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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

Aldehit Grubu Fiksatiflerin Fiksasyon Potansiyelinin immiinfliioresan Teknik Ile Siiper

Coziintirliik Mikroskobunda Degerlendirilmesi
Ceren Mungan
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Prof. Dr. Alp Can

Fiksasyon, hiicre ve doku ile ilgili yapilan ¢alismalar i¢cin 6n basamaktir. Calisilacak
ornegin yapisina uygun fiksatifin secilmesi bu islemi etkin kilacak bir Ozelliktir.
Immiinhistokimyasal calismalarda en ¢ok kullamlan fiksatifler Paraformaldehit ve
Formaldehit olmakla birlikte son yillarda fiksatiflerle ilgili yapilan ¢aligmalara kullanimi
nadir ve eski olan Gliyoksal eklenmistir. Bu fiksatiflerin hiicre ya da dokulara uyumlu
caligmasimi ortamun hidrojen iyonu konsantrasyonu ve isisi, fiksatifin konsantrasyonu,

osmolaritesi ve doku ya da hiicre penetrasyonu etkilemektedir.

Calismamizda ticari olarak satin aliman GMP kalitesindeki insan gobek kordonu stromasi
kaynakli kok hiicreler kullanmis ve PFA, FA ve Gly ve bir iyonik olmayan deterjan Triton
X-100’tin farkli kokteylleri halinde hazirlanarak fikse edilmis ve hiicrelerin belli yerlerinde
lokalize olan proteinler isaretlenerek fiksatiflerin fiksasyon potansiyeli, boyanma deseni ve
sinyal siddeti dl¢iimlerine gore lazer taramali siiper ¢oziiniirliik konfokal mikroskobunda
gozlemlere dayali kalitatif ve kantitatif olarak degerlendirilmistir. Sonu¢ olarak, Gly
gruplarinda arka plan ve spesifik olmayan boyanmalar gozlenmis ve FA gruplarinda
Gly’ye gore daha iyi bir boyanma deseni ve gii¢lii bir sinyal olusumu belirgindir. Bu
durumda Gly fiksasyonunun PFA veya FA’ya gore iistiin yonleri olmadigi ve FA hiicre

fiksasyonu sirasinda kullanilabilir bir fiksatif olabilecegi saptanmustur.
2019, 61 sayfa

Anahtar kelimeler: Fiksasyon, paraformaldehit, formaldehit, gliyoksal, mezenkimal kok

hiicre, siiper ¢oziiniirliik mikroskobu



ABSTRACT
MSc Thesis

Assesment of Fixation Potential of Aldehyde Group Fixatives on Super Resolution
Microscopy by Immunofluorescence Technique

Ceren Mungan
Ankara University Biotechnology Institute
Prof. Alp Can

Fixation is the preliminary step for cell and tissue studies. Selecting the fixative
appropriate to the structure of the sample to be studied is a feature that will make this
process effective. Although most commonly used fixatives in immunohistochemical
studies are Paraformaldehyde and Formaldehyde, Glioxal, which is rare and old in use, has
been added to the studies on fixatives in recent years. Hydrogen ion concentration and
temperature of the medium, fixative concentration, osmolarity, and tissue or cell

penetration are influenced by the compatibility of these fixatives with cells or tissues.

In our study, we used commercially purchased GMP quality human umbilical cord stromal
derived stem cells and prepared cocktails in different applications of PFA, FA and Gly and
a non-ionic detergent Triton X-100. fixation potential, staining pattern in cell morphology
and signal strength measurements were evaluated qualitatively and quantitatively based on
observations on laser scanning super resolution confocal microscopy. In FA groups, a
better staining pattern and a stronger signal formation are evident than in Gly. In this case,
Gly fixation was not superior to PFA or FA and it could be used as a fixative during FA

cell fixation.
2019, 61 pages

Keywords: Fixation, paraformaldehyde, formaldehyde, glyoxal, mesenchymal stem cell,

super resolution microscopy
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1. GIRIS

Fiksasyon, dokulari, hiicre ve hiicre bilesenlerini otolize karsi korumayir amaglayan
immunhistokimyasal ve sitokimyasal aragtirmalarin temel ve ilk basamagidir. Boylelikle
uygun boyama ve hiicre i¢i isaretleme teknigi kullanilarak mikroskobik gozlemler
yapilabilir. Bu amagla 19. ylizyildan bu yana ¢ok sayida kimyasal fiksatif tiirii ve
karisimlar1 kullanilmugtir (1). ilk kez, 1893 yilinda aldehit grubu fiksatifleri arasinda en
yaygin olarak kullanilan formaldehit (FA) 1:10 oraninda seyretilmis (formalin ¢ozeltisi
olarak adlandirilir.) olarak, birgok kokteylde bulunur (2). Formaldehit (FA), iki karbon, bir
hidrojen ve bir oksijen atomundan olusan aldehit grubunun en kiigliik {iyesidir. FA,
makromolekiillere baglanarak oncelikle metilen kopriileri kurar ve gapraz baglar olusturur
(3). Diisiik molekiil agirligi sayesinde doku ya da hiicrelere kolayca penetre olur ve bu
sayede dokularin uzun siire saklanmasina olanak verir. Birgok arastirmada oldukca yaygin
kullanilan FA’nin solunum sistemi, cilt ve gozlere olan zararli etkisi hala tartisma

konusudur (4).

Paraformaldehit (PFA), FA’nin polimerize edilmis hali olarak, proteinlerin iiglinciil
yapisini degistirmeden amino gruplarma c¢apraz baglanir. Boylece hiicresel epitoplar
spesifik antikorlar ile isaretleme prosediirlerinde nispeten korunmus halde kalir (5, 6). PFA
fiksasyonu, hiicre fiksasyonu sirasinda immiin isaretleme i¢in gerekli olan hiicre
morfolojisini korumak i¢in ¢alisma konsantrasyonu % 3-4 olarak kabul edilmistir (7).
Fakat fiksasyon sirasinda PFA’nin morfolojik degisimlere, antijen spesifitesinin kaybina

neden oldugu yoniinde raporlar bulunmaktadir (8).

Gliyoksal (Gly), arka arkaya baglanmis formaldehite benzer yapisal bir formiile sahip
dialdehittir. 1960°dan bu yana bir¢ok bilimsel arastirmada fiksatif olarak kullanimistir.
Daha giivenli bir profil, daha hizli reaksiyon hizi ve secici ¢apraz baglanmasi sebebiyle
gliyoksalin immunreaktiviteyi korudugu ve antijen geri kazanimina olan ihtiyact azaltig1

diigtiniilmektedir (9).

Fiksasyonun yani sira, birgok 6rnek antijen- antikor etkilesiminin saglanmasi igin deterjan
ekstraksiyonu gerekmektedir. Bu nedenle Triton X-100 (TX) gibi iyonik olmayan

deterjanlar kullanilarak antikorun antijene baglanma siirecini daha hizlandirabilir. TX,



hiicre zarindaki lipid yapisini etkili bir sekilde yikar, ancak antijen-antikor etkilesimini
inhibe etmez. Fakat zar ile iligkili antijenler i¢in kullanima uygun degildir. Fiksasyon
cozeltisine TX eklenebilir. Boylece fiksasyon ve permeabilizasyon ayni anda
gerceklestirilir. Alternatif olarak fiksasyon islemi gergeklestikten sonra TX uygulanabilir.

Bu uygulama rutinde daha ¢ok kullanilmaktadir.

Bu yiiksek lisans tezi calismasinin amaci fiksasyon igleminde Gly ve FA fiksasyonunun en
sik kullanilan PFA fiksasyonuna gore kok hiicrelerin farkli lokasyonlarinda ifadelenen
farkli proteinlerin immiin isaretlemesine etkisi olup olmadigmi saptamak ve bu fiksatiflerin
karsilastirmali olarak fiksasyon potansiyelini degerlendirmektir. Fiksatiflerle 1lgili
kazanilan deneyimlerden yola ¢ikarak, insan gobek kordonu stromasi kaynakli mezenkimal
kok hiicreleri (IGK-MKH) ii¢ farkl fiksatifi TX deterjanmin farkli uygulamalari ile birlikte
fikse edip, sekiz farkl hiicresel proteinin ayr1 ayr1 isaretleyerek siiper ¢oziintiirliikk konfokal
mikroskobundan elde edilen goriintiilerde yer alan boyanma desenini kalitatif olarak ve

alman sinyal siddetlerini kantitatif olarak degerlendirmeyi amagladik.



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. FIKSASYON

Fiksasyon terimi, sabit ya da sivi bir ortamda sabitleme olarak tanimlanmaktadir.
Sitokimyasal ve immunhistokimyasal ¢aliymalarda doku veya hiicrelerde meydana gelen
degisimlerin ayrintili olarak incelenmesi fiksasyon yontemleri ile saglanmaktadir. Yapilan
calismalar1 mikroskopta gozlenmeden Once Orneklerin otolize ugramasini 6nlemek icin
fiksasyon temel bir basamaktir (1). Bu islem i¢in secilmis ve uygun fiksatifin kullanilmasi
son derece onemlidir.

Uygun bir fiksatifin kullanilmamas: halinde yapilan bircok islem etkisiz kalir ve pratikte
kullanilmaz hale gelir. Biyolojik o6rneklerin morfoloji ve fonksiyonlarmdaki degisimi
anlamak i¢in cesitli fiksatif tiirleri kullanilir. Iyi bir fiksatifin temel 6zelligi calisilan
ornegin kimyasmi degistirmeden ve canli haline en yakin sekilde incelenmesine olanak
verecek sekilde drnegi korumali ve makromolekiilleri ¢oziinmez hale getirmelidir. Ayni
zamanda mikroskop altinda gézlemlenirken, doku ya da hiicrenin boyanmis bolgelerinde
hiicre i¢i ile hiicre dis1 bilesenler arasindaki biitlinliigiin korunmus olmasi1 gerekmektedir
(10). Fikse edilmis 6rnegin molekiiler kaybi, fiksasyon siiresi boyunca meydana gelen
morfolojik degisimler histokimyasal ve immunhistokimyasal boyamalarm kalitesini,

biyolojik analizlerin dogrulugunu etkilemektedir.

2.1.1. FIKSATIFLER VE ETKi MEKANIZMALARI

Fiksasyonda amag ¢alisilan biyolojik 6rnegin canli haline en yakin sekilde korunmasmi
saglamaktir. Fiksasyon islemi lizozomal enzimleri inaktiflestirip proteinleri stabil hale
getirerek hiicre ve komponentlerini otolize kars1 daha direngli hale getirir. Basarili bir
fiksasyonun gerceklesmesi ortamin sicakligina, hidrojen iyonu konsantrasyonuna (pH),
fiksatifin dokuya penetrasyonuna, fiksatifin osmolaritesine, ve fiksasyonun siiresine
baghdir.

Fiksatifler ise fiksasyon islemi swrasinda spesifik bir hiicre ya da dokuya gore belirli
konsantrasyonda, osmolaritede ve pH araliginda ¢alisan kimyasal maddelerdir. Fiksasyon

fiziksel ve kimyasal fiksasyon olmak tizere iki tiir yontem ile yapilir;



1. Fiziksel Fiksasyon
e Isitma, mikrodalga, dondurarak kurutma vb.
2. Kimyasal Fiksasyon
e Aldehit grubu ajanlar: Formaldehit, gliyoksal, paraformaldehit, glutaraldehit
e Oksitleyici ajanlar: Potasyum permanganat, potasyum dikromat, osmiyum
tetraoksit
e Proteinleri denatiire edici ajanlar: Asetik asit, etanol, metanol
e Diger ¢apraz baglayici ajanlar: Karbodiimitler

e Diger ajanlar: Merkiirik klorit, pikrik asit

Kimyasal fiksasyon i¢in fiksatif giicii olan kimyasal madde (genellikle kat1) ve kimyasal
madde i¢in tasiyici stvi gereklidir. Fiksatifler, koagiilant ve koagiilant olmayan fiksatifler
olmak tizere ikiye ayrilir. Etanol, metanol ve aseton gibi koagiilant fiksatifler biyolojik
ornege ait proteinleri denatiire eder. Hiicre ya da dokulardaki suyu dehidrate ederek
proteinleri ¢okmesine yol acar. Bu durumda proteinlerin konformasyonunda ve ¢dziinme

ozelliklerinde degisime sebep olur (11).

Hiicresel yap1, lipoprotein ve lifli proteinler tarafindan korunmaktadir. Bu tip proteinlerin
koagiilasyonu, doku ya da hiicrelerin morfolojisini degistirmez. Fakat koagiilant fiksatifler
sitoplazmik membranda biiziismelere, mitokondriyon ve salgi graniillerinin zayif
korunumuna neden oldugu igin yapisal analizlerin kullanimi i¢in uygun degildir (9).
Aldehit grubunda yer alan FA, PFA, Gly ve glutaraldehit gibi koagiilant olmayan
fiksatifler hiicre icerisinde yer alan proteinlere ve diger komponentlere capraz baglanarak
hiicresel yapmin daha iyi korunmasini saglar. Bu fiksatiflerin tasima sivist ise hiicre
iskeletinin bulundugu ortama tutunmasi i¢in igerisinde inorganik tuzlar1 bulunduran,
gerekli pH araligmi dengede tutmak icin kullanilan bir tampon cozeltidir. Bu ¢ozelti

fiksatif ile uyumlu ¢alismalidir.
2.1.2. Fiksasyonu etkileyen Faktorler

Her fiksatifin kendine 6zgili avantaj ve dezavantajlar1 vardir. Doku ya da hiicre 6rnekleri,
mikroskop altinda incelenmeden 6nce hassas tekniklerle hazirlanip, boyanir. Fiksasyon,
ornekleri boyanmadan 6nce bulunduklar1 ortama sabitleyerek 6rnege uygulanacak diger

adimlarm kalitesini de etkiler. Bundan dolayr bir fiksatifin basarili bir fiksasyon
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gerceklestirmesi hidrojen iyon konsantrasyonuna, osmolariteye, doku ya da hiicreye

penetrasyonuna, fiksasyon siiresine ve ortam sicakligina baghdir (12).

2.1.2.1. Hidrojen iyonu konsantrasyonu (pH)

Calisilan fiksatif tiiriine gore degisen, en kolay Olgiilenebilen parametrelerden birisidir.
Uygun tampon ¢ozeltisi kullanilarak fizyolojik calisma araligi elde edilmektedir. Fiksasyon
genel olarak pH 6 ile 8 araliginda gergeklesmektedir; pH bu degerlerden farkli oldugunda
hiicre ya da dokuda meydana gelebilecek degisimler 6liimciil olabilir. Bu yiizden hidrojen
konsantrasyonu, doku ya da hiicrelerin maruz kalacagi uygulamalara bagl olarak 6nem

tasimaktadir.

2.1.2.2. Osmolarite

Osmolarite, bir litre ¢ézeltideki ¢oziinen madde miktaridir. Farkli iki ortamda ¢oziinmiis
madde miktarinmn es yogunlukta oldugu ¢ozeltiler izotonik olarak adlandirilir. izotonik
¢ozeltilerde osmolarite degeri 280-310 mOsmol/L arahgindadir (12). Tampon ¢6zelti ve
fiksatifin osmolaritesi iyi bir fiksasyon islemi i¢in doku ya da hiicrenin yapisinin
korunmasi agisindan dnemlidir. Hiicre kendi sitoplazmik yogunlugundan daha fazla bir
yogunluktaki hipertonik ortamda veya sitoplazmik yogunlugundan daha diisiik bir
yogunluktaki hipotonik bir ortamda bulunmasi fiksasyon sirasinda doku ya da hiicrenin
kii¢iilmesine veya sismesine neden olmaktadir. Benzer sekilde fiksatif ¢ozeltisi i¢inde
bulunan Na*, K*,Ca*?, Mg*? gibi iyonlarm konsantrasyonu hiicrenin yap1 ve morfolojisini
etkilemektedir. Fiksatif cozeltisinin i¢indeki iyon konsantrasyonu miimkiin oldugunca

izotonik olmalidir.
2.1.2.3. Fiksasyon Sicakhgi

Sicaklik artis1, molekiillerin diflizyon hizini arttirir. Doku ya da hiicrenin fiksatif ile difiize
olmas1 ortam sicakligma baghdir. Fiksasyon genel olarak oda 1sisinda yapilmaktadir.
Nadiren de olsa + 4°C’de fiksasyon islemi yapilmaktadir. Yiiksek sicaklikta difiizyon hizl
gerceklesirken ayni zamanda bu durum buharlagsmaya neden olabilecegi i¢in fiksasyon

isleminin optimum sicaklikta yapilmas1 gerekir.



2.1.2.4. Fiksatifin Doku/Hiicreye Penetrasyonu

Biyolojik 6rnege fiksatifin penetre olmasi onemli bir etkidir. Bu siire¢ gdrece yavas
seyredebilir. Basaril1 bir penetrasyon i¢in 6rnek kiiclik ve ince olmalidir. Fiksasyon sadece
fiksatifin penetrasyonuna bagli degil ayn1 zamanda dokuya bilesenleri ile reaksiyona girme
hizina da baghdir. Yavas reaksiyon hizina sahip bir fiksatif 6rnegin cesitli bilesenlerini

farkli derecelerde fikse etmesine neden olur (10).

2.1.2.5. Fiksasyon Siiresi

Yukarida siralanan tiim Gzelliklerin  tamamiyla  iligkilidir.  Fiksasyon sliresi
degerlendirilirken, tanimlanan her bir 6zelligin de degerlendirilmesi gerekir. Fiksatifin
gereken siireden daha fazla tutulmas1 doku ya da hiicrede kirilma, biiziisme ve sertlesme

gibi durumlara neden olabilir.

2.2. ALDEHIT GRUBU FIKSATIFLERI
2.2.1. FORMALDEHIT (FA)

Formaldehit 1 karbon, 1 oksijen ve 2 hidrojen atomuna sahip, aldehit grubunun en kii¢iik
iiyesidir. Sahip oldugu kiiciik molekiil agirlig1 sayesinde doku ve hiicrelere kolayca penetre
olur. Boylece fikse edilen 6rnegin uzun siire saklanmasini saglar. Bu 6zelligi sayesinde
giinlimiizde hala biyolojik ornekleri fikse eden, koruyan en yaygin fiksatiftir. FA’ya capraz
bagli dokularin saklanmasi, biyobelirteclerin  gelistirilmesinde ve hastaliklarin
incelenmesinde degerli bir ajan olarak goriilmektedir. Onemli biyolojik sorularmn yanitini
bulmak i¢in FA’nin kullanildig1 c¢alismalar gelistirilmis ve FA’nin hiicre zarina hizl
penetre olmasi ve hiicre ya da dokunun en dogal haline yakin olacak sekilde hiicre
kompartmanlarin1 korumasi sebebiyle canli hiicrelerde molekiiller arast etkilesimin

aydinlatilmasina izin vermektedir.

FA makromolekiillere birka¢ adimda baglanir. Proteinlerde, amino gruplarmin sonlarina ya
da proteinlerin yan zincirlerinde bulunan amino gruplarma kovalent baglanarak metilol
ilavesi ile sonuc¢lanir. Ardindan dehidrasyon gercekleserek Schiff bazina doniisiir.
Modifiye edilmis olan bu grup tekrar bir aminoasit ile reaksiyona girdiginde metilen

kopriisii olusturur ve capraz bagl peptit meydana gelir. Metilen kopriilerinin miktarmi



FA’nin konsantrasyonu, pH, ortamin sicakligi ve fiksasyon siiresi etkilemektedir (3). Bu
slirecte proteinlere baglanma gorece hizli, metilen kopriilerinin olusumu ise yavas

gerceklesmektedir (13).

FA ile proteinler arasinda metilen kopriilerinin kurulup ardindan c¢apraz baglanma
reaksiyonunun gerceklesmesiyle fiksasyon asamasi tamamlanmaktadir. Ama ¢apraz
baglanmada yer alan peptid ve proteinlerdeki aminoasit sayisi olduk¢a smirlidir. Kural
olarak, her amino asidin N-terminal bdlgesi, metilen kdpriilerinin kurulmasi sirasinda yer
alirken, ¢apraz baglanma sirasinda lizin, arjinin, sistein ve triptofan gibi spesifik amino
asitlerin yan gruplari1 da FA tarafindan modifiye edilebilir. FA’nin inkiibasyon siiresi ile

ilgili yapilan ¢aligmalar 6zellikle lizinin kolayca modifiye edildigi raporlanmistir (14).

Rutin olarak kullanilan en yaygm fiksatif %37’lik FA’nin 1:10 oraninda sulandirilmig
formu olan (% 3,7 FA) formalindir ve % 1 oraninda metanol igerir. Formalin dokularin
yapisinda kiiclilmeye ya da hiicresel yapinin bozulmasina yol agmayan ve ticari olarak
kolaylikla ve ucuza temin edilebilen bir fiksatiftir. Seyretilmemis ticari %37°lik FA,
yogunlagma reaksiyonunu engellemek i¢cin % 10 metanol icerir. Bundan dolay1 formalin iki
fazl1 bir fiksatiftir. Ilk fazda alkol doku ya da hiicreleri dehidrate ederek sertlestirir. Daha
sonra aldehit gruplar1 tarafindan capraz baglanma reaksiyonu ger¢ekleserek fiksasyon

tamamlanir (15).
2.2.2. GLIYOKSAL (Gly)

Gliyoksal, bilim insanlar1 tarafindan ¢ok iyi bilinmemesi ve bilimsel ¢aligmalara hizmet
veren yerlerde bir kimsayal olarak tedarik edilmemesine ragmen, sanayide ve iiriinlerinde

genis capta kullanilmaktadir.

Bilimsel arastwrmalarda Gly ile 1960’11 yillarda Sabatini ve ark. ve Janigan ve ark.
tarafindan enzim histokimyas1 ile ilgili ¢aligmalar yapilmistir. Fakat formiillestirme
yontemleri nedeniyle histolojik ¢aligmalar i¢in zayif bir fiksatiftir; glutaraldehit ile birlikte
etkili bir capraz baglanma goOstermektedir. Formalin ile karsilastirildiginda ise, daha
giivenli olusu, reaksiyon hizi ve belirli kosullar altinda ¢apraz baglanmaya olan meyilinin

az olmasi1 sebebiyle daha basarili fiksasyon gergeklestirdigi raporlanmistir. Ayrica



immunreaktiviteyi koruma ve antijen geri kazanimini azaltmak Gly’i dstiin kilan diger

Ozelliklerdir.

Gly arka arkaya baglanmis FA benzeri yapisal bir formiile sahip dialdehittir. Teorik olarak
gaz halinde bulunur ama sivi ¢ozeltiler i¢inde iiretilmektedir. Gly ve metilen glikol
hidratlanmis formlarda bulunurken, FA tek bir hidratlanmis tiir olusturur. Bunlardan en
yaygin olan1 oda sicakliginda siklik dimer 1,3 dioksolandir. Metilen glikol de dahil olmak
iizere hidratlanmis bu tiirler aldehit gruplarmin reaktivitesini korumaktadir. Metilen
glikolden farkli olarak FA sivi halden gaz haline gecer ve bu reaksiyon geri
donlistimsiizdiir. Gly hidratlar ise sivi olarak korunmus, sicakligi belli derece
yiikseltildiginde buhar olusumu gézlenmez ve dolayisiyla solunum riski olusturmaz. Bu

ozelligi sayesinde endiistride FA yerine Gly kullanilmaktadir.

A B

Sekil 2.1. FA (A) ve Gly’nin (B) yapisal formiilleri

Gly’in sulu ¢ozeltileri u¢ gruplara kars1 zayif baglanma egilimi gostermektedir. Bu zayif
baglanma egilimini ortadan kaldirmak i¢in ortama reaksiyon hizlandirici ya da katalizorler
eklenir. Uygun katalizor ya da hizlandiric1 sayesinde Gly azot veya oksijen iceren ug

gruplara baglanir.

FA, protein ve karbonhidratlara eklenti olusturup onlar1 ¢apraz baglarken, Gly ise bu
makromolekiil gruplar1 ile farkli pH araliklarinda reaksiyona girer. Capraz baglanma,
spesifik reaksiyon kosullar1 gerektirmekte ve fiksasyonun sirasinda c¢apraz baglanmalarin
kurulmamasi fiksasyon siirecini yavaslatmaktadir. Capraz baglanmanin yavas kurulmasi
sebebiyle ortama katalizor ya da reaksiyon hizlandiricilar eklenmesiyle, reaksiyon hizlanir

ve epitoplarin immunreaktivitesi de korunarak basarili bir Gly fiksasyonu gerceklesir (9).

8



2.2.3. PARAFORMALDEHIT

Paraformaldehit, nétral pH’da 60°C’de ayrisarak polimerize olmus, toz ve toksik yapida
bir formaldehittir. Taze hazirlanmis PFA, igeriginde katki maddesi bulunmadigi icin
immiinhistokimyasal ¢alismalarda tercih edilir (16). PFA, proteinlerin amino gruplarina
degistirmeden onlara baglanarak hiicre ya da dokudaki proteinlerin lokalizasyonlarini
korur ve epitoplarin ilgili antikorlar1 tanimasimi saglar (5, 17). Bu yiizden
immiinhistokimyada olduk¢a yaygin kullanilan bir fiksatiftir. PFA fiksasyonu ile ilgili
yapilan caligmalarda, hiicre iskeleti elemanlarindan aktinin siiper ¢oziiniirlik mikroskobu
ile yapilan gézlemleri sonuncunda, hiicre iskeletini koruyan tampon ¢ozelti icinde PFA ile
fikse edildiklerinde aktin lifi ve demetlerinin daha iy1 ve daha giivenilir sekilde

korundugunu ve PFA’nin epitop korunumunu arttirdigi ortaya konmustur (6).

2.3. YAYGIN OLARAK KULLANILAN PERMEABILIZASYON AJANLARI

Hiicre fiksasyonu ve permeabilizasyon yonteminin belirlenmesi mikroskopta en iyi
sonuglar1 ortaya koymak agisindan Onem tagimaktadir. Fiksasyon, hiicre yapisiin
korunmasina yardimci olmakla birlikte, hiicre i¢i antijen veya niikleik asitlere (DNA veya
RNA) ulasmak i¢in permeabilizasyon agamasi gerekmektedir. Makromolekiillerin hiicre
icerisindeki lokalizasyonu degerlendirebilmek i¢in hiicre zar1 geg¢irgenliginin arttrilmasi
gerckmektedir Bu gegirgenligi daha fazla arttirmak igin permeabl ajanlar kullanir (18).
Calisilan 6rnege gore hiicre igine girebilen ajanlar tige ayrilmaktadir;

1. Solventler: Alkol ve aseton en basit permeabilizasyon ajanidir. Zardaki lipidleri
cozerek, hiicre zarmi antikorlara kars1 gegirgen hale getirirler.

2. Saponin ve Lysolecithin: Saponin bitkisel kaynakli olup genellikle sitoplazmik
antijen lokalizasyonu c¢alismalarinda kullanilan en iyi deterjandwr. Hiicre zarinda
fosfolipidler ile kolesterol arasindaki etkilesimi kirarak agikliklar olusturur. Lysolecithin
ise kolesterolleri ¢ozerek, zarda biiyiik miktarda sterol kaybina neden olur.

3. Iyonlasmamis deterjanlar: Triton-X100, Tween-20 gibi deterjanlar proteinleri
denatiire etmedikleri icin immunhistokimyasal calismalarda ¢ok sik kullanilirlar.
Iyonlagmis deterjanlar fosfolipid ¢ift katmanli zar yapismin arasinda girerek lipid ve
proteinler ile etkileserek zar yapisini bozarlar. Hidrofobik proteinler deterjanlar ile kolayca

muamele edildikten sonra yikanir. Ama ¢ekirdek ve mitokondriyon zarindaki antijenler,



iyonlasmamis deterjanlar ile gegirgen hale gelirler. Ciinkii bunlarin zar yapilar1 kolesterol

icermez (16).
2.4. KOK HUCRE

Kok hiicre uzun siire boliinmeye devam ederek kendini yenileyen, germ hiicreleri de dahil
olmak iizere viicudun somatik hiicrelerine farklilasabilen hiicrelerdir. Kendini yenileme,
bulunduklar1 yerlerde sayilarmi koruma ve yeni kok hiicreler olusturmak i¢cin boliinmesi
olarak tanimlanir. K6k hiicreler sayismin ayni kalmasi i¢in bdliinen her hiicrenin bir
yedeginin bu sayiyr korunmasina yardimci olmasi ve digerinin farklilagsma yetenegini
devam ettirmesini gerektirir. En yiiksek farklilasma yetenegine sahip olan kok hiicre
boliindiigli zaman iki tip hiicre meydana gelir. Bunlardan biri kok hiicre yetenegini
korurken, digeri farklilagsmak iizere yoluna devam eder. Bu tiir boliinmeye asimetrik hiicre

boliinmesi denir.

Organizmanin olusumunun bagslangicinda var olan embriyo kok hiicreleri, kisa dmiirli olup
embriyonun diger katmanlarina farklilagirlar. Yetiskin kok hiicreler ise organizmanin yasi

boyunca devam eden yenilenme ve onarim gibi yasamsal siiregle gorevli kok hiicrelerdir.
2.4.1. MEZENKIMAL STROMA HUCRELERI

“Mezenkim” epiblastin farklilagsmasindan baslayip embriyonun gelismesinde ve fetiisiin
yasami i¢in dnemli yer tutan gevsek bag dokusu yapisindaki dokulara verilen isimdir. Bu
dokuyu olusturan hiicrelerin fenotipi gevsek yapili ve bol sulu hiicre dis1 matriks i¢inde
gorece serbest hareket eden ¢ok yiizlli, ince uzantili hiicrelerdir. Yetiskin ve embriyonun
ozellikle bag dokusu yapisindaki bircok dokudan elde edilmektedir. Temelde bu hiicreler
bulunduklar1 ortama tutunmalari ve in vitro kosullarda ¢ogalabilmelerinden dolay1
mezenkimal kok hiicreler olarak adlandirlirlar. Bu durumda, bir hiicrenin mezenkimal kok
hiicre oldugu CD serisi bazi belirteglerin (CD73, CD90, CD105) yiiksekligi, bazilarinin ise
yoklugu ya da azligi, plastik yiizeye yapisarak biiylimeleri ve /veya ¢ogalmalari, in vitro

kosullarda ti¢ farkli hiicreye farklanabilmeleri kabul edilmektedir (19)
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Insan Gobek Kordonu Kaynaklh Mezenkimal Kok Hiicreler

Gobek kordonu, 1-2 cm kalinliginda, 50-60 cm uzunlugunda ve yaklasik 40 g olan, icinden
iki arter ve bir ven gecen esnek ve seffaf goriinlime sahiptir. Dig tarafi amniyon zar1 ile
ortiilii olan gobek kordonu stromasi embriyoya 6zgii miikoz bag dokusu igeren Wharton

peltesidir. I¢inde bulunan damarlar stroma i¢indedir.

Gobek kordonu, embriyonun 13. giiniinde mezoderm dokusunun ileri gelisimiyle olusur.
Mezoderm kaynakli bir doku olmasindan dolayr diger mezoderm hiicreleri ile
karsilastirilarak yapilan ¢aligmalarda {i¢ farkli hiicreye farklandigi bulunmustur. Goébek
kordonu stromasi yer alan kok hiicreler multipotent hiicreler olup mezenkimal kok hiicre
tanimma uymaktadirlar. Bu hiicrelerin in vitro farklilasma yetkinlikleri, hiicre yiizeyi
belirteglerine sahip olmalari, en az 50 pasajlama boyunca sabit bir karyotipe sergilemeleri

ve teratom olusturmama gibi 6zellikleri vardir (19).

2.5. ARASTIRMADA KULLANILAN BELIRTECLER

2.5.1. HUCREYE OZGU BELIRTECLER

2.5.1.1. N-Cadherin (N-Cad)

Hiicre-hiicre adezyonu embriyonik gelisimde ve doku olusumunda 6nemli bir siirectir.
Hiicre adezyon molekiillerinin aracilik ettigi hiicre etkilesimlerinin  bozulmas1
embriyogenezde doku ya da organlarin gelisiminde yapisal sorunlara yol agmaktadir (20).
Bu molekiiller hiicre adhezyonu, hiicre boliinmesinin kontrolii, migrasyon, farklilagsma ve
morfogenezde rol olan hiicre yiizeyi glikoproteinlerdir ve bunlar igerisinde Ca*? bagh
transmembran proteinleri kadherinler ailesinden E-Cadherin (epitelyal kadherin), N-
Cadherin (n6ronal kadherin) ve P- Cadherin (plasental kadherin) en iyi karakterize edilen
molekiillerdir. Isimleri doku 6zgiinliigii cagrisimlar1 yapsa da N-Cad mezensim orijinli

dokular, kaslar, damar endotelyal hiicreleri ve fibroblastlarda da ifade edilmektedir (21).

2.5.1.2. CD73

5’ekto-niikleotidaz olarak bilinen CD73, 70 kDa agirliginda bir hiicre yiizeyi proteinidir.
Bir niikleotidaz olarak, ATP’nin AMP ve fosfata yikimmni katalize eder ve ekstraseliiler

matriks bileseni olan laminin ve fibronektin ile birlikte hiicre etkilesimini diizenleyen
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sinyal bir molekiildiir (22). Mezenkimal kok hiicreler, rejeneratif ve immiinmodiilator
Ozelliklerinden dolayr kardiyovaskiiler, gastrointestinal, kanser gibi hastaliklarin
tedavisinde kullanilmaktadir. Bu durumda tedavi kullanimlar1 agisindan giivenli ve etkili
olmasi nedeniyle 2006 yilinda Uluslararast Hiicresel Tedavi Dernegi tarafindan
mezenkimal kok hiicre kriteri olarak kok hiicrelerin bulundugu kiiltiir kosullara uyum
saglamasi ve farklanmasmin yani sira CD73, CD90, CD105 hiicre yiizeyi belirteclerini

ifade etmesi gerektigini onerilmistir (19).
2.5.1.3. MitotrackeR™

MitotrackeR, mitokondriyon zar potansiyelini kullanarak canli hiicreler icinde
mitokondriyonu etiketleyen fliioresan bir boyadir ve mitokondriyon igindeki protein ve
peptidlerin tiyol gruplarmna kovalent olarak baglanir. Bdylece mitokondriyon boyay:1 korur

ve boya hiicreler 6ldiikten ya da fikse edildikten sonrada varligin1 devam ettirir (23).

2.5.2. HUCRE ISKELETi BELIRTECLERI

2.5.2.1. Pericentrin (PCN)

Sentrozom, sentriol ve pericentrioler materyalden (PCM) olusan hiicresel bir organeldir.
PCM, sentrozom ile iliskili islevler i¢in gerekli proteinleri iceren bir matrikstir. PCM ve
sentrioliin ana bileseni pericentrin, evrimsel olarak korunmus, ¢ift katlanmig bir proteindir
(24). PCN, bir¢ok protein ve protein kompleksi i¢in ¢ok islevli iskele gorevi gérmekte ve
mikrotiibiil organizasyonu, hiicre dongiisii, hiicre dongiisiiniin ilerlemesi gibi hiicresel

stire¢lerde 6nemli gorevlere sahiptir (25).

2.5.2.2. Vimentin (Vim)

Hiicre iskeleti mikrofilamanlar, mikrotiibiiller ve ara filamanlar olmak {izere ii¢ tip protein
gruplarmi igermektedir. Hiicre iskeleti mimarisini ve hiicresel siireclerin devamliligini
saglamak i¢in birlikte hareket ederler. Bu gruplar arasinda ara filamanlar hiicreleri mekanik
strese direng gostererek, mekanik biitiinligiiniin devam etmesini saglar (26).

Vim, 57 kDa agirliginda tip 3 ara filaman proteinleri arasinda en yaygin ifade edilen ve
korunmus bir proteindir. Trofoblastik dev hiicreler, fibroblastlar, endotel hiicreleri, kan

damarlari, makrofajlar, noétrofiller gibi pek c¢ok hiicrelerden ifade edilmekte ve ayni
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zamanda epitel hiicrelerinin mezenkimal bir fenotip kazanmasi olarak bilinen epitel-

mezenkim gegisi siirecinde temel bir belirteg olarak 6nem kazanmustir (27).

2.5.3. CEKIRDEK BELIiRTECLERI

2.5.3.1. Nucleostemin (NS)

Niikleosteminin  yapisi, ¢ekirdek plazmasi ve ¢ekirdek¢ik arasindaki mekigin
diizenlenmesinde yer alan iki GTP baglayic1 domain ile karakterizedir (28). Niikleoler bir
protein olan NS, hiicre dongiisii kontrolii, timor olusumu ve hiicresel senesenste rol
almakta ve ayn1 zamanda c¢ogalan kok hiicre ve kanser hiicre tiplerinden ifade

edilmektedir. Hiicreler farklanma siirecine girdiginde NS ifadelenmesi azalmaktadir (29).

2.5.3.2. Sentromerik Protein- A (CENP-A)

CENP-A, histon H3 wvaryant1 olarak bilinen, DNA dizilerinden bagimsiz olarak
sentromerde bulunur (30). Kinetokorun yapisal ve islevsel temelini olusturmasinin yani
sira sentromer olusumunda epigenetik bir belirteg olma 6zelligi de tasimaktadir. Yapilan
calismalarda, CENP-A’nin sessizlestirilmesinin kromozom ayrilmalarinda hatalara,

kinetokor biitiinliigiinde bozulmalara yol agtig1 saptanmustir (31).

2.5.3.3. Lamin A+C

Laminler niikleer laminay1 olusturan ara filaman proteinleridir. Niikleer lamina ve
niikleoplazmada stabil yapilar olusturur, niikleer sekil ve biiylikligi belirler ve
deformasyona kars1 hiicreyi korur. Dogrudan ya da dolayli olarak niikleer zarf proteinlerini
¢ekirdek i¢ zarinda baglar ve tutundurur (32).

Laminler, protein ag1 olarak i¢ ¢ekirdek zarmda bulunur. A ve B tipi olmak {izere iki smifa
ayrilir. Lamin A ve C olmak iizere iki izoforma sahip Lamin A farklanmis hiicrelerde ifade
edilirken, Lamin B her tip hiicreden ifade edilmekte ve ifade seviyeleri dokulardan

hiicrelere degismektedir (33).
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3. GEREKCE VE AMAC

Fiksasyon, histoloji ve patoloji alanlarda doku ya da hiicreleri canli haline en yakin kalacak
sekilde korunyan 6n basamaktir. Bu islemde amag biyolojik drneklerin yapisinda yer alan
makromolekiilleri koagiile ederek boyama islemi baglayana kadar zararli etkenlerden
korumaktir

Fiksasyon islemi fiziksel ve kimyasal olmak iizere iki sekilde gerceklesmektedir.
Calismamizda oOzellikle kimyasal fiksasyonda kullanilan aldehit grubu fiksatiflerine yer
verdik. Bu fiksatifler proteinlerin li¢linciil yapisin1 bozmadan onlara ¢apraz baglanarak
fiksasyon islemini gerceklestirir. Ozellikle en c¢ok kullamlan FA ve FA’in
polimerlesmesiyle olusan PFA’nin yami sira 2017 yilinda Richter ve ark. tarafindan
yayinlanan arastirmada bilimsel arastirmalarda ¢ok sik kullanilmayan Gly ve PFA’nin
karsilagtirilmast farkli hiicrelerin belirli yerlerinde ifade edilen proteinler {izerinde
denenmistir. 2006 Dapson ve ark. tarafindan yapilan c¢alismada ise Gly’in
immiinhistokimyasal ¢alismalarda kullanilabilecegi gosterilmistir.

Tim bu deneyimler dogrultusunda, fiksasyon sonrasi hiicrelerin belli lokasyonlarinda yer
alan proteinlerin immiinfliioresan isaretlenmesiyle hiicrede olusturdugu boyanma deseni ve
sinyal siddetinin fiksatif gruplari ile olan iliskisini saptamay1 amagladik. Immunfliioresan
isaretlemelerden yola ¢ikarak, hipotezimiz, “hiicrede belli lokasyonlarda yer alan
proteinleri belirlemek i¢in bir 6n basamak olan fiksasyonda kullanilan FA ve Gly,
PFA’dan daha iyi fiksasyon gerceklestirerek hiicresel proteinleri daha giiclii korur.” olarak
kurduk. Bu hipotez bilim literatiiriinde ilk kez ii¢ farkl fiksatif ve fiksatif kokteylleri kok
hiicreler {izerinde uygulandig1 bir arastirma olarak gelecekte fiksatifler ile ilgili yapilacak
arastrmalara yon verecektir. Hipotezin dogrulugu ispatlanirsa hiicrenin farkh
lokasyonlarinda yer alan proteinleri tespit etmek icin en uygun fiksatif ve/veya fiksatif
kokteylerini kullanarak mikroskoba yansiyacak en iyi goriintii kalitesini de belirlemis

olacagiz.
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4. GEREC VE YONTEM
4.1. GEREC

Bu tez ¢aligmas1 Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali

kok hiicre arastirma laboratuvarlarinda yiiriitiildi.

4.1.1. IGK-MKH’LERIN LABORATUVAR TRANSFERi

1. Transfer sonrasi yapilacak iglemlerden dnce tiim cam malzemeler steril edildi.

2. Hiicreler, +4°C’lik ortamda hiicre kiiltiirli laboratuvarina getirildi.

4.1.2. IGK-MKH’LERIN KULTUR EDIiLMELERI

1. Ticari olarak satm alinan IGK-MKH’ler pasaj-3’te getirildi.

2. Hicreler gelmeden 6nce 24 kuyuculuklu plakalar i¢indeki lameller, 1:10 oraninda
distile su igerisinde diliie edilmis poly-L lizin ile kaplandu.

3. Gelen hiicrelerin sayimi yapildi.

4. Canl goriinteleme i¢in cam Petri kaplarma (World Precision Instruments, ABD) ve
immunhistokimyasal boyamalar i¢in kullanilacak 24 kuyucuklu plakalara igerisinde
%10 FBS iceren DMEM-HAM’S F12 kiiltiir ortami i¢inde 5000 hiicre/cm? olacak
sekilde hiicreler ekildi. % 5 COz ve 37°C inkiibatorlerde kiiltiir edildi.

5. Ekim yapildiktan sonra hiicrelerin bulundugu yiizeye tutunma degeri yaklasik %50
oldugunda canli goriintilleme icin, %70-90 araliginda fiksasyon ic¢in uygun

morfolojiye sahipti.
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4.1.3. ARASTIRMADA KULLANILAN FIKSATIFLER VE HAZIRLANISLARI

Asagidaki Cizelge 4.1°de fiksatif gruplarinin agiklamalar1 ve Cizelge 4.2’de  marka
numarasi, stok ve calisma konsantrasyonlar1 verilmistir.

Cizelge 4.1. Fiksatif gruplarinin formiil agiklamalar1

Gruplar Aciklama
PFA . . . . . . .
Gly Deterjan etkisinin incelenmedigi gruplar
FA
PFA+TX
Gly+TX Fiksasyon sonrasi, deterjan (TX) ile muamele edilen gruplar
FA+TX
PFA/TX Fiksatif hazirlandiktan sonra igerigine deterjan (TX) eklenen
Gly/TX
FAITX gruplar

Cizelge 4.2. Fiksatiflerin ve deterjanin marka ve katalog numarasi, stok konsantrasyonu ve

calisma konsantrasyonu

Marka ve Katalog Stok Calisma

Gruplar

Numarasi Konsantrasyonu Konsantrasyonu

. Fosfat Tamponu

0

FA Sigma, 15512 % 34,5 icerisinde % 3.5
PFA Merck, K41530205041 % 10 PBS i¢erisinde % 3,5
Gly Merck, 7255410734 % 40 Distile v lgensmde
TX Sigma, 114H0521 % 10 PBS i¢erisinde % 0,1
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4.1.4. ARASTIRMADA KULLANILAN BELIRTECLER

Asagidaki cizelge 4.3.’te yer alan IGK-MKH’lerin belirli yerlerinde ifadelen proteinler

verilmistir.

Cizelge 4.3. Hiicresel belirteglerin marka ve katalog numarasi, ¢alisma diliisyonlar1 ve

hiicre lokalizasyonlar1

Belirtecler Marka ve Cahsma Hiicre
Katalog Diliisyonu Lokalizasyonu
Numarasi (PBS icerisinde)
Lamin A+C Abcam, ab108595 1:100 Cekirdek Zar1
CENP-A Abcam, ab45694 1:100 Kromozom
Chemicon
Nucleostemin International- 1:250 Cekirdekgik
AB5689
Pericentrin Abcam, ab4448 1:1000 Sentrozom
Vimentin Sigma, V6630 1:50 Hiicre Iskeleti Ara
Filamani
N-Cadherin Sigma, C3865 1:100 Hiicre Zar
CD73 Abcam, ab54217 1:100 Hiicre Zar1
0,1 uM % 10 FBS
MitoTrackeR MolecI:\L/JII;glerobes, 1221\141)81\%1?2/1 Mitokondriyon
icinde

4.2. YONTEM

4.2.1. FIKSATIF VE DETERJAN HAZIRLAMA YONTEMLERI

4.2.1.1. % 3,5 FA hazirlama

Stok konsantrasyonu % 34,5 FA’dan 6nce % 10’luk formalin elde etmek i¢in A ve B

olarak isimlendirilen ¢ozeltilerden B ¢ozeltisine pH degeri 7.3 -7.4 arasinda olana kadar A

¢Ozeltisi eklendi.

A cozeltisi:

100 mL Stok % 34,5 FA

900 mL Distile su

4 g Sodyum Fosfat Monobazik (Sigma, 04270)
B ¢ozeltisi:

40 mL stok % 34,5 FA
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360 mL Distile su
1 g Sodyum Fosfat Dibazik (Sigma, 04272)

Tampon ¢ozelti hazirlamak i¢in A ve B ¢ozeltilerine FA eklemeden, B ¢dzeltisinin pH
degeri 7,3 -7,4 oluncaya kadar A ¢ozeltisi eklenerek tampon ¢ozeltisi elde edildi. Sonug

olarak % 3,5 FA elde etmek i¢in 6,5 mL tampon ¢6zeltisine 3,5 mL %10 formalin eklendi.
4.2.1.2. % 3,5 PFA Hazirlama

%10 PFA ¢ozeltisi hazirlanirken 50 g toz haldeki PFA ile 450 mL distile su manyetik
karstiric1 ile birlikte solusyon sicakligi 60°C oluncaya kadar karistirildi. Karigimin
sonunda PFA’nin tamamen ¢oziinmesi i¢in 50 pLL. 1 N NaOH eklendi. Son hacim 1000
mL’ye tamamlandiktan sonra pH degeri yaklasik 7,2 olacak sekilde ayarlandi.

% 3,5 PFA elde etmek icin ise stok cozeltiden 3,5 mL alinip, 6,5 mL PBS igerisine
eklendikten sonra pH aralig1 7,2 -7,3 olacak sekilde ayarlandi.

4.2.1.3. % 3 Gly Hazirlama

100 mL %3’lik Gly hazirlamak i¢cin 71,375 mL distile su, 19,725 mL saf etanol (Merck,
K46867483533), 7,950 mL stok % 40 Gly (Merck, S7255410734) ve 0,75 mL asetik asit
(Merck, K44004063244) karistirilip pH derecesi 5 olana kadar 1 N NaOH eklendi.

4.2.1.4. % 0,1 TX deterjaninin Hazirlanmasi

% 10’luk stok Triton X-100 deterjan ¢dzeltisinden 100 pL alindi ve 9900 pL PBS ile
tamamlanarak % 0,1’lik Triton X-100 elde edildi.
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Cizelge 4.4. Fiksatif gruplarmin uygulama degigkenleri

Gruplar Fiksatif

Ortam

Fiksasyon

konsantrasyonu Sicakhg (°C) Siiresi (dk) pH
PFA % 3,5 15
PFA+TX %35+%0,1 15+5 7,2-1,3
PFA/TX %35/%0,1 15
Gl % 3 15
GI§+TX % 3 +%0,1 Oda Lsist 1545

’ (22°C) 5,0

Gly/TX % 3/%0,1 15
FA % 3,5 15
FA+TX %35+%0,1 15+5 7,3-7,4
FA/TX % 3,5/%0,1 15

4.2.2. IGK-MKH’lerin FIKSASYON ONCESi ve SIRASINDA SUPER
COZUNURLUK MIiKROSKOBUNDA GORUNTULENMESI

IGK-MKH 35 mm cam Petri kaplarinda yaklasik % 50 konfluent olduktan sonra % 5 CO;
ve 37°C de 15 dakika boyunca 5 saniye aralikla goriintiiler alinarak diferansiyel interferans
kontrast (DIC) mikroskobu teknigi kullanilarak Zeiss Axio Observer Invert Mikroskobu ile
donatilmis Zeiss LSM 880 konfokal sistemi ile canli kayit alindi. Isik kaynagi olarak 633
nm kirmizi lazer hatt1 kullanildi. Zeiss 20x plan apo/NA 0,8 6zellikli objektif kullanild1 ve
lazer giicti 1,97 mW olarak ol¢iildii. Goriintli alinirken orneklerin zarar gormemesi igin
eksitasyon salinimin1 miimkiin oldugu kadar diisiik tutmak i¢in lazer giicii % 1,2 olarak

ayarlandi. Bu durum g6z 6niinde bulundurularak hiicreler 0,023 mV ile tarand:.
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Cizelge 4.5. Canli goriintilleme ve fiksasyon sirasinda gerceklestirildigi sicaklik degerleri,

alinan kayitlarin siiresi ve interval arali1

Gruplar Ortam Sicakhg Siire interval
(C) (dk) (sn)

Canh 37°C 15 5
Goriintiileme

PFA Oda 1s151 (25°C) 15 5
PFA+TX Oda 1s151 (25°C) 1545 5
PFA/TX Oda 1s1s1 (25°C) 15 5
Gly Oda 1s1s1 (25°C) 15 5
Gly+TX Oda 1s1s1 (25°C) 15+5 5
Gly/TX Oda 1s1s1 (25°C) 15 5
FA Oda 1s151 (25°C) 15 5
FA+TX Oda 1s151 (25°C) 1545 5
FA/TX Oda 1s1s1 (25°C) 15 5

4.2.3. Fiksasyon sonrasi hiicrelerin immiinhistokimyasal isaretlenmesi

Hiicreler dokuz adet 24 kuyucuklu plakalarda kiiltiir edildikten sonra bulundugu yiizeye
tutunma degeri yaklasik % 70-90 oldugunda fiksasyon yapildi ve hiicrenin belli
kompartmanlarinda yer alan ya da hiicreye 6zgii belirteglerle isaretlenerek fiksasyonun
immiin boyamaya olan etkisi Lazer Taramali Siiper Coziiniirliik Konfokal mikroskobunda
her bir protein igin her fiksatif grubundan 10’ar adet goriintii alinarak morfolojik olarak
degerlendirildi.

Hiicreler fiksasyon tamamlandiktan sonra asagida verilen immiinsitokimyasal yontemler

kullanilarak fliioresan problarla isaretlendi;

N-Cad isaretlemesi

- Yikama (1 kez PBS’e daldirip ¢ikarma)

- Kurulama

- N-Cadherin fare monoklonal anti-insan 1gG (Sigma- C3865, ABD), 1:100 PBS’te
diliie, gece boyu (+4°C, buzdolabinda)

- Ertesi glin 37°C’de 2 saat bekletme

- Yikama (1 kez PBS’e daldirip ¢ikarma)

- Kurulama

- FITC-konjuge keci antifare 1gG (Jackson immunoresearch, 115-095-166, ABD),
1:100 PBS’te diliie, 2 saat (37°C nemli etiiv)
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Yikama (1 kez PBS’e daldirip ¢ikarma)
Kurulama

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

CD73 isaretlemesi

Yikama (1 kez PBS’e daldirip ¢ikarma)

Kurulama

CD73 fare monoklonal anti-insan IgG (Abcam, ab54217, ABD) 1:100 PBS’te
diliie, 2 saat (37°C nemli etiivde)

Yikama (1 kez PBS’e daldirip ¢ikarma)

Kurulama

FITC-konjuge keci antifare 1gG (Jackson immunoresearch, 115-095-166, ABD),
1:100 PBS’te diliie, 2 saat (37°C nemli etiivde)

Yikama (1 kez PBS’e daldirip ¢ikarma)

Kurulama

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

CENP-A Isaretlemesi

Yikama (1 kez PBS’e daldirip ¢ikarma)

Kurulama

CENP-A tavsan monoklonal anti-insan 1gG (Abcam, ab45694, ABD), 1:100
PBS’te diliie, gece boyu (4°C buzdolabinda)

Yikama (1 kez PBS’e daldirip ¢ikarma)

Kurulama

FITC-konjuge keci antitavsan IgG (Abcam, ab6717, ABD), 1:100 PBS’te diliie, 2
saat (37°C nemli etlivde)

Yikama (1 kez PBS’e daldirip ¢ikarma)

Kurulama

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

Lamin A+C Isaretlemesi

Yikama (1 kez PBS’e daldirip ¢ikarma)
Kurulama

Bloklama (normal kegi serumu) 30 dk (oda 1sisinda)
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Lamin A+C tavsan monoklonal anti-insan 1gG (Abcam, ab108595, ABD), 1:100
PBS’te diliie, 2 saat (37°C nemli etiivde)

Yikama (1 kez PBS’e daldirip ¢ikarma)

Kurulama

FITC-konjuge keci antitavsan IgG (Abcam, ab6717, ABD), 1:100 PBS’te diliie, 2
saat (37°C nemli etiivde)

Yikama (1 kez PBS’e daldirip ¢ikarma)

Kurulama

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

NS isaretlemesi

Yikama (1 kez PBS’e daldirip ¢ikarma)

Kurulama

Nucleostemin tavsan monoklonal anti-insan IgG (Chemicon International-AB5689
ABD), 1:250 PBS’te diliie, 2 saat (37°C nemli etiivde)

Yikama (1 kez PBS’e daldirip ¢ikarma)

Kurulama

FITC-konjuge keci antitavsan IgG (Abcam, ab6717, ABD), 1:100 PBS’te diliie, 2
saat (37°C nemli etlivde)

Yikama (1 kez PBS’e daldirip ¢ikarma)

Kurulama

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

Vim Isaretlemesi

Yikama (1 kez PBS’ e daldirip ¢ikarma)

Kurulama

Vimentin fare monoklonal anti-insan IgG (Sigma, V6630, ABD), 1:100 PBS’te
diliie, 2 saat (37°C nemli etiivde)

Yikama (1 kez PBS’e daldirip ¢ikarma)

Kurulama

FITC-konjuge keg¢i antifare IgG (Jackson immunoresearch, 115-095-166, ABD),
1:100 PBS’te diliie, 2 saat (37°C nemli etiivde)

Yikama (1 kez PBS’e daldirip ¢ikarma)

Kurulama
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- Kapama (1 pg/mL Hoechst-33258 igeren 1:1 PBS/gliserol ile)
PCN Isaretlemesi

- Yikama (1 kez PBS’e daldirip ¢ikarma)

- Kurulama

- Pericentrin tavsan monoklonal anti-insan 1gG (Abcam, ab4448, ABD), 1:1000
PBS’te diliie, 2 saat (37°C nemli etiivde)

- Yikama (1 kez PBS’e daldirip ¢ikarma)

- Kurulama

- FITC-konjuge keci anti tavsan IgG (Abcam, ab6717, ABD), 1:100 PBS’te diliie, 2
saat (37°C nemli etiivde)

- Yikama (1 kez PBS’e daldirip ¢ikarma)

- Kurulama

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

MitotrackeR™ isaretlemesi

- Kiiltiir ortami aspire edilip D-PBS ile yikama

- %10 FBS i¢ceren DMEM-HAM’S F12’nin igerisinde 0,1 uM mitotracker ile 30 dk
(37°C, %5 COz inkiibatorde) inkiibasyon

- Yikama (%10 FBS iceren DMEM-HAM’S F12 ile 3 kez)

- Yikama (3 kez DPBS ile)

- Fiksasyon (15 dk, oda 1s1sinda)

42.4. FIKSE EDILEN IGK-MKH’LERIN SUPER COZUNURLUK
MiKROSKOBUNDA GORUNTULENMESI

Dokuz farkli fiksatif ¢ozeltisi ile ayr1 ayr1 fikse edilen IGK-MKH, Lamin A+C, CENP-A,
NS, PCN, Vim, N-Cad ve CD73 belirtegleri ile isaretlendi. Isaretlenmis hiicreler lazer
taramali siiper ¢Oziiniirliik konfokal mikroskobu ile gozlemlendi. Fliioresan problara uygun
405 nm ve 488 nm lazerler kullanildi. Her protein i¢in referans histogram kullanilarak tiim
lazer ve tarama parametreleri ayni olacak sekilde ayarlandi. 40X sulu objektif ve
hiicrelerden gelen sinyalleri belirlemek i¢in galyum-arsenik fosfit ve airyscan dedektorler
kullanildi. Iki boyutlu ve {i¢ boyutlu gériintiiler icin piksel ¢dziiniirliigii otomatik olarak

ayarland1.
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4.2.5. FLUORESAN SINYALLERIN ANALIiZi VE KANTITASYONU

Fliioresan isaretli her 6rnek lazer taramali siiper ¢Oziiniirliik konfokal mikroskobu altinda
gozlemlenerek, her fiksatif grubu i¢in 10 adet goriintii alindi. Lamin A+C, CENP-A, NS,
PCN, Vim, N-Cad ve CD73 belitecleri analiz edilirken Zen Blue v2.3 histogram programi
kullanilarak sinyal degeri Olgiimleri hesaplandi. Her belirte¢ i¢in asagidaki formiil
kullanarak 10 goriintiiden sinyal degerleri elde edildi. Ham goriintii (a) iizerinden toplam
flioresan siddeti (b) hesaplanirken CTCF (Corrected Total Cell Fuorescence) formiilii
kullanildi. Arka plan boyanmalarindan elde edilen fliioresan siddeti (c) li¢ farkli alandan
alinan daireler olarak gosterildi (34).

CTCF = Mean Intensity — (area of selected cell x fluorescence of background readings)

Sekil 4.1. Mikrograflar iizerinden CTCF degerinin hesaplanmasi

4.2.6. ISTATISTIKSEL ANALIiZLER

Tim istatistiksel analizler IBM SPSS for Windows v20.0 (SPSS, Chicago IL, ABD)
programi kullanilarak gerceklestirildi. Fliloresan isaretli 6rneklerden alinan goriintiilerden
elde edilen CFCT degerlerinin normal olarak dagilip dagilmadigi Kolmogorov-Smirnov
testi uygulanarak degerlendirildi. Normal dagilim gostermeyen siirekli degiskenler igin
gruplar arasindaki farkliliklar Kruskal Wallis testi ile test edildi. Normal dagilim
gostermeyen degiskenler ortalama (minimum ve maksimum) olarak belirtildi ve

istatistiksel olarak P degeri < 0,05 olarak anlamli kabul edildi.
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5. ARASTIRMA BULGULARI
5.1. IGK-MKH’LERIN FiKSASYON SURECININ DEGERLENDIRILMESI

Ticari olarak satin alinan IGK-MKH, pasaj-3’te laboratuvara teslim edilmis ve sonrasinda
canl goriintiilleme yapilmak {izere cam Petri kaplarma 5.000 hiicre/cm? olarak ekilip kiiltiir
edildi. Hicrelerin ekildikleri alana tutunma degeri yaklasik % 50 olmasiyla birlikte canli
goriintiileme i¢in uygun oldugu belirlendi. Ilk olarak kiiltiir ortamn iginde kayit alindi ve
daha sonra fiksatif gruplari ile fiksasyon siireleri boyunca goriintiilendi (Cizelge 4.5.)
Kiiltiir ortaminin fiksatif ¢ozelti ile degistirilmesiyle dogrudan fiksasyon prosediirii
uyguland1 ve canli kayitlar, DIC mikroskobi teknigi kullanilarak lazer taramali siiper

¢Oziiniirliik konfokal mikroskobu ile alindi.
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Cizelge 5.1. Canli goriintilleme ve fiksasyon sirasinda alinan canl kayitlarin morfolojik

sonuclari

Diiz ve genis hiicre govdelerinde olagan vezikiil ve organel
Canh Goriintiileme hareketi, hiicre sitoplazmasinda zaman zaman biiziilmeler
meydana geldi.
Biiyiik sitoplazmik kabarciklarin olusumu dolayisiyla sitozol

PFA .. .
kaybi1 gozlendi.
PFA+TX Sitoplazmik kabarcik veya sitozol kayb1 gdzlenmedi.
Hiicre zar1 biitiinliigiinde yok denecek kadar az bir degisim ve
PFA/TX kiigik sitoplazmik vezikiillerin hiicre disinda kalan akisi
gorildii.
Gly Sitozol kaybina neden olmayan kii¢iik ve az sayida kabarcik
olusumu vard1
Gly+TX Belirgin bir degisiklik gozlenmedi.
Gly/TX Hiicre zar biitiinliiglinde bir degisim ve sitozol kayb1 yoktu.
EA Hiicre zar biitiinliiglinde bozulma, biiyiikk ve cok sayida
kabarcik olusumu ve sitozol kaybi1 gdzlendi
FA+TX Belirgin bir degisiklik yoktu.
EA/TX ;i;ozktrljliktarda vezikiil akisi, zar bitlinliigiinde bir degisiklik

Sekil 5.1. Kiiltiir ortanu igerisinde IGK-MKH’lerin canli kayitlarin baslangic (T0) ve

bitis (T15) zamanlar1. Olgek ¢ubugu: 20 um
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Sekil 5.2. IGK-MKH ’lerin her fiksatif grubu ile yapilan canli kayitlarin baslangig (TO0) ve
bitis (TS, T15) zamanlar1. Olgek ¢ubugu: 20 pm
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5.2. FIKSASYON SONRASI IGK-MKH’LERIN IMMUNHISTOKIMYASAL
OLARAK DEGERLENDIRILMESI

Fiksasyon agamasi tamamlandiktan sonra poly-L lizin kapli lameller iizerindeki hiicreler
immiinhistokimya yontemleri kullanilarak lazer taramali siiper ¢Oziiniirlik konfokal

mikroskobu kullanilarak immiinfliioresan analizler yapild1.

Her fiksatif grubu igin sekiz farkli hiicre belirteci hiicrelerin spesifik bolgelerinden gelen

sinyallerin yogunlugu ve boyama desenlerine gore degerlendirildi.

5.2.1. CANLI HUCRELERDE MIiTOKONDRIYON iSARETLEMESiI UZERINE
FIKSASYONUN KORUYUCU ETKISi

Canli hiicrelerde MitoTracker™ 30 dk boyunca 37°C’de inkiibe edildikten sonra
hiicrelerde sitoplazma boyunca dagildi ve sayisiz mitokondriyonun nokta veya c¢ubuk

seklinde desenler olustu.

MitoTracker inkiibasyonundan sonra hiicreler fikse edildi. PFA fiksasyonu, sitoplazmada
donuk bir goriinime neden olmus, minimal diizeyde mitokondriyal boyanma saglandi.
PFA/TX grubunda neredeyse hi¢ boyanma gozlenmedi. PFA+TX grubunda anlamli
derecede net ve parlak hiicre i¢i tanecikler tespit edildi. Gly fiksasyonu tek basma
mitokondriyonlarda yliksek yogunlukta net sinyaller ortaya ¢ikarmasina ragmen arka plan
boyanmasinda da artis gézlemlendi. PFA/TX grubunda oldugu gibi, Gly/TX grubunda
mitokondriyon boyanmasi gozlenmedi. Gly+TX grubunda ise mitokondriyal boyanmasinin
yani sira goreceli olarak arka plan boyanmasi daha yiiksekti. FA, FA/TX, FA+TX

gruplarinda mitokondriyal boyanma izlenmedi.
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Kontrol

PFA+TX

Sekil 5.3. Canli IGK-MKH’lerin fiksasyon sonucunda izlenen MitoTracker desenleri.

PFA/TX

Gly/TX

Olgek ¢cubugu: 50 pm
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52.2. FIKSASYON SONRASI IGK-MKH’LERIN IMMUNFLUORESAN
ISARETLENMESI

IGK-MKH’leri dokuz farkli fiksatif kokteyli ile fikse edildikten sonra secilmis niikleer
belirtecler (Lamin A+C, CENP-A) ve 6zellikle baz1 progenitdr/kok hiicrelere 6zgii olan

(NS gibi) proteinler isaretlenerek boyanma desenleri ve fliioresan sinyal yogunlugu analiz
edildi.

5.2.2.1. CENP-A

CENP-A_CTCF (10°)
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Sekil 5.4. IGK-MKH’lerde fiksasyon sonrast CENP-A desenleri ve sinyal siddeti (CTCF)
degerlerinin gruplar arasindaki dagilim grafikleri (a, b, c). Olcek cubugu: 20 um

CENP-A ile isaretlenen hiicreler, PFA ve PFA/TX gruplarinda niikkleoplazmik noktalar ve
biraz daha yiiksek arka plan boyamas: ortaya ¢ikarken PFA+TX gruplarmda daha spesifik
boyanma deseni olustu. Tiim Gly gruplarinda spesifik olmayan niikleer/ niikleolar
boyanmanin yani swra arka plan boyanmasi gozlendi. Gly+TX gruplarinda daha az arka
plan boyanmasi1 dikkat ¢ekti. FA gruplarmin tiimiinde genel olarak spesifik boyanma

gozlenirken, FA grubu spesifik boyanmanin yani sira sitoplazmik arka plan boyanmasina
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da sahipti. En iyi boyanma deseni ve en parlak sinyal FA+TX grubunda gozlendi. FA/TX

grubunda ise iyi bir boyanma desenin yani sira arka plan boyanmas1 da dikkat ¢ekti.

IGK-MKH’lerde CENP-A ifadelerinden elde edilen sinyal siddeti (CTCF) degerleri
istatistiksel olarak gruplar arasi karsilastirildiginda anlamli bir fark ¢ikmadi. Ancak grup
ici karsilastirmalarda fark bulunmasina ragmen, ikili karsilastirmalar sonucunda farkli
gruplar belirlenemedigi i¢in grup i¢i karsilastirmalar arasinda da fark olmadigi kararma

varildi.

IGK-MKH’lerinde NS ifadelerinden elde edilen CTCF degerlerinin istatistiksel olarak
karsilagtirmali analizleri asagidaki ¢izelgede verilmistir.
Cizelge 5.2. CENP-A ifadelerinden elde edilen sinyal siddeti (CTCF) 6l¢timleri sonrasinda

ikili fiksatif ve gruplarin istatistiksel olarak karsilastirilmasiyla elde edilen analiz sonug¢lar

Ikili Fiksatif Anlamhhk Grup Anlamhhk
Karsilastirmasi Degeri (P) Karsilastirmasi Degeri (P)

PFA- Gly 1,000

Gly-FA 0,151

FA -PFA 0,062

PFA+TX — Gly+TX —
FA+TX 0,618
PFA/TX — Gly/TX — 0,698

FA/ITX
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5.2.2.2. NS
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Sekil 5.5. IGK-MKH’lerde fiksasyon sonrasi NS desenleri ve sinyal siddeti (CTCF)
degerlerinin gruplar arasmdaki dagilim grafikleri (a, b, ¢). Olg¢ek cubugu: 20 pm

Daha énce IGK-MKH’lerinde gosterilmis (32), ¢ekirdekgikte ifadelenen ve multilobiiler
protein olan NS, PFA ve PFA+TX gruplarinda daha giiclii sinyallere ve iyi bir boyanma
desenine sahipti. PFA/TX grubu ise diger iki PFA grubuna kiyasla daha zayif bir boyanma
deseni olusturdu. Gly gruplari, PFA’ya gore daha zayif sinyale sahipti. Gly+TX diger Gly
gruplarma gore daha giiclii sinyal ve spesifik nucleostemin boyanma desenine sahipti. FA
ve FA+TX’te en giiclii sinyal ve iyi bir boyanma deseni olusturdu. FA/TX grubunda NS

sinyallerinin yani sira ¢ekirdek¢ik disindan alinan sinyaller de varda.

IGK-MKH’lerinde NS ifadelerinden elde edilen CTCF degerlerinin istatistiksel analiz

sonuglari ¢izelge 5.3.°te verilmistir.
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Cizelge 5.3. NS ifadelerinden elde edilen sinyal siddeti (CTCF) olglimleri sonrasinda ikili

fiksatif ve gruplarin istatistiksel olarak karsilastiriimasiyla elde edilen analiz sonuglar1

Ikili Fiksatif Anlamhhk Grup Anlamhhk
Karsilastirmasi Degeri (P) Karsilastirmasi Degeri (P)
FA/TX — PFA+TX 1,000 PFA — Gly — FA 0,326

FA/TX — PFA/TX 1,000

PFA+TX — Gly+TX —

FAITX - FA+TX 1,000 AT 0,167
FA/TX - PFA 1,000
FA/TX - Gly+TX 1,000 FA/TX — PFAITX 1,000
FAITX - Gly/TX 0,185 PFA/TX — Gly/TX 0,009
FA/ITX - FA 0,019 FA/TX — Gly/TX 0,004
FA/TX - Gly 0.081

PFA+TX —PFA/TX 1,000
PFA+TX - FA+TX 1,000

PFA+TX — PFA 1,000
PFA+TX — Gly/TX 0,216
PFA+TX — Gly 0,096
PFA+TX - FA 0,023
PFA/TX — FA+TX 1,000
PFA/TX — PEA 1,000
PEA/TX - Gly/TX 0,470
PEA/TX — Gly 0,222
PEA/TX — FA 0,059
FA+TX — PFA 1,000
FA+TX — PFA 1,000

FA+TX — GIy+TX 1,000
FA+TX - Gly/TX 1,000

FA+TX — Gly 1,000
FA+TX - FA 1,000
PFA — Gly+TX 1,000
PFA — GIy/TX 1,000
PFA — Gly 1,000
PFA — FA 1,000
Gly+TX - Gly/TX 1,000
Gly+TX — Gly 1,000
Gly+TX — FA 1,000
Gly/TX — Gly 1,000
Gly/TX — FA 1,000
Gly - FA 1,000

33



5.2.2.3. Lamin A+C
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Sekil 5.6. IGK-MKH’lerde fiksasyon sonrasi Lamin A+C desenleri ve sinyal siddeti
CTCF) degerlerinin gruplar arasindaki dagiim grafikleri (a, b, ¢). Ol¢ek cubugu:
20 pm

Cekirdek i¢ zarinda ifadelenen ve ara filament proteini olan Lamin A+C ile dokuz farkh
fiksatif gruplar1 arasinda 6zellikle +TX gruplarinda ¢ok giiclii bir sinyal, olduk¢a homojen
ve 1yi bir boyanma deseni ortaya ¢ikardi. Diger gruplarda zayif ve heterojen bir boyanma
gozlendi. Ancak FA/Tx ile FA+TX gruplar1 benzer boyanma deseni belirgindi. Sonug
olarak Lamin A+C’nin en iyi boyanma deseni fiksasyon sonrasi TX uygulamalar1 yapilan

gruplarda belirginlesti.

IGK-MKH’leri Lamin A+C ifadelerinden elde edilen CTCF degerleri istatistiksel analiz

sonuglari ¢izelge 5.4.’te verilmistir.
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Cizelge 5.4. Lamin A+C ifadelerinden elde edilen sinyal siddeti (CTCF) o&lgiimleri
sonrasinda ikili fiksatif ve gruplarin istatistiksel olarak karsilastirilmasiyla elde edilen

analiz sonuglar1

ikili Fiksatif Anlamhihk Grup Anlamlihk
Karsilastirmasi Degeri P) Karsilastirmasi Degeri (P)
PFA/TX — FA 1,000 PFA - FA —Gly 0,195
PFA/TX — PFA 1,000
PFA/TX — Gly/TX 1,000 Gly+TX — FA+TX 0,329
PFA/TX — Gly 1,000 Gly+TX - PFA+TX 0,001
PFA/TX — Gly+TX 0,006 FA+TX - PFA+TX 0,099
PFA/TX - FA/TX 0,004
PFA/TX — FA+TX < 0,001 PFA/TX — Gly/TX 0,422
PFA/TX - PFA+TX < 0,001 PFA/TX - FA/ITX < 0,001
FA - PFA 1,000 Gly/TX - FAITX 0,008
FA - Gly/TX 1,000
FA —Gly 1,000
FA - Gly+TX 0,014
FA - FA/TX 0,009
FA - FA+TX < 0,001
FA - PFA+TX < 0,001
Gly/TX — Gly 1,000
Gly/TX — Gly+TX 0,234
Gly/TX — FAITX 0,162
Gly/TX - FA+TX 0,009
Gly/TX - PFA+TX <0,001
Gly — Gly+TX 0,610
Gly - FA/TX 0,437
Gly - FA+TX 0,030
Gly- PFA+TX 0,001
Gly+TX - FA/ITX 1,000
Gly+TX — PFA+TX 1,000
Gly+TX - FA+TX 1,000
FA/TX — FA+TX 1,000
FA/TX - PFA+TX 1,000
FA+TX - PFA+TX 1,000
PFA- Gly/TX 1,000
PFA- Gly 1,000
PFA- Gly+TX 0,157
PFA- FA/TX 0,107
PFA- FA+TX 0,005
PFA- PFA+TX < 0,001
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5.2.2.4. N-Cad

PFA+TX Gly+TX
PFA/TX Gly/TX

Sekil 5.7. IGK-MKH’lerde fiksasyon sonras1 N-Cad desenleri ve sinyal siddeti (CTCF)
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degerlerinin gruplar arasmdaki dagilim grafikleri (a, b, ¢). Olg¢ek cubugu: 20 um

Hiicre-hiicre adezyon moliikiilii olan N-Cad plazma zar1 boyunca ince ¢izgisel dizi benzeri
olarak tanimlandi. Tiim PFA gruplarinda ve Gly+TX’te bu ¢izgisel dizi belirgindi. Diger
iki Gly grubunda boyanma deseni ¢ok zayifti. FA+TX ve FA/TX gruplarinda N-Cad

ifadesi korunmasina ragmen FA grubunda fiksasyon sonrasi N-Cad ifadesi korunmadi.

IGK-MKH’leri N-Cad ifadelerinden elde edilen CTCF degerlerinin istatistiksel analiz

sonuglari ¢izelge 5.5.’te verilmistir.
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Cizelge 5.5. N-Cad ifadelerinden elde edilen sinyal siddeti (CTCF) 6l¢iimleri sonrasinda

ikili fiksatif ve gruplarin istatistiksel olarak karsilastirilmasiyla elde edilen analiz sonuclar1

Ikili Fiksatif Anlamhhk Grup Anlamhhk
Karsilastirmasi Degeri (P) Karsilastirmasi Degeri (P)
Gly - Gly/TX 1,000 FA — PFA <0,001
Gly - FA 1,000 Gly — PFA < 0,001
Gly - FA+TX 1,000 Gly — FA 1,000
Gly - FA/ITX 0,063
Gly - PFA+TX 0,004 PFA+TX — Gly+TX 1,000
Gly — Gly+TX 0,001 FA+TX — PFA+TX 0,010
Gly - PFA/TX < 0,001 FA+TX - Gly+TX 0,003
Gly — PFA <0,001
Gly/TX -FA 1,000 Gly/TX - FA/TX 0,009
Gly/TX — FA+TX 1,000 Gly/TX - PFA/TX < 0,001
Gly/TX - FAITX 0,063 PFA/TX — FAITX 0,210
Gly/TX - PFA+TX 0,004
Gly/TX - Gly+TX 0,001
Gly/TX — PFA/TX < 0,001
Gly/TX — PFA <0,001
FA - FA/ITX 0,063
FA-FA+TX 1,000
FA - PFA+TX 0,004
FA - Gly+TX 0,001
FA — PFA/TX < 0,001
FA - PFA <0,001
FA+TX — FA/ITX 1,000
FA+TX - PFA+TX 1,000
FA+TX — Gly+TX 1,000
FA+TX — PFA/ITX 0,382
FA+TX — PFA 0,017
FA/TX — PFA+TX 1,000
FA/TX — Gly+TX 1,000
FA/TX — PFAITX 1,000
FA/TX — PFA 0,443
PFA+TX — Gly+TX 1,000
PFA+TX — PFA/TX 1,000
PFA+TX — PFA 1,000
Gly+TX — PFA/TX 1,000
Gly+TX — PFA 1,000
PFA/TX — PFA 1,000
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5.2.2.5.CD73
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Sekil 5.8. IGK-MKH’lerde fiksasyon sonras1 CD73 desenleri ve sinyal siddeti (CTCF)
degerlerinin gruplar arasmdaki dagilim grafikleri (a, b, ¢). Olg¢ek cubugu: 20 um

Hiicre zar1 proteini olan CD73, hiicre zar1 iizerinde ince graniil seklinde boyanma deseni
olusturdu. Gruplar arasinda iyi boyanma deseni ve en giiclii sinyal fiksasyon sonras1 TX
uygulmasi yapilan gruplardan elde edildi (PFA+TX, Gly+TX, FA+TX). Sadece fiksasyon
yapilan gruplarda en iyi boyanma deseni PFA grubundaydi. Gly ve FA gruplarinda
heterojen bir boyanma gdzlendi. FA grubunda sitoplazmik arka plan boyamasi1 da vardi.
FA/TX grubunda en zayif boyanma ortaya ¢ikt1. Ilging olarak Gly/TX grubunda CD73
sinyali hiicre zar1 ve sitoplazma gozlendi. Bunun nedeninin TX inkiibasyonundan

kaynaklanan CD73 translokasyonu olabilecegi diisiiniildii.
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Flioresan isaretlemeler sonrasi sinyal siddetinden elde edilen CTCF degerlerinin
istatistiksel analiz sonuglar ¢izelge 5.6.’da verilmistir.
Cizelge 5.6. CD73 ifadelerinden elde edilen sinyal siddeti (CTCF) olgiimleri sonrasinda

ikili fiksatif ve gruplarim istatistiksel olarak karsilagtirilmasiyla elde edilen analiz sonuglar1

ikili Fiksatif Anlamhhk Grup Anlamhhk
Karsilagtirmasi Degeri (P) Karsilastirmasi Degeri (P)
FA/TX — PFA 1,000 FA — PFA 0,044
FA/ITX — Gly+TX 1,000 Gly - PFA 0,003
FAITX — FA+TX 1,000 Gly — FA 1,000
FA/ITX — PFA+TX 1,000
PFA+TX- Gly+TX -
FA/ITX — PFA/TX 0,980 AT 0,072
FA/TX — Gly/TX 0,012
FA/TX — FA 0,010 Gly/TX - FA/TX 0,001
FA/TX — Gly 0,001 Gly/TX — PFA/TX 0,402
Gly/TX - FA 1,000 PFA/TX — FAITX 0,071
Gly/TX - Gly 1,000
FA - Gly 1,000
PFA — Gly+TX 1,000
PFA - FA+TX 1,000
PFA -PFA+TX 1,000
PFA — PFA/TX 1,000
PFA — Gly/TX 0,018
PFA - FA 0,015
PFA — Gly 0,001
Gly+TX — FA+TX 1,000
Gly+TX — PFA+TX 1,000
Gly+TX — PFA/TX 1,000
Gly+TX = Gly/TX 0,027
Gly+TX - FA 0,023
Gly+TX - Gly 0,001
FA+TX - PFA+TX 1,000
FA+TX — PFA/ITX 1,000
FA+TX — Gly/TX 0,959
FA+TX — FA 0,858
FA+TX — Gly 0,113
FA/TX — PFA 0,443
PFA+TX — Gly 0,555
PFA+TX — PFA/TX 1,000
PFA+TX — FA 1,000
PFA+TX — Gly/TX 1,000
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PFA/TX — FA 1,000
PEA/TX — Gly 1,000
PFA/TX — Gly/TX 1,000

40



5.2.2.6. Vim
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Sekil 5.9. IGK-MKH’lerde fiksasyon sonra vimentin desenleri ve sinyal siddeti
(CTCF) degerlerinin gruplar arasindaki dagilim grafikleri (a, b, c¢). Ol¢ek cubugu: 20
pm

Mezenkim kaynakli hiicrelerde bol bulunan ve ara filament proteini olan Vim,
fiksasyon sonras1 TX eklenen gruplarda en iyi sekilde korunurken bu gruplar arasinda
en giiclii sinyali veren ve en iyl boyanma deseni ortaya ¢ikaran grup FA+TX’ti. En
diisiik sinyal PFA ve Gly gruplarindan alindi. Bu gruplara kiyasla FA biraz daha gii¢lii
sinyale sahipti. Fiksatifler gruplari tiimii arka plan veya spesifik olmayan boyanmalara

neden olmadi.

Fiksasyon sonrast IGK-MKH’lerinin Vim ifadelerinden elde edilen CTCF degerlerinin

istatistiksel degerlendirmeleri ¢izelge 5.7.’de verilmistir.
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Cizelge 5.7. Vim ifadelerinden elde edilen sinyal siddeti (CTCF) 6l¢iimleri sonrasinda ikili

fiksatif ve gruplarin istatistiksel olarak karsilastiriimasiyla elde edilen analiz sonuglar1

Ikili Fiksatif Anlamhhk Grup Anlamhhk
Karsilastirmasi Degeri (P) Karsilastirmasi Degeri (P)
FA/TX — PFA 0,654 FA — PFA <0,001
FA/TX — Gly+TX < 0,001 Gly — PFA 0,383
FA/TX — FA+TX < 0,001 Gly — FA 0,067
FA/TX — PFA+TX 0,010
FA/ITX — PEAITX 1,000 PFA+TX — Gly+TX 0,010
FA/TX — Gly/TX 1,000 PFA+TX — FA+TX <0,001
FA - FA/TX 1,000 Gly+TX — FA+TX 0,402
FA — Gly/TX 1,000
FA — Gly 1,000 Gly/TX — PFA/TX 1,000
FA — PFA/TX 1,000 Gly/TX — FAITX 0,202
FA — PFA 0,280 PFA/TX — FAITX 0,029
FA — PFA+TX 0,003
FA - FA+TX < 0,001
FA — Gly+TX < 0,001
Gly/TX — Gly 1,000
Gly/TX — PFA/ITX 1,000
Gly/TX — PEA+TX 0,639
Gly/TX - Gly+TX 0,006
Gly/TX — PFA 1,000
Gly/TX — FA+TX 0,001
Gly+TX — FA+TX 1,000
PFA — PFA+TX 1,000
PFA — Gly+TX 0,266
PFA - FA+TX 0,052
PFA+TX — FA+TX 1,000
PFA+TX — Gly+TX 1,000
PFA/TX — PFA 1,000
PFA/TX — PFA+TX 1,000
PFA/TX — Gly+TX 0,042
PFA/ITX - FA+TX 0,006
Gly - PFA/ITX 1,000
Gly — PFA 1,000
Gly — PFA+TX 1,000
Gly = Gly+TX 0,012
Gly - FA+TX 0,001
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5.2.2.7. PCN

PFA : s B

PCN_CTCF (109)
<
»
HEl

PFA Gly FA

PFA+TX | b
£, I [
S . .
p -
g T
o ) . _
o (\ﬁ"“\qzx"“
PFA/TX e
§ 201
s
g 0 1 +
s H =]
0 i
&

Sekil 5.10. IGK-MKH’lerde fiksasyon sonra PCN desenleri ve sinyal siddeti (CTCF)
olciimlerinden elde edilen degerlerin gruplar arasindaki dagilim grafikleri (a, b, ¢). Olgek

cubugu: 20 um

Sentrozomda bulunan PCM’de korunmus bir proteini olan PCN, en net sinyali ve en
belirgin boyanma desenini fiksasyon sonras1 TX uygulamasi yapilan gruplarda olusturdu.
Sadece fiksasyon yapilan gruplarda en giiglii sinyal PFA ve en zayif sinyal Gly’de goriildii.

Fiksatif ¢ozeltisi igerigine TX eklenen gruplarda arka plan boyanmalar1 gézlendi.

IGK-MKH’lerde PCN ifadesinden elde edilen CTCF degerlerlerinin karsilastirmal

analizleri gizelge 5.8.’de verilmistir.
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Cizelge 5.8. PCN ifadelerinden elde edilen sinyal siddeti (CTCF) Slglimleri sonrasinda

ikili fiksatif ve gruplarin istatistiksel olarak karsilastirilmasiyla elde edilen analiz sonuglari

Ikili Fiksatif Anlamhhk Grup Anlamhhk
Karsilastirmasi Degeri (P) Karsilastirmasi Degeri (P)
Gly - FA+TX 1,000 FA — PFA 0,051
Gly — PFA/ITX 1,000 Gly — PFA 0,062
Gly - PFA 1,000 Gly - FA < 0,001
Gly - FA/ITX 0,166
Gly — Gly+TX 0,120 PFA+TX — Gly+TX 0,062
Gly - FA < 0,001 PFA+TX — FA+TX <0,001
Gly - PFA+TX <0,001 Gly+TX — FA+TX 0,266
Gly — Gly/TX <0,001
FA+TX — PFA/TX 1,000 Gly/TX - PFA/TX < 0,001
FA+TX — PFA 1,000 Gly/TX - FA/TX 0,003
FA+TX — FA/TX 1,000 PFA/TX — FA/ITX 1,000
FA+TX — Gly+TX 1,000
FA+TX - FA 0,024
FA+TX — PFA+TX 0,015
FA+TX — Gly/TX <0,001
PFA/TX — PFA 1,000
PFA/TX — FA/TX 1,000
PFA/TX — Gly+TX 1,000
PFA/TX - FA 0,180
PFA/TX — PFA+TX 0,120
PFA/TX — Gly/TX 0,001
PFA — FA/TX 1,000
PFA - Gly/TX 1,000
PFA — FA 0,294
PFA — PFA+TX 0,200
PFA - Gly/TX 0,001
FA/ITX — Gly+TX 1,000
FA/TX — FA 1,000
FA/TX — PFA+TX 1,000
FA/TX — Gly/TX 0,030
Gly+TX — FA 1,000
Gly+TX — PFA+TX 1,000
Gly+TX - Gly/TX 0,044
FA - PFA+TX 1,000
FA — Gly/TX 1,000
PFA+TX — Gly/TX 1,000
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Cizelge 5.9. Immiinfliioresan isaretlemeler sonrasinda fiksatif gruplarinin
performansi
PFA PFA+TX PFA/TX Gly Gly+TX Glv/TX FA FA+TX  FA/TX
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v Boyanma yogunlugu (v': diisiik v'v': orta diizeyde v'v'V': yiiksek )

X: Arka plan boyanma yogunlugu (X: diigiik XX: orta XXX: siddetli)
O: Arka plan boyanmasi yoktur
% : Boyanma deseninin hiicre lokasyonu ile uyumu (Gk: zayif %k : orta %k iyi)

BY: Boyanma yoktur
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6. TARTISMA VE SONUC

Hiicre ya da dokularin mikroskop altinda gozlemlerinden once, belirli lokasyonlarmin
imminsitokimaysal yontemlerle boyanmasina imkén veren fiksasyon asamasi, bugiin hala
bilimsel arastirmalarda, rutin laboratuvalarda kullanilan temel basamaktir. Bu islem igin
kullanilan fiksatif ¢ozeltilerinin fiksasyon giicii yapilan bir sonraki adimin etkinligini
belirledigi icin son derece onemlidir. Her fiksatifin ¢aliyma konsantrasyonu, pH derecesi,
osmolaritesi, ilgili dokuya penetre olusu ve fikse olma siiresinin belirlenmesi basarili bir
fiksasyon islemi icin gerekli 6zelliklerdir. Immiinsitokimyasal yontemler kullanilarak
yapilan boyama islemlerinden once fiksasyon agamasi ilgili epitoplarin korunmasi, antikor-
antijen uyumunun saglanmasi, materyali mikroskop altinda incelerken hiicre ya da doku

icerisindeki isaretlenmis lokasyondaki hedef sinyalin varligini etkilemektedir.

Calismamizda insan gobek kordonu kaynakli kok hiicreleri in vitro sartlarda ¢ogaltarak
tutunduklar1 yiizeyde goreceli olarak belli cogunluga ulastiktan sonra fiksasyon siirecini
baslattik. Arastirmaya baslamadan Once ii¢ farkli fiksatif ve hiicre permeabilizasyonunda
etkili olan bir deterjan olan TX’1 kullanarak farkli kombinasyonlar halinde hiicrelere
uygulamak tizere belirledik. Bu kombinasyonlar, sadece fiksasyon yapilan gruplar, fiksatif
cozeltileri hazirlandiktan sonra igerigine TX eklenenler ve fiksasyon islemi gerceklestikten
sonra TX uygulamasini yapilan gruplar olmak {izere fiksasyon planimizi yapip hiicrelerin
belirli lokasyonlarinda ifadelenen ve hiicrelere 06zgili proteinleri belirledikten sonra
mikroskop altinda goriintiilerden elde edilen sinyal siddeti degerlerinin analizlerini yapmak

iizere deney planimizi olusturduk.

Literatlire yaptig1 onemli katkilariyla arastrma grubumuz, mezenkimal kok hiicrelerin
belirli lokasyonlarinda yer alan proteinlerin varligini hem morfolojik gozlemlere hem de
sinyal siddetinden elde edilen sayisal degerlere dayali veriler iizerinden hiicre iskeleti,
cekirdek ve hiicreye 0zgii proteinler i¢cin uygun fiksasyon yontemini tanimlayan bir ilk

calismay1 tamamlamistir.
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6.1. iIGK-MKH’LERIN FiKSASYON SURECLERININ DEGERLENDIRILMESI

Kiiltiir ortami igerisinde kayit altina alinan canli goriintiilemeler sirasinda diiz ve genis
hiicre govdelerinde siiregelen vezikiil ve organel hareketleri gézlemlenirken zamana zaman
hiicre sitoplazmasinda biiziilmeler meydana gelmistir. Ardindan dokuz farkli fiksatif
grubunun hiicre morfolojisi lizerindeki degisimler degerlendirilmistir. PFA ve FA’da
biiyiik sitoplazmik kabarciklarin olusumu ve sitozol kayb1 olusurken, Gly fiksasyonunda
kabarcik olusmamis ve nispeten saglam bir vezikiil korunmasi gdzlenmistir. Sonradan TX
eklenen ¢ fiksasyon grubunda (PFA+TX, Gly+TX, FA+TX) o6nemli bir degisiklik
gbzlenmezken, fiksatif ¢ozeltisi icerigine TX katilan gruplarda (PFA/TX, Gly/TX, FA/TX)
hiicre zar1 biitiinliigii bozulmamigtir. Bu durum fiksatif igerigine ya da sonradan TX
eklenmesi zar biitiinliigiinii korumaya yardimci oldugunu diisiindiirmiistiir. Ug fiksatif
kendi i¢inde kiyaslandiginda, PFA ve FA’nin tiim kombinasyonlar1 benzer olaylari
sergilerken Gly’nin fiksasyon boyunca hiicre zar biitiinliigiine zarar vermedigi, kabarcik
olusturmadigi, vezikiil hareketlerinin sik goriilmedigi kayitlar arasinda yer almistir. IGK-
MKH’lerin Gly fiksasyonu sirasinda canli kayitlardan elde ettigimiz gozlemler, Richter ve
ark. (2017) tarafindan da raporlanan Gly’in hiicre zarmna ¢ok hizli penetre olmasi, vezikiil

akisma neden olmadigigézlemleri ile desteklenmektedir.

6.2. IGK-MKH’LERIN iIMMUNHISTOKIMYASAL YONTEMLER SONRASINDA
MORFOLOJIK OLARAK DEGERLENDIRILMESI

Calismamizda ti¢ farkli aldehit grubuna ait fiksatifler kullandik. Bunlar igerisinde bilimsel
arastirmalarda Gly’in kullanim1 eski ve nadirdir. 1970’li yillarda PFA’nin elektron
mikroskobu ¢alismalarindaki fiksasyon etkinliginin (35) ve 1980’li yillarda
immiinsitokimya caligmalar1 i¢in daha iyi tanimlandig: tarihten itibaren, hiicre biyolojisi ve
molekiiler biyoloji ¢calismalarda mikroskobik gozlemler i¢in en yaygin kullanilan aldehit

grubu fiksatifi olmustur.

Bu caligmada eski ve daha az bilinen bir fiksatif olan Gly ve 6zellikle doku fiksasyonunda
daha c¢ok kullanilan FA’in hiicresel proteinler iizerinde PFA’ya gore herhangi bir
iistiinliigiiniin olup olmadigin1 belirlemek i¢in siiper ¢oziiniirlik konfokal mikroskobu ile
ic farkl fiksatif karisgimini karsilastirdik. Cok yakin zamanda Richter ve ark. tarafindan

Gly ve PFA fiksasyonu ile ilgili genis kapsamli ve iyi tasarlanmis bir veri serisi
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yaymlanmig ve 51 hiicresel proteinin Gly fiksasyonu sonucunda daha iyi korundugu ortaya
korundugu sonucuna varilmistir. 2011 yilinda Wang ve ark. tarafindan deri iizerine yapilan
calismada FA ve Gly fiksasyonunun histomorfolojik degisimler {izerine etKisi
degerlendirilmis ve her iki aldehit grubu ile yapilan fiksasyon sonrasi yapilan boyamalar
sonucunda deri morfolojisinde benzer sonuglar oldugu raporlanmistir (36). Calismamizda
IGK-MKH’lerinde ifadelenen sekiz farkli protein belirledik. Bu proteinlerin mikroskop
gozlemleri sirasinda elde sonuglar boyanma yogunlugu, arka plan boyanmasi ve hiicre

bulundugu yer ile uyumlu sinyal verme durumu Cizelge 5.9°da 6zetlenmistir.

Aldehit grubu fiksatifleri, serbest amino gruplar1 araciligiyla metilen kopriileri kurarak
capraz baglanma reaksiyonu gergeklestirir. Boylelikle c¢apraz baglh bir antijen ag1
olustururlar. Capraz baglayict molekiiller, etanol, metanol gibi organik ¢oziiciilere gore
hiicre yapisini daha iyi korur. Ancak bazi bilesenlerin antijenite 6zelliklerini azaltabilir.
Hiicrede isaretlenmek iizere segilen antikorun antijene erisimine izin vermek icin
permeabilizasyon olarak adlandirilan bu islem hiicre zar1 lizerindeki lipitleri ¢ozerek por
yapist olusarak ilgili antikorun hedef antijene ulasmasi kolaylastirir (37). Bu islemin
gerceklesmesi i¢in en sik kullanilan iyonik olmayan deterjan olan TX kullanilmaktadir. Bu
tir deterjanlarin lipid-lipid ve lipid-protein molekiilleri arasindaki etkilesimi ortadan
kaldirdig: i¢in denatiire edici etkisi olmadig1 diisiiniilmektedir (38). Bu nedenle hiicrelerde
ve molekiiller biyoloji uygulamalarmda membran proteinlerinin izolasyonunda
kullanilmaktadir (39). Calismamiza fiksatif i¢erigine TX eklenen ve fiksasyon sonrasi TX
uygulamasi yapilan gruplarm sonuglarindan elde edilen verilere gore hiicresel proteinleri
TX eklenen gruplarm, sadece fiksasyon yapilan gruplara gore daha iyi korudugunu

gozlemledik.

Fiksasyon sonrasi immiinsitokimya yontemleri kullanilarak hiicrelerin belli yerlerinde
lokalize olmus proteinlerin in situ olarak isaretlendikten sonra mikroskop gozlemleri
sirasinda Gly’nin PFA ve FA’ya gore daha etkili sonug¢ vermedigi, ¢ok sayida boyanmamis
epitoplarin varligi, gili¢lii bir arka plan boyanmasi olusturdugu gozlemlendi Ancak bazi
durumlarda Gly’nin PFA ve FA’ya gore daha iyi sinyal yogunluguna sahip oldugu

bulundu.
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Gly ilk kez 1943 yilinda Wicks and Suntzeff tarafindan sunulmus ve % 10 formalinden
(%3,7 FA ¢ozeltisi) daha verimli ¢alistig1 ve inhalasyon acisindan daha az zararl oldugu
rapor edilmistir (40, 41). Bu nedenle Gly’in hiicresel fiksasyonda FA yerine
kullanabilecegi diistiniilmiistiir. Bununla birlikte, farkli hiicresel hedeflerin korunmasinda
FA ve Gly’in fiksasyon etkinligini karsilastiran ¢aligmalarda doku morfolojisinin
korunmasi sirasinda FA’in Gly’ye gore daha iistiin oldugu (42) ve Gly genellikle belirgin
bir sekilde zayif boyanma ve/veya spesifik olmayan boyanmalar ortaya c¢ikardigi rapor

edilmistir (43, 44).

Fiksatif gruplar1 arasinda hiicreye 6zgii belirteclerde en iyi boyanma desenini PFA ve en
zay1f boyanma deseni ve nispeten spesifik olmayan boyanma goriiniimii Gly gruplarindan
elde edilmistir. En parlak sinyal siddeti fiksasyon sonras1 TX eklenen gruplarda, zayif
sinyal siddeti ise sadece fiksasyon yapilan gruplarmmda gozlenmistir. Ozellikle kok
hiicrelerde ifadelenen yiizey belirteci ve hiicre zarinda lokalize bir glikoprotein olan CD73,
literatiir ile uyumlu boyanma deseni fiksasyon sonrast TX uygulmasi yapilan gruplarda, en
zay1f boyanma desenini fiksatif ¢dzeltisine TX eklenen gruplarda olusmustur. Bu durumun
sonucu olarak fiksasyon sonrast TX uygulamasi yapilan gruplarin CD73 ifadesini

korudugunu diisiindiirebilir.

Hiicre adezyon molekiilii olan, genellikle noronal hiicrelerde ifadelenmesinin yani sira
mezenkim kaynakli hiicrelerden ifade edilen N-Cad’in fiksayon sonrasi TX uygulanan
gruplarda belirgin bir sekilde varligi korunurken, Gly, Gly/TX ve FA gruplarinda spesifik
boyanma gozlenmemistir. N-Cad proteinin en iyi boyanma deseni PFA gruplarinda ortaya
cikarken, 6zellikle PFA+TX grubunda elde edilen goriintii, 2015 yilinda Coskun ve Can
tarafindan (34) explant kiiltiir yontemi ile izole edilen IGK-MKH’leri % 3,5 PFA
fiksasyonu sonrast % 0,1 TX ile inkiibe edilmis ve ardindan N-Cad proteini ile
isaretlenmesi sonrasi ortaya ¢ikan boyanma deseninin arastirmamizda yer alan PFA+TX

gruplarindan elde edilen boyanma deseni ile benzer oldugu goriilmiistiir.

IGK-MKH’leri MitoTracker ile yapilan isaretlemesi sonrasinda dokuz farkli grup ile
fiksasyon yapildiginda FA gruplarinda boyanma ger¢eklesmedigi, Gly gruplarinda en iyi
boyanma deseni ve en fazla arka plan boyanmasi Gly grubunda gdzlenmistir. Mitotracker

ifadesinin en iyi korundugu grup PFA fiksasyonu sonrast TX uygulamas1 yapilan grupta

49



gozlemlenmistir. Richter ve ark tarafindan yapilan ¢aligmada hiicre kiiltiirlerinde yapilan
Mitotracker isaretlemesinde Gly’in PFA’ya gbre daha fazla arka plan boyanmas1 yaptig1

bulunmustur. Bu bulgu aragtirmamizda elde ettigimiz sonuglarla desteklenmektedir.

Hiicre i¢i yapisal bir protein olan vimentin 50 kDa’luk bir protein olup, mezodermal
kokenli hiicrelerde bulunmaktadir (45). Boyanma deseni ve sinyal siddeti agismdan
degerlendirildiginde fiksasyon sonrasi TX uygulanan gruplar en net ve parlak sinyal
siddetine sahipken, sadece fiksasyon yapilan ve fiksatif igerigine TX eklenen gruplarda
heterojen boyanma yogunlugu gézlenmistir. Fiksasyon gruplar1 arasinda FA+TX grubunda

homojen bir boyanma yogunlugunun yani sira gii¢lii sinyaller analiz edilmistir.

Sentrozomda PCM’de ifadelenen PCN proteini her fiksatif grubu igerisinde
degerlendirildiginde en 1yi boyanma deseni ve en gii¢lii sinyal siddetinin alindig1 PFA+TX,
Gly+TX ve FA+TX gruplaridir. Sadece fiksasyon yapilan gruplarda hedef sinyalin parlak
ve net oldugu grup PFA iken, Gly’de daha zayif sinyaller analiz edilmistir. Ayrica Gly
gruplarinda yogun bir arka plan boyanmas1 meydana geldigi i¢in hedef sinyal siddeti zay1f

kalmustir.

Hiicre ¢ekirdeginin farkl yerlerinde lokalize olmus proteinlerden biri olan Lamin A+C,
cekirdek i¢ zarinda ifadelenen ve ayni zamanda hiicre iskeleti ara filamanidir. Lamin A+C’
ifadesinin en iyi korundugu gruplar PFA+TX, Gly+TX, FA+TX’tir. Hem boyanma deseni
acisindan hem de sinyal siddeti agisindan parlak ve ¢ekirdek i¢ zari belirgindir. Sadece
fiksasyon yapilan gruplarda zayif boyanma yogunlugu vardir. Deney tekrarlarindan elde
edilen bulgulara gére FA/TX ile fikse edilip farkli zamanlarda yapilan isaretlemeler
sonucunda boyanmalarin zayif ve heterojen bir yogunluga sahip oldugu gozlenmistir.
Sonug olarak immiinfliioresan isaretlemeler sirasinda iyi bir Lamin A+C mikrografi elde
edilmek isteniyorsa fiksasyon asamasindan sonra TX uygulamasi yapilmasmin uygun

oldugu diistiniilmektedir.

Kromozomlarm sentromer bolgesinde ifadelenen bir diger protein olan CENP-A i¢in en iyi
boyanma deseni FA gruplarmin tiimiinde ve PFA+TX grubunda gozlenmistir. Gly
gruplarinin tiimiinde spesifik boyanma ger¢eklesmemis ve arka plan boyanmasi ¢ok yogun

olup, cekirdekte spesifik olmayan boyanmalara rastlanmistir. Hedef CENP-A sinyali i¢in,
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Gly’nin uygun bir fiksatif olmadigi, ancak FA’nin tiim gruplari bu protein i¢in uygun

fiksatif olabilecegi diisliniilmektedir.

Cekirdekgikte lokalize olan bir kok hiicrelerin ¢cogalma siirecinde ifadelenen bir protein
olan Nucleostemin, boyanma deseni agisindan nispeten tiim gruplarda benzerlik
gostermektedir. Ancak Gly gruplarinda NS ifadelenmelerinden hari¢ spesifik olmayan
boyanmalara da rastlanmistir. En iyi ve en tutarli boyanma yogunlugu PFA gruplarindan
elde edilmistir. FA+TX ve FA/TX gruplarindan sinyal yogunlugunun asir1 parlak olmasi
sebebiyle antikor diliisyonunun azaltilmas1 yOniinde uygulamalar yapilabilecegi
diisiiniilmektedir. 2011 yilinda Oktar ve ark. tarafindan IGK-MKH’lerde hiicre dongiisii
boyunca nucleostemin ifadelenmesini degerlendiren ¢alismada % 4’liik PFA kullanilarak
oda 1sisinda fikse edilen hiicreler NS ile isaretlendikten sonra elde edilen goriintiilerin
arastirmamizda % 3,5 PFA ile fikse edilmis NS ile isaretlenmis IGK-MKH’lerinden elde

edilen goriintiiler ile uyumlu oldugu goriilmiistiir (32).
6.3. SONUC

Yapilan degerlendirmeler ile ii¢ farkli fiksatifin literatiir bulgular1 ile karsilastirilmasi
sonucunda hiicrelerin farkli lokasyonlarinda ifadelenen proteinleri isaretlemeden Once
uygun fiksasyon yonteminin kullanilmasi1 mikroskop altinda gozlem sirasinda elde edilen
mikrografin kalitesini etkiledigi i¢in kritik dneme sahiptir. Calismamizda 3 farkl fiksatif

iizerinden elde ettigimiz sonuglaru 6zetlemek gerekirse;

Gly, IGK-MKH’lerde farkh lokalizasyonlarda yer alan sekiz proteinin ifadelerini ortaya
cikarrken zayif boyanma, gii¢lii arka plan ve spesifik olmayan boyanmalar olusturmustur.
Genel olarak Gly+TX gruplarinda protein ifadelerinin korundugu, ancak Gly ve Gly/TX
gruplarinda (N-Cad, CENP-A) ise korunmadigi gozlemlenmistir.

FA ile yapilan fiksasyon sonuglar1 PFA ile benzer oldugu bulunmustur. Ancak bazi
cekirdek belirteclerinde (6zellikle CENP-A’da) FA’nin tiim gruplarinda spesifik
boyanmalar olduk¢a belirgin ve sinyal siddetleri kuvvetlidir. Gly ile karsilastirildiginda
daha az yogunlukta arka plan boyamasi sergilemektedir. Mitotracker boyanmasi harig, tiim
proteinlerin belirgin boyanma deseni ve sinyalin parlak oldugu grup FA+TX ‘tir. FA

fiksasyonu tek basina homojen bir boyanma sergileyemezken, TX inkiibasyonu yapilan
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gruplarda protein ifadesi giiglii ve korunmustur. Bu durum TX’in ilgili antikorun ilgili
hedef antijene baglanmasi i¢in fiksasyon basamagi sonrasinda permeabilizasyonun etkili

bir adim oldugunu diisiindiirmiistiir.

Ozellikle immiinfliioresan isaretleme dncesi fiksasyonda en sik ve hala kullanilmakta olan
PFA calismamizda da etkinligini siirdiirmiistiir. Ozellikle Gly’e gore iistiin 6zellikleri
bulunmaktadir. Cekirdek belirteclerinde (Lamin A+C, CENP-A, NS) PFA ve PFA/TX
gruplarinda homojen bir boyanma saglanamazken, PFA+TX gruplarinda ¢ekirdekte
ifadelenen proteinlerde belirgin boyanma deseni ve parlak sinyaller gézlenmistir. Hiicreye
ozgii belirteglerde (CD73, N-Cad) PFA’nin gruplarmin tiimiinde spesifik boyanma
gozlenmistir. Ancak PFA/TX gruplarinda yer yer daha parlak sinyaller alinmistir. Hiicre
iskeleti proteinlerinde (Vimentin, PCN) boyanma deseni ve sinyal siddeti agisindan

degerlendirildiginde en iyi grup PFA+TX oldugu gozlenmistir.

Tiim bu sonuglarla ilgili yapilan kalitatif ve kantitatif degerlendirmeler, Gly’in IGK-
MKH’lerinin fiksasyonu kullanabilecek uygun bir fiksatif olmadigi, ancak FA’nin
hiicrelerin fiksasyon basamaginda kullanilabilir bir fiksatif olabilecegini diisiindiirmdistiir.
PFA, Gly ve FA’nin Cizelge 5.9’da belirtilen proteinler arasinda boyanma yogunlugu, arka
plan boyanma yogunlugu ve hiicrede ifadelendigi yer ile olan uyumu c¢ergevesinde
degerlendirilmesi sonucunda fiksatif ya da fiksatif kokteylerinden hangisinin bu hiicresel
proteinlerin ifadesini daha giiglii korudugunun belirlenmesi, gelecekte hiicresel proteinlerle

ilgili yapilan arastirmalara 151k tutacaktir.
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