T.C.
HACETTEPE UNIVERSITESI

SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

PYRIN PROTEININiIN HUCRE GOCU

UZERINE ETKiSINiN iINCELENMESI

Dr. Arda CETINKAYA

Tibbi Biyoloji Programi

DOKTORA TEZi

ANKARA

2011






T.C.
HACETTEPE UNIVERSITESI

SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

PYRIN PROTEININiIN HUCRE GOCU

UZERINE ETKiSINiN iINCELENMESI

Dr. Arda CETINKAYA

Tibbi Biyoloji Programi

DOKTORA TEZi

TEZ DANISMANI

Prof. Dr. Engin YILMAZ

ANKARA

2011



Saglik Bilimleri Enstittisi MudurlGgi’ne;

Bu calisma jurimiz tarafindan Tibbi Biyoloji Programi’nda Doktora Tezi olarak kabul

edilmistir.

Jiri Bagkani: Prof. Dr. Engin YILMAZ

(Danisman) Hacettepe Universitesi

Uye: Prof. Dr. Nuhan PURALI
Hacettepe Universitesi

Uye: Prof. Dr. Mehmet Alikasifoglu
Hacettepe Universitesi

Uye: Prof. Dr. Abdullah EKMEKGI

Gazi Universitesi

¢
. —
Uye: Dog. Dr. Cetin KOCAEFE ELU'UMN "
Hacettepe Universitesi o z

ONAY:

Bu tez, Hacettepe Universitesi Lisansiistii Egitim-Ogretim ve Sinav Yénetmeligi’nin
ilgili maddeleri uyarica yukaridaki juri tyeleri tarafindan uygun gortlmus ve Enstiti
Yonetim Kurulu kararlariyla kabul edilmistir.

Prof. Dr. Hakan S. ORER
Enstitd Maddra



TESEKKUR

Bu doktora tezinin gergeklestiriimesi stirecinde Tip Doktoru - Bilim Doktoru
Bitlinlesik Programi’ni hayata gecirerek bana doktora yapmanin kapisini agan Prof.
Dr. iskender Sayek basta olmak lizere tiim program yéneticilerine; tez calismalarimi
gerceklestirmekte bana her zaman yol gosteren ve yorulmadan yakindan benimle
ilgilenen tez danismanim Prof. Dr. Engin Yilmaz’a; Tibbi Biyoloji doktora programina
basladigim giinden beri bana destek olan ve her konuda yol gosterip yardimlarini
esirgemeyen Prof. Dr. Meral Ozgii¢’e; doktora egitimime destek veren Tibbi Genetik
Anabilim Dali baskani Prof. Dr. Mehmet Alikasifoglu’na; bilgisiyle ve fikirleriyle bana
yol gosteren ve mikroskopi konusunda yardim etmek igin igtenlikle zamanini ayiran
Prof. Dr. Nuhan Purall’ya; onerileri ve yardimlari ile destegini esirgemeyen Dog. Dr.
Cetin Kocaefe'ye; her konuda destegini esirgemeyen Uzm. Dr. Banu Balcl-
Peynircioglu’na; calisma sirecinde yardimlarina ve yeteneklerine her zaman
basvurdugum calisma arkadasim Yeliz Akkaya’ya; calismanin her asamasinda gerek
teorik gerek pratik diizeyde yaptigimiz tartismalarla bana destek olan bilgi, yardim,
deneyim ve yeteneklerini her zaman benimle paylasan Ekim Taskiran’a tesekkiru bir
borg bilirim.

Ayrica, bu tezin gergeklestirildigi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali biinyesindeki
tim degerli 6gretim lyelerine ve calisanlarina tesekkiir ederim. Calismada kullanilan
fiberglas kaliplari hazirlamada bana yol gosteren ve nesesini benden esirgemeyen
Prof. Dr. Emin Rlstl Onur ve Dr. Onur Cil ile galismada kullanilan vektoérler ve hiicre
hatlarini saglayan Dr. Deborah Gumucio’ya tesekkir ederim. Son olarak, bu sirecte
beni hep destekleyen ve bu tezin gerceklesmesindeki gizli kahramanlar olan anne ve
babam basta olmak lzere tim aileme ve tezim sirecinde kaybettigim, yasamdaki
durusu ve hayata bakisi ile bana hep 6rnek olacak dedem Yrd. Dog. Dr. Ali Sedat
Torel’e tesekkiir ederim.

Son olarak, bu doktora tez calismasinin gerceklesmesi icin TUBITAK-1095297
projesi kapsaminda alinan destek ve doktora tez dénemi boyunca aldigim dogrudan
yurtici doktora destek programi bursu icin TUBITAK a tesekkiir ederim.



OZET

Cetinkaya A. Pyrin proteininin hiicre gécii lizerine etkisinin incelenmesi. Hacettepe
Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Biyoloji Doktora Tezi, Ankara, 2011.
Ailesel Akdeniz Atesi inflamatuar epizotlarla belirgin otoinflamatuar otozomal
resesif olarak kalitilan bir hastaliktir. Hastaligin tilkemizdeki prevelansi 1:1000’dir.
Hastalik icin ilk tercih ilag, hem epizotlara iyi gelen hem hastaligin amiloidoz gibi
uzun dénem komplikasyonlarini engelleyen kolsisindir. Hastaliktan sorumlu olan ve
yanlis ¢alisan protein, inflamasyon kontroliinde, apoptozda ve sitokin saliniminda
pek ¢ok roli oldugu gosterilmis pyrindir. Bunun yaninda pyrinin iyi bilinen hiicre
gocu dizenleyicileri olan PSTPIP1 ve aktin ile etkilesime girerek hiicre gogliniin
kontroliinde de bazi rolleri oldugu ileri stridlmistir. Bugline kadar pyrinin hiicre
gocu Uzerindeki dogrudan etkileri gosterilmemistir. Mikrotlbal iskeletinin genel
yapisini bozmayan en yulksek kolsisin derisimi, hiicre 6limunin 6lglilmesi ve hiicre
iskeleti ile organel boyamalari yapilarak saptanmistir. Bu calismada kullanilan uygun
kolsisin derisimleri, COS-7 ve Hela hucreleri igin sirasiyla 10ng/ml ve 7,5ng/ml
olarak bulunmustur. Yara iyilesmesi deneylerinde, yara sinirinda kontrol grubu ile
karsilastirildiginda artmis sayida asiri pyrin ifade eden hiicre saptanmistir (p<0.01).
Dogal pyrin, mutant pyrin (M694V, M680I ve V726A mutasyonlarini tasiyan) ve
kolsisinin gecici transfekte insiline karsi go¢c eden COS-7 hiicrelerindeki rolini
belirlemek igin filtre deneyleri kullanilmistir. Filtre deneylerinde, kontrol grubunda
veya pyrin mutantlarinda gériilmemesine karsin, dogal pyrin ile artmis hiicre gégu
arasinda anlamli bir iliski kurulmustur (p<0,01). Buna ek olarak, kolsisin uygulamasi
pyrin veya mutant pyrin ifade eden hiicrelerde hiicre gocini negatif yonde
etkilerken (p<0,05) kontrol grubunda anlamli bir diapedez artisina neden olmustur
(p<0,05). Burada sunulan veriler, pyrinin hicre gdcinin kontroliinde dogrudan
gorevleri oldugunu goéstermektedir. Bu sonuglar, pyrin proteininin PSTPIP1, aktin
veya henuz bilinmeyen; ancak buyik olasilikla MAPK sinyal yolagindaki proteinlerle
etkilesimleri araciligiyla olabilir. Kolsisinin hiicre goclini baskilayan etkilerinin
sadece dogal veya mutant pyrin varli§inda ortaya c¢ikmasi da dikkat cekilmesi
gereken onemli bir noktadir. Bu konudaki ilerleyen arastirmalar inflamatuar
hiicrelerde hiicre gog¢liniin yeni kontrol mekanizmalarinin kesfine yol acip genel
olarak tiim inflamatuar hastaliklar icin yeni tedavi olasiliklarinin kapilarini agabilir.

Anahtar kelimeler: pyrin, kolsisin, ailesel Akdeniz atesi, hiicre goc

Bu ¢alisma, TUBITAK-109S297 tarafindan desteklenmistir.
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ABSTRACT

Cetinkaya A. Investigating the effect of pyrin protein on cell migration. Hacettepe
University Insitute of Health Sciences, Ph.D. Thesis in Medical Biology, Ankara,
2011. Familial Mediterranean Fever is an autosomal recesively inherited,
autoinflammatory disease characterized by inflammatory episodes. The prevalance
of disease is 1:1000 in Turkey. The drug of choice for the disease is colchicine which
both relieves the patient from episodes and prevents late complications like
amyloidosis. The abberantly acting protein responsible for the disease is pyrin,
shown to have several roles in inflamation control, apoptosis and cytokine
secretion. Furthermore, pyrin was suggested to have several roles in the control of
cell migration through its interaction with well-known regulators of cell migration,
PSTPIP1 and actin. Until today direct effects of pyrin on cell migration have not
been shown. Appropriate concentration of colchicine that would not disturb general
microtubule skeleton was determined through cell death measurement,
cytoskeleton and organelle staining. The appropriate concentration that was used in
this study for COS-7 cells and Hela cells were determined respectively as 10ng/ml
and 7.5ng/ml. In wound healing assays, we noted an increased number of pyrin
overexpressing Hela cells neighboring the wound border compared to control
group (p<0.01). Boyden chamber assays were used to determine the role of pyrin,
its mutants, namely M694V, M680I, V726A, and colchicine in transiently transfected
COS-7 cells migrating against an insulin gradient. In Boyden chamber assays, a
positive significant relationship between wild type pyrin overexpression and
increased cell migration was shown (p<0.01), which was not observed in either
control group or mutants of pyrin. In addition, colchicine treatment would
negatively affect cell migration in either wild or mutant pyrin overexpressing COS-7
cells (p<0.05) while colchicine caused a significant increase in diapedesis in control
group (p<0.05). The data presented here shows direct involvement of pyrin in
control of cell migration. This maybe either through pyrin protein’s interaction with
PSTPIP1 or actin, or a different yet unknown mechanism possibly involving MAPK
signaling pathway. Colchicine’s cell migration abolorating effects appearing only in
the presence of wild type or mutant pyrin is also another interesting point to note.
Further research in this subject may lead to discovery of novel mechanisms
controlling cell migration in inflammatory cells and would result in novel treatment
options for inflammatory diseases in general.

Key words: pyrin, colchicine, familial mediterranean fever, cell migration

This study was supported by TUBITAK-1095297.
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SEKILLER

Pyrin proteininin yapisi.

fMLP ile uyarildiktan sonra go¢ etmekte iken fikse edilerek aktin
pyrin, ASC ve gekirdek icin DAPI ile florasan olarak boyanmis bir
insan monosit hicresi.

ASC spek yapisi olusturmus hiicrelerde pyrin, Arp3 ve VASP
proteinlerinin imminflorasan olarak boyanmasi.

Hlcre igi hareketlerini hiicrenin aktin polimerizasyonunu kendi igin
dizenleyerek saglayan Listeria monocytogenes ile enfekte edilmis
ve aktin, pyrin ve ASC ile florasan olarak boyanmis bir hiicre.

Asiri pyrin ve PSTPIP1 ifadesi saglanan bir hiicrede pyrin ve
PSTPIP1 proteinlerinin Ust Uste ¢akisan birbirine paralel ve
dallanan fibriler yapilar olusturmasi (retikiler fibriller).

Bir notrofil hiicresinin inflamasyon bélgesine ulasmak i¢in endotel
ile girdigi etkilesimin asamalari.

Hiicre gociini kontrol eden hiicre ici sinyal yolaklari.
LDH enziminin aktivitesi.

Transfeksiyon deneylerinde kullanilan pcDNA3.1 vektorini
gosteren sekil.

2 boyutlu deney sistemi.

35mm’lik kiltlr kabi igerisinde jellesmekte olan ve igerisine 2 adet
kuyucuk agilmis agaroz jel kalip.

Agaroz alti hiicre gocl deney sistemi.
Yara iyilesmesi deney sistemi.
Kalsein-AM’nin canli hiicreleri boyama ilkesi.

Hela hicrelerinde degisen kolsisin derisimlerinde besi yerindeki
LDH aktivitesi.

COS-7 hiicrelerinde degisen kolsisin derisimlerinde besi yerindeki
LDH aktivitesi.

COS-7 hiicrelerinde degisen kolsisin derisimlerinde besi yerindeki
LDH aktivitesi.

Faz-kontrast mikroskopisinde ve DAPI ¢cekirdek boyamasinda
gozlenen hiicre ve ¢ekirdek morfolojileri.
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COS-7 hiicrelerinde degisen kolsisin derisimlerinde faz-kontrast
hiicre morfolojisi ve DAPI ile boyanmis ¢ekirdek morfolojisi (10X).

Hela hiicrelerinin, degisen kolsisin derisimlerinde, florasan
mikroskopta gozlenen aktin ve mikrotibdl hiicre iskeletinin yapisi
(20X).

COS-7 hiicrelerinin degisen kolsisin derisimlerinde konfokal
mikroskopta aktin ve mikrotiibil hiicre iskeletlerinin yapisi (20X).

Hela hicrelerinin degisen kolsisin derisimlerinde florasan
mikroskopta endoplazmik retikulum ve Golgi aparati organellerinin
yapisi ve yerlesimi (10X).

COS-7 hiicrelerinin degisen kolsisin derisimlerinde florasan
mikroskopta endoplazmik retikulum ve Golgi aparati organellerinin
yapisi ve yerlesimi (10X).

COS-7 hiicrelerinin, 24 saat sonunda insilin olan tarafa dogru
kuyucuk icerisinde yonelimi.

COS-7 ve Hela hiicrelerinin yara iyilesmesi deney sisteminde goé¢
hareketleri.

Solda Hela hiicrelerinin yara iyilesmesi deney sisteminde florasan
mikroskopta pyrin-GFP proteininin yerlesimi. Sagda ayni hiicrelerin
1stk mikroskobundaki gortntileri (10X).

Yara iyilesmesi deneyinde GFP ve pyrin-GFP vektori ile transfekte
hiicrelerin sayllmasi.

Yara iyilesmesi deneyinde GFP ve pyrin-GFP ifade eden gruplar igin
yara sinirinda veya icerisinde bulunan hicrelerin karsilastiriimasi.

24 saat ve 48 saat deney siirelerinde ve insiilin varliginda veya
yoklugunda filtrelerden go¢ eden COS-7 hiicre sayilarinin
karsilastirilmasi.

Filtre deneylerinde hiicre sayilarini belirlemek i¢in gizilen standart
egri.
Filtre deneyi icin kullanilan 5 farkli vektor ile transfekte edilmis

deney gruplarinin deney stiresi sonunda pyrin ile transfeksiyon
durumlarinin florasan boyama ile gésterilmesi (10X).

Filtre deneyinde her deney grubundaki go¢ eden ve go¢ etmeyen
hiicre sayilart.
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1. GiRiS

Bir dokuda akut inflamasyonun baslamasi o dokudaki hiicreler tarafindan
salinan c¢esitli inflamatuar ajanlarca gercgeklestiriimektedir (1). Bu ajanlarin
dokulardaki hicreler lzerine olan pek ¢ok dnemli etkilerinin yaninda en onemli
etkilerinden biri de dokuda kilcal damar ve postkapiller endotel hicrelerini
etkileyerek dolasimdaki bagisiklik sistemi hiicrelerini akut inflamasyonu ilerletmek
Uzere bolgeye cagirmaktir (2).

Belli peryotlarda akut inflamasyon sirecinin kontrolsiiz olarak basladigi
Ailesel Akdeniz Atesi (AAA) Hastalig’’'nin patogenezinde bagisiklik sistemi
hiicrelerinin dokulara gé¢ etmesi 6nemli bir siirectir (3). inflamasyonun her tiiriinde
oldugu gibi, AAA ve benzeri otoinflamatuar hastaliklarda da inflamatuar hiicre
gocliniin, ozellikle dogal bagisiklik sistemi hiicrelerinin dokuya gé¢iinln, hastaligin
ataklarinin olusmasinda 6nemli bir yeri vardir. Dogal bagisiklik sistemi hiicrelerini
otoinflamatuar hastaliklarda dokulara ¢agiran ve bunun peryotlar seklinde olmasini
saglayan inflamatuar ajanlar ise henliz bilinmemektedir. Buna karsin, AAA’da
inflamasyonun baglatilmasi ve devam ettirilmesinde IL-1B (interlékin 1B) basta
olmak Uzere bazi sitokin salinimi yolaklarinin aktive olmasinin inflamasyona katkisi
detayli olarak arastirilmistir (4-7). AAA’da hiicre goclnin aktivasyonunun
inflamatuar ajanlara bir yanittan ¢ok, AAA’da artmis inflamasyonun nedenlerinin bir
parcasi olabilecegine iliskin kanitlar da 6ne slirtGlmistir. Bu asamada, AAA’dan
sorumlu mutant pyrin proteininin go¢ yolaklarinda yer alan proteinlerle etkilesime
girdigi gosterilmistir (8-10). Bununla birlikte, pyrinin hiicre goclinin niceligine ve
niteligine olan etkileri hentiz arastiriimamistir.

AAA hastaliginin tedavisinde ilk tercih edilen ilag kolsisindir. Kolsisin, AAA
hastaliginda hem inflamatuar ataklari baskilamakta hem de wuzun dénem
komplikasyanlari  onlemektedir (11). Kolsisinin asil  etkisinin mikrotibdil
depolimerizasyonu oldugu bilinmekle beraber bu etki derisim bagimhdir. Farkl

derisimlerde kolsisinin, pek cok farkl antiinflamatuar etkisi gosterilmistir (12). Bu



etkilerden hangisinin AAA tedavisinde Oncelikli olarak fayda sagladigi ise
bilinmemektedir.

Bu tezin amaci dogal pyrinin, mutantlarinin ve kolsisinin hiicre gégu Gzerine
olan etkilerinin saptanmasidir. Bu tez ¢alismasinin ilk asamasinda, kullanilacak olan
hiicre hatlarinin kolsisine duyarhliklari saptanacak ve sonraki deneylerde kullanmak
Uzere kolsisin mikrotlibul iskeletinin genel yapisini bozmayan en yiliksek kolsisin
derisimi belirlenecektir.

Tez galismasinin ikinci agsmasinda ise, hiicre hatlari igin ¢esitli hicre gogu
modelleri, uygunluklari agisindan test edilecektir. Uygun bulunan modeller
kullanilarak, pyrin ve mutantlarinin kolsisin varliginda veya yoklugunda hiicre

goclini nasil etkiledigi degerlendirilecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Ailevi Akdeniz Atesi Hastaligi ve Genetigi

AAA, dogal bagisiklik sisteminin belli araliklarla ve nedeni bilinmeyen bir
sekilde kontrolsliz olarak uyarildigi, buna bagli olarak, viicutta 6zellikle periton basta
olmak Uzere plevra, eklem sinoviyasi gibi gesitli dokularda yaygin inflamasyonun
olustugu otozomal resesif kalitilan genetik bir hastaliktir (13). AAA’nin inflamatuar
ataklari tipik olarak 1-2 ayda bir ortaya cikmakta ve 6-72 saat devam etmektedir
(14). Ataklar sirasinda, altinda herhangi bir neden gosterilemeyen peritonit, artrit,
plevrit, ates gorilmesi tipiktir (14,15) ve ¢ogu zaman bu duruma, artmis inflamatuar
cevabi gosteren klinik laboratuar bulgulari da eslik etmektedir. Klinik
laboratuarlarda sik¢a arastirilan inflamatuar degisiklikler, fibrinojen, eritrosit
sedimentasyon hizi (Erithrocyte Sedimentation Rate, ESR), C reaktif protein (C-
reactive protein, CRP) artisi ve l6kosit sayisindaki artislardir (14-16).

AAA hastalarinda ataklarla kendini gosteren ya da klinik bulgu vermeden
gelisen kronik inflamatuar sire¢, Amiloid A (AA) tipi amiloid gelisimine de neden
olmaktadir (17). Sonugta, hastaligin en ciddi komplikasyonu olan kronik bdbrek
yetmezligi ortaya cikmaktadir. AAA Ozellikle Yahudi, Ermeni, Arap ve Tirk
toplumlarinda sik goriilmektedir (18). Hastaligin (ilkemizdeki prevalansi 1/1000’dir
(19).

16p13.3 bolgesinde bulunan AAA’dan sorumlu MEFV (MEditerranean FeVer)
geninin (20) 6zellikle dogal bagisiklik sisteminin dizenlenmesinde dnemli gorevleri
oldugu bilinmektedir. MEFV geninin bluyukliga 15 kb olup bu genden 781 amino
asitlik pyrin proteini kodlanmaktadir. Bu genin bliyukligu yaklasik 15 kilobazdir ve
kodladigi 781 amino asit uzunlugundaki proteine pyrin adi verilmektedir. Tim
otoinflamatuar hastalik genlerine ait genlerdeki degisikliklerin toplandigi bir
veritabani olan “infevers” veritabanina gore son glincellendigi 06/08/2010 tarihi
itibariyle MEFV geninde 205 degisiklik tanimlanmis ve bunlarin 69 tanesi AAA klinik
bulgularindan sorumlu olarak bildirilmistir (21,22). MEFV geni 10 ekson icermekte
ve mutasyonlarinin ¢ogununun iki eksonda toplandigi dikkati cekmektedir. Gen

Gzerindeki 205 degisiklikten 56 tanesi ekson 2’de bulunup bunlarin 19 tanesi ve



ekson 10 Uzerindeki 59 degisiklikten 26 tanesi AAA klinik bulgulari ile
iliskilendirilmistir (21,22). Bu iki eksonda yer alan M680I, M694V, M694l, V726A ve
E148Q mutasyonlari AAA hastalarinda en sik gorilen mutasyonlar olarak rapor
edilmistir (18).

AAA’dan sorumlu MEFV mutasyonlari her zaman ayni siddette klinik
bulgulara neden olmamaktadirlar. Sik gériilen 5 mutasyon arasindan 6zellikle E148Q
mutasyonunun digerlerine kiyasla daha hafif klinik bulgulara neden oldugunu hatta
bazen E148Q mutasyonuna sahip bireylerde AAA’nin klinik bulgularina hig
rastlanmadigini gésteren yayinlar vardir (23,24). Ayrica, mutasyon tipinden bagimsiz
olarak AAA’nin klinik bulgularinin ortaya gikisinin ve siddetinin gevresel faktoérlerden
etkilendigi de bilinmektedir (25,26). Ayni etnik kékene sahip fakat farkh Glkelerde
yasayan Turkler'de hastahgin klinik siddeti Ulkeye gore farkhlik gostermekte ve
cevresel etkenlerin 6nemini yansitmaktadir (26).

MEFV mutasyonlari AAA haricinde bagisikhk sisteminin kontrollnin
bozuldugu ve bagisiklik sisteminin viicudun kendi belli dokularina saldirdigi pek ¢ok
baska hastalikla da iliskilendirilmistir. Bu hastaliklar arasinda Coklu Skleroz (Multiple
Sclerosis, MS) (27), Behget Hastaligi (28), inflamatuar barsak hastaliklari (29), cesitli
vaskdlitler (30) ve cesitli eklem romatizmalari (31-33) vardir. Ayrica, ateroskleroz
(34) ve Alzheimer Hastaligi (35) gibi bazi inflamatuar sireglerin patogenezinde rol

oynadigl hastaliklara yatkinlik da MEFV mutasyonlari ile iliskilendirilmistir.

2.2. Ailevi Akdeniz Atesi Hastaligi Patogenezi

inflamasyonun diizenlenmesinde énemli oldugu bilinen pyrin proteini esas
olarak dogal bagisiklik sisteminin temel hiicreleri olan nétrofiller ve monositlerde
ifade edilmektedir (3). Pyrin proteini bes bolge (domain) icermektedir (36)
(Sekil 2.1). Bu domainler araciligiyla bagisiklik sisteminde énemli islevleri oldugu
bilinen bazi proteinlerle iliskiye girmektedir. Bu domainlerden proteinin N-ucuna en
yakin olani pyrin (PYD) domainidir. Pyrin domaini, bagisiklik sisteminin
dizenlenmesinden sorumlu pek c¢ok protein Uzerinde bulunmakta ve protein-

protein etkilesimlerinin kurulmasinda rol oynamaktadir (37). Pyrin proteinin bu



sekilde iliskiye girdigi proteinler arasinda ASC (Apoptosis associated Speck like with a
Caspase-recruitment domain) proteini de vardir (38).

ASC dogal bagisiklik sisteminin 6zellikle monositer hiicrelerindeki piroptoz
olayinin gergeklesmesinden sorumlu proteinlerin basinda gelmektedir (39). ASC
aktiflesince kaspaz-1'i de aktiflestirir ve boylece pro-IL-1B proteini kirpilarak aktif
hale gelir (39). IL-1 bagisiklik sisteminin temel uyaranlarindan birisidir. Ayrica, pyrin
proteini kendisi de kaspaz-1 enzimi tarafindan iki pargaya ayrilmaktadir (40). Bu iki
parcadan N-ucunu iceren pyrin proteini pargasi ¢ekirdege tasinmakta ve burada
inflamasyonda 6nemli bir rol oynayan bir sinyal proteini olan NF-kB’nin (Nuclear
Factor-kB) ifadesinin artmasina neden olmaktadir. Pyrin proteininin bunu bir DNA
baglanma bolgesi olarak islev gordugl bilinen bZIP (basic leucine ZIPper, bazik 16sin
fermuari) domaini aracilhigiyla basardigi 6ne strilmistir (40). ASC ayni zamanda
speck adi verilen perintikleer sitoplazmik yapiyr olusturmasinin ardindan bagisiklik
sistemi hicrelerini apoptoza da yonlendirmektedir (41).

Pyrin proteininin C-ucunda bulunan B30.2 domaininin islevi tam olarak
bilinmemekle beraber bu domainin, pyrinin inflamatuar slrecte aralarinda kaspaz-
1’in de bulundugu cesitli proteinlerle iliski kurmakta 6nemli bir domain oldugu
disunidlmektedir (36,42). B30.2 domaininde vyer alan mutasyonlar AAA
patogenezinde dnemli bir yer tutmaktadir. Yapilan bir ¢calismada B30.2 domaininin
X-1s1n1 kristalografisi sonucu elde edilen 3 boyutlu yapisi degerlendirildiginde, bu
domaindeki peptid baglanmasindan sorumlu oldugu diislintilen amino asitlere denk
gelen mutasyonlarin AAA klinik bulgularina neden olan mutasyonlarin (gte ikisine
neden oldugu belirtilmistir (43). B30.2 domaininin iliskiye girdigi gdsterilen bir baska
protein de apoptozda gorevleri oldugu bilinen bir protein olan Siva’dir (44).

Pyrin proteininin ayrica mikrotibdillerle iliskide oldugunu gosteren kanitlar
da vardir (8). Bu durum mikrotibdllerin adhezyon, hiicre gocu, vezikil transportu,
fagositoz gibi cesitli inflamatuar hiicre islevlerinde kilit gérev almalari agisindan
onemlidir.

Pyrin proteininin iliskiye girdigi bir diger protein ise PSTPIP1 (Proline-Serine-

Threonine Phosphatase Interacting Protein 1) isimli, baska bir otoinflamatuar



hastallk olan PAPA (Piyojenik Athrit, Piyoderma gangrenozum, Akne)
Sendromu’ndan sorumlu bir proteindir (45). PSTPIP1’in hicre gocgiinde ozellikle
hiicrenin gé¢ etme yonilinin tersinde kalan lropod kisminda 6nemli gorevleri
oldugu ve yonll hiicre gogiini dizenledigi bilinmektedir (46). PSTPIP1 proteini zarar
gormemis mikrotlbil yapisi varhginda mikrotibuller ile paralel bir yapi géstermekte
ve pyrin proteininin asiri ifade edildigi hicrelerde pyrin ile paralel seyreden
“retikiler fibriller"den olusan bir goriinim vermektedir (9). PSTPIP1’in pyrin ile
etkilesime girerek ASC’'nin aktivasyonunu sagladigi da 6ne sirilmektedir.

Pyrin proteinin MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase, Mitojen Aktive
Protein Kinaz) yolaginda bir scaffold proteini olarak gorev yapan 14-3-3 proteini ile

de etkilesime girdigi gosterilmistir (47).

Mikrotiibiil: PSTPIP1:
Adhezyon, Fagositoz, PAPA Sendromu
Gog, degranilasyon IL-1PB salinimini dizenler

T I

NH,

/ Kaspaz-1 kesim bolgesi 1
IkB: NF-kB inhibisyonu Kaspaz-1: IL-1pB aktivasyonu
14-3-3: P65: NF-kB inhibisyonu Siva: Apoptoz
ASC: Zlnglal;lzenml
Apoptoz Pop
Kaspaz-1 aktivasyonu
Sekil 2.1. Pyrin proteininin yapisi (36). Protein (izerinde renkli olarak belirtilen

bolgeler proteinin farkli domainlerini temsil ederken oklar pyrinin
iliskiye girdigi diger proteinleri ve pyrinle hangi bolgesi araciligiyla
iliskiye girdigini gostermektedir. Kirmizi olarak boyanmis yildirm
isareti ise pyrinin  kaspaz-1 tarafindan kesilme bdlgesini

gostermektedir.



2.3. Ailevi Akdeniz Atesi Hastaligi’'nin Tedavisi ve Kolsisin

AAA’nIn tedavisinde uzun yillardan beri kullaniimakta olan en énemli tedavi
araci kolsisindir. Kolsisin, AAA’da hem atak sikligini azaltmakta hem de hastaligin en
onemli komplikasyonu olan bobrek amiloidozunu 6nlemektedir (48). Kolsisinin AAA
tedavisindeki roli dogrudan ve dolayli olarak bagisiklik sistemini baskilamasina
baglanmistir (12). Kolsisinin baskiladigi bagisiklik sistemi islevleri arasinda fagositoz,
hicre gocgl, proinflamatuar sitokin salinimi vardir (12). Ayrica, kolsisinin hiicre
bolinmesini engellemesi ve apoptozu indiklemesi de kolsisinin bagisiklik sistemini
baskilayici islevi agisindan 6nemli olabilir (49).

Kolsisinin hiicre igindeki asil hedefi mikrotubdllerdir. Kolgisin mikrottbdllerin
temel yapi tasi olan a-tlibllin - B-tlbulin dimerlerinde a-tlbdlin ve B-tubilin
arasina baglanir (50). Bu baglanma dimerin 3 boyutlu yapisini degistirir ve
mikrotibil uglarina eklenen bu dimerler mikrotiibillerin uzamasini engeller veya
yavaslatir (50). Ayrica, kolsisinin mikrotibdillere baglanmak igin mikrotibillerle
iliskili bazi proteinlerle yaristigina ve onlarin baglanmasini engelledigine iliskin
yayinlar vardir (51). Hiicrelerin kolsisine cevabi derisim bagimli sekilde olmaktadir.

Kolsisin AAA hastaliginda 6zel olarak etkilidir; ancak diger otoinflamatuar ve
otoimmiin hastaliklarda bu kadar etkili cevap gérilmemektedir. Bir ¢alismada bu
durum, kolsisinin notrofiller tizerine olan 6zgiil etkisine baglanmistir. Bu ¢alismaya
gore bazi coklu ila¢ direnci proteinlerinin (Multi Drug Resistance protein, MDR)
notrofillerde ifadesinin monositlere gore az olmasi nedeniyle kolsisinin notrofillerde
biriktigi ve ozellikle bu hicre grubunun mikrottbdl islevlerini bozdugu o©ne
suriilmektedir (52). Bu durum kolsisinin farkli tipte hicrelerde farkl derisimlerde
farkl etkiler gbstermesini de agiklayan bir durumdur (53).

Diabetik nefropati patogenezinde, inflamatuar bir slirecin rol oynadigi
bilinmektedir. Diabetik nefropati olusturulmus fare modelinde artmis hiicre goci
sinyallerine iliskin gen ifadesindeki artis ve protein diizeyinde kanitlar saptanmistir.
Kolsisin ile hem bu artmis sinyallerin azaldigi ve bobrek dokusunda daha az
inflamatuar hiicre birikimi oldugu hem de diabetik nefropati gelisiminin yavasladigi

gosterilmistir (54). Bu sonug, AAA hastalarinda hiicre gocliniin kolsisin gibi bir ajanla



engellenmesi sonucu inflamasyonun baskilanabilecegini gostermektedir ve kolsisinin
AAA tedavisindeki olasi etki yolaklarina da isik tutmaktadir.

Kolsisinin tedavi dozu, glinde en yiksek 2 mg olarak dnerilmektedir (55). Doz
asimi  durumunda ise gastrointestinal rahasizliklar, noéromuskiiler sorunlar,
notropeni, dolasim yetmezligi gibi yan etkiler ortaya ¢cikmaktadir (55). Bu yan etkiler
sonunda 6lim ile sonuglanabilmektedir. Oral kolsisin alimini takip eden 6. Saatte
Olglilen plazma kolsisin derisimlerine gore 20 ng/ml plazma dizeylerinde ciddi
kolsisin toksisitesi bildirilmistir (56).

AAA hastaliginin tedavisinde son zamanlarda dogal bagisiklik sistemince
salinan proinflamatuar bazi sitokinleri inhibe eden ilaglar da kullaniimaktadir. Bu
ilaclar arasinda etanersept gibi TNF-a (Tumor Necrozis Factor, timor nekroz faktori)
antagonistleri (57) ve anakinra gibi IL-1 reseptoér antagonistleri (58) vardir. Bu
ilaglarla 06zellikle kolsisine direngli hastalarda basarili sonuglar elde edildigi

bildirilmistir.

2.4. Ailevi Akdeniz Atesi Hastaligi’nda Hiicre Gogiiniin Onemi

inflamatuar siireclerde hasarli dokuda olusan sinyaller ile dokuya inflamatuar
hicre gogl, dokudaki inflamasyon kaynaginin ortadan kaldirilmasi igin dnemlidir.
inflamatuar hiicrelerden hasarli dokuya ilk olarak ulasan hiicreler nétrofiller olup
daha sonra monositler, lenfositler ve diger bagisiklik sistemi hiicreleri de bu siirece
katilmaktadir (59). AAA’da nedeni bilinmeyen bir sekilde inflamatuar bir sinyal
ortaya cikmasi ile hilicre goclinin uyarilmasi AAA’'nin patogenezinde O6nemli
olabilecegi diistniilen bir durumdur.

Pyrin proteini ile aktin ve mikrotibdl hiicre iskeleti elemanlari arasinda pek
cok iliski kurulmustur. Bunlardan 6zellikle pyrin proteini ile fibriler aktin arasinda
kurulan iliski, pyrin proteininin ve mutasyonlarinin hiicre goci lzerine etkilerinin
olabilecegini gostermesi agisindan onemlidir (10). Bu durum goc¢ hareketi gosteren
insan monositlerinde polimerize aktin ile pyrin proteininin birlikte bulunmasi ile
gosterilmistir (10) (Sekil 2-2). Ayrica, Arp3 (Actin related protein 3, Aktin iliskili
protein 3) ve VASP (Vasodilator Stimulated Phosphoprotein, Vazodilatorle uyarilan

fosfoprotein) gibi aktin polimerizasyonu ve hicre ici aktin iskeletinin 3 boyutlu



yapisinin diizenlenmesinden sorumlu iki protein de pyrinle bir arada bulunmaktadir

(10) (Sekil 2-3). Buna ek olarak, hiicre ici bir bakteri olan Listeria monocytogenes adli

bakterinin hiicre ici hareketleri igin kullandig aktin polimerizasyonu bélgelerinde de

pyrin ile aktinin birlikte yerlesimi gosterilmistir (10) (Sekil 2-4).

Pyrin ve hiicre goclnin kontrolinde 6nemli goérevleri oldugu bilinen

PSTPIP1 proteininin iliskisi ise pyrinin dolayli olarak hicre gogl Uzerine etkileri

olabilecegini diisindiirmektedir (9,45) (Sekil 2-5).

5um

Sekil 2.2.

fMLP (N-formyl-methionine-leucine-phenylalanine, N-formil-

Metionin-Losin-Prolin) ile uyarildiktan sonra go¢ etmekte iken fikse
edilerek aktin (yesil) (A-C-D-F), pyrin (kirmizi) (B-C), ASC (kirmizi) (E-F)
ve cekirdek (mavi) (E-F) icin DAPI (4'6-DiAmidino-2-Phenylindole,
4',6-DiAmidino-2-Fenilindol) ile florasan olarak boyanmis bir insan
monosit hticresi (10). Hicrenin goé¢ yoninde pyrin ve ASC
proteinlerinin aktinle Ust Gste cakistigl bu 2 proteinin hicre goci

diizenlenmesinde gorev aldigini diisiindiirmektedir.



Sekil 2.3.

ASC spek yapisi olusturmus hticrelerde pyrin (kirmizi) (H-K-I-L), Arp3
(yesil) (G-1) ve VASP (yesil) (J-L) proteinlerinin imminflorasan olarak
boyanmasi (10). Mavi ile hiicre ¢ekirdegi gosterilmektedir (I-L). Pyrin
ile hiicre gogli diizenlenmesinden sorumlu oldugu bilinen Arp3 ve
VASP proteinlerinin birlikte vyerlesim gostermesi pyrinin hicre

goclinde gorevleri olabilecegini disindiirmektedir.
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Sekil 2.4.

Hicre ici hareketlerini hiicrenin aktin polimerizasyonunu kendi igin
dizenleyerek saglayan Listeria monocytogenes ile enfekte edilmis ve
aktin (yesil) (J-M), pyrin (kirmizi) (K) ve ASC (kirmizi) (N) ile florasan
olarak boyanmis bir hiicre (10). Hiicre ici bakterinin aktif aktin
polimerizasyonu ile olusturdugu “aktin roketi” yapisi icinde aktin ile
bu 2 proteinin Ust Uste cakismasi hiicre goci diizenlenmesinde gorev

aldiklarini distindlirmektedir.
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STPIP1

Sekil 2.5. Asiri pyrin ve PSTPIP1 ifadesi saglanan bir hiicrede pyrin (kirmizi) (C-
D-E) ve PSTPIP1 (A-B-E) proteinlerinin Ust Uste cakisan birbirine
paralel ve dallanan fibriler yapilar olusturmasi (9) (retikller fibriller).
Hicre gobcliniin dizenlenmesinde gorev alan PSTPIP1 ve pyrinin
birlikte diizenli yapilar olusturmasi pyrin proteininin hiicre goécilinde

gorevleri oldugunu distindiirmektedir.

2.5. Hiicre Gogii Mekanizmalari

Hiicre gocu, 6zellikle dogal bagisiklik sistemi hiicreleri basta olmak lizere tim
bagisikhk sistemi hicrelerinin, inflamatuar sinyallerin olustugu dokuya ulasma
araclaridir. Bagisiklik sistemi hiicreleri, 6zellikle noétrofiller, dolasimda o6ncelikle
dokuda durabilmek icin endotel hiicreleri Gzerinde bulunan selektinleri taniyarak

dolasimda yavaslamalari gerekmektedir (60). Dolasimda endotel lzerine tutunarak
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gerceklesen bu yavaslama bagisiklik sistemi hiicrelerinin endotel duvarina tutunarak
yuvarlanmasi ve sonra da durmasi ile sonuglanir. Bu sirece, yuvarlanma (rolling)
denir (60). Bu sekilde yavaslayan hiicre dokudan gelen kemoatraktan, diger bir
deyisle htcreyi belli bir yone hareket etmeyi saglayacak, sinyalleri taniyabilir.
Kemoatraktan sinyalleri taniyan hiicreler endotele gesitli integrinler araciligiyla
sikica tutunurlar (60). Buna siki adezyon denir. Endotel lizerine sikica bagh hiicreler
daha sonra diapedez adi verilen aktif bir slirecle endotel hiicreleri arasindan veya
icerisinden gecerek dokuya ulasirlar. Diapedezin gerceklesebilmesi i¢in endotel
altinda bulunan bazal membranin boélgesel olarak gesitli proteazlarla pargalanarak
hicre goclne izin vermesi gerekmektedir (60). Dokuya ulasan bagisiklik sistemi
hicreleri ise doku igerisinde ilerleyerek kemoatraktan sinyalin geldigi yone dogru
ilerlemeye ve inflamatuar sinyal kaynagini ortadan kaldirmaya calisirlar (61)

(Sekil 2.6).

—

Kan damari
‘ uzaklastiriimasi duvari

e e—
Yuvarlanma V
/‘\ L-selektin L-selektinin
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kemokinleri,
histamin,

f prostoglandinler
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Sekil 2.6. Bir notrofil hiicresinin inflamasyon bolgesine ulagsmak igin endotel ile

girdigi etkilesimin asamalari (61).
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Hicre gocli kabaca 3 asamada gerceklesmektedir (62). ilk asamada,
kemoatraktan sinyalin algilanmasi ile hiicre polarize olur. Bu asamada hiicre igi
sinyal sistemi hiicrenin hangi yone dogru go¢ edecegine yonelik hiicre iskeletini,
hiicre organellerini ve hiicre adezyonlarini diizenler. ikinci asamada, hiicre goéc
edecegi yonde uzanti veya uzantilar olusturur ve bu uzantilarla zemine sikica
tutunur. Ugilincii ve son asamada ise, hiicrenin arkasinda yer alan adezyonlar
kopartilir ve hiicre kasilarak kendini ileri dogru iter. ikinci ve Uclincii asamalarin
tekrari ile hicre kemoatraktan sinyalin geldigi yone dogru ameboid hareketini
strdardur.

Hiicre goglniin gerceklesmesi igin bir kemoatraktan sinyalin varliginin
algilanmasi ilk ve en 6nemli asamadir. Pek cok farkh hiicre tiiri icin pek ¢ok farkl
kemoatraktan madde ve bu kemoatraktan maddeleri algilayan ve genelde G protein
aracili olarak galisan almaclar vardir (63). Almaclarla algilanan sinyaller hiicre icinde
bazi ikincil mesajci sinyalleri uyarmaktadir. Bu ikincil mesajci sinyaller ile hiicrenin
onl ve arkasinda olusmus az miktardaki kemoatraktan madde gradyentinin hiicre
icinde artirilmis 6n-arka gradyenti olarak olusmasi saglanir (63). Bu ikincil mesajcilar
arasinda PI3K (Phosphatidyl Inositol phosphate 3 Kinase, fosfatidil inositol 3 fosfat
kinaz) tarafindan olusturulmus PIP3 (Phosphatidyl Inositol tris-phosphate, fosfatidil
inositol 3,4,5 trisfosfat) gradyenti 6nemli bir yer tutmaktadir (63). PIP3 Uretimi ve
yikiminin dizenlenmesindeki bozukluklar yonlenmis hiicre gocli hareketlerini ciddi
sekilde bozmaktadirlar. Rac ve Rho GTPaz'larin ise, go¢ etmekte olan bir hiicrenin
sirasiyla 6nl ve arkasi sinyalini olusturmaktan sorumlu olduklari disinilmektedir
(63) (Sekil 2.7).

Hiicre gocliniin gerceklestirilmesi icin okaryotik hicreler hiicre iskeletini
kullanmaktadirlar. Hicre iskeleti elemanlarindan 6zellikle aktinin hiicre goglinde
onemli oldugu bildirilmistir (64). Aktin proteinin hiicre 6ni ve arkasinda farkli
islevler Ustlenecek sekillerde polimerize edilmesi hiicrenin go¢ yoninde
lamellipodlar uzatarak zemine tutunmasini saglar (64). Go¢ yoniine gore hiicrenin

arkasi olarak islev géren bolgede de aktin polimerleri ile myozin iliskiye girerek



15

burada hicrenin zeminden kopmasini ve myozin aracili kasilma ile hicrenin 6ne
itilmesini saglamaktadirlar (63). Hicre organellerinin yerlesimi ve vezikiler
transportun diizenlenmesi de hiicre géciiniin kontrolii acisindan dnemlidir. Ozellikle
Golgi Aparati’nin hiicrenin gog ettigi yonde yerlesmesi ve eksiksiz islev gostermesi

hicre gécunin diizgin bir sekilde gerceklesebilmesi icin gereklidir (65).
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Sekil 2.7. Hicre gocunl kontrol eden hiicre i¢i sinyal yolaklari. Solda gog

etmekte olan bir notrofilin fibriler aktin (F-aktin) (kirmizi) ve myozin Il
(yesil) ile florasan boyanmasi gorilmektedir (63). Go¢ yoniindeki
lamellipod icinde fibriler aktin organizasyonu gbze carparken
hiicrenin arkasindaki tropod yapisi icerisinde hiicrenin kasilarak
ilerlemesinden  sorumlu  myozin Il proteininin  yerlesimi
gorilmektedir. Sagda ise kemoatraktan sinyalin hiicre 6ni ve hiicre
arkasini belirlemesinden sorumlu hiicre ici sinyal iletim yolaklar
gorilmektedir. Hicre oni sinyalinin olusmasinda 6zellikle PIP3 ve Rac
gorev alirken hiicre arkasi sinyalinin olusmasinda Rho proteininin

gorev aldigl model gésterilmektedir.
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2.6. Hiicre Gogii Galisma Teknikleri

Hiicre goglnln oOlgimiu temel olarak iki sekilde gergeklestiriimektedir.
Bunlardan biri hiicre gogunln in-vitro 6l¢iimu iken bir digeri hiicre goglnin in-vivo
Olgimuddr. In vitro calismalar daha kolay yapilabilir ve standardize edilebilirken in
vivo ¢alismalarin standardizasyonu zordur ve canli hayvanlar ¢alisma ortami olarak
kullanildiklari i¢in karmasik sistemlerin etkilesimi incelemeyi zorlastirir. Ancak, in
vivo galismalarin kuvvetli olan yani tim bir canli sistemin igindeki karmasik bir olay
olan hiicre goginil daha gercekgi ve dogru modellemesidir. Bu nedenle, bir hiicre
gocl ¢alismasina oncelikle daha izole sistemler olan in vitro ¢alismalarla baslamak
gerekmektedir (66,67).

In vitro hiicre gocgl calismalarinin temel olarak bes tipi bulunmaktadir.
Bunlar, yara iyilesmesi, 2 boyutlu deneyler, 3 boyutlu deneyler, filtre deneyleri ve
yonelim deneyleridir (66). Her deney modelinin kendine 06zgl avantajlari ve
dezavantajlari vardir. Bu nedenle hiicre gocl calismalari icin; arastirilan soruya,
ekonomik duruma ve alt yapi — laboratuvar kosullarina gére en uygun diizenegi
secmek gerekmektedir. Ayrica, kemotaksis (hedefli olarak bir kemoatraktana dogru
olan hiicre gocli hareketi) ya da kemokinezis (bir kemoatraktana yanit olarak
hedefsiz, her yone olan hiicre gocl hareketi) ayrimi da deney sistemi secimi

konusunda 6nemlidir (66).

2.6.1. Yara lyilesmesi Deney Diizenegi

Yara iyilesmesi deney diizenegi en basit ve en az ekonomik kaynak gerektiren
diizenektir. Bu diizenek tek katman haline gelmis bir hiicre grubunda yara agmak,
esasina dayanir (68). Tek katman halindeki hiicreler bu yarayi béliinerek ve bu alana
dogru goc ederek doldururlar. Yaranin dolmasi icin gecen siirenin 6lcimd ise, hiicre
gocli hakkinda bilgi saglar. Bu yontemin en dnemli avantaji kolay yapilabilir ve ucuz
olusudur. Dezavantajlari ise, kemoatraktanlarin kullanilmamasi, hiicre gocii ile hiicre
bollinmesinin deneye ortak katkida bulunmasi ve cok bilgi verici olmamasidir. Yara
iyilesmesi deneyinin degistirilmis bir modelinde GFP (Green Florescent Protein, Yesil

Florasan Protein) ifade eden hiicrelerin vyaranin doldurulmasina katkisi
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incelenmektedir (68). Boylece, gecici transfeksiyona ugramis hiicreler yara

iyilesmesi deney diizenegi icerisinde kullanilabilmektedir.

2.6.2. iki Boyutlu Deney Diizenekleri

iki boyutlu deney diizenekleri, hiicre grubundan uzakta bir bdlgeye
yerlestirilmis bir kemoatraktan madde kaynagina karsi, hlicre hareketinin
Olclilmesine dayal bir yontemdir. Bu yontemde kemoatraktani yavas olarak salan
bir ortam, kiltir kabinin iginde bir kemoatraktan gradyenti olusturur ve hiicreler
buna cevap vererek o yone dogru go¢ etmeye baslarlar. Bu yontemin avantaji ucuz
olmasi ve kemotaksisi sayisal olarak 6lgebilmesidir. Dezavantaji ise, gradyentin kisa
sureli olmasi nedeniyle az miktarda hicre gocu hareketi saptanmasi ve
kemokinezisin kemotaksisten ayirt edilememesidir. Gerek duyulursa zeminin
hiicrelerarasi matriksi andiran veya hicrelerarasi matrikste bulunan maddelerle

kaplanmasi da mimkindir (66).

2.6.3. Ug Boyutlu Deney Diizenekleri

U¢ boyutlu deney diizenekleri ise, 2 boyutlu deney diizeneklerine
benzemektedir. 2 boyutlu deney dizeneklerinden farki hiicre gog¢li hareketlerinin 3
boyutlu hiicrelerarasi matriks benzeri bir matriks igerisinde incelenmesidir. Bu
sekilde, 6zellikle bazi hiicre tipleri icin hiicre gbgliniin jin vivo ortama daha c¢ok
benzer sekilde modellendigi 6ne siriilmektedir (66). Bazi hiicre tipleri 3 boyutlu
deney sistemlerinde 2 boyutlu deney sistemlerinde davrandiklarindan farkli

davranabilmektedirler (69).

2.6.4. Filtre Deneyleri

Filtre deneyleri, hiicrelerin (zerinde belirli blyuklikte delikler olan bir
filtreden, filtrenin diger tarafindaki besi yerine goc¢ hareketlerini gosteren bir
sistemdir. Bu deney sisteminde filtre (izerindeki deliklerden ancak aktif go¢ hareketi
yapabilen hiicreler gecebilmektedir (66). Filtre deney sistemlerinde test edilen

hiicre goci hareketi hiicrelerin diapedez hareketleridir. Aktif go¢ hareketi yapmayan



18

hiicrelerin diger ortama gecmemesi go¢ eden hicrelerin sayisinin belirlenmesi
acisindan onemlidir. Bu nedenle, filtre Gzerindeki deliklerin ¢aplari hicre
blyukligine gore secilerek aktif go¢ hareketi yapmayan hiicrelerin diger ortama
gecmesi engellenmektedir. Bu deney dizeneklerinde o6lglilen, hiicresiz ortama
gecen hiicre sayisidir. Bu deney diizeneklerinde ayrica kemotaksis ve kemokinezis

farki da ayirt edilebilmektedir.

2.6.6. Yonelim Deneyleri

Yonelim deneyleri, niceliksel hicre gogl o6lgimi konusunda en ¢ok bilgi
veren in vitro hiicre gocli deney sistemleridir (66). Bu deneyler uzun streli bir
kemoatraktan gradyentinin saglandigl ortamlarda hiicrelerin gé¢ etmesi esasina
dayanir. Kemoatraktan gradyenti uzun siireli oldugu icin hiicre gocliniin mesafesi
hakkinda saglikl bir 6lgim yapilabilir. Bu yontemlerin en bilinenlerinden biri “Agaroz
Alt1” deney sistemidir (70). Bu deney sisteminde, agaroz ile olusturulmus bir jel
ortama acilan kuyucuklardan faydalanilir. Bu kuyucuklara hiicreler ve kemoatraktan
maddeler konularak, hiicrelerin agar altindan hareket etmeleri saglanir. Bu yontem
hiicre gocu acisindan en iyi verileri saglayan in vitro yéntemdir. Her tirli niceliksel
Olglim ve kemotaksis — kemokinezis ayrimi yapilabilir. Bu deney sisteminin en blyuk
dezavantaji standardizasyonunun zor olmasidir.

Yonelim deneyleri sistemlerini de temel olarak 2 alt baslik altinda incelemek
mumkiindir (67). Bunlardan bir tanesi statik yonelim deneyleridir. Bu deney
sistemlerinde hicreler duragandir ve sadece kemoatraktana dogru hareket etmeleri
beklenir. Bir diger tip yonelim deneyi sistemleri ise akim altinda calisan yonelim
deneyi sistemleridir. Bu durumda kemoatraktana cevap vermesi beklenen hiicreler
akim altindadir. Bu ikinci sistem in vivo durumu daha iyi taklit etmekle beraber

uygulanmasi zordur.
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3. YONTEM

3.1. Calismada Kullanilan Kimyasal Malzeme ve Cozeltiler

3.1.1. Klonlama
JM109 Escherichia coli kompetan hiicreler

Mini-prep DNA izolasyon kiti (Promega)

Sivi Besi yeri pH 7,5: 10g Tripton (Applichem)
5g Maya 6zt (Applichem)
5g NaCl (Sigma)
1L Distile Su

Kati Besi yeri: 10g Tripton (Applichem)
5g Maya 6zt (Applichem)
5g NaCl (Sigma)
15g Agaroz
1ml Kanamisin (Gibco) (1:100 seyreltilmis)
1L Distile Su

Vektorler*:  pcDNA3.1 (Clontech) (pcDNA vektori)
pcDNA3.1 + pyrin-GFP (pyrin-GFP vektori)
pcDNA3.1 + GFP (GFP vektori)
pcDNA3.1 + myc-pyrin (dogal pyrin vektori)
pcDNA3.1 + myc-pyrinM694V (M694V pyrin vektori)
pcDNA3.1 + myc-pyrinM680I (M680I pyrin vektori)
pcDNA3.1 + myc-pyrinV726A (V726A pyrin vektori)

* Vektdrler Michigan Universitesi Hiicre ve Gelisimsel Biyoloji Béliimii, Dr. Deborah Gumucio
tarafindan hediye edilmistir.



3.1.2. Hiicre Kuiltiirii
Cos-7 Hiicre Hatti* (LGC promochem ATCC)
Hela Hicre Hatti* (LGC promochem ATCC)
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) (Biochrom)
FCS (Fetal Calf Serum, Fotal Sigir Serum) (Biochrom)
Tripsin EDTA (Etilen-Diamit-Tetra-Asetik asit) (Biochrom)
L-glutamin (Biochrom)
Kolsisin (Biological Industries)
Kollajen tip | (fetal sigir derisinden) (Sigma)
Kollajen tip IV (insan plasentasindan) (Sigma)
8um delikler iceren polikarbonat membran (Greiner Bio-One)
Instlin (Sigma)
Seakem GTG Agaroz (Lonza)
Lizis Tamponu: 10 mM Tris-Base (pH 7,4)
300 mM NacCl
2 mM EDTA
0,5% Triton-X-100

Proteaz inhibitor kokteyli (Roche) (1 tablet/10ml)

3.1.3. Florasan Boyama
Triton X-100 (Sigma): %0,2 /PBS (v/v)
Keci serumu (Sigma): %3 /PBS (v/v)
Sigir serum albumini (Sigma): %10 /PBS (w/v)
Tween 20 (Sigma): %0,1 /PBS (v/v)
DAPI (Sigma)
Falloidin-AF488 (Invitrogen)
Asetometoksi Kalsein (Kalsein AM) (Sigma)

ProLong Antifade Kiti (Molecular Probes)

20

* Hiicre hatlari Michigan Universitesi Hiicre ve Gelisimsel Biyoloji Béliimii, Dr. Deborah Gumucio

tarafindan hediye edilmistir.
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1XPBS (Phosphate Buffered Saline) (pH 7,4) : 140 mM NaCl (Carlo Erba)
3 mM KClI (Carlo Erba)
0,9 mM KH,PO, (Carlo Erba)
6,4 mM NaHPO,4 (Merck)

Primer Antikorlar: Fare monoklonal Anti-insan a-tiibiilin (Sigma)
Fare Monoklonal Anti-insan PDI (Abcam)
Tavsan Poliklonal Anti-insan GOLPH4 (Abcam)

Fare Poliklonal Anti-insan Pyrin (Abnova)

Sekonder Antikorlar: Kegi Anti-Tavsan AF488 (Molecular Probes)
Keci Anti-Fare AF568 (Molecular Probes)
Keci Anti-Fare AF488 (Molecular Probes)

3.1.4. Transfeksiyon
FuGene HD transfeksiyon kiti (Roche)

MEM (Minimum Essential Medium) (Biochrom)

3.2. Kolsisin Derigsiminin Belirlenmesi

Her hiicre tipi gerek ila¢ hedefi olan proteinleri gerekse ilag metabolizmasini
dizenleyen proteinleri farkli nicelikte ve nitelikte ifade ettigi icin hicrelerin ilaglara
yanitlari ayni olmamaktadir. Bu nedenle, bir fibroblast benzeri hiicre hatti olan
COS-7 (CV-1 in Origin, carrying the SV40) ve bir epitelyal hiicre hatti olan Hela
(Henrietta Lacks) hucrelerinin kolsisine duyarhliklarini  belirlemek ilerleyen

deneylerde kullanilacak uygun kolsisin derisimini belirlemek gereklidir.

3.2.1. Kolsisine Maruz Kalan Hiicrelerde Besi yerindeki Laktat Dehidrogenaz
(LDH) Aktivitesi ile Hiicre Oliimiiniin Saptanmasi
LDH anaerobik glikoliz sonucu ortaya c¢ikan pirtivatin bir NADH (Nikotinamit

Adenin Dintkleotid — H) vyikseltgenerek laktik aside donlismesini saglayan
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sitoplazmik bir enzimdir (Sekil 3.1). Anaerobik glikolizin devam edebilmesi igin
gerekli bu enzim pek ¢ok hiicrede ifade edilmektedir ve hiicre zarinin bitinlGg
bozuldugunda hiicre disina ¢itkmaktadir. Bu nedenle hiicre disindaki LDH aktivitesi
hiicre olimunid saptamak igin kullanilabilmektedir. Piruvatin laktata dénidsimini
gerceklestiren LDH enziminin aktivitesi sonucu ortamda bulunan koenzim olan
NADH ise NAD® molekiline vyiikseltgenmektedir (Sekil 3.1). NADH’nin
ylkseltgenmesi ise 340nm dalga boyundaki absorbansini dislirmektedir. Bunun

saptanmasi ile de LDH aktivitesinin saptanmasi mimkiin olmaktadir (71).

o) OH
| LDH
CH —C—COO0H e CH—CH—COOH
NADH NAD+
Piruvat Laktat
Sekil 3.1. LDH enziminin aktivitesi.

Kolgisin hem hicre dongusiinii mitozun metafaz asamasinda durdurdugu
bilinen hem de hiicre 6limiine yol agabilen bir maddedir. Bu nedenle hiicrenin
genel ve cekirdek morfolojisi kolsisinin hiicreler Uzerine toksik aktivitesinin
saptanmasi agisindan gereklidir.

12 kuyucuklu kaltir kaplar icerisine yaklasik 2x10* hiicre olacak sekilde
aktarilan COS-7 ve Hela hiicreleri 16-18 saat DMEM, (%10 FCS, %1 L-glutamin, %1
Penisilin/Streptomisin) besi yerinde 37°C %5 CO, iceren etlivde inkibe edildi.
Zemine yapisan hucrelerin besi yerine 0, 5, 7,5, 10, 20, 50, 100, 1000ng/ml
derisimlerinde kolsisin eklendi. 24 saat 37°C %5 CO, iceren etlivde inkibasyonun
ardindan hiicreler lzerindeki besi yerlerinden 500ul toplanarak 1,5ml’lik ependorf
tlplerine aktarildi. Ortamda bulunan maksimum hiicre sayisini saptamak icin
kolsisinsiz besi yerinde inklibe edilen hiicrelerin Gzerine lizis tamponu eklenerek
hiicrelerin igerisindeki LDH'nin tiim lizis tamponu icine yayilmasi saglandi. Boylece,

24 saat sonrasinda kiltlir kabinda bulunan toplam ortalama hiicre sayisina yonelik
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bilgi elde edildi. Bu besi yerlerindeki LDH enzim aktivitesi daha sonra LDH enzim
aktivitesi 6l¢lim kiti (Cobas) kullanilarak Roche/Hitachi 917 otoanalizériinde 6l¢ildi.
Her 6rnek Uglu olarak galigildi.

Besi yerleri tamamen uzaklastirildiktan sonra hiicreler %4 paraformaldehit
ile fikse edildi. Sonrasinda DAPI ile cekirdek boyamasi yapilarak epiflorasan

mikroskopta incelendi ve hiicre ile ¢ekirdek morfolojisi degerlendirildi.

3.2.2. Kolsisine Maruz Kalan Hiicrelerde Mikrofilament - Mikrotiibil Hiicre
iskeletinin ve Endoplazmik Retikulum - Golgi Aparati’nin Durumunun Gosterilmesi

Kolsisin oncelikle hiicre iskeleti tyelerinden mikrotibdlilleri etkilemektedir.
Bu nedenle, kolsisinin oOzellikle mikrotiibil (zerine olan etkilerinin saptanmasi
toksisitesinin saptanmasi acisindan gereklidir. Ayrica, Golgi Aparati’nin hiicre
gocliniin saglanmasi ve devaminda onemli oldugu bilinmektedir. Kolsisin de hiicre
mikrotibil iskeletinin yapisini bozarak sitoplazmik organellerin yapisini ve
sitoplazma i¢i yerlesimini bozabilmektedir (65). Bu nedenle kolsisinin hiicre igi
organeller lzerine olan etkileri incelenmistir.

Hiicre iskeleti Uyelerinin hiicre ici yerlesiminin gosterilmesi igin
immiinflorasan ve kemiflorasan boyama kullaniimistir. immiinflorasan boyama icin
gosterilmek istenen proteine 6zgil birincil antikor ile protein isaretlenmis, ardindan
florasan isaretli ve birincil antikora 6zgil ikincil antikor ile proteinin hicre igi
yerlesimi belirlenmistir. Kemiflorasan boyamada ise, bir proteine baglanmakta 6zgiil
olan florasan isaretli kiictik bir kimyasal molekiilden faydalanilarak proteinin hiicre
ici yerlesimi belirlenmistir.

Florasan boyama igin 24 saat boyunca 37°C %5 CO, iceren etlivde 0, 5, 7,5,
10, 20, 50, 100ng/ml derisiminde kolsisin iceren besi yerinde lamel tGzerinde inkiibe
edilen hucreler %4 paraformaldehit ile 30 dakika fikse edildikten sonra PBS ile
yikandilar. Bundan sonra %0,2 TritonX-100/PBS cOzeltisi ile hiicre ici proteinlere
erisimi saglamak icin permeabilize edildiler. Sonraki asamada hicreler, %3 kegci
serumu, %10 sigir serum albumin ve %0,1 Tween 20/PBS ¢6zeltisi ile 1 saat bloke

edildi. Bahsedilen her derisim icin ikiser boyama yapildi.
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Birinci boyamada, hiicrelerin aktin-tiibilin hiicre iskeleti boyandi. Once,
birincil antikor olarak kullanilan 1:1000 seyreltilmis anti-a-tiibilin ile oda
sicakliginda 1 saat inkibe edilen hiicreler, daha sonra ikincil antikor olarak 1:1000
seyreltilmis anti-fare AF568, 40 dakika oda sicakliginda inkiibe edildiler. Daha sonra
da 1:20 seyreltilmis falloidin-AF488 ile 1 saat oda sicakliginda inkiibe edilen
hiicrelerin gekirdekleri DAPI ile boyandi.

ikinci boyamada hiicreler Golgi Kompleksleri icin belirteg olarak kabul edilen
GOLPH4 (GOLgi Phosphoprotein 4, Golgi fosfoprotein 4) ve Endoplazmik retikulum
icin belirte¢ olarak kabul edilen PDI (Protein Disulfide Isomerase, Protein Disulfit
izomaraz) proteinlerine karsi olan antikorlar ile boyandi. Oncelikle, hiicreler 1:1000
seyreltilmis anti-GOLPH4, 1:1000 seyreltilmis anti-PDI ile oda sicakhginda 1’er saat
inklibe edildi. Daha sonra hiicreler, ikincil antikor olarak 1:1000 seyreltilmis anti-fare
AF568 ve 1:1000 seyreltilmis anti-tavsan AF488 ile oda sicakliginda 40’ar dakika
inklbe edildi. Daha sonra hiicre gekirdekleri igcin DAPI boyamasi yapildi.

Boyama isleminden sonra lameller (zerine kaplama ortami damlatilarak
kapatildi. Hazirlanan preperatlar epiflorasan mikroskop altinda incelenip hicrelerin

durumuna gore toksik kolsisin derisimi belirlendi.

3.3. Vektor Kasetlerinin Cogaltiimasi

Hiicre gbcl deneylerinde pyrin ve mutant formlarinin etkilerini gostermek
Uzere pyrin proteinini dogal olarak ifade etmeyen hiicre hatlari istenen proteini
ifade etmeleri icin gesitli vektorlerle transfekte edilmistir. Bu vektorlerin deneyler
icin yeterli miktarda olabilmelerini saglamak amaciyla da vektérler dnce E. coli
hiicrelerinde ¢cogaltilarak izole edilmistir.

Vektor kasetlerinin  ¢ogaltilmasi igin  pcDNA3.1, pcDNA3.1+pyrin-GFP,
pcDNA3.1+myc-pyrin, pcDNA3.1+myc-pyrinM694V, pcDNA3.1+myc-pyrinM680I,
pcDNA3.1+myc-pyrinV726A ve pcDNA3.1+GFP cembersel vektorleri (Sekil 3.2) ile
bakteri htcreleri transforme edildi. Bunun icin, 50ng vektor DNA’si kompetan
bakteri hiicreleri lzerine ilave edilerek, 30 dakika buzda inkube edildi. 45 saniye

42°C’de 1si ile sok yapilarak 2 dakika buzda inkiibe edildi. Kompetan hiicreler tizerine
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0,5ml sivi besi yeri eklenerek, 1 saat calkalamali etlivde 37°C’de inkiibe edildi.
Onceden isitilan LB-kanamisin kati besi yerlerine ekim yapilip, 16-18 saat 37°C
etivde inkiibe edildi. Antibiyotige direngli kolonilerden tek koloni ekimi yapild.
Plazmit DNA’si izolasyonu, Mini-prep DNA izolasyonu kiti ile kit protokollnin

onerdigi sekilde yapildi.

-
1

=

PCDNA3.1 (+/-) [
i 5.4 kb

\' e I

Sekil 3.2. Transfeksiyon deneylerinde kullanilan pcDNA3.1 vektoriini gosteren

sekil. ilgili cDNA dizisinin pcDNA3.1 vektériine takildigi bélge ok ile

gosterilmektedir.

3.4. iki Boyutlu Deney Sistemleri ile Hiicre Gogiiniin Modellenmesi

iki boyutlu deney sistemlerinde kemoatraktan maddeye dogru olan hiicre
goclinin  Olglilmesi amaclanmaktadir. Bunu saglayabilmek icin bir tarafinda
kemoatraktan madde olarak insilin, diger tarafinda ise COS-7 hiicreleri bulunan bir
sistem kullanilmistir. Hlcrelerin gé¢ hareketlerini saptayabilmek icin besi kaplarinin

zemini kollajen tip | ve kollajen tip IV ile kaplandi.

3.4.1. insiilin Emdirilmis Whatmann Kagicdhi Kullanilarak 2-Boyutlu Deney
Sisteminde Hiicre Goégiiniin Modellenmesi

35mm’lik kilttr kaplari tip | kollajen veya tip IV kollajen ile kaplandi. COS-7
hiicrelerinin kiltir kabinin icerisinde sadece kisith bir alana ekilebilmeleri ve burada

zemine tutunabilmeleri icin hlicre kiltiri kabi icerisine yerlestirilebilen bir akrilik
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kaliptan faydalanildi. Akrilik kalip yerlestirildikten sonra kiltlr kabi igerisine yaklasik
2x10* hiicre ekildi (Sekil 3.3A). 24 saat 37°C %5 CO, iceren etivde inkibe edildikten
sonra kalip uzaklastirildi ve kiltir kabinin hiicre igermeyen aksi yoniine katlanmis ve
121°C’de otoklavlanarak sterilize edilmis Whatmann kagidi yerlestirildi (Sekil 3.3B).
Whatmann kagidi tizerine yaklasik 1000pug olacak sekilde insiilin emdirildikten sonra

hiicreler 37°C %5 CO, igeren canli hiicre gorintileme diizeneginde 24 saat izlendi.

Sekil 3.3. 2 boyutlu deney sistemi. A’da COS-7 hiicrelerini 35mm’lik kaltar
kabinin sadece bir noktasina yerlestirmek i¢in kullanilan akrilik kalip
gorilmektedir. Mavi ok COS-7 hicrelerini iceren bdlgeyi isaret
etmektedir. B'de instilin emdirilmis ve hiicrelerin bulundugu bélgenin

karsi tarafina yerlestirilmis Whatmann kagidi gértlmektedir.

3.4.2. Agarozdan insiilin Diffiizyonu ile 2-Boyutlu Hiicre Gogiiniin
Modellenmesi

%2 (w/v) Seakem GTG Agarozun DMEM igerisinde ¢oziinmesi ve 35mm
kaltar kabina dokilup, taraklar yardimiyla 2 adet kuyucuk acgilmasi saglandi (Sekil
3.4). 2 saat oda sicakliginda katilasan jel daha sonra hiicre kiiltiri kabinin yarisini
kaplayacak sekilde kesildi ve deney gliniine kadar 37°C %5 CO, iceren etiivde inkiibe
edildi.

COS-7 hcreleri, 35mm’lik kiltir kabi igerisine Bolim 3.4.1’da agiklandigl

sekilde ekildikten sonra hazirlanan %2’lik jel kahbi kiltir kabinin aksi yoniine
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yerlestirildi ve kuyucuklarin igine yaklagik 1000ug olacak sekilde insilin eklenip

hiicreler 37°C %5 CO, igeren canli hiicre gorintileme diizeneginde 24 saat izlendi.

Sekil 3.4. 35mm’lik kiltlr kabi icerisinde jellesmekte olan ve icerisine 2 adet

kuyucuk agilmis agaroz jel kalip.

3.5. Agaroz Alt1 Hiicre Gogii Deneyleri ile Hiicre Gogiiniin Modellenmesi

Agaroz alti hiicre gocl deneyleri, hiicre gocli konusunda en iyi bilgi veren
deney dizenekleri arasindadir. Bu deney icin hiicrelerin go¢ etmesine izin verecek
sekilde agaroz igerisine acilmis kuyucuklar yardimiyla hticrelerin agaroz altinda
kemoatraktan maddeye olan goci incelenir.

Deney i¢in Bolim 3.4.2°de anlatildigi gibi %2 (w/v) Seakem GTG Agaroz
DMEM icerisinde hazirlanarak 35mm kiltir kabi icerisinde katilasmasi saglandi.
Katillasma sirasinda kullanilan tarak yardimiyla birbirine paralel 3 adet yaklasik
1x20mm boyutlarinda ve birbirlerinden 4mm uzakhkta paralel 3 kuyucuk
olusturuldu. Daha sonra bir gece 37°C %5 CO, iceren etlivde inkube edilen jel
icerisindeki kuyucuklar bistiri ile keserek ve cam pastor pipeti ile jel parcalarini
emerek uzaklastirma vyoluyla tabanlari kiltlir kabi ile temas edecek sekilde
derinlestirildi.

Agaroz jelden olusan kalip hazirlandiktan sonra ortadaki kuyucuga yaklasik
5x10* COS-7 hiicresi iceren DMEM, bunun bir yanindaki kuyucuga 250ug/ml instlin
iceren PBS, diger yanindaki kuyucuga sadece PBS eklendi (Sekil 3.5). Kultir kabi 24
saat boyunca 37°C %5 CO, iceren etiivde inkilibe edildikten sonra hiicreler agaroz

altina olan gocleri acisindan faz-kontrast mikroskopisiyle gozlendi.
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Sekil 3.5. Agaroz alti hiicre gogl deney sistemi. A’da birbirine paralel 3 kuyucuk

olusturmak igin kullanilan fiberglas kalip gorilmektedir. B’de ise

birbirine paralel 3 kuyucugun sematize edilmis sekli bulunmaktadir.

3.6. Yara lyilesmesi Deneyleri ile Hiicre Gogiiniin Modellenmesi
Yara iyilesmesi deneylerinde %100 olarak zemini kaplamis tek katl hiicre
katmani iceren bir kiltir kabinda hiicre katmani Gzerinde bosluklar olusturulur.

Boylece, yara sinirlarindaki hiicrelerin yarayi doldurmasi gézlemlenir.

3.6.1. COS-7 ve Hela Hiicrelerinde Yara lyilesmesi Deney Sisteminde Hiicre
Gogii Sirasinda Hiicre iskeletinin Durumunun Gézlenmesi

Hicreler, kultiir kabinin zeminini %60-70 kaplayacak yogunlukta DMEM
icerisinde 35mm’lik hiicre kiltirt kabina ekildi. 24 saat 37°C %5 CO, iceren etiivde
inkiibe edilerek hucrelerin zemini %100 kaplamalari saglandi. Daha sonra steril
100ul’'lik mikropipet ucu kullanilarak hiicre katmaninin Gzerinde birbirine paralel 3
adet hiicre icermeyen yara acildi (Sekil 3.6). Besi yeri 2 kez degistirilerek yara
acilmasi sirasinda zeminden kalkan ve besi yerinde ylzmekte olan hiicreler
uzaklagtinildi. Yaralarin hiicre gogu ile kapanmasi igin hiicreler 24 saat 37°C %5 CO,
iceren etlivde inklibe edildi. Bolim 3.2.2°de aciklandigi sekilde hiicreler fikse edilip
aktin ve mikrotlbil hicre iskeletleri icin kemiflorasan ve imminflorasan boyama

yapildi ve epiflorasan mikroskop altinda incelendi.
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Sekil 3.6. Yara iyilesmesi deney sistemi. A’da zemininde lamel bulunan
35mm’lik bir kiltir kabinin tabanini kaplayan tek katman halindeki
Hela hiicreleri Gzerinde steril 100ul’lik mikropipet ucu kullanilarak
acilmis yaralarin makroskopik goérinimi bulunmaktadir. B’de ise
birbirine paralel 3 yara acilan ve bu arastirmada kullanilan deney

sisteminin sematik gérintisi yer almaktadir.

3.6.2. COS-7 ve Hela Hiicrelerinde Yara iyilesmesi Deney Sisteminde Pyrin
Transfeksiyonu Sonrasi Hiicre Gogli Sirasinda Pyrin Yerlesiminin Gosterilmesi

Hicreler kialtar kabinin zeminini %35-40 kaplayacak yogunlukta DMEM
icerisinde, zemininde lamel bulunan 35mm’lik hiicre kiltird kaplarina ekildi. 24 saat
37°C %5 CO, iceren etlivde inklibe edilerek hiicrelerin zemine yapismasi ve zemini
%70-80 kaplamalari saglandi. Bundan sonra hicreler dogal pyrinin 6karyotik
transkripsiyonu icin gerekli DNA elemanlarini iceren pcDNA3.1 vektorleri ile
transfekte edildi.

COS-7 ve Hela hiicrelerinin transfeksiyonu icin FuGeneHD transfeksiyon kiti
kullanildi. 1000ng vektér DNA’si, 6ul FuGeneHD transfeksiyon kiti ve son hacim
100ul olacak sekilde MEM eklenerek hazirlanan 6n inkiibasyon ¢ozeltisi 45 dakika
sonra hicreler Uzerine eklenerek transfeksiyon gergeklestirildi. Transfeksiyonun
baslamasindan yaklasik 12 saat sonra steril 100ul’lik mikropipet ucu kullanilarak
hiicre katmaninin {izerinde birbirine paralel 3 adet hiicre icermeyen yara acildi. Besi

yeri 2 kez degistirilerek yara agilmasi sirasinda zeminden kalkan ve besi yerinde
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yuzmekte olan hicreler uzaklastirildi. Yaralarin hiicre gogl ile kapanmasi igin
hiicreler 24 saat 37°C %5 CO, iceren etlivde inkiibe edildi. Bolim 3.2.B’de
aciklandigi sekilde hicreler fikse edilip aktin ve mikrotibil hiicre iskeletleri icin
kemiflorasan ve immiinflorasan boyama yapildi ve epiflorasan mikroskop altinda

incelendi.

3.6.3. Hela Hiicrelerinde Yara iyilesmesi Deney Sisteminde Pyrinin Hiicre
Gogii Uzerine Etkisinin Gosterilmesi

Pyrinin hiicre gogl Uzerine etkisinin kantite edilmesi igin bosluksuz ve siki bir
tek katman olusturabilen bir epitelyal hiicre hatti olan Hela hiicreleri model olarak
kullanildi. Transfeksiyonun ve asiri protein ifadesinin hiicre (zerine olabilecek
olumlu veya olumsuz etkilerini sergileyen GFP asiri ifade eden hiicrelerin oldugu
kontrol grubu ile pyrin proteinin etkisini yansitmasi beklenen pyrin-GFP flizyon
proteinini asiri ifade eden deney grubundaki hiicre gécl miktari yara sinirina ulasmis
transfekte hiicreler sayilarak karsilastirildi.

Hela hicreleri Bolim 3.6.2°de agiklandigi sekilde; sadece GFP veya pyrin-GFP
flizyon proteininin ifadesini saglayan vektorler kullanilarak transfekte edildi.
Sonrasinda, Bolim 3.6.2’de aciklandigl sekilde Hela hiicrelerinde yara iyilesmesi
deneyi uygulandi. Yara iyilesmesinin baslatiimasindan 36 saat sonra kiiltlir kaplari
hiicreler fikse edilmeden ve heniiz canlilarken epiflorasan mikroskopta yaklasik 20
saglikh yara alanindan fotograf cekildi. Fotograf cekilecek yara alanlari belirlenirken
yaranin disinda blyuik bosluklar olmamasina ve yara zemini icine ylzerek gelip
yapismis ve c¢ogalmis hiicre kiimeleri olmamasina dikkat edildi. Daha sonra yara
sinirinda yesil florasan sinyal verme durumlarina gore ayirt edilebilen transfekte
olan veya olmayan hicreler sayildi. Ayrica, genel transfeksiyon etkinliginin
saptanmasi amaciyla %100 hticre yogunlugunun oldugu alanlardan da fotograflar

cekildi.
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3.7. Filtre Deneyleri ile Hiicre Gogliniin Modellenmesi

Filtre deneyleri hiicrelerin 6zellikle bir kemoatraktan maddeye cevap olarak
gelistirdikleri diapedez hareketinin miktarinin saptanmasi igin kullanilan bir hiicre
gocl modelleme diizenegidir. Bu amagla, COS-7 hiicreleri ve fibroblast - fibroblast
benzeri olan hiicrelerin genel kemoatraktani olan insilin kullanilarak COS-7
hiicrelerinin diapedez seklindeki hilicre gocli hareketlerine c¢esitli vektorlerle
transfeksiyonun ve kolsisin varliginin etkisi kantite edildi. Bunun igin, go¢ eden
hiicreler bir canli hiicre boyasi olan kalsein-AM ile boyandi. Kalsein-AM canl
hlcrelerdeki esterazlar araciligiyla agil gruplari uzaklastirilarak yesil florasans veren
kalseine donistirilen ve hiicre igerisinde hapsolan bir florasan boyadir (Sekil 3.7).
Bu sekilde boyanan canli hiicreler, tripsin ve TritonX-100 ile patlatilarak kalseinin
homojen olarak dagildigi ¢ozeltiler elde edildi. Bu ¢ozeltilerin florasansi 6lcilerek

goc eden veya etmeyen hiicre miktarlari saptandi.
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Sekil 3.7. Kalsein-AM’nin canh hiicreleri boyama ilkesi. A’da kalsein-AM (AM-C-

AM) boyasinin hiicre icerisine girerek hiicre ici esterazlarla acil
gruplarinin uzaklastirilmasi ardindan (C) hiicre icinde hapsoldugunu
gosteren sematik resim bulunmaktadir (72). B'de ise Kalsein-AM’nin
ve kalseinin kimyasal yapisi gortlmektedir. Kalsein-AM’de olmayan;
ancak kalsein tizerinde bulunan yiklG gruplarin varligina dikkat ediniz

(73).



32

3.7.1. COS-7 Hiicrelerinde Pyrin, Pyrin Mutantlar ve Kolsisinin Hiicre Gogii
Uzerine Etkisinin Gésterilmesi igin Filtre Deney Diizeneginin Kullanilmasi

Oncelikle, 8um boyutunda delikler iceren polikarbonat membranl aparat
(ThinCert) alt yuzl Ustte kalacak sekilde 12 kuyucuklu kiltir kaplarina ters olarak
yerlestirildi. Membranlarin alt zeminleri membranin Uzerini tamamen kaplayacak
sekilde 50pl tip | kollajen cozeltisi ile kaplanip 24 — 36 saat 37°C %5 CO, iceren
etlivde inklibe edildi. Daha sonra aparatlar 24 kuyucuklu kiltiir kabi igine diz bir
sekilde yerlestirildi. Aparatlarin alt kismina sadece, 250ug/ml insilin ve %5 FCS
iceren DMEM ya da 250ug/ml insilin, 10ug/ml kolsisin %5 FCS iceren DMEM besi
yerlerinden 500ul konuldu. Aparatlarin Ust kisimlarina ise, pcDNA3.1, dogal pyrin
vektort, M694V pyrin vektorl, M680I pyrin vektori veya V726A pyrin vektori ile
transfekte edilmis COS-7 hiicrelerini iceren besi yeri konuldu. Bu besi yerleri 300ul
olup yaklasik 2x10* hiicre icermekteydi. Kolsisin iceren deney gruplarinda tist kisma
da 10ug/ml kolsisin iceren besi yeri icerisinde hiicreler kondu. Hicreler, bu sekilde
48 saat boyunca 37°C %5 CO, iceren etiivde inkiibe edildi.

48 saat inklibasyonun ardindan aparatin Ust ve alt kismindaki besi yerleri
pastor pipeti yardimi ile uzaklastirildi ve aparatin tst bélmesine 500ul, alt béimesine
300pl, 6uM kalsein-AM iceren DMEM c6zeltisi eklendi ve bu sekilde 1 saat 37°C %5
CO, iceren etiivde inkiibe edildi. Epiflorasan mikroskop altinda hiicrelerden yesil
florasan sinyal geldiginin gdzlenmesi ardindan pastor pipeti yardimi ile besi yerleri
uzaklastirildi. Daha sonra, aparatin sadece alt kismina tripsin ¢ozeltisi eklenerek
aparatin alt kismina yapismis olan hiicrelerin kalkmasi saglandi. Bu sirede yaklasik
15 dakika boyunca 37°C %5 CO, iceren etlivde inkiibasyonun ardindan kultir kaplan
5 dakikada bir siddetli olarak diiz zemin Uzerinde c¢alkalanarak zeminle baglar
zayiflayan hicrelerin tripsin ¢ozeltisi icerisinde ylizer hale ge¢meleri saglandi. Bu
surecin yaklasik 5 kez tekrarlanmasi ve isik mikroskobu ile bitin hiicrelerin ylizer
hale gectiginin gozlenmesi ardindan her kuyucuk icindeki gé¢ etmis hicreleri iceren
tripsin ¢ozeltisi 1,5 ml’lik Ependorf tlpleri icerisine alindi. Tripsin ¢ozeltilerinin

icerisine %10 Triton-X100 iceren PBS c¢o6zeltisinden 50ul eklendi ve bu sekilde
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yaklasik 18 saat 4°C’de inkibe edilerek hiicrelerin parcalanmasi ve icerdikleri
kalseinin ¢ozelti icerisinde homojen olarak dagilmasi saglandi.

Tripsin ¢ozeltilerinin aparat igerisinden 1,5 ml’lik Ependorf tlipleri igerisine
alinmasinin hemen ardindan st kesme 500ul, alt kesme 300ul olacak sekil %1
Triton-X100 iceren PBS cozeltisi eklendi. Aparatlar bu sekilde yaklasik 18 saat 37°C
%5 CO; iceren etiivde inkiibe edilerek aparatin Ust kisminda yer alan gé¢ etmemis
hicrelerin pargalanmasi ve iglerindeki kalseinin ¢ézeltiye homojen olarak dagilmasi
saglandi. Florasan mikrokop altinda tiim hiicrelerin pargalandigi ve florasan sinyalin
homojen olarak ¢ozelti icine yayildiginin goézlenmesi ardindan her kuyucuk

icerisindeki ¢ozelti 1,5 ml'lik Ependorf tlpleri igerisine alindi.

3.7.2. Filtre Deneyi Olgiimleri i¢in Deney Standartlarin Hazirlanmasi ve
Orneklerdeki Kalsein Florasansinin Olgiilmesi

Standartlarin hazirlanmasi amaciyla transfekte edilmemis olan COS-7
hicreleri 35mm’lik hiicre kiltlrd kabi icerisinde yaklasik 48 saat inkiibe edilip
zeminin %60-70’ini kapladiklarinda Gzerlerindeki besi yeri bir pastor pipeti yardimi
ile uzaklastirildiktan sonra lzerlerine 2ml 6uM Kalsein-AM iceren DMEM c¢o6zeltisi
eklenerek 1 saat 37°C %5 CO, iceren etlivde inklibe edildi. Hicrelerin florasan
mikroskop altinda yesil sinyal verdiklerinin gézlenmesi ve 4 alandan 20X blyitmede
fotograf cekilmesinin ardindan hicrelerin lzerindeki besi yeri uzaklastirilip tripsin
cozeltisi eklendi. Hiicrelerin bu ¢ozelti icinde 30 dakika boyunca 37°C %5 CO, iceren
etlivde inklbe edilmesinin ardindan kdltir kabi diz bir zemin lzerinde sertge
sarsilarak tim hicrelerin zemin ile baglarinin kopmasi saglandi. Daha sonra, ¢ozelti
1,5 ml’lik Ependorf tlipleri icerisine alinarak standart olarak kullaniimak lizere 4°C’de
saklandi. Bu c¢ozelti 1:1, 1:2, 1:10, 1:20, 1:100 olacak sekilde seri dillisyonlar
hazirlanarak olglimler sirasinda standart olarak kullanildi.

Olciimlerin yapilmasi icin 6rneklerden 200pl’lik PCR tiipleri icerisine 100ul
¢ozelti alindi. Olglimler RotorGene 6000 cihazinda 470 nm dalgaboyunda eksitasyon

ve 510 nm dalgaboyunda emisyon filtreleri ile 5 dakikalik 50°C'ye Isitma ve daha
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sonra bu sicaklikta ardigik 10 6l¢iim olacak sekilde yapildi. Her kuyucuktan elde
edilen 6rneklerin florasansi ticer kere 6lguldi.

Her bir kuyucuktan elde edilen 3’li 6lciimlerin ortalamasi alindi. Her deney
sisteminin 3 biyolojik tekrarina ait aparat alti ve aparat Ustlindeki florasansa gore
hesaplanan hiicre sayilari kullanilarak aparat altina gé¢ eden hiicre oranlari deney

gruplari arasinda karsilastirildi.

3.8. Verilerin Degerlendirilmesi ve istatistiksel Analiz

Epiflorasan ve faz-kontrast mikroskop fotograflarinin c¢ekilmesi icin “Leica
Application Suit 3.1” ve “Leica Application Suit 3.7” kullanilirken konfokal mikroskopi
gorintilerinin analizi icin “Carl-Zeiss Laser Scanning Microscopy Image Browser 4.2”
kullanilmistir. Farkh florasan kanallardan alinan gorintilerin birlestirilmesi ve
kontrast - renk ile ilgili diizenlemelerin yapilmasi icin “ACDSee PhotoEditor 2008
Build 291” kullanilmistir. Fotograflarin degerlendirilmesi ve hiicre sayimi igin
“Imagel 1.43u” kullaniimistir.

RotorGene 6000 ile yapilan 6lciimlerin degerlendirilmesi, ayrica bu 6lciimlere
ait standart egrilerin ¢izilmesi icin “Rotorgene 6000 Series Software 1.7 Build 87"
kullanilmistir.

Tum diger grafiklerin gizimi ve istatistiksel analizler igin “GraphPad Prism

5.01” kullanilmustir.
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4. BULGULAR

4.1. Kolsisin Derisiminin Belirlenmesi

4.1.1. LDH Aktivitesi ile Hiicre Oliimiiniin Saptanmasi

Kolsisinin HeLa ve COS-7 hicre hatlari Gzerine olan éldirtci etkileri, besi
yerindeki LDH aktivitesinin ol¢imi ve hiicre, ¢ekirdek morfolojisi gozlemlenerek
saptanmistir.

Besi yerindeki LDH aktivitesi 6l¢imi, hiicre zar bitinltgl bozulan hiicre
sayisini yansitmaktadir. LDH aktivitesinin gruplar arasinda karsilastiriimasi igin lizis
tamponu ile muamele edilen deney grubu olasi maksimum LDH aktivitesine sahip
Emax grubu olarak adlandirildi. Kolsisinsiz besi yerinde inkiibe edilen grup ise, kolsisin
etkisinden bagimsiz olan besi yerinde olasi minimum LDH aktivitesini temsil ettigi
icin Enin olarak adlandirildi. Buna gore her bir kuyucuk icerisindeki besi yerinde
bulunan E olarak adlandirilan enzim aktivitesi diger gruplarla Formil 4.1'de

gosterilen formiile gore ylzde enzim aktivitesi (Eyq.qe) 0larak hesaplandi.

Evitzde — E — Emin 100
YU = Enax — Emin (4.1)

Hela hucreleri igin Eyi.ge, besi yerinde bulunan kolsisin derisimine bagli
olarak 24 saat icinde kontrol grubu ile karsilastirildiginda ortalama degisim %1’den
az olarak bulunmustur (Sekil 4.1). Bu anlamli veya belirgin bir degisiklik degildir. Az
miktarda saptanan bu degisimin en olasi nedeni Hela hiicreleri igin kolsisinin hiicre
bolliinmesini de azaltmasidir. Bu sekilde daha az hiicreden besi yerine LDH karisarak
Olen hiicrelerin sayisi yasayan hiicrelerin sayisina oranla daha yliksek olabilmekteyse
bile dlen hiicre sayisi diger deney gruplarina yakin olabilmektedir. Ayrica, Hela
hiicrelerinin kolsisin toksisitesine bagh hiicre zari bitlinliklerinin bozulma sireleri

deney siresi olan 24 saatten fazla olabilir.
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Sekil 4.1. Hela hiicrelerinde degisen kolsisin derisimlerinde besi yerindeki LDH

aktivitesi. Sutunlarin yukseklikleri deney gruplarinin ortalamalarini,
baglantili ¢izgiler ise standart sapmalari gostermektedirler. Higbir

deney grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktur.

COS-7 hicreleri igin Eyuqe degerleri, 20ng/ml kolsisin derisiminde, kontrol
grubu ve deney gruplari arasinda tek yonli ANOVA (Analysis Of VAriance) ve
sonrasinda yapilan Tukey testi ile istatistiksel olarak anlamli oldugu gortlmustir
(p<0.05) (Sekil 4.2). Bu anlamh fark 50ng/ml kolsisin ve 100ng/ml kolsisin
derisimlerinde de gozlenmekle birlikte (p<0.001) 1000ng/ml kolsisin derisiminde

asiri varyasyon nedeniyle kontrol grubu ile anlamli bir fark ortaya ¢ikmamustir.
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Sekil 4.2. COS-7 hiicrelerinde degisen kolsisin derisimlerinde besi yerindeki LDH

aktivitesi. Sttunlarin yukseklikleri deney gruplarinin ortalamalarini,
baglantil gizgiler ise standart sapmalari géstermektedirler. * p<0,05;

**%n<0,001.

COS-7 hiicreleri igin 50ng/ml kolsisin derisiminin 24 saatte maksimum
oldiricu etkisine ulasildigl distintlmastir. Bu dogrultuda gizilen derisim — cevap
egrisi, 1000ng/ml kolsisin derisimi analizden dislandiginda, dogrusal olmayan
regresyona uyan bir egri vermektedir (r* = 0,9866 ) (Sekil 4.3). Bu egriye gore, en
ylksek olim hizi olan %7,70’e gore kiyaslandiginda en yiksek 6limiin yarisina
neden olan kolsisin derisimi, LCso (Lethal Concentration 50, Olimcil Derisim 50)
18,99ng/ml (%95 guven arahg 17,03 ng/ml — 21,18 ng/ml) dir. 10ng/ml kolsisin
derisimi bu egrinin dogrusal kisminin alt sinirina denk gelirken 20ng/ml egrinin

dogrusal kisminin ortasinda yer alan LCsg degerinin %95 gliven araligi siniri icindedir.
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Sekil 4.3. COS-7 hiicrelerinde degisen kolsisin derisimlerinde besi yerindeki LDH

aktivitesi. Noktalar deney gruplarinin ortalamalarini, baglantili gizgiler
ise standart sapmalari gostermektedirler. Kirmizi ¢izgi en yakin

dogrusal olmayan doz cevap egrisini gdstermektedir. r’ = 0,9866.

Hiicrelerin mikroskobik goérinimde ise, hicreleri birka¢ farkli sinif altinda
toplamak miimkiindir. Bu calismada hiicreler genel olarak 4 farkli morfolojide
izlenmistir (Sekil 4.4). Saghkli hicreler; faz-kontrast mikroskobisinde kiltlr kabi
zeminiyle baglantilarini pek c¢ok noktada koruyan ve igsi bir sekli olan; DAPI
boyamasinda cekirdekleri tek, yaygin ve boyanmasi heterojen olan hicrelerdir
(Sekil 4.4.A-B). Cok cekirdekli dev hiicreler; cevresindeki hiicrelere gore en az 2-3 kat
blyik olan ve birden fazla cekirdek iceren, diger morfolojik 6zellikleri saghkli
hiicrelere benzeyen hicrelerdir (Sekil 4.4.C). Mitoz gecirmekte olan hiicreler; faz-

kontrast mikroskobisinde yuvarlaklasmis ve zeminle baglantilari kopmus; DAPI
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boyamasinda ise DNA’sI hiicrenin ekvatorunda yogunlasmis olarak yerlesmis veya
DNA’s1 ikiye ayrilarak hicrenin iki kutbuna yaklasmis sekilde goriinmektedir
(Sekil 4.4.D-E). Olmekte olan hiicreler; faz-kontrast mikroskobisinde genelde
yuvarlaklasmis, bazen hiicre sinirlari diizensizlesmis; DAPI boyamasinda ise DNA'si
yogunlasmis olarak hiicrede bir noktada toplanmis (piknotik) veya diizensizce bitin

hicre icine dagilmis olarak goriilmektedir (Sekil 4.4.F-G).

Sekil 4.4. Faz-kontrast mikroskopisinde ve florasan DAPI ¢ekirdek boyamasinda
gozlenen hiicre ve cekirdek morfolojileri. A. Saglikl Hela hticreleri; B.
Saglikh COS-7 hiicreleri; C. Cok cekirdekli dev COS-7 hicresi; D.
Metafaz asamasindaki Hela hiicresi; E. Anafaz asamasindaki COS-7
hiicresi; F. Solda cekirdegi piknotik hale gelmis, sagda DNA’si
sitoplazma icerisine dagilmis Hela hiicreleri; G. 3 adet apoptoza

gitmekte olan COS-7 hiicresi.

Hela hicrelerinin morfolojik incelemeleri goz 6ntine alindiginda 10ng/ml
kolsisin derisiminde apoptoza girmis hicre sayisinda artis goze carpmaktadir.
Bununla beraber hiicre yogunlugunun da azaldigi dikkati cekmektedir. Ozellikle
20ng/ml kolsisin derisiminden itibaren neredeyse hiicrelerin tamaminin apoptotik

morfolojiye sahip oldugu gézlenmistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Hela hiicrelerinde degisen kolsisin derisimlerinde faz-kontrast hicre
morfolojisi ve DAPI ile boyanmis ¢ekirdek morfolojisi (10X). Sari oklar
mitoz asamasindaki hiicreleri; yesil oklar piknotik cekirdekli apoptoza
giden hicreleri; kirmizi oklar ise g¢ekirdek morfolojisi tamamen

bozulmus hicreleri gostermektedir.

COS-7 hicrelerinin - morfolojik incelemeleri gbéz o©nline alindiginda
10ng/ml’den daha kigik kolsisin derisimleride, her 10X blylUtme alaninda 1-2 tane
apoptoza girmekte olan hiicre goriilmektedir. 20 ng/ml kolsisin derisiminde ise,
apoptotik morfolojiye sahip htcrelerin sayisi artmaktadir. 50ng/ml kolsisin
derisiminden sonra ise, apoptotik morfolojide hiicrelerin sayisi artmaya devam
etmekte ve Ozellikle de ¢ekirdek morfolojisi piknotik olanlar yerine c¢ekirdek
morfolojisi tamamen bozulmus hicreler dikkati ¢ekmektedir. 20ng/ml kolsisin
derisiminden sonra COS-7 hicre yogunlugundaki azalis dikkati cekmekle beraber
1000ng/ml kolsisin derisimde bile Hela hicrelerindeki kadar belirgin bir azalma

gorilmemistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. COS-7 hiicrelerinde degisen kolsisin derisimlerinde faz-kontrast hiicre
morfolojisi ve DAPI ile boyanmis ¢ekirdek morfolojisi (10X). Turuncu
oklar COS-7 hiicrelerinin olusturdugu cok cekirdekli dev hiicreleri; sari
oklar mitoz asamasindaki hucreleri; yesil oklar piknotik cekirdekli
apoptoza giden hicreleri; kirmizi oklar ise cekirdek morfolojisi

tamamen bozulmus hiicreleri gostermektedir.

4.1.2. Kolsisine Maruz Kalan Hiicrelerde Mikrofilament ve Mikrotiibiil
Hiicre iskeletinin Durmu

Mikrotlibiller, interfaz hiicrelerinde, ¢ekirdege yakin bir MTOC (MicroTubule
Organizing Center, mikrotlbil organize edici merkez) boélgelerinden ¢ikarak isinsal
olarak tim sitoplazma icerisine yayilan yapilar olarak bulunmaktadirlar. Kolsisinin
hicre ici hedefleri arasinda bu yapi ¢ok 6nemlidir, bu nedenle Hela ve COS-7
hiicrelerinde 06zellikle mikrotlibul iskeletin yapisi degisen kolsisin derisimlerinde
incelenmistir. Mikrofilament iskeleti olusturan fibriler aktin ise, daha yogun olarak
hiicre zar altinda yerlesen, fiberler veya agsi yapilar seklinde organize olmus bir
yapidir. Bu vyapinin hicre 6lime gitmeden 06nce kolsisinden etkilenmesi
beklenmemektedir.

Kolsisin icermeyen kiltiir ortaminda yetistirilen Hela hiicrelerinde aktin ve
tlbdlin hicre iskeleti yapisi normaldir. Mikrotiibil boyamalarinda hiicre icinde yer
alan, mikrotibdl filamanlarinin kéken aldigi cekirdek yakininda yerlesmis MTOC
actkca gorilebilmektedir. Kolsisin uygulamalari ile boyamalar tekrarlandiginda
5ng/ml ve 7,5ng/ml kolsisin derisiminde, kolsisinin olmadig duruma benzer hiicre
iskeletleri gozlenmistir. Buna karsin, 10ng/ml kolsisin derisiminde aktin hiicre
iskeletinde herhangi bir degisiklik goriilmezken mikrotibil iskeletin genel hatlari ile
korundugu; ancak MTOC bdlgelerinin pek c¢ok hlicrede bozulmaya basladigi
gorilmustir. Bununla birlikte, bu kolsisin derisiminde ¢cok sayida cekirdek materyali
hiicrenin ekvatorunda yerlesmis, hiicre kutuplarinda 2 adet MTOC bulunan yuvarlak
hiicreler saptanmistir. Bu hicreler mitozun metafaz asamasinda fikse edilmis

hicrelerdir. 100 ng/ml gibi daha yliksek kolsisin derisimlerinde ise, gbzlenen hiicre
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sayisinda ciddi bir azalma ile birlikte, gdzlenen hiicrelerde de fibriler yapisini

tamamen kaybetmis mikrotlbil ag1 gézlenmistir (Sekil 4.7).

Sekil 4.7.

Hela hicrelerinin, degisen kolsisin derisimlerinde, florasan
mikroskopta gozlenen aktin ve mikrotlbl hiicre iskeletinin yapisi
(20X). Her resimde kirmizi renk mikrobiil iskeleti, yesil renk aktin
iskeleti, mavi renk hiicre cekirdegini temsil etmektedir. Turuncu oklar
MTOC bolgelerini; sari oklar mikrotlibul iskeleti fibriler yapisini

koruyan ancak MTOC bolgelerini kaybetmis hiicreleri; yesil oklar
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mitozda yakalanmis hicreleri; kirmizi oklar ise mikrotibul yapisini

tamamen kaybetmis hiicreleri géstermektedir.

Kolsisin icermeyen kiiltlir ortaminda yetistirilen COS-7 hiicrelerinde aktin ve
tlbdlin hicre iskeleti yapisi normaldir. Mikrotiibil boyamalarinda hiicre icinde yer
alan, mikrotiibll filamanlarinin koken aldigi MTOC agik¢a gorilebilmektedir.
10ng/ml kolsisin derisimine maruz kalan hicrelerde, kolsisinin olmadigi duruma
benzer bir hiicre iskeletleri gbzlenmistir. Buna karsin, 20ng/ml kolsisin derisiminde
aktin hiicre iskeletinde herhangi bir degisiklik gorilmezken mikrotibil iskeletin
genel hatlarinin ve MTOC bdlgelerinin tim hiicrelerde bozulmaya basladig
gorulmustir. 50ng/ml gibi daha yuksek kolsisin derisimlerinde ise, gbzlenen hiicre
sayisinda ciddi bir azalma ile birlikte, bu hicrelerde fibriler yapisi tamamen
bozulmus mikrotibil agi dikkati cekmektedir. Ayrica, bazi hiicreler biiyik olasilikla
hicre o6limi sonucu mikrofilament iskelet vyapilarinda da dizensizlikler

gostermektedirler (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8.

COS-7 hicrelerinin  degisen kolsisin  derisimlerinde konfokal

mikroskopta aktin ve mikrotibdl hiicre iskeletlerinin yapisi (20X).
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Sekil 4.8.

COS-7 hicrelerinin  degisen kolsisin  derisimlerinde konfokal
mikroskopta aktin ve mikrottbul hiicre iskeletlerinin yapisi (devami)
(20X). Resimler, z-ekseninde lamel zemininden en uzak vyapilar
oncelikli  olarak  gosterilecek  sekilde iki  boyutlu  hale
donistiridlmistir. Her resimde renkler resmin altinda yer alan
Olceklere gore lamel zemininden vyilsekligi temsil etmektedir. Solda
yer alan gorintiler aktin boyamasina ait; sagda yer alan gorintiler
ise ayni hicrelerin tlbilin boyamalarina aittir. Turuncu oklar MTOC
bolgeleri; sari oklar bozulmus mikrofilament iskeleti; kirmizi oklar ise,

mikrotlbil iskelet yapisi bozulmus hiicreleri gostermektedir.
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4.1.3. Kolsisine Maruz Kalan Hiicrelerde Endoplazmik Retikulum ve Golgi
Aparati’nin Durumu

Vezikiler tasinma ve organellerin hiicre ici yerlesimlerinin belirlenmesi
mikrobillerin kontrol ettigi onemli hicresel islevler arasindadir. Hiicre gog
hareketleri sirasinda ise, Golgi aparatinin hiicre gocl yonine yakin yerlesmesi
hlcrenin goc¢ ettigi yone zar ve proteinlerin tasinmasi icin O6nemlidir. Golgi
aparatinin bu yerlesiminin bozulmasinin hiicre goclinii azalttig bilinmektedir (65).

Hela hiicreleri kolsisinsiz besi yerinde yetistirildikleri durumda, 6zellikle
hicre ¢ekirdegine yakin ve yaygin olarak yerlesmis endoplazmik retikulum yapilar
gozlenmektedir. Golgi aparati ise, ¢ekirdegin bir kutbunda tek ve yogunlasmis bir
yapi olarak yer almaktadir. 7,5ng/ml kolsisin derisiminde bu yapinin korundugu
gozlenmektedir. Buna karsin, 20ng/ml kolsisin derisiminde bazi hiicrelerde Golgi
aparatinin ¢ekirdegin her iki yaninda da yerlestigi ve kutuplasmis yapisini kaybettigi
gorilmektedir. Bu hiicrelerin ¢ekirdek boyamalarinin da silik olmasi 6lmekte olan
hicreler olabileceklerini dlstindiirmektedir. 50ng/ml kolsisin derisiminde ise,
hazirlanan 6rnekte gozlenebilen ¢ok az sayidaki morfolojisi korunmus hiicrede Golgi
aparati tamamen cekirdek c¢evresinde dagilmis, endoplazmik retikulum ise, tim

sitoplazma igerisine dagilmis olarak gozlenmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Hela hicrelerinin  degisen kolsisin  derisimlerinde  florasan
mikroskopta endoplazmik retikulum ve Golgi aparati organellerinin
yapisi ve yerlesimi (10X). Her resimde kirmizi renk endoplazmik
retikulumu, yesil renk Golgi aparatini, mavi renk hicre ¢ekirdegini

temsil etmektedir.

COS-7 hicreleri kolsisinsiz besi yerinde vyetistirildikleri durumda, 6zellikle
hiicre cekirdegine yakin ve yaygin olarak yerlesmis endoplazmik retikulum yapilari
gozlenmektedir. Golgi aparati ise, ¢ekirdegin bir kutbunda tek ve ince bir organel
olarak yer almaktadir; ancak Golgi aparati Hela hiicrelerine oranla daha buyktir.
10ng/ml kolsisin derisiminde bu yapinin korundugu goézlenmektedir. Buna karsin,
20ng/ml kolsisin derisiminde bazi hiicrelerde Golgi aparatinin hiicrelerde genel
olarak yogun oldugu ve daha az yer kapladigi gériilmektedir. Ayrica, bazi hiicrelerde
endoplazmik retikulumun sitoplazma icine yaygin olarak yayildigi gézlenmektedir.
50ng/ml kolsisin derisiminde ise, Golgi aparatlari seklini korumakla beraber

endoplazmik retikulum yapilari azalmis gorinmektedir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. COS-7 hucrelerinin  degisen  kolsisin  derisimlerinde florasan
mikroskopta endoplazmik retikulum ve Golgi aparati organellerinin
yapisi ve yerlesimi (10X). Her resimde kirmizi renk endoplazmik
retikulumu, yesil renk Golgi aparatini, mavi renk hiicre g¢ekirdegini

temsil etmektedir.

4.2. iki Boyutlu Deney Sistemleri ile Hiicre Gogiiniin Modellenmesi

Bu deney sisteminde Whatmann kagidi ve agaroz jel, insilinin yavas
difizyonunu saglayabilmek amach kullanilmistir. Her iki deney sisteminde de
zeminde kollajen kaplamasi olmadigi durumda artmis bir hiicre hareketliligi goze
carpmaktadir (Bkz. Ek-1.A-B). Ancak bu hareketlilik yeterli bir yer degistirme
hareketi ile sonlanmadig icin hiicre gociu Olcllemediginden uygun bir dizenek
olmamistir.

Tip | kollajen ve tip IV kollajen ile zemin kaplamasi yapilmis besi yerlerinde
ayni deneyler tekrarlandiginda insilin varliginda bile hicre hareketi ortadan

kalkmistir. Bunun en olasi nedeni, bu sistemlerde zemine sikica yapisan hiicrelerin
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hareketliliklerinin azalmasidir (Bkz Ek-1.C). Bu nedenle bu deney diizeneginde de

hiicre gégunin olgilmesi mimkiin olmamistir.

4.3. Agaroz-Alti Hiicre Gogui Deneyleri ile Hiicre Gogliniin Modellenmesi

Agaroz altinda hiicre gocliniin modellenmesi icin yapilan deneylerde COS-7
hiicrelerinin agaroz altina girerek gog edebildikleri gosterilememistir. Buna karsin
COS-7 hicrelerinin igerisinde agaroz bulunmayan kuyucuk igerisinde instlin olan
tarafa dogru yogunlastiklari gosterilmistir (Sekil 4.11). Bu COS-7 hiicrelerinin insulin
cevaplarini gostermektedir; ancak hiicre géciinin 6lg¢ilmesi igin bu deney sistemi

yeterli gorilmemistir.

Sekil 4.11. COS-7 hiicrelerinin, 24 saat sonunda insilin olan tarafa dogru
kuyucuk icerisinde yonelimi. Solda agaroz sinirinda agaroz altina giren
hicre gortilmemektedir (10X). Sagda tim Kuyucugu gosteren bir
gorintd vardir. Sekilde yer alan (ggen hiicrelerin bulundugu
kuyucuga dogru azalan insilin gradyentini temsil etmektedir. Burada
COS-7 hiicrelerinin insilin olan kuyucuga yakin olan tarafta kontrol
kuyucuguna yakin olan tarafa gore belirgin sekilde daha yogun

olduklari gortlmektedir.
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4.4. Yara lyilesmesi Deneyleri ile Hiicre Gégiiniin Modellenmesi

4.4.1. Yara lyilesmesi Deney Sisteminin Canli Hiicre Goriintiilenmesi ile
Gozlenmesi

COS-7 ve Hela hiicreleri icin yara iyilesmesi deney sistemi kurulduktan sonra
canli hiicre goriuntileme sistemi ile gozlenmis ve her iki hiicre hattinin da bu
sistemde zamanla gboc hareketleri gostererek vyara kapanmasina katkida

bulunduklari saptanmistir (Bkz Ek-1.D-E).

4.4.2. Yara lyilesmesi Deney Sisteminde Hiicre Gogii Sirasinda Hiicre
iskeletinin Durumu

COS-7 ve Hela hiicrelerinin hiicre gocl aninda mikrofilament ve mikrotibdil
hiicre iskeletleri, hiicre gé¢l aninda incelenmistir. Her iki hiicre hattinda da MTOC
bolgesinin hilicre gocl yoniinde yerlestigi ve hiicre gocl yonilinde yer alan fibriler
aktinin lamellipod ve filopodlari destekleyecek karmasik aglar olusturdugu
gdzlenmektedir (Sekil 4.12). Ozellikle Sekil 4.12.B’de yer alan Hela hiicresinde hiicre

iskeletinin yapisi, lamellipod, filopod ve Gropodlar agikca secilmektedir.
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Sekil 4.12.

COS-7 ve Hela hicrelerinin yara iyilesmesi deney sisteminde goég
hareketleri. Her resimde kirmizi renk mikrobil iskeleti, yesil renk
aktin iskeleti, mavi renk hticre ¢ekirdegini temsil etmektedir. A’da
COS-7 hiicrelerinin yara iyilesmesi deney sisteminde goc¢ hareketleri
gorilmektedir (10X). Resimdeki hiicrelerin hiicre iskeletlerine gore
hareket yonleri kirmizi oklarla gosterilmistir. Buna goére okun
gosterdigi yonlin arkasinda yer alan hiicre ok yéniinde gog
etmektedir. B’de ise Hela hicrelerinin yara iyilesmesi deney
sisteminde go¢ hareketi gorilmektedir (40X). Bu resimde goc¢
etmekte olan bir Hela hiicresinde, go¢ yoniinde filopod (turuncu ok)
ve lamellipod (yesil ok) yapilari gérilmekteyken hemen bu yapilarin
gerisinde buylk lamellipod yapiyr destekleyen aktin organizasyonu
(sart  ok) gorilmektedir. Cekirdegin hemen Onlinde ise
mikrotlbillerin  koken aldigi MTOC (mavi ok) yer almaktadir.
Hicrenin kontraksiyon hareketlerinin gergeklestigi “arka” kesminde

ise Uropod yaplilari gbozlenmektedir (kirmizi ok).

4.4.3. Hela Hiicrelerinde Yara Iyilesmesi Deney Sisteminde Pyrin

Transfeksiyonu Sonrasi Hiicre Gogii Sirasinda Pyrin Yerlegimi

Hela hicrelerine gecici pyrin-GFP vektori ile transfeksiyon yapildiktan 24

saat sonra alinan gorintilerde, henliz pyrin proteini ifadesi disik olan ve yara

sinirinda yer alan hiicrelerde pyrin-GFP flizyon proteini hiicrenin goéc¢ hareketinin

oldugu disinilen yonde daha yogun gortlmustir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Solda Hela hiicrelerinin yara iyilesmesi deney sisteminde florasan
mikroskopta pyrin-GFP proteininin yerlesimi. Sagda ayni hicrelerin
1stk mikroskobundaki gorintileri (10X). Her resimde kirmizi renk
mikrotUbdlleri, yesil renk pyrin-GFP flizyon proteinini, mavi renk
hiicre ¢ekirdegini temsil etmektedir. Kirmizi okla gbsterilen hiicrede
yara siniri yoninde belirgin olarak artmis yogunlukta pyrin-GFP
proteini birikimi goérilmektedir. Sari okla gosterilmis hiicrede ise
henliz az miktarda ifade edilmis olan pyrin-GFP proteini hiicrenin

uzatmakta oldugu filopod bolgesinde konumlanmustir.

4.4.3. Hela Hiicrelerinde Yara lyilesmesi Deney Sisteminde Pyrinin Hiicre
Gogii Uzerine Etkisi

Pyrin-GFP ve GFP ifade eden hicrelerin yara sinirinda yer alanlari 20’ser
alanda sayilmis ve her alanin ylizdesi genel transfeksiyon etkinligine bollinerek bu iki
grup arasindaki fark arastirilmistir. Yapilan sayim sirasinda sadece canli ve zemine
tutunan hicreler sayima dahil edilmis, yuvarlak veya ylizen hicreler 61 olarak kabul
edilmis ve sayim disi birakilmislardir (Sekil 4.14). Transfeksiyon etkinligi GFP grubu
icin %28,51 + 4,54; pyrin-GFP grubu igin %19,80 + 6,00 olarak bulunmustur.

Bu verilere gore yapilan analiz sonucunda pyrin-GFP ile transfekte grupta
yara sinirinda yer alan hiicre sayisi GFP ile transfekte gruptakine goére t-testi ile

yapilan istatistiksel analizde anlamli bir sekilde yiksek ¢ikmistir (p<0,01) (Sekil 4.15).
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Sekil 4.14.

Yara iyilesmesi deneyinde GFP ve pyrin-GFP vektori ile transfekte
hiicrelerin sayilmasi. Al ve A2’de sirasiyla GFP ve pyrin-GFP
proteinlerini asiri ifade eden yara siniri veya icindeki hiicrelerin sayimi
gorilmektedir (10X). B1 ve B2'de ise sirasiyla GFP ve pyrin-GFP
proteinlerini asiri ifade eden %100 yogunlukta ki alanlarda genel
transfeksiyon  etkinligini  belirlemek igin  yapilan  sayimlar
gorilmektedir (10X). Kirmizi ile isaretli hiicreler transfekte olmamis

hiicreler, sari ile isaretli hiicreler ise transfekte hiicrelerdir.
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Sekil 4.15. Yara iyilesmesi deneyinde GFP ve pyrin-GFP ifade eden gruplar igin
yara sinirinda veya icerisinde bulunan hiicrelerin karsilastiriimasi.
Satunlarin yukseklikleri deney gruplarinin ortalamalarini, baglantili

cizgiler ise standart sapmalari gostermektedirler. **p<0,01.

4.5, Filtre Deneyleri ile Hiicre Gogiiniin Modellenmesi

4.5.1. COS-7 Hiicrelerinde Filtre Deneylerinin Standardizasyonu

Filtre deneylerinin standardizasyonu icin transfekte edilmemis COS-7
hiicreleri oOncelikle filtrenin tabaninin tip | kollajen ile kaplanarak veya
kaplanmayarak kemoatraktanlari olan insiline maruz birakilmiglardir. Bu deneme
sirasinda kaplanma yapilmayan grupta tripsinizasyon asamasindan sonra hi¢ hiicre
gorilmemesi nedeniyle bu asamadan sonra tim deneylere kaplama yapilarak
devam edilmistir. Tip | kollajen kaplamanin olasi yararlari arasinda bu maddenin

kendi kemoatraktan ozelligi, filtrenin porlarini kismen daraltarak insdlin
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difizyonunu yavaslatmasi ve tripsin ile hiicrelerin kaldirilmasi sirasinda hiicrelerin
zeminle baglantilarinin kopmasini kolaylastirmak yer alabilir.

Standardizasyon igin ikinci asamada denenen degiskenler deney zamani ve
insllin varligidir. Standardizasyon sirasinda her 6rnek tek bir kez ¢alisilmis ve sadece
goc ederek filtrenin altina gecen hicreler sayilmistir. Bu sonuglara gore 24 saatte
hicrelerin inslline verdikleri cevap, 48 saatte verilen cevabin altinda kaldigi igin

deney sliresinin 48 saat olmasina karar verilmistir (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. 24 saat ve 48 saat deney siirelerinde ve insiilin varliginda veya

yoklugunda filtrelerden gb¢ eden COS-7 hicre sayilarinin

karsilastiriimasi.
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4.5.2. COS-7 Hiicrelerinde Filtre Deneyleri ile Pyrin, Mutantlari ve Kolsisinin
Hiicre Gogii Uzerine Etkilerinin Gosterilmesi

Filtre deneyleri ile hiicre gdgunin dogru kantite edilmesi igin bazi kosullarin
saglanmasi gerekmektedir. Bu kosullardan ilki standartlarin hazirlanmasi ve dogrusal
bir standart egri gizilmesidir. Bu amagla hazirlanan kalsein-AM ile boyanmig COS-7

hicreleri sayllmis standart egri olusturmak igin seyreltilmistir (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. Filtre deneylerinde hiicre sayilarini belirlemek icin cizilen standart

egri. Mavi noktalar 5 standart 6rnegin farkli derisimlerinde okunan
florasan siddetini temsil etmektedir. Kirmizi noktalar ise, hicre

olmayan bir cozeltideki florasan siddeti géstermektedir. r’=0,98352.

Dogru bir deneyin yapilmasi igin gerekli bir diger kosul, tim vektoérlerle
transfeksiyonun gerceklesmesi ve deney sonunda da tiim ara asamalardan sonra bu
transfekte hicrelerin kaybolmamasidir. Bu da her deney grubu icin es zamanli
yapillan ve filtre deneyleri ile birlikte sonlandirilan florasan boyamalarla

gosterilmistir (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18.

Filtre deneyi igin kullanilan 5 farkli vektor ile transfekte edilmis deney
gruplarinin deney stliresi sonunda pyrin ile transfeksiyon durumlarinin
florasan boyama ile gosterilmesi (10X). Her resimde yesil renk pyrin
proteinini, mavi renk ise hiicre ¢ekirdegini temsil etmektedir. Kirmizi

oklar her grupta transfekte hiicrelerden 6rnekler gostermektedir.
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Deney sonucunda go¢ eden ve etmeyen hiicre sayilari Sekil 4.19de
gorlilmektedir. Bu sonuglara gore farkli sayida gé¢ etmeyen hiicreler ile deneylerin
sonuclandigl gorilmektedir. Bu nedenle, her deney grubu kendi icerisinde goc eden
hiicre sayisi gé¢ etmeyen hiicre sayisina bolinerek i¢ standardizasyon yapilmistir
(Sekil 4.20). Buna gore her transfeksiyon grubu kendi icerisinde islem
uygulanmayan, insilin uygulanan ve insilin + kolsisin uygulanan deney gruplari
birbiriyle karsilastirildiginda sadece dogal pyrin ile transfekte grupta kontrole gore
insllinin hiicre goglnd artirdigl sonucu tek yonli ANOVA ve sonrasinda yapilan
Tukey testine gore istatistiksel olarak anlaml ¢ikmistir (p<0,01). pcDNA grubunun
kendi icerisindeki standart sapmalar tim deney gruplarina kiyasla daha disuktir. Bu
nedenle, insiilin uygulanmayan ve insilin uygulanan pcDNA transfeksiyon gruplari
ile instlin ve kolsisin uygulanan pcDNA transfeksiyon grubu arasinda Tukey testi ile

gosterilemeyen fark t-testi ile gosterilmistir (p<0,05).
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B Gocg Eden Hucreler
Bl Gog Etmeyen Hicreler

Deney Gruplari

Filtre deneyinde her deney grubundaki gé¢ eden ve go¢ etmeyen
hicre sayilari.  Situnlarin  ylkseklikleri  deney  gruplarinin
ortalamalarini,  baglantili  ¢izgiler ise standart sapmalari

o

gostermektedirler.  “+ {7 insilin uygulanan deney gruplarini
gostermekteyken “+ IK” hem insiilin hem kolsisin uygulanan deney

gruplarini géstermektedir.
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Deney Gruplari
Sekil 4.20. Filtre deneyinde her deney grubundaki goc¢c eden hiicrelerin gog

etmeyen hicrelere oranlari. Siatunlarin  yikseklikleri deney
gruplarinin ortalamalarini, baglantil ¢izgiler ise standart sapmalari
gostermektedirler. Sttun renkleri farkli transfeksiyon kosullarini
temsil etmektedir. “+ [” insilin uygulanan deney gruplarini

gdstermekteyken “+ IK” hem insiilin hem kolsisin uygulanan deney

gruplarini géstermektedir. **p<0,01 *p<0,05.



63

Transfeksiyon gruplarinin birbirleri aralarinda karsilastirilmasi igin her
transfeksiyon grubunun insilin uygulanan ve insilin + kolsisin uygulanan deney
gruplari kendi transfeksiyon gruplarinin kontrol gruplarina oranlanarak yeni bir
grafik olusturulmustur (Sekil 4.21). Buna gore insilin uygulanan deney gruplari
karsilastirildiginda pcDNA ve M694V pyrin gruplari ile dogal pyrin gruplari arasinda
tek yonli ANOVA ve sonrasinda yapilan Tukey testine gore istatistiksel olarak
anlamli fark gézlenmistir (sirasiyla p<0,01 ve p<0,001).

Kolsisinin etkisinin transfeksiyon gruplari arasinda karsilastiriimasi iginse her
transfeksiyon grubundaki kolsisin ve insiilin uygulanan deney gruplarinin sonuglari
sadece insulin uygulanan gruplara oranlanmistir (Sekil 4.22). Buna gbére pcDNA
transfekte edilen grup ile batin diger gruplar arasinda tek yonli ANOVA ve
sonrasinda yapilan Tukey testine gore istatistiksel olarak anlamh fark cikmistir

(p<0,01).
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(Kontrol Gruplarina Oranla)

Sekil 4.21.

Deney Gruplari

Filtre deneyinde her deney grubundaki gd¢ eden hiicrelerin goc¢
etmeyen hicrelere oranlari (kontrol gruplarina oranla). Sttunlarin
ylkseklikleri deney gruplarinin ortalamalarini, baglantili cizgiler ise
standart sapmalari gostermektedirler. SGtun renkleri farkl
transfeksiyon kosullarini temsil etmektedir. “+ I” insiilin uygulanan
deney gruplarini géstermekteyken “+ iK” hem insiilin hem kolsisin

uygulanan deney gruplarini géstermektedir. **p<0,01. ***p<0,001
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Filtre deneyinde her deney grubundaki insilin ve kolsisin alan
hiicreler icin go¢c eden hicrelerin go¢ etmeyen hiicrelere oranlari
(insulin alan deney gruplarina oranla). Sttlinlarin yikseklikleri deney
gruplarinin ortalamalarini, baglantili ¢izgiler ise standart sapmalari
gostermektedirler. Sttun renkleri farkl transfeksiyon kosullarini

o"

temsil etmektedir. “+ [” insilin uygulanan deney gruplarini
gdstermekteyken “+ iK” hem insiilin hem kolsisin uygulanan deney

gruplarini géstermektedir. **p<0,01 ***<p<0,001.

Sekil 4.23’de ise her transfeksiyon grubu icin sadece insilin alan ile insilin ve

kolsisin alan gruplarin bir baska karsilastirmasi goérilmektedir. Burada agik¢a sadece

pcDNA grubu disinda kolsisinin hiicre gocini azaltici etkisi goriilmektedir. Bu
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verilere gore yapilan 2 yonli ANOVA analizi sonucu gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark ¢ikmistir (p<0,001) ve bu anlamli fark transfeksiyon farkhligindan
kaynaklanmaktadir (p<0,01). Farki yaratan grup ise diger transfeksiyon gruplarinda

kolsisin hiicre goguini disurirken hiicre gégliniin arttigl pcDNA grubudur (p<0.05).
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Deney Gruplari

Sekil 4.23. Filtre deneyinde her deney grubundaki gdc¢c eden hiicrelerin gog
etmeyen hiicrelere oranlari (kontrol gruplarina oranla). Noktalar
deney gruplarinin ortalamalarini, baglantili gizgiler ise standart
sapmalari gostermektedirler. Yesil renk sadece insilin uygulanan
gruplara ait verileri temsil etmekteyken kirmizi renk insiilin ve kolsisin

uygulanan gruplari temsil etmektedir.
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5. TARTISMA

GUnumizde insan hastaliklarinin pek ¢ogunda inflamatuar sireglerin 6nemli
bir rol oynadigi bilinmektedir. inflamatuar siirecte inflamatuar hiicre géciiniin
onemi goz ardi edilemez. Bunun en 6nemli nedeni, inflamatuar yanitin olusacagi
hedef doku veya dokularda, hasarla sonuglanan inflamatuar yanit olusurken diger
dokularin inflamatuar yanit ve dolayisiyla hasardan korunmasidir. inflamasyonun
kontrol altindan ¢iktigi ve viicutta yaygin inflamasyonun olustugu pek cok hastalikta
bile bazi dokular inflamasyondan hig etkilenmemekte veya daha az etkilenmektedir.
Bu doku segiciliginde en 6nemli neden, inflamatuar hiicre gogldir. Ailesel Akdeniz
Atesi (AAA) hastaligl da ozellikle dogal bagisiklik sisteminin kontrolsiiz inflamatuar
yanit olusturmasi sonucu ortaya cikan, otoinflamatuar hastaliklardan birisidir. Bu
hastalikta da inflamatuar yanit, periton gibi bazi dokularda digerlerine goére ¢ok
daha oncelikli olarak ortaya cikarken, merkezi sinir sistemi gibi bazi dokular
inflamatuar cevaptan hi¢ etkilenmemektedir (14,15). Bu nedenle, AAA
patogenezinde de hiicre gociniin dogrudan veya dolayli olarak rol oynadig
siphesizdir.

Bu tezin savundugu hipotezin dayanak noktasi, AAA hastaligindan sorumlu
pyrin proteininin, inflamatuar hiicre gocl lizerinde dogrudan etkileri olabilecegine
iliskin kanitlardir. Bu kanitlardan bazilari; pyrinin hiicre gocinden sorumlu
proteinlerle olan iliskisine dayanmaktadir. Bu proteinlerden bazilari PSTPIP1,
tubdlin, aktin, Arp2 ve VASP proteinleridir (10). Ayrica, dogal hiicrelerde hiicre gogu
sirasinda gerek dogal, gerekse M694V mutant pyrinin aktif aktin polimerizasyonu
yonilinde yerlestigi gosterilmistir (10).

Pyrinin hiicre gogiinde rol aldigini gosteren dolayli bir kanit ise, mikrotiibiil
polimerizasyonunu bozarak, hiicre goclni bozdugu bilinen kolsisinin AAA
tedavisinde ilk tercih ila¢ olarak kullaniimasidir (11). Notrofillerin inflamasyonun ilk
U¢ guninde dokulardaki inflamasyondan sorumlu olduklari ve daha sonra yerlerini
dokulara go¢ eden monositlere biraktigl bilinmektedir (59). Bu durum, klasik AAA

ataklarinin siiresiyle ortlismesi nedeniyle bu ataklardan sorumlu olan baslica
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hiicrelerin dogal bagisikhk sistemi hicrelerinden noétrofiller olabilecegini
disundirmektedir. ABCB1 (ATP Binding Cassette B1) gibi kolsisinin hicre disina
pompalanmasindan sorumlu sistemlerin kendilerinde daha az bulunmasi nedeniyle
dogal bagisiklik sistemi hiicrelerinden notrofillerin kolsisinin birinci hedefi olmasi
olasidir (52). Bu nedenle, hiicre gécli mekanizmalarini bozan kolsisinin 6zgil olarak
notrofil hiicre goclini hedef alarak etki gdstermesi de mimkiindiir. Bu da AAA
patogenezinde hiicre gocliniin dogrudan onemli olabilecegine yonelik dolayl; ancak
onemli kanitlar arasindadir.

Bu tez calismasinin amaglari, pyrinin ve mutant formlarinin hiicre gogu
Uzerine olan etkilerinin gosterilmesi ve pyrinin hiicre gégline olan etkilerini kolsisinin
nasil degistirdiginin arastirilmasidir. Bunu yapabilmek amaciyla bu tez ¢alismasinda
oncelikle kolsinin, kullanilan hiicre hatlari tizerine olan toksik etkileri incelenmistir.
Kolsisinin farkli hiicre tipleri Uzerine etkilerini farkli derisimlerde ve farkl etki
siirelerinde gosterebildikleri bilinmektedir. Ornegin, bir calismada HL-60 (Human
Leucemia 60, insan Lésemisi 60) hiicre hatti icin ICso (Inhibitory Concentration 50,
inhibitor Derisim 50) saptanan kolsisin degeri 8,71 x 10M, bir fibroblast hiicre hatt
olan 3T3 (3-day Transfer - 3x10° cells, 3 giinde transfer - 3x10° hiicre) hicreleri igin
saptanan kolsisin degeri 1,05x10°M, NHK (Normal Human Keratinocytes, Normal
insan Keratinositleri) hiicreleri icin saptanan kolsisin degeri 1,74x10®M olarak
bulunmustur (53). Kolsisinin farkli hiicre hatlari arasindaki yiiz bin kata varan farkh
ICso degerleri nedeniyle bu c¢alismadaki deneyler igin uygun kolsisin derisimini
saptamak sart olmustur. Bu tez calismasinda, hilicre 6limini anlamli olarak
artirmayan, hticrenin mikrotiibdl iskeletini bozmayan ve hiicre géciinden sorumlu
oldugu bilinen Golgi Aparati’nin biitlinliglni bozmayan en yiiksek kolsisin derisimi
o hiicre hatti icin go¢ deneylerinde kullaniimistir. Derisimin bu sekilde segilmesi AAA
hastaliginin tedavisinde kullanilan toksik olmayan en yiksek kolsisin derisiminie
yakin bir derisim saptamak amaciyladir. Buna gore, Hela hiicreleri icin 7,5ng/ml,
COS-7 hucreleri icin 10ng/ml uygun kolsisin derisimleri olarak belirlenmistir. COS-7
hiicreleri i¢in belirlenen kolsisin derisimi filtre deneylerinde kullanilirken Hela

hiicreleri icin belirlenen kolsisin derisimi ile yara iyilesmesi deneyleri yapilmamistir.
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Ancak, Hela hiicrelerine ait kolsisin toksisitesi verileri bu 2 hicre hattinin diger
ozelliklerinin  yaninda, kolsisine verdikleri cevaplari agisindan da farkhihk
gosterdiklerinin belirlenmesi 6nemlidir.

Bu tez calismasindan elde edilen en gli¢li sonug, dogal pyrinin hiicre gégini
artirdigina yonelik bulgulardir. Bu yondeki kanitlar, iki farkli deney sisteminden
gelmektedir. Bu deney sistemlerinden birincisi yara iyilesmesi deney sistemidir. Bu
deney sisteminde kullanilan Hela hicreleri, pyrinin dogrudan iliskide oldugu bilinen
ve hicre goclinde pyrin ile birlikte c¢alisabilecegi dusinilen ASC ve PSTPIP1
proteinlerini dogal olarak ifade etmemektedirler (38, 44). Bu nedenle, pyrinin Hela
hiicre hattinda hiicre goclniln Uzerine bir etkisinin olmasi bu iki proteinle olan
etkilesimine baglanmamaktadir.

Yara iyilesmesi deney sistemlerinde yaranin iyilesme sinyalinin nasil olustugu
ve hicrelerin nasil duragan epitel hiicre 6zelliklerini degistirerek, go¢ eden aktif
hicrelere donlstigl tam olarak bilinmemektedir. Yara iyilesmesi sirasinda
hiicrelerdeki sinyal iletimi yolaklarini agiklamak icin ¢ok cesitli hiicre hatlari ile
yapilan galismalarda, EGF (Epidermal Growth Factor, Epidermal Blyime Faktori)
gibi bazi otokrin ve parakrin blyume faktorlerinin, hticre-htlicre, hiicre-matriks
(74,75) baglarinin kopmasi ve komsu hiicre hasari gibi bazi faktorlerin etkisi
tartisilmistir. Calismalarda, bu faktorlerin hepsi, yara sinirina komsu hicrelerde
MAPK yolaginin aktive edilmesi ve hiicrelerin morfolojik ve islevsel degisimi ile
sonuclanmistir. Bununla beraber, yara iyilesmesi deneylerinde komsu hiicre
hasarinin Gzerinde ozellikle durulmustur. MDCK (Madin-Darby Canine Kidney,
Madin-Darby Kopek Bobregi) epitelyal hiicre hatti ile yapilan yara iyilesmesi
deneylerinde komsu hiicre hasari yaratilan yara modelinde ve komsu hiicre hasari
yaratilmayan yara modeline gore MAPK sinyal yolagi aktivasyonunun daha erken
oldugu ve hiicre gocinin daha hizli gerceklestigi gosterilmistir (76). Bu durum,
hiicre iceriginin besi yerine yayllmasi ve hiicre artiklarinin olusmasi gibi bazi
sinyallerin yara icine hicre gocinu tetiklemede 6nemli oldugunu gostermektedir.
Benzer deneylerde yara sinirinda artmis oksijen radikallerinin de yara icine epitelyal

hiicre gocuni tetiklemede o6nemli olabilecegi tartisiimistir (76). Bunlarin hepsi
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inflamasyon alaninda da gergeklesen ve inflamasyonun hem tetikleyicisi hem de
sonucu olan olaylardir. Bu tez ¢ergevesinde yapilan yara iyilesmesi deneylerinde de
hiicre hasari yaratan bir sistem kullanilmistir. Bu sistemde pyrinin hiicre goéci
Uzerine bir etkisinin oldugunun gosterilmesi, Ozellikle hasar kaynakli sinyallere
pyrinin cevap verdigini isaret edebilir. Pyrinin inflamatuar sinyal benzeri hasar
sinyallerini algilayan hiicre ici sinyal iletiminde bir gérev almasi pyrinin inflamasyon
ile iliskili rollyle de dogrudan bagdasmaktadir.

Pyrinin Hela hiicrelerinde 208, 209 ve 242. pozisyonlarindaki serin
bolgelerinden fosforile olduktan sonra 14-3-3 protein ailesinin bazi izoformlari ile
etkilesime gecerek ¢ekirdege girebildigi bilinmektedir (47). 14-3-3 proteinleri MAPK
sinyal iletimi yolaginda scaffold proteinler olarak gérev yapmaktadir. Bu nedenle,
ozellikle pyrinin asiri ifade edildigi hiicrelerde pyrinin bu yolagi etkilemesi, hatta
pyrinin bazi MAPK’ler tarafindan fosforile edilen bir hedef olmasi olasidir. Pyrinin
fosforilasyonundan sorumlu proteinler heniz bilinmemektedir (47).

Pyrinin c¢ekirdege girmesinin bazi genlerin ifadesini degistirebilecegine
yonelik kanitlar vardir. Bunlardan birincisi, pyrin bir DNA baglayan protein domaini
olan bZIP domaini icermektedir (40). Bunlardan bir digeri ise p65 gibi transkripsiyon
faktorleriile pyrinin etkilesime girmesidir (40). Cekirdege giren pyrinin burada hicre
goclini artiracak sekilde gen ifadesini etkileyecek olaylara yol agmasi olasidir.

14-3-3 proteinleri ile etkilesimde 6zellikle dnemli oldugu belirtilen pyrinin
242. pozisyonundaki serin amino asidinin missens mutasyonlari AAA ile ilskili
bulunmustur (47). Ayrica, bu 3 amino asidi kodlayan niikleotid dizileri AAA klinigi ile
en ¢ok iliskilendirilen iki ekzondan biri olan ekzon 2 lzerinde yer almaktadir (21,22).
Bu nedenle, bu bolgenin fosforilasyonu ve hiicre gocline yaptigl olasi katki hiicre
gocuni etkilemesiyle AAA patogenezi agisindan 6nemli olabilir.

Bir baska olasilik da pyrinin dogrudan ya da dolayli olarak MAPK sinyal iletim
yolaginda bir hedef protein olmasidir. Pyrinin aktin, aktin iliskili proteinler ve tiibilin
ile de dogrudan ya da dolayli olarak etkilesime girdigi bilinmektedir (8,10). Bu

sekilde, pyrin dogrudan bu proteinlerin islevlerini etkileyerek de hlicre goclini



71

etkileyebilir. Tim bu nedenlerle, pyrinin hiicre gocl Uzerine etkisinde pyrin
fosforilasyonunun éneminin saptanmasi igin ileri deneylere gereksinim vardir.

MAPK sinyal yolagi, otoinflamatuar hastaliklar ve hiicre gog ile ilgili 6nemli
bir bulgu da, baska bir otoinflamatuar hastalik olan NOMID (Neonatal Onset
Multisystem Inflammatory Disease, yenidoganin multisistem inflamatuar hastaligi)
ve Muckle-Wells Sendromu’nun bulgularini taslyan bir ¢cocuga ait vaka sunumundan
gelmektedir. Bu iki hastalik da cryopyrin adi verilen inflamazom olusumunda gérevli
pyrinden baska bir proteini kodlayan gendeki mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikan bir
otoinflamatuar hastaliktir. Bu vakada, kemoatraktanlara cevap olarak azalmis
notrofil gogl filtre deneyleri kullanilarak gosterilmistir. Buna karsin, yapilan Western
Blot analizi ile notrofillerde p38 MAPK miktarinin, kontrol notrofillere gore arttig
gozlenmistir (77). Bu durum, p38 MAPK artisina mutant cryopyrin tasiyan
notrofillerde hicre goécl acisindan yanitsizligi goéstermektedir. Bu bulgu,
otoinflamatuar hastaliklarda MAPK yolagi ile hiicre gog¢liniin uyarilmasinda sorun
olabailecegini gostermesi agisindan énemlidir. Bu gozlem de pyrinin, cryopyrin gibi,
hiicre gocl sinyallerinin htlicre ici iletiminde benzer bir goérevi olabilecegi
dislincesini desteklemektedir.

ikinci grup hiicre gocl deneylerinde ise, filtre deneyleri aracihigiyla pyrin,
mutantlari ve kolsisinin hiicre gogu lzerine etkileri incelenmistir. Filtre deneylerinde
transfeksiyon gruplari arasinda bir kemoatraktan ya da kolsisin uygulanmadiginda
istatistiksel olarak anlaml bir fark yoktur. Diapedez hareketinin test edildigi bu
deney sisteminde pyrinin mutant formlarinin kendiliginden hiicre gogu Ulzerine etkisi
olmadigini saptanmistir. Ancak, insilin araciligiyla tetiklenmis hicre goci
incelendiginde, dogal pyrin grubu ile diger gruplar arasindaki fark go6ze
carpmaktadir. Bu farklardan M694V pyrin ve pcDNA gruplari ile dogal pyrin grubu
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

COS-7 hiicrelerinin insiilin gradyentinde filtre deneylerinde go¢ etmesi
saglanan bir calismaya rastlanilmamistir; ancak COS-7 benzeri bir ¢cok hiicre daha
onceden kullaniimistir (78). Ayrica, baska deney sistemlerinde de COS-7 hiicrelerinin

instline karsi hiicre gocl cevabi verdikleri bilinmektedir. Bu tezde yapilan filtre
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deneylerinde de COS-7 hiicreleri insiiline cevap olarak dogal pyrin ifadeleri olmadigi
durumda, pyrin igeren COS-7 hiicrelerine gore daha az gog ettikleri saptanmistir.

COS-7 hicrelerinin goc hareketlerinde kolsisinin etkisi test edildiginde,
pcDNA grubunda kolsisinin hiicre go¢l Uzerine anlamh bir artisa neden oldugu;
ancak dogal ve mutant pyrinler ile transfekte deney gruplarinda bu artis egiliminin
istatistiksel olarak anlamh olarak tersine dondigiu gozlenmistir. Baska bir degisle
kolsisinin hiicre gdgu Uzerine baskilayici etkisini gdsterebilmesi icin mutlaka dogal
tip veya mutant pyrin varligi gereklidir.

Bu tez calismalarinda kullanilan kolsisin derisiminde, pcDNA ile transfekte
edilen COS-7 hiicrelerinde go¢ hareketinin artmasi 6nemlidir. Hiicrelerin mikrotiibiil
yapisi, yiksek ve disik derisimlerde kolsisinden farkli etkilemektedir. Kolsisinin
etkisi disik derisimlerde mikrotibdlllerin dinamik instabilitesini azaltarak
mikrotibllleri daha stabil hale getirmekteyken yiiksek kolsisin derisimlerinde
mikrotlibll depolimerizasyonuna neden olmaktadir (49). Kolsisinin farkli
derisimlerdeki bu etkileri, farkh hiicre islevleri Uzerine etkileriyle de
iliskilendirilmistir. Kolsisinin yara iyilesmesi deney sisteminde CHO (Chinese Hamster
Ovary) hicrelerinde hiicre goéclinl inhibe ettigi gosterilmistir (49). Bu durum,
kolsisinin aktif lamellipod olusumunu engellemesinden ¢ok, hicrenin arka
kismindaki islevleri bozmasi ile iligskilendirilmistir. Daha stabil mikrotibdallerin gog
eden hicrenin 6n kisminda; ancak daha dinamik mikrotibdullerin hicrenin arka
kisminda vyerlestiginin de gosterilmesi bu durumu desteklemektedir (49). Bu
deneylerin sonucuna gore kolsisin hiicrenin gé¢ hareketine baslamasini degil; ancak
hiicrenin goc¢ hareketini devam ettirmesini engelleyen bir ilag olarak goze
carpmaktadir. Filtre deneylerinde de hiicrelerin diapedez hareketi ile govdelerinin
blyik kismini filtrenin alt kismina gegirebilmeleri onlari gb¢ etmis hiicreler olarak
belirtmektedir. Bu hicreler tripsine maruz kaldiklarinda buiylk olasilikla filtrenin alt
kisminda kalmaktadirlar. Bu nedenle, kolsisin varliginda hicrenin arka kisminin
hiicreyi takip ederek goc¢ hareketlerini tamamlamasalar da hicrelerin go¢ etmis

olarak saptanabilecegi dustintlebilir.
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Kolsisinin  transkripsiyon Uzerine etkileri oldugu da bilinmektedir.
Grubumuzda yapilmakta olan baska bir ¢alismada, THP-1 hiicrelerinde kolsisinin
mikrotlbillere, mikrotibdl iliskili proteinlere, aktine ve aktin iliskili proteinlere ait
pek cok mRNA’nin ifadesini diislik derisimlerde dahi etkiledigini gdstermistir. Benzer
bir calisma HUVEC (Human Umbilical Vein Epithelial Cells, insan gdbek kordonu
toplardamar epitel hiicreleri) ile de yapilmis ve kolsisinin transkripsiyon lzerinde
derisim ve zaman bagh etkisi gosterilmistir (79). Kolsisinin kigik bir molekil olmasi
sebebiyle aktin ve diger baska proteinler lzerine dogrudan etkileri de olabilecegi
unutulmamalidir.

Kolgisine maruz kalan hicrelerde aktin ve aktin iliskili proteinlerin protein
miktarinin da arttig1 gosterilmistir (80). Aktin iskeleti, 6zellikle lamellipodlardaki ag
benzeri aktif yapisi ile hicrenin ilerlemesinden sorumlu oldugu bilinen hiicre iskeleti
Uyesidir (64). Kolsisin derisiminin artisi sonucu hticrelerin bazi mekanik 6zelliklerinde
degisiklikler oldugu bildirilmistir (80). Bu etkiler, beklenebilecegi lzere hiicreleri
daha kirilgan hale getirmek yerine hiicreleri daha sert hale getirmektedir. Bu durum
da hiicreler igindeki aktin iskeletinin miktarinin artmasina baglanmistir. Artmis aktin
miktarinin hiicreyi gog sinyallerine daha duyarli hale getirebilecegi gorisi elbette ki
tartismalidir; ancak bu durum kolsisine verilen yanitin, hiicre goclinde artis seklinde
olmasini agiklayabilir.

Yiksek derisimlerde kolsisin kullanilarak yapilan c¢alismalarda, endotel
hicrelerinin ylizeylerine PECAM (Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule)
tasimalarinin engellendigi ve béylece endotel lizerinden inflamatuar hiicre géglniin
azaldigi belirtilmistir (81,82). Bir baska galismada ise, gut modeli olan farelerde
dislik dozlarda verilen kolsisin hiicre gé¢linl inhibe etmezken hiicre goclini inhibe
edecek dozun onda biri dozlarda sliperoksit olusumunu engelleyerek gut ataklarina
faydali olabilecegi belirtilmistir (83). Bu calismalarin da gosterdigi gibi kolsisinin
hiicre gocl Uzerinde yaratabilecegi etki derisim bagimli olabilmektedir ve kolsisinin
beklendiginin aksine hiicre go¢linii baskilamamasi deneylerde kullanilan derisiminin

dislik olmasi ile agiklanabilir.
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COS-7 hiicre hattiyla yapilan filtre deneylerinde insdlin varliginda hiicrelerin
dogal pyrine verdigi goc¢ cevabinin iki olasi nedeni olabilir. Birincisi, Hela
hiicrelerindekine benzer nedenlerle COS-7 hiicrelerinde dogal pyrinin insliline karsi
hiicre gdcli yaniti olusturmasidir. ikincisi ise, COS-7 hiicre hattinin, Hela hiicre
hattindan, farkli proteinleri ifade etmesi ve bu proteinler araciligiyla hiicre goci
cevabi olusturabilmeleridir. Bu farkh ifade edilen proteinler arasinda en dikkati
ceken pyrin proteini ile etkilesime girdigi bilinen PSTPIP1 proteinidir. COS-7 hiicre
hatti dogal olarak PSTPIP1 proteinini ifade etmektedir (44).

Pyrinin domainlerinin islevleri igin 6ne siirilen bir modele gore inflamasyon
icin bir sinyal olmadigl anlarda pyrin, B-box ve PYD domainleri birbirinin (izerine
katlanmis ve otoinhibisyon halinde bulunmaktadir (84). Bu modele gore, bir trimer
halinde bulunan pyrin proteini trimerik olan PSTPIP1 ile B-Box domaini araciligiyla
etkilesime girerek kendi Uzerindeki inhibisyonu kaldirir ve boéylece pyrinin PYD
domaini agiga cikarak ve ASC'nin PYD domaini ile etkilesime gecerek kaspaz-1
aktivasyonunu gerceklestirebilir. Bu modele gore PAPA Sendromu’ndan sorumlu
mutasyonlara sahip olan PSTPIP1 mutantlari pyrine daha vyiksek afinite ile
baglanarak pyrinin asiri miktarda ASC aktivasyonuna sebep olmasina neden olurlar.
Literatlrdeki bir baska bilgi de PAPA Sendromu olan bireylerin heterozigot MEFV
mutasyonu tasidiklarinda daha hafif bir klinik tabloya sahip olmalaridir (85). Burada
pyrin icin ASC aktivasyonu sirecinde bahsedilen durum dogal tip ve mutant pyrinler
icin bu tez c¢alismasi kapsaminda hilicre gogu icin elde edilen bulgularla
ortismektedir. Bu tez calismasindaki bulgularla da dogal pyrin hiicre gogilni
artirirken M694V mutant formunda kontrol grubu seviyelerine dénecek sekilde bir
dislis vardir. Bunun yaninda, kolsisinin PSTPIP1 ve pyrin arasindaki etkilesimi
bozarak ASC aktivasyonunu azalttigi da gosterilmistir (84). Bu durum da mutant
veya dogal tip pyrin varliginda kolsisine verilen yanit géze alindiginda bu tez
kapsaminda elde edilen verilerle ortlisme halindedir. Tim bu o6rtiismeler filtre
deneyinde gosterilen bu degisikliklerin pyrinin PSTPIP1 ile etkilesiminin hiicre gogi

Uzerine etkilerinin yansimasi olabilecegini diisindirmektedir.
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PSTPIP1 proteinini asiri ifade eden farklilasmis HL60 hicrelerinde, bu
proteinin hilicre goclinli azalttigi ve Hela hiicrelerinde fagositoz islevini bozdugu
daha 6nceden gosterilmistir. Bahsedilen model ile bu bilgi birlestirildiginde pyrin ve
PSTPIP1 etkilesiminin PSTPIP1’in hiicre gogu Uzerindeki baskilayici etkisini ortadan
kaldirdigi duslnlebilir. Bu durumda, pyrinin bu tez calismasinda, bahsedilen
kosullar altinda, COS-7 hicre hattindaki hlicre gogt yanitlari, PSTPIP1 etkilesimi ile
aciklanabilir.

Pyrin tipinin ve kolsisinin etkisi beraber degerlendirildiginde hiicre goglniin
pyrin tarafindan kontroliinde olduk¢a karmasik bir yolak ortaya c¢ikmaktadir. Bu
yolak pyrin merkezli bir bakis agisi ile soyle agiklanabilir. Pyrin, heniiz islevinin tam
olarak ne oldugu bilinmeyen ve bliylk olasilikla bir sinyal yolaginin sonunda yer alan
bir proteindir. Pyrin aktif hale gecince, hiicre gocl Uzerine hem inhibisyon hem de
aktivasyon yapan bazi hicre iskeleti elemanlari ve bunlarla iliskili proteinlerle
etkilesime gecer. Bu etkilesimlerden 6zellikle hiicre goglinii uyarici nitelikte olanlar
kolsisine duyarhdir; ¢linkii sadece pyrin ve mutantlari varliginda kolsisinin hicre
goclini pcDNA grubuna goére baskilayici etkisi ortaya cikmaktadir. Pyrinin hiicre
gocl Uzerine olan genel etkisi ise uyarici yonde olmaktadir; ancak mutant pyrinler
varliginda bu durum bozulmaktadir. Bu da biyik olasilikla pyrinin hiicre géglni
uyarici proteinler iliskisini kaybetmesinden c¢ok hiicre gocini inhibe eden
proteinlerle iliskisinin glclenmesi nedeniyledir; c¢lnki kolsisine duyarliik mutant
pyrin proteinleri icin dahi devam etmektedir. Pyrinden bagimsiz hilicre goclini
kontrol eden baska sinyal yolaklarinin da olduguna stiphe yoktur (Sekil 5.1).

Pyrinin diger c¢alismalarda ortaya ¢ikmis cgeliskili proinflamatuar ve
antiinflamatuar goérevleri konusuna da deginmek gereklidir. Dogal pyrinin hiicre
gocunil artirmasi inflamasyon ve hiicre goglinlin yakindan iligkili olaylar olmasi
nedeniyle pyrinin proinflamatuar bir rolii olabilecegini disiindirmektedir. Buna
karsin, artmis inflamasyonun gorildigi AAA’ya yol acan pyrin mutantlari ile hiicre
goclinin  baskilanmasi dogal pyrinin antiinflamatuar rolii olabilecegini ve

mutasyonlar ile bunu kaybetmis olabilecegini gostermektedir. Bu nedenle, hiicre
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gocli acisindan da bakildiginda pyrinin hem proinflamatuar hem de antiinflamatuar

ozellikler gosteren gorevleri oldugu sonucu ortaya ¢ikmaktadir.

Hicre Gogu
Sinyalleri
Pyrin l
mutantlan Kolsisin

[~ @ Pyrin ®4//

| \"

inhibitdr » | Aktivator

proteinler | < proteinler
Hicre Gogu

Sekil 5.1. Pyrinin hiicre goginin kontroliindeki yerini gosteren ve bu tez

¢alismasinin bulgulari ile olusturulan sema.

Bu tez calismasi sonucunda dogal pyrin proteininin etkileri dogal kosullar
altinda pyrin proteini ifade etmeyen ve inflamatuar sistem hiicresi olmayan
hiicrelerde gdsterilmistir. Oncelikle, bu hiicreler pyrin ifade etmediklerinden pyrinin
etkilerini gerceklestirmek icin gereksinim duydugu ve etkilesime girdigi diger biitiin
proteinlerin tamamina da sahip degillerdir. COS-7 ve Hela hiicre hatti pyrinin
etkilesime girdigi proteinlerin ancak bir kismini icerebilirler. Bu iki agidan énemlidir.
Birincisi, hem Hela hem de COS-7 hiicre hatlarinin pyrinin hiicre gogu UGzerindeki
etkilerini gerceklestirmek icin gereksinim duydugu “makine”ye inflamatuar hiicreler
olmamalarina karsin sahip olmasidir. Bu tez calismasinda kurulan sistem, bu
nedenle kismen de olsa izole bir sistemdir ve pyrinin normalde icinde bulunmadigi
bir sitoplazmadaki islevini incelemektedir. Bu “makine”nin tamamina sahip olmayan

hiicrelerde bile pyrinin hiicre goclini etkileyebilmesi pyrinin genel gecer bazi hiicre
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gocli kontrol yolaklari tGzerinden dogrudan etkileri olabilecegini dislindirmektedir.
ikincisi ise, pyrinin burada gosterilen etkisinin pyrini dogal olarak ifade eden
hiicrelerde ayni olmayabilecegidir. Ornegin, pyrin ile etkilesimi iyi bilinen ASC
proteini deneylerde kullanilan her iki hiicre hattinda da bulunmamaktadir. ASC’'nin
ve diger inflamatuar protein makinesinin bulundugu bir bagisikhk sistemi hiicresinde
pyrinin hicre gogl Uzerinde farkh bir etki gosterebilecegi akilda tutulmalidir. Buna
karsin, her iki hiicre hattinda da ayni etkiyi gésteren dogal pyrin proteininin hiicre
gocl Uzerinde mutlaka bir etkisi oldugunu ve biyiik olasilikla da bunu hiicre gogilinii
uyarici yonde gosterdigini diisinmek yerinde olacaktir.

Bu calismanin temel sonuglarini olusturan filtre deneylerinin bazi kisitliliklari
da vardir. Bu kisithliklar arasinda en ¢ok gbze carpani deneylerde gegici olarak
transfekte edilmis hicrelerin kullanilmasidir. Gegici transfekte hicrelerle yapilan
deneyler homojen olmayan bir hiicre toplulugunda yapildigi icin gézlenen etkiler
sadece hucrelerin transfekte olan kisminin  neden oldugu degisikliklere
atfedilebilmektedir. Bu nedenle, kalici olarak transfekte edilmis hiicrelerle deney
tekrarlandiginda saptanabilecek farklar goézden kagabilmektedir. Ancak, gegici
transfekte hicrelerle elde edilen istatistiksel olarak anlamli sonuglarinin kalci
transfekte hicrelerle ayni deney tekrarlandiginda sadece istatistiksel olarak daha da
anlaml sonuclar elde edilmesi beklenebilir. Bunun nedeni, yapilan deneyde artik
bitln hicrelerin transfeksiyondan kaynaklanan farkhligi gosterecek olmasidir.

Transfeksiyon ile yapilan deneylerin bir baska etkisi de bu deneylerde asiri
protein ifadesine bagl hiicre islevlerinin bozulmasidir. Filtre deneyleri ile es zamanl
yapilan immiinflorasan boyamalarda da gorildigu gibi bazi hiicrelerde pyrin protein
agregatlari olusmustur. Bu sekilde olusan asiri proteinler hicrelerin aktif caba
harcayarak yerine getirdikleri hiicre goci gibi islevleri yerine getirememelerine
neden olmasi beklenir. Bu durum belki de mutantlardaki hiicre go¢lii olmamasi
durumunu agiklayabilir; ancak dogal pyrin grubu bu durumdan etkilense dahi pyrinin

islevini yerine getirmesi engellenmemistir.
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6. SONUC VE ONERILER

e COS-7 hiicre hattinda mikrotibul iskeletinin genel yapisini bozmayan kolsisin
derisimi 10ng/ml olarak saptanmistir.

e Hela hicre hattinda mikrotiibul iskeletinin genel yapisini bozmayan kolsisin
derisimi 7,5ng/ml olarak saptanmustir.

e Yara iyilesmesi deneylerinde dogal pyrinin Hela hiicre hattinda hiicre gogini
artirdigi gosterilmistir.

e Filtre deneylerinde dogal pyrinin COS-7 hiicrelerinde insilin gradyenti
varhiginda hiicre gocil hareketini ortaya ¢ikardigi gosterilmistir.

e M694V, M680I, V726A pyrin mutantlari ile yapilan filtre deneylerinde dogal
pyrinin hiicre goglnl artirici etkisinin ortadan kalktigi ve pyrinin hicre
goclini tetikleyici gorevi acisindan bir islev kaybina neden oldugu
gosterilmistir.

e Filtre deneylerinde COS-7 hicrelerinde insilin gradyenti varliginda 10ng/ml
kolsisinin hiicre goglini artirdig1 gosterilmistir.

e COS-7 hiicrelerinde dogal pyrin ve pyrin mutantlarinin kolsisin varliginda
insllinle olusturulan gég¢ yanitini tersine gevirdigi gosterilmistir.

e Daha detayl incelemeye ve kantitasyona izin veren yonelim deneyleri gibi
hiicre gocli deney sistemleri ile pyrinin hiicre gocl Uzerine etkilerinin
arastirilmasina yonelik yeni calismalar planlanmalidir. Ayrica, 1sik
mikroskobisi ve florasan mikroskobi yontemleri ile canh hiicre goriintiilemesi
yapilarak hiicre iskeleti ve hicre hareketi dinamiklerinin asamalarinin
incelenerek, pyrinin hicre goclinin hangi asamasini etkilediginin
arastirilmasi icin yeni ¢alismalar planlanabilir.

e Ozellikle dogal bagisiklik sistemine ait hiicre hatlari olmak lizere farkl hiicre
hatlari ve in vivo deneylerle pyrinin, mutantlarinin ve kolsisinin hiicre goci
Uzerine etkilerinin arastiriimasi icin yeni calismalar gerekmektedir.

e Pyrinin MAPK sinyal iletim yolagi ile olabilecek iliskisinin arastiriimasi icin

yeni calismalar planlanabilir.
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Kolsisinin hiicre gogl Uzerindeki etkilerinin arastiriimasi ve pyrin ile kolsisin
iliskisinin detaylandirilmasi igin diger mikrotibil depolimerize edici ve
polimerize edici molekillerle deneyler yapilabilir.

Pyrin ve iliskili hicre goc¢l yolaklarinin detayli olarak agiklanmasi ile,
otoinflamatuar hastaliklar icin yeni proteinler saptanabilir ve bunlar

gelecekte ilag¢ arastirmalari icin hedef olabilir.
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EKLER

EK-1. Hiicre Gogii Videolari

A. 2 boyutlu deneylerde COS-7 hicrelerinin insulin bulunmayan ortamdaki
hareketlilikleri (10X). Bu videoda gortlmekte olan COS-7 hiicreleri kaplamasiz bir
zemin Uzerinde insilin bulunmayan ortamda inkiibe edilmektedirler. 5 dakikada bir
goriinty alinarak 4 goriinti/saniye hizi ile video haline getirilmistir. Videoda pek ¢ok
bollinme geciren hiicre goze carpmaktayken hiicrelerin belirgin sekilde vyer

degistirmedigi gbzlenmektedir.

B. 2 boyutlu deneylerde kaplamasiz zemin Gzerinde Whatmann kagidindan salinan
instline karsi COS-7 hicrelerinin cevabi (10x). 5 dakikada bir gortnti alinarak 4
gorunti/saniye hizi ile video haline getirilmistir. Videoda pek ¢ok bolinme geciren
hiicre goze carpmaktadir. Bunun yaninda pek cok hiicre uzantisinin olusum ve

kaybolmasiyla beraber az miktarda yer degistiren hiicreler de goze ¢arpmaktadir.

C. 2 boyutlu deneylerde tip | kollajen kapli zemin Uzerinde Whatmann kagidindan
salinan insiline karsi COS-7 hicrelerinin cevabi (10X). 5 dakikada bir gorinti
alinarak 4 goérinti/saniye hizi ile video haline getirilmistir. Videoda neredeyse hig

hiicre hareketi gbze carpmamaktadir.

D. Yara iyilesmesi deney sisteminde COS-7 hiicrelerinin yara icerisine go¢ hareketi
(20X). 10 dakikada bir gorunti alinarak 2 goérinti/saniye hizi ile video haline
getirilmistir. Videoda COS-7 hiicrelerinin ¢esitli uzantilar uzatarak yarayi kapadiklari

gorilmektedir.

E. Yara iyilesmesi deney sisteminde Hela hiicrelerinin yara icerisine go¢ hareketi
(10X). 5 dakikada bir gorunti alinarak 4 go6rinti/saniye hizi ile video haline
getirilmistir. Videoda Hela hicrelerinin c¢esitli uzantilar uzatarak ve hiicre

bollinmeleriyle yarayi kapadiklari gorilmektedir.






