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OZET

Boliinmiis-TurbolD Biyotinilasyon Enzim Teknolojisi Kullanarak Cekirdek
Proteinlerinin Secici Biyotinilasyonu I¢in Fiizyon Proteinlerin Niikleusa

Yonlendirilmesi ve Dogrulanmasi

Cekirdek hiicrenin merkezinde bulunan, genetik bilgiyi saklayan, koruyan, kullanan ve bu
yolla birgok hiicresel olayr yoneten bir organeldir. Hiicre igerisinde ug¢ birlestirme,
transkripsiyon, replikasyon ve DNA onarimi gibi bir¢ok fizyolojik olaymn gerceklestigi
oldukga 6nemli bir organeldir. Hiicre i¢i organellerde bulunan proteinler, organellerin hiicre
i¢i gorevlerini ve iliskilerini dikte eden 6gelerdir. Organel proteom ¢aligmalar ilgi duyulan
organelin klasik hiicre biyolojisi teknikleri kullanilarak izolasyonu ve izole edilen
organelden hazirlanan zenginlestirilmis protein Oziitlerinin tanimlanmast prensibine
dayanmaktadir. Literatiirde cekirdek proteomu caligmalar1 i¢in kullanilan ticari kitler
araciligr ile basit fraksiyonlama teknikleri ya da densite gradyan santrifligasyonu
yaklagimlart kullanilmaktadir. Ancak bu tiir yaklagimlarda bazi eksiklikler bulunmaktadir.
Bu eksiklikler arasinda (1) sitoplazmik protein kontaminasyonlar1 (2) sitoplazmik proteaz
kaynakl1 protein degredasyonu gibi sorunlar sdylenebilir. Yapilan bu ¢aligmada ise belirtilen
eksikliklerin giderilmesi ve ¢ekirdek proteomunun daha net calisilabilmesi i¢in farkli bir

yaklasim kullanilmastir.

Bu yaklasimda; ¢ekirdek izolasyonuna gerek kalmadan cekirdek proteinlerinin enzimatik
biyotinilasyon araciligt ile biyotinile edilip zenginlestirilerek tanimlanmasi
gerceklestirilmistir. Enzimatik biyotinilasyon amacl kullanilacak enzim modifiye edilmis
TurbolD enzimi olup, Split TurboID (Bdliinmiis TurbolD) olarak bilinmektedir. Split
TurbolD, ayr1 ayr1 iken inaktif olan 8kDa’lik N-terminal domaini ve 27kDa’lik C-terminal
domaininden olugsmaktadir. Biyotin ligaz enzimine ait bu iki domain bir araya geldiginde
aktif enzim hale gecerek ortamda biyotin ve ATP varliginda yakinsal etiketleme ile
proteinleri lizin aminoasitlerine baglanarak biyotinile etmektedir. Enzime ait iki domainin
etkilesimi ve aktif forma ge¢cmesi i¢in Rapamisin varliginda etkilesim saglayan FKBP ve
FRB proteinleri kullanilarak fiizyon protein tasarim1 yapilmistir. Hiicre igerisinde kontrollii
biyotinilasyonun saglanmasi i¢in Split TurboID-N terminalini iceren flizyon protein

PcDNA4/TO plazmiti igerisine klonlanmistir. Bu sayede kiiltiir ortaminda tetrasiklin
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varliginda Split TurbolD-N fiizyon protein ekspresyonu kontrollii bir sekilde
gerceklestirilmistir. Enzimin C terminalini igeren fiizyon protein ise pcDNA3.1 plazmitine
klonlanarak, hiicre igerisinde stirekli protein ekspresyonunun gerceklesmesi saglanmustir.
Stabil HEK293T TetR+_Split TurbolD —-N-C hiicrelerinde besi yeri ortamima, N
terminalinin ekspresyonu i¢in tetrasiklin, reaksiyon substrati olarak biyotin ve etkilesimi
saglamasi i¢in rapamisin kompotentlerinin eklenmesi ile eksprese edilen fiizyon proteinler
cekirdege yonlenerek biyotinilasyon reaksiyonunu gerceklestirmislerdir. Bu sayede niikleer
proteinler biyotinile edilmis ve Streptavidin kapli boncuklar kullanilarak zenginlestirilmistir.

Zenginlestirilen proteinler triptik kesim sonrasi LC/MS-MS analizleri ile tanimlanmigtir.

Yapilan ¢alismanin sonucunda 361 protein tanimlanmis, bu proteinlerden 302 adetinin
¢ekirdek proteomu igerisinde bulundugu yapilan GO (Gene Ontology) analizi ile tespit
edilmistir. Elde edilen sonuca goére gelistirilen bu yaklasimin ¢ekirdek proteom

calismalarinda yaklasik %83.6 oraninda verimlilikle ¢alistig1 gosterilmistir.

Tez calismasi kapsaminda gelistirilen bu yeni ve 0zgiin yaklasimda niikleer proteinlerin
tanimlanmast icin biyotin 1ile etiketlenmesi ve streptavidin kapli boncuklar ile
zenginlestirilmesi basarili bir sekilde gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglar yapilan bu
calismada uygulanilan yaklasimin ¢ekirdek proteomu calismalarinda yiiksek verimlilikle

kullanilabilecegini gdstermistir.

Anahtar kelimeler: Biyotinilasyon, c¢ekirdek proteomu, Bolinmiis TurbolD biyotin ligaz

enzimi
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ABSTRACT

Directing and Validation of Fusion Proteins Into The Nucleus For Selective
Biotinylation of Nuclear Proteins via Adaptation of Split-TurbolD Biotinylation

Enzyme Techonology

The nucleus is an organelle located at the center of the cell, which stores, preserves and uses
genetic information and in this way manages many cellular events. It is a very important
organelle in the cell where many physiological events such as splicing, transcription,
replication and DNA repair take place. The proteins found in intracellular organelles are the
elements that dictate the intracellular functions and relationships of the organelles. Organelle
proteome studies are based on the isolation of the organelle of interest using classical cell
biology techniques and the identification of enriched protein extracts prepared from the
isolated organelle. In the literature, simple fractionation techniques or density gradient
centrifugation approaches are used through commercial kits used for nuclear proteome
studies. However, there are some shortcomings in these approaches such as Among these
shortcomings, problems such as (1) cytoplasmic protein contaminations and (2) cytoplasmic
protease-induced protein degradation can be mentioned. In this study, a different approach
was used to eliminate the mentioned deficiencies and to study the nuclear proteome more

clearly.

In this approach; the nuclear proteins were identified by biotinylated using by enzymatic
biotinylation and enriched without the need for organelle isolation. Split TurbolD consists
of an 8kDa N-terminal domain and a 27kDa C terminal domain, which are inactive
separately. When these two domains of the biotin ligase enzyme come together, they become
an active enzyme and biotinylate proteins by proximal labeling in the presence of biotin and
ATP. FKBP and FRB proteins, which interact in the presence of rapamycin, have been used
to design a fusion protein for the interaction of the Split TurbolD N- and C- terminal
domains. The fusion protein containing the Split TurbolD-N terminus was cloned into
pcDNA4/TO plasmid to ensure controlled biotinylation in the cell.In this way, Split
TurbolD-N fusion protein expression was carried out in a controlled manner in the presence
of tetracycline in the culture medium. The fusion protein containing the C-terminus of the

enzyme was cloned into the pcDNAS3.1 plasmid, resulting in continuous protein expression
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in the cell. In stable HEK293T TetR+_Split TurbolD —N-C cells, the fusion proteins
expressed by adding tetracycline for the expression of the N-terminus, biotin as the reaction
substrate and rapamycin comppotents to provide the interaction, were directed to the nucleus
and carried out the biotinylation reaction. In this way, nuclear proteins were biotinylated and
enriched using Streptavidin coated beads. The enriched proteins were identified by LC/MS-

MS analyzes after tryptic digestion.

As a result of the study, 361 proteins were identified, and it was determined by GO (Gene
Ontology) analysis that 302 of these proteins were in the nuclear proteome. This approach,
which was developed according to the results obtained, has been shown to work with an
efficiency of approximately 83.6% in nuclear proteome studies.

In this new and unique approach developed within the scope of the thesis study, biotin
labeling and enrichment with streptavidin-coated beads were successfully performed for the
identification of nuclear proteins. The results obtained showed that the approach applied in
this study can be used with high efficiency in nuclear proteome studies.

Keywords: Biotinylation, nuclear proteome, Split TurbolD biotin ligase enzyme
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1. GIRIS

1.1. Niikleus (Cekirdek)

Niikleus (¢ekirdek), okaryotik hiicrelerde bulunan bir hiicre organeli olup, O6karyotik
hiicrelerin prokaryotlardan ayirimin saglanmasindaki en belirgin farklardandir. igerisinde
tagidig1 kromozomlar sayesinde hem genetik bilginin deposu hem de kontrol merkezidir.
DNA replikasyonu, transkripsiyonu, RNA islenmesi asamalar1 ¢ekirdek igerisinde
gerceklesmektedir (Lammerding, 2011; The Cell, Bolim 8).

Niikleus; niikleus zarfi, kromatin, niikleous ve niikleoplazma kisimlarindan olugmaktadir

(Sekil 1.1).

nuclear
envelope

nucleolus
nuclear

nucleoplasm

chromatin

Sekil 1.1.Hiicre ¢ekirdegi ve kisimlari

Niikleus zarfi, sitoplazma ile ¢ekirdek igerigini ayrilmasimi saglamaktadir. Ayrica gen
ifadesinin Okaryotlara 6zgii mekanizmalarla diizenlenmesine izin vermektedir. Cift katlh
fosfolipidlerden olusarak niikleoplazma ve sitoplazma arasinda bariyer gorevi goriir. I¢ ve
dis ¢ekirdek zarlari, sitoplazma ve niikleoplazma arasindaki iletisimi saglayan niikleer porlar
sayesinde birlesmektedir. Bu porlar sitoplazma ve niikleus arasinda protein ve RNA gelis
gidisini secici olarak kontrol etmektedir. I¢ zar yapisminda ¢ekirdege yapisal destek
saglayan ve kromatin tutunma bolgeleri olusturan niikleer lamina bulunmaktadir (The Cell,
Boliim 8). Mitoz sirasinda niikleus zarfi yikimi gergeklesir ve niikleer lamina dagilir. Bu

dagilimda Lamin A ve Lamin C proteinleri niikleus zarfinda ayrilarak sitoplazmada serbest



dimerler olarak bulunurken, Lamin B proteini kii¢ciik membran vezikiillerine bagli halde
kalmaktadir (Dittmer ve ark.,2011; The Cell, Boliim 8).

Kromatin, kromozomlar1 olusturan DNA ve protein kompleksidir. Hiicrede gerceklesen
DNA transkripsiyonu, replikasyonu, onarimi veya rekombinasyonu siireglerinde kromatin
yapisinda bazi degisiklikler meydana getirerek DN A nin erisilebilir olmasini saglamaktadir

(Quina ve ark., 2006; Morales ve ark., 2001).

Niikleolus (¢ekirdekgik), en biiyiik niikleer organel olup ribozom alt birim biyogenezinin
birincil bolgesidir. Ribozomal RNA’larin sentezlendigi, islendigi ve ribozomlarin olustugu
kisimdir. Ayrica hiicre dongiislinlin isleyisi, mitozun diizenlenmesi, stres tepkisi ve ¢oklu

riboniikleoproteinlerin biyogenezi siireclerinde rol almaktadir (Dubois ve Boisvert, 2016).

Niikleoplazma, hiicre cekirdegini olusturan bir tiir protoplazmadir ve genetik materyali
iceren hiicredeki merkezi alandir. Yapilan arastirmalarda DNA replikasyonunda ve
transkripsiyonunda rol oynayan proteinlerin biiyiik olasilikla niikleoplazmanin ¢evresinde

bulundugu gosterilmistir (Nanninga, 2014).
1.1. Organel Proteomlarim Calismanin Onemi

Hiicre ici organellerde bulunan proteinler, organellerin gorevleri ve igleyisleri hakkinda bilgi
vermektedir. Bunun yani sira organel proteinleri hiicresel olaylar ve yapilar ile olan iligkiler
hakkinda da bilgi saglamaktadir. Bagka bir ifade ile organel proteinleri, organellerin hiicre
i¢ci gorevlerini ve iliskilerini dikte eden Ogelerdir. Tiim doku ve hiicre proteomlar: ile
karsilagtirildiginda organel proteomlar: daha az karmagsik olup anlagilmalari nispeten daha
kolaydir. Organel proteomlarinin daha iyi anlasilmasi hiicrelerin ve icerisinde bulunduklari

mikrodiinyanin da daha iyi anlagilmasina neden olmaktadir (Yates ve ark.,2005).
1.2. Niikleer Proteomun Calsilmasinin Onemi

Cekirdek hiicrenin merkezinde bulunan, genetik bilgiyi barindiran veDNA replikasyonu,
transkripsiyonu, RNA islenmesinde rol alirlar. Ayrica karmasik hiicresel olaylarin
diizenlenmesinde gorev alirlar (Lammerding, 2011; The Cell, Boliim 8). Hiicre ¢ekirdeginde
bulunan proteinlere niikleer protein adi verilmektedir. Bu proteinler karmasik diizenleyici
aglar halinde etkileserek hiicresel gelisim ve fizyolojik siirecler sirasinda gorev almaktadir

(Narula ve ark., 2013).



Toplam hiicre proteomunun %34 iinii olusturdugu diisiiniilen ¢ekirdek proteomunda tahmini
6753 adet protein oldugu disliniilmektedir (The Human Protein Atlas,

https://www.proteinatlas.org/humanproteome/subcellular/nucleoplasm). Bu  proteinler

arasinda sadece 2811 tanesi i¢in deneysel veri sunulmus diger proteinler ise ¢ogunlukla
genom ¢alismalari {izerinden tahmin edilerek (GenOntology ¢alismalari) ¢ekirdege lokalize
olduklart gosterilmistir. Bu baglamda yapilan ¢alismalarda, ¢ekirdek proteinlerinin 4542
tanesinin ¢oklu lokalizasyona sahip oldugu ve cekirdek ile birlikte diger organellerde de

goriildiigli tahmin edilmektedir. Dagilim Sekil 1.2°de gosterilmistir.

Sekil 1.2.Birden fazla lokalizasyona sahip niikleer proteinlerin etkilesimli ag ¢izimi (The
Human Protein Atlas,

https://www.proteinatlas.org/humanproteome/subcellular/nucleoplasm)

Niikleer proteinlerin cesitli hiicre tiplerinde tanimlanmasi; gen ekspresyonunun ve
fonksiyonunun diizenlenmesi hakkinda bilgi vermektedir (Narula ve ark., 2013). Istenilen
hiicrelerde ¢ekirdek proteomunun tanimlanmasi, hiicre farklilasma mekanizmalarinin

anlagilmasini kolaylastiracagi icin kanser hiicresi olusumu gibi sikintilarin tedavisinde de


https://www.proteinatlas.org/humanproteome/subcellular/nucleoplasm
https://www.proteinatlas.org/humanproteome/subcellular/nucleoplasm

bilgi saglamaktadir. Bu bilgiler dogrultusunda c¢ekirdek proteomu ¢aligmasinin

organizmanin mevcut durumunu anlamada biiyiik 6neme sahip oldugu anlagilmaktadir.
1.3. Niikleer Proteom Cahsmalarinda Kullanilan Deneysel Yaklasimlar

Hiicre ici spesifik kompartmanlarin ve organellerin izolasyonu amagcli gelistirilmis ¢ok
sayida zenginlestirme protokolil vardir. Bu protokoller genellikle alt-fraksiyonlama tabanli
yaklagimlar1 kullanmaktadirlar (Jung ve ark., 2003). Bu protokollerin ilk adiminda hiicreler
genellikle mekanik, enzimatik ya da kimyasal tamponlar araciligi ile parcalanirlar. Hiicre
lizatlar1 hazirlanirken ama¢ hem organel igerigini bozmamak hem de yiiksek miktarda
protein geri kazanimini saglamaktir. Bu nedenle ¢cogu protokolde hidrofobik proteinlerin
¢Oziiniirliglini artirabilmek i¢in degisik deterjanlar kullanilmaktadir. Bir sonraki asamada
organellerin birbirlerinden ve sitoplazmik proteinlerden ayristirilmast hedeflenir ve bu
amagla santrifligasyon uygulanir. Santrifiigasyon, diferansiyel santrifiigasyon seklinde
gerceklestirilebilecegi gibi densite gradyan santrifiigasyonu seklinde de gergeklestirilebilir
(Dreger, 2003).

Hiicrelerden ¢ekirdek izolasyonunun yapilabilmesi i¢in kullanilan en popiiler metot Blobel
ve Potter tarafindan 1966 yilinda gelistirilmistir (Blobel ve ark.,1966). Bu metotta ¢ekirdek
yliksek sedimentasyon hiz1 kullanilarak diger komponentlerden ayristirilmaktadir.
Literatiirde var olan bu ve benzer metotlarda ¢ekirdek izolasyonunu kisitlayan bazi teknik
zorluklar vardir. Ornegin, hipotonik ¢dzeltilerde hiicreler bekletilirken bekleme siiresinin
uzunlugu, mekanik hiicre lizizinde sicaklik kontroliiniin zorlugu ve hiicre lizatinin ne kadar
yikanmasi ve temizlenmesi gerektigi gibi sorunlarla karsilasilabilmektedir. Yiiksek derecede
hipotonik tamponlar ile muamele edilen hiicreler ¢ekirdek zarinin yikilmasina neden
olabilecegi gibi hipertonik tamponlar da ¢ekirdegin burusmasina ve izole edilen ¢ekirdek
hacminin, integritesinin ve protein iceriginin degismesine neden olmaktadir. Mekanik
parcalama metotlar1 kullanildiginda ise ortam sicakliginin kontrol edilebilmesi adina
cekirdek, sitoplazmik igerik ile daha uzun siire temas halinde tutulmakta ve sitoplazmada
bulunan proteazlar, proteaz inhibitorleri varliginda dahi kismi degredasyona neden
olmaktadir (Hoffmann ve ark., 1978; Rickwood ve ark.,1997). Temiz ve saf niikleer protein
ekstraklarinin hazirlanabilmesi i¢in yapilan tekrarli yikamalar ise, tamponlarin igerigindeki
deterjanlar nedeni ile ¢ekirdek zarinda sizintilara yol agabilmekte ve ¢ekirdek proteomunun
degismesine neden olmaktadir (Graham ve ark., 2002). Cekirdek proteomu calisilmasinda

yeni metotlarin gelistirilmesi ve bu gibi problemlerin Oniine gegilebilmesi hiicrenin
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icerisinde bulundugu durumu anlayabilme ve mevcut duruma hakim olabilme imkamn

taniyacaktir.
14. Biyotin Yapisi ve Hiicre I¢i Gorevleri

Biyotin tiim canli organizmalarda bulunan bazi karboksilaz enzimleri i¢in kofaktér gorevi
goren ve Vitamin B7, Vitamin H veya Koenzim R olarak da tanimlanan bir molekiildiir.
Biyotin yapisinda imidazol grubu ve valerik asit zinciri bulundurur ve bunlar birbirlerine
tetrahidrotiyofen halkasi ile baghdirlar. Biyotinin kKimyasal yapis1 Sekil 1.3’de verilmistir
(Fairhead ve Howarth, 2015; National Center for Biotechnology Information,

2023https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Biotin.).

Sekil 1.3.Biyotinin kimyasal yapis: (National Center for Biotechnology Information, 2023)

Biyotinin sentezlenme amaci, onun bazi enzimlere ilistirilmesi ve bu yolla bu enzimlerin
bikarbonattaki CO2’yu organik asitlere metabolit olusturmak tizere transferini saglamasidir.
Bunlar sitoplazmada bulunan ve yag asit sentezinde gorev alan asetil CoA karboksilaz
enzimi; mitokondiride yer alan ve 10sin metabolizmasinda katalizleme gorevi olan [-
Metilkrotonil-CoA karboksilaz, yag asitlerinin metabolizmasinda rol alan propriyonil-CoA
karboksilaz ve glukoneogenezde yer alan piruvat karboksilaz olarak tanimlanan enzimlerdir.
(Kohanski, 2013; Zemplein ve ark., 2016). Ozetle belirtmek gerekirse, hiicrede fizyolojik
sartlar altinda biyotin kofaktor olarak kullanmaktadir.

Ayrica biyotin histon proteinlerine de baglanarak kromatin biyolojisindeki islevleri ortaya
koymakta da yardimci olmaktadir. insan histonlarinda 11 histon bélgesi tanimlanmistir.
Bunlar; Histon H2A’da K13, K125, K127 ve K129; Histon H3’te K4, K9, K18 ve belki K23;
Histon H4’te K8 ve K12 bolgeleridir. Ornegin Histon H4’te K12 bdlgesinin biyotinilasyonu
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gen baskilanmasinda, DNA onariminda, heterokromatin yapilarinda rol oynarak genomik
stabiliteyi destekledigi kanitlanmigtir. Histonlarin biyotinilasyonu geri doniistimlii bir
degisimdir. Bu gorevlerinin yaninda biyotin, cGMP, NF-kf3, Sp1 ve Sp3 ve reseptor tirozin
kinazlar olarak tanimlanan sinyal molekiillerinin aracilig ile gen ekspresyonu iizerinde de
rol oynamaktadir. Ayrica HepG2 hepatokarsinom hiicrelerinde asialoglikoprotein
reseptoriiniin ve sigan hepatositlerinde propiyonil-CoA karboksilazin ekspresyonu biyotine
bagli oldugu oldugu kanitlanarak biyotinin transkripsiyon sonrasi seviyede gen

ekspresyonunu etkiledigi gosterilmistir (Zemplein ve ark., 2016).
1.5. Biyotin Ligaz Enzimi ve Biyotinilasyon Reaksiyonu

Biyotinilasyon reaksiyonunun ger¢eklesmesinde biyotin ligaz enzimleri gorev almaktadir.
Dogada organizmalarda biyotinilasyonu saglayabilen, biyotini kofaktor olarak kullanabilen
protein sayisinin azlhigindan dolay1 biyotin protein ligazlarin katalizledigi reaksiyonlar
oldukea yiiksek Ozgiinliigii sahip bir reaksiyon olup, evrim siiresince korunmustur. E.coli
K12 susuna ait olan BirA enzimi en iyi bilinen biyotin ligaz proteinidir (Smith ve Cronan,

1999).

BirA enzim yapisinda N terminal domain, merkezi katalitik domain ve C terminal domaini
bulunan 35.5 kDa biiytiikliige sahip bir proteindir. BirA enzimi biotinasyon islemi siiresinde
tic farkli konformasyona girebilmektedir. Bunlar; bos oldugu konformasyon, biotini
bagladigi konformasyon ve biyotintATP’yi bagl tuttugu konformasyondur. Yapilan
calismalarda BirA enziminin 6nce biyotini bagladigi, sonra ATP ile etkileserek biyotinidil-
AMP adi verilen bir ara tirlinii olusturdugu gosterilmistir. Biyotinil-AMP kararsiz bir karisik
anhibrit molekiil olmasina ragmen enzime bagh kaldig: siirece hidrolize ugramaz. Bu ara
tiriine, biyotinile olacak bir protein yaklastiginda proteine ait biyotin alici domaini {izerinde
bulunan lizin amino asidine ait epsilon-amino grubu, biyotin ile amid bagi olusturarak,
AMP’nin enzimin aktif bélgesinden ayrilmasini saglar (Ingaramo veBeckett, 2011;Hayes ve

ark., 2020). Biyotinilasyon reaksiyonu gosterimi Sekil 1.4’de verilmistir.
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Sekil 1.4.Biyotinilasyon reaksiyonu gosterimi (Hayes ve ark., 2020)

BirA sahip oldugu ozgiillik nedeni ile E.coli igerisindeki sadece tek bir proteinin
biyotinilasyona ugramasini saglayabilmektedir. Bu 6zgiilliigii ortadan kaldirmak ve proteini
daha genis spektrumda biyotinile edebilen bir protein haline sokabilmek i¢in yonlendirilmis
evrim ¢aligmalar1 yapilmig ve genis bir substrat spektrumu olan biotin ligaz enzimleri
tretilmistir. Bu c¢alismalarda BirA enziminin 6zgiil olarak tek bir proteini degil yakinina
yaklasan tiim proteinleri biyotinlenmesi amaci ile enzimin 118. Pozisyonundaki arjinin
amino asidinin glisine doniistiiriilmesi ile BirA* (promiscuous biotin ligase) enzimi
gelistirilmistir(Kyle ve ark., 2012). BirA* enziminin ise Biyotinilasyon reaksiyonunda katalitik
hizimin disiikligiinii iyilestirebilmek i¢in yonlendirilmis evrim ile Miniturbo ve TurbolD

Biyotin ligaz enzimleri gelistirilmistir (Branon ve ark., 2017).

Biyotin, genis spektrumlu biyotin ligaz enziminin diger proteinler iizerinde yapmis oldugu
yakinsal biyotin etiketlemesi (proximity labelling) sayesinde protein-protein etkilesimleri,
molekiiler etiketleme, protein izolasyonu, organel-organel etkilesimlerinin calisiimasi
miimkiin kilinmistir. Yakinsal etiketleme teknigi kullanilarak mevcut organel proteom
calismalarinda kullanilan fraksiyonlama ve afinite saflastirma yaklagimlarinin getirdigi
safsizliklar, organele zarar verme, elde edilen iiriin yetersizligi gibi dezavantajlarin 6niine
ge¢mektedir. Biyotinilasyon reaksiyonunun toksik etkiye sebep olmamasi, hiicrelerin
sagladigi ATP’yi ve kolay elde edilebilir olan biyotini substrat olarak kullanarak yakinsal
etiketleme yapmasi ile biyoteknolojik ¢alismalarda kullanilmaktadir. Biyoteknoloji
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alanindaki caligmalarda kullanilan bazi biyotin ligaz enzimleri ve bilgileri Tablo 1.1°de

verilmistir (Cho ve ark.,2020b).

Tablo 1.1. Biyoteknoloji alanindaki ¢alismalarda kullanilan bazi biyotin ligaz enzimleri ve

bilgileri
Metod Substrat Etiketleme | Gosterilmis Organeller | Model Organizma
Zamam
APEX2 Biyotin <1 dakika Sitozol, niikleus, | Memeli hiicre kiltiiri,
fenol, mitokondriyal matris, | bakteri, maya, ugarlar,
hidrojen mitokonsriyal zarlar arasi | fare
peroksit bosluk, ER liimen, ERM,
OMM, Golgi
BiolD Biyotin, 18 saat Sitozol, niikleus, ERM, | Memeli hiicre kiiltiiri,
ATP mitokondriyal matris, | maya, ugcarlar, bitki,
mitekondriyal niikleotid, | fare
hiicre yiizeyi, golgi
TurbolD Biyotin, <10 dakika | Sitozol, niikleus, ERM, | Memeli hiicre kultiiri,
ATP ER limen, mitokondriyal | maya, ucarlar, bitki,
matriks, hiicre ylizeyi, | solucan
OMM
Mini Biyotin, <10 dakika | Sitozol, nukleus, ERM, | Memeli hiicre kiiltiiri,
TurbolD ATP ER liimen, mitokondriyal | maya, ucarlar, bitki,
matriks, hiicre yiizeyi solucan
Split Biyotin, 18 saat Sitozol, niikleus, ER- | Memeli hiicre kiiltiirii
BiolD ATP mitokondri iletisimi
Split Biyotin, 1 saat Sitozol, niikleus, | Memeli hiicre kiiltiirii
TurbolD ATP mitokondriyal matriks, ER
liimen, ER-mitokondri
iletisimi
1.6. TurbolD ve Split TurbolD Biyotin Ligaz Enzimleri

Yonlendirilmis evrim ¢aligsmalari sayesinde iiretilen TurbolID biotin ligaz enzimi, 35kDa’luk

boyutu, 6zgiin olmayan yakinsal etiketleme ve 10 dakika gibi kisa bir inkiibasyon siiresinde

aktivite saglayabildigi i¢in birgok calismada tercih edilmektedir. TurbolD biyotin ligaz

enzimi biyotinilasyon reaksiyonu ve kullanildigi 6rnek organizmalar Sekil 1.5°de

verilmistir(Cho ve ark.,2020b).




Distal
endogenous proteins

Biotin
- @ OJ
(Eomwo . (2
TurbolD %
Biotinylated proximal
endogenous protein
Drosophila

Mitochondria

Cytosol

ER lumen
ER membrane

A ab, @ Mammalian
[ 5252525' | cell culture

Nucleus

Plants

Sekil 1.5.TurbolD biyotin ligaz enzimi biyotinasyon reaksiyonu ve kullanildigi 6rnek
organizmalar (Cho ve ark., 2020b)

TurbolD enzimi tizerinden gelistirilen Split TurboID (Boéliinmiis TurboID) biyotin ligaz
enzimi, aktif olmayan 8kDa’lik N-terminal ve 27kDa’lik C-terminal TurbolD
fragmanlarinin birlesmesi sonucu olusmaktadir. Her bir fragman, ayr1 ayr1 iken inaktif
olmasina ragmen, bir araya geldiklerinde aktif bir biyotin ligaz enzimi olusturmaktadirlar.
Split TurbolD enzimi ortamda biyotin ve ATP varliginda yakinsal etiketleme ile 6zgiin
olmayan sekilde proteinleri lizin aminoasitleri iizerinden biyotinile etmektedir. Split
TurbolD protein- protein etkilesimleri, organel-organel etkilesimleri ve membran-membran
etkilesimlerinin ¢aligilmasina olanak vermektedir (Cho ve ark., 2020b). Split TurboID’nin

calisma mekanizmasi Sekil 1.6’da verilmistir.
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Sekil 1.6.Split-TurbolD ectiketleme reaksiyonu gosterimi. N ve C domainleri ayr1 iken
inaktif formda olan TurbolID enziminin, saglanan protein etkilesimi ile aktif forma gecerek
biyotinilasyon reaksiyonunun ger¢eklestirmesi (Cho ve ark., 2020b)

Kelvin Cho ve arkadaslarinin 2020 yilinda yaptiklar1 ¢caligmada Split-TurbolD ile ER ve
mitokonriyal membran etkilesiminde rol alan proteinlerin biyotinilasyonunu saglamus,
biyotine edilen proteinleri kolon kromatografisi ile zenginlestirmis ve kiitle spektrometresi
ile basarili bir sekilde tanimlamistir (Cho ve ark.,2020a). Calismalarinda sitozolik TurbolD

enzimi pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Kelvin Cho ve arkadaglarinin hazirladiklari

fiizyon proteinleri ve ER-mitokondri Split-TurbolD etkilesimi Sekil 1.7°de gosterilmistir.
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Sekil 1.7.Kelvin Cho ve arkadaslarinin hazirladiklari fiizyon proteinler ve ER-mitokondri
Split-TurbolD etkilesimi
Biyotinilasyon ¢aligmalarinin en etkin 6zelliklerinden biri elde edilen biyotinile proteinlerin
avidin afinite kromatografisi araciligiyla zenginlestirilebilmesidir. Dogada bilinen en gii¢li
kovalent olmayan etkilesim, biyotin ile avidin arasindaki etkilesimdir (Kd = 1.3 x 10> M at
pH 5.0) (Jain ve Cheng, 2017). Avidinin yumurta akindaki varliginin kesfinden sonra bagka
organizmalardaki varlig: da gdsterilmistir. Ozellikle Streptomyces avidinii’den elde edilen
avidinin (streptavidin olarak adlandirilmaktadir) yumurta akindan elde edilen avidine goére
biyotini daha gii¢lii bagladigi bilinmektedir (Haginaka, 2012). Bu baglanma sayesinde

biyotinile proteinler afinite kromotografisi ile zenginlestirilebilmektedir.
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2. AMAC

Hiicre organel proteomlarmnin detayli bir sekilde irdelenmesi hiicrelerin igerisinde
bulunduklar1 durumlarin daha iyi anlagilmasina ve hiicresel olaylar hakkinda yorum

yapilabilmesine olanak saglamaktadir.

Cekirdek hiicre icerisinde kirpilma, transkripsiyon, replikasyon ve DNA onarimi gibi birgok
fizyolojik olayin gerceklestigi olduk¢a Onemli bir organel olmasina ragmen, birgok
calismada c¢ekirdek proteomu g¢aligmalarinda bazi problemler ile karsilasilmaktadir. Bu
problemler genellikle ¢ekirdekteki proteinlerin zenginlestirme asamasinda ve diger organel
kirliliklerinde ayristirma asamasinda karsilasilan zorluklardir. Bugiine kadar literatiirde
yapilan c¢alismalarda, ¢ekirdek proteomu ya ticari kitler araciligi ile basit fraksiyonlama
teknikleri ya da densite gradyan santrifiigasyon yontemi kullanilmaktadir. Literatiirde var
olan metotlarda karsilagilan bir takim teknik zorluklar bulunmaktadir. Calisma esnasinda
cekirdek ve sitoplazmik icerigin uzun siire temas halinde bulunmasi, sitoplazmada bulunan
proteazlarin (proteaz inhibitorii varliginda dahi) kismi degredasyona neden olmasi, yiliksek
dereceli hipotonik veya hipertonik tamponlar ile muamele edilen hiicrelerde ¢ekirdek
zarindabozunumlar meyda gelebilmekte veya ¢ekirdegin biiziilmesi ileizole edilen ¢ekirdek
hacminin ve protein igeriginin degismesine sebebiyet vermesi gibi durumlar yasanilan teknik
problemlere 6rnek olarak verilebilir (Hoffmann ve ark., 1978; Rickwood ve ark.,1997). Bu
nedenle ¢ekirdek proteomunu daha net tanimlayabilmek icin farkli yaklagimlara ihtiyag

duyulmaktadir.

Calismamizda bahsedilen dezavantajlar1 ortadan kaldirmak i¢in organel izolasyonu
yapmadan ¢ekirdek proteomunun c¢alisilabilecegi yeni bir yaklasim gelistirilmesi
hedeflenmistir. Bu metodun temelinde c¢ekirdek proteinlerinin enzimatik yolla
biyotinilasyonu ve zenginlestirilmesi sonrasinda ise kiitle spektrometresi ile tanimlanmasi
yatmaktadir. Bu yaklasim c¢ekirdek proteomunun calisilmasinda ilk kez kullanilmistir.
Enzimatik biyotinilasyonun gergeklestirilmesi igin Split TurboID biyotin ligaz enziminden
yararlanilmistir. Yenilik¢i bir yaklasim olarak hiicre igerisinde Split-TurbolD enziminin N
terminali tetrasiklin kontrolii altinda ve C terminali ise siirekli olarak ifade edilmistir. Ifade
edilen her iki proteinin g¢ekirdege transferini saglayabilmek icin proteinlere NLS sinyal
dizileri eklenmis, ayrica bu proteinlerin ¢ekirdekte etkili bir bigimde birleserek aktif Split-
TurboID olusturabilmesi i¢cin FKBP ve FRB proteinleri N- ve C- protein uglarina

eklenmistir.
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Hiicre besiyeri ortamina eklenen Tetrasiklin, Rapamisin ve biyotin ile biyotinilasyon
reaksiyonunun gergeklestirilmesi ve ¢ekirdege yoOnlendirilmis olan Split-TurbolD
fragmanlar1 sayesinde cekirdek proteinlerinin kontrollii bir sekilde biyotinile edilmesi
hedeflenmistir. Ardindan biyotinile proteinlerin streptavidin kapli boncuklar ile

zenginlestirilmesi ve LC-MS/MS analizleri yapilarak tanimlanmasi hedeflenmistir.
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3. MATERYAL METOD

Bu calismada kullanilan kimyasallar, kitler ve enzimler Tablo 3.1’de kullanilan ¢ozeltiler

ve i¢erikleri Tablo 3.2’de verilmistir.

Tablo 3.1.Kullanilan kimyasallar, kitler ve enzimler

Kullanilan kimyasallar, Kitler ve
enzimler

Katalog Numarasi

LB Broth agarli Sigma Lot:#SLCC0182

LB Broth Sigma Lot: BCBN9308V

Ampicillin Sigma EC200-709-7

Agaroz Prona Lot:094502PR

GeneRuler 1 kb DNA Ladder Thermo Scientific #SMO311
Lot:00456176

QIAprep Spin Miniprep Plasmid Kit

QIAGEN Lot:151036440

QIAGEN Midiprep Plasmid Kiti

QIAGEN Cat:12145

EndoFree Plasmid Maxi Kit

QIAGEN Lot:151036440

Roche High Pure PCR Product Purification
Kit

Roche Cat n0:11732668001

FASP Protein Kesim Kiti

Expedeon, Lot:18B16001

DMEM Besiyeri

Gibco, Lot:2436370

FBS)

Tetrasiklin indirgenmis FBS (Tet Reduced

Takara Cat N0:631101

PBS

Gibco, Lot:2436288

Tripsin/EDTA

Gibco, Ref:25200056

Penisilin/Streptomisin

Multicell, Cat:450201EL

L-Glutamin Multicell Cat:609065EL
Blastasidin Gibco, Cat:R21001
Zeosin Invitrogen Cat:R25001
Geneticin Gibco, Ref:10131035
Tetrasiklin Sigma T3258-25¢g
Rapamisin Bioshop Lot:2C76369
Tripan Mavi Boyasi Sigma T8154

Neon Transfeksiyon Kiti

Invitrogen Cat:MPP100

V5 Tag Antikoru

Invitrogen #R960-25

HA Tag Antikoru

Invitrogen #26183

Sekonder Anti-Mouse

BioRad

Streptavidin HRP

Thermo N100

Actin Antikoru

SantaCruz sc-69879

Blotting Grade Blocker

BioRad Cat:#1706404

Filtre kagitlar1

BioRad Cat:1703969

DAPI

SantaCruz sc-3598
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Texas Red

Vector SA-5006

Neutravidin- Texas Red

Thermo Scientific A2665

Triton X

BioRad Cat:1610407

Formaldehit

Sigma Lot:03SK3644

Prolong diamond Antifade Mountant

Invitrogen Lot:273656

HindlIll Restriksiyon enzimi

Thermo Scientific #ER0501

BamHI Restriksiyon enzimi

Thermo Scientific #ER0051

10X R Buffer

Thermo Scientific #BR5

10X BamHI Buffer

Thermo Scientific #B57

T4 DNA Ligaz enzimi

Thermo Scientific EL0011

T4 DNA Ligaz Buffer

Thermo Scientific Lot:00806715

ATP

Thermo Scientific R0441

Dithiothreitol (DTT)

Bio-Rad Cat#161-0611

%100 Molecular grade Etil Alkol

Applichem Lot:41010435

Prestained Protein Ladder Thermo #26616
Tablo 3.2.Kullanilan ¢6zeltiler ve igerikleri
Kullanmilan Cozeltiler Icerigi

50X TAE tamponu

1 litre: 242 g Tris Base, 57.1 ml Glacial Asetic
Asid, 18.61 g Disodyum EDTA, dH20

6X protein ylikleme tamponu

0.5M Tris-HCl, %10SDS, Gliserol, -
merkaptoetanol, bromofenol mavisi

10X yiirime tamponu

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

Fiksatif soliisyonu

%40 Metanol, %10 asetik asit, %50 distile su

Colloidal Commassie Mavisi boya
sollisyonu

757mM amonyum siilfat, 1.45mM Commassie
blue, %20 metanol, %10 ortofosforik asit

10X TBS ¢ozeltisi

25mM Tris-HCI, 150mM NacCl, pH 7.6: TBS-T
tamponu

Ponceau S boyasi

1.5mM Ponceau S, 0.5ml Asetik asit

RIPA tamponu

25 mM Tris*HCI pH 7.6, 150 mM NaCl, 1%
NP-40, 1% sodium deoxycholate, 0.1% SDS

2D Rehidrayon Tamponu

8 M Ure, 50 mM DTT, %2 CHAPS, %0,2 Bio-
Lyte 3/10 amfolit, %0.002 Bromofenol mavisi

Ellisyon tamponu

30mM biotin, %2 SDS, 300mM NaCl, 25mM
Tris-HCI
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3.1.Eksprese Edilecek Fiizyon Protein Gen Dizilerinin ve Sanal Klonlarin Tasarimi

Calismada kullanilacak FKBP-V5-Split TurbolD N -NLS ve HA-FRB-Split TurbolD C -
NLS fiizyon proteinlerini kodlayan gen dizilerinin tasarimi igin literatiirde Western Blotlama

ve immiinfloresan deneyleri ile dogrulanmis olan fiizyon protein tasarimlar1 referans olarak

alimmistir (Cho ve ark., 2020a).

Split TurbolD biyotin ligaz enziminin inaktif olan iki domainin etkilesimi ve aktif forma
gecebilmeleri icin FRB ve FKBP proteinlerinin Rapamisin ile etkilesim kurmasindan
yararlanilmistir (Banaszynski ve ark., 2005). Enzimin N terminalinin ekspresyonunun ve
lokasyonunun dogrulanmasi i¢in V5 etiketi ilgili gen dizisine eklenmistir. Benzer sekilde
enzimin C terminaline ise HA (hemagglutinin) etiketi eklenmistir. Hem Split TurbolD
domainlerinin hem de FRB ve FKBP proteinlerinin dogru katlanmalarini saglayabilmek ve
sterik engellemeleri ortadan kaldirabilmek igin gen dizisinde uygun pozisyonlara esnek
baglantilar (GSGSGGSGSG; KGSGSTSGSG) eklenmistir. Tasarlanan fiizyon proteinlerin
hiicre igerisinde ifade edilebilmeleri sonrasinda ¢ekirdege yonlenebilmeleri i¢in dizi uglarina
cekirdek lokalizasyon dizileri (NLS) eklenmis ve gen dizilerinin sonuna eklenen dur kodonu
(TAA) ile protein ifadesinin duracagi nokta belirlenmistir. Tiim bu tasarim ve sanal klonlama

islemleri i¢in Vector NTI ve Snapgene uygulamalar1 kullanilmistir.

Yapmis oldugumuz tasarimda TurboID’nin N-terminal kisminin kontrollii bir sekilde ifade
edilmesi, C-terminal kisminin ise siirekli bir sekilde ifade edilmesi hedeflenmistir. Bu
nedenle FKBP-V5-Split TurbolD N-NLS dizisi bir Tet-ON ifade vektorii olan pPCDNA4/TO
icerisine ve HA-FRB-Split TurbolD C Terminali-NLS dizisi ise pCDNA 3.1 vektorii
icerisine klonlanmistir. Sekil 3.1°de sanal klonlama pcDNA4/TO- FKBP-V5-Split TurbolD
N-NLS klonuna ait fiziksel harita, Sekil 3.2°de ise pcDNA3.1-HA-FRB-Split TurbolD C-
NLS klonuna ait fiziksel harita verilmistir. Klonlamanin yapilabilmesi i¢in HindIIl ve
BamHI restriksiyon enzimlerinden faydalanilmasina karar verilmis ve bu enzimlere ait

kesim bolgeleri sanal klonlara eklenmistir.
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bla promoter

Amp(R)

FKBP
Linker
N FKBP-V5-SplitTurbolD-N-NLS Vo Tag
puUC origin MCS

7o Linker
Split-TurbolD N Terminal
NLS Tag

stop codon

SV40 pA / 1 origin
Zeo(R) SV40 early promoter

EM7 promoter

GACGCCATCC ACGCTGTTTT GACCTCCATA GAAGACACCG

BamH|

BamH|
A
AAGAAGAGAA AGGTAGATCC AAAAAAGAAG AGAAAGGTAG ATCCAAAAAA GAAGAGAAAG GTATAAGGAT

1601
TTIT TICTTCICTT TCCATCTAGG TTTTTTCITC TCITTCCATC TAGGTTTTIT CTICTCITIC CATATTCCTA

Sekil 3.1.pcDNA4/TO-FKBP-V5-Split TurbolD N Terminal-NLS rekombinant plazmitin
sanal klonlamasi
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;\del =
CMYV promoter

bla promoter
Apall (o) /
Amp(R) > ’-"  Neol (6m)
||I CMV forward primer
T7 primer
T7 promoter

T HindINl (gx2)

T Bamil (930)
— “Bamlil (93%)

TPl (3630)

pUC origin ———= ) ) :
T (__"m,,--ﬁcD .1(+)-Split C terminal optimezed clon:
tanbp
__’.\'ml (2013)
<\\§g i Pt (2048)
HindITI (2x30)
/ FeeRT (230)
SV40 pA Pl (2345)
bt (699
Neot (gh80f” BGH reverse primer
Neo(R) BGH pA
Pel(agon)

\
Neol (245

Wmal (3250)
[ al (3259)
Smal(gn)

BamH|

Hindill
AAGCTTGGTA CCGAGCTCGG ATCCGGATCC A

GTTTARACTT
CARATTTGARA

Pstl

CAGCACAGTG GCGGCCGCTC GAGTCTAGAG GGCCCGTTTA AACCCGCTGA
GTCGTGTCAC CGCCGGCGAG CTCAGATCTIC CCGGGCAAAT TTGGGCGACT

GAARA GCTTGAATTC TGCAGATATC
CTTT CGAACTTAAG ACGICTATAG

Sekil 3.2.pcDNA3.1- HA-FRB-Split TurbolD C-NLS rekombinant plazmitin sanal

klonlamasi
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Tasarimi yapilan gen dizileri hizmet alimi1 kapsaminda Eurofins firmasinca sentezlenmis

(https://eurofinsgenomics.eu/), sentezlenen diziler firma tarafindan pEX vektoriine

klonlanarak laboratuvarimiza gonderilmistir. Sentez Oncesinde firma tasarlanan gen
dizilerini HEK293T-TetR+ (insan embriyonik bdbrek hiicre hatti-T) hiicrelerinde ifade
edilecegi i¢in ~ GENEIius yazilimi kullanilarak kodon optimizasyonuna tabi tutmustur.
Plazmitler 50ul steril ultra saf su igerisinde tarafimizca ¢oziilerek sonraki deneylerimizde

kullanilmak tizere -20°C’de saklanmustir.
3.2.pEX Plazmitlerinin Amplifikasyonu ve Saflastiriimasi
3.2.1. pEX Plazmitlerinin XL1Blue Hiicrelerine Elektrotransformasyonu

Elektrotransformasyon icin pEX-A128-FKBP-V5-Split TurbolD N Terminal-NLS
plazmitinden 263ng miktarda, pEX-A258- HA-FRB-Split TurbolD C Terminal-NLS
plazmitinden 208ng miktarda alinmis, E. coli XL1Blue elektrokompotent hiicrelere asagida

belirtilen protokole uygun olarak transforme edilmistir.

Transformasyon protokolii;

1) 50 pl’lik %20 gliserol igeren kompetan E. coli XL1Blue hiicre stogu ile karistirilan
plazmit soliisyonuna Elektroporator cihazi yardimiyla (Eppendorf, Almanya) 1750
volt akim uygulanmistir.

2) Aktarim yapilan hiicreler lizerine 300ul SOB (super optimal broth) besi yeri
eklendikten sonra hiicreler 37 °C ¢alkalamali inkiibatorde 1 saat siiresince inkiibe
edilmistir.

3) Elde edilen transforme hiicrelerin se¢imlerinin yapilabilmesi i¢in 50ug/mLoraninda

ampisilin igeren LB Agar besiyeri ortamlarina yayma ekimleri gerceklestirilmistir.

Hiicreler 37°C etiivde koloni olusumu i¢in gece boyu birakilmistir.
3.2.2. Hiicrelerin Cogaltimi ve Plazmitlerin izolasyonu

LB-agar-amp besi ortaminda iireyen kolonilerden bir tanesi secilerek, 37°C’deki ¢alkalamali
etiive 2 ml LB-amp besi yeri igerisine alinarak gece boyu liremeye birakilmistir. Ertesi giin,
santrifiigasyon ile coktiiriilen hiicre pelletlerinden plazmit izolasyonlar1 QIAprep Spin

Miniprep Plasmid Kit ile asagidaki protokol uygulanarak yapilmstir.
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1)

2)

3)

4)

5)
6)

7)

Besiyerini uzaklastirmak ve hiicre pelletini elde etmek i¢in 3550rpm 20 dakika oda
sicakliginda santrifiij yapilmigtir.

Hiicre pelleti 250ul Resuspansion Tamponu ile ¢oziilerek steril mikrosantrifiij tiipe
alimmustir. Cozelti lizerine hiicrelerin lizisini saglamak amaci ile 250ul Lizis
Tamponu P2 eklenmis, mikrosantrifiij tiip 10 kez ters-diiz edilerek enzim aktivitesi
icin 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon siiresinden sonra enzim aktivitesi durdurmak igin 350ul Nétralizasyon
Tamponu N3 eklenmis, mikrosantrifiij tiipl0 kez ters-diiz edilerek 15000rpm 10
dakika oda sicakliginda santrifiij yapilmistir.

Stipernatant QIAprep 2.0 Spin Colums isimli kolon iizerine alinmistir. Kolon,
DNA’y1 tutmas1 ve diger kompotentleri atik olarak uzaklastirmasi sistemine dayali
caligmaktadir. Ardindan 10000rpm oda sicakliginda 1 dakika santrifiij yapilarak
kolonun altinda kalan tampon atiklar1 uzaklastirilmistir.

Kolon iizerine 500ul Baglama Tamponu PB eklenmis ve santrifiij yapilmistir.
Kolon tizerine 750u] Yikama Tamponu PE eklenmis ve santrifiij yapilarak kolonun
altinda kalan tampon atiklar1 uzaklastirilmastir.

Kolon 1,5ml’lik yeni steril mikrosantrifiij tiipe alinmistir. Eliisyon agamasi i¢in kolon
tizerine 50ul dH20O eklenerek santrifiij yapilmistir ve kolona tutunan DNA elde

edilmistir. Nanodropta (Niicleic acid) konsantrasyon 6l¢iimleri yapilmistir.

Saf plazmitlerin eldesinden sonra siparis verilen gen dizilerinin uzunlugunun ve restriksiyon

kesim bolgelerinin dogrulanmasi i¢in her iki plazmitten 500ng kalip kullanilarak HindIII ve

BamHI restriksiyon enzimleri ile 37°C’de 4 saat kesime tabi tutulmustur.

Kesim sonucunda elde edilen friinler %]1.5’lik Etidyum Bromiirli Agaroz jelde

yiritiilmistir. Jelde olusan bantlagsmalarin uzunlugunu yorumlayabilmek i¢in GeneRuler 1

kb DNA molekiiler agirlik belirteci kullanilmistir.

Sonucunda dogrulanan plazmitler 1:1000 oraninda ampisilin igeren 100ml LB Broth sivi

besiyeri i¢erisinde biiyiitiilmiis ve QTAGEN Midiprep Plasmid Kiti ve protokolii ile plazmit

izolasyonlariagsagidaki adimlar takip edilerek gerceklestirilmistir.

1) Besiyerini uzaklastirmak ve hiicre pelletini elde etmek i¢in 3550 rpm 20 dakika

4°C’de santrifiij yapilmistir.

2) Hiicre pelleti 4ml Resuspansion Tamponu P1 ile ¢oziilmiis ve steril 15ml’lik falkon

tiipe alinmugtir.
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3) Falkon tiip igerisine 4ml Lizis Tampon P2 eklenmis ve ters diiz yapilarak 5 dakika
oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir.

4) Inkiibasyon sonrasinda falkon tiip i¢erisine 4ml Nétralizasyon Tamponu P3 eklenmis
ve ters diiz yapilarak homojenize edilerek 15 dakika buzda inkiibe edilmistir.

5) Siire bitiminde 20000xg 30 dakika 4°C’de santrifiij yapilmistir. Bu esnada QIAGEN
HP100 kolon 4ml Dengeleme Tamponu QBT ile dengelenmistir.

6) Santrifiij sonrasi siipernatantin tamami sartlanan kolona eklenmistir. Bu asamada
DNA’nin kolonu tutunmasi saglanmaktadir.

7) Ardindan kolon 2 kez 10ml Yikama Tamponu ile yikanmistir.

8) Eliisyon i¢in 5ml QF Tamponu kolondan gegirilmis ve ornek steril falkon tiipe
toplanmustir.

9) Ornek iizerine 3.5ml saf izopropanol eklenerek 15000xg 30 dakika 4°C’de santrifiij
yapilmistir. DNA pelleti goriilerek slipernatant uzaklastirilmistir.

10) Pellet tlizerine 2ml %70’lik Molecular grade Etanol ilave edilmis ve 15000xg 30
dakika 4°C’de santrifiij yapilmistir.

11) Santrifiij sonrast DNA pelleti kurumaya birakilmistir. Elde edilen pellet 20ul ultra

steril su ile ¢ozilmistiir.

[zolasyon sonrasinda Nanodrop ile plazmit konstrasyonlar1 6lgiilmiistiir.

3.3. Alt-klonlama ile Split-TurbolD N- ve C- terminal Proteinlerini Kodlayan

Rekombinant Klonlarin Olusturulmasi

Hedeflenen pcDNA4/TO-FKBP-V5-Split TurbolD N-NLS ve pcDNA3.1-HA-FRB-Split
TurbolD C-NLS rekombinant plazmitlerinin olusturulmasi i¢in ilk adim restriksiyon kesim

bolgelerinden ilgili gen dizilerinin ve plazmitlerin kesime tabi tutulmasidir.

PCDNA4/TO-FKBP-V5-Split-TurbolD-N -NLS rekombinant plazmitinin olusturulmasi i¢in
gerceklestirilen alt-klonlama deneylerinde, ilgili gen bolgesi pEX klonlarindan HindIII ve
BamHI enzimleri ile kesilerek saflastirilmig, sonrasinda yine ayni enzimlerle kesilen

pCDNA 4/TO vektoriine ligasyon yapilarak aktarilmistir.

Oncelikle restriksiyon kesimlerinin gerceklestirilmesi icin ilgili gen dizisini igeren pEX-
A128 plazmitininden ve hedeflenen pcDNA4/TO plazmitinden 500ng kalip kullanilmustir.
Ilk olarak HindIII restriksiyon enzimi ile kesim reaksiyonu kurulup 37°C Heatblock

cihazinda gece boyu inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonrasi kesim iiriinlerinin eldesi
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ve BamHI restriksiyon enzimi ile kesiminin kurulabilmesi i¢in Sodyum Asetat Coktiirmesi

yapilmistir. Bu protokolde sirasiyla;

1) Mikrosantrifiij tiip igerisindeki kesim driinleri {izerine hacmi 90ul’ye
tamamlayabilmek igin distile su eklenip ardindan 10ul 3M Sodyum Asetat
eklenmistir.

2) Mikrosantrifiij tiip lizerine 1.5ml ¢izgisine gelene kadar -20°C dolapta muhafaza
edilen %100 Molecular grade Etil Alkol eklenerek -20°C dolapta 4 saat inkiibe
edilmistir.

3) Siire bitiminde 6rnek 16000rpm 4°C’de 40 dakika santrifiij edilmistir.

4) Siipernatant kismi atilarak pellet lizerine %80 Molecular grade Etil Alkol
eklenmistir.

5) Tekrar santrifiij yapilmis ve stipernatant kismi uzaklastirilarak DNA pellet olarak

elde edilmistir.

Pelletler 17ul distile su ile ¢oziilerek BamHI restriksiyon enzimi ile kesim reaksiyonu

kurulmus ve 37°C Heatblock cihazinda gece boyu kesime tabi tutulmustur.

Iki restriksiyon kesiminin de tamamlanmasinin ardindan gen iiriinlerinin eldesi igin kesim
trtinleri %1.5°lik Etidyum Bromursuz agaroz jelde ilgili gen ve plazmitin jelden geri
kazanimin yapilabilmesi i¢in referans kuyucuklari da hazirlanarak yiiriitiilmiistiir. Referans
kuyucuklarmin oldugu agaroz jel kismu bisturi ile kesilerek Etidyum Bromiirlii soliisyonda

15 dakika inkiibe edilmis ve UV 1s1k altinda goriintiisii alimmistir (Sekil 4.1).

Sonucunda restriksiyon kesimlerinin dogrulugu kanitlanmis ve jelden geri kazanim icin
uygun miktarda tirtin eldesi Roche High Pure PCR Product Purification Kiti ve protokolu ile

yapilmustir. Protokol i¢in asagidaki adimlar takip edilmistir.

1) Geri kazanim yapilacak olan bantlar dikkatli bir sekilde bisturi yardimu ile kesilerek
sterilmikrosantrifiij tiip icerisine alinmis ve hassas terazide tartilmistir.

2) Mikrosantrifiij tiip igerisindeki jellerin lizerine 300ul Baglama Tamponu eklenmis
ve 56°C Heatblock cihazinda 12 dakika, her 2 dakikada bir ters-diiz edilerek jel ile
tampon homojenize edilmistir.

3) Karigim tizerine 150pul izopropanol eklenerek kit igerisinde bulunan kolon iizerine
alinmustir.

4) Ardindan 10000rpm 1 dakika oda sicakliginda santrifiij edilerek kolon altinda kalan

kisim uzaklastirilmistir. DNA’nin kolona tutunmasi beklenmektedir.
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5) Kolon iizerine 750ul Yikama Tamponu eklenerek santrifiij yapilmistir. Tekrar kolon
tizerine 200u1 Yikama Tamponu eklenerek santrifiij tekrarlanmigtir.
6) Ardindan kolon sterilmikrosantrifiij tlip tizerine alinarak 20ul ultra distile su

eklenerek santrifiij tekrarlanmis ve DNA kolondan ayirilarak elde edilmistir.

Igili gen iiriiniiniin ve plazmitin restriksiyon enzimleri ile kesimlerinin tamamlanmasindan
ve jelden geri kazanimin yapilmasindan sonra elde edilen {iriinler tek bir mikrosantrifiij tiipte
birlestirilmis, 1ilgili gen ve plazmit DNA’sinin pellet olarak elde edilmesi igin
SpeedVacsantrifiij cihaz1 kullanilarak suyun uzaklastirilmasi saglanmistir. Ardindan pelletin
bulundugu tiipe ligasyon kompotentleri eklenerek 16°C’de gece boyu inkiibasyona

brrakilmstir.

Benzer sekilde, pCDNA3.1-HA-FRB-Split-TurbolD C-NLS rekombinant plazmitinin
olusturulmas1 i¢in gergeklestirilen alt klonlama deneylerinde, ilgili gen bolgesi pEX
klonlarindan BamHI ve EcoRI enzimleri ile kesilerek jelden geri kazanimlar1 yapilmas,
sonrasinda yine aym enzimlerle kesilen PCDNA 3.1 vektdriine ligasyonu

gerceklestirilmistir.

Alt-klonlama deneylerinin basarisi segilen rekombinant klonlardan izole edilen plazmitlerin
klonlama deneylerinde kullanilan restriksiyon enzimleri ile kesilmesi ve dogru biiyiikliikte
insortlerin agaroz jel elektroforezinde goriilmesi ile dogrulanmistir (Sekil 4.2 ve Sekil 4.4).
Bu amag¢ dogrultusunda oncelikle ligasyon iiriinlerinde 3 set olacak sekilde 3l alinarak
elektrotransformasyon ile E.coli XL1Blue elektrokompotent hiicrelerine transformasyonu
yapilmistir. Elde edilen transforme hiicrelerin se¢imlerinin yapilabilmesi i¢in 1:1000
oraninda ampisilin igeren LB Agar besiyeri ortamlarina yayma ekimleri gerceklestirilmis ve
37°C etiivde koloni olusumu i¢in gece boyu birakilmistir. Rekombinant plazmitlerden
pcDNA4/TO-FKBP-V5-Split TurbolD N-NLS i¢in olusan kolonilerden 6 adet ve
pcDNA3.1- HA-FRB-Split TurbolD C-NLS i¢in olusan kolonilerden 3 adet secilmistir.
Secilen kolonilerin ampisilin igeren 2ml LB Broth sivi besiyerine ekimi yapilarak 37°C
calkalayici etliivde gece boyu inkiibe edilmistir. Ardindan QIAPrep Spin Miniprep Kit ile
plazmit izolasyonu yapilan kolonilerin ilgili gen dizilerinin igerip igermedigi
dogrulayabilmek i¢in plazmitlerden 500ng kalip kullanilarak ilgili restriksiyon kesim
enzimleri ile kesime tabi tutulmustur. Kesim driinleri %1’lik EtBr’li Agaroz jelde

yiiriitiilmiis ve sonucunda rekombinant plazmitler dogrulanmistir.
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Rekombinant klonlarin dogrulanmasi sonrasinda EndoFree PlasmidMaxiPrep Kiti

kullanilarak yiiksek miktarda transfeksiyona hazir plazmit preparasyonlar1 hazirlanmistir.

Bunun i¢in dogrulanan kolonilerden birer adet secilip 100ml’lik 1:1000 oraninda ampisilin

iceren LB Broth s1vi besiyerine ekim yapilarak 37°C calkalayici etiivde gece boyu inkiibe

edilmistir. Ertesi giin, santrifiigasyon ile elde edilen hiicre pelletlerinden EndoFree Plasmid

MaxiPrep ile agagidaki protokol uygulanarak plazmit izolasyonu yapilmistir.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Besiyerini uzaklastirmak ve hiicre pelletini elde etmek i¢in ¢ogaltilan bakteriler
50ml’lik steril falkon tiipe toplanmis ve 3550rpm 20 dakika 4°C’de santrifiij
yapilmistir.

Hiicre pelleti 10ml Resuspansion Tamponu P1 ile ¢6ziilmiis ve 50ml’lik steril falkon
tiipe alinmustir.

Falkon tiip igerisine 10ml Lizis Tamponu P2 eklenmis ve ters diiz yapilarak 5 dakika
oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon sonrasinda falkon tiip icerisine 10ml Nétralizasyon Tamponu P3
eklenmis ve ters diiz yapilmistir.

Hazirlanan lizat, kit igerisinden ¢ikan QIA filter Maxi Cartridges filtreli kolon
igerisine aktarilmistir. Kolonun altinda bulunan tipa kapatilmis ve 10 dakika oda
sicakliginda inkiibasyona birakilmistir.

Siire bitiminde hiicresel atiklarin kolon iizerinde kalmasi sistemine dayanarak QIA
Filter Plungers ile basing uygulanarak lizat 50ml'lik steril falkon tiip igerisine filtre
edilmistir.

Falkon tiipe toplanan filtrelenmis lizat lizerine endotoksinlerin uzaklastirilmasi i¢in
2.5ml ER Tampon eklenmis ve ters diiz edilerek 30 dakika buz iizerine inkiibe
edilmistir.

Bekleme sirasinda QIAGEN Tip filtreli kolon 10ml Dengeleme Tamponu QBT ile
dengelenmistir.

Sartlanan kolona inkiibasyonu biten lizat eklenmistir. Yer ¢ekimi kuvveti ile akanlar

atilmig, plazmit DNA'sinin kolona tutunmasi saglanmastir.

10) Hiicre atiklarin uzaklastirilmasi i¢in kolon 2 defa 30ml QC Tampon ile yikanmustir.

11) Kolona tutunan plazmit DNA's1 15ml Eliisyon Tampon QN ile 50ml'lik steril falkona

toplanmistir.

12) Elde edilen 6rnek tizerine 10ml izopropanol eklenerek 15000rpm 30 dakika 4°C'de

santrifiij yapilmistir.
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13) Santrifiij sonrast supernatant uzaklastirilmis ve DNA pellet olarak elde edilmistir.

14) Pellet iizerine Sml %70 Etil Alkol eklenmis ve 15000rpm 10 dakika 4°C'de santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonras1 supernatant uzaklastirilmis ve DNA pellet olarak elde
edilmistir.

15) Elde edilen pellet uygun hacimde Endotoksin-free TE Tampon ile siispanse
edilmistir.

Konstrasyon 6l¢timii Nanodrop (Niicleic Acid programi) ile yapilmustir.
3.4. Hek293T TetR+ Hiicrelerinin Kiiltiire Edilmesi

HEK293T TetR+ hiicre hatti ThermoScientific firmasindan satin alimmis ve
laboratuvarimizda firma tarafindan tavsiye edilen kosullarda ¢ogaltilarak gerekli saklamalar
alimmustir. Bu hiicreler tetrasiklin kontrolii altinda protein ifadesine izin veren hiicrelerdir.
Bu hiicrelerin kontrollii gen ifadesine izin verebilmesi i¢in, hiicreler TetR represor proteinini
kodlayan pcDNAG6/TR plazmiti ile transfekte edilmis ve Blastasidin ile se¢ilimi yapilmistir.
Hiicre kiiltiirti deneylerinde kullanilan kimyasal maddeler ve kitler Tablo 3.1 ve Tablo 3.2°de

verilmistir.
3.4.1. Hiicrelerin Coziilmesi

Saklama alinan hiicrelerin ¢oziilmesi i¢in sivi azot tankindan ¢ikarilan vial 37°C’deki su
banyosunda %80°1 ¢oziiliinceye kadar tutulmustur. Sonrasinda hizli davranilarak 6nceden
steril bir falkon tiipte hazirlanmis %20 Tetrasiklini indirgenmis FBS igeren yiiksek glukozlu
(%4.5) DMEM besiyeri ile siispanse edilmistir. Ardindan hiicreler 1500xg‘de oda
sicakhiginda 5 dakika santrifiij edilmistir. Ust s1v1 atildiktan sonra elde edilen hiicre pelleti
onceden  hazirlanmis  olan %10  Tetrasiklin  indirgenmis  FBS,  100pg/ml
Penisilin/Streptomisin, 2mM L-Glutamin, 5pg/ml Blastasidin igeren DMEM besiyerinde
stispanse edilerek 100mm’lik hiicre kiiltiir kaplarina aktarilmistir. Kiiltiir kaplari, 37°C’deki

nemlendirilmis %5 CO2’li etiivde inkiibasyona alinmistir.

3.4.2. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Inkiibasyon siiresince Kkiiltiir kaplarmda biiyiiyen hiicreler yaklasik %80 yogunluga
ulastiklarinda 3 kat daha genis alana ge¢ilecek sekilde pasajlanmistir. Bu islem igin
hiicrelerden besi yeri uzaklastirilmis ve hiicreler 3 kez PBS soliisyonu ile yikanmistir.
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Yiizeye tutunan hiicrelerin kaldirilmas: i¢in yaklagik 1ml Tripsin/EDTA (% 0,05)
¢ozeltisipetri ylizeyine eklenmis ve 37°C’de 4 dakika siire ile inkiibasyona alinmistir. Siire
sonunda hiicreler 10ml PBS ile toplanarak steril falkon tiipe alinmis ve 1500xg’de oda
sicakliginda 5 dakika siiresince santrifiij edilmistir. Ust s1v1 atilarak elde edilen hiicre pelleti
taze hazirlanan besiyeri ile stispanse edilip uygun yeni petri kiiltiir kaplarina aktarilmistir.

Hiicreler 37°C’deki nemlendirilmis %5CQOz2’li etiivde inkiibasyona alinmistir.
3.4.3. Hiicrelerin Dondurulmasi

Uygun morfolojiye ve yogunluga sahip hiicrelerden saklama alinmasi i¢in %20 Tetrasiklin
indirgenmis FBS, %70 hiicrelerin icerisinde biiytidiikleri filtre edilmis besiyeri, %10 DMSO
iceren dondurma besi yeri kullanilmistir. Dondurma islemi igin hiicreler 3 kez PBS ile
yikanmistir. Yiizeye tutunan hiicrelerin kaldirilmasi i¢in %0,05 Tripsin/EDTA ¢ozeltisi ile
37°C’de 4 dakika siire ile muamele edilmistir. Inkiibasyon siiresi bitiminde hiicreler 10ml
PBS soliisyonu ile toplanarak steril falkon tiipe alinmis ve 1500xg’de oda sicakliginda 5
dakika santrifiij edilmistir. Ust s1v1 atilarak elde edilen hiicre pelleti hazirlanan dondurma
besiyeri ile silispanse edilmis ve kriyotiiplere alinmistir. Etiketlenen kriyotiipler uygun
donma ortaminin saglanabilmesi i¢cin Mr. Frosty dondurma kabina (Thermoscientific, ABD)
almarak bir gece boyunca -80C’de donmaya birakilmis ve ertesi glin gerektiginde

kullanilmak tizere s1vi azot tankina aktarilmistir.
3.4.4. Hiicre Sayim

Hiicre sayimi i¢in Tripan mavi boyasindan yararlanilmigtir. Canli hiicreler yiiksek molekiiler
agirliga sahip olan Tripan mavi boyasini i¢ine almamaktadir. Boyay1 icerisine alan hiicreler
0l olarak kabul edilmektedir. Hiicre sayimi i¢in Thoma Sayim Lami kullanilmistir. Sayim

islemi i¢in asagidaki adimlar izlenmistir.
1) Hiicreler besi yerinden uzaklastirilmis ve 3 kez PBS ile yikanmustir.

2) Yiizeye tutunan hiicrelerin kaldirilmasi igin yaklasik 1ml Tripsin/EDTA (%0,05)
soliisyon homojenize olacak sekilde petri yiizeyine eklenmis ve 37°C’de 4 dakika
siire ile inkiibasyona alinmistir. Siire sonunda hiicreler 10ml PBS soliisyonu ile
toplanarak steril falkon tiipe alinmis ve 1500rpm oda sicaklifinda 5 dakika santrifiij

edilmistir.
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3)

4)

5)

6)

7)

Santrifiij sonrasi siipernatant uzaklastirilmis ve hiicreler 2ml PBS soliisyonu ile

¢Oziillmistiir.

Ardindan 50ul siispanse hiicre pipet yardimiyla temiz bir mikrosantrifiij tiipe

aktarilmastir.

Mikrosantrifiij tiip lizerine 250ul Tripan mavi boyasi eklenmis ve hiicreler ile boya

iyice homojenize edilmistir.
Karisimdan 10pl alinarak Thoma sayim laminda sayim sahasina aktarilmastir.

Hiicreler Olympus CKX41 inverted mikroskop ile goriintiilenerek canli hiicrelerin

sayimi gergeklestirilmistir.

Sayim sonunda 1 ml’deki hiicre say1s1; thoma lami icerisinde sayilan hiicre sayisi, dilisyon

orani ve 10000 ¢arpimi ile hesaplanmaktadir.

3.4.5. HEK293T TetR+ Hiicre Hattina pcDNA4/TO-FKBP-V5-Split TurbolD
N -NLS Rekombinant Plazmitinin Transfeksiyonu ve Stabil Hiicre

Hattinin Olusturulmasi

HEK293T TetR+ hiicrelerine pCDNA4/TO-FKBP-V5-Split TurbolD N-NLS rekombinant

plazmiti Neon Tranfeksiyon sistemi kullanilarak iiretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda

transfekte edilmistir (Sekil 3.3).

pcDNAL/TO-FKBP-V5-5phtTurbolD M -NLS

Hek293T TetR+

'\, TetR+

<

<

HEK293T-TetR+-Split TurbolD-N

Sekil 3.3.HEK293T TetR+ hiicre hattina pcDNA4/TO-FKBP-V5-Split TurbolD N -NLS

plazmitinin transfeksiyonu sematik gosterimi

Neon transfeksiyon islem icin asagidaki protokol takip edilmistir.
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Uygun yogunlukta ve morfolojide olan hiicreler, besiyeri uzaklastirildiktan sonra 3
kez PBS ile yikanmistir.

Yiizeye tutunan hiicrelerin kaldirilmasi i¢in yaklasik 1ml Tripsin/EDTA (%0,05)
¢Ozeltisi petri ylizeyine eklenmis ve 37°C’de 4 dakika siire ile inkiibasyona
alimustir.

Inkiibasyon sonrasi Tripsin EDTA aktivitesi Tetrasiklin indirgenmis FBS ile
durdurularak hiicreler sayimi yapilmistir. Sonucunda 1.3x107 hiicre/ml olacak
sekilde hiicre ayr1 bir steril 15ml’lik falkon tiipe alinmig ve 1500rpm oda sicaklifinda
5 dakika santrifiij edilmistir. Ust siv1 atilarak elde edilen hiicre pelleti 2 kez PBS
sollisyonu ile yikanmustir.

Yikamalarin ardindan tekrar santrifiij sonrasi elde edilen hiicre pelleti 100ul
Resuspansiyon Tampon R ile ¢oziilmiistiir. Bu sirada pipet istasyonundaki Neon tiip
igerisine 3ml Elektrolitik Tampon E2 konulmustur.

Steril mikrosantrifiij tiipte siispanse edilen hiicreler iizerine hazirlanan uygun
miktardaki (30-50ng) rekombinant plazmit DNA’s1 eklenmis ve yavasca pipetaj
yapilarak homojenize edilmistir.

Neon tip pipete takilarak plazmit-hiicre karigimi g¢ekilmis ve pipet istasyonuna
oturtularak Hek293T hiicreleri igin uygun olan programda transfeksiyon
gerceklestirilmistir.

Transfekte edilen hiicreler Onceden hazirlanmis antibiyotiksiz besiyeri (%10
Tetrasiklin indiiklenmis FBS, 2 mM L-Glutamin igeren DMEM) ortamina alinmis ve
ekim yapilarak 37°C’deki nemlendirilmis %5 CO2’li etliivde inkiibasyona
birakilmustir.

Ertesi giin besi yeri ortamina 100pg/ml Penisilin/Streptomisin, Blastasidin (5pg/ml)
ve Zeosin (50ug/ul) antibiyotikleri eklenmistir.

Tranfeksiyon sonrasi rekombinant plazmiti alan hiicrelerin seciliminin saglanabilmesi i¢in
besiyeri ortamina Zeosin (50pg/ul) eklenmistir. Hiicreler 37°C’deki nemlendirilmis %5
CO2’li etiivde inkiibasyona birakilmistir. Yaklagik 3 haftalik bir segilim siireci sonrasinda
kiiltiir kab1 yiizeyinde olusan hiicre klonlar plastik silindirler yardimi ile 24 kuyucuklu
kiiltiir kaplarma, burada ¢ogalan hiicreler 2cm’lik kiiltiir kaplarina ve orada biiyliyen
hiicreler de Scm’lik kiiltiir kaplarina alinmistir. Bu kaplarda ¢cogalan klonlarin protein ifadesi

dogrulandiktan sonra dogrulanan kolonilerden bir tanesi (Koloni 3) secilerek, bu koloniye
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HEK293T-TetR+-SplitTurbolD-N adi verilmistir. Bu koloni Split-TurboID enzimin diger

domaini olan C ucunun transfeksiyonu igin kiiltiire edilerek ¢ogaltilmistir.

3.4.6. HEK293T TetR+_ pcDNA4/TO-FKBP-V5-Split TurbolD-N —NLS
Hiicre Hattina pCDNAS3.1- HA-FRB-Split TurbolD C -NLS
Rekombinant Plazmitin Transfeksiyonu ve Stabil Hiicre Hattinin

Olusturulmasi

HEK293T-TetR+-SplitTurbolD-N hiicre hattinda Split-TurbolD enziminin C-ucunu ifade
edebilmek i¢in bu hiicrelere Neon Tranfeksiyon Kiti ve {ireticinin tavsiye ettigi protokol
uygulanarak pcDNA3.1-HA-FRB-Split TurbolD-C -NLS rekombinant plazmiti transfekte

edilmistir. Transfeksiyonun sematik gdsterimi Sekil 3.4’de verilmistir.

HEK293T-TetR+-Split TurbolD-N

\ TetR+

< pcDNA4/TO-FKBP-V5-

J SplitTurbolD N-NLS

HEK293T-TetR+-Split-TurbolD-N-C

pcDMNA3.1-HA-FRB-Split TurbolD C-NLS

47.1 :

Sekil 3.4. HEK293T TetR+_pcDNA4/TO-FKBP-V5-Split TurbolD N-NLS hiicre hattina
pcDNAS3.1- HA-FRB-Split TurbolD C-NLSplazmitinin transfeksiyonu sematik gosterimi

Transfekte edilen hiicrelerin segiliminin yapilabilmesi i¢in besi yerine diger besi yeri
komponentleri ve antibiyotiklerine ek olarak Genetisin (700pg/ml) antibiyotigi eklenmistir.

Hiicreler 37°C’deki nemlendirilmis %5 COz2’li etlivde inkiibasyona birakilmistir.

Hiicrelerin segilimleri esnasinda PBS ile yikamalar ve besiyeri degisimleri yapilarak olii
hiicreler kiiltiir ortaminda uzaklastirilmistir. Yaklagik 3 haftalik bir se¢ilim siireci sonrasinda
kiiltiir kab1 yilizeyinde olusan hiicre klonlar1 plastik silindirler yardimi ile toplanmak
istenmis, ancak olusan koloni sayisinin ¢ok fazla olmasi ve tek klon se¢imine izin vermemesi
nedeni ile monoklonal stabil kolonlar elde edebilmek i¢in Seri Dillisyon Protokolii asagidaki
asamalar takip edilerek gerceklestirilmistir. Ayrica Sekil 3.5°de sematik gdsterimi

verilmistir.
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Sml 9ml 9900 pl 9ml
Taze hesiyeri Taze besiyeri Taze besiyeri Taze besiyeri

ﬁml'.‘”ﬂml N P4 ﬂml

96-kuyucuklu petriye ekim

Ana stok 50000 hicre/ml 3000 hiicre/ml 30 hiicre/mi 3 hiicre/ml

100000 hicre/m! 10 ml hacim 10 ml hacim 10 m! hacim 10 ml hacim
10 m1 hacim

Sekil 3.5. Tek koloni diisiirmek igin seri diliisyon protokolii sematik gosterimi

Tek koloni diisiirmek icin seri diliisyon protokolii i¢in asagidaki asamalar takip edilmistir.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Kiiltir ortamindan besiyeri uzaklastirildiktan sonra hiicreler 3 kez PBS soliisyonu ile
yikanmustir.

Yiizeye tutunan hiicrelerin kaldirilmasi i¢in yaklasik 1ml Tripsin/EDTA (%0,05)
sollisyonu homojenize olacak sekilde petri yiizeyine eklenmis ve 37°C’de 4 dakika
stire ile inkiibasyona alinmistir. Siire sonunda hiicreler 10ml PBS soliisyonu ile
toplanarak steril falkon tiipe alinmis ve 1500rpm oda sicaklifinda 5 dakika santrifiij
edilmistir.

Ust s1v1 atilarak elde edilen hiicre pelleti 2ml PBS soliisyonu ile siispanse edilmistir.
Ardindan tripan blue boyasi ile hiicre sayimi1 yapilmaigstir.

Ana stok i¢in gerekli olan 100000 hiicre/ml steril falkon tiipe alinarak 10ml’ye taze
besiyeri eklenerek tamamlanmaistir.

Ana stoktan 5ml alinip tizerine Sml taze bersiyeri eklenerek 50000 hiicre/ml elde
edilmistir.

Ardindan 50000 hiicre/ml igeren falkon tlipten 1ml alinip 9ml taze besiyeri eklenerek
5000 hiicre/ml elde edilmistir.

Elde edilen 5000 hiicre/ml igeren falkon tiipten 100ul alinip 9900ul taze besiyeri
eklenerek 50 hiicre/ml elde edilmistir. Bu oran ise 96-kuyucuklu petride Shiicre/kuyu

olacak sekilde hesaplanmig ve bir sonraki diliisyon i¢in gerekli miktar ayrilarak kalan
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hiicreler 96-kuyucuklu petriye ekimi yapilmigtir. 37°C’deki %5 CO2’li etiivde
inkiibasyona birakilmistir.

8) Son olarak SOhiicre/ml igeren falkon tiipten 1ml alinip 9ml taze besiyeri eklenerek
Shiicre/ml elde edilmistir. Bu oran ise 96-kuyucuklu petride 0.5hiicre/kuyu olacak
sekilde hesaplanmis ve 96-kuyucuklu petriye ekimi yapilmistir. 37°C’deki %5
CO2’li etiivde biiylimeye birakilmistir.

Sekil 3.6.Seri diliisyonlar1 yapilan hiicrelerin ilgili petrilere ekimlerinin yapilmasi

Hiicre klonlar1 seri diliisyon yapilarak her bir kuyucuga tek bir hiicre diismesi saglanacak
sekilde once 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina, burada ¢ogalan hiicreler 24 kuyucuklu kiiltiir
kaplarina ve orada biiyliyen hiicreler de Scm’lik kiiltiir kaplara alinmistir (Sekil 3.6).
Protein ifadesi dogrulanan kolonilerden en 1yi protein ifadesi gozlemlenen koloni segilerek,
bu koloniye HEK293T-TetR+-Split-TurbolD-N-C ad1 verilmistir. Bu klon Split-TurbolD
enzimin hem N hem de C uglarini ifade edebilmektedir. Elde edilen koloni ¢ogaltilarak

saklamalar1 alinmistir.

31



3.4.7. Split-TurboID enzimin N ve C Uclarinn ifadelerinin Ve

Lokalizasyonlarimin Dogrulanmasi

HEK293T-TetR+-Split-TurbolD-N-C hiicre hattinda Split TurboID enziminin N ve C
terminali fiizyon proteinlerin ekspresyonlarinin ve lokalizasyonlarmin dogrulanmasi igin
gen dizisi tasarimi sirasinda diziye eklenen V5 ve HA etiketlerinden yararlanilmigtir. Hem
Western Blotlama hem de immiinfloresan yontemleri kullanilarak Split-TurbolD N- ve C-

uclariin ifade edildikleri ve ¢ekirdege lokalize olduklari dogrulanmustir.

Split-TurbolD N- ve C- u¢larmmin HEK293T-TetR+-Split-TurbolD-N-C hiicre hattinda
ifadesi

Split-TurbolD N- ucunun HEK293T-TetR+-Split-TurbolD-N-C hiicre hattinda ifadesi i¢in
hiicrelerin bulundugu besi yerine Tetrasiklin (0.1mg/ml) eklenmis ve Tet-ON sisteminin
acilmasi saglanmistir. indiikleme isleminden sonra hiicreler 24 saat boyunca 37°C’deki %5
CO2’li etiivde inkiibasyona birakilmistir. Split TurbolD C-ucu siirekli olarak eksprese

edildigi i¢in bu proteinin ifadesinde herhangi bir indiikleme islemine gerek duyulmamustir.

3.4.7.1.Protein Oziitlerinin Hazirlanmasi ve Bradford Yontemi ile

Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Protein 6ziitleri asagida verilen protokol takip edilerek 2D Rehidrasyon Tamponu igerisinde
hazirlanmistir.  Elde edilen protein oOziitlerinin konsantrasyonu Bradford yontemi

kullanilarak olgiilmiistiir.

Hiicrelerden 2D Rehidrasyon Tamponu ile protein Oziitlerinin elde edilebilmesi igin

asagidaki adimlar sirasiyla takip edilmistir.

1) Hicreler besi yeri uzaklagtirildiktan sonra 3 kez PBS soliisyonu ile yikanmustir.
Yiizeye tutunan hiicrelerin petri kabindan ayrilmasi i¢in i¢in yaklasik 1ml
Tripsin/EDTA (%0,05) soliisyon homojenize olacak sekilde petri yiizeyine eklenmis
ve 37°C’de 4 dakika siire ile inkiibasyona alinmistir. Siire sonunda hiicreler 10ml
PBS soliisyonu ile toplanarak steril falkon tiipe alinmis ve 1500rpm oda sicakliginda
5 dakika santrifiij edilmistir.

2) Ust kisim atilarak hiicre pelleti 2D Rehidrayon Tamponu ile siispanse edilmistir ve
0.2mm paslanmaz ¢elik boncuklar ile Bullet Blender cihaz1 (NextAdvance, Troy,

NY) kullanilarak parcalanmistir.
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3) Ardindan boncuklardan kurtulmak ve protein dziitiiniin elde edilmesi i¢in 10000 rpm
4°C’de 2 kez 10 dakika santrifiuj edilerek siipernatant kismi protein 6ziitlii olarak

temiz bir mikrosantrifiij tiipe aktarilmustir.

Elde edilen protein oziitiiniin konsantrasyonu Bradford yontemi ile belirlenmistir. Bu
yontem i¢in kullanilan boya, proteinlerin amino asit dizilerinin affinite gosterdigi amino
asitlerle oOncelikle arjinin olmak iizere etkilesime girerek renk degisimine sebebiyet
vermektedir. Meydana gelen renk degisikligi ise spektofotometrik okuyucuda 595 nm dalga
boyunda protein Orneginin konstrasyonunun belirlenmesini saglamaktadir. Protein
konsantrasyonunun hesaplanmasi, sigir serum albliimin protein (BSA) ¢ozeltisinin farkl
konstrasyonlarinin absorbans degerleri bazalinmasi ile yapilmaktadir. Bu islem igin
Bradford Assay boyasi (BioRad) 1:5 oraninda seyreltirilip filtre kagidindan gegirilerek
kullanilmaktadir. Protein 6rnegi temiz ependorf igerisinde 1:20 oraninda 2D Rehidrasyon
tamponu ile seyreltilerek {izerine 980ul Bradford boyasi eklenmistir. Analiz igin kor
soliisyon olarak protein érnegi igermeyen tampon- boya karigimi kullanilmigtir. Orneklerin
absorbansi 595nm’de Nanodrop cihazi ile 3 tekrar olacak sekilde 6l¢iilmiis ve BSA standart

egrisine gore konsantrasyonlari belirlenmistir.
3.4.7.2.SDS-PAGE Jel Elektroforezi

Jellerin hazirlanacagi camlar %70’lik etil alkol ile temizlenerek kasete yerlestirilmistir.
Tablo 3.3°de verilen soliisyonlar ve miktarlari goz oniine alinarak %12°lik ayirict jel ve %
4’liik istifleme jeli hazirlanmistir. Hazirlanan % 12°lik ayirici jel pipet ile iki cam arasindaki
Imm bosluktan dokiilmiis ve jelin {ist yiizeyinin diiz bir sekilde polimerlesmesi igin jel
tizerine az miktarda (200ul) izopropanol pipet yardimiyla eklenmis ve jelin polimerlesmesi
icin beklenilmistir. Polimerlesme sonrasi izopropanol su ile yikanarak uzaklastirilmis ve %
4’lik istifleme jeli dokiilerek, jel iizerine 1.0mm’lik kuyucuklu tarak yerlestirilerek

polimerlesme siirecinde kuyucuklarin olugmasi saglanmastir.
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Tablo 3.3.SDS-PAGE jel soliisyonlari igerikleri ve miktarlari

%12’lik Ayirict Jel soliisyonu igerigi ve miktarlar

Distile su 3.3ml
1.5M Tris-HCI (pH 8.8) 2.5ml
%30 Akrilamid-Bis akrilamid 4 ml
%10 SDS 100 pl
%10 APS 100 pl
TEMED 5ul

%4’liik Istifleme Jel soliisyonu icerigi ve miktarlari

Distile su 3mi
0.5M Tris-HCI (pH 6.8) 1.25 ml
%30 Akrilamid-Bis akrilamid 670 ul
%10 SDS 50 ul
%10 APS 50 ul
TEMED 5ul

Hazirlanan jel elektroforez tanki icerisine yerlestirilmistir. Orneklerden 20 pg kalip olacak
sekilde alinarak jele yiiklenmek i¢in 6X protein yiikleme tamponu ile mikrosantrifiij tiip
igerisinde kanistirilmig ve 95°C’de 5 dakika inkiibe edilerek proteinlerin denatiire edilmesi
saglanmistir. Jelin ilk kuyucuguna eger amag sadece molekiil agirlik belirlemek veya protein
kalitesi belirlemek ise renksiz marker protein standartlar1 eger Western Blot analizi yapmak
ise onceden renklendirilmis marker protein standartlari yiiklenmistir. Analiz edilmesi
planlanan protein 6rnekleri uygun siralama ile kuyucuklara yiiklendikten sonra elektroforez
tank1 1X Yiiriime tamponu ile doldurulmus ve sistem 180 Voltta calistirilarak jel 50 dakika
yuriitiilmisgtiir. Siire bitiminde SDS-PAGE jelinin goriintiisiiniin alinmasi igin jel camlar
arasindan dikkatlice c¢ikartilmis ve fiksatif soliisyonunda minimum 1 saat g¢alkalayici
tizerinde fikse edilmistir. Ardindan Colloidal Commassie Mavisi boya soliisyonu icerisinde
gece boyu calkalayici iizerinde birakilmistir. Jeller iizerinde protein bantlarinin tamami
goriildiikten sonra fazla boya distile su ile arindirilmistir. Jellerin goriintiisii VersaDoc 4000

MP goriintiileme cihazi ile alinmis ve kaydedilmistir.
3.4.7.3.Western Blotlama Deneyleri

Split-TurbolD N- ve C- uglarinin HEK293T-TetR+-Split-TurbolD-N-C hiicre hattinda

ifade edildiklerini dogrulayabilmek i¢in Western Blotlama analizleri yapilmistir. Enzimin
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N- ucunun ifadesi anti-V5 etiketine kars1 gelistirilen antikor kullanilarak ve C ucunun ifadesi

anti-HA etiketine kars1 gelistirilen antikoru kullanilarak gosterilmistir. Western Blotlama

deneylerinde takip edilen deneysel asamalar asagida verilmistir.

Western Blot deneyi i¢in 6rnekler %12°lik SDS-PAGE jelde yiiriitiildiikten sonra asagidaki

adimlar takip edilmistir. Trans-Blot Turbo (BioRad) yari-kuru transfer sistemi ile

proteinlerin membrana transferi gergeklestirilmistir.

1)

2)

3)

1)

2)

3)

4)

5)

Kullanilan filtre kagitlari, nitroselilloz membran ve jel Transfer Tamponu ile
islatilmistir. Transfer kaset igerisine sirasiyla filtre kagidi, membran, jel ve filtre
kagidi konulmus ve tizerinden rulo ile gecilerek transferi engelleyebilecek hava
kabarciklart uzaklastirilmstir.

Transfer kaseti cihaza yerlestirilerek 25 voltta 30 dakika siire ile transfer
gerceklestirilmis ve sonunda transferin gerceklesip gerceklesmedigini kontrol etmek
icin membran Ponceau S boyasi ile boyanmugtir.

Ardindan membran %5’lik Siit tozu iceren TBS-T tamponu igerisine alinarak ile 1
saat inkiibe edilmistir.

Bloklama sonrast membran 3 kez 10 dakika TBS-T tamponu ile yikanmaistir.
Yikamalar sonrasi kullanilan birincil antikor TBS-T tamponu igerisinde uygun
diliisyonu ayarlanarak membran gece boyu 4°C’de birincil antikor inkiibasyonuna
birakilmstir.

Ertesi giin membran 3 kez 10 dakika TBS-T tamponu ile yikanmistir ve ikincil
antikor TBS-T tamponu igerisinde uygun diliisyonu ayarlanarak 1 saat oda
sicakliginda inkiibasyona birakilmistir.

Antikor muameleleri sonrast 3 kez 10 dakika TBS-T tamponu ile membran
yikanmustir.

Protein bantlarinin goriintiisii alinmasinda HRP enziminin X-ray film tizerinde
goriintlislinlin alinabilmesi i¢in membran Biorad ECL ile muamele edilmis ve

goriintli alinmistir.

3.4.7.4.immiinfloresan Mikroskopi Yontemi ile Split-TurbolD N- ve C-
uclariin HEK293T-TetR+-Split-TurbolD-N-C Hiicre Hattinda

Lokalizasyonlarmin Dogrulanmasi

Split-TurbolD N- ve C- uglarmin HEK293T-TetR+-Split-TurbolD-N-C hiicre hattinda

ifadelerinin dogrulanmasi ve lokalizasyonlarin belirlenebilmesi i¢in Western Blotlama
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deneylerine ek olarak Immiinfloresan deneyleri de yapilmistir. Enzimin N- ucunun
cekirdekte ifadesinin ve lokalizasyonunun goriintiilenebilmesi i¢in V5 etiketine karsi
gelistirilmis monoklonal bir antikoru ve C- ucunun ¢ekirdekte ifadesinin ve
lokalizasyonunun goriintiilenebilmesi i¢in HA etiketine karsi gelistirilmis monoklonal bir

antikoru kullanilmstir.

Yapilan tiim Immiinfloresan deneyleri i¢in kullanilan protokol ve antikorlarin ve

malzemelerin listesi Tablo 3.1’de verilmistir.
Immiinfloresan deneyi igin asagidaki asamalar takip edilmistir.

1) Hiicrelerin biiylimesi sirasinda petri kabinin yiizeyine yerlestirilen coverslipler steril
cimbiz yardimi ile alinmis ve 3 kez PBS soliisyonu ile yikanmustir.

2) Hiicrelerin coverslip iizerine fiksasyonu i¢in %4’lik Formaldehit ile 20 dakika
inkiibe edilmistir. Ardindan 3 kez 5 dakika siire ile PBS ile yikama yapilmistir.

3) Fiksatifin sonlandirilmast i¢in 50mM Amonyum Klorid ile 5 dakika inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda 3 kez 5 dakika siire ile PBS ile yikama yapilmistir.

4) Ardindan coversliplerin iizerine %0.5 Triton X-100 eklenmis ve 2 dakika muamele
edilmistir. Sonrasinda 3 kez 5 dakika siire ile PBS ile yikama yapilmistir.

5) Hedef proteinlerin lokalizasyonlarmin belirlenmesi i¢in Primer antikor uygulamasi
yapilmis ve 1 saat inkiibe edilmistir. Anti-V5 etiket antikor i¢in 1:100 diliisyon ve
anti-HA etiket antikor igin 1:50 diliisyon kullanilmistir. Siire bitiminde 3 kez 5
dakika stire ile PBS ile yikama yapilmistir.

6) Ardindan Anti Mouse Texas Red 1:500 diliie edilerek kullanilmis ve 45 dakika
karanlikta inkiibe edilmistir. Siire bitiminde PBS soliisyonu ile 3 kez 5 dakika siire
ile yikamalar yapilmistir.

7) Cekirdegin gorintiilenebilmesi i¢in DAPI (1:20000 oraninda) kullanilarak 10 dakika
karanlikta muamele edilmistir.

8) Son olarak coverslipler PBS ile yikanip, ultra saf su ile kirliliklerden uzaklastirilarak
Prolong diamond Antifade Mountant soliisyon ile lam-cover slip arasinda hiicreler

olacak sekilde kapatilmistir.

Olympus CKX41 inverted mikroskopta hiicrelerin goriintiisii alinmstir.

36



3.4.8. Fiizyon Protein Etkilesimlerinin Dogrulanmasi

Filizyon protein tasarimlarinda eklenen FKBP ve FRB proteinlerinin Rapamisin varliginda
bir araya gelerek Split TurboID domainlerinin etkilesimini saglayip saglamadig: ve istenilen
aktif TurbolD biyotin ligaz enziminin olusumunu tetikleyip tetiklemedigini gosterebilmek

icin Tablo 3.4‘de 6zetle sunulan ve Sekil 3.7‘de gosterilen deneyler gergeklestirilmistir.

Tablo 3.4.Besiyeri ortamina eklenen kompotentlerin gosterildigi ¢alisma gruplari

Kompotentler 1.Grup 11.Grup 11.Grup IV.Grup
Tetrasiklin (0.1mg/ml) + + + -
Biyotin (50uM) ve MgCl. (500mM) + + - -
Rapamisin (100nM) + - - -

III. Grup

Eklenen _Ko_mpotentler Eklenen Kompotentler Eklenen Kompotentler Eklenen Kompotent Yok
* Tetrasiklin * Tetrasiklin » Tetrasiklin
* Biyotin ve MgClz * Biyotin ve MgClz

* Rapamisin

Sekil 3.7.Flizyon protein etkilesimlerinin dogrulanmasi ¢aligsma gruplar1 sematik gosterimi

Calisma gruplarina belirtilen kompotentler eklendikten sonra hiicreler 24 saat boyunca
37°C’deki % 5 CO2’li etiivde inkiibasyona birakilmistir. Ardindan 2D Rehidrasyon tamponu
icerisinde hiicreler lizize ugratilarak protein oziitleri hazirlanmis ve Bradford yontemi ile
konsantrasyon tayini yapilmistir. Hiicrelerden elde edilen protein 6ziitlerinden esit miktarda
protein alinarak %12’lik SDS-PAGE jelleri yiiriitilmistiir. Ardindan Western Blotlama
deneyi ile nitroselilloz membrana transferi yapilan protein 6rneklerinde Streptavidin-HRP

konjugati kullanilarak biyotinilasyon profilleri goriintiilenmistir.
3.5.Niikleer Proteinlerin Biyotinile Edilmesi
3.5.1. Hiicre Kiiltiiriinde Biyotinilasyon Reaksiyonunu Kurulmasi

HEK293T-TetR+-Split-TurbolD-N-C ~ hiicre  hattinda  ¢ekirdek  proteinlerinin
biyotinilasyonunu gerceklestirebilmek i¢in Tablo 3.5’dedzetle verilen ve Sekil 3.8’de

gosterilen biyotinilasyon reaksiyonlar1 kurulmustur.
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Tablo 3.5.HEK293T-TetR+-Split-TurbolD-N-C hiicre hattinda ¢ekirdek proteinlerinin

biyotinilasyonunun gdsterilmesi i¢in yapilan deney tasarimi

Gruplar Besiyerine Eklenen Kompotentler
Biyotinilasyon Grubu e Tetrasiklin (0.1mg/ml)

e Biyotin (50uM) ve MgCl. (500mM)
e Rapamisin (100nM)

Negatif Kontrol e Biyotin (50uM) ve MgCl. (500mM)

Biyotinilasyon Grubu Negatif Kontrol

=S T i 7
< .»o.‘,ﬁ“:’ 0 o /> Rty v Vi ‘i‘as\ ﬁvro\w PP vy /‘\'.
R AVET oy My A S mmgxma*
Eklenen Kompotentler Eklenen Kompotentler
* Tetrasiklin * Biyotin ve MgCl2

* Biyotin ve MgClz
* Rapamisin

Sekil 3.8. Biyotinilasyon reaksiyonu gruplari sematik gosterimi

Belirtilen kompotentlerin eklendigi Biyotinilasyon Grubu ve Negatif Kontrol hiicreleri 24
saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda3 kez PBS soliisyonu ile yikanarak Tripsin EDTA
(9%0.05) ile petri yiizeyinden kaldirilmistir. Hiicreler PBS soliisyonu ile steril falkon tiipler
igerisine toplanarak 1500xg’de oda sicakliginda 5 dakika santrifiij edilmis ve hiicre pelletleri

elde edilmistir.
3.5.2. RIPA Tamponu ile Protein Oziitlerinin Hazirlanmasi

Reaksiyon sonrasi elde edilen hiicre pelletleri 300ul RIPA tamponu ile siispanse edilmistir.
Hiicreler siispansiyon sorasinda safe-lock mikrosantrifiij tiiplere alinmig ve {izerlerine
0.2mm paslanmaz c¢elik boncuklar eklenerek Bullet Blender cihazi (NextAdvance, Troy,
NY) ile parcalanmigtir. Boncuklari uzaklagtirmak ve protein Oziitlerinin elde edilmesini
saglamak icin lizatlar 10000xg 4°C’de 2 kez 10 dakika santrifiijedilmis ve siipernatant
kisimlar1 temiz tiiplere aktarilmistir. Elde edilen protein 6ziitiiniin konsantrasyonu Bradford

yontemi ile dl¢lilmiis ve SDS-PAGE analizi ile protein kalitesi kontrol edilmistir.
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3.6. Biyotinile Proteinlerin Zenginlestirilmesi ve Zenginlestirilmenin

Dogrulanmasi

Biyotinilasyon grubu ve Negatif Kontrol hiicrelerinden hazirlanan protein 6ziitlerinden esit
miktarda alinarak Oncesinde 2 defa RIPA tamponu ile yikanmis streptavidin kapl
boncuklarla 4°C’de gece boyu inkiibasyona birakilmistir. Ardindan boncuklar iki kez RIPA
tamponu, bir kez 1M KCI, bir kez 0.1M Na2COg3, bir kez igerisinde 2M iire bulunan 10mM
Tris-HCI ve iki defa RIPA tamponu ile yikanmustir. Uzerine 100ul Eliisyon Tamponu
(icerigi Tablo 3.2°de verilmistir) eklenen boncuklar 95°C sicaklikta 5 dakika inkiibe edilmis
ve biyotinile proteinlerin bulundugu eliisyon fraksiyonu temiz bir mikrosantrifiij tlipline

alinmistir.

Zenginlestirilmenin gerceklestiginin dogrulanmasi i¢in Negatif Kontrol ve Biyotinilasyon
Grubu fraksiyonlarindan esit hacim protein almmarak %12’lik SDS-PAGE jelde
yiritiildiikten sonra 1:3000 oraninda dilue edilmis Streptavidin-HRP konjugati kullanilarak
Western Blotlama deneyi yapilmistir. Zenginlestirilmenin basariyla gergeklestirildigi

gOriilmiistiir.

3.6.1. Immiinfloresan mikroskopi ile Biyotinile Proteinlerin Cekirdekte

Lokalize Olduklarinin Gosterilmesi

Split-TurboID tarafindan HEK293T-TetR+-Split-TurbolD-N-C hiicrelerinde biyotinile
edilen proteinleri ¢ekirdekte lokalize olduklarinin gésterilmesi i¢in Biyotinilasyon grubu ve
Negatif Kontrol hiicrelerinde detaylar1 asagida verilen immiinfloresan mikroskopi deneyleri
yapilmistir. Bu amacla biyotini baglayan Texas red-boyasi konjuge edilmis Neutravidin
kullanilmistir. Hiicrelerin ¢ekirdekleri ayrica DAPI ile isaretlenmis ve hiicreler Olympus

CKX41 inverted mikrokop kullanarak incelenmistir.
Bu deney i¢in asagidaki adimlar sirayla izlenmistir.

1) Hiicrelerin biiylimesi sirasinda petri kabinin yiizeyine yerlestirilen coverslipler steril
cimbiz yardimi ile alinmig ve 3 kez PBS soliisyonu ile yikanmistir.

2) Hiicrelerin coverslipler tizerine fiksasyonu igin %4’liik Formaldehit ile 20 dakika
inkiibe edilmistir. Ardindan 3 kez 5 dakika siire ile PBS ile yikama yapilmaistir.

3) Fiksatifin sonlandirilmast i¢gin 50mM Amonyum Klorid ile 5 dakika inkiibe

edilmistir. Inkiibasyon sonunda 3 kez 5 dakika siire ile PBS ile yikama yapilmistir.
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4)

5)

6)

7)

Ardindan coverslipler {izerine %0.5 Triton X-100 eklenmis ve 2 dakika muamele
edilmistir. Sonrasinda 3 kez 5 dakika siire ile PBS ile yikama yapilmistir.
Biyotinilasyon reaksiyonunun lokalizasyonunun belirlenmesi i¢in Neutravidin
(1:1000 oraninda) uygulamasi yapilmis ve 1 saat inkiibe edilmistir. Siire bitiminde 3
kez 5 dakika siire ile PBS ile yikama yapilmustir.

Cekirdegin goriintiilenebilmesi i¢cin DAPI (1:20000) kullanilarak 10 dakika
karanlikta muamele edilmistir.

Son olarak coverslipler PBS ile yikanip, ultra saf su ile kirliliklerden uzaklastirilarak
Prolong diamond Antifade Mountant soliisyon ile lam-cover slip arasinda hiicreler

olacak sekilde kapatilmistir.

Sonucunda hiicreler Olympus CKX41 inverted mikrokop kullanarak incelenmistir.

3.7.

Zenginlestirilmis Biyotinile Proteinlerin Tripsin Enzimi ile Kesimi ve
LC-MS/MS Analizine Hazirlanmasi

Biyotinilasyon grubu ve Negatif Kontrol grubundan zenginlestirilen biyotinile protein

fraksiyonlarindan esit hacim de alinarak FASP Protein Kesim protokolii uygulanmaistir.

Protokol i¢in asagidaki adimlar takip edilmistir.

1)

2)

3)
4)

5)

6)

7)

FASP kesimi i¢in Biyotinilasyon grubu ve Negatif kontrol gruplarindan esit hacimde
50ul ornek tizerine 300ul 8M iire soliisyonu eklenerek 6zel mikrosantrifiij tiiplere
yerlestirilen 30 kDa’lik membran filtre {izerine aktarilmistir.

14000xg’de oda sicakliginda 15 dakika santrifiij edilmis ve filtre altinda kalan kisim
atilmustir.

Filtre tizerine 200u1 8M iire soliisyonu eklenmis ve tekrar santrifiij yapilmistir.
Iyodoasetamid (IAA) soliisyonu filtre iizerine eklenerek 20 dakika karanlikta inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrast santrifiij yapilmistir.

Bu islem sonrasi drneklerin iizerine 3 kez 100ul 8M iire soliisyonu eklenmis ve
santrifiijtekrar edilmistir.

Ardindan yikama adimi i¢in 3 kez 100ul 50mM Amonyum Bikarbonat (AmBic)
soliisyonu eklenerek santrifiij tekrarlanmistir.

Filtre temiz mikrosantrifiij tiipe alinarak iizerine Tripsin enzimi ve 50mM AmBic
sollisyonu (Calisma grubu icin; 1/8 ve Negatif kontrol grubu icin; 1/16 oraninda)

eklenmis ve 37°C’de gece boyu kesime tabi tutulmustur.
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8) Kesim sonrasi 6rnekler 2 kez 40ul SOmM AmBic soliisyonu ve bir kez 50ul 0.5M
NaCl soliisyonu santriflij edilmis ve peptitler temiz mikrosantrifiij tiip igerisine
toplanmustir.

9) SpeedVac santrifiij cihazi kullanilarak (Eppendorf, ABD) peptit ornekleri pellet

haline getirilmistir.

Kesim sonucunda elde edilen peptitler NLC-MS/MS analizi i¢in 20ul %0,1°lik Formik Asit

¢ozeltisi (FA) igerisinde ¢ozlilmiistiir.

3.8. Nano-Sivi Kromatografi tabanh Kiitle Spektrometre (nLC-MS/MS)

Analizi ile Proteinlerin Tanimlanmasi ve Etiketsiz Kantifikasyonu

Peptitler, Q-Exactive kiitle spektrometresine (Thermo Scientific, ABD) bagli Ultimate 3000
RSLC nano sistemi (Dionex, Thermo Scientific, CA, ABD) kullanilarak nLC-MS/MS
sistemi ile analiz edildi. Tiim sistem Xcalibur 4.0 yazilimi1 (Thermo Fisher Scientific, CA,
ABD) araciligiyla kontrol edildi. A (%0,1 FA) ve B (%80 Asetonitril + %0,1 Formik Asit)
mobil fazlar1 kullanilarak yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC) ayrimi yapildi.
Kesilmis peptitler, bir tuzak (trap) kolonu tizerinden gegirilerek konsantre edildi ve tuzlardan
arindirildi. Daha sonra peptidler Acclaim PepMap RSLC C18 analitik kolonuna (75 um x 15
cm x 2 um, 100 A cap, Thermo Scientific, CA, ABD) aktarilarak kromatografik ayrilma
islemine tabi tutuldu. Bu siiregte asagida 6zetlenen ayirma gradyani kullanildi. On dakika
i¢in %6 B, 60 dakika i¢in %6-10 B, 150 dakika i¢in %10-30 B, 40 dakika i¢in %30-50 B, 20
dakika i¢in %50-90, 10 dakika i¢in %90, 10 dakika i¢in %90-6 B ve 5 dakika i¢in %6 B
olacak sekilde 300 dakikalik toplam ¢alisma siiresinde 300 nL/dakika akis hiziyla analizler
gerceklestirildi. Tam tarama MSI1 spektrumlar1 asagidaki parametrelerle elde edildi:
¢Oziiniirliik 70.000, tarama araligi 400-2000 m/z, hedef otomatik kazang¢ kontrolii (AGC)
3xE6, maksimum enjeksiyon stiresi 60 ms, piiskiirtme voltaji1 2.3 kV. MS/MS analizi, ilk on
oncii iyonun seg¢ilmesiyle veriye bagli edinim yoluyla gerceklestirilmistir. Asagidaki
parametrelerle ¢arpisma kaynakli ayrismadan (yiiksek enerjili carpismali ayrisma (higher-
energy collisional dissociation- HCD)) olusan MS2 analizi; ¢6ziiniirliik 17.500, AGC 1E6;
maksimum enjeksiyon siiresi 100 ms, izolasyon penceresi 2.0 m/z normallestirildi ve
carpisma enerjisi (NCE) 27 olacak sekilde gergeklestirildi. Cihaz, her analizden once
standart bir pozitif kalibrator ile (LTQ Velos ESI Positive lon Calibration Solution, Pierce,
ABD) kalibre edildi.
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3.9. nLC-MS/MS Veri Analizi ve Biyoinformatik Analizler

Ham verilerin analizi ve protein tanimlamasi i¢in Proteom Discoverer 2.5 yazilimi (Thermo
Scientific, ABD) kullanild1 ve analizler sirasinda asagidaki parametreler uygulandi; Peptit
kiitle tolerans1 10 ppm, MS/MS Kkiitle tolerans1 0.2 Da, kiitle dogrulugu 2 ppm, minimum
peptit uzunlugu 6 amino asit, sabit degisiklikler sistein karbamidometilasyonu, kararsiz
degisiklikler metionin oksidasyonu ve asparajin deaminasyonu. Her protein i¢in tanimlanan
minimum 6zglin peptit sayist 1 olarak alindi ve elde edilen veriler Uniprot veri tabanindan
elde edilen veri bankalarinda tarandi. Tanimlanan proteinlerin lokalizasyonlarinin tespiti igin
UniProt veri taban1 ve Gene Ontoloji analizleri ile proteinler lokalizasyonlarina gore

kategorize edilmistir.
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4. SONUCLAR
4.1. Alt-Klonlama ile Rekombinant Plazmitlerin Olusturulmasi

Sentezlenen gen dizilerinden pEX-A128- FKBP-V5-Split TurbolD N -NLS plazmiti E.
coliXL1Blue hiicresine elektroporasyon yontemi ile transforme edilmis ve ampsilin
varliginda olusan koloniler sivi besiyerine alinarak ¢ogaltilmis ve bu kolonilerden plazmit
izolasyonu yapilmistir. Hedeflenen pcDNA4/TO-FKBP-V5-Split TurbolD N-NLS
rekombinant plazmitinin olusturulmasi i¢in pcDNA4/TO plazmiti ve ilgili gen dizisi (FKBP-
V5-Split TurbolD N -NLS gen dizisi) Hindlll ve BamHI restriksiyon enzimleri ile kesime
tabi tutulmus vekesimlerin dogrulanmasi ve ilgili gen dizisi ile plazmitin jelden geri

kazanimai i¢in kesim iirlinleri jelde yiiritiilmistiir (Sekil 4.1).

pcDNA4/TO
(3078 bp)

ilgili gen dizisi
(723 bp)

Sekil 4.1.Hindlll ve BamH]I restriksiyon enzimleri ile kesilmis FKBP-V5-Split TurbolD N
Terminal-NLS dizisini kodlayan DNA pargast ve pcDNA4/TO plazmiti. Jelin orta kismina
DNA molekiiler agirlik belirteci yliklenmistir.

Kesimlerin tamamlanmasinin ve jelden geri kazanilmasinin ardindan ilgili gen ve plazmit
triinii tek bir mikrosantrifiij tiip igerisine alinarak T4 DNA Ligaz enzimi ve diger gerekli
kompotentler ile ligasyona tabi tutulmustur. Ligasyon diriinleri E. coliXL1Blue
elektrokompotent hiicrelerine elektroporasyon yolu ile transforme edilmis ve hiicreler
ampsilin varliginda se¢ilime birakilmistir. Kiiltiir tabagi lizerinde biiyliyen 6 adet koloni
secilmis, sivi besiyerine alinarak c¢ogaltilmis ve plazmit izolasyonlar1 yapilmistir.
Ligasyonun dogrulanmas: i¢in saflastirilan plazmitler HindIIl ve BamHI restriksiyon
enzimleri ile kesime tabi tutulmus ve kesim sonrasi iiriinler %1.5’1lik etidyum bromiir i¢eren
bir agaroz jelde vyiiriitiillerek goriintiilenmistir. Ilgili gen ve plazmit i¢in uygun baz ¢ifti
araliklarinda bantlar gériilmiis ve 5 adet rekombinant plazmit segilerek dogrulanmistir (Sekil

4.2). Dogrulanan kolonilerden Koloni 2 segilerek Ampisilin igeren 100ml besiyerinde
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cogatilmis ve HEK293T TetR+ hiicreleri transfeksiyon deneylerinde kullanilmak

tizereEndotoxin-free plazmit preparasyonlari1 hazirlanmistir.

pcDNA4/TO
(5078 bp)

Mgili gen dizisi
(723 bp)

Sekil 4.2.Rekombinant plazmit pcDNA4/TO-FKBP-V5-Split TurbolD N -NLS koloni
taranmasina ait agaroz jel elektroforez goriintiisii

Enzimin diger domaini olan C ucu igin de benzer deneysel protokoller uygulanmustir. Siparis
dogrultusunda elimiz ulasan pEX-A258- HA-FRB-Split TurbolD C-NLS plazmiti
elektrokompotent E. coliXL1Blue hiicrelerine elektroporasyon yoluyla transformeedilmis
ve ampsilin varliginda olusan koloniler sivi besiyerine alinarak ¢ogaltilmis ve bu
kolonilerden plazmit izolasyonu yapilmistir. Hedeflenen pcDNA3.1-HA-FRB-Split
TurbolD C -NLS rekombinant plazmitinin olusturulmasi i¢in pcDNA3.1 plazmiti ve ilgili
gen dizisi (HA-FRB-Split TurbolD C -NLS gen dizisi) BamHI ve EcoRI restriksiyon
enzimleri ile kesime tabi tutulmus vekesimlerin dogrulanmasi ve ilgili gen dizisi ile

plazmitin jelden geri kazanimi i¢in kesim {irlinleri jelde yiiriitilmiustiir (Sekil 4.3).

pcDNA3.1
(5428 bp)

Ilgili gen dizisi
(1200 bp)

Sekil 4.3.BamHI ve EcoRlIrestriksiyon enzimleri ile kesilmis HA-FRB-Split TurbolD C -
NLSdizisini kodlayan DNA parcasi ve pcDNA3.1 plazmiti. Jelin orta kismina DNA
molekiiler agirlik belirteci yiiklenmistir.
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Kesimlerin tamamlanmasinin ve jelden geri kazanilmasinin ardindan ilgili gen ve plazmit
tirtinii tek birmikrosantrifiij tiip igerisine alinarak T4 DNA Ligaz enzimi ve diger gerekli
kompotentler ile ligasyona birakilmistir. Ligasyon friinleri E. coliXL1Blue
elektrokompotent hiicrelerine elektroporasyon yolu ile transforme edilmis ve hiicreler
ampsilin varliginda segilime birakilmistir. Kiiltiir tabagi tizerinde biiyliyen 3 adet koloni
secilmig, sivi besiyerine alinarak ¢ogaltilmis ve plazmit izolasyonlar: yapilmistir.
Ligasyonun dogrulanmasi i¢in saflastirilan plazmitler HindIII ve BamHI restriksiyon
enzimleri ile kesime tabi tutulmus ve kesim sonrasi tiriinler %1.5 etidyum bromiir igeren bir
agaroz jelde vyiiriitillerek goriintiilenmistir. Ilgili gen ve plazmit i¢in uygun baz cifti
araliklarinda bantlar goriilmis ve tiim klonlar dogrulanmistir (Sekil 4.4). Dogrulanan
kolonilerden Koloni 2 segilerek Ampisilin igeren 100ml besi yerinde ¢ogatilmis ve sonraki
transfeksiyon deneylerinde kullanilmak {izereEndotoxin-free plazmit preparasyonlari

hazirlanmustir.

pcDNA3 1
(5428 bp)
Ilgili gen dizisi
(1200 bp)

Sekil 4.4.Rekombinant plazmit pcDNA3.1-HA-FRB-Split TurbolD C -NLSkoloni
taranmasina ait agaroz jel elektroforez goriintlisii
4.2. HEK293T-TetR+-Split-TurbolD-N-CStabil Hiicre Hattinin

Olusturulmasi ve Fiizyon Proteinlerin Etkilesimlerinin Dogrulanmasi

Calismada kullanilacak olan HEK293T TetR+ hiicre hatt1 saklama alindig1 sivi azottan
cikartilip ¢ozlilmustiir. Birkag pasaj ilerletilen ve morfolojisinin iyi oldugu gozlemlenen
hiicreler Tripan mavisi ile muamele edildikten sonra Thoma lamai ile sayilmais, tranfeksiyon
icin yeterli miktarda hiicre oldugu goriilmiistiir. Hiicre transfeksiyonu icin hazirlanan
pcDNA4/TO-FKBP-V5-Split TurbolD N -NLS rekombinant plazmiti Neon Transfeksiyon
sistemi ile HEK293T TetR+ hiicre hattina transfekte edilmistir. Ardindan Zeosin (50ug/ul)
ile secilimi saglanan hiicrelerden tek koloni se¢imi yapilarak stabil hiicre hatlart elde

edilmistir.
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Biiyiitiilen tek koloniler Tetrasiklin (0.1mg/ml) ile indiiklendikten 24 saat sonra protein
oziitleri elde edilmistir. Esit konstrasyonlarda ornekler alinarak anti-V5 etiket antikoru
kullanilarak Western Blotlama deneyi yapilmistir. Bu deney sonucunda segilen kolonilerin

tamaminda Split TurboID-N fiizyon proteinin (26.5kda) indiiksiyon sonrasi ifadesi

dogrulanmigtir (Sekil 4.5).
a1 PK K1 K2 K3 K4 K5 K6 K7 PK K8 K9 K10
250

= . Split TurboID-N

-35 4 pa— - ...— Fiizyon proteini
_— ”- _—e= - O - — (26.5 kDa)

S — O —

Sekil 4.5.Split TurbolD-N fiizyon proteininin pcCDNA4/TO-FKBP-V5-Split TurbolD N
Terminal-NLS transfekte edilmis HEK293TetR+ hiicrelerinde ifadesinin dogrulanmasi.
Sekil tizerinde PK-pozitif kontrol, K1-Koloni 1, K2-koloni 2,K3-Koloni 3, K4-Koloni 4,
K5-Koloni 5, K6-Koloni 6, K7-Koloni 7, K8-Koloni 8, K9-Koloni 9, K10-Koloni 10

kisaltmas1 anlaminda kullanilmastir.

Dogrulanan kolonilerden Koloni 3 ile devam edilmesine karar verilmis ve bu kolonideki
hiicreler ¢ogaltilmis ve gerekli saklamalar alinmistir. Sonrasinda Koloni 3 hiicrelerine Neon
Transfeksiyon sistemi kullanilarak pcDNA3.1- HA-FRB-Split TurbolD C -NLS plazmiti
transfekte edilmis ve hiicreler Genetisin (700ug/ml) ile secilime tabi tutulmustur. Segilim
sonrasi saglanan hiicrelerden seri diliisyon yolu ile tek koloni se¢imi yapilarak stabil hiicre
hatlar1 elde edilmistir. Elde edilen kolonilerde tetrasiklin kontrolii altindaifade edilen Split
TurbolD-N NLS fiizyon proteini vekesintisiz ifade edilen Split TurbolD C-NLS flizyon
proteinininifadelerinin  dogrulanmasi i¢in Western Blotlama analizleri yapilmistir.
Oncelikle, tetrasiklin ile indiiklenen hiicrelerden hazirlanan protein dziitleri %12’lik SDS-

PAGE jelinde yiiriitiilmiis ve protein profilleri kontrol edilmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6.Protein 6ziitlerinin SDS-PAGE jel goriintiisii. (Jel siralamasi: 1-Protein marker, 2-
Negatif Kontrol, 3-Pozitif Kontrol, 4- Koloni 2 tetrasiklin ile indiiklenmemis, 5- Koloni 2
tetrasiklin ile indiiklenmis, 6-Koloni 8 tetrasiklin ile indiiklenmis, 7- Koloni 11 tetrasiklin

ile indiiklenmis hiicrelerden alinan protein 6ziitii 6rnekleri)

Western Blotlama deneyi sonucunda segilen kolonilerin tamaminda hem Split TurboID-N
fiizyon proteinin (26.5 kDa)ve Split TurbolD-C fiizyon proteinin (44 kDa)ifadesinin varligi
gosterilmistir (Sekil 4.7).

~55 - -
2 3 4 5 6 7 Split TurbolD-N
=35 1= fiizyon proteini
=235 .- — . — Tetrasiklin kontrollii
ekspresyon
-15 1. (26.5 kDa)
~130 - ‘
~100 4 e i
70 1u.| 2 3 4 5 6 7 Split TurboID-N
~55 - e - A i fuzyon proteini
Devamli ekspresyon
-35 4 o (44 kDa)

Sekil 4.7.Split TurbolD-N ve Split TurbolD- C protein ifadelerinin Western Blot goriintiisii.
Jel Siralamasi:1-Protein marker, 2-Negatif Kontrol, 3-Pozitif Kontrol, 4- Koloni 2 tetrasiklin
ile indiiklenmemis, 5- Koloni 2 tetrasiklin ile indiiklenmis, 6-Koloni 8 tetrasiklin ile
indiiklenmis, 7- Koloni 11 tetrasiklin ile indiiklenmis hiicrelerden alinan protein 6ziitli

ornekleri
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Eksprese edilen fiizyon proteinlerin lokalizasyonlarmnin dogrulanmasi igin Immiinfloresan
mikroskopi analizleri yapilmistir (Sekil 4.8).

Anti-V5 etiket Antikor (1:100) - :
Texas Red (1:500) DAPI (1:20000) MERGE

Split TurboID N Terminali
fiizyon proteini

Anti-HA etiket Antikor (1:50)
Texas Red (1:500)

DAPI (1:20000) MERGE

Split TurboID C Terminali
fiizyon proteini

Sekil 4.8.Split TurbolD-N ve Split TurbolD- C proteinlerinin hiicre i¢i lokalizasyonlarinin
dogrulanmasi

Elde edilen goriintiiler Split TurbolD-N ve Split TurbolD- C fiizyon proteinlerinin hiicrenin
cekirdegindelokalize oldugunu gostermistir. Her iki proteine ait lokalizasyon goriintiisii

DAPI boyast ile alinan goriintiilerle birebir eslesmistir.

Fiizyoz proteinlerin etkilesimlerinin dogrulanmasi

Aktif TurbolD biyotin ligaz enziminin olustugunu ve Rapamisin yoklugunda sadece dogal
biyotinilasyonun gerceklestigini gosterebilmek igin hiicre kiiltiirii besiyeri ortamlarina Tablo

3.4‘de ve Sekil 3.7°de gosterilen kompotentler eklenmistir.

Hiicrelerin eklenen kompotentler ile 24 saatlik inkiibasyonu sonrasindahazirlanan protein
oziitleri ile gergeklestirilen Western Blotlama deneyi Streptavidin-HRP konjugati ile
muamelesi ile gerceklestirilmistir. Deney sonucunda Rapamisinin eklendigi hiicre
kiiltirinde (I. Grup) arzu edilen biyotinile protein profilinin gézlemlendigi, diger taraftan
Rapamisinin eklenmedigi hiicre kiiltiirlerinde (II.Grup, II1.Grup, IV.Grup) sadece dogal

biyotinilasyonun var oldugu goériilmiistiir (Sekil 4.9).
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1 2 3 4 5 6 7

Sekil 4.9.Rapamisin varliginda aktif Split TurboID olusumunun goriintiilendigi Western
Blotlama goriintiisii (Jel siralamasi; 1-Protein marker, 2-Negatif Kontrol, 3-Pozitif Kontrol,
4- 1.Grup, 5- I1.Grup, 6-111.Grup, 7-1V.Grup)

4.3. Cekirdek Proteinlerinin Biyotinile Edilmesi ve Biyotinile Proteinlerin

Zenginlestirilmesi

Cekirdek proteinlerinin biyotinile edilebilmesi igin hiicre kiiltiiriinde besiyeri ortamina
Rapamisin, Tetrasiklin, Biyotin ve MgCl, eklenmistir. Dogal kosullarda hiicrede meydana
gelendogal biyotinile proteinlerin degerlendirme dis1 birakilabilinmesi i¢in Negatif Kontrol
hiicre kiiltiir ortaminaRapamisin ve Tetrasiklin eklenmemis, yalnizca Biyotin ve MgCl.
eklenmistir. Gerekli reaksiyon ogeleri eklendikten sonra hiicreler 24 saat hiicre kiiltiirii
etiiviinde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi hiicre pelletleri RIPA tamponunda lizize
ugratilarak protein Oziitleri hazirlanmigtir. Protein 6ziitlerinin Bradford yontemi ile
konsantrasyon Ol¢timii yapildiktan sonra protein kalitesinin kontrol edilmesi igin %12’lik
SDS-PAGE jeli yiirtitiilmistir (Sekil 4.10). Jele yiiklenen protein miktarlarinin esit,

kalitelerinin ise yiiksek oldugu goriilmiistir.
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Sekil 4.10.Cekirdek proteinleri biyotinile olan ve olmayan hiicrelerden hazirlanan
proteinlere ait SDS-PAGE jel goriintiisii (Jel siralamasi; 1-Protein marker, 2-Biyotinilasyon
grubu, 3- Negatif kontrol grubu)

Benzer sekilde yiirtitiilen %12°1ik SDS-PAGE jeli Western transferine tabi tutulmus ve
membran Streptavidin-HRP konjuagti ile blotlanmistir (Sekil 4.11).

1 23 45 6 7 8 910

Sekil 4.11.Zenginlestirme sonrast Western Blot goriintiisii (Jel siralamasi; 1-Protein marker,
2-Negatif Kontrol, 3-Pozitif Kontrol, 4-Negatif kontrol grubu protein oziitii, 5- Negatif
kontrol grubu boncuklara baglanmayan fraksiyon, 6-Negatif kontrol grubu eliisyon
fraksiyonu, 7-Biyotinilasyon grubu protein oziitii, 8-Biyotinilasyon grubu boncuklara
baglanmayan fraksiyon, 9-Biyotinilasyon grubu eliisyon fraksiyonu, 10-Biyotinilasyon
grubu boncuklart)

Elde edilen sonug, Rapamisin ve Tetrasiklin eklenmis hiicre kiiltiirii 6rneklerinde yiiksek
miktarda biyotinilasyonun gerceklestigini gdstermistir. Ayni deney gruplar ile yapilan
immiinfloresan mikroskopi deneyleri Western blotlamalarda goriilen biyotinile proteinlerin

cekirdekte lokalize olduklarini gostermektedir (Sekil 4.12).
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DAPI Texas-Red Superposed

Split-TurbolD N-C-NLS
negatif hiicreler
Split-TurbolD N-C-NLS
positive hiicreler

Sekil 4.12. Biyotinilasyon reaksiyonunun lokalizasyonun IF ile goriintiilenmesi

44. Triptik Kesim ve nLC-MS/MS Analizi

Biyotinilasyon grubundan elde edilen biyotinile edilmis, zenginlestirilmis ve Negatif
Kontrol grubundan biyotinile edilmemis, zenginlestirilme protokolii
uuygulanmisfraksiyonlarindan esit hacimde alinarak bu fraksiyonlardaki proteinlertripsin
kesimine tabi tutulmustur. Elde edilen peptitler %0,1lik Formik Asit ¢ozeltisi ile ¢oziilmiis
ve Ornekler igerisindeki proteinler nHPLC LC-MS/MS sisteminde analiz edilerek
tanimlanmustir.

Tanimlanan proteinlerin lokalizasyon bilgileri igin {icretsiz erigsim saglanabilen UniProt veri

taban1 (https://www.uniprot.org/) ve (Gene Ontology) analizinden yararlanilmigtir. Split

TurbolD’nin aktif olarak biyotinile ettigi Biyotinilasyon grubunda, negatif kontrol grubunda
tanimlanan proteinlerin listeden elenmesi ile toplamda 361 adet protein tanimlanmistir.
Tanimlanan proteinlerin listesi EK-1’de verilmistir.Bu proteinlerden 302 adetinin ¢ekirdek

proteomu icerisinde bulundugu yapilan GO (Gene Ontology) analizi ile tespit edilmistir.
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5. TARTISMA

Organeller hiicre igerisini kompartmanlara ayirarak hiicredeki fonksiyonel karmasayi
Onlemede ve Ozellesmis islevlerin gerceklestirilmesinde ©nemli rol oynamaktadirlar.
Organellerin metobolik ayrintilarin1 analiz edebilmek ve anlamak genel hiicre dinamigini
yorumlayabilmek i¢in olduk¢a Onemlidir. Hiicre i¢i organellerin dinamigi ve metabolik
siirecleri analizi edilirken siklikla yararlanilan ve organele 6zgili proteinler, organellerin
hiicre igerisinde gorevler ve isleyisteki rolleri hakkinda 6nemli bilgiler vermektedir. Bu
proteinler, hiicresel olaylarin anlamlandirilmast ve hiicrenin igerisinde bulundugu
mikrodiinya hakkinda yorum yapilabilmesi ic¢in arastirma calismalarinda temel

olusturmaktadir (Yates ve ark.,2005).

Hiicrenin merkezinde bulunan cekirdek organeli genetik bilgiyi korumak ve hiicrenin
hayatta kalmasini ve biiylimesini saglayan olaylarin diizenlenmesinde rol oynayan anahtar
organeldir. Bu nedenle ¢ekirdekte bulunan ve farkli hiicresel islevlerde rol alan niikleer
protein iceriginin dogru bir sekilde belirlenmesi hiicre dinamiginin anlasilmasinda oldukca
onemlidir. Yapilan c¢alismalarla hiicre proteomunun yaklasik %34’ini ¢ekirdek
proteomunun olusturdugu gosterilmistir (The Human Protein Atlas). Niikleer proteinler
hakkinda bilgi sahibi olabilmek icin daha verimli ve analiz gii¢li yiiksek teknikler
gelistirilmistir ve gelistirilmeye devam etmektedir. Bu metotlarda ¢ekirdek proteomu
calismalar1 basit fraksiyonlama teknikleri ya da santrifiigasyon yontemi kullanilmaktadir.
Bu teknikler niikleer proteomun igerigi hakkinda bilgi vermelerine ragmen uygulanabilirlik
konusunda oOnemli sorunlar barmndirmaktadir. Bu problemlere sitoplazmik protein
kontaminasyonlari, sitoplazmik proteaz kaynakli protein degredasyonu gibi sorunlar gibi
ornekler verilebilir. Ayrica deneyler sirasinda kullanilan yiiksek dereceli hipotonik veya
hipertonik tamponlar nedeni ile hiicrelerde c¢ekirdek zarinda bozunumlar meydana
gelebilmekte veya cekirdegin biiziilmesi ile izole edilen c¢ekirdek hacmi degismekte,
boylelikle protein igeriginde varyasyonlar meydana gelebilmektedir. Bununla birlikte,
kirletici molekiillerden kaynaklanan safsizliklar ve uzun deney stiregleri sirasinda meydana
gelen {irtin kayiplari, biyolojik arastirmalarin 6zgiilliigiinii ve verimliligini olumsuz olarak

etkilemektedir (Hoffmann ve ark., 1978; Rickwood ve ark.,1997).

Calismamiz kapsaminda literatiirde mevcut yontemler ile yapilan niikleer proteom
caligmalarinda siklikla karsilasilan problemleri elimine etmek icin yeni bir metot
gelistirilmistir. Kullanilan diger yontemlerde siklikla uygulanan g¢ekirdek organelinin
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izolasyonu caligsmalarinin yerine kullandigimiz yaklasimda hiicre igerisinde ¢ekirdege 6zgii
hedef proteinlerin etiketlenerek zenginlestirilmesi ve analizi gergeklestirilmistir. Bu hedef
dogrultusunda hiicrede bilinen bir toksik etkisi olmayan ve hiicresel isleyisinde bilinen bir
etkisi olmayan TurbolD biyotin ligaz enzimininin gelistirilmis modifiye bir versiyonu olan
Split TurboID biyotin ligaz enzimi kullanilmistir. Bu enziminin N terminalini i¢eren fiizyon
protein HEK293T TetR+ hiicrelerinde tetrasiklin kontrollii olarak ifade edilirken, enzimin C
terminalini igeren fiizyon protein ifade siirekli gerceklesmektedir. Split TurboID enziminin
aktif forma gecerek biyotinilasyon reaksiyonu gergeklestirebilmesi i¢in hiicre besi yeri
ortamma FKBP ve FRB proteinlerinin etkilesimini saglayacak Rapamisin komponenti
eklenmistir. Dort farkli besiyeri icerigine ait hiicre gruplarinda yapilan Western Blotlama
deneyi ile hiicrelerdeki biyotinilasyon profili Sekil 4.9°da gosterilmistir. Buna gore
hiicrelerde Rapamisin eklendigi grupta (Grup I) istenilen biyotinilasyon profilinin
gozlendigi, diger gruplarda ise hiicredeki dogal biyotinilasyon profili ile karsilasildig:
gbzlenmistir. Bu sayede niikleer proteinlerin biyotinile edilmesi i¢in Split TurboID enzimin
aktif formuna ge¢mesinin Rapamisin kontrollii olarak gerceklesecegi gosterilmistir. Niikleer
proteinlerin biyotinilasyonu ve zenginlestirilmesinde yapilan Western Blotlama deneyi ile
Biyotinilasyon grubundaki biyotinile protein profilinin Negatif kontrol grubundan olduk¢a
fazla oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.11). Hiicre gruplarinda biyotinilasyon reaksiyonunun
gerceklestigi lokalizasyonu goriintiileyebilmek i¢in yapilan IF deneyi ile Biyotinilasyon
grubunda reaksiyonun c¢ekirdekte lokalize oldugu ve yogun sekilde gerceklestigi
goriilmektedir (Sekil 4.12).

Zenginlestirilen biyotinile proteinler LC-MS/MS analizleri ile tanimlanmistir. Ardindan
gerceklestirilen biyoinformatik analizleri ile Negatif kontrol grubunda tanimlanan
proteinlerin Biyotinilasyon grubundaki protein listesinden elenmistir. Analizler sonucunda
Biyotinilasyon grubunda toplam 361 protein tanimlanmistir. Tanimlanan proteinlerin listesi
EK-1’de verilmistir. Bu ¢alismada kiitle spektrometresi ile ve biyoinformatik analizler
sonucunda tanimlanan 361 proteinden 302 adetinin ¢ekirdek proteomu igerisinde bulundugu
yapilan GO (Gene Ontology) analizi ile tespit edilmistir. Elde edilen sonuca gore gelistirilen
bu yaklasimin ¢ekirdek proteom calismalarinda yaklasik %83.6 oraninda verimlilikle
calistig1 gosterilmistir. Cekirdek proteomu igerisinde bulunmayan 59 protein ile, dogal
biyotinilasyon ile zenginlestirme fraksiyonu dahil olmus veya zenginlestirme esnasinda

kullanilan pozitif yiikli ve glikolize yapisindan dolay1 biyotinile olmayan proteinleri de
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bagladig: bilinen Streptavidin sebebi ile analizlerde karsilasilmig olabilmektedir (Luong ve

Vashist., 2020).
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Gergeklestirilen bu tez caligmasi ile ¢ekirdek proteom calismalarinda kullanilabilecek 6zgiil
ve yiiksek verimlilik saglayan bir yaklasim gelistirilmistir. Literatiirde bulunan mevcut
yaklagimlarda karsilasilan problemleri ortadan kaldirmak ve yiiksek saflikta niikleer protein
zenginlestirmesi saglamak hedeflenmistir. Bu dogrultuda kullanilan Split TurboID biyotin
ligaz enzimi ile gergeklestirilen biyotinilasyon reaksiyonu ile niikleer proteinlerin
etiketlenmesi, streptavidin kapli boncuklar ile zenginlestirilmesi ve LC-MS/MS analizi ile
tanimlanmasi gerceklestirilmistir. Gelistirilen bu yontemin literatiirdeki diger yontemlere
kiyasla sahip oldugu bazi avantajlar1 bulunmaktadir. Bunlar; genis kullanim alanina sahip
olmasi1 ile bir¢ok hiicre hattinda kullanilabilir, c¢ok fazla sayida niikleer protein
tanimlanmasina izin vermesi ile yliksek verimlilikte proteom g¢alismasi yapilabilir, organel
proteom c¢aligmalarina yeni bir yaklasim gelistirilmesinde oncii olmasi ile gelistirilen bu
yontem diger organel proteomlar1 ¢alismalarina uyarlanabilir, hiicrede bilinen bir toksik
etkiye sahip olmamasi ve hiicre i¢i metabolik yolaklarinda bilinen bir etkisinin olmasi ile
uygulanabilirligi artmaktadir. Belirtilen bu olumlu yoénler sayesinde gelistirilen bu yaklasim,
¢ekirdek proteomu ¢alismalarinda tercih edilebilir ve bircok organel proteom calismasina
uyarlanabilir niteliktedir. Ayrica sundugu genis tanimlanabilen niikleer protein ile hiicrenin
igerisinde bulundugu mikro diinyanin daha anlasilabilir olmasi, yorumlama yapabilme
imkan1 saglamistir. Karsilagtirmali niiklear proteom analizinde kullanilabilir ile farkli hiicre

hatlarindaki hiicresel isleyis hakkinda yorum yapabilme imkan1 vermektedir.
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EKLER

EK-1. nLC-MS/MS analizleri sonucu elde edilen proteinler

Cekirdek proteomuna dahil olan proteinler tablo tizerinde agik gri renk alt fonlu olarak

verilmigtir.

Insulin receptor substrate 4 OS=Homo sapiens
014654 0OX=9606 GN=IRS4 PE=1 SV=1 1 1 7 1,83

Histone H1.2 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=H1-2
P16403 PE=1SV=2 4 4 214 9,03

Sideroflexin-1 OS=Homo sapiens OX=9606
Q9H9B4  GN=SFXN1 PE=1 SV=4 5 5 356 4,35

ATP synthase subunit gamma, mitochondrial OS=Homo
P36542 sapiens OX=9606 GN=ATP5F1C PE=1 SV=1 2 2 33 2,41

40S ribosomal protein S2 OS=Homo sapiens OX=9606
P15880 GN=RPS2 PE=1 SV=2 1 1 313 3,5

AO0A3B3l  60S ribosomal protein L29 OS=Homo sapiens
TTS 0X=9606 GN=RPL29 PE=1 SV=1 1 1 185 2,36

Rho guanine nucleotide exchange factor 33 OS=Homo
ABMVX0  sapiens OX=9606 GN=ARHGEF33 PE=2 S\VV=2 1 1 946 1,63

Histone H3.1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=H3C12
P68431 PE=1 SV=2 6 6 154 10,09

Small acidic protein OS=Homo sapiens OX=9606
000193 GN=SMAP PE=1 SV=1 1 1 20,3 2,31

Cytochrome b-c1 complex subunit 2, mitochondrial
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=UQCRC2 PE=1
P22695 Sv=3 2 2 484 8,66

AOA2U3T Elongation factor 1-alpha OS=Homo sapiens OX=9606
ZH3 GN=EEF1A2 PE=1 SV=1 5 5 543 6,52

58



P16615

P62805

P01019

AOA1BOG

ua7

P25705

P81605

Q8N2U0

P49368

Q7RTPO

P62942

P05165

QIONVI7

Q00325

P13647

P46776

Q16891

Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 2
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ATP2A2 PE=1
Sv=1

Histone H4 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=H4C16
PE=1 SV=2

Angiotensinogen OS=Homo sapiens OX=9606
GN=AGT PE=1 SV=3

CUB domain-containing protein 2 OS=Homo sapiens
0X=9606 GN=CDCP2 PE=4 SV=1

ATP synthase subunit alpha, mitochondrial OS=Homo
sapiens OX=9606 GN=ATP5F1A PE=1 SV=1

Dermcidin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=DCD
PE=1 SV=2

Transmembrane protein 256 OS=Homo sapiens
OX=9606 GN=TMEM256 PE=3 SV=1

T-complex protein 1 subunit gamma OS=Homo sapiens
0OX=9606 GN=CCT3 PE=1 S\VV=4

Magnesium transporter NIPA1 OS=Homo sapiens
0OX=9606 GN=NIPA1 PE=1 SV=1

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP1A OS=Homo
sapiens OX=9606 GN=FKBP1A PE=1 SV=2

Propionyl-CoA carboxylase alpha chain, mitochondrial
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=PCCA PE=1 SV=4

ATPase family AAA domain-containing protein 3A
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ATAD3A PE=1
Sv=2

Phosphate carrier protein, mitochondrial OS=Homo
sapiens OX=9606 GN=SLC25A3 PE=1 SV=2

Keratin, type Il cytoskeletal 5 OS=Homo sapiens
0X=9606 GN=KRT5 PE=1 SV=3

60S ribosomal protein L27a OS=Homo sapiens
0X=9606 GN=RPL27A PE=1 SV=2

MICQOS complex subunit MIC60 OS=Homo sapiens
OX=9606 GN=IMMT PE=1 SV=1

59

114,

11,4

53,1

59

59,7

11,3

11,7

60,5

34,5

11,9

80

71,3

40,1

62,3

16,6

83,6

1,72

9,3

4,52

6,92

2,77

1,64

3,21

2,14

1,93

4,33

1,84

9,5

4,08

1,65



AOAZR8Y
SH9

P18124

P10809

P25398

P10599

P84085

QIY5M8

P78318

HOYKDS8

P00403

Q96N66

P26641

QIUNNS

Q9UH0

AOAOAD
MT26

075964

Q5VWZ2

Non-specific serine/threonine protein kinase OS=Homo
sapiens OX=9606 GN=KSR1 PE=1 SV=1

60S ribosomal protein L7 OS=Homo sapiens OX=9606
GN=RPL7 PE=1 SV=1

60 kDa heat shock protein, mitochondrial OS=Homo
sapiens OX=9606 GN=HSPD1 PE=1 SV=2

40S ribosomal protein S12 OS=Homo sapiens
OX=9606 GN=RPS12 PE=1 SV=3

Thioredoxin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=TXN
PE=1 SV=3

ADP-ribosylation factor 5 OS=Homo sapiens OX=9606
GN=ARF5 PE=1 SV=2

Signal recognition particle receptor subunit beta
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=SRPRB PE=1 SV=3

Immunoglobulin-binding protein 1 OS=Homo sapiens
0OX=9606 GN=IGBP1 PE=1 SV=1

60S ribosomal protein L28 OS=Homo sapiens
OX=9606 GN=RPL28 PE=1 SV=1

Cytochrome c oxidase subunit 2 OS=Homo sapiens
0X=9606 GN=MT-CO2 PE=1 SV=1

Lysophospholipid acyltransferase 7 OS=Homo sapiens
0OX=9606 GN=MBOAT7 PE=1 SV=2

Elongation factor 1-gamma OS=Homo sapiens
0X=9606 GN=EEF1G PE=1 SV=3

Endothelial protein C receptor OS=Homo sapiens
0X=9606 GN=PROCR PE=1 SVv=1

F-box only protein 40 OS=Homao sapiens OX=9606
GN=FBX040 PE=2 S\VV=2

Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-3
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ATP1A3 PE=1
Sv=1

ATP synthase subunit g, mitochondrial OS=Homo
sapiens OX=9606 GN=ATP5MG PE=1 SV=3

Lysophospholipase-like protein 1 OS=Homo sapiens
0OX=9606 GN=LYPLAL1 PE=1 SV=3

60

103

29,2

61

14,5

11,7

20,5

29,7

39,2

19,1

25,5

92,7

50,1

26,7

79,7

133,

11,4

26,3

6,52

6,81

2,3

2,16

2,18

1,71

1,73

2,3

2,05

3,07

1,95



Q75477

P82675

P12236

000483

QINS69

Q96AAS

Q02543

P09104

P21796

P11142

Q72736

Q9Y679

P54886

P49411

Q96K 37

Q8WVMS

Erlin-1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ERLIN1
PE=1 SV=2

28S ribosomal protein S5, mitochondrial OS=Homo
sapiens OX=9606 GN=MRPS5 PE=1 SV=2

ADP/ATP translocase 3 OS=Homo sapiens OX=9606
GN=SLC25A6 PE=1 S\V=4

Cytochrome c oxidase subunit NDUFA4 OS=Homo
sapiens OX=9606 GN=NDUFA4 PE=1 SV=1

Mitochondrial import receptor subunit TOM22 homolog
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=TOMM22 PE=1
Sv=3

Janus kinase and microtubule-interacting protein 2
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=JAKMIP2 PE=1
Sv=1

60S ribosomal protein L18a OS=Homo sapiens
OX=9606 GN=RPL18A PE=1 SV=2

Gamma-enolase OS=Homo sapiens OX=9606
GN=ENO2 PE=1 SV=3

Voltage-dependent anion-selective channel protein 1
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=VDAC1 PE=1 SV=2

Heat shock cognate 71 kDa protein OS=Homo sapiens
0X=9606 GN=HSPAS8 PE=1 SV=1

Pleckstrin homology domain-containing family H
member 3 OS=Homo sapiens OX=9606
GN=PLEKHH3 PE=1 SV=2

Lipid droplet-regulating VLDL assembly factor AUP1
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=AUP1 PE=1 SV=2

Delta-1-pyrroline-5-carboxylate synthase OS=Homo
sapiens OX=9606 GN=ALDH18A1 PE=1 SV=2

Elongation factor Tu, mitochondrial OS=Homo sapiens
OX=9606 GN=TUFM PE=1 SV=2

Solute carrier family 35 member E1 OS=Homo sapiens
0X=9606 GN=SLC35E1 PE=1 SV=2

Secl family domain-containing protein 1 OS=Homo
sapiens OX=9606 GN=SCFD1 PE=1 SV=4

61

39,1

48

32,8

9,4

15,5

94,9

20,7

47,2

30,8

70,9

85,3

45,8

87,2

49,5

44,7

72,3

2,21

16,2

8,12

7,85

6,61

2,13

6,37

9,27

3,69

7,9



P11387

Q5T9A4

P16402

096008

P62917

P24539

P26373

P17096

Q05996

P12956

P10412

P33993

P22087

POCOS8

P26368

P23246

DNA topoisomerase 1 OS=Homo sapiens OX=9606
GN=TOP1 PE=1 SV=2

ATPase family AAA domain-containing protein 3B
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ATAD3B PE=1
Sv=1

Histone H1.3 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=H1-3
PE=1 SV=2

Mitochondrial import receptor subunit TOM40 homolog
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=TOMM40 PE=1
Sv=1

60S ribosomal protein L8 OS=Homo sapiens OX=9606
GN=RPL8 PE=1 SV=2

ATP synthase F(0) complex subunit B1, mitochondrial
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ATP5PB PE=1
Sv=2

60S ribosomal protein L13 OS=Homo sapiens
OX=9606 GN=RPL13 PE=1 S\V=4

High mobility group protein HMG-I/HMG-Y
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=HMGA1 PE=1 SV=3

Zona pellucida sperm-binding protein 2 OS=Homo
sapiens OX=9606 GN=2ZP2 PE=1 SV=1

X-ray repair cross-complementing protein 6 OS=Homo
sapiens OX=9606 GN=XRCC6 PE=1 S\VV=2

Histone H1.4 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=H1-4
PE=1 SV=2

DNA replication licensing factor MCM7 OS=Homo
sapiens OX=9606 GN=MCM7 PE=1 S\VV=4

rRNA 2'-O-methyltransferase fibrillarin OS=Homo
sapiens OX=9606 GN=FBL PE=1 SV=2

Histone H2A type 1 OS=Homo sapiens OX=9606
GN=H2AC17 PE=1 SV=2

Splicing factor U2AF 65 kDa subunit OS=Homo
sapiens OX=9606 GN=U2AF2 PE=1 SV=4

Splicing factor, proline- and glutamine-rich OS=Homo
sapiens OX=9606 GN=SFPQ PE=1 SV=2

62

90,7

72.5

22.3

37.9

28.0

28.9

24.2

11.7

82.3

69,8

21,9

81,3

33,8

141

53,5

76.1

1,93

0.00

0.00

0.00

2.25

0.00

0.00

0.00

0.00

9,44

6,03

1.77



P13010

AOA8ISK
SH6

AOA8ISK
NN2

AOAS8I5K
X712

AO0ASQ3S
1G1
Q5VX52

AOA8Q3S
IS5

AOABQ3S
HMS
Q5T3I0
Q8NI136

MOQYS1

J3KQE5

Q9UKV3

P12235

Q05639

Q92841

P19338

X-ray repair cross-complementing protein 5 OS=Homo
sapiens OX=9606 GN=XRCC5 PE=1 SV=3

RNA helicase OS=Homo sapiens OX=9606
GN=DDX10 PE=1 SV=1

RNA helicase OS=Homo sapiens OX=9606
GN=DDX21 PE=1 SV=1

NF-kappa-B-repressing factor OS=Homo sapiens
0OX=9606 GN=NKRF PE=1 SV=1

Uncharacterized protein OS=Homo sapiens OX=9606
GN=LOC400499 PE=4 SV=1

Spermatogenesis-associated protein 1 OS=Homo
sapiens OX=9606 GN=SPATAL PE=2 SV=4

Glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase OS=Homo
sapiens OX=9606 GN=G6PD PE=4 SV=1

Golgin subfamily B member 1 OS=Homo sapiens
0X=9606 GN=GOLGB1 PE=4 SV=1

G patch domain-containing protein 4 OS=Homo sapiens
0OX=9606 GN=GPATCH4 PE=1 SV=2

WD repeat-containing protein 36 OS=Homo sapiens
0X=9606 GN=WDR36 PE=1 SV=1

60S ribosomal protein L13a (Fragment) OS=Homo
sapiens OX=9606 GN=RPL13A PE=1 SV=2

GTP-binding nuclear protein Ran (Fragment)
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=RAN PE=1 SV=1

Apoptotic chromatin condensation inducer in the
nucleus OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ACIN1
PE=1 SV=2

ADP/ATP translocase 1 OS=Homo sapiens OX=9606
GN=SLC25A4 PE=1 SV=4

Elongation factor 1-alpha 2 OS=Homo sapiens
0OX=9606 GN=EEF1A2 PE=1 SV=1

Probable ATP-dependent RNA helicase DDX17
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=DDX17 PE=1 SV=2

Nucleolin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=NCL
PE=1 SV=3
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15

15

82.7 0.00
106,

3 3,7

89,9 7,93
88 3,29
363,

1 0
52,9 0
66,1 1,61
10,9 0
50.4 0.00
105,

3 0
242 3.87
26.8 0.00
151.

8 1.78
33.0 4.63
50,4 10,99
80,2 4,51
76,6 32,82



Q92945

P82979

Q15233

P62826

Q13428

Q14839

P14618

P06748

Q7L014

Q81X01

Q99848

000571

P51991

Q00341

P52292

P25205

P60228

Far upstream element-binding protein 2 OS=Homo
sapiens OX=9606 GN=KHSRP PE=1 SV=4

SAP domain-containing ribonucleoprotein OS=Homo
sapiens OX=9606 GN=SARNP PE=1 SV=3

Non-POU domain-containing octamer-binding protein
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=NONO PE=1 SV=4

GTP-binding nuclear protein Ran OS=Homo sapiens
0X=9606 GN=RAN PE=1 SV=3

Treacle protein OS=Homo sapiens OX=9606
GN=TCOF1 PE=1 SV=3

Chromodomain-helicase-DNA-binding protein 4
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=CHD4 PE=1 SV=2

Pyruvate kinase PKM OS=Homo sapiens OX=9606
GN=PKM PE=1 SV=4

Nucleophosmin OS=Homo sapiens OX=9606
GN=NPM1 PE=1 SV=2

Probable ATP-dependent RNA helicase DDX46
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=DDX46 PE=1 SV=2

SURP and G-patch domain-containing protein 2
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=SUGP2 PE=1 SV=2

Probable rRNA-processing protein EBP2 OS=Homo
sapiens OX=9606 GN=EBNA1BP2 PE=1 SV=2

ATP-dependent RNA helicase DDX3X OS=Homo
sapiens OX=9606 GN=DDX3X PE=1 SV=3

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3 OS=Homo
sapiens OX=9606 GN=HNRNPA3 PE=1 SV=2

Vigilin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=HDLBP
PE=1 SV=2

Importin subunit alpha-1 OS=Homo sapiens OX=9606
GN=KPNAZ2 PE=1 SV=1

DNA replication licensing factor MCM3 OS=Homo
sapiens OX=9606 GN=MCM3 PE=1 SV=3

Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit E
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=EIF3E PE=1 SV=1
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12

12

73,1

23,7

54,2

24,4

152

217,

57,9

32,6
117,

120,

34,8

73,2

39,6

141,

57,8

90,9

52,2

2,43

5,36

9,87

7,44

43,99

1,61

24,86

3,68

5,32

5,79

5,45

4,52

2,29

3,86

3,61

1,82



P63244

P31943

P51610

Q05639

ABMXP9

A6NHR9

QINYH9

PODP25

AOA2R8Y

891

Q8IWI9

P62263

094842

000541

P62306

G8JLB6

Q12788

Q92804

Receptor of activated protein C kinase 1 OS=Homo
sapiens OX=9606 GN=RACK1 PE=1 SV=3

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H OS=Homo
sapiens OX=9606 GN=HNRNPH1 PE=1 SV=4

Host cell factor 1 OS=Homo sapiens OX=9606
GN=HCFC1 PE=1 SV=2

Elongation factor 1-alpha 2 OS=Homo sapiens
0X=9606 GN=EEF1A2 PE=1 SV=1

Matrin-3 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=MATR3
PE=1SV=1

Structural maintenance of chromosomes flexible hinge
domain-containing protein 1 OS=Homo sapiens
0OX=9606 GN=SMCHD1 PE=1 SV=2

U3 small nucleolar RNA-associated protein 6 homolog
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=UTP6 PE=1 SV=2

Calmodulin-3 OS=Homo sapiens OX=9606
GN=CALM3 PE=1 SV=1

ATP-dependent 6-phosphofructokinase OS=Homo
sapiens OX=9606 GN=PFKM PE=1 SV=1

MAX gene-associated protein OS=Homo sapiens
0X=9606 GN=MGA PE=1 SV=4

40S ribosomal protein S14 OS=Homo sapiens
0OX=9606 GN=RPS14 PE=1 SV=3

TOX high mobility group box family member 4
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=TOX4 PE=1 SV=1

Pescadillo homolog OS=Homao sapiens OX=9606
GN=PES1 PE=1 SV=1

Small nuclear ribonucleoprotein F OS=Homo sapiens
0X=9606 GN=SNRPF PE=1 SV=1

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H OS=Homo
sapiens OX=9606 GN=HNRNPH1 PE=1 SV=1

Transducin beta-like protein 3 OS=Homo sapiens
OX=9606 GN=TBL3 PE=1 SV=2

TATA-binding protein-associated factor 2N OS=Homo
sapiens OX=9606 GN=TAF15 PE=1 SV=1
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351

49,2

208,

50.4

99,9

226,

70,1

16,8

96,8

336

16,3

66,2

68

S

51,2

89

61,8

2,19

3,94

7.67

4,93

7,3

6,77

2,32

2,11

4,37

1,91

1,88

5,6

2,19

53

1,77



043395

P46087
P46781
AOQATI2V
3S3
H7C2Q8

Q12830

E9PR16

P62140

Q14684

Q86T24

Q15365

P42167

P07910

Q8WWH5

P62913

MOROC6

U4/U6 small nuclear ribonucleoprotein Prp3 OS=Homo
sapiens OX=9606 GN=PRPF3 PE=1 SV=2

Probable 28S rRNA (cytosine(4447)-C(5))-
methyltransferase OS=Homo sapiens OX=9606
GN=NOP2 PE=1 SV=2

40S ribosomal protein S9 OS=Homo sapiens OX=9606
GN=RPS9 PE=1 SV=3

Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit E
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=EIF3E PE=1 SV=1

EBNAZI binding protein 2, isoform CRA_d OS=Homo
sapiens OX=9606 GN=EBNA1BP2 PE=1 SV=1

Nucleosome-remodeling factor subunit BPTF
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=BPTF PE=1 SV=3

Nuclear pore complex protein Nup160 OS=Homo
sapiens OX=9606 GN=NUP160 PE=1 SV=3

Serine/threonine-protein phosphatase PP1-beta catalytic
subunit OS=Homao sapiens OX=9606 GN=PPP1CB
PE=1 SV=3

Ribosomal RNA processing protein 1 homolog B
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=RRP1B PE=1 SV=3

Transcriptional regulator Kaiso OS=Homo sapiens
0X=9606 GN=ZBTB33 PE=1 SV=2

Poly(rC)-binding protein 1 OS=Homo sapiens
0X=9606 GN=PCBP1 PE=1 SV=2

Lamina-associated polypeptide 2, isoforms beta/gamma
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=TMPO PE=1 SV=2

Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins C1/C2
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=HNRNPC PE=1
Sv=4

Pseudouridylate synthase TRUB1 OS=Homo sapiens
0X=9606 GN=TRUBL1 PE=1 SV=1

60S ribosomal protein L11 OS=Homo sapiens
0X=9606 GN=RPL11 PE=1 SV=2

Far upstream element-binding protein 2 OS=Homo
sapiens OX=9606 GN=KHSRP PE=1 SV=2
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77,5

89,2

22,6

59,3

40,7
338,

126,

37,2

84,4

74,4

37,5

50,6

33,7

37,2

20,2

76,6

1,88

12,65

1,82

4,11

3,03

1,82

2,12

2,61

11,78

4,74

1,85

5,24

2,43



Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins A2/B1
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=HNRNPA2B1 PE=1
P22626 Sv=2 1 1 374 5,16

Replication factor C subunit 3 OS=Homo sapiens
P40938 0OX=9606 GN=RFC3 PE=1 SV=2 1 1 405 2,91

60S ribosomal protein L7a OS=Homo sapiens
P62424 0OX=9606 GN=RPL7A PE=1 SV=2 3 3 30 6,89

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H3 OS=Homo
P31942 sapiens OX=9606 GN=HNRNPH3 PE=1 SV=2 1 1 36,9 6,5

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K OS=Homo
P61978 sapiens OX=9606 GN=HNRNPK PE=1 SV=1 4 4 509 6,04

Adenine phosphoribosyltransferase OS=Homo sapiens
PO7741 0OX=9606 GN=APRT PE=1 SV=2 1 1 196 2,6

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein F OS=Homo
P52597 sapiens OX=9606 GN=HNRNPF PE=1 SV=3 1 1 45,6 5,48

DNA-dependent metalloprotease SPRTN OS=Homo
Q9H040  sapiens OX=9606 GN=SPRTN PE=1 S\V=2 1 1 551 0

RABT7A-interacting MON1-CCZ1 complex subunit 1
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=RIMOC1 PE=1

A6NDU8 SVv=1 1 1 336 1,82
ATP synthase subunit beta, mitochondrial OS=Homo

P06576 sapiens OX=9606 GN=ATP5F1B PE=1 SV=3 2 2 56,5 3,72
Host cell factor 1 OS=Homo sapiens OX=9606 213,

ABNEM2  GN=HCFC1 PE=1 SV=2 1 1 3 1,93

AOA499F  DNA replication licensing factor MCM3 OS=Homo

HX9 sapiens OX=9606 GN=MCM3 PE=1 SV=1 1 1 919 3,61
Nucleolar protein 56 OS=Homo sapiens OX=9606

000567 GN=NOP56 PE=1 SV=4 1 1 66 4,52
Eukaryotic initiation factor 4A-111 OS=Homo sapiens

P38919 0X=9606 GN=EIF4A3 PE=1 SV=4 1 1 46,8 0
ATPase MORC2 OS=Homo sapiens OX=9606 117,

Q9Y6X9  GN=MORC2 PE=1 SV=2 1 1 8 0

Actin, cytoplasmic 2 OS=Homo sapiens OX=9606
P63261 GN=ACTG1 PE=1 SV=1 7 7 418 9,09
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Q08211

Q01780

Q9Y5BY

P62195

Q01469

AOA7POM
RWO

AOAB04F

729

P09651

QIY4W?2

P04181

P09622

AOAOD9S

F53

P68371

H7BY16

QYUQE7

043143

Q14240

ATP-dependent RNA helicase A OS=Homo sapiens
0X=9606 GN=DHX9 PE=1 SV=4

Exosome component 10 OS=Homo sapiens OX=9606
GN=EXOSC10 PE=1 SV=2

FACT complex subunit SPT16 OS=Homo sapiens
OX=9606 GN=SUPT16H PE=1 SV=1

26S proteasome regulatory subunit 8 OS=Homo sapiens
0OX=9606 GN=PSMC5 PE=1 SV=1

Fatty acid-binding protein 5 OS=Homo sapiens
0OX=9606 GN=FABP5 PE=1 SVV=3

Non-POU domain-containing octamer-binding protein
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=NONO PE=1 SV=1

Pyruvate kinase OS=Homo sapiens OX=9606
GN=PKM PE=1 SV=1

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1 OS=Homo
sapiens OX=9606 GN=HNRNPAL1 PE=1 SV=5

Ribosomal biogenesis protein LAS1L OS=Homo
sapiens OX=9606 GN=LAS1L PE=1 S\V=2

Ornithine aminotransferase, mitochondrial OS=Homo
sapiens OX=9606 GN=OAT PE=1 SV=1

Dihydrolipoyl dehydrogenase, mitochondrial OS=Homo
sapiens OX=9606 GN=DLD PE=1 SV=2

RNA helicase OS=Homo sapiens OX=9606
GN=DDX3X PE=1 SVv=1

Tubulin beta-4B chain OS=Homo sapiens OX=9606
GN=TUBB4B PE=1 SV=1

Nucleolin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=NCL
PE=1 SV=9

Structural maintenance of chromosomes protein 3
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=SMC3 PE=1 SV=2

ATP-dependent RNA helicase DHX15 OS=Homo
sapiens OX=9606 GN=DHX15 PE=1 SV=2

Eukaryotic initiation factor 4A-11 OS=Homao sapiens
0X=9606 GN=EIF4A2 PE=1 SV=2
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10

10

140,

100,

119,

45,6

15,2

59,6

65,9

38,7

83

48,5

54,1

81,4

49,8

79,3

141,

90,9

46,4

8,86

4,34

2,06

2,11

2,04

7,98

1,61

4,28

1,98

1,85

5,45

8,54

26,77

2,68

3,79



P39880

Q49A26

Q86U42

Q7Z4V5

QOH583

Q2TAY7

QBKC79

QINXV6

P78527

P52294

P17480

Q14980

Q15120

Q8WWQO

Q96E14

075607

Homeobox protein cut-like 1 OS=Homo sapiens
0OX=9606 GN=CUX1 PE=1 SV=3

Cytokine-like nuclear factor N-PAC OS=Homo sapiens
0OX=9606 GN=GLYR1 PE=1 S\VV=4

Polyadenylate-binding protein 2 OS=Homo sapiens
0OX=9606 GN=PABPN1 PE=1 SV=3

Hepatoma-derived growth factor-related protein 2
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=HDGFL2 PE=1
Sv=1

HEAT repeat-containing protein 1 OS=Homo sapiens
0X=9606 GN=HEATR1 PE=1 SV=3

WD40 repeat-containing protein SMU1 OS=Homo
sapiens OX=9606 GN=SMU1 PE=1 SV=2

Nipped-B-like protein OS=Homo sapiens OX=9606
GN=NIPBL PE=1 SV=2

CDKNZ2A-interacting protein OS=Homo sapiens
0OX=9606 GN=CDKNZ2AIP PE=1 SV=3

DNA-dependent protein kinase catalytic subunit
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=PRKDC PE=1 SV=3

Importin subunit alpha-5 OS=Homo sapiens OX=9606
GN=KPNA1 PE=1 SV=3

Nucleolar transcription factor 1 OS=Homo sapiens
0OX=9606 GN=UBTF PE=1 SV=1

Nuclear mitotic apparatus protein 1 OS=Homo sapiens
0OX=9606 GN=NUMA1 PE=1 SV=2

[Pyruvate dehydrogenase (acetyl-transferring)] kinase
isozyme 3, mitochondrial OS=Homo sapiens OX=9606
GN=PDK3 PE=1 SV=1

PH-interacting protein OS=Homo sapiens OX=9606
GN=PHIP PE=1 SV=2

RecQ-mediated genome instability protein 2 OS=Homo
sapiens OX=9606 GN=RMI2 PE=1 SV=2

Nucleoplasmin-3 OS=Homo sapiens OX=9606
GN=NPM3 PE=1 SV=3
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12

12

164,

60,5

32,7

74,3
242,

57,5
315,

61,1

468,

60,2

89,4
238,

46,9
206,

15,9

19,3

2,04

2,62

2,91

1,89

1,88

2,04

3,69

2,15

38,57

2,22

3,64

1,89

3,85



Q58F21

PO7437

Q02978

AOAT7I2V

4G0

P49756

Q9UIF9
Q96T23
AOA494C

108

AOA024R
4E5

075367

Q3L8U1

Q86XP3

Q9H5V9

Q14676

Q02878

AOA0G2JI
w1

Bromodomain testis-specific protein OS=Homo sapiens
0X=9606 GN=BRDT PE=1 SV=4

Tubulin beta chain OS=Homo sapiens OX=9606
GN=TUBB PE=1 SV=2

Mitochondrial 2-oxoglutarate/malate carrier protein
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=SLC25A11 PE=1
Sv=3

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3 OS=Homo

sapiens OX=9606 GN=HNRNPA3 PE=1 SV=1

RNA-binding protein 25 OS=Homo sapiens OX=9606
GN=RBM25 PE=1 SV=3

Bromodomain adjacent to zinc finger domain protein
2A OS=Homo sapiens OX=9606 GN=BAZ2A PE=1
Sv=4

Remodeling and spacing factor 1 OS=Homo sapiens
OX=9606 GN=RSF1 PE=1 SV=2

Protein KRI1 homolog OS=Homo sapiens OX=9606
GN=KRI1 PE=1 SV=1

High density lipoprotein binding protein (Vigilin),
isoform CRA_a OS=Homo sapiens OX=9606
GN=HDLBP PE=1 SV=1

Core histone macro-H2A.1 OS=Homo sapiens
OX=9606 GN=MACROH2A1 PE=1 SV=5

Chromodomain-helicase-DNA-binding protein 9
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=CHD9 PE=1 SV=2

ATP-dependent RNA helicase DDX42 OS=Homo
sapiens OX=9606 GN=DDX42 PE=1 SV=1

STING ER exit protein OS=Homo sapiens OX=9606
GN=STEEP1 PE=1 SV=1

Mediator of DNA damage checkpoint protein 1
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=MDC1 PE=1 SV=3

60S ribosomal protein L6 OS=Homo sapiens OX=9606
GN=RPL6 PE=1 SV=3

Heat shock 70 kDa protein 1B OS=Homo sapiens
OX=9606 GN=HSPA1B PE=1 SV=1
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107,

49,6

34

41,3

100,

211,

163,

83,2

141,

39,2

325,

102,

25,6

226,

32,7

70,1

10,69

3,96

4,52

2,82

1,84

3,16

2,29

2,62

1,87

1,61

6,98



P22090

C9INUG6

Q14739

Q6P4A7

P62316

Q9H9B1

P62241

Q76FK4

QINWH9

QINY93

QINVP1L

QBSTE5

P39023

Q86YP4

Q15424

40S ribosomal protein S4, Y isoform 1 OS=Homo
sapiens OX=9606 GN=RPS4Y1 PE=1 SV=2

HIG1 domain family member 1A, mitochondrial
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=HIGD1A PE=4
Sv=1

Delta(14)-sterol reductase LBR OS=Homo sapiens
0OX=9606 GN=LBR PE=1 SV=2

Sideroflexin-4 OS=Homo sapiens OX=9606
GN=SFXN4 PE=1 SV=1

Small nuclear ribonucleoprotein Sm D2 OS=Homo
sapiens OX=9606 GN=SNRPD2 PE=1 SV=1

Histone-lysine N-methyltransferase EHMT1 OS=Homo
sapiens OX=9606 GN=EHMT1 PE=1 S\VV=4

40S ribosomal protein S8 OS=Homo sapiens OX=9606
GN=RPS8 PE=1 SV=2

Nucleolar protein 8 OS=Homo sapiens OX=9606
GN=NOL8 PE=1 SV=1

SAFB-like transcription modulator OS=Homo sapiens
0OX=9606 GN=SLTM PE=1 SV=2

Probable ATP-dependent RNA helicase DDX56
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=DDX56 PE=1 SV=1

ATP-dependent RNA helicase DDX18 OS=Homo
sapiens OX=9606 GN=DDX18 PE=1 S\VV=2

SWI/SNF-related matrix-associated actin-dependent
regulator of chromatin subfamily D member 3
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=SMARCD3 PE=1
Sv=1

60S ribosomal protein L3 OS=Homo sapiens OX=9606
GN=RPL3 PE=1 SV=2

Transcriptional repressor p66-alpha OS=Homo sapiens
0X=9606 GN=GATAD2A PE=1 SVv=1

Scaffold attachment factor B1 OS=Homo sapiens
0OX=9606 GN=SAFB PE=1 SV=4
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29,4

10,4

70,7

38

13,5

141,

24,2

131,

117,

61,6

75,4

55

46,1

68
102,

2,53

2,1

1,83

3,85

2,79

1,62

3,97

2,87

1,69

3,43

5,16

2,09

2,21



Insulin-like growth factor 2 mRNA-binding protein 1
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=IGF2BP1 PE=1
QI9NZI8 Sv=2

Run domain Beclin-1-interacting and cysteine-rich
domain-containing protein OS=Homao sapiens OX=9606
E9PEM3  GN=RUBCN PE=1 SV=1

SWI/SNF-related matrix-associated actin-dependent

regulator of chromatin subfamily A member 5

OS=Homo sapiens OX=9606 GN=SMARCAS5 PE=1
060264 Sv=1

Tubulin alpha chain OS=Homo sapiens OX=9606
F5H5D3  GN=TUBA1C PE=1 SV=1

TRMT1-like protein OS=Homo sapiens OX=9606
Q722715 GN=TRMTL1L PE=1 SV=2

RNA cytidine acetyltransferase OS=Homo sapiens
Q9HOAO 0X=9606 GN=NAT10 PE=1 SV=2

Nucleolar protein 6 OS=Homo sapiens OX=9606
Q9H6R4  GN=NOLG6 PE=1 SV=2

Vimentin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=VIM PE=1
P08670 Sv=4

Apoptotic chromatin condensation inducer in the
nucleus OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ACIN1
S4R3H4 PE=1 SV=1

Lysine-rich nucleolar protein 1 OS=Homo sapiens
Q1ED39  0OX=9606 GN=KNOP1 PE=1 SV=1

Pre-mRNA-splicing factor RBM22 OS=Homo sapiens
QINW6E4  OX=9606 GN=RBM22 PE=1 SV=1

Nuclear valosin-containing protein-like OS=Homo
015381 sapiens OX=9606 GN=NVL PE=1 SV=1

Proline-, glutamic acid- and leucine-rich protein 1
Q8IZL8 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=PELP1 PE=1 S\V=2

AOA5H1Z RNA helicase OS=Homo sapiens OX=9606
RQ2 GN=DDX17 PE=1 SV=2

Transcription intermediary factor 1-beta OS=Homo
Q13263 sapiens OX=9606 GN=TRIM28 PE=1 SV=5
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63,4

47,5

121,

o517

81,7
115,

127,

53,6

145,

51,6

46,9

95

119,

80,4

88,5

3,05

7,38

4,94

2,48

3,85

3,22

6,01

9,17

2,83

2,02

8,97

2,17

2,2



40S ribosomal protein S11 OS=Homo sapiens

P62280 0OX=9606 GN=RPS11 PE=1 SV=3 18,4 0
RNA-binding protein FXR1 OS=Homo sapiens

P51114 0OX=9606 GN=FXR1 PE=1 SV=3 69,7 0
Cofilin-1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=CFL1

P23528 PE=1 SV=3 18,5 7,67
Heat shock protein 75 kDa, mitochondrial OS=Homo

Q12931 sapiens OX=9606 GN=TRAP1 PE=1 SV=3 80,1 3,52
H/ACA ribonucleoprotein complex subunit DKC1

060832 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=DKC1 PE=1 SV=3 57,6 | 14,53
SURP and G-patch domain-containing protein 2 121,

MOR2Z9 | OS=Homo sapiens OX=9606 GN=SUGP2 PE=1 SV=1 5 5,32
Ribosomal L1 domain-containing protein 1 OS=Homo

076021 sapiens OX=9606 GN=RSL1D1 PE=1 SV=3 54,9 7,28
60S ribosomal protein L13a OS=Homo sapiens

P40429 0X=9606 GN=RPL13A PE=1 SV=2 23,6 10,7
60S ribosomal protein L18 (Fragment) OS=Homo

J3QQ67 sapiens OX=9606 GN=RPL18 PE=1 SV=1 21,8 2,56
pre-rRNA 2'-O-ribose RNA methyltransferase FTSJ3

Q81Y81 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=FTSJ3 PE=1 SV=2 96,5 3,49
Poly [ADP-ribose] polymerase 1 OS=Homo sapiens

P09874 0X=9606 GN=PARP1 PE=1 SV=4 113 8,05
Poly(rC)-binding protein 2 OS=Homo sapiens

Q15366 0X=9606 GN=PCBP2 PE=1 SV=1 38,6 | 11,71
Proliferation marker protein Ki-67 OS=Homo sapiens 358,

P46013 0X=9606 GN=MKI167 PE=1 SV=2 5| 18,59
26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 11
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=PSMD11 PE=1

000231 Sv=3 47,4 5,73
DNA replication licensing factor MCM6 OS=Homo

Q14566 sapiens OX=9606 GN=MCM6 PE=1 SV=1 92,8 0
Zinc finger CCCH domain-containing protein 14

Q6PJT7 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ZC3H14 PE=1 SV=1 82,8 3,97
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Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U OS=Homo

Q00839 sapiens OX=9606 GN=HNRNPU PE=1 SV=6 6 6| 905 8,46
Prohibitin 1 OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=PHB1

P35232 PE=1SV=1 3 3| 29,8 5,83
Tricarboxylate transport protein, mitochondrial
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=SLC25A1 PE=1

P53007 Sv=2 1 1 34 2,09
Nucleolar GTP-binding protein 2 OS=Homo sapiens

Q13823 0OX=9606 GN=GNL2 PE=1 SV=1 1 1| 83,6 3,81

AOAO0C4D | RNA helicase OS=Homo sapiens OX=9606 117,

G89 GN=DDX46 PE=1 SV=1 2 2 4 3,68
Serine/threonine-protein kinase MTOR OS=Homo 288,

P42345 sapiens OX=9606 GN=MTOR PE=1 SV=1 1 1 7 4,12
WD repeat-containing protein 43 OS=Homo sapiens

Q15061 0X=9606 GN=WDR43 PE=1 SV=3 1 1| 74,8 1,91

AOAT7I2Y | Nucleophosmin OS=Homo sapiens OX=9606

QCO GN=NPM1 PE=1 SV=1 8 8| 357 | 12,29
Ubiquitin-40S ribosomal protein S27a OS=Homo

P62979 sapiens OX=9606 GN=RPS27A PE=1 SV=2 3 3 18 0
Origin recognition complex subunit 2 OS=Homo

Q13416 sapiens OX=9606 GN=ORC2 PE=1 SVV=2 1 1| 659 2,39
60S ribosomal protein L4 OS=Homo sapiens OX=9606

P36578 GN=RPL4 PE=1 SV=5 1 11 47,7 6,03
GTP-binding nuclear protein Ran OS=Homo sapiens

B5SMDF5 | OX=9606 GN=RAN PE=1 SV=1 2 2| 26,2 7,44
Keratin, type Il cytoskeletal 6A OS=Homo sapiens

P02538 0OX=9606 GN=KRT6A PE=1 SV=3 4 1 60 | 10,87

AOA712Y | Importin subunit alpha OS=Homo sapiens OX=9606

QE1 GN=KPNA2 PE=1 SV=1 1 1| 57,8 3,86
Treacle protein OS=Homo sapiens OX=9606 152,

E7ETY2 | GN=TCOF1 PE=1SV=1 10 10 2| 38,02
40S ribosomal protein S6 OS=Homo sapiens OX=9606

P62753 GN=RPS6 PE=1 SV=1 1 1| 28,7 0
Splicing factor 3B subunit 1 OS=Homo sapiens 145,

075533 0X=9606 GN=SF3B1 PE=1 SV=3 1 1 7 2,2
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Methyl-CpG-binding protein 2 OS=Homo sapiens

P51608 0OX=9606 GN=MECP2 PE=1 SV=1 52,4 5,73
ATP-dependent RNA helicase DDX39A OS=Homo

000148 sapiens OX=9606 GN=DDX39A PE=1 SV=2 49,1 2,53

AOAQUIR

RH7 Histone H2A OS=Homo sapiens OX=9606 PE=3 SV=1 18,5 4,38
Unhealthy ribosome biogenesis protein 2 homolog 170,

Q14146 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=URB2 PE=1 SV=2 4 1,77
SAP domain-containing ribonucleoprotein OS=Homo

F8VZQ9 | sapiens OX=9606 GN=SARNP PE=1 SV=1 24,1 3,75
Double-strand break repair protein MRE11 OS=Homo

P49959 sapiens OX=9606 GN=MRE11 PE=1 SV=3 80,5 2,02
Prohibitin-2 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=PHB2

Q99623 PE=1 SV=2 33,3 7,8
Ras association (RalGDS/AF-6) and pleckstrin
homology domains 1, isoform CRA_b OS=Homo 141,

C9KO0J5 sapiens OX=9606 GN=RAPH1 PE=1 SV=1 1 0
Serine/threonine-protein kinase PRP4 homolog 116,

Q13523 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=PRPF4B PE=1 SV=3 9 7,45
Voltage-dependent anion-selective channel protein 2

P45880 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=VDAC2 PE=1 SV=2 31,5 1,95
Nuclear factor NF-kappa-B p100 subunit OS=Homo

Q00653 sapiens OX=9606 GN=NFKB2 PE=1 SV=4 96,7 0
ADP/ATP translocase 2 OS=Homo sapiens OX=9606

P05141 GN=SLC25A5 PE=1 SV=7 32,8 35,8
Deoxynucleotidyltransferase terminal-interacting
protein 2 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=DNTTIP2

Q5QJE6 PE=1 SV=2 84,4 2,78

AO0A804H  7-dehydrocholesterol reductase OS=Homo sapiens

125 0OX=9606 GN=DHCR7 PE=1 SV=1 56.3 0.00
Mitochondrial import inner membrane translocase
subunit TIM50 OS=Homo sapiens OX=9606

Q3ZCQ8 GN=TIMM50 PE=1 SV=2 39.6 0.00
60S ribosomal protein L22 OS=Homo sapiens

P35268 0OX=9606 GN=RPL22 PE=1 SVV=2 14.8 0.00
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Q9BTCO

Q9Y2R4

I3LOUS

Q13148

P61313

Q9BQGO

I3L3Y6

Q13151

Q15050

AOAQ0C4D

GG9

Q9BZE4

D6REE5

Q02880

Q8IWA0

Q9UIGO

P60709

QB68E01

Death-inducer obliterator 1 OS=Homao sapiens
0X=9606 GN=DIDO1 PE=1 SV=5

Probable ATP-dependent RNA helicase DDX52
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=DDX52 PE=1 SV=4

Coiled-coil domain-containing protein 137 (Fragment)
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=CCDC137 PE=1
Sv=1

TAR DNA-binding protein 43 OS=Homo sapiens
OX=9606 GN=TARDBP PE=1 SV=1

60S ribosomal protein L15 OS=Homo sapiens
0X=9606 GN=RPL15 PE=1 SV=2

Myb-binding protein 1A OS=Homo sapiens OX=9606
GN=MYBBP1A PE=1 SV=2

Unconventional myosin-Ic (Fragment) OS=Homo
sapiens OX=9606 GN=MYO1C PE=1 SV=1

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A0 OS=Homo
sapiens OX=9606 GN=HNRNPAO PE=1 SV=1

Ribosome biogenesis regulatory protein homolog
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=RRS1 PE=1 SV=2

DNA helicase OS=Homo sapiens OX=9606 GN=CHD4
PE=1 SV=1

GTP-binding protein 4 OS=Homo sapiens OX=9606
GN=GTPBP4 PE=1 SV=3

Receptor of-activated protein C kinase 1 (Fragment)
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=RACK1 PE=1 SVv=1

DNA topoisomerase 2-beta OS=Homo sapiens
OX=9606 GN=TOP2B PE=1 SV=3

WD repeat-containing protein 75 OS=Homo sapiens
0X=9606 GN=WDR75 PE=1 SV=1

Tyrosine-protein kinase BAZ1B OS=Homo sapiens
0X=9606 GN=BAZ1B PE=1 SV=2

Actin, cytoplasmic 1 OS=Homo sapiens OX=9606
GN=ACTB PE=1 SV=1

Integrator complex subunit 3 OS=Homo sapiens
0OX=9606 GN=INTS3 PE=1 SV=1

76

243.

1 674

1 335

1 447

1 241

148.

1 195

1 30.8

1 412

220.

1 739

1 349

183.

1 944
170.
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0.00

0.00

2.10

0.00
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0.00

0.00
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0.00

0.00

1.75

0.00

0.00

0.00
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0.00



Q5SRE5

095503

AOA2R8Y

D14

Q14978

PODMV8

P43243

Q14151

Q13573

075683

Q16666

014776

Q14692

075694

QINR30

015226

P23497

Q8NC51

Nucleoporin NUP188 OS=Homo sapiens OX=9606
GN=NUP188 PE=1 SV=1

Chromobox protein homolog 6 OS=Homo sapiens
0OX=9606 GN=CBX6 PE=1 SV=1

40S ribosomal protein S24 OS=Homo sapiens
OX=9606 GN=RPS24 PE=1 SV=1

Nucleolar and coiled-body phosphoprotein 1 OS=Homo
sapiens OX=9606 GN=NOLC1 PE=1 SV=2

Heat shock 70 kDa protein 1A OS=Homo sapiens
0OX=9606 GN=HSPA1A PE=1 SV=1

Matrin-3 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=MATR3
PE=1 SV=2

Scaffold attachment factor B2 OS=Homo sapiens
OX=9606 GN=SAFB2 PE=1 SV=1

SNW domain-containing protein 1 OS=Homo sapiens
0OX=9606 GN=SNW1 PE=1 SV=1

Surfeit locus protein 6 OS=Homo sapiens OX=9606
GN=SURF6 PE=1 SV=3

Gamma-interferon-inducible protein 16 OS=Homo
sapiens OX=9606 GN=IFI16 PE=1 SV=3

Transcription elongation regulator 1 OS=Homo sapiens
0OX=9606 GN=TCERG1 PE=1 S\V=2

Ribosome biogenesis protein BMS1 homolog
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=BMS1 PE=1 SV=1

Nuclear pore complex protein Nup155 OS=Homo
sapiens OX=9606 GN=NUP155 PE=1 SV=1

Nucleolar RNA helicase 2 OS=Homo sapiens OX=9606
GN=DDX21 PE=1 SV=5

NF-kappa-B-repressing factor OS=Homo sapiens
OX=9606 GN=NKRF PE=1 SV=2

Nuclear autoantigen Sp-100 OS=Homo sapiens
0X=9606 GN=SP100 PE=1 SV=3

Plasminogen activator inhibitor 1 RNA-binding protein
OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=SERBP1 PE=1 SV=2

77

195,
9 174
439 0.00
19.2 1.80
736 4,95
70 892
946 4,93
107,

4 0
61,5 0
41,4 0
88,2 0
123,

8 201
145,

7 0
155,

1 0
873 1327
776 3,29
100,

4 0
44.9 0



P08238

075475

075717

P55201

Q6ZRS2

Q13838

Q96594

QINVD3

075400

Q5TAX3

015391

Q8NI27

QINUU7

Q8N108

000443

Q86U86

Heat shock protein HSP 90-beta OS=Homo sapiens
0X=9606 GN=HSP90AB1 PE=1 SV=4

PC4 and SFRS1-interacting protein OS=Homo sapiens
0OX=9606 GN=PSIP1 PE=1 SV=1

WD repeat and HMG-box DNA-binding protein 1
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=WDHD1 PE=1
Sv=1

Peregrin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=BRPF1
PE=1 SV=2

Helicase SRCAP OS=Homo sapiens OX=9606
GN=SRCAP PE=1 SV=3

Spliceosome RNA helicase DDX39B OS=Homo
sapiens OX=9606 GN=DDX39B PE=1 SV=1

Cyclin-L2 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=CCNL2
PE=1 SV=1

SET domain-containing protein 4 OS=Homo sapiens
0OX=9606 GN=SETD4 PE=1 SV=1

Pre-mRNA-processing factor 40 homolog A OS=Homo
sapiens OX=9606 GN=PRPF40A PE=1 S\V=2

Terminal uridylyltransferase 4 OS=Homo sapiens
0X=9606 GN=TUT4 PE=1 SV=3

Transcription factor YY2 OS=Homo sapiens OX=9606
GN=YY2 PE=2 SVv=1

THO complex subunit 2 OS=Homo sapiens OX=9606
GN=THOC2 PE=1 SV=2

ATP-dependent RNA helicase DDX19A OS=Homo
sapiens OX=9606 GN=DDX19A PE=1 SV=1

Mesoderm induction early response protein 1
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=MIER1 PE=1 SV=2

Phosphatidylinositol 4-phosphate 3-kinase C2 domain-
containing subunit alpha OS=Homo sapiens OX=9606
GN=PIK3C2A PE=1 SV=2

Protein polybromo-1 OS=Homo sapiens OX=9606
GN=PBRM1 PE=1 SV=1
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60,1
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58,1

50,4

108,
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41,3
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53,9

57,9

190,
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1,76
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Q92541

Q5VYK3

P57088

Q9Y4A5

Q92522

Q02078

QI6P70

Q09161

Q9UHX1

P09429

Q93084

QINW13

Q8I1ZQ8

P49750

P0O7900

095400

RNA polymerase-associated protein RTF1 homolog
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=RTF1 PE=1 SV=4

Proteasome adapter and scaffold protein ECM29
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ECPAS PE=1 SV=2

Transmembrane protein 33 OS=Homo sapiens
OX=9606 GN=TMEM33 PE=1 S\VV=2

Transformation/transcription domain-associated protein
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=TRRAP PE=1 SV=3

Histone H1.10 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=H1-10
PE=1SV=1

Myocyte-specific enhancer factor 2A OS=Homo sapiens
0OX=9606 GN=MEF2A PE=1 SV=1

Importin-9 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=IPO9
PE=1 SV=3

Nuclear cap-binding protein subunit 1 OS=Homo
sapiens OX=9606 GN=NCBP1 PE=1 SV=1

Poly(U)-binding-splicing factor PUF60 OS=Homo
sapiens OX=9606 GN=PUF60 PE=1 SV=1

High mobility group protein B1 OS=Homo sapiens
OX=9606 GN=HMGB1 PE=1 SV=3

Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 3
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ATP2A3 PE=1
Sv=3

RNA-binding protein 28 OS=Homo sapiens OX=9606
GN=RBM28 PE=1 SV=3

Myocardin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=MYOCD
PE=1SV=1

YLP motif-containing protein 1 OS=Homo sapiens
0X=9606 GN=YLPM1 PE=1 SV=4

Heat shock protein HSP 90-alpha OS=Homao sapiens
0OX=9606 GN=HSP90AA1 PE=1 SV=5

CD2 antigen cytoplasmic tail-binding protein 2
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=CD2BP2 PE=1
Sv=1
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Q9BVP2

Q12888

QINRZ9

060814

Q5UIPO

P23396

Q53HI1

Q15022

Guanine nucleotide-binding protein-like 3 OS=Homo
sapiens OX=9606 GN=GNL3 PE=1 SV=2

TP53-binding protein 1 OS=Homo sapiens OX=9606
GN=TP53BP1 PE=1 SV=2

Lymphoid-specific helicase OS=Homo sapiens
OX=9606 GN=HELLS PE=1 SV=1

Histone H2B type 1-K OS=Homo sapiens OX=9606
GN=H2BC12 PE=1 SV=3

Telomere-associated protein RIF1 OS=Homo sapiens
0OX=9606 GN=RIF1 PE=1 S\V=2

40S ribosomal protein S3 OS=Homo sapiens OX=9606
GN=RPS3 PE=1 SV=2

Protein unc-50 homolog OS=Homo sapiens OX=9606
GN=UNC50 PE=1 SV=2

Polycomb protein SUZ12 OS=Homo sapiens OX=9606
GN=SUZ12 PE=1 SV=3
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