T.C.
RECEP TAYYIiP ERDOGAN UNIVERSITESI
LISANSUSTU EGIiTIM ENSTITUSU
KiMYA ANABILIM DALI

p53-TAD’nin DNA-PK ENZIMi TARAFINDAN
FOSFORILASYONUNUN iNCELENMESI

(Yiiksek Lisans Tezi)

Merve ATES

Danisman
Dr. Ogr. Uyesi Serap PEKTAS

RiZE
2023



KABUL VE ONAY

Recep Tayyip Erdogan Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Kimya
Anabilim Dalinda, Dr. Ogr. Uyesi Serap PEKTAS damigmanliginda, Merve ATES
tarafindan hazirlanan p53-TAD 'nin DNA-PK Enzimi Tarafindan Fosforilasyonunun
Incelenmesi adli bu tez ¢alismasi, 28/11/2023 tarihinde yapilan savunma simavi
sonucunda oy birligiyle/oy ¢okluguyla basarili bulunarak jlirimiz tarafindan Yiiksek

Lisans Tezi olarak kabul edilmistir.

Jiiri Uyeleri Unvani, Ad1 SOYADI imza
Baskan : Dr. Ogr. Uyesi Serap PEKTAS

Uye : Prof. Dr. Ozlem FAIZ

Uye : Prof. Dr. Ali Osman KILIC



ETiK BEYAN

Kimya Tezli Yiiksek Lisans Programindan mezun olmak iizere teslim ettigim
“p53-TAD’nin DNA-PK Enzimi Tarafindan Fosforilasyonunun incelenmesi” adli
tezim, bilim ve arastirma etigi prensiplerine riayet edilerek tarafimdan yazilmistir.

Tez calismamda, baska kaynaklardan aktarilan biitiin bilgi ve alintilar,
Enstitiinliz Tez Yazim Kilavuzuna uygun olarak acikca gosterilmistir. Kaynagi
gosterilenler disinda kalan biitiin bilgiler uygun arastirma yontemi kullanilarak
tarafimdan edinilmis ve esere bu sekilde yansitilmistir. Sahsima ait olmayan higbir
bilgi, kasit veya kusurlar, sahsima aitmis gibi gdsterilmemistir. Internet kaynaklart
dahil, sahibine/kaynagina atif yapilmaksizin higbir bilgi kullanilmamistir. Aksinin
ortaya ¢ikmasi halinde dogacak biitiin hukuki, idari, akademik ve etik sorumluluk
tarafima ait olacaktir. Eserin tesliminden sonra herhangi bir zamanda, bilim etigine
aykirilik tespit edilmesi ve / veya eserimle ilgili intihal veya intihal seklinde
anlasilacak bir durumun ortaya ¢ikmasi halinde; Universiteniz ve egitim kadronuzun
hicbir sekilde sorumlu tutulmayacagini hiir irademle kabul, beyan ve taahhiit ederim.

28/11/2023

Merve ATES

II



ON SOz

“p53-TAD’nin DNA-PK Enzimi Tarafindan Fosforilasyonunun Incelenmesi”
baslikli bu ¢alisma, Recep Tayyip Erdogan Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali’nda “Yiiksek Lisans Tezi” olarak hazirlanmistir.

Lisansiistii egitimim siiresince emegini, bilgisini, destegini eksik etmeyen
calismamin her asamasinda emegi gecen danisman hocam Dr. Ogr. Uyesi Serap
PEKTAS a tesekkiir ederim.

Bu calismada mutasyonlarin olusturulmasinda ve DNA dizi analizinin
yapilmas1 konusunda destek olan Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi, T1bbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali 6gretim iiyesi Prof. Dr. Ali Osman KILIC ve Recep
Tayyip Erdogan Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
ogretim iiyesi Prof. Dr. Osman Birol OZGUMUS’e tesekkiir ederim.

Son olarak bu zamana kadar hep yanimda olan, destekleyen aileme ve esime
en igten sevgi ve saygilarimi sunarim.

Bu ¢aligma Recep Tayyip Erdogan Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Koordinatorliigii birimince desteklenmistir. Proje Numarasi: FYL-2021-1239

Merve ATES
RIiZE/2023

III



ICINDEKILER

KABUL VE ONAY ..ottt I
ETIK BEYAN ...ttt sttt I
ON SOZ ...ttt 111
OZET ...ttt VI
ABSTRACT ...t VII
KISALTMALAR ...ttt VIII
TABLOLAR LISTEST ....ccooutiiiiiiiiiriiisrieriesis s X
SEKILLER LISTEST ....cuvivivivccteee ettt en sttt XI
GIRIS 11ttt 1
1. P53 PROTEINT ...ooeitiiiceccce ettt s 2
L Y 021} 7 ) B PSP PPR RO 5
1.2. TP53 Gen MUtasyOnIart .......cc.ccoveiiiiiieiiiiic e 7
1.3. DNA’ya Bagimli Protein Kinaz (DNA-PK)........cccooiiiiiiiee, 9
1.4. DNA-PKcs’nin NHEJ Onarimindaki RO ........cccooiiiiiiiiiiiin 11
1.5. DNA-PK’nin Hiicre Déngiisii Ilerlemesindeki ROLi .......c.cevvecverrieerercennnn. 12
2. YAPILAN CALISMALAR ...cooiiiiiiiie et 14
2.1 MAEIYAL .o 14
2.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Cozeltiler.............cccoovviniiiiininnnn. 14
2.1.2. Kullanilan Cihazlar.............ccoooiiiiiniiiie e 16
B ) 1173 WU PR PR PRSI 17
2.2.1. Vahsi Tiir p53 Plazmid [zolasyonu............cccccoevevviriirevereiieierceesneseea, 17
2.2.2. Mutasyonlarin Olusturulmast ..........ccocvviiiiiiiiiniicnie e 18
2.2.3. DNA Dizi Analizi ile Olusturulan Mutasyonlarin Dogrulanmast.......... 21
2.2.4. Mutant Plazmidlerin E. Coli BL21 Hiicrelerine Transformasyonu ....... 22
2.2.5. Mutantlarin ve Vahsi Tiir p53’iin Saflagtirilmast ...........ccccoovviieniinnnns 22
2.2.6. Vahsi tip p53 ve Leu22GlIn-Trp23Ser, Phe19Ala Mutasyonlarinin DNA-
PK Tarafindan Fosforilasyonunun Belirlenmesi ............cccccoviiiiiiiiiniinienne 23
2.2.7. Mutasyonlarin TAD nin Ikincil Yap1 Igerigine BtKisi .........ccccccevrvrennen, 24

2.2.8 Mutasyonlarin DNA-PKcs ile Etkilesiminin Molekiiler Kenetlenme
Sunucusu HADDOCK 2.4 ile Belirlenmesi ...........cccueevieiieiiieniiiiie e 25

v



3. BULGULAR ..o 27

3.1. Vahsi Tiir p53 Plazmid Agaroz Jel Elektroforezi..........cccooevvviviiciiiicnnene. 27
3.2. Vahsi Tiir, Phel9Ala ve Leu22GIn-Trp23Ser Mutantlarinin T7 Primer Dizi
ANANIZI i 28
3.3. Phel9Ala ve Leu22GIn-Trp23Ser Mutantlarinin Plazmidini igeren E. coli
BL2T KOIONIIETT 1.ttt 28
3.4. Vahsi Tiir, Phel9Ala ve Leu22GIn-Trp23Ser Mutantlarinin Saflagtirma Jel
GOTUNTUIETT ... s 29
3.5. DNA-PK Fosforilasyonunun Western Blotlama ile Belirlenmesi.................. 30
3.6. Mutasyonlarin ikincil Yap1 Igerigineg EtKisi........ccccovevverrierericreirieresiceesnenans 36
3.7. Mutasyonlarin DNA-PKcs ile TAD’ nin Etkilesimine Etkisi .........c.c.cccoueene. 40
4. TARTISMA VE SONUGCLAR .....ociiiiiiiiiiieeee s 50
5. ONERILER ......oouitiiiiitiiiies st 53
KAYNAKCA Lottt bbbttt b e bbb 54



Recep Tayyip Erdogan Universitesi Lisansiistii Egitim Enstitiisii

Anabilim Dah : Kimya Anabilim Dali
Tez Tiirii : Yiiksek Lisans Tezi
Danisman : Dr. Ogr. Uyesi Serap PEKTAS
Hazirlayan : Merve ATES
Yil 2023
Sayfa Sayisi : 62

OZET

p53-TAD’NIN DNA-PK ENZiMi TARAFINDAN FOSFORILASYONUNUN
INCELENMESI

TP53 geni insan kanserlerinde en sik mutasyon rapor edilen genlerden biridir
(%30-50). p53°iin hiicresel diizeyi, HDM2’ya (Mouse Double Minute 2 Homolog,
MDM2’nun insan homologu) bagli olarak diizenlenir. Normal fizyolojik kosullarda
TAD, HDM2 proteini ile etkilesir ve p53’ii proteozomal parcalanmaya yonlendirir.
TAD’nin Serl5 ve Ser37 amino asit kalintilar1 DNA-PK (DNA’ya bagimli protein
kinaz) tarafindan fosforilasyona ugrar. Bu fosforilasyon olay1, p53’iin HDM2 ile etkin
etkilesimini 6nler ve boylece p53 stabilize olur. Stabilize olan p53 bir transkripsiyon
faktorii olarak gesitli genlerin aktivasyonunu baslatir. Onceki calismalarda, p53’iin
TAD domaininde olusturulan Leu22GIn-Trp23Ser mutasyonunun p53’iin
transaktivasyon islevini farkli derecelerde azalttig1 rapor edilmistir. Ayrica Phel9’un
arjinine mutasyonunun p53’lin transaktivasyon islevini olumsuz etkiledigide rapor
edilmistir. Rapor edilen bu mutasyonlar, DNA-PK enziminin fosforile ettigi Serl5 ve
Ser37 pozisyonlarina yakin bolgede yer almaktadir. Bu ¢aligmada, p53°iin Leu22Gln-
Trp23Ser ve Phel9Ala mutasyonlar1 bolgeye yonlendirilmis mutagenez ile
olusturularak bu mutasyonlarin Serl5 ve Ser 37’nin DNA-PK tarafindan
fosforilasyonuna etkisi western blotlama yontemi ile Ser15” ve Ser37” igin spesifik
antikorlar kullanilarak belirlendi. Ser15 fosforilasyonunu vahsi tiire kiyasla Phe19Ala
mutantinin 2,3 kat, Leu22GIn-Trp23Ser mutantinin ise 1,6 kat azalttig1 belirlendi.
Ser37 fosforilasyonunu ise Phel9Ala mutant1 vahsi tiire kiyasla 1,6 kat, Leu22GIn-
Trp23Ser mutant1 ise 2,0 kat azaltmistir. Vahsi tiir Serl5 ve Ser37 fosforilasyonu
kiyaslandiginda ise DNA-PK’nin Ser37’yi 1,9 kat daha hizli fosforile ettigi tespit
edildi. Ayrica, [-TASSER ile mutantlarin TAD’de konformasyonel degisime neden
oldugu, bu konformasyonel degisimin ise TAD - (DNA-PKcs) etkilesiminin
oryantasyonunu degistirdigi HADDOCK 2.4 ile belirlendi. De novo tasarim verileri,
mutantlardaki fosforilasyon azalmasinin, mutantlarin neden oldugu konformasyonel
degisim sebebiyle enzim-substrat etkilesiminin oryantasyonunun degismesi oldugu
Ongorildi.

Anahtar Kelimeler: DNA-PK, p53, Protein ekspresyonu ve saflagtirma, Western
blotlama, Kinaz aktivite tayini, Mutasyon.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF PHOSPHORYLATION OF p53-TAD BY DNA-
PK ENZYME

TP53 gene is one of the most frequently mutated genes in human cancers (30-
50%). The cellular level of p53 is regulated depending on HDM2 (Mouse Double
Minute 2 Homolog, human homolog of MDMZ2). Under normal physiological
conditions, TAD interacts with the HDM2 protein and directs p53 to proteasomal
degradation. Serl5 and Ser37 residues of TAD are phosphorylated by DNA-PK
(DNA-dependent protein kinase). This phosphorylation event prevents the effective
interaction of p53 with HDMZ2, and thus p53 is stabilized. Stabilized p53 initiates the
activation of various genes as a transcription factor. Previous studies have reported
that the Leu22GIn-Trp23Ser mutation in the TAD domain of p53 reduces the
transactivation function of p53 to different degrees. It has also been reported that
mutation of Phel9 to arginine negatively affects the transactivation function of p53.
These reported mutations are located close to the Serl5 and Ser37 phosphorylation
sites, which are phosphorylated by the DNA-PK enzyme. In this study, Leu22GIn-
Trp23Ser and Phel9Ala mutations of p53 were generated by site-directed
mutagenesis, and the effect of these mutations on the phosphorylation of Serl5 and
Ser 37 by DNA-PK was determined by western blotting using antibodies specific for
Ser15” and Ser37°. It was determined that the Phel9Ala mutant reduced Serl5
phosphorylation by 2.3 times and the Leu22GIn-Trp23Ser mutant by 1.6 times
compared to the wild type. The Phel9Ala mutant reduced Ser37 phosphorylation by
1.6 times compared to the wild type, and the Leu22GIn-Trp23Ser mutant decreased by
2.0 times. When comparing wild-type Serl5 and Ser37 phosphorylation, it was
determined that DNA-PK phosphorylates Ser37 1.9 times faster. Besides, it was
predicted by I-TASSER that the mutants caused conformational changes in the TAD.
In addition, it was determined by HADDOCK 2.4 that this conformational change
changed the orientation of the TAD - (DNA-PKGcs) interaction. De novo design data
suggest that the decrease in phosphorylation in the mutants is due to the
conformational change caused by the mutations, which changes the orientation of the
enzyme-substrate interaction.

Keywords: DNA-PK, p53, Protein expression and purification, Western blot, Kinase
assay, Mutation.
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GIRIS

DNA genetik bilgi deposudur ve siirekli olarak hiicrelerde gergeklesen
biyokimyasal tepkimelerin yan {iriinii olarak {iretilen serbest radikaller, reaktif oksijen
tiirleri (ROS) gibi bazi maddeler DNA’ya hasar verir. Ayrica kimyasallar, iyonizan
radyasyon (IR) gibi ¢evresel faktorlerde DNA da hasara neden olur. Bu hasarlardan en
tehlikelisi DNA ¢ift zincir kiriklaridir (DSB). Ciinkii, onarilmadiginda hiicre liimiine,
yanlis onarildiginda kromozomal translokasyona neden olur ki bu da kanser
olusumunda baslangi¢ asamasidir (Kim vd., 2002; Jeggo vd., 2007). Hiicrelerde DNA
hasarinin onarimi i¢in farkli mekanizmalar vardir. Bu onarim mekanizmalarinda gesitli
enzimler ve proteinler gorev alir. Onarim mekanizmasinin, apoptozun veya hiicre
dongiisii tutuklanmasinin baglatilabilmesi i¢in p53 tiimor baskilayr proteinin (p53),
transkripsiyon faktorii olarak ilgili genlerin aktivasyonunu baslatmasi gerekir. p53’iin
transkripsiyon faktorii islevini yerine getirebilmesi i¢in ise N-terminal bolgesinde yer
alan amino asit kalintilarinin fosforilasyona ugramasi ve buna bagli olarak hiicrede
stabilize olmasi, daha sonra hem DNA ile hem de ilgili koaktivatdrlerle etkilesmesi
gerekir (Ashcroft vd., 1999; MacLaine ve Hupp, 2011; Yadahalli vd., 2019). Bugiine
kadar yapilan ¢aligmalar, p53’iin etkin bir sekilde fosforilasyonunun transkripsiyon
faktori islevi i¢in gerekli oldugunu gostermis olup mutasyonlar/delesyonlar sebebiyle
fosforilasyonun ger¢eklesmemesinin iglev kaybina neden oldugunu gostermistir (Kato
vd., 2003). p53’in ¢esitli mutasyonlar sebebiyle islevsizlesmesi tiimor gelisimine
neden olmakta olup, p53°i kodlayan TP53 geni insan kanserlerinde en fazla mutasyon
rapor edilen genlerden biridir (Soussi ve Lozano, 2005; Vaddavalli ve Schumacher,
2022). Bu sebeple, p53 kanser tedavisinde ilag hedefi bir proteindir. Bugiine kadar
p53°i hedef alan, FDA tarafindan onaylanmis ve de halen klinik ¢aligmalar1 devam
eden ilaglar bulunmaktadir. Bu ilaglardan bir kismi1 p53°ii stabilize eden, bir kismi aktif
konformasyonunu diizenleyen ve bir kismi da p53’iin DNA ile etkilesimini arttirmay1
hedefleyen ilaglardir (Nishikawa ve Iwakuma, 2023). p53 mutasyonlariin
biyokimyasal sonuglarinin aydinlatilmas: ilag tasarim calismalarina katki

saglayacaktir.



1. p53 PROTEINI

p53 ilk defa 1979 yilinda SV-40 (Simian Virus) biiyiik-T antijenine baglanan
bir protein olarak kesfedilmistir (Lane ve Crawford, 1979; Linzer ve Levine, 1979).
Ik zamanlarda p53’iin kansere neden olan bir gen oldugu diisiiniilmiistii, ancak
1980’lerin sonunda p53’iin timor baskilayict etkiye sahip oldugu ve insan
kanserlerinde en ¢ok mutasyona ugrayan TP53 geni tarafindan kodlandig1 belirlendi
(Fields ve Jang, 1990; Raycroft vd., 1990; Scharer ve Lggo, 1992). Bugiine kadar
yapilan calismalarda, p53°e bagh aktive edilmis ¢ok sayida gen tanimlanmis ve bu
genlerin hiicre dongiisii tutuklanmasi, apoptoz, metabolizma diizenlemesi, DNA
onarimi ve angiogenez gibi ¢esitli islevlerde gorev aldig1 belirlenmistir (Vousden ve
Prives 2009; Bieging vd., 2014).

p53 proteini 17. kromozomun kisa kolunda yer alan (17p13) TP53 geni
tarafindan kodlanir. Insan p53 proteini yaklasik 43,7 kDa biiyiikliigiindedir ve 393
amino asitten olusmaktadir. p53 izoformu olarak adlandirilan TP53 geninin kodladig:
daha kiiciik boyutta proteinler de vardir. p53, N-terminal bolgesinde transkripsiyonel
islevinden sorumlu asidik transaktivasyon domaini (1-63 amino asit (aa)) ve prolince
zengin domain (64-92 aa), orta kisimda p53’tin DNA ile etkilestigi DNA baglanma
domaini (100-300 aa), C-terminal bolgesinde ise tetramerizasyon domaini (320-360
aa) ve lizin amino asidince zengin C-terminal diizenleyici domain (360-393 aa) olmak
izere bes domainden olusmaktadir (Sekil 1).

Prolin bakimindan zengin domain (PR), p53’iin stabilitesi ve proapoptotik
aktivitesi i¢in gereklidir (Zhu vd., 2000). DNA baglanma domaini (DBD) ise p53’iin
DNA ile etkilesip transkripsiyon faktorii islevini yerine getirmesini saglayan
domaindir. DNA baglanma domaini ayni zamanda insan kanserlerinde en fazla
mutasyonun rapor edildigi domaindir. Tetramerizasyon domaini veya diger bir adiyla
oligomerizasyon domaini ise p53’lin islevsel formu olan tetramer olusumunun
gerceklestigi kisimdir. C-terminal diizenleyici domaini (CTD) ise DNA baglanma
islevini diizenleyen domaindir. Her ne kadar ilk zamanlarda CTD’ nin dizilim spesifik
olmayacak sekilde DNA ile etkilestigi diisiiniilse de daha sonra yapilan ¢alismalar
CTD’nin DNA ile dizilim spesifik olarak etkilestigini ve bu etkilesimin DBD’nin



dizilim-spesifik DNA baglanma islevini diizenledigini gostermistir (Hamard vd.,
2012; Kim vd., 2012; Labtenko vd., 2015).

1 100 300 393
T Prolince zengin T Tetramerizasyon T

. domain domaini
Transaktivasyon

domaini 64-92 DNAbaglanma  320.360  C- terminal
1-63 domaini diizenleyici
_ 100-300 domain
360-393

Sekil 1. p53 domain yapist.

pS3’lin  transaktivasyon domaini (TAD), negatif regiilatorler ve
transkripsiyonel diizenleyiciler ile etkileserek p53’iin apoptoz, DNA onarimi,
angiogenez, hiicre donglisii tutuklanmast vb. 1ile iligkili genleri transaktive
edebilmesini saglar. TAD transkripsiyonel koaktivatdrler CREB baglanma proteini
(CBP) ve p300 ile dogrudan etkilesir. p53-TAD’nin CBP/p300 ile dogrudan
etkilesimi, p53’e duyarli genelerin trankripsiyon aktivasyonu i¢in gereklidir
(Avantaggiati vd., 1997; Ferreon vd., 2009). p53-TAD’de yer alan Thrl8, Serl5 ve
Ser37°nin fosforilasyonunun CBP/p300 ile etkilesimi arttirdigi bilinmektedir
(Uhrinova vd., 2005; Ferreon vd., 2009). p53°iin transaktivasyonundan sorumlu olan
TAD, ¢esitli delesyon ve mutasyon ¢aligmalari sonucunda TAD1 (1-42) ve TAD2 (42-
63) olmak tiizere iki kisma ayrilmistir (Cress ve Triezenberg, 1991; Unger vd., 1992;
Regier vd., 1993; Candau vd., 1997) (Sekil 2). TAD1’in delesyonu ve mutasyonu ile
ilgili yapilan calismalar bu domainin apoptoz i¢in gerekli olmadigin1 ancak hiicre
dongiisii tutuklanmasi i¢in gerekli oldugunu gdstermis olup, TAD2 mutasyonlart ile
yapilan bir ¢aligmada ise mutant TAD2’nin apoptoz i¢in gerekli oldugunu ancak hiicre
dongiisii tutuklanmasini biiylik oranda korudugunu bildirilmistir (Zhu vd., 1998; Chao
vd., 2000). TAD1 ve TAD2 ile gergeklestirilen caligmalarda birbiriyle ortiismeyen
sonuglar rapor edilmis olup bu farkliliklarin sebebinin hiicre tiirline gore gergeklesen

mekanizmal farkliliklar oldugu diistiniilmektedir.
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Sekil 2. TAD domain yapisi.

p53’in hiicresel diizeyi ise biiyiilk oranda HDM2’ye (Mouse Double Minute 2
Homolog, MDM2’nun insan homologu) bagl olarak diizenlenir (Oliner vd., 1993;
Picksley vd., 1994; Haupt vd., 1997) (Sekil 3). HDM2 p53'iin proteozomlarda
par¢alanmasina aracilik ederek transkripsiyonel aktivitesini baskilar. HDM2’nin 25-
109 aa araligindaki p53 baglanma domaini ile p53-TAD’nin 18-26 aa araligindaki
bolgenin etkilestigi bilinmektedir (Bottger vd.,1997; Chi vd., 2005; Uhrinova vd.,
2005). HDM2'nin asir1 ekspresyonunun eksprese edilen p53 miktarinin azalmasina
neden oldugu, p53-HDM?2 etkilesiminin mutasyonla bozulmasinin ise p53'iin hem
aktivasyonunu etkiledigi hem de birikmesiyle sonuglandigi ortaya koyulmustur (Haupt
vd., 1997). Yapilan bolge yonlendirilmis mutasyon ¢aligmalar1 p53°iin Leul4, Phel9,
Leu22, Trp23 ve Leu26 amino asit kalintilarmin HDM2 etkilesimi i¢in 6nemli
oldugunu, bunlardan Phel9, Trp23 ve Leu26’nin bu etkilesimde en kritik amino asit
kalintilar1 oldugu belirlenmistir (Bottger vd.,1997; Freedman vd., 1999; Moll vd.,
2003; Chi vd., 2005). TAD domaininin HDM2 ile etkilesimi sonucu p53’iin CTD
domaininde yer alan alt1 lizin amino asit kalintisina (Lys370, Lys372, Lys373, Lys381,
Lys382 ve Lys386) ubikuitin eklenir ve bu olay p53’ii proteozomal par¢alanmaya
yonlendirir (Rodriguez vd., 2000; Lai vd., 2001). Boylelikle p53°iin hiicresel diizeyi
HDM2 onkoproteini tarafindan kontrol edilir (Lees-Miller vd., 1992). Ancak,
TAD’nin HDM2 etkilesim bolgesine yakin konumda fosforilasyonu p53 - HDM2
etkilesimini engeller ve p53 hiicrede stabilize olup transkripsiyon faktorii islevini

yerine getirir (Sekil 3).
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Sekil 3. p53°iin HDM2 ile etkilegimi.

p53-TAD’de yer alan Ser6 (CK1), Ser9 (CK1, HIPK4), Serl5 (ATM, ATR,
DNA-PK), Thri8 (CK1), Ser20 (Chkl, Chk2, JNK, MAPKAPK2, PLK3), Ser33
(CAK, p38, GSK-3beta), Ser37(ATR, DNA-PK, JNK), Ser46 (HIPK2, DYRK2) ve
Thr55 (TAF1) amino asit kalintilar1 da belirtilen kinazlar tarafindan hiicresel
stireclerde bir tiir post-translasyonel modifikasyon (PTM) olan fosforilasyona ugrar
(Boehme ve Blattner, 2010). TAD’nin Serl15'i ii¢ PIKK ailesi kinazlari; DNA’ya
bagimli protein kinaz (DNA-PK), ATR (ataksi — telanjektazi ve Rad3 ile iliskili
protein) ve ATM (ataksi — telanjektazi mutasyona ugramis) enzimleri tarafindan DNA
hasar yanit1 olarak fosforile edilirken Ser37, DNA-PK ve ATR tarafindan fosforile
edilir (Lees Miller vd., 1992; Shieh vd., 1997). TAD’de fosforile olan amino asitlerden
Ser15, Ser20 ve Ser37 pozisyonu HDM?2 etkilesim bolgesinde yer almakta olup bu
bolgenin fosforilasyonu p53-TAD’de konformasyonel degisime neden olarak, p53-
HDM2 etkilesimini onler ve bdylelikle p53 stabilize olarak transkripsiyon faktorii
islevini yerine getirir (Shieh vd., 1997, 1999; Dumaz ve Meek, 1999; Unger vd.,
1999).

1.1. Mutasyon
Mutasyon canli genomunda meydana gelen dizilimsel degisikliklerdir.
Mutasyonlar germ hattt mutasyonlar1 ve somatik mutasyonlar olmak iizere hiicre

tiriine gore ikiye ayrilirlar. Germ hatti mutasyonlar1 gamette, yumurta, sperm



hiicrelerinde meydana gelir ve nesilden nesile aktarilan mutasyonlardir. Viicudun
diger hiicrelerinde goriilen mutasyonlar ise somatik mutasyonlardir. Somatik
mutasyonlar nesilden nesile aktarilmaz. Ancak mutasyona ugrayan gene gore timor
olusumuna yol agabilirler.

Mutasyonlar genetik materyalin degisme sekli acisindan da farklilik
gosterirler. Mutasyonlar bir veya daha fazla niikleotidin eklenmesi, silinmesi ya da
degismesi ile gerceklesir. Degisimin tek bir niikleotidde gerceklestigi mutasyonlar
nokta mutasyonu olarak da adlandirilir.

Mutasyon tiirleri;

o Sessiz (silent) mutasyon : Bu tiir mutasyonda bir baz ¢ifti degisir ve
bunun sonucu olarak mRNA'da yeni bir kodon olusur. Yeni olusan kodon ve vahsi tip
kodon ayni amino asiti kodlar (Sekil 4). Bu tiir mutasyonda kodlanan protein

diziliminde degisikliklige neden olmaz.

Vahsi Tir DNA 5'...CGT CAT GGG ATG...3' 5'...CGT CAA GGG ATG...3'
mRNA  3..GCA GUA CCCUAC...5' 3'...GCA GUU CCC UAC...5'

{ Ala J[ Val H Pro H Tyr J [ Ala ][ Val J{Pro J[Tyr J

Sekil 4. Sessiz (slient) mutasyon.

. Anlamsiz (nonsense) mutasyon: Baz ¢ifti degisimi sonucu mRNA'da
normalde bir amino asiti kodlayan bir kodonun yerine bir stop kodonunun (UAG,
UAA, UGA) olugmasi ile sonuglanan mutasyondur (Sekil 5). Anlamsiz mutasyonlar
proteinlerin daha kiigiik, islevsiz veya kismu islevli olarak sentezlenmesine neden

olurlar.

Vahsi Tiir DNA 5'...CGT CAT GGG ATG...3' 5'...CGT CAT GGG ATC...3'
mRNA  3'"..GCA GUA CCC UAC...5' 3'...GCA GUA CCC UAG...5'

[ Ala H Val H Pro ]{ Tyr } { Ala }[ Val MPro ][Stop }

Sekil 5. Anlamsiz (nonsense) mutasyon.



. Yanhs anlamh (missense) mutasyon: Fenotipik degisiklige neden
olan mutasyonda, bir baz ¢ifti degisimi sonucu mRNA {izerinde farkli bir amino asiti
kodlayan farkli bir kodon olusur (Sekil 6).

Vahsi Tiir DNA 5'...CGT CAT GGG ATG...3' 5'...CGT CAT TGG ATG...3'
mRNA  3..GCA GUA CCCUAC...5' 3'...GCA GUA ACC UAC...5'

[Ala [ val | Pro || Tyr | [Ala | val J1hr J[1yr |

Sekil 6. Yanlis anlamli (missense) mutasyon.

. Cerceve kaymasi (frameshift) mutasyonlari: Bir genden bir veya
daha fazla baz ciftinin silinmesi (delesyon) veya eklenmesi (insersiyon) ile olusan
mutasyonlardir (Sekil 7). Bu mutasyonlar tamamen farkli dizilimde bir protein

kodlanmasina neden olurlar.

A T silindi

Vahsi Tir DNA 5'...CTG CAT GGG ATG...3' 5'...CTG CGG GAT GAA..3'
mRNA  3...GAC GUA CCC UAC...5' 3'...GAC GCC CUA CUU...5'

[asp J[ v ) Pro J| 1y | [asp J[Aln J[ev [Leu |

Sekil 7. Cergeve kaymasi (frameshift) mutasyonu.

1.2. TP53 Gen Mutasyonlari

TP53 geninin tiimdr baskilayicr islevini yanlis anlamli mutasyonlar sonucu
kaybettigi ve insan kanserlerinin %50’sinde TP53 gen mutasyonlarinin oldugu rapor
edilmistir (Soussi ve Lozano, 2005; Vaddavalli ve Schumacher, 2022).

TP53 mutasyonlari biiylik oranda yanlis anlamli mutasyonlardir (Chiang vd.,
2021). Ayrica bu mutasyonlarin biiyiik cogunlugunun p53’tin DNA’ya baglanma ve
hedef genlerin transkripsiyonunu aktive etme yetenegini kaybetmesine neden oldugu
bilinmektedir (Kandoth vd., 2013). Yapilan ¢alismalar p53 proteinin DNA ile nasil
etkilestigini ortaya cikardigr gibi p53 geninde meydana gelen bazi mutasyonlarin
rollerini de ortaya koymustur (Ho vd., 2006). DNA - p53 kompleksinin kristal
yapisinin incelenmesi, DBD’de yer alan Ala280, Arg281, Arg283, Ser241 ve
Arg248’in DNA etkilesimine katildig1 gosterilmistir (Ho vd., 2006). Farkli tiimorlerde

gerceklestirilen DNA dizi analiziyle p53 geni lizerinde kanser tiiriine 0zgi



mutasyonlarin meydana geldigi 6 kodon (Argl75, Gly245, Arg248, Arg249, Arg273
ve Arg282) sicak bolge olarak adlandirilmistir (Rivlin vd., 2011; Gupta, vd., 2019;
Chasov vd., 2020). Belirtilen bu sicak bolge mutasyonlari p53°iin DBD’de yer almakta
olup p53’iin DNA ile etkilesimini etkilemektedirler.

p53’lin N-terminal bolgesinde bulunan TAD domaininde transaktivasyon
islevini olumsuz etkiledigi rapor edilen mutasyon g¢aligmalar1 da bulunmakta olup
Phel9, Leu22, Trp23, Leu25, Leu26, Phe53 ve Trp54°iin p53’iin transaktivasyon islevi
i¢in 6nemli oldugu rapor edilmistir (Chang vd., 1995; Venot vd., 1999; Zhu vd., 1998,
2000). Jimenez ve arkadaslari tarafindan yapilan bir calismada, TAD domaininde
Leu25GIn-Trp26Ser olusturulan fare modellerinde, farelerin tiimor gelisme meyilli
oldugu rapor edilmistir (Jimenez vd., 2000). Ayrica, fare embriyonik kok hiicreleri
(ES) hiicreleri ve fare timositlerinde Leu25GIn-Trp26Ser mutasyonu olusturulan
hiicrelerde DNA hasar yaniti olarak apoptozun gerceklesmedigi gozlemlenmistir
(Chao vd., 2000). Yapilan bir baska ¢aligmada, fare Leu25GIn-Trp26Ser varyantinin
DNA hasar ile ilgili gen yaniti olusturmasini azalttigi ve apoptozu engelledigi
belirlenmistir (Johnson vd., 2005; Brady vd., 2011). Ayrica benzer mutantlarla, H1299
hiicreleri ile yapilan bir ¢alismada Leu22GIn-Trp23Ser-Arg273His igli
mutasyonunun, PLK3 kinazinin fosforile ettigi Ser20 fosforilasyonunda 6nemli oranda
azalmaya neden oldugu, buna karsilik Ser9 ve Serl5 fosforilasyonunda artisa neden
oldugu rapor edilmistir (Vaughan vd., 2021). Bugiine kadar yapilan ¢aligmalarda
bahsedilen TAD mutasyonlarinin p53’iin transaktivasyon faktorli islevini azalttig1
hiicresel diizeyde gen ekspresyonu incelenerek tespit edilmistir. Bu mutasyonlar ayni
zamanda p53 - HDM2 etkilesim bolgesinde yer almakta olup HDM?2 ile etkilesimi
azalttig1 rapor edilmistir (Haupt vd., 1997). Bu mutasyonlarin, p53’iin HDM2 ile
etkilesimini azaltmasi sebebiyle p53°i stabilize etmesi dolayisiyla transkripsiyon
faktori islevini gergeklestirebilmesi ongoriiliirken, aksine p53’iin islevini azalttiklari
rapor edilmistir. p53’iin islevindeki bu azalmanin molekiiler diizeyde temeli ise heniiz
tam olarak aydinlatilamamakla beraber, p53’iin CBP/p300 koaktivatorlerle

etkilesimini engelledigi dngoriilmektedir.



Sekil 8. p53-(TAD)’nin I-TASSER ile olusturulan tahmini katlanmis yapisi. DNA-
PK tarafindan fosforilasyona ugrayan Serl5 ve Ser37 amino asit kalintis1 ve
mutasyon olusturulmasi planlanan Leu22-Trp23 ve Phel9Ala’nin konumlari

gosterilmistir (Sekil UCSF Chimera ile hazirlanmistir).

Mutasyonlarin TAD’nin DNA-PK enzimi tarafindan fosforile edilen Serl5 ve
Ser37 pozisyonlarma yakin bir konumda yer almasi sebebiyle, olusturulan bu
mutasyonlarin fosforilasyonu etkilemesi olduk¢a muhtemeldir. Bu c¢alismada,
Leu22GIn-Trp23Ser, Phel9Ala mutasyonlart olugturulup DNA-PK tarafindan Ser15
ve Ser37 pozisyonlarinin fosforilasyonuna etkisi belirlenerek p53°iin transaktivasyon
faktorli islevindeki azalmanin fosforilasyon ile iligkisi aydinlatilmaya ¢alisilmustir.
TAD’nin tahmini 3D yapisinda hem DNA-PK fosforilasyona ugrayan Serl5 ve
Ser37°nin pozisyonlart hem de bu ¢aligmada mutasyon gerceklestirilen Phe19, Leu22

ve Trp23’iin pozisyonlar1 Sekil 8’de gdsterilmistir.

1.3. DNA’ya Bagimh Protein Kinaz (DNA-PK)

Memeli hiicrelerinde eksprese edilen DNA’ya bagimli protein kinaz (DNA-
PK) katalitik alt birimi DNA-PKcs, protein kinazlarin fosfatidilinositol 3-kinaz ile
iligkili (PIKK) ailesinin alt1 iiyesinden biridir. DNA-PKcs, PIKK {iyesi kinazlardan
ATM ve ATR gibi DNA hasar yanitinda 6énemli rol oynar. Bu {i¢ kinaz enzimide

substratlarinda yer alan S/TQ motifinin fosforilasyonundan sorumludur. DNA-PKcs,



PRKDC geni tarafindan kodlanan 469 kDa biiytikliiglinde, birkac farkli fonksiyonel
domainden olusun bir proteindir. N-terminal bdlgesinden orta kisma dogru oldukga
biiyiik ve helikal bir katlanmaya sahip olan; N-HEAT domaini ve M-HEAT domaini,
C-terminal tarafinda ise FAT domaini, katalitik kinaz domaini ve FATC domaini yer
almaktadir (Dobbs vd., 2010). FAT ve FATC domainleri, yiiksek oranda korunmus
olan katalitik kinaz domainini ¢evreleyerek konformasyonel degisiklikleri stabilize
etmeye ve kinaz aktivitesini diizenlemeye katki saglar (Rivera-Calzada vd., 2005;
Sharif vd., 2017) (Sekil 9).

N-HEAT M-HEAT FAT KiNAZ FATC

Sekil 9. DNA-PKcs domain yapisi.

DNA-PKcs ekspresyonunun bazi tiimdrlerde diisiik bazilarinda ise yiiksek
olarak rapor edilmistir. Radyoterapi goren 224 meme kanseri hastasi ile yapilan bir
calismada, DNA-PKcs ekspresyonunda hastalarin %57’ sinde azalma rapor edilirken
yumurtalik epital kanser hiicreleri ile yapilan bir ¢aligmada, test edilen 190 tiimoérden
%70,5’inde DNA-PKcs hiicresel ekspresyonunda artis, %29,5’inde ise diisiik hiicresel
ekspresyon rapor edilmistir (S6derlund Leifler vd., 2010; Abdel-Fatah vd., 2014). 279
mide kanseri hastasindan alinan 6rneklerle yapilan bir bagka ¢alismada ise hastalarin
%22,6’sinda DNA-PKcs ekspresyonunda azalma rapor edilmistir (Lee vd., 2005).

DNA-PKcs’nin en bilinen islevi DNA hasar yanit1 ve onariminda gorev almasi
ve bunun sonucu olarak genomik dayaniklilikda rol oynamasidir. Ancak DNA-PKcs
DNA onarimindaki rolii disinda, hiicre dongiisii ilerlemesinde, transkripsiyon ve
telomer bakiminda da gorev almaktadir (Kong vd., 2011). Ayrica, DNA-PKcs’nin
hipoksiyada DNA kiriklarindan bagimsiz olarak aktive oldugu yapilan ¢alismalarla
gosterilmis ve hipoksiyada da gorev aldig1 ongoriilmiistiir (Bouquet vd., 2011). DNA-

PKcs’nin en iyi anlasilmis islevi ise DNA ¢ift zincir kiriklarinin onarimindaki roliidiir.
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1.4. DNA-PKcs’nin NHEJ Onarimindaki Rolii

DNA’da meydana gelen en ciddi hasarlar DNA kiriklaridir. Tek zincir kiriklar
ve ¢ift zincir kiriklar1 olmak tizere iki tiir DNA kirig1 vardir (Sekil 10). DNA tek zincir
kiriklar1 (SSB) ve ¢ift zincir kiriklar1 (DSB) iyonize radyasyon, UV 1sinlar gibi
fiziksel mutajenlere bagl olusabilecegi gibi, baz hasarinin onarimi sirasinda kimyasal
mutajen kaynakli olarak da olusabilmektedir. DNA ¢ift zincir kiriklari, DNA
hasarlarinin en zararli seklidir, eger onarim gergeklesmezse gelisimsel kusurlara,
kisirliga ve kansere yol acabilirler (Jackson ve Bartek, 2009). DNA tek zincir kiriklari,
¢ift zincir kiriklar1 kadar zararli olmasa da DNA replikasyonu ve transkripsiyonunu
bloke edebileceginden hiicre i¢in istenmeyen bir durumdur ve tek zincir kiriklari gesitli

kalitsal nérodejeneratif hastaliklarla da iliskilendirilmistir (Polo ve Jackson, 2011).

DNA tek zincir kink DNA cift zincir kink
" {
I DD DD
Sekil 10. DNA tek zincir ve ¢ift zincir kiriklari.

DSB 06karyotik hiicrelerde goriilen ve DNA’da meydana gelen en ciddi hasar
tiirlerinden biridir. DSB biribirinden bagimsiz iki farkli mekanizma ile onarilir. Bu
mekanizmalardan biri homolog rekombinasyon (HR) digeri ise homolog olmayan
DNA ug birlestirmesi (NHEJ) olarak adlandirilir (Sipley vd., 1995). DNA’da kirik
meydana geldiginde onarimin NHEJ mekanizmasiyla daha fazla gerceklestigi
bilinmektedir. Hangi mekanizmanin segilecegi hiicre dongilisii veya her iki
mekanizmanin bilesenlerinin seviyesine bagli olarak gerceklestigi diisiiniilmektedir
(Hsu vd., 2002; Burma ve Chen, 2004; Collis vd., 2005; Neal vd., 2011). DNA-
PKcs’nin en iyi karakterize edilen islevi hem endojen hem de ekzojen olarak meydana
gelen DNA DSB kirik uglarmin dogrudan ligasyonuna aracilik yapmasidir (Jeggo
1997; Schwartz vd., 2005; Goodwin ve Knudsen, 2014).

Homolog olmayan DNA ug¢ birlestirmesi (NHEJ) onarim mekanizmasi ile
gerceklesen onarim ¢ift zincir kirik uglarinda birkag niikleotid kaybr ile gerceklesir.

NHEJ’in ilk asamasinda DNA ¢ift zincir kirik uglarina Ku70 ve Ku80 heterodimerik
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protein kompleksi baglanarak DNA ile kompleks olusur (Spagnolo vd., 2006;
Goodwin ve Knudsen, 2014, Sharif vd., 2017). Daha sonra DNA-PKcs Ku kompleksi
araciligi ile kirik uglara yonlenir ve kinaz aktivitesine sahip DNA-PK olusur (lyama
ve Wilson, 2013; Slupphaug vd., 2003). DNA - Ku70/Ku80 kompleksi ile kinaz aktif
hale gelen DNA-PK endoniikleaz olan Artemis’i fosforile eder ve fosforilasyona
ugrayan Artemis niikleotid uzantilarini ortaya ¢ikarmak i¢in kirik 3” ve 5’ tek zincir
¢ikintilarin diizeltir (Ma vd., 2002; Goodarzi vd., 2006; Gu vd., 2010). Daha sonra
XLF/XRCC4/Ligaz4 kompleksi ligasyonu gergeklestirir ve NHEJ onarim1 tamamlanir
(Iyama ve Wilson, 2013; Slupphaug vd., 2003), (Sekil 11).

: ]E DNA-PKCS a C
DNA-PKCS

Sekil 11. DNA-PKcs’nin NHEJ onarim mekanizmasi.

1.5. DNA-PK’nin Hiicre Dongiisii Ilerlemesindeki Rolii

Hiicrede genomik stres durumlarinda, G1°de hiicre dongiisii tutuklanmasina
neden olan p53’iin hiicresel diizeyi biiyiik oranda HDM2 tarafindan diizenlenir. p53 -
HDM2 etkilesimi, p53’iin ubikuitine olmasmma ve sonrasinda proteazomal
degredasyona ugramasina neden olur. p53 - HMD?2 etkilesiminin engellenmesi p53
stabilizasyonu dolayisiyla G1 hiicre dongiisii tutuklanmasi ile sonuglanir. DNA-PK,
p53’in hiicresel diizeyini HDM2 iizerinden dolayli olarak iki farkli sekilde etkiler ve
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boylece hiicre dongiisii ilerlemesinde rol oynamis olur. DNA-PK, HDM2’nin Ser17
amino asit kalintisin1 fosfrorile eder ve bu fosforilasyon, p53 - HDM2 etkilesimini
engelleyip p53’ii stabilize eder. DNA-PK, HDM?2’ya ek olarak p53’in TAD
domaninindeki Serl5 ve Ser37 amino asit kalintilarin1 da fosforile eder ve bu
fosforilasyon olaymin neden oldugu konformasyonel degisim p53 - HDM?2
etkilesimini olumsuz etkiler ve p53 stabilize edilmis olur. DNA-PK’nin hiicre dongiistii
ilerlemesindeki rolii yalnizca, HDM2 ve p53 fosforilasyonu ile siirli olmayip, ek
olarak hiicre dongiisii diizenlenmesinde rol oynayan RPA32’yi Ser8 ve Chk2’yi Thr68
pozisyonunda fosforile eder (Li vd., 2005; Cruet vd., 2006; Asheley vd., 2014).

Bugiine kadar yapilan ¢alismalarda p53°iin HDM2’ye dayal1 diizenlenmesinde
onemli oldugu rapor edilen Phel9, Leu22 ve Trp23 amino asit kalintilarinin
mutasyonunun HDM?2 ile etkilesimi olumsuz etkiledigi gosterilmistir (Bottger vd.,
1997; Freedman vd., 1999; Moll vd., 2003; Chi vd., 2005). Bu ¢alismada, DNA-
PK’nin fosforilasyon bolgesi olan Serl5 ve Ser37’ye yakin konumda yer alan
Phel9Ala ve Leu22GIn-Trp23Ser mutasyonlarmim HDM?2 ile etkilesimi azaltmasina
ek olarak, Serl5 ve Ser37 amino asit kalintilarinin fosforilasyonu etkileyebilecegi
ongoriilmiistiir. Bu hipotezi test etmek i¢in ilk olarak bdlge yonlendirilmis mutasyon
yontemiyle bu varyantlar olusturulup, DNA-PK tarafindan Serl5 ve Ser37
fosforilasyonu ilgili amino asit kalintilar1 igin fosfo-spsesifik antikorlar kullanilarak
western blotlama yontemiyle belirlendi. Olusturulan mutasyonlarin neden olabilecegi
olas1 konformasyonel degisim ise {i¢ boyutlu (3D) protein yap1 tahmini sunucusu I-
TASSER ile belirlendi (Yang ve Zhang, 2015; Zheng vd., 2021; Zhou vd., 2022).
Ayrica, TAD mutasyonlarinin DNA-PKcs ile etkilesimi nasil etkiledigi molekiiler
kenetlenme sunucusu HADDOCK 2.4 kullanilarak belirlendi (Zundert vd., 2015;
Honorato vd., 2021).
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyal

2.1.1. Kullamlan Kimyasal Maddeler ve Cozeltiler

LB besi yeri: 10 g LB Broth (Miller), 400 mL ddH20’da ¢6ziildii. 30 dk
otoklav ile sterilize edildi.

Denge tampon ¢ozeltisi: 1,95 g NaH2PO4 (50 mM), 4,38 g NaCl (300 mM) ve
25 mL gliserol (%10) ddH20’da ¢oziiliip pH 8,00’a ayarlandi. Hacim ddH20O ile 250
mL’ye tamamlandi.

Eliisyon tampon ¢ozeltisi: 272,32 mg imidazole (200 mM) 20 mL denge
tampon ¢ozeltisinde ¢oziillip pH 8,00’a ayarlandi.

Lizis tampon ¢ozeltisi: 13,60 mg imidazole (10 mM), 3,09 mg DTT (1mM),
20 pL Tween (%0,1) ve 25 uL PMSF (1 mM) 20 mL denge tampon ¢ozeltisinde
¢ozildii.

Yikama tampon cozeltisi: 34,04 mg imidazole (25 mM), 55,11 mg ATP (5
mM), 5,71 mg MgCl. (3 mM), 818,16 mg NaCl (700 mM) 20 mL denge tampon
¢Ozeltisinde ¢oziildii.

SDS-PAGE cozeltileri

18,17 g Tris-Base (1,5 M) ddH20’da ¢oziiliip pH 8,80’a ayarlandi. ddH2O ile
hacim 50 mL’ye tamamlandi.

6,06 g Tris-Base (0,5 M) ddH.0’da ¢oziiliip pH 6,80’a ayarlandi. ddH20 ile
hacim 50 mL’ye tamamlanda.

%10 SDS-PAGE

ddH.0 2,15 mL
%33 Acrylamide 1,5mL
1,5 M Tris-Base (pH 8.80) 1,25 mL
%10 SDS 50 uL
%10 APS 25 ulL
TEMED 5uL
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%5 SDS-PAGE

ddH20 1,375 mL
%33 Acrylamide 300 uL
0,5 M Tris-Base (pH 6.80) 250 uL
%10 SDS 25 uL
%10 APS 25 uL
TEMED 5uL

10X Jel yiiriitme tampon ¢ozeltisi: 30,29 g Tris-Base (0,25 M), 144,13 ¢
glisin (1,92 M) ve 10 g SDS (%1) ddH20 ¢oziiliip son hacmi 1 L’ye tamamlandi.

SDS jel boya yikama ¢ozeltisi: 2 L metanol, 0,4 L asetik asit, 1,6 L su (%40)
karistirildi.

SDS jel boyama ¢ozeltisi: 1,25 g commassie parlak mavi R-250, 500 mL %20
metanol, %10 asetik asit i¢ceren ¢ozeltide ¢oziildii.

Diyaliz tampon c¢ozeltisi: 7,88 g Tris-HCI (50 mM) ve 17,53 g NaCl (0,3 M)
ddH20’da ¢oziilip pH 8’e ayarlandi. Hacim 1 L’ye tamamlandi.

10X TBS: 24 g Tris-Base (200 mM) ve 88 g NaCl (1,5 M) ddH20’da ¢oziiliip
pH’17,65’a ayarland1 ve hacim ddH2O ile 1 L’ye tamamlandi.

1X TBS-T: 50 mL 10X TBS, 0,5 mL Tween20 (%0,1) ddH-O ile hacim 500
mL’ye tamamlandi.

Western Blot transfer tampon ¢ozeltisi: 1,51 g Tris-Base (25 mM), 7,20 g
glisin (192 mM) ve 50 mL %10 metanol ddH.O’da ¢oziiliip hacim 500 mL’ye
tamamlandi.

Kinaz durdurma cozeltisi: 25 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 250 mM EDTA,
%10 DMSO.
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2.1.2. Kullamilan Cihazlar

Tablo 1. Kullanilan laboratuvar ekipmanlari.

Kurulusta Bulunan Altyapr/Ekipman
Tiiri, Modeli
(Laboratuvar, Arag, Makine-Techizat, vb.)

Kullanim Amaci

Calkalayicili inkiibator
Inkiibatdr

Sogutmali santrifiij

Biorad jel elektroforez sistemi

Biorad Trans-Blot Semi-Dry Transfer Cell

UV-Vis spektrometresi

Bio-Rad ChemiDoc goriintiileme sistemi
Bio-Rad Gradient Pump

Buzdolab1

Vorteks

Otoklav

pH metre

PCR cihaz1

Su banyosu

Rotator karistirici

Sonikator
Hassas terazi
Nanodrop

Isiticili manyetik karistiric

Hiicre liretme ve ¢cogaltma
Hiicre iiretme ve ¢ogaltma
Ornek ¢oktiirme

SDS ve agaroz jel elektroforezi

SDS jeldeki proteinlerin
membrana transferi

Protein derisim Ol¢iimii

Jel ve membran goriintiileme
Protein saflagtirma islemleri
Ornek saklama

Ornek karistirma
Sterilizasyon islemleri

Cozeltilerin pH’larinin
ayarlanmasi

Mutasyonlarin olusturulmasi

Istenilen sicaklik kosulunun
saglanmast
Karistirma iglemleri

Hiicrelerin pargalanmasi
Tartim islemleri
DNA derisim 6lgiimii

Isitma ve karigtirma islemleri
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2.2. Yontem

2.2.1. Vahsi Tiir p53 Plazmid izolasyonu

Addgene’den temin edilen vahsi tiir human-p53 plazmidi kullanildi (Ayed vd.,
2001). Kullanilan plazmid Cherryl Arrowsmith tarafindan iiretilip Addgene’e depozit
edilmistir ~ (Addgene plasmid # 24859; http://n2t.net/addgene:  24859;
RRID:Addgene_24859). Mutasyonlar1 olusturmak i¢in His-tagged p53 plazmidi
igeren E. coli DH5-alpha hiicrelerinden asagida 6zetlendigi gibi ¢ogaltilip QIAprep
Spin Miniprep Kit (#27106) kullanilarak kit talimatlarina gore izole edildi.

Hiicrelerin Cogaltilmasi: p53 plazmidini igeren E. coli DH5-alpha hiicreleri
ampisilin antibiyotigini iceren 5 mL LB broth (Miller) besi yerinde gece boyunca 37
°C sicaklik ve 137 rpm calkalama hizinda gogaltildi. 8000 rpm’de hiicreler santrifiij
edildi. Coktiiriilen hiicrelerden plazmid izolasyonu QIAprep Spin Miniprep Kit
protokoliine gore asagidaki gibi gergeklestirildi.

QIAprep Spin Miniprep Kit Protokolii

Kit’de yer alan ve P1, P2, N3, PB, PE ve EB olarak adlandirilan ¢o6zeltiler
kullanild1.

- Coktiiriilen hiicre peletine 250 pL P1 tampon eklendi. Yaklasik 5
dakika inkiibe edilip steril tiiplere alindu.

- 250 pL P2 tampon ¢ozeltsi ekleyerek karigmasi saglandi.

- 350 uLL N3 tampon ¢ozeltisi eklendi ve karigmasi saglandi.

- 10 dakika 13000 rpm’de santrifiij edildi.

- Pipetle supernatant alinarak QIAprep 2.0 tiiplere koyuldu.

- 1 dakika 13000 rpm’de santrifiij yapildi.

- Alttaki sivilar dokiildii ve 500 uL PB tampon ¢ozeltisi eklendi.

- 1 dakika 13000 rpm’de santrifiij yapilir.

- Sivilar uzaklastirildi.

- 750 uL PE tampon ¢ozeltisi eklendi.

- 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapildi.

- Srvilar dokiiliir ve 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapildi.

- Filtre mikrosantrifiij tiipe alind1.

- 50 uLL EB tampon ¢ozeltisi eklendi ve 1 dakika beklendi.
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- 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapildi.

- DNA elde edildi.

Saflastirilan plazmidin derisimi 260 nm dalga boyunda nano-drop ile
belirlendi.

Plazmid safligini ve boyutunu belirlemek icin agaroz jel elektroforezi

uygulandi.

2.2.2. Mutasyonlarin Olusturulmasi

Phel9Ala ve Leu22GIn-Trp23Ser mutasyonlariin olusturulmasi i¢in gerekli
primerler QuickChange Primer Design siiriiciisii kullanilarak mutasyona ugrayacak
amino aside ait kodon dizilimin ortasina gelecek sekilde tasarlanmis ve ilgili
primerlere ait dizilimler Tablo 2’de verilmistir. Primerlerin erime noktas1 Phel9Ala
varyanti i¢in 76,2 ‘C, Leu22GIn-Trp23Ser varyanti igin 74,4 “C olarak hesaplanmstr.
Primerlerin erime noktas1 72 “C’den yiiksek oldugu i¢in mutasyonlarin olusturulmasi
tekli primerli PCR’a dayali bolge yonlendirilmis mutasyon yontemiyle gerceklestirildi
(Sekil 12).

Tablo 2. Mutasyonlar i¢in tasarlanan primer dizilimleri.

Mutasyon Primer dizilimi

Phel9Ala fleri: P5’-gtagtttccataggtctgaagetgtttcctgactcagagggg-3°
Geri: P5’-cccctetgagtcaggaaacagcttcagacctatggaaactac-3°
Leu22GIn-Trp23Ser {leri: P5'-gttgttttcaggaagtagtttcgattggtctgaaaatgtttcctgact-3'

Geri: P5'-agtcaggaaacattttcagaccaatcgaaactacttcctgaaaacaac-3'

Mutasyonlarin olusturulmasi i¢in Phusion Site Directed Mutagenesis Kit’i
(Thermo Scientific, #F541) kullanilmis olup kit protokoliine goére HPLC ile
saflagtirilmis, 5° ucu fosforile edilmis primerler kullanilmistir. Tablo 3’de verilen
siralama ile triinler karigtirilarak tek primer igeren iki ayr1 PCR reaksiyon karigimi
hazirlandi. Primerlerin erime noktasi dikkate alinarak Tablo 4’de ve Tablo 5’de verilen

PCR kosullar sirasiyla uygulandi.
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Sekil 12. Tekli primerli bolge yonlendirilmis mutagenez asamalari. (a) Metillenmis
ana plazmid. (b) ileri-primer PCR reaksiyonu. (c) Geri-primer PCR reaksiyonu.
(d) Ileri ve geri PCR reaksiyonunun birlestirilip, 95°C’de denature edilmesi. (e)

Kademeli sicaklik diisiiriilmesiyle plazmid dimerizasyonu. (f) Dpnl ile metillenmis
ana plazmid DNA’nin uzaklastirilmasi ve sonrasinda T4 DNA ligaz ile plazmid
uclarinin birlestirilmesi (g) Mutant plazmidlerin E. coli hiicrelerine aktarilmasi (h)
Mutant plazmid (Sekil Edelheit vd. 2009°den esinlenilerek uyarlanmistir).
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Tablo 3. PCR reaksiyon karigimlari.

Reaksiyon 1 Reaksiyon 2
ddH>0 - -
5X Phusion HF tampon ¢ozeltisi 1X 1X
p53 plazmid DNA 100 ng 100 ng
Ileri primer 0,5uM -
Geri primer ) 0,5 1M
dNTPs 0,2 mM 0,2 mM
Phusion Hot Start DNA Polimeraz 0.2 Lgls 0,2 unite
Son hacim 25 uL 25 uL

Tablo 4. Birinci asama PCR kosullari.

Asama Sicaklik, °C Zaman Dongii Sayisi
Baslangi¢ 95 2 dakika 1
Denatiirasyonu
Denatiirasyon 95 40 saniye
Annealing 55 40 saniye 30
Ekstensiyon 72 7 dakika
Son ekstensiyon 72 7 dakika 1

4 Devamli
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Tablo 5. Ikinci asama PCR kosullari.

Asama Sicaklik, °C Zaman, dakika
1 95 5

2 90 1

3 80 1

4 70 0,5

5 60 0,5

6 50 0,5

7 40 0,5

8 37 Devamli

Tablo 4 ve Tablo 5’de olusturulan protokol iki asamali tekli primer ile bolge
yonlendirilmis mutagenez ydntemine gore uygulandi (Edelheit vd., 2009). Ileri ve geri
primerler ile gergeklestirilen iki ayr1 PCR reaksiyon karigimi birlestirildi. Tablo 5°de
verilen PCR protokolii uygulanarak 95 “C’de plazmid denatiire edildi ve 37 ‘C’ye
kademeli olarak sogutularak dimerik plazmid olugmasi saglandi. Mutasyona
ugramayan metile edilmis vahsi tiir plazmidi uzaklastirmak i¢in son PCR {iriinii Dpnl
ile 37 "C’de bir saat inkiibe edildi. Ana plazmid Dpnl ile kesilip uzaklastirildiktan
sonra plazmid uglar1 T4 DNA ligaz ile birlestirildi. Daha sonra mutanta ait plazmid E.
coli XL1 Blue hiicrelerine 1s1 soku yontemiyle aktarildi ve vahsi tiir plazmid de oldugu

gibi izole edildi.

2.2.3. DNA Dizi Analizi ile Olusturulan Mutasyonlarin Dogrulanmasi
Izole edilen p53 plazmidi T7 terminatdr bolge igerdigi igin dizileme T7 primeri
kullanilarak, Karadeniz Teknik Universitesi'nde Tibbi Biyoloji Boliimii tarafindan

dizi analizi yapildi.
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2.2.4. Mutant Plazmidlerin E. Coli BL21 Hiicrelerine Transformasyonu

Ilgili plazmidin transformasyonu igin 1s1 soku yontemi asagida belirtilen
sekilde gercgeklestirildi (Protokol, New England Biolabs’dan alinmaistir).

10 ng plasmid buzda bekletilen E. coli BL21 competent hiicrelerine eklendi ve
30 dakika buzda bekletildi.

Hiicre-plasmid karisimi 42 °C’ye 1sitilan su banyosunda 10 saniye bekletildi,
sonrasinda hemen buza alind1 ve 5 dakika da buzda bekletildi.

950 uLL SOC besi yeri hiicre plasmid karisimina eklendi.

Hiicreler 37 °C sicaklik ve 175 rpm ¢alkalama hizina sahip inkiibatorde 1 saat
inkiibe edildi.

Ampisilin antibiyotigi iceren LB besi yeri ile hazirlanan petri kaplarina 20-200
uL araliginda hacimlerde ¢ogaltilan hiicre ekildi ve plateler 37 “C sicakliginda bir gece
inkiibe edildi.

2.2.5. Mutantlarin ve Vahsi Tiir p53’iin Saflastirilmasi

Plazmid His-tag icerdigi i¢in saflastirma Ni-NTA afinite rezini kullanilarak
gerceklestirildi. Mutantlarin iiretimi ve saflagtirma islemi asagida o6zetlendigi sekilde
gergeklestirildi.

Mutasyonlarin ve vahsi tiir p53’iin iiretimi;

Mutant plazmidin transfer edildigi hiicreler ampisilin igeren LB broth (Miller)
besi (200 mL) yerinede gece boyu ¢ogaltildi.

Ertesi giin gece kiiltiirtinden 5’er mL alinip ampisilin igeren 400 mL LB broth
(Miller) besi yerine ilave edildi.

ODeoo degeri 0,7-0,8 civarma ulagtiginda 1 mM IPTG (izopropilB-D-1-
tiyogalaktopiranosid) eklenerek hiicreler indiiklendi ve sicaklik 25 “C’ye diisiiriildii.

IPTG ilavesinden yaklasik 6 saat sonra hiicreler 8500 rpm’de 5 dakika santrifiij

edildi ve ¢oktiiriilerek ve -20 °C’de saflastirma islemine kadar muhafaza edildi.

Vahsi tiir p53’iin ve Phel9Ala, Leu22GIn-Trp23Ser mutantlarinin
saflastirilmasi;
Uretilen hiicreler lizis tampon ¢dzeltisinde sonikatdr yardimiyla pargalandi

(sonikasyon, %30 amplitute, 10 saniye pulse on, 10 saniye pulse off).
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Hiicrelerin pargalanmasi ile elde edilen lizat daha sonra 30 dk, 1300 rpm’de
santrifiij edildi.

Proteini igeren siipernatant daha sonra Ni-NTA resinini i¢eren kolondan
gecirildi.

Lizat kolona yiiklendikten sonra 25 mM imidazol igeren tampon ¢ozelti (50
mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 25 mM imidazol, pH 8,00, %10 gliserol) ile yikama
islemi yapildi.

Yikama isleminden sonra protein kolondan 200 mM imidazol igeren tampon
¢oOzelti ile elute edildi.

Saflagtirilan proteinden imidazolii uzaklastirmak i¢in diyaliz tampon
¢ozeltisinde (50 mM Tris-HCI, 300 mM NacCl, pH 8,00) diyaliz islemi uygulandi.

Elde edilen proteinin saflig1 %10’luk SDS jel elektroforezi ile belirlendi.

2.2.6. Vahsi tip p53 ve Leu22GIn-Trp23Ser, Phel9Ala Mutasyonlarinin

DNA-PK Tarafindan Fosforilasyonunun Belirlenmesi

DNA-PK’ nin Serl5 ve Ser37 amino asitlerinin zamana dayal1 fosforilasyon
oran1 Serl5” ve Ser37° i¢in fosfo spesifik antikorlar kullanilarak hem vahsi tiir p53
hem de olusturulan mutantlar igin western blotlama ydntemiyle belirlendi. ilk olarak
asagida ozetlendigi sekilde kinaz reaksiyonlar1 hazirlanip 20 dk’lik zaman dilimlerinde
fosforilasyon gerceklestirildi.

Kinaz reaksiyonu;

- 50 mM Tris-HCI pH 8,00

- 50 tinite DNA-PK enzimi (Promega #V4106)

- DNA-PK aktivasyon tampon ¢ozeltisi (Promega#V4106)

- 25 uM Vahsi tiir p53 / Leu22GlIn-Trp23Ser / Phel9Ala

- Mg?*, Mn?*, Adenozin trifosfat (ATP) karisimi

Reaksiyon karigimi, farkli zaman dilimlerinde (0-20 dk) %10’luk DMSO
iceren tampon ¢ozeltide durduruldu.

Western blotlama yonteminin uygulanmasi;

[k olarak %10 ayirma ve %5 yiikleme jelinden olusan SDS jeli hazirland.
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Farkli zaman dilimlerinde durdurulan kinaz reaksiyon karigimlari hazirlanan
SDS jele yiiklendi ve yiikleme jelinde 20 mA, ayirma jelinde ise 25 mA akimda
yiriitildi.

Yiiritme islemi tamamlandiktan sonra SDS jel’deki Ornek nitroseliiloz
membrana “Biorad Trans-Blot Semi-Dry Transfer Cell” cihaziyla transfer edildi.

Membrana transfer isleminden sonra membran 4 ‘C’de %7 siit tozu igeren
TBS-T tamponunda gece boyu inkiibe edildi.

Daha sonra TBS-T (TBS + %0,1 tween) ¢ozeltisiyle membran 5 kez 5’er
dakika boyunca yikandi.

Yikama isleminden sonra 1 saat 15 dakika rotator iizerinde birincil antikorda
(fosfo-Ser15 antikoru veya fosfo-Ser37 antikoru) inkiibe edildi.

Inkiibasyondan sonra membran TBS-T ile 5 kez 5’er dakika boyunca yikandi.

Yikama isleminden sonra membran ikincil antikor (HPR-conjugated goat anti-
mouse antibody) ile 1 saat 15 dakika rotator {izerinde inkiibe edildi.

1 saat inkiibasyondan sonra membran tekrar TBS-T ile yikandi.

Yikama isleminden sonra membran Pierce ECL substrati ile 5 dakika inkiibe
edildi ve “Bio-Rad ChemiDoc goriintiileme cihazi” ile membran goriintiilendi.

Fosforilasyon oran1 Bio-Rad ChemiDoc goriintiileme cihaz ile dlgiilen bant

yogunluguna (intesity) gore belirlendi.

2.2.7. Mutasyonlarin TAD’nin ikincil Yap I¢erigine Etkisi

Mutasyonlarin proteinlerde konformasyonel degisime neden olmalar1 olas1 bir
durumdur. p53’iin oldukca esnek bir yapiya sahip olan TAD domaininde olusturulan
mutasyonlarin, domainin konformasyonunu degistirmesi beklenen bir durumdur. Sekil
13’de TAD domaininde olas1 konformasyonel degisime ugrayabilecek bdlgelerin
konumlar1 verilmis olup N-terminal loop’u: L1; Phel9, Leu22, Trp23’iin yer aldig1
heliks: H1; Ser37’nin yer aldig: bir diger loop: L2; L2’den sonra yer alan kisa heliks:
H2 ve son olarak C-termina loop: L3 ile gosterilmis olup sekil UCSF Chimera ile
hazirlanmistir (Pettersen vd., 2004).
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N-Terminal

C-Terminal

Sekil 13. p53-TAD ikincil katlanma elementleri (Sekil UCSF Chimera ile
hazirlanmistir).

Mutasyonlarin neden olabilecegi olast konformasyonel degisim {i¢ boyutlu
(3D) protein yap1 tahmini sunucusu I-TASSER kullanilarak 6ngériildii. Bu amagla,
insan p53 proteininin 393 amino asitlik dizilimi NCBI’dan alindi. Hem vahsi tlir hem
de Phel9Ala ve Leu22GIn-Trp23Ser mutasyonlart igin ii¢ boyutlu yapt modeli

olusturuldu.

2.2.8 Mutasyonlarin DNA-PKecs ile Etkilesiminin Molekiiler Kenetlenme

Sunucusu HADDOCK 2.4 ile Belirlenmesi

Mutasyonlarin neden oldugu 6ngoériilen konformasyonel degisimin TAD’nin
DNA-PKcs ile etkilesimi nasil etkiledigini belirleyebilmek icin HADDOCK 2.4
molekiiler kenetlenme sunucusu kullanildi (Dominguez vd., 2003; Vries vd., 2010;
Zundert vd., 2015; Honorato vd., 2021; Charitou vd., 2022). Bu amagla, DNA-PKcs
ve TAD’nin 7-mer (12-18 aa) dizilimi ile etkilesimini gosteren ‘PDB 80XO’ kodlu
yap1 PDB’den alinmistir. DNA-PKcs ile 7-mer TAD fragmantinin etkilesimi Sekil
14°de gosterilmistir. HADDOCK 2.4’a yapiy1 yliklemeden once igerigindeki 7-mer

25



TAD, Mg atomu ve ‘B zinciri’ yapidan ¢ikarilmistir. TAD yapilari i¢in ise I-TASSER
tarafindan olusturulan tahmini 3D yapilar herhangi bir modifikasyon yapilmadan

kullanilmustir.

, S TSNE S
Sekil 14. DNA-PKcs ve TAD nin 7-mer’lik fragmanti ile etkilesimini gésteren 3D
yap1 (PDB ID: 80XO, sekil UCSF ChimeraX ile olugturulmustur).

PDB 80XO yapisinda TAD’nin Ser15’nin His2872 ve ATP mimigi ANP
(fosfoaminofosfonik asit-adenlat ester) ile etkilesirken, Leul4; Phe3049, Gly3051 ve
Lys3053 ile, GInl6; Val2696, Leu2900, Pro2901 ve Thr2902 ile, Glnl7’nin ise
Val2697 ile etkilestigi goriilmektedir. HADDOCK 2.4°de aktif amino asit kalintisi
olarak, DNA-PKcs i¢in Serl5 ile etkilesen His2872, TAD’de ise aktif amino asit
kalintis1 olarak fosforilasyon dolayisiyla etkilestigi kesin olarak bilinen Ser15 ve Ser37
secilerek iki ayr1 kenetlenme modeli olusturulmustur. PDB 80XO’da etkilestigi
goriilen diger amino asit kalintilart mutasyonlarda etkilesimleri degisebilecegi icin

daha esnek bir model saglamak amaciyla aktif olarak secilmemistir.
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3. BULGULAR

3.1. Vahsi Tiir p53 Plazmid Agaroz Jel Elektroforezi

QIlAprep Spin Miniprep Kit (#27106) ile izole edilen vahsi tiir p53’e ait
plazmidin saflig1 %10’luk agaroz jel elektroforezi ile belirlendi (Sekil 15). Saflagtirilan
vahsi tiir p53°e ait plazmid mutasyon islemleri i¢in kullanildi. Saflastirilan plazmidin
miktar1 nano-drop cihazi ile 260 nm absorbans degerine gore 67,66 ng/uL olarak

belirlendi.

Sekil 15. Vahsi tiir pS3 plazmidine ait agaroz jeli. 1. sirada markdr, 2. sirada izole
edilen plazmid yer almaktadir.
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3.2. Vahsi Tiir, Phel9Ala ve Leu22GlIn-Trp23Ser Mutantlarinin T7 Primer

| |
: i | -
mmmm T
b)
sl V“nll“'WW&“Wmev i
c)

AGCCGCAG TCABATCCTAGCGTCGAGCCCCCTCTGAGTCAGGBAAACAT T TTCAGACCAATEGBAAACTACTTCCTGAAAACAACGTTC

ldhldxf“’ il l“‘tl‘ l“lW“h“v l‘lﬂl i

Sekil 16. Vahsi tiir ve mutantlarin T7 primer ile dizi analizleri (a) Vahsi tiir, (b)
Phel9Ala ve (c) Leu22GIn-Trp23Ser mutantlarinin T7 primer ile dizi analizleri.

3.3. Phel9Ala ve Leu22GIn-Trp23Ser Mutantlarinin Plazmidini Iceren E.
coli BL21 Kolonileri

Bolge yonlendirilmis PCR ile olusturulan mutant plazmidin dizi analizi, T7
primer ile dogrulandiktan (Sekil 16) sonra protein ekspresyonu i¢in E. coli BL21

hiicrelerine aktarildi ve Sekil 17°deki mutantlara ait koloniler elde edildi.
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Sekil 17. Mutant plazmidleri igeren E. Coli BL21 koloni goriintiileri. (a)
Phel9Ala’ya ait plazmidi igeren E. Coli BL21 kolonileri, (b) Leu22Gln-
Trp23Ser’e ait plazmidi iceren E. Coli BL21 kolonileri.

3.4. Vahsi Tiir, Phel9Ala ve Leu22GIn-Trp23Ser Mutantlarinin

Saflastirma Jel Goriintiileri

Vahsi tiir p53, Phe19Ala ve Leu22GlIn-Trp23Ser mutanti Ni-NTA afinite rezini
kullanilarak ve son asamada ise diyaliz islemi uygulanarak saflastirildi (Sekil 18).
Yikama agsamasinda 25 mM imidazol ve eliisyonda ise 250 mM imidazol igeren

tampon ¢ozelti kullanildi.
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a) Vahsi tiir p53 b) Phel9Ala c) Leu22GIn-Trp23Ser

Marker vu'mvu-.u

150 ' pm—

150

100
75-

Sekil 18. Vahsi Tiir, Phe19Ala ve Leu22GlIn-Trp23Ser mutantlarinin saflastirma
jelleri. (a) Vahsi tiir pS3 jeli. (b) Leu22GIn-Trp23Ser mutantinin saflastirilmasina
ait SDS jel. (c) Phe19Ala mutantinin saflagtirilmasina ait SDS jel (1. sirada
markor, 2. sirada lizat, 3. sirada kolona tutunmadan akan lizat, 3. sirada yikama ve
4. sirada saf protein yer almaktadir.)

Protein saflig1 SDS jel elektroforezi ile kontrol edildi (Sekil 18). Imidazolii
uzaklagtirmak icin saflastirilan proteinler Thermo Scientific’den temin edilen
“snakeskin dialysis tubing” kullanilarak 50 mM Tris-HCI, 300 mM NacCl, pH 8,00
tampon ¢ozeltisinde diyaliz islemi uygulandi. Diyaliz sonras1 saf protein derigimi 280

nm’de absorbans Olgiilerek belirlendi.

3.5. DNA-PK Fosforilasyonunun Western Blotlama ile Belirlenmesi

Saflastirilan Phel19Ala, Leu22GIn-Trp23Ser mutanti ve vahsi tiir p53’iin DNA-
PK tarafindan fosforilasyonu birincil antikor olarak Ser15F fosfospesifik antikoru
(Human Phospho-p53 (S15) Antibody #AF1043-SP), ikincil antikor olarak ise HPR-
konjuge antikoru (Rabbit IgG HRP-conjugated Antibody #HAF008) kullanilarak

western blotlama yontemiyle belirlendi (Sekil 19).
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Sekil 19. Vahsi tiir p53’iin, Leu22GIn-Trp23Ser ve Phe19Ala mutantinin Ser15°
fosfospesifik antikor i¢in western blotlama membran goriintiisii.

Vahsi tiir p53, Phel9Ala ve Leu22GIn-Trp23Ser’in Serl5F fosforilasyon
oranin1 belirlemek igin Sekil 19°deki bantlarin intensity degerlerinin enzimatik
reaksiyonun 3-20 dakika ve 3-6 dakika zaman araliklarina kars1 grafikleri olusturuldu
(Sekil 20, a, b). Hem Phe19Ala hem de Leu22GIn-Trp23Ser mutasyonunda vahsi tiire
gore Serl5 fosforilasyonunda azalma gerceklesmis olup Phel9Ala’daki azalma daha

fazladir.
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Sekil 20. Vahsi tiir p53, Phel19Ala ve Leu22GlIn-Trp23Ser’nin zamana karst Ser15”
fosforilasyon egrisi. (a) 3-20 dk zaman aralig1 Ser15° fosforilasyon egrisi, (b) 3-6
dk zaman araligi Ser15° fosforilasyon egrisi.

Benzer sekilde, saflastirilan Phel19Ala ve Leu22GIn-Trp23Ser mutanti1 ve vahsi

tir p53’iin Ser37 konumunda DNA-PK tarafindan fosforilasyonu, birincil antikor
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olarak Ser37° fosfo spesifik antikoru (Human Phospho-p53 (S37) Antibody #AF1043-
SP), ikincil antikor olarak ise HPR-konjuge antikoru (Rabbit 1IgG HRP-conjugated
Antibody #HAF008) kullanilarak western blotlama yontemiyle belirlendi (Sekil 21).
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PR ----.. Phe19Ala
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Sekil 21. Vahsi tiir p53°iin, Leu22GIn-Trp23Ser ve Phe19Ala mutantinin Ser37°
fosfospesifik antikor i¢in western blotlama membran goriintiisii.

Vahsi tiir p53, Phel9Ala ve Leu22GIn-Trp23Ser’in Ser37" fosforilasyon
oranini belirlemek i¢in Sekil 21°deki bantlarin intensity degerlerinin zamana karsi
grafigi olusturuldu (Sekil 22, a). Enzimatik aktivite kiyaslamasi dogrusal olan
baslangi¢c zaman dilimi (3-6 dK) ile gergeklestirildi (Sekil 22, b). Hem Phe19Ala hem
de Leu22GIn-Trp23Ser mutasyonunda vahsi tiire gore Ser37 fosforilasyonunda
azalma gergeklesmis olup Leu22GIn-Trp23Ser’deki azalma daha fazladir.
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Sekil 22. Vahsi tiir p53, Phel9Ala ve Leu22GIn-Trp23Ser’nin zamana karst Ser37”
fosforilasyon egrisi. (a) 3-20 dk zaman aralig1 Ser37° fosforilasyon egrisi, (b) 3-6
dk zaman araligi Ser37" fosforilasyon egrisi.
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Sekil 23. Vahsi tiir p53°de Serl5 ve Ser37°nin zamana dayal1 fosforilasyon egrisi. a)
3-20 dk zaman aralig1 fosforilasyon egrisi, b) 3-6 dk zaman aralig1 fosforilasyon
egrisi.
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Sekil 23’deki grafikte vahsi tiir p53°iin Serl5 ve Ser37 fosforilayon oranlari
kiyaslanmis olup DNA-PK’nin Ser37’yi Serl5’e gore daha hizli fosforile ettigi
belirlenmistir.

Vahsi tiir, Phe19Ala ve Leu22GIn-Trp23Ser mutantlarinin aktivitenin dogrusal
olarak arttig1 3-6 dk araligindaki zaman dilimine gore Serl5 ve Ser37 fosforilasyon
oranlari, bir iinite enzim basina dakikada okunan “Ser" intensity” cinsinden Tablo 6’da

velirmistir.

Tablo 6. Vahsi tiir ve Phe19Ala, Leu22GlIn-Trp23Ser’nin DNA-PK’nin {initesi
basina zamana dayali Ser” fosforilayonu.

SerP Vabhsi - Tiir, Phel9Ala Leu22GIn-Trp23Ser
SerPdk? SerPdk? SerPdk?

Ser15P 87,76 £ 5,26 38,27 £ 6,04 54,02 + 3,5

Ser37? 165,85 + 24,2 102,74 £ 15,52 84,80 £ 12,50

3.6. Mutasyonlarin ikincil Yap: Icerigine Etkisi

I-TASSER sunucusundan vahsi tiir ve mutasyonlar i¢in elde edilen 3D yap1
modeli, Chimera programinda Ortiistiiriilerek kiyaslandiginda her iki mutasyonun da
TAD’de konformasyonel degisime neden oldugu gozlemlendi (Sekil 24, a, b, c, d, e).
Sekil 13°de L3 olarak adlandirilan bolgede, Phel9Ala’da 51-53 amino asit araliginda,
Leu22GIn-Trp23Ser’de ise 51-54 amino asit araliginda vahsi tiir TAD’de olmayan bir
kisa heliks yapisinin olustugu belirlendi (Sekil 25). Phel9Ala’da, L3’lin heliks
kantlanmasina ek olarak Sekil 13’de H1 olarak gosterilen alfa heliksin katlanmasinin

PR

degistigi de gozlemlendi.
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Sekil 24. 3D yap1 tahminleri. (a)Vahsi tiir 3D yap1 modeli, (b) Phe19Ala 3D yap1
modeli, (¢) Leu22GIn-Trp23Ser 3D yap1 modeli, (d) Vahsi tiir ve Phe19Ala
ortiismesi, (¢) Leu22GlIn-Trp23Ser ve vahsi tiir ortiismesi, (f) Phe19Ala ve

Leu22GIn-Trp23Ser ortiismesi (Sekiller UCSF Chimera ile olusturulmustur).
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Sekil 24 (Devam). 3D yap1 tahminleri. (a)Vahsi tiir 3D yap1 modeli, (b) Phe19Ala
3D yap1 modeli, (c) Leu22GIn-Trp23Ser 3D yap1 modeli, (d) Vahsi tiir ve
Phel9Ala ortiismesi, (e) Vahsi — Tiir ve Leu22GIn-Trp23Ser ortiismesi f)
Phel19Ala ve Leu22GlIn-Trp23Ser ortiismesi (Sekiller UCSF Chimera ile

olusturulmustur).
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Sekil 24 (Devam). 3D yapi1 tahminleri. (a)Vahsi tiir 3D yap1 modeli, (b) Phe19Ala
3D yap1 modeli, (c) Leu22GIn-Trp23Ser 3D yap1 modeli, (d) Vahsi tiir ve
Phel9Ala ortiismesi, (e) Vahsi — Tiir ve Leu22GIn-Trp23Ser ortiismesi f)
Phel19Ala ve Leu22GlIn-Trp23Ser ortiismesi (Sekiller UCSF Chimera ile

olusturulmustur).
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VT

Dizilim : 'IMEEPQSDPSVEPPLSQETFSDLWKLLPENNVLSPLPSQAMDDLMLSPDDIEQWFTEDPGPDEA®
HHHHHHHHHH HHHHH

F19A

Dizilim : 'MEEPQSDPSVEPPLSQETASDLWKLLPENNVLSPLPSQAMDDLMLSPDDIEQWFTEDPGPDEA®?
HHHHHHHHH HHHH HHH

L22Q-W23S

Dizilim : 'MEEPQSDPSVEPPLSQETFSDQSKLLPENNVLSPLPSQAMDDLMLSPDDIEQWF TEDPGPDEA®

HHHHHHHH HHH HHHH

H:Heliks, C: Coil

Sekil 25. I-TASSER’in olusturdugu Vahsi tiir p53, Phel19Ala ve Leu22Gln-
Trp23Ser’in ikincil yap1 igerigi ve dizilimleri (S: fosforilasyona ugrayan Serl5 ve
Ser37 amino asit kalintilari, A: Phel9, QS: GIn22-Ser23).

3.7. Mutasyonlarin DNA-PKcs ile TAD’nin Etkilesimine Etkisi

Vabhsi tiir, Phel19Ala ve Leu22GIn-Trp23Ser’in DNA-PKcs ile HADDOCK 2.4
tarafindan hesaplanan en olas1 etkilesim enerjisi parametreleri Tablo 7 ‘da verilmistir.
Hem yan zincirler hem de ana zincir ile gergeklesen maksimum 4,00 A’luk mesafeler
dikkate alinarak etkilesimde yer alan amino asit kalintilar1 belirlenmis ve listesi Tablo
7’de verilmistir. Ayrica, TAD dizilimlerinde DNA-PK ile etkilesime giren TAD amino
asit kalitilarmin dizilimdeki yerleri Sekil 26°de gosterilmistir. HADDOCK 2.4’iin
olusturdugu DNA-PKCcs - TAD etkilesim modelleri ve etkilesimdeki vahsi tiirle olan
konformasyonel farkliliklar1 gostermek i¢in bu modellerin vahsi tiirle 6rtiismesi Sekil
27 ve Sekil 28°de verilmistir.

HADDOCK 2.4°de Serl5 ve Ser37’ye gore elde edilen molekiiler kenetlenme
sonuglarina gore hem DNA-PKcs’de hem de TAD’de etkilesime giren amino asit
kalintilarinin dizilimdeki konumlari, sirasiyla Tablo 8 ve 9’de verilmis olup her {i¢

varyantta da etkilesime giren amino asit kalintilar1 koyu olarak gosterilmistir.
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Ser15

VT MEEPQSDPSVEPPLSQETASDLWKLLPENNVLSPLPSQAMDDLMLSPDDIEQWFTEDPGPDEAPRMPEAAPRV
F19A MEEPQSDPSVEPPLSQETASDLWKLLPENNVLSPLPSQAMDDLMLSPDDIEQWFTEDPGPDEAPRMPEAAPRV
L22Q-W23S MEEPQSDPSVEPPLSQETFSDQSKLLPENNVLSPLPSQAMDDLMLSPDDIEQWFTEDPGPDEAPRMPEAAPRV

Ser37
vT MEEPQSDPSVEPPLSQETASDLWKLLPENNVLSPLPSQAMDDLMLSPDDIEQWFTEDPGPDEAPRMPEAAPRV
F19A MEEPQSDPSVEPPLSQETASDLWKLLPENNVLSPLPSQAMDDLMLSPDDIEQWFTEDPGPDEAPRMPEAAPRV

L22Q-W23S MEEPQSDPSVEPPLSQETFSDQSKLLPENNVLSPLPSQAMDDLMLSPDDIEQWF TEDPGPDEAPRMPEAAPRV

Sekil 26. Serl5 ve Ser37’ye gore olusturulan kenetlenme modelinde, TAD nin DNA-
PKecs ile etkilesime giren amino asit kalintilarin1 gosteren dizilimler. VT; vahsi tiir
TAD, gri vurgular etkilesimde bulunan amino asit kalintilar1 ve koyu ile
gosterilenler hem vahsi tiir hem de her iki mutant da etkilesime giren amino asit
kalintilaridir.
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Tablo 7. HADDOCK 2.4 ile tahmin edilen en olasi etkilesim i¢in hesaplanan
parametreler.

WT Phel9Ala Leu22GIn-Trp23Ser
HADDOCK -89.7 +/- 7.3* -89.5 +/- 2.0* -94.0 +/- 4.4*
Score -93.6 +/- 2.6% -81.6 +/- 2.2 -74.7 +/- 5.0
RMSD from the
overall lowest- 6.0 +/- 0.1* 5.5 +/-0.2* 5.6 +/-0.1*
energy 0.7 +/- 0.8* 3.9+/-0.1% 5.2 +/-0.2%
structure
Van der Waals -31.5 +/-7.8* -40.6 +/- 5.0* -38.8 +/- 7.4*
energy -42.1 +/- 10.1% -43.8 +/- 3.7* -33.9 +/- 2.5%

Electrostatic

-327.4 +/- 95.3*

-177.8 +/- 27.9*

-265.0 +/- 38.7*

energy -236.3 +/- 70.4% -162.9 +/- 17.9% -183.8 +/- 30.8"
Desolvation 3.3+/-4.8* -15.1 +/- 1.6* 4.2 +/-4.1*
energy -4.9 +/- 6.9 -5.8+/-2.9% -4.9 +/- 3.4
Restraints 39.7 +/- 1.6* 17.8 +/- 18.7* 19.9 +/- 13.2*
violation 6.2 +/- 0.4" 6.7 +/- 0.3% 8.0 +/- 0.97
energy

Buried Surface
Area

1753.1 +/- 175.3*
1594.2 +/- 155.8%

1732.0 +/- 102.8*

1642.6 +/- 51.5%

1849.0 +/- 99.1*
1399.8 +/- 74.5%

*Ser15 HADDOCK 2.4°de aktif amino asit kalintis1 olarak gdsterilmistir.
#Ser37 HADDOCK 2.4°de aktif amino asit kalintis1 olarak gosterilmistir.
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Tablo 8. Ser15’e gore HADDOCK 2.4’den elde edilen yapilarda etkilesime giren
amino asit kalintilari.

DNA-PKcs Vabhsi tiir Phel9Ala Leu22Gln-
Trp23Ser
Q2637 X P8 X
W2638 X X IM
Ell, P12, P13, Ell, P12,
K2639 P8, Ell L14 L14
T2640 X S6,El11 X
Q2641 X X E2
G2695 X X 16Q
V2696 Ell,Ql6 S15, E56, D57 S15
N2697 E17 X X
R2719 Q16, 34P P58, G59, D61 X
N2783 X X K24
F2799 X L35 K24
Q2802 P4 X D21, K24
K2803 X L35 K24
M2806 X W23 X
E2807 X X V73
K2810 D56, E68 L25 E68, A69
K2816 G59 X X
H2872 X Q16 E17
L2895 E17 X X
L2900 E17 X P60
P2901 P58, D61 D21, K24 P60
P58, G59,
T2902 P60 X X
F2958 X P60 X
D2959 X P60 X
R3047 P60 X X
F3049 L14 S20 X
P3050 X X D21
K3053 E3 X X
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Tablo 9. Ser37’e gore HADDOCK 2.4’den elde edilen yapilarda etkilesime giren

amino asit kalintilari.

DNA-PKcs Vabhsi tiir Phel9Ala Leu22Gln-
Trp23Ser
12636 X P47 X
K2639 D41 Mad4, L45 El11.L14
T2640 M4 X X
D41, D42,
R2642 M44 M4 X
G2694 D41 D41 X
G2695 D41 X X
N2697 X X Q16
S15, Q16,
R2719 < < o8
R2763 X X E17
V2781 135, P36 X X
P34, L35,
N2783 P36 « «
A2798 P36 X X
W23, K24,
F2799 P34 L35 Q38
Q2802 S37. M40 135 $37.Q38
K2803 K24 X X
Q38, DA,
M2806 X L35 D42
Q2809 X X D41
K2810 X X D41
M1, E2,
D2870 Q38 Q38 P36
2872 X 2 P36
V2873 P36 X X
V2892 X M1 X
12900 X M1 X
P2901 X E3 X
L35, P36,
F3049 Q38 E2, S37 $37,A39
G3050 X S37 X
G3051 X X S37
W3052 X 2 X
P36, S37.
K3053 Q38 $37 $37
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Sekil 27. HADDOCK 2.4’iin Ser15’e gore olusturdugu en olasi (DNA-PKcs) -TAD
etkilesim modelleri. (a) DNA-Pkcs, VT-TAD modeli, (b) DNA-PKcs, Phel9Ala
modeli, (¢) DNA-PKcs, Leu22GIn-Trp23Ser modeli, (d) DNA-PKcs, Phe19Ala,

Leu22GIn-Trp23Ser modeli (Sekiller UCSF ChimeraX ile olusturulmustur).
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Sekil 27 (Devam). HADDOCK 2.4’{in Serl5’e gore olusturdugu en olas1 (DNA-
PKcs) - TAD etkilesim modelleri. (a) DNA-Pkcs, VI-TAD modeli, (b) DNA-
PKecs, Phel9Ala modeli, (c) DNA-PKcs, Leu22GIn-Trp23Ser modeli, (d) DNA-
PKcs, Phel9Ala, Leu22GlIn-Trp23Ser modeli (Sekiller UCSF ChimeraX ile
olusturulmustur).
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etkilesim modelleri. (a) DNA-Pkcs, VT-TAD modeli, (b) DNA-PKcs, Phel9Ala
modeli, (¢) DNA-PKcs, Leu22GIn-Trp23Ser modeli, (d) DNA-PKcs, Phe19Ala,
Leu22GIn-Trp23Ser modeli (Sekiller UCSF ChimeraX ile olusturulmustur).
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PKcs) - TAD etkilesim modelleri. (a) DNA-Pkcs, VI-TAD modeli, (b) DNA-
PKecs, Phel9Ala modeli, (c) DNA-PKcs, Leu22GIn-Trp23Ser modeli, (d) DNA-
PKcs, Phel9Ala, Leu22GlIn-Trp23Ser modeli (Sekiller UCSF ChimeraX ile
olusturulmustur).
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Bu calismadan elde edilen sonug¢lar asagida 6zetlenmistir:

Ser15 fosforilasyonunu vahsi tiire kiyasla Phel9Ala mutasyonunun yaklasik
2,3 kat azalttig1, Leu22GIn-Trp23Ser mutantinin ise vahsi tiire kiyasla 1,6 kat
azalttig1 belirlendi.

Ser37 fosforilasyonunu Phel9Ala mutantinin vahsi tiire kiyasla yaklasik 1,6
kat azalttig1, Leu22GIn-Trp23Ser mutant: ise vahsi tiire kiyasla yaklasik 2,0
kat azalttig1 belirlendi.

Vahsi tlir p53’iin Serl5 ve Ser37’nin DNA-PK tarafindan fosforilasyonu
kiyaslandiginda ise DNA-PK’nin Ser37’yi 1,9 kat daha hizli fosforile ettigi
belirlendi.

Phel9Ala ve Leu22Gln-Trp23Ser mutantlarinin konformasyonel degisime
neden oldugu I-TASSER sunucusu ile ongoriildii. Buna gore, Phel9Ala
varyantinda H1 heliksinde bir kisalma gozlemlenirken, L3’de vahsi tiir
TAD’de olmayan yeni kisa bir heliks olusumu belirlendi. Leu22GIn-Trp23Ser
mutantinda ise I-TASSER sunucusu verilerine gére H1 vahsi tiire kiyasla
kisalmis olup, vahsi tiir TAD’deki L3 bu varyantta da kisa bir heliks formuna
katlanmistir.

Mutasyonlarin neden oldugu konformasyonel degisimin (DNA-PK) - TAD
etkilesiminin oryantasyonunu /konformasyonunu degistirdigi HADDOCK 2.4
ile belirlendi.

HADDOCK 2.4 Serl5’e gore elde edilen kenetleme sonuglarina gére; DNA-
PK’nin Lys2639, Val2696, Lys2810 ve Pro2901’inin hem vahsi tiir hem de her
iki mutantla etkilestigi ancak etkilesimin farkli amino asit kalintilari ile
gergeklestigi belirlendi.

Ser37’ye gore elde edilen kenetlenmede ise DNA-PK’nin Lys2639, Phe2799,
GIn2802, Asp2870, Phe3049 ve Lys3053 amino asit kalintilarinin hem vahsi
tiir hem de mutant TAD’ler ile etkilestigi ancak etkilesimin farkli amino asit

kalintilart ile gerceklestigi belirlendi.
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4. TARTISMA VE SONUCLAR

Tiimor baskilayici protein olarak da bilinin p53 proteinini kodlayan TP53 geni
insan kanserlerinde en sik mutasyona ugrayan genlerden biri olarak rapor
edilmektedir. Bu mutasyonlarin ¢ogu DBD domaininde olmakla birlikte diger
kisimlarda da rapor edilen mutasyonlar bulunmaktadir. Gergeklestirilen bu ¢aligmada
TAD boélgesinde Serl5 ve Ser 37 fosforilasyon bolgesine yakin konumda yer alan ve
p53 - HDM2 etkilesimi i¢in 6nemli oldugu rapor edilen Phel9, Leu22 ve Trp23 amino
asit kalintilarimin, Serl5 ve Ser 37 fosforilasyonuna katkisinin belirlenebilmesi
amaciyla bu bolgede uygun primerler kullanilarak bolge yonlendirilmis mutasyon ile
Phel9Ala ve Leu22GIn-Trp23Ser mutasyonlari olusturuldu. Mutant plazmidlerin
olusumu, T7 primeri kullanilarak dizi analizi ile dogrulandi (Sekil 16). Protein
ekspresyonu i¢in dizilimi dogrulanan mutant plazmitler E. Coli BL21 hiicrelerine 1s1
soku yontemiyle transform edildi ve transformasyon ampisilin i¢ceren LB-agar petri
kaplarinda koloni olusumuyla dogrulandi (Sekil 17). E. Coli BL21 hiicrelerinde
ekspres edilen p53 afinite kromatografisi ile saflastirildi (Sekil 18). Vahsi tiir TAD ve
mutantlarin Serl5 ve Ser37 fosforilasyonu ilgili antikorlar ile western blotlama
yontemiyle belirlendi (Sekil 19, 21). DNA-PK’nin iinitesi bagina 3-6 dk.’lik zaman
dilimini kapsayan bagslangi¢ hiz1 verilerine gore mutantlarin hem Ser15 hem de Ser37
fosforilasyon oranini azaltig1 belirlendi (Tablo 6). Serl5 fosforilasyonunu vahsi tiire
kiyasla Phel9Ala mutasyonunun yaklasik 2,3 kat, Leu22GIn-Trp23Ser mutantinin ise
1,6 kat azalttig1 belirlendi. Ser37 fosforilasyonunu ise Phe19Ala mutantinin vahsi tiire
kiyasla yaklasik 1,6 kat, 2,0 kat azalttig1 belirlendi. Vahsi tiirtin, Serl5 ve Ser37
fosforilasyonu kiyaslandiginda ise DNA-PK’nin Ser37’yi 1,9 kat daha hizli fosforile
ettigi belirlendi (Tablo 6).

Mutasyonlarin neden oldugu fosforilasyondaki azalmanin nedeninin
konformasyonel degisimler olup olmadigi I-TASSER sunucusu ile test edildi. I-
TASSER 3D yap1 tahmini verileri, her iki mutant varyatinin konformasyonel degisime
neden oldugunu ve vahsi tiire kiyasla ikincil yapi iceriginde artis oldugu gdstermistir.
Ozellikle Phel9Ala varyantinda H1’de bir azalma gdzlemlenirken L3’de kisa bir
heliks olusumu goriilmektedir (Sekil 24, b). Leu22GIn-Trp23Ser mutantinda ise H1
vahsi tiirdeki gibi olup L3 bu varyantda da kisa bir heliks formuna katlanmistir (Sekil
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24, ¢). L3’nin Serl5 fosforilasyon bolgesine yakin olmasi sebebiyle bu bolgede
meydana gelen konformasyonel degisimin TAD - (DNA-PKcs) etkilesimini etkilemesi
muhtemeldir. Yine Ser15’e yakin olan H1 heliksi Phe19Ala’da degisime ugramis olup
etkin bir fosforilasyon igin gerekli olan TAD - (DNA-PKcs) etkilesimini etkilemis
olmast beklenmektedir. Phel9Ala ve Leu22GIn-Trp23Ser varyantlar1 birbiri ile
kiyaslandiginda ise Phe19Ala’nin TAD’de daha fazla konformasyonel degisime neden
oldugu goriilmektedir (Sekil 24, f).

Proteinlerdeki konformasyonel degisimler, proten-protein etkilesimlerini
etkileyen bir durumdur. I-TASSER sunucusu ile konformasyonel degisime ugradigi
ongoriilen Phel9Ala ve Leu22GIn-Trp23Ser mutantlariin  DNA-PKcs ile
etkilesimlerine etkisi HADDOCK 2.4 molekiiler kenetlenme sunucusu kullanilarak
belirlendi. HADDOCK 2.4 sonuglarina gore; Lys2639, Val2696, Lys2810 ve Pro2901
hem vahsi tiir hem de her iki mutantla etkilesmektedir. Ancak etkilesime giren amino
asit kalintilar1 Lys2639 - Glul1 etkilesimi hari¢ farkli amino asitlerle ger¢ceklesmistir.
TAD’de ise Glull, Leul4 ve GInl6 etkilesime girdikleri amino asit kalintilar1 farkl
olmakla birlikte her ii¢ varyantta da ortak olarak etkilesmektedir. Dolayisiyla, DNA-
PKcs etkilesiminde bu {i¢ amino asit kalintisinin 6nemli oldugu Ongdrilmiistiir.
Ser37’ye gore elde edilen kenetlenmede ise DNA-PK’nin Lys2639, Phe2799,
GIn2802, Asp2870, Phe3049 ve Lys3053 amino asit kalintilariyla hem vahsi tiir hem
de mutant TAD’ler etkilesmektedir. Ug varyantta da ortak etkilesim Lys3053 ve Ser37
arasinda gerceklesmistir. TAD’de ise Leu35, Ser37, GIn38 ve Asp4l, vahsi tiir ve
mutantlarla etkilesmekte olup Ser37 disinda etkilestikleri amino asit kalintilar
farklilik gostermektedir. Bu sebeple, bahsedilen bu dort amino asit kalintisinin
TAD’nin DNA-PKcs ile etkilesiminde 6nemli oldugu 6ngériilmiistiir. TAD - (DNA-
PKcs) etkilesiminde yer alan amino asit kalintilarina ek olarak vahsi tiir ve mutantlarin
etkilestigi yiizeylerin blytkligi kiyaslandiginda da farklhiliklar go6zlemlendi.
Etkilesim yiizey alani, Serl5 i¢in 1732,0-1849,0 araliginda, Ser37 i¢in ise 1399,8-
1642,6 araliginda oldugu belirlendi (Tablo 7). Serl5 eslesmesinin tiim varyantlarda
Ser37’ye kiyasla gorece daha fazla alan kapladigi, Ser37 eslesmesinde Leu22Gln-
Trp23Ser mutantinin  kapladigi alanin Serl5 eslesmesinde en fazla, Ser37

eslesmesinde ise en az oldugu belirlendi. Tablo 7°de ayrica etkilesimin kimyasal
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dogasimin da degistigi, ozellikle elektrostatik etkilesimlerin mutasyonlarda azaldigi
belirlendi.

Bu mutantlarla daha once gergeklestirilen caligmalar, p53’iin HDM2 ile
etkilesiminin azalmasima ve buna baglh olarak hiicresel diizeyde stabilize olmasina
ragmen, mutantlarin p53°lin transkripsiyon faktorii islevini tam olarak yerine
getiremedigini gostermistir (Chang vd., 1995; Venot vd., 1999; Zhu vd., 1998, 2000;
Jimenez vd., 2000; Chao vd., 2000; Johnson vd., 2005; Brady vd., 2011; Vaughan vd.
2021). Mutantlarin neden oldugu hiicresel stabilizasyona ragmen gézlemlenen islev
kaybi, bu mutantlarin HDM2 etkilesimini etkilemek disinda bagka biyokimyasal
sonuclarinin oldugunu 6nermektedir. p53°lin trankripsiyon faktorii islevi igin stabilize
olmasinin yani sira hem DNA ile etkilesmesi hem de TAD domaininin CBP/p300
koaktivatorler ile etkilesmesi gerekir. TAD - CBP/p300 etkilesiminin mutasyon veya
kimyasal modifikasyonlarla ile bloke edilmesinin p53’iin transaktivasyonunu
engellemesi beklenir. Dolayisiyla, bu ¢aligmada elde edilen verilerden p53°deki islev
kaybimin fosforilasyondaki azalmaya bagli olarak TAD - CBP/p300 etkilesiminin

etkilenmesi olabilecegini dngérmektedir.
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5. ONERILER

Bu tezde ¢alisilan Phe19Ala ve Leu22GlIn-Trp23Ser mutasyonlarinin DNA-PK
ile ayn1 sinifa giren ATM ve ATR kinazlar1 tarafindan fosforilasyonun nasil etkilendigi
belirlenebilir. Ayrica, olusturulan mutasyonlarin I-TASSER sunucusu ile tahmin
edilen 3D yapt tahmininde, TAD domaininin ikincil yap1 igerigini arttirdig
belirlenmisti ve bu veri deneysel olarak proteinlerin ikincil yapi analizlerinde

kullanilan CD (Dairesel Dikroizm) Spektroskopisi ile belirlenebilir.

53



KAYNAKCA

Abdel-Fatah, T. M., Arora, A., Moseley, P., Coveney, C., Perry, C., Johnson, K. ve
Madhusudan, S. (2014). ATM, ATR and DNA-PKcs expressions correlate to
adverse clinical outcomes in epithelial ovarian cancers. BBA clinical, 2, 10-
17.

Ashcroft, M., Kubbutat, M. H., ve Vousden, K. H. (1999). Regulation of p53 function
and stability by phosphorylation. Molecular and cellular biology, 19(3), 1751-
1758.

Ashley, A. K., Shrivastav, M., Nie, J., Amerin, C., Troksa, K., Glanzer, J. G, ... &
Nickoloff, J. A. (2014). DNA-PK phosphorylation of RPA32 Ser4/Ser8
regulates replication stress checkpoint activation, fork restart, homologous
recombination and mitotic catastrophe. DNA repair, 21, 131-139.

Attardi, L. D., Lowe, S. W., Brugarolas, J., ve Jacks, T. (1996). Transcriptional
activation by p53, but not induction of the p21 gene, is essential for oncogene-
mediated apoptosis. The EMBO journal, 15(14), 3693-3701.

Avantaggiati, M. L., Ogryzko, V., Gardner, K., Giordano, A., Levine, A. S. ve Kelly,
K. (1997). Recruitment of p300/CBP in p53-dependent signal
pathways. Cell, 89(7), 1175-1184.

Ayed, A., Mulder, F. A,, Yi, G. S, Lu, Y., Kay, L. E. ve Arrowsmith, C. H. (2001).
Latent and active p53 are identical in conformation. Nature structural
biology, 8(9), 756-760.

Bieging, K. T., Mello, S. S. ve Attardi, L. D. (2014). Unravelling mechanisms of p53-
mediated tumour suppression. Nature Reviews Cancer, 14(5), 359-370.

Blier, P. R., Griffith, A. J., Craft, J. ve Hardin, J. A. (1993). Binding of Ku protein to
DNA. Measurement of affinity for ends and demonstration of binding to
nicks. Journal of Biological Chemistry, 268(10), 7594-7601.

Brady, C. A., Jiang, D., Mello, S. S., Johnson, T. M., Jarvis, L. A., Kozak, M. M. ve
Attardi, L. D. (2011). Distinct p53 transcriptional programs dictate acute DNA-
damage responses and tumor suppression. Cell, 145(4), 571-583.

Bouchaert P., Guerif S., Debiais C., Irani J. ve Fromont G. (2012). "DNA-PKcs
expression predicts response to radiotherapy in prostate cancer”. Int. J. Radiat.
Oncol. Biol. Phys. 84 (5): 1179-85.

Bouquet, F., Ousset, M., Biard, D., Fallone, F., Dauvillier, S., Frit, P., Salles B. ve
Muller, C. (2011). A DNA-dependent stress response involving DNA-PK
occurs in hypoxic cells and contributes to cellular adaptation to
hypoxia. Journal of cell science, 124(11), 1943-1951.

54



Bottger, A., Bottger, V., Garcia-Echeverria, C., Chéne, P., Hochkeppel, H. K.,
Sampson, Sampson W., Ang K., Howard S.F., Picksley S.M. ve Lane, D. P.
(1997). Molecular characterization of the hdm2-p53 interaction. Journal of
molecular biology, 269(5), 744-756.

Bottger, A., Bottger, V., Sparks, A., Liu, W. L., Howard, S. F. ve Lane, D. P. (1997).
Design of a synthetic Mdm2-binding mini protein that activates the p53
response in vivo. Current Biology, 7(11), 860-869.

Burma, S. ve Chen, D. J. (2004). Role of DNA-PK in the cellular response to DNA
double-strand breaks. DNA repair, 3(8-9), 909-918.

Candau, R., Scolnick, D. M., Darpino, P., Ying, C. Y., Halazonetis, T. D. ve Berger,
S. L. (1997). Two tandem and independent sub-activation domains in the
amino  terminus of p53 require the adaptor complex for
activity. Oncogene, 15(7), 807-816.

Chan, H. M., & La Thangue, N. B. (2001). p300/CBP proteins: HATs for
transcriptional bridges and scaffolds. Journal of cell science, 114(13), 2363-
2373.

Chang, J., Kim, D. H., Lee, S. W., Choi, K. Y. ve Sung, Y. C. (1995). Transactivation
Ability of p53 Transcriptional Activation Domain Is Directly Related to the
Binding Affinity to TATA-binding Protein (x).Journal of Biological
Chemistry, 270(42), 25014-25019.

Chao, C., Saito, S. I., Kang, J., Anderson, C. W., Appella, E. ve Xu, Y. (2000). p53
transcriptional activity is essential for p53-dependent apoptosis following
DNA damage. The EMBO journal, 19(18), 4967-4975.

Chasov, V., Mirgayazova, R., Zmievskaya, E., Khadiullina, R., Valiullina, A.,
Stephenson Clarke, J., Rizvanov A. ve Bulatov, E. (2020). Key players in the
mutant p53 team: Small molecules, gene editing, immunotherapy. Frontiers in
Oncology, 10, 1460.

Charitou, V., Van Keulen, S. C. ve Bonvin, A. M. (2022). Cyclization and docking
protocol for cyclic peptide—protein modeling using HADDOCK?2. 4. Journal
of Chemical Theory and Computation, 18(6), 4027-4040.

Chi, S. W, Lee, S. H., Kim, D. H., Ahn, M. J., Kim, J. S., Woo, J. Y. ve Han, K. H.
(2005). Structural details on mdm2-p53 interaction. Journal of Biological
Chemistry, 280(46), 38795-38802.

Chiang, Y. T., Chien, Y. C., Lin, Y. H.,, Wu, H. H., Lee, D. F. ve Yu, Y. L. (2021).
The function of the mutant p53-R175H in cancer. Cancers, 13(16), 4088.

Collis, S. J., DeWeese, T. L., Jeggo, P. A. ve Parker, A. R. (2005). The life and death
of DNA-PK. Oncogene, 24(6), 949-961.

55



Cruet-Hennequart, S., Coyne, S., Glynn, M. T., Oakley, ve Carty, M. P. (2006). UV-
induced RPA phosphorylation is increased in the absence of DNA polymerase
n and requires DNA-PK. DNA repair, 5(4), 491-504.

Dobbs, T. A., Tainer, J. A. ve Lees-Miller, S. P. (2010). A structural model for
regulation of NHEJ by DNA-PKcs autophosphorylation. DNA repair, 9(12),
1307-1314.

Dominguez, C., Boelens, R. ve Bonvin, A. M. (2003). HADDOCK: a protein— protein
docking approach based on biochemical or biophysical information. Journal of
the American Chemical Society, 125(7), 1731-1737.

Dumaz, N. ve Meek, D. W. (1999). Serine 15 phosphorylation stimulates p53
transactivation but does not directly influence interaction with HDM2. The
EMBO journal, 18(24), 7002-7010.

Edelheit, O., Hanukoglu, A. ve Hanukoglu, 1. (2009). Simple and efficient site-directed
mutagenesis using two single-primer reactions in parallel to generate mutants
for protein structure-function studies. BMC biotechnology, 9(1), 1-8.

Ferreon, J. C., Lee, C. W., Arai, M., Martinez-Yamout, M. A., Dyson, H. J., ve Wright,
P. E. (2009). Cooperative regulation of p53 by modulation of ternary complex
formation with CBP/p300 and HDMZ2. Proceedings of the National Academy
of Sciences, 106(16), 6591-6596.

Flavell, R. A., Sabo, D. L., Bandle, E. F. ve Weissmann, C. (1975). Site-directed
mutagenesis: effect of an extracistronic mutation on the in vitro propagation of
bacteriophage Qbeta RNA. Proceedings of the National Academy of
Sciences, 72(1), 367-371.

Fields, S., ve Jang, S. K. (1990). Presence of a potent transcription activating sequence
in the p53 protein. Science, 249(4972), 1046-1049.

Freedman, D. A., Wu, L. ve Levine, A. J. (1999). Functions of the MDM2
oncoprotein. Cellular and Molecular Life Sciences CMLS, 55, 96-107.

Goodarzi, A. A., Yu, Y., Riballo, E., Douglas, P., Walker, S. A., Ye, R., Harer C.,
Marchetti C., Morrice N., Jeggo P.A. ve Lees-Miller, S. P. (2006). DNA-PK
autophosphorylation facilitates Artemis endonuclease activity. The EMBO
journal, 25(16), 3880-3889.

Goodwin, J. F. ve Knudsen, K. E. (2014). Beyond DNA repair: DNA-PK function in
cancer. Cancer discovery, 4(10), 1126-1139.

Gu, J., Li, S, Zhang, X., Wang, L. C., Niewolik, D., Schwarz, K., Legerski R.J., Zandi

E. ve Lieber, M. R. (2010). DNA-PKcs regulates a single-stranded DNA
endonuclease activity of Artemis. DNA repair, 9(4), 429-437.

56



Gupta, A., Shah, K., Oza, M. J. ve Behl, T. (2019). Reactivation of p53 gene by MDM?2
inhibitors: a novel therapy for cancer treatment. Biomedicine &
Pharmacotherapy, 109, 484-492.

Hamard, P. J., Lukin, D. J., ve Manfredi, J. J. (2012). p53 basic C terminus regulates
p53 functions through DNA binding modulation of subset of target
genes. Journal of Biological Chemistry, 287(26), 22397-22407.

Haupt, Y., Maya, R., Kazaz, A. ve Oren, M. (1997). Mdm2 promotes the rapid
degradation of p53. Nature, 387(6630), 296-299.

Ho, W. C., Fitzgerald, M. X. ve Marmorstein, R. (2006). Structure of the p53 Core
Domain Dimer Bound to DNA. Journal of Biological Chemistry, 281(29),
20494-20502.

Honorato, R. V., Koukos, P. 1., Jiménez-Garcia, B., Tsaregorodtsev, A., Verlato, M.,
Giachetti, A., ... & Bonvin, A. M. (2021). Structural biology in the clouds: the
WeNMR-EOSC ecosystem. Frontiers in Molecular Biosciences, 8, 729513.

Hsu, H. L., Yannone, S. M. ve Chen, D. J. (2002). Defining interactions between
DNA-PK and ligase IV/XRCC4. DNA repair, 1(3), 225-235.

Hutchison I11, C. A. ve Edgell, M. H. (1971). Genetic assay for small fragments of
bacteriophage ¢X174 deoxyribonucleic acid. Journal of virology, 8(2), 181-
189.

lyama, T. ve Wilson 11, D. M. (2013). DNA repair mechanisms in dividing and non-
dividing cells. DNA repair, 12(8), 620-636.

Jackson S.P. ve Bartek J. 2009. The DNA-damage response in human biology and
disease. Nature 461: 1071-1078.

Jeggo, P. A. (1997). DNA-PK: at the cross-roads of biochemistry and
genetics. Mutation Research/DNA Repair, 384(1), 1-14.

Jimenez, G. S., Nister, M., Stommel, J. M., Beeche, M., Barcarse, E. A., Zhang, X. Q.,
O’Gorman S. ve Wahl, G. M. (2000). A transactivation-deficient mouse model
provides insights into Trp53 regulation and function. Nature genetics, 26(1),
37-43.

Johnson, T. M., Hammond, E. M., Giaccia, A., ve Attardi, L. D. (2005). The p53®°
transactivation-deficient mutant shows stress-specific apoptotic activity and
induces embryonic lethality. Nature genetics, 37(2), 145-152.

Kandoth, C., McLellan, M. D., Vandin, F., Ye, K., Niu, B., Lu, C. ve Ding, L. (2013).
Mutational landscape and significance across 12 major cancer
types. Nature, 502(7471), 333-339.

57



Kim, H., Kim, K., Choi, J., Heo, K., Baek, H. J., Roeder, R. G., ve An, W. (2012). p53
requires an intact C-terminal domain for DNA binding and
transactivation. Journal of molecular biology, 415(5), 843-854.

Kong, X., Shen, Y., Jiang, N., Fei, X. ve Mi, J. (2011). Emerging roles of DNA-PK
besides DNA repair. Cellular signalling, 23(8), 1273-1280.

Kurtoglu, E. L. ve Tekedereli, I. (2015). DNA Onarim Mekanizmalar1. Balikesir Saglik
Bilimleri Dergisi, 4(3), 169-177.

Lai, Z., Ferry, K. V., Diamond, M. A., Wee, K. E., Kim, Y. B., Ma, J. ve Auger, K. R.
(2001). Human mdm2 mediates multiple mono-ubiquitination of p53 by a
mechanism  requiring enzyme isomerization. Journal of Biological
Chemistry, 276(33), 31357-31367.

Lane, D. P. ve Crawford, L. V. (1979). T antigen is bound to a host protein in SY40-
transformed cells. Nature, 278(5701), 261-263.

Laptenko, O., Shiff, I., Freed-Pastor, W., Zupnick, A., Mattia, M., Freulich, E., Shamir
., Kadouri N., Kahn T., Manfredi J., Simon I. ve Prives, C. (2015). The p53 C
terminus controls site-specific DNA binding and promotes structural changes
within the central DNA binding domain. Molecular cell, 57(6), 1034-1046.

Lee, H. S., Yang, H. K., Kim, W. H. ve Choe, G. (2005). Loss of DNA-dependent
protein kinase catalytic subunit (DNA-PKcs) expression in gastric
cancers. Cancer Research and Treatment: Official Journal of Korean
Soderlund Leifler, K., Queseth, S., Fornander, T., & Askmalm, M. S. (2010).
Low expression of Ku70/80, but high expression of DNA-PKcs, predict good
response to radiotherapy in early breast cancer. International journal of
oncology, 37(6), 1547-1554. Cancer Association, 37(2), 98-102.

Lees-Miller, S. P., Sakaguchi, K., Ullrich, S. J., Appella, E., ve Anderson, C. W.
(1992). Human DNA-activated protein kinase phosphorylates serines 15 and
37 in the amino-terminal transactivation domain of human p53. Molecular and
cellular biology, 12(11), 5041-5049.

Li, M., Luo, J., Brooks, C. L., & Gu, W. (2002). Acetylation of p53 inhibits its
ubiquitination by Mdmz2. Journal of Biological Chemistry, 277(52), 50607-
50611.

Li, J., ve Stern, D. F. (2005). Regulation of CHK2 by DNA-dependent protein
kinase. Journal of Biological Chemistry, 280(12), 12041-12050.

Linzer, D. I., Maltzman, W., & Levine, A. J. (1979). The SV40 A gene product is
required for the production of a 54,000 MW cellular tumor
antigen. Virology, 98(2), 308-318.

Ma, Y., Pannicke, U., Schwarz, K., & Lieber, M. R. (2002). Hairpin opening and
overhang processing by an Artemis/DNA-dependent protein kinase complex in
nonhomologous end joining and V (D) J recombination. Cell, 108(6), 781-794.

58



MacLaine, N. J. ve Hupp, T. R. (2011). How phosphorylation controls p53. Cell
Cycle, 10(6), 916-921.

M Devlin, T. (2006). Textbook of biochemistry: with clinical correlations. Wiley-Less.

Moll, U. M. ve Petrenko, O. (2003). The MDM2-p53 interaction. Molecular cancer
research, 1(14), 1001-1008.

Miiller, W., Weber, H., Meyer, F., & Weissmann, C. (1978). Site-directed mutagenesis
in DNA: Generation of point mutations in cloned  globin complementary
DNA at the positions corresponding to amino acids 121 to 123. Journal of
molecular biology, 124(2), 343-358.

Neal, J. A. ve Meek, K. (2011). Choosing the right path: does DNA-PK help make the
decision?. Mutation Research/Fundamental and Molecular Mechanisms of
Mutagenesis, 711(1-2), 73-86.

Nishikawa, S., ve Iwakuma, T. (2023). Drugs targeting p53 mutations with FDA
approval and in clinical trials. Cancers, 15(2), 429.

Oliner, J. D., Pietenpol, J. A., Thiagalingam, S., Gyuris, J., Kinzler, K. W., &
Vogelstein, B. (1993). Oncoprotein MDMZ2 conceals the activation domain of
tumour suppressor p53. Nature, 362(6423), 857-860.

Picksley, S. M., Vojtesek, B., Sparks, A., & Lane, D. P. (1994). Immunochemical
analysis of the interaction of p53 with MDM2;--fine mapping of the MDM2
binding site on p53 using synthetic peptides. Oncogene, 9(9), 2523-2529.

Pettersen, E. F., Goddard, T. D., Huang, C. C., Couch, G. S., Greenblatt, D. M., Meng,
E. C. ve Ferrin, T. E. (2004). UCSF Chimera—a visualization system for
exploratory research and analysis. Journal of computational chemistry, 25(13),
1605-1612.

Polo, S. E., & Jackson, S. P. (2011). Dynamics of DNA damage response proteins at
DNA breaks: a focus on protein modifications. Genes & development, 25(5),
409-433.

Raj, N., ve Attardi, L. D. (2017). The transactivation domains of the p53 protein. Cold
Spring Harbor perspectives in medicine, 7(1), a026047.

Rajalakshmi, S. (2017). Different types of pcr techniques and its
applications. International Journal of Pharmaceutical, Chemical & Biological
Sciences, 7(3)

Raycroft, L., Schmidt, J. R., Yoas, K., Hao, M. ve Lozano, G. (1991). Analysis of p53
mutants for transcriptional activity. Molecular and cellular biology, 11(12),
6067-6074.

59



Rivera-Calzada, A., Maman, J. P., Spagnolo, L., Pearl, L. H. ve Llorca, O. (2005).
Three-dimensional structure and regulation of the DNA-dependent protein
kinase catalytic subunit (DNA-PKcs). Structure, 13(2), 243-255.

Rivlin, N., Brosh, R., Oren, M. ve Rotter, V. (2011). Mutations in the p53 tumor
suppressor gene: important milestones at the various steps of
tumorigenesis. Genes & cancer, 2(4), 466-474.

Rodriguez, M. S., Desterro, J. M., Lain, S., Lane, D. P. ve Hay, R. T. (2000). Multiple
C-terminal lysine residues target p53 for ubiquitin-proteasome-mediated
degradation. Molecular and cellular biology, 20(22), 8458-8467.

Schérer, E. ve Lggo, R. (1992). Mammalian p53 can function as a transcription factor
in yeast. Nucleic acids research, 20(7), 1539-1545.

Schwartz, M., Zlotorynski, E., Goldberg, M., Ozeri, E., Rahat, A., Le Sage, C., Chen
B.P.C, Chen D.J., Agami R. ve Kerem, B. (2005). Homologous recombination
and nonhomologous end-joining repair pathways regulate fragile site
stability. Genes & development, 19(22), 2715.

Sharif, H., Li, Y., Dong, Y., Dong, L., Wang, W. L., Mao, Y. ve Wu, H. (2017). Cryo-
EM structure of the DNA-PK holoenzyme. Proceedings of the National
Academy of Sciences, 114(28), 7367-7372.

Shieh, S. Y., lkeda, M., Taya, Y., & Prives, C. (1997). DNA damage-induced
phosphorylation of p53 alleviates inhibition by MDMZ2. Cell, 91(3), 325-334.

Slupphaug, G., Kavli, B., & Krokan, H. E. (2003). The interacting pathways for
prevention and repair of oxidative DNA  damage. Mutation
Research/Fundamental and Molecular Mechanisms of Mutagenesis, 531(1-2),
231-251.

Sipley, J. D., Menninger, J. C., Hartley, K. O., Ward, D. C., Jackson, S. P., &
Anderson, C. W. (1995). Gene for the catalytic subunit of the human DNA-
activated protein kinase maps to the site of the XRCC7 gene on chromosome
8. Proceedings of the National Academy of Sciences, 92(16), 7515-7519.

Soussi, T., & Lozano, G. (2005). p53 mutation heterogeneity in cancer. Biochemical
and biophysical research communications, 331(3), 834-842.

Soderlund Leifler K, Queseth S, Fornander T, Askmalm MS (2010). "Low expression
of Ku70/80, but high expression of DNA-PKGcs, predict good response to
radiotherapy in early breast cancer”. Int. J. Oncol. 37 (6): 1547-54.

Spagnolo, L., Rivera-Calzada, A., Pearl, L. H. ve Llorca, O. (2006). Three-
dimensional structure of the human DNA-PKcs/Ku70/Ku80 complex
assembled on DNA and its implications for DNA DSB repair. Molecular
cell, 22(4), 511-519.

60


https://doi.org/10.3892%2Fijo_00000808
https://doi.org/10.3892%2Fijo_00000808
https://doi.org/10.3892%2Fijo_00000808

Uhrinova, S., Uhrin, D., Powers, H., Watt, K., Zheleva, D., Fischer, P., Mclnnes C. ve
Barlow, P. N. (2005). Structure of free MDM2 N-terminal domain reveals
conformational adjustments that accompany p53-binding. Journal of
molecular biology, 350(3), 587-598.

Unger, T., Nau, M. M., Segal, S., & Minna, J. D. 1992. p53: “A transdominant
regulator of transcription whose function is ablated by mutations occurring in
human cancer”. The EMBO journal, 11(4), 1383-1390.

Vaddavalli, P. L., ve Schumacher, B. (2022). The p53 network: Cellular and systemic
DNA damage responses in cancer and aging. Trends in Genetics, 38(6), 598-
612.

Van Der Burg, M., lUspeert, H., Verkaik, N. S., Turul, T., Wiegant, W. W., Morotomi-
Yano, K., ... & Van Gent, D. C. (2009). A DNA-PKcs mutation in a
radiosensitive T-B-SCID patient inhibits Artemis activation and
nonhomologous end-joining. The Journal of clinical investigation, 119(1), 91-
98.

Van Zundert, G. C. P., Rodrigues, J. P. G. L. M., Trellet, M., Schmitz, C., Kastritis, P.
L., Karaca, E., Melquiond A.S.J, Dijk, M., Vries S.J. ve Bonvin, A. M. J. J.
(2016). The HADDOCKZ2. 2 web server: user-friendly integrative modeling of
biomolecular complexes. Journal of molecular biology, 428(4), 720-725.

Varley, J. M., Evans, D. G., & Birch, J. M. (1997). Li-Fraumeni syndrome--a
molecular and clinical review. British journal of cancer, 76(1), 1.

Venot, C., Maratrat, M., Sierra, V., Conseiller, E., & Debussche, L. (1999). Definition
of a p53 transactivation function-deficient mutant and characterization of two
independent p53 transactivation subdomains. Oncogene, 18(14), 2405-2410.

Vousden, K. H., & Prives, C. (2009). Blinded by the light: the growing complexity of
p53. Cell, 137(3), 413-431.

De Vries, S. J., Van Dijk, M. ve Bonvin, A. M. (2010). The HADDOCK web server
for data-driven biomolecular docking. Nature protocols, 5(5), 883-897.

Yadahalli, S., Neira, J. L., Johnson, C. M., Tan, Y. S., Rowling, P. J., Chattopadhyay,
A., Verma C.S. ve ltzhaki, L. S. (2019). Kinetic and thermodynamic effects of
phosphorylation on p53 binding to MDMZ2. Scientific Reports, 9(1), 693.

Yang, J. ve Zhang, Y. (2015). I-TASSER server: new development for protein
structure and function predictions. Nucleic acids research, 43(W1), W174-
W181.

Yamaguchi, Y., Watanabe, H., Yrdiran, S., Ohtsubo, K., Motoo, Y., Okai, T. ve
Sawabu, N. (1999). Detection of mutations of p53 tumor suppressor gene in
pancreatic juice and its application to diagnosis of patients with pancreatic
cancer: comparison with K-ras mutation. Clinical cancer research, 5(5), 1147-
1153.

61



Zheng, W., Zhang, C., Li, Y., Pearce, R., Bell, E. W. ve Zhang, Y. (2021). Folding
non-homologous proteins by coupling deep-learning contact maps with I-
TASSER assembly simulations. Cell reports methods, 1(3).

Zhou, X., Zheng, W., Li, Y., Pearce, R., Zhang, C., Bell, E. W., Zhang G. ve Zhang,
Y. (2022). I-TASSER-MTD: a deep-learning-based platform for multi-domain
protein structure and function prediction. Nature Protocols, 17(10), 2326-
2353.

Zhu, J., Zhou, W., Jiang, J. ve Chen, X. (1998). Identification of a novel p53 functional
domain that is necessary for mediating apoptosis. Journal of Biological
Chemistry, 273(21), 13030-13036.

Zhu, J., Zhang, S., Jiang, J. ve Chen, X. (2000). Definition of the p53 functional
domains necessary for inducing apoptosis. Journal of Biological
Chemistry, 275(51), 39927-39934.

Zhuang, L., Yu, S. Y., Huang, X. Y., Cao, Y. ve Xiong, H. H. (2007). Potentials of
DNA-PKcs, Ku80, and ATM in enhancing radiosensitivity of cervical
carcinoma cells. Ai Zheng= Aizheng= Chinese Journal of Cancer, 26(7), 724-
729.

62



