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ÖZET 

Dönmez, N., Kemik İliği Mezenkimal Kök Hücrelerinde PKNOX2 Proteininin ATM ve 

RNF8 ile Etkileşimlerinin İncelenmesi, Hacettepe Üniversitesi Sağlık Bilimleri 

Enstitüsü Kök Hücre Programı Yüksek Lisans Tezi, Ankara, 2019. Son araştırmalar 

transkripsiyon faktörü PKNOX2’nin tümör baskılayıcı bir protein olduğunu ve Fanconi 

anemisi hastalarının kemik iliği kaynaklı mezenkimal kök hücrelerinde (Kİ-

MKH’lerinde) azaldığını göstermiştir. Günel-Özcan grubunun yayınlanmamış 

çalışmasında PKNOX2 ko-immunopresipitasyon sonrası proteom analiz listesinde 

PKNOX2’nin etkileştiği proteinler arasında ATM ve RNF8 proteinlerinin düşük 

‘coverage’ değeri ile saptanmış olması PKNOX2’nin DNA onarım yolağında rol 

oynayabileceğini düşündürmüştür. Bu çalışmanın amacı bu hipotezi test etmek için, 

PKNOX2 proteini ile ATM ve RNF8 proteinlerinin etkileşimini doğrulamak ve bu 

etkileşimin DNA hasarı ile durumunu Kİ-MKH’lerinde araştırmaktı. Etkileşimlerin 

doğrulanması için Kİ-MKH’lerine PKNOX2 overekspresyon plazmidi elektroporasyon 

ile aktarıldı ve protein izolasyonu sonrası, ko-immunopresipitasyon ve Western 

blotlama yapıldı.  Ko-IP sonrası Western Blot analizleriyle PKNOX2 ile ATM etkileşimi 

doğrulanırken, IgG heavy chain kirliliği olabileceği değerlendirmesi PKNOX2 ile ATM 

veya RNF8 etkileşiminin varlığı in situ proximity ligation assay (PLA) ile 

gerçekleştirilmiştir. PLA yöntemiyle bu etkileşimlerin hem sitoplazma hem çekirdek 

içinde olduğu saptanmıştır. DNA hasarı durumunda etkileşimleri incelemek için ɣ-

irradiye edilen Kİ-MKH’lerde DNA hasarı oluştuğu akım sitometri yöntemiyle 

doğrulanmıştır. PI boyaması ile yapılan akım sitometri analizlerinde hücre döngüsü 

piklerinde keskin ayrışma olmadığından kesin sonuca varılamamakla birlikte DNA 

hasarına uğrayan hücrelerin G2 fazında tutuklandığı bulunmuştur. ɣ-irradyasyon ile 

DNA hasarına uğrayan hücrelerde PLA, PKNOX2 ile ATM etkileşimini gösterememiştir 

ancak PKNOX2-RNF8 etkileşimi artmıştır.  Sonuç olarak PKNOX2 transkripsiyon 

faktörünün ATM ve RNF8 ile etkileştiği literatürde ilk kez olarak gösterildi. DNA hasarı 

ile etkileşimlerdeki değişim daha ileri çalışmalar ile doğrulanmalıdır.  

 

Anahtar Kelimeler: PKNOX2, ATM, RNF8, Kİ-MKH, PLA 
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ABSTRACT 

Donmez, N., Investigation of PKNOX2 Protein Interactions with ATM and RNF8 in 

Bone Marrow Derived Mesenchymal Stem Cells, Hacettepe University Graduate 

School Health Sciences Stem Cell Program Master Thesis, Ankara, 2019. Recent 

research has shown that the transcription factor PKNOX2 is a tumor suppressor 

protein and decreases in bone marrow-derived mesenchymal stem cells (BM-MSCs) 

of Fanconi anemia patients. In the previous unpublished study of Günel-Özcan Group, 

it was suggested that PKNOX2 may play a role in the DNA repair pathway due to the 

low 'coverage' of ATM and RNF8 proteins in the proteome analysis list obtained after 

PKNOX2 co-immunoprecipitation. The aim of this study was to confirm the 

interaction of PKNOX2 protein with ATM and RNF8 proteins in order to investigate 

the DNA damage and status of this interaction in BM-MSCs. To confirm the 

interactions, the PKNOX2 overexpression plasmid was transferred to BM-MSCs by 

electroporation, protein isolation was performed from these cells and, co-

immunoprecipitation and Western blotting were performed. While PKNOX2 and ATM 

interaction was confirmed by Western Blot analysis after co-IP, PKNOX2 and ATM or 

RNF8 interactions was also confirmed by in situ proximity ligation assay (PLA) due to 

IgG heavy chain contamination possibility. These interactions were determined by 

PLA method both in the cytoplasm and in the nucleus. In order to examine the 

changes in the interactions with DNA damage, DNA damage was detected by flow 

cytometry in ɣ-irradiatiated. In the flow cytometry analyses performed with PI 

staining, it was thought that the cells damaged DNA were arrested in the G2 phase, 

although it was not possible to conclude that there was no sharp dissociation in the 

cell cycle peaks. In situ proximity ligation assay did not detect PKNOX2 and ATM 

interaction in ɣ-irradiated cells but increase in PKNOX2-RNF8 interaction was 

observed. In conclusion, it was shown for the first time in the literature that PKNOX2 

transcription factor interacts with ATM and RNF8. Changes in interactions with DNA 

damage should be confirmed by further studies. 

 

Keywords: PKNOX2, ATM, RNF8, BM-MSC, PLA 
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1. GİRİŞ 

Mezenkimal kök hücreler, kendini yenileyebilme özelliğinin yanı sıra immün 

baskılayıcı özelliğinin bulunması ve tedavi amaçlı kullanılmasında daha az risk 

içermesinden dolayı önemi günden güne artan bir kök hücre grubudur. Bunun yanı 

sıra kemik iliğinde, hematopoetik hücrelerin mikroçevresini oluşturması nedeniyle 

hastalıklı mikroçevrenin fizyopatogeneze olan katkısını incelemek ve kök hücrelerde 

protein etkileşimlerini incelemek için de önemli bir kaynaktır (1). Daha önceki 

TUBİTAK1001 ve AB COST aksiyonu proje destekleri (TUBİTAK 110S021, 214Z033 ve 

AB COST BM0805) ile gerçekleştirilen Günel-Özcan grubunun çalışmalarında Fankoni 

anemisi bulunan hasta ve sağlıklı grupların kemik iliği mezenkimal kök hücrelerinde 

HOX kofaktörlerinden PKNOX2 ifadesinde anlamlı bir farklılık saptanmıştır (2).  

PBX/Knotted1 Homeobox 2 (PKNOX2), HOX transkripsiyon faktörlerinin 

özgünlüğünde rol oynayan kofaktörlerden TALE (Three amino loop extension) 

homeodomein grubunda yer alır (3). PKNOX2’nin paralogu olan PKNOX1’in 

fonksiyonları hakkında yeterli bilgi bulunmasına rağmen PKNOX2’nin hücresel 

fonksiyonları çok iyi bilinmemektedir (3). PKNOX2 diğer adıyla PREP2, 11. 

kromozomdan kodlanan bir transkripsiyon faktörüdür. PKNOX1 ile PKNOX2 birbirine 

benzer bölgeleri olduğu gibi kendilerine özgü kısımları da saptanmıştır. PKNOX2, 463 

aminoasitten oluşurken PKNOX1, 436 aminoasittir (4). PKNOX1 ile PKNOX2’nın 

homeodomain (HD) kısımları %94 benzerlik gösterir ancak bütünsel protein 

benzerlikleri sadece %52’dir (4). Bu iki paralog transkripsiyon faktörünün N-ucu 

bölgeleri kendilerine özgüdür. Northern blotlama yöntemi çalışmaları ile kalp, beyin, 

iskelet kası ve yumurtalıkta PKNOX2’nin ifadesi yüksek düzeyde saptanırken, 

plasenta, akciğer, pankreas, prostat, testis ve ince bağırsakta daha düşük mRNA 

ifadeleri tespit edilmiştir (4). 

TUBITAK1001-214Z033 nolu proje kapsamında, ko-immunopresipitasyon (ko-

IP) sonrası PKNOX2 ile protein-protein etkileşimleri proteomiks analizleri ile 

saptanmıştır. Bu tez kapsamında, proteomiks analizleri sonucu elde edilen PKNOX2 

ile etkileşen protein listesinden ATM ve RNF8 proteinlerinin PKNOX2 ile 

etkileşimlerinin doğrulanması ve bu etkileşimlerin DNA hasarı koşulunda Kİ-
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MKH’lerinde araştırılması amaçlanmıştır. ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated) 

proteini genel olarak DNA hasarı cevabı ve hücre döngüsü kontrol noktaları yolağında 

görev alır (5, 6). ATM proteininin S fazı kontrol noktasında etkileşime girdiği 

proteinlerden biri de Fanconi Anemisi yolağı proteinlerinden FANCD2 proteinidir. 

FANCD2 proteini diğer ATM substratları ile birçok altyapılı protein kompleksi 

oluşturarak hasar görmüş DNA'ya bağlanır ve S fazında DNA replikasyonunu inhibe 

eder (7).  

RNF8 (Ring Finger Protein 8) proteini ise bir ubikitin ligaz olup FHA (Forkhead-

associated) domaini ile fosforlanmış TQXF motifli MDC1 (Mediator of DNA Damage 

Checkpoint 1) kümeleriyle etkileşimde bulunarak, H2AX ve H2A histonlarının 

ubikitinleşmesini, RAP80-BRCA1 kompleksinin oluşmasını sağlar ve hasar görmüş çift 

zincir kırığı olan bölgenin onarımını güçlendirir (8). 

Proteomiks analizleri sonucu PKNOX2 ile etkileşimi saptanan 219 proteinden 

ATM ve RFN8 proteininin seçilmesinin sebebi ATM ve RNF8’in çift iplik kırıklarında 

önemli rollerinin olmasıdır (5-8). Fankoni anemisinde DNA tamir mekanizmalarından 

oluşan çapraz bağları onaran yolakta bozukluk mevcuttur. Dolayısı ile genom bozuk 

ortamda PKNOX2'in gen ifadelenmesini bozulması sonucu ATM ve RNF8 ile 

etkileşimlerinde değişiklikler olabilir ve bu değişimler Fankoni anemisi 

fizyopatogenezi için önemli olabilir. Ancak, Ko-IP sonrası kütle spektrometri 

analizlerinde, ATM ve RNF8’in tanımlayan coverage değerleri düşük bulunduğundan 

dolayı (sırası ile 5.79 ve 7.22) daha ileri fonksiyonel araştırmalar yapılmadan önce 

ATM ve RNF8’in PKNOX2 etkileşiminin kesinleştirilmesi gerekmektedir.  Bu amaçla, 

sağlıklı kemik iliği mezenkimal kök hücrelerinde (Kİ-MKH) Proksimity Ligation Assay 

ile in situ olarak ve ko-IP sonrası Western blotlama ile PKNOX2’nin ATM ve RNF8 ile 

etkileşimlerinin incelenmesi ve DNA hasarı ile bu etkileşimlerin durumunun 

belirlenmesi hedeflenmiştir. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Kök Hücreler ve Mezenkimal Kök Hücreler 

Kök hücreler vücuttaki diğer hücre türlerinden farklıdır. Tüm kök hücreler, 

kaynaklarına bakılmaksızın, iki genel özelliğe sahiptir:  

1) Bölünerek kendilerini yenileyebilirler;  

2) Farklılaşmamışlardır ancak farklılaşma potansiyeline sahiptirler (9).  

Kök Hücreler, farklılaşma potansiyelleri ve elde edildikleri kaynaklara göre 

kategorize edilebilirler. Örneğin; morula aşamasındaki embriyonik kök hücreler, 

embriyonik ve ekstra-embriyonik yapıları oluşturabilir bu nedenle bu hücreler 

totipotent hücrelerdir (10). İmplantasyon sonrası iç hücre kütlesinden elde edilen 

embriyonik kök hücreler özelleşmiş kültür şartlarında çoğalabilir ve üç germ 

tabakasındaki hücrelere farklılaşma özelliğini devam ettirebilir ve pluripotenttir (10, 

11). Erişkin kök hücreler doku kök hücreleri olarak isimlendirilir ve fetal dönem dahil 

yaşamın tüm aşamalarında dokulardan elde edilir. Erişkin/Doku kök hücreleri 

multipotent özelliktedir ve elde edildikleri dokunun kaynak aldığı germ yaprağından 

oluşabilecek hücrelere farklılaşabilir.  

İnsan mezenkimal kök hücresi (MKH), ektoderm ve endodermden köken alan 

plastik yapışkan hücrelerdir ve diğer mezenkimal soylara (kemik, kıkırdak ve yağ 

dokuya) farklılaşabilirler. Ayrıca, özel kültür koşulları altında, MKH'ler, hepatositler, 

nöronlar, pankreas hücreleri, kalp kası hücreleri veya astrositler gibi mezodermal 

olmayan soylara farklılaşabilmektedir (12-14). Uluslararası hücresel terapi 

topluluğuna göre (ISSCT; International Society of Stem Cell Therapy), multipotent 

MKH’ler şu üç kriteri karşılamalıdır:  

1) plastik tutunma  

2) (farklılaşma kümesi) CD105, CD73 ve CD90 ekspresyonu ve CD45, CD34, 

CD14 / CD11b, CD79a / CD19 ve insan lökosit antijeni (HLA) sınıf II'nin ifade eksikliği  

3) osteoblastlara, kondroblastlara veya adipositlere farklılaşma yeteneği (15). 
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Mezenkimal kök hücreler birçok farklı kaynaktan elde edilebilir. Amniyotik sıvı, 

göbek kordonu, göbek kordonu kanı, kemik iliği, dental pulpa ve deri mezenkimal kök 

hücre kaynağı olarak örnek gösterilebilir (16, 17). 

İlk olarak 1976'da Friedenstein tarafından keşfedilen Kemik İliği-Mezenkimal 

Kök Hücreler (Kİ-MKH), 1987'de farklılaşmamış MKH'ler olarak tanımlanmıştır (18, 

19). MKH’ler kemik iliğinde hematopoetik kök hücrelerin mikroçevresinde bulunan ve 

hematopoezin sağlıklı gerçekleşebilmesi önemli destek görevi olan hücrelerdir (1). 

Diğer mezenkimal kök hücre kaynaklarıyla kıyaslandığında, elde edilmeleri, ağır 

anestezi kullanımı içeren acı verici bir prosedür gerektirirken; hücre verimi, uzun 

ömürlülük ve farklılaşma potansiyelleri, donör yaşı ile azalır (20). Diğer kaynaklardan 

elde edilen MKH'lere kıyasla, Kİ-MKH'ler daha önce yaşlanır (20, 21). Bununla birlikte, 

Kİ-MKH'lerin diğer hücre kaynaklarına (adipoz, göbek kordonu kaynaklı MKH) göre 

ikiye katlanma sayıları (doubling number) en düşüktür ve   göreceli olarak ileri 

pasajlara gelme potansiyeli daha azdır (22, 23). 

2.2. PBX/Knotted 1 Homeobox 2 (PKNOX2) 

PKNOX2, alfa heliksleri 1 ve 2 arasındaki, 3 amino asit uzantısı ile karakterize 

edilen Üç Amino asit Döngü Uzatma (Three aminoacid loop extension, TALE) 

homeodomain protein sınıfına aittir. TALE ailesi PBX (PBX1-4), MEIS (MEIS1-3) ve 

PKNOX (PKNOX1-2) 'den oluşmaktadır. TALE protein ailesi, korunmuş bir DNA 

bağlama bölgesini paylaşan (prolin, tirosin, prolin içeren üç aminoasidin yer aldığı) 

sekansa özgü transkripsiyon faktörleridir ve büyüme, farklılaşma ve hücre ölümünde 

temel roller oynarlar. Ayrıca bu transkiripsiyon faktörleri tümör gelişiminde de görev 

üstlenir (24-27).  

PKNOX2 diğer adıyla PREP2’nin 11. kromozomunda bulunur ve ve MEINOX alt 

ailesine bağlı, PKNOX1 (PREP1) paraloğu olan bir transkripsiyon faktörüdür (3). 

Northern blotlama yöntemi çalışmaları ile kalp, beyin, iskelet kası ve yumurtalıkta 

PKNOX2’nin ifadesi yüksek düzeyde saptanırken, plasenta, akciğer, pankreas, prostat, 

testis ve ince bağırsakta daha düşük mRNA ifadeleri tespit edilmiştir (4). 472 amino 

asidden oluşan PKNOX2’nin (NCBI erişim no: NP_071345.2) tahmini moleküler ağırlığı 
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52 kDa’dur. Günel-Özcan grubunun yayınlanmamış verilerinde de, insan Kİ-

MKH’larında PKNOX2’nin shRNA ile sessizleştirme deneyleri 25 kDa, 45 kDa, 55 kDa, 

70 kDa ve 100 kDa olmak üzere 5 farklı izoform varlığına işaret etmektedir (Günel-

Özcan A, TUBİTAK 1001-214Z033 proje final raporu, 2018). Bunun yanı sıra, fare 

embriyo dokularında, PKNOX2 proteininin 5 farklı izoformu tanımlanmıştır (28). 

Bunlardan 3’ü C-ucu PKNOX2 antikoru ile çekirdekte tespit edilerken, diğer iki izoform 

N-ucu spesifik antikoruyla çekirdek ve sitoplazmada bulunmuştur. C-ucu PKNOX2 

antikoru ile tespit edilen izoformların iki tanesi 62 kDa diğeri ise 47 kDa 

büyüklüğündedir. N-ucu PKNOX2 antikoru ile tespit edilen izoformların ise 

büyüklükleri 25 kDa ve 62 kDa şeklindedir (28). PKNOX2, PKNOX1 gibi nükleer 

lokalizasyon sinyali taşımadığından PBX1 ile heterodimer yaparak çekirdeğe yerleşir. 

PKNOX1 ile PKNOX2’nın homeodomain (HD) kısımları %94 benzerlik gösterir ancak 

bütünsel protein benzerlikleri sadece %52’dir (4). Bu iki paralog transkripsiyon 

faktörünün N-ucu bölgeleri kendilerine özgüdür. PBX1 ile PKNOX1 veya PKNOX2 

proteinleri N-ucundan heterodimer oluşturmaktadır. PKNOX2-PBX1 yapısının, 

PKNOX1-PBX1 heterodimerizasyon yapısına göre daha hızlı ayrıldığı tespit edilmiştir 

(4).  

Günel-Özcan grubunun daha önce yaptıkları çalışmada, Fankoni anemi (FA) 

hastalarının Kİ-MKH’lerinde sağlıklı Kİ-MKH’lere göre PKNOX2 mRNA düzeyleri 

arasında anlamlı derecede azalma saptanması, genomik kararsız kemik iliği nişinin 

PKNOX2 regülasyonunun bozulmasına yol açabileceğini düşündürmüştür (2). 

PKNOX2’nin protein etkileşimleri de araştırılmış ve PKNOX2 ile ko-

immunopresipitasyon sonrası yapılan kütle-spektrometri ile elde edilen proteom 

analizlerinde Kİ-MKH’lerde 219 proteinin PKNOX2 ile etkileşime girdiği belirlenmiş 

ancak bunların ancak 28’i tekrarlı analizlerde saptanmıştır.  Yapılan gen ontoloji 

zenginleştirme analizleri PKNOX2’nin etkileştiği proteinlerin bazılarının non homolog 

end joining (NHEJ) DNA onarımı ile ilişkili olabileceğini ortaya koymuş ve genomik 

kararsız kemik iliği nişinde PKNOX2’nin regülasyonunun bozulmasının NHEJ-ilişkili gen 

ifadelenmesini tetikleyebileceği çıkarımı yapılmıştır (2). Başka bir çalışmada ise 

PKNOX2’nin mide kanserinde tümör oluşumuna etkisi incelenmiş ve ilk defa 
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PKNOX2'nin, apoptozisin indüklenmesi, hücre döngüsünün inhibisyonu ve hücre 

büyümesinin inhibisyonu gibi görevleri olabileceği mide kanserinde gösterilmiştir 

(29). Bu bilgiler ışığında, PKNOX2 regülasyonunun bozulması FA gibi kemik iliği 

yetmezliğinde ya da kanser patogenezinde önemli olabilir. 

2.3. Ataxia-Telangiectasia Mutated (ATM) 

ATM geni 1995 yılında tanımlanmıştır ve mutasyonları serebellar 

dejenerasyon, immün sistem defektleri ve kanser yatkınlığı ile karakterize nadir bir 

hastalık olan Ataksi-telenjiektazi (A-T) hastalığına yol açar (6, 30-33). 3056 amino 

asit’den oluşan insan ATM proteininin (Gen bankası erişim no:  AAB65827.1) tahmini 

moleküler ağırlığı 350.7 kDa’dır. 

ATM tarafından kodlanan protein, fosfatidilinositol 3-kinaz benzeri serin / 

treonin protein kinaz ailesinin (PIKK'ler) bir üyesidir. Bu protein ailesinin diğer üyeleri 

arasında ATR, DNA-PKcs, mTOR ve ATX / hSMG-1 bulunur (6, 34). ATM, PIKK  protein 

kinaz ailesinin diğer üyeleri gibi, substratlarını glutaminin takip ettiği serin veya 

treonin üzerinden fosforile eder (35, 36). ATM, bir fosfoinositid 3,4-kinase (PI3K) 

domain, bir FAT (FRAP, ATR, TRAP) ve bir FAT karboksi terminali (FAT-C) domaini içerir 

ve bundan ötürü PIKK ailesinin diğer üyeleri ile benzer özelliklere sahiptir (37).   

Tek partikül elektron mikroskobik analiz, ATM'nin yaklaşık 115 A° kadar büyük 

bir head domainine ve buradan çıkıntı yapan 75-140 A° boyutunda uzun bir “kol” 

yapısına sahip olduğunu ortaya koymaktadır (38). ATM'nin genel şekli, ATM ile aynı 

protein kinaz ailesine mensup DNA-PKcs'ye benzer olduğu söylenebilir (39).  

Hücreler IR'ye maruz kaldıklarında ATM proteininin miktarı değişmez ancak 

ATM'nin protein kinaz aktivitesinin DNA hasarına maruz kalmanın ardından 2-3 kat 

arttığı immuno-çökeltme (IP) kinaz analizler sonucu ortaya çıkmıştır (40-43). Buna ek 

olarak,  IR ile oluşturulan DNA hasarı, ATM’nin fosforlanmasını arttırır (44, 45).  

ATM, DNA çift zincir kırıklarında baş rol oyuncusu olarak görev alır. DNA çift 

zincir kırığı olduğunda, MRE11- RAD50 – NBS1 (MRN) kompleksi, çift zincir kırık 

alanına yerleşir (46). IR, ATM serin-1981’in otofosforilasyonuna neden olur ve bu 

fosforilasyon sonrası dimer ayrışma ve hücresel ATM kinaz aktivitesi etkin hale gelir 
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(44). Bundan sonra, ATM, çift zincir kırıkları alanına konumlanır ve substratlarını 

fosforlayarak çift zincir kırığı tamiri sinyal yolağının devam etmesini sağlar (6).  

ATM ayrıca DNA onarımıyla ilgili olmayan ancak insülin sinyali gibi, hücre 

homeostazının korunmasında rol oynayan nükleer ve sitoplazmik sinyal kaskadlarının 

aktivasyonuna aracılık eder (47). ATM, hematopoetik kök hücre sağkalımı sırasında 

da aktive edilir (48, 49).  

ATM aktivasyonu ayrıca, mitofaji yoluyla kusurlu mitokondriyi ortadan 

kaldırmaya yardımcı olarak mitokondriyal fizyoloji ve işlevi de etkiler, böylece ROS 

metabolizması ile mitokondriyal disfonksiyon arasında bir bağlantı sağlar (50). Ataksi 

telanjiektazili bireylerden elde edilen fibroblastlar ve sağlıklı fibroblastlar ile yapılan 

bir çalışmada, hasta grupta, sağlıklı gruba kıyasla, ROS düzeylerinin daha yüksek 

olduğu ve hasta grubun oksidatif strese daha duyarlı oldukları tespit edilmiştir (48, 

51). Bu durum, ATM’nin, hücreleri oksidatif hasardan korurken, aynı zamanda düşük 

endojen ROS seviyelerini de sabit tutmakta görevli olduğunu göstermektedir. 

ATM aktivasyonunun, interlökin 8 (IL-8) aracılığıyla, hücre göçüne ve 

invazyona yardımcı olduğu gösterilmiş ve bunun sonucu olarak ATM’nin tümör 

oluşumunu destekleyici olduğu düşünülmüştür (52). Her ne kadar tümörigenezi 

desteklemede ATM'nin rolü olduğuna dair kanıtlar mevcut olsada, tümörigenezin 

erken döneminde, ATM sinyalleri, aktif onkogenlere ve tümör ilerlemesine karşı bir 

bariyer olarak fonksiyon görmektedir (53-55). Bu durum ATM’nin tümörigenezde çift 

etkiye sahip olabileceğini ortaya çıkarmıştır. 

2.4. Ring Finger Protein 8 (RNF8) 

RNF8, sınıf III ubikitin bağlayıcı enzimler ile etkileşen, RING domaini içeren bir 

protein olarak tanımlanmıştır (56). RNF8 geni, 485 amino asitten oluşan (erişim no:  

NP_003949.1) tahmini 55.5 kDa moleküler ağrılığında bir proteini kodlar. Bu protein 

N-ucunda Forkhead-associated domain ve C ucunda RING domainini içermektedir. 

FHA domaini, protein-protein etkileşiminden sorumlu iken; RING domaini ubikitin 

ligaz aktivitesini üstlenir.  
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RNF8’in ana fonksiyonu, çift zincir kırığı sinyalizasyonunun iletimidir (57). Çift 

zincir kırığı, IR ya da reaktif oksijen türleri gibi dış ya da iç uyaranlar varlığında ilk 

olarak Mre11-Rad50-Nbs1 (MRN) kompleksi tarafından algılanır ve ATM hasarlı 

bölgede konumlanmaya başlar. Otofosforilasyon sonrası aktif hale gelen ATM, histon 

H2A’nın varyantı H2AX’i C-ucundan fosforlar ve Ɣ-H2AX oluşur (58-60). Etkileşimde 

bulunduğu MDC1 proteini, Ɣ-H2AX yapısını tanır (56, 58). Ardından, ATM tarafından 

fosforlanan MDC1, RNF8’in FHA domaini aracılığıyla tanınır ve RNF8’in hasarlı bölgeye 

toplanması gerçekleşir. Ancak RNF8 proteininin H2A ile iletişime girmesi katlanmamış 

(unfolded) kromatinler arasından mümkün olmayabilir. Bu durumda; RNF8, kromatin 

yoğunluğunun kaybolmasını sağlayan NuRD ATPase CHD4 molekülünün çevresinde 

yoğunlaşarak RNF8’in H2A ile etkileşebilir (8, 57-66). UBC13-RNF8 etkileşimi 

sayesinde H2A’nın mono ubikitinasyonu gerçekleşir (8, 57, 61-67). Aynı zamanda 

RNF8, ATM tarafından fosforlanmış L3MBTL2’nin poliubikitinasyonunu sağlar (68). 

Ubikitinleşmiş L3MBTL2, RNF168’İ bölgeye çeker ve H2AX poliubikitinleşir (68, 69). 

Bunların yanı sıra, MDC1’in JMD1C demetilaz yardımıyla RNF8-UBC13 tarafından 

poliubikitinleşmesi, RAP80 tarafından algılanır ve RAP80, CCDC98 aracılığıyla BRCA1-

BARD1 kompleksinin çift zincir kırık bölgesinde toplanmasını sağlar (70-76). Bundan 

sonra, tamir mekanizmasında, BRCA1’in aşağısında yer alan PALB2 yer alır ve PALB2, 

RAD51’in hasarlı bölgede toplanmasına sebep olur. Bu durumda, hasarlı bölgede 

yoğunlaşan RAD51 rekombinaz, homolog DNA ipliklerinin değişimini katalize ederek, 

çift zincir kırıklarında kullanılan tamir mekanizmalarından biri olan Homolog 

Rekombinasyonun (HR) devreye girmesini sağlar (77).  

RNF8, aynı zamanda, JMJD2A’nın poliubikitinizasyonu sonrası degrade 

olmasında rol oynar. Degrade olan ubikitinleşmiş JMJD2A demetilaz, 53BP1 ile 

metillenmiş H3/H4 etkileşimine öncülük eder. Metillenmiş H3/H4 ile 53BP1 

proteininin hasarlı bölgede birleşmesi, çift zincir kırıklarının tamirinde görev alan 

diğer bir seçenek olan NHEJ mekanizmasının çalışmasına neden olur (78-82). 

RNF8, çift zincir kırığı sinyalizasyonuna ek olarak ultraviyole (UV) ile 

indüklenmiş tek zincir kırığının tamirin mekanizmasında da görev alır. Bu durumda; 

RNF8 ve UbcH5c etkileşime girerek DNA hasar durumunda yıkıma uğrayan p12’nin 
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ubikitinleşmesine ve ardından da p12’nin yıkımına neden olarak genom 

korunmasında rol oynar (83). 

RNF8 proteinin rol oynadığı bir diğer proses ise telomer ucu kararlılığının 

korunması ve hücre döngüsü sürecinin düzenlenmesidir. Yapılan çalışmalar 

sonucunda, RNF8'in E3 ligaz aktivitesi ile, A-NHEJ aracılı telomer füzyonunu bastırarak 

ve telomerlerde kohezyonun zamanında rezolüsyonunu sağlayarak telomer ucu 

kararlılığının korunmasında önemli bir rol oynadığı ortaya konulmuştur. Ancak eğer 

telomer, shelterin kompleksinin bir parçası olan TRF2'nin deplesyonu sonucu zaten 

açılmamışsa, RNF8, telomer füzyonunu ve bununla birlikte üretilen genomik 

kararsızlığı indükleyen C-NHEJ mekanizmasının devreye girmesine sebep olabileceği 

de saptanmıştır (84-86). RNF8, mitoz ve sitokinezde önemli bir görev alarak düzgün 

bir şekilde hücre bölünmesinin gerçekleşmesini ve genom kararlılığının devamını 

sağlamaktadır. RNF8’in bu işlevinde kusur olması sonucu başarılı bir şekilde sitokinez 

gerçekleşmez ve bu durum, çok çekirdekli hücrelerin oluşması ve genom kararsızlığı 

ile sonuçlanır (87-89).  

Bunların yanı sıra, RNF8’in tümör oluşumda farklı roller üstlendiği yapılan 

çalışmalar sonucu görülmüştür. Bir taraftan, RNF8 eksikliğinde farelerde tümör 

oluşumu gözlemlenirken diğer yandan RNF8’in, Twist ve ER𝛼 transkripsiyon 

faktörlerinin aktivasyonunda rol üstlenerek meme kanseri hücrelerinde büyümeyi 

artırdığı ve metastaza sebebiyet verdiği ortaya çıkmıştır (90-92). Kısacası, RNF8, 

normal hücrelerde genom kararlılığını korumada önemli bir rol üstlenerek, tümör 

oluşumunu engellerken, hasta hücrelerde genom kararsızlığını arttırmış ve tümör 

oluşumunu pozitif yönde etkilemiştir. 

2.5. Protein-Protein Etkileşimlerinin İncelenmesinde Kullanılan Metotlar 

Elektrostatik kuvvetleri ve hidrofobik etkileri içeren iki veya daha fazla protein 

molekülü arasında kurulan yüksek özgüllüğe sahip fiziksel temaslar olan protein-

protein etkileşimlerini araştırmanın birçok yöntemi vardır. Her bir yaklaşımın, 

özellikle yöntemin duyarlılığı ve özgüllüğüne bağlı olarak, kendi güçlü ve zayıf yönleri 

bulunmaktadır (93). 
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Tablo 2.1. Protein – protein etkileşimlerinde kullanılan metotlar; avantaj ve dezavantajları 

Metot Özet Avantajları Dezavantajları 

Ko-İmmünopresipitasyon 
Bu yaklaşım, agaroz ya da magnetik boncuklara 
konjuge bir antikor ile total hücre lizatı içindeki bir 
antijen arasındaki reaksiyona dayanmaktadır (94). 

Proteinler doğal yapılarında bulunurlar. 
Transkripsiyon sonrası değişiklikleri 
gösterir. Kütle spektrometresi analizi gibi 
tekniklerle uyumludur. Nispeten ucuzdur. 

Birincil antikorların mevcut olması gerekir. 
Geçici etkileşimleri yakalamak güçtür. Protein 
kompleksleri yıkama sırasında kaybedilebilir. 
False pozitif sonuç elde edilebilir. 

l-Azidohomoalanin (AHA) 
Yeni sentezlenmiş proteinler toksik olmayan bir 
metiyonin analog bileşiği ile etiketlenmiştir (95, 96). 

In vivo, toksik olmayan ve seçici etiketleme 
yapıyor. Ucuzdur. Proteinler kendi doğal 
şartlarındadır. Kolaytespit edilebilir. Diğer 
yaklaşımlarla uyumludur (Örneğin kütle 
spektrometresi). 

Hücrelerin metiyonin açlığı olması gerekir 

Kararlı izotop etiketlemesi (Stable-isotope 
labelling by amino acids in cell culture -
SILAC-) 

İlgilenilen proteinler, proteini ağırlaştıran stabil, 
radyoaktif olmayan izotoplarla etiketlenir. Kütle 
farkları daha sonra kütle spektrometresi analizi ile 
tespit edilir (97). 

In vivo. Radyoaktif olmayan etiketleme. 
Güçlü bir yöntemdir. Yüksek verimlilik 
vardır. Diğer tekniklerle birleştirilebilir 
(örneğin, sıvı kromatografi) 

Kütle spektrometresi ile eşleştirilmesi 
gerekmektedir. Özel ortam gereklidir. 

İkili Hibrid Sistemi 

Bilinen iki proteinin DNA bağlama alanına (BD) ve 
transkripsiyon faktörünün transkripsiyonel aktivasyon 
alanına (AD) füzyonu temelli yöntem. Proteinler daha 
sonra, bir raportör genin yukarısındaki 
transkripsiyonel aktivatörün spesifik DNA bağlanma 
bölgesini içeren bir maya suşu içinde birlikte eksprese 
edilir (98). 

Güçlü ve kullanıcı dostu bir yöntem. 
Yüksek verimlilikle düşük maliyetlidir. 

False pozitif. Bait proteinleri toksik olabilir. 
Genler otomatik aktivasyona girebilirler. 

Fluorescence Recovery After Photobleaching 
FRAP 

Bir floresan proteinin motilite özellikleri, ilgilenilen bir 
bölgeyi foto-ağartmadan sonra ölçülür. Protein 
hareketliliğindeki değişiklikler diğer proteinlerle 
ilişkilendirme ile ilişkili olabilir (99, 100). 

Hücre içi protein hareketliliğini tespit 
edebilir. Proteinler canlı hücrelerde test 
edilebilir 

Özel enstrümantasyon gereklidir. Sıcaklık 
kontrol edilmelidir. Protein-protein etkileşimi 
için çok spesifik değil. 

Fluorescence Resonance Energy Transfer 
FRET 

Canlı ya da sabitlenmiş hücreler arasındaki mesafe 10 
nm içerisinde olduğunda protein-protein 
etkileşimlerinin saptanmasında kullanılır. İlgilenilen 
proteinlerin fluroforlarla konjuge edilmesi gerekir 
(101). 

Çok hassas ve spesifiktir. İn vivo çalışmaları 
destekler. Etkileşimin yeri hakkında bilgi 
verebilir. 

Tag, ilgilenilen proteinlerin yerini, 
konformasyonunu ve fonksiyonunu 
değiştirebilir. Az ifade edilen proteinler için 
uygun değildir. Sinyal kirliliğinin varlığı 
görülebilir. 
 
 
 

Metot Özet Avantaj Dezavantajları 
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Tablo 2.1. (Devamı ) Protein – protein etkileşimlerinde kullanılan metotlar; avantaj ve dezavantajları 

Fluorescence lifetime imaging microscopy 
(FLIM) 

Prob floresanstaki değişim, dinamik protein-protein 
etkileşimleri hakkında bilgi veren floresanın ömrü 
boyunca izlenir. Genellikle FRET analizi ile birleştirilir 
(102). 

Sinyal kirliliği göstermez. Sadece hücresel 
ortamdaki değişikliklerden etkilenir. FRET 
popülasyonundaki bir artışı çözebilir ve 
gerçek zamanlı olarak bir veya daha fazla 
etkileşime giren proteini izleyebilir. 

Pahalıdır. Özel ekipman gerektirir. Fikse edilmiş 
hücreler için güvenilir değildir. 

Bioluminescence resonance energy transfer 
(BRET) 

Protein-protein etkileşiminin tespiti, bir floresan 
proteini ile konjuge edilme sonrası lusiferaz 
aktivitesine dayanır (103, 104). 

Hem hücre kültüründe hem de derin 
dokuda tespit. Gerçek zamanlı iki renkli 
ölçümü destekler. Yanlış negatif sonuçlarda 
azalma görülür. 

Doku analizinde ışık zayıflaması vardır. Özel 
ekipman ve uzmanlık gerekli. Zayıf protein-
protein etkileşimleri derin dokularda kaybolur. 

NMR spectroscopy 

Her atomun nükleer manyetik özelliklerini kullanarak 
protein kompleksinin atomik düzeyde belirlenmesine 
dayanan farklı yaklaşımların bir araya getirilmesidir 
(105, 106). 

Yüksek çözünürlüklü yaklaşımdır. Zayıf 
protein-protein etkileşimleri tespit edilir. 
Sıvı veya kristalize edilmiş protein ile 
uyumludur. Fonksiyonel analizlerle 
birleştirilebilir. 

13C / 15N rekombinant proteinlerin üretimi, 
spesifik ortamlar, konaklar ve maliyet ile 
sınırlıdır. Tanımlanabilir sistemlerde boyut 
sınırlamaları mevcuttur. 

X-ray crystallography 
Kompleksin moleküler ve atomik yapısının 
tanımlanması için kullanılır (105). 

Yüksek çözünürlüklü mikroskopidir. Enzim 
konformasyonel değişikliklerini çözümler. 

Özel ekipman gerekli. Proteinlerin kristalize 
edilmesi gerekir. İşlevsel konformasyon ve zayıf 
protein-protein etkileşimleri kaybolabilir. 

Single particle electron microscopy 

Kristallografiyi ve kristalografik olmayan teknikleri 
içeren bir dizi farklı projeksiyonun ortalamalarını 
kullanarak protein komplekslerinin doğal 
konformasyonlarında tanımlanmasını sağlar (107). 

Atomik seviyede protein kompleksleri için 
yüksek çözünürlüklü tekniklerdir. Düşük / 
orta çözünürlük için hızlı bir uygulamadır. 

Pahalıdır. Küçük moleküller için uygun değildir. 
Görüntü alma ve işlem yapma çok karmaşıktır. 

Peptide array technology 

Bir proteinin peptid sekansları, selüloz zarı üzerinde 
sentezlenir, bu daha sonra etkileşimin spesifik 
alanlarını tespit etmek için bir rekombinant protein ile 
problanır (108-111). 

Protein-protein etkileşimlerinde yer alan 
belirli amino asidi tanımlayabilecektir. 
Güçlü teknik. SPOT peptid sentezine imkan 
tanır. 

Pahalı ekipman ve reaktiflerdir. Bir proteinin 
rekombinant formda olması gerekir. İmmobilize 
protein, kendi doğal konformasyonunda 
değildir ve 25 mer'den kısa peptidlerle sınırlıdır. 
Kısa doğrusal peptid motiflerini tanıyan 
proteinlere uygulanabilir. 

Proximity ligation assay 
Protein-protein etkileşimleri saptanabilir; DNA 
moleküllerine dönüştürülür, daha sonra PCR veya 
floresans mikroskopisi kullanılarak analiz edilir (112). 

Ternary yapısı tespit edebilir. Az miktarda 
protein örneği gerektirir. Proteinler doğal 
durumlarında bulunurlar. 

Etkileşimin saptanmasını iki protein arasındaki 
bağlayıcının uzunluğuna bağlıdır. Antikor arka-
plan problemleri görülebilir. 

Diğer biyofiziksel teknikler 

Yüzey plazmon rezonansı, izotermal titrasyon 
kalorimetrisi, mikro ölçekli termoforez ve analitik 
ultrasantrifügasyon dahil biyomoleküllerin yapı, 
fonksiyon ve özelliklerini incelemek için mevcut  
tekniklerdir. 

Rekombinant proteinler arasındaki 
etkileşimlerin karakterizasyonunu sağlar. 
Proteinler arasındaki etkileşimlerin 
kesinliğini ve / veya kinetiğini nicel olarak 
değerlendirmeyi kolaylaştırır. 

Özelleştirilmiş ekipman gerekir. 

Mikroto miligram miktarında rekombinant 
proteinlerin başarılı bir şekilde saflaştırılması 
gerekir. Geçici etkileşimler kaybolabilir. 
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2.5.1. Proksimity Ligation Assay 

Proksimity Ligation Assay (PLA), ilk kez 2002 yılında Fredriksson ve arkadaşları 

tarafından tanımlandı (113). Günümüzde, gelişmiş ve kesin protein analizi amacıyla 

kullanılan immünofluoresan temelli bir bir method haline gelmiştir (113, 114).  

PLA tekniği, bir proteinin farklı epitoplarına veya bir kompleks içindeki yakın 

iki proteine (30-40 nm aralıklarla) bağlanan bir çift oligonükleotit konjuge edilmiş 

antikordan yararlanılarak geliştirilmiştir.  

Bu metodun uygulanmasında iki farklı yöntem mevcuttur; birinci yöntemde 

doğrudan primer antikor konjugasyonu, diğerinde ise ikincil konjugatlarla etkileşimin 

tespiti sağlanır (Şekil 2.1). Doğrudan PLA yönteminde, kısa DNA oligonükleotitlerine 

konjuge olan iki primer antikor, bir hedef molekülü veya etkileşimli molekülleri 

bağlanır. Daha sonra bağlayıcı oligonükleotitler olarak adlandırılan iki ek DNA ipliği 

tanıtılır. Antikorlar üzerindeki iki DNA zinciri, iki bağlayıcı oligonükleotidi bağlayarak 

dairesel, tek zincirli bir DNA molekülünün oluşumuna yol açar. Oluşturulan DNA 

dairesinde, antikor konjuge DNA problarından biri, amplifikasyon için primer görevi 

görür ve buna rolling circle amplifikasyon (RCA) denir. Sonuç olarak, DNA polimeraz 

eklenerek, uzun bir DNA ürünü oluşur. RCA'nın sonlandırılmasından sonra, aynı 

dizinin konkatamerik tekrarları, bir mikroskop altında görselleştirilebilen ve 

nicelendirilebilen çoklu saptama fluoresan oligonükleotitleri ile hibritleşir (115). 

Dolaylı PLA şekli için de aynı prensip geçerlidir ancak bu yöntemde modifiye 

edilmemiş primer antikorlar, oligonükleotidlerle konjuge olmuş sekonder antikorlar 

aracılığı ile tespit edilir. 
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Şekil 2.1. Proximity Ligation Assay Prensibini Anlatan Diyagram 

a) Doğrudan PLA      b) Dolaylı PLA 
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2.5.2. Ko-immunopresipitasyon 

Ko-immunopresipitasyon, immüno-çökeltme temelli olması dolayısıyla, 

herhangi bir immüno-çökeltme tekniğinde olduğu gibi antijen-antikor özgüllüğü / 

etkileşimi prensibine dayanır. 

Ko-IP tekniğinin prensibinde, hücre denatüre edici olmayan koşullar altında 

lizis edildiğinde birçok hücre içi protein-protein etkileşimi korunur. Etkileşimi 

incelenen hedef proteini (bait), örneğin protein X, agaroz veya magnetik boncuklar 

içinde stabilize edilmiş spesifik antikoruyla yakalanabilir. Başka bir protein varsa, 

etkileştiği protein (prey), örneğin protein Y, ex vivo olarak protein X'a bağlanır, protein 

X - protein Y kompleksi daha sonra antikor tarafından birlikte çökeltilebilir. Daha 

sonra, protein Y'nin araştırılmasıyla protein X -protein Y etkileşimini doğrulanabilir 

veya protein X'in yeni etkileşimleri keşfedebilinir (Şekil 2.2). 

2.6. Çalışmanın Amacı 

Son araştırmalar transkripsiyon faktörü PKNOX2’nin tümör baskılayıcı bir 

protein olduğunu ve Fanconi anemisi hastalarının kemik iliği kaynaklı mezenkimal kök 

hücrelerinde (Kİ-MKH’lerinde) azaldığını göstermiştir. Günel-Özcan grubunun 

yayınlanmamış çalışmasında PKNOX2 ko-immunopresipitasyon sonrası proteom 

analiz listesinde PKNOX2’nin etkileştiği proteinler arasında ATM ve RNF8 

proteinlerinin düşük ‘coverage’ değeri ile saptanmış olması PKNOX2’nin DNA onarım 

yolağında rol oynayabileceğini düşündürmüştür. Bu çalışmanın amacı bu hipotezi test 

etmek için, PKNOX2 proteini ile ATM ve RNF8 proteinlerinin etkileşimini Kİ-

MKH’lerinde Proksimity Ligation Assay ile in situ olarak ve ko-IP sonrası Western 

blotlama ile in vitro olarak doğrulamak ve bu etkileşimlerin DNA hasarı ile ilişkisini 

araştırmaktır. 
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Şekil 2.2. Ko-immunopresipitasyon prensibini anlatan diyagram.  
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3. GEREÇLER VE YÖNTEMLER 

3.1. Çalışmada Kullanılan Örnekler 

Bu çalışma, Hacettepe Üniversitesi Girişimsel Olmayan Klinik Araştırmalar Etik 

Kurulu tarafından onayı alınarak gerçekleştirilmiştir (Etik Kurul Karar No: GO 17/941, 

05/12/2017). Çalışmada sağlıklı erkek donör kemik iliği mezenkimal kök hücrelerinde 

daha önceki çalışmalar için izolasyonu ve karakterizasyonu yapılmış (Cagnan I ve ark, 

2018) dört farklı örneğin (HUSCS – D02, HUSCS – D07, HUSCS – D15, HUSCS – D11) 

dondurulmuş stok hücreleri kullanılmıştır.  

3.2. Mezenkimal Kök Hücre Kültürü 

2. pasaj (P2) ve 3. pasaj (P3) Kemik İliği Mezenkimal kök hücre örnekleri sıvı 

azot tankından buz üzerine alınarak hücre kültürü karantina labına götürüldü ve 37 

℃ sıcak suya alınarak 1 dakikada bir parça buz kalana kadar çözünmesi sağlanıp 

laminar flow içerisinde, falkon tüplerinde DMF10 ortamı (Tablo 1.1) ile karıştırıldı, 

1500 rpm 5 dakika santrifüj edilip supernatant kısmı döküldükten sonra hücre 

çökeltisi DMF10 besiyeri ile çözülerek, tripan mavisi  ile sayım yapıldı ve 3000 

hücre/cm olacak şekilde T25 ya da T75 flasklara ekildi. 3 gün sonra Mikoplazma test 

kiti kullanılarak (EZ-PCR Mycoplasma Detection Kit, katalog no: 20-700-20, biological 

industries) mikoplazma testi yapıldı ve mikoplazma negatif çıkan örnekler normal 

hücre kültürü laboratuvarına aktarıldı. Bundan sonra hücreler 3 günde bir DMF10 

ortamı ile tazelenerek takip edildi. 80% konfluensiye ulaşan hücrelere pasajlama 

yapıldı. Pasajlama işlemi sırasında besiyeri atılarak, hücreler PBS ile yıkandıktan sonra 

tripsin ile muamele gördü ve 7 dakika 37℃ %5 karbondioksit kontrollü inkübatörde  

bekletildi, mikroskopta hücrelerin kalkması kontrol edildikten sonra, hücreler falkon 

tüplere pipet yardımı ile aktarılarak üzerlerine tripsin miktarının iki katı kadar besiyeri 

DMF10 eklenerek 1500 rpm 5 dk santrifüj edildi, üstteki besiyeri atıldıktan sonra 

hücreler belli bir miktar  DMF10 ile çözüldü ve 1.5 mL eppendorf tüplerde 1:1 oranda 

tripan mavisi ile hücre solüsyonu karıştırılarak hemositometreye ekildi ve hücre 

sayımı  yapıldıktan sonra yeni flasklara ekilerek pasajlama işlemi gerçekleştirildi. 
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Tablo 3.1. DMF10 ortam içeriği  

Madde ve yüzdesi Katalog (Kat) no ve Firma adı 

%10 oranında fetal buzağı serumu Kat no: 10270106, Gibco by Life 

technologies, ABD 

%1 penisilin/streptomisin Kat no: A 2213, Merck Millipore, Almanya 

%1 L-glutamin Kat no: K 0283, Biochrom, İngiltere 

%60 DMEM-LG  Kat no: 316000-083, Gibco, İngiltere 

%40 MCDB201 Sigma Aldrich, Almanya 

 

3.3. PKNOX2 overekspresyonunda Kullanılan Plazmidler: PKNOX2-pCMV6  

MKH’lere PKNOX2 genini taşıyan PKNOX2-pCMV6 plazmidler veya boş 

plazmidler (pCMV6-Entry) elektroporasyon ile transfekte edildi (OriGene, ABD; Şekil 

3.1A-B). Her iki vektörde fi ori (faj orijini; replikasyon ve tek iplikli DNA’nın faj 

partikülleri içerisine paketlenmesi için gereklidir), SV40 ori (memeli hücreleri için 

replikasyon orijini), kanr/Neor (antibiyotik seleksiyon kaseti; E. coli de kanamisine ve 

memeli hücrelerinde neomisine karşı direnç sağlar), ColE1 (Colicin E1), CMV 

(cytomegalovirus) promotoru, Kozak sekansı (memeli hücrelerinde protein ifadesini 

sağlar) ve MYC/DDK tag (open reading frame –ORF- ürününün anti-DDK antikoru 

tarafından tanınmasını ve saflaştırılmasını sağlar) içermektedir. Ayrıca PKNOX2-

pCMV6 plazmidi 18 aminoasid dizinli MYC/DDK tag’ı ile füzyon oluşturan insan 

PKNOX2 cDNA ORF’i içermektedir (Şekil 3.1A). pCMV6-Entry plazmidi 4.9 kb ve 

PKNOX2-pCMV6 plazmidi ise 6.3 kb büyüklüğündedir. 
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Şekil 3.1. PKNOX2-DDK overekspresyon vektörü. A) İnsan PKNOX2 (NM_022062) 
cDNA ORF Clone taşıyan ekspresyon vektörü ve, B) pCMV6-Entry boş 
vektörünün plazmid haritaları (OriGene).  

 

3.3.1. PKNOX2-pCMV6 ve pCMV6-entry Plasmidlerinin Bakteride 

Çoğaltılması ve İzolasyonu 

JM109 E. coli kompetan hücrelerine PKNOX2 overekspresyon deneylerinde 

kullanılan plazmidler aktarılarak bu plazmidlerin çoğaltılması sağlandı. Kompetan 

hücreleri ile 100 ng plazmid DNA’sı eppendorf tüplerde karıştırıldı ve 30 dakika buz 

üzerinde inkübe edildi. Bundan sonra hücre:plazmid karışımı bir dakika boyunca 42°C 

de heat-shock edildi ve tekrar buz üzerinde 5 dakika bekletildi. Isı şoku sonrası, bu 

karışım 1.5 ml LB-broth içerisine alındı ve 37°C de bir saat inkübe edildi. Bakteri 

kültürleri bir dakika boyunca 6800 xg santrifüj edildi ve üstteki sıvı atıldı ve 25 μg/ml 

kanamisinli LB-agara ekildi. Gece boyunca 37°C de  inkübasyon sonrası LB-agar’lar 

üzerinde büyüyen kolonilerden tek koloni alınarak kanamisin (25 μg/ml) içeren LB 

(falkon tüpte 1:5 oranında LB olacak şekilde) içine inoküle edilip 37°C orbital 

çalkalayıcıda gece boyunca inkübasyona bırakıldı. Daha sonra, bu bakteri 

kültürlerinden 200 μl alınıp kanamisin (25 μg/ml) içeren LB (100 ml) içine ekilip 37°C 
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de gece boyu orbital çalkalayıcıda inkübe edildi. Bu hücrelerden EndoFree Plasmid 

Maxi Kit (kat no: 12362, Qiagen, ABD) izolasyon kiti ile plazmid DNA’sı üretici firma 

tarafından sağlanan protokole göre saflaştırıldı.  

3.4. Kemik İliği Mezenkimal Kök Hücrelere PKNOX2-pCMV6 ve pCMV6-

entry Plazmidlerinin Elektroporasyon Yöntemi ile Geçici 

Transfeksiyonu 

Hücrelere elektroporasyon yöntemi ile plazmid aktarımı Neon Transfection 

System (Thermo Fisher Scientific, ABD) ile gerçekleştirildi. Bunun için önce, P4 

mezenkimal kök hücre kültüründe hücrelerinin %70 yüzeyi kapladığı gözlemledikten 

sonra tripsinizasyon işlemi ile hücreler kaldırıldı, santrifüj sonrası supernatant atılarak 

PBS ile hücre çökeltisi (pellet) süspanse hale getirildi ve hücre sayımı gerçekleştirildi. 

1x106 hücre olacak şekilde, üç ayrı 15 mL konik tabanlı tüpe (PKNOX2:MKH, 

pCMV6:MKH, MKH) hücreler dağıtıldı ve santrifüjlenerek  (1500 rpm,  5 dk ) hücre 

kültür ortamı uzaklaştırıldı.  

Hücrelerin santrifüjlenmesi esnasında, Neon Tüp 3 mL Elektrolitik Buffer ile 

doldurularak (10 uL pipet tip kullanılıyor ise Buffer E, 100 uL pipet tip kullanılıyor ise 

Buffer E2) Neon Pipet İstasyonuna yerleştirildi. Bu işlem sırasında, PKNOX2-pCMV6 

ve pCMV6-entry plasmidlerinden 12,5 ug kadar alınarak PKNOX2:MKH ve 

pCMV6:MKH olarak etiketlenmiş 1,5 mL konik tabanlı santrifüj tüplere konuldu.  

15 mL tüplerde bulunan hücreler (100 ul-plazmid uL) resüspansiyon buffer ile 

süspanse edildi. Süspanse olan hücreler PKNOX2-pCMV6 veya pCMV6-entry plazmidi 

bulunan 1.5 mL’lik tüpe aktarıldı ve pipetlendi. Neon pipet, çalışılacak ölçülerdeki uca 

takıldı ve 1.5 mL’lik tüpte bulunan plazmid-hücre karışımı köpük oluşturmadan alındı. 

Neon pipet önceden Neon pipet istasyonuna yerleştirilen Neon tüpe konumlandırıldı 

ve 990 V, 40 ms, 2 pulse ile elektroporasyon gerçekleştirildi. Her bir elektroporasyon 

sonrası hücreler antibiyotiksiz DMF10 içeren 6 kuyucuklu plağın iki kuyucuğuna eşit 

olarak dağıtıldı. Hücrelerin besiyeri 1 gün sonra antibiyotikli DMF10 ortamı ile 

değiştirildi. Kontrol grubu olarak elektroporasyon işlemine tabi tutulmayan MKH ve 

PKNOX2 geni taşımayan boş pCMV6 vektörü kullanıldı. 
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3.5. Elektroporasyon Sonrası Protein İzolasyonu 

DMF10 ortamı içerisindeki MKH’ler iki kez buz üstünde soğutulmuş PBS ile 

yıkandı. Buz üzerinde, 1X proteaz inhibitör kokteyli (kat no: P2714-1BTL, Sigma- 

Aldrich) içeren Lizis Tamponu (Origene, ABD) 20 dk inkübasyona bırakıldı. Lizatlar 

hücre kazıyıcı ile (kat no: 4460600N Orange Scientific ) ile toplandı. 14000 xg 4 °C’de 

5 dk 1.5 mL’lik tüplerde Eppendorf 5810-R (Eppandorf, Almanya) cihazında  

santrifüjlendi. Üstteki sıvı yeni bir tüpe aktarıldı ve kullanılana kadar -80℃’de 

saklandı. 

3.6. Protein Konsantrasyonunun Hesaplanması 

Pierce BCA Protein Assay kiti (kat no: 23225, Thermo Scientific, ABD) 

protokolü uygulanarak protein konsantrasyonları belirlendi. BSA standartları; 2 

mg/ml, 1.2 mg/ml , 0.8 mg/ml, 0.4 mg/ml, 0.2 mg/ml, 0.1 mg/ml ve 0 mg/ml olarak 

hazırlandı ve 1X proteaz inhibitör kokteyli (kat no: P2714-1BTL, Sigma- Aldrich) içeren 

Lizis Buffer (Origene, ABD) ile kit içinde mevcut olan 2 mg/mL BSA proteini 

seyreltilerek istenilen standart konsantrasyonları elde edildi. Bundan sonra, reagent 

B: reagent A, 1:50 olacak şekilde çalışma solüsyonu hazırlandı. Hazırlanan standartlar 

ve örnekler bu solüsyon ile 1:20 dilüsyona tabi tutuldu ve 37 °C 30 dakika inkübe 

edildikten sonra NanoDrop ND-1000 spektrofotometre ile her bir standarda göre 

absorbans değerleri ölçüldü ve elde edilen standart eğriye göre örneklerin 

konsantrasyonu saptandı. 

3.7. Total Protein Eldesi Sonrası SDS-PAGE Jel Yürütme ve Western 

Blotlama 

%10 TGX Stain-Free FastCast Acrylamide kit (kat no: 161-0183, Bio-Rad, ABD) 

kullanılarak, Sodyum Dodesil Sülfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) ile total 

protein lizatının ayrılması sağlandı. Her kuyucuğa 30 µg protein lizatı yüklendi. 

Konsantrasyonu en düşüğe göre kuyucuğa yüklenecek toplam hacim miktarı 

belirlendi ve final hacmi su ile tamamlandı. Protein lizatı karışımı ile 2-merkaptoetanol 

içeren 4x Laemmli Buffer (kat no: 161-0747, Bio-Rad) 1X olacak şekilde seyreltildi ve 
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hazırlanan örnekler 5 dk, 100°C’de kaynatıldı. Örnekler ile birlikte PageRuler Plus 

Prestained Protein Ladder (kat no: 26619, ThermoFisher Scientific) jele yüklendi. Bio-

Rad PowerPac Basic cihazı ile oda sıcaklığında stacker kısmı geçene kadar 60 volt 

sonra ise 110 Voltta yürütülmeye devam edildi. Yürütme işlemi sonrası kaset 

çıkartılarak jelin tarak kısımları kesildi ve jel hazır hale getirildi. Trans-Blot Turbo 

Blotting sistemi (Bio-Rad, ABD) kullanılarak PVDF membranına jel transfer edildi. 

Transfer edilen membran 1 saat boyunca oda sıcaklığında %5 süt tozu ile bloklama 

sonrası gece boyu +4°C çalkalayıcı üzerinde anti-PKNOX2 (1:250 dilüsyon; Santa Cruz 

Biotechnology; katalog no: 101857), anti-ATM (1:1000, Invitrogen; kat no: MA1-

23152) veya anti-RNF8 (1:100 dilüsyon; Santa Cruz Biotechnology; kat no: 271462) 

primer antikorları ile inkübasyona bırakıldı. Sekonder olarak HRP işaretli 1:1000 

dilüsyon ile keçi-anti-fare IgG antikorları kullanıldı. Yükleme kontrolü olarak ise anti-

B-AKTİN (1:2500 dilüsyon; Cell Signaling Technology) primer antikoru kullanıldı. 

Peroksidaz aktivitesi, firmanın protokolü uygulanarak WesternBright Sirius 

Chemiluminescent Detection Kit (kat no:K-12043-C20, Advansta) aracılığıyla ölçüldü 

ve ProteinSimple FC3 cihazıyla  görüntülendi. 

3.8. Kemik İliği Mezenkimal Kök Hücrelerde İmmunopresipitasyon Yöntemi 

ile PKNOX2 Proteinin ATM ve RNF8 Proteinleri ile Etkileşiminlerinin 

İncelenmesi 

PKNOX2 overekspresyonu sonrası immunopresipitasyon (IP) için manyetik 

Protein A/G boncukları (Pierce Protein A/G Beads cat no: 88802, Thermo Fisher 

Scientific, ABD) kullanıldı. Her hücre lizatından 60 μg olacak şekilde protein alındı, 1X 

Lizis buffer proteinaz inhibitör kokteyl tampon solüsyonu ile final hacmi 475 μl’ye 

tamamlandı. Üzerine 25 μl A/G boncuk koyarak +4°C’de 30 dakika Bio RS-24 Mini-

Rotator (BioSan, Letonya) üzerinde inkübe edildi. Tüpler manyetik standa alınarak 

üstteki sıvı (supernantant) yeni temiz tüplere aktarıldı. Böylelikle örnekler boş 

magnetik boncuklar ile inkübe edilerek spesifik olmayan bağlanmaları indirgenmiş 

oldu. Supernatant aktarılan tüplere 10μl PKNOX2, ATM ya da RNF8 primer antikoru 

eklenerek +4°C’de 4 saat mini-rotator ile karıştırılarak inkübe edildi. Daha sonra, 
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tüplere 50 μl A/G boncuk eklendi ve gece boyunca +4°C’de mini-rotator üzerinde 

inkübasyona bırakıldı. Ertesi gün, her örnek üç kez 500 uL 1X yıkama solüsyonu 

(OriGene, ABD) ile yıkanarak yıkama işlemi tamamlandı. Yıkama basamakları sonrası 

25 μl %5 β-merkaptoetanol içeren 2X SDS-PAGE (%5 β-merkaptoetanol içeren) 

solüsyonunu (OriGene, ABD) eklenilerek örnekler 5 dakika boyunca kaynayan suda 

inkübe edildi. Kaynama işlemi sonrası, manyetik boncuklardan ayrıştırılarak Western 

blotlama yapılmak üzere -80°C kaldırıldı ya da direk olarak Western blot analizleri için 

%10 SDS-PAGE jeline yüklendi. 

3.8.1. Immunopresipitasyon ile Çöktürülen Proteinlerin Western Blotlama 

ile Analizi 

%10 SDS-PAGE jelinde yürütülen proteinler, Trans-Blot Turbo Blotting sistemi 

(BioRad) kullanılarak PVDF membranına transfer edildi. Transfer edilen membran, 1 

saat boyunca oda sıcaklığında %5 süt tozu ya da Clean-Blot IP Detection Kit 

(ThermoFisher Scientific) içinden çıkan bloklama solüsyonu ile bloklama işlemine tabi 

tutulduktan sonra gece boyu +4°C’de çalkalayıcı üzerinde anti-PKNOX2 (1:250 

dilüsyon; Santa Cruz Biotechnology; kat no: 101857) veya anti-ATM (1:1000 

invitrogen; katalog no: MA1-23152) veya anti-RNF8 (1:100 dilüsyon; Santa Cruz 

Biotechnology; katalog no: 271462) primer antikorları ile inkübe edildi. Sekonder 

olarak HRP işaretli 1:1000 dilüsyon ile keçi-anti-fare IgG antikorları ya da Clean-Blot 

IP Detection Kit (kat no:21232, ThermoFisher Scientific) içinden çıkan deteksiyon 

solüsyonu 1:200 dilüsyon ile kullanıldı. Peroksidaz aktivitesi WesternBright Sirius 

Chemiluminescent Detection Kit (kat no: K-12043-C20, Advansta) ile üretici firmanın 

önerdiği protokol kullanılarak ProteinSimple FC3 cihazı aracılığıyla görüntülendi. 

3.9. γH2AX Proteininin FITC Konjuge Edilmiş Spesifik Antikoru ile 

İşaretlenerek DNA Hasar Cevabının Akım Sitometri Yöntemi ile Analizi  

Kültür ortamındaki hücrelere tripsinizasyon işlemi uygulandı. Hücre sayımı 

yapıldıktan sonra hücreler eşit miktarda ikiye bölünerek yarısı T75 hücre kültür 

kabına, diğer yarısı ise 25 gy 7 dk ɣ- ışınına (GammaCell 3000 Elan, USA) maruz 
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bırakıldı ve T75 hücre kültür kabına ekildi. 6 saat sonra hücreler tripsin yapılarak 

toplandı ve 1 ml besiyeri ile süspanse edildi. Hücre süspansiyonu, 4,5 ml soğuk %1 

metanol  içermeyen PBS’te çözünmüş formaldehit solüsyonu içinde 6 mL'lik bir 

polipropilen tüpe pasteur pipeti ile aktarıldı ve 15 dakika boyunca buz üzerinde 

bekletildi. Oda sıcaklığında 4 dakika 300 g'de santrifüjlendi ve hücre pelleti 4,5 mL 

PBS’te süspanse edildi. Süspansiyon 1. adımdaki gibi tekrar santrifüjlendi ve hücre 

pelleti 0,5 mL PBS'te süspanse edildi, pastör pipeti ile 4,5 mL  %70 etanol içeren bir 

tüpe aktarıldı. Hücreler 2 saat, -20 °C'de %70 etanolde saklandı ve daha sonra 

süspansiyon, oda sıcaklığında 4 dakika boyunca 200 g'de santrifüjlendi ve etanol 

uzaklaştırıldı. Hücre çökeltisi (pellet) 2 mL BSA-T – PBS çözeltisinde süspanse 

edildikten sonra oda sıcaklığında 4 dakika boyunca 300 g'de santrifüjlendi, üstteki sıvı 

uzaklaştırıldı ve hücreler tekrar 2 mL BSA-T – PBS içinde süspansiyon haline getirildi. 

5 dakika oda sıcaklığında bekletildikten sonra oda sıcaklığında 4 dakika boyunca 300 

g'de santrifüjlenerek üstteki sıvı uzaklaştırılıp hücreler 1 µg γH2AX primer antikoru 

içeren 100 μL BSA – T – PBS çözeltisinde süspanse edildi. Kurumayı önlemek için 

tüpler kapatılıp  4 ° C'de gece boyunca inkübe edildikten sonra, ilk olarak 2 mL BSA – 

T – PBS eklenip oda sıcaklığında 4 dakika 300 g'de santrifüjlenerek yıkama yapıldı. 

Daha sonra, 5 mL BSA – T – PBS ilave edildi ve 2 dakika sonra 300 g'de oda sıcaklığında 

4 dakika santrifüjlenerek ikinci yıkama yapıldı. Hücreler 1 mL propidium iodide (PI) 

boyama solüsyonunda süspanse edilip karanlıkta oda sıcaklığında 30 dakika inkübe 

edildi (116). Örneklerin analizi, BD FACSAria-II cihazında yapıldı. 

3.10. Mezenkimal Kök Hücrelerde PKNOX2-ATM ve PKNOX2-RNF8 

Etkileşimlerinin Proximity Ligation Assay ile Araştırılması  

PKNOX2’nin ATM ve RNF8 ile etkileşimleri in situ olarak immünfloresan tekniği 

temelli DUOLink Proximity Ligation Assay ile yapıldı. Bunun için Duolink in situ Orange 

Starter (Sigma-Aldrich, ABD) kiti kullanıldı ve firmanın belirttiği protokol uygulandı. 

Etkileşimi incelecek örneklerin deney planı, ɣ- ışınlamaya tabii tutulmuş Kİ-MKH 

örnekleri, ɣ- ışınlamaya tabi tutulmamış Kİ-MKH örnekleri ve kontrol amaçlı sadece 

anti-PKNOX2, anti-ATM ve anti-RNF8 antikorlarını içerecek şekilde deney planı 
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yapıldı. Sekizli chamber-slide (Nunc Lab-Tek, Thermo Fisher Scientific) kullanılarak 

belirlenen örnekler her bir kuyucuğa 7000 hücre olacak şekilde ekildi ve 24 saat sonra 

PLA duolink assay başlatıldı. Bu aşamada, kit protokolü takip edilerek örnekler üzerine 

bloklama solüsyonu eklenildi, optimum koşullarda inkübasyon sağlandıktan sonra 

bloklama solüsyonu uzaklaştırıldı ve anti-PKNOX2 (1:50 dilüsyon; invitrogen; katalog 

no: PA5-65032), anti-ATM (1:100; invitrogen; katalog no: MA1-23152) ve anti-RNF8 

(1:25 dilüsyon; santa cruz biotechnology; katalog no: 271462) uygun tamponlar ile 

seyreltildikten sonra örnekler ile muamele edildi. RNF8 için gece boyunca primer 

antikor inkübasyonu sağlanırken ATM için 2 saat inkübasyon olması optimum şartlar 

olarak kararlaştırıldı. İnkübasyon sonrası örnekler de 2 kez 5 dakika olacak şekilde 

yıkama işlemi yapıldı. Minus ve Plus PLA probları 1:5 oranında kit içinden çıkan antikor 

dilüsyon tamponu ile seyreltildi ve örneklere uygulandı. 1 saat boyunca 37 ℃ 

inkübasyonu gerçekleştikten sonra 1x Wash buffer A ile iki kez 5 dakika yıkama 

gerçekleştirildi ve 5X ligasyon stoğunun 1:5 oranında dilüsyonu gerçekleştirilerek 1X 

ligasyon solüsyonu elde edildi ve 1X ligasyon solüsyonu ile ligaz enzimi 1:40 oranında 

seyreltilerek karışım örneklere uygulandı. Örnekler 30 dakika 37℃ inkübe edildikten 

sonra 1x wash buffer A ile tekrar iki kez 2 dakika yıkandı ve 1:5 oranında dilüsyonu 

olmuş amplifikasyon stoku ile 1:80 oranında seyreltilmiş polimeraz karışımı örneklere 

eklendi. 100 dakika 37 ℃ inkübe edildikten sonra 2 kez 10 dk süreyle 1x wash buffer 

B ile yıkandı ve son olarak 0.01x wash buffer B ile 1 dakika yıkama yapılıp örnekler kit 

içerisinde bulunan kapatma (mounting) ortamında 15 dakika bekletildi ve Olympus 

IX73 ve Leica DMI6000B ve Leica DM6B floresan mikroskop ile görüntülendi. Elde 

edilen görüntüler ImageJ yazılımı kullanılarak analiz edildi. 
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4. BULGULAR 

4.1. Mezenkimal Kök Hücrelerde PKNOX2 Overekspresyonunun 

Doğrulanması 

Elektroporasyon yöntemiyle, pCMV6-Entry, PKNOX2:pCMV6 plazmidleri 

aktarılan mezenkimal kök hücrelerden ve kontrol mezenkimal kök hücre 

örneklerinden elde edilen total protein lizatlarıyla yapılan Western blotlama sonucu 

anti-PKNOX2 antikoru ile işaretlenmiş olan membranda PKNOX2:pCMV6 plazmidi 

aktarılmış MKH örneklerinde DDK-PKNOX2 füzyon proteinine karşılık gelen 70 kDa 

hemen üzerinde bir bant ile birlikte 70 kDa’da belirgin, 55 kDa ve 55kDa altında silik 

bantlar görülmüştür (Şekil 4.1). PKNOX2:pCMV6 plazmidi aktarılmış MKH 

örneklerinde 70 kDa hemen üzerinde görülen bu bantın DDK füzyon edilmiş PKNOX2 

proteini olduğu söylenebilir. pCMV6-Entry boş plazmidi aktarılan ve işleme tabii 

tutulmamış MKH örneklerinde 70 kDa’da bant gözlemlenmiştir. Benzer şekilde, 55 

kDa hizasında ve 55kDa altında silik bantlar bu örneklerde görülmüştür.   

 

 

Şekil 4.1. Mezenkimal Kök Hücrelerde PKNOX2 overekspresyonu sonrası 
transfeksiyon doğrulanması   

 
a) anti-PKNOX2 antikoru ile görüntüleme  
b) anti-β-AKTİN antikoru ile görüntüleme En sağdaki kuyucuğa moleküler ağırlık (MW) belirteci 
yüklenmiştir.  
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4.2. Ko-immünoprespitasyon yöntemi ile PKNOX2 ile ATM Proteininin 

Etkileşiminin Araştırılması  

ATM ile PKNOX2 etkileşiminin araştırılması için PKNOX2 ile Ko-

immünopresipitasyon sonrası ATM ve ATM ile Ko-immünopresipitasyon (ko-IP) 

sonrası PKNOX2 varlığı Western Blotlama ile belirlenmiştir. PKNOX2 ile yapılan ko-IP 

ile çöken proteinler ile yapılan Western blotlamada PKNOX2 antikor ile PKNOX2 

proteininin çöktüğü (total proteinden yapılan Western blotlama görüldüğü gibi 70 

kDa seviyesinde bant gözlemlenmesi ile) saptanmıştır (Şekil 4.2a ve c). 
 

 

Şekil 4.2. Ko-immünoprespitasyon yöntemi ile PKNOX2 ile ATM protein 
etkileşiminlerine bakılan Western Blot sonuçları.  

a) Üst membran PKNOX2 antikoru ile işaretlenmiş, alt membran β-AKTİN antikoru ile işaretlenmiştir, 
b) Üst membran ATM antikoru ile işaretlenmiş, alt membrane β-AKTİN antikoru ile işaretlenmiştir c) 
PKNOX2 antikoru ile ko-IP sonrası western blot membranı PKNOX2 antikoru ile işaretlenmiş, d) 
PKNOX2 antikoru ile ko-IP sonrası western blot membranı ATM antikoru ile işaretlenmiş, e) ATM 
antikoru ile ko-IP sonrası western blot membranı ATM antikoru ile işaretlenmiş, f) ATM antikoru ile ko-
IP sonrası western blot membranı PKNOX2 antikoru ile işaretlenmiş 
En sağdaki kuyucuğa moleküler ağırlık (MW) belirteci yüklenmiştir.  
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PKNOX2 ile yapılan co-IP sonrası, ATM proteinin varlığı da western blot membranında 

total proteindeki gibi 250 kDa üzerinde bant gözlenmesi ile tespit edilmiştir (Şekil 4.2b 

ve d). pCMV6-Entry örneğinde ATM protein bantının en yoğun olduğu 

gözlemlenmiştir. ATM co-IP sonrası western blot membranında PKNOX2 antikoru ile 

işaretleme ile 100kDa, 70 kDa ve 55 kDa bantlar gözlemlenmiştir (Şekil 4.2f) ve ilginç 

olarak hem 70 kDa’lık hem 55 kDa’lık bant boş vektörü (pCMV6) taşıyan MKH 

örneklerinde en yoğun iken pPKNOX2 plazmidini taşıyan MKH örneklerinde yoğunluk 

göreceli daha azdır. Bant yoğunluğundaki benzer durum ATM co-IP sonrası western 

blot membranının ATM antikoru ile işaretlenmesinde de saptandı (Şekil 4.2e). Sonuç 

olarak pCMV6 boş vektörü taşıyan MKH’lerden ATM antikoru ile daha fazla PKNOX2 

presipitasyonu olmuştur. pPKNOX2 taşıyan MKH’lerde ATM antikoru ile hem ATM 

presipitasyonunun hem PKNOX2’nin ko-presipitasyonunun daha az olması dikkat 

çekicidir. 

4.3. Ko-immünopresipitasyon Yöntemi ile RNF8 Proteinin Etkileşiminin 

Araştırılması  

RNF8 ile PKNOX2 etkileşiminin araştırılması için PKNOX2 ile Ko-

immünopresipitasyon sonrası RNF8 ve RNF8 ile Ko-immünopresipitasyon sonrası 

PKNOX2 varlığı western blotlama ile incelenmiştir. PKNOX2 ile yapılan Ko-IP sonrası, 

protein çökeltisinde önce PKNOX2 proteini varlığı total protein western blotlarında 

saptandığı gibi 70 kDa seviyesinde bant gözlenmesi ile belirlenmiştir (Şekil 4.3a ve c). 

PKNOX2 ile yapılan Ko-IP sonrası, RNF8 protein düzeyi western blotlama ile 

incelenmiş ve total proteinden RNF8 ekspresyonu incelendiğinde görülen bant ile 

aynı büyüklükte, 55 kDa ile 70 kDa arasında bant tespit edilmiştir. Bunun yanı sıra 30 

kDa civarında IgG hafif zincir büyüklüğüne karşılık gelen bir bant daha saptanmıştır 

(117). RNF8 Ko-immünopresipitasyon sonrası western blotlama membranı hem RNF8 

antikoru hem de PKNOX2 antikoru ile işaretlendiğinde 55 kDa büyüklüğünde bant 

saptanmıştır (Şekil 4.3 e ve f). Bu bant IgG heavy chain ağırlığına karşılık gelmektedir. 
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Şekil 4.3. Ko-immunopresipitasyon yöntemi ile PKNOX2 ile RNF8 proteinin 
etkileşimine bakılan western blot sonuçları.  

 
a) Üst membran PKNOX2 antikoru ile işaretlenmiş, alt membran ise β-AKTİN antikoru ile 
işaretlenmiştir. b) Üst membran RNF8 antikoru ile işaretlenmiş, alt membran β-AKTİN antikoru ile 
işaretlenmiştir. c) PKNOX2 antikoru ile ko-IP sonrası western blot membranı PKNOX2 antikoru ile 
işaretlenmiş, d) PKNOX2 antikoru ile ko-IP sonrası western blot membranı RNF8 antikoru ile 
işaretlenmiş, e) RNF8 antikoru ile ko-IP sonrası western blot membranı RNF8 antikoru ile işaretlenmiş, 
f) RNF8 antikoru ile ko-IP sonrası western blot membranı PKNOX2 antikoru ile işaretlenmiş. En sağdaki 
kuyucuğa moleküler ağırlık (MW) belirteci yüklenmiştir. 
 

4.4. In situ Proximity Ligation Assay Yöntemi ile PKNOX2 ile ATM 

Proteininin Etkileşiminin Araştırılması  

Her bir kuyucuğa 10000 hücre olacak şekilde (HUSCS-D11) 8’li chamber 

slide’lara ekilen Ki-MKH’ler %4 paraformaldehit ile fikse edildikten sonra, mouse anti-

ATM ve rabbit anti-PKNOX2 ile iki saat oda sıcaklığında inkübasyona bırakıldı. Kontrol 

grubu olarak ise sadece mouse anti-ATM (Şekil 4.4.a) ve sadece rabbit anti-PKNOX2 
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(Şekil 4.4.b) antikorları ile inkübe edilen kuyucuklar kullanıldı. İnkübasyon sonrası her 

bir kuyucuk duolink probları ile inkübe edildi. Çekirdek boyaması ise DAPI ile 

gerçekleştirildi.  

Deney sonucunda; Olympus IX73 ile 20X büyütme ile görüntü alındı. Alınan 

görüntülerde ATM:PKNOX2 etkileşiminin incelendiği kuyucukta (Şekil 4.4a) kırmızı 

sinyal noktaları gözlemlenirken, kontrol gruplarında (Şekil 4.4.c ve 4.4.d) kırmızı sinyal 

noktalarına rastlanmadı. ATM ve PKNOX2 etkileşimi çekirdekte görülebildiği gibi, 

sitoplazmada daha yoğun olarak tespit edilmiştir. 

4.5. In situ Proximity Ligation Assay Yöntemi ile PKNOX2 ile RNF8 

Proteininin Etkileşiminin Araştırılması  

Her bir kuyucuğa 10000 hücre olacak şekilde (HUSCS-D07) 8’li chamber 

slide’lara ekilen Ki-MKH’ler %100 metanol ile fikse edildikten sonra, mouse anti-RNF8 

ve rabbit anti-PKNOX2 ile gece boyunca +4oC’de inkübasyona bırakıldı (Şekil 4.5). 

Kontrol grubu olarak ise sadece mouse anti-RNF8 (Şekil 4.5.c) ve sadece rabbit anti-

PKNOX2 (Şekil 4.5.d) antikorları ile inkübe edilen kuyucuklar kullanıldı. İnkübasyon 

sonrası her bir kuyucuk duolink probları ile inkübe edildi. Çekirdek boyaması DAPI ile 

gerçekleştirildi. 

Deney sonucunda; Leica DMI6000B mikroskobu ile 20X büyütme ile görüntü 

alındı. Alınan görüntülerde RNF8:PKNOX2 etkileşiminin incelendiği kuyucukta (Şekil 

4.5.a) ve kontrol gruplarında da (Şekil 4.5.b ve Şekil 4.5.c) kırmızı sinyal noktaları 

gözlemlendi. RNF8 ve PKNOX2 etkileşimi çekirdekte görülebildiği gibi, sitoplazmada 

da yoğun olarak tespit edilmiştir.   
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Şekil 4.4. ATM: PKNOX2 etkileşiminin incelendiği Duolink PLA testinin a) floresan mikroskop (Olympus IX73) görüntüleri b) Image J 
programında iki farklı alanın sayımının ortalamasını gösteren grafik. 
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Şekil 4.4(Devam). ATM: PKNOX2 etkileşiminin incelendiği Duolink PLA testinin floresan mikroskop (Olympus IX73) görüntüleri. 
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PKNOX2 kontrol grubunda artifakt olarak değerlendirilen kalıntılar 

gözlemlenirken, RNF8 kontrol grubunda PKNOX2 kontrol grubuna göre daha az olmak 

kaydı ile boya kalıntıları tespit edilmiştir.  

Deney sonucunda Leica DM6B mikroskobu ve Leica BSC 7000T kamerası ile 

alınan sonuçlara göre hem kontrol gruplarında hem de RNF8 ve PKNOX2 

etkileşimlerinin incelendiği Kİ-MKH’lerde kırmızı sinyal noktaları gözlemlenmemiştir. 

Bu durum RNF8 ile PKNOX2’nin görüntünün bir gün sonra alınması sebebi ile 

slide’ların solmuş olabileceğini de düşündürmüştür (Şekil 4.6) 
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Şekil 4.5 RNF8-PKNOX2 etkileşiminin incelendiği Duolink PLA testinin Leica DMI6000B mikroskop görüntüleri (a,c,d) ve Image J 
programında üç farklı alanın sayımının ortalamasını gösteren grafik.  
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Şekil 4.6. Leica DM6B mikroskobu kullanılarak RNF8-PKNOX2 etkileşiminin incelendiği Duolink PLA testinin görüntüleri (a, c,d) ve Image 
J programında dört farklı alanın sayımının ortalamasını gösteren grafik.
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4.6. DNA hasarı sonrası In situ Proximity Ligation Assay Yöntemi ile 

PKNOX2 ile ATM ve RNF8 Proteininin Etkileşiminin Araştırılması  

4.6.1. ɣ-İrradyasyon Sonrası DNA Hasar Cevabının Tespiti   

Akım sitometri analizlerine göre ɣ- ışını ile muamele görmüş hücrelerin 

kontrolü olan FITC konjuge edilmiş ɣ-H2AX antikoru ile boyanmamış otofloresan 

hücre grubunda %1,8 popülasyon FITC için pozitif sonuç verirken; ɣ-H2AX antikoru ile 

muamele görmüş hücre grubu %41,9 FITC pozitif popülasyonu göstermektedir (Şekil 

4.7). Bunun yanı sıra ɣ- ışını ile muamele görmemiş kontrol grubu için otofluoresan 

ışıma %0,4 popülasyon olarak görülürken %5,4 popülasyon ɣ-H2AX için pozitiftir. 

Sonuç olarak ɣ- ışını ile muamele edilmiş ve edilmemiş hücre grupları arasında 

H2AX’in fosforile formu ɣ-H2AX protein düzeyinde yaklaşık olarak %34 bir fark 

saptanmıştır. 

Ɣ- irradiye (TR) ve kontrol (UNTR) Kİ-MKH’leri PI boyaması ile hücre döngüsü 

fazlarında bulunan popülasyonlar incelendiğinde hücre döngüsü fazlarının ayrımı çok 

belirgin değildi. Ɣ- irradiye edilmiş grupta G1 fazına karşılık gelebileceği düşünülen 

popülasyon %22,6 iken; kontrol grubunda bu oran %20,2 olarak saptanmıştır (Şekil 

4.8).  G2 fazı ɣ- irradiye grupta %28,3, kontrol grubunda ise %27,2 ‘dır (Şekil 4.9).  

Gama irradiasyon ile hücre döngüsü değişimi ve gamaH2AX’deki artışı aynı dot 

blot üzerinde incelendğinde hasar görmüş hücrelerde (TR-H2AX) kontrol grubuna 

kıyasla (UNTR-H2AX) G2 fazına doğru bir kayma gözükmektedir (Şekil 4.10). 
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Şekil 4.7. ɣ irradiye edilen (TR) hücreler ile kontrol grubu (UNTR) hücreleri (HUSCS-
D15) arasındaki ɣ-H2AX düzeyinin akım sitometrik analizi 

TR ɣ- irradiye örnekleri, UN TR kontrol örneklerini göstermektedir. OTO otofloresansı, H2AX ise  ɣ-
H2AX floresansının olduğu hücre sayısını vermektedir. OTO tüplerinde hücre döngüsü analizlerini 
yapabilmek için PI boyası bulunmaktadır. 
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Şekil 4.8.Ɣ- irradiye (TR) Kİ-MKH hücrelerin (HUSCS-D15) hücre döngüsü akım 
sitometri analizleri. 

TR ɣ- iradiye örnekleri, UN TR kontrol örneklerini göstermektedir. DNA’ya bağlanan PI boyasının 
maksimum floresan emisyonu 615-620 nm’dir ve PE/Texas Red kanalında saptanmaktadır. 

 

 

Şekil 4.9. PI ile boyanmış FITC-gamaH2AX antikoru içermeyen ɣ- irradiye olmayan 
(UNTR) Kİ-MKH’lerin (HUSCS-D15) hücre döngüsü akım sitometri 
analizleri. 

TR ɣ- iradiye örnekleri, UN TR kontrol örneklerini göstermektedir. 
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Şekil 4.10. ɣ irradyasyon ile hücre döngüsü değişimi ve gamaH2AX artışının aynı dot 
blot üzerinde, ɣ- irradiye olmayan (UNTR) ve olan (TR) Kİ-MKH’lerde 
karşılıklı analizleri 

 

4.6.2. ɣ-İrradyasyon Sonrası In situ Proximity Ligation Assay Yöntemi ile 

PKNOX2 ile ATM Proteininin Etkileşiminin Araştırılması  

Her bir kuyucuğa 10000 hücre olacak şekilde (HUSCS-D15) 8’li chamber 

slide’lara ɣ-İrradiye edilmiş ve edilmemiş Ki-MKH’ler ekildi. %4 paraformaldehit ile 

fikse olduktan sonra, mouse anti-ATM ve rabbit anti-PKNOX2 ile dört saat oda 

sıcaklığında inkübasyona bırakıldı (Şekil 4.11.a). Kontrol grubu olarak ise sadece 

mouse anti-ATM (Şekil 4.11.c) ve sadece rabbit anti-PKNOX2 (Şekil 4.11.b) antikorları 

ile inkübe edilen kuyucuklar kullanıldı. İnkübasyon sonrası her bir kuyucuk duolink 

probları ile inkübe edildi. Çekirdek boyaması DAPI ile gerçekleştirildi. 

Deney sonucunda; Leica DM6B mikroskobu ve Leica BSC 7000T kamerası ile, 

40X büyütülerek görüntü alındı. Elde edilen görüntülerde ATM-PKNOX2 etkileşiminin 

incelendiği kuyucukta (Şekil 4.11.a) ve kontrol gruplarında (Şekil 4.11.b ve 4.11.c) 

kırmızı sinyal noktalarına rastlanmadı.  
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Şekil 4.11. ɣ-İrradyasyon ile DNA hasarı oluşturulmuş  Kİ-MKH’lerinde ATM:PKNOX2 etkileşiminin tespiti için Duolink PLA testinin 
görüntüleri 
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4.6.3. ɣ-İrradyasyon Sonrası In situ Proximity Ligation Assay Yöntemi ile 

PKNOX2 ile RNF8 Proteininin Etkileşiminin Araştırılması  

Her bir kuyucuğa 10000 hücre olacak şekilde (HUSCS-D07) 8’li chamber 

slide’lara ɣ-İrradiye edilmiş Ki-MKH’ler ekildi. %100 metanol ile fikse olduktan sonra, 

mouse anti-RNF8 ve rabbit anti-PKNOX2 ile overnight +4oC’de inkübasyona bırakıldı . 

Kontrol grubu olarak ise sadece mouse anti-RNF8 ve sadece rabbit anti-PKNOX2 

antikorları ile inkübe edilen kuyucuklar kullanıldı. İnkübasyon sonrası her bir kuyucuk 

duolink probları ile inkübe edildi. Çekirdek boyaması DAPI ile gerçekleştirildi. 

Deney sonucunda; Leica DMI6000B mikroskobu kullanılarak, 20X büyütme ile 

elde edilen görüntülerde; RNF8:PKNOX2 etkileşiminin incelendiği kuyucukta (Şekil 

4.12.a) kırmızı sinyal noktaları gözlemlendi; ancak RNF8 antikoru kontrol grubunda 

daha belirgin olmak üzere az sayıda arka plan kırmızı sinyal noktaları da mevcuttu 

(Şekil 4.12.c ve 4.12.d). Leica DM6B mikroskobu ve Leica BSC 7000T kamerasında 40X 

büyütme ile elde edilen görüntülerde; RNF8-PKNOX2 etkileşiminin incelendiği 

kuyucuklarda (Şekil 4.13.a) kırmızı sinyal noktaları gözlemlenirken, kontrol 

gruplarında (Şekil 4.13.c ve 4.13.d) arka plan kırmızı sinyal noktalarına rastlanmadı. 
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Şekil 4.12. ɣ-İrradyasyon ile DNA hasarı oluşturulmuş  hücrelerinde RNF8-PKNOX2 etkileşiminin incelendiği Duolink PLA testinin Leica 
DMI6000B mikroskop görüntüleri (a,c,d) ve Image J programında üç farklı alanın sayımının ortalamasını gösteren grafik.  
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Şekil 4.13. ɣ-İrradyasyon ile DNA hasarı oluşturulmuş Kİ-MKH Hücrelerinde RNF8-PKNOX2 etkileşiminin tespiti için yapılan Duolink PLA 
testinin Leica DM6B mikroskop görüntüleri (a,c,d) ve Image J programında dört farklı alanın sayımının ortalamasını gösteren 
grafik. 
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4.7. Mezenkimal Kök Hücrelerde PKNOX2 Overekspresyonu Sonrası Yapılan 

Proteom ile PKNOX2 ile Etkileşen Proteinlerin Biyoinformatik Araçlar 

Kullanılarak Değerlendirilmesi 

PKNOX2 fused DDK ile birlikte immüno-çökeltilmiş protein örneklerinin kütle 

spektrometresi analizi, 219 proteinin PKNOX2 ile etkileşime girdiğini ortaya koymuştu 

(2,28). Bu proteom listesinde DNA hasarına cevapta görev alan iki proteinin (ATM ve 

RNF8) PKNOX2 proteinin ile etkileşiminin doğrulanması sonrası gelecek çalışmalar için 

Biyoinformatik araçlar ile analizler yapılmış ve Hasar durumunda görev alan başka 

proteinlerin olup olmadığı incelenmiştir. PANTHER programı (124) ile yapılan GO 

zenginleştirme moleküler fonksiyon analizi, listedeki proteinlerin 168’sini moleküler 

fonksiyonlarını belirleyebilmiş ve bunların antioksidan aktivitesine, bağlanma, 

katalitik aktivitesine, reseptör aktivitesine, sinyal iletimi (transducer) aktivitesine, 

yapısal protein aktivitesine, translasyon düzenleyici aktivitesine ve transporter 

aktivitesine sahip olduğunu göstermiştir (Şekil 4.14a).  Binding moleküler 

fonksiyonuna daha detaylı incelendiğinde kalsiyum-iyon bağlanma, kromatin 

bağlanma, lipid bağlanma, nükleik asit, nükleotid bağlanma, protein bağlanma 

aktivitesine sahip 68 protein olduğu saptanmıştır (Şekil.4.14b). Nükleik asit binding 

daha detaylı incelendiğinde DNA ve RNA bağlanması olmak üzere 19 nükleik asit 

bağlanması (Şekil 4.14c), DNA bağlanması incelendiğinde ise 1’i hasar görmüş DNA 

bağlanması olmak üzere 9 DNA bağlanmasına sahip protein belirlenmiştir (Şekil 

4.14d).  

PANTHER programında yapılan GO-Slim Biyolojik Proses analizinde, biyolojik 

adhezyon, biyolojik düzenleme, hücresel komponentlerin organizasyonu ve 

biyogenez, hücresel ve gelişimsel proses, immün-sistem prosesi, lokalizasyon, 

lokomosyon, metabolik proses, multiselüler organizma prosesi ve uyarıya yanıt 

süreçlerinde görevli proteinler tespit edilmiştir. Bunlar içerisinde uyarıya cevapta 

görev alan proteinlerin detaylı incelenmesi sonucu, bakterilere karşı savunma yanıtı, 

immün yanıt, biyotik uyarıya karşı yanıt, dış uyarıya karşı yanıt ve strese karşı yanıt 

olmak üzere 5 farklı alanda uyarıya cevabın sınıflandırıldığı gösterilmiştir.  Strese 
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tepkide rol oynayan on protein tespit edilmiştir ve bu proteinler arasında ATM 

proteini bulunmaktadır (Şekil.4.15).  

 

 

Şekil 4.14. PKNOX2 proteom listesinin PANTHER  analizi  

a) Moleküler Fonksiyon grafiği b) Binding grafiği 
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Şekil 4.14. (Devamı) PKNOX2 proteom listesinin PANTHER  analizi 

c) Nükleik asit binding grafiği d) DNA binding grafiği 
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Şekil 4.15. PKNOX2-Proteom Listesinin PANTHER GO-Biyolojik Fonksiyon Analizi 

a) Biyolojik proses grafiği b) response to stimulus grafiği 
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Şekil 4.15 (Devam). PKNOX2-Proteom Listesinin PANTHER GO-Biyolojik Fonksiyon 
Analizi c) response to stresss listesi 
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5. TARTIŞMA 

Bu çalışmada, PKNOX2 proteini ile ATM ve RNF8 proteinlerinin etkileşimlerinin 

incelenmesi amacıyla Ko-immünopresiptasyon ve in situ proximity ligation assay 

(PLA) deneyleri yapıldı.  

PKNOX2-ATM ve PKNOX2-RNF8 etkileşimlerine Ko-immünopresipitasyon 

yöntemi ile de araştırmak için CMV promotoru altında PKNOX2 ifadesinin artmasını 

sağlayan pPKNOX2 overekspresyon plazmidi ve kontrol olarak PKNOX2 geni 

taşımayan pCMV6-Entry plazmidi elektroporasyon ile Kİ-MKH’lerine aktarılmıştır ve 

pPKNOX2 aktarılan Kİ-MKH’lerinden elde edilen total protein lizatlarında PKNOX2 

protein ifadesinin arttığı western blot membranlarında 70 kDa’nın üzerinde kalın bant 

görülmesi ile saptanmıştır. Buna karşın, pCMV6-Entry plazmidi taşıyan Kİ-MKH’lerin 

total protein lizatlarında bu bant görülmemiştir. Aynı zamanda üç ayrı örnekte de 70 

kDa büyüklüğünde bant tespit edilmiştir. 

 PKNOX2 proteini saptamasında kullanılan mouse-anti-PKNOX2 (Santa Cruz 

Biotechnology, cat no:sc-101857) antikorunun özellikleri incelendiğinde PKNOX2 

bantının 50 ile 80 kDa arasında tespit edildiği gösterilmiştir. PKNOX2 geninin 14 tane 

transkriptinin olduğu literatürde belirtilmektedir. Bunun yanı sıra Günel-Özcan ‘nın 

214Z033 no.lu projesinin TUBİTAK raporunda da PKNOX2 bantının 70 kDa 

büyüklüğünde olduğu gösterilmiştir. 70 kDa üzerinde görülen bant ise DDK fused 

PKNOX2 olarak düşünülmüştür çünkü Myc-DDK büyüklük olarak 2.2 kDa’na denk 

gelen yapıdadır.  

Total protein lizatlarından western blotlama yapılması sonucunda, total 

protein kullanılarak PKNOX2 ko-immünopresipitasyonunun sonucunda western 

blotunda ATM antikoru 350 kDa ATM proteininin varlığına işaret etmiştir ve literatür 

ile uyumludur. Ayrıca, PKNOX2 proteinine western blotlama ile bakıldığında 15 dakika 

exposure süresinin fazla olduğu ortaya çıkmış daha kısa sürelerde sonuç alınabileceği 

gözükmüştür. RNF8 antikoru ile 55 kDa ile 70 kDa arasında bant görülmüş ancak 

ladder (protein molekül ağırlık belirteci) üzerinde bu iki bant çok yakın olduğu için tam 

olarak molekül ağırlığı tespit edilememiştir. Bu iki bantın birbirinden ayrışması için 

ilave deneyler yapılmış ancak sonuç değişmemiştir. Moleküler ağırlığı 56 kDa olan 
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RNF8 proteini, IgG ağır zinciri ile (yaklaşık 50 kDa;) çok yakın olması sebebiyle arka-

plan (background) görüntü alınıp alınmadığı konusunda şüphe doğurmuştur (118). 

Ayrıca bu yöntem ile etkileşimin doğrudan mı yoksa dolaylı mı olduğu ve etkileşimde 

olan proteinlerin lokalizasyonu anlaşılamamaktadır. Bu nedenlerden dolayı in situ 

proximity ligation assay (PLA) yöntemi ile protein-protein etkileşimleri incelenmiştir.  

Gerçekleştirilen PLA deneyleri sonucunda PKNOX2 ile ATM arasında bir ilişki 

olduğu gözlemlenmiştir ancak irradyasyon ile DNA hasarına uğrayan hücrelerde 

etkileşimin gözlemlenememiş olması başka soruları gündeme taşımaktadır. DNA 

hasarı sonucu ATM fosforilasyonu nedeniyle etkileşim ortadan kalkıyor olabilir ya da 

etkileşim fosforile ATM’ye kayıyor olabilir ve test için kullanılan antikorun fosforile 

formu tanımaması nedeniyle etkileşim tespit edilemeyebilir. Deneyler arasında geçen 

zamanda antikorlar ve kit özgünlüğünün azalmış olabileceği düşünüldüğünden 

amplifikasyon süresi arttırılarak PLA yönteminin tekrarlanması uygun olacaktır.  

Kİ-MKH’ler ile DNA hasarına uğramış Kİ-MKH’ler kıyaslandığında PKNOX2-

RNF8 etkileşiminin hasar ile arttığı söylenebilir. Diğer taraftan, teknik kontrol olarak 

kullanılan sadece PKNOX2 antikorunun bulunduğu ve sadece RNF8 antikorunun 

bulunduğu kuyucuklarda da artifakt kalıntılara rastlanması yıkamanın artırılması 

gerektiğini ve yıkama için bir optimizasyon çalışmasına gidilmesi gerektiğini 

göstermiştir.  

PKNOX2-ATM etkileşiminin ko-immünopresipitasyon ile araştırılması 

deneylerinde PKNOX2 Ko-IP sonrası ATM düzeyine bakıldığında en fazla PKNOX2 geni 

taşımayan pCMV6-Entry örneğinde görülmüştür; bu durum elektroporasyonun bir 

etkisi olarak düşünülebilir çünkü elektroporasyon hücrede stres yaratarak ROS etkisi 

ile DNA hasarına sebebiyet verebilir ve bu durumda etkileşim artmış olabilir. PKNOX2 

plazmidi aktarılan örneklerde ise bu durumun görülmemesi PKNOX2’nin strese karşı 

koruyucu rol oynayabileceğini düşündürmüştür. Bu durumu gözlemlemek için ɣ- 

irradiye olmuş hücrelerde Ko-IP yapılabilir ve etkileşimin DNA hasarı ile artıp 

artmadığı daha net ortaya konabilir; ancak hücrelerin transfeksiyon sonrası yeterince 

strese girdikleri için aynı zamanda ɣ- ışınlamaya dayanamayacağı düşünülmüştür. Bu 

sebeple öncesinde herhangi bir overekspresyona gerek duymadan da etkileşimi bize 
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amplifiye ederek gösterebilecek olan PLA yöntemi ile deney düzeneği 

oluşturulmuştur. Proximity ligation analizin öncesinde numune saflaştırmasına gerek 

olmaması, sinyali amplifiye edebildiği için herhangi bir overekspresyon 

gerektirmemesi, ELISA'nın özgüllüğünü ve PCR'nin ürün güvenilir sonuçlarına 

duyarlılığını kullanması, etkileşimin varlığı durumda lokalizasyon tayini yapılabilmesi 

bu tekniğin avantajlarını oluşturmaktadır. Probda kullanılan antikorun kalitesine 

büyük ölçüde bağımlı olması, partiye özgü antikor performansına bağlı olarak 

sonuçlarda potansiyel değişimin gözükmesi, spesifik olmayan oligonükleotit 

ligasyonu nedeniyle arka-plan sinyali vermesi, oligonükleotidlerin antikora kovalent 

konjugasyonu zor ve zaman alıcı olabilmesi gibi eksi tarafları da mevcuttur. PLA 

tekniği, çok çeşitli numune tipleri için uygundur ve mutasyona özel hedefli tedavilerin 

geliştirilmesinde yardımcı olabilir. Negatif yönlerini ortadan kaldırmak amaçlı ticari kit 

kullanılmış ve bu kitin ışıma verdiği dalga boyları 554 nm eksitasyon, 570 nm’de  

emisyon olarak belirtilmiştir. PLA tekniği ile yapılan deneyler sonucu  ɣ-irradiye Kİ-

MKH’lerde etkileşim araştırılmıştır ancak negatif sonuç alınması deneyin tekrarının 

gerekli olduğunu ortaya koymuştur. Kit üretici firması Zeiss filtre Cy 3’ü önermekle 

birlikte bizim görüntü aldığımız mikroskopların filtreleri de ışımanın dalga boyuna 

uygundur (Olympus IX73 filtre küpü U-FGW, Leica DMI6000B filtre küpü N2.1 ve Leica 

DM6B filtre küpü +TX2) .  

Ɣ- irradiasyon ile DNA hasar deneylerinde ise ɣ- irradiye edilmiş hücrelerde 

(TR) kontrol hücrelerine (UnTR) göre ɣ-H2AX miktarı çok yükselmiştir. H2AX 

nukleozomdaki histon oktomerinin bileşeni olan H2A proteininin bir varyantıdır ve 

DNA çift kırıklarında ATM gibi kinazlar tarafından fosforillenir. Fosforillenen bu 

protein (ɣ-H2AX) DNA onarım proteinlerinin hasar bölgesine toplanmasını sağlayan 

ilk basamaktır. Ɣ-H2AX’in akım sitometri veya immunfloresan mikroskopta 

gösterilmesi DNA hasarının oluştuğunu gösterir (119). Ɣ- irradiye edilen Kİ-MKH’lerde 

ɣ-H2AX düzeyinin artması DNA çift iplik kırıklarının olduğuna işaret etmiştir. 

Bunun yanı sıra hücre döngüsü analizleri incelenmiş ve irradiye edilmiş 

hücrelerde kontrol hücrelerine göre G2 fazına doğru bir kayma gözlemlenmiştir. Bu 

durum G2 fazında hücre döngüsünün tutuklanmasının olabileceğini göstermiştir. 
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Literatüre incelediğimizde de, ɣ-irradyasyonun G2/M fazında hücre döngüsünün 

tutuklanmasına sebep olduğu gösterilmiştir (120). 

Hücre döngüsünde senkronizasyon yapılmadığı için pikler net oluşmamıştır. 

Hücrelerin senkronizasyonu kolşisin kullanılarak hücrelerin M fazında tutuklanması 

ile gerçekleştirilir (121). Bu nedenle ileride yapılacak çalışmalarda hücreler kolşisin ile 

M fazında tutuklanıp, sonrasında kolşisin ortamdan uzaklaştırılarak hücrelerin 

hepsinin aynı anda hücre döngüsüne girmesi sağlanarak senkronizasyon yapılması 

durumunda daha net hücre döngüsü pikleri elde edilebilir. Ayrıca, PI boyasına göre 

daha spesifik olan BrdU kullanılarak ve daha fazla hücre sayılarak deneylerin 

gerçekleşmesi pikleri daha net olarak ortaya çıkarabilir. 

PKNOX2 ile etkileşen proteom listesinin DNA hasarı ile ilgili proteinlerin ortaya 

çıkarılması üzerine PANTHER programı ile GO-zengileştirme analizinde ATM ve 

RNF8’in DNA hasarında rol oynayan proteinler arasında olduğu görülmüştür (122). 

ATM ve RNF8 proteinlerinin proteom analizlerinde coverage değeri sırası ile 5,79 ve 

7,22’dir (Tablo 5.1). Proteom analiz sonuçlarında coverage değeri bulunan tüm 

peptidlerdeki amino asitlerin sayısının bütün protein dizisindeki toplam amino asit 

sayısına bölünmesi ile hesaplanan yüzde kapsamını gösterir ve coverage değeri ne 

kadar yüksek ise araştırılan hedef protein etkileşim varlığı o kadar yüksektir (123).  

Tablo 5.1. PKNOX2, ATM ve RNF8 proteinlerinin PKNOX2 ko-immünopresipitasyonu 
sonrası yapılan proteom analiz değerleri 

Description ΣCoverage 
Σ# 

Proteins 
Σ# Unique 
Peptides 

Σ# 
Peptides 

Σ# 
PSMs 

# AAs 
MW 

[kDa] 
calc. pI 

PKNOX2* 13,56 3 4 4 20 472 52,0 4,88 

PKNOX2** 17,58 11 7 8 38 472 52,0 4,88 

ATM 5,79 13 1 17 25 3056 350,5 6,81 

RNF8 7,22 3 2 3 4 485 55,5 7,33 

 

Proteom analizleri için iki kere okuma yapılmıştır. * işareti ilk okumayı (RUN1) 

**işareti ikinci okumayı (REPLICATE1) ifade etmektedir. ATM ve RNF8 proteinleri tek 

okumada saptanırken, PKNOX2 proteini her iki okumada da saptanmıştır. 

Bu sonuçlar ışığında; PKNOX2’nin Ko-IP proteom analizinde coverage değerleri 

düşük olmasına ATM ve RNF8 ile etkileşimleri hem ko-IP sonrası western blotlama 
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hem de PLA testleri ile gösterilmiştir. PLA, bu etkileşimlerin lokalizasyonunun 

sitoplazma ve çekirdekte olabileceğine işaret etmektedir. PKNOX2 transkripsiyon 

faktörünün DNA hasar tepkisinde, fosfo-ATM ile fosforlanma sonrası, RNF8 

tarafından ubikitininasyona uğrayarak degrade olabileceği şeklinde bir yolak 

izlenebileceği düşünülmüş (Şekil 5.1) ancak DNA hasarı ile etkileşimlerde değişim olup 

olmadığının kesinleştirilmesi için tekrarlı ve gen susturma deneyleri gibi daha ileri 

fonksiyonel çalışmalara gerek olduğu belirlenmiştir.  

 

 

Şekil 5.1. DNA hasarı durumunda PKNOX2-ATM ve PKNOX2-RNF8 arasında oluşan 
etkileşimlerin olasılıklı illüstrasyonları 

  

(?) 

(?) 

(?) 
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6. SONUÇLAR ve ÖNERİLER 

 PKNOX2 proteininin western blot analizlerinde 70 kDa ,55 kDa büyüklüğünde 

ve 55 kDa’nın altında olmak üzere üç bant saptanmıştır.   

 PKNOX2 overekspresyonu ile ATM ifadelenmesi azalmaktadır.  

 PKNOX2’nin ATM ile etkileşimde olduğu PKNOX2 antikoru ile ko-IP yöntemi ve 

de PLA yöntemi ile saptandı. ATM ile ko-IP sonrası yapılan western blot 

analizlerinde ise boş plazmid (pCMV6) taşıyan MKH örneklerinde ATM 

antikoru ile PKNOX2 ko-presipitasyonu pPKNOX2 taşıyan MKH örneklerine 

göre daha fazlaydı. 

 PKNOX2 antikoru veya RNF8 antikoru ile yapılan ko-IP çalışmaları RNF8’in 

molekül ağrılığının IgG heavy chain ağırlığına yakın olması ve bant 

yoğunluklarının fazla olması nedeni ile şüpheli sonuç verdi. Ancak PKNOX2’nin 

RNF8 ile etkileşimde olduğu ise PLA yöntemi ile in situ olarak saptandı. 

 DNA hasarı durumunda, PKNOX2, ATM tarafından fosforile edilerek, bu 

işaretlenme sonucu RNF8 ile etkileşileşim oluşuyor ve RNF8 proteininin 

PKNOX2 proteinini ubikitinleştirmesi sonucu protein degradasyonu 

gerçekleşiyor olabileceğini düşündürmüştür. Bu durum, hücrelerin stres 

durumunda PKNOX2’nin görev aldığına işaret ediyor olabilir. 

  Ki-MKH‘lerde ɣ-irradyasyon ile DNA hasarı belirteci ɣ-H2AX düzeyinde artış 

saptandı ve hücre döngüsü analizlerinde G2/M fazında tutuklanma olabileceği 

gözlemlendi. Ancak hücre döngüsü pikleri birbirinden net bir şekilde 

ayrılmadığı için deneyin hücre senkronizasyonu sonrası BrdU kullanılarak 

tekrar yapılması önerilir. 

 DNA hasarı durumunda PKNOX2 ATM etkileşimi PLA yöntemi ile 

gösterilemedi. Deneylerin amplifikasyon süresi optimize edilerek 

tekrarlanması ve fosfo-ATM antikoru kullanılması önerilir. 
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