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OZET

Amag: Sinyal yolaklar1 ve proteinlerin fonksiyonel olarak derinlemesine ¢aligilmasinin gerekliligi nedeni ile, proteomiks
calismalarinda protein-protein etkilesimlerinin analizi her gecen giin daha da 6nemli hale gelmektedir. Proksimiti ligasyon assay
(PLA), hiicre ve doku kesitlerinde hiicre ici proteinlerin ve protein interaksiyonlarimn kegfedilmesi amaci ile kullanilan yeni
bir yontemdir. Bu ¢aligmada, PLA yontemini kullanarak, WNT sinyal ileti yolag: proteinlerinden aktive B-katenin ve Axin2
proteinlerinin etkilesimlerini bir T-hiicreli akut lenfoblastik 16semi (T-ALL) hiicre hatt1 olan Jurkat hiicrelerinde gostermeyi
amacladik.

Gerec ve Yontem: Jurkat hiicreleri RPMI’ 11 besi yerinde yetistirilip lamlara fikse edilir. Gegirgen hale getirilen hiicreler blokaj
agamasindan ardindan birincil antikorlar ve PLA problar ile muamele edilirler. Hibridizasyon ve ligasyonunun ardindan sirkiile
oligoniikleotidler, sirkiile donen amplifikasyon (RCA) icin substrat olugtururlar. RCA iiriinleri Texas Red isaretli problarin
hibridizasyonu ile isaretlenir ve in situ PLA sinyalleri floresan mikroskobunda goriintiilenir.

Bulgular: Oncelikle hiicre igi B-katenin and Axin2 protein ekspresyonlar belirlendi. Ardindan aktive B-katenin-Axin2 protein
interaksiyon varli§1 hem niikleus hem de sitoplazmada gosterildi.

Sonug: Burada sunulan sonuglar, in situ PLA tekniginin, WNT yolag liyelerinin birbirleri ile olan etkilegimlerinin hiicresel
boyutta tespit edilmesinde kullanilabilecegini gostermigtir. Caligmamizda, aktive B-katenin-Axin2 protein etkilegimini T-ALL
hiicre soyunda (Jurkat) g6sterdik. Bu WNT sinyal yolaginin T-ALL de bozulmus regiilasyonuna igaret ettigini g6z oniinde
bulundurursak WNT yolagi elemanlar1 yeni tedavi protokolleri icin birer hedef molekiil halini alabilirler.

ABSTRACT

Objective: Analyses of protein-protein interactions (PPIs) are attracting more and more attention in the field of proteomics,
caused by the necessity of in-depth functional study of proteins and signaling networks. Proximity ligation assay (PL.A) is a novel
method that has the advantage that it can be utilized for detection of endogenous proteins and PPIs in cultured cells and tissue
sections. The aim of the study was to determine active B-catenin and Axin2 interactions, which are members of the WNT pathway,
in the T-cell acute lymphoblastic leukemia (T-ALL) cell line- Jurkat using in situ PLA.

Materials and Methods: Jurkat cells were cultured in RPMI media and fixed on glass slides. After permeabilization, the slides
were blocked and incubated with primary antibodies and PLA probes. Hybridization and ligation of the circularization
oligonucleotides were then performed to generate a substrate for the subsequent rolling circle amplification (RCA). The RCA
products were visulaized by hybridization of Texas Red labelled detection probes and the resulting in situ PLA signals were then
detected by fluorescence microscopy.

Results: Both B-catenin and Axin2 proteins were found to be expressed in Jurkat cells and interactions between these proteins
were detected both in nucleus and cytoplasm.

Conclusion: The resulted presented herein show that in situ PLA could be used to visualize interactions between endogenously
expressed WNT pathway members in single cells. We detected active B-catenin-Axin2 interaction in the T-ALL cell line Jurkat,
a sign of deregulated WNT signaling which could be a potantial target for future therapeutics.
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GIRIS

Sinyal ileti yolaklarn ilizerine yapilan galigmalar,
proliferasyon, go¢ ve apoptoz gibi hiicresel siireglerin
anlagilmasini kolaylagtirmig, kanser gibi multifaktoryel
hastaliklarin patogenez ve tedavisinde kullamlabilecek hedef
molekiillerin kegfine yonelik ¢aligmalar hiz kazanmgtir (1).
Sinyal proteinlerinin aktivitesi ¢ogunlukla hizh fosforilasyon,
ubikuitinasyon, asetilasyon ve glikozilasyonu igine alan post-
translasyonel modifikasyonlarca kontrol edilmektedir. Hiicre
ici sinyal siireclerinin aragtirilmasi ve daha iyi anlagilmasi igin
Ozgiin post translasyonel modifikasyonlarin dinamigini
goriintileyecek yeni yontemlere ihtiya¢ vardir (2).

Rutinde sik¢a kullanilan immiinohistokimyasal teknikler,
proteinlerin dagiliminin mikroskop ile analizine imkan
vermesine ragmen, etkilesimde bulunan proteinlerin
olugturduklar1 komplekslerin tespitine imkan tanimamaktadar.
Antikora dayal: in situ analizlerin avantaji, kuvvetli sinyal
eldesi ve 6zgiin olmayan arka plan floresan 1g1malarindan
kurtulmaktir (3). Sinyaller, floresan igaretleyiciler kullamlarak
proteinlerin tespiti ve igaretleyicilere bagh olarak bulunan
peroksidaz vb. enzimlerin reaksiyonu ile gerceklesen renk
reaksiyonu sonucu elde edilir. In situ Proksimiti Ligasyon
Assay (PLA) teknolojisi yardimu ile hedef proteinler ve bu
proteinler arasindaki iliskinin hassas bir gekilde
goriintiilenebilmesi miimkiin olmusgtur (4). Bu teknikte
kullanilan problar, kisa tek zincirli DNA ile konjuge edilmig
antijenleri baglayabilen bolgeler igermektedir. Bunun gibi iki
yakin probun (“proksimiti gosteren”) aym hedef molekiile
baglanmas1 ve sonrasinda baglayici (“connector”™)
oligoniikleotidin eklenmesi ile konjuge DNA ipliklerinin ucu
hibridize edilir. Baglanma (“ligasyon™) sonucu bir DNA zinciri
ortaya ¢ikar ve bu DNA polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)
yontemi ile gogaltilabilir (5).

WNT sinyal ileti yolu, evrim boyunca korunmus bir yolak
olup proliferasyon, polarite, hiicre kaderinin belirlenmesi,
hiicre go¢ii gibi birgok erken donem geligim basamaklarinda
rol oynamaktadir. Bozulmug WNT yolag: regiilasyonu bir¢ok
kanserde goriilmektedir (6). WNT yolag1, B-katenin bagimh
(kanonik) ve B-katenin bagimsiz (nonkanonik) olmak iizere
iki ayn sinyal iletisi ile caligmaktadir. Kanonik yolak proteinleri
iyi ¢aligtlmis olup 50 den fazla protein iiyesi tanimlanmigtir
(7). Bu proteinlerin merkezinde B-katenin bulunmaktadir.
Uyaran yoklugunda sitoplazmik B-katenin, APC ve AXIN
proteinleri ile etkilegir ve GSK3p tarafindan fosforillenir.
Fosforillenen B-katenin ubikuitinasyona ugrayarak proteozomda
yikilir. WNT ligand: Frizzled ailesi reseptorlerine baglandiginda
ise APC/AXIN/GSK3b kompleksi inhibe edilir ve

fosforillenmemis (aktive) B-katenin niikleusa gi¢ eder.
Nukleusta TCF/LEF ailesi transkripsiyon faktorleri ile iligkiye
girerek sayilan yiizlerce olan hedef genlerin anlatimlarim
etkiler (8, 9).

Onceki galismalarimizda T-ALL’de, WNT sinyal ileti
yolag1 aktivasyonunu mRNA diizeyinde saptamistik. Bu
calismada PLA yontemini kullanarak WNT aktivasyonu
stirecindeki protein anlatimlarim ve kilit protein-protein (aktive
B-katenin ve 6zgiin hedef molekiilii olan Axin 2)
etkilesimlerini géstermeyi amagladik.

GEREC VE YONTEM

Hiicre kiiltiirii ve hiicrelerin hazirlanmast

Bir olgun dénem T-ALL hatt1 olan Jurkat,%10 FCS (fetal
calf serum), penisilin-streptomisin (50U/mL; Invitrogen Life
Sciences, USA) iceren RPMI 1640 (Invitrogen Life
Technologies, USA) besi yerinde, 37°C de %5 CO2 etiivde
biiytitiilmiistiir. Elde edilen hiicreler PBS ile yikandiktan sonra,
1X106/ml olacak sekilde sulandinlip sitosantrifiij (Thermo
Scientific) yardim ile lamlarin tizerine yapigtirilmistir, Hiicreler
%0.5 paraformaldehid ile gece boyu +40°C de fiksasyona
birakilmigtir.

Proksimiti Ligasyon Assay

In situ protein-protein interaksiyonunu tespit edebilmek
icin gehstirilmis olan in situ PLA teknii, ucuna DNA primerleri
takilmug antikorlarin, hedef proteinlere baglanmasinin ardindan
oligoniikleotidlerin baglanmas1 ve g¢ogaltilmasi temeline
dayanmaktadir. Cogaltilan iiriine komplementer, florofor igaretli
hibridizasyon problan ile iiriin, mikroskobik olarak goriiniir
hale gelir. Calismamiz “proximity ligation assay” PLA kiti
kullamlarak yapilmistir (Duolink, Isveg).

Cama yayilmusg ve fikse edilmis hiicreler %70 lik soguk
etanolde ikinci bir fiksasyona tabii tutulur ve bloklama
soliisyonu ile inkiibe edilir. Sadece B-Katenin proteinini tespit
etmek amaci ile 1:100 oraninda diliie anti-rabbit-f-catenin
(Millipore, California, USA), sadece Axin2 protein
ekspresyonunu goriintiilemek amaci ile 1:750 oraninda diliie
anti rabbit-Axin2 (Abcam, USA) antikorlar1 kullanilmigtir.
Axin2-defosforile B Katenin beraberligini gostermek amaci
ile 1:50 oraninda diliie anti-active-B-catenin (mouse anti-ABC,
Millipore, California, USA) ve 1:750 oraninda diliie anti rabbit-
Axin2 (Abcam, USA) antikorlar: birlikte kullamilmigtir. Tim
antikorlar gece boyu +40°C de inkiibe edilir. Hedef proteine
baglanmug antikorlar 37°C’de 2 saat PLA problan ile inkiibe
edilerek isaretlenir. B-katenin ve Axin2 isaretlemesi igin anti
rabbit plus ve anti rabbit minus (Duolink, Isve¢) problar,
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defosforile B-Katenin-Axin2 birliktelifinin tespiti i¢in anti
mouse minus- anti rabbit plus (Duolink, isveg) problar
kullamlmigtir. Hibridizasyon ve baglayici (“connector’)
oligoniikleotidlerin baglanmasim takiben Phi29 DNA polimeraz
yardimi1 ile komplementer bélgenin cam iizerinde
amplifikasyonu gerceklestirilir. Amplifikasyon agamasinin
ardindan 37°C’de 1 saat niikleus boyas1 (DAPI) ve Texas Red
boyasini iceren deteksiyon soliisyonu ile inkiibe edilerek
sinyaller mikroskopta goriiniir hale getirilir (Detection Reagent,
Duolink, Isveg). Son olarak 1g1tmanin uzun siireli olabilmesi
icin PLA sinyallerine uygun kapama soliisyonu ile kapatilir
(Mounting Media, Duolink, Isveg). Amplifiye edilen sinyaller
floresan mikroskobu ile uygun dalga boylarinda goriintiilenir
(Leica CTR 6000, Leica, Wetzlar, Almanya).

SONUCLAR

Caligmamizda, Wnt yolaginda anahtar role sahip (-
katenin ve hedef molekiillerinden olan AXIN2 ve her iki
proteinin (aktive B-katenin -Axin2) iligkisi, in situ PLA yéntemi
ile bir T-ALL hiicre soyu olan Jurkat hiicrelerinde gosterildi
(Sekil 1A-1B-1C).

B-katenin, hiicre membraninda ve sitoplazmada bolca
bulunan bir proteindir. WNT aktivasyonu sonucu aktiflesen
hiicrelerde ise niikleus igine go¢ eder. Jurkat hiicrelerinde B-
katenin igaretlemesi sonucu proteinin hem sitoplazmada, hem
de niikleus icinde biriktigi gézlenmektedir (Sekil 1A).

Axin? proteini ise WNT aktivasyonuna igaret eden 6zgiin
bir hedeftir. Negatif diizenleyici olarak gorev yapar ve B-
kateninin bulundugu yerlerde lokalize olur. Calismamizda,
Jurkat hiicrelerinde sitoplazma ve niikleusta Axin2 proteini
gosterilmektedir (Sekil 1B).

Aktive B-katenin ile birlikte yakin olarak yerlesmis Axin2
proteininin niikleustaki beraberligi WNT aktivasyonunu
kanitlamaktadir (Sekil 1C).

Sekil 1: Jurkat hiicre soyunda Axin2, ?-katenin ve
B-katenin-Axin2 PLA goriintiileri. A)

Axin2 protein ekspresyonu; mavi ile boyali alanlar DAPI
boyasu ile isaretli niikleus, kirmiz: alanlar ise Texas Red ile
boyanmig Axin2 PLA goriintiisii. B) B-katenin protein
ekspresyonu; mavi ile boyal1 alanlar DAPI boyas: ile isaretli
niikleus, kirmiz1 alanlar ise Texas Red ile boyanmig B-katenin
PLA goriintiisi. C) Aktive P-katenin-Axin2 protein
ekspresyonu; mavi ile boyal1 alanlar DAPI boyasi ile igaretli
niikleus, kirmizi alanlar ise aktive B-katenin-Axin2 etkilegimini
gosteren Texas Red igaretli PLA goriintiisiidir.

YORUM

Normal ve onkogenik siireclerde, hiicre apoptozu, gocii
ve proliferasyonunun anlagilabilmesi i¢in hedef molekiillerin
tek bagina varliklarimin belirlenmesi yeterli degildir. Bu
molekiillerin fonksiyonlar1 ve hiicre i¢indeki rollerinin
aydinlatilabilmesi, ancak bu proteinlerin birbirleri ile olan
iligkilerinin kesfedilmesiyle miimkiin olabilecektir. Hiicre i¢i
protein-protein iligkisini géstermek amaci ile birgok yontem
gelistirilmistir. Bu yontemlerden biri olan maya iki-hibrid
teknigi ile hiicre i¢i kogullarinda bilinen bir proteinin, diger
proteinlerle olas: iligkisi DNA rekombinant teknolojisi
kullanilarak sistematik olarak incelenebilir (10). Ancak biitiin
proteinlerin birbirlerine olan ilgisi bu ydntem ile
belirlenememekle beraber, interaksiyonlarin hangi kogullar
altinda gerceklestigi konusunda da bilgi verici degildir. Bir
diger yaklagimda ise aragtirilmak istenen protein, yesil floresan
protein (GFP) gibi floresan isaretli proteinler ile fiizyona
ugratilarak canli transforme hiicrelerde goriintiilenebilir (11).
Bu yontemin en 6nemli 6zelligi fiksasyon ve permeabilizasyon
gerektirmeden, protein diizeyindeki degisimlerin dinamik
olarak incelenebilmesidir. Ancak bu teknikler ile bircok degerli
bilgiye ulagilmig olsa da, hiicre i¢i protein interaksiyonlarmnin
karakterizasyonu icin daha etkin yOntemlere ihtiyac
duyulmaktadir. Bu ihtiyag dogrultusunda geligtirilen bir yontem
de in situ PLA yontemidir. Bu metod uygun antikor varlifinda,
protein interaksiyonlarinin, hiicresel boyutta
goriintiilenebilmesine olanak saglamaktadir (3). Diger
yontemlerle karsilastirildiginda cesitli avantajlar sundugu
yapilan ¢aligmalar ile gosterilmistir. Farkl tiirlere ait antikorlar
kullanarak, yakin yerlesimli proteinlerin
interaksiyonlar: aragtirilabilir ve biitiin doku, hiicre
tiplerinde uygulanabilir (5).

Wht sinyali yoklugunda sitoplazmik B-katenin
APC ve AXIN proteinleri ile etkilesir ve GSK3B
tarafindan fosforillenerek yikilir. WNT sinyal iletisi
varliginda B-katenin’in defosforile sekilde
sitoplazmada biriktigi ve sonrasinda niikleusa go¢
ederek transkripsiyon faktorlerine baglandig: bilinmektedir
(9). Aktive B-katenin’in niikleustaki hedef genlerinden biride
Axin2 genidir. B-katenin’in Axin2 ile olan bu ¢ift yonlii
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etkilegimi sayesinde hiicre igerisindeki B-katenin hassas dengesi
korunmaya cahgilmaktadir. Caligmarmzda, B-katenin ve Axin2
proteinlerinin anlatimlarinin Jurkat hiicrelerinde tespit
edilmesinin ardindan, agirlikh olarak niikleusta olmakla birlikte
hem niikleus hem de sitoplazma icerisinde defosforile B-
katenin-Axin2 birlikteligi PLA yontemi ile belirlendi. Boylece,
B-katenin-Axin2 iligkisinin gekirdekte sonlanmadigi,
Axin2’nin aktive B-katenine baglamp, bir tagiyici (shuttle)
gorevi tistlenerek, niikleustan sitoplazmaya gegisine de olanak
sagladig hiicresel diizeyde gosterilmig oldu. Niikleustaki -
katenin-Axin2 birlikteligi Wnt yolagmn aktifligini isaret
etmektedir. Daha 6nce yapmig oldugumuz Wnt sinyal ileti
yolu mRNA caligmalarina paralel olarak, bu caligmamizda T-
ALL hiicre soyunda artrms Wnt yolak aktivasyonunun hiicre
icerisindeki lokalizasyonu ile protein diizeyinde belirlememiz,
T-ALL’de bozulmus Wnt regiilasyonunu varligini

diisiindiirmektedir. WNT yolagimin bozulmug aktivasyonu
meme, pankreas, kolon gibi birgok kanser tiirlinde karsinogenez
geligimi ile iligkili bulunmugtur (6, 8). Bundan sonraki
caligmalarimizda, T-ALL hastalarina ait primer timor
hiicrelerinde bu interaksiyonu gosterip, WNT yolak aktivasyonu
ve bu aktivasyonun hangi hedef proteinler iizerinden
gerceklestifini saptayarak, bu yolagm losemi patogenezine ne
sekilde katkida bulundugunu agiklayabilmeyi amaglamaktay1z.
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