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ÖNSÖZ 

 

 

Bu çalışmada insan kaynaklı erişkin kök hücrelerin farklanmasında rol aldığı 

düşünülen ve bölünen hücrelerde belirteç olarak kabul edilen bir dizi çekirdek ve 

sitoplazma proteinlerin, ifade profilleri ve hücresel dağılımlarının belirlenmesi 

amaçlanmıştır. Çalışmamızda incelediğimiz çekirdek proteinlerinden biri olan 

nükleosteminin kök hücrelerdeki ifadelenmesinin belirlenmesi ve diğer hücre iskelet 

proteinleri ile çekirdek proteinleri arasındaki ilişkisinin irdelenmesi mümkün 

olmuştur. Deneysel bulgularımızın özellikle nükleosteminin hücre iskeletinde ve 

hücre farklanmasındaki rolünün tanımlanmasına ışık tutacağı ve katkıda bulunacağı 

inancındayız. 

 Tez çalışmalarım sırasında bana yol gösteren, bilgi ve deneyimlerinden her 

zaman yararlandığım değerli tez danışmanım Prof. Dr. Alp Can‟a çalışmanın 

planlanmasında ve sürdürülmesindeki sürekli desteğinden dolayı en içten 

teşekkürlerimi sunarım. 

 Doktora eğitimim boyunca yetişmemde büyük emekleri geçen bilgi ve 

birikimlerinden faydalandığım Anabilim Dalı başkanımız Sayın Prof. Dr. Asuman 

Sunguroğlun'a sonsuz teşekkürü bir borç bilirim. Desteklerinden dolayı Tıbbi 

Biyoloji Anabilim Dalımızın diğer öğretim üyelerine, araştırma görevlilerine ve 

çalışanlarına teşekkür ederim. 

 Tez izleme komitesinde yer alan ve çalışmanın yürütülmesi sırasında 

önemli katkı ve desteğinden dolayı Sayın Doç Dr. Petek Korkusuz‟a sonsuz 

teşekkürler ederim. 

   GÜTF Hematoloji Bilim Dalı öğretim üyesi Prof. Dr. Münci Yağcı 

Hematoloji Bilim Dalı laboratuar imkânlarından faydalanmamızı sağlamıştır. 

Katkılarından dolayı değerli hocam Sayın Prof. Dr. Münci Yağcı‟ya ve 

yardımlarından dolayı laboratuar teknisyenimiz Nevruz Kurşunoğlu‟na çok teşekkür 

ederim. 

 Eğitimim süresince büyük bir özveri ile her aşamada bana yardımcı olan 

aileme ve eşime, gösterdikleri sınırsız sevgi ve anlayış için sonsuz teşekkürler 

ederim.              
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SĠMGELER ve KISALTMALAR 

 

APC    „„Allophycocyanin‟‟ 

 CD    „„Cluster of Differentiation‟‟ 

D2O    „„Deuterium oxide‟‟ 

 DMEM    „„Dubbleco‟s Modified Eagle Medium‟‟ 

dPBS    „„Dubbleco Phosphate Buffer Saline‟‟ 

DTT     „„1,4-Dithioerythritol‟‟ 

fg       fentogram  

 FITC                                                            „„Fluorescein isothiocyanate‟‟   
 G6PDH   Glikoz-6-Fosfat-Dehidrogenaz 

GNL3 „„guanine nucleotide binding protein-like 3‟‟ 

GNL3L „„guanine nucleotide binding protein-like-3-like‟‟ 

GTP   „„Guanosine-5'-triphosphate‟‟ 

IBMX „„3 isobutyl-1-methylxonthine‟‟ 

MDM-2  „„Murine Double Minute–2‟‟ 

MTOC Mikrotübül organize edici merkez 

ng  nanogram 

 NuMA   Nuclear Mitotic Apparatus Protein 

PE  „„Phycoerythrin‟‟ 

 PerCP „„Peridinin-chlorophyll proteins‟‟ 

PFA   Paraformaldehit 

qRT-PCR   Kantitatif gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu 

Rpm „„Revolutions per minute‟‟ 

TRF1 „„telomeric repeat-binding factor 1‟‟ 

UPL  „„Universal ProbeLibrary‟‟ 
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ġEKĠLLER  

 

 

ġekil 1.2.1.  Üçüncü kromozom üzerinde yer alan nükleostemin genin yerleşimi p21.31 ile  
 p14.3 bantları arasında gösterilmektedir (Genecards, 2009). 

 

ġekil 1.2.2.  İki ayrı GTP bağlama bölgesi içeren nükleosteminin çekirdek ve 
nükleoplazma  arasındaki gidiş gelişinin düzenlenmesi GTP bağlanması ile 

gerçekleşir. GTP‟ler ayrıldığında çekirdekçikte bulunan nükleostemin, 

GTP‟ler bağlandığında nükleoplazmada yer alır (A). Kanser hücreleri veya 

kök hücrelerde nükleosteminin gen ifadesinin artışı ile, GTP bağlı 
nükleosteminlerin  nükleoplazmaya çıkarak amino ucu temel bölgesi ile p53‟e 

bağlanıp, p53‟ün hücrede birikmesi önlenerek aktif hücre bölünmesine neden 

olur (B). Hücre farklılaşması sırasında nükleostemin, p53‟ün etkinleştirilmesi 
ve belli bir düzeyde tutulması yönünde çalışmaktadır. Nükleosteminin aşırı 

ifade bulmasıyla veya nükleosteminin delesyon mutasyonları sonucunda 

hücre yaşam döngüsünden çıkmakta ya da apoptozis ile ortadan kalkmaktadır 
(C). 

 

ġekil 3.1.1.  İGBS-MK hücrelerin primer kültür ortamındaki (P1) görüntüsü (A) ve oil red 

O ile boyanmış intrasitoplazmik lipid damlacıkları ile karakterize adipojenik 
farklanma gösteren hücreler (B). 

 

ġekil 3.1.2.  İGBS-MKH‟lerin 0. pasaj kültüründen elde edilen büyük ve granüllü 
hücrelerde CD105, CD45, CD14, CD29, CD31, CD54, CD34, CD90, 

CD133, CD73 hücre yüzey belirteçlerinin varlığı, 10.000 hücre sayılarak 

akım sitometri ile belirlendi ve CD105, CD29, CD90 için %99 oranında 
yüksek pozitiflik gösterirken CD54 için %30‟larda düşük pozitiflik 

göstermiştir. CD45 CD14, CD31, CD34, CD133, CD73 yüzey belirteçleri 

için İGBS-MKH‟lerin büyük ve granüllü hücreleri için negatif sonuçlar elde 

edilmiştir. 

ġekil 3.1.3.  İGBS-MKH‟lerin 0. pasaj kültüründen elde edilen küçük ve granülsüz 

hücrelerde, CD133 için %71,42 pozitiflik, CD90 %35,45 ve CD29 için ise 
%20,78 düşük pozitiflik göstermektedir. CD105, CD45, CD14, CD31, CD54, 

CD34, CD73 yüzey belirteçlerinin ise negatif olduğu belirlenmiştir. 

 
ġekil 3.2.1.  İGBS-MK hücrelerinde perisentrin antikoru ile sentriol çevresinde 

perisentriolar madde boyanmaları pozitif gözlendi. Şekil A‟da perisentriolar 

maddenin alanı ölçüldü ve 1.49 µm
2
 ve 1.35 µm

2 
olmak üzere her iki 

perisentriolar maddenin alanları belirlendi. Perisentriolar maddelerin çapları 

ise 1.16µm ve 1.20µm olarak ölçüldü (A).  

 
ġekil 3.3.1.  İGBS-MK hücrelerin PFA ile tespiti sonrasında NuMA‟ya özgü primer 

antikorla yapılan işaretlemede interfaz çekirdeklerinde (A ve C) ve hücre 

bölünmesinin telofaz aşamasındaki hücrede (A) pozitif boyanmalar 
görülmektedir. B‟de ise MTSB-XF tespiti sonrasında NuMA metafaz 

aşamasındaki hücrede görülmektedir. Bu hücrede NuMA proteinine özgü 

kutuplar boyunca boyanmalar dikkat çekicidir.  
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ġekil 3.4.1.  MTSB-XF ile tespit edilen hücrelerin γ-tübülin monoklonal antikor ile 

işaretlenmiş interfaz hücre çekirdeğindeki γ-tübülin görüntüsü A‟da ve mitoz 
mekiği kutuplarındaki yoğunlaşmış γ-tübülin B‟de görülmektedir. PFA 

tespitinden sonra işaretlenen İGBS-MKH‟lerde ise γ-tübülin ise C‟de 

görülmektedir.  

 

ġekil 3.5.1.  MTSB-XF ile tespit edilmiş İGBS-MKH‟lerin YL 1/2 klonlu α-tübülin 
monoklonal antikoru (A) ve YOL 1/34 klonlu α-tübülün monoklonal antikoru 

işaretlemesi ile elde edilen görüntüsü (B). 

 
ġekil 3.5.2.  α-tübülin ve β-tübülin monoklonal antikorlar hazırlandıktan sonra her iki  

 antikorun 1:1 oranında karışımı hazırlanarak MTSB-XF tespiti sonrası İGBS-

MKH‟lere uygulandı (A). Aynı hücrelerin α-tübülin (yeşil sinyal) ve 

perisentrin poliklonal antikoru (kırmızı sinyal) ile ikili işaretleme görüntüleri 
B‟de görülmektedir. 

 
ġekil 3.6.1.  İkinci pasaj İGBS-MKH‟lerin PFA+KB tespit ortamında nükleostemin 

poliklonal antikoru, 1:50 (A) ve 1:100 (B) PBS‟te dilüe edildi. Bu hücreler 

için antikorun 1:100 dilüsyonun en iyi sonuç verdiği belirlenmiştir. İGBS-

MK hücrelerinin %3,5‟lik PFA tespiti sonrasında nükleostemin poliklonal 
antikoru (1:100 PBS‟te dilüe) ile işaretlenmiş görüntülerinde C‟de görüldüğü 

gibidir. Nükleostemine özgü boyamalar çekirdekçik içine yerleşmiş olarak 

gözlenmiştir. 

 

ġekil 3.7.1.  Dördüncü pasaj İGBS-MKH‟lerin, interfaz çekirdeklerinde nükleostemin 
(yeşil sinyal) parçalı loblar şeklinde, γ-tübülin (mavi sinyal) nokta şeklinde, 

genetik materyal ise (kırmızı sinyal) kromatine uygun dağılımda izlendi (A). 

Prometafaz aşamasında ise γ-tübülin (mavi sinyal) kutuplarda gözlenirken 
nükleostemin (yeşil sinyal) kromozom kollarına sarılmış bir biçimde, 

özelliklerde uç kısımlarda (B, C, D, G, H) ve yamalı şekilde yerleşmiş 

görülmektedir (B, E, H). Prometafaz aşamasında nükleosteminin 

kromozomları eldiven gibi sardığı belirlenmiştir (B, C). B‟deki gibi 25 ayrı 
düzlemin birleştirildiği durum C‟de görülmektedir. B ve C‟de mekiğin üstten 

görünüşü alındığı için γ-tübülin (mavi sinyal) halka şeklinde dizilmiş biçimde 

kromozom kollarının tam ortasında yer almaktadır. Metafaz aşamasında iki 
ayrı kutupta γ-tubülinler (mavi sinyal) nokta şeklinde bulunurken ortasında 

7AAD ile kırmızı boyanmış metafaz kromozomları yer almaktadır (D, E, F). 

Nükleostemin interfazdaki hücreler dışında hücrenin bölünme evrelerinde 

kromozomların özellikle uç kısımlarını sardığı dikkat çekicidir (B-H). Anafaz 
evresinde kutuplara çekilen kromozomlar (kırmızı sinyal) ve uç bölgelerinde 

daha yoğun olarak yer yer nükleostemin boyanmaları ve mekiğin en uzak 

mesafelerinde γ-tubülinler (mavi sinyal) görülmektedir (G, H). Telofaz 
evresindeki bir hücrede ise kromozomların kompakt yapısı bozulmaya başlar 

ve interfazdaki hallerine dönmeye başlarlar ve kromozomların etrafını saran 

nükleostemin sadece geriye kalan yoğunlaşmış kromozom aralıklarında 
gözlendiği için nokta şeklinde nükeostemin (yeşil sinyal) gözlenmektedir (I-

K). 

 

 

ġekil 3.8.1.  İGBS-MKH‟leri nükleostemin poliklonal antikoru (yeşil sinyal) ile 

işaretlendi, γ-tübülin (mavi sinyal) ile işaretlendi ve genetik materyalin 
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tamamı 7AAD (kırmızı sinyal) ile boyandı. Metafaz evresindeki 

gamma tübülini, mitoz mekiğindeki pozisyonu aynı hücre için değişik 

düzlemlerde belirlenmiştir (A, B ve C). Nükleostemin (yeşil sinyal) 

kromozomların kollarının sınırları boyunca yerleştiği gözlenmektedir 

(A, B ve C). 
 

ġekil 3.9.1.  Anti human nüklei antikoru (mavi sinyal) interfaz aşamasındaki hücreler  
 belirlenmiştir (A). Nükleostemin poliklonal antikoru (yeşil sinyal) ile 

işaretlenerek prometafaz ve profaz evresindeki iki hücrede kromozom 

etrafında yer alırken anti-human nüclei bağlanma özelliği gereği gözlenmedi. 
Genetik materyal ise 7AAD ile kırmızı renge boyandı (B). İnterfazdaki 

hücrelerde ise, nükleostemin yeşil sinyallerle çekirdekçik içinde gözlendi (B)  

Anti-insan nüklei çekirdek içinde yaygın olarak mavi sinyaller şeklinde 
belirlenmiştir (B). 

 
ġekil 3.10.1.  Dördüncü pasaj İGBS-MK hücreler NuMA (mavi sinyal) ve nükleostemin  
 antikoru (yeşil sinyal) ile işaretlendi. Genetik materyal ise 7AAD ile kırmızı 

boyandı. Prometafaz, aşamasındaki hücrelerde NuMA ve nükleosteminin 

fiziksel olarak ilişki içinde olduğu belirlendi (A, B ve C). Metafaz evresinde 
İGBS-MK hücresinde mitoz mikrotübülüsleri boyunca NuMA‟nın yerleşimi 

D-G‟de, anafaz evresindeki yerleşimi ise H‟de görüldüğü gibidir. Telofaz 

evresindeki İGBS-MK hücrelerindeki ayrı çekirdeğin yeniden oluşumu ve 

oluşumu sırasında NuMA‟nın homojen dağılımı I-K‟da olduğu gibi sırayla 
alınan konfokal düzlemlerinde belirlendi. 

 

ġekil 3.11.1.  Üçüncü pasaj İGBS-MK hücrelerine kültür ortamında 100 ng/ml kolşisin (48 
saat) uygulandı ve nükleostemin (yeşil sinyal), γ-tübülin (mavi sinyal) ile 

işaretlendi ve genetik materyal ise 7AAD ile kırmızı ile boyandı. A‟da 
interfaz aşamasındaki nükleostemin dağılımı gözlenmektedir. 100 ng/ml 

kolşisin uygulamasından sonra profaz evresinde olduğu varsayılan hücrede, 

nükleosteminin sitoplazmaya dağıldığı izlendi (B, C, D ve E). F‟den itibaren 

kolşisin uygulanmış olan İGBS-MKH‟lerinde aynı antikorlarla işaretlenerek 
nükleosteminin ve tubülinlerin kromozomların etrafındaki dağılımı incelendi. 

F, G, ve H‟de (aynı hücrenin farklı düzlemleri) prometafaz aşamasında 

olduğu varsayılan hücrede tubülinlerin (mavi sinyal) tamamı depolimerize 
olmuş halde dağılmış ve nükleostemin kromozomların etrafında ve 

sitoplazmada homojen olarak dağılmıştı. I‟da mitozun tanımlanamayan bir 

evresinde mekiğin mikrotübülüs kutbunun üstten görülen kısa kalmış 
tubülüslerin (mavi sinyal) görüntüsü ve kromozom etrafında nükleosteminin 

azalmış dağılımı yer almaktadır. İ, J ve K‟de nükleostemin (yeşil sinyal) 

sinyalinin azaldığı interfaz evresindeki hücrelerde α ve β tubülinlerin 

dağılmış görüntüleri bulunmaktadır. Mitozun tanımlanamayan bir evresinde 
bulunan hücrede ise kolşisin etkisi nedeniyle tubülinlerin filamentöz yapıyı 

oluşturamadığı ve homojen olarak sitoplazmaya nokta sinyaller olarak 

nükleostemin ile birlikte dağıldığı izlendi (J ve K). 

 

ġekil 3.12.1.  Üçüncü pasaj İGBS-MKH‟leri 3, 8, 12, 16 günlük adipojenik 

farklanma gösteren hücrelerle kontrol grubu hücrelerinde nükleostemin 

(yeşil sinyal) ile işaretlendi ve yağ granülleri oil red O ile, genetik 

materyal ise 7AAD ile kırmızıya boyandı. A ve C sütunlarında bu üç 

boyamanın sinyalleri de görülmektedir. B ve D sütunlarında ise sadece 

nükleostemini (yeşil sinyal) görmekteyiz. Sütunlar yukardan aşağıya 
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doğru 3, 8 ve 16. günlerdeki adiposite farklanan hücreler C ve D 

sütunlarında görüldüğü gibi 16. güne doğru farklanma belirteci olarak 

kabul edilen nükleosteminin sinyali (yeşil sinyal) azalırken yağ 

granülleri birleşerek büyüdüler (kırmızı küçük granüller haindeki 

sinyal). Kontrol hücrelerinde ise (A3, A8, A16 ve B3, B8, B16) yağ 

granülleri gözlenmezken (kırmızı küçük granüller şeklindeki sinyal) 

nükleostemin (yeşil sinyal) 3, 8 ve 16. günlerde benzer şekilde orta ve 

şiddetli olarak tanımlayabileceğimiz boyanmalar gösterdi.  

 

ġekil 3.13.1.  Kontrol ve adipojenik farklanma gösteren hücrelerde nükleostemine ait sinyal 
Aynı objektif (40 şiddetleri değerlendirildi. x oil 0.1) ve görüntü ayarları ile 

konfokal mikroskopta görüntüler alındı. Her bir hücrenin histogramlarında 

ortalama parlak nokta sayısı belirlendi ve sinyal şiddetlerine göre gruplara 
ayrıldı. Kontrol grubundaki hücrelerde farklı nükleostemin sinyal şiddeti 

değerleri 3, 8, 12 ve 16. gün göre gruplandırılması A‟da görülmektedir. 

Kontrol hücrelerinde 3. günde oldukça yüksek olan nükleostemin sinyalleri, 

şiddetli ve orta şiddetli sinyaller, hücreler farklandıkça yerini orta ve zayıf 
şiddetli sinyallere bırakmaktadır. Sönmüş sinyal miktarı ise özellikle 16. 

günde artmaktadır. Adipojenik farklanma gösteren hücrelerde sonuç biraz 

daha farklılık göstermektedir (B). Üçüncü günde çok yüksek miktarda olan 
şiddetli ve orta şiddetli sinyaller 12. günde orta, zayıf ve sönmüş sinyallere 

olarak gözlenirken farklılaşmanın ilerlediği 16. günde belirgin bir şekilde 

zayıf ve sönmüş nükleostemin sinyalleri belirlenmiştir. Bu deney üç kez 
tekrarlanmış ve standart sapma değerleri grafiklere eklenmiştir. 

 

ġekil 3.14.1.  İGBS-MKH‟leri 3, 8, 12, 16 günlük adipojenik farklanma gösteren 

hücrelerle kontrol grubu hücrelerinde nükleostemin (yeşil sinyal) ile 

işaretlendi. Kontrol hücrelerinde (A, C, E, G) ve adipositlere farklanan 

hücrelerde (B, D, F, H) 3, 8, 12, 16, günlük hücre kültürlerinden 

sonraki nükleostemin sinyalleri görülmektedir. Adipositlere farklanan 

hücrelerde nükleostemin sinyalleri 3. günden itibaren 16. güne kadar 

giderek azaldı (B, D, F, H). Nükleosteminin 16. günde tamamen 

söndüğü belirlenmiştir (H). Kontrol hücrelerinde bu durum daha 

farklıdır. 12. güne kadar çok önemli bir fark gözlenmemiştir. Kontrol 

İGBS-MKH‟lerinin 12 ve 16. günlerinde hücreler ileri farklanmaya 

gittiği için sinyallerin zayıflayıp sönmeye başladığı gözlendi (A, C, E, 

G). Çekirdekler mavi sinyallerle gözlenmiştir. 

 
ġekil 3.14.2.   Adipojenik farklanma göstermiş olan hücreler ve kontrol İGBS-MKH‟leri 3, 

8, 12 ve 16. günlerinde nükleosteminin hücre çekirdeğine yerleşiminde 

değişiklikler izlenmiştir. Morfolojilerindeki değişiklikleri tek loblu şiddetli, 
çok loblu şiddetli, çok loblu zayıf, sönmüş sinyal şeklinde dört gruba 

ayrılmıştır. Nükleostemin şiddeti 3. ve 8. günlerde her iki grup hücrede de 

benzer dağılım gözlenmiştir. Ancak adipojenik farklanma göstermiş olan 
hücrelerde kültürde kaldıkları gün sayısı arttıkça, çok loblu şiddetli 

sinyallerin yerini çok loblu zayıf ve sönmüş sinyallerin aldığı çok belirgin 

olarak göze çarpmaktadır (adiposite farklanmış hücreler 16. gün). Kontrol 
hücrelerinde ise kültürde kalınan gün sayısı arttıkça, ileri farklanan 

hücrelerde çok loblu şiddetli nükleostemin sinyali gösteren hücrelerin yerini 

özellikle 16. günde çok loblu zayıf nükleostemin şiddeti gösteren hücrelere 

bıraktığı gözlenmiştir. Ek olarak bu grafikte hücre sayısı yüzde olarak 
verilmiştir. 
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ġekil 3.15.1.  İGBS-MKH‟lerin 0,014 ile 0,0000014 arasında hazırlanan cDNA 

miktarlarının seri dilüsyonları ile Light cycler 2.0 versiyonda yapılan qRT-

PCR sonucunda oluşturduğu eğrinin verimliliği 1,941‟dir. 

 
ġekil 3.15.2.  İGBS-MKH‟lerinden elde edilen RNA‟nın cDNA‟ya dönüşümünden sonra 

0,014 µg/ml ile 0,0000014 µg/ml arasında 6 ayrı seri dilüsyon şeklinde 

cDNA standartları hazırlanmıştır. Seri dilusyonlar şeklinde hazırlana 
standartlar yukarıda görüldüğü gibi yaklaşık 2 döngü aralıklarla 

amplifikasyon eğrileri vermiştir. 

 

ġekil 3.16.1.  Akım sitometri yöntemiyle İGBS-MKH 0. pasaj (P0) ve 7. Pasaj (P7) 

hücrelerinde Sox-2, Nanog ve Oct3/4 ifadelenmelerinin aritmetik 

ortalama değerleri belirlenmiştir. Sonuçlara göre hücrelerde Nanog 

ifadelenmesinin Sox-2 „ye göre daha yüksek olduğu gözlenmiştir. 

Nanog ifadelenme aritmetik ortalama değeri P0‟da 39.14 iken P7‟de 

bu oranın 52,87‟dir. Nanog ifadelenmesinin ilerleyen pasaj sayısı ile 

arttığı Oct3/4 ifadelenmesinin ise hücrelerde olmadığı çok net olarak 

belirlenmiştir. 

 

ġekil 3.15.3.  Farklı pasajlarındaki İGBS-MKH‟de nükleosteminin ifadelenme 

değerleri qRT-PCR yöntemi ile nükleostemin/G6PDH oranları 

belirlenmiştir. Pasaj 1‟de 5,65 fg iken pasaj 7‟de 0,97fg‟a kadar indiği 

gözlenmiştir. Nükleostemin ifadelenmesinin hücreler farklandıkça ve 

yaşlandıkça azaldığı belirlenmiştir.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



xiii 

 

 

 

 

ÇĠZELGELER 

 

Tablo 2.5.1.  İGBS-MK hücrelerin öncül kök hücre transkripsiyon belirteçlerine özgü 
antikorlarla muamele edildikleri tüplerin hazırlanması: 

 

Tablo 2.5.2.  İGBS-MK hücrelerinde, öncül kök hücre transkripsiyon belirteçlerinin 
analizi için negatif ve pozitif kontrol tüplerinin hazırlanması 



1 

 

1.GĠRĠġ 

 

 

 

„„Hücre Yaşam Döngüsünde Etkili Olduğu Varsayılan Bazı Proteinlerin İnsan 

Kaynaklı Dokuya Özgü Kök Hücrelerindeki İfadelerinin ve Dağılımlarının 

Belirlenmesi‟‟ başlıklı tezimde öncelikle incelemek istediğimiz proteinler, yaptığımız 

literatür çalışmaları sonucunda çekirdek içi bir protein olan „„nükleostemin‟‟, çekirdek 

matriks komponenti olarak bilinen „„nuclear mitotic apparatus protein (NuMA)‟‟ 

sentrozom matriks proteinlerinden birisi olan „„perisentrin‟‟olarak belirlendi. Kök 

hücrelerinin farklanmasında rol aldığı düşünülen ve bölünen hücrelerde belirteç olarak 

kabul edilen bu çekirdek ve sitoplazma proteinlerinin hücresel dağılımlarının yanı 

sıra, çalışmamız süresince elde edilen bulgulara göre, „„γ-tübülin‟‟, „„α-tübülin” ve 

„„β-tübülin‟‟ gibi hücre iskeletinin temel elemanları olan proteinlerin de incelenmesi 

uygun görüldü. Bu proteinlerin hücredeki işlevi henüz çok belirlenmemiş olan 

nükleosteminle birlikte incelenmesi, özellikle mitoz aşamasındaki yerleşimi ve 

işlevleri hakkında ilginç ve ilk kez gösterilen bulguların elde edilmesini sağladı. 

 

Kök hücreler kendilerini yenileme özelliklerinin yanı sıra farklılaşmanın 

baskılanması ve çoklu yetkin (pluripotensi) olmak üzere iki temel özellikleri ile 

tanımlanmaktadırlar. Kök hücrelerde kendilerini yenileme potansiyelleri sonucu bu 

hücrelerin mitoz ile bölünmelerinde görev alan gen ürünlerini çalışmak önemlidir. 

Çünkü kök hücrelerde kendini yenilemeyi sağlayan ve farklılaşmayı baskılayan 

mekanizmalar, normal hücrede yer almayan mekanizmalardır ve farklı şekilde 

işlemektedir. İnsan göbek bağı stroması mezenkimal kök hücreleri (İGBS-MKH) son 

yıllarda oldukça dikkati çekmiş olan hücrelerdir (Lu, L. L. et al., 2006; Can, A. & 

Karahuseyinoglu, S., 2007; Karahuseyinoglu, S. et al., 2007; Qiao, C. et al., 2008; 

Hou, T. et al., 2009; La Rocca, G. et al., 2009; Wang, L. et al., 2009). Elde edilme ve 

ayrıştırılmalarının kolaylığının yanı sıra bu hücrelerin bazı dokuların onarımında 

kullanılması gündeme gelmiştir (Hamada, H. et al., 2005; Friedman, R. et al., 2007; 

Cao, F. J. & Feng, S. Q., 2009; Wu, L. F. et al., 2009; Yan, Y. et al., 2009). Biz de bu 

çalışmamızda kök hücre örneği olarak İGBS-MKH‟ni kullanarak nükleostemin ve 

bununla ilişkili olabileceğini var saydığımız proteinleri çalışmak istedik. Böylece bir 

yandan nükleosteminin kök hücrelerin farklılaşma süreçlerindeki değişimleri kendi 
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hücrelerimizde görmek ve doğrulamak, diğer taraftan da elimizdeki hücrelerin interfaz 

ve mitoz aşamalarındaki nükleostemin dağılımlarını incelemek istedik. Can ve 

ark.‟nın daha önceki çalışmalarında (Can, A. & Karahuseyinoglu, S., 2007; 

Karahuseyinoglu, S. et al., 2007) kullandıkları İGBS-MKH ve adipojenik farklılaşma 

yönünde uyardıkları hücrelerde (Karahuseyinoglu, S. et al., 2008) nükleosteminin 

hücre içi yerleşimi ile ifade değişikliklerin incelenmesi amaçlandı. Bunun yanı sıra 

farklı pasaj numaralı İGBS-MKH primer kültür hücrelerinde nükleostemin ifade 

düzeylerindeki değişiklikler RT-PCR yöntemi ile daha da netleştirildi. Farklılaşmış ve 

farklılaşmamış İGBS-MKH‟lerinde bu proteinlerin ifade ve yerleşiminin belirlenmesi 

aşamasında bulgularımıza destek olması açısından bu hücrelerin 

immünfenotiplendirilmesi yapıldı. Akım sitometrisi ile analiz edilen bu hücrelerde 

bazı yüzey belirteçlerinin ve pluripotent kök hücre transkripsiyon faktörlerinin analizi 

de yapıldı. 

 

Bu çalışmanın amaçlarından bir diğeri de mitoz hücre bölünmesi sırasında ve 

interfaz aşamasındaki kök hücrelerde nükleosteminin dağılımının diğer ilgilendiğimiz 

proteinlerle olası ilişkisinin belirlenmesiydi. Yapılan incelemelerde mitozun her 

evresinde ve intefazdaki hücrelerde nükleosteminin ve nükleosteminle ilişkili 

olduğunu düşündüğümüz proteinlerin yakın yerleşimleri konfokal mikroskobu ile 

incelendi ve nükleosteminin hücredeki işlevine ilişkin değerlendirildi. 

 

Mikrotübülüslerin oluşumu ve düzenlenmesinde rol oynayan önemli bir 

sentrozom proteini olan perisentrinin mitozda sentrozom matriksi içinde yüksek 

düzeyde olmasının mitoz mekiği mikrotübülüslerinin tam olarak oluşturulması için 

gerekli olduğu bilinmektedir (Dictenberg, J. B. et al., 1998). NuMA‟nın ise, interfaz 

hücrelerinde çekirdek matriksinin önemli komponentlerinden biri olduğu ve büyük 

olasılıkla mitoz sonrasında çekirdeğin yeniden oluşturulmasında görevli olduğu 

düşünülmektedir (Fant, X. et al., 2004). Bu çalışmada bu proteinlerin nükleostemin, γ-

tübülin, α-tübülin ve β-tübülin ile yakın yerleşimleri yine immünsitokimyasal 

yöntemlerle incelenmiştir. Perisentrinin özellikle sentrozom bütünlüğünün 

korunmasındaki rolünün nükleosteminle doğrudan bir ilişkisinin olup olmadığı 

belirlenmeye çalışılmıştır. İGBS-MKH mitotik hücrelerde nükleostemin dağılımının 

mikrotübülüslerle ilişkisinin incelenmesi sırasında elde edilen bulguların 

desteklenmesi için İGBS-MKH primer kültürlerinde mikrotübülüs polimerizasyonunu 
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baskılayan ajanlar kullanıldı ve nükleostemin ile özellikle mikrotübülüslerin yakın 

yerleşimleri incelendi 

1.1. NÜKLEOSTEMĠN 

 

 

Nükleostemin ilk olarak Tsai ve McKay tarafından 2002 yılında tanımlanmış, kendini 

yenilemeden ve doku onarımından sorumlu olan bir çekirdek proteinidir (nükleo-stem-

in). İlk olarak nöral kök hücrelerde ve erişkin memeli testisinde yüksek ifadelendiği 

görülmüş (Tsai, R. Y. & McKay, R. D., 2002) ve hücre döngüsünün kontrolü, tümör 

oluşumu ve hücre yaşlanması ile ilgili yapılan araştırmaların odak noktası olmaya 

başlamıştır (Tsai, R. Y. & Meng, L., 2009). İsmindeki “stem” eki buradan 

kaynaklanmaktadır. Daha sonra birçok kök hücre tipinde yüksek düzeyde ifade 

olduğu bulunmuştur (Tsai, R. Y. & McKay, R. D., 2002; Baddoo, M. et al., 2003). 

Nükleosteminin embriyonun erken dönemi için gerekli olduğu kadar, nörönal kök 

hücrelerin ve kanser hücrelerinin çoğalabilmesi için de gerekli olduğu belirlenmiştir 

(Tsai, R. Y. & McKay, R. D., 2002; Beekman, C. et al., 2006). 2002 yılından bu yana 

memelilerde (Baddoo, M. et al., 2003; Beekman, C. et al., 2006; Zhu, Q. et al., 2006; 

Ma, H. & Pederson, T., 2007; Dai, M. S. et al., 2008; Meng, L. et al., 2008; Ohmura, 

M. et al., 2008) kurbağalarda (Beekman, C. et al., 2006), semenderlerde (Maki, N. et 

al., 2007), nematodlarda (Kudron, M. M. & Reinke, V., 2008), meyve sineğinde 

(Kaplan, D. D. et al., 2008) ve mayada (Du, X. et al., 2006) nükleosteminin 

biyolojisini ve nükleosteminle ilişkili genleri açıklamaya çalışan araştırmaların sayısı 

giderek artmıştır. 
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Ökaryotlarda, nükleostemin GNL3L (guanine nükleotide binding protein like-

3) ve Ngp-1 proteini YIqF/YawG GTPase ailesinin içerisinde GTP bağlama bölgeleri 

olan proteinler olarak tanımlanmıştır ve bu proteinler YIqF/YawG GTPase ailesinin 

alt grup proteinleridir. Memelilerde nükleosteminin  ve GNL3L‟ün tek homoloğu 

olarak, GNL3 proteini tanımlanmıştır (Tsai, R. Y. & Meng, L., 2009). NCBI‟da 

(National Center for Biotechnology Information) nükleostemine ait olan 3 varyant 

transkript mRNA dizisi bulunmaktadır. „„Homo sapiens, guanine nucleotide binding 

protein-like 3 (nucleolar) (GNL3), (nucleostemin) transcript‟‟ varyantları olarak da 

tanımlanmıştır (NCBI, 2009)  

 

 

1.1.1. Nükleosteminin Yapısı ve Lokalizasyonu 

 

 

Nükleostemin çekirdek içinde yer almaktadır. Nükleosteminin iki GTP bağlanma 

motifleri bulunan amino ucu nükleosteminin çekirdek içi yerleşimi için önemlidir. 

Nükleostemin yapısında ayrıca bir çift kıvrımlı bükülme bölgesi ve asidik karboksil 

ucu yer almaktadır (Bernardi, R. & Pandolfi, P. P., 2003) Üçüncü kromozomun p 

kolunda yer alan nükleostemin genin büyüklüğü 8578 bazdır. Nükleostemin  549 

amino asit dizisinden oluşan, yaklaşık olarak  61993 Da büyüklüğünde bir proteindir 

(Genecards, 2009) (Şekil 1.2.1).   

 

 

 

ġekil 1.2.1. Üçüncü kromozom üzerinde yer alan nükleostemin genin yerleşimi p21.31 ile 
p14.3 bantları arasında gösterilmektedir (Genecards, 2009). 

 

 

Nükleosteminin çekirdek ve nükleoplazma arasındaki gidiş gelişinin kontrolü 

GTP bağlanması ile olabileceği düşünülmektedir. GTP bağlı olmadığında 

çekirdekçikte yerleştiği belirtilmektedir (Bernardi, R. & Pandolfi, P. P., 2003; 

Misteli, T., 2005) (Şekil 1.2.2-A). Nükleosteminin amino ucundaki temel bölge, 
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çekirdekte yer alması ve p53 etkileşimi için gereklidir (Bernardi, R. & Pandolfi, P. P., 

2003) (Şekil 1.2.2-B). 

 

 

 

ġekil 1.2.2 İki ayrı GTP bağlama bölgesi içeren nükleosteminin çekirdek ve nükleoplazma 

arasındaki gidiş gelişinin düzenlenmesi GTP bağlanması ile gerçekleşir. GTP‟ler ayrıldığında 

çekirdekçikte bulunan nükleostemin, GTP‟ler bağlandığında nükleoplazmada yer alır (A). 
Kanser hücreleri veya kök hücrelerde nükleosteminin gen ifadesinin artışı ile, GTP bağlı 

nükleosteminlerin  nükleoplazmaya çıkarak amino ucu temel bölgesi ile p53‟e bağlanıp, 

p53‟ün hücrede birikmesi önlenerek aktif hücre bölünmesine neden olur (B). Hücre 
farklılaşması sırasında nükleostemin, p53‟ün etkinleştirilmesi ve belli bir düzeyde tutulması 

yönünde çalışmaktadır. Nükleosteminin aşırı ifade bulmasıyla veya nükleosteminin delesyon 

mutasyonları sonucunda hücre yaşam döngüsünden çıkmakta ya da apoptozis ile ortadan 
kalkmaktadır (C). 
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1.1.2. Nükleosteminin Olası ĠĢlevleri 

 

 

Nükleosteminin kanser hücreleri ve kök hücrelerinde hücre çoğalmasının 

düzenlenmesinde rol aldığı düşünülmektedir. Özellikle mide kanseri, karaciğer kanseri 

(Liu, S. J. et al., 2004) ve prostat kanserinde (Liu, R. L. et al., 2008) büyümenin 

düzenlenmesinde önemli rol oynadığı belirlenmiştir. Prostat kanserinin bulunduğu 

dokularda ve hücre serilerinde nükleostemin ifadesinin oldukça yüksek olduğu 

gösterilmiştir. Bu çalışmada nükleosteminin gen ifadesi susturulduğunda prostat 

kanseri hücre serisi PC-3‟ün çoğalabilme kapasitesinin anlamlı oranda baskılandığı 

gösterilmiştir (Liu, R. L. et al., 2008). 

 

Nükleostemin gibi kök hücreye özgü proteinler kendini yenileme ve 

farklılaşmada rol oynamaktadır (Tsai, R. Y. & McKay, R. D., 2002). Meyve sineği, 

kurbağa, yuvarlak solucan, zebra balığı, fare, sıçan ve insan genomunda aynı amino 

asit dizilerinin gösterilmesi bu proteinin evrimsel süreçte oldukça iyi korunmuş 

olduğunu kanıtlamaktadır (Kudron, M. M. & Reinke, V., 2008; Ma, H. & Pederson, 

T., 2008).  

 

Nükleosteminin, nöron, kanser ve embriyonik kök hücrelerinde ve kanser hücre 

serilerinde de ifade bulduğu belirlenmiştir (Tsai, R. Y. & McKay, R. D., 2002; Yang, 

H. X. et al., 2005; Maki, N. et al., 2007; Liu, R. L. et al., 2008; Ma, H. & Pederson, T., 

2008). Hemen hepsinde ilginç olan bulgu nükleostemin gen ifadesinin hücresel 

farklılaşmayla birlikte belirgin bir şekilde azalmasıdır. Nükleostemin, embriyogenez 

sırasında nöroepitel öncü hücrelerinde ve yetişkin kemik iliği hematopoietik kök 

hücrelerinde ifade edilmektedir (Kafienah, W. et al., 2006). Kemik iliği kök hücreler 

osteositlere farklılaştığında nükleostemin ifadesinin baskılandığı belirlenmiştir 

(Bernardi, R. & Pandolfi, P. P., 2003; Kafienah, W. et al., 2006). Yaghoobi ve ark‟nın 

yaptığı çalışmada (2005) nükleosteminin, kök hücrelerin kendini yenileme 

mekanizmasını sürdürmede rol aldığı ve farklılaşmış hücrelerde hiç ifadelenmediği 

belirtilmiştir (Yaghoobi, M. M. et al., 2005). Sıçan kemik iliği stroma hücrelerinde, 
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nöronal farklılaşmaya yönlendirilmeden önce ve sonra, proliferasyonun ve 

farklılaşmanın düzenlenmesinde anahtar rol oynayan, nükleostemin, Oct-4 ve Nanog 

gibi proteinlerin ifadelenmeleri ile karşılaştırılmıştır (Yaghoobi, M. M. et al., 2005). 

Elde edilen veriler göstermiştir ki, Oct-4 ve Nanog proteinleri farklanmış veya nöronal 

farklanma gösteren hücrelerde hiç ifadelenmemekte, nükleostemin bu proteinlerin 

aksine farklılaşmamış kemik iliği kök hücrelerinde yüksek düzeyde ifadelenmektedir 

(Yaghoobi, M. M. et al., 2005). 

 

Bu verilerden yola çıkarak hücrede önemli düzenleyici işlevleri olan  

proteinlerden biri olan nükleosteminin kardiyak kök hücre kültüründeki yüksek 

ifadelenmesi sonucu hücre çoğalmasını artırırken, kromozomlarda telomer uzunluğu 

aynı kalmakta ve farklılaşma durmaktadır (Siddiqi, S. et al., 2008). 

 

Nükleosteminin ifade düzeyi önemlidir. Nükleosteminin ifadesinin artması veya 

düşmesi hücre döngüsünün G1 aşamasında durmasına neden olmaktadır (Ma, H. & 

Pederson, T., 2007; 2008) (Şekil 2C). Ancak bu paradoks henüz tam olarak 

açıklanamamıştır.  

 

Nükleostemin hücre çekirdeğinde, Murine Double Minute–2 (MDM-2) proteini 

ile fiziksel olarak ilişki içindedir ve MDM-2‟nin merkezindeki asidik bölgesine 

bağlanır (Dai, M. S. et al., 2008). Nükleostemin miktarının artması p53‟e bağlanarak 

yıkımını sağlayan MDM-2 proteininin tutulmasına neden olur. Bu durum hücrede 

p53‟ün ubikutinlenerek yıkılmasını engeller. Hücrede p53‟ün birikmesi sonucunda 

hücre döngüsünün G1 aşamasında tutulu kalır ve hücre bölünmesi engellenmiş olur 

(Dai, M. S. et al., 2008). Bu çalışmada nükleostemin geninin kapatılması sonucunda 

ise, MDM-2‟nin L5 ve L11 ribozomal proteinlerle etkileşime girerek yine p53 yıkımını 

engellediği gösterilmiştir. Hücresel nükleostemin miktarının MDM-2 üzerinden hücre 

döngüsü kontrol noktalarını p53 bağımlı olarak denetlediği gösterilmiştir (Dai, M. S. et 

al., 2008). 

 

Nükleosteminin in vivo ortamdaki fizyolojik rolü, nükleostemin alelleri 

etkisizleştirilmiş mutant fare çalışmaları ile belirlenmeye çalışılmıştır. Nüklostemin
-/- 

 

embriyonların 4. günde öldükleri belirlenmiştir (Beekman, C. et al., 2006). 

Nükleostemin mutant blastosistlerin kullanıldığı araştırmalar sonucu elde edilen 
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verilere göre pluripotensinin sürdürülmesinde, çekirdekçik bütünlüğünü korunmasında 

ve embriyonik kök hücrelerin yaşamını sürdürmesinde gerekli olmadığı, ancak 

nükleostemin alelleri homozigot mutant olan blastosistlerde fonksiyonel p53‟ün 

yokluğunda bile S fazına girişi engellediği belirlenmiştir (Beekman, C. et al., 2006). 

Bu veriler doğrultusunda şu sonuç elde edilmektedir; nükleosteminin atasal fonksiyonu 

p53‟den bağımsız olarak, kök hücre/öncü hücre çoğalma oranının kontrolünü 

sağlamaktadır (Beekman, C. et al., 2006). Nükleosteminin bu oranın kontrolünü 

sağlarken asimetrik bölünme mekanizmalarında bir fonksiyonunun olup olmadığı 

konusunda literatürde herhangi bir bilgi bulunmamaktadır. Asimetrik hücre bölünmesi 

sitoplazmik determinantların yerleşimine ve mitoz mekiği mikrotübülüslerinin düzgün 

dizilmiş olmasına bağlıdır. Halkalı solucanda germ kök hücrelerinin bölünmesinde ve 

larva büyümeleri için nükleosteminin gerekli olduğu belirlenmiştir (Kudron, M. M. & 

Reinke, V., 2008). Nükleosteminin ribozom biyogenezini etkileyerek veya kök 

hücreye özgü ve çoğalma yeteneği yüksek hücrelerde olduğu gibi çekirdek kökenli 

diğer aktiviteleri etkileyerek çoğalmayı kontrol edip etmediği çok açık değildir. Ancak 

bu çalışmada halkalı solucandaki nükleostemin (nst-1) geninin yokluğu soma 

hücresindeki büyüme hasarı nedeniyle larva aşamasında durdurulmuş fenotipe yol 

açmaktadır. Nst-1 mutantlarda ribozom biyogenezindeki hasar nedeniyle rRNA‟ların 

düzeylerinin düştüğü ileri sürülmektedir (Kudron, M. M. & Reinke, V., 2008). 

 

Nükleostemin „„telomeric repeat-binding factor 1 (TRF1)‟‟ ile de ilişki içindedir 

ve bu proteinin parçalanmasını arttırmaktadır (Zhu, Q. et al., 2006). Ancak bunu 

ubikitinasyon aracılığıyla yapmamaktadır. TRF1 embriyogenezin erken dönemlerinde 

önemlidir ve telomer uzunluğunu olumsuz yönde etkiler. Bu çalışma nükleosteminin 

fare embriyon fibroblastlarının yaşlanmasının gecikmesi ve erken embriyogenezle 

ilişkili olduğunu kanıtlamaktadır (Zhu, Q. et al., 2006).  

 

H1299 (p53‟süz küçük hücreli olmayan akciğer kanseri hücre dizisi) hücre 

dizisinde çekirdekte nükleostemin gösterilmiştir. Bu protein hücre döngüsünün interfaz 

aşamasında çekirdekçikte yoğun bir şekilde gözlenirken nükleoplazmadaki miktarı 

düşük bulunmuştur. Mitozda ise nükleosteminin çekirdek bölgesi ile ilişkisinin 

azaldığı sitoplazmaya yayıldığı belirtilmektedir (Tsai, R. Y. & McKay, R. D., 2002). 
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Bu proteinin hücre yaşam döngüsünde DNA sentezi ve bölünme süreçlerine 

etkisi ise belirlenmiş değildir. Bu konuların açığa kavuşturulması ile kök hücre ve 

kanser kök hücrelerinde kendini yenileme mekanizması ve kontrolsüz hücre bölünmesi 

sırasında gerçekleşen olayları yönlendiren çekirdek içi proteinlerin belirlenmesi 

mümkün olacaktır. Ayrıca insan kaynaklı dokuya özgü kök hücrelerde nükleostemin 

ve benzeri çekirdek içi proteinlerin ifadelerinin ve dağılımlarının belirlenmesi hücre 

yaşam döngüsünde söz konusu mekanizmalara daha geniş bir pencereden bakma 

olasılığı sağlamaktadır.  Eğer bu bilgiler elde edilebilirse kanserin tanı ve tedavisi için 

de yeni hedeflerin oluşturulabilmesi mümkün olacaktır. 

 

Bu çalışmada interfazda lokalizasyonu bilinen nükleosteminin mitozda 

sentrozomla, kromatid ve mikrotübülüslerle ilişkisini göstermek üzere flüoresan 

işaretli diğer proteinlerle (NuMA, perisentrin gibi) birlikteliği de araştırılmıştır. 

 

 

 

1.2. NuMA (Nuclear Mitotic Apparatus Protein) 

 

 

Mitoz ve mayoz bölünme ile çoğalan hücrelerde sadece bölünme mekiği ile ilişkili 

olarak ortaya çıkan bir dizi protein sentezlenir. Esas olarak mikrotübülüslerin 

taşınması ve tutulması ile ilgili iki temel model ile açıklanmaktadır. Birincisi, 

sentrozom gibi bir merkezden mikrotübülüslerin filizlenmesi ve buraya tutunmaları. 

İkincisi, mikrotübüllüslerin kromozom yüzeyinden büyümesi ve bunların mikrotübülüs 

kutuplarına doğru hareketlenmeleri modelidir (Fant, X. et al., 2004).  Bu iki 

mekanizma aynı organizmanın hücrelerinde bulunsa da somatik hayvan hücrelerinin 

çoğunda mikrotübülüslerin organize oldukları merkez olarak sentrozom kullanılır. 

Dişilerdeki mayoz bölünme ile çoğalan hücrelerde  sentriol içermeyen sentrozomlar 

oluşturulur (Fant, X. et al., 2004). İlginç olarak sentriol içermeyen mekik kutbu 

oluşumlarını yürüten moleküler bileşenler sentrozom içeren hücrelerde de 

bulunmaktadır. Bunlar mikrotübülüs bağımlı motor proteinleri ve çeşitli yapısal 

proteinleri içerir ki, bu proteinler mikrotübülüs oluşumunu, tutunmasını ve sabit 

kalmasını  sağlar (Fant, X. et al., 2004).  
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Bu mekik kutbu proteinlerinden ilki 20 yıl önce tanımlanmış olan NuMA‟dır 

(Fant, X. et al., 2004). Çekirdek ve mitoz aparatı olarak bilinen NuMA yaklaşık olarak 

230 kDa büyüklüğünde omurgalılarda bulunan yapısal bir proteindir. İnterfaz sırasında 

çekirdekte yerleşirken, mitoz sırasında mitoz mekiği mikrotübülüsleri üzerinden 

kutuplara doğru yoğunlaşmaktadır (Haren, L. et al., 2009). NuMA mekik 

mikrotübülüslerinin oluşumunda yer alır. Son yapılan çalışmalarda, NuMA‟nın mitoz 

bölünme sırasında, hücre korteksinde yerleştiği ve burada LGN/pins proteini ile 

birlikte etkileşim içinde olduğu gösterilmiştir (Haren, L. et al., 2009). Compton ve 

Cleveland (1994), NuMA‟nın  mitoz mekiği mikrotübülüslerinin dinamiğini ve mitoz 

sonunda oluşan yavru hücrelerin çekirdeğinin yeniden oluşmasında önemli rol 

oynadığını destekleyen bulgular elde etmişlerdir (Compton, D. A. & Cleveland, D. W., 

1994). 

 

 

 

1.2.1. NuMA’nın Hücre Ġçindeki YerleĢimi 

 

 

NuMA, ilk olarak Lydersen ve Pettijohn tarafından 1980‟de interfazdaki hücre 

çekirdeğinde, mitoz sırasında mikrotübülüs kutuplarına uzanan protein olarak 

bulunmuştur. NuMA protein dizisi yayınlanmadan önce çoklu araştırma grupları 

tarafından; centrofilin, 1F1/1H1, SPH, SPJ veya SPN antijeni gibi farklı isimlerle de 

tanımlanmıştır (Compton, D. A. et al., 1991; Kallajoki, M. et al., 1991; Maekawa, T. 

et al., 1991; Tousson, A. et al., 1991). NuMA geni 1992‟de klonlanarak dizi yapısı 

belirlenmiş ve fare, kurbağa gibi omurgalı türlerdeki homologları bulunmuştur 

(Compton, D. A. et al., 1991; Yang, C. H. et al., 1992). NuMA‟nın  omurgasızlarda 

bulunmadığı da belirlenmiştir (Kallajoki, M. et al., 1991; Zeng, C. et al., 1994).  

 

NuMA, mitozun erken profaz aşamasında, kısalıp kalınlaşmış olan  

kromozomlardan ayrılır ve çekirdek zarının yok olmasından hemen sonra mitoz 

mikrotübülüsleri boyunca yeniden ortaya çıkar (Lee, J. et al., 2000). Kutuplara doğru 

yeni ay şeklindeki alanda yoğunlaşır ve mikrotübülüslerin ucuna yerleşir. Bu yeni ay 

biçimindeki yerleşim, sentrozom bileşenlerinin nokta şeklindeki görünümünden 

farklıdır. Bu nedenle NuMA‟nın bir sentrozom proteini olmadığı belirtilmektedir. 
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Ayrıca NuMA sentriolleri olmayan hücrelerde de bulunmuştur (Lee, J. et al., 2000). 

NuMA çekirdekte mitozun telofazında çekirdek porları boyunca aktif taşıma ile tekrar 

çekirdekteki yerini alır. NuMA‟nın hücredeki farklı yerleşimi, mitozun başlangıcında 

NuMA‟ya fosfat gruplarının takılması (fosforilasyon), mitoz bittiğinde ise NuMA‟daki 

fosfat gruplarının atılması (defosforilasyon) ile olur (Price, C. M. & Pettijohn, D. E., 

1986; Compton, D. A. & Luo, C., 1995; Sparks, C. A. et al., 1995; Hsu, H. L. & Yeh, 

N. H., 1996; Gehmlich, K. et al., 2004). Dolayısıyla NuMA‟nın doğru yerleşimi ve 

etkinlik kazanması protein kinaz ve protein fosfataz enzimlerinin etkinliği üzerinden 

gerçekleşir. 

 

 

 

1.2.2. NuMA’nın Hücredeki ĠĢlevi 

 

 

NuMA, interfaz hücrelerinde çekirdek matriksinin önemli bileşenlerinden biridir ve 

mitoz sonrasında çekirdeğin yeniden oluşturulmasında görevli olduğu düşünülmektedir 

(Sun, Q. Y. & Schatten, H., 2006). NuMA bölünen hücrede fosforilasyona bağlı olarak 

sitoplazmaya yayılır ve dynein/dynactin kompleksi ile ilişki içinde bulunur (Merdes, 

A. et al., 2000; Zeng, C., 2000). NuMA mitoz mekiğinde merkezden kutuplara doğru 

mikrotübülüsler boyunca taşınır. Sentrozom ve dynein yokluğu söz konusu olsa bile 

NuMA‟nın mikrotübülüs organizasyonu yapabildiği belirlenmiştir (Merdes, A. et al., 

2000; Sun, Q. Y. & Schatten, H., 2006). Gehmlich K. ve ark.'nın 2004 yılında 

yaptıkları bir çalışmada, mitozun anafaz aşamasında, NuMA‟nın yapısındaki fosfat 

gruplarının yok edilmesi durumunda „„dynein/dynactin‟‟den ayrıldığı gösterilmiştir. 

NuMA‟nın mekik kutuplarına yönelmesi ve normal memeli hücrelerinde mitozun 

ilerlemesinde, embriyon gelişiminde gerekli bileşenlerden biri olduğu da gösterilmiştir 

(Silk, A. D. et al., 2009).   

 

siRNA tekniğiyle NuMA ifadelenmesinin engellenmesi hücre canlılığını 

tehlikeye soktuğu için NuMA‟nın yaşamsal önemi olduğu belirlenmiştir. Bu proteinin, 

mitozda tankyrase-1(Seimiya, H. & Smith, S., 2002) ile ilişkili olduğu ve kanser 

hücrelerinde (Haren, L. et al., 2009) ve primer insan hücrelerinde çok kutuplu 
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mekiklerin oluşumuna katıldığı bulunmuştur (Can, A. & Albertini, D. F., 1997). Ancak 

mikrotübülüs oluşturulmasında NuMA‟nın rolü çok da açık değildir. 

 

Simerly ve ark. (2003) çekirdek nakli sonrasında primatların neden 

klonlanamadığı sorusunu yanıtlamaya çalışırlarken klonlanan embriyonların ilk başta 

normal gelişim gösterdiğini ancak kısa süre sonra anöploidi görülen hücrelerin 

geliştiğini ve bu hücrelerin kısa süre sonra gelişme programından çıktığını saptamıştır. 

Bu araştırmacılar hücredeki bölünme sürecini neyin bozduğunu belirlemek için 

bölünme mekanizmasını flüoresan boyalarla işaretlemiş ve görmüşlerdir ki, hücrelerde 

bölünme esnasında karmakarışık durumda olan kromozomları doğru yerlere çeken ve 

mekikleri düzene sokan iki önemli protein, NuMA ve HSET proteinleridir (Simerly, C. 

et al., 2003). Bu araştırmacı grubu mekik proteinlerinin döllenmemiş ovositlerde 

kromozomların hemen yanında toplu halde bulunduklarını belirlemişlerdir. Somatik 

hücre çekirdek nakli sürecinin ilk aşamasında kromozomlar ovositten alındığı için, 

hücre bölünmesini düzenleyen bu yaşamsal önemdeki proteinlerin de ovositten 

çıkarılmış olacağı vurgulanmaktadır (Simerly, C. et al., 2003). Diğer birçok 

memelideyse bu proteinlerin sitoplazmanın her yanına dağılmış oldukları 

gösterilmiştir. Bu durumda çekirdek çıkarılsa bile hücre bölünmesini düzenli biçimde 

yönlendirecek sayıda NuMA vb mekik proteinlerinin korunmuş olduğu ve 

klonlamanın başarı şansının arttığı belirtilmiştir (Simerly, C. et al., 2003).  

 

İmmünflüoresan mikroskopi çalışmalarında, farklı hücrelerde NuMA‟nın 

interfaz çekirdeklerindeki dağılım biçimi farklıdır (Sun, Q. Y. & Schatten, H., 2006). 

Bir grup araştırmacı çeşitli hücre tiplerinde, NuMA‟nın noktalı biçimde olduğunu 

ancak çekirdekçik dışında çekirdekte yayılmış bir boyanma gösterdiğini vurgulamıştır 

(Sun, Q. Y. & Schatten, H., 2006). Bir başka çalışmada, mikrotübülüs asterleri taksol 

ile indüklendiğinde, NuMA‟nın azalmasının düzensiz mikrotübül dizilmelerine ve 

organize edici merkezin yok olmasına neden olduğu belirlenmiştir (Gaglio, T. et al., 

1995). Bu tez çalışmasında kök hücrede farklılaşma belirteci olarak tanımlanan 

nükleosteminin, NuMA ile ilişkisinin araştırılmasının yapıldığı ilk çalışma olması 

açısından özgün bir değere sahiptir. 
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1.3. PERĠSENTRĠN 

 

 

Perisentrin ilk olarak farede sentrozom proteini olarak tanımlanmış ve bugün 

perisentrin A olarak bilinen bu proteinin, insandaki homoloğu olan perisentrin B,  

karboksil ucunda kalmodulin bağlayıcı bir bölge içermektedir (Miyoshi, K. et al., 

2006). Perisentrin, siliogenezisin en önemli proteinlerinden biri olarak 

tanımlanmaktadır. İmmün çöktürme yöntemiyle perisentrinin 360, 255 ve 250 kDa‟luk 

izotiplerinin olduğu belirlenmiştir. Bu izotipler perisentrin B, perisentrin S ve 

tanımlanamayan N-terminal ürün olarak isimlendirilmiştir (Miyoshi, K. et al., 2006). 

 

Bugün perisentrin, memelilerde mikrotübülüslerin filizlenmesi ve 

düzenlenmesinde rol oynayan, önemli bir sentrozom proteinidir (Dictenberg, J. B. et 

al., 1998). Mitozda sentrozom matriksinde, mikrotübülüs filizlenmesindeki artış ve 

mitoz mekiği mikrotübülüslerinin tam oluşturulması için gerekli olduğu 

belirtilmektedir (Kuriyama, R. & Borisy, G. G., 1981; Kellogg, D. R. et al., 1994). 

Kurbağa yumurtasında mikrotübülüs asterlerinin oluşumunda çözünmüş durumda 

pericentrin ve γ-tübülinin gerekli olduğu gösterilmiştir (Archer, J. & Solomon, F., 

1994; Doxsey, S. J. et al., 1994; Felix, M. A. et al., 1994; Stearns, T. & Kirschner, M., 

1994). Perisentrinin sentrozomda mikrotübülüslerin filizlenme sırasında bir kalıp 

yapısı sağlayabileceği hipotezi öne sürülmektedir (Doxsey, S. J. et al., 1994; Merdes, 

A. & Cleveland, D. W., 1997). 

 

Kromodomain helikaz DNA bağlama proteini 4 gibi, kromatinin yeniden 

şekillenmesinde rol alan proteinlerin perisentrin ile ilişkili olduğu belirlenmiştir ve bu 

ilişkinin sentrozom bütünlüğünün düzenlenebilmesi için gerekli olduğu saptanmıştır 

(Sillibourne, J. E. et al., 2007).  

 

 

 

1.4. MĠKROTÜBÜLÜSLER 
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Sentrozom olarak adlandırılan mikrotübül organize edici merkez (MTOC), 

perisentriolar materyal ile çevrelenmiştir ve çekirdeğin kenarında yerleşiktir (Pereira, 

G. & Schiebel, E., 1997). Bu bölgesel noktadan, yıldız şeklindeki sitoplazmik 

mikrotübülüsler astral (ışınsal) konformasyonunda belirirler. Sentrozomun içerisine 

bir çift silindirik yapıda sentriyol, biri diğerine 90 derece açıyla “L” şekli 

konformasyonunda gömülmüştür (Doxsey, S. et al., 2005) . Sentriolleri çevreleyen ve 

mikrotübülüs taşınması için gerekli olan gama tübülin protein kompleksi, küçük ve 

yüzük gama tübülin kompleksi olmak üzere ikiye ayrılmaktadırlar. Mitotik hücre 

bölünmesi sırasında bu protein kompleksleri, mekik formasyonunu desteklemek için 

sentrozomda birikmektedirler (Raynaud-Messina, B. & Merdes, A., 2007). İnterfaz 

hücrelerinde gamma tübülin kompleksler, sentrozomal olmayan mikrotübül taşınma 

bölgelerindede yer almaktadırlar. Bu bölgelerde dallanmış mikrotübülüs ağının veya 

mikrotübülüs yığınlarının formasyonunu desteklemektediler. Gamma tübülin 

kompleksleri sadece mikrotübülüs taşınmasında değil aynı zamanda mikrotübülüs 

dinamiğinde de önemli rol oynamaktadır (Raynaud-Messina, B. & Merdes, A., 2007). 

 

Mikrotübülüsler, - ve - tübülin monomerlerinden oluşur. Hücre iskeletinin 

tamamlayıcı bir komponenti olan mikrotübülüsler 25 nm çapında ve belirsiz uzunluğu 

olan sitoplazmik tüplerden meydana gelmektedirler. Mikrotübülüsler, endositoz ve 

ekzositoz veziküllerin hücre içi hareketlerinden sorumludurlar.  ve tübülin 

dimerleri protofilamanları bir araya getirirler. Tübülinin mikrotübülüs yapısına 

eklenmesi her tübülin dimeri için 2 adet GTP molekülünü gerektirmektedir.  

 

Bizim çalışmamızda da kullandığımız, maya tübüline karşı geliştirilmiş iki 

farklı klonda fare monoklonal antikoru  (YL 1/2 ve YOL 1/34 klonlu) kullanılmıştır. 

Bu antikorların α-tübüline özgü reaksiyon gösterdiği belirlenmiştir (Kilmartin, J. V. et 

al., 1982). tübülin hücre içinde tirozillenmiş ve tirozillenmemiş olamak üzere iki farklı 

formda yer almaktadır.(Barra, H. S. et al., 1974). Özgün karboksi peptidazlar 

tarafından proteinin karboksi ucundan tirozillerin ayrılması sağlanır (Argarana, C. E. et 

al., 1980). YOL 1/34 klonu ise hem tirozillenmiş hemde tirozillenmemiş α-tübülin ile 

reaksiyona girmektedir. Çalışmamızın bulgular bölümünde bu antikor ile boyanmış 

İGBS-MK hücrelerin konfokal mikroskopi görüntüleri yer almaktadır (Wehland, J. et 

al., 1983). Hücre döngüsünün mitoz evresi dışındakilerin hepsinde, sentriollerdeki 
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tübülinlerin yüksek düzeyde tirozillendiğide Balashova ve arkadaşları (2009) 

tarafından belirlenmiştir (Balashova, E. E. et al., 2009). 

 

Bu doktora tezi çalışmasında kök hücrelerinin farklanmasında rol aldığı 

düşünülen ve bölünen hücrelerde belirteç olarak kabul edilen bir dizi çekirdek ve 

sitoplazma proteinin, insan kaynaklı erişkin kök hücrelerindeki mRNA düzeyinde 

ifade profilleri ve hücresel dağılımlarının belirlenmesi amaçlanmıştır. 

 

 

 

2. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

 

 

2.1. ĠGBS-MKH PRĠMER KÜLTÜRÜ 

 

 

Bu çalışmada kullanılan insan göbek bağı stroma kök hücreleri sıvı azot tankından 

alındı ve 37°C sıcaklığındaki su banyosunda hızla çözüldü ve kültür ortamına ekildi. 

Hücreler %80 çoğalma düzeyine ulaştığında pasajlandı. Elde edilen hücreler 75 

cm
2
‟lik doku kültür kabına 5000 hücre/cm

2
 olacak şekilde ekim yapıldı ve hücrelerin 

5-7 gün süresince çoğalmaları sağlandı. Hücreler yedinci pasajlarına kadar çoğaltıldı 

ve her pasajlamada hücreler 75 cm
2
‟lik doku kültür kaplarına ve 24-kuyulu doku 

kültür kaplarına ekildi. Bu 24-kuyulu doku kültür kaplarına hücreler ekilmeden önce 

Poli-L lizin kaplı cam lameller yerleştirildikten sonra büyümeleri sağlandı. Üzeri 

tamamen hücre kaplı cam lameller uygun tespit çözeltileriyle muamele edildikten 

sonra ilgilendiğimiz proteinlerin boyama protokolleri uygulandı. 

 

Primer kültür ortamı 

 

- DMEM+ Ham‟s F12 (1 vial Sigma, D0547, ABD) 

- %10 FBS (Sigma, F2442, ABD) 

- %1 penesilin – streptomisin / amfoterisin B (Sigma, A7292, ABD) 

- 3.7gr NaHCO3 (Sigma, S5761, ABD) 
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2.1.1. Primer Kültür Ortamında Büyüyen ĠGBS-MK Hücrelerine KolĢisin 

Uygulanması 

 

 

İGBSK hücreleri hücre kültürü ortamında büyütülüp pasajlandıktan sonra %70-80 

çoğalma düzeyine ulaştıktan sonra ortama 100 ng/ml kolşisin (Sigma, C9754 ABD)  

uygulandı ve 37
 
°C

 
de % 5 CO2‟li nemli ortamda 12 saat süreyle inkübe edildi. Bu 

işlemle mikrotübülüs depolimerizasyonu sağlandı ve hücre iskeleti stabilizasyonu 

bozulmuş oldu. 

 

 

 

2.1.2. ĠGBS-MK Hücrelerin Kültür Ortamında Farklandırılması 

 

 

Kültüre edilmiş İGBSK hücreleri fibroblastoid görünüme geldiğinde farklandırma 

çalışmaları yapıldı. Bu amaçla hücreler adipojenik kültür ortamlarında kültüre 

edildiler. Tek tabaka halinde kültür kabına tutunan hücreler %70 çoğalma düzeyine 

ulaştıktan sonra 16 gün süresince adipojenik farklandırma ortamına tabi tutuldu. 

Kültür ortamı 2 günde bir değiştirildi. 

 

Adipojenik farklandırma ortamı 

- 1 µM deksametazon (Sigma, D4902, ABD) 

- 60 µM indometasin (Sigma, I7378, ABD) 

- 500 µM IBMX (3 isobutyl-1-methylxonthine) (Sigma,  I5879, ABD) 

- 5 µg/ml insulin  

- % 10 FBS 

- % 1 penesilin-streptomisin/amfoterisin B 

- DMEM-LG (Sigma, 5523, ABD) 

-     3,7gr NaHCO3 (Sigma, S5761, ABD) 
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2.2. FARKLANMA ÖNCESĠ VE SONRASINDA HÜCRELERĠN TESPĠT 

EDĠLMESĠ 

 

 

Poli–L lizin kaplı lamellerin yüzeyi tamamen hücre ile kaplandığında üç farklı tespit 

çözeltisi denenerek söz konusu proteinlerin en iyi gözlenebildiği koşullar belirlendi.  

 

 

%3,5 Paraformaldehit sabitleme ortamı (PFA) 

- Hücreler dPBS (Dulbecco-PBS: 200 ml ddH2O, 1 tablet PBS (Sigma, P4417, 

ABD) 26.5 mg CaCl.2H2O, 20 mg MgCl2.6H2O)  ile yıkanır. 

- %3,5 PFA ile 30 dakika oda ısında inkübe edilir. 

  - İnkübasyon sonrasında hücreler PBS (Sigma, 4417, ABD) ile yıkanır ve 

+4°C‟de PBS içinde (PBS‟in %1‟inde %2 NaN3 (Sigma, S8032, ABD) içermektedir)   

boyama işlemine kadar saklanır. 

 

%3,5 PFA+ KB sabitleme ortamı 

 

- Hücreler dPBS ile yıkanır. 

- %3,5 PFA ile 7 dakika oda ısında inkübe edilir 

- 1xKB + Tiriton X-100 ile 5 dakika oda ısısında inkübe edilir. 

- 1xKB ile 5 dakika oda ısında inkübe edilir. 

- Hücreler PBS (Sigma, 4417, ABD) ile yıkanır ve 4°C ‟de PBS içinde  

(PBS‟in %1‟inde  %2 NaN3 (Sigma, S8032, ABD) içermektedir) boyama işlemi 

yapılana kadar bekletilir. 

 

10xKB: 

- 0.1M Tris pH 7.5 

- 1.5M NaCl 

- %1,0 BSA 

- %2 TX-100 

 

MTSB-XF sabitleme ortamı 
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- Hücreler dPBS ile yıkanır.  

- MTSB-XF ile 20 dakika 37°C‟de inkübe edilir. 

- Hücreler PBS (Sigma, 4417, ABD) ile yıkanır ve 4°C‟de PBS içinde 

(PBS‟in %1‟inde  %2 NaN3 (Sigma, S8032, ABD) içermektedir) boyama 

işlemi yapılana kadar bekletilir. 

 

 

MTSB-XF (Microtubule Stabilization Buffer Extraction Fix) tamponunun 

hazırlanması 

- Stabilize edici tampon (5x Stok)  

- Aprotinin (Sigma A1153) 

- 1 M DTT (Sigma, D9779, ABD) 

- D2O (Sigma D4501) 

- Taxol (Sigma, T7402, ABD) 

- Triton X-100 (Sigma, X-100, ABD) 

- Formaldehit (Sigma, F1635, ABD) 

 

%4 Formaldehit+ Triton X-100 sabitleme ortamı 

 

- %4‟lük formaldehit ile 12 dakika oda ısısında hücreler inkübe edildi. İki kez 

PBS ile hücreler yıkandı 

- Hücreler %0,5 Triton X-100 ile 5 dakika permeabilize edildi. 

- Tekrar PBS (Sigma, 4417, ABD) eklenerek hücreler boyanana kadar 4°C‟de 

PBS içinde (PBS‟in %1‟inde %2 NaN3 (Sigma, S8032, ABD) içermektedir)  

beklemeye alındı. 

 

Yapılan denemeler sonucunda perisentrin için en iyi sabitleme ortamı %3,5‟lik 

PFA+KB, nükleostemin için %3,5‟lik PFA ve %3,5‟lik PFA+KB,  NuMA için 

%3,5‟lik paraformaldehit, γ-tübülin, α-tübülin ve  β-tübülin için ise Microtubule 

Stabilization Buffer Extraction Fix (MTSB-XF) sabitleme ortamının en uygun ortam 

olduğu saptandı. 
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Uygun sabitleme ortamlarında Perisentrin, Nükleostemin, NuMA,  γ-tübülin, 

α-tübülin ve β-tübülin proteinleri için uygun olan primer antikor oranları saptandı. 

Perisentrin, Nükleostemin, α ve β-tübülin,  NuMA için bu oranın (1:100) olduğu, γ-

tübülin için ise bu oranın (1:200) olduğu belirlendi. Bu antikorlar aracılığı ile spesifik 

olarak işaretlenen proteinlerin Zeiss LSM 510 lazer taramalı konfokal mikroskop 

sistemi ile de görüntülenmesi sağlandı.  

 

 

 

2.3. ĠGBS-MK HÜCRELERĠNĠN ĠMMÜNFLÜORESAN ĠġARETLENMESĠ 

 

 

Farklandırılmış ve farklandırılmamış İGBS-MKH‟lerinde ortak bir immünflüoresan 

işaretleme protokolü kullanılmıştır. Hücreler, boyanacak olan proteinler 

(nükleostemin, perisentrin, NuMA, tübülinler, anti insan nüklei)  için uygun olan 

fiksasyon ortamları ile sabitlendikten sonra işaretlendiler. İşaretlemeler sonrasında 

preparatlar çoğunlukla 1µg/ml Hoechst-33258 içeren 1:1 PBS/gliserol ile kapatıldı. 

Ancak 7AAD gibi kromozomlara bağlanan boyalar kullanıldığında ise 1:1 

PBS/gliserol ile kapatıldı. İşaretlenecek antikorların dilüsyonları ise %1‟inde  %2 

NaN3 (Sigma, S8032, ABD) içeren PBS (Sigma, 4417, ABD)  içinde yapılmıştır. 

 

İGBS-MK hücrelerin nükleosteminle işaretlenmesi 

 

Hücreler oda ısısında %3,5‟lik PFA ile tespit edildikten sonra işaretlendiler. 

- Yıkama (PBS‟te 2x5 dakika) 

- Kurulama 

- Nükleostemin (Chemicon, AB5689, ABD) tavşan poliklonal anti-insan IgG, 

1:100 PBS‟te dilüe edildi ve uygulandı (60 dakika, 37°C kuru etüvde). 

- Yıkama 

- Kurulama 

- FITC veya Cy3 konjuge keçi anti-tavşan IgG, 1:100 PBS‟te dilue edildi ve 

uygulandı (60 dakika, 37°C kuru etüvde). 

- Kurulama 
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- Kapama (1µg/ml Hoechst-33258 içeren 1:1 PBS/gliserol ile) 

İmmünflüoresan görüntülemeler Zeiss LSM 510 lazer taramalı konfokal 

mikroskop sistemi altında alındı. 

 

İGBS-MK hücrelerin perisentrinle işaretlenmesi 

 

Hücreler oda ısısında %3,5‟lik PFA+KB ile tespit edildikten sonra işaretlendiler. 

- Yıkama (PBS‟te 2x5 dakika) 

- Kurulama 

- Perisentrin (Abcam, 064448, ABD) tavşan poliklonal anti-insan IgG, 1:100 

PBS‟te dilüe edildi ve uygulandı (60 dakika, 37°C kuru etüvde). 

- Yıkama 

- Kurulama 

-  Cy3 konjuge keçi anti-tavşan IgG, 1:100 PBS‟te dilue edildi ve uygulandı 

(60 dakika, 37°C kuru etüvde). 

- Kurulama 

- Kapama (1µg/ml Hoechst-33258 içeren 1:1 PBS/gliserol ile) yapıldı. 

 

İGBS-MK hücrelerin NuMA ile işaretlenmesi 

 

Hücreler oda ısısında %3,5‟lik PFA ile tespit edildikten sonra işaretlendiler. 

- Yıkama (PBS‟te 2x5 dakika) 

- Kurulama 

- NuMA (MBL, D215-3, ABD) fare monoklonal anti-insan IgG, 1:100 

PBS‟te dilüe edildi ve uygulandı (60 dakika, 37°C kuru etüvde). 

- Yıkama 

- Kurulama 

-  FITC konjuge keçi anti-fare IgG, 1:100 PBS‟te dilue edildi ve uygulandı 

(60 dakika, 37°C kuru etüvde) 

- Kurulama 

- Kapama (1µg/ml Hoechst-33258 içeren 1:1 PBS/gliserol ile) 

 

İGBS-MK hücrelerin α ve β-tübülin ile işaretlenmesi 
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Hücreler oda ısısında MTSB-XF ile tespit edildikten sonra işaretlendiler 

- Yıkama (PBS‟te 2x5 dakika) 

- Kurulama 

- α-tübülin (Sigma, T9026, ABD) β-tübülin (Sigma, 4026, ABD) fare 

monoklonal anti-insan IgG, 1:100 PBS‟te dilüe edildi ve uygulandı (60 

dakika, 37°C kuru etüvde). 

- Yıkama 

- Kurulama 

-  FITC konjuge keçi anti-fare IgG, 1:100 PBS‟te dilue edildi ve uygulandı 

(60 dakika, 37°C kuru etüvde) 

- Kurulama 

- Kapama (1µg/ml Hoechst-33258 içeren 1:1 PBS/gliserol ile) yapıldı. 

 

İGBS-MK hücrelerin γ-tübülin ile işaretlenmesi 

 

Hücreler oda ısısında MTSB-XF ile tespit edildikten sonra işaretlendiler. 

- Yıkama (PBS‟te 2x5 dakika) 

- Kurulama 

- γ-tübülin (Sigma, T6557, ABD) fare monoklonal anti-insan IgG, 1:200 

PBS‟te dilüe edildi ve uygulandı (60 dakika, 37°C kuru etüvde). 

- Yıkama 

- Kurulama 

-  FITC konjuge keçi anti-fare IgG, 1:100 PBS‟te dilue edildi ve uygulandı 

(60 dakika, 37°C kuru etüvde). 

- Kurulama 

- Kapama (1µg/ml Hoechst-33258 içeren 1:1 PBS/gliserol ile) 

-  

İGBS-MK hücrelerin „„Anti-human nuclei‟‟ ile işaretlenmesi 

 

Hücreler oda ısısında %3,5 PFA ile tespit edildikten sonra işaretlendiler 

- Yıkama (PBS‟te 2x5 dakika) 

- Kurulama 
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- Anti-human nüklei (Chemicon, MAB1281, ABD) fare monoklonal anti-

insan IgG,1:100 PBS‟te dilüe edildi ve uygulandı (60 dakika, 37°C kuru 

etüvde). 

- Yıkama 

- Kurulama 

-  FITC konjuge keçi anti-fare IgG, 1:100 PBS‟te dilue edildi ve uygulandı 

(60 dakika, 37°C kuru etüvde). 

- Kurulama 

- Kapama (1µg/ml Hoechst-33258 içeren 1:1 PBS/gliserol ile) 

 

Adpositlere farklanmış İGBS-MK hücrelerin oil red O ile boyanması 

 

Hücreler oda ısısında %3,5 PFA ile tespit edildikten sonra işaretlendiler ve oil-red-O 

ile boyandılar. 

- Yıkama (PBS‟te 2x5 dakika) 

- Kurulama 

- Nükleostemin (Chemicon, AB5689, ABD) tavşan poliklonal anti-insan IgG, 

1:100 PBS‟te dilüe edildi ve uygulandı (60 dakika, 37°C kuru etüvde). 

- Yıkama 

- Kurulama 

- FITC veya Cy3 konjuge keçi anti-tavşan IgG, 1:100 PBS (Sigma, 4417, 

ABD) (PBS‟in %1‟inde  %2 NaN3 (Sigma, S8032, ABD) içermektedir)  

dilue edildi ve uygulandı (60 dakika, 37°C kuru etüvde). 

- Kurulama 

- % 1 (%10‟luk stok solüsyon 2-izopropenol (%60) ve distile su (%40)  

içinde hazırlandı ve %1‟e distile su ile dilüe edildi) oil red-O (Sigma, 

75087, ABD) ile hücrelerin üzeri kapatılarak 10 dakika, oda ısısında inkübe 

edilir. 

- Yıkama ( PBS‟te 2x5 dakika) 

- Kurulama 

- Kapama (1µg/ml Hoechst-33258 içeren 1:1 PBS/gliserol ile)  

İmmünfluoresan görüntülemeler zeiss LSM 510 lazer taramalı konfokal mikroskop 

sistemi altında alındı. 
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2.4. ĠGBS-MK HÜCRELERĠNDE NÜKLEOSTEMĠN ĠFADELENMESĠNĠN 

RT-PCR YÖNTEMĠ ĠLE BELĠRLENMESĠ 

 

 

2.4.1. RNA Ġzolasyonu 

 

 

TRIZOL (Tritidy G, Applichem, A4051, ABD), hücrelerden ve dokulardan total 

RNA izolasyonu için kullanıma hazır bir reaktiftir. Reaktif, fenol ve guanidin 

izotiyosiyanat‟dan meydana gelen tek fazlı bir solüsyondur. Chomczynski ve Sacchi 

tarafından geliştirilen tek basamakta RNA izolasyon metodunda ilerlemeyi 

sağlamıştır (Chomczynski, P. & Sacchi, N., 2006). Trizol, örneğin homojenizasyonu 

veya lizisi sırasında hücreleri parçalayıp hücre bileşenlerini çözerken RNA bütünlüğü 

sağlar. Kloroform eklenip ardından santrifüjlenince, solüsyon aköz ve organik fazlara 

ayrılır. 

 

Homojenizasyon 

 

- Hücre kültüründe çoğaltılan hücreler en az mililitrede 10.000 hücre 

olacak şekilde hazırlandı ve hücre çökeltisine 10 ml PBS eklendi. 1500 rpm 

(400 g) 4°C de 10 dakika santrifüjlendi. Süpernatant atıldı ve kalan PBS 

tamamen uzaklaştırıldı.  

- Hücreler 1 ml TRIZOL içinde tekrarlı pipetaj ve 2.5 ml şırınga ve 20G 

iğne ile 3-4 kez çekip bırakılarak parçalandı. –20°C de 1.5 ml ependorf 

tüplerinde saklandı. 

 

Faz Ayrımı 

 

- Çekirdek-protein komplekslerinin tamamının ayrışması için örnekler 10   

  dakika oda sıcaklığında çözüldü.  

 - Örnekler Thermo Mixerde 37°C de 10 dakika ve 1400 rpm‟de bekletildi.  

    Bu arada örnekler 2-4 defa iyice çalkalandı. 

 - 1 ml TRİZOL için 0.2 ml kloroform (Merck, K37655831 813, Almanya)   
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    eklendi ve örneklerin kapağı iyice kapatıldı. 

 - Tüpler 15 dakika birbiri ardına en yüksek seviyede çalkalandı. Ardından  

    10 dakika 8°C 10.600 rpm (18.373 g) de santrifüjlendi. 

 

Santrifüj ardından karışım, aşağıda pembe fenol-kloroform fazına, bir interfaza ve 

üstte renksiz bir sulu faza ayrıldı. RNA yalnızca sulu fazda bulundu. Sulu faz, 

homojenizasyon için kullanılan trizol‟ün yaklaşık %60‟lık hacmini meydana 

getirmektedir. 

 

 

 

RNA Çöktürmesi  

 

- Sulu faz yeni bir tüpe aktarıldı ve organik faz DNA veya protein izolas 

  yonu için saklandı. 

- Kloroform ile yıkama tekrarlandı ancak sıvı sütümsü bir görünüm alana  

  kadar kısaca çalkalandı, aynı şekilde santrifüjlenip sulu faz temiz bir tü 

  pe aktarıldı. 

- %100 alkol ile karıştırılarak RNA sulu fazdan çökeltildi. Başlangıç  

  homojenizasyonu için kullanılan her 1 ml trizol için 0.5 ml soğuk (4°C)  

  %100 etanol kullanıldı. 

- Kısaca çalkalandı. 

- Örnekler -20°C de 30 dakika inkübe edilir ve 10 dakika 10.600 rpm    

   (18.373g) de santrifüj edildi. RNA çökeltisi tüpün yanında ve dibinde  

    jöle kıvamında bir çökelti oluşturdu. 

 

RNA Yıkaması 

 

- Süpernatant atıldı. RNA peleti bir kez %75 etanol ile yıkandı. Başlangıç 

   homojenizasyonu için kullanılan 1 ml TRIZOL için en azından 1 ml 

   %75 etanol eklendi. 

- Örnekler vorteksle karıştırılıp en fazla 8.400 rpm (11.537 g) de 5 dakika   

  8°C de santrifüjlendi. 
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- 1000 μl pipetle (her zaman peletin karşı tarafından) süpernatant dikkatlice 

uzaklaştırıldı. 

 

 

 RNA‟nın Yeniden Çözülmesi 

 

  Prosedürün sonunda RNA kısaca kurutulur (Thermo Mixer de 37 °C de 2-5 

dakika). Küçük çökeltilere dikkat edilmelidir. Çökeltiler kuruyunca beyaz renklerini 

kaybederler (RNA çökeleğini tamamen kurutmamak önemlidir çünkü çözünürlüğü 

önemli oranda azalacaktır). RNA 25 μl RNAse içermeyen su kullanılarak hemen 

çözülür. 

 

 RNA‟nın Kalite ve Miktar Tayininin Yapılması 

 

Qubit Fluorometer (invitrogen) cihazında „„Quant-it RNA assay kit‟‟ 

kullanılarak  (İnvitrogen, Q328852, ABD) kalite ve miktar tayini yapıldı. 

 

 

 

2.4.2. cDNA sentezi 

 

 

İGBSK hücrelerinden izole edilen RNA‟dan, 1 µg total RNA kullanılarak cDNA 

sentezi „„transcriptor first strand cDNA synthesis kit‟‟ ile (Roche Diagnostics, 

04897030001) yapıldı. cDNA sentezi için „„random hexamer primer‟‟ kullanıldı. Kit 

ile birlikte gelen veri föyünden yararlanarak çalışma protokolü hazırlandı ve 

uygulandı. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) için kullanılan, nükleostemine özgü 

mRNA (erişim numarası: ENST0000354540.4) dizisinden tasarlanan primer dizileri 

aşağıdaki gibidir : 

 

5‟-TATCCATGGGGCTTACAAGG-3‟(forward)  

5‟-CTGGACTTCGCAGAGCAAG-3‟ (reverse)  
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Bu primerler için uygulanan polimeraz zincir reaksiyon protokolü primerlerin 

65 °C ‟de 10 dakika denatürasyonu sonrasında 25 °C ‟ de 10 dakika, 50 °C ‟de 60 

dakika, 85 °C ‟de 5 dakika şeklinde uygulandı. 

 

 

2.4.3. Kantitatif gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-PCR) 

yönteminin uygulanması 

 

 

Bu çalışmada kantitatif gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu için (qRT-PCR) 

Universal probeLibrary (UPL) prob #82 (Roche Diagnostics, 04689054001 

Mannheim, Almanya) ve deneyin iç kontrolü olarak Universal probeLibrary (UPL) 

insan G6PDH (glikoz- 6- fosfat dehidrogenaz) gen probu (Roche Diagnostics, 

05046246001, Mannheim, Almanya) kullanıldı. İGBSK hücrelerinin 7 ayrı pasajında 

elde edilen cDNA sentez ürünlerinden 5 µl kullanılarak qRT-PCR yapıldı. UPL prob 

veri föyünden yararlanarak qRT-PCR protokolü uygulandı ve nükleostemin 

ekspresyonu kantitatif olarak değerlendirildi. Ayrıca qRT-PCR sonrası elde edilen 

126 nükleotidlik amplifikasyon ürünleri %2‟lik agaroz jelde görüntülendi. 

 

  UPL problar flüoresan işaretli ve kilitli nükleik asit (LNA) hidroliz probları 

olarak geliştirilmiş, qRT-PCR için son teknoloji ürünleridir. UPL probları sadece 8-9 

nükleotidden oluşması ve dizi seçiciliği nedeniyle kapsamlı bir transkript içeriğine 

sahiptirler. UPL problar 5‟ucundan flüoresan (FAM) 3‟ ucunda ise koyu söndürücü 

boya yer alır. UPL problarının dizilerinin içerisinde kilitli nükleik asit (LNA)‟ler yer 

almaktadır. LNA‟lar DNA nükleotid analoglarıdır ve standart DNA nükleotidleriyle 

kıyaslandığında daha sıkı bağlanmaktadırlar. İnsan transkriptomunda, 165 ayrı UPL 

prob yaklaşık 7000 transkripte bağlanabilmektedir ve her bir transkript yaklaşık 16 

farklı probe ile belirlenebilmektedir. Sadece bir özgün transkript için ifadelenme 

düzeyi ise, Roche Diagnostic‟in dizayn programının önerdiği diziye özgü PCR 

primerleri ile saptanmaktadır. 
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2.5 ĠGBS-MK HÜCRELERĠN AKIM SĠTOMERĠ ANALĠZ YÖNTEMĠ ĠLE 

ĠMMÜNFENOTĠPLENDĠRĠLMESĠ  

 

 

2.5.1. ĠGBS-MK hücrelerde akım sitometri yöntemi ile bazı öncül kök hücre 

transkripsiyon faktörlerinin (Nanog, Oct3/4, Sox-2) analizi 

 

 

- „„BD pluripotent stem cell transcription factor analysis kit‟‟ (BD Bioscience, 

560589, ABD) kullanılarak hücrelerin Nanog, Oct3/4, Sox-2 transkripsiyon 

faktörlerinin analizi yapılmıştır. 

- Hücreler Vi-Cell canlı hücre analiz cihazı (Beckman Coulter)  ile sayıldı. 

- Mg
++

 ve Ca
++ 

içermeyen PBS(Sigma, 4417, ABD) tamponu ile hücreler 

yıkandı ve 300 g‟de 5 dakika santrifüj edilip süpernatant atıldı. 

- Hücreler BD Cytofix sabitleme tamponu (BD Bioscience, 560589 nolu kit 

bileşeni, ABD)  ile hücreler konsantrasyonu 1x10
7 

hücre/ml olacak şekilde eklendi ve 

20 dakika oda ısısında inkübe edildi. 

- Hücrelere PBS (Sigma, 4417, ABD) ile iki kez yıkama işlemi uygulandı (500 

g‟de 5 dakika santrifüj edildi)  

- Hücrelere BD permeabilize / yıkama tamponu (1X) (BD Bioscience, 560589 

nolu kit bileşeni, ABD) eklenerek hücrelerin son hacmi 1x10
7
 hücre/ml olacak 

şekilde hazırlandı ve 10 dakika oda ısısında inkübe edildi. 
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- Aşağıdaki tabloda olduğu gibi öncül kök hücre transkripsiyon belirteçlerine 

özgü antikorların eklendiği tüpler hazırlandı ve 30 dakika karanlıkta oda ısısında 

inkübasyon yapıldı.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Tablo 2.5.1. İGBS-MK hücrelerin öncül kök hücre transkripsiyon belirteçlerine özgü 

antikorlarla muamele edildikleri tüplerin hazırlanması: 

 

BileĢenler 
Belirtece özgü 

boyama tüpü 

Ġzotip kontrol 

boyama tüpü 

İGBS-MKH 1x10
7
hücre /ml 100 µl 100 µl 

PE konjuge Nanog 20 µl _ 

PerCP-Cy5.5 konjuge Oct3/4 20 µl _ 

Alexa fluor 647 konjuge Sox-2 20 µl _ 

PE konjuge izotip kontrol _ 20 µl 

PerCP-Cy5.5 konjuge izotip kontrol _ 20 µl 

Alexa fluor 647 konjuge izotip kontrol _ 20 µl 

 

- Hücre–antikor inkübasyonu başladıktan sonra negatif ve pozitif kontroller 

için 4 tüp aşağıdaki tabloda yer alan sırayla hazırlandı ve 30 dakika inkübe 

edildi. 

 
Tablo 2.5.2. İGBS-MK hücrelerinde, öncül kök hücre transkripsiyon belirteçlerinin analizi 
için negatif ve pozitif kontrol tüplerinin hazırlanması 

 

BileĢenler Negatif PE PerCP-Cy5.5 Alexa 647 
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BD perm/yıkama tamponu (1X) 100µl 100µl 100µl 100µl 

Negatif boncuklar 1damla 1 damla 1 damla 1 damla 

Anti-fare antikorları ile 

kaplanmış boncuklar 
_ 1 damla 1 damla 1 damla 

PE konjuge Nanog _ 20µl _ _ 

PerCP-Cy5.5 konjuge Oct3/4 _ _ 20µl _ 

Alexa fluor 647 konjuge Sox-2 _ _ _ 20µl 

 

- İnkübasyon tamamlandıktan sonran öncül kök hücre transkripsiyon 

belirteçlerine özgü antikorlarla muamele edilen İGBSK hücreleri ve 

boncuklar 2 kez 1 ml BD perm/yıkama tamponu (1X) (BD Bioscience, 

560589 nolu kit bileşeni, ABD) ile yıkama yapıldı (500 g‟de 5 dakika). 

- Hücrelerin son hacmi 1-3x10
6 

hücre/ml olacak şekilde BD yıkama tamponu 

(BD Bioscience, 349524, ABD) içinde hücre peleti çözüldü. 

- Akım sitometri cihazında (FACSCalibur™ Flow Cytometer‟de) veri föyüne 

uygun prosedürde okutma yapıldı. 

 

 

 

2.5.2. ĠGBS-MK hücrelerde akım sitometri yöntemi ile bazı hücre yüzey 

belirteçlerinin analizi 

 

 

İGBS-MK hücrelerde FITC (fluorescein isothiocyanate), PE (Phycoerythrin), APC 

(Allophycocyanin)‟den biri ile konjuge olan CD105, CD45, CD14, CD29, CD31, 

CD54, CD34, CD90, CD133, CD73 hücre yüzey belirteçlerinin varlığı, 10000 hücre 

sayılarak akım sitometri ile analizi yapıldı. Bu hücre yüzey belirteçlerinin bulunup 

bulunmadığı ve bulunanların yüzde bulunma oranları belirlendi.  
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- Bu yüzey belirteçlerinin akım sitometri analizi için önce canlı hücre sayısı 

Vi-Cell canlı hücre analiz cihazı (Beckman Coulter)  ile sayıldı. 

- Mg
++

 ve Ca
++ 

içermeyen PBS (Sigma, 4417, ABD) tamponu ile hücreler 

yıkandı ve 300 g‟de 5 dakika santrifüj edilip süpernatant atıldı. 

- Hücreler BD Cytofix sabitleme tamponu (BD Bioscience, 560589 nolu kit 

bileşeni, ABD) ile konsantrasyonu 1x10
7 

hücre/ml olacak şekilde eklendi ve 

20 dakika oda ısısında inkübe edildi. 

- Her antikor için tüplere 1x10
6
 hücre/ml hücre olacak şekilde konsantre 

edilmiş hücrelerden 40 µl eklendi ve üzerine çalışılacak olan antikordan 10 

µl konuldu. 

- Bu tüpler 15 dakika karanlıkta inkübe edildi. 

- İnkübasyon bitince üzerine 1,5 ml BD yıkama tamponu (BD Bioscience, 

349524, ABD) eklenip 1200 rpm‟de (300 g) 5 dakika santrifüj edildi ve bu 

işlem bir kez daha tekrarlandı. 

- En son olarak hücre peletinin üzerine 500 µl BD yıkama tamponu (BD 

Bioscience, 349524, ABD) eklendi. 

- Hücrelerin çalkalanarak yıkama tamponunda homojen hale gelmesi 

sağlandıktan sonra, akım sitometri cihazında (FACSCalibur™ Flow 

Cytometer‟de) okutma yapıldı. 
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3. BULGULAR 

 

 

 

3.1. ĠGBS-MKH’LERĠN PRĠMER KÜLTÜRÜ VE 

ĠMMÜNOFENOTĠPLENDĠRĠLMESĠ 

 

 

 

3.1.1. ĠGBS-MKH’lerin Primer Kültürü 

 

 

Çalışmamızda insan göbek kordonu stromasından elde edilen mezenkimal kök 

hücrelerin primer kültüründen elde edilen bulgular ve bu hücrelerin adipojenik 

farklandırılmaları sonrasında elde edilen hücrelerin fenotipi Şekil 3.1.1‟de 

gösterilmiştir. 

 

  A

 

B  

 

ġekil 3.1.1. İGBS-MK hücrelerin primer kültür ortamındaki (P1) görüntüsü (A) ve oil red O 
ile boyanmış intrasitoplazmik lipid damlacıkları ile karakterize adipojenik farklanma gösteren 

hücreler (B). 

 

Poli–L lizin kaplı lamellerin yüzeyi tamamen hücre ile kaplandığında dört farklı 

tespit ortamı [(PFA)+KB, %3,5 PFA ve MTSB-XF] denenerek söz konusu 

proteinlerin en iyi gözlenebildiği tespit koşulları İGBS-MKH‟lerin primer 

kültürlerinde belirlendi. Nükleostemin ve NuMA için %3,5‟lik Paraformaldehit 

(PFA),  perisentrin için %3,5‟lik Paraformaldehit (PFA)+KB, γ-tübülin ve α-tübülin 
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için ise „„Microtubule Stabilization Buffer Extraction Fix‟‟ (MTSB-XF) en uygun 

tespit ortamı olduğu saptandı. 

 

Uygun tespit ortamlarında pericentrin, nükleostemin, NuMA ve γ-tübülin ve 

α-tübülin proteinlerinin için uygun olan primer antikor oranları da saptandı. 

Pericentrin, nükleostemin ve NuMA için bu oranın (1:100) olduğu, γ-tübülin için 

1:200 ve α-tübülin için ise 1:500 olduğu belirlendi. Daha sonra bu antikorlar aracılığı 

ile spesifik olarak işaretlenen proteinlerin konfokal veya immunofloresan mikroskop 

yöntemleri ile görüntülenmesi sağlandı.  

 

 

 

3.1.2. ĠGBS-MKH’lerinde Akım Sitometri Yöntemiyle Bazı Hücre Yüzey 

Belirteçlerinin Belirlenmesi  

 

 

İGBS-MKH‟lerin 0. pasaj kültüründen elde edilen hücrelerde FITC (fluorescein 

isothiocyanate), PE (Phycoerythrin), APC (Allophycocyanin)‟den biri ile konjuge 

olan CD105, CD45, CD14, CD29, CD31, CD54, CD34, CD90, CD133, CD73 hücre 

yüzey belirteçlerinin varlığı, 10.000 hücre sayılarak akım sitometrisi belirlendi. 

İGBS-MKH‟lerin bu yöntemde morfolojik olarak büyük, granüllü ve küçük, 

granülsüz olarak iki farklı gruba ayrılabilmek mümkün olmuştur. Bu iki grup hücreye 

yukarda belirttiğimiz yüzey belirteçlerinin analizleri yapıldı.  

 

Büyük granüllü İGBSK hücrelerde CD105, CD29, CD90, için %99 oranında 

pozitiflik gösterirken CD54 %30‟larda düşük pozitiflik göstermektedir. CD45, CD14, 

CD31, CD34, CD133, CD73 için bu hücrelerin negatif olduğu gözlenmiştir (Şekil 

3.1.2).    
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ġekil 3.1.2. İGBS-MKH‟lerin 0. pasaj kültüründen elde edilen büyük ve granüllü 
hücrelerde CD105, CD45, CD14, CD29, CD31, CD54, CD34, CD90, CD133, CD73 hücre 

yüzey belirteçlerinin varlığı, 10.000 hücre sayılarak akım sitometri ile belirlendi ve CD105, 

CD29, CD90 için %99 oranında yüksek pozitiflik gösterirken CD54 için %30‟larda düşük 
pozitiflik göstermiştir. CD45 CD14, CD31, CD34, CD133, CD73 yüzey belirteçleri için 

İGBS-MKH‟lerin büyük ve granüllü hücreleri için negatif sonuçlar elde edilmiştir. 

 

İGBS-MKH‟lerin 0. pasaj kültüründen elde edilen küçük ve granülsüz 

hücrelerde, CD133 için %71,42 pozitiflik, CD90 %35,45 ve CD29 için ise %20,78 

düşük pozitiflik göstermektedir. CD105, CD45, CD14, CD31, CD54, CD34, CD73 

yüzey belirteçlerinin ise negatif olduğu belirlenmiştir (Şekil 3.1.3).    

 

ġekil 3.1.3. İGBS-MKH‟lerin 0. pasaj kültüründen elde edilen küçük ve granülsüz hücrelerde, 

CD133 için %71,42 pozitiflik, CD90 %35,45 ve CD29 için ise %20,78 düşük pozitiflik 

göstermektedir. CD105, CD45, CD14, CD31, CD54, CD34, CD73 yüzey belirteçlerinin ise 
negatiftir.  
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3.2. ĠGBS-MKH’LERĠN PERĠSENTRĠN ANTĠKORU ĠLE ĠġARETLENMESĠ 

 

 

İGBS-MKH‟ler 5.pasajda PFA, PFA+KB ve MTSB-XF tespit ortamlarında tespit 

edildikten sonra 1:100 oranında dilüe edilen perisentrin tavşan poliklonal anti-insan 

IgG antikoru ile işaretleme işlemleri geçekleştirildi ve gözlemler konfokal 

mikroskobunda yapıldı. Gözlem sonuçları Şekil 3.2.1‟de gösterilmiştir. 

 

A

 

B 

 

C 

 

ġekil 3.2.1. İGBS-MK hücrelerinde pericentrin antikoru ile sentriol çevresinde perisentriolar madde 

boyanmaları pozitif gözlendi. Şekil A‟da perisentriolar maddenin alanı ölçüldü ve 1.49 µm
2
 ve 1.35 

µm
2 

olmak üzere her iki perisentriolar maddenin alanları belirlendi. Perisentriolar maddelerin çapları 
ise 1.16 µm ve 1.20 µm olarak ölçüldü (A).  

 

 

 

3.3. ĠGBS-MKH’LERĠN NUMA ANTĠKORU ĠLE ĠġARETLENMESĠ 

 

 

NuMA proteini hücrelerin PFA ile tespit edilmesi sonrasında NuMA fare monoklonal 

anti-insan IgG (1:100 PBS‟te) ile yapılan işaretlemede interfaz çekirdekte pozitif bir 

boyanma (Şekil 3.3.1C), mitotik figürde özellikle metafazda, kutuplar ve çevresinde 

pozitif boyanmalar olarak gözlenmiştir (Şekil 3.3.1A ve B). NuMA protenine ait PFA 

tespiti sonrasında interfaz çekirdeğinde ve telofaz aşamasında görülen pozitif 

boyanmalar ise Şekil 3.3.1C‟de görülmektedir. NuMA proteinin MTSB-XF 

tespitinden sonra, metafaz aşamasında kutuplardaki görüntüleri Şekil 3.3.1B‟de 

görüldüğü gibidir. 
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A 

 

B 

 

C 

 

ġekil 3.3.1. IGBS-MK hücrelerin PFA ile tespiti sonrasında NuMA‟ya özgü primer antikorla 
yapılan işaretlemede interfaz çekirdeklerinde ve hücre bölünmesinin telofaz aşamasındaki 

hücrede (A) pozitif boyanmalar görülmektedir. B‟de ise MTSB-XF tespiti sonrasında NuMA 

metafaz aşamasındaki hücrede görülmektedir. Bu hücrede NuMA proteinine özgü kutuplar 
boyunca boyanmalar dikkat çekicidir.  

 

3.4. ĠGBS-MKH’LERĠN γ -TUBÜLĠN ANTĠKORU ĠLE ĠġARETLENMESĠ 

 

 

İGBS-MKH MTSB-XF tespitinin ardından gamma (γ)-tübülin fare monoklonal anti-

insan IgG ile işaretlendi. İnterfaz aşamasındaki İGBS-MK hücre çekirdeğinde γ-

tübülin varlığı Şekil 3.4.1A‟da gözlenmektedir. Bu hücrelerin mitoz mekiği 

kutuplarında yoğun γ-tübülin varlığı Şekil 3.4.1B‟de, PFA ile tespit edilmiş 

hücrelerde ise 1:100 dilüsyon ile γ–tübülin varlığı Şekil 3.4.1C‟de gözlenmektedir. 

A 

 

B 

 

C 

 

ġekil 3.4.1. MTSB-XF ile tespit edilen hücrelerin γ-tübülin monoklonal antikor ile 

işaretlenmiş interfaz hücre çekirdeğindeki γ-tübülin görüntüsü A‟da ve mitoz mekiği 

kutuplarındaki yoğunlaşmış γ-tübülin B‟de görülmektedir. PFA tespitinden sonra işaretlenen 
İGBS-MKH‟lerde ise γ-tübülin ise C‟de görülmektedir.  
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3.5. ĠGBS-MKH’LERĠN α-TUBÜLĠN ANTĠKORLARI ĠLE 

ĠġARETLENEREK TĠROZĠLLENMĠġ VE TĠROZĠLLENMEMĠġ 

TUBÜLĠNLERĠN GÖSTERĠLMESĠ 

 

 

Maya tubüline karşı geliştirilmiş iki fare monoklonal antikor  (YL 1/2 ve YOL 1/34 

klonlu monoklonal antikorlar) üretilmiştir. Bu antikorların α-tubüline özgü reaksiyon 

gösterdiği belirlenmiştir (Kilmartin, J. V. et al., 1982). Hücre içinde tübülin 

tirozillenmiş ve tirozillenmemiş olmak üzere iki farklı formda yer almaktadır (Barra, 

H. S. et al., 1974). YOL 1/34 klonu ise hem tirozillenmiş hem de tirozillenmemiş α-

tübülin ile reaksiyona girmektedir (Wehland, J. et al., 1983). 

 

İGBS-MKH YL 1/2 ve YOL1/34 klonlu α-tübülin fare monoklonal anti-insan 

IgG (Kilmartin J.V. tarafından sağlanmıştır)  ile işaretlendiğinde İGBS-MKH‟lerinde 

tirozillenmiş α-tubülinleri Şekil 3.5.1A‟da hem tirozillenmiş hem de tirozillenmemiş 

α-tubülinleri ise Şekil 3.5.1B‟de görülmektedir. 

A 

 

B 

 

ġekil 3.5.1. MTSB-XF ile tespit edilmiş İGBS-MKH‟lerin YL 1/2 klonlu α-tübülin 

monoklonal antikoru (A) ve YOL 1/34 klonlu α-tubülün monoklonal antikoru işaretlemesi 

ile elde edilen görüntüsü (B).  

 

α-tübülin ve β-tübülin fare monoklonal anti-insan IgG 1:1 oranında 

karıştırılarak uygulandı ve bu iki tubülinin görüntüsü İGBS-MKH‟lerinde Şekil 



37 

 

3.5.2A‟da verilmiştir. Perisentrin tavşan poliklonal anti-insan IgG antikoru ile α-

tübülin ikili işaretleme görüntüsü Şekil 3.5.2B‟de yer almaktadır. 

A 

 

B 

 

ġekil 3.5.2. α-tübülin ve β-tübülin monoklonal antikorlar hazırlandıktan sonra her iki 
antikorun 1:1 oranında karışımı hazırlanarak MTSB-XF tespiti sonrası İGBS-MKH‟lere 

uygulandı (A). Aynı hücrelerin α-tübülin (yeşil sinyal) ve perisentrin poliklonal antikoru 

(kırmızı sinyal) ile ikili işaretleme görüntüleri B‟de görülmektedir.  

 

 

 

3.6. ĠGBS-MKH’LERĠN NÜKLEOSTEMĠN ANTĠKORU ĠLE 

ĠġARETLENMESĠ 

 

 

PFA+KB tespit ortamında sabitlenen ikinci pasaj İGBS-MK hücreleri nükleostemin 

tavşan poliklonal anti-insan Ig G antikoru kullanılarak, çekirdek içinde antikora özgü 

çekirdek içerisinde tekli ve çok loblu sinyaller elde edildi (Şekil 3.6.1A). Şekil 3.6.1A 

ve B‟de görüldüğü gibi PFA+KB ile tespit edilen hücrelerde antikorun PBS‟te 1:50 

ve 1:100 dilüsyonları denendi ve en iyi görüntünün PBS‟de 1:100 dilüsyonuna ait 

olduğu belirlendi. İGBS-MKH‟ler için %3,5‟lik PFA tespit etme ortamının da 

nükeostemin için uygun bir tespit ortamı oluşturduğu Şekil 3.6.1C‟de görülmektedir. 

Yüzde dörtlük FA+Triton X-100 tespit ortamı ise bu hücreler için uygun tespiti 

sağlayamadığı için çok net görüntüler elde edilememiştir. 
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A  B C 

   

ġekil 3.6.1. İkinci pasaj İGBS-MKH‟lerin PFA+KB tespit ortamında nükleostemin  

poliklonal antikoru, 1:50 (A) ve 1:100 (B) PBS‟te dilüe edildi. Bu hücreler için antikorun 

1:100 dilusyonun en iyi sonuç verdiği belirlenmiştir. İGBS-MK hücrelerinin %3,5‟lik PFA 
tespiti sonrasında nükleostemin poliklonal antikoru (1:100 PBS‟te dilüe) ile işaretlenmiş 

görüntülerinde C‟de görüldüğü gibidir. Nükleostemine özgü boyamalar çekirdekçik içine 

yerleşmiş olarak gözlenmiştir  

 

 

 

3.7. MĠTOZUN DEĞĠġĠK EVRELERĠNDEKĠ VE ĠNTERFAZDAKĠ ĠGBS-

MKH’LERĠN γ-TUBÜLĠN VE NÜKLEOSTEMĠN ANTĠKORU ĠLE 

BĠRLĠKTE ĠġARETLENMESĠ 

 

 

Nükleostemin ile γ-tübülin ilişkisi interfaz çekirdekleri ile mitozun değişik 

evrelerindeki hücrelerde inceledi ve nükleostemin özellikle mitoz hücre bölünmesinin 

profaz, metafaz ve anafaz evrelerinde kromozomların kollarının etrafını dolaşarak 

yamalı bir görünüm verecek şekilde sardığı belirlenmiştir. Nükleostemin anafaz 

dışındaki evrelerde telomer kısımlarında ve kromatidlerin arasındaki boşluklarda 

şiddetli sinyaller şeklinde gözlenirken, anafazda daha çok kromatine dönüşen 

kromozom kolları arasında daha az şiddette sinyallerle gözlenmiştir. Telomer 

kısımlarındaki yoğun şiddetli sinyal ise hemen hemen kaybolmuş durumdadır. Bu 

görüntü daha önce hiç bir çalışmada gösterilmemiş olup bizim çalışmamıza özgüdür. 

Şekil 3.7.1‟deki görüntülerde γ-tübülin ile nükleostemin işaretlenerek görüntüler elde 

edildi. Tüm hücrelerdeki genetik materyal ise 7AAD ile boyanarak gözlenmesi 

sağlandı. Şekil 3.7.1A‟da olduğu gibi γ-tübülin interfaz hücrelerinde çekirdeğin 
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hemen yanında mavi nokta olarak gözlenirken, nükleostemin her bir hücrede 

çekirdekçik içinde birkaç lobdan oluşan yeşil sinyaller halinde gözlendi.  

 

Prometafaz aşamasında γ-tubülinin her iki mekik kutbunda iki ayrı mavi nokta 

şeklinde (Şekil 3.7.1D ve F); nükleostemin ise dizilmiş kromozom kolları arasında 

özellikle uç bölgelerde yeşil sinyaller biçiminde Şekil 3.7.1B-J‟de gözlenmektedir. 

Bu görüntünün daha büyütülmüş ve tek kutbu görebileceğimiz düzlemden alınmış 

görüntüsünde, prometafaz kromozomlarının kollarına sarılmış nükleostemin Şekil 

3.7.1B ve C‟de görülmektedir. Mekiği tam olarak üstten görebildiğimiz durumlarda 

γ-tübülin tek mavi nokta olarak daire şeklinde dizilmiş kromozom kollarının tam 

merkezinde izlenmiştir (Şekil 3.7.1B). Şekil 3.7.1B ve E‟deki gibi 25 ayrı düzlemden 

alınmış görüntülerin birleştirilmiş hali Şekil 3.7.1C ve E‟de bulunmaktadır. 

Nükleosteminin dağılımı, kromozom kolları arasında birbirine değmesini önlercesine 

yer alışı, hücre bölünmesinin metafaz aşaması Şekil 3.7.1D, E ve F‟de; pro-metafaz 

aşaması Şekil 3.7.1B ve C‟de; anafaz aşaması Şekil 3.7.1G ve H‟de; ve telofaz 

aşaması Şekil 3.7.1I, İ ve J‟de görülmektedir. Nükleostemine ait bu dağılımın rastgele 

olmadığı alınan konfokal mikroskopi düzlemlerinde tek tek incelenmesi ile 

belirlenmiştir. 
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ġekil 3.7.1. Dördüncü pasaj İGBS-MKH‟lerin, interfaz çekirdeklerinde nükleostemin (yeşil 
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sinyal) parçalı loblar şeklinde, γ-tübülin (mavi sinyal) nokta şeklinde, genetik materyal ise 

(kırmızı sinyal) kromatine uygun dağılımda izlendi (A). Prometafaz aşamasında ise γ-tübülin 

(mavi sinyal) kutuplarda gözlenirken nükleostemin (yeşil sinyal) kromozom kollarına 

sarılmış bir biçimde, özelliklerde uç kısımlarda (B, C, D, G, H) ve yamalı şekilde yerleşmiş 
görülmektedir (B, E, H). Prometafaz aşamasında nükleosteminin kromozomları eldiven gibi 

sardığı belirlenmiştir (B, C). B‟deki gibi 25 ayrı düzlemin birleştirildiği durum C‟de 

görülmektedir. B ve C‟de mekiğin üstten görünüşü alındığı için γ-tübülin (mavi sinyal) halka 
şeklinde dizilmiş biçimde kromozom kollarının tam ortasında yer almaktadır. Metafaz 

aşamasında iki ayrı kutupta γ-tubülinler (mavi sinyal) nokta şeklinde bulunurken ortasında 

7AAD ile kırmızı boyanmış metafaz kromozomları yer almaktadır (D, E, F). Nükleostemin 
interfazdaki hücreler dışında hücrenin bölünme evrelerinde kromozomların özellikle uç 

kısımlarını sardığı dikkat çekicidir (B-H). Anafaz evresinde kutuplara çekilen kromozomlar 

(kırmızı sinyal) ve uç bölgelerinde daha yoğun olarak yer yer nükleostemin boyanmaları ve 

mekiğin en uzak mesafelerinde γ-tubülinler (mavi sinyal) görülmektedir (G, H). Telofaz 
evresindeki bir hücrede ise kromozomların kompakt yapısı bozulmaya başlar ve interfazdaki 

hallerine dönmeye başlarlar ve kromozomların etrafını saran nükleostemin sadece geriye 

kalan yoğunlaşmış kromozom aralıklarında gözlendiği için nokta şeklinde nükeostemin (yeşil 
sinyal) gözlenmektedir (I-K). 

 

 

 

3.8. METAFAZ EVRESĠNDEKĠ ĠGBS-MKH’LERĠN γ-TUBÜLĠN VE 

NÜKLEOSTEMĠN ANTĠKORU ĠLE BĠRLĠKTE ĠġARETLENMESĠ 

 

 

İGBS-MKH %3,5‟lik PFA ile tespit edildikten sonra metafaz evresindeki γ-tubülinin 

mitoz mekiğindeki pozisyonu aynı hücre için değişik kesitler alınarak belirlenmiştir 

(Şekil 3.8.1A, B ve C).  Nükleosteminin kromozomların kollarının sınırları boyunca 

yerleştiği de farklı düzlemlerden elde edilen görüntülerde izlenmektedir (Şekil 

3.8.1A, B ve C).     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



42 

 

 A 

 

 B 

 

 C  

 

ġeki 3.8.1. İGBS-MKH‟leri nükleostemin poliklonal antikoru (yeşil sinyal) ile işaretlendi, γ-

tübülin (mavi sinyal) ile işaretlendi ve genetik materyalin tamamı 7AAD (kırmızı sinyal) ile 
boyandı. Metafaz evresindeki gamma tubülini, mitoz mekiğindeki pozisyonu aynı hücre için 

değişik düzlemlerde belirlenmiştir (A, B ve C). Nükleostemin (yeşil sinyal) kromozomların 

kollarının sınırları boyunca yerleştiği gözlenmektedir (A, B ve C).   
 

 

   

3.9. ĠGBS-MKH’LERĠN METAFAZ VE ĠNTERFAZ EVRESĠNDE ANTĠ-

ĠNSAN NÜKLEĠ VE NÜKLEOSTEMĠN ANTĠKORU ĠLE BĠRLĠKTE 

ĠġARETLENMESĠ 

 

 

Anti-insan nüklei insan hücresi çekirdeğine özgü bir antikordur ve Şekil 3.9.1A ve 

B‟deki gibi interfaz hücre çekirdeklerinde yaygın bir boyanma göstermektedir. PFA 

ile tespit edilen İGBS-MKH hücreleri anti-insan nüklei metafaz aşaması dışındaki 

bütün hücreler pozitif bulundu (Şekil 3.9.1A).  
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ġekil 3.9.1. Anti human nüklei antikoru (mavi sinyal) interfaz aşamasındaki hücreler 

belirlenmiştir (A). Nükleostemin poliklonal antikoru (yeşil sinyal) ile işaretlenerek 

prometafaz ve profaz evresindeki iki hücrede kromozom etrafında yer alırken anti-human 
nüclei bağlanma özelliği gereği gözlenmedi. Genetik materyal ise 7AAD ile kırmızı renge 

boyandı (B). İnterfazdaki hücrelerde ise, nükleostemin yeşil sinyallerle çekirdekçik içinde 

gözlendi (B)  Anti-insan nüklei çekirdek içinde yaygın olarak mavi sinyaller şeklinde 
belirlenmiştir (B). 

 

 

 

3.10. MĠTOZUN DEĞĠġĠK EVRELERĠNDEKĠ VE ĠNTERFAZDAKĠ ĠGBS-

MKH’LERĠN NUMA VE NÜKLEOSTEMĠN ANTĠKORU ĠLE BĠRLĠKTE 

ĠġARETLENMESĠ 

  

 

NuMA‟da perisentrin, γ-tübülin halka kompleksi, centriolin vb. proteinler gibi 

sentrozomal proteinler olarak tanımlanan proteinlerden biridir ve NuMA mitozun 

erken profaz aşamasında, kısalıp kalınlaşmış olan kromozomlardan ayrılır ve çekirdek 

zarının yok olmasından hemen sonra mitoz mikrotübülüsleri boyunca yeniden ortaya 

çıkar (Lee, J. et al., 2000). İGBS-MKH‟lerinde NuMA‟nın nükleostemin ile 

birlikteliklerinin gösterilmesi açısından bu çalışma literatürdeki ilk çalışmadır. Şekil 

3.10.1A, B ve C‟de prometafaz aşamasındaki İGBS-MK hücresinde mekiğin henüz 

tam genişlememiş olduğu göze çarpmaktadır. İki ayrı kutbu NuMA ile belirlenebilen 

mekiğin tam ortasında dizilmiş olan kardeş kromatidlerin kollarının arasında yoğun 
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bir şekilde nükleostemin bulunmaktadır. Kromozom kollarının birbirine değmesini 

önlüyormuş gibi kromozomlar arası boşlukları doldurduğu görülmektedir.  

 

Aynı zamanda NuMA‟nın nükleostemin ile birebir fiziksel ilişkisi de Şekil 

3.10.1B ve özellikle C‟de çok net olarak görülmektedir. Metafaz evresinde mitoz 

mikrotübülüsleri boyunca NuMA‟nın yerleşimi Şekil 13.10.1D ve E‟de görüldüğü 

gibidir. Kromozomların yerleştiği mekikte NuMA‟nın her iki kutuptaki yerleşimi ise 

şekil 3.10.1F‟deki gibidir. Şekil 3.10.1G‟de metafaz evresinde NuMA, nükleostemin 

ve kromozomların dağılımı görülmektedir. Şekil 3.10.1H‟de ise anafaz evresindeki ve 

aynı zamanda interfaz evresindeki hücrelerde NuMA yerleşimi göze çarpmaktadır. 

Telofaz evresindeki İGBS-MK hücrelerinde iki ayrı çekirdeğin yeniden oluşumu 

Şekil 3.10.1I-K‟de olduğu gibi sırayla alınan düzlemlerde görülmektedir. Telofaz 

evresinde NuMA‟nın homojen olarak dağıldığı kromozomları kromatin haline geldiği 

ve kromozom yapısını kaybettiği görülmüştür.   

       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 



45 

 

 

 A 

 

 B 

 

 C 

 

 D 

 

 E 

 

 F 

 

G 

 

 H 

 

I 

 

İ 

 

J 

 

K 

 



46 

 

ġekil 3.10.1. Dördüncü pasaj İGBS-MK hücreler NuMA (mavi sinyal) ve nükleostemin 

antikoru (yeşil sinyal) ile işaretlendi. Genetik materyal ise 7AAD ile kırmızı boyandı. 

Prometafaz, aşamasındaki hücrelerde NuMA ve nükleosteminin fiziksel olarak ilişki içinde 

olduğu belirlendi (A, B ve C). Metafaz evresinde İGBS-MK hücresinde mitoz 
mikrotübülüsleri boyunca NuMA‟nın yerleşimi D-G‟de, anafaz evresindeki yerleşimi ise 

H‟de görüldüğü gibidir. Telofaz evresindeki İGBS-MK hücrelerindeki ayrı çekirdeğin 

yeniden oluşumu ve oluşumu sırasında NuMA‟nın homojen dağılımı I-K‟da olduğu gibi 
sırayla alınan konfokal düzlemlerinde belirlendi. 

 

 

 

3.11. MĠTOZUN DEĞĠġĠK EVRELERĠNDEKĠ VE ĠNTERFAZDAKĠ ĠGBS-

MKH’LERĠN KOLġĠSĠN UYGULANDIKTAN SONRA α, β VE γ-TUBÜLĠN 

VE NÜKLEOSTEMĠN ANTĠKORLARI ĠLE BĠRLĠKTE ĠġARETLENMESĠ 

 

 

Kolşisin mikrotübülüs polimerizasyonunu engelleyerek mitozun durdurulmasına 

neden olan bir ajandır. mikrotübülüs dinamiğini doğrudan α-tubüline bağlanarak 

değiştiren bir kimyasaldır (Ravelli, R. B. et al., 2004). Kolşisin uygulamasından sonra 

boyanan hücrelerde, mikrotübülüslerin yıkılması nedeniyle mitoz bölünme evrelerini 

belirlemek kolay olamamaktadır. Üçüncü pasaj İGBS-MK hücrelerine kültür 

ortamında 100 ng/ml (48 saat) kolşisin uygulandı. İnterfaz çekirdeklerindeki 

nükleostemine ait yeşil sinyaller daha önce izlediğimiz hücrelerden çok da farklı 

gözlenmemiştir (Şekil 3.11.1A). 100 ng/ml kolşisin uygulamasından sonra profaz 

evresinde olduğu varsayılan hücrede, nükleosteminin sitoplazmaya dağıldığı ve bu 

nedenle bulutsu bir görüntü gösterdiği belirlendi (Şekil 3.11.1B-E). Şekil 3.11.1‟daki 

her görüntüde kromozomların daha önceki görüntülerde izlenen çubuk şeklinde 

uzanmış formlarını kaybettiği ve daha çok buğulu ve kırılgan yapılar oluştuğu 

belirlendi. Ayrıca nükleosteminin sitoplazmaya dağılmış olmasına karşın kıvrılmış 

şekilde duran kromozom kollarının aralarını yoğun olmayan biçimde doldurdukları 

görülmektedir. Şekil 3.11.1F‟den itibaren 100 ng/ml kolşisin uygulanmış olan İGBS-

MKH‟lerinde nükleostemin, kromozomlar ve α/β tübülin (1:1 karışımı) işaretlenerek 

nükleosteminin ve mikrotübülüslerin kromozomların etrafındaki dağılımı incelendi. 

Şekil 3.11.1F-H‟de (aynı hücrenin farklı düzlemleri) prometafaz aşamasındaki 

hücrede nükleostemin kromozomların etrafında ve sitoplazmada dağılırken tubülünin 

homojen olarak dağıldığı ve depolimerize halde bulunduğu izlendi. Şekil 3.11.1I‟da 
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mitozun tanımlanamayan bir evresinde mekiğin mikrotübülüs kutbunun üstten 

görülen kısa kalmış tubülüslerin görüntüsü ve nükleosteminin kromozom etrafında 

oldukça azalmış olduğu görülmektedir. Nükleosteminin özellikle sitoplazmaya 

homojen yayılmış olduğu görülmektedir. Kromozomlar çubuk biçimlerini kaybetmiş 

olup kolların arasındaki boşluklar nükleosteminle doldurulmuş durumdadır. Ancak bu 

hücrelerde normal mikrotübülüs mekiği bulunmadığı için nükleosteminin normal 

hücrelerdeki (Şekil 3.10.1A, B ve C) gibi mekiğin tam orta bölgesinde bulunmayıp 

kromozomların dışa bakan yüzeylerinde özellikle de birbirine temas eden bölgelerde 

yer aldığı görüldü. Şekil 3.11.1İ, J ve K‟de nükleostemin sinyalinin azaldığı interfaz 

evresindeki hücrelerde α ve β tubülinlerin dağılmış olduğu saptandı. Kolşisin etkisi 

nedeniyle interfaz hücre iskeletlerinin yapısında bulunan tubülinlerin filamentöz 

yapılarının ve yerleşiminin bozulduğu görülmektedir. Mitozun tanımlanamayan bir 

evresinde bulunan hücrede ise tubülinlerin filamentöz yapıyı oluşturamadığı ve 

homojen olarak sitoplazmaya nokta sinyaller olarak nükleostemin ile birlikte 

dağıldığı görüldü (Şekil 3.11.1J ve K).  
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ġekil 3.11.1. Üçüncü pasaj İGBS-MK hücrelerine kültür ortamında 100 ng/ml kolşisin (48 
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saat) uygulandı ve nükleostemin (yeşil sinyal), γ-tübülin (mavi sinyal) ile işaretlendi ve 

genetik materyal ise 7AAD ile kırmızı ile boyandı. A‟da interfaz aşamasındaki nükleostemin 

dağılımı gözlenmektedir. 100 ng/ml kolşisin uygulamasından sonra profaz evresinde olduğu 

varsayılan hücrede, nükleosteminin sitoplazmaya dağıldığı izlendi (B, C, D ve E). F‟den 
itibaren kolşisin uygulanmış olan İGBS-MKH‟lerinde aynı antikorlarla işaretlenerek 

nükleosteminin ve tubülinlerin kromozomların etrafındaki dağılımı incelendi. F, G, ve H‟de 

(aynı hücrenin farklı düzlemleri) prometafaz aşamasında olduğu varsayılan hücrede 
tubülinlerin (mavi sinyal) tamamı depolimerize olmuş halde dağılmış ve nükleostemin 

kromozomların etrafında ve sitoplazmada homojen olarak dağılmıştı. I‟da mitozun 

tanımlanamayan bir evresinde mekiğin mikrotübülüs kutbunun üstten görülen kısa kalmış 
tubülüslerin (mavi sinyal) görüntüsü ve kromozom etrafında nükleosteminin azalmış dağılımı 

yer almaktadır. İ, J ve K‟de nükleostemin (yeşil sinyal) sinyalinin azaldığı interfaz 

evresindeki hücrelerde α ve β tubülinlerin dağılmış görüntüleri bulunmaktadır. Mitozun 

tanımlanamayan bir evresinde bulunan hücrede ise kolşisin etkisi nedeniyle tubülinlerin 
filamentöz yapıyı oluşturamadığı ve homojen olarak sitoplazmaya nokta sinyaller olarak 

nükleostemin ile birlikte dağıldığı izlendi (J ve K). 

 

 

 

3.12. ĠNTERFAZDAKĠ ĠGBS-MKH’LERĠN VE ADĠPOJENĠK FARKLANMA 

GÖSTEREN ĠGBS-MKH’LERĠN 3, 8, 12 VE 16. GÜNLERDEKĠ 

NÜKLEOSTEMĠN ĠFADELERĠ 

 

 

Üçüncü pasaj İGBS-MKH‟leri 3, 8, 12, 16 günlük adipojenik farklanma gösterdikten 

sonra %3,5‟lik PFA ile tespit edildi ve adipojenik farklanma gösteren hücrelerle 

kontrol grubu hücrelerinde nükleostemin işaretlendi. Bu hücrelerde yağ granülleri oil 

red O ile, genetik materyal ise 7AAD ile kırmızıya boyandı. Şekil 3.12.1‟de  A ve C 

sütunlarında bu üç işaretlemenin sinyalleri de görülmektedir. B ve D sütunlarında ise 

sadece nükleostemine ait sinyalleri görmekteyiz. Adipojenik farklanma gösteren 

hücrelerde ve kontrol hücrelerinde yukarıdan aşağıya doğru farklanma günlerinin 

artışı gösterilmektedir. Adipojenik farklanma gösteren hücreler sütun C ve D‟de 

gözlenirken, kontrol hücreleri ise A ve B‟de gözlenmektedir.  

 

Adiposite farklanma gösteren hücrelerin 3. gününde %5 oranında çok küçük 

yağ granülleri görülmeye başladı (Şekil 3.12.1C3). 3. gün adipositlere farklanmış 

hücrelerde (Şekil 3.12.1C3) 3. gün kontrol hücrelerinden (Şekil 3.12.1A3) daha az 

şiddette olmak üzere hemen her hücrede nükleostemin işaretlenmesi görülmektedir 

(Şekil 3.12.1D3). Bu hücrelerin iğ biçimli olması göze çarpmaktadır. Yağ 
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granüllerinin hiç biri kontrol hücrelerde gözlenmezken (Şekil 3.12.1A 3, 8, ve 16) 

nükleostemin (yeşil sinyal) neredeyse her hücrede orta ve şiddetli olarak 

tanımlayabileceğimiz işaretlenme gösterdi (şekil 3.12.1B 3, 8 ve 16). 8. gün 

adipojenik hücrelerde küçük yağ granülleri popülasyonun %60„larda gözlendiği 

belirlendi. Nükleostemin ifadesi gösteren hücrelerin sayısının giderek azaldığı 

görülmektedir (Şekil 3.12.1C8). Adipojenik farklanma gösteren hücrelerin 16. 

gününde nükleostemin işaretlenmesinin en düşük düzeye indiği yeşil sinyallerin 

çoğunun sönmüş olduğu gözlendi (Şekil 3.12.1D16). Adipojenik farklanmanın 16. 

gününde yağ granüllerinin hirofobik yapılarından dolayı birleşip büyüdükleri 

gözlenirken, hücrelerin iğ biçimlerinin kaybolduğu ve yuvarlaklaşarak tutunma 

özelliklerinin gittikçe azaldığı belirlendi (Şekil 3.12.1C16). Adipojenik farklanmanın 

12. gününde hücrelerin çok net görüntülerin alınmamış olması nedeni ile Şekil 

3.12.1‟e eklenmedi. 
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Gün   

Kontrol İGBS-MKH 

            A                          B  

Adipositlere farklanmış İGBS-MKH 

            C                                D           

 

 

3 

    

 

 

8 

    

 

 

16 

    

 
ġekil 3.12.1: Üçüncü pasaj İGBS-MKH‟leri 3, 8, 12, 16 günlük adipojenik farklanma 
gösteren hücrelerle kontrol grubu hücrelerinde nükleostemin (yeşil sinyal) ile işaretlendi ve 

yağ granülleri oil red O ile, genetik materyal ise 7AAD ile kırmızıya boyandı. A ve C 

sütunlarında bu üç boyamanın sinyalleri de görülmektedir. B ve D sütunlarında ise sadece 

nükleostemini (yeşil sinyal) görmekteyiz. Sütunlar yukardan aşağıya doğru 3, 8 ve 16. 
günlerdeki adiposite farklanan hücreler C ve D sütunlarında görüldüğü gibi 16. güne doğru 

farklanma belirteci olarak kabul edilen nükleosteminin sinyali (yeşil sinyal) azalırken yağ 

granülleri birleşerek büyüdüler (kırmızı küçük granüller haindeki sinyal). Kontrol 
hücrelerinde ise (A3, A8, A16 ve B3, B8, B16) yağ granülleri gözlenmezken (kırmızı küçük 

granüller şeklindeki sinyal) nükleostemin (yeşil sinyal) 3, 8 ve 16. günlerde benzer şekilde 

orta ve şiddetli olarak tanımlayabileceğimiz boyanmalar gösterdi.  
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3.13. ĠNTERFAZDAKĠ ĠGBS-MKH’LERĠN VE ADĠPOJENĠK FARKLANMA 

GÖSTEREN ĠGBS-MKH’LERĠN 3, 8, 12 VE 16. GÜNLERDE, 

NÜKLEOSTEMĠN SĠNYAL ġĠDDETLERĠNĠN DEĞERLENDĠRĠLMESĠ 

 

 

Şekil 3.12.1‟de görülen kontrol ve adipojenik farklanma gösteren hücreler Şekil 

3.13.1A ve B‟de nükeostemine ait sinyal şiddetlerine göre değerlendirildi. 

Hücrelerdeki nükleostemine ait yeşil sinyallerin aynı objektif (40 x oil 0.1) ve 

görüntü ayarları ile konfokal mikroskopta görüntüleri alındı. Bu görüntülerde 

nükleostemine ait olan sinyal şiddeti her bir hücre için değerlendirildi. Her bir 

hücrenin histogramlarındaki sinyallerin, ortalama parlak nokta sayısı belirlendi ve 

sinyal şiddetleri:  

 

- Şiddetli sinyal (ortalama parlak nokta sayısı: 100-250),  

- Orta şiddetli sinyal (ortalama parlak nokta sayısı: 50-100 arası),  

- Zayıf sinyal (ortalama parlak nokta sayısı: 10-50 arası),  

- Sönmüş sinyal (ortalama parlak nokta sayısı: 10-0 arası)  

 

şeklinde gruplara ayrılarak değerlendirildi. Kontrol grubundaki hücrelerde farklı 

nükleostemin sinyal şiddeti değerleri 3, 8, 12 ve 16.gün göre gruplandırılması Şekil 

3.13.1A‟da görülmektedir. Şekilde de görüldüğü üzere 3 günde oldukça yüksek olan 

şiddetli ve orta şiddetli sinyaller hücreler farklandıkça yerini orta ve zayıf sinyalere 

bırakmaktadır. Sönmüş sinyal miktarı da özellikle 16. günde artmaktadır. Şekil 

13.13.1B‟de görüldüğü gibi adipojenik farklanma gösteren hücrelerde üçüncü günde 

çok yüksek miktarda olan şiddetli ve orta şiddetli sinyaller 12. günde orta, zayıf ve 

sönmüş sinyallere yerini bırakırken farklılaşmanın ilerlediği 16. günde belirgin bir 

şekilde zayıf ve sönmüş nükleostemin sinyalleri göze çarpmaktadır. 
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A

 

 B 

 

ġekil 3.13.1. Kontrol ve adipojenik farklanma gösteren hücrelerde nükleostemine ait sinyal 

Aynı objektif (40 şiddetleri değerlendirildi. x oil 0.1) ve görüntü ayarları ile konfokal 

mikroskopta görüntüler alındı. Her bir hücrenin histogramlarında ortalama parlak nokta sayısı 

belirlendi ve sinyal şiddetlerine göre gruplara ayrıldı. Kontrol grubundaki hücrelerde farklı 
nükleostemin sinyal şiddeti değerleri 3, 8, 12 ve 16. gün göre gruplandırılması A‟da 

görülmektedir. Kontrol hücrelerinde 3. günde oldukça yüksek olan nükleostemin sinyalleri, 

şiddetli ve orta şiddetli sinyaller, hücreler farklandıkça yerini orta ve zayıf şiddetli sinyallere 
bırakmaktadır. Sönmüş sinyal miktarı ise özellikle 16. günde artmaktadır. Adipojenik 

farklanma gösteren hücrelerde sonuç biraz daha farklılık göstermektedir (B). Üçüncü günde 

çok yüksek miktarda olan şiddetli ve orta şiddetli sinyaller 12. günde orta, zayıf ve sönmüş 

sinyallere olarak gözlenirken farklılaşmanın ilerlediği 16. günde belirgin bir şekilde zayıf ve 
sönmüş nükleostemin sinyalleri belirlenmiştir. Bu deney üç kez tekrarlanmış ve standart sapma 

değerleri grafiklere eklenmiştir. 

  

 

 

3.14. ĠNTERFAZDAKĠ ĠGBS-MKH’LERĠN VE ADĠPOJENĠK FARKLANMA 

GÖSTEREN ĠGBS-MKH’LERĠN 3, 8, 12 VE 16. GÜNLERDE, 

NÜKLEOSTEMĠNĠN ÇEKĠRDEK ĠÇĠ MORFOLOJĠSĠNE GÖRE 

DEĞERLENDĠRĠLMESĠ 

 

 

Üçüncü pasaj İGBS-MKH‟leri 3, 8, 12, 16 günlük adipojenik farklanma gösterdikten 

sonra adipojenik farklanma gösteren hücrelerle kontrol grubu hücrelerinde 

nükleostemin ile işaretlendi (Şekil 3.14.1). İmmünflüoresan görüntülemeler flüoresan 

mikroskop sistemi altında alındı. UV filtre altında çekirdekler mavi sinyalle 

gözlenirken nükleostemin yeşil sinyallerle belirlendi. Bu görüntüler Adobe Photoshop 

CS4
®
 programıyla birleştirildi. Şekil 3.14.1A, C, E ve G‟de kontrol hücrelerinde 

Şekil 3.14.1B, D, F ve H‟de ise adipositlere farklanmış olan İGBS-MKH‟lerininin 
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çekirdeğine ve nükleostemine özgü sinyaller gözlendi. Adipositlere farklanan 

hücrelerde nükleostemine ait sinyaller 3. günden 16. güne kadar azalan sinyaller 

biçiminde gözlendi (Şekil 3.14.1B, D, F, H). Özellikle 16. günde nükleostemin 

sinyalinin tamamen söndüğü (Şekil 3.14.1H) belirlendi. Kontrol hücrelerinde bu 

durum daha farklıydı. 12. güne kadar çok önemli bir fark gözlenmedi. Kontrol İGBS-

MKH‟lerinin 12 ve 16. günlerinde hücreler ileri farklanmaya başladığı için sinyallerin 

zayıflayıp sönmeye başladığı gözlendi (Şekil 3.14.1A, C, E, G). Bu hücrelerde 

nükleosteminin çekirdek içindeki yerleşiminde gösterdiği morfoloji ve sinyal şiddeti 

gruplara ayrıldı ve Şekil 3.14.2‟de olduğu gibi grafik üzerinde değerlendirildi.  

 

A-Kontrol IGBS-MKH 3. gün 

 

B-Adipositlere farklanmış hücreler 3. gün

 

C- Kontrol IGBS-MKH 8. gün 

 

D- Adipositlere farklanmış hücreler 8. gün 
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E- Kontrol IGBS-MKH 12. gün  

 

F-Adipositlere farklanmış hücreler 12. gün 

 

G- Kontrol IGBS-MKH 16. gün  

 

H-Adipositlere farklanmış hücreler 16. gün 

 

 

ġekil 3.14.1. İGBS-MKH‟leri 3, 8, 12, 16 günlük adipojenik farklanma gösteren hücrelerle 

kontrol grubu hücrelerinde nükleostemin (yeşil sinyal) ile işaretlendi. Kontrol hücrelerinde 
(A, C, E, G) ve adipositlere farklanan hücrelerde (B, D, F, H) 3, 8, 12, 16, günlük hücre 

kültürlerinden sonraki nükleostemin sinyalleri görülmektedir. Adipositlere farklanan 

hücrelerde nükleostemin sinyalleri 3. günden itibaren 16. güne kadar giderek azaldı (B, D, F, 
H). Nükleosteminin 16. günde tamamen söndüğü belirlenmiştir (H). Kontrol hücrelerinde bu 

durum daha farklıdır. 12. güne kadar çok önemli bir fark gözlenmemiştir. Kontrol İGBS-

MKH‟lerinin 12 ve 16. günlerinde hücreler ileri farklanmaya gittiği için sinyallerin zayıflayıp 
sönmeye başladığı gözlendi (A, C, E, G). Çekirdekler mavi sinyallerle gözlenmiştir. 

 

Adipojenik farklanma göstermiş olan hücreler ve kontrol İGBS-MKH‟leri 3, 8, 

12 ve 16. günlerinde nükleosteminin hücre çekirdeğinde yerleşimindeki değişiklikler 

göze çarpmış ve tek loblu şiddetli, çok loblu şiddetli, çok loblu zayıf ve sönmüş sinyal 

olmak üzere dört gruba ayırmak mümkün olmuştur (Şekil 3.14.2).  
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Şekil 3.14.2‟de tek loblu şiddetli, çok loblu şiddetli, çok loblu zayıf, sönmüş 

sinyal şeklinde dört gruba ayrılmış olan nükleostemin şiddeti, adipojenik farklanma 

göstermiş olan hücrelerde kontrol hücrelerinden farklı olarak, kültürde kaldığı gün 

sayısı arttıkça çok loblu şiddetli sinyallerin yerini çok loblu zayıf ve sönmüş 

sinyallerin aldığı çok belirgin olarak göze çarpmaktadır (adiposite farklanmış hücreler 

16. gün).  

 

Adipositlere farklanan hücrelerde 3. günde % 0 olan sönmüş nükleostemin 

sinyal sayısının 16. günde % 40.17‟ye yükseldiği gözlenmiştir. Benzer şekilde bu 

hücrelerde çok loblu zayıf nükleostemin şiddeti 3. günde % 9,39 iken 16. günde % 

58,11‟e yükselmiştir (Şekil 3.14.2).  

 

Kontrol hücrelerinde ise kültürde kalınan gün sayısı arttıkça yaşlanan 

hücrelerde çok loblu şiddetli nükleostemin sinyali gösteren hücrelerin yerini özellikle 

16. günde çok loblu zayıf nükleostemin şiddeti gösteren hücrelere bıraktığı 

gözlenmiştir. Ancak bu hücrelerdeki sönmüş sinyal şiddeti % 18,05 olup 

adipositlerdeki kadar yüksek değildir (Şekil 3.14.2 kontrol İGBS-MKH-16. gün). 

Literatürde farklanma belirteci olarak tanımlanan nükleosteminin Şekil 3.14.2‟de 

olduğu gibi adipositlere farklanma süreci ilerledikçe çekirdek içindeki morfolojileri 

loblara bölünerek değişmekte ve sinyal şiddeti azalarak yok olmaktadır.  

 

 

ġekil 3.14.2.  Adipojenik farklanma göstermiş olan hücreler ve kontrol İGBS-MKH‟leri 3, 8, 
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12 ve 16. günlerinde nükleosteminin hücre çekirdeğine yerleşiminde değişiklikler izlenmiştir. 

Morfolojilerindeki değişiklikleri tek loblu şiddetli, çok loblu şiddetli, çok loblu zayıf, sönmüş 

sinyal şeklinde dört gruba ayrılmıştır. Nükleostemin şiddeti 3. ve 8. günlerde her iki grup 

hücrede de benzer dağılım gözlenmiştir. Ancak adipojenik farklanma göstermiş olan 
hücrelerde kültürde kaldıkları gün sayısı arttıkça, çok loblu şiddetli sinyallerin yerini çok 

loblu zayıf ve sönmüş sinyallerin aldığı çok belirgin olarak göze çarpmaktadır (adiposite 

farklanmış hücreler 16. gün). Kontrol hücrelerinde ise kültürde kalınan gün sayısı arttıkça, 
ileri farklanan hücrelerde çok loblu şiddetli nükleostemin sinyali gösteren hücrelerin yerini 

özellikle 16. günde çok loblu zayıf nükleostemin şiddeti gösteren hücrelere bıraktığı 

gözlenmiştir. Ek olarak bu grafikte hücre sayısı yüzde olarak verilmiştir. 

 

 

 

3.15. ĠGBS-MKH’LERĠNDE NÜKLEOSTEMĠN ĠFADELENMESĠNĠN QRT-

PCR ĠLE BELĠRLENMESĠ 

 

 

1. pasajdan 7. pasaja kadar çoğaltılan İGBS-MKH‟lerde her bir pasajda RNA 

izolasyonu yapıldıktan sonra Qubit fluorometre ile yapılan ölçümlerde 28,1µg/ml ile 

9,34 µg/ml arasında RNA miktarları elde edildi. Verimliliği 1,941 olarak elde edilen 

standart eğri Şekil 3.15.1‟de görülmektedir. Deneyde kullanılan standartların 

amplifikasyon eğrisi ise Şekil 3.15.2‟de yer almaktadır. Bu eğri standartların çalışma 

için ne kadar uygun olduğunu göstermektedir.   

 

 

ġekil 3.15.1. İGBS-MKH‟lerin 0,014 ile 0,0000014 arasında hazırlanan 
cDNA miktarlarının seri dilüsyonları ile Light cycler 2.0 versiyonda 

yapılan qRT-PCR sonucunda oluşturduğu eğrinin verimliliği 1,941‟dir. 
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ġekil 3.15.2. İGBS-MKH‟lerinden elde edilen RNA‟nın cDNA‟ya dönüşümünden sonra 
0,014 µg/ml ile 0,0000014 µg/ml arasında 6 ayrı seri dilüsyon şeklinde cDNA standartları 

hazırlanmıştır. Seri dilusyonlar şeklinde hazırlana standartlar yukarıda görüldüğü gibi 

yaklaşık 2 döngü aralıklarla amplifikasyon eğrileri vermiştir. 

 

Nükleosteminin İGBS-MKH‟lerin farklı pasajlarındaki ifadelenme değerleri 

Şekil 3.15.3‟de de izlendiği gibi ilerleyen pasajlarda hücreler ileri farklanma 

gösterdikçe farklılaşma belirteci olarak düşünülen nükleosteminin ifadelenmesinin 

azaldığı belirlendi. Bu durum nükleosteminin sadece hücre farklılaşması için bir 

belirteç olmadığını aynı zamanda hücrenin yaşam sürecinin belirlenmesinde 

kullanılabilecek bir belirteç olduğunu da göstermektedir. 
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ġekil 3.15.3. Farklı pasajlarındaki İGBS-MKH‟de nükleosteminin ifadelenme değerleri 

qRT-PCR yöntemi ile nüklestemin/G6PDH oranları belirlenmiştir. Pasaj 1‟de 5,65 fg iken 
pasaj 7‟de 0,97fg‟a kadar indiği gözlenmiştir. Nükleostemin ifadelenmesinin hücreler 

farklandıkça ve yaşlandıkça azaldığı belirlenmiştir.  

 

 

 

3.16. ĠGBS-MKH’DE PULĠRĠPOTENT KÖK HÜCRE BELĠRTEÇLERĠNĠN 

AKIM SĠTOMETRĠ YÖNTEMĠ ĠLE BELĠRLENMESĠ 

 

 

İGBS-MKH 0. pasaj ve 7. pasaj hücrelerinde Sox-2, Nanog ve Oct3/4 ifadelenmeleri 

akım sitometrideki aritmetik ortalama değerleri negatif kontroller ile farkları alındı. 

Sox-2 ve özellikle Nanog ifadelenmelerinin yüksek düzeyde olduğu, buna karşın 

Oct3/4 ifadelenmesinin gözlenmediği Şekil 3.16.1‟de görülmektedir. Sox-2 aritmetik 

ortalama değerinde 0. pasaj hücreleri ile 7. pasaj hücreleri arasında çok fark yokken, 

Nanog aritmetik ortalama değerinin 7. pasaj hücrelerinde 0. pasaj hücrelerine göre 

daha yüksek olduğu ve değerinin yaklaşık olarak 52,87 olduğu belirlenmiştir (Şekil 

3.16.1). Bu durum bize pasaj numaraları ilerledikçe Nanog ifadelenmesinin artıp Sox-

2 ifadelenmesinin azaldığını göstermektedir. Ayrıca Sox-2 ifadelenmesi her iki 

pasajdaki hücrelerde de Nanog ifadelenmesinden düşük olduğu da görülmektedir. 

Bizim çalışmamızda İGBS-MKH‟lerinde Oct3/4‟ün ifadelenmesinin hücrelerin 

gelişimi açısından etkileyici bir rolünün olmadığı da akım sitometri sonuçları ile 

belirlenmiştir (Şekil 3.16.1). 
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ġekil 3.16.1. Akım sitometri yöntemiyle İGBS-MKH 0. pasaj (P0) ve 7. Pasaj (P7) 
hücrelerinde Sox-2, Nanog ve Oct3/4 ifadelenmelerinin aritmetik ortalama değerleri 

belirlenmiştir. Sonuçlara göre hücrelerde Nanog ifadelenmesinin Sox-2 „ye göre daha yüksek 

olduğu gözlenmiştir. Nanog ifadelenme aritmetik ortalama değeri P0‟da 39.14 iken P7‟de bu 

oranın 52,87‟dir. Nanog ifadelenmesinin ilerleyen pasaj sayısı ile arttığı Oct3/4 

ifadelenmesinin ise hücrelerde olmadığı çok net olarak belirlenmiştir. 
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4. TARTIġMA  

 

 

Çalışmamızda ilk olarak morfolojilerini çok iyi bildiğimiz İGBS-MKH‟lerini akım 

sitometri yöntemi ile bazı yüzey belirteçleri belirlendi. Büyük granüllü İGBSK büyük 

ve granüllü hücrelerdeki akım sitometre sonuçlarına göre CD105, CD29, CD90, için 

% 99 oranında pozitiflik gösterirken CD54 % 30‟larda düşük pozitiflik göstermiştir. 

Küçük ve granülsüz hücrelerde ise CD133 için % 71,42 pozitiflik, CD90 % 35,45 ve 

CD29 için ise % 20,78 düşük poziflik göstermektedir. Bu sonuçlar elimizdeki insan 

kökenli göbek bağı stromasından elde edilmiş hücrelerin mezenkimal kök hücre 

immünfenotipik karakterini taşıdığını göstermiştir 

 

Çalışmamızın temel amaçlarından biri nükleosteminin insan kökenli kök 

hücrelerdeki ifadelenmesinin belirlenmesi ve diğer hücre iskelet proteinleri ve 

çekirdek proteinleri ile ilişkisinin irdelenmesidir. Bu aşamada en önemli bulgulardan 

biri nükleosteminin hücrelerin interfaz çekirdekleri ile mitozun değişik evrelerinde 

çok farklı gözlenmiş olmasıdır. Nükleostemin özellikle mitoz hücre bölünmesinin 

profaz, metafaz ve anafaz evrelerinde kromozomların kollarının etrafını dolaşarak 

yamalı bir görünüm verecek şekilde sardığı kromozom kolları arasındaki boşlukları 

doldurduğu gözlenmiştir. Bu görüntü daha önce hiç bir çalışmada gösterilmemiş olup 

bizim çalışmamızın özgünlüğünü destekleyen temel bir bulgudur. Görüntülerden 

nükleostemine ait bu dağılımın rastgele olmadığı alınan konfokal mikroskopi 

kesitlerinin tek tek incelenmesi ile belirlenmiştir. Nükleosteminin kromozom kolları 

arasındaki dağılımı ile fiziksel olarak ayrılan kromozomların korunmasını sağladığı 

mutasyon oluşumunu engellediği düşünülmektedir. Hücre bölünmesi aşamalarında, 

kromozomların eldiven giyinmiş gibi bu proteinle sarılması, ortamda bulunan diğer 

proteinlerle kromozomların kimyasal bir etkileşim içinde bulunması en aza 

indirgeniyor olabileceği gibi homolog rekombinasyonun stabil ve sorunsuz olarak 

gerçekleşmesini de sağlayabileceği düşünülmektedir. Bu proteinin α- ve β-tubülinler 

ve NuMA ile ilişkisinin belirlenmesi, nükleosteminin bölünme sırasında hücre 

iskeletinin korunması, mikrotübülüs mekiğinin düzenlenmesi gibi önemli görevleri 

olabileceği fikrini de akla getirmiştir. 
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NuMA proteinin MTSB-XF sabitlemesinden sonra,  mitotik figürde özellikle 

metafazda, kutuplar ve çevresinde pozitif boyanmalar görülmüştür. Kromozom 

kollarının birbirine değmesini önlüyormuş gibi kromozom arası boşlukları 

doldurduğu görülen nükleosteminin NuMA ile birebir fiziksel ilişkisi de konfokal 

görüntülerinde ilk kez bu çalışmada belirlenmiştir. Ek olarak telofaz evresinde 

NuMA‟nın homojen olarak dağıldığı da çok net olarak belirlenmiştir. Ayrıca 

nükleostemin ile γ-tübülin ilişkisi interfaz çekirdeklerinde ve mitozun değişik 

evrelerindeki hücrelerde incelenmiştir. 

 

Bu çalışmada perisentriolar maddenin alanı konfokal görüntüleri üzerinde 

ölçülmüş ve 1.49 µm
2
 ve 1.35 µm

2 
olmak üzere her iki perisentriolar maddenin 

alanları belirlendi. Perisentriolar maddelerin çapları ise 1.16µm ve 1.20µm olarak 

ölçülmüş ve kantitatif olarak değerlendirilebilmiştir.  

 

Nükleosteminin çoğunlukla kromozomların uçlarında yer alması telomer 

bölgesi ile veya telomer bölgesine özgü proteinler ile bir ilişkisinin varlığı son yapılan 

çalışmalarla değerlendirilmiş ve sadece üç çalışmada bu ilişkinin incelendiği 

belirlenmiştir (Zhu, Q. et al., 2006; Tsai, R. Y., 2009; Zhu, Q. et al., 2009). Telomer 

kromozom uçlarını korumak üzere oluşturulmuş yüksek düzey bir yapıdır. Hücre 

canılığı için uygun olan telomer uzunluğunun ve yapısının korunması kritik öneme 

sahiptir. Özellikle Telomerik DNA‟da bulunan proteinler, ikili telomer bağlanma 

proteinleri olan TRF1 ve TRF2‟dir. TRF1, TRF2 ve ilişkili oldukları proteinler,  

telomerik kompleksin oluşmasından ve T-loop oluşumundan başlıca sorumlu 

proteinlerdir. TRF1, telomer içi kıvrımlarda önemlidir ve telomer uzunluğunu 

düzenlemektedir. TRF1‟in fazla üretilmesi telomerlerin kısalmasına, inhibisyonu ise 

telomerin uzamasına sebep olmaktadır (Granger, M. P. et al., 2002). Telomer TRF1 

(telomeric repeat binding factor 1)  GTP bağlayan iki çekirdek proteini ile 

dengelenmektedir. Bu proteinlerden biri nükleostemin diğeri ise GNL3L (guanine 

nucleotide binding protein-like 3-like) proteinidir. GNL3L TRF1 proteinini mitoz 

sırasında dengelemekte ve metafazdan anafaza geçişi düzenlemektedir (Tsai, R. Y., 

2009).  Zhu ve arkadaşları (2006)  ise nükleostemin TRF1 ile etkileşim halinde 

olduğunu göstermiş ve TRF1 proteinin ubiquitinlenme dışında bir yolakla 

parçalanmasının arttırdığını, telomerin uzun kalmasına neden olduğunu 

http://tr.wikipedia.org/wiki/Protein
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=TRF1&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=TRF2&action=edit&redlink=1
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belirlemişlerdir. Böylece erken embriyogenez için esas olan telomer uzunluğunun 

düzenleyicisi olarak nükleostemin tanımlanmıştır (Zhu, Q. et al., 2006). 

 

 Telomerle ilişkili proteinlerin irdelenmesi sırasında göze çarpan PinX-1 proteini 

kromozomların ayrılmasında görev alan ve mikrotübülüslere bağlanan bir proteindir 

(Yuan, K. et al., 2009). hTERT ve hTR ile etkileşim içinde olan doğal bir telomeraz 

inhibitörü olarak görev yapmaktadır (Banik, S. S. & Counter, C. M., 2004). 

Nükleosteminin bu proteinle bir ilişkisinin olması kuvvetle muhtemeldir.  

 

 Çekirdek proteinlerinden yeni tanımlanmış olan nükleolin‟in PinX-1 ile ilişkisi 

Li ve arkadaşlarının çalışmalarında gösterilmiştir (Li, N. et al., 2009). Bu çalışmaya 

göre kanserli hücre çekirdeklerinde ve otoümmin hastalıklarda arttığı belirlenen 

nükleolin, PinX-1 ile kromozom yüzeyine bağlanması için gerekli bir protein olduğu 

düşünülmektedir ve bu iki proteinin birlikteliği, bu çalışma ile prometafaz evresinde 

kromozom yüzeyinde gösterilmiştir. Nükleosteminin de kromozomların mikrotübülüs 

mekiğinde uygun biçimde dizilmesi birbirine yaklaşan kromozom kollarının arasında 

ve telomer bölgelerindeki belki koruyucu, belki de farklı bir işlev için gerekli olduğu 

ve mikrotübülüslerle ilişki içinde olduğu bu çalışmadaki kolşisin deneylerinde 

gösterilmiştir. Bu nedenle nükleosteminin PinX-1 gibi kromozom bütünlüğü ve 

telomer fonksiyonu için önemli bir proteinle ilişkili olabileceği düşünülmektedir. Bu 

proteinlerle ilişkisi belki de nükleosteminin telomer fonksiyonunu ya da 

mikrotübülüslerle olan ilişkisine bir açıklık getirebilecektir (Li, N. et al., 2009).  

 

 Nükleosteminin, olası işlevi gereği kromozomların korunmasında sorumlu 

proteinler olan şaperonlarla ilişkisi de bu çalışmanın devamında akla gelebilecek 

sorulardan biridir. 

 

 Ayrıca kromozom paketlenmesinde görev alan kardeş kromatidleri bir arada 

tutan kohesin‟lerin ve kromozomların yoğunlaşmasından sorumlu proteinler olan 

kondensin‟lerin de nükleostemin ile ilişkisi olduğu düşünülmüştür. Kardeş 

kromatidlerin yapısında önemli rol oynayan kondensinler kohesinlerin aksine mitozun 

evrelerinde sentromer bölgelerinde ve telomerlerin proksimal ucunda yer 

almamaktadırlar (Lam, W. W. et al., 2006). Nükleostemin ise özellikle telomer 

bölgelerde yer aldığı için daha çok kohesinlerle ilişkili olabileceği düşünülmüştür. 
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Ancak kohesinler de anafaz evresinin sonunda dağılan proteinlerdir. Nükleosteminin 

de anafaz sonunda kromozomların uçlarına yakın boşlukları değil de daha çok 

kutuplara çekilmiş kromozomların aralarındaki boşlukları yoğun olmayan bir biçimde 

doldurduğu görülmüştür. Bu durum anafazda kohezinlerle ilişkili bir protein 

olabileceğini düşündürmektedir. Özellikle metafazda kromozomların telomer 

bölgelerini ve kardeş kromatidlerin arasındaki boşlukları yamalı bir eldiven gibi saran 

nükleosteminin kromozomların korunması veya paketlenmesinde bir görevi olması 

olasılığı da yüksek görünmektedir. 

 

Mikrotübülüs polimerizasyonunu engelleyerek mitozun durdurulmasına neden 

olan kolşisin mikrotübülüs dinamiğini doğrudan α-tübüline bağlanarak 

değiştirmektedir (Ravelli, R. B. et al., 2004). Çalışmamızda kolşisin uygulanan 

hücrelerde tübüline özel antikorla işaretlenen hücrelerde, mikrotübülüslerin yıkılması 

nedeniyle mitoz bölünme evrelerini tanımlamak güçleşmiştir. Bu hücrelerde 

100ng/ml kolşisin uygulamasının tamamen mikrotübülüslerin dağılmasına neden 

olduğu için nükleosteminin sitoplazmaya dağıldığı ve bu nedenle bulutsu bir görüntü 

gösterdiği belirlenmiştir. Görüntülerde kromozomların kolşisin uygulanmamış olan 

görüntülerde belirlenen çubuk şeklinde uzanmış formlarını kaybettiği ve daha çok 

buğulu ve kırılgan yapılar oluştuğu belirlenmiştir. Kolşisin uygulamasından sonra 

hücrelerin tanımlanamayan bir evresinde nükleosteminin kıvrılmış şekilde duran 

kromozom kollarının aralarını yoğun olmayan bir biçimde doldurdukları ve 

sitoplazmaya dağılmış oldukları izlenmiştir. Mitozun tanımlanamayan evresinde 

bulunan bu hücrelerde mikrotübülüslerin filamentöz yapıyı oluşturamadığı ve 

homojen olarak sitoplazmaya noktasal olarak ve nükleostemin ile birlikte benzer bir 

şekilde dağıldığı izlenmiştir. Nükleosteminin de sitoplazmaya homojen dağılmış 

olması akla nükleosteminin polimerize olmuş mikrotübülüslerle fiziksel olarak 

doğrudan veya bir ara protein kompleksi ile dolaylı olarak bağlantı içinde olma 

olasılığını güçlendirmektedir. Bu fiziksel bağlantı nedeniyle kısa kalmış 

mikrotübülüslerle ancak az miktardaki nükleosteminin ilişkisi söz konusu olabileceği, 

mikrotübülüs polimerizasyonu olmadığı için nükleosteminin de kromozomlara 

bağlanarak olası koruyucu potansiyelinin azaldığını ileri sürmek mümkün olabilir.  

 

Çalışmamızda adipojenik farklanma gösteren hücrelerde 3. günden 16. güne 

doğru ilerledikçe yağ granüllerinin sayıca arttığı ve hidrofobik yapılarından dolayı 
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birleşip büyüdükleri gözlenirken, bu hücrelerin ilk günlerde izlenen nükleostemin 

ifadesini giderek kaybettiği izlenmiştir. Kontrol hücrelerinde ise yağ granülleri 

gözlenmezken nükleostemin gözlenmeye devam etmiştir. Bu nükleostemin 

ifadelenme şekilleri bize literatürü doğrulayan bir bilgi vermektedir. Nükleostemin 

sentezinin İGBS-MKH‟lerin adipositlere farklanma süreçlerinde belirgin azalışı 

nükleosteminin bir farklılaşma belirteci olma olasılığını artırmaktadır. 

 

Nükleosteminin hücre çekirdeğine yerleşimi bakımından adipojenik farklanma 

göstermiş olan hücrelerde kontrol hücrelerinden farklı olarak, kültürde kaldığı gün 

sayısı arttıkça, çok loblu şiddetli sinyallerin yerini çok loblu zayıf ve sönmüş 

sinyallerin aldığı çok belirgin olarak göze çarpmaktadır. Literatürde farklanma 

belirteci olarak tanımlanan nükleostemin bizim çalışmamızda adipositlere farklanma 

süreci ilerledikçe, çekirdek içindeki morfolojileri loblara bölünerek ve sinyal şiddeti 

azalarak yok olmaktadır.  

 

Ayrıca adipojenik farklanma göstermiş olan hücrelerde nükleostemin sinyal 

şiddetlerine göre değerlendirildiğinde üçüncü günde çok yüksek miktarda olan 

şiddetli ve orta şiddetli sinyaller farklılaşmanın ilerlediği 16. günde belirgin bir 

şekilde zayıf ve sönmüş nükleostemin sinyallerine dönüştüğü de belirlenmiştir. Bu 

çalışmada farklanma sırasında nükleosteminin ifadelenmesinin nasıl baskılandığı 

gözlenmektedir. 

 

Yaşlanan hücrelerdeki nükleostemin ifadelenmesi de farklı pasajlarındaki 

İGBS-MKH‟de qRT-PCR yöntemi ile nükloestemin/G6PDH oranları ile 

belirlenmiştir.  Bu oranın Pasaj 1‟de 5,65 iken pasaj 7‟de 0,97‟e kadar indiği 

gözlenmiştir. Farklanma belirteci olarak kabul edilen nükleostemin ifadelenmesi, 

hücreler primer kültürde kaldığı süreye bağlı olarak azaldığı RT-PCR ile çok net 

olarak saptanmıştr. Bu sonuca göre sadece nükleostemine bakarak bu hücrelerin 

kültürde uzun donemde bir miktar farklanma gösterebildiklerini söylemek mümkün 

olabilmektedir 

 

 Bu çalışmada GBS-MKH‟lerin immünofenotiplendirilmesi de yapılmış olup 

özelliklede puliripotent kök hücre belirteçleri olarak Nanog, Oct3/4, Sox-2 

ifadelenmelerine bakılmıştır. Sonuçlarda Nanog ifadelenmesinin P0 ve P7 
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hücrelerinde Sox-2 ifadelenmesinden daha yüksek aritmetik ortalama değerine sahip 

olduğu belirlenmiştir. Nanog ifadelenme miktarının bu hücrelerde pasaj sayısı attıkça 

arttığı, Sox-2 ifadelenmesinin ise ilerleyen pasaj sayısı ile azaldığı gözlenmiştir.  

Hücrelerde Oct3/4 ifadelenmesinin anlamlı bir değere ulaşmaması bu belirtecin 

hücrelerin gelişimde ciddi bir rol oynamadığını göstermiştir. Elde ettiğimiz 

pluripotent kök hücre belirteçlerinin ifade oranları çalıştığımız mezenkimal kök 

hücrelerin kök hücre özelliklerini destekleyen ve literatürde henüz çok da net 

olmayan veriler olarak değerlendirilmiştir. 
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5. SONUÇ VE ÖNERĠLER 

 

Çalışmamızın amacı erişkin kök hücrelerin farklılaşmasında rol aldığı düşünülen 

nükleosteminin benzeri bölünen hücrelerde belirteç olarak kabul edilen çekirdek ve 

sitoplazma proteinlerinin, ifadelenme profilleri ve hücre içindeki dağılımlarının 

belirlenmesidir. Ek olarak bu proteinlerden bazılarının insan kökenli mezenkimal kök 

hücrelerdeki ifadelenmesinin belirlenmesi, farklanma ve diğer hücre iskelet 

proteinleri ve çekirdek proteinleri ile ilişkisinin irdelenmesidir. 

 

Elde edilen en önemli bulgular şunlardır: 

 

1. Nükleosteminin hücrelerin interfaz çekirdekleri ile mitozun değişik evrelerinde çok 

farklı yerleşimler göstermiştir. 

2. Nükleostemin özellikle mitoz hücre bölünmesinin profaz, metafaz ve anafaz 

evrelerinde, kromozomların kollarının etrafını dolaşarak, yamalı bir görünüm verecek 

şekilde sardığı ve kromozom kolları arasındaki boşlukları doldurduğu gözlenmiştir. 

3. Nükleosteminin kromozom kolları arasındaki dağılımıyla, fiziksel olarak ayrılan 

kromozomların korunmasını sağladığı, mutasyon oluşumunu engellediği 

düşünülmektedir. Bu bulgu daha önce hiç bir çalışmada gösterilmemiştir. 

4. Ayrıca α- ve β-tubülinler ve NuMA ile fiziksel ilişkisinin belirlenmesi, 

nükleosteminin bölünme sırasında hücre iskeletinin korunması, mikrotübülüs 

mekiğinin düzenlenmesi gibi önemli görevleri olabileceği fikrini de akla getirmiştir 

 

Nükleostemin kromozomların özellikle birbirine temas eden bölümlerinde yer 

alması görevinin özelikle genetik materyalin koruması üzerine kurulmuş olabileceği 

fikrini akla getirmektedir. Çalışmamızın sonuçları nükleosteminin hücre içi rollerinin 

daha iyi tanımlanmasına ışık tutacaktır ve ilişkili olduğu proteinlerin tanımlanmasına 

katkıda bulunacaktır. 
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 ÖZET 

 

 

Ġnsan Kaynaklı Dokuya Özgü Kök Hücrelerde Nükleostemin Ġfade ve  

Dağılımının Belirlenmesi   

 

 

Çalışmamızın temel amacı nükleostemin gibi erişkin kök hücrelerin farklılaşmasında 

rol aldığı düşünülen ve bölünen hücrelerde belirteç olarak kabul edilen bir dizi 

çekirdek ve sitoplazma proteinlerin, ifadelenme profilleri ve hücresel dağılımlarının 

belirlenmesidir. Çalışma sırasında nükleosteminin insan kökenli mezenkimal kök 

hücrelerdeki ifadelenmesine ek olarak farklanma ve diğer hücre iskelet proteinleri ve 

çekirdek proteinleri ile ilişkisi irdelenmiştir. 

 

Çalışmamızda incelediğimiz çekirdek proteinlerinden biri olan nükleosteminin 

kök hücrelerdeki ifadelenmesinin belirlenmesi ve bu proteinin diğer hücre iskeleti 

proteinleriyle çekirdek proteinleri arasındaki ilişkisi konfokal mikroskopiyle 

incelenmiştir. Nükleosteminin farklanmış kök hücrelerdeki ifadelenme ise konfokal 

ve qRT-PCR yöntemi ile araştırılmıştır. Akım sitometri yöntemiyle de İGBS-

MKH‟lerde puluripotent kök hücre belirteçlerinin ve bazı mezenkimal kök hücre 

belirteçlerinin varlığı araştırılmıştır.  

 

Elde edilen en önemli bulgulardan biri nükleosteminin hücrelerin interfaz 

çekirdekleri ile mitozun değişik evrelerinde çok farklı yerleşimler göstermiş 

olmasıdır. Nükleostemin özellikle mitoz hücre bölünmesinin profaz, metafaz ve 

anafaz evrelerinde, kromozomların kollarının etrafını dolaşarak, yamalı bir görünüm 

verecek şekilde sardığı ve kromozom kolları arasındaki boşlukları doldurduğu 

gözlenmiştir. Nükleosteminin kromozom kolları arasındaki dağılımıyla, fiziksel 

olarak ayrılan kromozomların korunmasını sağladığı, mutasyon oluşumunu 

engellediği düşünülmektedir. Bu bulgu daha önce hiç bir çalışmada gösterilmemiştir 

Ayrıca α- ve β-tubülinler ve NuMA ile ilişkisinin belirlenmesi, nükleosteminin 

bölünme sırasında hücre iskeletinin korunması, mikrotübülüs mekiğinin 

düzenlenmesi gibi önemli görevleri olabileceği fikrini de akla getirmiştir 

 

 

Deneysel bulgularımızın özellikle nükleosteminin hücre iskeletinde, 

kromozomların stabilizasyonunda ve hücre farklanmasındaki rolünün açıklanmasına 

ışık tutacağı ve katkıda bulunacağı inancındayız. 

 

Anahtar Sözcükler: Nükleostemin, NuMA, perisentrin, α-β tübülin, γ-tübülin 
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SUMMARY 

 

 

Determining The Expression and Diffusion of Nucleostemin in That Are 

 Specific to Human Originated Tissue 

 

 

The main purpose of our study is determining the expression profiles and cell 

diffusion of series of nuclear and cytoplasm proteins which is thought to take a role in 

the differentiation of adult stem cells like nucleostamin and conceded to be a marker 

in divided cells. Determining the expression of human driven meshencymal stem cell, 

differentiation and examination of the relation of cell structure proteins and nuclear 

proteins.     

 

 

The determination of expression of nucleostemin, which is one of the nuclear 

proteins that is examined in our study, in stem cell and the relation of this protein and 

cell structure proteins and nuclear proteins are examined in confocal microscopy. 

Expression of  nucleostemin in differentiated stem cells is investigated with confocal 

and qRT-PCR method. The existance of pluripotent stem cell markers on HUCS-

MSC and the existance of some meshencymal stem cell markers are examined with 

flow cytometry method. 

 

One of the most important findings in this phase is different localization of 

nucleostamin in nucleuses on interphase phase of cells and different phases of 

mitosis. Nucleostamin, especially prophase, methapase and anaphase phases of 

mitosis cell division, circles around chromosome arms and gives out a patchy 

appearance. It seems to fill the space between chromosome arms. It is thought that 

nucleostemin helps the protection of  physically detached chromosomes and prevents 

the formation of mutations by distribution among chromosome arms. This 

experimental result has never been showed before in previous studies. Besides 

nucleostemin is thought to have some important functions on designating the relation 

of α- and β-tubulins and NuMa, preservation of cell structure during division of cell 

and ordering microtubulus spindle.   

 

 

We have a confidence that our experimental results make contribution in 

stabilization of  chromosomes on cell structure and representation of the role on cell 

differentation of nucleostamin especially.  

 

Key Words : Nucleostemin, NuMA, pericentrin, α -β microtubulin, γ-tubulin 
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EKLER 

 

EK-1 

 

BĠLGĠLENDĠRĠLMĠġ GÖNÜLLÜ OLUR FORMU 

 

 

Değerli Anne Adayı, 

Ankara Üniversitesi Tıp Fakültesi Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dalı‟nda` „‟İnsan 

göbek bağı stroma dokusunun kök hücresi transplantasyonları amacıyla kullanılmak 

üzere kontrollü dondurulması koşullarının belirlenmesi; taşıma ve dondurma 

çözeltilerinin tasarımı‟‟ adlı çalışmamızın yürütülmesi planlanmaktadır.  

Vücudumuzdaki organların çoğu hasarlandığında kendisini tam olarak yenileyemez 

ve eskisi gibi işlev göremez (örneğin kalp krizi sonrası kalbin kendini 

yenileyememesi gibi). Kök hücreleri vücudumuzun çeşitli dokularında bulunabilen ve 

uygun koşullar sağlandığında farklı hücreleri oluşturabilen hücrelerdir. Bu hücreler 

anneyi bebeğe bağlayan göbek bağında (göbek kordonunda) da bulunur. Göbek 

kordonu doğumdan sonar kesilir ve bebekten ayrılır, eşe (plasentaya) bağlı olarak eşle 

birlikte atılır. Bu çalışmada göbek kordonunun zaten doğum sonrasında bebek 

çıktıktan sonra atılmış olan bu kısmı kullanılacaktır. Göbek kordonunda kontrollü 

dondurma ve uygun ortam parametreleri çalışıldıktan sonra, laboratuvarda kök 

hücreleri elde edilecek ve bu hücrelerin ileride tedavilerde kullanılabilmesi için 

incelemeler yapılacaktır. 

  Vücuttan zaten atılmış olan materyal kullanılacağı için bu uygulama sırasında 

gönüllü olan siz ve bebeğiniz herhangi bir rahatsızlık yaşamayacaksınız. 

  Araştırmaya gönüllü olarak katılmaksızın. Araştırmaya katılmayı reddetme hakkına 

sahipsiniz, araştırmanın istediğiniz herhangi bir evresinde araştırmayı bırakabilirsiniz. 

Onayınız olmaksızın araştırmacılar tarafından araştırma dışı bırakılabilirsiniz. 

Sizinle birlikte bu çalışmaya 20 anne adayı katılmaktadır. 

Araştırma için gönüllüler hiçbir mali yük altına girmeyecektir. 

Bu araştırma için alınan göbek bağı başka araştırmalar amacıyla kullanılmayacaktır. 

ONAM FORMU 

‟İnsan göbek bağı stroma dokusunun kök hücresi transplantasyonları amacıyla 

kullanılmak üzere kontrollü dondurulması koşullarının belirlenmesi; başlıklı çalışma 

bana sözlü olarak açıklandı. Çalışma ile ilgili tüm sorularıma tatmin edici cevaplar 

aldım. Çalışmaya kendi rızamla gönüllü olarak katılmayı kabul ediyorum. 

 

Hastanın  adı- soyadı                                             Tarih                                                                        

İmza 

Veli   adı- soyadı                                                    Tarih                                                                        

İmza  

Tanıklık eden kurum                                              Tarih                                                                        

imza 

Yetkilisinin  adı- soyadı 
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 MESLEKĠ TECRÜBE KAZANILMIġ ALANLAR 

 

-        RT-PCR, FISH, Akım sitometri ve DNA Sekans analizi 

- SDS-PAGE, Native PAGE, agaroz jel elektroforezi, 

- Western Blot , İmmun blot ve peroksidaz  boyama,  

- İmmunohistokiyasal primer sekonder antikor boyamaları 

- In-house PCR, RFLP 

- Çeşitli DNA ve RNA izolasyonları, genomik DNA izolasyonu, Plazmit DNA 

izolasyonu,  yöntemlerinin uygulamaları, 

- Spektrofotometrik protein tayin yöntemleri (Breadford,  Lowry gibi protein 

tayin yöntemleri) 

- Hücre kültürü çalışmaları (T lenfositler, HL-60 , HCT116, lektinlerle (LPS, 

Con-A) hücre proliferasyonun arttırılması) 

- Kök hücre kültürü (MKH) ve MKH füzyonu, 

- Karyotipleme, solid boyama, G bant,  

- Hücre kültüründen DNA çıkarımı   

- Lenfosit, monosit  hücre ayırımı  

- Hücre lizisi, Doku homojenizasyonu  

 

 

 

IV-BĠLĠMSEL ĠLGĠ ALANLARI 

 

YAZILI YAYIN 

 
-Signaling lymphocyte activating molecule (SLAM) expression in subacute sclerosing 

panencephalitis 

Piskin, A.K, Akpinar, P.,Muftuoglu, S., Anlar, B.,  Brain and Development,Volume 

29, Issue 7, August 2007, Pages 439-442 

 

 

SÖZLÜ SUNUM 

 

 
-Determination of The Measles Virus Receptor SLAM (CD150) Expression on 

Mononuclear Cells of Subacute Sclerosing Panencephalitis Patients. 

P. Akpinar, A.K. Piskin , B. Anlar , ICGEB „„Emerging Topics in Human Functional 

Genomics and Proteomics‟‟ Workshop, 22-31 Mart 2006, Antalya ,Türkiye. 

 

POSTER / BĠLDĠRĠ 

 

   

-SERUM SERBEST DNA DÜZEYİ KRONİK LENFOSİTİK LÖSEMİ PROGNOZU 

İÇİN BELİRLEYİCİ OLABİLİR Mİ ? 

Zeynep Arzu Yegin , Zübeyde Nur Özkurt , Elif Suyanı , Merih Kızıl Çakar, Şermin 

Altındal, Pınar Akpınar, Gülsan Türköz Sucak, Münci Yağcı  .  

7-10 Ekim 2009, Antalya, Türkiye. 

http://www.sciencedirect.com/science/journal/03877604
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=PublicationURL&_tockey=%23TOC%234988%232007%23999709992%23655650%23FLA%23&_cdi=4988&_pubType=J&view=c&_auth=y&_acct=C000050221&_version=1&_urlVersion=0&_userid=10&md5=e9c839a193ab1f6cea2d538f5d2465dc
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=PublicationURL&_tockey=%23TOC%234988%232007%23999709992%23655650%23FLA%23&_cdi=4988&_pubType=J&view=c&_auth=y&_acct=C000050221&_version=1&_urlVersion=0&_userid=10&md5=e9c839a193ab1f6cea2d538f5d2465dc
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=PublicationURL&_tockey=%23TOC%234988%232007%23999709992%23655650%23FLA%23&_cdi=4988&_pubType=J&view=c&_auth=y&_acct=C000050221&_version=1&_urlVersion=0&_userid=10&md5=e9c839a193ab1f6cea2d538f5d2465dc


81 

 

 
-ANALYSIS OF SLAM(CD150) EXPRESSION ON SUBACUTE SCLEROSING 

PANENCEPHALITIS PATIENTS.” 

P. Akpınar, B. Anlar  A.K. Pişkin, The Young Scientists Forum and the 31
st
 FEBS 

Congress, 22-29 Haziran 2006, İstanbul, Türkiye. 

 

-CYP1A1 GENE POLYMORPHİSM (m2) in CHRONİC MYELOCYTİC LEUKEMIA 

PATIENTS  

M Taspinar, H Gürhan, P Akpınar, A Elhan,  A Sunguroğlu, 1-3 Nisan 2005 I. Ulusal 

Moleküler Tıp Kongresi, 16-19 Nisan 2005, İstanbul 

 

-THE EFFECTS OF DIFFERENT BUFFERS ON ALGINATE GEL 

 

P. Akpınar , A.K. Pişkin, Biomed 2004, 11.İnternational Biomedical Science and 

Technology Days, 6-10 Eylül 2004,  Ankara, Turkey 

 

-DETECTION OF CELL GROWTH IN ALGINATE SUPPORTED CELL CULTURE 

MEDIUM 

A.K. Pişkin , P. Akpınar , N.D.Daşer, Biomed 2004, 11.İnternational Biomedical 

Science and Technology Days, 6-10 Eylül 2004,  Ankara, Turkey 

 

-DIFFUSION  RATES  OF DYES FROM ALGINATE BEADS 

N.D. Daşer, P. Akpınar ,  A.K. Pişkin, Biomed 2004, 11.İnternational Biomedical 

Science and Technology Days, 6-10 Eylül 2004,  Ankara, Turkey 

  

-SUBAKUT SKLEROZAN PANENSEFALİTLİ HASTALARDA SLAM 

EKSPRESYONUNUN İNCELENMESİ AMACIYLA YÖNTEM OPTİMİZASYONU 

A.K. Pişkin , P. Akpınar , B. Anlar , Klinik Biyokimya Günleri 1.Ulusal Kongresinde 

, 1-4 Ekim 2003   Kapadokya, Nevşehir 

 

-DETERMINATION OF MEASLES VIRUS RECEPTOR ON LYMPHOCYTES 

A.K. Pişkin, P. Akpınar, B. Anlar ,13.th Balkan Biochemical Biophysical Days and 

Meeting on Metabolic  Disorders,  12-15 Ekim  2003, Kuşadası, TURKEY 

 

 

V- BĠLĠMSEL ETKĠNLĠKLER 

 

PROJELER 

 

Anakara Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri Müdürlüğü tarafından 

desteklenmiş olan 09H3330004 numaralı „„Hücre Yaşam Döngüsünde Etkili Olduğu 

Varsayılan Bazı Proteinlerin İnsan Kaynaklı Dokuya Özgü Kök Hücrelerindeki 

İfadelerinin ve Dağılımlarının Belirlenmesi‟‟başlıklı proje. 

 

 

KATILIMLAR 

-The Young Scientists Forum and the 31
st
 FEBS Congress, 22-29 Haziran 2006 

İstanbul, Türkiye  



82 

 

-ICGEB „„Emerging Topics in Human Functional Genomics and Proteomics‟‟ 

Workshop, 26-31 Mart 2006 Antalya ,Türkiye 

-Otoimmünite ve Otoimmün Hastalıklar Sempozyumu. 13-15 Nisan 2005 Ankara 

-Biomed 2004 ,11.International Biomedical Science and Technology Days , 6-10 

Eylül 2004 Ankara, Turkey 

 

-HPLC ve Diğer Seperasyon Teknikleri Ulusal Sempozyumu, 25-27 Mayıs2003 

Etlik, Ankara 

 

-Hacettepe Üniversitesi sürekli Tıp Etkinlikleri, Hücre Sinyal İletimi Kursu, 29-30 

Mayıs 2003, Ankara 

 

-I.Ulusal Tanıda Moleküler Genetik Kongresi ,12-22 Nisan 2002 Balcalı, Adana  

-Bağımsız Numune Alım  Görevlisi Kursu, doping  numunesi alma ve doping ile ilgili 

kontrolleri yapma yetkisi, 2 Haziran 2001 ANKARA 

 

-Hacettepe Üniversitesi Fen Fak. Biyoloji Bölümü öğretim üyelerinde  

Prof.Dr.Şayeste Demirezen ve Prof. Dr. Cihan Öner„in özel öğrencisi olarak çalıştım. 

Hücre Fizyolojisi  ve Moleküler Genetikte Kullanılan Yöntemler hakkında deneyim 

kazandım 1998-1999. 

 

ÖDÜLLER: 

 

7-10 Ekim 2009:  35. Ulusal Hematoloji Kongresi 2009 THD klinik laboratuvar 

bildiri ödülü. 

22-29 Haziran 2006:  ‘The Young Scientists Forum and the 31
st
 FEBS Congress‟ 

katılım bursu. 

26-31 Mart 2006: ICGEB „„Emerging Topics in Human Functional Genomics and 

Proteomics‟‟ Workshop katılım bursu. 

 

         SEMĠNERLER 

 

- Pulsed- Field Gel Electrophoresis,  DNA Sekans Analizi, „Microarray‟ 

Teknolojisi 

- Periferal Kan Lenfositlerinde Kızamık Virusu  Reseptörlerinin Western Blot 

Analizi İle İncelenmesi  

- Kanser kök hücreler 

- Kanser kök hücre, kendini yenileme mekanizması ve analiz yöntemeleri 

- Antimetastaz ve Antimetastatik gen terapi  

- Hücresel yaşlanma, telomeraz ve kanser 

- Mikrometastaz ve kanser belirteçleri  

- Sinyal iletim mekanizmaları 

- Oksidatif stres ve DNA hasarı   

- Koroner Arter Hastalarında, Süperoksid Dismutaz (EC-SOD), Nitrik Oksit 

Sentaz (eNOS), Myeloperoksidaz  (MPO) Gen Polimorfizmi ve Enzim 

Aktiviteleri 

- Kızamık virusu   

- Biyolojik saat 



83 

 

VI- DĠĞER BĠLGĠLER 

 

ALINAN BAZI DERS VE KURSLAR 

 
- Gen Tedavisi, Mutasyonlar ve mutajenite, Genetik polimorfizm, Kanserin moleküler 

biyolojisi, Kanser biyokimyası, Hücre moleküler biyolojisi, Moleküler ve hücresel 

immünoloji, Hematopoietik Kök hücre plastisitesi, Moleküler mikrobiyoloji, 

Moleküler mikrobiyolojide kullanılan teknikler,  İleri sitogenetik, Gen moleküler 

biyolojisi, Hormon Biyokimyası, Hücre proliferasyonu ve ölümü, 

 

- Biyokimyaya giriş I-II, Biyokimyada araştırma teknikleri I-II, Moleküler viroloji , 

Moleküler fizyoloji,  Membran reseptörleri, Kofaktörler ve tepkime mekanizması, 

Biyoistatistik 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 


	1
	2



