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Onso6z

Meme kanseri hlicrelerinde pek ¢ok somatik genetik degisiklik sonucu bozulan farkli yolaklar
bulunmaktadir. Bu yolaklarin hangileri oldugunun anlasilmasi, kanserin baslangi¢ ve ilerleme
asamalarinin daha iyi anlasilmasi igin sarttir. Bu proje kapsaminda amacimiz, 17923
kromozom bélgesi Gizerinde bulunan bugline kadar karakterize edilmemis USP32 (ubikuitine
has proteaz 32) proteinin hiicre igindeki lokalizasyonunu incelemesiydi. USP32 proteinin
onemi ise, bulundugu kromozom bdlgesinin meme kanseri hastalarinda amplifikasyona
ugramasindandir. Laboratuarimizda uUrettigimiz diger veriler de bu genin, hem meme kanseri
hastalarinda hem de meme kanseri hicre hatlarinda asiri ifade edildigini gdstermistir.
108S408 kodlu bu hizli destek projesi, ODTU Biyoloji Bolimii'nde yiiriitilmiis ve TUBITAK

tarafindan desteklenmistir.
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Ozet

Hucre icinde gerceklestirilien énemli translasyon sonrasi modifikasyonlardan biri de
ubikuitinasyondur. Ubikuitinin proteinlere eklenmesi kadar cikartiimasinin da protein
stabilitesinin degistiriimesi gibi énemli etkileri vardir. Bu proje kapsaminda amacimiz hentz
karakterize edilmemis olan bir ubikuitin proetazin (USP32) higre ici lokalizasyonunun
belirlenmesiydi. Bu amaca ulagmak igin 6ncelikle USP32 farkl domen ve bdlgelerini iceren
Uc farkh GFP flzyon proteini klonlandi. Bu yapilar florosan koruma analizi ile test edildi.
HelLa hicrelerinde digitonin muamelesi sonrasinda sadece C terminal yapinin hicre iginde
serbest bulundugu gosterildi. 100X analizlerde ise tim uzunluktaki ve C-terminal yapilarin
Golgi'de bulunduklari gdsterildi. Golgi ise BODIPY-TR ile boyandi. Sonu¢ olarak, USP32

proteininin lokalizasyonu Golgi olarak belirlenmis ve iki farkli ydntemle de dogrulanmigtir.

Anahtar kelimeler: USP32, lokalizasyon, Golgi



Abstract

One of the important post-translational modifications in cells is ubiquitination.
Removal of ubiquitin from target proteins is as important as ubiquitin addition to proteins as
both can affect protein stability. In this project, we aimed to better understand such a
deubiquitination enzyme, USP32 (Ubiquitin specific protease 32) in terms of its cellular
localization. To reveal where USP32 is found in cells, we created 3 overlapping constructs
fused to GFP. These partial constructs were analyzed by florescent protection assay in which
the cells are treated with a detergent and GFP signal loss is observed if the GFP fused
protein is free in cells. Initially we have shown that full USP32-GFP is not free in cells. In this
project, the very C terminal cloned fragment also was free in cells whereas the first and the
second N terminal constructs were still bound in cells. When we investigated GFP signal with
higher magnification, we detected signals around the nucleus. Since this pattern suggested
Golgi localization, we further used a Golgi specific dye, BODIPY, to co-localize both signals.
Indeed after the optimization of Golgi staining, we have observed that both GFP signal of full
length USP32 and BODIPY overlapped. Therefore, based on all observations we concluded

that USP32 is localized to Golgi in cells.

Keywords: USP32, localization, Golgi



Girig/Genel Bilgiler

Homeostaz, sinyal iletimi, aktivasyon yolaklarinda 6nemli olan translasyon sonrasi
modifikasyonlardan biri de ubikuitinasyondur. Hedef proteinlere ubikuitin ekleyen enzim
sistemleri her gegcen giin daha iyi anlasiilmaya baslamigken, hedef proteinlerden ubikuitini
clkartan ve bu islemi tersine ceviren enzimler pek bilinmemektedir. Laboratuarimizda
calismakta oldugumuz USP32 (Ubikuitin spefifik proteaz 32), meme kanserinde 6nemli
olabilecegini dislindiigiimiiz bir protein olup, bu konuda tamamlanmig bir TUBITAK Kariyer
projesi (104S241) de mevcuttur. Tamamlayici nitelikli olan bu hizli destek projesinde
amacimiz, USP32'nin hicre icerisindeki lokalizasyonunu anlamakti. Hucre icerisindeki
lokalizasyonun anlagilmasi, proteinin olasi gérevlerinin anlasiimasina katki saglayacaktir.

Bugiine kadar laboratuarimizda tamamlanan TUBITAK projesi kapsaminda USP32
proteini hakkinda ilgin¢ bulgular elde ettik. USP32 geni, 17q23 kromozom banti (zerinde
bulunmaktadir (PAULDING, 2003). Bu bdlge meme kanseri hastalarinda siklikla amplifiye
olan bir bélge olup (SINCLAIR, 2003), icerdikleri genler bakimindan da oldukc¢a zengin bir
bolgedir (COUCH, 1999, ERSON, 2001). Tamamlanmis projede meme kanseri hiicre
USP32-GFP flizyon genini klonlanlamistik. USP32 (4,8 kb) blylk bir cDNA ve blyudk bir
proteindir (1604 aa). Bu flizyon proteinin hlicre icerisindeki yerinin kabaca anlasilmasi igin
yapilan ¢calismalarda FPP (Fluoresence Protease Protection) tabanl bir yol izlendi (LORENZ,
2006). pEGFP vektortne klonlanan USP32 geni, HelLa hiicrelerine gecici olarak transfekte
edildi. Hucrelerde ifade edilen flizyon proteini gézlemlendikten sonra (20X), hucreler digitonin
ile muamele edildi. Amacimiz, membranda olusacak deliklerden proteinin c¢ikip
citkmayacagini gormekti. Hucre icerisinde serbest olan bir protein bu olugan deliklerden
hicre digina g¢ikacagindan, florasan mikroskopla gdzlemlenen sinyalde azalma tespit
edilmesi gerekirken, hlcre igerisinde her hangi bir yere bagli olan bir proteinin sinyalinde
azalma olmamasi gerekmektedir. Bu deneye gore ilk sonuglarimiz, sadece GFP vektori ile
transfekte edilmis hicrelerde digitonin sonrasi GFP sinyali azalirken, USP32-GFP sinyalinde
bir azalma olmadigi yéniinde olmustu.

Simdiki amacimiz ise elimizdeki kaynaklari (klonlanmis tam uzunlukta USP32 ve
pEGFP vektorl) kullanarak bu hizli destek projesiyle, proteinin hangi bolgesinin hicre
icerisindeki lokalizasyonda roli oldugunu anlamak ve mikroskop analizlerimizi
detaylandirarak daha ylksek blyitme glclinde (40X ve 100X) goéruntller almaktl. Bu
sebeplerle, USP32 kod dizini kodladiklari domen yapilarina goére parcalara bolinerek

klonlandi ve pEGFP vektori ile ayni okuma cergevesine yerlestirildi. Bu yapilar HelLa



hicrelerine gegici bir sekilde transfekte edildi ve bu yapilarin hicre igerisindeki

lokalizasyonlar farkli magnifikasyonlarda incelendi.



Gere¢ ve Yontemler

HelLa Hucrelerinin Buyutiulmesi

HelLa hicreleri Sap Enstitisi’nden satin alindi ve %10 serum iceren DMEM

ortaminda %5 CO,’de blyutaldu.

USP32 Yapilarinin Klonlanmasi ve Transfeksiyonu

USP32-1 yapisinin pEGFPN1 vektérine klonlanmasi icin Xhol ve Apal enzim
sitelerini iceren primerler kulanildi (F: 5-CCGCTCGAGATGGGTGCCAAGGAGTCAC-3’, R:
5- GGGCCCTGGCT CCCTTTTCTGTGGG AAC-3’). USP32-2 ve USP32-3 yapilarinin
pEGFPN1 vektérine klonlanmasi icin ise Sall ve Notl enzim sitelerini iceren primerler
kulanildi. USP32-1I-F: 5-ACGCGTCGACTAATAACAAC CAGTGTTTGCT-3’, USP32-2-R: 5'-
ATAAGAATGCGGCCGCTTAGAGGCTGGGGCGATTCTT-3 ve USP32-3-F: 5-ACGCGTC
GACTCCTGTGTCTCCAATTTCAGCT-3, USP32-3-R: 5-ATAAGAATGCGGCCGCTTACTG
TAACACACAGTACTTT-3'. PCR Urtnleri ve vektor primerlerle eklenen enzimlerle kesildi ve
pEGFP icine klonlandi. Hizmet alimi ile gerceklestirilen dizin analizi sonrasi, tranfeksiyon igin
HelLa hucreleri buyatildd. Yaklasik 300,000-400,000 hicre sayilarak 6 kuyulu plakalara
ekildi. Hucreler plaka ylzeyinin yaklasik olarak %80’ini kapladiginda 6:2, Fugene HD:DNA
oranlariyla transfekte edildiler. Transfeksiyonlarda 2 ug USP32-GFP yapilari ve 2 ug pEGFP

bos vektora kullanildi.

Boyama ve Mikroskop Analizleri

Transfeksiyondan 20-24 saat sonra, HelLa hicreleri 6nerilen BODIPY-TR (Molecular
probes) (3-5 uM) konsantrasyonlari ile boyandi (PBS/HEPES iginde). 30 dakikalik (4°C)
inkibasyon sonrasinda hiicreler PBS/HEPES ile yikandi. Hicreler yine 30 dakikada bu kez

37°C ‘de taze DMEM ile inkibe edildi. Son kez KHM tampon ¢ézeltisi (110 mM CH;COOK,



20 mM HEPES ve 2 mM MgCl,) ile yikandiktan sonra mikroskop (ZEISS LSM 510-Merkez
Lab, ODTU) ile incelendiler. GFP élgimii icin lazer argon lambasi (488 nm), BODIPY-TR

icin ise yesil helium-neon lambasi (543 nm) kullanildi.

Florosan Koruma Analizi

Transfeksiyondan 20-24 saat sonra, hlcreler 3 kez KHM tampon ¢dzeltisinde (110
mM CH3;COOK, 20 mM HEPES and 2 mM MgCl,) ve oda sicakliginda yikandi. Yine oda
sicakliginda 20 uM digitonin deterjani ile inkiibe edilen hicrelerin (LORENZ, 2006) deterjan

dncesi ve sonrasi mikroskop analizleri yapildi (20X) ( ZEISS LSM 510-Merkez lab, ODTU).
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Bulgular

USP32 farkli domenlerini iceren GFP fuzyon gen klonlanmasi

USP32 proteinine ait farkli domen yapilarini icerecek dizinler (3 adet) igin uygun
klonlama primerleri tasarlandi. Bu primerler GFP proteini ile flizyon olusturacak sekilde ve
okuma cergevesi bozulmayacak sekilde tasarlandi (Primer 3 programi ve manuel olarak).
Primerler ayni zamanda klonlamanin saglanabilmesi i¢in farkli kesim enzim sitelerini ve bu
enzimlerin kesim verimini arttiracak ek dizinler de icerdiler. Tasarlanan primerlerle

olusturulan yapilar ve bu yapilardaki domen bilgileri Sekil 1’de gdsterilmektedir.

USP32-F
Uspaz-1 el el

USP32-2 ﬂ
USP32-3 % E

I (189-339) FRQ1-EF-hand, 237-293 EF-hand

Il (546-701) DUF1055
[](733-911) Peptidase_C19
(1225-1318), (1510-1565) Peptidase_C19

USP32-1 _H (1-733 aa)
USP32-2 l:|- (500-1100 aa)

USP32.3 m//n7m | (11000-1604 32)

Sekil 1: USP32 domenleri ve klonlanan yapilar. 1604 aa uzunlugundaki proteinde 189-339 aa
arasl: EF-hand domeni, 546-701 aa arasi: DUF (Domain of unknown function, bu domenin
gorevi bilinmemektedir), 733-911 aa arasi: peptidaz domeni, 1225-1318 ve 1510-1565 aa
arasi ise peptidaz domeni. F: (Full) Tim uzunluktaki USP32 proteini; 1,2,3 ise klonlanan
kismi parcalari gostermektedir.
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Bu parcgalarin klonlanmasi icin izlenilen yol sdyle 6zetlenebilir:

(Ornek teskil etmesi bakimindan sadece USP32-2 (1,8 kb) icin sonuglar sunulmaktadir)

USP32-2 yapisina mahsus olmak lzere kit ug ligasyonu yapilmistir. Diger yapilar kit
enzim ligasyonu ile okuma gergevesi bozulacagindan PCR ile gogaltilarak klonlanmistir. Tim
uzunluktaki USP32’yi iceren pGEX vektorl ve bos pEGFP vektorl Notl ve Sall ile kesildi, S1

nukleaz ile uglari kit hale getirildi (Sekil 2).

A.
pGEX 8 kb
USP32 1.8 kb
B.
pEFGPCT

Sekil 2: USP32 ve pEGFP’nin Notl ve Sall kesim sonrasi jel elekroforezi. A. USP32 dizinini
iceren pGEX vektoru bu iki enzimle kesildi. Klonlanacak parga USP32-2 yapisini olusturacak
1.8 kb’lik bir bdlgedir. B. Not | ve Sall ile kesilen pEGFP vektérl de agaroz jelde yuritilerek
izole edildi.

Kesilen vektdrler alkalin fosfotaz ile defosforilize edildi, ethanol ve sodyum acetat ile
temizlendikten sonra ligasyon reaksiyonu baslatildi. Bu asamada farkli USP32-2 ve pEGFP
oranlari denendi. 5:1, 8:1, 10:1 oranlari arasinda 10:1 de yaklasik 40 koloni gozlendi.
Bunlardan segcilenler blyGtildi, plazmid izolasyonu yapildi. Okuma c¢ergevesini de dikkate
alarak, iginde mutasyon barindirmayan plazmidler bulundu. Plazmidler, gerekli sayida primer
kullanilarak (yaklasik primer basina 500 baz okundu) dizin analizi ile dogrulandiktan sonra

gliserol stok da alinarak miniprep yapilarak, ileriki agsamalara hazir hale getirildi.
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Mikroskop analizleri

Tdm uzunluktaki (4,8 kb) USP32-GFP proteini HeLa hucrelerine transfekte edilerek
florosan mikroskop ile (40X) goézlemlendi (Sekil 3A ve 3B). Sekil 3A’da bos pEGFP
vektérinin hucre icinde homojen dagilimi goézlemlenirken, USP32 igeren pEGFP
transfeksiyonu sonucunda hicrelerde c¢ekirdek etrafinda bir lokalizasyon oldugu

g6zlemlenmektedir (Sekil 3B).

EESFPM (bos vektor) LUSP32-pEGFPN1 40x

Sekil 3: USP32 lokalizasyonu. A. Bos pEGFP vektoriine ait Gi¢ gorintu: florasan (sol Ust),
ISlk mikroskop sonuglari (sag Ust) ve Ust Uste bindirilmis goérinti (sol alt) olarak
sunulmaktadir (40X). B. USP32 klonlanmis pEGFP vektdrl transfeksiyonu sonrasi ifade
sonuglari. Ug¢ goruntl: florasan (sol Ust), 1sik mikroskop sonuglari (sag Ust) ve Ust Uste
bindirilmis goruntu (sol alt) olarak sunulmaktadir (40X).

Florosan koruma analizi

1, 2 ve 3 kodlu parcalar icin Oncelikle florosan koruma testi gerceklestirildi.
Transfeksiyon sonrasi hucreler 20 yM digitonin ile muamele edilerek, GFP sinyalinin hucre
icinde kalip kalmayacagi incelendi. Bunun amaci ise proteinin (veya pargasinin) hiicre iginde
bir yapiya bagli olup olmadiginin anlasiimasidir. Eger protein sitoplazmada serbest halde
ise, digitonin ile agilan deliklerden disari sizarak GFP sinyali kaybolur (LORENZ, 2006).
Proje Onerisinde, digitonin ile gegirgen hale gelen hiicre zarindan tim uzunluktaki USP32’nin

hicre disina gikamadidi sonucunu sunmustuk. Bu proje kapsaminda uretilen USP32
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parcalari igin de ayni deney tekrarlandi. Bdylelikle proteinin hangi bolgelerinin lokalizasyon
icin dnemli olabilecegi incelendi. Sekil 4'de de goérildigiu gibi bos vektér sinyali 180 saniye
icinde hicre disina ¢cikmakta ancak USP32-1 yapisi ise digitonin ile delinmis hlicrelerden

digsari gikmamigtir.

USP32-F

uspa2-1 meifiiefll}
120s 180s 240s

Os
pEGFPNI1 vector
Digitonin (+)
USP32-1
Digitonin (+)
Deney I
USP32-1
Digitonin (+)
Deney 11

Sekil 4: USP32-1 yapisi ve florosan koruma testi. ilk satirda bos vektor sinyalinin 180 saniye
icinde hicre disina c¢iktigr goérulmektedir. USP32-1 yapisi ise digitonin ile delinmis
hicrelerden disari gikamadi.

Sekil 5'de de géruldigu gibi bos vektdér sinyali 180 saniye icinde hilcre disina

cikmakta ancak USP32-2 yapisi ise digitonin ile delinmis hiicrelerden disari gikamamistir.

14



USP32-F
USP32-2

Os 120s 180s 240s

Sekil 5: USP32-2 yapisi ve florosan koruma testi. ilk satirda bos vektdr sinyalinin 120 saniye
sonrasinda 6énemli bir miktarda azaldi§i goérilmektedir. USP32-2 yapisi ise digitonin ile
delinmis hicrelerden disari ¢ikamadi.

pEGFPCI vector
Digitonin (+)

USP32-2
Digitonin (+)
Deney [

Usp32-2
Digitonin (+)
Deney 11

Ancak son yapi olan USP32-3 igin sonug farkli oldu. Sekil 6’da da goruldigu gibi bos
vektor sinyali 120 saniye iginde huicre digina g¢ikmakta, USP32-3 yapisi da digitonin ile
delinmis htcrelerden oldukga hizli bir sekilde disari ¢ikmistir. Bu da hicre igerisindeki
lokalizasyon sinyalinin bu bdlgede olmadigini, bu parganin sitoplazmada serbest oldugunu

gOstermistir.
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USP32-F

USP32-3

Os 120s 180s 240s

Sekil 6: USP32-6 yapis! ve florosan koruma testi. ilk satirda bos vektor sinyalinin 180 saniye

icinde hicre disina c¢iktigi goérulmektedir. USP32-3 yapisi da  digitonin ile delinmis
hlcrelerden disari ¢ikabilmigtir.

pEGFPC1 vector
Digitonin (+)

USP32-3
Digitonin (+)

USP32 parcalarinin lokalizasyonu

Bu sonuglardan sonra USP32 pargalarina ve tim uzunlukta USP32’'ye ait daha

yuksek blyutmeli resimler alindi (100X) (Sekil 7 ve 8).

USP32-1-GFP  GFP-USP32-2  GFP-USP32-3

Sekil 7: Par¢ca-USP32-GFP lokalizasyonu. USP32-1-GFP, GFP-USP32-2 ve GFP-USP32-3
yapilarinin mikroskopik analizleri (100X).
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Sekil 8: USP32 lokalizasyonu (100X). TUim wuzunluktaki USP32-GFP proteinine ait
lokalizasyon.

Sekil 7 ve 8de ilk defa hiicrelerden elde edilen GFP sinyalinin ¢ekirdek etrafinda
toplandigi goézlemlenmistir. Boylesi bir boyama ise Golgi lokalizasyonunu ¢agristirdigi igin
Golgiye has bir boya olan BODIPY-TR ile hilcrelerin boyama kosullari optimize edilmistir
(Tablo 1 ve Sekil 9). Hicrelerde Golginin diizglin boyanabilmesi icin boya konsantrasyonu ve
boyama sonrasindaki yikama asamalarinin optimizasyonu gerekmistir. Farkli

konsantrasyonlar sonucunda 3 pM boyanin en uygun kosul olduguna karar verilmistir.
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3 2.5 uM
4 2.5 uM
5 1.25 uM
6 1.25 uM
7 0.9 uM
8 0.9 uM
9 3 uM

10 3 uM

Tablo 1: BODIPY konsantrasyon ve ylkama kosullari.

1 2 3 4 5
6 7 8 9 10

> 3X

3 X

> 3X

3 X

> 3X

3X

> 3X

3X

> 3X

Sekil 9: Farkli BODIPY konsantrasyonlari optimizasyonu. 1-10 arasi érnekler arasinda en iyi

boyama kosullari 10. resimdeki 3 uM ve sonrasinda 5-6 yikama olarak belirlendi.
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Bu optimizasyon sonrasinda tum uzunluktaki USP32-GFP ile transfekte edilen
hlcreler ayni anda BODIPY-TR ile boyandi ve elde edilen goérintiler st Uste bindirildi (Sekil

10) ve her iki sinyalin de ortistigu gézlemlendi.

USP32-F-GFP  BODIPY-TR Birlesik Gorunum

Sekil 10: USP32-GFP’nin Golgi'ye lokalizasyonu (100X). GFP ve BODPY boyama sonuglari
ayri ayri elde edilip, értlstirtilmis hali en sagdaki kolonda sunulmaktadir.

Elde ettigimiz bulgular, USP32 proteinin Golgiye lokalize oldugunu

gOstermigtir.
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Tartisma/Sonug

Ubikuitine has proteazlarin Golgideki rolleri yeni anlasilmaya baslanmistir. Bu tip
enzimlerin, proteinlerin Golgi Uzerinden dagitimlari esnasinda (PIPER, 2007), ve Golgi
membrani dinamiginde (MEYER, 2005, WANG, 2004) dizenleyici rolleri olduklari
disunulmektedir. Bu bulgulara verilebilecek bir 6rnek Ubp3p enzimidir. Ubp3p’nin
endoplasmik retikulum-Golgi arasindaki vesikll trafigini dizenleyen COPI ve |l
komplekslerinin regulasyonundan sorumlu oldugu goésterilmistir (COHEN, 2003, COHEN,
2003).

Bu hizli destek projesi kapsaminda USP32 proteinin lokalizasyonu da Golgi olarak
belirlenmistir.  On verilerimiz tim USP32-GFP’nin hiicre iginde serbest bulunmadigini
g6stermisti. Hizli destek projesi kapsaminda sordugumuz soru, proteinin nerede
bulunduguydu. Bu soruyu cevaplayabilmek icin 6ncelikle USP32 (1604 aa) proteini Ug¢
ortisen GFP flzyon parga halinde klonlandi. Klonlar dizin analizi ile dogrulandi ve gegici
olarak HeLa hiicrelerine aktarildi. Oncelikle parcalar halinde klonlanan USP32-GFP flizyon
proteinleri florosan koruma analizi ile incelendi. Digitonin muamelesi sonucunda ilk iki yapinin
hala hiicre icinde bir yere bagh oldugu, 3. yapinin ise serbest oldugu bilgisi elde edildi. Bu
veriler mikroskop sonuglari ile de birlestirildiginde N terminal yapilarin (1 ve 2) Golgiye has
bir lokalizasyon motifi icerdigi anlasiimaktadir. Bu esnada Golgi lokalizasyonunu dogrulamak
icin Golgiye has bir boya olan BODIPY kullandildi. Boyama optimizasyonu sonucunda 3 uM
BODIPY boya konsantrasyonu ve 5-6 yikamanin en iyi Golgi boyama kosullari oldugu tespit
edildi. TUm uzunluktaki GFP-USP32’nin Golgi lokalizasyonu goésterilmistir.

Bugune kadar yapilan g¢aligmalarda Golgi lokalizasyonunu saglayan korunmus bir
amino asit motifi bulunamamistir. Bundan sonraki ¢alismalarda hangi bdlgenin bu sinyali
icerdiginin anlasiimasi i¢in 1. ve 2. yapilar daha ufak yapilar halinde klonlanarak, minimal bir

bélge belirlenmesi ve daha sonrasinda da bu bdélgedeki amino asitlerin hedefli mutagenez
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calismalari ile degistirerek, lokalizasyondan sorumlu amino asitlerin belirlenmesi mimkin

olacaktir. Onemli bir asama da USP32’nin Golgi'de ne yaptiginin anlagiimasi olacaktir.
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