaliou & Livaniou, 2024). Bu enzimler arasinda; yag asit sentezinde dnemli bir rol
oynayan asetil-CoA karboksilaz-1, baz1 yag asitlerinin ve besinlerin yikiminda gorevli
propiyonil-CoA karboksilaz, 16sin metabolizmasinda yer alan 3-metilkrotonil-CoA
karboksilaz ve glikoneogenez siirecinde etkili olan piirivat karboksilaz bulunur (Sakurai-
Yageta & Suzuki, 2024). Biyotin protein ligaz1 (BPL) tarafindan katalize edilen protein
biyotinilasyonu. Biyotin, reaksiyon ara maddesi olan biyotinil-5'-AMP'"yi iiretmek i¢in ATP
ile baglanir. Biyotinil-5'-AMP, biyotinil kismini biyotin kabul eden protein substratinda
bulunan belirli bir lizin kalintisina kovalent olarak baglamak i¢in kullanilir (Hayes ve ark.,
2020) (Sekil 1.3).

Biyotin, koenzim fonksiyonlarinin Gtesinde, histon biyotinilasyonu gibi post-
translasyonel diizenlemelerde de yer alir. Histon biyotinilasyonu, gen ekspresyonu, DNA
tamiri, kromatin diizenlenmesi, mitotik kondensasyon ve hiicresel yasam siiresini etkileyen
kritik siireglerde 6nemlidir. Bunun yani sira, biyotin, asialoglikoprotein reseptor mRNA’s1
gibi baz1 RNA molekiillerinin transkripsiyon sonrasi aktivitelerinin diizenlenmesinde de rol
oynar (Kothapalli ve ark., 2005).

Biyotin, gilinlimiizde molekiiler biyoloji ve saglik sektoriinde genis bir kullanim
alanina sahiptir. sa¢ dokularinin yenilenmesi ve giliclenmesi ile sindirim sisteminin

diizenlenmesine katkilari nedeniyle biyotin, kozmetik ve medikal uygulamalarda sik¢a tercih
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edilmektedir. Molekiiler biyoteknoloji alaninda ise biyotinin farkli bir 6zelligi 6ne ¢ikar:
Avidin, streptavidin ve neutravidin proteinleriyle olusturdugu dogada bilinen en gii¢clii non-
kovalent baglardan biri. Bu 6zellik, biyotini protein izolasyonu, molekiiler isaretleme ve
goriintiileme, immiinohistokimyasal analizler, protein-protein etkilesimlerinin tespiti, DNA
ve RNA izolasyonu, molekiiler etiketleme ve dizi analizleri gibi pek ¢ok arastirma alaninda
vazgecilmez kilmaktadir (Patel ve ark., 2017).

Biyotinin diisiik molekiiler agirlikli yapisi, toksik bir 6zellik tasimamasi, kolayca
elde edilebilir olmasi, hedef molekiillerin yapisini ve aktivitesini bozmamasi ile baglanma
reaksiyonlarmin geri dontigebilirligi, kullaniminda O©nemli avantajlar sunmaktadir.
Molekiillerin ~ biyotinilasyonu genellikle enzimatik veya kimyasal yoOntemlerle
gerceklestirilir. Kimyasal biyotinilasyon, biyotinin sulfo-NHS, TFP ester veya PEG4-alkalin
gibi tlirevleriyle gergeklestirilir. Bu yontemlerde biyotin, genellikle proteinlere uzunlugu
degisken aralayici gruplar yardimiyla konjiige edilir. Bu strateji, esneklik saglamasi ve
baglanma etkinligini artirmasi nedeniyle yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Thermo Fisher

Scientific, 2018).

0 (o]
S—NH 0 = NH o o
HN + HN 11
\/\)J\OH > \/\)J\O/FT\O 0O /=N
s s OH N NH
BPL HO' Y X2
OH N
Biotin Biotinyl-5'-AMP g
+
& o
SRR w
. + Protein
{3 \/\/lLo"T\o/\EO)_N/tN “N{}..-\W&NH
s L N NH; s |
HO = | BPL Protein
OH N
x-N

Biotinyl-5'-AMP

0}
NH 0 0O /=N
HN N NH
O WSS AN A
S H H NN

Sekil 1.3 Biyotinilasyon Reaksiyon Gosterimi (Hayes ve ark., 2020)



1.6. TurbolID Enzimi

Yakinlik etiketleme (proximity labeling) yontemleri, protein-protein etkilesimlerinin
(PPI) analizinde onemli bir yenilik ortaya koymustur. PPI’lerin aydilatilmasi hiicresel
metabolizmalarin ve etkilesimlerin anlagilmasinda kritik rol oynar ve bunlarin tanimlanmasi
protein fonksiyonlarini, biyolojik mekanizmalar1 ve hastaliklar1 anlamamiza yardimer olur
(Sears ve ark., 2019). PPI’lerin analizinde farkli yontemler kullanilsa da son yillarda siklikla
basvurulan ve her gecen giin gelistirilen BiolD (proximity-dependent biotin identification)
yontemi, belirli bir protein etkilesim agindaki aday proteinleri tanimlamak i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir. BioID, Escherichia coli biotin protein ligazi BirA'nin mutasyona ugramis
formunu (R118G) kullanarak, hedef proteine yakin proteinleri biyotinler ve bu proteinler
zenginlestirilerek islenir kiitle spektrometrisi (MS) ile analiz edilerek tanimlanir (Branon ve
ark., 2018). BiolD, tek hiicreli organizmalardan memeli hiicrelerine, bitkilerden farelere
kadar genis canlisistemlerde kullanilabilmektedir ve bir¢ok gelistirilmis versiyonu
mevcuttur (Kim ve ark., 2014) . Bu yontem, biyotin takviyesi diizenlenebilen ve zaman
kontrolii saglayan bir sistemdir. Ayrica hiicresel ve canli sistemler i¢in toksisite olusturmaz
ve in vivo ortamlarda kullanim imkan1 sunar (Roux ve ark., 2012).

BiolD uygulamalarinda ortamdaki biyotin miktari reaksiyon hizin1 dogrudan etkiler.
Ayrica  reaksiyon i¢in ATP ve MgCl2 varligi da gereklidir. Ancak enzimatik
biyotinilasyonun en temel sorunu yavas enzim kinetigidir. Olduk¢a yavas olan enzimatik
reaksiyon i¢in gerekli optimal inkiibasyon siiresi genellikle 15-18 saat arasindadir. Bu
reaksiyonda biyotin, proteine kovalent baglanarak proteine bagli kalir ve biyotinilenen
proteinler, islenerek MS ile izole edilip analiz edilebilir (Cronan, 2005) .

TurbolD, biyotin ligaz tabanli etiketleme yontemlerinin yavas etiketleme kinetiklerini
asmak amaciyla gelistirilmis bir biyotin ligazdir TurbolD, 2018'deki ilk uygulamalarindan
bu yana biiyiik bir 1lgi gérmiistiir. TurbolD, hiicre kiiltiirlerinde yalnizca 10 dakika veya daha
kisa siirede etiketleme yapabilen hizli kinetiklere sahiptir, bu da biyolojik siireclerin daha
kisa siirede incelenmesini miimkiin kilar (Branon ve ark., 2018). TurboID’nin hizli kinetigi,
ozellikle dinamik ve kisa siireli protein etkilesimlerinin incelenmesinde énemli bir avantaj
saglamaktadir. Bu 6zellikler, Drosophila, melanogaster, Caenorhabditis elegans , maya ve
bitkiler gibi daha diisiik sicaklikta biiyiitiillen organizmalarda yakinlik etiketleme
uygulamalarinin yapilmasina olanak tanimaktadir (Sekil 1.4). TurboID’nin bu genis

uygulama yelpazesi, model organizmalar kullanarak yapilan in vivo protein-protein



etkilesim analizlerinde biyotin ligaz temelli yontemlerin etkinligini biiyiik dl¢iide artirmigtir

(Cho, Branon, Udeshi, ve ark., 2020a).
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Sekil 1.4 TurbolID biyotin ligaz enzimi biyotinilasyon reaksiyonu ve kullanildigi 6rnek
organizmalar (Cho, Branon, Udeshi, ve ark., 2020a).

1.7. Split TurbolID Enzimi

Split TurbolD, klasik TurboID teknolojisinin bir tlirevi olup, protein-protein
etkilesimlerini yiiksek spesifik kontrol altinda incelemek i¢in gelistirilmistir. Split
TurboID’de, TurboIlD enzimi iki inaktif pargaya ayrilir ve bu parcalar ayri ayr1 hedef
fragmentler ile birlestirilir (Cho, Branon, Rajeev, ve ark., 2020). Hedef fragmentlerin

etkilesimleri sonucunda bu parcalar yeniden bir araya gelerek TurbolD’nin katalitik



aktivitesini geri kazanir. Bu siire¢, yalnizca etkilesim halinde olan proteinlerin yakin
cevresindeki biyotinilasyonun gerceklesmesini saglar. Boylece, tam uzunluklu TurbolD’ye
kiyasla daha yiiksek bir bolgesel 6zgiilliik elde edilir (Cho, Branon, Udeshi, ve ark., 2020b).

Split TurbolD, klasik BioID veya TurbolD yontemlerine gore bir¢ok avantaj sunmaktadir.
Birincisi, enzimin yeniden aktive olabilmesi i¢in iki parcanin fiziksel etkilesimi
gerektiginden, biyotinilasyon yalnizca hedef proteinlerin etkilesimi oldugu durumlarda
gergeklesir. Rapamisin indiiksiyonuna bagli olarak FKBP (FK506 Binding Protein) ve FRB
(FKBP Rapamycin Binding domain) proteinlerinin etkilesimini temel alir. Bu sistemde, iki
pargal1 biyotin ligaz olan Split TurboID’nin N-terminal ve C-terminal domainleri, sirasiyla
FKBP ve FRB proteinlerine fiizyonlanmigtir. Normal kosullarda inaktif durumda olan bu
domainler, rapamisin varliginda FKBP ve FRB proteinlerinin giicli bir sekilde
baglanmasiyla bir araya gelir ve aktif bir biyotin ligaz olusturur. Aktiflesen Split TurbolD,
yakin cevresindeki proteinlerdeki lizin kalintilarina biyotin ekler ve bu sayede belirli
hiicresel bolgelerde proteinlerin biyotinilasyonu gerceklestirilir.(Cho, Branon, Rajeev, ve
ark., 2020b) .

Split TurboID’nin gelistirilmesi, proteomik teknolojilerde 6nemli bir adim olarak
kabul edilmektedir. Bu sistemin, yiiksek spesifikligi ve kisa biyotinleme siireleri (<1 saat)
ile dnceki split biyotin ligaz sistemlerine kiyasla iistiin performans gosterdigi bildirilmistir.
Sonug olarak, Split TurbolD, yalnizca protein-protein etkilesimlerini incelemekle kalmayip,
ayn1 zamanda organel temas bolgeleri ve spesifik hiicresel siireglerin dinamik analizinde
giiclii bir arag olarak biyolojik aragtirmalarda genis uygulama alanlar1 bulmaktadir (Cho,
Branon, Udeshi, ve ark., 2020a).

Split-TurboID biyotin ligazi, iki ayr inaktif domain (N-terminal ve C-terminal)
formunda tasarlanmis ve belirli uyaranlar ile aktif hale gelen bir enzimdir. Sistem, rapamisin
gibi molekiillerin yardimiyla FKBP ve FRB proteinlerini bir araya getirerek, bu domainlerin
fiziksel olarak birlesmesini ve enzimatik aktivitenin baslamasini saglar (Sekil 1.4) (Yang ve
ark., 2021) .

Bu reaksiyon, yalnizca Split-TurboID domainlerinin birlestigi hedef bolgelerde
spesifik olarak gerceklesir, boylece hiicresel isleyise zarar vermeden belirli proteinlerin
biyotinilasyonu saglanir. Sistemin hizli kinetigi ve diisiik toksisite seviyesi, biyotinilasyon
reaksiyonunun kisa siirede ve yiiksek dogrulukla tamamlanmasina olanak tanir. Split-
TurbolD'nin bu 6zellikleri, nikleer proteomikler ve organel spesifik protein analizleri gibi
calismalarda son derece giiclii ve hassas bir arag¢ olarak kullanilmasini saglar (Cho, Branon,

Rajeev, ve ark., 2020b) .
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Sekil 1.5 Split-TurbolD etiketleme reaksiyonunun gosterimi. N- ve C- terminal domainleri
ayr1 iken inaktif formda olan TurbolD enzimi, rapamisin ile indiiklenen protein etkilesimi
sayesinde aktif forma gecerek biyotinilasyon reaksiyonunun katalizleyebilmektedir(Cho,
Branon, Udeshi, ve ark., 2020b).



2. AMAC

Hiicre organel proteomlarinin detayli incelenmesi, hiicresel sinyal iletim yollarini
belirlemede kritik dneme sahip bir teknolojik ilerlemeyi temsil etmektedir. Okaryotik
hiicrenin  diizenleyici merkezi olan c¢ekirdek, dinamik bir sistemdir ve c¢esitli
makromolekiillerin deposu olarak, hiicrenin kaderini belirleyen sinyalleme siire¢lerini
modiile eder. Cekirdek proteinlerinin toplam hiicresel proteinlerin yaklasik %10-20'sini
olusturmasi, c¢ekirdegin birgok farkli islevde yer aldigini gostermektedir (Narula ve ark.,
2013). Ancak, ¢ekirdek proteinlerinin sentezini, islevini ve faaliyetlerini koordine eden
molekiiler bilesenler ve mekanizmalar hakkinda hald smirli bilgi bulunmaktadir. Bu
calismanin amaci, ¢ekirdek proteomunu daha net tanimlamak icin yeni bir yaklasim
gelistirmektir (Conti ve Alessio, 2015; Narula ve ark., 2013).

Literatiirde, c¢ekirdek proteomu genellikle ticari kitler veya basit fraksiyonlama
teknikleri araciligiyla calisilmaktadir. Ancak, bu metotlarda karsilasilan teknik zorluklar,
ozellikle c¢ekirdek ve sitoplazmik igerigin etkilesimi, proteazlarin neden oldugu
degradasyonlar ve hipotonik veya hipertonik tamponlar ile muamele edilen hiicrelerde
meydana gelen ¢ekirdek zariin bozulmasi gibi sorunlar, ¢ekirdek proteomunu incelemeyi
zorlagtirmaktadir (Aymmugu ve ark., 2020; Lévy, 1988). Bu calismada, c¢ekirdek
proteinlerinin ~ enzimatik biyotinilasyonu ve  zenginlestirilmesi  igin Split TurbolD
biyotin ligaz enzimi kullanilmistir. Yenilikg¢i bir yaklagim olarak, hiicre icinde Split TurbolD
enziminin N terminali tetrasiklin kontrolii altinda ve C terminali siirekli olarak ifade
edilmistir. NLS sinyal dizileri eklenerek, bu proteinlerin ¢ekirdege transferinin saglanmasi
ve FKBP ve FRB proteinleri araciligiyla aktif Split TurboID'nin etkili bir sekilde olusmasi
basarilmistir

Bu calisma, bir meme kanseri hiicre hatti olan MDA-MB-231 ‘de
cekirdek proteomunda meydana gelen degisimleri ve molekiiler mekanizmalar1 daha iyi
anlamak icin yeni bir model ortaya konulmasinivebu alanda literatiire

yeni katkilarin saglanmasini hedeflemistir.
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3. YONTEM

Tablo 3.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Katalog Numaralari

Kullanilan Kimyasal Ajan/Madde

Firma ve Katalog Numarasi

Agaroz Prona katalog numaras1:094502PR
DMEM Besiyeri Gibco katalog numaras1:2436370
Tripsin/EDTA Gibco katalog numaras1:25200056
Blasticin Gibco katalog numaras1:R21001
Zeosin Invitrogen katalog numarasi:R25001
Genetisin Gibco katalog numaras1:10131035
Penisilin Multicell katalog numaras1:450201EL
L-Glutamin Multicell katalog numarasi:609065EL

Tetrasiklin indirgenmis FBS

Takara katalog numaras1:631101

Tetrasiklin Sigma katalog numaras1:T3258-25g
V5 Tag Antikoru Invitrogen katalog numarasi:R960-25
HA Tag Antikoru Invitrogen katalog numaras1:26183

Neon Transfeksiyon Kiti

Invitrogen katalog numarasi::MPP100

Tripan Mavi Boyasi

Sigma katalog numars1:T8154

Rapamasin

Bioshop katalog numaras1:2C76369

Sekonder Anti-mouse:

BioRad katalog numarasi:170-5047

Blotting Grade Blocker BioRad katalog numarasi:1706404
DAPI SantaCruz katalog numarasi:sc-3598
TritonX BioRad katalog numarasi1:1610407
Formaldehit Sigma katalog numarasi:F-8775
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Neutravidin-Texas Red

Thermo Scientific: A2665

PBS

Gibco katalog numarasi:14190-094

Prestained Protein Ladder

Thermo katalog numaras1:26616

Tablo 3.2 Kullanilan Cézeltiler ve Igerigi

KULLANILAN COZELTILER

ICERIGI

10X Yiiriime Tamponu

25Mm Tris-HCI,192mM Glisin, %0.1 SDS

Fiksatif Sollisyonu

%40 Metanol, %10 Asetik asit,%50 Distile Su

Ponceau-S Boyasi

1.5mM Ponceau S, 0.5ml Asetik Asit

10X TBS ¢ozeltisi

25mM Tris-HCI, 150mM NaCl, pH 7.6: TBS-T
Tamponu

Colloidal Commasie Mavisi Boya
Soliisyonu

757mM Amonyum Siilfat,1.45mM Commassie
blue,%20 Metanol,%10 Ortofosforik Asit

RIPA Tamponu 25mM TRris-HCI pH 7.6,150mM NaCI,%1NP-
40,%]1 Sodyum deoxycholate, %0.1 SDS
2D Rehidrasyon Tamponu 8M Ure,50mM DTT,%2 CHAPS, %0.2 Biolyte

3/10 Amfolit, %0.002 Bromofenol mavisi

6x Yiirtime Tamponu

SDS indirgeyici tampon, 62.5mM Tris-HCL, pH
6.8, %20 Gliserol, %2 SDS, %5
Bmerkaptoetanol

Transfer Tamponu

Tris, Glisin, %10 SDS , Metanol

Tablo 3.3 Deneylerde Kullanilan Antikorlar ve Uygulama

Deneylerde Kullanilan Antikorlar

Uygulama

V5 Tag Antikoru IF: 1:100 WB:1.2000
HA Tag Antikoru IF: 1:50 WB:1:1000
Sekonder Anti-mouse (FITC) IF: 1:1000
Neutravidin-Texas Red IF: 1:500

Anti-mouse -Texas Red IF: 1:1000

TetR Monoklonal Antikor WB: 1:1000
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3.1. MDA-MB-231 Hiicrelerinin Kiiltiire Edilmesi

MDA-MB-231 hiicre  hattt  ATCC firmasindan  temin  edilmistir
(https://www.atcc.org/products/htb-26). Laboratuvarimizda, firma tarafindan Onerilen

kosullara uygun olarak ¢ogaltilmis ve gerekli saklama kosullarinda saklanmaistir .
3.2. pcDNAG6/TR Vektor Sistemi

3.2.1. pcDNAG6/TR Vektorii

pcDNAG6/TR vektord, tetrasiklin kontrollii gen ekspresyon sistemlerinde kullanilan
vektordiir. Vektorde yer alan CMV (Cytomegalovirus) promoteri, TetR (tetrasiklin repressor)
proteininin yiiksek seviyede ve stabil sekilde ifadesini saglar. TetR proteini, tetrasiklin veya
tiirevleri (6rn. doksisiklin) olmadiginda TetO (tetrasiklin operatdrii) dizilerine baglanarak
hedef genin ekspresyonunu baskilar. Ayrica vektor, blasticidin direng geni igerir ve bu 6zellik
sayesinde transfekte edilen hiicrelerin blasticin ile seg¢ilmesini saglar. pcDNAG6/TR,
tetrasiklin kontrollii sistemlerde (Tet-On veya Tet-Off) gen ekspresyonunu diizenlemek ve

stabil hiicre hatlar1 olusturmak i¢in yaygin olarak kullanilir.

Sekil 3.1 pcDNA6/TR Vektoriin Sanal Klonlamasi
3.2.2. pcDNA4/TO-FKBP-V5-Split TurboID N Vektorii

Split-TurboID'nin N-terminal parcasinin ekspresyonunu saglamak iizere tasarlanan
pcDNA4/TO-FKBP-V5-Split  TurbolD N  vektdrii, tetrasiklin-indiiklenebilir  gen
ekspresyonunu miimkiin kilan Tet-On sistemine dayanmaktadir. Bu sistem, tetrasiklin veya
onun analogu doksisiklinin varliginda Tet-On transaktivatorii (rtTA) tarafindan Tetracycline
Response Element (TRE) bolgesinden ayrilmasi yoluyla gen ekspresyonunu diizenler. TRE

bolgesi, hedef genin sik1 ve kontrollii bir sekilde ekspresyonunu saglarken, transkripsiyon
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stireci bir CMV promotorii tarafindan baglatilmaktadir (Sekil 3.2).Ayrica, vektdr, hiicrelerin
secimi i¢in 5 pg/mL Zeosin ile kullanilabilen bir zeosin diren¢ genini igermekte olup, bu
Ozellik, yalnizca N-terminal pargasini bagarili bir sekilde ifade eden hiicrelerin segilmesine

olanak tanir.

|,\ bla promoter |

CMV promoter (with TetOs) }

/g TATADbOX )
/ TetR binding sites )

G "«'/0\

A
{pUC origin ] ———~ _
pcDNA4/TO\ -
Splitt =8 \5 T
. 5779 nt T
=
1S —
- Split-TurbolD N Terminal
L stap codon )
L
T, P " [BGHpA)
SV40 pA / N &
2900 " N
/ K | \ 1 origin )
I —— /
Zeo(R) )~ | |
EM7 promoter }-/ - [[5V40 early promoter )

Sekil 3.2 pcDNA4/TO-FKBP-V5-Split TurboID N Terminal-NLS Rekombinant Vektoriin
Sanal Klonlamas1

3.2.3. pcDNA3.1-HA-FRB-Split TurboID C-NLS Vektorii

Split-TurboID enziminin C-terminal parcasim1 ve niikleer lokalizasyon sinyalini
(NLS) kodlayan bu vektor, pcDNA3.1 temelinde tasarlanmistir. CMV promoteri tarafindan
kontrol edilen gen ekspresyonu, bu vektdrde giiclii ve siirekli bir ifade saglar. Vektor ayrica,
hiicrelerin se¢imi igin genetisin direnci saglayan bir gen igermektedir. Genetisin (400

png/mL) kullanilarak C-terminal pargasini ifade eden hiicreler secilmistir (Sekil 3.3)
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(bla promoter |
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pUC origin | —_|.
s MCS
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-Spli sl Split-TurbolD C
%
& X R
g X (Stop KRodon |
SV40 pA )~ \ 2 s . L ~BGH reverse primer
2

N [BGHpA)

3350 s S
- \ \- [f1 origin )

[Neo(R) )~ \
L [SVA40 early promoter )

Sekil 3.3 pcDNA3.1- HA-FRB-Split TurboID C-NLS Rekombinant Vektoriin Sanal
Klonlamasi

3.3. Hiicrelerin Coziilmesi

Hiicrelerin ¢6ziilmesi i¢in s1vi azot tankindan ¢ikarilan vial, 37°C’lik su banyosunda
hiicreler %80 oraninda ¢oziilene kadar bekletilmistir. Coziinme igslemi tamamlanmadan
hemen Once steril kosullar altinda hazirlanmis, tetrasiklin indirgenmis FBS (%20 son
konsantrasyonu olacak sekilde) ve yliksek glukoz (%4.5) igeren DMEM besiyeri ile
stispanse edilmistir. Hiicre slispansiyonu daha sonra oda sicakliginda 1500 xg hizinda 10
dakika boyunca santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 list siv1 dikkatlice uzaklastirilmis ve
olusan hiicre pelleti, %10 Tetrasiklin indirgenmis FBS, 100 pg/ml Penisilin/Streptomisin,
2mM L-Glutamin ve 1 pug/ml Blasticin iceren DMEM besiyeri ile siispanse edilmistir.
Hazirlanan hiicre siispansiyonu, 100mm’lik hiicre kiiltiir kaplarina aktarilmis ve 37°C’de,

nemlendirilmis %5 CO?2 igeren inkiibatorde inkiibasyona birakilmistir

3.4. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Inkiibasyon sirasinda kiiltiir kaplarinda biiyiiyen hiicreler, yaklasik %80 yogunluga
ulastiklarinda, daha genis bir alana ge¢mek iizere pasajlanmistir. Bu islemde, hiicrelerden
once besiyeri uzaklastirilmis ve ardindan hiicreler iki kez PBS soliisyonu ile yikanmustir.
Yiizeye tutunan hiicrelerin ayrilabilmesi icin petri ylizeyine yaklasik 1 ml Tripsin/EDTA
(%0.05) cozeltisi eklenmis ve hiicreler 37°C’de 5 dakika boyunca inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon siiresi sonunda hiicreler 10 ml PBS ile toplanmis ve steril bir 15ml falkon tiipe
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aktarilmigtir. Hiicre siispansiyonu, 1500 xg hizinda oda sicakliginda 10 dakika siireyle
santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi iist siv1 atilmis, hiicre pelleti taze hazirlanmis besiyeri
ile siispanse edilerek yeni petri kiltir kaplarina aktarilmistir. Hiicreler, 37°C’de

nemlendirilmis %5 CO2 ortaminda inkiibe edilmistir

3.5. Hiicrelerin Dondurulmasi

Uygun morfolojiye ve yogunluga sahip hiicrelerin saklanmasi i¢in %20 Tetrasiklin
indirgenmis FBS, %70 hiicrelerin biiyiitiildiigii filtre edilmis besiyeri ve %10 DMSO iceren
bir dondurma besiyeri kullanilmistir. Dondurma islemi dncesinde hiicreler iki kez PBS ile
yikanmuistir. Yiizeye tutunan hiicrelerin ayrilmasi amaciyla %0,05 Tripsin-EDTA ¢ozeltisi ile
37°C’de 5 dakika boyunca islem yapilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda hiicreler 10 ml PBS
ile toplanarak steril 15ml falkon tiipe aktarilmis ve 1500 xg hizinda oda sicakliginda 10
dakika boyunca santrifiij edilmistir. Ust s1v1 uzaklastirildiktan sonra elde edilen hiicre pelleti,
hazirlanan dondurma besiyeri ile siispanse edilerek kriyotiiplere aktarilmistir. Etiketlenen
kriyotiipler, kademeli bir donma siireci i¢in Mr. Frosty dondurma kabina (Thermo scientific,
ABD) yerlestirilmis ve bir gece boyunca -80°C'de dondurulmustur. Ertesi giin, uzun siireli

saklama igin kriyotiipler s1v1 azot tankina transfer edilmistir.

3.6. Hiicre Sayim

Hiicre saymmi, Tripan mavi boyast kullanilarak Thoma sayim lami ile
gerceklestirilmistir. Canli hiicreler, yliksek molekiiler agirliga sahip Tripan mavisini iglerine
almadigindan, boyayi icine alan hiicreler 6l olarak kabul edilmistir. Deneyde oncelikle
hiicreler besiyerinden uzaklastirilmis ve ii¢ kez PBS ile yikanmistir. Ardindan, yiizeye
tutunan hiicrelerin ayrilmasi i¢in yaklagik 1 ml %0.05 Tripsin/EDTA ¢ozeltisi petri yiizeyine
homojenize edilerek eklenmis ve hiicreler 37°C’de 5 dakika inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda hiicreler 10 ml PBS ile toplanarak steril bir Falkon tiipe aktarilmis ve
1500 xg’de oda sicakliginda 10 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi siipernatant
uzaklastirilmig ve hiicreler 2 ml PBS ile ¢oziilmiistiir. Hiicre slispansiyonundan 50 pl'lik bir
kisim pipetle temiz bir mikrosantrifiij tiipline aktarilmis ve iizerine 250 pl Tripan mavi
boyasi eklenerek iyice siispanse edilmistir. Karistmdan 10 pl alinarak Thoma sayim
lamindaki sayim sahasina pipetlenmis ve hiicreler, Olympus CKX41 ters mikroskop

kullanilarak goriintiilenmis, canli hiicrelerin sayimi gergeklestirilmistir.
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3.7. MDA-MB-231 Hiicre Hattinda Oliim Egrisi Deneyi ve Blasticin ile Secilim

Bu calismada, MDA-MB-231 hiicre hattinda blasticin antibiyotigi ile uygun
konsantrasyonun belirlenmesi amaciyla 6liim egrisi deneyi gerceklestirilmistir. Deneyin
amaci, transfekte edilmeyen hiicrelerin tamamen o6ldiiriilmesi i¢in gerekli olan minimum
blasticin konsantrasyonunu bulmak ve bu sayede transfekte edilmis hiicrelerin seciliminde
kullanilacak antibiyotik dozunu belirlemektir.

MDA-MB-231 hiicreleri s1vi azottan ¢oziilerek %10 FBS iceren DMEM ortaminda
birka¢ pasaj boyunca cogaltilmis, saglikli morfolojide ve logaritmik biiylime evresinde
olacak sekilde 37°C ve %5 CO: kosullarinda inkiibe edilmistir. Oliim egrisi deneyi icin her
bir kuyucuga 40.000 hiicre ekilerek 24 kuyucuklu bir plakaya hiicre ekimi yapilmis ve
hiicrelerin yapisarak biiylimesi i¢in 24 saat inkiibe edilmistir. Blasticin antibiyotiginin
sirastyla 0 pg/ul, 1 pg/ul, 3 pg/ul, 5 pg/ul, 7 pg/pl, 10 pg/ul ve 20 npg/ul
konsantrasyonlarinda seri diliisyon yontemiyle hazirlanmis medyumlari kullanilmig, kontrol
grubu icin antibiyotik igermeyen ortam kullamilmistir. Hiicreler 37°C ve %5 CO-
kosullarinda inkiibe edilerek diizenli olarak mikroskop altinda takip edilmis, 7 giin boyunca

her giin izlenmis ve bu siiregte medyum tazelemesi yapilmistir.

3.8. MDA-MB-231 Hiicre Hattinda pcDNA6/TR Plazmidin Transfeksiyonu ve Stabil

Hiicre Hattinin Olusturulmasi

MDA-MB-231 hiicre hattinin pcDNA6/TR plazmidi ile transfeksiyonu, Neon
Transfeksiyon sistemi kullanilarak gerceklestirilmistir. Islem sirasinda, uygun yogunluk ve
morfolojiye sahip hiicrelerden besiyeri uzaklastirildiktan sonra hiicreler ii¢ kez PBS ile
yikanmis ve ylizeye tutunan hiicrelerin kaldirilmasi igin petri yiizeyine yaklasik 1 ml %0.05
Tripsin/EDTA c¢ozeltisi eklenerek hiicreler 37°C’de 5 dakika siireyle inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonun ardindan Tripsin/EDTA aktivitesi, tetrasiklin indirgenmis FBS ile
durdurulmus ve hiicreler sayilarak 1.0 x 10° hiicre/ml yogunluga getirilip steril bir 15 ml
Falkon tiiptine aktarilmistir. Hiicreler 1500 xg’de oda sicaklifinda 5 dakika santrifiij
edildikten sonra iist sivi uzaklastirilmis ve elde edilen hiicre pelleti iki kez PBS ile
yikanmistir. Yikama sonrasi tekrar santrifiij edilen hiicre pelleti, 100 pl Resuspansiyon
Tampon R ile ¢ozlilmiis ve ayn1 anda Neon pipet istasyonundaki Neon tiiptine 3 ml
Elektrolitik Tampon E2 eklenmistir. Steril bir mikrosantrifiij tlipiinde siispanse edilen
hiicrelerin lizerine uygun miktarda (30 ng) rekombinant plazmid DNA eklenmis ve yavasca

pipetaj yapilarak karisim hazirlanmigtir. Bu karisim Neon tip pipete cekilmis ve pipet
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istasyonuna yerlestirilerek MDA-MB-231 hiicreleri i¢in optimize edilmis bir sistemde, 1350
volt ve 15 milisaniyede kaydedilen protokol uygulanarak transfeksiyon gergeklestirilmistir.
Transfekte edilen hiicreler, nceden hazirlanmis, %10 tetrasiklin indirgenmis FBS ve 2 mM
L-Glutamin igeren antibiyotiksiz DMEM besiyeri ortamina aktarilmis ve hiicreler 37°C’deki
nemlendirilmis %5 CO: inkiibatoriinde inkiibe edilmistir. Ertesi giin, besiyeri ortamina 100

pg/ml Penisilin/Streptomisin ve 1 pg/ml Blasticin antibiyotikleri eklenmistir.

3.9. MDA-MB-231 TetR+ Hiicre Hattina pcDNA4/TO-FKBP-V5-Split TurboID N -
NLS Rekombinant Plazmitinin Transfeksiyonu ve Stabil Hiicre Hattinin
Olusturulmasi

pcDNA4/TO-FKBP-V5-Split ~ TurboID  N-NLS  rekombinant  plazmidi,
laboratuvarimizda gelistirilmis ve daha Once bagka bir yiiksek lisans tezi kapsaminda
kullanilmistir (Ulusal Tez Merkezi, 847569 numarali tez ¢alismasi). Bu plazmid, TetR+
MDA-MB-231 hiicre hattinda niikleusa yonlendirilmis Split-TurboID enziminin N-terminal
bolgesinin ekspresyonunu saglamak amaciyla kullanilmistir. Transfeksiyon islemi, Neon
Transfeksiyon sistemi kullanilarak gergeklestirilmistir. Ik olarak, TetR+ MDA-MB-231
hiicreleri, tetrasiklinle indirgenmis fetal inek serumu (FBS) iceren %10 DMEM ortaminda
uygun yogunluga ulasana kadar kiiltiir edilmistir. Daha sonra hiicreler tripsin ile kaldirilmas,
PBS ile yikanmis ve 1.0 x 10° hiicre/ml yogunlugunda resuspend edilerek Tampon R
igerisinde siispanse edilmistir. Hiicre siispansiyonuna 30 pg plazmid eklenmis ve Neon pipeti
kullanilarak 1350 volt, 15 milisaniye parametrelerinde transfeksiyon gergeklestirilmistir.
Transfekte edilen hiicreler, uygun besiyeri ortamina aktarilmis ve 37°C, %5 CO: igeren
inkiibatore yerlestirilmistir.

TetR+ MDA-MB-231 hiicrelerine pCDNA4/TO-FKBP-V5-Split TurboID N-NLS
rekombinant plazmidi transfekte edildikten sonra, rekombinant plazmidi alan hiicrelerin
secilmesi amaciyla kiiltiir ortamina Zeosin (5 pg/pl) eklenmistir. Hiicreler, 37°C’de, %5 CO2
iceren nemli etiivde inkiibe edilmistir. Yaklagik dort hafta siiren seleksiyon siirecinin
ardindan, kiiltiir kabinin ylizeyinde gelisen hiicre klonlari, plastik silindirler kullanilarak 24
kuyucuklu kiiltiir kaplarina aktarilmistir. Hiicreler burada c¢ogaltilmis ve sirasiyla 12
kuyucuklu ve 8 kuyucuklu kiiltiir kaplarma alinmistir. Daha sonra bu kaplarda biiyiiyen
klonlarin protein ifadesi western blot deneyleri ile dogrulandiktan sonra pozitif koloni

secilerek bu koloni uygun sartlar altinda kiiltiir ortamina alinarak biiyiitiiliip cogaltilmistir.
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3.10. MDA-MB-231-TetR+ Split TurboID Hiicre Hattinda Kill Curve Deneyi ve
Genetisin ile Secilim

Split TurboID’nin N-terminal ucunu ifade eden MDA-MB-231-TetR+
pcDNA4/TO-FKBP-V5-Split TurboID-N —NLS hiicre hattinin ayni proteinin C-terminal
ucunu da ifade edebilmesi icin bu hiicrelere C- ucunu eksprese eden plazmitin
transfeksiyonu gerceklestirilmistir.  Split TurboID’nin C-ucunu iizerinde tasiyan plazmit
pcDNA3.1-HA-FRB-Split TurboID C NLS plazmiti olup laboratuarimizda yukarida bahsi
gecen tez kapsaminda gelistirilmistir. Bu plazmit konstraktinda G418 direng geni
bulunmakta olup hiicre se¢ilimi genetisin (G418) antibiyotigi ile gerceklestirilmistir. Bu
nedenle secilimin dogru bir sekilde gergeklestirilebilmesi i¢in uygun genetisin
konsantrasyonunun belirlenmesi gerekmektedir. Bu amagla asagida detaylar1 verilen 6lim
egrisi deneyleri (kill curve) yapilmistir.

Split TurboID’nin N-terminal domainini ifade eden MDA-MB-231-TetR+ hiicreleri,
stv1 azottan alinarak ¢6ziilmiis ve %10 FBS, P/S, glutamin, blasticin ve zeosin igeren DMEM
besi ortaminda 37°C ve %5 CO: kosullarinda ¢ogaltilmis, en az iki pasaj yapilarak besi
ortamima adaptasyonu saglanmstir. Oliim egrisi deneyi i¢in her bir kuyucuga yaklagik
50.000 hiicre ekilecek sekilde 12 kuyucuklu kiiltiir kabina ekilen hiicreler, yapisarak
biiyiimeleri i¢in 24 saat boyunca inkiibe edilmistir. Genetisin (G418) antibiyotigi i¢in
sirastyla 0 pug/ul, 900 pg/ul, 450 pg/ul ve 225 pg/ul konsantrasyonlarinda seri diliisyon
yontemiyle hazirlanan kiiltiir medyumlar1 kullanilmis ve kontrol grubu olarak antibiyotik
icermeyen ortam hazirlanmistir. Hazirlanan genetisin soliisyonlar1 her bir kuyucuga
eklenmis, hiicreler 37°C ve %5 CO: kosullarinda inkiibe edilmis, her giin mikroskop altinda
gozlemlenmis ve her 2-3 giinde bir taze antibiyotik iceren ortamla medyum degistirilmistir.
Deney, 7 giin boyunca siirdiiriilmiis ve bu siire zarfinda hiicrelerin hayatta kalma oranlar

genetisin konsantrasyonlarina bagl olarak mikroskop altinda izlenmistir.

3.11. MDA-MB-231-TetR+ _ pcDNA4/TO-FKBP-V5-Split TurboID-N —-NLS Hiicre
Hattina pCDNA3.1- HA-FRB-Split TurboID C -NLS Rekombinant Plazmitin
Transfeksiyonu ve Stabil Hiicre Hattinin Olusturulmasi

MDA-MB-231-TetR+-SplitTurboID-N hiicrelerine Split-TurboID enziminin C
ucunu ifade edebilmek i¢in Neon Transfeksiyon Kiti ve iireticinin tavsiye ettigi protokol
kullanilarak pcDNA3.1-HA-FRB-Split TurboID-C-NLS rekombinant plazmiti transfekte

edilmistir.
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Transfekte edilen hiicrelerin segilimi i¢in besiyerine, diger bilesenlerin ve
antibiyotiklerin yan1 sira Genetisin (400 pg/ml) antibiyotigi eklenmistir. Hiicreler, 37°C’de
nemlendirilmis %5 CO2 igeren etiivde inkiibasyona birakilmistir. Se¢ilim siirecinde,
hiicreler diizenli olarak PBS ile yikanmis ve besiyeri degisimleri yapilmis, boylece 6li
hiicreler kiiltiir ortamindan uzaklagtirilmistir. Yaklasik 3 haftalik secilim siirecinin sonunda,
kiiltiir kab1 ylizeyinde olugan hiicre klonlar1 plastik silindirler yardimiyla toplanmak istenmis
ancak olusan koloni sayisinin fazlaligi ve tek klon se¢imine izin vermemesi nedeniyle,

monoklonal stabil kolonlar elde edebilmek i¢in Seri Diliisyon Protokolii uygulanmistir

3.11.1. Seri Diliisyon Yontemi Kullanilarak N- ve C-Terminal Domainleri Eksprese

Eden Monoklonal MDA-MB-231 Hiicre Hatt1 Gelistirilmesi

MDA-MB-231 TetR+_ pcDNA4/TO-FKBP-V5-Split TurbolD-N —NLS hiicre
Hattina pCDNA3.1- HA-FRB-Split TurbolID C -NLS Rekombinant Plazmitin
Transfeksiyonu yapildiktan sonra hiicre hattina tek koloni diisiirmek i¢in yapilan seri
diliisyon adimlart hiicre kiiltlirii ortamindaki besiyeri, hiicrelerin temizlenmesi amaciyla
uzaklastirildiktan sonra hiicreler iic kez PBS (Fosfat-Buffered Saline) soliisyonu ile
yikanmistir. Hiicrelerin ylizeyde tutunmasini engellemek i¢in, yaklasik 1 mL Tripsin/EDTA
(%0.05) ¢ozeltisi petri kaplarina homojen bir sekilde eklenmis ve 37°C'de 4 dakika siireyle
inkiibe edilmistir. Belirtilen siirenin sonunda, hiicreler 10 mL PBS soliisyonu ile toplanarak
steril Falcon tiipe aktarilmis ve 1500 xg’de 5 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Santrifiij
sonrasinda elde edilen {ist s1v1 atilmis ve hiicre pelleti 2 mL PBS ile siispanse edilmistir.
Ardindan, hiicre sayimi i¢in Tripan mavi boyasi kullanilarak sayim gergeklestirilmistir.
Baglangicta MDA-MB-231 hiicre hattinin konsantrasyonu 1.250.000 hiicre/mL olarak
belirlenmistir.

Hiicre konsantrasyonunu seyreltmek amaciyla, belirli miktarlarda hiicre
siispansiyonu ve besiyeri kullanilarak seri diliisyon islemi gerceklestirilmistir. i1k olarak, 1.
tiipe 10 pL hiicre siispansiyonu eklenerek iizerine 1240 uL besiyeri eklenmis ve bu islem
sonucunda 1/125 oraninda bir diliisyon elde edilmistir. Bu tiipteki hiicre sayisi 10.000
hiicre/mL’ye diisiiriilmiistiir. ikinci asamada, 1. tiipten 100 uL almarak iizerine 900 uL
besiyeri eklenmis ve 1/10 oraninda bir diliisyon yapilmistir. Boylece bu agsamada hiicre say1s1
1.000 hiicre/mL’ye indirilmistir. Ugiincii tiipte ise, ikinci tiipten 50 pL alinarak iizerine 950
uL besiyeri eklenmis ve 1/20 oraninda seyreltme gergeklestirilmistir; bu islem sonucunda
hiicre sayis1 50 hiicre/mL’ye diismiistiir. Son olarak, dordiincii tiipe {li¢iincii tiipten 100 pL

alinip tlizerine 900 pL besiyeri eklenerek 1/10 oraninda seyreltme yapilmis ve sonucgta 5
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hiicre/mL konsantrasyonuna ulagilmistir. Bu hesaplama sonucunda, 96 kuyulu plakanin bir
kuyusuna yaklasik 5 hiicre yerlestirilecegi ongorilmistiir (Sekil 3.4).Elde edilen bu
diliisyon, bir sonraki deneysel asama i¢in gerekli miktar ayrildiktan sonra, kalan hiicre
siispansiyonu 96 kuyulu petri plakasina eklenmis ve belirtilen kosullarda (37°C, %5 CO)
inkiibasyona alinmistir.

Bu protokol ile her bir kuyucuga tek bir hiicre diigmesi saglanmis ve klonlar 6nce 96
kuyucuklu kiltiir kaplarina, ardindan biiyliyen hiicreler 24 kuyucuklu kiltiir kaplarina,
sonrasinda ise 5 cm’lik kiiltiir kaplarina aktarilmistir. Protein ifadesi dogrulanan
kolonilerden, en yiiksek protein ifadesine sahip olan koloni secilerek bu koloniye MDA-
MB-231-TetR+-Split-TurboID-N-C ad1 verilmistir. Bu klon, Split-TurboID enziminin hem
N hem de C uglarini ifade edebilme kapasitesine sahiptir. Elde edilen koloni ¢ogaltilarak

saklama islemleri yapilmstir.

10 uL MDA-MB-231 100 pL 1. tiipten 50 pL 2. tiipten 100 pL 3. tiipten
hiicre + 1240 pL besiyeri +900 pL besiyeri +950 pL besiyeri +900 pL besiyerl

1125 110 1/20 1/10
Diliisyon Diliisyon Diliisyon Diliisyon

ANA STOK 10,000 Hiicre /mL 1000 Hiicre/mL 50 Hiere/mL 5 Hiicre/mL
1.250.000 Hiicre/mL 1250 pL Hacim 1000 pL Hacim 1000 pL Hacim 1000 pL Hacim

Sekil 3.4 MDA-MB-231 TetR+ pcDNA4/TO-FKBP-V5-Split TurboID-N —NLS hiicre
hattina pCDNA3.1- HA-FRB-Split TurboID C -NLS rekombinant plazmitin transfeksiyonu
yapildiktan sonra hiicre hattina tek koloni diisiirmek i¢in yapilan seri diliisyon adimlari

3.12. Split-TurboID N- ve C- Uclarinin ifadesi

MDA-MB-231-TetR+-Split-TurbolD-N-C hiicre hattinda Split-TurboID N-ucunun
ekspresyonunu indiiklemek i¢in hiicrelerin bulundugu besi yerine final konsantrasyinu 1
pg/ml Tetrasiklin eklenmis ve Tet-ON sistemi aktive edilmistir. Indiikleme isleminden sonra
hiicreler 24 saat boyunca %5 CO2 igceren 37°C'lik nemlendirilmis etiivde inkiibe edilmistir.
Split-TurboID C-ucu ise stirekli olarak eksprese edildiginden, bu proteinin ifadesi i¢in

herhangi bir indiiksiyon yapilmamastir.
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3.13. Protein Oziitlerinin Hazirlanmasi ve Bradford Yontemi ile Konsantrasyonlarinin
Belirlenmesi

Protein oziitleri, asagida belirtilen adimlar izlenerek 2D Rehidrasyon Tamponu
icerisinde hazirlanmis ve protein konsantrasyonlar1 Bradford yontemi ile Ol¢lilmiistiir.
Oncelikle, hiicrelerin bulundugu besi yeri uzaklastirildiktan sonra hiicreler ii¢ kez PBS ile
yikanmis ve yiizeye tutunan hiicrelerin ayrilmasi i¢in 1 ml %0.05 Tripsin/EDTA ¢ozeltisi
petri yiizeyine homojen olarak eklenerek 37°C’de 4 dakika inkiibe edilmistir. inkiibasyon
sonunda hiicreler 10 ml PBS ile toplanarak steril 15 ml Falkon tiipe alinmis ve 1500 xg *de
oda sicakliginda 5 dakika santrifiij edilmistir. Ust s1v1 uzaklastirildiktan sonra, hiicre pelleti
2D Rehidrasyon Tamponu ile siispanse edilmis ve hiicrelerin pargalanmasi i¢in 0.2 mm
paslanmaz ¢elik boncuklar kullanilarak Bullet Blender cihaz1 (NextAdvance, Troy, NY) ile
parcalanmistir. Elde edilen hiicre siispansiyonu, boncuklardan kurtulmak ve protein oziitiinii
elde etmek i¢in 10,000 xg ’de, 4°C’de iki kez 10 dakika santrifiij edilmis; siipernatant kismi

alinarak temiz bir mikrosantrifiij tlipiine aktarilmistir.

3.14. Bradford Yontemi ile Protein Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Elde edilen protein 6ziitlinlin konsantrasyonu, Bradford yontemi ile belirlenmistir.
Bu yontem, proteindeki amino asitler, 6zellikle arjinin ile etkilesime girerek renk degisikligi
olusturur. Bu renk degisikligi, spektofotometrik cihazda 595 nm dalga boyunda o&lgiilerek
protein konsantrasyonunun hesaplanmasini saglar. Protein konsantrasyonlari, sigir serum
albiimini (BSA) ¢ozeltisinin farkli konsantrasyonlarina gore olusturulan standart egri
tizerinden hesaplanmustir.

Bradford Assay boyasi (BioRad), 1:5 oraninda seyreltilip filtre kagidindan
gecirilerek kullanilmistir. Protein ornekleri 1:20 oraninda 2D Rehidrasyon Tamponu ile
seyreltilmis ve tizerine 980 pl Bradford boyasi eklenmistir. Kor soliisyon olarak, protein
igermeyen tampon-boya karisimi kullanilmigtir. Orneklerin absorbansi 595 nm’de Nanodrop
cihazi ile 3 kez ol¢lilmiis ve elde edilen degerler, BSA standart egrisi kullanilarak protein

konsantrasyonlar1 belirlenmistir.

3.15. SDS-PAGE Poliakrilamid Jel Elektroforezi

SDS-PAGE jellerinin hazirlanmasi i¢in kullanilan cam plakalar, %70’lik etil alkol ile
temizlenerek kasetlere yerlestirilmistir. Belirtilen soliisyonlar ve miktarlara gore %12'lik

ayirict jel ve %4'liik istifleme jeli hazirlanmagtir.
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Hazirlanan %12'lik ayiric1 jel, pipet yardimiyla cam plakalar arasindaki 1 mm'lik
bosluktan dikkatlice dokiilmiistiir. Jel yiizeyinin diizglin bir sekilde polimerlesmesi igin
tizerine yaklasik 100 ul izopropanol eklenmis ve jelin tamamen polimerlesmesi beklenmistir.
Polimerlesme tamamlandiktan sonra izopropanol su ile yikanarak uzaklastirilmistir.
Ardindan %4'lik istifleme jeli dokiilmiis ve 1.0 mm'lik kuyucuklu tarak yerlestirilmistir,
boylece jel polimerlesirken kuyucuklar olusmustur.

Tablo 3.4 SDS-PAGE jellerinin hazirlanmasinda kullanilan ¢6zelti ve kimyasallar ve
kullanilan miktarlar.

%12’lik Ayrici Jel Soliisyonu Icerigi ve Miktarlari

1.5M Tris-HCL(pH 8.8) 2.5 ml
%10 SDS 100 pl
Distile Su 3.3 ml
%30 Akrilamid-Bis akrilamid 4ml
%10 APS 100ul
TEMED 5ul
%4’liik istifleme Jel Soliisyonu i¢erigi ve Miktarlari
%30 Akrilamid-Bis akrilamid 670 ul
0.5M Tris-HCL( pH 6.8) 1.25 ml
Distile Su 3ml
%10 SDS 50 pl
%10 APS 50 pl
TEMED 5ul

Hazirlanan jel, elektroforez tankina yerlestirilmistir. Protein 6rneklerinden 20 g
alinip, 6X protein yiikleme tamponu ile mikrosantrifiij tiipiinde karistirilmis ve 95°C’de 5
dakika inkiibe edilerek proteinlerin denatiire edilmesi saglanmistir. Jelin ilk kuyucuguna,
eger amag¢ molekiiler agirlik belirlemek veya protein kalitesini degerlendirmekse, renksiz
(Thermo Fisher) marker protein standartlari;; Western Blot analizi yapilacaksa, 6nceden
renklendirilmis marker (Thermo Fisher) protein standartlar1 yliklenmistir. Analiz edilmesi
planlanan protein 6rnekleri uygun sirayla kuyucuklara yiliklenmistir. Ardindan, elektroforez
tank1 1X Yiriitme tamponu ile doldurulmus ve sistem 180 Volt'ta ¢alistirilarak jel 50 dakika
boyunca yiiriitiilmiistiir. Stire bitiminde, SDS-PAGE jelinin goriintiisiinii almak i¢in jel cam
plakalar arasindan dikkatlice ¢ikarilmis ve en az 1 saat fiksatif soliisyonda calkalayici

tizerinde fikse edilmistir. Fiksasyonun ardindan, jel, Colloidal Coomassie Mavisi boya
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cozeltisinde gece boyunca c¢alkalayici iizerinde bekletilmistir. Protein bantlarinin tamami
goriintiilendiginde, fazla boya distile su ile arindirilmistir. Jelin goriintiisii VersaDoc 4000

MP goriintiileme cihazi ile alinmis ve kaydedilmistir
3.16. Western Blotlama

Split-TurboID N- ve C- fragmentleri MDA-MB-231-TetR+-Split-TurbolD-N-C
hiicre hattinda ifade edildigini dogrulamak i¢in Western Blot analizleri gergeklestirilmistir.
N- fragmentinin ifadesi V5 antikoru kullanilarak, C-fragmentinin ifadesi ise HA antikoru
kullanilarak gosterilmistir. Deneyde kullanilan filtre kagitlari, nitroseliilloz membran ve jel
transfer tamponu ile 1slatilmis, transfer kasetine sirasiyla filtre kagidi, membran, jel ve tekrar
filtre kagid1 yerlestirilip hava kabarciklar1 giderilerek cihazda 25 voltta 30 dakika transfer
gerceklestirilmistir; transferin dogrulugu Ponceau S boyasi ile kontrol edilmistir. Membran,
%S5 siit tozu iceren TBS-T tamponunda 1 saat bloklanmis, ardindan 3 kez 10 dakika TBS-T
ile yikanmis ve birincil antikor (1:5000 diliisyonda) i¢inde hazirlanarak gece boyunca 4°C'de
inkiibe edilmistir. Gece boyu inkiibasyonun ardindan membran tekrar 3 kez 10 dakika TBS-
T tamponunda yikanmis, uygun diliisyondaki ikincil antikorla 1 saat oda sicakliginda inkiibe
edilmis ve bu islem sonrasi da 3 kez 10 dakika yikanmistir. Protein bantlarinin
goriintiilenmesi i¢in membran, BioRad ECL soliisyonu ile muamele edilerek X-ray filminde

goriintii alinmustr.

3.17. immiinfloresan Mikroskopi Yéntemi ile Split-TurboID N- ve C- uclarinin MDA-
MB-231-TetR+-Split-TurboID-N-C  Hiicre Hattinda  Lokalizasyonlarinin
Dogrulanmasi

Split-TurboID N- ve C- uglarinin MDA-MB-231-TetR+-Split-TurbolD-N-C hiicre
hattinda ifadeleri ve lokalizasyonlarinin dogrulanmasi i¢in Western Blotlama deneylerine ek
olarak immiinfloresan deneyleri gergeklestirilmistir. N- ucunun c¢ekirdekteki ifadesi ve
lokalizasyonu i¢in V5 etiketine karsi, C- ucunun ise c¢ekirdekteki ifadesi ve lokalizasyonu

icin HA etiketine kars1 gelistirilmis monoklonal antikorlar kullaniimistur.

3.17.1. immiinfloresan Deneyi Protokolii

Hiicrelerin biiylime sirasinda yerlestirildigi petri kabindaki coverslipler steril
cimbizla alinarak 3 kez PBS soliisyonu ile yikanmistir. Hiicrelerin coverslip {izerine
fiksasyonu icin %4 Formaldehit ile 20 dakika inkiibe edilmis, ardindan 3 kez 5 dakika
siireyle PBS ile yikanarak fiksatifin sonlandirilmasi amaciyla hiicreler 50 mM Amonyum
Klorid ile 5 dakika muamele edilmistir. Bu islemi takiben hiicreler 3 kez 5 dakika stireyle
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PBS ile tekrar yikanmis, permeabilizasyon i¢in %0.5 Triton X-100 uygulanarak 2 dakika
inkiibe edilmistir. Permeabilizasyon sonrasi hiicreler 3 kez 5 dakika silireyle PBS ile
yikanarak primer antikor uygulamasina gecilmistir. Hedef proteinlerin lokalizasyonunu
belirlemek amaciyla Anti-V5 etiket antikoru 1:100, Anti-HA etiket antikoru ise 1:50
dilisyonda uygulanmis ve 1 saat inkiibasyon sonrasi hiicreler 3 kez 5 dakika PBS ile
yikanmistir. Ikincil antikor olarak Anti-Mouse Texas Red 1:500 diliisyonda kullanilmis ve
45 dakika karanlikta inkiibe edilmistir; ardindan hiicreler 3 kez 5 dakika PBS ile yikanmistir.
Cekirdeklerin goriintiillenmesi igin DAPI boyas1 (1:10000) kullanilarak 10 dakika karanlikta
inkiibe edilen hiicreler, PBS ve ultrasaf su ile temizlenmis ve Prolong Diamond Antifade
Mountant soliisyonu kullanilarak lam ve coverslip arasinda kapatilmistir. Hazirlanan

hiicrelerin goriintiileri Olympus CKX41 tersine mikroskop kullanilarak alinmigtr.

3.18. In vitro Biyotinilasyon ve Split TurboID Aktivitesinin Gosterilmesi

MDA-MB-231-TetR+-Split-TurboID-N-C hiicre hattinda c¢ekirdek proteinlerinin
biyotinilasyonunu gergeklestirmek amaciyla asagidaki biyotinilasyon reaksiyonlari

kurulmustur.

Tablo 3.5 Biyotinilasyon Reaksiyon Besiyerine Eklenen Komponentler

GRUPLAR Besiyerine Eklenen Komponentler

Biyotinilasyon grubu e Tetrasiklin (0.1mg/ml)
e Biyotin (0.5 mM) ve MgCI2 (5§ mM) ve ATP (3 mM)
e Rapamisin (100uM)

Negatif kontrol e Biyotin (0.5 mM) ve MgCI2 (5 mM) ATP (3mM)
Rapamasin(100uM)

Bu calismada, biyotinilasyon reaksiyonu deney ve negatif kontrol gruplar i¢in farkl
bilesenler kullanilarak gerceklestirilmistir. Negatif kontrol grubunda biyotin (0.5 mM), ATP
(3 mM) ve rapamisin (100 uM) eklenirken, biyotinilasyon grubuna biyotin (0.5 mM), MgCl.
(5 mM), ATP (3 mM), rapamisin (100 pM) ve Tetrasiklin (0.1 mg/mL) eklenmistir. Her iki
grupta biyotinilasyon Oncesi N Split Turboid ekspresyonunun saglanmasi i¢in 24 saat
onceden tetrasiklin ile indiiklenmistir. Hiicreler 37°C ve %5 CO: kosullar altinda etiivde
bekletilmistir . Bu siirenin sonunda ortamdaki besiyeri ¢ekilerek ortam PBS ile yikanmistir.

Sonrasinda Tablo (3.5) da belirten kosullardaki besiyerleri ile 2 saat inkiibasyona
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birakilmistir. Bu siire boyunca biyotinilasyonun gerceklesmesi beklenmistir. 2 saat
biyotinilasyon siiresli sonrasi hiicreler ii¢ kez PBS ile yikanmis, ardindan %0.05’lik
Tripsin/EDTA ¢ozeltisi kullanilarak yiizeyden ayrilmis ve PBS ile nétralize edilmistir. Elde
edilen hiicre siispansiyonu steril 15 mL Falkon tiiplere toplanmis ve 1500 xg ’de oda
sicakliginda 5 dakika santrifiij edilerek hiicre pelletleri izole edilmistir. Bu yontem,
biyotinilasyon reaksiyonunun etkinligini degerlendirmek ve deney grubu ile negatif kontrol

grubu arasindaki farkliliklar1 analiz etmek amaciyla uygulanmistir.

3.19. Protein Oziitlerinin Hazirlanmasi

Reaksiyon sonrasi elde edilen hiicre pelletleri, 300 uL. RIPA tamponu ile siispanse
edilmistir. Hiicre siispansiyonlari, safe-lock mikrosantrifiij tiiplerine aktarilmis (Eppendorf,
ABD) ve tlizerine 0.2 mm paslanmaz ¢elik boncuklar eklenerek Bullet Blender cihazi
(NextAdvance, Troy, NY) ile par¢alanmistir. Boncuklarin uzaklastirilmasi ve protein
oziitlerinin elde edilmesi i¢in, lizatlar 10.000 xg hizda, 4°C’de 2 kez 10 dakika santrifiij
edilmistir. Elde edilen siipernatant, temiz tiiplere aktarilmistir. Protein 0ziitiiniin
konsantrasyonu Bradford yontemi ile dlgiilmiis ve protein kalitesi SDS-PAGE analizi ile

kontrol edilmistir.

3.20. immiinfloresan Mikroskopi ile Biyotinli Proteinlerin Cekirdekte Lokalize
Oldugunun Gosterilmesi

Split-TurboID tarafindan MDA-MB-231-TetR+-Split-TurbolD-N-C hiicrelerinde
biyotinilenen proteinlerin ¢ekirdekte lokalize olduklarini gostermek amaciyla biyotinilasyon
grubu ve negatif kontrol hiicrelerinde asagidaki immiinfloresan mikroskopi deneyleri
gerceklestirilmistir. Coversliplerin hazirlanmasi ve hiicre fiksasyonu i¢in steril cimbizla petri
kabr yiizeyine yerlestirilen coverslipler, 3 kez PBS ile yikandiktan sonra %4 formaldehit ile
20 dakika inkiibe edilmistir. Bu islemden sonra hiicreler, 3 kez 5 dakika siireyle PBS ile
yikanmuistir. Fiksatifin etkisini sonlandirmak amaciyla hiicreler 50 mM Amonyum Klorid ile
5 dakika inkiibe edilip, ardindan yine 3 kez 5 dakika siireyle PBS ile yikanmustir.
Permeabilizasyon asamasinda, %0.5 Triton X-100 ile 2 dakika islem yapilmis ve sonrasinda
3 kez 5 dakika PBS ile yikama yapilmistir. Biyotinli proteinlerin lokalizasyonunu gérmek
icin 1:1000 oraninda diliie edilmis Neutravidin ile 1 saat inkiibe edilip, 3 kez 5 dakika PBS
ile yitkama yapilmistir. Cekirdeklerin goriintiilenebilmesi i¢in DAPI (1:10.000) ile 10 dakika
karanlikta inkiibe edilmistir. Son olarak, coverslipler PBS ile yikanmis, ultra saf su ile

temizlenmis ve Prolong Diamond Antifade Mountant soliisyonu ile lam ve coverslip
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arasinda kapatilmistir. Hiicrelerin goriintiilemesi Olympus CKX41 ters mikroskopu ile

yapilmustir.
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4. BULGULAR

4.1. MDA-MB-231-TetR+ Hiicre Hattinin Olusturulmasi

Bu calismada, MDA-MB-231 hiicre hatt1 s1iv1 azot ortamindan ¢ikarilarak ¢oziilmiis
ve birka¢ pasaj boyunca ilerletilmistir. Morfolojik olarak iyi durumda oldugu gozlemlenen
hiicreler, Tripan mavisi ile boyanip Thoma lamu ile sayilarak, transfeksiyon i¢in yeterli hiicre
sayistna  ulasildigr  tespit  edilmistir  (Sekil  4.1).  Transfeksiyon  islemi
hazirlanan pcDNAG6/TR plazmiti, Neon Transfeksiyon sistemi ile MDA-MB-231
hiicrelerine aktarilmistir. Blasticin (50 pg/ul) kullanilarak, daha 6nce yapilmis olan 6liim
egrisi deney sonuglarina gore uygun antibiyotik konsantrasyonu belirlenmis ve MDA-MB-
231 hiicre hattinda TetR+ pozitif koloni se¢imi yapilmistir. Western blotlama teknigi
kullanilarak TetR monoklonal antikor ile gergeklestirilen analiz sonucunda 9 ve 10 numaralt

kolonilerde pozitiflik tespit edilmistir. Onuncu koloni dogrulanmis ve ¢alisma bu hiicre hatti

ile devam ettirilmistir (Sekil 4.2).

Sekil 4.1 MDA-MB-231-TetR+ stabil hiicre hatt1 olusurken hiicrenin a. 3. Glinde meydana
gelen kolonilesme ; b. 10. Giin kolonilesme; ¢. 17. Giinde inverted mikroskop ile alinan
goriintiiler. Koloni olusum siireci takip edilmektedir.
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Sekil 4.2 MDA-MB-23-TetR+ Transfeksiyon ve Secilim Sonrasi Olusan Kolonilerin
Western Blot yontemi Kullanilarak Jel Siralamasi: Protein marker, Negatif Kontrol, 1-
Koloni, 2- Koloni 4-koloni, 6-koloni,7-koloni, 8-Koloni, 9-koloni, 10-koloni Taranmasi.
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4.2. Blasticin ile Se¢ilim

MDA-MB-231 hiicre hattina pcDNA6/TR plazmiti transfekte edildikten sonra,
plazmiti almayan hiicrelerin tamamen ortadan kaldirilmasi i¢in 50 pg/mL blasticin igceren
kiltir ortam1 kullanilmistir. Transfeksiyon sonrasi hiicreler 48 saat boyunca toparlanmasi
icin inkiibe edildikten sonra, blasticin uygulamasina baslanmistir. Sec¢ilim siireci boyunca,
her 2-3 giinde bir hiicrelerin medyumu taze blasticin iceren besi yeri ile degistirilmistir.
Secilim sonucunda, sadece plazmidi basariyla almis olan ve blasticin direncine sahip
hiicreler hayatta kalmis, geri kalan hiicreler ise tamamen 6lmiistiir.

Blasticin konsantrasyonuna bagli olarak hiicrelerin hayatta kalma oranlar1 ve
morfolojik degisiklikleri gozlemlenmistir. Deney siiresi boyunca, diigiik blasticin
konsantrasyonlarinda (3 pg/pl ve 5 pg/ul) hiicrelerin bir kismi1 hayatta kalirken, daha yiiksek
konsantrasyonlarda (7 pg/ul ve tizeri) hiicre 6liimlerinin belirgin sekilde arttig1 goriilmiistiir.
20 pg/ul ve tlizeri blasticin konsantrasyonlarinda ise hiicrelerin tamaminin 61diigii tespit
edilmistir.

Deney sonuglarina goére, MDA-MB-231 hiicre hattt i¢in optimum blasticin
konsantrasyonu 1 pg/ul olarak belirlenmistir. Bu konsantrasyonda, hiicrelerin tamaminin
oldiigii gozlemlenmistir. Bu nedenle, hiicre transfeksiyonlar1 sonrasi yapilacak secilim

islemlerinde 1 pg/pl blasticin kullanilmasi uygun bulunmustur (Sekil 4.3).

Sekil 4.3 MDA-MB-231-TetR+ Hiicre Hattinin Oliim Egrisi Deneyi Sonucunda Blasticin
Antibiyotik Dozunun Belirlenmesi

4.3. MDA-MB-231-TetR+ Hiicre Hattinin Transfeksiyonu ve Indiiksiyonu

Olusturulan MDA-MB-231 TetR+ hiicre hattinin biiylimesi goézlemlendikten
sonra, pcDNA4/TO-FKBP-V5-Split  TurboID N-NLS rekombinant plazmiti, Neon

Transfeksiyon sistemi araciligiyla bu hiicre hattina transfekte edilmistir. Zeosin (50 pg/ul)
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kullanilarak secilimi yapilan hiicreler arasindan tek koloni se¢imi yapilarak stabil hiicre
hatlar1 elde edilmistir. Biiyiitiilen koloniler, tetrasiklin ile indiiklenmis ve indiiksiyondan 24
saat sonra protein ekstraktlar1 elde edilmistir. Esit konsantrasyonlardaki 6rnekler, anti-V5
etiket antikoru kullanilarak Western blotlama ile analiz edilmistir. Bu analizler sonucunda
secilen kolonilerin tamaminda Split TurboID-N fiizyon proteininin (26.5 kDa) indiiksiyon
sonrast ifadesi dogrulanmistir. Dogrulanan koloniler arasindan Koloni 4 ile ¢alismaya devam

edilmesine karar verilmistir (Sekil 4.4).

NK 1K 2K 3K 4K 5 6K 7K 8K 9K

~55
~35 \ Split-TurbolD-N
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~15

Sekil 4.4 MDA-MB-231-TetR+Split-TurboID-N Hiicre Hattinin Western Blot Analizi Jel
Siralamasi: Protein marker, Negatif Kontrol, 1-Koloni, 2- Koloni, 3-Koloni, 4-Koloni, 5-
Koloni, 6-Koloni, 7-Koloni, 8-Koloni, 9-Koloni tetrasiklin ile indiiklenmistir .Pozitif Koloni
Dogrulanmasi Saglanmigtir.

4.4. Genetisin ile Secilim

MDA-MB-231-TetR+ Split TurboID hiicre hattina pcDNA3.1-HA-FRB-Split
TurboID C-NLS plazmiti transfekte edildikten sonra, transfekte edilmeyen hiicrelerin
eliminasyonu i¢in 900 pg/ul konsantrasyonunda genetisin uygulanmistir. Transfeksiyondan
48 saat sonra hiicreler, 900 pg/pl genetisin igeren medyumda kiiltiire alinmig ve her 2-3
giinde bir taze genetisin iceren medyumla degistirilmistir. Se¢ilim siireci yaklasik 7-10 giin
boyunca devam etmis ve sadece plazmiti basariyla almis olan genetisin direngli hiicreler
hayatta kalmistir.

Bu deney sonucunda, MDA-MB-231-TetR+ Split TurboID hiicre hatt1 icin 900 pg/pl
genetisin konsantrasyonu, transfekte edilmemis hiicrelerin tamamen ortadan kaldirilmasinda

etkili bulunmustur (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5 MDA-MB-231-TetR+N Split TurboID Hiicre Hattina pcDNA3.1-HA-FRB-Split
TurboID-C-NLS Transfeksiyonu Sonucunda Geniticin ile Oliim Egrisi Protokolii
Uygulanarak Antibiyotik Dogru Doz Miktar1 Belirleme

Bu hiicreler ¢cogaltilmis ve uygun kosullarda saklanmistir. Koloni 4 hiicrelerine, Neon
Transfeksiyon sistemi ile pcDNA3.1-HA-FRB-Split TurboID C-NLS plazmiti transfekte
edilmis ve hiicreler Genetisin (400 pg/ml) kullanilarak secilime tabi tutulmustur. Genetisin
secilim yapilabilmesi i¢in 6nce MDA-MB-231-TetR+Split-TurboID-N Split hiicre hattina
secilim yapilabilmesi i¢in uygun doz miktar1 i¢in 6liim egrisi (kill curve) deneyi yapilmis ve
uygun doz miktar1 belirlenmistir. Secilim sonrasi elde edilen hiicreler seri diliisyon
yontemiyle tek koloni olarak izole edilerek stabil hiicre hatlari olusturulmustur.

Bu hiicre hatlarinda, tetrasiklin kontroliinde ifade edilen Split TurboID-N-NLS ve
stirekli olarak ifade edilen Split TurboID C-NLS fiizyon proteinlerinin varligini dogrulamak
amactyla Western blotlama analizleri yapilmustir. Ik olarak, tetrasiklin ile indiiklenen
hiicrelerden elde edilen protein ekstraktlar1 %12'lik SDS-PAGE jelinde yiiriitiilerek protein
profilleri analiz edilmistir.

NK IK 2K 3K 4K

Split-TurbolD-C Fragmenti
N (44 kDa)

PR N | S—

Sekil 4.6 MDA-MB-231-TetR+ Split TurbolD - pcDNA3.1-HA-FRB-Split TurboID C-NLS
protein ifadelerinin Western Blot goriintiisii. Jel Siralamasi: Protein marker, Negatif Kontrol,
1-koloni , 2-Koloni ,3-koloni,4-koloni Pozitif Koloni Dogrulanmasi
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4.5. Split Turbo-ID Cekirdek Lokalizasyonu

MDA-MB-231 TetR+ hiicre hattinda N- ve C- split TurbolD proteinlerinin ¢ekirdek
lokalizasyonunu gostermek amaciyla immiin floresan mikroskopi yontemi kullanilmistir.
Hiicreler oncelikle uygun kiiltiir ortaminda biiyiitiilmiis ve %70-80 hiicre yogunluguna
ulagildiginda deneysel islemler metot kisminda belirtildigi gibi gergeklestirilmistir. V5 ve
HA etiketlerine 6zgii birincil antikorlar kullanilarak, N- ve C- terminal Split TurboID
pargalarinin taninmasi saglanmis ve ardindan TexasRed ve FITC floresanla etiketlenmis
sekonder antikorlar ile proteinler goriintiilenmistir (Sekil 4.7). Cekirdek yapisini belirlemek
i¢in hiicrelerin ¢ekirdekleri DAPI boyasi ile boyanmis ve bu boya floresan mikroskobunda
mavi renkte gozlemlenmistir. Floresan mikroskop goriintiilemeleri sonucunda, N- ve C- Split
TurboID proteinlerinin belirgin sekilde c¢ekirdekte lokalize oldugu tespit edilmistir. Bu
bulgular, s6z konusu proteinlerin ¢ekirdek ici biyolojik siireglerde yer aldigin1 géstermekte
ve bu proteinlerin islevlerini ¢ekirdek icinde yerine getirdigine dair onemli kanitlar
sunmaktadir. Ayrica, bu gozlemler, hiicre i¢i lokalizasyonun, 6zellikle niikleer proteinlerin
hiicresel mekanizmalardaki roliinii anlamada kritik bir adim oldugunu ortaya koymustur

Biyotinilasyon aktivitesinin degerlendirilmesi amaciyla, MDA-MB-231 TetR+ N-C
Split TurboID stabil hiicre hattinda tetrasiklin varlig1 (+) ve yoklugunda (-) biyotinilasyon
stiregleri incelenmistir. Tetrasiklin yoklugunda biyotinilasyon aktivitesine rastlanmazken,
tetrasiklin varliginda V5-FITC (yesil) ve NeutrAvidin-TexasRED (kirmizi) sinyalleri
cekirdekte Ortiismektedir. Bu bulgular, biyotinilasyonun cekirdek bolgesine 6zgii olarak
gerceklestigini ve bu siiregte Split TurboID sisteminin etkin bir sekilde calistigini
dogrulamaktadir (Sekil 4.8).

DAPI V5 - FITC HA-TexasRED Birlestirilmis

Tetrasiklin (-)
N-Split Turbo

C-Split Turbo

Tetrasiklin (+)

Sekil 4.7 MDA-MB-231-TetR+-N-C-Split-TurboID  stabil hiicre hattinda, Split
TurbolD sisteminin ¢ekirdek lokalizasyonu tetrasiklin Varligi (+) ve Yoklugu (-)
kosullarinda degerlendirilmesi. Tetrasiklin yoklugunda V5-FITC (N-terminal) ve HA-
TexasRED (C-terminal) sinyalleri gozlenmezken, tetrasiklin varliginda her iki sinyalin
cekirdekte lokalize oldugu ve Ortiistigli  goriilmektedir. Bu  bulgular, Split
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TurbolD sisteminin  Tetrasiklin-indiiklenebilir bir sekilde aktive olarak c¢ekirdege
yonlendirildigini ve c¢ekirdek spesifik biyotinilasyon i¢in etkin bir ara¢ oldugunu
gostermektedir.

Neutroavidin
DAPI V5 - FITC -TexasRED Birlestirilmis

Tetrasiklin (-)

- ---

Sekil 4.8 MDA-MB-231 TetR+ N-C Split TurboID stabil hiicre hattinda biyotinilasyon
aktivitesinin belirlenmesi tetrasiklin varligi (+) ve yoklugunda (-) incelenmistir. Tetrasiklin
yoklugunda biyotinilasyon aktivitesi gozlenmezken, tetrasiklin varliginda V5-FITC (yesil)
ve NeutrAvidin-TexasRED (kirmizi) sinyalleri ¢ekirdekte oOrtiigmektedir, biyotinilasyon
aktivitesi ¢ekirdege 0zgiin olarak gerceklestigi dogrulanmstir.
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5. TARTISMA

Tez calisgmamizda, niikleer proteomik arastirmalarinda sik¢a kullanilan geleneksel
yontemlerin sinirlamalarint agsmak amactyla Split TurboID biyotin ligaz sistemine dayali
yenilik¢i bir metodoloji denenerek yeni hiicre hatt1 olusturulmustur. Literatiirde yaygin
olarak  uygulanan ¢ekirdek  izolasyonu temelli  teknikler, niikleer  proteinlerin
saflagtirllmasinda degerli sonuglar saglamakla birlikte, bir dizi 6nemli sinirlamaya sahiptir
(Cho, Branon, Rajeev, ve ark., 2020a). Bu yontemler, ¢ekirdek membraninin fiziksel olarak
par¢alanmasin1 gerektirdiginden, hiicre i¢i biitiinliigli bozmakta ve bazi protein-protein
etkilesimlerinin kaybma neden olmaktadir. Buna ek olarak, izolasyon sirasinda
olusabilecek kontaminasyon, niikleer proteom analizlerinin dogrulugunu ve giivenilirligini
diisiirmektedir (Stewart ve ark., 2018) .

Bu calismada, geleneksel izolasyon yontemlerinin aksine in vivo ortamda hiicre
cekirdegine 6zgili proteinlerin hedeflenmesi ve biyotinilasyon yoluyla zenginlestirilmesi
saglanmistir (Chattopadhaya ve ark., 2006) . Bu siiregte, hiicre i¢i homeostazi bozmayan ve
toksik etkisi bulunmayan TurbolD biyotin ligaz enziminin parcali versiyonu olan Split
TurboID kullanilmigtir. TurboID, hizli katalitik aktivitesi ve disiik sicakliklarda bile
caligabilme ozelligi ile literatiirde biyotin ligaz tabanli yontemler arasinda 6ne ¢ikan bir
enzimdir (Cho, Branon, Rajeev, ve ark., 2020b) . Split versiyonunda, enzim iki ayr1 pargaya
boliinerek hedef proteinlerin biyotinilasyonu {iizerinde daha kontrollii bir sistem
olusturulmustur. Calismamizda bu iki parca, MDA-MB-231 TetR+ hiicre hattinda ifade
edilmistir; N-terminal tetrasiklin kontrollii olarak indiiklenirken, C-terminal parca siirekli
olarak ifade edilmektedir (Zhao ve ark., 2021) .

Split-TurbolD  sisteminde  biyotinilasyon  reaksiyonunun zamansal  olarak
tetiklenebilmesi, calismamizda 6nemli bir avantaj saglamistir. Bu mekanizmanin temelinde,
Rapamisin’in aracilik ettigi FKBP (FK506 Binding Protein) ve FRB (FKBP Rapamycin-
Binding Domain) proteinlerinin etkilesimi yer almaktadir (Guo ve ark., 2023) . Rapamisin,
bu iki proteini yiiksek afinite ile birbirine baglayan bir kiiclik molekiil olarak gorev
yapmaktadir. Split-TurbolD sisteminin tasarimi geregi, biyotin ligaz enzimi iki ayr1 inaktif
par¢aya (N-terminal ve C-terminal) boliinmiis durumdadir. Bu pargalar ayr1 ayri ifade
edildiginde biyolojik olarak inaktif kalmakta ve biyotinilasyon reaksiyonu baglamamaktadir.

Ancak, Rapamisin’in eklenmesiyle FKBP ve FRB etkilesimi tetiklenir ve iki parganin
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mekansal olarak bir araya gelerek aktif bir biyotin ligaz enzimi olusturmasi saglanir (Yang
ve ark., 2021) . Deneysel olarak, hiicre hattinin olusturulmasinin ardindan yapilan Western
Blot analizleriyle biyotinilasyon profilleri incelenmistir. Pozitif ¢ikan koloniler iizerinden
yapilan analizler, Split TurbolD sisteminin c¢alistigini ve biyotinilasyonun basariyla
gerceklestigini  gostermektedir. Daha ileri analizlerde immunofloresan (IF) deneyleri
gerceklestirilmis, biyotinilasyon reaksiyonunun lokalizasyonu belirlenmigtir.  IF
goriintiilemelerinde biyotinilasyonun ozellikle ¢ekirdek bolgesinde
yogunlastig1 gozlemlenmistir. Bu bulgu, Split TurbolID sisteminin ¢ekirdege 6zgii proteinleri
yiiksek dogrulukla hedefleyebildigini ve biyotinilasyon siirecinin basartyla yuriitildiigiinii
kanitlamaktadir. Bu ayn1 zamanda, sistemin niikleer proteinlerin yerlesim ve lokalizasyon
analizlerinde etkin bir sekilde kullanilabilecegini de gostermektedir (Kerbler ve ark., 2021) .

Bu metodolojinin geleneksel yontemlere kiyasla sagladigi en 6nemli avantajlardan
biri, ¢ekirdek izolasyonuna gerek kalmaksizin hedef proteinlerin analiz edilebilmesidir.
Geleneksel ¢ekirdek izolasyonu yoOntemleri zaman alici, maliyetli ve teknik agidan
karmagiktir. Ayrica, mekanik veya kimyasal izolasyon sirasinda cekirdek proteinlerinin
yapisal biitlinliigii bozulabilir ve hedef proteinlerin kaybi1 s6z konusu olabilir (Andersen ve
ark., 2005) . Calismamizda gelistirilen Split TurboID y&ntemi sayesinde bu sinirlamalarin
tistesinden gelinmistir. Hiicre igerisinde c¢ekirdek lokalizasyonunda biyotinilasyon
gerceklestirilmesi, niikleer proteom analizlerinde hem dogrulugu arttirmakta hem de
deneysel siireclerin hizlanmasina olanak tanimaktadir.

Bununla birlikte, bu yoOntemin hiicre i¢i toksisite olusturmamasi 6nemli bir
avantajdir. ~ Ornegin, peroksidaz ~ temelli ~ yakinlik  etiketleme  ydntemlerinde
kullanilan H20- gibi reaktiflerin hiicre iizerinde toksik etkisi bulunmaktadir (Roux ve ark.,
2012). TurboID ve Split TurboID sistemlerinde ise biyotin ve ATP gibi dogal metabolitler
kullanildig1 i¢in hiicresel toksisite olusmamaktadir. Bu durum, Split TurboID sistemini canli
hiicrelerde uzun siireli deneyler i¢in ideal hale getirmektedir. Ayrica, biyotinilasyon
reaksiyonunun kisa siirede tamamlanabilmesi, dinamik protein-protein etkilesimlerinin
zamansal ¢oziintirliikle analiz edilmesini miimkiin kilmaktadir (Branon ve ark., 2018).

Calismamizda kullanilan MDA-MB-231 TetR+ hiicre hatti, bu yontemin kanser
hiicre hatlar1 gibi kompleks hiicresel ortamlarda da etkin bir sekilde uygulanabilecegini
gostermektedir. ~ MDA-MB-231  hiicreleri,  ozellikle icli  negatif  meme
kanseri modellemesinde sik¢a kullanilan bir hiicre hatt1 olup, niikleer proteinlerin dinamik

analizleri acgisindan 6nemli bir model sistem sunmaktadir. Bu baglamda, Split TurbolD
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yontemi, kanser arastirmalarinda niikleer proteinlerin islevsel analizine yonelik yeni bir arag
olarak degerlendirilebilir (Qin ve ark., 2021).

Calismamizda Split TurbolD sisteminin niikleer proteom analizlerinde geleneksel
yontemlere giiclii bir alternatif sundugu gosterilmisti. Bu yontemin en Onemli
avantajlarindan  biri, hiicre i¢i  biitiinligli bozmadan proteinlerin  biyotinilasyonunu
gerceklestirmesidir. Geleneksel c¢ekirdek izolasyonu yontemleri, zaman alici olmalarinin
yani sira protein-protein etkilesimlerinin kaybolmasina neden olabilirken, Split-TurbolD
yontemi bu sinirlamay1 agmaktadir (Sunna ve ark., 2022).

Ayrica, biyotinilasyon reaksiyonunun zamansal olarak tetiklenebilir olmasi, dinamik
protein etkilesimlerinin incelenmesinde dnemli bir avantaj sunmaktadir. Bununla birlikte,
Split-TurboID yonteminin bazi sinirlamalari da bulunmaktadir. Ornegin, biyotinilasyonun
ozgilligl, enzimin aktivasyon mekanizmasinin etkinligi ile dogrudan iliskilidir ve bu siire¢
farkli hiicre hatlarinda optimize edilmelidir (Samavarchi-Tehrani ve ark., 2020).
Calismamizda elde edilen sonuglar, yontemin basarili bir sekilde ¢alistigini gostermektedir;
ancak niikleer proteinlerin fonksiyonel analizlerinin gerceklestirilmesi, yontemin daha ileri
uygulamalari i¢in 6nemlidir.

Gelecekte Split-TurboID sisteminin farkli kanser hiicre hatlarinda ve model
organizmalarda uygulanarak, niikleer proteomun daha kapsamli analizleri yapilabilir.
Ozellikle dinamik ve gegici protein-protein etkilesimlerinin incelenmesinde Split-TurboID
sistemi, Onemli bir ara¢ olarak kullanilabilir. Ayrica, yontemin LC-MS/MS gibi ileri
proteomik analizlerle desteklenmesi, biyotinilasyon profillerinin daha detayli bir sekilde

incelenmesini saglayacaktir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Bu tez ¢alismasi ile niikleer proteom analizlerinde kullanilabilecek 6zgiin ve yliksek
verimlilik sagladigi bulunan yeni bir yontem kullanilarak yeni bir model hiicre hatti
olusturulmasi hedeflenmistir. burada yapilmak istenen calismada hiicre yeni yontemin
kullanilarak olusturulan ¢ekirdege hedeflenmis hiicre hattinin olugsmasini saglamaktir.

Bu dogrultuda kullanilan Split TurboID biyotin ligaz enzimi ile gerceklestirilen
biyotinilasyon reaksiyonu ile niikleer proteinlerin etiketlenmesi (IF) immiin floresan
gorilintiilerinin  alinmas1 ile c¢ekirdege hedeflenmesinin gosterilmesi daha Onceden
gelistirilmis bu yontem ile Ilk olarak, farkli hiicre hatlarma kolayca uyarlanabilir olmasi
sayesinde genis bir uygulama alan1 sunmaktadir. Ayrica, ¢ok sayida niikleer proteinin
tanimlanmasina imkan tamiyarak, proteom analizlerinin yiiksek  verimlilikle
gerceklestirilmesine olanak saglar. Bu sayede, niikleer proteinlerin kapsamli bir sekilde
zenginlestirilmesi ve analiz edilmesi miimkiin olur.

Bu yaklasim, organel proteomik c¢alismalarinda yeni bir ¢i1gir agarak diger organel
proteom c¢aligmalarina da kolayca adapte edilebilir. Yontemin, hiicre metabolizmasinda
bilinen bir bozulmaya yol agmamasi ve toksik etkilerden armmis olmasi, uygulama
kolayligin1 ve giivenilirligini artirmaktadir. Bu 6zellikler, yontemin sadece niikleer proteom
caligmalarinda degil, ayn1 zamanda diger organel proteom caligmalarinda da rahatlikla
kullanilabilecegini gostermektedir. Genis kapsamli niikleer protein tanimlama kapasitesiyle,
hiicrenin mikro ¢evresini daha derinlemesine incelemeyi ve hiicresel isleyisi daha iyi
anlamayr miimkiin kilmaktadir. Ayrica, karsilastirmali niikleer proteom analizlerinde
kullanilarak, farkli hiicre hatlarinin isleyisi hakkinda daha kapsamli ve anlamli yorumlar

yapilabilmesine olanak tanimaktadir
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