TURKIYE CUMHURIYETI
ANKARA UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERIi ENSTITUSU

INSAN KAYNAKLI DOKUYA OZGU KOK HUCRELERDE

NUKLEOSTEMININ iFADE VE DAGILIMININ
BELIRLENMESI

Pmmar AKPINAR OKTAR

TIBBi BIYOLOJi ANABILIiM DALI
DOKTORA TEZi

DANISMAN
Prof. Dr. Alp CAN

2010- ANKARA



TURKIYE CUMHURIYETI
ANKARA UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

INSAN KAYNAKLI DOKUYA OZGU KOK HUCRELERDE
NUKLEOSTEMININ iFADE VE DAGILIMININ
BELIRLENMESI

Pinar AKPINAR OKTAR

TIBBIi BiYOLOJi ANABILiM DALI
DOKTORA TEZi

DANISMAN
Prof. Dr. Alp CAN

Bu tez, Anakara Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Miidiirliigii
tarafindan 09H3330004 proje numarasi ile desteklenmistir.
2010 - ANKARA

Ankara Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii



ii

Tibbi Biyoloji Doktora Programi
(ergevesinde yiiriitiilmiis olan bu ¢alisma, asafidaki jiiri tarafindan
Doktora Tezi olarak kabul edilmistir.

Tez Savunma Tarihi; 25/01/10

Jiiri Baskam
Prof.Dr. Rauf Haznedar

Prof.Dr. Alp Can Prof.Dr. Asuman Sunguroglu

- AL F
"%L/On E\/ { -\J y /J/

S

7/

Tez Damismani

Uye Uye

Prof.Dr. Esra Erdemli Prof. Dr. Petek Korkusuz



ICINDEKILER

Kabul ve Onay
I¢indekiler

Onsdz

Simgeler ve Kisaltmalar
Sekiller

Cizelgeler

1.GIRIS

1.1. Nikleostemin

1.1.1. Nikleosteminin Yapis1 ve Lokalizasyonu
1.1.2. Niikleosteminin Olasi Islevleri

1.2. NuMA (Nuclear Mitotic Apparatus Protein)
1.2.1. NuMA’nin Hiicre i¢indeki Yerlesimi

1.2.2. NuMA’nin Hiicredeki Islevi

1.3.  Perisentrin

1.4, Mikrotiibiiliisler

2. GEREC VE YONTEM

2.1. IGBS-MKH Primer Kiiltiirii

2.1.1. Primer Kiiltiir Ortamimda Biiyiiyen IGBS-MK Hiicrelerine
Kolsisin Uygulanmasi

2.1.2. IGBS-MK Hiicrelerin Kiiltiir Ortamimnda Farklandiriimasi

2.2.  Farklanma Oncesi ve Sonrasinda Hiicrelerin Tespit Edilmesi

2.3. IGBS-MK Hiicrelerinin Immiinfliioresan Isaretlenmesi

2.4. IGBS-MK Hiicrelerinde Niikleostemin Ifadelenmesinin
RT-PCR Yontemi ile Belirlenmesi

2.4.1. RNA izolasyonu

2.4.2. cDNA Sentezi

iii
Vi
vii
viii

Xiii

© o b~ W

11
12
13

15
15

15
16

19

23

23
25



2.4.3. Kantitatif Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(QRT-PCR) Yonteminin Uygulanmasi 26
2.5. IGBS-MK Hiicrelerin Akim Sitometri Analiz Yéntemi ile
Immiinfenotiplendirilmesi 27
2.5.1. IGBS-MK Hiicrelerde Akim Sitometri Y&ntemi ile
Baz1 Onciil K&k Hiicre Transkripsiyon Faktorlerinin
(Nanog, Oct3/4, Sox-2) Analizi 27
2.5.2. IGBS-MK Hiicrelerde Akim Sitometri Ydntemiyle

Bazi1 Hiicre Yiizey Belirteclerinin Analizi 29
3. BULGULAR 31
3.1. IGBS-MKH’lerin primer kiiltiirii ve immiinofeno-

tipendirilmesi 31
3.1.1. IGBS-MKH’lerin Primer Kiiltiirii 31
3.1.2 IGBS-MKH’lerinde Akim Sitometri Yontemiyle

Bazi Hiicre Yiizey Belirteglerinin Belirlenmesi 32
3.2. IGBS-MKH’lerin Perisentrin Antikoru ile Isaretlenmesi 34
3.3. IGBS-MKH’lerin NuMA Antikoru ile Isaretlenmesi 34
3.4. IGBS-MKH’lerin vy -tiibiilin Antikoru ile Isaretlenmesi 35

3.5. IGBS-MKH’lerin a-tiibiilin Antikorlari ile Isaretlenerek

Tirozillenmis ve Tirozillenmemis Tubiilinlerin Gosterilmesi 36
3.6. IGBS-MKH’lerin Niikleostemin Antikoru ile Isaretlenmesi 37
3.7.  Mitozun Degisik Evrelerindeki ve Interfazdaki

IGBS-MKH’lerin y-tiibiilin ve Niikleostemin Antikoruyla

Birlikte Isaretlenmesi 38
3.8.  Metafaz Evresindeki IGBS-MKH’lerin y-tiibiilin ve

Niikleostemin Antikoru ile Birlikte Isaretlenmesi 41
3.9. IGBS-MKH’lerin Metafaz ve Interfaz Evresinde

Anti-insan Niiklei ve Niikleostemin Antikoru ile

Birlikte isaretlenmesi 42
3.10. Mitozun Degisik Evrelerindeki ve Interfazdaki

IGBS-MKH’lerin NuMA ve Niikleostemin Antikoru

ile Birlikte Isaretlenmesi 43



3.11. Mitozun Degisik Evrelerindeki ve Interfazdaki IGBS-
MKH’lerin Kolsisin Uygulandiktan Sonra a,  ve y-tiibiilin
ve Niikleostemin Antikorlar1 ile Birlikte Isaretlenmesi

3.12. Interfazdaki IGBS-MKH’lerin ve Adipojenik Farklanma
Gosteren IGBS-MKH’lerin 3, 8, 12 ve 16. Giinlerdeki
Niikleostemin Ifadeleri

3.13. Interfazdaki IGBS-MKH’lerin ve Adipojenik Farklanma
Gosteren IGBS-MKH’lerin 3, 8, 12 ve 16. Giinlerde,
Niikleostemin Sinyal Siddetlerinin Degerlendirilmesi

3.14. Interfazdaki IGBS-MKH’lerin ve Adipojenik Farklanma
Gosteren IGBS-MKH’lerin 3, 8, 12 ve 16. Giinlerde,
Niikleosteminin Cekirdek I¢i Morfolojisine
Gore Degerlendirilmesi

3.15. IGBS-MKH’lerinde Niikleostemin Ifadelenmesinin
gRT-PCR ile Belirlenmesi

3.16. IGBS-MKH’de Puliripotent Kok Hiicre Belirteglerinin

Akim Sitometri Yontemi ile Belirlenmesi

4. TARTISMA
5. SONUC
OZET
SUMMARY
KAYNAKLAR
EKLER

Ek-1

Ek-2
OZGECMIS

46

49

52

53

57

59

61
67
68
69
70
76
76
77
79



Vi

ONSOZ

Bu calismada insan kaynakli erigkin kok hiicrelerin farklanmasinda rol aldigi
distiniilen ve boliinen hiicrelerde belirteg olarak kabul edilen bir dizi ¢ekirdek ve
sitoplazma proteinlerin, ifade profilleri ve hiicresel dagilimlarinin belirlenmesi
amaglanmigtir. Calismamizda inceledigimiz ¢ekirdek proteinlerinden biri olan
niikleosteminin kok hiicrelerdeki ifadelenmesinin belirlenmesi ve diger hiicre iskelet
proteinleri ile ¢ekirdek proteinleri arasindaki iliskisinin irdelenmesi miimkiin
olmustur. Deneysel bulgularimizin 6zellikle niikleosteminin hiicre iskeletinde ve
hiicre farklanmasindaki roliiniin tanimlanmasima 151k tutacagi ve katkida bulunacagi
inancindayiz.

Tez galigmalarim sirasinda bana yol gosteren, bilgi ve deneyimlerinden her
zaman Yyararlandigim degerli tez danismanim Prof. Dr. Alp Can’a ¢alismanin
planlanmasinda ve siirdiiriilmesindeki stirekli desteginden dolayr en igten
tesekkiirlerimi sunarim.

Doktora egitimim boyunca yetismemde biiyiik emekleri gecen bilgi ve
birikimlerinden faydalandigim Anabilim Dali baskanimiz Sayin Prof. Dr. Asuman
Sunguroglun'a sonsuz tesekkiirii bir bor¢ bilirim. Desteklerinden dolayr Tibbi
Biyoloji Anabilim Dalimizin diger 6gretim tiiyelerine, arastrma gorevlilerine ve
calisanlarma tesekkiir ederim.

Tez izleme komitesinde yer alan ve calismanin yiiriitiilmesi sirasinda
onemli katki ve desteginden dolayr Saym Do¢ Dr. Petek Korkusuz’a sonsuz
tesekkiirler ederim.

GUTF Hematoloji Bilim Dali dgretim iiyesi Prof. Dr. Miinci Yagci
Hematoloji Bilim Dali laboratuar imkanlarindan faydalanmamizi saglamistir.
Katkilarindan dolayr degerli hocam Sayin Prof. Dr. Minci Yagci’ya ve
yardimlarindan dolay: laboratuar teknisyenimiz Nevruz Kursunoglu’na ¢ok tesekkiir
ederim.

Egitimim siiresince biiylik bir 6zveri ile her asamada bana yardimci olan
aileme ve esime, goOsterdikleri sinirsiz sevgi ve anlayis i¢in sonsuz tesekkiirler

ederim.
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SIMGELER ve KISALTMALAR

APC “Allophycocyanin’’

CD “Cluster of Differentiation”’

D,0O “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 Mikrotiibiil organize edici merkez

ng nanogram

NuMA Nuclear Mitotic Apparatus Protein

PE “Phycoerythrin’’

PerCP ““Peridinin-chlorophyll proteins’’

PFA Paraformaldehit

gRT-PCR Kantitatif ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
Rpm ‘““‘Revolutions per minute’’

TRF1 “‘telomeric repeat-binding factor 1’

UPL ““Universal ProbeLibrary’’
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SEKILLER

Ugiincii kromozom iizerinde yer alan niikleostemin genin yerlesimi p21.31 ile
p14.3 bantlar1 arasinda gosterilmektedir (Genecards, 2009).

Iki ayr1 GTP baglama bolgesi igeren niikleosteminin ¢ekirdek ve
niikleoplazma arasindaki gidis gelisinin diizenlenmesi GTP baglanmasi ile
gergeklesir.  GTP’ler ayrildiginda g¢ekirdekgikte bulunan niikleostemin,
GTP’ler baglandiginda niikleoplazmada yer alir (A). Kanser hiicreleri veya
kok hiicrelerde niikleosteminin gen ifadesinin artigt ile, GTP bagh
niikleosteminlerin niikleoplazmaya ¢ikarak amino ucu temel bolgesi ile p53°e
baglanip, p53’iin hiicrede birikmesi dnlenerek aktif hiicre boliinmesine neden
olur (B). Hiicre farklilasmasi sirasinda niikleostemin, p53’iin etkinlestirilmesi
ve belli bir diizeyde tutulmasi yoniinde ¢alismaktadir. Niikleosteminin asiri
ifade bulmasiyla veya niikleosteminin delesyon mutasyonlari sonucunda
hiicre yasam dongiisiinden ¢ikmakta ya da apoptozis ile ortadan kalkmaktadir

©).

IGBS-MK hiicrelerin primer kiiltiir ortanmindaki (P;) goriintiisii (A) ve oil red
O ile boyanmus intrasitoplazmik lipid damlaciklari ile karakterize adipojenik
farklanma gosteren hiicreler (B).

IGBS-MKH’lerin 0. pasaj kiiltiiriinden elde edilen biiyiik ve graniillii
hiicrelerde CD105, CD45, CDl14, CD29, CD31, CD54, CD34, CD90,
CD133, CD73 hiicre yiizey belirteglerinin varligi, 10.000 hiicre sayilarak
akim sitometri ile belirlendi ve CD105, CD29, CD90 icin %99 oraninda
yiksek pozitiflik gosterirken CD54 icin %30’larda diisiik pozitiflik
gostermistir. CD45 CD14, CD31, CD34, CD133, CD73 yiizey belirtecleri
icin IGBS-MKH’lerin biiyiik ve graniillii hiicreleri i¢in negatif sonuglar elde
edilmistir.

IGBS-MKH’lerin 0. pasaj kiiltiiriinden elde edilen kii¢iik ve graniilsiiz
hiicrelerde, CD133 icin %71,42 pozitiflik, CD90 %35,45 ve CD29 igin ise
%20,78 diisiik pozitiflik gostermektedir. CD105, CD45, CD14, CD31, CD54,
CD34, CD73 yiizey belirteclerinin ise negatif oldugu belirlenmistir.

IGBS-MK hiicrelerinde perisentrin antikoru ile sentriol cevresinde
perisentriolar madde boyanmalar1 pozitif gézlendi. Sekil A’da perisentriolar
maddenin alani &lgiildii ve 1.49 pm® ve 1.35 um® olmak iizere her iki
perisentriolar maddenin alanlar1 belirlendi. Perisentriolar maddelerin gaplari
ise 1.16pum ve 1.20pm olarak 6lgiildii (A).

IGBS-MK hiicrelerin PFA ile tespiti sonrasinda NuMA’ya 6zgii primer
antikorla yapilan isaretlemede interfaz c¢ekirdeklerinde (A ve C) ve hiicre
boliinmesinin telofaz asamasindaki hiicrede (A) pozitif boyanmalar
goriilmektedir. B’de ise MTSB-XF tespiti sonrasinda NuMA metafaz
asamasindaki hiicrede goriilmektedir. Bu hiicrede NuMA proteinine 6zgii
kutuplar boyunca boyanmalar dikkat ¢ekicidir.
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MTSB-XF ile tespit edilen hiicrelerin y-tiibiilin monoklonal antikor ile
isaretlenmis interfaz hiicre ¢ekirdegindeki y-tiibiilin goriintiisii A’da ve mitoz
mekigi kutuplarindaki yogunlasmig y-tiibiilin B’de gorilmektedir. PFA
tespitinden sonra isaretlenen IGBS-MKH’lerde ise y-tiibiilin ise C’de
goriilmektedir.

MTSB-XF ile tespit edilmis IGBS-MKH’lerin YL 1/2 klonlu a-tiibiilin
monoklonal antikoru (A) ve YOL 1/34 klonlu a-tiibiiliin monoklonal antikoru
isaretlemesi ile elde edilen goriintiisii (B).

o-tiibiilin ve B-tiibiilin monoklonal antikorlar hazirlandiktan sonra her iki
antikorun 1:1 oraninda karisimi hazirlanarak MTSB-XF tespiti sonras1 IGBS-
MKH’lere uygulandi (A). Ay hiicrelerin a-tiibiilin (yesil sinyal) ve
perisentrin poliklonal antikoru (kirmizi sinyal) ile ikili isaretleme goriintiileri
B’de goriilmektedir.

Ikinci pasaj IGBS-MKH’lerin PFA+KB tespit ortaminda niikleostemin
poliklonal antikoru, 1:50 (A) ve 1:100 (B) PBS’te diliie edildi. Bu hiicreler
icin antikorun 1:100 diliisyonun en iyi sonug verdigi belirlenmistir. IGBS-
MK hiicrelerinin %3,5’lik PFA tespiti sonrasinda niikleostemin poliklonal
antikoru (1:100 PBS’te diliie) ile isaretlenmis goriintiilerinde C’de gorildigi
gibidir. Niikleostemine 6zgii boyamalar c¢ekirdeke¢ik igine yerlesmis olarak
gozlenmistir.

Dérdiincii pasaj IGBS-MKH’lerin, interfaz cekirdeklerinde niikleostemin
(yesil sinyal) pargali loblar seklinde, y-tiibiilin (mavi sinyal) nokta seklinde,
genetik materyal ise (kirmizi sinyal) kromatine uygun dagilimda izlendi (A).
Prometafaz asamasinda ise y-tiibiilin (mavi sinyal) kutuplarda gozlenirken
niikleostemin (yesil sinyal) kromozom kollarina sarilmis bir bigimde,
ozelliklerde u¢ kisimlarda (B, C, D, G, H) ve yamali sekilde yerlesmis
goriilmektedir (B, E, H). Prometafaz asamasinda niikleosteminin
kromozomlari eldiven gibi sardigi belirlenmistir (B, C). B’deki gibi 25 ayr1
diizlemin birlestirildigi durum C’de goriilmektedir. B ve C’de mekigin iistten
goriiniisii alindig1 i¢in y-tiibiilin (mavi sinyal) halka seklinde dizilmis bicimde
kromozom kollarinin tam ortasinda yer almaktadir. Metafaz asamasinda iki
ayr1 kutupta y-tubiilinler (mavi sinyal) nokta seklinde bulunurken ortasinda
7AAD ile kirmizi boyanmis metafaz kromozomlar1 yer almaktadir (D, E, F).
Niikleostemin interfazdaki hiicreler disinda hiicrenin bdliinme evrelerinde
kromozomlarin 6zellikle ug¢ kisimlarini sardig1 dikkat ¢ekicidir (B-H). Anafaz
evresinde kutuplara ¢ekilen kromozomlar (kirmiz1 sinyal) ve ug¢ bolgelerinde
daha yogun olarak yer yer niikleostemin boyanmalari ve mekigin en uzak
mesafelerinde y-tubiilinler (mavi sinyal) goriilmektedir (G, H). Telofaz
evresindeki bir hiicrede ise kromozomlarin kompakt yapisi bozulmaya baslar
ve interfazdaki hallerine donmeye baslarlar ve kromozomlarin etrafini saran
niikleostemin sadece geriye kalan yogunlagmis kromozom araliklarinda
gozlendigi i¢in nokta seklinde niikeostemin (yesil sinyal) gozlenmektedir (I-
K).

IGBS-MKH’leri niikleostemin poliklonal antikoru (yesil sinyal) ile
isaretlendi, y-tiibiilin (mavi sinyal) ile isaretlendi ve genetik materyalin
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tamami 7AAD (kirmizi sinyal) ile boyandi. Metafaz evresindeki
gamma tiibiilini, mitoz mekigindeki pozisyonu ayn1 hiicre i¢in degisik
diizlemlerde belirlenmistir (A, B ve C). Niikleostemin (yesil sinyal)
kromozomlarin kollarinin simirlar1 boyunca yerlestigi gézlenmektedir
(A, BveC).

Anti human niiklei antikoru (mavi sinyal) interfaz asamasindaki hiicreler
belirlenmistir (A). Niikleostemin poliklonal antikoru (yesil sinyal) ile
isaretlenerek prometafaz ve profaz evresindeki iki hiicrede kromozom
etrafinda yer alirken anti-human niiclei baglanma 6zelligi geregi gozlenmedi.
Genetik materyal ise 7AAD ile kirmizi renge boyand: (B). Interfazdaki
hiicrelerde ise, niikleostemin yesil sinyallerle ¢ekirdek¢ik icinde gézlendi (B)
Anti-insan niiklei ¢ekirdek i¢inde yaygin olarak mavi sinyaller seklinde
belirlenmistir (B).

Dérdiincii pasaj IGBS-MK hiicreler NuMA (mavi sinyal) ve niikleostemin
antikoru (yesil sinyal) ile isaretlendi. Genetik materyal ise 7AAD ile kirmizi
boyandi. Prometafaz, asamasindaki hiicrelerde NuMA ve niikleosteminin
fiziksel olarak iliski icinde oldugu belirlendi (A, B ve C). Metafaz evresinde
IGBS-MK hiicresinde mitoz mikrotiibiiliisleri boyunca NuMA nin yerlesimi
D-G’de, anafaz evresindeki yerlesimi ise H’de goriildiigii gibidir. Telofaz
evresindeki IGBS-MK hiicrelerindeki ayr1 gekirdegin yeniden olusumu ve
olusumu sirasinda NuMA’nin homojen dagilimi I-K’da oldugu gibi sirayla
alinan konfokal diizlemlerinde belirlendi.

Uciincii pasaj IGBS-MK hiicrelerine kiiltiir ortaminda 100 ng/ml kolsisin (48
saat) uygulandi ve niikleostemin (yesil sinyal), y-tiibiilin (mavi sinyal) ile
isaretlendi ve genetik materyal ise 7AAD ile kirmizi ile boyandi. A’da
interfaz asamasmdaki niikleostemin dagilimi goézlenmektedir. 100 ng/ml
kolsisin uygulamasindan sonra profaz evresinde oldugu varsayilan hiicrede,
niikleosteminin sitoplazmaya dagildigi izlendi (B, C, D ve E). F’den itibaren
kolsisin uygulanmis olan IGBS-MKH’lerinde aym: antikorlarla isaretlenerek
niikleosteminin ve tubiilinlerin kromozomlarin etrafindaki dagilimi incelendi.
F, G, ve H’de (ayni hiicrenin farkli diizlemleri) prometafaz asamasinda
oldugu varsayilan hiicrede tubiilinlerin (mavi sinyal) tamamu depolimerize
olmus halde dagilmis ve niikleostemin kromozomlarin etrafinda ve
sitoplazmada homojen olarak dagilmisti. I’da mitozun tanimlanamayan bir
evresinde mekigin mikrotiibiiliis kutbunun {stten goriilen kisa kalmis
tubiiliislerin (mavi sinyal) goriintiisii ve kromozom etrafinda niikleosteminin
azalms dagilimi yer almaktadir. I, J ve K’de niikleostemin (yesil sinyal)
sinyalinin azaldig1 interfaz evresindeki hiicrelerde o ve P tubiilinlerin
dagilmig goriintiileri bulunmaktadir. Mitozun tanimlanamayan bir evresinde
bulunan hiicrede ise kolsisin etkisi nedeniyle tubiilinlerin filament6z yapiy1
olusturamadigi ve homojen olarak sitoplazmaya nokta sinyaller olarak
niikleostemin ile birlikte dagildig izlendi (J ve K).

Uciincii pasaj IGBS-MKH’leri 3, 8, 12, 16 giinliik adipojenik
farklanma gosteren hiicrelerle kontrol grubu hiicrelerinde niikleostemin
(yesil sinyal) ile isaretlendi ve yag graniilleri oil red O ile, genetik
materyal ise 7AAD ile kirmiziya boyandi. A ve C siitunlarinda bu ii¢
boyamanin sinyalleri de goriilmektedir. B ve D siitunlarinda ise sadece
niikleostemini (yesil sinyal) gormekteyiz. Siitunlar yukardan asagiya



Sekil 3.13.1.

Sekil 3.14.1.

Sekil 3.14.2.

Xi

dogru 3, 8 ve 16. giinlerdeki adiposite farklanan hiicreler C ve D
stitunlarinda goriildiigii gibi 16. giine dogru farklanma belirteci olarak
kabul edilen niikleosteminin sinyali (yesil sinyal) azalirken yag
graniilleri birleserek biytldiler (kirmizi kiiglik graniiller haindeki
sinyal). Kontrol hiicrelerinde ise (A3, A8, A16 ve B3, BS, B16) yag
graniilleri gozlenmezken (kirmizi kiigiik graniiller seklindeki sinyal)
niikleostemin (yesil sinyal) 3, 8 ve 16. giinlerde benzer sekilde orta ve
siddetli olarak tanimlayabilecegimiz boyanmalar gdsterdi.

Kontrol ve adipojenik farklanma gosteren hiicrelerde niikleostemine ait sinyal
Ayni objektif (40 siddetleri degerlendirildi. x oil 0.1) ve goriintii ayarlar1 ile
konfokal mikroskopta goriintiiler alindi. Her bir hiicrenin histogramlarinda
ortalama parlak nokta sayisi belirlendi ve sinyal siddetlerine gore gruplara
ayrildi. Kontrol grubundaki hiicrelerde farkli niikleostemin sinyal siddeti
degerleri 3, 8, 12 ve 16. giin gore gruplandirilmasi A’da goriilmektedir.
Kontrol hiicrelerinde 3. giinde oldukea yiiksek olan niikleostemin sinyalleri,
siddetli ve orta siddetli sinyaller, hiicreler farklandik¢a yerini orta ve zayif
siddetli sinyallere birakmaktadir. Sonmiis sinyal miktar1 ise Ozellikle 16.
giinde artmaktadir. Adipojenik farklanma gosteren hiicrelerde sonug biraz
daha farklihk géstermektedir (B). Uciincii giinde ¢ok yiiksek miktarda olan
siddetli ve orta siddetli sinyaller 12. giinde orta, zayif ve sonmiis sinyallere
olarak gozlenirken farklilagmanin ilerledigi 16. giinde belirgin bir sekilde
zaylf ve sOnmiis niikleostemin sinyalleri belirlenmistir. Bu deney ii¢ kez
tekrarlanmis ve standart sapma degerleri grafiklere eklenmistir.

IGBS-MKH’leri 3, 8, 12, 16 giinliik adipojenik farklanma gdsteren
hiicrelerle kontrol grubu hiicrelerinde niikleostemin (yesil sinyal) ile
isaretlendi. Kontrol hiicrelerinde (A, C, E, G) ve adipositlere farklanan
hiicrelerde (B, D, F, H) 3, 8, 12, 16, giinliik hiicre Kkiiltiirlerinden
sonraki niikleostemin sinyalleri goriilmektedir. Adipositlere farklanan
hiicrelerde niikleostemin sinyalleri 3. giinden itibaren 16. giine kadar
giderek azaldi (B, D, F, H). Niikleosteminin 16. giinde tamamen
sondiigii  belirlenmistir (H). Kontrol hiicrelerinde bu durum daha
farklidir. 12. giine kadar ¢cok 6nemli bir fark gézlenmemistir. Kontrol
IGBS-MKH’lerinin 12 ve 16. giinlerinde hiicreler ileri farklanmaya
gittigi i¢in sinyallerin zayiflayip sonmeye basladig1 gézlendi (A, C, E,
G). Cekirdekler mavi sinyallerle gozlenmistir.

Adipojenik farklanma gostermis olan hiicreler ve kontrol IGBS-MKH’leri 3,
8, 12 ve 16. giinlerinde niikleosteminin hiicre cekirdegine yerlesiminde
degisiklikler izlenmistir. Morfolojilerindeki degisiklikleri tek loblu siddetli,
cok loblu siddetli, ¢ok loblu zayif, sonmiis sinyal seklinde dort gruba
ayrilmistir. Niikleostemin siddeti 3. ve 8. giinlerde her iki grup hiicrede de
benzer dagilim gdzlenmistir. Ancak adipojenik farklanma goéstermis olan
hiicrelerde kiiltiirde kaldiklar1 giin sayis1 arttikga, c¢ok loblu siddetli
sinyallerin yerini ¢ok loblu zayif ve sonmiis sinyallerin aldig1 ¢ok belirgin
olarak gbze ¢arpmaktadir (adiposite farklanmig hiicreler 16. giin). Kontrol
hiicrelerinde ise kiiltlirde kalman giin sayis1 arttikga, ileri farklanan
hiicrelerde ¢ok loblu siddetli niikleostemin sinyali gosteren hiicrelerin yerini
ozellikle 16. glinde ¢ok loblu zayif niikleostemin siddeti gosteren hiicrelere
biraktig1 gozlenmistir. Ek olarak bu grafikte hiicre sayisi yiizde olarak
verilmistir.
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Sekil 3.15.2.
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Sekil 3.15.3.
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IGBS-MKH’lerin 0,014 ile 0,0000014 arasmda hazirlanan cDNA
miktarlarimin seri diliisyonlar: ile Light cycler 2.0 versiyonda yapilan qRT-
PCR sonucunda olusturdugu egrinin verimliligi 1,941 dir.

IGBS-MKH’lerinden elde edilen RNA’min ¢cDNA’ya déniisiimiinden sonra
0,014 pug/ml ile 0,0000014 pg/ml arasinda 6 ayr1 seri diliisyon seklinde
cDNA standartlar1 hazirlanmistir.  Seri  dilusyonlar seklinde hazirlana
standartlar yukarida goriildiigii gibi yaklagik 2 dongli araliklarla
amplifikasyon egrileri vermistir.

Akim sitometri yontemiyle IGBS-MKH 0. pasaj (P0) ve 7. Pasaj (P7)
hiicrelerinde Sox-2, Nanog ve Oct3/4 ifadelenmelerinin aritmetik
ortalama degerleri belirlenmistir. Sonuglara gore hiicrelerde Nanog
ifadelenmesinin Sox-2 ‘ye gore daha yiiksek oldugu gozlenmistir.
Nanog ifadelenme aritmetik ortalama degeri P0’da 39.14 iken P7°de
bu oranin 52,87°dir. Nanog ifadelenmesinin ilerleyen pasaj sayisi ile
arttig1 Oct3/4 ifadelenmesinin ise hiicrelerde olmadigi ¢ok net olarak
belirlenmistir.

Farkli pasajlarindaki IGBS-MKH’de niikleosteminin ifadelenme
degerleri qRT-PCR yontemi ile niikleostemin/G6PDH oranlar1
belirlenmistir. Pasaj 1’de 5,65 fg iken pasaj 7°de 0,97fg’a kadar indigi
gozlenmistir. Niikleostemin ifadelenmesinin hiicreler farklandikca ve
yaslandik¢a azaldigi belirlenmistir.
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CiZELGELER

Tablo 2.5.1. IGBS-MK hiicrelerin onciil kok hiicre transkripsiyon belirteglerine &zgii
antikorlarla muamele edildikleri tiiplerin hazirlanmasi:

Tablo 2.5.2. IGBS-MK hiicrelerinde, 6nciil kok hiicre transkripsiyon belirteglerinin
analizi igin negatif ve pozitif kontrol tiiplerinin hazirlanmas1



1.GIRIS

“Hiicre Yasam Déngiisiinde Etkili Oldugu Varsayilan Bazi Proteinlerin Insan
Kaynakli Dokuya Ozgii Kok Hiicrelerindeki Ifadelerinin ve Dagilimlarmimn
Belirlenmesi’’ baslikli tezimde dncelikle incelemek istedigimiz proteinler, yaptigimiz
literatiir calismalar1 sonucunda ¢ekirdek i¢i bir protein olan “‘niikleostemin’’, ¢ekirdek
matriks komponenti olarak bilinen ‘‘nuclear mitotic apparatus protein (NUMA)”’
sentrozom matriks proteinlerinden birisi olan ‘‘perisentrin’’olarak belirlendi. Kok
hiicrelerinin farklanmasinda rol aldig: diisiiniilen ve boliinen hiicrelerde belirteg olarak
kabul edilen bu ¢ekirdek ve sitoplazma proteinlerinin hiicresel dagilimlarinin yani
sira, ¢alismamiz siiresince elde edilen bulgulara gore, ““y-tiibiilin’’, ‘‘a-tiibiilin” ve
“‘B-tlibiilin’’ gibi hiicre iskeletinin temel elemanlar1 olan proteinlerin de incelenmesi
uygun gorildii. Bu proteinlerin hiicredeki islevi heniiz ¢ok belirlenmemis olan
niikleosteminle birlikte incelenmesi, Ozellikle mitoz asamasindaki yerlesimi ve

islevleri hakkinda ilging ve ilk kez gdsterilen bulgulari elde edilmesini sagladi.

Kok hiicreler kendilerini yenileme ozelliklerinin yani1 sira farklilagsmanin
baskilanmasi ve coklu yetkin (pluripotensi) olmak iizere iki temel Ozellikleri ile
tanimlanmaktadirlar. Kok hiicrelerde kendilerini yenileme potansiyelleri sonucu bu
hiicrelerin mitoz ile bolinmelerinde gorev alan gen iirlinlerini ¢calismak Onemlidir.
Ciinkii kok hiicrelerde kendini yenilemeyi saglayan ve farklilasmay1 baskilayan
mekanizmalar, normal hiicrede yer almayan mekanizmalardir ve farkli sekilde
islemektedir. Insan gobek bag1 stromas1 mezenkimal kok hiicreleri (IGBS-MKH) son
yillarda oldukga dikkati ¢ekmis olan hiicrelerdir (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
ayristirilmalarinin kolayligmin yani swra bu hiicrelerin bazi dokularn onariminda
kullanilmasi giindeme gelmistir (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
calismamizda kok hiicre drnegi olarak IGBS-MKH’ni kullanarak niikleostemin ve
bununla iligkili olabilecegini var saydigimiz proteinleri ¢alismak istedik. Boylece bir

yandan niikleosteminin kok hiicrelerin farklilagsma siireclerindeki degisimleri kendi



hiicrelerimizde gérmek ve dogrulamak, diger taraftan da elimizdeki hiicrelerin interfaz
ve mitoz asamalarindaki niikleostemin dagilimlarini incelemek istedik. Can ve
ark.’nin daha Onceki ¢alismalarinda (Can, A. & Karahuseyinoglu, S., 2007;
Karahuseyinoglu, S. et al., 2007) kullandiklar1 IGBS-MKH ve adipojenik farklilasma
yoniinde uyardiklar1 hiicrelerde (Karahuseyinoglu, S. et al., 2008) niikleosteminin
hiicre i¢i yerlesimi ile ifade degisikliklerin incelenmesi amaglandi. Bunun yani sira
farkli pasaj numarali IGBS-MKH primer kiiltiir hiicrelerinde niikleostemin ifade
diizeylerindeki degisiklikler RT-PCR yontemi ile daha da netlestirildi. Farklilagmis ve
farklilasmamis IGBS-MKH’lerinde bu proteinlerin ifade ve yerlesiminin belirlenmesi
asamasinda  bulgularrmiza  destek  olmasi1  acgismdan  bu  hiicrelerin
immiinfenotiplendirilmesi yapildi. Akim sitometrisi ile analiz edilen bu hiicrelerde
bazi ylizey belirteglerinin ve pluripotent kok hiicre transkripsiyon faktorlerinin analizi

de yapildi.

Bu ¢alismanin amaglarindan bir digeri de mitoz hiicre boliinmesi sirasinda ve
interfaz asamasindaki kok hiicrelerde niikleosteminin dagiliminin diger ilgilendigimiz
proteinlerle olas1 iliskisinin belirlenmesiydi. Yapilan incelemelerde mitozun her
evresinde ve intefazdaki hiicrelerde niikleosteminin ve niikleosteminle iliskili
oldugunu diisiindiigiimiiz proteinlerin yakin yerlesimleri konfokal mikroskobu ile

incelendi ve niikleosteminin hiicredeki islevine iliskin degerlendirildi.

Mikrotiibiilislerin  olusumu ve diizenlenmesinde rol oynayan Onemli bir
sentrozom proteini olan perisentrinin mitozda sentrozom matriksi i¢inde yiiksek
diizeyde olmasinin mitoz mekigi mikrotiibiiliislerinin tam olarak olusturulmasi i¢in
gerekli oldugu bilinmektedir (Dictenberg, J. B. et al., 1998). NuMA’nin ise, interfaz
hiicrelerinde ¢ekirdek matriksinin énemli komponentlerinden biri oldugu ve biiyiik
olasilikla mitoz sonrasinda cekirdegin yeniden olusturulmasinda gorevli oldugu
diistiniilmektedir (Fant, X. et al., 2004). Bu ¢alismada bu proteinlerin niikleostemin, y-
tiibiilin, a-tiibiilin ve pB-tiibilin ile yakmn yerlesimleri yine immiinsitokimyasal
yontemlerle incelenmistir.  Perisentrinin  6zellikle sentrozom  biitiinliigliniin
korunmasindaki roliinlin niikleosteminle dogrudan bir iligkisinin olup olmadigi
belirlenmeye calisilmistir. IGBS-MKH mitotik hiicrelerde niikleostemin dagiliminin
mikrotiibiiliislerle iligkisinin  incelenmesi sirasinda elde edilen bulgularin

desteklenmesi i¢cin IGBS-MKH primer kiiltiirlerinde mikrotiibiiliis polimerizasyonunu



baskilayan ajanlar kullanildi ve niikleostemin ile 6zellikle mikrotiibiiliislerin yakin
yerlesimleri incelendi

1.1. NUKLEOSTEMIN

Niikleostemin ilk olarak Tsai ve McKay tarafindan 2002 yilinda tanimlanmis, kendini
yenilemeden ve doku onarimindan sorumlu olan bir ¢ekirdek proteinidir (niikleo-Stem-
in). Ik olarak noral kok hiicrelerde ve erigskin memeli testisinde yiiksek ifadelendigi
goriilmiis (Tsai, R. Y. & McKay, R. D., 2002) ve hiicre dongiisiiniin kontrolii, timor
olusumu ve hiicre yaslanmasi ile ilgili yapilan arastirmalarin odak noktasi olmaya
baslamistir (Tsai, R. Y. & Meng, L., 2009). Ismindeki “stem” eki buradan
kaynaklanmaktadir. Daha sonra bir¢ok kok hiicre tipinde yiliksek diizeyde ifade
oldugu bulunmustur (Tsai, R. Y. & McKay, R. D., 2002; Baddoo, M. et al., 2003).
Niikleosteminin embriyonun erken donemi i¢in gerekli oldugu kadar, norénal kok
hiicrelerin ve kanser hiicrelerinin ¢ogalabilmesi i¢in de gerekli oldugu belirlenmistir
(Tsai, R. Y. & McKay, R. D., 2002; Beekman, C. et al., 2006). 2002 yilindan 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) kurbagalarda (Beekman, C. et al., 2006), semenderlerde (Maki, N. et
al., 2007), nematodlarda (Kudron, M. M. & Reinke, V., 2008), meyve sineginde
(Kaplan, D. D. et al., 2008) ve mayada (Du, X. et al., 2006) niikleosteminin
biyolojisini ve niikleosteminle iligkili genleri agiklamaya ¢alisan arastirmalarin sayisi

giderek artmustir.



Okaryotlarda, niikleostemin GNL3L (guanine niikleotide binding protein like-
3) ve Ngp-1 proteini YIqF/YawG GTPase ailesinin i¢erisinde GTP baglama bolgeleri
olan proteinler olarak tanimlanmistir ve bu proteinler YIqF/YawG GTPase ailesinin
alt grup proteinleridir. Memelilerde niikleosteminin ve GNL3L’iin tek homologu
olarak, GNL3 proteini tanimlanmistir (Tsai, R. Y. & Meng, L., 2009). NCBI’da
(National Center for Biotechnology Information) niikleostemine ait olan 3 varyant
transkript mRNA dizisi bulunmaktadir. ‘‘Homo sapiens, guanine nucleotide binding
protein-like 3 (nucleolar) (GNL3), (nucleostemin) transcript’ varyantlar1 olarak da
tanimlanmistir (NCBI, 2009)

1.1.1. Niikleosteminin Yapisi ve Lokalizasyonu

Niikleostemin c¢ekirdek icinde yer almaktadir. Niikleosteminin iki GTP baglanma
motifleri bulunan amino ucu niikleosteminin ¢ekirdek ici yerlesimi i¢in 6nemlidir.
Niikleostemin yapisinda ayrica bir ¢ift kivrimh biikiilme bolgesi ve asidik karboksil
ucu yer almaktadr (Bernardi, R. & Pandolfi, P. P., 2003) Ugiincii kromozomun p
kolunda yer alan niikleostemin genin biiylikligli 8578 bazdir. Niikleostemin 549
amino asit dizisinden olusan, yaklasik olarak 61993 Da biiyiikliigiinde bir proteindir
(Genecards, 2009) (Sekil 1.2.1).
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Sekil 1.2.1. Ugiincii kromozom {izerinde yer alan niikleostemin genin yerlesimi p21.31 ile
p14.3 bantlar1 arasinda gosterilmektedir (Genecards, 2009).

Niikleosteminin ¢ekirdek ve niikleoplazma arasindaki gidis gelisinin kontrolii
GTP baglanmas1 ile olabilecegi diisliniilmektedir. GTP baghh olmadiginda
cekirdekgikte yerlestigi belirtilmektedir (Bernardi, R. & Pandolfi, P. P., 2003;
Misteli, T., 2005) (Sekil 1.2.2-A). Niikleosteminin amino ucundaki temel bolge,



cekirdekte yer almasi ve p53 etkilesimi i¢in gereklidir (Bernardi, R. & Pandolfi, P. P.,
2003) (Sekil 1.2.2-B).
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Sekil 1.2.2 iki ayr1 GTP baglama bolgesi igeren niikleosteminin cekirdek ve niikleoplazma
arasindaki gidis gelisinin diizenlenmesi GTP baglanmasi ile gergeklesir. GTP’ler ayrildiginda
cekirdekcikte bulunan niikleostemin, GTP’ler baglandiginda niikleoplazmada yer alir (A).
Kanser hiicreleri veya kok hiicrelerde niikleosteminin gen ifadesinin artis1 ile, GTP bagh
niikleosteminlerin niikleoplazmaya ¢ikarak amino ucu temel bolgesi ile p53’e baglanip,
p53’tn hiicrede birikmesi Onlenerek aktif hiicre boliinmesine neden olur (B). Hiicre
farklilagsmasi sirasinda niikleostemin, p53°iin etkinlestirilmesi ve belli bir diizeyde tutulmasi
yoniinde ¢aligmaktadir. Niikleosteminin asir1 ifade bulmasiyla veya niikleosteminin delesyon
mutasyonlar1 sonucunda hiicre yagam dongiisiinden ¢ikmakta ya da apoptozis ile ortadan
kalkmaktadir (C).



1.1.2. Niikleosteminin Olas Islevleri

Niikleosteminin kanser hiicreleri ve kok hiicrelerinde hiicre ¢ogalmasinin
diizenlenmesinde rol aldig1 diisiiniilmektedir. Ozellikle mide kanseri, karaciger kanseri
(Liu, S. J. et al., 2004) ve prostat kanserinde (Liu, R. L. et al., 2008) biiyiimenin
diizenlenmesinde onemli rol oynadig1 belirlenmistir. Prostat kanserinin bulundugu
dokularda ve hiicre serilerinde niikleostemin ifadesinin oldukg¢a yiiksek oldugu
gosterilmistir. Bu calismada niikleosteminin gen ifadesi susturuldugunda prostat
kanseri hiicre serisi PC-3’lin ¢ogalabilme kapasitesinin anlamli oranda baskilandig1

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

Niikleostemin gibi kok hiicreye 0zgii proteinler kendini yenileme ve
farklilasmada rol oynamaktadir (Tsai, R. Y. & McKay, R. D., 2002). Meyve sinegi,
kurbaga, yuvarlak solucan, zebra baligi, fare, sigan ve insan genomunda ayni amino
asit dizilerinin gosterilmesi bu proteinin evrimsel siiregte oldukc¢a iyi korunmus
oldugunu kanitlamaktadir (Kudron, M. M. & Reinke, V., 2008; Ma, H. & Pederson,
T., 2008).

Niikleosteminin, néron, kanser ve embriyonik kok hiicrelerinde ve kanser hiicre
serilerinde de ifade buldugu belirlenmistir (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 ilging olan bulgu niikleostemin gen ifadesinin hiicresel
farklilagmayla birlikte belirgin bir sekilde azalmasidir. Niikleostemin, embriyogenez
sirasinda ndroepitel Oncii hiicrelerinde ve yetiskin kemik iligi hematopoietik kok
hiicrelerinde ifade edilmektedir (Kafienah, W. et al., 2006). Kemik iligi kok hiicreler
osteositlere farklilagtiginda niikleostemin ifadesinin baskilandig1 belirlenmistir
(Bernardi, R. & Pandolfi, P. P., 2003; Kafienah, W. et al., 2006). Yaghoobi ve ark’nin
yaptig1 calismada (2005) niikleosteminin, kok hiicrelerin kendini yenileme
mekanizmasini siirdiirmede rol aldig1 ve farklilagmis hiicrelerde hi¢ ifadelenmedigi

belirtilmistir (Yaghoobi, M. M. et al., 2005). Sigan kemik 1iligi stroma hiicrelerinde,



noronal farklilagmaya yonlendirilmeden Once ve sonra, proliferasyonun ve
farklilagmanin diizenlenmesinde anahtar rol oynayan, niikleostemin, Oct-4 ve Nanog
gibi proteinlerin ifadelenmeleri ile karsilastirilmistir (Yaghoobi, M. M. et al., 2005).
Elde edilen veriler gostermistir ki, Oct-4 ve Nanog proteinleri farklanmis veya néronal
farklanma gosteren hiicrelerde hi¢ ifadelenmemekte, niikleostemin bu proteinlerin
aksine farklilagmamis kemik iligi kok hiicrelerinde yiiksek diizeyde ifadelenmektedir

(‘Yaghoobi, M. M. et al., 2005).

Bu verilerden yola c¢ikarak hiicrede Onemli diizenleyici islevleri olan
proteinlerden biri olan niikleosteminin kardiyak kok hiicre kiiltiiriindeki ytiksek
ifadelenmesi sonucu hiicre ¢ogalmasini artirirken, kromozomlarda telomer uzunlugu

ayni kalmakta ve farklilasma durmaktadir (Siddiqi, S. et al., 2008).

Niikleosteminin ifade diizeyi 6nemlidir. Niikleosteminin ifadesinin artmas1 veya
diismesi hiicre dongiisiiniin G; asamasinda durmasina neden olmaktadir (Ma, H. &
Pederson, T., 2007; 2008) (Sekil 2C). Ancak bu paradoks heniiz tam olarak

aciklanamamustir.

Niikleostemin hiicre ¢ekirdeginde, Murine Double Minute—2 (MDM-2) proteini
ile fiziksel olarak iliski i¢indedir ve MDM-2’nin merkezindeki asidik bdlgesine
baglanir (Dai, M. S. et al., 2008). Niikleostemin miktarinin artmasi p53’e baglanarak
yikimini saglayan MDM-2 proteininin tutulmasina neden olur. Bu durum hiicrede
p53’in ubikutinlenerek yikilmasini engeller. Hiicrede p53’iin birikmesi sonucunda
hiicre dongiisiiniin G; asamasinda tutulu kalir ve hiicre bdliinmesi engellenmis olur
(Dai, M. S. et al., 2008). Bu ¢alismada niikleostemin geninin kapatilmasi sonucunda
ise, MDM-2"nin L5 ve L11 ribozomal proteinlerle etkilesime girerek yine p53 yikimini
engelledigi gosterilmistir. Hiicresel niikleostemin miktariin MDM-2 iizerinden hiicre
dongiisii kontrol noktalarint p53 bagimli olarak denetledigi gosterilmistir (Dai, M. S. et
al., 2008).

Niikleosteminin in vivo ortamdaki fizyolojik rolii, niikleostemin alelleri
etkisizlestirilmis mutant fare calismalar1 ile belirlenmeye calisilmistir. Niiklostemin™
embriyonlarin 4. giinde oldiikleri belirlenmistir (Beekman, C. et al., 2006).

Niikleostemin mutant blastosistlerin kullanildig1 arastirmalar sonucu elde edilen



verilere gore pluripotensinin siirdiiriilmesinde, ¢ekirdekgik biitiinliiglinii korunmasinda
ve embriyonik kok hiicrelerin yasamini siirdiirmesinde gerekli olmadigi, ancak
niikleostemin alelleri homozigot mutant olan blastosistlerde fonksiyonel p53’iin
yoklugunda bile S fazmna girisi engelledigi belirlenmistir (Beekman, C. et al., 2006).
Bu veriler dogrultusunda su sonug elde edilmektedir; niikkleosteminin atasal fonksiyonu
p53’den bagimsiz olarak, kok hiicre/oncii hiicre ¢ogalma oranmin kontroliini
saglamaktadir (Beekman, C. et al., 2006). Niikleosteminin bu oranin kontroliinii
saglarken asimetrik boliinme mekanizmalarinda bir fonksiyonunun olup olmadigi
konusunda literatiirde herhangi bir bilgi bulunmamaktadir. Asimetrik hiicre boliinmesi
sitoplazmik determinantlarin yerlesimine ve mitoz mekigi mikrotiibiiliislerinin diizgiin
dizilmis olmasina baghdir. Halkali solucanda germ kok hiicrelerinin boliinmesinde ve
larva biiyiimeleri igin niikleosteminin gerekli oldugu belirlenmistir (Kudron, M. M. &
Reinke, V., 2008). Niikleosteminin ribozom biyogenezini etkileyerek veya kok
hiicreye 6zgii ve ¢ogalma yetenegi yliksek hiicrelerde oldugu gibi ¢ekirdek kokenli
diger aktiviteleri etkileyerek cogalmay1 kontrol edip etmedigi ¢cok acik degildir. Ancak
bu calismada halkali solucandaki niikleostemin (nst-1) geninin yoklugu soma
hiicresindeki biiyiime hasar1 nedeniyle larva asamasinda durdurulmus fenotipe yol
acmaktadir. Nst-1 mutantlarda ribozom biyogenezindeki hasar nedeniyle rRNA’larin

diizeylerinin diistiigi ileri stiriilmektedir (Kudron, M. M. & Reinke, V., 2008).

Niikleostemin ‘‘telomeric repeat-binding factor 1 (TRF1)’’ ile de iliski i¢indedir
ve bu proteinin par¢alanmasmi arttirmaktadir (Zhu, Q. et al., 2006). Ancak bunu
ubikitinasyon araciligiyla yapmamaktadir. TRF1 embriyogenezin erken donemlerinde
onemlidir ve telomer uzunlugunu olumsuz yonde etkiler. Bu ¢alisma niikleosteminin

fare embriyon fibroblastlarinin yaslanmasinin gecikmesi ve erken embriyogenezle

iliskili oldugunu kanitlamaktadir (Zhu, Q. et al., 2006).

H1299 (p53’siiz kiiclik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicre dizisi) hiicre
dizisinde ¢ekirdekte niikleostemin gosterilmistir. Bu protein hiicre dongiisiiniin interfaz
asamasinda ¢ekirdekcikte yogun bir sekilde goézlenirken niikleoplazmadaki miktar:
diisik bulunmustur. Mitozda ise niikleosteminin c¢ekirdek bolgesi ile iligkisinin

azaldigi sitoplazmaya yayildig1 belirtilmektedir (Tsai, R. Y. & McKay, R. D., 2002).



Bu proteinin hiicre yasam dongiisiinde DNA sentezi ve boliinme siireglerine
etkisi ise belirlenmis degildir. Bu konularin agiga kavusturulmasi ile kok hiicre ve
kanser kok hiicrelerinde kendini yenileme mekanizmasi ve kontrolsiiz hiicre boliinmesi
sirasinda gerceklesen olaylari yonlendiren c¢ekirdek i¢i proteinlerin belirlenmesi
miimkiin olacaktir. Ayrica insan kaynakli dokuya 6zgii kok hiicrelerde niikleostemin
ve benzeri ¢ekirdek i¢i proteinlerin ifadelerinin ve dagilimlarinin belirlenmesi hiicre
yasam dongiisiinde soz konusu mekanizmalara daha genis bir pencereden bakma
olasilig1 saglamaktadir. Eger bu bilgiler elde edilebilirse kanserin tan1 ve tedavisi i¢in

de yeni hedeflerin olusturulabilmesi miimkiin olacaktir.

Bu c¢alismada interfazda lokalizasyonu bilinen niikleosteminin mitozda
sentrozomla, kromatid ve mikrotiibiiliislerle iligkisini gostermek tizere fliioresan

isaretli diger proteinlerle (NuMA, perisentrin gibi) birlikteligi de arastirilmistir.

1.2. NuMA (Nuclear Mitotic Apparatus Protein)

Mitoz ve mayoz boliinme ile ¢ogalan hiicrelerde sadece boliinme mekigi ile iliskili
olarak ortaya ¢ikan bir dizi protein sentezlenir. Esas olarak mikrotiibiiliislerin
tasinmasi ve tutulmasi ile ilgili iki temel model ile aciklanmaktadir. Birincisi,
sentrozom gibi bir merkezden mikrotiibiilislerin filizlenmesi ve buraya tutunmalari.
Ikincisi, mikrotiibiilliislerin kromozom yiizeyinden bilyiimesi ve bunlarm mikrotiibiiliis
kutuplarma dogru hareketlenmeleri modelidir (Fant, X. et al., 2004). Bu iki
mekanizma ayni organizmanin hiicrelerinde bulunsa da somatik hayvan hiicrelerinin
cogunda mikrotiibiiliislerin organize olduklar1 merkez olarak sentrozom kullanilir.
Disilerdeki mayoz boliinme ile ¢ogalan hiicrelerde sentriol icermeyen sentrozomlar
olusturulur (Fant, X. et al., 2004). Ilgin¢ olarak sentriol icermeyen mekik kutbu
olusumlarint  yiiriiten molekiiler bilesenler sentrozom igeren hiicrelerde de
bulunmaktadir. Bunlar mikrotiibiiliis bagimli motor proteinleri ve cesitli yapisal
proteinleri icerir ki, bu proteinler mikrotiibiilis olusumunu, tutunmasini ve Ssabit

kalmasmi saglar (Fant, X. et al., 2004).



10

Bu mekik kutbu proteinlerinden ilki 20 yi1l 6nce tanimlanmig olan NuMA’dir
(Fant, X. et al., 2004). Cekirdek ve mitoz aparati olarak bilinen NuMA yaklasik olarak
230 kDa biiyiikliigiinde omurgahlarda bulunan yapisal bir proteindir. interfaz sirasinda
cekirdekte yerlesirken, mitoz sirasinda mitoz mekigi mikrotibiiliisleri iizerinden
kutuplara dogru yogunlasmaktadir (Haren, L. et al., 2009). NuMA mekik
mikrotiibiiliislerinin olusumunda yer alir. Son yapilan ¢alismalarda, NuMA’nin mitoz
boliinme sirasinda, hiicre korteksinde yerlestigi ve burada LGN/pins proteini ile
birlikte etkilesim i¢inde oldugu gosterilmistir (Haren, L. et al., 2009). Compton ve
Cleveland (1994), NuMA’nin mitoz mekigi mikrotiibiiliislerinin dinamigini ve mitoz
sonunda olusan yavru hiicrelerin ¢ekirdeginin yeniden olusmasinda onemli rol
oynadigini destekleyen bulgular elde etmislerdir (Compton, D. A. & Cleveland, D. W.,
1994).

1.2.1. NuMA’nmn Hiicre Icindeki Yerlesimi

NuMA, ilk olarak Lydersen ve Pettijohn tarafindan 1980°’de interfazdaki hiicre
¢ekirdeginde, mitoz sirasinda mikrotiibiiliis kutuplarina uzanan protein olarak
bulunmustur. NuMA protein dizisi yaymlanmadan Once coklu arastirma gruplari
tarafindan; centrofilin, 1F1/1H1, SPH, SPJ veya SPN antijeni gibi farkli isimlerle de
tamimlanmistir (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 yapisi
belirlenmis ve fare, kurbaga gibi omurgali tiirlerdeki homologlar1 bulunmustur
(Compton, D. A. et al., 1991; Yang, C. H. et al., 1992). NuMA’nin omurgasizlarda
bulunmadigi da belirlenmistir (Kallajoki, M. et al., 1991; Zeng, C. et al., 1994).

NUMA, mitozun erken profaz asamasinda, kisalip kalinlasmig olan
kromozomlardan ayrilir ve ¢ekirdek zarmmin yok olmasindan hemen sonra mitoz
mikrotiibilisleri boyunca yeniden ortaya cikar (Lee, J. et al., 2000). Kutuplara dogru
yeni ay seklindeki alanda yogunlagir ve mikrotiibiiliislerin ucuna yerlesir. Bu yeni ay
bicimindeki yerlesim, sentrozom bilesenlerinin nokta seklindeki goriinlimiinden

farklidir. Bu nedenle NuMA’nin bir sentrozom proteini olmadigi belirtilmektedir.
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Ayrica NuMA sentriolleri olmayan hiicrelerde de bulunmustur (Lee, J. et al., 2000).
NuMA ¢ekirdekte mitozun telofazinda ¢ekirdek porlar1 boyunca aktif tasima ile tekrar
cekirdekteki yerini alir. NuMA’nin hiicredeki farkli yerlesimi, mitozun baglangicinda
NuMA’ya fosfat gruplarin takilmasi (fosforilasyon), mitoz bittiginde ise NuMA’daki
fosfat gruplarinin atilmasi (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). Dolayisiyla NuMA’nin dogru yerlesimi ve
etkinlik kazanmas1 protein kinaz ve protein fosfataz enzimlerinin etkinligi iizerinden

gergeklesir.

1.2.2. NuMA’nin Hiicredeki Islevi

NuMA, interfaz hiicrelerinde c¢ekirdek matriksinin 6nemli bilesenlerinden biridir ve
mitoz sonrasinda ¢ekirdegin yeniden olusturulmasinda gorevli oldugu diisiiniilmektedir
(Sun, Q. Y. & Schatten, H., 2006). NuMA béliinen hiicrede fosforilasyona bagli olarak
sitoplazmaya yayilir ve dynein/dynactin kompleksi ile iliski iginde bulunur (Merdes,
A. et al., 2000; Zeng, C., 2000). NuMA mitoz mekiginde merkezden kutuplara dogru
mikrotiibiiliisler boyunca tasinir. Sentrozom ve dynein yoklugu s6z konusu olsa bile
NuMA’nin mikrotiibiiliis organizasyonu yapabildigi belirlenmistir (Merdes, A. et al.,
2000; Sun, Q. Y. & Schatten, H., 2006). Gehmlich K. ve ark.'min 2004 yilinda
yaptiklar1 bir calismada, mitozun anafaz asamasinda, NuMA’nin yapisindaki fosfat
gruplarmin yok edilmesi durumunda ‘‘dynein/dynactin’’den ayrildigi gosterilmistir.
NuMA’nin mekik kutuplarina yonelmesi ve normal memeli hiicrelerinde mitozun

ilerlemesinde, embriyon gelisiminde gerekli bilesenlerden biri oldugu da gosterilmistir

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

siRNA teknigiyle NuMA ifadelenmesinin engellenmesi hiicre canliligini
tehlikeye soktugu igin NuMA’nin yasamsal 6nemi oldugu belirlenmistir. Bu proteinin,
mitozda tankyrase-1(Seimiya, H. & Smith, S., 2002) ile iligkili oldugu ve kanser

hiicrelerinde (Haren, L. et al., 2009) ve primer insan hiicrelerinde ¢ok kutuplu
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mekiklerin olusumuna katildigi bulunmustur (Can, A. & Albertini, D. F., 1997). Ancak

mikrotiibiiliis olusturulmasinda NuMA’nin rolii ¢ok da agik degildir.

Simerly ve ark. (2003) g¢ekirdek nakli sonrasinda primatlarin neden
klonlanamadig1 sorusunu yanitlamaya c¢alisirlarken klonlanan embriyonlarin ilk basta
normal gelisim gosterdigini ancak kisa siire sonra anoploidi goriilen hiicrelerin
gelistigini ve bu hiicrelerin kisa siire sonra gelisme programindan ¢iktigini saptamistir.
Bu arastirmacilar hiicredeki boliinme siirecini neyin bozdugunu belirlemek ig¢in
boliinme mekanizmasini fliioresan boyalarla isaretlemis ve gormiislerdir ki, hiicrelerde
boliinme esnasinda karmakarisik durumda olan kromozomlar1 dogru yerlere ¢eken ve
mekikleri diizene sokan iki 6nemli protein, NuMA ve HSET proteinleridir (Simerly, C.
et al., 2003). Bu arastirmaci grubu mekik proteinlerinin déllenmemis ovositlerde
kromozomlarin hemen yaninda toplu halde bulunduklarmni belirlemislerdir. Somatik
hiicre ¢ekirdek nakli siirecinin ilk asamasinda kromozomlar ovositten alindig1 i¢in,
hiicre boliinmesini dilizenleyen bu yasamsal Onemdeki proteinlerin de ovositten
cikarilmig olacagi vurgulanmaktadir (Simerly, C. et al.,, 2003). Diger birgok
memelideyse bu proteinlerin  sitoplazmanin  her yanma dagilmis olduklar
gosterilmistir. Bu durumda ¢ekirdek ¢ikarilsa bile hiicre boliinmesini diizenli bigimde
yonlendirecek sayida NuMA vb mekik proteinlerinin korunmus oldugu ve

klonlamanin basar1 sansinin arttig1 belirtilmistir (Simerly, C. et al., 2003).

Immiinfliioresan mikroskopi calismalarinda, farkli hiicrelerde NuMA’nin
interfaz ¢ekirdeklerindeki dagilim bi¢imi farklidir (Sun, Q. Y. & Schatten, H., 2006).
Bir grup arastrmaci cesitli hiicre tiplerinde, NuMA’nin noktali bicimde oldugunu
ancak ¢ekirdekcik disinda ¢ekirdekte yayilmig bir boyanma gosterdigini vurgulamustir
(Sun, Q. Y. & Schatten, H., 2006). Bir baska ¢alismada, mikrotiibiiliis asterleri taksol
ile indiiklendiginde, NuMA’nin azalmasmin diizensiz mikrotiibiil dizilmelerine ve
organize edici merkezin yok olmasina neden oldugu belirlenmistir (Gaglio, T. et al.,
1995). Bu tez calismasinda kok hiicrede farklilasma belirteci olarak tanimlanan
niikleosteminin, NuMA ile iligkisinin arastirilmasmin yapildigt ilk ¢alisma olmasi

acisindan 6zgiin bir degere sahiptir.
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1.3. PERISENTRIN

Perisentrin ilk olarak farede sentrozom proteini olarak tanimlanmig ve bugiin
perisentrin A olarak bilinen bu proteinin, insandaki homologu olan perisentrin B,
karboksil ucunda kalmodulin baglayici bir bolge icermektedir (Miyoshi, K. et al.,
2006). Perisentrin, siliogenezisin en Onemli proteinlerinden biri  olarak
tanimlanmaktadir. Immiin ¢oktiirme ydntemiyle perisentrinin 360, 255 ve 250 kDa’luk
izotiplerinin oldugu belirlenmistir. Bu izotipler perisentrin B, perisentrin S ve

tanimlanamayan N-terminal iiriin olarak isimlendirilmistir (Miyoshi, K. et al., 2006).

Bugiin  perisentrin, memelilerde  mikrotiibiiliislerin ~ filizlenmesi  ve
diizenlenmesinde rol oynayan, 6nemli bir sentrozom proteinidir (Dictenberg, J. B. et
al., 1998). Mitozda sentrozom matriksinde, mikrotiibiiliis filizlenmesindeki artis ve
mitoz mekigi mikrotiibiiliislerinin tam olusturulmast i¢cin gerekli oldugu
belirtilmektedir (Kuriyama, R. & Borisy, G. G., 1981; Kellogg, D. R. et al., 1994).
Kurbaga yumurtasinda mikrotiibiilis asterlerinin olusumunda ¢6ziinmiis durumda
pericentrin ve y-tiibiilinin gerekli oldugu gosterilmistir (Archer, J. & Solomon, F.,
1994; Doxsey, S. J. et al., 1994; Felix, M. A. et al., 1994; Stearns, T. & Kirschner, M.,
1994). Perisentrinin sentrozomda mikrotiibiiliislerin filizlenme sirasinda bir kalip
yapisi saglayabilecegi hipotezi one siiriilmektedir (Doxsey, S. J. et al., 1994; Merdes,
A. & Cleveland, D. W., 1997).

Kromodomain helikaz DNA baglama proteini 4 gibi, kromatinin yeniden
sekillenmesinde rol alan proteinlerin perisentrin ile iligkili oldugu belirlenmistir ve bu
iliskinin sentrozom biitiinliigiiniin diizenlenebilmesi i¢in gerekli oldugu saptanmistir

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

1.4. MIKROTUBULUSLER
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Sentrozom olarak adlandirilan mikrotiibiil organize edici merkez (MTOC),
perisentriolar materyal ile ¢evrelenmistir ve ¢ekirdegin kenarinda yerlesiktir (Pereira,
G. & Schiebel, E., 1997). Bu bolgesel noktadan, yildiz seklindeki sitoplazmik
mikrotiibiiliisler astral (1sinsal) konformasyonunda belirirler. Sentrozomun igerisine
bir ¢ift silindirik yapida sentriyol, biri digerine 90 derece aciyla “L” sekli
konformasyonunda gomiilmiistiir (Doxsey, S. et al., 2005) . Sentriolleri ¢cevreleyen ve
mikrotiibiiliis taginmasi ig¢in gerekli olan gama tiibiilin protein kompleksi, kiigiik ve
yiiziilk gama tiibiilin kompleksi olmak iizere ikiye ayrilmaktadirlar. Mitotik hiicre
boliinmesi swrasinda bu protein kompleksleri, mekik formasyonunu desteklemek i¢in
sentrozomda birikmektedirler (Raynaud-Messina, B. & Merdes, A., 2007). interfaz
hiicrelerinde gamma tiibiilin kompleksler, sentrozomal olmayan mikrotiibiil tasinma
bolgelerindede yer almaktadirlar. Bu bolgelerde dallanmis mikrotiibiiliis aginin veya
mikrotiibiiliis  yiginlariin  formasyonunu desteklemektediler. Gamma tiibiilin

kompleksleri sadece mikrotiibiiliis tasinmasinda degil ayn1 zamanda mikrotiibiiliis

dinamiginde de 6nemli rol oynamaktadir (Raynaud-Messina, B. & Merdes, A., 2007).

Mikrotiibiiliisler, o- ve B- tiibiilin monomerlerinden olusur. Hiicre iskeletinin
tamamlayici bir komponenti olan mikrotiibiiliisler 25 nm ¢apinda ve belirsiz uzunlugu
olan sitoplazmik tiiplerden meydana gelmektedirler. Mikrotiibiiliisler, endositoz ve
ekzositoz vezikiillerin hiicre igi hareketlerinden sorumludurlar. a— ve P—tiibiilin
dimerleri protofilamanlar1 bir araya getirirler. Tubiilinin mikrotiibiiliis yapisina

eklenmesi her tiibiilin dimeri i¢in 2 adet GTP molekiiliinii gerektirmektedir.

Bizim ¢aligmamizda da kullandigimiz, maya tiibiiline kars1 gelistirilmis iki
farkli klonda fare monoklonal antikoru (YL 1/2 ve YOL 1/34 klonlu) kullanilmistir.
Bu antikorlarin a-tiibiiline 6zgii reaksiyon gosterdigi belirlenmistir (Kilmartin, J. V. et
al., 1982). tiibiilin hiicre i¢inde tirozillenmis ve tirozillenmemis olamak tizere iki farkli
formda yer almaktadir.(Barra, H. S. et al., 1974). Ozgiin karboksi peptidazlar
tarafindan proteinin karboksi ucundan tirozillerin ayrilmasi saglanir (Argarana, C. E. et
al., 1980). YOL 1/34 klonu ise hem tirozillenmis hemde tirozillenmemis o-tiibiilin ile
reaksiyona girmektedir. Calismamizin bulgular boliimiinde bu antikor ile boyanmis
IGBS-MK hiicrelerin konfokal mikroskopi gériintiileri yer almaktadir (Wehland, J. et

al., 1983). Hiicre dongiisiiniin mitoz evresi disindakilerin hepsinde, sentriollerdeki
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tiiblilinlerin yiiksek diizeyde tirozillendigide Balashova ve arkadaglar1 (2009)
tarafindan belirlenmistir (Balashova, E. E. et al., 2009).

Bu doktora tezi g¢aligmasinda kok hiicrelerinin farklanmasinda rol aldigi
diisiiniilen ve boliinen hiicrelerde belirte¢ olarak kabul edilen bir dizi ¢ekirdek ve
sitoplazma proteinin, insan kaynakli eriskin kok hiicrelerindeki mRNA diizeyinde

ifade profilleri ve hiicresel dagilimlarinin belirlenmesi amaglanmaistir.

2. GEREC VE YONTEM

2.1. IGBS-MKH PRIMER KULTURU

Bu calismada kullanilan insan gobek bagi stroma kok hiicreleri sivi azot tankindan
almdi ve 37°C sicakligindaki su banyosunda hizla ¢oziildii ve kiiltiir ortamia ekildi.
Hiicreler %80 c¢ogalma diizeyine ulastiginda pasajlandi. Elde edilen hiicreler 75
cm®lik doku kiiltiir kabina 5000 hiicre/cm?® olacak sekilde ekim yapild1 ve hiicrelerin
5-7 giin siiresince ¢ogalmalar1 saglandi. Hiicreler yedinci pasajlarina kadar ¢ogaltildi
ve her pasajlamada hiicreler 75 cm?lik doku kiiltiir kaplarina ve 24-kuyulu doku
kiiltiir kaplarma ekildi. Bu 24-kuyulu doku kiiltiir kaplarma hiicreler ekilmeden 6nce
Poli-L lizin kapli cam lameller yerlestirildikten sonra biiyiimeleri saglandi. Uzeri
tamamen hiicre kapli cam lameller uygun tespit ¢ozeltileriyle muamele edildikten

sonra ilgilendigimiz proteinlerin boyama protokolleri uyguland.

Primer kiiltiir ortanmu

- 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)



16

2.1.1. Primer Kiiltiir Ortaminda Biiyiilyen IGBS-MK Hiicrelerine Kolsisin

Uygulanmasi

IGBSK hiicreleri hiicre kiiltiirii ortamimda biiyiitiiliip pasajlandiktan sonra %70-80
cogalma diizeyine ulastiktan sonra ortama 100 ng/ml kolsisin (Sigma, C9754 ABD)
uygulandi ve 37 °C de % 5 CO;’li nemli ortamda 12 saat siireyle inkiibe edildi. Bu
islemle mikrotiibiiliis depolimerizasyonu saglandi ve hiicre iskeleti stabilizasyonu

bozulmus oldu.

2.1.2. IGBS-MK Hiicrelerin Kiiltiir Ortaminda Farklandirilmasi

Kiiltiire edilmis IGBSK hiicreleri fibroblastoid gériiniime geldiginde farklandirma
caligmalar1 yapildi. Bu amagla hiicreler adipojenik kiiltiir ortamlarinda kiiltiire
edildiler. Tek tabaka halinde kiiltiir kabina tutunan hiicreler %70 ¢ogalma diizeyine
ulagtiktan sonra 16 giin siiresince adipojenik farklandirma ortamina tabi tutuldu.

Kiiltiir ortamu 2 gilinde bir degistirildi.

Adipojenik farklandirma ortami
- 1 uM deksametazon (Sigma, D4902, ABD)
- 60 pM indometasin (Sigma, 17378, ABD)
- 500 uM IBMX (3 isobutyl-1-methylxonthine) (Sigma, 15879, ABD)

- 5 pg/ml insulin

- % 10FBS

- % 1 penesilin-streptomisin/amfoterisin B
- DMEM-LG (Sigma, 5523, ABD)

- 3,7gr NaHCO3 (Sigma, S5761, ABD)
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2.2. FARKLANMA ONCESI VE SONRASINDA HUCRELERIN TESPIiT
EDILMESI

Poli-L lizin kapl lamellerin ylizeyi tamamen hiicre ile kaplandiginda ti¢ farkli tespit

cozeltisi denenerek s6z konusu proteinlerin en iyi gézlenebildigi kosullar belirlendi.

%3,5 Paraformaldehit sabitleme ortami (PFA)

- Hiicreler dPBS (Dulbecco-PBS: 200 ml ddH-0, 1 tablet PBS (Sigma, P4417,
ABD) 26.5 mg CaCl.2H,0, 20 mg MgCl,.6H,0) ile yikanr.

- %3,5 PFA ile 30 dakika oda 1sinda inkiibe edilir.

- Inkiibasyon sonrasinda hiicreler PBS (Sigma, 4417, ABD) ile yikanir ve
+4°C’de PBS i¢inde (PBS’in %1’inde %2 NaNj3 (Sigma, S8032, ABD) i¢ermektedir)

boyama islemine kadar saklanir.

%3,5 PFA+ KB sabitleme ortami

- Hiicreler dPBS ile yikanir.

- %3,5 PFA ile 7 dakika oda 1sinda inkiibe edilir

- 1XKB + Tiriton X-100 ile 5 dakika oda 1sisinda inkiibe edilir.

- 1XKB ile 5 dakika oda 1sinda inkiibe edilir.

- Hiicreler PBS (Sigma, 4417, ABD) ile yikanir ve 4°C ’de PBS i¢inde
(PBS’in %1’inde %2 NaNj (Sigma, S8032, ABD) i¢ermektedir) boyama islemi
yapilana kadar bekletilir.

10xKB:
-0.IM TrispH 7.5
- 1.5M NaCl
- %1,0 BSA
- %2 TX-100

MTSB-XF sabitleme ortami
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- Hiicreler dPBS ile yikanur.

- MTSB-XF ile 20 dakika 37°C’de inkiibe edilir.

- Hiicreler PBS (Sigma, 4417, ABD) ile yikanir ve 4°C’de PBS icinde
(PBS’in %1’inde %2 NaNj3 (Sigma, S8032, ABD) igermektedir) boyama
islemi yapilana kadar bekletilir.

MTSB-XF (Microtubule Stabilization Buffer Extraction Fix) tamponunun
hazirlanmasi

- Stabilize edici tampon (5x Stok)

- Aprotinin (Sigma A1153)

- 1MDTT (Sigma, D9779, ABD)

- D,O (Sigma D4501)

- Taxol (Sigma, T7402, ABD)

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

- Formaldehit (Sigma, F1635, ABD)

%4 Formaldehit+ Triton X-100 sabitleme ortamu

- %@4’liik formaldehit ile 12 dakika oda 1s1sinda hiicreler inkiibe edildi. iki kez
PBS ile hiicreler yikand1

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

- Tekrar PBS (Sigma, 4417, ABD) eklenerek hiicreler boyanana kadar 4°C’de
PBS i¢inde (PBS’in %1’inde %2 NaN3 (Sigma, S8032, ABD) i¢ermektedir)

beklemeye alind1.

Yapilan denemeler sonucunda perisentrin i¢in en iyi sabitleme ortami %3,5’lik
PFA+KB, niikleostemin i¢cin %3,5’lik PFA ve %3,5’lik PFA+KB, NuMA i¢in
%3,5’lik paraformaldehit, y-tiibiilin, o-tlibiilin ve B-tiibiilin i¢in ise Microtubule
Stabilization Buffer Extraction Fix (MTSB-XF) sabitleme ortaminin en uygun ortam

oldugu saptandu.
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Uygun sabitleme ortamlarinda Perisentrin, Niikleostemin, NuMA, y-tiibiilin,
a-tiibiilin ve B-tiibiilin proteinleri i¢in uygun olan primer antikor oranlar1 saptandi.
Perisentrin, Niikleostemin, a ve B-tiibiilin, NuMA i¢in bu oranin (1:100) oldugu, y-
tiibiilin i¢in ise bu oranin (1:200) oldugu belirlendi. Bu antikorlar aracilig ile spesifik
olarak isaretlenen proteinlerin Zeiss LSM 510 lazer taramali konfokal mikroskop

sistemi ile de goriintiilenmesi saglandi.

2.3. IGBS-MK HUCRELERININ IMMUNFLUORESAN iISARETLENMESI

Farklandirilmis ve farklandirilmamis IGBS-MKH’lerinde ortak bir immiinfliioresan
isaretleme protokolii  kullanilmustir.  Hiicreler, boyanacak olan proteinler
(niikleostemin, perisentrin, NuMA, tiibiilinler, anti insan niiklei) i¢in uygun olan
fiksasyon ortamlar ile sabitlendikten sonra isaretlendiler. Isaretlemeler sonrasinda
preparatlar ¢cogunlukla 1pg/ml Hoechst-33258 iceren 1:1 PBS/gliserol ile kapatildi.
Ancak 7AAD gibi kromozomlara baglanan boyalar kullanildiginda ise 1:1
PBS/gliserol ile kapatildi. Isaretlenecek antikorlarin diliisyonlar1 ise %]1’inde %2
NaN3; (Sigma, S8032, ABD) igeren PBS (Sigma, 4417, ABD) iginde yapilmistir.

IGBS-MK hiicrelerin niikleosteminle isaretlenmesi

Hiicreler oda 1sisinda %3,5’lik PFA ile tespit edildikten sonra isaretlendiler.

- Yikama (PBS’te 2x5 dakika)

- Kurulama

- Niikleostemin (Chemicon, AB5689, ABD) tavsan poliklonal anti-insan IgG,
1:100 PBS’te diliie edildi ve uyguland1 (60 dakika, 37°C kuru etiivde).

- Yikama

- Kurulama

- FITC veya Cy3 konjuge kegi anti-tavsan IgG, 1:100 PBS’te dilue edildi ve
uygulandi (60 dakika, 37°C kuru etiivde).

- Kurulama
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Kapama (Ipg/ml Hoechst-33258 iceren 1:1 PBS/gliserol ile)
Immiinfliioresan gériintiillemeler Zeiss LSM 510 lazer taramali konfokal

mikroskop sistemi altinda alind1.

IGBS-MK hiicrelerin perisentrinle isaretlenmesi

Hiicreler oda 1sisinda %3,5’lik PFA+KB ile tespit edildikten sonra isaretlendiler.

Yikama (PBS’te 2x5 dakika)

Kurulama

Perisentrin (Abcam, 064448, ABD) tavsan poliklonal anti-insan 1gG, 1:100
PBS’te diliie edildi ve uygulandi (60 dakika, 37°C kuru etiivde).

Yikama

Kurulama

Cy3 konjuge kegi anti-tavsan IgG, 1:100 PBS’te dilue edildi ve uygulandi
(60 dakika, 37°C kuru etiivde).

Kurulama

Kapama (1pg/ml Hoechst-33258 igeren 1:1 PBS/gliserol ile) yapildi.

IGBS-MK hiicrelerin NuMA ile isaretlenmesi

Hiicreler oda 1sisinda %3,5’lik PFA ile tespit edildikten sonra isaretlendiler.

Yikama (PBS’te 2x5 dakika)

Kurulama

NuMA (MBL, D215-3, ABD) fare monoklonal anti-insan 1gG, 1:100
PBS’te diliie edildi ve uygulandi (60 dakika, 37°C kuru etiivde).

Yikama

Kurulama

FITC konjuge keci anti-fare IgG, 1:100 PBS’te dilue edildi ve uygulandi
(60 dakika, 37°C kuru etiivde)

Kurulama

Kapama (1pg/ml Hoechst-33258 igeren 1:1 PBS/gliserol ile)

IGBS-MK hiicrelerin o ve B-tiibiilin ile isaretlenmesi
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Hiicreler oda 1sisinda MTSB-XF ile tespit edildikten sonra isaretlendiler

Yikama (PBS’te 2x5 dakika)

Kurulama

a-tiiblilin  (Sigma, T9026, ABD) p-tiibiillin (Sigma, 4026, ABD) fare
monoklonal anti-insan 1gG, 1:100 PBS’te diliie edildi ve uygulandi (60
dakika, 37°C kuru etiivde).

Yikama

Kurulama

FITC konjuge keci anti-fare IgG, 1:100 PBS’te dilue edildi ve uygulandi
(60 dakika, 37°C kuru etiivde)

Kurulama

Kapama (1pg/ml Hoechst-33258 igeren 1:1 PBS/gliserol ile) yapildi.

IGBS-MK hiicrelerin y-tiibiilin ile isaretlenmesi

Hiicreler oda 1sisinda MTSB-XF ile tespit edildikten sonra isaretlendiler.

Yikama (PBS’te 2x5 dakika)

Kurulama

y-tiibiilin (Sigma, T6557, ABD) fare monoklonal anti-insan 1gG, 1:200
PBS’te diliie edildi ve uygulandi (60 dakika, 37°C kuru etiivde).

Yikama

Kurulama

FITC konjuge keg¢i anti-fare IgG, 1:100 PBS’te dilue edildi ve uyguland:
(60 dakika, 37°C kuru etiivde).

Kurulama

Kapama (1pg/ml Hoechst-33258 iceren 1:1 PBS/gliserol ile)

IGBS-MK hiicrelerin ‘¢ Anti-human nuclei’’ ile isaretlenmesi

Hiicreler oda 1sisinda %3,5 PFA ile tespit edildikten sonra isaretlendiler

Yikama (PBS’te 2x5 dakika)

Kurulama
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Anti-human niiklei (Chemicon, MAB1281, ABD) fare monoklonal anti-
insan IgG,1:100 PBS’te diliic edildi ve uyguland1 (60 dakika, 37°C kuru
etiivde).

Yikama

Kurulama

FITC konjuge ke¢i anti-fare IgG, 1:100 PBS’te dilue edildi ve uygulandi
(60 dakika, 37°C kuru etiivde).

Kurulama

Kapama (1pg/ml Hoechst-33258 igeren 1:1 PBS/gliserol ile)

Adpositlere farklanmis IGBS-MK hiicrelerin 0il red O ile boyanmasi

Hiicreler oda 1sisinda %3,5 PFA ile tespit edildikten sonra isaretlendiler ve oil-red-O

ile boyandilar.

Yikama (PBS’te 2x5 dakika)

Kurulama

Niikleostemin (Chemicon, AB5689, ABD) tavsan poliklonal anti-insan 1gG,
1:100 PBS’te diliie edildi ve uygulandi (60 dakika, 37°C kuru etiivde).
Yikama

Kurulama

FITC veya Cy3 konjuge ke¢i anti-tavsan IgG, 1:100 PBS (Sigma, 4417,
ABD) (PBS’in %1’inde %2 NaN3 (Sigma, S8032, ABD) igermektedir)
dilue edildi ve uygulandi (60 dakika, 37°C kuru etiivde).

Kurulama

% 1 (%10’luk stok soliisyon 2-izopropenol (%60) ve distile su (%40)
icinde hazirland1 ve %1’e distile su ile diliie edildi) oil red-O (Sigma,
75087, ABD) ile hiicrelerin tlizeri kapatilarak 10 dakika, oda 1sisinda inkiibe
edilir.

Yikama ( PBS’te 2x5 dakika)

Kurulama

Kapama (1pg/ml Hoechst-33258 iceren 1:1 PBS/gliserol ile)

Immiinfluoresan gériintiilemeler zeiss LSM 510 lazer taramali konfokal mikroskop

sistemi altinda alind1.
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2.4. iGBS-MK HUCRELERINDE NUKLEOSTEMIN iFADELENMESININ
RT-PCR YONTEMI iLE BELIRLENMESI

2.4.1. RNA lzolasyonu

TRIZOL (Tritidy G, Applichem, A4051, ABD), hiicrelerden ve dokulardan total
RNA izolasyonu i¢in kullanima hazir bir reaktiftir. Reaktif, fenol ve guanidin
izotiyosiyanat’dan meydana gelen tek fazli bir soliisyondur. Chomczynski ve Sacchi
tarafindan gelistirilen tek basamakta RNA izolasyon metodunda ilerlemeyi
saglamistir (Chomczynski, P. & Sacchi, N., 2006). Trizol, 6rnegin homojenizasyonu
veya lizisi sirasinda hiicreleri pargalayip hiicre bilesenlerini ¢ozerken RNA biitiinliigi
saglar. Kloroform eklenip ardindan santrifiijlenince, soliisyon akéz ve organik fazlara

ayrilir.

Homojenizasyon

- Hiicre kiiltiirtinde ¢ogaltilan hiicreler en az mililitrede 10.000 hiicre
olacak sekilde hazirland1 ve hiicre ¢6keltisine 10 ml PBS eklendi. 1500 rpm
(400 g) 4°C de 10 dakika santrifiijlendi. Stipernatant atildi1 ve kalan PBS
tamamen uzaklastirild.

- Hiicreler 1 ml TRIZOL i¢inde tekrarli pipetaj ve 2.5 ml siringa ve 20G
igne ile 3-4 kez ¢ekip birakilarak pargalandi. —20°C de 1.5 ml ependorf

tiiplerinde saklandi.

Faz Ayrimi

- Cekirdek-protein komplekslerinin tamaminin ayrigmasi igin 6rnekler 10
dakika oda sicakliginda ¢oziildii.

- Ornekler Thermo Mixerde 37°C de 10 dakika ve 1400 rpm’de bekletildi.
Bu arada 6rnekler 2-4 defa iyice ¢alkalandu.

- 1 ml TRIZOL igin 0.2 ml kloroform (Merck, K37655831 813, Almanya)
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eklendi ve 6rneklerin kapagi iyice kapatild.
- Tiipler 15 dakika birbiri ardina en yiiksek seviyede ¢alkalandi. Ardindan
10 dakika 8°C 10.600 rpm (18.373 g) de santrifiijlendi.

Santriflij ardindan karisim, asagida pembe fenol-kloroform fazina, bir interfaza ve
istte renksiz bir sulu faza ayrildi. RNA yalnizca sulu fazda bulundu. Sulu faz,
homojenizasyon i¢in kullanilan trizol’iin yaklasik %60’lik hacmini meydana

getirmektedir.

RNA Coktiirmesi

- Sulu faz yeni bir tiipe aktarildi ve organik faz DNA veya protein izolas
yonu i¢in saklandi.

- Kloroform ile yikama tekrarlandi ancak s1v1 siitiimsii bir goriiniim alana
kadar kisaca ¢alkalandi, ayni sekilde santriftijlenip sulu faz temiz bir tii
pe aktarild:.

- %100 alkol ile karistirilarak RNA sulu fazdan ¢okeltildi. Baslangig
homojenizasyonu i¢in kullanilan her 1 ml trizol i¢in 0.5 ml soguk (4°C)
%100 etanol kullanild1.

- Kisaca calkaland:.

- Ornekler -20°C de 30 dakika inkiibe edilir ve 10 dakika 10.600 rpm
(18.373Q) de santrifiij edildi. RNA ¢okeltisi tiipiin yaninda ve dibinde

jole kivaminda bir ¢okelti olusturdu.

RNA Yikamasi

- Siipernatant atildi. RNA peleti bir kez %75 etanol ile yikandi. Baslangi¢
homojenizasyonu i¢in kullanilan 1 ml TRIZOL i¢in en azindan 1 ml
%75 etanol eklendi.

- Ornekler vorteksle karstirilip en fazla 8.400 rpm (11.537 g) de 5 dakika
8°C de santriftijlendi.
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- 1000 pl pipetle (her zaman peletin kars1 tarafindan) siipernatant dikkatlice

uzaklastirildi.

RNA’nin Yeniden Coziilmesi

Prosediiriin sonunda RNA kisaca kurutulur (Thermo Mixer de 37 °C de 2-5
dakika). Kiigiik ¢okeltilere dikkat edilmelidir. Cokeltiler kuruyunca beyaz renklerini
kaybederler (RNA ¢okelegini tamamen kurutmamak onemlidir ¢linkli ¢oziinirligii
onemli oranda azalacaktir). RNA 25 pl RNAse icermeyen su kullanilarak hemen

¢Oziiliir.

RNA ’nin Kalite ve Miktar Tayininin Yapilmasi

Qubit  Fluorometer (invitrogen) cihazinda ‘‘Quant-it RNA assay kit”’
kullanilarak (invitrogen, Q328852, ABD) kalite ve miktar tayini yapildi.

2.4.2. cDNA sentezi

IGBSK hiicrelerinden izole edilen RNA’dan, 1 ug total RNA kullanilarak ¢cDNA
sentezi ‘‘transcriptor first strand ¢cDNA synthesis kit”’ ile (Roche Diagnostics,
04897030001) yapildi. cDNA sentezi i¢in ‘‘random hexamer primer’’ kullanildi. Kit
ile birlikte gelen veri foyiinden yararlanarak g¢alisma protokolii hazirlandi ve
uygulandi. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) i¢in kullanilan, niikleostemine 6zgii
mRNA (erigsim numarasi: ENST0000354540.4) dizisinden tasarlanan primer dizileri
agagidaki gibidir :

5’-TATCCATGGGGCTTACAAGG-3’(forward)

5’-CTGGACTTCGCAGAGCAAG-3’ (reverse)
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Bu primerler i¢in uygulanan polimeraz zincir reaksiyon protokolii primerlerin
65 °C ’de 10 dakika denatiirasyonu sonrasinda 25 °C * de 10 dakika, 50 °C ’de 60
dakika, 85 °C ’de 5 dakika seklinde uygulandi.

2.4.3. Kantitatif gercek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu (QRT-PCR)

yonteminin uygulanmasi

Bu ¢alismada kantitatif ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu igin (QRT-PCR)
Universal probeLibrary (UPL) prob #82 (Roche Diagnostics, 04689054001
Mannheim, Almanya) ve deneyin i¢ kontrolii olarak Universal probeLibrary (UPL)
insan G6PDH (glikoz- 6- fosfat dehidrogenaz) gen probu (Roche Diagnostics,
05046246001, Mannheim, Almanya) kullanildi. IGBSK hiicrelerinin 7 ayr1 pasajinda
elde edilen cDNA sentez tiriinlerinden 5 ul kullanilarak qRT-PCR yapildi. UPL prob
veri foylinden yararlanarak qRT-PCR protokolii uygulandi ve niikleostemin
ekspresyonu kantitatif olarak degerlendirildi. Ayrica qRT-PCR sonrasi elde edilen

126 niikleotidlik amplifikasyon tirlinleri %2’lik agaroz jelde goriintiilendi.

UPL problar fliioresan isaretli ve Kkilitli niikleik asit (LNA) hidroliz problari
olarak gelistirilmis, qRT-PCR i¢in son teknoloji iiriinleridir. UPL problar1 sadece 8-9
niikleotidden olusmas1 ve dizi seciciligi nedeniyle kapsamli bir transkript icerigine
sahiptirler. UPL problar 5’ucundan fliioresan (FAM) 3’ ucunda ise koyu sondiiriicii
boya yer alir. UPL problarmin dizilerinin igerisinde kilitli niikleik asit (LNA)’ler yer
almaktadir. LNA’lar DNA niikleotid analoglaridir ve standart DNA niikleotidleriyle
kiyaslandiginda daha siki baglanmaktadirlar. Insan transkriptomunda, 165 ayr1 UPL
prob yaklasik 7000 transkripte baglanabilmektedir ve her bir transkript yaklagik 16
farkli probe ile belirlenebilmektedir. Sadece bir 6zgiin transkript i¢in ifadelenme
diizeyi ise, Roche Diagnostic’in dizayn programmnin Onerdigi diziye 6zgii PCR

primerleri ile saptanmaktadir.
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2.5 IGBS-MK HUCRELERIN AKIM SITOMERI ANALIZ YONTEMI iLE
IMMUNFENOTIPLENDIRILMESIi

2.5.1. IGBS-MK hiicrelerde akim sitometri yontemi ile bazi onciil kok hiicre

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

- “‘BD pluripotent stem cell transcription factor analysis kit’> (BD Bioscience,
560589, ABD) kullanilarak hiicrelerin Nanog, Oct3/4, Sox-2 transkripsiyon
faktorlerinin analizi yapilmistir.

- Hiicreler Vi-Cell canli hiicre analiz cihazi (Beckman Coulter) ile sayildi.

- Mg™ ve Ca"™ icermeyen PBS(Sigma, 4417, ABD) tamponu ile hiicreler
yikandi ve 300 g’de 5 dakika santrifiij edilip siipernatant atild1.

- Hiicreler BD Cytofix sabitleme tamponu (BD Bioscience, 560589 nolu kit
bileseni, ABD) ile hiicreler konsantrasyonu 1x107 hiicre/ml olacak sekilde eklendi ve
20 dakika oda 1s1sinda inkiibe edildi.

- Hiicrelere PBS (Sigma, 4417, ABD) ile iki kez yikama islemi uygulandi (500
g’de 5 dakika santrifiij edildi)

- Hiicrelere BD permeabilize / yikama tamponu (1X) (BD Bioscience, 560589
nolu kit bileseni, ABD) eklenerek hiicrelerin son hacmi 1x10’ hiicre/ml olacak

sekilde hazirland1 ve 10 dakika oda 1si1sinda inkiibe edildi.
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- Asagidaki tabloda oldugu gibi 6nciil kok hiicre transkripsiyon belirteglerine

Ozgii antikorlarin eklendigi tiipler hazirland1 ve 30 dakika karanlikta oda 1sisinda

inkiibasyon yapild.

Tablo 2.5.1. IGBS-MK hiicrelerin onciil kék hiicre transkripsiyon belirteclerine 6zgii
antikorlarla muamele edildikleri tiiplerin hazirlanmasi:

Bilesenler Belirtece 6zgii Izotip kontrol
boyama tiipii boyama tiipii

IGBS-MKH 1x10"hiicre /ml 100 pl 100 pl

PE konjuge Nanog 20 pul _

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

Alexa fluor 647 konjuge Sox-2 20 pul _

PE konjuge izotip kontrol _ 20 ul

PerCP-Cy5.5 konjuge izotip kontrol _ 20 ul

Alexa fluor 647 konjuge izotip kontrol _ 20 pl

- Hiicre—antikor inkiibasyonu basladiktan sonra negatif ve pozitif kontroller

icin 4 tiip agagidaki tabloda yer alan sirayla hazirland1 ve 30 dakika inkiibe

edildi.

Tablo 2.5.2. IGBS-MK hiicrelerinde, &nciil kok hiicre transkripsiyon belirteglerinin analizi
icin negatif ve pozitif kontrol tiiplerinin hazirlanmasi

Bilesenler

Negatif

PE

PerCP-Cy5.5

Alexa 647
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BD perm/yikama tamponu (1X) 100pul 100pul 100l 100pul

Negatif boncuklar ldamla 1 damla 1 damla 1 damla

Anti-fare antikorlari ile

kaplanmis boncuklar _ 1 damla 1 damla 1 damla
PE konjuge Nanog _ 20ul _ _
PerCP-Cy5.5 konjuge Oct3/4 _ _ 20ul _
Alexa fluor 647 konjuge Sox-2 _ _ _ 20ul

- Inkiibasyon tamamlandiktan sonran &nciil kok hiicre transkripsiyon
belirteglerine &zgii antikorlarla muamele edilen IGBSK hiicreleri ve
boncuklar 2 kez 1 ml BD perm/yikama tamponu (1X) (BD Bioscience,
560589 nolu kit bileseni, ABD) ile yikama yapild1 (500 g’de 5 dakika).

- Hiicrelerin son hacmi 1-3x10° hiicre/ml olacak sekilde BD yikama tamponu
(BD Bioscience, 349524, ABD) iginde hiicre peleti ¢oziildii.

- Akim sitometri cihazinda (FACSCalibur™ Flow Cytometer’de) veri foyiine

uygun prosediirde okutma yapildi.

2.5.2. IGBS-MK hiicrelerde akim sitometri yontemi ile baz hiicre yiizey

belirteclerinin analizi

IGBS-MK hiicrelerde FITC (fluorescein isothiocyanate), PE (Phycoerythrin), APC
(Allophycocyanin)’den biri ile konjuge olan CD105, CD45, CD14, CD29, CD31,
CD54, CD34, CD90, CD133, CD73 hiicre yiizey belirteclerinin varligi, 10000 hiicre
sayilarak akim sitometri ile analizi yapildi. Bu hiicre ylizey belirteclerinin bulunup

bulunmadig1 ve bulunanlarin yiizde bulunma oranlar1 belirlendi.
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Bu yiizey belirteclerinin akim sitometri analizi i¢in 6nce canli hiicre sayist
Vi-Cell canli hiicre analiz cihazi (Beckman Coulter) ile sayildi.

Mg™ ve Ca™" igcermeyen PBS (Sigma, 4417, ABD) tamponu ile hiicreler
yikandi ve 300 g’de 5 dakika santrifiij edilip siipernatant atild1.

Hiicreler BD Cytofix sabitleme tamponu (BD Bioscience, 560589 nolu kit
bileseni, ABD) ile konsantrasyonu 1x10’ hiicre/ml olacak sekilde eklendi ve
20 dakika oda 1sisinda inkiibe edildi.

Her antikor i¢in tiiplere 1x10° hiicre/ml hiicre olacak sekilde konsantre
edilmis hiicrelerden 40 pl eklendi ve {izerine ¢alisilacak olan antikordan 10
ul konuldu.

Bu tiipler 15 dakika karanlikta inkiibe edildi.

Inkiibasyon bitince iizerine 1,5 ml BD yikama tamponu (BD Bioscience,
349524, ABD) eklenip 1200 rpm’de (300 g) 5 dakika santrifiij edildi ve bu
islem bir kez daha tekrarland:.

En son olarak hiicre peletinin iizerine 500 ul BD yikama tamponu (BD
Bioscience, 349524, ABD) eklendi.

Hiicrelerin ¢alkalanarak yikama tamponunda homojen hale gelmesi
saglandiktan sonra, akim sitometri cihazinda (FACSCalibur™ Flow

Cytometer’de) okutma yapildi.
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3. BULGULAR

3.1. iGBS-MKH’LERIN PRiIMER KULTURU VE
IMMUNOFENOTIPLENDIRILMESI

3.1.1. iGBS-MKH’lerin Primer Kiiltiirii

Calismamizda insan gobek kordonu stromasindan elde edilen mezenkimal kok
hiicrelerin primer kiiltiirtinden elde edilen bulgular ve bu hiicrelerin adipojenik

farklandirilmalar1 sonrasinda elde edilen hiicrelerin fenotipi Sekil 3.1.1°de

gosterilmistir.

Sekil 3.1.1. IGBS-MK hiicrelerin primer kiiltiir ortamindaki (P;) goriintiisii (A) ve oil red O
ile boyanmus intrasitoplazmik lipid damlaciklari ile karakterize adipojenik farklanma gésteren
hiicreler (B).

Poli-L lizin kapli lamellerin yiizeyi tamamen hiicre ile kaplandiginda dort farkls
tespit ortami [(PFA)+KB, %3,5 PFA ve MTSB-XF] denenerek sb6z konusu
proteinlerin en iyi gozlenebildigi tespit kosullar1 IGBS-MKH’lerin primer
kiiltiirlerinde belirlendi. Niikleostemin ve NuMA i¢in %3,5’lik Paraformaldehit
(PFA), perisentrin i¢in %3,5’lik Paraformaldehit (PFA)+KB, y-tiibiilin ve a-tiibiilin
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icin ise ‘‘Microtubule Stabilization Buffer Extraction Fix’> (MTSB-XF) en uygun

tespit ortami oldugu saptand.

Uygun tespit ortamlarinda pericentrin, niikleostemin, NuMA ve y-tiibiilin ve
a-tiiblilin proteinlerinin i¢in uygun olan primer antikor oranlar1 da saptandi.
Pericentrin, niikleostemin ve NuMA i¢in bu oranin (1:100) oldugu, y-tiibiilin i¢in
1:200 ve a-tiibiilin i¢in ise 1:500 oldugu belirlendi. Daha sonra bu antikorlar araciligi
ile spesifik olarak isaretlenen proteinlerin konfokal veya immunofloresan mikroskop

yontemleri ile goriintiilenmesi saglandi.

3.1.2. IGBS-MKH’lerinde Akim Sitometri Yontemiyle Bazi Hiicre Yiizey

Belirteclerinin Belirlenmesi

IGBS-MKH’lerin 0. pasaj kiiltiiriinden elde edilen hiicrelerde FITC (fluorescein
isothiocyanate), PE (Phycoerythrin), APC (Allophycocyanin)’den biri ile konjuge
olan CD105, CD45, CD14, CD29, CD31, CD54, CD34, CD90, CD133, CD73 hiicre
yiizey belirteclerinin varligi, 10.000 hiicre sayilarak akim sitometrisi belirlendi.
IGBS-MKH’lerin bu ydntemde morfolojik olarak biiyiik, graniilli ve kiigiik,
graniilsiiz olarak iki farkli gruba ayrilabilmek miimkiin olmustur. Bu iki grup hiicreye

yukarda belirttigimiz yiizey belirteglerinin analizleri yapildi.

Biiyiik graniilli IGBSK hiicrelerde CD105, CD29, CD90, icin %99 oraninda
pozitiflik gdsterirken CD54 %30’larda diisiik pozitiflik gostermektedir. CD45, CD14,
CD31, CD34, CD133, CD73 i¢in bu hiicrelerin negatif oldugu goézlenmistir (Sekil
3.1.2).



33

Biiyiik, graniillii IGBS-MKH
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Sekil 3.1.2. IGBS-MKH’lerin 0. pasaj kiiltiiriinden elde edilen biiyiik ve graniillii
hiicrelerde CD105, CD45, CD14, CD29, CD31, CD54, CD34, CD90, CD133, CD73 hiicre
yiizey belirteglerinin varligi, 10.000 hiicre sayilarak akim sitometri ile belirlendi ve CD105,
CD29, CD90 i¢in %99 oraninda yiiksek pozitiflik gdsterirken CD54 i¢in %30’larda diisiik
pozitiflik gostermistir. CD45 CD14, CD31, CD34, CD133, CD73 yiizey belirtegleri i¢in
IGBS-MKH’lerin biiyiik ve graniillii hiicreleri i¢in negatif sonuglar elde edilmistir.

IGBS-MKH’lerin 0. pasaj kiiltiiriinden elde edilen kiiciik ve graniilsiiz
hiicrelerde, CD133 i¢in %71,42 pozitiflik, CD90 %35,45 ve CD29 i¢in ise %20,78
diistik pozitiflik gdstermektedir. CD105, CD45, CD14, CD31, CD54, CD34, CD73
yiizey belirteclerinin ise negatif oldugu belirlenmistir (Sekil 3.1.3).

Kiiciik, graniilsiiz iIGBS-MKH
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Sekil 3.1.3. IGBS-MKH’lerin 0. pasaj kiiltiiriinden elde edilen kiiciik ve graniilsiiz hiicrelerde,
CD133 i¢in %71,42 pozitiflik, CD90 %35,45 ve CD29 igin ise %?20,78 diisiik pozitiflik
gostermektedir. CD105, CD45, CD14, CD31, CD54, CD34, CD73 yiizey belirteclerinin ise
negatiftir.
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3.2. IGBS-MKH’LERIN PERISENTRIN ANTIKORU ILE ISARETLENMESI

IGBS-MKH’ler 5.pasajda PFA, PFA+KB ve MTSB-XF tespit ortamlarmda tespit
edildikten sonra 1:100 oraninda diliie edilen perisentrin tavsan poliklonal anti-insan
IgG antikoru ile isaretleme islemleri gegeklestirildi ve gozlemler konfokal

mikroskobunda yapildi. Gézlem sonuglar1 Sekil 3.2.1°de gosterilmistir.

A

Sekil 3.2.1. IGBS-MK hiicrelerinde pericentrin antikoru ile sentriol gevresinde perisentriolar madde
boyanmalari pozitif gozlendi. Sekil A’da perisentriolar maddenin alam 6l¢iildii ve 1.49 um? ve 1.35
um? olmak tizere her iki perisentriolar maddenin alanlari belirlendi. Perisentriolar maddelerin caplar1
ise 1.16 um ve 1.20 um olarak ol¢iildii (A).

3.3. IGBS-MKH’LERIN NUMA ANTIKORU ILE iSARETLENMESI

NuMA proteini hiicrelerin PFA ile tespit edilmesi sonrasinda NuMA fare monoklonal
anti-insan 1gG (1:100 PBS’te) ile yapilan isarctlemede interfaz ¢ekirdekte pozitif bir
boyanma (Sekil 3.3.1C), mitotik figiirde 6zellikle metafazda, kutuplar ve ¢evresinde
pozitif boyanmalar olarak gézlenmistir (Sekil 3.3.1A ve B). NUMA protenine ait PFA
tespiti sonrasinda interfaz ¢ekirdeginde ve telofaz asamasinda goriilen pozitif
boyanmalar ise Sekil 3.3.1C’de goriilmektedir. NuMA proteinin MTSB-XF
tespitinden sonra, metafaz asamasinda kutuplardaki goriintiileri Sekil 3.3.1B’de

goriildiigi gibidir.
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Sekil 3.3.1. IGBS-MK nhiicrelerin PFA ile tespiti sonrasinda NuMA’ya 6zgii primer antikorla
yapilan isaretlemede interfaz c¢ekirdeklerinde ve hiicre boliinmesinin telofaz asamasindaki
hiicrede (A) pozitif boyanmalar gériilmektedir. B’de ise MTSB-XF tespiti sonrasinda NuMA
metafaz agamasindaki hiicrede goriilmektedir. Bu hiicrede NuMA proteinine 6zgii kutuplar
boyunca boyanmalar dikkat ¢ekicidir.

3.4. IGBS-MKH’LERIN y -TUBULIN ANTIKORU ILE ISARETLENMESI

IGBS-MKH MTSB-XF tespitinin ardindan gamma (y)-tiibiilin fare monoklonal anti-
insan 1gG ile isaretlendi. Interfaz asamasmdaki IGBS-MK hiicre cekirdeginde y-
tibiilin varligi Sekil 3.4.1A’da gozlenmektedir. Bu hiicrelerin mitoz mekigi

kutuplarinda yogun v-tiibiilin varhigi Sekil 3.4.1B’de, PFA ile tespit edilmis

hiicrelerde ise 1:100 diliisyon ile y—tiibiilin varlig1 Sekil 3.4.1C’de gozlenmektedir.
A B C

Sekil 3.4.1. MTSB-XF ile tespit edilen hiicrelerin y-tiibilin monoklonal antikor ile
isaretlenmis interfaz hiicre c¢ekirdegindeki y-tiibiilin goriintiisi A’da ve mitoz mekigi
kutuplarindaki yogunlagmig y-tiibiilin B’de goriilmektedir. PFA tespitinden sonra isaretlenen
IGBS-MKH’lerde ise y-tiibiilin ise C’de goriilmektedir.
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3.5. IGBS-MKH’LERIN o-TUBULIN ANTIKORLARI iLE
ISARETLENEREK TiROZILLENMIS VE TIROZILLENMEMIS
TUBULINLERIN GOSTERILMESI

Maya tubiiline kars1 gelistirilmis iki fare monoklonal antikor (YL 1/2 ve YOL 1/34
klonlu monoklonal antikorlar) tiretilmistir. Bu antikorlarin a-tubiiline 6zgii reaksiyon
gosterdigi belirlenmistir (Kilmartin, J. V. et al.,, 1982). Hiicre i¢inde tiibiilin
tirozillenmis ve tirozillenmemis olmak tizere iki farkli formda yer almaktadir (Barra,
H. S. et al., 1974). YOL 1/34 klonu ise hem tirozillenmis hem de tirozillenmemis o-
tiibiilin ile reaksiyona girmektedir (Wehland, J. et al., 1983).

IGBS-MKH YL 1/2 ve YOL1/34 klonlu o-tiibiilin fare monoklonal anti-insan
IgG (Kilmartin J.V. tarafindan saglanmistir) ile isaretlendiginde IGBS-MKH’lerinde
tirozillenmis a-tubiilinleri Sekil 3.5.1A’da hem tirozillenmis hem de tirozillenmemis
a-tubiilinleri ise Sekil 3.5.1B’de goriilmektedir.
A B

20um 20um

Sekil 3.5.1. MTSB-XF ile tespit edilmis IGBS-MKH’lerin YL 1/2 klonlu o-tiibiilin
monoklonal antikoru (A) ve YOL 1/34 klonlu a-tubiiliin monoklonal antikoru isaretlemesi
ile elde edilen goriintiisii (B).

a-tiibiilin  ve B-tiibilin fare monoklonal anti-insan 1gG 1:1 oraninda

karistirilarak uygulandi ve bu iki tubiilinin goriintiisii IGBS-MKH’lerinde Sekil
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3.5.2A’da verilmistir. Perisentrin tavsan poliklonal anti-insan 1gG antikoru ile a-

tiibiilin ikili isaretleme goriintiisti Sekil 3.5.2B’de yer almaktadir.
A B

Sekil 3.5.2. o-tlibiilin ve [-tiibiilin monoklonal antikorlar hazirlandiktan sonra her iki
antikorun 1:1 oraninda karisginu hazirlanarak MTSB-XF tespiti sonras1 IGBS-MKH’lere
uygulandi (A). Aym hiicrelerin a-tiibiilin (yesil sinyal) ve perisentrin poliklonal antikoru
(kirmuza sinyal) ile ikili isaretleme goriintiileri B’de goriilmektedir.

3.6. IGBS-MKH’LERIN NUKLEOSTEMIN ANTIKORU iLE
ISARETLENMESI

PFA+KB tespit ortaminda sabitlenen ikinci pasaj IGBS-MK hiicreleri niikleostemin
tavsan poliklonal anti-insan Ig G antikoru kullanilarak, ¢ekirdek i¢inde antikora 6zgii
cekirdek igerisinde tekli ve ¢ok loblu sinyaller elde edildi (Sekil 3.6.1A). Sekil 3.6.1A
ve B’de goriildiigli gibi PFA+KB ile tespit edilen hiicrelerde antikorun PBS’te 1:50
ve 1:100 diliisyonlart denendi ve en iyi goriintiiniin PBS’de 1:100 diliisyonuna ait
oldugu belirlendi. IGBS-MKH’ler icin %3,5°lik PFA tespit etme ortaminm da
niikeostemin i¢in uygun bir tespit ortami olusturdugu Sekil 3.6.1C’de goriilmektedir.
Yiizde dortlik FA+Triton X-100 tespit ortami ise bu hiicreler icin uygun tespiti

saglayamadigi i¢in ¢cok net goriintiiler elde edilememistir.
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Sekil 3.6.1. ikinci pasaj IGBS-MKH’lerin PFA+KB tespit ortaminda niikleostemin
poliklonal antikoru, 1:50 (A) ve 1:100 (B) PBS’te diliie edildi. Bu hiicreler i¢in antikorun
1:100 dilusyonun en iyi sonug¢ verdigi belirlenmistir. IGBS-MK hiicrelerinin %3,5’lik PFA
tespiti sonrasinda niikleostemin poliklonal antikoru (1:100 PBS’te diliie) ile isaretlenmis
goriintlilerinde C’de goriildiigii gibidir. Niikleostemine 6zgii boyamalar g¢ekirdek¢ik icine
yerlesmis olarak gézlenmistir

3.7. MITOZUN DEGISIiK EVRELERINDEKi VE INTERFAZDAKIi iGBS-
MKH’LERIN y-TUBULIN VE NUKLEOSTEMIN ANTIKORU ILE
BIRLIKTE iISARETLENMESI

Niikleostemin ile vy-tiibiilin iliskisi interfaz c¢ekirdekleri ile mitozun degisik
evrelerindeki hiicrelerde inceledi ve niikleostemin 6zellikle mitoz hiicre bdliinmesinin
profaz, metafaz ve anafaz evrelerinde kromozomlarin kollarinin etrafin1 dolasarak
yamali bir goriinlim verecek sekilde sardigi belirlenmistir. Niikleostemin anafaz
disindaki evrelerde telomer kisimlarinda ve kromatidlerin arasindaki bosluklarda
siddetli sinyaller seklinde go6zlenirken, anafazda daha c¢ok kromatine doniisen
kromozom kollar1 arasinda daha az siddette sinyallerle gozlenmistir. Telomer
kisimlarindaki yogun siddetli sinyal ise hemen hemen kaybolmus durumdadir. Bu
goriintii daha 6nce hi¢ bir calismada gosterilmemis olup bizim ¢alismamiza 6zgiidiir.
Sekil 3.7.1°deki goriintiilerde y-tiibiilin ile niikleostemin igaretlenerek goriintiiler elde
edildi. Tiim hiicrelerdeki genetik materyal ise 7AAD ile boyanarak goézlenmesi

saglandi. Sekil 3.7.1A’da oldugu gibi y-tiibiilin interfaz hiicrelerinde c¢ekirdegin
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hemen yaninda mavi nokta olarak gozlenirken, niikleostemin her bir hiicrede

¢ekirdekgik iginde birkag lobdan olusan yesil sinyaller halinde gézlendi.

Prometafaz asamasinda y-tubiilinin her iki mekik kutbunda iki ayr1 mavi nokta
seklinde (Sekil 3.7.1D ve F); niikleostemin ise dizilmis kromozom kollar1 arasinda
ozellikle ug bolgelerde yesil sinyaller bigiminde Sekil 3.7.1B-J’de gozlenmektedir.
Bu goriintlinlin daha biiyiitiilmiis ve tek kutbu gorebilecegimiz diizlemden alinmis
gorilintiisiinde, prometafaz kromozomlarinin kollarina sarilmis niikleostemin Sekil
3.7.1B ve C’de goriilmektedir. Mekigi tam olarak tistten gorebildigimiz durumlarda
y-tiibiilin tek mavi nokta olarak daire seklinde dizilmis kromozom kollarinin tam
merkezinde izlenmistir (Sekil 3.7.1B). Sekil 3.7.1B ve E’deki gibi 25 ayr1 diizlemden
almmig goriintiilerin  birlestirilmig hali Sekil 3.7.1C ve E’de bulunmaktadir.
Niikleosteminin dagilimi, kromozom kollar1 arasinda birbirine degmesini dnlercesine
yer alisi, hiicre boliinmesinin metafaz asamasi Sekil 3.7.1D, E ve F’de; pro-metafaz
asamasi Sekil 3.7.1B ve C’de; anafaz asamasi Sekil 3.7.1G ve H’de; ve telofaz
asamas1 Sekil 3.7.11, I ve I’de goriilmektedir. Niikleostemine ait bu dagilimin rastgele
olmadigi aliman konfokal mikroskopi diizlemlerinde tek tek incelenmesi ile

belirlenmistir.
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Sekil 3.7.1. Dérdiincii pasaj IGBS-MKHlerin, interfaz cekirdeklerinde niikleostemin (yesil
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sinyal) parcali loblar seklinde, y-tiibiilin (mavi sinyal) nokta seklinde, genetik materyal ise
(kirmuz1 sinyal) kromatine uygun dagilimda izlendi (A). Prometafaz asamasinda ise y-tiibiilin
(mavi sinyal) kutuplarda gozlenirken niikleostemin (yesil sinyal) kromozom kollarina
sarilmig bir bigimde, 6zelliklerde ug¢ kisimlarda (B, C, D, G, H) ve yamali sekilde yerlesmis
goriilmektedir (B, E, H). Prometafaz agamasinda niikleosteminin kromozomlar1 eldiven gibi
sardigi belirlenmistir (B, C). B’deki gibi 25 ayr1 diizlemin birlestirildigi durum C’de
goriilmektedir. B ve C’de mekigin iistten gorliniisii alindigr igin y-tiibiilin (mavi sinyal) halka
seklinde dizilmis bi¢cimde kromozom kollarinin tam ortasinda yer almaktadir. Metafaz
asamasinda iki ayr1 kutupta y-tubiilinler (mavi sinyal) nokta seklinde bulunurken ortasinda
7AAD ile kirmizi boyanmis metafaz kromozomlar1 yer almaktadir (D, E, F). Niikleostemin
interfazdaki hiicreler disinda hiicrenin boliinme evrelerinde kromozomlarin 6zellikle ug
kisimlarint sardigi dikkat ¢ekicidir (B-H). Anafaz evresinde kutuplara ¢ekilen kromozomlar
(kirmiz1 sinyal) ve ug bolgelerinde daha yogun olarak yer yer niikleostemin boyanmalar1 ve
mekigin en uzak mesafelerinde y-tubiilinler (mavi sinyal) goériilmektedir (G, H). Telofaz
evresindeki bir hiicrede ise kromozomlarin kompakt yapist bozulmaya baslar ve interfazdaki
hallerine donmeye baslarlar ve kromozomlarin etrafin1 saran niikleostemin sadece geriye
kalan yogunlagsmis kromozom araliklarinda gézlendigi i¢in nokta seklinde niikeostemin (yesil
sinyal) gozlenmektedir (I-K).

3.8. METAFAZ EVRESINDEKI IGBS-MKH’LERIN y-TUBULIN VE
NUKLEOSTEMIN ANTIiKORU ILE BiRLIKTE iSARETLENMESI

IGBS-MKH %3,5’lik PFA ile tespit edildikten sonra metafaz evresindeki y-tubiilinin
mitoz mekigindeki pozisyonu ayni hiicre i¢in degisik kesitler alinarak belirlenmistir
(Sekil 3.8.1A, B ve C). Niikleosteminin kromozomlarin kollarinin sinirlar1 boyunca

yerlestigi de farkli diizlemlerden eclde edilen goriintiilerde izlenmektedir (Sekil
3.8.1A, B ve C).
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Seki 3.8.1. IGBS-MKH’leri niikleostemin poliklonal antikoru (yesil sinyal) ile isaretlendi, y-
tiibiilin (mavi sinyal) ile isaretlendi ve genetik materyalin tamami 7AAD (kirmizi sinyal) ile
boyandi. Metafaz evresindeki gamma tubiilini, mitoz mekigindeki pozisyonu ayni hiicre i¢in
degisik diizlemlerde belirlenmistir (A, B ve C). Niikleostemin (yesil sinyal) kromozomlarin
kollarimin sinirlart boyunca yerlestigi gézlenmektedir (A, B ve C).

3.9. IGBS-MKH’LERIN METAFAZ VE INTERFAZ EVRESINDE ANTI-
INSAN NUKLEI VE NUKLEOSTEMIN ANTIKORU iLE BIRLIKTE
ISARETLENMESI

Anti-insan niiklei insan hiicresi ¢ekirdegine 6zgii bir antikordur ve Sekil 3.9.1A ve
B’deki gibi interfaz hiicre ¢ekirdeklerinde yaygin bir boyanma gostermektedir. PFA
ile tespit edilen IGBS-MKH hiicreleri anti-insan niiklei metafaz asamas1 disindaki
biitiin hiicreler pozitif bulundu (Sekil 3.9.1A).
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20 um

Sekil 3.9.1. Anti human niiklei antikoru (mavi sinyal) interfaz asamasindaki hiicreler
belirlenmistir (A). Niikleostemin poliklonal antikoru (yesil sinyal) ile isaretlenerek
prometafaz ve profaz evresindeki iki hiicrede kromozom etrafinda yer alirken anti-human
niiclei baglanma o6zelligi geregi gozlenmedi. Genetik materyal ise 7AAD ile kirmizi renge
boyand: (B). Interfazdaki hiicrelerde ise, niikleostemin yesil sinyallerle cekirdekcik icinde
gozlendi (B) Anti-insan niiklei ¢ekirdek i¢inde yaygm olarak mavi sinyaller seklinde
belirlenmistir (B).

3.10. MiTOZUN DEGISiK EVRELERINDEKI VE iINTERFAZDAKI iGBS-
MKH’LERIN NUMA VE NUKLEOSTEMIN ANTIKORU iLE BIRLIKTE
ISARETLENMESI

NuMA’da perisentrin, y-tiibiilin halka kompleksi, centriolin vb. proteinler gibi
sentrozomal proteinler olarak tanimlanan proteinlerden biridir ve NUMA mitozun
erken profaz agsamasinda, kisalip kalimlagsmis olan kromozomlardan ayrilir ve ¢ekirdek
zariin yok olmasindan hemen sonra mitoz mikrotiibiiliisleri boyunca yeniden ortaya
cikar (Lee, J. et al., 2000). IGBS-MKH’lerinde NuMA’nm niikleostemin ile
birlikteliklerinin gosterilmesi acisindan bu c¢alisma literatiirdeki ilk ¢alismadir. Sekil
3.10.1A, B ve C’de prometafaz asamasindaki IGBS-MK hiicresinde mekigin heniiz
tam genislememis oldugu géze carpmaktadir. iki ayr1 kutbu NuMA ile belirlenebilen

mekigin tam ortasinda dizilmis olan kardes kromatidlerin kollarinin arasinda yogun
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bir sekilde niikleostemin bulunmaktadir. Kromozom kollarinin birbirine degmesini

onlityormus gibi kromozomlar arasi bosluklar1 doldurdugu goriilmektedir.

Ayni zamanda NuMA’nin niikleostemin ile birebir fiziksel iliskisi de Sekil
3.10.1B ve ozellikle C’de ¢ok net olarak goriilmektedir. Metafaz evresinde mitoz
mikrotiibiiliisleri boyunca NuMA’nin yerlesimi Sekil 13.10.1D ve E’de goriildigi
gibidir. Kromozomlarm yerlestigi mekikte NuMA’nin her iki kutuptaki yerlesimi ise
sekil 3.10.1F deki gibidir. Sekil 3.10.1G’de metafaz evresinde NuMA, niikleostemin
ve kromozomlarin dagilimi goriilmektedir. Sekil 3.10.1H’de ise anafaz evresindeki ve
ayni zamanda interfaz evresindeki hiicrelerde NuMA yerlesimi goze ¢arpmaktadir.
Telofaz evresindeki IGBS-MK hiicrelerinde iki ayri cekirdegin yeniden olusumu
Sekil 3.10.11-K’de oldugu gibi sirayla alinan diizlemlerde goriilmektedir. Telofaz
evresinde NuMA’nm homojen olarak dagildigi kromozomlar1 kromatin haline geldigi

ve kromozom yapisini kaybettigi goriilmiistiir.
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Sekil 3.10.1. Dérdiincii pasaj IGBS-MK hiicreler NUMA (mavi sinyal) ve niikleostemin
antikoru (yesil sinyal) ile isaretlendi. Genetik materyal ise 7AAD ile kirmizi boyandi.
Prometafaz, agsamasindaki hiicrelerde NUMA ve niikleosteminin fiziksel olarak iligki i¢inde
oldugu belirlendi (A, B ve C). Metafaz evresinde IGBS-MK hiicresinde mitoz
mikrotiibiiliisleri boyunca NuMA’nin yerlesimi D-G’de, anafaz evresindeki yerlesimi ise
H’de goriildiigii gibidir. Telofaz evresindeki IGBS-MK hiicrelerindeki ayr1 ¢ekirdegin
yeniden olusumu ve olusumu sirasinda NuMA’nin homojen dagilimi I-K’da oldugu gibi
sirayla alinan konfokal diizlemlerinde belirlendi.

3.11. MiTOZUN DEGISiK EVRELERINDEKI VE iNTERFAZDAKI iGBS-
MKH’LERIN KOLSISIN UYGULANDIKTAN SONRA «, f VE y-TUBULIN
VE NUKLEOSTEMIN ANTIKORLARI iLE BIRLIKTE iISARETLENMESI

Kolsisin mikrotiibiiliis polimerizasyonunu engelleyerek mitozun durdurulmasina
neden olan bir ajandir. mikrotiibiiliis dinamigini dogrudan a-tubiiline baglanarak
degistiren bir kimyasaldir (Ravelli, R. B. et al., 2004). Kolsisin uygulamasindan sonra
boyanan hiicrelerde, mikrotiibiiliislerin yikilmasi nedeniyle mitoz béliinme evrelerini
belirlemek kolay olamamaktadir. Ucgiincii pasaj IGBS-MK hiicrelerine kiiltiir
ortammda 100 ng/ml (48 saat) kolsisin uygulandi. Interfaz c¢ekirdeklerindeki
niikleostemine ait yesil sinyaller daha once izledigimiz hiicrelerden ¢ok da farkl
gbzlenmemistir (Sekil 3.11.1A). 100 ng/ml kolsisin uygulamasindan sonra profaz
evresinde oldugu varsayilan hiicrede, niikleosteminin sitoplazmaya dagildigi ve bu
nedenle bulutsu bir goriintii gosterdigi belirlendi (Sekil 3.11.1B-E). Sekil 3.11.1°daki
her goriintiide kromozomlarin daha Onceki goriintiilerde izlenen g¢ubuk seklinde
uzanmis formlarmi kaybettigi ve daha c¢ok bugulu ve kirillgan yapilar olustugu
belirlendi. Ayrica niikleosteminin sitoplazmaya dagilmis olmasina karsin kivrilmis
sekilde duran kromozom kollarmin aralarin1 yogun olmayan bi¢gimde doldurduklar:
goriilmektedir. Sekil 3.11.1F den itibaren 100 ng/ml kolsisin uygulanmis olan i{GBS-
MKH’lerinde niikleostemin, kromozomlar ve o/p tiibiilin (1:1 karigimi) isaretlenerek
niikleosteminin ve mikrotiibiiliislerin kromozomlarin etrafindaki dagilimi incelendi.
Sekil 3.11.1F-H’de (aymi1 hiicrenin farkli diizlemleri) prometafaz asamasindaki
hiicrede niikleostemin kromozomlarin etrafinda ve sitoplazmada dagilirken tubiiliinin

homojen olarak dagildig1 ve depolimerize halde bulundugu izlendi. Sekil 3.11.11’da
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mitozun tanimlanamayan bir evresinde mekigin mikrotiibiiliis kutbunun {istten
goriilen kisa kalmis tubiiliislerin goriintiisii ve niikleosteminin kromozom etrafinda
olduk¢a azalmis oldugu goriilmektedir. Niikleosteminin 06zellikle sitoplazmaya
homojen yayilmis oldugu goriilmektedir. Kromozomlar ¢ubuk bigimlerini kaybetmis
olup kollarin arasindaki bosluklar niikleosteminle doldurulmus durumdadir. Ancak bu
hiicrelerde normal mikrotiibiilis mekigi bulunmadigi i¢in niikleosteminin normal
hiicrelerdeki (Sekil 3.10.1A, B ve C) gibi mekigin tam orta bolgesinde bulunmayip
kromozomlarin disa bakan yiizeylerinde 6zellikle de birbirine temas eden bolgelerde
yer aldig1 goriildii. Sekil 3.11.11, J ve K’de niikleostemin sinyalinin azaldig1 interfaz
evresindeki hiicrelerde o ve B tubiilinlerin dagilmis oldugu saptandi. Kolsisin etkisi
nedeniyle interfaz hiicre iskeletlerinin yapisinda bulunan tubiilinlerin filament6z
yapilarmin ve yerlesiminin bozuldugu goriilmektedir. Mitozun tanimlanamayan bir
evresinde bulunan hiicrede ise tubiilinlerin filament6z yapiy1r olusturamadigi ve
homojen olarak sitoplazmaya nokta sinyaller olarak niikleostemin ile birlikte

dagildig1 gorildi (Sekil 3.11.1J ve K).
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Sekil 3.11.1. Ugiincii pasaj IGBS-MK hiicrelerine kiiltiir ortaminda 100 ng/ml kolsisin (48
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saat) uygulandi ve niikleostemin (yesil sinyal), y-tiibiilin (mavi sinyal) ile isaretlendi ve
genetik materyal ise 7AAD ile kirmizi ile boyandi. A’da interfaz asamasindaki niikleostemin
dagilimi gozlenmektedir. 100 ng/ml kolsisin uygulamasindan sonra profaz evresinde oldugu
varsayllan hiicrede, niikleosteminin sitoplazmaya dagildig1 izlendi (B, C, D ve E). F’den
itibaren kolsisin uygulanmis olan IGBS-MKH’lerinde ayni antikorlarla isaretlenerek
niikleosteminin ve tubiilinlerin kromozomlarin etrafindaki dagilimi incelendi. F, G, ve H’de
(ayn1 hiicrenin farkli diizlemleri) prometafaz asamasinda oldugu varsayilan hiicrede
tubiilinlerin (mavi sinyal) tamami depolimerize olmus halde dagilmis ve niikleostemin
kromozomlarin etrafinda ve sitoplazmada homojen olarak dagilmisti. I’da  mitozun
tanimlanamayan bir evresinde mekigin mikrotiibiiliis kutbunun ustten goriilen kisa kalmis
tubiiliislerin (mavi sinyal) goriintiisii ve kromozom etrafinda niikleosteminin azalmig dagilim1
yer almaktadir. I, J ve K’de niikleostemin (yesil sinyal) sinyalinin azaldigi interfaz
evresindeki hiicrelerde o ve P tubiilinlerin dagilmis goriintiileri bulunmaktadir. Mitozun
tanimlanamayan bir evresinde bulunan hiicrede ise kolsisin etkisi nedeniyle tubiilinlerin
filament6z yapiyr olusturamadigi ve homojen olarak sitoplazmaya nokta sinyaller olarak
niikleostemin ile birlikte dagildigi izlendi (J ve K).

3.12. INTERFAZDAKI iGBS-MKH’LERIN VE ADIiPOJENIK FARKLANMA
GOSTEREN IGBS-MKH’LERIN 3, 8, 12 VE 16. GUNLERDEKI
NUKLEOSTEMIN iIFADELERI

Ucgiincii pasaj IGBS-MKH’leri 3, 8, 12, 16 giinliik adipojenik farklanma gosterdikten
sonra %3,5’lik PFA ile tespit edildi ve adipojenik farklanma gdsteren hiicrelerle
kontrol grubu hiicrelerinde niikleostemin isaretlendi. Bu hiicrelerde yag graniilleri oil
red O ile, genetik materyal ise 7AAD ile kirmiziya boyandi. Sekil 3.12.1’°de A ve C
stitunlarinda bu ¢ isaretlemenin sinyalleri de gériilmektedir. B ve D siitunlarinda ise
sadece niikleostemine ait sinyalleri gormekteyiz. Adipojenik farklanma gosteren
hiicrelerde ve kontrol hiicrelerinde yukaridan asagiya dogru farklanma giinlerinin
artis1 gosterilmektedir. Adipojenik farklanma gosteren hiicreler siitun C ve D’de

gozlenirken, kontrol hiicreleri ise A ve B’de gozlenmektedir.

Adiposite farklanma gosteren hiicrelerin 3. giiniinde %5 oraninda ¢ok kiiciik
yag graniilleri goriilmeye basladi (Sekil 3.12.1C3). 3. giin adipositlere farklanmis
hiicrelerde (Sekil 3.12.1C3) 3. giin kontrol hiicrelerinden (Sekil 3.12.1A3) daha az
siddette olmak {lizere hemen her hiicrede niikleostemin isaretlenmesi gorilmektedir

(Sekil 3.12.1D3). Bu hiicrelerin ig bicimli olmasi goze c¢arpmaktadir. Yag
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graniillerinin hi¢ biri kontrol hiicrelerde gézlenmezken (Sekil 3.12.1A 3, 8, ve 16)
niikleostemin (yesil sinyal) neredeyse her hiicrede orta ve siddetli olarak
tanimlayabilecegimiz isaretlenme gosterdi (sekil 3.12.1B 3, 8 ve 16). 8. giin
adipojenik hiicrelerde kiiclik yag graniilleri popiilasyonun %60°‘larda gdzlendigi
belirlendi. Niikleostemin ifadesi gosteren hiicrelerin sayisinin giderek azaldigi
goriilmektedir (Sekil 3.12.1C8). Adipojenik farklanma gosteren hiicrelerin 16.
giiniinde niikleostemin isaretlenmesinin en diisiik diizeye indigi yesil sinyallerin
cogunun sonmiis oldugu gozlendi (Sekil 3.12.1D16). Adipojenik farklanmanmn 16.
giiniinde yag graniillerinin hirofobik yapilarindan dolayr birlesip biiyiidiikleri
gozlenirken, hiicrelerin ig bigimlerinin kayboldugu ve yuvarlaklasarak tutunma
ozelliklerinin gittikce azaldigi belirlendi (Sekil 3.12.1C16). Adipojenik farklanmanin
12. giiniinde hiicrelerin ¢ok net goriintiilerin alinmamig olmasi nedeni ile Sekil

3.12.1°¢e eklenmedi.
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Kontrol IGBS-MKH Adipositlere farklanmis IGBS-MKH
Giin A B C D

Sekil 3.12.1: Ugiincii pasaj IGBS-MKH’leri 3, 8, 12, 16 giinliik adipojenik farklanma
gosteren hiicrelerle kontrol grubu hiicrelerinde niikleostemin (yesil sinyal) ile isaretlendi ve
yag graniilleri oil red O ile, genetik materyal ise 7AAD ile kirmiziya boyandi. A ve C
siitunlarinda bu {i¢ boyamanin sinyalleri de goriilmektedir. B ve D siitunlarinda ise sadece
niikleostemini (yesil sinyal) gormekteyiz. Siitunlar yukardan asagiya dogru 3, 8 ve 16.
giinlerdeki adiposite farklanan hiicreler C ve D siitunlarinda goriildiigii gibi 16. giine dogru
farklanma belirteci olarak kabul edilen niikleosteminin sinyali (yesil sinyal) azalirken yag
granilleri Dbirleserek biyidiler (kirmizi kiigiik graniiller haindeki sinyal). Kontrol
hiicrelerinde ise (A3, A8, Al6 ve B3, B8, B16) yag graniilleri gozlenmezken (kirmizi kiigiik
graniiller seklindeki sinyal) niikleostemin (yesil sinyal) 3, 8 ve 16. giinlerde benzer sekilde
orta ve siddetli olarak tanimlayabilecegimiz boyanmalar gosterdi.
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3.13. INTERFAZDAKI iGBS-MKH’LERIN VE ADIPOJENIK FARKLANMA
GOSTEREN iGBS-MKH’LERIN 3, 8, 12 VE 16. GUNLERDE,
NUKLEOSTEMIN SiNYAL SIDDETLERININ DEGERLENDIRILMESI

Sekil 3.12.1°de goriilen kontrol ve adipojenik farklanma gdsteren hiicreler Sekil
3.13.1A ve B’de niikeostemine ait sinyal siddetlerine gore degerlendirildi.
Hiicrelerdeki niikleostemine ait yesil sinyallerin ayni objektif (40 x oil 0.1) ve
gorlintii ayarlar1 ile konfokal mikroskopta goriintiileri alindi. Bu goriintiilerde
niikleostemine ait olan sinyal siddeti her bir hiicre i¢in degerlendirildi. Her bir
hiicrenin histogramlarindaki sinyallerin, ortalama parlak nokta sayisi belirlendi ve

sinyal siddetleri:

- Siddetli sinyal (ortalama parlak nokta sayisi: 100-250),
- Orta siddetli sinyal (ortalama parlak nokta sayisi: 50-100 arasi),
- Zayif sinyal (ortalama parlak nokta sayisi: 10-50 arasi),

- SOonmiis sinyal (ortalama parlak nokta sayisi: 10-0 arasi)

seklinde gruplara ayrilarak degerlendirildi. Kontrol grubundaki hiicrelerde farkh
niikleostemin sinyal siddeti degerleri 3, 8, 12 ve 16.giin gbre gruplandirilmasi SeKil
3.13.1A’da goriilmektedir. Sekilde de goriildiigii lizere 3 giinde oldukga yiiksek olan
siddetli ve orta siddetli sinyaller hiicreler farklandik¢a yerini orta ve zayif sinyalere
birakmaktadir. Sonmiis sinyal miktar1 da Ozellikle 16. gilinde artmaktadir. Sekil
13.13.1B’de goriildiigii gibi adipojenik farklanma gosteren hiicrelerde tigiincii giinde
cok yiiksek miktarda olan siddetli ve orta siddetli sinyaller 12. giinde orta, zayif ve
sonmiis sinyallere yerini birakirken farklilagmanin ilerledigi 16. giinde belirgin bir

sekilde zayif ve sonmiis niikleostemin sinyalleri goze ¢arpmaktadir.
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Sekil 3.13.1. Kontrol ve adipojenik farklanma gosteren hiicrelerde niikleostemine ait sinyal
Ayni objektif (40 siddetleri degerlendirildi. x oil 0.1) ve goriinti ayarlar1 ile konfokal
mikroskopta goriintiiler alind1. Her bir hiicrenin histogramlarinda ortalama parlak nokta sayisi
belirlendi ve sinyal siddetlerine gore gruplara ayrildi. Kontrol grubundaki hiicrelerde farkli
niikleostemin sinyal siddeti degerleri 3, 8, 12 ve 16. gin goére gruplandirilmasi A’da
goriilmektedir. Kontrol hiicrelerinde 3. giinde olduk¢a yiiksek olan niikleostemin sinyalleri,
siddetli ve orta siddetli sinyaller, hiicreler farklandik¢a yerini orta ve zayif siddetli sinyallere
birakmaktadir. Sonmiis sinyal miktar1 ise ozellikle 16. giinde artmaktadir. Adipojenik
farklanma gosteren hiicrelerde sonug biraz daha farklilik gostermektedir (B). Ugiincii giinde
¢ok yiiksek miktarda olan siddetli ve orta siddetli sinyaller 12. giinde orta, zayif ve sonmiis
sinyallere olarak gozlenirken farklilasmanin ilerledigi 16. giinde belirgin bir sekilde zayif ve
sonmiis niikleostemin sinyalleri belirlenmistir. Bu deney ii¢ kez tekrarlanmis ve standart sapma
degerleri grafiklere eklenmistir.

3.14. INTERFAZDAKI iGBS-MKH’LERIN VE ADIiPOJENIK FARKLANMA
GOSTEREN IGBS-MKH’LERIN 3, 8,12 VE 16. GUNLERDE,
NUKLEOSTEMININ CEKIiRDEK iCi MORFOLOJISINE GORE
DEGERLENDIRILMESI

Ugiincii pasaj IGBS-MKH’leri 3, 8, 12, 16 giinliik adipojenik farklanma gosterdikten
sonra adipojenik farklanma gosteren hiicrelerle kontrol grubu hiicrelerinde
niikleostemin ile isaretlendi (Sekil 3.14.1). Immiinfliioresan goriintiilemeler fliioresan
mikroskop sistemi altinda alindi. UV filtre altinda c¢ekirdekler mavi sinyalle
gozlenirken niikleostemin yesil sinyallerle belirlendi. Bu goriintiiler Adobe Photoshop
CS4® programuyla birlestirildi. Sekil 3.14.1A, C, E ve G’de kontrol hiicrelerinde
Sekil 3.14.1B, D, F ve H’de ise adipositlere farklanmis olan IGBS-MKH’lerininin
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cekirdegine ve niikleostemine 0zgli sinyaller gozlendi. Adipositlere farklanan
hiicrelerde niikleostemine ait sinyaller 3. giinden 16. giine kadar azalan sinyaller
bigiminde gozlendi (Sekil 3.14.1B, D, F, H). Ozellikle 16. giinde niikleostemin
sinyalinin tamamen sondiigii (Sekil 3.14.1H) belirlendi. Kontrol hiicrelerinde bu
durum daha farkliydi. 12. giine kadar ¢ok 6nemli bir fark gozlenmedi. Kontrol {GBS-
MKH’lerinin 12 ve 16. giinlerinde hiicreler ileri farklanmaya basladigi i¢in sinyallerin
zayiflayip sonmeye basladigi gozlendi (Sekil 3.14.1A, C, E, G). Bu hiicrelerde
niikleosteminin ¢ekirdek i¢cindeki yerlesiminde gosterdigi morfoloji ve sinyal siddeti

gruplara ayrildi ve Sekil 3.14.2°de oldugu gibi grafik lizerinde degerlendirildi.

A-Kontrol IGBS-MKH 3. giin B-Adipositlere farklanmis hiicreler 3. giin

&

D- Adipositlere farklanmug hiicreler 8. giin
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E- Kontrol IGBS-MKH 12. giin F-Adipositlere farklanmig hiicreler 12. giin

G- Kontrol IGBS-MKH 16. giin

Sekil 3.14.1. IGBS-MKH’leri 3, 8, 12, 16 giinliik adipojenik farklanma gdsteren hiicrelerle
kontrol grubu hiicrelerinde niikleostemin (yesil sinyal) ile isaretlendi. Kontrol hiicrelerinde
(A, C, E, G) ve adipositlere farklanan hiicrelerde (B, D, F, H) 3, 8, 12, 16, ginliik hiicre
kiiltirlerinden sonraki niikleostemin sinyalleri goriilmektedir. Adipositlere farklanan
hiicrelerde niikleostemin sinyalleri 3. giinden itibaren 16. giine kadar giderek azaldi (B, D, F,
H). Niikleosteminin 16. giinde tamamen sondiigi belirlenmistir (H). Kontrol hiicrelerinde bu
durum daha farklidir. 12. giine kadar ¢ok 6nemli bir fark gozlenmemistir. Kontrol IGBS-
MKH’lerinin 12 ve 16. giinlerinde hiicreler ileri farklanmaya gittigi i¢in sinyallerin zayiflayip
sonmeye basladigi gozlendi (A, C, E, G). Cekirdekler mavi sinyallerle gézlenmistir.

Adipojenik farklanma gdstermis olan hiicreler ve kontrol IGBS-MKH’leri 3, 8,
12 ve 16. glinlerinde niikleosteminin hiicre ¢ekirdeginde yerlesimindeki degisiklikler
gbze carpmis ve tek loblu siddetli, cok loblu siddetli, ¢cok loblu zayif ve sonmiis sinyal
olmak tizere dort gruba ayirmak miimkiin olmustur (Sekil 3.14.2).
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Sekil 3.14.2°de tek loblu siddetli, ¢ok loblu siddetli, ¢ok loblu zayif, sonmiis
sinyal seklinde dort gruba ayrilmis olan niikleostemin siddeti, adipojenik farklanma
gostermis olan hiicrelerde kontrol hiicrelerinden farkl olarak, kiiltiirde kaldig1 giin
sayist arttikca ¢ok loblu siddetli sinyallerin yerini ¢ok loblu zayif ve sonmiis
sinyallerin aldig1 ¢cok belirgin olarak géze carpmaktadir (adiposite farklanmis hiicreler

16. giin).

Adipositlere farklanan hiicrelerde 3. giinde % 0 olan s6nmiis niikleostemin
sinyal sayismin 16. giinde % 40.17°ye yiikseldigi gozlenmistir. Benzer sekilde bu
hiicrelerde ¢ok loblu zayif niikleostemin siddeti 3. giinde % 9,39 iken 16. giinde %
58,11’e yiikselmistir (Sekil 3.14.2).

Kontrol hiicrelerinde ise kiiltiirde kalinan giin sayis1 arttikca yaslanan
hiicrelerde ¢ok loblu siddetli niikleostemin sinyali gdsteren hiicrelerin yerini 6zellikle
16. gilinde ¢ok loblu zayif niikleostemin siddeti gosteren hiicrelere biraktigi
gozlenmistir. Ancak bu hiicrelerdeki sonmiis sinyal siddeti % 18,05 olup
adipositlerdeki kadar yiiksek degildir (Sekil 3.14.2 kontrol IGBS-MKH-16. giin).
Literatiirde farklanma belirteci olarak tanimlanan niikleosteminin Sekil 3.14.2°de
oldugu gibi adipositlere farklanma siireci ilerledik¢e ¢ekirdek igindeki morfolojileri

loblara boliinerek degismekte ve sinyal siddeti azalarak yok olmaktadir.

60 - B TekLob.Sid

50 ® Cok. Lob.Sid.

Cok.Lob. Zay.

20 A W S6nmus Sin.
10 A I

Sekil 3.14.2. Adipojenik farklanma géstermis olan hiicreler ve kontrol IGBS-MKH’leri 3, 8,
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12 ve 16. giinlerinde niikleosteminin hiicre ¢ekirdegine yerlesiminde degisiklikler izlenmistir.
Morfolojilerindeki degisiklikleri tek loblu siddetli, cok loblu siddetli, ¢ok loblu zayif, sonmiis
sinyal seklinde dort gruba ayrilmustir. Niikleostemin siddeti 3. ve 8. giinlerde her iki grup
hiicrede de benzer dagilim gozlenmistir. Ancak adipojenik farklanma gostermis olan
hiicrelerde kiiltiirde kaldiklar1 giin sayisi arttikga, ¢ok loblu siddetli sinyallerin yerini ¢ok
loblu zayif ve sonmiis sinyallerin aldigi ¢ok belirgin olarak gbze ¢arpmaktadir (adiposite
farklanmug hiicreler 16. giin). Kontrol hiicrelerinde ise kiiltiirde kalinan giin sayis1 arttikea,
ileri farklanan hiicrelerde ¢ok loblu siddetli niikleostemin sinyali gosteren hiicrelerin yerini
ozellikle 16. giinde ¢ok loblu zayif niikleostemin siddeti gosteren hiicrelere biraktigi
gozlenmistir. Ek olarak bu grafikte hiicre sayisi yiizde olarak verilmistir.

3.15. IGBS-MKH’LERINDE NUKLEOSTEMIN iIFADELENMESININ QRT-
PCR iLE BELIRLENMESI

1. pasajdan 7. pasaja kadar ¢ogaltilan IGBS-MKH’lerde her bir pasajda RNA
izolasyonu yapildiktan sonra Qubit fluorometre ile yapilan Sl¢iimlerde 28,1ug/ml ile
9,34 ug/ml arasinda RNA miktarlar1 elde edildi. Verimliligi 1,941 olarak elde edilen
standart egri Sekil 3.15.1°de goriilmektedir. Deneyde kullanilan standartlarin
amplifikasyon egrisi ise Sekil 3.15.2’de yer almaktadir. Bu egri standartlarin ¢alisma

icin ne kadar uygun oldugunu géstermektedir.

Standart egri
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Sekil 3.15.1. IGBS-MKH’lerin 0,014 ile 0,0000014 arasinda hazirlanan
CDNA miktarlarmin seri diliisyonlart ile Light cycler 2.0 versiyonda
yapilan qRT-PCR sonucunda olusturdugu egrinin verimliligi 1,941°dir.
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Sekil 3.15.2. IGBS-MKH’lerinden elde edilen RNA’nin ¢cDNA’ya déniisiimiinden sonra
0,014 pg/ml ile 0,0000014 pg/ml arasinda 6 ayri seri diliisyon seklinde CDNA standartlari

hazirlanmustir.  Seri dilusyonlar seklinde hazirlana standartlar yukarida gorildigi gibi
yaklasik 2 dongii araliklarla amplifikasyon egrileri vermistir.

Niikleosteminin IGBS-MKH’lerin farkli pasajlarindaki ifadelenme degerleri
Sekil 3.15.3’de de izlendigi gibi ilerleyen pasajlarda hiicreler ileri farklanma
gosterdikge farklilagsma belirteci olarak diistiniilen niikleosteminin ifadelenmesinin
azaldig1 belirlendi. Bu durum niikleosteminin sadece hiicre farklilasmasi i¢in bir
belirteg olmadigini ayni zamanda hiicrenin yasam siirecinin belirlenmesinde

kullanilabilecek bir belirte¢ oldugunu da gostermektedir.
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Sekil 3.15.3. Farkli pasajlarindaki IGBS-MKH’de niikleosteminin ifadelenme degerleri
gRT-PCR yontemi ile niiklestemin/G6PDH oranlar1 belirlenmistir. Pasaj 1°de 5,65 fg iken
pasaj 7’de 0,97fg’a kadar indigi gozlenmistir. Niikleostemin ifadelenmesinin hiicreler
farklandikga ve yaslandikca azaldigi belirlenmistir.

3.16. iGBS-MKH’DE PULIRIPOTENT KOK HUCRE BELIRTECLERININ
AKIM SITOMETRI YONTEMI iLE BELIRLENMESI

IGBS-MKH 0. pasaj ve 7. pasaj hiicrelerinde Sox-2, Nanog ve Oct3/4 ifadelenmeleri
akim sitometrideki aritmetik ortalama degerleri negatif kontroller ile farklar1 alindi.
Sox-2 ve ozellikle Nanog ifadelenmelerinin yiiksek diizeyde oldugu, buna karsin
Oct3/4 ifadelenmesinin gozlenmedigi Sekil 3.16.1°de goriilmektedir. Sox-2 aritmetik
ortalama degerinde 0. pasaj hiicreleri ile 7. pasaj hiicreleri arasinda ¢ok fark yokken,
Nanog aritmetik ortalama degerinin 7. pasaj hiicrelerinde 0. pasaj hiicrelerine gore
daha yiiksek oldugu ve degerinin yaklasik olarak 52,87 oldugu belirlenmistir (Sekil
3.16.1). Bu durum bize pasaj numaralari ilerledik¢e Nanog ifadelenmesinin artip Sox-
2 ifadelenmesinin azaldigini gostermektedir. Ayrica Sox-2 ifadelenmesi her ki
pasajdaki hiicrelerde de Nanog ifadelenmesinden diisiikk oldugu da goriilmektedir.
Bizim c¢ahismamizda IGBS-MKH’lerinde Oct3/4’iin ifadelenmesinin hiicrelerin
gelisimi acismdan etkileyici bir roliiniin olmadigir da akim sitometri sonuglar1 ile

belirlenmistir (Sekil 3.16.1).
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Sekil 3.16.1. Akim sitometri yontemiyle i{GBS-MKH 0. pasaj (PO) ve 7. Pasaj (P7)
hiicrelerinde Sox-2, Nanog ve Oct3/4 ifadelenmelerinin aritmetik ortalama degerleri
belirlenmistir. Sonuglara gore hiicrelerde Nanog ifadelenmesinin Sox-2 ‘ye gore daha yiiksek
oldugu gozlenmistir. Nanog ifadelenme aritmetik ortalama degeri PO’da 39.14 iken P7’de bu
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4. TARTISMA

Caligmamizda ilk olarak morfolojilerini ¢ok iyi bildigimiz IGBS-MKH’lerini akim
sitometri yontemi ile baz1 yiizey belirtegleri belirlendi. Biiyiik graniilli IGBSK biiyiik
ve graniillii hiicrelerdeki akim sitometre sonuglarina géore CD105, CD29, CD90, i¢in
% 99 oraninda pozitiflik gosterirken CD54 % 30’larda diisiik pozitiflik gdstermistir.
Kiiciik ve graniilsiiz hiicrelerde ise CD133 i¢in % 71,42 pozitiflik, CD90 % 35,45 ve
CD29 i¢in ise % 20,78 diisiik poziflik gostermektedir. Bu sonuclar elimizdeki insan
kokenli gobek bagi stromasindan elde edilmis hiicrelerin mezenkimal kok hiicre

immiinfenotipik karakterini tasidigini gostermistir

Calismamizin temel amaglarindan biri niikleosteminin insan kokenli kok
hiicrelerdeki ifadelenmesinin belirlenmesi ve diger hiicre iskelet proteinleri ve
cekirdek proteinleri ile iligkisinin irdelenmesidir. Bu asamada en 6nemli bulgulardan
biri niikleosteminin hiicrelerin interfaz ¢ekirdekleri ile mitozun degisik evrelerinde
cok farkli gozlenmis olmasidir. Niikleostemin 6zellikle mitoz hiicre bdliinmesinin
profaz, metafaz ve anafaz evrelerinde kromozomlarin kollarinin etrafin1 dolasarak
yamali bir goriiniim verecek sekilde sardigi kromozom kollar1 arasindaki bosluklari
doldurdugu gozlenmistir. Bu goriintli daha 6nce hig bir ¢alismada gosterilmemis olup
bizim g¢alismamizin 6zgiinliigiinii destekleyen temel bir bulgudur. Goriintiilerden
niikleostemine ait bu dagilimin rastgele olmadigir alman konfokal mikroskopi
kesitlerinin tek tek incelenmesi ile belirlenmistir. Niikleosteminin kromozom kollar1
arasindaki dagilimi ile fiziksel olarak ayrilan kromozomlarin korunmasini sagladigi
mutasyon olusumunu engelledigi diistiniilmektedir. Hiicre boliinmesi asamalarinda,
kromozomlarm eldiven giyinmis gibi bu proteinle sarilmasi, ortamda bulunan diger
proteinlerle kromozomlarin kimyasal bir etkilesim i¢inde bulunmasi en aza
indirgeniyor olabilecegi gibi homolog rekombinasyonun stabil ve sorunsuz olarak
gergeklesmesini de saglayabilecegi diisiiniilmektedir. Bu proteinin a- ve B-tubiilinler
ve NuMA ile iliskisinin belirlenmesi, niikleosteminin boliinme sirasinda hiicre
iskeletinin korunmasi, mikrotiibiilis mekiginin diizenlenmesi gibi dnemli gorevleri

olabilecegi fikrini de akla getirmistir.
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NuMA proteinin MTSB-XF sabitlemesinden sonra, mitotik figiirde 6zellikle
metafazda, kutuplar ve c¢evresinde pozitif boyanmalar goriilmiistiir. Kromozom
kollarinin  birbirine degmesini Onlilyormus gibi kromozom arasi bosluklari
doldurdugu goriilen niikleosteminin NuMA ile birebir fiziksel iliskisi de konfokal
gorlintiilerinde ilk kez bu g¢alismada belirlenmistir. Ek olarak telofaz evresinde
NuMA’nin homojen olarak dagildigi da cok net olarak belirlenmistir. Ayrica
niikkleostemin ile y-tiibiilin iligkisi interfaz ¢ekirdeklerinde ve mitozun degisik

evrelerindeki hiicrelerde incelenmistir.

Bu c¢alismada perisentriolar maddenin alani konfokal goriintiileri iizerinde
Olciilmiis ve 1.49 umz ve 1.35 umz olmak tizere her iki perisentriolar maddenin
alanlar1 belirlendi. Perisentriolar maddelerin c¢aplar1 ise 1.16um ve 1.20pum olarak

Olciilmiis ve kantitatif olarak degerlendirilebilmistir.

Niikleosteminin ¢ogunlukla kromozomlarm ucglarinda yer almasi telomer
bolgesi ile veya telomer bolgesine 6zgii proteinler ile bir iligkisinin varligi son yapilan
calismalarla degerlendirilmis ve sadece ii¢ c¢alismada bu iliskinin incelendigi
belirlenmistir (Zhu, Q. et al., 2006; Tsai, R. Y., 2009; Zhu, Q. et al., 2009). Telomer
kromozom uglarmi korumak tizere olusturulmus yiliksek diizey bir yapidir. Hiicre
canilig1 i¢in uygun olan telomer uzunlugunun ve yapismin korunmasi kritik 6neme
sahiptir. Ozellikle Telomerik DNA’da bulunan proteinler, ikili telomer baglanma
proteinleri olan TRF1 ve TRF2’dir. TRF1, TRF2 ve iligkili olduklar1 proteinler,
telomerik kompleksin olusmasindan ve T-loop olusumundan baslica sorumlu
proteinlerdir. TRFI1, telomer i¢i kivrimlarda Onemlidir ve telomer uzunlugunu
diizenlemektedir. TRF1’in fazla iiretilmesi telomerlerin kisalmasina, inhibisyonu ise
telomerin uzamasima sebep olmaktadir (Granger, M. P. et al., 2002). Telomer TRF1
(telomeric repeat binding factor 1) GTP baglayan iki ¢ekirdek proteini ile
dengelenmektedir. Bu proteinlerden biri niikleostemin digeri ise GNL3L (guanine
nucleotide binding protein-like 3-like) proteinidir. GNL3L TRF1 proteinini mitoz
sirasinda dengelemekte ve metafazdan anafaza gegisi diizenlemektedir (Tsai, R. Y.,
2009). Zhu ve arkadaslar1 (2006) ise niikleostemin TRF1 ile etkilesim halinde
oldugunu gostermis ve TRFI proteinin ubiquitinlenme dismnda bir yolakla

par¢alanmasmin  arttirdigini, telomerin uzun kalmasmma neden oldugunu


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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belirlemislerdir. Boylece erken embriyogenez igin esas olan telomer uzunlugunun

diizenleyicisi olarak niikleostemin tanimlanmistir (Zhu, Q. et al., 2006).

Telomerle iligkili proteinlerin irdelenmesi sirasinda goze ¢arpan PinX-1 proteini
kromozomlarin ayrilmasinda gorev alan ve mikrotiibiilislere baglanan bir proteindir
(Yuan, K. et al., 2009). hTERT ve hTR ile etkilesim iginde olan dogal bir telomeraz
inhibitérii olarak gorev yapmaktadir (Banik, S. S. & Counter, C. M., 2004).

Niikleosteminin bu proteinle bir iligkisinin olmas1 kuvvetle muhtemeldir.

Cekirdek proteinlerinden yeni tanimlanmis olan niikleolin’in PinX-1 ile iliskisi
Li ve arkadaslarmin ¢aligmalarinda gosterilmistir (Li, N. et al., 2009). Bu ¢alismaya
gore kanserli hiicre g¢ekirdeklerinde ve otolimmin hastaliklarda arttigi belirlenen
niikleolin, PinX-1 ile kromozom yiizeyine baglanmasi i¢in gerekli bir protein oldugu
diistiniilmektedir ve bu iki proteinin birlikteligi, bu ¢alisma ile prometafaz evresinde
kromozom yiizeyinde gosterilmistir. Niikleosteminin de kromozomlarin mikrotiibiiliis
mekiginde uygun bi¢cimde dizilmesi birbirine yaklagan kromozom kollarinin arasinda
ve telomer bolgelerindeki belki koruyucu, belki de farkl bir islev i¢in gerekli oldugu
ve mikrotiibiilislerle iligski i¢inde oldugu bu calismadaki kolsisin deneylerinde
gosterilmistir. Bu nedenle niikleosteminin PinX-1 gibi kromozom biitiinligii ve
telomer fonksiyonu i¢in 6nemli bir proteinle iliskili olabilecegi diistiniilmektedir. Bu
proteinlerle iliskisi belki de niikleosteminin telomer fonksiyonunu ya da

mikrotiibiiliislerle olan iliskisine bir agiklik getirebilecektir (Li, N. et al., 2009).

Niikleosteminin, olasi islevi geregi kromozomlarin korunmasmda sorumlu
proteinler olan saperonlarla iliskisi de bu ¢alismanin devaminda akla gelebilecek

sorulardan biridir.

Ayrica kromozom paketlenmesinde gorev alan kardes kromatidleri bir arada
tutan kohesin’lerin ve kromozomlarin yogunlagmasindan sorumlu proteinler olan
kondensin’lerin de niikleostemin ile iligkisi oldugu disiiniilmistir. Kardes
kromatidlerin yapisinda 6nemli rol oynayan kondensinler kohesinlerin aksine mitozun
evrelerinde sentromer bolgelerinde ve telomerlerin proksimal ucunda yer
almamaktadirlar (Lam, W. W. et al., 2006). Niikleostemin ise Ozellikle telomer

bolgelerde yer aldig1 icin daha ¢ok kohesinlerle iliskili olabilecegi diistintilmiistiir.
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Ancak kohesinler de anafaz evresinin sonunda dagilan proteinlerdir. Niikleosteminin
de anafaz sonunda kromozomlarin uglarina yakin bosluklar1 degil de daha ¢ok
kutuplara ¢ekilmis kromozomlarin aralarindaki bosluklar1 yogun olmayan bir bigimde
doldurdugu gorilmistir. Bu durum anafazda kohezinlerle iliskili bir protein
olabilecegini diisiindiirmektedir. Ozellikle metafazda kromozomlarin telomer
bolgelerini ve kardes kromatidlerin arasindaki bosluklar1 yamali bir eldiven gibi saran
niikleosteminin kromozomlarm korunmasi veya paketlenmesinde bir gérevi olmasi

olasilig1 da yiiksek goriinmektedir.

Mikrotiibiiliis polimerizasyonunu engelleyerek mitozun durdurulmasina neden
olan kolsisin  mikrotiibiilis dinamigini dogrudan o-tiibiiline baglanarak
degistirmektedir (Ravelli, R. B. et al., 2004). Calismamizda kolsisin uygulanan
hiicrelerde tiibiiline 6zel antikorla isaretlenen hiicrelerde, mikrotiibiiliislerin yikilmas1
nedeniyle mitoz bolinme evrelerini tanimlamak giiglesmistir. Bu hiicrelerde
100ng/ml kolsisin uygulamasmin tamamen mikrotiibiiliislerin dagilmasma neden
oldugu i¢in niikleosteminin sitoplazmaya dagildig1 ve bu nedenle bulutsu bir gériintii
gosterdigi belirlenmistir. Goriintiilerde kromozomlarm kolsisin uygulanmamis olan
goriintiilerde belirlenen ¢ubuk seklinde uzanmis formlarmi kaybettigi ve daha ¢ok
bugulu ve kirilgan yapilar olustugu belirlenmistir. Kolsisin uygulamasindan sonra
hiicrelerin tanimlanamayan bir evresinde niikleosteminin kivrilmis sekilde duran
kromozom kollarinin aralarni yogun olmayan bir bi¢cimde doldurduklar1 ve
sitoplazmaya dagilmis olduklari izlenmistir. Mitozun tanimlanamayan evresinde
bulunan bu hiicrelerde mikrotiibiiliislerin filamentéz yapiyr olusturamadigi ve
homojen olarak sitoplazmaya noktasal olarak ve niikleostemin ile birlikte benzer bir
sekilde dagildigi izlenmistir. Niikleosteminin de sitoplazmaya homojen dagilmis
olmas1 akla niikleosteminin polimerize olmus mikrotiibiilislerle fiziksel olarak
dogrudan veya bir ara protein kompleksi ile dolayli olarak baglant1 i¢inde olma
olasihgmi gii¢lendirmektedir. Bu fiziksel baglanti nedeniyle kisa kalmis
mikrotiibiiliislerle ancak az miktardaki niikleosteminin iligkisi s6z konusu olabilecegi,
mikrotiibiilis polimerizasyonu olmadigi i¢in niikleosteminin de kromozomlara

baglanarak olas1 koruyucu potansiyelinin azaldigini ileri siirmek miimkiin olabilir.

Calismamizda adipojenik farklanma gosteren hiicrelerde 3. giinden 16. giine

dogru ilerledik¢e yag graniillerinin sayica arttig1 ve hidrofobik yapilarindan dolay:
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birlesip biiyiidiikleri gozlenirken, bu hiicrelerin ilk giinlerde izlenen niikleostemin
ifadesini giderek kaybettigi izlenmistir. Kontrol hiicrelerinde ise yag graniilleri
gozlenmezken niikleostemin gozlenmeye devam etmisti. Bu niikleostemin
ifadelenme sekilleri bize literatiirii dogrulayan bir bilgi vermektedir. Niikleostemin
sentezinin IGBS-MKH’lerin adipositlere farklanma siireclerinde belirgin azalist

niikleosteminin bir farklilagsma belirteci olma olasiligin1 artirmaktadir.

Niikleosteminin hiicre ¢ekirdegine yerlesimi bakimindan adipojenik farklanma
gostermis olan hiicrelerde kontrol hiicrelerinden farkli olarak, kiiltiirde kaldig1 giin
sayist arttikca, cok loblu siddetli sinyallerin yerini ¢ok loblu zayif ve sonmiis
sinyallerin aldig1 ¢ok belirgin olarak goze carpmaktadir. Literatiirde farklanma
belirteci olarak tanimlanan niikleoStemin bizim ¢alismamizda adipositlere farklanma
stireci ilerledikge, ¢ekirdek icindeki morfolojileri loblara bdliinerek ve sinyal siddeti

azalarak yok olmaktadir.

Ayrica adipojenik farklanma gostermis olan hiicrelerde niikleostemin sinyal
siddetlerine gore degerlendirildiginde tigiincii giinde ¢ok yiiksek miktarda olan
siddetli ve orta siddetli sinyaller farklilasmanin ilerledigi 16. giinde belirgin bir
sekilde zayif ve sonmiis niikleostemin sinyallerine doniistigii de belirlenmistir. Bu
calisgmada farklanma sirasinda niikleosteminin ifadelenmesinin nasil baskilandigi

gozlenmektedir.

Yaslanan hiicrelerdeki niikleostemin ifadelenmesi de farkli pasajlarindaki
IGBS-MKH’de RT-PCR yontemi ile niikloestemin/G6PDH oranlar1 ile
belirlenmistir. Bu oranin Pasaj 1’de 5,65 iken pasaj 7’de 0,97°e¢ kadar indigi
gozlenmistir. Farklanma belirteci olarak kabul edilen niikleostemin ifadelenmesi,
hiicreler primer kiiltiirde kaldig1 siireye bagl olarak azaldigi RT-PCR ile ¢ok net
olarak saptanmistr. Bu sonuca gore sadece niikleostemine bakarak bu hiicrelerin
kiiltiirde uzun donemde bir miktar farklanma gosterebildiklerini sdylemek miimkiin

olabilmektedir

Bu caligmada GBS-MKH’lerin immiinofenotiplendirilmesi de yapilmis olup
ozelliklede puliripotent kok hiicre belirtecleri olarak Nanog, Oct3/4, Sox-2

ifadelenmelerine bakilmistir. Sonuglarda Nanog ifadelenmesinin PO ve P7
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hiicrelerinde Sox-2 ifadelenmesinden daha yiiksek aritmetik ortalama degerine sahip
oldugu belirlenmistir. Nanog ifadelenme miktarinin bu hiicrelerde pasaj sayisi attik¢a
artt1igl, Sox-2 ifadelenmesinin ise ilerleyen pasaj sayisi ile azaldigi gozlenmistir.
Hiicrelerde Oct3/4 ifadelenmesinin anlamli bir degere ulagsmamasi bu belirtecin
hiicrelerin gelisimde ciddi bir rol oynamadigmi gostermistir. Elde ettigimiz
pluripotent kok hiicre belirteclerinin ifade oranlar1 ¢alistigimiz mezenkimal kok
hiicrelerin kok hiicre o6zelliklerini destekleyen ve literatiirde heniiz ¢ok da net

olmayan veriler olarak degerlendirilmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Calismamizin amaci erigkin kok hiicrelerin farklilasmasinda rol aldigi diisiiniilen
niikleosteminin benzeri boliinen hiicrelerde belirte¢ olarak kabul edilen ¢ekirdek ve
sitoplazma proteinlerinin, ifadelenme profilleri ve hiicre igindeki dagilimlarinin
belirlenmesidir. Ek olarak bu proteinlerden bazilarinin insan kdkenli mezenkimal kok
hiicrelerdeki ifadelenmesinin belirlenmesi, farklanma ve diger hiicre iskelet

proteinleri ve ¢ekirdek proteinleri ile iliskisinin irdelenmesidir.

Elde edilen en 6nemli bulgular sunlardir:

1. Niikleosteminin hiicrelerin interfaz ¢ekirdekleri ile mitozun degisik evrelerinde ¢ok
farkli yerlesimler gostermistir.

2. Niikleostemin Ozellikle mitoz hiicre boliinmesinin profaz, metafaz ve anafaz
evrelerinde, kromozomlarin kollarinin etrafin1 dolasarak, yamali bir goriiniim verecek
sekilde sardig1 ve kromozom kollar1 arasindaki bosluklar1 doldurdugu gézlenmistir.

3. Niikleosteminin kromozom kollar1 arasindaki dagilimiyla, fiziksel olarak ayrilan
kromozomlarin ~ korunmasin1  sagladigi, mutasyon olusumunu engelledigi
diistiniilmektedir. Bu bulgu daha 6nce hig¢ bir ¢alismada gosterilmemistir.

4. Ayrica o- ve P-tubiilinler ve NuMA ile fiziksel iligkisinin belirlenmesi,
niikleosteminin bolinme sirasinda hiicre iskeletinin korunmasi, mikrotiibiiliis

mekiginin diizenlenmesi gibi 6nemli gorevleri olabilecegi fikrini de akla getirmistir

Niikleostemin kromozomlarin 6zellikle birbirine temas eden boliimlerinde yer
almas1 gorevinin Ozelikle genetik materyalin korumasi iizerine kurulmus olabilecegi
fikrini akla getirmektedir. Calismamizin sonuglari niikleosteminin hiicre i¢i rollerinin
daha iyi tanimlanmasina 151k tutacaktir ve iligkili oldugu proteinlerin tanimlanmasina

katkida bulunacaktir.
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OZET

Insan Kaynakh Dokuya Ozgii Kok Hiicrelerde Niikleostemin Ifade ve
Dagiliminin Belirlenmesi

Calismamizin temel amaci niikleostemin gibi erigkin kok hiicrelerin farklilagsmasinda
rol aldig1 diisiiniilen ve boliinen hiicrelerde belirte¢ olarak kabul edilen bir dizi
cekirdek ve sitoplazma proteinlerin, ifadelenme profilleri ve hiicresel dagilimlarmin
belirlenmesidir. Calisma sirasinda niikleosteminin insan kokenli mezenkimal kok
hiicrelerdeki ifadelenmesine ek olarak farklanma ve diger hiicre iskelet proteinleri ve
¢ekirdek proteinleri ile iligkisi irdelenmistir.

Calismamizda inceledigimiz c¢ekirdek proteinlerinden biri olan niikleosteminin
kok hiicrelerdeki ifadelenmesinin belirlenmesi ve bu proteinin diger hiicre iskeleti
proteinleriyle c¢ekirdek proteinleri arasindaki iliskisi konfokal mikroskopiyle
incelenmistir. Niikleosteminin farklanmig kok hiicrelerdeki ifadelenme ise konfokal
ve gRT-PCR yontemi ile arastirilmistr. Akim sitometri yontemiyle de IGBS-
MKH’lerde puluripotent kok hiicre belirteglerinin ve bazi mezenkimal kok hiicre
belirteglerinin varligi arastirilmstir.

Elde edilen en 6nemli bulgulardan biri niikleosteminin hiicrelerin interfaz
cekirdekleri ile mitozun degisik evrelerinde c¢ok farkli yerlesimler gdstermis
olmasidir. Niikleostemin o6zellikle mitoz hiicre bdliinmesinin profaz, metafaz ve
anafaz evrelerinde, kromozomlarin kollarinin etrafin1 dolasarak, yamali bir gériiniim
verecek sekilde sardigi ve kromozom kollar1 arasindaki bosluklari doldurdugu
gbzlenmistir. Niikleosteminin kromozom kollar1 arasindaki dagilimiyla, fiziksel
olarak ayrilan kromozomlarin korunmasmi sagladigi, mutasyon olusumunu
engelledigi diisiiniilmektedir. Bu bulgu daha 6nce hig¢ bir ¢alismada gosterilmemistir
Ayrica a- ve B-tubiilinler ve NuMA ile iliskisinin belirlenmesi, niikleosteminin
boliinme sirasinda hiicre iskeletinin  korunmasi, mikrotiibiilis mekiginin
diizenlenmesi gibi dnemli gorevleri olabilecegi fikrini de akla getirmistir

Deneysel bulgularimizin = o6zellikle niikleosteminin  hiicre  iskeletinde,
kromozomlarin stabilizasyonunda ve hiicre farklanmasindaki roliiniin agiklanmasina
151k tutacagi ve katkida bulunacagi inancindayiz.

Anahtar Sozciikler: Niikleostemin, NuMA, perisentrin, o-f3 tiibiilin, y-tiibiilin
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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 gRT-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 a- and B-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, NuUMA, pericentrin, o -f microtubulin, y-tubulin
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BILGILENDIRILMIiS GONULLU OLUR FORMU

Degerli Anne Aday,

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dali’nda’ *’Insan
gbobek bag1 stroma dokusunun kok hiicresi transplantasyonlar1 amaciyla kullanilmak
iizere kontrollii dondurulmasi kosullarinin belirlenmesi; tasima ve dondurma
cozeltilerinin tasarim1’” adli galismamizin yliriitiilmesi planlanmaktadir.
Viicudumuzdaki organlarin cogu hasarlandiginda kendisini tam olarak yenileyemez
ve eskisi gibi islev goremez (6rnegin kalp krizi sonrasi kalbin kendini
yenileyememesi gibi). Kok hiicreleri viicudumuzun ¢esitli dokularinda bulunabilen ve
uygun kosullar saglandiginda farkl hiicreleri olusturabilen hiicrelerdir. Bu hiicreler
anneyi bebege baglayan gobek baginda (gobek kordonunda) da bulunur. Gébek
kordonu dogumdan sonar kesilir ve bebekten ayrilir, ese (plasentaya) bagli olarak esle
birlikte atilir. Bu calismada gébek kordonunun zaten dogum sonrasinda bebek
¢iktiktan sonra atilmis olan bu kismi kullanilacaktir. Gobek kordonunda kontrollii
dondurma ve uygun ortam parametreleri ¢calisildiktan sonra, laboratuvarda kok
hiicreleri elde edilecek ve bu hiicrelerin ileride tedavilerde kullanilabilmesi i¢in
incelemeler yapilacaktir.

Viicuttan zaten atilmis olan materyal kullanilacagi i¢in bu uygulama sirasinda
gontillii olan siz ve bebeginiz herhangi bir rahatsizlik yasamayacaksiniz.

Aragtirmaya goniillii olarak katilmaksizin. Arastirmaya katilmay1 reddetme hakkina
sahipsiniz, arastirmanin istediginiz herhangi bir evresinde arastirmay1 birakabilirsiniz.
Onayiniz olmaksizin arastirmacilar tarafindan arastirma dis1 birakilabilirsiniz.

Sizinle birlikte bu ¢alismaya 20 anne aday1 katilmaktadir.

Arastirma i¢in goniilliiler hi¢gbir mali yiik altina girmeyecektir.

Bu arastirma i¢in alinan gobek bagi baska arastirmalar amaciyla kullanilmayacaktir.
ONAM FORMU

"Insan gébek bag1 stroma dokusunun kok hiicresi transplantasyonlar1 amaciyla
kullanilmak tizere kontrollii dondurulmasi kosullarinin belirlenmesi; baslikli ¢calisma
bana sozlii olarak agiklandi. Caligma ile ilgili tiim sorularima tatmin edici cevaplar
aldim. Calismaya kendi rizamla goniillii olarak katilmay1 kabul ediyorum.

Hastanin adi- soyadi Tarih
Imza
Veli adi- soyadi Tarih
Imza
Taniklik eden kurum Tarih
imza

Yetkilisinin adi- soyad1



77

EK-2

ANKARA UNIVERSITESI TIP FAKULTESI ETIK KURULU
RESEARCH ETHICS COMMITTEE OF MEDICAL FACULTY, ANKARA UNIVERSITY
ANKARA-TURKIYE
ARASTIRMA BASVURUSU ONAYI
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BASVURU BILGILERI [ SORUMLUARASTIRICI UNVANI
Prof.Dr.Alp Can
/ ADI
: Ankara Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji
ARASTIRMA MERKEZ] Al Db
DESTEKLEYICI FIRMA :]
Belge Adi | Desisiklik No. / Tarihi Dili |
PROTOKOL
?E%RLENDMEN ARASTIRICI BROSURU
LGILI BILGILER " R
BILGILENDIRILMIS GONULLU
OLURU
OLGU RAPOR FORMU
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Karar No:121-3211

- Tarih: 10 Aralik 2007

KARAR BILGILERI

Arastirma protokoliine tamamen uyulmak, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurul
Yonergesinde belirtilen hususlar yerine getirilmek ve Yonergenin 11/h maddesi geregi
sorumluluk aragtinicilara ait olmak {izere biitgesi temin edildigi taktirde - laboratuar
galismasinin Fakiiltemizde yiiriitilmesinde etik sakinca bulunmadigina toplantiya katilan
Ggretim iiyelerinin oybirligi ile karar verildi.
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SORUMLUARASTIRICI UNVANI Prof.Dr.Alp Can

BILGILENDIRILMiS GONULLU
OLURU

/ ADI
Ankara Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji

ARASTIRMA MERKEZ{ Anabilim Dalt
DESTEKLEYICI FIRMA %
Belge Ad1 Degisiklik No. / Tarihi Dili ]
PROTOKOL

DEGERLENDIRILEN [ARASTIRICI BROSURU

ILGILI BILGILER

~[OLGU RAPOR FORMU

[CALISMA EsAsT  [1Yi KLINIK UYGULAMALARI KLAVUZU

Karar No:121-3211 Tarih: 10 Aralik 2007

Aragtirma protokoliine tamamen uyulmak, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurul
KARAR BILGILERI Yonergesinde belirtilen hususlar yerine getirilmek ve Yonergenin 11/h maddesi geregi

sorumluluk aragtiricilara ait olmak fizere biitgesi temin edildigi taktirde - laboratuar

¢aligmasimin Fakiiltemizde yiiriitilmesinde etik sakinca bulunmadigina toplantiya katilan

9 Sgretim iiyelerinin oybirligi ile karar verildi.
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Sekreter -tk Fakiiltesi M




79

OZGECMIS
I-BIREYSEL BILGILER
Adi : PINAR
Soyadi :AKPINAR OKTAR
Dogum Tarihi : 24.01.1977
Uyrugu TC
Yabana Dili : Ingilizce

Medeni durumu
lletisim telefonu

I-EGIiTIMI

Lisans tstii :

T Evli
1031220254 71

Doktora:
Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Bivoloji, A.B.D., Ankara.
Doktora 6grencisi. (2004-2009)

Yiiksek lisans:

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Biyokimya A.B.D., Ankara.
Arastirma  Gorevlisi,  Yiiksek  Lisans Og“rencisi, Hacettepe
Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali, ANKARA
(2000-2003)

Yiiksek lisans tez konusu: ‘Periferal Kan Lenfositlerinde Kizamik
Viriisii Reseptorlerinin Western Blot Analizi Ile Incelenmesi’’
Hacettepe U. Tip Fakiiltesi, Biyokimya A.B.D. 2003.

Calismanin devaminda SSPE’li hastalarda SLAM ekspresyonu ayni
yontemle arastirildi ve tamamlandi. Yayin haline getirildi.

Lisans Bivoloji Boliimii, Molekiiler Genetik bransi, Hacettepe Universitesi,
Ankara. Haziran,2000.
I11-MESLEKI DENEYIM

2000-2003 : Arastirma Gérevlisi, Yiiksek Lisans Ogrencisi, Bilim Uzmany,

Hacettepe Universitesi T1p Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali, ANKARA

2004-....

:Doktora Ogrencisi, 6zel proje calisani, Ankara Universitesi, T1p

Fak.T1bbi Biyoloji Anabilim Dali, ANKARA

2006.....

:Uzman Biyolog, Gazi Universitesi T1p Fakiiltesi , Hematoloji

Bilim Dali, ANKARA
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MESLEKI TECRUBE KAZANILMIS ALANLAR

- RT-PCR, FISH, Akim sitometri ve DNA Sekans analizi

- SDS-PAGE, Native PAGE, agaroz jel elektroforezi,

- Western Blot , Immun blot ve peroksidaz boyama,

- Immunohistokiyasal primer sekonder antikor boyamalar1

- In-house PCR, RFLP

- Cesitli DNA ve RNA izolasyonlari, genomik DNA izolasyonu, Plazmit DNA
izolasyonu, ydntemlerinin uygulamalari,

- Spektrofotometrik protein tayin yontemleri (Breadford, Lowry gibi protein
tayin yontemleri)

- Hiicre kiiltiirti ¢alismalar1 (T lenfositler, HL-60 , HCT116, lektinlerle (LPS,
Con-A) hiicre proliferasyonun arttirilmasi)

- Kok hiicre kiiltirii (MKH) ve MKH flizyonu,

- Karyotipleme, solid boyama, G bant,

- Hiicre kiiltiirtinden DNA ¢ikarimi

- Lenfosit, monosit hiicre ayirimi

- Hiicre lizisi, Doku homojenizasyonu

IV-BILIMSEL iLGi 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,VVolume
29, Issue 7, August 2007, Pages 439-442

SOZLU 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 ,Tiirkiye.

POSTER / BiLDIRi

-SERUM SERBEST DNA DUZEYI KRONIK LENFOSITIK LOSEMI PROGNOZU
ICIN BELIRLEYICI OLABILIR MI ?

Zeynep Arzu Yegin , Ziibeyde Nur Ozkurt , Elif Suyan1 , Merih Kizil Cakar, Sermin
Altindal, Pmar Akpinar, Giilsan Tiirk6z Sucak, Miinci Yagct .

7-10 Ekim 2009, Antalya, Tiirkiye.



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
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-ANALYSIS OF SLAM(CD150) EXPRESSION ON SUBACUTE SCLEROSING
PANENCEPHALITIS PATIENTS.”
P. Akpmar, B. Anlar A.K. Piskin, The Young Scientists Forum and the 31% FEBS

Congress, 22-29 Haziran 2006, Istanbul, Tiirkiye.

-CYP1A1 GENE POLYMORPHISM (m2) in CHRONIC MYELOCYTIC LEUKEMIA
PATIENTS

M Taspinar, H Giirhan, P Akpinar, A Elhan, A Sunguroglu, 1-3 Nisan 2005 I. Ulusal
Molekiiler Tip Kongresi, 16-19 Nisan 2005, Istanbul

-THE EFFECTS OF DIFFERENT BUFFERS ON ALGINATE GEL

P. Akpmar , A.K. Piskin, Biomed 2004, 11.International Biomedical Science and
Technology Days, 6-10 Eyliil 2004, Ankara, Turkey

-DETECTION OF CELL GROWTH IN ALGINATE SUPPORTED CELL CULTURE
MEDIUM

A.K. Piskin , P. Akpmar , N.D.Daser, Biomed 2004, 11.International Biomedical
Science and Technology Days, 6-10 Eyliil 2004, Ankara, Turkey

-DIFFUSION RATES OF DYES FROM ALGINATE BEADS
N.D. Daser, P. Akpmar , A.K. Piskin, Biomed 2004, 11.international Biomedical
Science and Technology Days, 6-10 Eyliil 2004, Ankara, Turkey

-SUBAKUT SKLEROZAN PANENSEFALITLI HASTALARDA SLAM
EKSPRESYONUNUN INCELENMESI AMACIYLA YONTEM OPTIMIZASYONU
A.K. Piskin , P. Akpinar , B. Anlar , Klinik Biyokimya Giinleri 1.Ulusal Kongresinde
, 1-4 Ekim 2003 Kapadokya, Nevsehir

-DETERMINATION OF MEASLES VIRUS RECEPTOR ON LYMPHOCYTES

A.K. Piskin, P. Akpmar, B. Anlar ,13.th Balkan Biochemical Biophysical Days and
Meeting on Metabolic Disorders, 12-15 Ekim 2003, Kusadasi, TURKEY

V- BILIMSEL ETKINLIKLER

PROJELER

Anakara Universitesi Bilimsel ~Arastirma Projeleri Miidiirliigii tarafindan
desteklenmis olan 09H3330004 numarali ‘‘Hiicre Yasam Dongiisiinde Etkili Oldugu
Varsayilan Bazi Proteinlerin Insan Kaynakli Dokuya Ozgii Kok Hiicrelerindeki
[fadelerinin ve Dagilimlarinin Belirlenmesi’ baslikli proje.

KATILIMLAR

-The Young Scientists Forum and the 31% FEBS Congress, 22-29 Haziran 2006
Istanbul, Tiirkiye
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-ICGEB ‘“‘Emerging Topics in Human Functional Genomics and Proteomics’
Workshop, 26-31 Mart 2006 Antalya ,Tiirkiye

-Otoimmiinite ve Otoimmiin Hastaliklar Sempozyumu. 13-15 Nisan 2005 Ankara
-Biomed 2004 ,11.International Biomedical Science and Technology Days , 6-10
Eylil 2004 Ankara, Turkey

-HPLC ve Diger Seperasyon Teknikleri Ulusal Sempozyumu, 25-27 Mayis2003
Etlik, Ankara

-Hacettepe Universitesi siirekli Tip Etkinlikleri, Hiicre Sinyal Iletimi Kursu, 29-30
Mayis 2003, Ankara

-I.Ulusal Tanida Molekiiler Genetik Kongresi,12-22 Nisan 2002 Balcali, Adana
-Bagimsiz Numune Alim Gorevlisi Kursu, doping numunesi alma ve doping ile ilgili
kontrolleri yapma yetkisi, 2 Haziran 2001 ANKARA

-Hacettepe  Universitesi Fen Fak. Biyoloji Boliimii &gretim {iyelerinde
Prof.Dr.Sayeste Demirezen ve Prof. Dr. Cihan Oner‘in 6zel dgrencisi olarak ¢alistim.
Hiicre Fizyolojisi ve Molekiiler Genetikte Kullanilan Yontemler hakkinda deneyim
kazandim 1998-1999.

ODULLER:

7-10 Ekim 2009: 35. Ulusal Hematoloji Kongresi 2009 THD klinik laboratuvar
bildiri 6diili.

22-29 Haziran 2006: “The Young Scientists Forum and the 31% FEBS Congress’
katilim bursu.

26-31 Mart 2006: ICGEB ‘‘Emerging Topics in Human Functional Genomics and
Proteomics’” Workshop katilim bursu.

SEMINERLER

- Pulsed- Field Gel Electrophoresis, DNA Sekans Analizi, ‘Microarray’
Teknolojisi

- Periferal Kan Lenfositlerinde Kizamik Virusu Reseptorlerinin Western Blot
Analizi ile Incelenmesi

- Kanser kok hiicreler

- Kanser kok hiicre, kendini yenileme mekanizmasi ve analiz yontemeleri

- Antimetastaz ve Antimetastatik gen terapi

- Hiicresel yaslanma, telomeraz ve kanser

- Mikrometastaz ve kanser belirtecleri

- Sinyal iletim mekanizmalar1

- Oksidatif stres ve DNA hasar1

- Koroner Arter Hastalarinda, Siiperoksid Dismutaz (EC-SOD), Nitrik Oksit
Sentaz (eNOS), Myeloperoksidaz (MPQO) Gen Polimorfizmi ve Enzim
Aktiviteleri

- Kizamik virusu
- Biyolojik saat
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VI- DiGER BIiLGILER
ALINAN BAZI DERS VE KURSLAR

- Gen Tedavisi, Mutasyonlar ve mutajenite, Genetik polimorfizm, Kanserin molekiiler
biyolojisi, Kanser biyokimyasi, Hiicre molekiiler biyolojisi, Molekiiler ve hiicresel
immiinoloji, Hematopoietik Kok hiicre plastisitesi, Molekiiler mikrobiyoloji,
Molekiiler mikrobiyolojide kullanilan teknikler, ileri sitogenetik, Gen molekiiler
biyolojisi, Hormon Biyokimyasi, Hiicre proliferasyonu ve dliimii,

- Biyokimyaya giris I-11, Biyokimyada arastirma teknikleri I-II, Molekiiler viroloji ,
Molekiiler fizyoloji, Membran reseptorleri, Kofaktorler ve tepkime mekanizmasi,
Biyoistatistik
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