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OZET

CCDC-124 (Coiled-coil domain-containing 124) memeli hiicrelerinde islevi yeni
aciga ¢ikmakta olan proteindir. Bu proteinin baz1 hiicre hatlarindaki hiicre i¢i lokasyonu,
hiicre dongiisiiniin interfaz evresinde sentrozom; mitozun post-anafaz, telofaz ve
sitokinez evrelerinde ise orta-cisimcik (midbody) olarak belirlenmistir [1]. Gegmiste
yapilan bilimsel c¢alismalarda CCDC-124 proteini kodlayan genin susturulmasi
durumunda hiicreler ilizerinde meydana gelen degisiklikler kismi olarak arastirilmis ve
bu durumun hiicrelerin tam olarak boliinememesi ile sonuclandigi ve ¢ok cekirdekli
hiicrelerin meydana gelmesine neden oldugu ortaya konulmustur [2]. CCDC-124
proteinin hiicre igindeki islevinin agiga ¢ikmasi amaciyla hibridoma teknolojisi
kullanilarak CCDC-124 proteinine 6zgii hibridomalar iiretilmistir [3]. Yapilan bu tez
calismasinda ise 6zgilligi en yiiksek olan 4B3 hibridoma klonu, affinite kromatografi
teknigi kullanilarak monoklonal antikorlar saflastirilmistir.4B3 hibridoma klonundan
saflagtirilan monoklonal antikorlar, His isaretli kolon ile saflastirilan saf CCDC-124
proteini ve HeLa hiicre hattindan alinan lizatlarla ile birlikte Western Blotting ile analizi
yapilmigtir. Yapilan bu analizde, kullanilan monoklonal antikorlar ile CCDC-124
proteininin 35 kDa ve 15 kDa civarinda iki ayri izoformu gézlemlenmistir. CCDC-
124’1in hiicre igindeki lokalizasyonuna iligkin yapilan immiin boyama analizinde ise
RPE PLK-1 GFP hiicre hattinda monoklonal antikorlar denenmistir. Monoklonal
antikor ile yapilan immiin boyama galismalarinda CCDC-124 proteinin, PLK-1 ile
kolokalizasyonuna rastlanmis olup her ikisinin de sentrozomdaki lokasyonu

gorilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Coiled-coil domain containing 124 (Ccdcl24), Sentrozom,

Hibridoma Teknolojisi, Monoklonal Antikor, Affinite Kromatografisi.



SUMMARY

The exactly role of CCDC-124 (Coiled-coil domain containig 124) protein is
poorly defined up to date. In some of the cell lines, it has been determined that during
interphase, CCDC-124 is located inside the centrosome; while during mitosis,
specifically post-anaphase, telophase, and cytokinesis, the protein is located at the
midbody [1]. It has previously been shown that when the gene that encodes for the
protein CCDC-124 is silenced, the cells failed to divide, which resulted in
multinucleated cells [2]. In order to elucidate the precise role of CCDC-124 in the
cells, hybridoma cells that are unique to CCDC-124 are generated [3]. In this study,
the 4B3 monoclonal antibodies, which have very high specificity for CCDC-124
protein, obtained from the mice are purified via affinity chromatography. These
purified 4B3 monoclonal antibodies along with purified CCDC-124 and the lysates
obtained from the Hela cells, are used for western blotting. The western blotting results
showed that the CCDC-124 protein was consist of two separated bands as 15kDa and
35kDa. Afterwards, in order to detect the cellular localization of CCDC-124 protein,
the 4B3 monoclonal antibodies are used in RPE-PLK1 GFP cell lines by applying
immunostaining technique. The immunostaining results demonstrated that the CCDC-
124 protein is co-localized with polo-like kinase 1 (PLK-1), which verified the
presence of CCDC-124 inside the centrosome.

Keywords: Coiled-coil domain containing 124 (CCDC-124), Centrosome,
Hybridoma Technology, Monoclonal Antibody, Affinity Chromatography.
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1. GIRIS

Sitokinez, hiicre dongiisiinlin son asamasi olup, hiicre boliinmesi sirasinda iki
yavru hiicrenin fiziksel olarak ayrilmasi olayini icermektedir [4]. Hiicre boliinmesinde
yer alan anafaz ve kromozomal ayrilmanin yasandigr asamalardan sonra hiicreler,
sitoplazmik kopriiyle baglanan iki kardes hiicreyi meydana getirmek i¢in plazma
membraninin daralmasini saglamak tizere bir aktin ve miyozin filament ag1 olan bir
kasilma halkas1 olusturur. Bu hiicre i¢i koprii, ayrilmanin son asamasi sirasinda
¢oziilen midbody yani orta cisimcik igerir [5]. Sitokinez dedigimiz bu agamanin
tamamlamadaki basarisizlik tetraploidiye [6], [7], [8] neden olur ve kromozomal
kararsizliga da yol agarak tiimor biliylimesini tesvik ettigi one siiriilmiistiir [6], [7].
Theodor Boveri de anormal mitoz ve malign tlimorler arasinda bir baglant1 olabilecegi
fikrini ilk tantyan kisidir ve 1888 yilinda sentrozomu karakterize ederken g¢oklu
sentrozomlu bir hiicrenin genomik kararsizlifa ve dolayisiyla kansere yola agcacagini
One siirmiistiir. Bu durumun ise sentrozomlarin anormal bdliinmesi veya hiicre
boliinmesinin bastirilmasi sonucu nedeniyle tetraploidi ile sonuglanacagini belirtmistir
[9].

Memeli somatik hiicrelerinin boliinmede yasadig1 basarisizlik durumunda ileriye
gitmelerini 6nlemek i¢in G1 fazinda ikili ¢ekirdekli hiicreleri tutuklayan herhangi bir
0zel mekanizmasi yoktur. Sonug olarak, boliinmedeki basarisizlik tetraploidiye ve
andploidiye yol acabilen ayni1 zamanda da potansiyel olarak tiimdr olusumuna neden
olabilen bir faktordiir [10].

CCDC-124, mantardan insana kadar biitiin okaryotik canlilarin genomunda
korunmus olup, sarili sarmal alan igeren bir sentrozomal proteindir. CCDC-124’1in
ekspresyonu tiim insan dokularinda var olup; beyin, plasenta, karaciger, prostat ve
dalak dokularinda daha fazla eksprese olmaktadir. Ccdc124’{in hiicre i¢i lokasyonuna
iliskin yapilan ¢aligmalarda; hiicre dongiisiiniin sathalarindan interfaz, profaz, metafaz
ve anafaz agamasinda gamma tiibiilin ile kolokalize oldugu goriilmistiir [1]. CCDC-
124 proteininin hiicrede ifadesinin diisiiriilmesi veya artirilmast durumlarinda
sitoplazma boliinmesinin gerceklesmeyerek cok g¢ekirdekli hiicre olusumuna neden
oldugu gosterilmistir [11]. Ozellikle sitokinezde gérev alan proteinlerden biri olan Ras

guanin niikleotit degistirici faktor 1B (RAS-GEF1B)’nin ise orta cisimcikte



gerceklesen Rap konumlanmasi sinyal yolaginda Rap2’nin aktivasyonunda rol
oynadig1 ortaya konmustur [2].

Oncelikle gergeklestirdigimiz bu tez ¢alismasinda, CCDC-124 proteine 6zgii
olarak hibridoma teknolojisi yardimiyla iiretilen ve en efektif hat olan 4B3 hibridoma
Klonunun Protein G Affinite Kromatografisi teknigi kullanilarak saflastiriimasi
amaglanmstir.

Daha sonrasinda saflagtirildigi diisiiniilen 6rneklerin, antikor karakterizasyonuna
sahip olup olmadigyla ilgili analizler yapilmuistir.

Saflagtirilan monoklonal antikorlarin, CCDC-124 proteinine 6zgii oldugunu
ispatlamak i¢in deneyler yapilmistir. Monoklonal antikor ile immiin boyama teknigi
kullanilarak CCDC-124’ii, PLK-1 proteini ile lokasyonuna bakilmistir. Immiin
boyamada ilk defa kullanilan bu antikor ile CCDC-124iin PLK-1 ile kolokalize

oldugu gosterilmistir.
1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve Icerigi

Daha 6nce yapilan ¢alismalarda insan HeLa hiicre hattinda olmak iizere gesitli
hiicre hatlarinda yapilan immiin boyama deneylerinde, CCDC-124 proteinini C, N ve
M bélgelerinden taniyan antikorlar ile proteinin hiicre i¢i lokasyonu belirlenmistir. Bu
tez ¢alismasinda CCDC-124 proteinini poliklonal antikorlarin aksine tek bir epitoptan
tantyan monoklonal antikorun, bu proteinin islevini anlamak adina yapilan ¢alismalara
151k tutacag diistiniilmektedir.

Yapisi ve lokalize oldugu yer itibariyle sentrozomal bir protein olan CCDC-
124°1in, bu organel i¢inde etkilestigi veya partneri olarak gorev aldig diisiiniilen diger
proteinler ile ilgili iliskisini anlayabilmek i¢in yapilacak olan immiin boyama
caligmalarina katki sunacaktir.

Yapilan calismalarda, CCDC-124 proteinin biitiin insan dokularinda ifadesi
oldugu bilinmekte olup; beyin, karaciger, prostat, dalak ve plasenta dokularinda daha
yiiksek ifade orani oldugu oldugu saptanmistir. CCDC-124’e 6zgli monoklonal
antikorun, siralanan dokular ile yapilacak doku boyama ¢aligsmalarinda kullanilmas1
amaglanmaktadir. Kanserli dokular ile yapilacak olan doku boyama caligmalari,
CCDC-124’e 6zgli monoklonal antikorlarin, bazi kanser tani kitlerinde kullanilmasi

olanagini1 dogurmaktadir.



2. HUCRE DONGUSU

Hiicre boliinmesi, hiicre dongiisii igerisinde yer alan bir evredir. Hiicre dongiisii,
atasal hiicrenin ikiye boliinmesiyle baglamakta olup, bunun sonucunda ortaya ¢ikan iki
kardes hiicrenin de ikiye boliinmesine dek siiren olaylar dizisini kapsamaktadir [12].

Hiicre dongiisiinlin temel fonksiyonu, kromozomlardaki DNA’y1 ¢ift kopya
halinde ¢ogaltmak ve bu kopyalar1 genetik agidan birbirine es olan iki kardes hiicreye
dagitmaktir. DNA’nin kopyalanmasit ve esit olarak dagitilmasi hiicre dongiisii
icerisinde iki ayr1 ana evre olan; kromozom kopyalanmasini igeren yaklasik 10-12
saat siiren S fazi(Sentez), sonrasinda kromozomlarin ayrilmasint ve hiicre
boliinmesinin gerceklesti§i daha az siire icinde gergeklesen M fazinda(Mitoz)
gerceklesmektedir. M fazi dedigimiz mitotik faz iki belirgin olaydan olusmaktadir.
Bunlardan ilki ¢ekirdek boliinmesi yani mitoz, digeri ise sitoplazmik boliinme diger
adiyla sitokinezdir.

Hiicrelerin biiyiimeleleri ve boliinebilmeleri i¢in biinyesinde bulundurdugu
proteinleri ve organelleri ¢ogaltmalar1 gerekmektedir. Hiicre dongiisli icerisinde,
hiicrelerin biiylimelerine olanak taniyan Gap diye adlandirilan bosuk fazlar1 olarak
ifade edilen asamalar yer almaktadir. Bir okaryotik hiicrede; hiicre dongiisii, gap
fazlarini da igerisine alan Interfaz evresi sirasiyla 4 ayri evreye ayrilir: G1, S, G2, M

ve G2 evreleridir (Sekil 2.1).

M phase
G2 phase G1 phase
GO
5 phase Quiescence

Sekil 2.1: Hiicre donglisii asamalari.



Gap fazlari, hiicrenin bulundugu i¢ ve onu olusturan dis ortam kosullarini tayin
etmek ve bunlara karsi 6nlem almak i¢in imkan sunmaktadir. Gap 1, DNA sentezi
Oncesini temsil ederken, Gap 2 DNA eslesmesi sonrasini, S ise DNA sentezini temsil
etmektedir. Hiicre, dis ¢evreden uygun olmayan sinyaller almasi durumunda hiicre,
Gap 0 diye adlandirilan dinlenme evresinde kalmaktadir. Bazi hiicreler yagamlari son
bulana kadar da Gap 0 evresinde durabilmektedir. Fakat ¢ogunlukla bdlinmeyen
hiicrelerde-kas ve sinir hiicrelerinde-, hiicre dongiisii ge¢ici veya kalic1 olarak Gap 0
evresinde kalabilmektedir. Memeli hiicreleri de hiicre kiiltiirii ortaminda serumsuz
birakildiklarinda, hiicreler ¢ogalmay1 durdurup Gap 0 evresine girermektedirler [13].

Hiicre dongiisliniin fazlari, hiicrelerin cesitliligine gore farklilik gostermektedir.
Hizli ¢ogalmakta olan insan hiicrelerinde 24 saatlik hiicre dongiisiiniin G1, S, G2, M
fazlar1 sirasiyla yaklasik olarak 11, 8, 4, 1 saatlik zaman dilimini kapsamaktadir.
Budding yeast hiicre dongiisiinii 90 dakikada tamamlarken, yumurta
fertilizasyonundan sonraki erken embriyonik hiicreler, hiicre dongiilerini 30 dakikada
tamamlayabiliyorlar [ 14]. Dokularda da ise farklilik gostermektedir. Ornegin, sindirim
kanali epiteli ve epidermis dokusunda hizli hiicre yenilenmesi mevcutken, pankreas ve

tiroitte yavas boliinme gergeklesmektedir.

2.1. Mitoz Boliinme

Somatik hiicre ¢ekirdegindeki kromozom sayilarin1 korumakta olan, 6lii veya
hasara ugramis hiicreleri yenileriyle degistirmeyi saglayan dongii, mitoz dongiistidiir.
Mitoz, hiicre dongiisiiniin sadece bir boliimiinii kapsamaktadir. Mitotik faz,
karyokinez diye adlandirilan g¢ekirdek bdliinmesini ve sitokinez diye adlandirilan
sitoplazma bdliinmesi olaylarini igerir ve hiicre dongiisiiniin en kisa siiren siirecidir
[12].

S fazinin tamamlanmasi ve ardindan Gap 2 evresine gecisiyle birlikte hiicre M
fazinda hiicre, kendisinde meydana gelecek olan degisikliklerin {istesinden gelmeye
caligmaktadir. Mitoz evresiyle baslayan bu degisme durumu, iki kardes kromatitin
birbirinden ayrilmasi ve ortaya ¢ikan genetik olarak birbirinin ayni olan iki kades
hiicreye diizglin bir sekilde dagitilmasini icermektedir. Mitoz bdliinmesi,
kromozomlarin mikroskobik ortamda goriinlisleri temel alinarak 5 bdliime

ayrilmaktadir: profaz, prometafaz, metafaz, anafaz ve telofaz ( Sekil 2.2)



prophase prometaphase metaphase anaphase telophase

chromosomes condense chromosomes attach chromosomes align chromosomes separate chromosomes relax

Sekil 2.2: Hiicre dongiisii asamalari.

Profaz evresinde, replike olan kromozomlarin her biri, birbiriyle yakindan
iliskili iki kardes kromatid i¢cermektedir. Cekirdek disinda ise, iki sentrozom arasi
boyunca mitotik igcikler uzamaya baslamaktadir.

Prometafaz evresi ise ¢ekirdek zarinin erimeye baslamasiyla baglamaktadir. Bu
evrede kromozomlar, mitotik iplik¢iklere baglanip, aktif bir sekilde hareket
edebilmektedirler. Kromozomlarin her iki kromatidi de kinetokor bdlgesine
sahiptirler. Mikrotiibiiller de kinetokorlara tutunmaktadir [14].

Metafazda kromozomlar, ig iplikgiklerinin ekvator bolgesinde siralanmaktadir.
Ve bu asamada bir kromozomun kardes kromatidleri, hiicrenin zit kutuplarindan gelen
mikrotiibiillere tutunmaktadirlar.

Anafazda, kardes kromatidler iki yavru kromozomlar1 olusturmak iizere
birbirlerinden ayrilirlar. Bahsedilen ayrilma, kinetokorlara bagli olan mikrotiibiillerin
boylarinin kisalmasiyla baglamakradir [13].

Son olarak telofazda ise, yavru kromozom setleri ig iplik¢iklerinin kutuplarina
ulasmiglardir ve yogunlugunu kaybetmislerdir. Kromozom setlerinin etrafinda
cekirdek zar1 yeniden olugsmaya baslamaktadir. Iki ¢ekirdegin olusmaya baslamasiyla,
mitozun sonuna gelindigi belirgin bir bicimde ortaya ¢ikmaktadir [13]. Sitoplazma

boliinmesi diger ismiyle sitokinez bu esnada gergeklesmektedir.

2.2. Sentrozom

Sentrozom, ¢ok hiicreli organizmalarda bulunmakta olup koken olarak tek
hiicrelilerin basal govdesinden/ aksoneminden evrim geg¢irmistir [15]. Sentrozomun
bircok fonksiyonu vardir. Bunlardan en 6nemlisi ¢gogalan hiicrelerde, mikrotiibiilleri

organize eden merkez(MTOC) olmasidir. Ayni zamanda béliinen hiicrelerde mitotik



ig iplik¢igin olusumda, hiicresel islemleri organize etmede- polarity, hareketlilik,
adhezyon, sinyal alma- yardimci olmaktadir. Cekirdek, golgi aygiti ve hiicreden
hiicreye baglant1 noktalarinda 6nemli rol iistlenmektedir [16]. Hayvan hiicrelerinin,
mikrotiibiil iskeletinin diizenlenmesinde onemli rol oynamaktadir. Interfaz sirasinda
sentrozom, hiicreleraras1 trafik, hiicre adezyonu, hiicre polaritesi gibi temel
fonksiyonlara yardimci olan mikrotiibiillerin organizasyonundan sorumludur [15].
Boliinmeyen hiicrelerde sentrozom hiicre ¢ekirdegine yakin pozisyonda yer alarak
hiicre seklini, polaritesini ve organellerin dogru yerde konumlanmasina yardimci
olmak i¢in mikrotiibiilleri diizenlemektedir [17]. Boliinen hiicrelerde ise, kromozomal
icerigi esit olarak iki kardes hiicreye dagitmaya yardimci olan bipolar mitotik ig

iplik¢igini olusturmak i¢in duplike olurlar [18].

Sekil 2.3: Sentrozomun yapist.

Sentrozom yapisal olarak sentriyol diye adlandirilan birbirine dikey pozisyonda
yer alan iki silindirik organelden olusur ve iki sentriyoliin yakin uglarini, fiberler
aracilifiyla tutunmaktadir (Sekil 2.3). Sentriyollerin etrafi yapusal olmayan
proteinlerden olusan perisentriyolar materyal(PCM) ile ¢evrilidir [19]. Perisentriyolar
materyal, gama tiibiilin kompkleksinin yani1 sira CENTRIN, CEP135, NINEIN gibi
bliylik sarili sarmal proteinler igermektedir ve bu proteinler de mikrotiibiillerin
¢ekirdeklenmesi ve pozisyonlariin belirlenmesinde rol almaktadir [20]. Her bir
sentriyol, cembersel yap1 i¢inde biraraya gelmis li¢lii mikrotiibiillerin dokuzlu setinden

olusmaktadir. Sentriyolleri olusturan ciftin arasinda, nesil farkindan 6tiirii yapisal ve



fonksyonel olarak asimetri bulunmaktadir. Nesil olarak eski olan olgun diye de
adlandirilan anne sentriyol, distal ucundaki dokuzlu uzantinin ikili setiyle ayrilirken;
geng olani, heniiz olgunlasmamis olan daughter sentriyol bir dnceki hiicre dongiisii
sirasinda toplanan anne sentriyoliin yaklasik ylizde 80’1 kadardir. Her iki sentriyolde,
mikrotiibiillerin yakin bolgelerinde ¢ekirdeklenmektedir. Fakat sadece anne sentriyol,
mikrotiibiilleri subdistal uzantilarindan baglayabilmektedir [21]. Sentriyol denilen
yapt membrana baglandigr durumda basal body olarak adlandirilirlar ki bu yap1 da
aksonemin ve hiicreye sertlik, hareket saglayan cilia denen yapinin olusmasi igin kalip
islevi gormektedir [22]. Sentriyoller, 6zellesmis hiicrelerde cilia olusum siiresinde
primer siliyum ya da silia olarak basal body islevi goérmektedir. Yapilan son
calismalarda cilianin hiicresel ve gelisimsel siireclerde sayisinin arttigi, fonksiyonu
olmayan silialar ve birkac¢ genetiksel hastalik arasinda baglanti oldugu goriilmiistiir
[23].

Sentrozom dongiisiiniin ayirt edici asamalart mevcuttur. Coziilme ya da ayrilma,
birbiriyle dikey olarak siki bagi olan anne ve daugther sentriyollerin arasindaki bagin
kaybolmasiyla tanimlanmaktadir. Sentriyollerin birbirinden ayrilmasi, sitokinez
tamamlanmadan once erken Gl faz1 boyunca gerceklesmektedir [24] ve separaz,
proteaz gibi enzimlerin varlig: ile anafaz 6ncesi kardes kromatidlerin ayrilmasini da
saglamaktadir [25]. Pro-sentriyollerin olugsmaya baslamasi, S fazindan 6nce ya da
baslangicinda oldugu goriilmektedir. Bu fikir, insan hiicrelerindeki parental
sentriyollerin yakin ¢evresinde CENTRIN olusmasiyla desteklenmektedir. CENTRIN,
bircok oOkaryotik organizmanin sentriyoliiyle iligskili oldugu atasal proteindir.
Sentrozom duplikasyonu, bir¢ok tiirde farkli sonuclar elde edildiginden dolay1 heniiz
kesin olarak anlagilmamustir [16].

Sentrozom, hiicre dongiisiinden 6nce duplike olup birbirlerinden ayrilmaktadir.
Sentrozom dongiisii, iki ana boliimden olusmaktadirr: sentrozom duplikasyonu ve
sentrozom hareketi. Sentrozom duplikasyonu, ge¢ G1 ile erken G2 fazlar1 arasinda yer
almakta olup ve 4 ayr1 bolimden olusuyor: sentriyollerin ayrilmasi, sentriyol

duplikasyonu, sentriyol uzamasi ve sentrozomun olgunlagmasi [26].



2.3. Sitokinez

Sitokinez, bir hiicrenin iki kardes hiicreye bdliiniip, sitoplazmasmi da
paylastirdig1 hiicre dongiisiiniin son asamasidir [5], [27]. Sitokinez, hiicre dongiisii
icerisinde dogrudan gozlemlenen ilk 6nemli olaydir. Derisidikenlilerin embriyolarinda
yapilan yapay degisimler sayesinde sitokinezin mekanizmasi agiga c¢ikmistir [28].
Tipik bir hayvan hiicresi mitoz asamasinda, anafazdan itibaran hiicrenin ekvatoral
korteksinde yarilma meydana gelmektedir ( Sekil 2.4). Daha sonra bu oluk iki yavru
hiicrenin ayrilmast i¢in ileriye dogru gitmektedir [29]. Rapport ve arkadaglar1 ig

iplikgiklerinin bu yarilmada kilit rol oynadigini a¢iga ¢ikartmislardir [30].

Sekil 2.4: Sitokinez.

Sitokinez, dkaryotlarda hem yapisal elemanlar hem de temel islemler acisindan
degisiklik gosteren bir siiregtir [31]. Baz1 gelisimsel durumlarda mitoz, sitokinez
tarafindan takip edilmemektedir ve c¢oklu c¢ekildekli hiicrelerin olusmasiyla
sonuglanmaktadir. Bu olay alglerde [32], hayvan ve bitki hiicrelerinin erken
embriyojenez evresinde de tipik olarak gerceklesmektedir. Hayvan sitokinezinde yeni
membran olusumundan ziyade iki yavru hiicrenin plazma zarinin, aktinomiyozin ile

iliski sonucunda iki kardes hiicrenin tutulmasi saglanmakradir [33]. Bitki hiicreleri igin



Arapdosis bitkisinin genetiksel olarak agiga ¢ikarilmasindan sonra sitokinezi yoneten
bir¢ok proteini ortaya konulmustur [34], [35].

Sitokinezin gerceklesecegi zaman, hiicrenin daha sonraki yagami i¢in 6nemli bir
yere sahiptir. Ozellikle mitotik hiicrelerin ikiye ayrilmasi siirecinde kromozomlarda
yasanan fiziksel ayrim gozlenmektedir. Bazi hiicrelerin kromozomlarinin diizgiin
ayrilmamasi sonucu malignant tiimdr hattini olusturacak olan aneploid gelismesine yol
acmaktadir [27].

Hiicre boliinme diizleminin dogru bolgede konumlanmamasi kromozomlarin iki
yavru hiicreye esit olarak dagitilmamasina ve iki kati genoma [tetraploidi] sahip
hiicrelerin olusmasina neden olmaktadir [36]. Tetraploidi olan farelerden alinan epitel
hiicrelerinin ~ timor olusumunu  tetikledigi  gosterilmistir [37].  Sitokinezin,
timorgeneziz ile yapilan c¢alismalarda, tiimor baskilayict genlerde yapilan

mutasyonlar, sitokinezin basarisizligini artirdigi gézlemlenmistir [38].
2.4. Merkezi Ig iplikciklerinin Biraraya Gelmesi

Hayvan hiicrelerinde, anafaz boyunca baglayan ve sitokinez sirasinda CDK-1
aktivesindeki azalma, mikrotiibiillerin stabilize edilmesine ve mitotik ig iplik¢iklerinin
yeniden diizenlenmesine sebep olmaktadir. Merkezi ig iplik¢iklerinin biraraya
gelmesi, boliinme diizleniminin belirlenmesinde 6nemli bir olaydir. Merkezi ig
iplik¢igi, motor proteinleri, mikrotiibiillerle iliskili proteinlerin ve protein kinazlarin
biriktigi bolgede antiparalel mikrotiibiil demetlerinden olusmaktadir [39]. Merkezi ig
mikrotiibiilleri, metafazdaki 1§ iplik¢iklerinden koken almaktadir [40].

Mikrotiibiilleri paketleme islemininde énemli rolii olan “Sitokinez Igin Gerejki
Protein” yani PRC-1 birbirine antiparalel mikrotiibiillerin arasindaki homodimer segici
araylize baglanmaktadir [41], [42]. PRC-1 aktivitesi anafaz baslangicina kadar Siklin
Bagimli Kinaz -1 yani CDK-1 fosforilasyonu ile engellenmekte olup ve PRC-1 ‘in
dimerizasyonu da engellenmis olmaktadir [43].

Merkezi igin bir baska bilesimi de “Central Spindle” bilesimidir. Bu bilesim,
MLKP-1 ve Rho protein ailesinde olan GTPaz aktive eden CYK-4’iin iki kopyasindan
olugsmaktadir [5], [39]. Central Spindle, yiiksek diizeyde bir y1gin olaran mikrotiibiiller
boyunca merkezi bolgeden pozitif uglara dogru yolculuk etmektedir [39].



Kromozomal Yolcu Kompleksi (CPC), birgok proteinin altbirimleri olusturan ve
Aurora B proteinini i¢eren, merkezi igin toplanmasinda temel olan ii¢ilincii bilesimdir.
Metafaz evresi boyunca CPC, mitotik iplik¢ige kromozomlarin baglanmasini
diizenleyen yer olan sentromerde lokalize olmaktadir. Anafaz baslangicinda CPC,
merkezi ige dogru yer degistirir [27]. Hiicrelerde merkezi igin toplanma mekanizmasi,
merkezi ig ana kompleksinin karsilikli olarak birbirine bagimlidir ve her birinin

toplanma i¢in gerekli olmasindan dolay1 kompleks bir sistemdir [39].

2.5. Boliinme Diizleminin Belirlenmesi

Boliinme, her zaman kromozomlarin ayrilma eksenine dik olarak gerceklesir ve
boylece genomun esit boliinmesi saglanmaktadir. Tipik olarak, sitoplazmayi esit
paylastirmak icin hiicrenin ortasinda gergeklesmektedir [44]. Ayrilmis kromozomlarin
kiitleleri arasindaki bdliinme diizleminin pozisyonu, kromozom kaybini1 6nlemek i¢in
temeldir. Hayvan hiicrelerinde bélme diizlemi, erken anafaz sirasinda iplik¢ik konumu
sinyalinin hiicre korteksine aktarimi ile belirlenir. Iplik¢igin pozisyonu ise, doku
morfogenezi boyunda biyokimyasal, geometriksel ve mekanik sinyaller tarafindan
kontrol edilmektedir [45].

Merkezi iplik¢ik ayni zamanda GTPase olan RHO proteinin aktive edip
konsantrasyonunu  artirarak  boliinme  diizleminin  belirlenmesinde  katkida
bulunmaktadir [46], [5]. Diger kiiciik GTPaselar gibi RHO da Guanin Degisim Faktorii
ve GAP’ler tarafindan diizenlenmektedir. Ekvatoryal bdolgedeki RHO’nun
aktivasyonu, CYK-4’tiin PLK-1 tarafindan fosforile olmasimi takriben merkezi
iplik¢igin alt birimi olan CYK-4’ilin baglanmasiyla merkezi iplik¢ikte lokalikasyonu
goriilen RHO-GEF ECT2’ye baghdir [47]. ECT-2, CDK-1’nin inaktive olmasindan
sonra sitokinez esnasinda kromozomlarin ayrilmasini koordine etmek i¢in ekvatoryal

kortekse dogru yer degistirmektedir [48].

2.6. Kontraktil Halkanin Olusmasi

RHO vyolagi, aktinomiyozin halkanin olugsmasini iki ana efektorle tesvik
etmektedir. Birincisi, RHO proteini, aktin polimerizasyonunu saglayan FORMIN

proteinleri ile, dallanmamig aktin filamentlerinin ¢ekirdeklenmesini uyarir [49].
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Ikincisi ise RHO, RHO ile ilgili protein kinaz olan ROCK ile MIYOZIN-2’nin
aktivasyonunu tesvik etmektedir [50].

AKTIN ve MIYOZIN-2, birka¢ farkli mekanizma ile hiicre ekvatorunda
toplanmak ve direkt olarak kontraktil halkanin olusacagi yerde lokalize olmak iizere,
hiicre korteksine birbirlerinden bagimsiz olarak hiicre korteksine baglanmaktadir.
Aktin filamentleri ve bazi organizmalardaki MIYOZIN-2 proteinleri, kortikal yol ile
hiicre ekvatoruna dogru hareket etmektedir.

AKTIN ve MIYOZIN-2’nin yanisira kontraktil halka ANILLIN proteini de
igerir [51]. ANILLIN; AKTIN, MIYOZIN, RHO ve CDK-4’¢ baglanir ve bu nedenle
merkezi iplik¢ikten aldigi sinyaller ile ekvatoryal korteksle iliskilendirilmektedir [52].
ANNILIN ayn1 zamanda, aktinomiyozin halkasinin plazma membranina

baglanmasina katkida bulunmaktadir [51].

2.7. Sitokinetik Olugun Girisi

Aktinomiyozin halkanin kasilmasi, olusan iki yavru hiicrenin sitoplazmasini
ayiran plazma membraninin biikiilmesine neden olmaktadir. Aktinomiyozin kasilmasi
icin Onerilen klasik model, bipolar miyozin filamentlerinin, kas sarkomerleri gibi aktin
filamentleri boyunca hareket etmesidir [53]. Bunun iizerine yapilan deneylerde
MIYOZIN-2, floresans mikroskobunda sitokinetik olukta gézlemlenmistir [54] ve
mutasyona ugratilmig MIYOZIN-2’ nin sitokinezi tesvik edemedigi ortaya
konulmustur [55].

2.8. Orta Cisimcik (Midbody) Olusumu

Midbody ilk olarak Flemming tarafindan 19.yiizyilin baslarinda tanimlanmis
olup [56], daha sonraki analizleri elektron mikroskobu (Sekil 2.5) [57] ve cry elektron

tomografisi ile yapilmistir [58].
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Sekil 2.5: Orta-cisimcigin ince kesitli EM goriintiisii.

Midbody yapisal olarak statik olmayip, sitokinezin ge¢ evresinde morfolojik
olarak bir dizi degisimin iistesinden gelmektedir. Ayrilma olugu tamamlandiginda
yiziglin her iki yaninda birbirileriyle baglantili simetrik iki yapt olusmaktadir.
Midbody ayrilmadan 6nce hiicre bdliinmesinde gegici olarak olugan organel benzeri
yap1 olarak sitokinez sirasinda var olan proteinlerden tanimlanmistir [56]. Morfolojik
olarak memeli orta cisimcigi, sitokinetik karin olugu tarafindan siki bir sekilde
birlestirilmis ig iplik¢iklerinden tiiremis mikrotiibiilleri iceren yogun bir yapiya
sahiptir [59]. Orta cisimcigin roliiniin tam olarak agiga ¢ikmamasina ragmen;
sitokinez, asimetrik hiicre boliinmesi ve kromozom ayrilmasi i¢in gerekli olan
proteinleri igerdigi biliniyor [60]. Midbody mikrotiibiilleri, olduk¢a asetilenmis, post
translasyonel modifikasyonlarla iliskili kararli mikrotiibiillerle baglantili ve nokadozal
gibi hiicreye sarsint1 veren ilaglara kars1 direnclidir [61]. Hiicrelerarasi koprii, ayrilma
ile ilgili bircok faktore karsi baglanma ortami saglamaktadir. Bunlarin bir¢ogu, orta
cisimcigin merkez bolgesine ya da direkt hiicrelerarasi kopriiniin yakin bolgesine

baglanmaktadir. Midbody, ayrilma olugunun girisine dair kalint1 saglamaktadir [62].

2.9. Polo Benzeri Kinaz 1

Sitokinez i¢in 6nemli olan bir¢ok protein, daha biiylik alt birim bilesenleri
olarak islev gormektedir. Bahsedilen bileseni olusturan bir protein de, mikrotiibiile
baglanan ve MKLP-2 ile etkilesime giren PLK-1'dir (Polo Benzeri Kinaz-1). PLK-
1'in anafaz ve telofaz sirasinda merkezi ig iplik¢igindeki lokalizasyonu i¢in PLK-1 ile

MKLP-2'nin fosforilasyonu ve bu iki proteinin bileseni sitokinezin tamamlanmasi i¢in
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gereklidir [63]. Ayn1 zamanda PLK1'in ECT-2'nin CYK-4'e baglanmasi i¢in 6nemli
oldugu da gosterilmistir. Boylece sitokinezin baslatilmasini ve tamamlanmasini tesvik
eder. Protein kinazlar, hiicre dongiisliniin diizenlenmesinde merkezi bir rol oynamakla
birlikte sitokinezdeki molekiiler olaylar1 organize ettigi  bilinmektedir.
PLK-1 ayrica serin ve treonin kinazlarinin ailesine aittir ve mitoz sirasinda,
merkezdeki matilirasyon, bipolar ig olusumu ve sitokinezde énemli rol oynamaktadir.
PLK-1’in insan losemi hiicre dizilerinin yani sira akut bireylerden alinan hiicre
orneklerinde fazla ifade edildigi bilinmektedir. Yine miyelojendz l6semi ve akut

lenfoblastik 16semi kanser progresyonunda rolii oldugu one siiriilmektedir [64].
2.10. Coiled-Coil Domain-Containing Protein

Okaryotik sentrozom ve PCM’i olusturan ¢ok sayida proteinin sarili sarmal bir
yaptya sahip oldugu bilinmektedir [65]. PCM’in birarada toplanmasini saglayan ve
onu olusturan bilesenlerin rolii heniiz acik bir sekilde tanimlanmamis olsa da bu
bilesenlerin bircogu sarili sarmal proteinlerdir. Bununla birlikte PCM’in
olusumundaki ve bu yapiin devam ettirilmesindeki bir takim hatalar genellikle
mikrotiibiillerin ¢ekirdeklenememesi ve sentrozomdaki gamma tiibiilin yoklugu ile
iligkilendirilir [66]. PCM’in kesin olarak bilesimini, zamansal ve mekansal olarak
diizenlenmesine yol acan molekiiler dinamikleri arastirmak {izere, Jakobsen ve
arkadaslari, proteinlerin antikor ve hiicre-dist ekrani ile kombine edilmis proteomik
tabanl bir kiitle spektrometresi teknigiyle, insan sentrozom proteomunu kapsamli bir
sekilde elde etmislerdir. Bu g¢alismada arastirmacilar, 40 yeni aday sentrozom
proteinini tanimlamislardir. Yapilan bu analizlerde, sentrozomal proteinlerin
cogunlugunun(60%), sarilt sarmal tipi oligomerizasyon motifleri [67], igerdigini ve
bunlarin, uygun sentrozom diizenegi i¢in dnemli goriilen baskin yapisal 6zellikleri
oldugunu gostermistir. Coklu dokularda ve cesitli kanser hiicre hatlarinda eksprese
edilen ve sitokinezin de tamamlanmasi igin gerekli olan CEP55 proteinine yapilan
Cdna sekans analizlerinden sonra proteinler ile etkilesiminde rol oynayan sarili sarmal
yapida motif icerdigi goriilmiistiir [68]. Bir baska ornek olan CEP63 ise, mitotik
boliinmeye giris ve ig iplik¢igi olusumu ile ilgili yollarin aktif bir bilesenidir [69] ve
alt1 sarili sarmal olan bir proteini kodladig1 bilinmektedir. Hiicre igerisinde, DNA

onarimi, kromozom yogunlagsmasi ve mitoz sirasinda kardes kromatid kohezyonu

13



dahil olmak iizere hiicre i¢cinde birkac kritik fonksiyonu yerine getirmek i¢cin DNA ile
etkilesime giren yapisal kromozom devamliligini saglayan [70] proteinler (SMC)
yapisal olarak hidrofobik paketlenmesi saglayan sarili sarmal motifler igerdigi

gorilmistir [71].

2.11. Coiled-Coil Domain-Containing 124 (CCDC-124)
Proteini

Coiled-coil domain-containing 124 proteini, sentrozom ve orta cisimcik
proteinidir. Sentrozomda bulunan ¢ogu proteinin yapisina 6zgl sarili sarmal bolge
motifi igerir. Bu protein, mantardan insana kadar 6karyotlarca korunurken prokaryotik
canlilarda varligina rastlanmaz. 19. kromozomun kisa kolunda bulunan gen tarafindan
kodlanan CCDC-124 proteini, 223 aminoasit uzulugunda ve biri kodlanmayan bes tane
ekson bolgesine sahiptir. Yapilan Western Blotting ¢aligmalarinda, CCDC-124
proteinin yaklasik olarak 32kDa agirliga sahip oldugu goriilmiistiir. Baska bir analiz
olan Northern Blotting ile de CCDC-124 proteinin insana ait tiim dokularda ekprese
edildigini ortaya ¢ikarirken; beyin, plesenta, karaciger, dalak ve prostat dokularindan
alinan 6rneklerde diger dokulara oranla bu proteinin ifadesinin daha fazla oldugu tespit
edilmistir [1].

Coiled-coil domain-containing 124 proteini, hiicre dongiisti igerisinde geg
anafaz-telofaz evresi esnasinda lokalizasyonunu degistirdigi gézlemlenmistir. Geg
anafaz evresine kadar sentrozomda konumlanirken, sitokinetik yarilma esnasinda
telofazda orta cisimcik(midbody) denen bolgeye go¢ etmektedir [1].

CCDC-124 proteininden yoksun birakilan ¢alismalarda, sentrozom olusumunda
herhangi bir degisiklige rastlanmazken ¢ok ¢ekirdekli hiicrelerin sayisinda bir hayli
artis oldugu gozlemlenmistir. Tam tersi olarak, bu proteinin ekspresyonun arttirildig:
calismada ise yine ayni sonug elde edilmistir [11].

Daha onceki calismalarda Ras siiper ailesine ait endozomda lokalize olan
RASGEF1B’nin CCDC-124 ile arasinda baglanti oldugu ortaya konulmustur.
RasGEF1B Guain niikleotidi degistirici faktoriidiir. RAP-2’yi G proteinleri ile aktive
eder. RasGEF1B’de CCDC124 proteini ile ortacisimcik(midbody) denilen ve gegici
olarak olusan bu yapida baglant1 kurmaktadir [2].
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3. ANTIKORLAR

Bagisiklik sisteminin hiimoral kolunu olusturan ve insanlarda plazma
proteinlerinin yaklasik % 20'sini ihtiva eden bir molekiil ailesi ve ayrica
immiinoglobulinler (Ig) olarak da adlandirilan antikorlar, bagisiklik sistemi tarafindan
bakteri ve viriis gibi yabanct maddeleri tanimlamak ve etkisizlestirmek i¢in kullanilan
bliyiik proteinlerdir [72]. Lenfositlerin yiizeyinde, ekzokrin salgilarinda ve
ekstravaskiiler sivilarda farkli immiinoglobulin popiilasyonlar1 bulunmaktadir. Genel
olarak antikorlar, viicuda yabanci olan molekiiller veya viicuttaki diger ajanlara yanit
olarak iretilen konakgi proteinlerdir. Bu cevap, yabanci organizmalarin veya
organizmalarin hareketine karsi kendini korumak i¢in bir konak organizmanin
kullandigi kilit bir mekanizmadir. Spesifik reseptorleri tasiyan B-lenfositleri antijenin
antijenik belirleyicilerini algilar ve baglarlar ve bu, B-lenfositleri plazma hiicrelerine
doniistiirerek boliinme ve farklilasma siirecini uyarir. Agirlikli olarak antikorlari
sentezleyen bu lenfoid veya plazma hiicreleridir [73].

Yapisal olarak her immunoglobulin, iki 6zdes agir polipeptid zincirinden ve iki
0zdes hafif polipeptit zincirinden meydana gelir. Her agir ve hafif zincir, domain yani
etki alan1 ad1 verilen katlanmis bolgelerden olusur. Hem agir (~55 kD) hem de hafif
(~25 kD) zincirin iki 6zdes kopyas1 disiilfiir ve kovalent olmayan baglarla birlikte
tutulur ve sonugcta elde edilen molekiil ~150 kD'lik bir sematik Y-sekilli molekiille
temsil edilir (Sekil 2.6). Ig sinifina bagli olarak, herhangi bir antikoru olugturmak i¢in
bese kadar yapisal molekiil kombine edilebilir. Memelilerde bes Ig sinifi vardir (IgG,
IgM, IgA, IgD ve IgE); ve avianslarda ii¢ simf vardir (IgY, IgM ve IgA). Ozellesmis
memelilerde IgG ve IgA, agir zincirin korunmus bolgelerindeki polimorfizmlere baglh
olarak izotipler olarak adlandirilan alt smiflara ayrilmaktadir. Ig sinifi, bagisiklik

yanitinin hem tipini hem de zamansal niteligini belirlemektedir [74].
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Sekil 3.1: Antikorun molekiiler yapisi.

Antikorlarin temel protein yapisina ek olarak karbonhidrat bilesenleri de
bulunmaktadir. Antikorlar, agir zincirler boyunca dogal olarak glikolizedirler.
Ozellikle bir antikorun Fc kismi boyunca karbonhidrat igerigi, antikorun birgok
hareketini biiyiik Olclide etkilemektedir. Bu, antikorun plazma hiicresinden uygun
sekilde salgilanmasini, dolasimdaki kinetiklerini, antikora bagimli hiicre aracili
sitotoksisite ve tamamlayicinin eylemlerini ve uygun radyo-etiket veya baglayici eki
ile ilgili kimyay1 icermektedir [75].

Tim antikor molekiilleri ayn1 temel yapisal ozellikleri tasimaktadir. Fakat
antijenleri baglayan bolgelerde dikkate deger degiskenlik goziikmektedir. Antijen
baglayict bolgelerin bu degiskenligi, farkli antikorlarin gesitli sayida yapisal olarak
farkli antijeni baglama kapasitesini agiklamaya yardimci olmaktadir. Her bir bireyde,
her biri ayni antijen baglama bolgesine sahip antikor molekiilleri lireten ve diger
klonlar tarafindan iiretilen antikorlardan bu boélgede farkli olan milyonlarca farkli B
hiicresi klonu bulunmaktadir. Tetanoz toksoid gibi bir immiinojen tarafindan hiimoral
bir bagisiklik tepkisi tetiklendiginde, antijen adi verilen yabanct maddenin farkli
bolgelerine kars1 bir canlida ¢ok sayida antikor iiretilmektedir. Bunlar genellikle 6
veya 8 aminoasit igeren antijenik determinantlar veya epitoplar olarak bilinmektedir.
Her biri farkli bir B hiicresi klonundan ¢ikan bu antikorlar, ayni antijenin 6zellikli

epitopunu tantyabilmektedir. Farkli B hiicresi klonundan salgilanan antikorlar hep

16



birlikte poliklonal; ayn1 B hiicresi klonundan koken alan bir antikor, bu nedenle

benzersiz bir 6zgiilliige sahip olan monoklonal antikor olarak adlandirilmaktadir [76].

3.1. Hibridoma Teknolojisi

Hibridoma hiicreleri, fazla miktarda ve arzu edilen monoklonal antikorlarin
tiretilmesi igin tasarlanmis hiicrelerdir. Monoklonal antikorlar, hibridoma teknolojisi
olarak bilinen bir teknikle uzmanlasmis hibridoma hiicrelerinde iiretilebilmektedirler
[77]. Hibridoma teknolojisi, 1975 yilinda Georges Kohler ve Cesar Milstein isimli
bilim insanlar1 tarafindan kesfedilmis olup, Niels Jerne ile birlikte 1984 yilinda Nobel
Fizyoloji ve Tip odiiliine layik goriilmiistiir [78]. Bu teknoloji, fare antikoru salgilayan
plazma hiicrelerini-ki bu hiicreler doku kiiltiirtinde siirekli hiicre boliinmesi i¢in dogru
genleri saglar- ve 6liimsiiz murin miyeloma hiicrelerini- islevsel immiinoglobulin
genleri i¢in-, her birinin yararlar ile flizyonuna dayanmaktadir. Gergeklestirilmek
istenen bu flizyonun ana amaci, iki farkl hiicre tipinin niteligi olan siirekli biiyiime ve
biiyiik miktarlarda saf antikor liretme yeteneginin birlestirebilmesidir [77].

Hibridoma teknolojisinin temel olarak bagisiklama, flizyon ve secim,
goriintiileme, karakterizayon ve goriintiilleme olmak iizere 5 ana asamadan
olusmaktadir (Sekil 3.2).

B-lenfositleri, monoklonal antikorlarin daha fazla {iretilmesini tetikleyecek
antijen ile immiinize edilmis bir hayvanin, Ornegin, farenin dalagindan izole
edilmektedir. Bagisiklama, antijenin ya deri altindan ya da periton boslugunda,
ardindan antijenin takviye dozlari ile uygun bir adjuvant yani yardimer (bagisiklik
tepkisini uyaran bir antijenik olmayan preparat) ile birlikte enjekte edilmesiyle elde
edilir. Bagisiklama, kullanilan antijene 0zgli (klonal se¢im) antikor iireten B
lenfositlerinin popiilasyonunu arttirir ki bu da istenen hibridoma klonunu biiyiik
Olgiide elde etme imkan1 vermektedir [80].

Miyelomalar ise mineral yagini periton i¢ine enjekte ederek birkac farede
indiiklenmektedirler. Bu miyelomalarin ilk 6rneklerinin ¢ogu, Potter (1972) tarafindan
BALB / ¢ farelerinden izole edilmistir ve bu hiicreler MOPC kisaltmasi ile ifade
belirtilmistir. BALB / ¢ miyelomalarinin tiirevleri fiizyonlar i¢in en yaygin kullanilan
es haline gelmistir. Miyelomalar, antikorlarin salgilanmasi i¢in gerekli olan tiim

hiicresel sistemlere sahiptir ve ayn1 zamanda ¢ogu proteinleri salgilamaktadirlar.
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Birden fazla tipte antikor salgilayan hibridomalarin tiretimini 6nlemek igin, fiizyonlar

i¢in kullanilan miyelomlar, fonksiyonel antikorlarin {iretilmemesi i¢in se¢ilmistir [79].

@ -+ @
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Sekil 3.2: Hibridoma teknolojisinin asamalari.

Laboratuvar hayvanlar1 (6r. Fareler) 6nce bir antikora kars1 bir antikorun izole
edilmesine 1ilgi duydugumuz bir antijene maruz birakilmaktadir. Splenositler
memeliden izole edildiginde, B hiicreleri, polietilen glikol veya Sendai viriisii
kullanilarak HGPRT (hipoksantin-guanin fosforibosiltransferaz) geninden yoksun
olan 6liimsiizlestirilmis miyeloma hiicreleriyle kaynastirilmaktadir.

Kaynagmis hiicreler, HAT (Hipoksantin Aminopetrin Timidin) ortaminda
inkiibe edilmektedir. Miyeloma hiicrelerindeki aminopterin, novo veya kurtarma
ortam ile niikleotid iiretemedikleri i¢in 6liir, niikleotid sentezine izin veren yolu bloke
olmaktadir. Bu nedenle, kaynasamayan miyeloma hiicreleri 6liir. Basarili flizyon
olamamis B hiicreleri ise kisa Omiirlii olduklari i¢in Sliirler. B hiicrelerinden gelen
HGPRT geninin islevsel olmasi nedeniyle sadece flizyonlar1 basarili bir sekilde

gerceklesmis B hiicresi-miyeloma melezleri hayatta kalmaktadir. Bu hiicreler
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antikorlar tiretir (B hiicrelerinin bir 6zelligi) ve 6liimsiizdiir (miyeloma hiicrelerinin
bir 6zelligi) [80].

Inkiibe edilen ortam daha sonra her bir oyugun sadece 1 hiicresi icerecegi dl¢iide
cok gozlii plakalara seyreltilir. Daha sonra her bir kuyucuktaki siipernatant, istenen
antikor i¢in kontrol edilebilir. Bir kuyucuktaki antikorlar ayn1 B hiicresi tarafindan
tiretildiginden, bunlar ayni epitopa dogru yonlendirilecek ve monoklonal antikorlar

olarak bilinecektir.
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4. MATERYAL VE METOT

4.1. Materyal

4.1.1. Hiicre Hatt1 Secimi

CCDC-124 proteininin hiicre i¢indeki lokalizasyonunu gozlemleyebilmek i¢in
hiicre biiyiikliigii ve organel yapilarinin net bir sekilde goriintiilenebildigi insan HeLa
hiicre hatt1, sentrozom isaretleyicisi olarak kullanilan PLK-1 ile CCDC-124’{in hiicre
kolokalizasyonunun goriilmesi i¢in RPE PLK 1 GFP hiicre hatti, Western Blotting i¢in
ise gen aktarim orani acisindan yiiksek verim saglayan HEK293T hiicre hattinin

kullanilmas1 uygun goriilmiistiir.
4.1.1.1. HEK293T Hiicreleri

HEK?293 hiicreleri, saglikli bir insan fetiisiinden elde edilen embriyonik bobrek
hiicrelerinden tiiretilmis bir hiicre hattidir. Bu 6zel hat normal HEK hiicrelerinin
adenoviris 5 DNA's1 ile transformasyonu ve kiiltiirlenmesi ile baslatilmistir.
Doniistim, viral genomdan yaklasik 4.5 kilobazin HEK hiicrelerinin 19 nolu
kromozomuna entegre olmasiyla gergeklesmistir. Bu calisma 1970'lerin basinda, bilim
adami Alex Van der Eb tarafindan, Leiden Universitesi'ndeki laboratuvarinda
gerceklestirilmistir. Hiicreleri transfekte etmek i¢in kullanilan kalsiyum fosfat teknigi
de yine Van der Eb’ in laboratuarinda calisan diger bir arastirmaci Frank Graham
tarafindan bulunmustur. HEK293 ismi, Frank Graham'i 293 iincii denemesi oldugu
i¢in bu sekilde adlandirilmistir. Normal HEK 293 hiicrelerinden farkli olarak Hek293T
hiicreleri SV40 T-antijeni i¢ermektedir. T antijeni, hiicre dongiisiinii inhibe eden
proteinlere baglanarak siirekli hiicre dongilisline giren bir popiilasyon saglamakta ve
dolayisiyla transfeksiyon, trandiiksiyon ve plazmit ampfilikasyonu gibi uygulamalarda

basar1 oranini ylikseltmektedir.
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4.1.1.2. HeLa Hiicreleri

Hela hiicre hatti, Johns Hopkins Hastanesi Cerrahi Departmani'nda Dr George
0. Gey’ in Doku Kiiltiirii Laboratuvarinda aragtirmact Mary Kubicek tarafindan
silindir tiip teknigi ile serviks kanseri biyopsi Orneklerinin kiiltliri sonucu elde
edilmistir. Hiicreler, biyopsi orneginin sahibi 30 yasindaki kadin hasta Henrietta
Lacks'm isim ve soyisimlerinin ilk iki harfi kullanilarak "HeLa" olarak adlandirilmistir
[43].

Organel Dbiiyiikliklerinin  hiicresel goriintilleme konusunda sagladigi
avantajlarinin yani sira hem kolay transfekte olmasi hem de yiliksek verimde
transfeksiyon etkinligi gostermesi immiinfloresan deneyleri acisindan bu hiicre

hattinin se¢ilmesinde etken olmustur.

4.1.1.3. RPE PLK-1 GFP Hiicreleri

Retinal pigment epitelyumu (RPE), retinal gorsel hiicreleri besleyen ndrosensor
retinanin hemen disindaki pigmentli hiicre tabakasidir ve altta yatan koroid ve {ist
retina gérme hiicrelerine sikica baghdir [44]. Bu bdlgeden elde edilen RPE-340
hiicreleri pGRN145 hTERT (insan telomeraz ters transkriptaz) vektorii ile transfekte
edilmis ve bu sekilde hTERT-RPE-1 6liimsiiz hiicre hatt1 elde edilmistir [45].

Sentrozom, cilia ve orta cisimcigin diizenlenmesinde kritik gorevleri olan PLK 1
proteini, silia olusturan bir¢ok hiicre hattina nazaran ¢ok daha kisa zamanda (yaklasik
48 saatte) ve yliksek oranda silia olusumu gostermesi [46] ve hiicre dongiisii siirecinin
rahat bir sekilde gézlemlenebilmesinden 6tiirii FUCCI (Fluorescence Ubiquitin Cell
Cycle Indicator) teknolojisinde de agirlikli kullanilan hTERT-RPE-1 hiicre hattinda
cokea calisilmistir [47].

Bu ¢ercevede PLK-1 proteini ile iliskili canli hiicre goriintiileme deneylerinde
Burkard ve arkadaglarinin hTERT-RPE-1 hiicre hatt1 {izerinde homolog
rekombinasyon teknigiyle olusturdugu PLK-1* (PLK-1’in katalitik cebinde genis
piirin analoglarini kabul edebilecegi aminoasit modifikasyonlar1 yapilmis GFP fiizyon

hat) hiicre hatt1 kullanilmistir [48].
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4.1.2. Hiicre Kiiltiirii Soliisyonlar:

e Dulbecco’'s Modified Eagle Medium (DMEM)

Besiyeri, yiiksek glikoz igerigine sahip DMEM (Gibco 41966) igerisine ek
olarak %10 oraninda fetal sigir serumu (Gibco 10270106), %1 oraninda
penisilin/streptomisin (Gibco 15140122) eklenerek hazirlanmistir.

e Dulbecco’s phosphate-buffered saline (DPBS)
Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda ticari olarak satin alimmis olan DPBS (Gibco

14190) kullanilmistir.

e Tripsin

Hiicrelerin kiiltiire edildikleri petriyle temasini saglayan fokal adhezyon
molekiillerini ve birarada olmasini saglayan kaderin molekiillerini parcalayan bir
enzimdir. Calismalar sirasinda -20°C’ de saklanan enzim, DPBS igerisinde 2X olacak

sekilde hazirlanmustir.

e Hiicre Dondurma Besiyeri
Fetal s1gir serumu (Gibco 10270106) igerisine %10 Dimetil Stilfoksit (DMSO)
(Santa Cruz Biotechnology SC-358801) eklenerek hazirlanan dondurma besiyeri,

aliminyum folyo ile sarilip, steril olarak +4 °C’de inkiibe edilerek kullanilmustir.

4.1.3. Western Blotting Soliisyonlar:

e Liziz Tamponu
Her deney icin taze hazirlanmasi gereken liziz tamponu son konsantrasyonda,
500 mM Tris pH 8.0, 250 mM NaCl, %1 NP40 ve 1X proteaz inhibitorii barindiracak

sekilde hazirlanmistir.
e Jel Formiilasyonlari

Tris tamponu, SDS ve akrilamid ddH20 igerisinde agagidaki tablolarda yer alan

oranlar g6z 6niine alinarak hazirlanmistir (Tablo 4.1) ve (Tablo 4.2).
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Tablo 4.1: Yiriitme jeli i¢in gerekli malzemeler ve miktarlar.

YURUTME JELI %12
1.5 M Tris-HCI pH 8.8 1250 ul
ddH-0 1675 ul
% 30 Acryl / bis (37.5:1) 2000 pl
% 25 SDS 20 pl
%210 APS 50 pul
TEMED 5l

Tablo 4.2: Ayirma jeli igin gerekli malzemeler ve miktarlar.

AYIRMA JELI %4

0.5 M Tris-HCI pH 6.8 1250 ul
ddH-0 3009 pl
% 30 Acryl / bis (37.5:1) 666 ul
% 25 SDS 20 pl
%210 APS 50 pul
TEMED 5l

e Transfer Tamponu, 10X
30.3 g Tris ve 144 g glisin ddH2O0 igerisinde ¢oziilerek 1L’ ye tamamlanmistir.
Her deneyde taze hazirlanmak kosuluyla, %10 10X transfer tamponu %20 metanol

icerecek sekilde ddH20 ile 1X’e seyreltilerek 4 °C’de saklanip kullanilmistir.

e Yiiriitme Tamponu, 1X
Her deneyde taze hazirlanmak kosuluyla son konsantrasyonda %10 10X transfer
tamponu ve %04 oranda %25 SDS soliisyonundan igerecek sekilde eklenerek ddH20

ile 1L"ye tamamlanmistir.

e TBS, 10X
24.2 g Tris ve 87.6 g NaCl 1 L ddH2O igerisinde ¢oziilerek, pH'1 7.6 olacak

sekilde ayarlanmistir.
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o IXTBS-T
10X TBS soliisyonu ddH20O igerisinde 1X’e diisiiriiliip igerisine %ol Tween-20

eklenmistir.

e 1.5M Tris-HCI, pH 8.8
ddH20 igerisinde 36.34 g Tris ¢oziiliip pH 8.8 ‘e ayarlanmis ve ddH20 ile 200ml

ye tamamlanmustir.

e 1.5M Tris-HCI, pH 6.8
ddH20O igerisinde 12.11 g Tris ¢oziiliip pH 6.8 ‘e ayarlanmis ve ddH20O ile 200ml

ye tamamlanmuistir.

e %10 APS Soliisyonu
Her deneyde taze hazirlanmak kosuluyla 0.1 g amonyum persiilfat, 1 ml ddH20

igerisinde ¢oziiliip -20°C’ de muhafaza edilerek kullanilmistir.

e Strip Soliisyonu
Her deneyde taze hazirlanmak son konsantrasyon 100 mM [B-mercaptoethanol,
%2 SDS, 62.5 mM Tris-HCl igerecek ve pH 6.7 olacak sekilde hazirlanmustir.

e 50X Proteaz Inhibitérii soliisyonu
1 tablet proteaz inhibitérii (Roche 11 873 580 001) 1ml ddH2O igerisinde

¢oziiliip -20°C’ de muhafaza edilerek kullanilmistir.

¢ WB Bloklama soliisyonu
1X TBS-T igerisinde agirlik¢a %5 BSA veya siit tozu ¢oziilerek hazirlanmistir.

4.1.4. immiin Boyama Soliisyonlar1

e Yikama Soliisyonu (1X DPBS-T)
1X DPBS’in igerisine %01 Triton-X olacak sekilde eklenerek

hazirlanmstir.
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¢ [F Bloklama Soliisyonu
1X DPBS-T igerisinde agirlik¢a %2 BSA veya siit tozu ¢oziilerek hazirlanmistir.

e DAPI Boyasi
1X DPBS igerisine 1/10.000 oraninda DAPI soliisyonu eklenerek hazirlanmistir.

4.1.5. SDS-PAGE Soliisyonlari

Tris tamponu, SDS ve akrilamid ddH20 igerisinde asagidaki tablolarda yer alan

oranlar g6z 6niine alinarak hazirlanmistir (Tablo 4.3) ve (Tablo 4.4).

Tablo 4.3: Yiiriitme jeli i¢in gerekli malzemeler ve miktarlar.

YURUTME JELI %12
1.5 M Tris-HCI pH 8.8 1250 ul
ddH.0 1675 ul
% 30 Acryl / bis (37.5:1) 2000 pl
% 25 SDS 20 pl
%210 APS 50 pul
TEMED 5l

Tablo 4.4: Ayirma jeli igin gerekli malzemeler ve miktarlar.

AYIRMA JELI %4

0.5 M Tris-HCI pH 6.8 1250 ul
ddH-0 3009 pl
% 30 Acryl / bis (37.5:1) 666 ul
% 25 SDS 20 pl
%10 APS 50 ul
TEMED 5l
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e Transfer Tamponu, 10X
30.3 g Tris ve 144 g glisin ddH2O igerisinde ¢oziilerek 1L’ ye tamamlanmistir.
Her deneyde taze hazirlanmak kosuluyla, %10 10X transfer tamponu %20 metanol

icerecek sekilde ddH20 ile 1X’e seyreltilerek 4 °C’de saklanip kullanilmistir.

e Yiiriitme Tamponu, 1X
Her deneyde taze hazirlanmak kosuluyla son konsantrasyonda %10 10X transfer
tamponu ve %04 oranda %25 SDS soliisyonundan icerecek sekilde eklenerek ddH20

ile 1L"ye tamamlanmistir.

4.1.6. Coomassie Blue Staining Soliisyonlari

Fixleme Soliisyonu

ddH20 igerisinde %50 metanol ve %10 asetik asit iceren soliisyon hazirlanmistir.

Boyama Soliisyonu
ddH20 igerisinde 0.1% Coomassie Brilliant Mavisi, %50 metanol ve %10 asetik

asit igeren soliisyon hazirlanmistir.

Yikama Soliisyonu

ddH20 icerisinde %40 metanol, %10 asetik asit igeren soliisyon hazirlanmistir.

Saklama Soliisyonu

ddH20 igerisinde %10 asetik asit iceren sollisyon hazirlanmaistir.

4. 1. 7. Protein G Kolonu ile Affinite Kromatografisi Soliisyonlari

Baglanma soliisyonu
ddH20 igerisinde 0.02 M Sodyum Fosfat kimyasalinin pH’sin1 7.0’a ayarlanarak

hazirlanmstir.

¢ Yikama soliisyonu
ddH20 igerisinde 0.1 M Glisin-HCL ¢6zeltisinin pH’s1 2.7’ye ayarlanarak bir

soliisyon hazirlanmistir.
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e Notrlestirici sollisyon
ddH20 igerisinde 1 M Tris-HCL ¢6zeltisinin pH’s1 9.0’a ayarlanarak bir

sollisyon hazirlanmustir.

o Alkol soliisyonu

ddH2O0 igerisinde 20%’lik etanol soliisyonu hazirlanmistir.

4.1.8. Hiicre Transfeksiyonu

Immiin  boyama ¢alismalarinda  kullanilan HEK293T hiicrelerinin
transfeksiyonunda ise hem ucuz hem de efektif bir reaktif olan PEI kullanilmistir
(Tablo 4.5).

Tablo 4.5: HEK293T transfeksiyon malzemeleri ve miktarlari.

KULTUR | HUCRE DNA PEI SERUMSUZ
KABI SAYISI MIKTARI MIKTARI BESIYERI
10 cm 2.10° 6.25 ug 18.75 ul 10 ml

petri

4.1.9. Kimyasal Malzemeler

Deneylerde kullanilan kimyasallara, kimyasallarin markalarina ve katalog

numaralarina ait liste asagidaki Tablo 4.6’ da yer almaktadir.
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Tablo 4.6: Kullanilan kimyasal malzemeler.

. KIMYASALIN
KIMYASALIN ADI I:A{ig l?ASSA; LIN KATALOG
NUMARASI
2-Mercaptoethanol Sigma Aldrich M6250
3X-SDS Sample Buffer Biolabs B7703S
6X Purple Loading Dye NEB B7024S
Bradford Reagent Sigma Aldrich B6916
BSA Sigma Aldrich 7906
Dimethyl Sulfoxide Santa Cruz Biotech. | SC-358801
(DMSO)
DMEM Gibco 41966
DMEM/F-12 Gibco 31330-038
DPBS Gibco 14190
Ethanol Sigma Aldrich 16368
Fetal Bovine Serum (FBS) | Gibco 10270-106
Fluo. mounting medium DAKO S3023
Glycine MP Biomedicals 808822
Hidroklorik asit Sigma Aldrich 071102
L-Glutamine Gibco 25030-024
Metanol EMD Millipore 1.06009
PBS Tablet Sigma Aldrich P4417
Penicillin/Streptomycin Gibco 15140-122
Polyethylenimine (PEI) Polysciences 23966
Protein G HP Column GE Healthcare 17-0618-01
Protein Marker Thermofisher 26616
Sodium dodecyl sulfate Sigma Aldrich 5750
TEMED Sigma Aldrich T9281
Triton-X Sigma Aldrich T8787
Trizma base (Tris) Sigma Aldrich T6066
Trypsin-EDTA Gibco 15400054
Tween 20 Sigma Aldrich P1379

4.1.10. Kullanilan Cihazlar

Deneylerde kullanilan cihazlara, cihazlarin markalarma ve model numaralarina

ait liste asagidaki Tablo 4.7 de yer almaktadir.
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Tablo 4.7: Kullanilan cihazlar.

CIHAZIN ADI CIHAZIN MARKASI | CIHAZIN MODELI
Agaroz Jel ve BIO-RAD ChemiDoc XRS+
Immunoblot

Goriintiilleme Cihazi

Agaroz Jel Yiiriitme BIO-RAD Wide Mini-Sub® Cell
Sistemi GT Cell

Canl1 Hiicre Leica DMi8

Goriintiileme

Mikroskobu

Calkalayici Labnet ROCKER 25
Dondiiriicti/Calkalayict | Biosan RS-60

Floresan Mikroskobu NIKON H600L

Floresan Mikroskop Leica DM2500 LED
(Upright)

Hassas Terazi ADAM PGW 253i

Affinite Kromatografisi

GE HealthCare AKTA
Purifier

Inertsil ODS-3V Sum

WesterN Blotting Biorad

Ekipmanlar ve Gii¢

Kaynagi

Inkiibator Heal Force Smart Cell
Kuru Banyo (Is1 Blogu) | Benchmark BSH1002-E
Laminar Akim Kabini Cryste

pH Metre Hanna HI-2211
Sogutmal1 Eppendorf HITACHI CT-15RE
Santrifiij Cihazi NUVE NF-1200R
Su Banyosu Wisd WiseBath
Vortex SCILOGEX MX-S

4.1.11. Kullanilan Antikorlar

Deneylerde kullanilan antikorlara ait bilgiler; western blotting ve immiin

boyama c¢alismalar1 sirasinda kullanilma oranlarina iligkin bilgiler Tablo 4.8°de

gosterilmistir.
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Tablo 4.8: Kullanilan antikorlar.

ANTIKOR | ELDE FIRMA KATALOG | WB IF
EDILDIGI NUMARASI | ORANI | ORANI
ORGANIZMA

Anti-Mouse Keci Sigma 2429 1/5000

IgG ¢ Aldrich

CCDC-124 C | Tavsan(100- Bethyl A301-835 1/1000 | 1/200
Terminus 150) Laboratories
CCDC-124 Tavsan(100- Bethyl A301-834A | 1/1000 | 1/200
Middle 150) Laboratories
CCDC-124 1/1000 | 1/200
: Tavsan Abcam
N-Terminus
Cell 4408S 1/500
Mouse Fare Signalin
Alexa-488 gnaiing
Technology
Cell 4409S 1/500
Mouse Fare Signaling
Alexa-555
Technology
Rabbit _— . izlllin 4413S 1/500
Alexa-488 avsa gnafing
Technology
Rabbit . o iglllin 4412S 1/500
Alexa-555 avsan gnaiing
Technology
y-Tubulin Fare(38-53) Abcam ab11316 1/200
y-Tubulin Tavsan Abcam ab27074 1/200
4.2. Metot

4.2.1. Hiicre Kiltiiria

4.2.1.1. Hiicre Kiiltiirii Ortamm

Hek293T ve HeLa hiicre hatlar1 %10 FBS ve %1 penisilin/streptomisin i¢eren
yiiksek glikozlu DMEM besi yeri ortaminda, RPE-PLK 1 hiicre hattt DMEM/F12, %10

FBS, %1 Pen/Strep ve %1 L-Glutamin i¢eren besi ortaminda ve hibridoma klonu olan

4B3 klonu ise %20 FBS ve %] penisilin/streptomisin igeren yiiksek glikozZlu DMEM

besi yerinde 37°C sicaklik ve %5 COg2 kosullar1 barindiran inkiibatérde muhafaza

edilmistir. Hiicrelerin besi yerleri ortalama 3-4 giinde bir degistirilmis, hiicre

yogunlugu %80 civarina geldiginde alt kiiltiirleme yapilmustir.
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4.2.1.2. Alt Kiiltiirleme

Alt kiiltiirleme i¢in hiicrelerin besi yerleri vakum yardimiyla uzaklastirilmigtir.
Daha sonra ortamda kalan eski besiyeri kalintilardan uzaklastirmak i¢in 1X PBS ile
yikanmistir. Hiicrelerin hiicrelerle ve biiylidiigii ortamla baglantilarin1 koparmak igin
1X Tripsin ilave edilip, enzimin aktivasyonunu saglamak i¢in yaklasik 2 dk 37°C
sicaklik ve %5 CO2 inkiibatorde inkiibe edilmistir. Enzim aktivasyonunu durdurmak
icin ortama yeni besi yeri eklenip, mikropipet ile pipetajlanip oda sicakliginda 1500
rpm’de 5 dk santrifiijlendi. Santrifiijden alinan hiicrelerin iist sivis1 vakum araciligiyla
cekilir ve ardindan yeni besi yeri eklenerek homojenizasyonu saglandi.

4B3 hibridoma klonu iginse besiyerinin renk degisimine bagl olarak, hiicrelerin
pipet yardimiyla homojenizasyonu saglanmig olup, 1500 rpm’de 5 dk santrifiijlenir ve

ardindan st s1v1 toplanmak iizere ayrilir, kalan pellet yeni besi yerine alindi.

4.2.1.3. Hiicrelerin Dondurulmasi

Hiicreler, yaklasik %40 cogalma gozlemlendigi anda besiyeri ortamindan eski besi
yeri ¢ekildikten sonra 1X PBS ile yikanan hiicrelere uygulanan tripsin ile 1500 rpm de
5dk santrifiij yapilmistir. Ust s1vi gekilip, pellet dondurma besiyeri olarak hazirlanan
%5 DMSO + %95 FBS soliisyonu igerisinde ¢6ziiliir ve kriyotiiplere dagitilarak -

80-C’de 1 hafta saklanip daha sonra hiicreler -80-C’den s1v1 azota alinmigtir.
4.2.1.4. Dondurulmus Stok Hiicrelerin Acilmasi

Sivi nitrojen tankindan alinan hiicreler 37-C’deki su banyosunda 1-2 dakika
bekletildi. Daha sonra 15ml lik falkon tiip icerisine 10ml taze biiylime besiyeri eklenip

hiicreler icerisine transfer edildi. 1500 rpm de 5 dk santrifiij yapilan hiicrelerin iist

stvist atilip, pellet 7ml taze besiyerinde ¢oziilerek T25 flaska ekildi.
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4.2.1.5. Hibridoma Ust Sivilarimin Saklanmasi

Hibridoma hiicre klonlarinin alt kiiltiirleme sirasinda toplanan iist sivilari
kontaminasyon riskinden otiirii %0,2 oraninda Sodium Azide eklenerck -20°C’de

saklandi.

4.2.2. Gegici Hiicre Hatti Transfeksiyonu

HEK 293T hiicreleri her kuyucukta 2 milyon olacak sekilde 10cm’lik kiiltiir
kabinda ekilerek 24 saat boyunca inkiibe edilmistir. Ekimin yapildigi zamandan 24
saat sonra her kuyucuk 1ml serumsuz besiyeri icerisine gerekli miktarda plazmid DNA
eklendikten sonra birka¢ defa yavascga pipetlenip oda sicakliginda 5dk inkiibasyon
yapildi. Ardindan iizerine PEI reaktifinden eklenip tekrar yavasca pipetleme yapilip
15 dk karanlikta oda sicakliginda bekletilen karistm 9ml taze serumsuz besiyeri
eklenen hiicrelerin lizerine damlatilip 24 saat 37°C ‘de %5 CO. saglayan inkiibatorde
inkiibasyona birakildi. Siire sonunda besiyeri taze serumlu besiyeri ile degistirilip
transfekte edilen plazmid DNA’nin ekspresyonunun saglanmasi icin 24 saat siire ile

inkiibasyona birakildu.

4.2.3. Protein G Kolonu ile Affinite Kromatografi

-20 °C’de muhafaza edilmek tizere hibridoma hiicrelerinin st sivisi, 1500
rpm’de 5 dk’lik siire ile santrifiijden geg¢irilmis ve sonrasinda ise 0.45°lik filtre
araciligiyla filtrasyonu gergeklestirilmistir. Ust sividaki kontaminasyonu engellemek
i¢in 0.2M NaN3 eklenmistir.

Donmus olan {ist sivi, buzun i¢ine alinmis, kendi 1s1s1m1 kaybetmeden erimesi
saglanmstir.

Saflastirmay1 gerceklestirecegimiz cihaz, ilk olarak 100 ml kadar %20°1ik etanol
ve ardindan 60 ml kadar da ddH20 ile temizlendi. Ornegi yiikleyecegimiz alan
baglanma soliisyonuyla dolduruldu. Bu sirada almaglar da baglanma soliisyonu
igerisinde bekletildi. Daha sonra sistem baglanma soliisyonuyla yikandi.

+4 °C’de muhafaza edilen IgG kolonu sisteme takildi. Kolon sisteme takildiktan

hemen sonra A almaci baglanma soliisyonuna, B almaci ise elution soliisyonuna
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takildi. Buzda bekletilen 50 ml miktarinda olan iist sivi, 10 ml’lik enjektor yardimiyla
hava ve kopiik birakmadan sisteme yiiklendi.

Cihazdan gegen 6rneklerin bosalacag: tiiplere ndtrlestirmek amaciyla her birine
pH’s1 9.4 olan TrisHCI’den 50 ul eklendi. Cihazda kayitli olan IgG kolonu i¢in uygun
metodu girdikten sonra saflastirilma islemi baglatildi. Saflastirma islemi sona erdikten
sonra kolon, 1 ml’de %20 etanol ile yikayip, +4’de kaldirildi. Son olarak sistemin
temizligi icin ddH20 ile sonra ise %20 etanol ile yikanip kapatildi, almaglar ise

%20’lik etanole takildi.

4.2.4. Western Blotting

Hiicreler 10 cm petriden 1X soguk DPBS ile kazinarak toplanip ve 1500 rpm de
5 dk santrifiij yapildi. Ust s1iv1 atilip hiicre pelletinin iizerine 200 pl Liziz tamponu
eklendi. 30 dk buzda inkiibasyona birakilan karisim 10 dakikada bir 10 s vortekslendi.
Inkiibasyon sonrasi 14000rpm de 30 dk 4 °C’de santrifiij yapildi ve iist sivi
(proteinlerin bulundugu faz) toplandi. Protein konsantrasyonu belirlendi, her kuyuda
30pg protein olacak sekilde eppendorflara ayrildi. Uzerine 3X SDS &rnek tamponu
eklenir ve 100 °C’de 5dk denatiire edildi. Aynmi igslem saflagtirilmig protein ile de
yapildi. Ardindan 1X yliriitme tamponu igerisinde SDS-PAGE’de yaklasik 1,5 saat
yiiriitiilen 6rnekler, 1X Transfer tamponu icerisinde 100V gerilim altinda 1,5 saat
boyunca PVDF membrana transfer edildi. Transfer sonrasi gece boyu WB bloklama
soliisyonunda 4 °C’de ¢alkalanan membrana taze WB bloklama soliisyonu igerisinde
oda sicakliginda c¢alkalamali inkiibasyonla 2 saat birincil antikor uygulamasi yapildi.
Ardindan 3 defa 10’ar dakika 1X TBS-T ile yikanan membrana yine taze WB
bloklama soliisyonu igerisinde oda sicakliginda calkalamali inkiibasyonla 1 saat
1s1ktan korumali sekilde ikincil antikor uygulamasi yapildi Uygulama sonras1 3 defa

10’ar dakika 1X TBS-T ile yikanan membranin ECL soliisyonu ile goriintiisii alindi.

4.2.5. Coomassie Blue Staining

SDS-PAGE ile yiirtitiilen jel, dikkatli bir sekilde kaba alindi. Kabin igerisinde
hazirlanan Coomassie Mavisi Boyama soliisyonlarindan ilk once ornegin iizerini
kapatacak bir bicimde hazirlanan Coomassie Mavisi Boyama soliisyonu eklendi ve

1s1ktan etkilenmemesi i¢in tizeri aliiminyum folyo ile kaplanip, calkalayicida yaklagik
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3-4 saat bekletildi. Bekletilen jele niifuz eden boyayr yikamak i¢in yikama
soliisyonunda 3 kere 30dk lik periyotlar ile bekletildi. Daha sonra jelin goriintiileme

cihazindan goriintiisu alindu.
4.2.6. immiin Boyama

Deneyin baslangicindan bir giin 6nce 6-kuyulu petriye steril lamel konup tizerine
20x10* hiicre ekildi. Ertesi giin 2 defa 5’er dk 1X DPBS ile yikanan hiicreler %100
metanol ile 10dk -20 °C’ de inkiibasyona birakildi. Ardindan 3 defa 5’er dk yikama
soliisyonuyla yikanan hiicrelere bloklama soliisyonu eklenip 1 saat oda sicakliginda
calkalamali inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonras1 bloklama soliisyonu ortamdan
cekilir ve taze bloklama soliisyonu igerisine 1/200 oraninda primer antikor eklenip
hiicreler tekrar oda sicakliginda 1 saat galkalamali inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonrast primer antikor soliisyonu ortamdan cekildi ve 3 defa 5’er dk yikama
sollisyonuyla yikandi. Devaminda taze bloklama soliisyonu igerisine 1/500 oraninda
ikincil antikor eklenip hiicreler 1siktan korumali bir sekilde oda sicakliginda 1 saat
calkalamal1 inkiibasyona birakild. Ikincil antikor inkiibasyonundan sonra hiicreler 2
defa yikama soliisyonu ile yikanip 15 dk oda sicakliginda DAPI soliisyonu igerisinde
calkalamali inkiibasyona birakildi. DAPI uygulamasindan sonra 15dk ddH20O ile

yikanip DAKO floresans kapama soliisyonu ile lam iizerine kapatildi.
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5. SONUCLAR

5.1. 4B3 Hibridoma Klonunun Biiyiitiilmesi

2010 yilinda hibridoma teknolojisi ile iiretilen hibridoma klonlarindan en iyi
sonug veren klon olan 4B3 hibridoma hiicre klonu [3], canlilig1 yitirilmeden hiicre
kiiltiirli ortaminda high glucose dmem besi yeri ile saglikli bir sekilde biiyiitiildi (Sekil
5.1). Kullanilan besi yerindeki asidite, renk degisimiyle gozlemlenmistir. Sar1 ve
turuncu arasinda renk degistiren besi yerindeki hiicreler, pasajlanarak yeni besi yeri

ortamina alinmustir.

Sekil 5.1: Hibridoma hiicrelerinin 100 pm’de mikroskop goriintiisti.

Sekil 5.2: Hibridoma hiicrelerinin 25 pm’de mikroskop goriintiisii.
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Yapisal olarak adherent olmayan, siispansiyon halde bulunan (Sekil 5.2)
hibridoma hiicreleri, pasajlanirken tripsin gibi enzimler kullanilmamistir. Sekil 5.1 ve

5.2’de goriilen hibridoma hiicreleri, T75 flaskinin igerinde bulunmaktadir.

5.2. Ust Stvimin Protein G Kolonu ile Affinite Kromatografisi

Daha 6nce de belirttigimiz hibridoma hiicresi klonlarindan 4B3 klonunun hiicre
kiltirti  ¢aligmalar1  sirasinda elde edilen {ist sivisi-ki  monoklonal antikor

icermektedir.-, ile protein G kolonu ile affinite kromatografisi yapilmustir.
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Sekil 5.3: Ust sivinin protein G kolonu ile affinite kromatografisi.

Yapilan bu g¢alismada, Sekil 5.3’te goriildiigii iizere kromatografi cihazina
yiiklenen oOrneklerin bir kismi protein G kolonuna baglanmazken bir kismi ise
baglanmistir. Kolona baglanmasinin gostergesi olan peakin dahilinde olan 6rnekler,

tiip icerisinde toplanmis ve buzda bekletilmistir.

5.3. Monoklonal Antikorlarin Coomassie Blue Staining ile
Analizi

Protein G kolonu ile saflagtirilan drneklerdeki protein varligi diger bir ifadeyle

immunoglobulinel yapida oldugunu tespit etmek i¢in yapilan coomassie blue staining
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deneyi yapilmistir. Literatiirde bilinen haliyle immunoglobulin proteinin agir ve hafif
olmak iizere iki tane zincir i¢erdigi bilinmektedir. Agir zincirin yaklagik olarak 50 kDa

agirlinda, hafif zincirin ise 20 kDa agirliginda oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 5.4: Monoklonal antikorlarin coomassie blue staining ile analizi.

Saflagtirdigimiz 6rnekler ile yaptimiz bu deneyde, olumlu sonu¢ bekledigimiz
orneklerle birlikte pozitif ve negatif kontrol de kullanismistir. Pozitif kontrol olarak
CCDC-124 proteinin N Terminal’ine 6zgli antikor ve saflastirilmayan hibridoma
hiicresinin st sivis1 kullanilmistir. Pozitif kontrollerden ¢ikan sonug, N Terminal
antikorun jelde yeterince yiiriitiilmemesi veya jele 6rnegi yiikledigimiz esnada yapilan
denatiirasyonun tam olarak ger¢eklesemedigi i¢in 50 kDa’da bant vermis, hafif zincir
olan 20 kDa agirliginda ise bant gozlemlenmemistir. Hibridoma iist sivisi ise
blinyesinde barindirdigi yogun proteinlerden dolay: jelin yiiriitiilmesi esnasinda
zorlanmistir. Ayn1 zamanda siipernatantta gézlemlenen kalin bandin yaklasik olarak
66 kDa agirliginda olan alblimin proteini oldugu diisiiniismektedir. Protein G kolonuna
baglanmayan Orneklerden alinan negatif kontroller ise bize atik Orneklerin
immunoglobin ihtiva etmedigini gostermistir. Protein G kolonuna baglanan drneklerin
55 kDa ve 25 kDa agirliginda iki ayr1 bant vermis olmasi bizlere bu proteinlerin

immunoglobulin oldugunu géstermistir.
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5.4. Monoklonal Antikorlarin Western Blotting ile Analizi

Immunoglobulin yapida oldugu analiz edilen ve antikor oldugu ispat edilen
monoklonal antikorlarin, CCDC-124 proteinine 0zgii oldugunu gostermek igin
Western Blotting analizi yapildi. Bu deneyin amaci, SDS-PAGE ile yiiriitiilen protein
orneklerine birincil antikor olarak ticari ve saflagtirdigimiz monoklonal antikorlarla ile
muamele etmekti. Yapilan Western Blotting analizleriyle, saflastirilan monoklonal
antikorlarin yiiksek pg proteinleri tanimakta zorluk g¢ektigi goriilmiistiir. HEK293T
CMV-CCDC-124 hiicre hattindan alinan lizatlar ve E.coli ‘den His-Tag ila saflastirilan
CCDC-124 proteinlerini ile yapilan deneyde, lizatlar1 tanimadig1 ortaya konulmustur.
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Sekil 5.5: Monoklonal antikorlarin western blotting ile analizi.

Yapilan Western Blotting caligmalar1 bize saf CCDC-124 proteini 6rneginde
gerek ticari alinan poliklonal antikorlarda gerekse saflastirdigimiz monoklonal
antikorlarda, CCDC-124 proteinin 35 kDa ve 15 kDa civarinda olmak tizere iki

izoformu oldugunu gdstermistir.
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5.5. Monoklonal Antikorlarin immiin Boyama ile Analizi

Saflastirdigimiz monoklonal antikorlar, immiin boyama deneyleri ile analiz
edilmistir. Bu deneylerde, diger analizler sirasinda kullandigimiz CCDC-124
proteinine 6zgii ticari poliklonal antikorlarin aksine saflastirilan monoklonal antikorlar
hiicre i¢inde efektif sonu¢ vermistir. Poliklonal antikorlarin, hiicre icinde proteine
0zgii olmayan pek yok yapiya baglandig1 ve kirli bir arka plan verdigi; monoklonal
antikorlarin ise tek bir epitoptan tanmidigi CCDC-124 proteini ile olumlu sonug
vermistir (Sekil 5.7). Ayn1 zamanda yapilan immiin boyama g¢aligmalarinda, ticari
poliklonal antikorlarin aksine monoklonal antikorlarin seyreltme yiizdeki daha az

olmali oldugu sonucu ¢ikmustir.

Mid Ab CCDC-124 PLK-1

MERGED

Sekil 5.6: RPE-PLK1 GFP hiicreleriyle immiin boyama (Mid pAb).
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mAb CCDC-124 PLK-1

MERGED

Sekil 5.7: RPE-PLK1 GFP hiicreleriyle immiin boyama (mADb).

mAb CCDC-124 PLK-1

MERGED

Sekil 5.8: RPE-PLK1 GFP hiicreleriyle immiin boyama (mADb).

40




mAb CCDC-124 PLK-1

MERGED

Sekil 5.9: RPE-PLK1 GFP hiicreleriyle immiin boyama (mADb).

RPE-PLK GFP hiicre hattin1 kullanarak yaptigimiz immiin boyama
calismalarinda kullanilan monoklonal antikor ile PLK-1 ile CCDC-124’iin hiicre
icinde kolokalize oldugu goriilmiistiir.

Ayni zamanda saflastirilan monoklonal antikorlar, ilk defa immiin boyama
deneylerinde kullanilmis olup hiicre iginde ilk defa gozlemlenme firsatini

dogurmustur.
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6. TARTISMA

4B3 hibridoma klonundan hiicre kiiltiiri calismalar1 ile alinan {ist siv1 affinite
kromatografisi ile saflastirilmis ve immiin boyama, biyokimyasal metotlar ile analiz
edilmistir.

Bu ¢galismalar 15181nda, st sivinin saflagtirilmasi sirasinda yapilan kromatografi
caligmalar1 bize monoklonal antikorun protein G ailesinden geldigini gdstermistir.

Saflastirilan monoklonal antikorlar1 tayin etmek i¢in yapilan deneylerden biri
olan western blottingte, HEK293T CMV - CCDC-124 hiicre hatti lizatlarin
tantyamamasi, saf proteini tanimasi bize bu proteine kars1 diisiik 6zgiilliigii oldugunu
diisiindiirmektedir. Western Blotting deneylerinden ¢ikan bir baska sonug, proteini tek
bir epitop denilen 6zel bdlgeden tantyan monoklonal antikorun, bu deneyler sirasinda
bu bolgenin denatiire olmasi olabilecegi ve yiiksek 1siya maruz kalmasinden otiirii ti¢
boyutlu yapisinin bozulmasidi. Ayni zamanda western blotting calismalarinda
kullanilan His-Tag piire CCDC-124 6rnegiyle yapilan analizlerde birincil antikorlar
olan poliklonal ve monoklonal antikorlar, CCDC-124 proteinini 33 kDa ve 15 kDa
civarinda olmak iizere iki bant verdigi gosterilmistir. Bu sonug bize, bu proteinin saf
halde iki ayr1 izoformu oldugunu diisiindiirmektedir.

Immiin boyama deneylerindeki veriler bize, saflastirdigimiz monoklonal
antikorun poliklonal antikora kiyasla daha spesifik oldugu sonucunu gostermistir. Tek
bir B hiicresi klonundan ve dolayisiyla tek bir epitopa 6zgii monoklonal antikorlarin
bu deneyler sirasinda olumlu sonu¢ verdigi gorilmiistiir. Ayn1 zamanda ilk defa
immiin boyama deneylerinde ilk defa kullanilan CCDC-124 monoklonal antikoru,
poliklonal antikorlarin aksine az seyreltik olmasina ragmen ozgilliigii yliksek
derecededir. Immiin boyama deneyleri esnasinda kontrol amagli kullanilan poliklonal
antikorlar, ¢ekirdek ve sitoplazmada spesifik olmayan baglanmalar gerceklestirmis ve
yapilan deneyler sirasinda kullanmanin riskli oldugunu gdstermistir. Ozellikle
poliklonal antikor ile yapilacak olan immiin boyama deneylerinde, olas1 CCDC-124
ile kolokalize olmas1 beklenen proteinlerin se¢ilmesini zorlagtiracaktir. Tiim bu
immiin boyama deney verilerinin 1s18inda monoklonal antikor kullanmanin hem
zamansal hem de analizlerdeki kesinlik adina uygun oldugu diisiintilmektedir. Hiicre
igindeki islevi, yeri ve hiicre igindeki olasi esleri heniiz kesin olmayan CCDC-124

proteini ile yapilacak olan immiin boyama deneylerinde bu antikorun kullanilmasi
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deney verilerinde olumlu sonug ¢ikartacaktir. Ayni1 zamanda kanserli hiicre hatlarinda
da ayni islevi gorecektir.

Sonuglar bizlere, saflastirdigimiz monoklonal antikorlarin western blotting
analizlerinde yeterli olmayip immiin boyama deneylerin de ise yliksek Ozgiilliik
vermesi bu antikorun yapisal olabilecegini fikrini diisiindiirtmektedir. Ozellikle en
basta bahsedilen gibi, CCDC-124 proteinin her dokuda ifade edilmesi ve bazi
dokularda daha fazla ifadesi verileri 15183inda yapilacak olan herhangi bir doku
boyamasi ¢caligmalarinda saflastirilan monoklonal antikorlarin, kullanilmasinin olumlu
sonu¢ verecegi tahmin edilmektedir. Sentrozomdaki ve hiicre boliinmesindeki
aksakliklarin ayn1 zamanda kanser biyolojisiyle de ilgili olmasi dolayistyla, kanserli
dokularda kullanilmasi bu monoklonal antikorlarin belirte¢ gorevi gorebilecegi

diistiniilmektedir.
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