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Kök hücreler, çoğalabilme, kendini yenileyebilme ve çeşitli tipteki hücrelere 

farklılaşabilme yeteneklerine sahip özelleşmemiş hücrelerdir. Sahip oldukları bu 

potansiyel nedeniyle vücutta doku onarımı ve tedavisi amacıyla önemli göreve 

sahiptirler.  

Notch sinyal yolu, omurgalı ve omurgasızlarda hücre yaşam döngüsünde kilit rol 

oynamaktadır. Anormal notch sinyal yolu aktivasyonu gelişimsel problemler, 

nörodejeneratif hastalıklar ve kanser ile ilişkilidir. Notch sinyal yolu, kök hücre 

biyolojisinde köklülük özelliğinin devamı veya farklılaşma gibi duruma göre değişen 

biyolojik sonuçlar gösterir. Notch sinyal yolu, yağ dokusu MKH’lerinde çalışılmakla 

birlikte, sinyal yolunun işleyişiyle ilgili olarak farklı sonuçlar elde edilmektedir. Bu 

bilgiler ışığında çalışmamızda amaç, farklı pasajlardaki insan yağ dokusu 

MKH’lerinde notch sinyal yolu aktivitesindeki değişiklikleri araştırmaktır. 

Bu amaçla öncelikle sağlıklı donörlerden yağ dokusu elde edilmiş ve yağ doku 

MKH’leri primer eksplant kültür yöntemi ile izole edilmiştir. İzole edilen hücreler 

karakterize edilmiş ve farklı pasajlara çoğaltılmıştır (P2, P3, P4, P6, P8 ve P10). 
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Elde edilen hücrelerde pasajlar arasında yaşlanmanın tespiti için hücre içi lizozomal 

aktivite sonucu oluşan β-galaktozidaz miktarları ölçülmüştür. Farklı pasajlardaki 

hücrelerde notch sinyal yolunun aktivitesindeki değişiklerin incelenmesi amacıyla, 

Total Notch1 (hücre membranı üzerinde bulunan reseptörler) ve Cleaved Notch1 

(sinyal yolunun aktif olduğunu gösteren kopmuş hücre içi kısmı) ELISA yöntemi 

kullanılarak kantitatif olarak ölçülmüştür. Elde edilen sonuçlar istatistiksel olarak 

analiz edilmiş ve yorumlanmıştır. 

Sonuçlar yağ dokusu kökenli MKH’lerle (P2, P3, P4, P6, p8 ve P10) ile kontrol 

arasında β-galaktozidaz aktivitesi açısından istatistiksel olarak anlamlı bir fark 

olduğunu (p<0,05) göstermiştir. β-galaktozidaz aktivitesi, hücrelerdeki yaşlılıkla 

paralel bir şekilde artmakta ve böylece hücrelerdeki yaşlanmanın derecesini ortaya 

koymaktadır. Total Notch1 ve Cleaved Notch1 ELISA analizlerinin sonuçlarına göre 

farklı pasajlardaki MKH’ler ile kontrol arasında istatistiksel açıdan anlamlı bir fark 

olduğu (p<0,05) ancak pasajlar arasında anlamlı bir fark olmadığı (p>0,05) 

görülmektedir. Bu durum MKH’lerin notch reseptörlerini ifade ettiğini ve bu sinyal 

yolunu aktif tuttuğunu göstermektedir. 

Sonuç olarak, MKH’lerin farklı pasajlarda notch sinyal yolu aktivitesini göstermeyi 

devam ettiğini ve bu aktivitenin pasajlar arasında bir farklılık oluşturmadığı 

gösterilmiştir. Bu durum, ilk on pasaj için MKH’lerin kendini yenileyebilme 

özelliklerini değişmeden devam ettirdiğini ortaya koymaktadır. 
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Stem cells are specialized cells that have ability to proliferate, self renew and 

differantiate into various types of cells. Because of this potential they have an 

important role in tissue repair and treatment.  

Notch signaling pathway plays key role in cell cycle of vertebrate and invertebrates. 

Abnormal activation of the notch signaling pathway associated with developmental 

problems, neurodegenerative diseases and cancer. Notch signaling shows variable 

biological results on stem cell biology like self renew or differantiation according to 

different cellular context. Researchers have investigated notch signaling activity on 

adipose tissue derived mesenchymal stem cells (MSCs), and the results have been 

variable. Our aim was to investigate changes in the notch signaling pathway activity 

in different passages of human adipose tissue derived MSCs. 

Adipose tissue obtained from healthy donors and MSCs were isolated with primary 

explant culture method. The isolated cells were characterized and passaged (P2, 

P3, P4, P6, P8 and P10). In order to determine the aging at different passages β-

galactosidase levels were measured. Changes of the notch signaling pathway 
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activity at different passages were measure by ELISA. Total Notch1 (receptors 

located on the cell membrane) and Cleaved Notch1 (the intracellular part of the 

ruptured receptors indicating that the signaling is active) measured seperately. 

The results showed that β-galactosidase activity of cells show a significant 

difference (p<0,05) between adipose derived MSCs (P2, P3, P4, P6, P8 and P10) 

and control. β-galactosidase activity increased parallel with aging and thus 

demonstrate the degree of aging of the cells. Total Notch1 and Cleaved Notch1 

ELISA results showed  statistically significant difference (p<0,05) between different 

passages of adipose derived MSCs and control, but no difference (p>0,05) between 

passages. These data showed that adipose derived MSCs express notch receptors 

and keep this signaling pathway active. 

As a result, MSCs continued to demonstrate notch signaling pathway activity in 

different passages, but this activity did not differ significantly between passages. 

This suggests that for the first ten passages MSCs continue self renewal features. 

 

Keywords: Human, adipose tissue, mesenchymal stem cell, -Galactosidase, 

Notch1 
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1. GİRİŞ 

 

Mezenşimal kök hücreler (MKH) kendini yenileyebilme, vücudun ihtiyaç duyduğu 

özelleşmiş hücrelerine farklılaşabilme potansiyeline ve immünomodülasyon veya 

immünoregülasyon olarak bilinen immün cevabı baskılama kapasitesine sahip 

hücrelerdir. Sahip oldukları bu özelliklerinden dolayı günümüzde doku ve organ 

tamirinde önemli bir yer tutmaktadır. 

Son yıllarda hücresel tedavilerde kullanılmak üzere MKH’ler için yeni bir kaynak 

olarak yağ dokusu ilgi çekmeye başlamıştır. Büyük miktarlarda elde edilebilmeleri, 

yüksek farklılaşma potansiyeli taşımaları, toksisite ve tümör oluşturma açısından 

güvenli olup genetik açıdan oldukça stabil olmaları bu ilginin temel sebeplerindendir. 

Vücutta bulunan bu MKH’lerin, izole edildikleri andaki sayıları tedavi amaçlı 

kullanılabilecek sayının altında kalmaktadır. Bu nedenle hücrelerin kültür ortamında 

bir süre çoğaltılması gerekmektedir. Kültür ortamında çoğaltılan MKH’ler, vücut 

içerisindeki ortamda olduğu gibi hücre içi ve hücre dışı birçok faktörün etkisi altında 

kalmaktadır. Bu etkilere cevaben kendini yenileme, farklılaşma veya hücre 

ölümünün yanı sıra hücre döngüsünün durması ile karakterize edilen hücresel 

yaşlanma (cellular senescence) durumuna geçebilmektedir. Senesens ile birlikte 

MKH’lerin salgıladıkları faktörlerde değişiklikler meydana gelmektedir. Bunun da 

kök hücre özelliklerini olumsuz etkilediği bilinmektedir. Bu hücrelerin salgıladıkları 

faktörler, hücre büyümesi, göçü, doku oluşumu gibi olayları etkilemekte ve böylece 

doku yapısı ve işlevi bozulabilmektedir.  

Kök hücrelerde düzenli gelişimin sağlanarak kontrolsüz büyümenin önlenmesi, 

kendini yenileme ile farklılaşma arasındaki dengenin sıkı kontrolüne bağlıdır. Bu 

süreçlerin düzenlenmesinde aralarında notch sinyal yolunun da bulunduğu birçok 

farklı sinyal yolu görev almaktadır. Notch sinyal yolu, organizma gelişiminin farklı 

evrelerinde ve yetişkin dokularda temel rol oynayan bir mekanizmadır. Notch 

reseptörü aracılı hücre-hücre etkileşimleri embriyonik gelişimde olduğu gibi, yetişkin 

dokularda da doku homeostazisinin sağlanması sürecinde kök hücrelerin kendini 

yenilemesinde ve farklılaşmasında rol oynamaktadır. 

Notch sinyal yolunun hedef genleri arasıda çoğalma, farklılaşma ve hücre ölümü 

gibi olaylarda görev alan birçok gen bulunmaktadır. Çok çeşitli hedef genlerinin 
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bulunması bu sinyal yolunun hücrelerde çok farklı etkilerinin gösterilmesine neden 

olmaktadır. 

Günümüzde, kök hücrelere ait notch sinyal yolu bileşenleri hakkında az sayıda 

biyokimyasal veri bulunup bunların çoğu, bu bileşenlerin gen aktivitelerinin 

engellenmesi veya teşvik edilmesi yoluyla elde edilmiştir. Bu sonuçların kök 

hücrelerde kendini yenileme ve farklılaşma gibi açılardan değerlendirilerek 

MKH’lerdeki görevleri hakkında bilgi edinilmeye çalışılmıştır. 

Yapılan bu çalışmada, MKH’lerde kendini yenileme ile farklılaşma arasındaki 

dengeyi sağlayan önemli bir moleküler mekanizma olan Notch1 aracılı sinyal 

yolunun farklı pasajlardaki etkinliği ortaya konulmuştur. Sonuçta, MKH’lerin farklı 

pasajlarda notch sinyal yolu aktivitesini göstermeyi devam ettiğini ve bu aktivitenin 

pasajlar arasında bir farklılık oluşturmadığı (p>0,05) gösterilmiştir. Bu durum, ilk on 

pasaj için MKH’lerin kendini yenileyebilme özelliklerini değişmeden devam ettirdiğini 

ortaya koymaktadır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

 

2.1. Kök Hücreler 

İlk kez 19. yüzyıl sonlarında botanikle ilgili yazılarda ‘meristem’ ismiyle karşımıza 

çıkan kök hücre kavramı, bitkinin gelişmekte olan kısımlarında, bölünme hızı yüksek 

olan hücreleri tanımlamak için kullanılmıştır. İlerleyen yıllarda embriyolojiyle ilgili 

temel çalışmalarda, bütün bir organizmayı meydana getiren döllenmiş yumurtaya 

‘kök hücre’ isminin verilmesi, günümüzde de bunlara benzer özellikler taşıyan 

hücrelerin bu kavramla anılmalarına neden olmuştur [1].  

Kök hücreler, kendini yenileyebilme ve çeşitli tipteki hücrelere farklılaşabilme 

yeteneklerine sahip özelleşmemiş hücrelerdir. Bu özellikleri nedeniyle kök hücreler, 

embriyonik dönemden başlayarak gelişimin farklı evrelerinde etkinlik gösterirler. 

Bunun yanında, yetişkin dokularda da yaşam döngüsünü tamamlayıp apoptozise 

giden vücut hücrelerinin ve farklı sebeplerle nekroze olan hücrelerin yerine 

yenilerinin gelmesini sağlarlar [2]. 

Kök hücreler, kökenlerine ve farklılaşma potansiyeline göre, iki farklı şekilde 

sınıflandırılabilirler (Şekil 2.1) [3, 4].  
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Şekil 2.1. Kökenlerine ve farklılaşma potansiyeline göre kök hücreler [3, 4]. 

 

Kökenlerine göre kök hücreler  

Embriyonik kök hücreler (EKH) ve yetişkin kök hücreler olmak üzere temelde iki ana 

gruba ayrılırlar.  

Embriyonik kök hücreler, ilk defa 1981 yılında farelerden ve 1998 yılında 

insanlardan izole edilerek tanımlanmıştır [5, 6]. Blastosistin (5-6. günler) iç hücre 

kitlesinde yer alan hücreler EKH olarak isimlendirilir. Oct4, Nanog ve Sox2 gibi 

transkripsiyon faktörlerini ifade eden bu hücreler, embriyonun her üç tabakasını 

(endoderm, mezoderm ve ektoderm) ve bu tabakalardan köken alan tüm doku ve 

organ sistemlerini oluşturabilme yeteneğine sahiptir [7, 8, 9]. 

Yetişkin kök hücreler (YKH), fetüs dokularında, amniyon sıvısında, göbek bağında 

ve plasentada olduğu gibi olgun bireylerin birçok doku ve organlarında bulunan 

hücrelerdir. Bu hücreler bulundukları doku veya organa özgü isimlendirilirler. 

Örneğin kalp dokusunda bulunan kök hücreler kalp kök hücresi ismini alırken, sinir 

dokusunda bulunan kök hücreler sinir kök hücresi olarak isimlendirilir [2]. Sınırlı 
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farklılaşma potansiyeline sahip bu hücreler, birçok farklı büyüme faktörü, sitokin ve 

kimokin üretirler [10]. 

Son yıllarda literatüre girmiş bir diğer kavram olan uyarılmış pluripotent kök hücresi 

(uPKH), ilk defa 2006 yılında yapılan bir çalışmayla gündeme gelmiştir [11]. Vücut 

hücrelerine, Sox-2, Oct ¾, Klf-4 ve c-Myc gibi genlerin aktarılması sonucu 

pluripotent özellikte hücreler elde edilmiş ve bunlara uPKH ismi verilmiştir [12].   

 

Farklılaşma potansiyeline göre kök hücreler  

Totipotent, pluripotent ve multipotent olmak üzere temelde üç ana gruba ayrılırlar.  

Totipotent hücreler, gelişimin erken safhalarında bulunan, en özelleşmemiş 

hücrelerdir. Tüm embriyonik dokular ve plasenta gibi embriyo dışı dokulara 

farklılaşabilme yeteneğine sahip olduğundan, zigot ve onun ilk iki bölünmesi sonucu 

oluşan hücreler totipotent özelliktedir [13].  

Pluripotent hücreler, plasenta gibi embriyo dışı dokular haricinde endoderm, 

mezoderm ve ektoderm tabakalarına ve bu üç germ tabakasından köken alan tüm 

doku hücrelerine farklılaşabilme yeteneğine sahip hücrelerdir [14].  

Multipotent hücreler, yetişkin bireylerin dokularında bulunan, köken aldığı germ 

tabakası dokusu hücrelerine farklılaşabilme yeteneğine sahip hücrelerdir [15].  

Bunların dışında, tek bir hücre türüne farklılaşabilme yeteneğine sahip hücreler de 

bulunmaktadır. Örneğin, miyoblast hücreleri sadece kas liflerine 

farklılaşabilmektedir. Bu tip hücreler unipotent kök hücre olarak isimlendirilebileceği 

gibi öncü hücreler (progenitör, prokürsör) olarak ta isimlendirilebilirler [16].  

EKH ve uPKH’lerin, pluripotent özellikte olup klinikte kullanılma potansiyeli yüksek 

olmasına karşın, etik nedenler başta olmak üzere, nakledildikleri bölgelerde tümör 

ve immün cevap oluşturma gibi kaygılar, bu hücrelerin tedavi amaçlı kullanımlarını 

sekteye uğratmaktadır [17]. Oysa mezenşimal kök hücre (MKH) gibi, yetişkin kök 

hücrelerin kullanımında, etik sorunlar söz konusu olmamakla birlikte hasarlı doku 

onarımı başta olmak üzere birçok hastalığın tedavisinde kullanılmaları mümkün 

olmaktadır [18]. Bu nedenle, günümüz hücresel tedavi uygulamalarında en sık tercih 

edilen kök hücre çeşidi MKH’lerdir [19].   

 



6 
 

2.1.1. Mezenşimal Kök Hücreler 

Mezenşimal kök hücreler, ilk defa Fridenstein ve ekibi tarafından 1970’li yıllarda 

gerçekleştirilen çalışmalarla keşfedilip, plastik kültür kabının yüzeyine tutunabilen 

fibroblast benzeri hücreler olarak tanımlanmıştır [20, 21].  1991 yılında ise Caplan 

bu hücreleri, mezenşim doku hücrelerine farklılaşabildiklerinden, mezenşimal kök 

hücreler (MKH) olarak isimlendirilmesini önermiş ve günümüze dek bu isimle 

anılmasını sağlamıştır [22].   

Uluslararası Hücresel Terapi Topluluğu (International Society for Cellular Terapy-

ISCT), bu hücreleri tanımlayabilmek için üç temel ölçüt getirmiştir [23]. Bunlar: 

1) Standart kültür koşullarında plastik yüzeylere tutunabilmelidir. 

2) CD105, CD73, CD90 yüzey antijenleri bakımından pozitif, CD45, CD34, 

CD14  (veya CD11b), CD79 (veya CD19) ve HLA-DR yüzey antijenleri 

bakımından negatif olmalıdır. 

3) In vitro koşullarda osteoblastlara, adipositlere ve kondroblastlara 

farklılaşabilmelidir. 

 

2.1.2. Mezenşimal Kök Hücre Biyolojisi 

MKH’ler kendini yenileyebilme ve farklılaşabilme potansiyelinin yanında, 

immünomodülasyon veya immünoregülasyon olarak bilinen, immün cevabı 

baskılama kapasitesine sahip çok etkin hücrelerdir. Sahip oldukları bu 

özelliklerinden dolayı günümüz rejeneratif tıbbında çok önemli bir yer tutmaktadır 

[24].  

Vücutta birçok farklı dokuda MKH’ler bulunmakla birlikte, izole edildikleri andaki 

sayıları tedavi amaçlı kullanılabilecek sayının altında kalmaktadır. Bu nedenle 

hücreler In vitro ortamda bir süre çoğaltılmak durumundadır. Kültür ortamında 

çoğaltılan MKH’ler, In vivo ortamında olduğu gibi, hücre içi ve hücre dışı birçok 

faktörün etkisi altında kalmaktadır. Bu etkilere cevaben kendini yenileme, 

farklılaşma veya ölüme gitme gibi seçeneklere ek olarak hücre döngüsünün durması 

anlamına gelen hücresel senesens (cellular senescence) durumuna 

geçebilmektedir [25]. 

Bir kök hücrenin ana hücreye benzer bir gelişim potansiyeline sahip bir veya iki adet 

kök hücreyi oluşturmak üzere asimetrik veya simetrik olarak bölünme işlemi kendini 



7 
 

yenileme olarak bilinir. Kendini yenileme yeteneği, kök hücrelerin gelişim sırasında 

sayılarını arttırabilmeleri ve hasar sonrası kendi kök hücre havuzunu 

yenileyebilmeleri ile ilgilidir. Hücre döngüsü kontrolünü gerektiren bu yetenek hücre 

kültürlerindeki MKH’lerin multipotent özelliklerini koruyarak çoğalabilmesi için 

gereklidir [26]. 

Bir kök hücrenin, kendisinden farklı, özelleşmiş hücreleri oluşturmak üzere 

bölünmesi işlemi farklılaşma olarak bilinir. MKH’ler belirli şartlar altında birçok farklı 

hücre çeşidine farklılaşabilme yeteneğine sahiptir. Belirli hücre çeşidine farklılaşma, 

MKH’lerdeki farklılaşmayı kontrol eden genlerin uyarılması sonucu gerçekleşir. 

Büyüme faktörleri ve uyarıcı kimayasallar gibi biyomateryallerin oluşturduğu 

mikroçevre de farklılaşmayı başlatabilen uyarıcı etmenlerdendir [27]. 

Birçok hücre çeşidi gibi MKH’ler de, bir programlanmış hücre ölümü biçimi olan 

apoptozise girerek kendisini yok edebilme yeteneğine sahiptir. Apoptozis gelişim 

sırasında olduğu gibi yetişkin bireylerde de doku homeostazının sağlanmasında 

kritik rol oynayan bir mekanizmadır. Bu mekanizmanın temelinde, sistein 

proteazların bir ailesi olan kaspazların aktive edilmesi yatmakta olup çeşitli 

uyaranların etkisiyle gelişmektedir [28]. 

Hücresel senesens birçok durumda DNA hasar cevabı olarak bilinen olaylar 

zincirinin bir sonucudur. Bu nedenle kısalan telomerler, DNA çift zinciri kırıkları, 

kromatin organizasyonunu düzenleyen etmenler ve güçlü mitojenik sinyaller 

potansiyel birer hücresel senesens etkenleridir. Bu etkenlerin DNA hasar cevabı 

başlatmaları sonucu Rb/p16 ve p53/p21 gibi sinyal yolları uyarılarak hücre 

döngüsünün durdurulması sağlanmaktadır [29].  

Hücresel senesense ulaşmış MKH’ler, hücre döngüsü durdurulmuş olmasına karşın 

metabolik açıdan etkin olup karakteristik özellikler taşır. Gen ifade profilleri değişen 

bu hücreler, senesense bağlı -galaktozidaz etkinliğinde artış gösterirler. -

galaktozidaz lizozomal bir enzim çeşidi olup GLB1 geni tarafından kodlanmaktadır. 

Zamanla büyüyen lizozomların işlevi gereği bu enzimlerin de daha fazla etkinlik 

gösterdiği düşünülmektedir [25, 29].  

Mezenşimal kök hücreler, fetüs ve yenidoğanın doku ve organlarında olabildiği gibi 

yetişkin bireyin çeşitli doku ve organlarında da bulunmaktadır. Bunlar arasında 

amniyon sıvısı, plasenta, göbek kordonu, kemik iliği, periferik kan, kıkırdak, diş 
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pulpası, iskelet kası, dermis ve yağ dokusu sayılabilir (Şekil 2.2) [27, 30]. Bu tez 

çalışmasında elde edilme kolaylığı ve bir seferde toplanan doku miktarının fazla 

olması nedeniyle yağ dokusu MKH’leri kullanılmıştır. 

 

 

Şekil 2.2. Mezenşimal kök hücre kaynakları [27, 30] 

 

 

2.1.3. Yağ Dokusu Kaynaklı Mezenşimal Kök Hücreler 

Yağ dokusu, çoğunlukla lopçuklar halinde organize olmuş olan yağ hücrelerinden 

oluşur [31]. Doku hacminin %90’dan fazlasını olgun adipositler oluştururken, geriye 
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kalan kısmını adiposit öncülleri, fibroblastlar, vasküler düz kas hücreleri, endotel 

hücreleri, dolaşımdaki kan hücreleri ve kök hücrelerin oluşturduğu stromal vasküler 

fraksiyon kaplar [32, 33]. Bu bölgede bulunan kök hücreler ilk defa Zuk ve ekibi 

tarafından yapılan çalışmalarla gösterilmiştir [34]. Kültür kabına tutunucu, 

pasajlanabilen bu multipotent özellikteki hücre popülasyonları, Uluslararası Yağ 

Uygulaması Teknolojileri Derneği tarafından adipöz kökenli kök hücreler (Adipose 

derived Stem Cells-ASCs) olarak adlandırılmıştır [35]. Salgıladıkları faktörler 

sayesinde immün cevabı kontrol altında tutabilme ve bir seferde çok miktarlarda 

elde edilebilme özelliğinden dolayı bu hücreler rejeneratif tıp açısından önemli bir 

kaynak haline gelmiştir [36]. 

Yağ dokusu MKH’leri birçok yüzey antijenini ifade etmektedir. Tüm MKH’ler gibi 

CD105, CD73 ve CD90 için pozitif, CD45, CD34, CD14  (veya CD11b), CD79 

(veya CD19) ve HLA-DR için negatif ifade göstermesinin yanında, diğer MKH 

kaynaklarından ayrılan bazı farklı yüzey antijenlerini bulundurmaktadır. Örneğin 

kemik iliği MKH’leriyle kıyaslandığında, CD106 için negatif, CD36 için pozitif ifade 

göstermektedir [37]. Ayrıca, kültüre edilmiş yağ dokusu kaynaklı MKH’lerin ilk ve ileri 

pasajlardaki yüzey antijenlerinde de değişiklikler görülmektedir. Pasaj sayısı 

ilerledikçe CD34 antijeninde azalma gözlenirken, CD105 ve CD166 antijenlerinde 

artma gözlenmektedir [38, 39]. 

Kültüre edilmiş yağ dokusu MKH’leri kısmen erken pasajlarda birçok sitokin, kimokin 

ve büyüme faktörü salgılamaktadır. Bunlar arasında HGF, VEGF, IGF-1, bFGF, GM-

CSF, TNF-, IL-6, IL-7, IL-8, IL-11, adiponektin, anjiyotensin, katepsin D, 

pentraksin, retinol bağlayıcı protein (RBP) ve CXCL12 sayılabilir [40, 41, 42]. Ayrıca 

hücre yüzeyinde bu sitokin, kimokin ve büyüme faktörlerinin reseptörlerini de ifade 

etmektedir (Çizelge 2.1) [43, 44]. Yağ dokusu kaynaklı MKH’leri salgıladıkları bu 

faktörler ve diğer hücre tiplerine farklılaşabilme yetenekleri nedeniyle doku 

rejenerasyonunda  etkin rol oynadıkları belirtilmektedir [36, 45].  
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Çizelge 2.1. Yağ dokusu mezenşimal kök hücrelerinde salgılama faktörleri ve 

reseptörleri [43, 44] 

 

Yüzey antijenleri CD13, CD29, CD44, CD73, CD90, 

CD105, Stro-1, Sco-1 

 

 

Sitokin reseptörleri 

 

 

IL-1R, IL-3R, IL-4R, IL-6R, IL-7R 

 

Kimokin reseptörleri 

 

CCR1, CCR2, CCR4, CCR6, CCR7, 

CCR9, CCR10, CXCR1, CXCR2, 

CXCR4, CXCR5 

 

 

Ekstraselüler matriks reseptörleri 

 

ICAM-1, ICAM-2, VCAM-1, ALCAM, 

endoglin, hyaluranon, integrinler: 1, 2, 

3, A, V, 1, 2, 3, 4 

 

 

Büyüme faktörü reseptörleri 

 

 

BGF-R, PDGF-R 

 

Diğer reseptörler 

 

 

Thy-1, IFN-R, TGF-R, TNF-R 
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2.2. Notch Sinyal Yolu 

Notch kelimesi, ilk defa 1914 yılında John S. Dexter tarafından meyve sineklerinin 

kanatlarının ucundaki çentikli görünümü (notched wings, yabani tipten farklı) ifade 

etmek için kullanılmıştır (Şekil 2.3) [46]. 1917 yılında Thomas Hunt Morgan bu 

kusura neden olan ilk gen allelini tanımlarken, 1937’de Donald F. Poulson tarafından 

gerçekleştirilen bir çalışma notch geninin gelişimde oynadığı rolü ortaya koymuştur 

[47]. 1980’li yıllara gelindiğinde notch geninin klonlama ve sekanslama işlemlerine 

tabi olması önemli gelişmeleri beraberinde getirmiştir [48, 49]. Drosophila 

melanogasterde bulunan notch geninin moleküler karakterizasyonu, 

Caenorhabditis, Xenopus ve insanlardaki homologlarının tanımlanmasına öncülük 

etmiştir [50, 51, 52]. 1990’lı yıllara gelindiğinde ise notch geninin ürünü olan notch 

proteinin yeni bir hücreler arası sinyal yolu olarak işlev gördüğü farkedilmiştir [53, 

54]. 

 

 

Şekil 2.3. Drosophila kanatlarında notch kusuru [46] 

 

Notch reseptörlerinin ligandlarına cevaben başlatılan en yaygın sinyal iletimi 

standart notch sinyal yolu olarak bilinir. Standart notch sinyal yolunda, 

transmembran yapıdaki notch reseptörleri komşu hücredeki yine transmembran 

yapıdaki ligandlarıyla (Delta, Serrat, Lag ailesi ligandları) etkileşim kurarak, notch 
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reseptörlerinin proteolitik bölünmesine neden olur. Bölünme sonucu açığa çıkan 

notch hücre içi kısmı çekirdeğe geçerek CSL ailesi DNA bağlayıcı proteinleriyle 

etkileşime geçer. Bu etkileşim sonucunda hedef genlerinin transkripsiyonu 

başlatılmış olur [55]. 

Standart notch sinyal yolu belirli özellikler sergilemektedir. Bunlar; 

1) Doğrudan hücre hücre temasını gerektirmektedir (jukstakrin etki). 

2) Hücre yüzeyiyle çekirdek arasında ikincil mesajcılar kullanılmamaktadır 

(Notch hücre içi kısmı serbest kalıp doğrudan çekirdeğin içerisine geçerek 

transkripsiyon faktörü olarak görev almaktadır).  

3) Gelişimsel ve hücresel şartlara göre çok değişken sonuçları olan (pleitropik) 

bir sinyal yoludur (Aktivasyonu veya inhibisyonu, hücre tipine ve duruma göre 

çoğalma, farklılaşma veya hücre ölümüne neden olabilmektedir) [56]. 

Notch reseptörlerinin, temel ligandları (Delta, Serrat, Lag ailesi ligandları) dışındaki 

ligandlar tarafından veya parakrin etkiler aracılığıyla etkinleştirilmesi ise standart 

olmayan notch sinyal yolu olarak bilinir. Standart olmayan notch sinyal yolunda, 

mekanizma benzer şekilde olmasına karşın, hedef gen bölgesinde CSL ailesi DNA 

bağlayıcı proteinleri bulunmamaktadır. Bu şekilde gelişen mekanizma standart 

olmayan notch sinyal yolu olarak adlandırılmasının yanında, notch sinyal yolunu 

etkileyen diğer faktörler olarak ta değerlendirilmektedir [55, 56, 75]. 

 

2.2.1. Standart Notch Sinyal Yolu Mekanizması 

Notch reseptörleri, komşu hücrelerdeki DSL (Delta, Serrate, Lag) ailesi ligandları 

tarafından aktive edilen, tek geçişli transmembran proteinlerdir. Drosophila’da bir 

notch reseptörü ve iki ligand (Delta, Serrate) bulunurken, memelilerde 4 notch 

reseptörü (Notch1, 2, 3, 4) ve 5 ligand (Dll1, 3, 4, Jag1, 2) bulunur (Şekil 2.4) [57].  

Notch reseptörleri, endoplazmik retikulumdaki translasyonlarının ardından, hücre 

membranına geçerken, birkaç değişikliğe uğramaktadır. Translasyondan sonra 

protein glikozil transferazlar tarafından reseptörlerinin ligandına özgünlüğünü 

sağlayan şeker molekülleri eklenmektedir [58]. Sentezlendiğinde tek parça bir öncül 

protein şeklinde bulunan reseptörler, golgiye geldiklerinde furin ailesi proteazlar 

tarafından ikiye bölünmektedir [59]. İlk bölünmeyi (Site1-S1) burada geçiren 
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reseptörler, birbirine kovalent olmayan bağlarla tutunan bir heterodimer şeklinde 

membrana geçmektedir [60]. 

 

Şekil 2.4. Notch reseptörleri ve ligandları [57] 

 

Komşu hücrelerin doğrudan teması sırasında uygun ligandlar notch reseptörlerine 

bağlanarak yapısal değişikliğe neden olmaktadır. Bu değişiklik, notch reseptörleri 

üzerinde ADAM (A Disintegrin and Metalloproteinase) metalloproteinazların 

ulaşabileceği uygun bir kısmı açığa çıkararak reseptörün bu kısımdan bölünmesine 

yol açmaktadır. Reseptörün geçirdiği bu ikinci bölünmeden (S2) geriye membranda 

notch hücre dışı kalıntısı (Notch extracellular truncation – NEXT) kalmaktadır. Bu 

kalıntı daha sonra -sekretaz tarafından üçüncü ve dördüncü kısımlarından (S3, S4) 

bölünerek reseptörün aktif hali olan Notch hücre içi kısmını (Notch intracellular 

domain – NICD) açığa çıkarmaktadır (Şekil 2.5) [61]. 
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Şekil 2.5. Notch hücre içi kısmının yapısı [61] 

 

İki çekirdek lokalizasyon sinyaline (NLS) sahip olan NICD, bu yönlendiriciler (NLS) 

sayesinde çekirdeğe geçmektedir. Burada CSL (Omurgalılarda CBF1, 

Drosophila’da Su(H), Caenorhabditis’te Lag-1 ve memelilerde RBP-J) ailesi DNA 

bağlayıcı proteinlerine bağlanarak hedef genlerini aktive etmektedir. NICD 

çekirdekte olmadığında RBP-J, NCoR/SMRT, CIR, Hairless/CtBP, FLH1C/KyoT2, 

Groucho/TLE ve MINT/SHARP/SPEN protein eş baskılayıcılarla (corepressor) 

birlikte HDACs (Histone deacetylases) gibi epigenetik faktörlerler geni inaktif halde 

tutmaktadır [62]. NICD çekirdeğe geçtiğinde ise, (ANK ve RAM kısımları aracılığıyla) 
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RBP-J ve MAML ile birlikte üçlü bir kompleks oluşturmaktadır (Şekil 2.6). Bu üçlü 

kompleks, mevcut eş baskılayıcıların ortamdan uzaklaşmasını ve SKIP, CycC/Cdk8 

ve CycT1/Cdk9 gibi eş etkinleştiricilerle (coactivator) birlikte HATs (Histone 

acetyltransferases) gibi epigenetik faktörlerin toplanarak hedef genlerin aktif hale 

geçmesini sağlamaktadır [63, 64, 65].  

 

Şekil 2.6. NICD/RBP-J/MAML üçlü kompleksi (pdb: 3V79) 

 

Sinyal iletiminin durdurulması için, NICD’in PEST kısmı CDK8 tarafından fosforile 

edilerek, SEL10/FBXW7 gibi übikitin ligazlar tarafından işaretlendikten sonra 

proteozom aracılı parçalanma gerçekleşmektedir [62].  

Notch reseptörlerinin sentezi, hücre membranına taşınması ve ligandları ile 

etkileşime geçmesinin ardından başlatılan sinyal yolunu gösteren şema Şekil 2.7’de 

verilmiştir. 
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Şekil 2.7. Notch sentezi ve sinyal yolu [55] 

 



17 
 

2.2.2. Notch Sinyal Yolunda Hedef Gen Seçiminin Düzenlenmesi 

Notch sinyal yolunun en çok ifade edilen ve iyi tanımlanmış hedef genleri, bHLH 

transkripsiyon eş baskılayıcılarını kodlayan HESR (hairy and enhancer of split-

related) ailesi genleridir. Bunların yanı sıra çoğalma, farklılaşma ve hücre ölümü gibi 

olaylarda görev alan daha birçok gen notch’un hedefleri arasındadır (Şekil 2.8) [66]. 

Farklı hücre tiplerinde çeşitli genlerin hedeflenmesinin temeli henüz tam olarak 

anlaşılmış olmamakla birlikte transkripsiyon faktörleri ile epigenetik faktörlerinin bu 

çeşitliliğin düzenleyicileri olduğu belirtilmektedir [65].    

 

 

Şekil 2.8. Notch hedef genleri [66] 

 

Notch hedef genleri çok sayıda transkripsiyon faktörü tarafından çevrelenmektedir. 

Bu transkripsiyon faktörlerinden bazıları RBP-J’nin DNA’ya bağlanmasını 

etkileyebilmektedir. Örneğin, RBP-J’nin DNA’ya bağlanma bölgelerinde Ets 

transkripsiyon faktörlerinin bulunması bağlanmayı arttırdığı, Ikaros ve ZNF143’ün 

bulunması ise bu bölge için RBP-J ile rekabet ettiği düşünülmektedir [67, 68, 69]. 

Transkripsiyon faktörlerinin NICD ile etkileşimi de, NICD’in RBP-J’ye bağlanmasını 

etkileyebilmektedir. Örneğin, Nf-B’nin bulunması NICD’in RBP-J’ye bağlanmasını 

güçlendirdiği öne sürülmektedir [70]. Bazı transkripsiyon faktörleri ise RBP-J’ye 

bağlanma bölgeleri için NICD ile rekabet ederek NICD/RBP-J/MAML üçlü 

kompleksinin oluşumunu engelleyebilmektedir. Bu durumla başa çıkabilmek için 
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NICD’in bağlanma bölgelerinde dimerik şekilde bulunabildiği gösterilmektedir (Şekil 

2.9) [71].  

 

 

 

Şekil 2.9. Bağlanma bölgelerinde NICD Dimeri (pdb: 3NBN) 

 

Notch hedef genlerinin etkinleştirilmesinde veya baskılanmasında görev alan bir 

diğer etken histon modifikasyonlarıdır. GCN5/PCAF ve p300 gibi histon 

asetiltransferazlar (HATs) NICD aracılı etkinleştirme kompleksinin bir parçası iken, 

SIRT1 gibi histon deasetilazlar (HDACs) ise RBP-J baskılayıcı kompleksinin bir 

parçasıdır [72, 73, 74]. Benzer bir şekilde histon 3 lizin 4 trimetilasyonu (H3K4me3) 

genlerin etkinleştirilmesine, demetilasyonu ise baskılanmasına neden olurken, 

histon 3 lizin 27 trimetilasyonu (H3K27me3) genlerin baskılanmasına, 

demetilasyonu ise etkinleştirilmesine neden olmaktadır [65].  
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2.2.3. Notch Sinyal Yolunu Etkileyen Faktörler 

Notch sinyal yolu, çok farklı moleküller ve mikroçevresel olaylar tarafından 

etkilenmektedir. Hücre dışı matriks bileşenlerinin doğrudan veya dolaylı olarak 

notch reseptör ve/veya ligandları ile etkileşimde bulunması sinyal yolunu 

etkinleştirebilmekte veya baskılayabilmektedir. Büyüme faktörleri ve sitokinler 

tarafından uyarılan TGF-β, WNT/β-catenin, VEGF gibi sinyal yolları ve integrin 

aracılı diğer sinyal yolları ile karşılıklı etkileşimde bulunup notch etkinliğinde 

değişiklikler yapabilmektedir. Ayrıca, hipoksi ve hiperglisemi gibi mikroçevresel 

koşullar tarafından da düzenlenebilmektedir. Çeşitli etmenlerin notch sinyal yolu 

üzerine olan etkilerini belirten çizelge aşağıda verilmiştir (Çizelge 2.2) [75]. 
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Çizelge 2.2. Notch Sinyal Yolunu Etkileyen Faktörler [75] 

 

Hücre Dışı Matriks ile Etkileşim Etkiler 

 
1) MAGP-2 
 
 
2) EGFL7 
 
 
3) CCN3 
 
 
4) TSP-2 
 
 
5) Sindekanlar 
 
 
6) Kollajen (tip I ve IV) 
 
 
7) YB-1 
 
 
8) SPARC 
 
 
9) Fibulin-3 
 

 

10) Laminin (α4 ve 111) 

 
1) İntegrin aracılı Notch etkinleştirilmesi, Notch 
ile etkileşerek sinyal yolunun baskılanması 
 
2) İntegrin aracılı Notch etkinleştirilmesi, Notch 
ile etkileşerek sinyal yolunun baskılanması 
 
3) Notch1 reseptörüne bağlanarak sinyal 
yolunun etkinleştirilmesi 
 
4) Notch3 reseptörüne bağlanarak sinyal 
yolunun etkinleştirilmesi 
 
5) Notch3 reseptörüne bağlanarak sinyal 
yolunun etkinleştirilmesi 
 
6) Notch3 reseptörüne bağlanarak sinyal 
yolunun baskılanması 
 
7) Notch3 reseptörüne bağlanarak sinyal 
yolunun baskılanması 
 
8) Notch1 transkripsiyonunu baskılayarak 
sinyal yolunun baskılanması 
 
9) Dll-4 ifadesini arttırarak Notch sinyal yolunun 
etkinleştirilmesi 
 

10) Dll-4 ifadesini arttırarak Notch sinyal 

yolunun etkinleştirilmesi 

Diğer Sinyal Yolları ile Etkileşim Etkiler 

 
1) TGF-β/BMP 
 
2) WNT 
 

 

3) VEGF 

 
1) NICD ve SMAD3 arasındaki etkileşim 
 

2) NICD ve -catenin arasındaki etkileşim, 
GSK3β aracılı NICD fosforilasyonu 
 

3) Dll-4 aracılı Notch1 sinyal yolunu arttırma 

Mikroçevre Koşulları Etkiler 

 
1) Hipoksi 
 

 

2) Hiperglisemi 

 

1) -sekretaz etkinliğini ve Dll-4 ifadesini 
arttırma 
 

2) VEGF aracılı Notch sinyal yolunun 

arttırılması 
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2.3. Kök Hücrelerde Notch Sinyal Yolu 

Günümüzde, kök hücrelere ait notch sinyal yolu bileşenleri hakkında görece az 

sayıda biyokimyasal veri bulunmaktadır. Bunların çoğu, bu bileşenlerinin gen 

aktivitelerinin engellenmesi veya teşvik edilmesi yoluyla elde edilen sonuçların kök 

hücrelerde kendini yenileme ve farklılaşma gibi açılardan değerlendirilmesiyle 

oluşturulmuştur [76,77]. 

 

2.3.1. Nöral Kök Hücrelerinde Notch Sinyal Yolu  

Yapılan bir çalışmada, fare nöral tübünün orta beyin kısmında şartlı Notch1 

inaktivasyonu, apoptozisle devam eden erken nöral farklılaşmaya neden olmuştur. 

Sonuçta serebellumdaki nöron sayısında azalma gözlenirken, gliyal hücrelerin de 

etkilendiği gösterilmiştir [78]. Aynı şekilde, fare nöral progenitörlerinde Notch1 veya 

RBP-J’nin baskılanması, progenitör hücrelerin azalmasına ve erken farklılaşmaya 

neden olmuştur [79, 80]. Benzer sonuçların neokorteks bölgesinde de gözlenmesi, 

notch sinyal yolunun beyin gelişiminde nöral farklılaşmayı engellemek yoluyla 

kök/progenitör havuzunun korunması görevini üstlendiğini göstermektedir [81, 82]. 

Bununla birlikte, farelerde yapılan çalışmalarda notch sinyal yolu aktivitesinin gliyal 

progenitörlerde astrositlere farklılaşmasına, aktivitenin baskılanması ise 

oligodendrositlere farklılaşmasına neden oldukları gösterilmiştir [83, 84]. Buna 

karşın zebra balıklarında ise glial progenitörlerde oligodenrosit farklılaşmasına 

neden olduğunun gösterilmesi, notch sinyal yolunun (organizmalar arasında 

farklılıkların bulunmasının yanında) gliyal hücre özelleşmesinde de görev aldıklarını 

ortaya koymaktadır [85]. 

 

2.3.2. Akciğer Bazal Hücrelerinde Notch Sinyal Yolu  

Akciğer epiteli, salgı ve silli hücreler gibi özelleşmiş hücrelerle birlikte, henüz 

değişime uğramamış bazal hücrelerden meydana gelmektedir. Bazal hücreler, 

etrafındaki bu özelleşmiş hücreleri yaşam boyu meydana getirme özelliğine sahip 

kök hücrelerdir [86]. Fareler üzerinde yapılan bir çalışmada, akciğer epitel dokusuna 

verilen hasar sonucunda bazal hücrelerinde notch hedef genlerindeki artışla birlikte 

özelleşmiş hücrelere farklılaşmanın gerçekleştiği tespit edilmiştir. İnsan akciğer 
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epitel hücrelerinin In vitro kültürde denenmesi, notch sinyal yolunun insanlarda da 

benzer bir rol oynadığını düşündürmektedir [87].  

 

2.3.3. Bağırsak Kök Hücrelerinde Notch Sinyal Yolu 

Fareler üzerinde yapılan çalışmalarda, -sekretaz veya RBP-J’deki işlev kaybının 

bağırsak kök hücrelerinde (Lgr5+ progenitörler) goblet hücreleri yönünde 

farklılaşmaya neden olmuştur [88, 89]. Aynı şekilde bir başka çalışma, notch sinyal 

aktivitesinin arttırılması, salgı hücrelerine farklılaşmanın önlenmesinin yanında kök 

hücre havuzunda artışı sağladığını göstermiştir. Bu sonuçlar, fare bağırsak kök 

hücrelerinde notch sinyal aktivitesinin kök/progenitör özelliğinin korunmasında ve 

kendini yenilemenin sağlanmasında görev aldığını ortaya koymaktadır [90]. Buna 

karşın, Drosophila’da ise notch sinyal aktivitesinin baskılanması, bağırsak kök 

hücrelerinin kendini yenilemesine neden olduğunu göstermesi bu organizmada 

notch sinyal aktivitesinin farklılaşmada rolü olduğunu düşündürmektedir [91].  

 

2.3.4. Hematopoetik Kök Hücrelerinde Notch Sinyal Yolu 

Farelerde yapılan çalışmalarda, RBP-J veya MAML’deki işlev kaybının kemik 

iliğindeki hematopoetik kök hücrelerin homeostazında herhangi bir etkinin olmadığı 

gösterilmiştir [92, 93]. Aynı şekilde Notch1 geni baskılanmış hematopoetik kök 

hücrelerin de homeostazında bir değişikliğin gözlenmemesi, bu sinyal yolunun 

hematopoetik kök hücrelerde kendini yenilemede görevinin olmadığını 

göstermektedir [94].  

Bununla birlikte yapılan bir çalışmada, kemik iliğindeki hematopoetik 

progenitörlerinde notch sinyal yolunun aktivasyonunun sağlanması bu hücrelerin B 

hücre farklılaşmasını bastırırken T hücre farklılaşmasına neden oldukları tespit 

edilmiştir [95]. Ayrıca, insan hücreleriyle kültürde yapılan bir çalışmada, T hücre 

özelleşmesinin doza bağımlı bir süreç olduğunun gösterilmesi, notch sinyal 

aktivitesindeki değişken seviyelerin farklı hücre özelleşmelerine neden olabileceğini 

düşündürmektedir [96].  

Nöral, akciğer bazal, bağırsak ve hematopoetik kök hücrelerinde notch sinyal 

yolunun etkileri çizelge 2.3’te özetlenmiştir. Görüldüğü üzere farklı hücre tiplerinde 

notch sinyal yolunun etkilerinde farklılıklar gözlenmektedir. 
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Çizelge 2.3. Farklı organizma/doku tiplerindeki kök hücrelerde notch sinyal 

yolunun etkileri [76, 77] 

 

Köken Görev 

Fare nöral kök hücreler 

 

 

Fare gliyal progenitörler 

 

 

Zebra balığı gliyal progenitörler 

Nöral kök hücrelerinin kendini 

yenilemesi 

 

Gliyal progenitörlerin astrositlere 

farklılaşması 

 

Gliyal progenitörlerin oligodendrositlere 

farklılaşması 

Fare akciğer bazal hücreler 

 

 

İnsan akciğer bazal hücreler 

Bazal hücrelerin özelleşmiş hücrelere 

farklılaşması 

 

Bazal hücrelerin özelleşmiş hücrelere 

farklılaşması 

Fare bağırsak kök hücreler 

 

 

Drosophila bağırsak kök hücreler 

Bağırsak kök hücrelerinin kendini 

yenilemesi 

 

Bağırsak kök hücrelerinin farklılaşması 

Fare hematopoetik kök hücreler 

 

 

İnsan hematopoetik kök hücreler 

Hematopoetik kök hücrelerin T 

hücresine farklılaşması 

 

Hematopoetik kök hücrelerin T 

hücresine farklılaşması 
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2.3.5. Yağ Dokusu Kaynaklı Mezenşimal Kök Hücrelerde Notch Sinyal Yolu 

Fortini ve arkadaşları [97] kalp yetmezliği hastalığı olan insanlarda yaptıkları bir 

çalışmada, sağlıklı ve hasta olan toplam 35 kişide MKH’lerin özellikleri ve Notch 

sinyal yolu etkinliğindeki farklılıkları karşılaştırmıştır. Kalp yetmezliği olan 25 hasta 

ve 10 sağlıklı kişinin karın derialtı bölgesindeki yağ dokusundan izole ettikleri 

MKH’lerin çeşitli özellikleri bakımından farklılıkların bulunduğu belirtilmiştir. Hasta 

olan kişilerden sağlıklılara oranla daha az miktarda elde edilen MKH’lerde, çoğalma 

kapasitesinde ve farklılaşma potansiyelinde düşme, hücresel senesens 

belirteçlerinde ise artış olduğu gözlemlenmiştir. Yine hasta olan kişilerden elde 

edilen MKH’lerin Notch1 proteinlerinde düşme yaşanırken, Notch4 proteinlerinde 

yükselme kaydedilmiştir. Ancak, Notch1 protein miktarlarındaki düşüş istatistiksel 

açıdan anlamlı iken (p<0.05 ve p<0.001) Notch4 proteinlerindeki artış anlamsız 

olarak hesaplanmıştır. Sonuçta Fortini ve arkadaşları kalp yetmezliği hastalarındaki 

yağ dokusu MKH’lerinde gözlemlenen kök hücre özelliklerindeki bu düşüşün notch 

sinyal yolunun etkinliğindeki düşüşle ilgili olduğunu belirtmiştir [97].  

Moriyama ve arkadaşları [98] sağlıklı olan insanlarda yaptıkları bir çalışmada, Notch 

sinyal yolunun MKH’ler üzerine olan etkisinin normoksik (%20 O2) ve hipoksik (%5 

O2) ortamlardaki değişimini incelemiştir. Yaşları 20 ile 60 arasında değişen 5 kadın 

ve 2 erkek olmak üzere toplam 7 bireyde derialtı bölgesindeki yağ dokusundan izole 

edilen MKH’lerin hipoksik ortamda normoksik ortama göre hücresel senesens 

belirteçlerinde azalma, çoğalma kapasitesinde ise artış olduğu ifade edilmiştir. 

Yüzey antijenleri bakımından önemli bir farkın bulunmadığı her iki ortamdaki 

hücrelerin hipoksik koşullarda olanlarında adipositlere, osteositlere ve kondrositlere 

olan farklılaşma potansiyelinde de artışın sağlandığı belirtilmiştir. Yine hipoksik 

ortamdaki MKH’lerin Notch1 proteinlerinde normoksik ortamdakilerine göre yaklaşık 

iki katı kadar artış olduğu gözlemlenmiştir. Belirtilen bu özelliklerin notch sinyal yolu 

tarafından etkilenip etkilenmediğini araştıran ekip, DAPT uygulamasının ardından 

Notch1 proteinlerinin yok denecek kadar azalmasıyla birlikte her iki ortamdaki 

MKH’lerin çoğalma kapasitelerinde önemli bir düşüş ve apoptozise uğramış 

hücrelerde belirgin bir artış gözlemlemiştir. Ayrıca  adipositlere, osteositlere ve 

kondrositlere olan farklılaşma potansiyelinde de önemli bir düşüş kaydedilmiştir. 

Sonuçta Moriyama ve arkadaşları hipoksik koşullardaki MKH’lerin kök hücre 
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özelliklerindeki bu artışın notch sinyal yolu etkinliğindeki artışla ilgili olduğunu ortaya 

koymuştur [98]. 

Osathanon ve arkadaşları [99] yaptıkları bir çalışmada notch sinyal yolunun 

MKH’lerdeki farklılaşmaya olan etkisini incelemiştir. İnsan kalça derialtı yağ 

dokusundan izole ettikleri MKH’leri adipojenik ve osteojenik farklılaşmaya uğratarak 

her iki yönde farklılaşan hücreleri potansiyellerine göre yüksek ve düşük olmak 

üzere ikişer gruba ayırmıştır. Tüm gruplardaki notch reseptör mRNA seviyelerini 

ölçen ekip şu sonuçları gözlemlemiştir. Yüksek adipojenik farklılaşma potansiyeline 

sahip MKH’ler düşük olanlarına göre daha düşük Notch2, Notch3 ve Notch4 protein 

seviyelerine sahipken Notch1 protein seviyesinde bir değişim olmamıştır. Yüksek 

osteojenik farklılaşma potansiyeline sahip MKH’ler düşük olanlarına göre Notch1, 

Notch2 ve Notch4 protein seviyelerinde bir değişim göstermezken Notch3 protein 

seviyesinde düşüş kaydedilmiştir (ancak bu düşüş istatistiksel açıdan anlamsız 

olarak hesaplanmıştır). MKH’lerdeki Notch sinyalizasyonunun adipojenik 

farklılaşmadaki rolünü daha ayrıntılı inceleyen ekip, hem yüksek hem düşük 

farklılaşma potansiyeline sahip gruplarda DAPT uygulamasından sonra, her iki 

grupta farklılaşma potansiyelinde artışın sağlandığını ifade etmiştir. Sonuçta 

Osathanon ve arkadaşları notch sinyal yolunun insan derialtı yağ dokusu MKH’lerde 

adipojenik farklılaşmayı bastırdığını ileri sürmüştür [99].   

Tüm bu çalışmalar göz önüne alındığında, notch sinyal yolunun sadece farklı 

organizmalarda değil aynı zamanda bir organizmanın çeşitli dokularında da duruma 

göre farklı sonuçlar gösterebildiği görülmektedir. Dolayısıyle bu çalışmada, insan 

yağ dokusu kaynaklı MKH’ler incelenmiş olup, karşılaştırma için alınan çalışmalar 

da yine insan yağ dokusundan izole edilen MKH’ler olmuştur.  
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3. LABORATUVAR ÇALIŞMASI VE YÖNTEM 

 

Bu projede, insan yağ dokusu mezenşimal kök hücrelerinin (MKH) farklı 

pasajlarında notch sinyal yolu etkinliğindeki değişikliklerin incelenmesi 

hedeflenmiştir. Bu amaçla öncelikle, insan derialtı yağ dokusu MKH’leri primer 

eksplant kültür yöntemiyle izole edilmiş; izolasyonu yapılan hücreler farklı pasajlara 

çoğaltılarak karakterize edilmiş; belirli pasajlarda -galaktozidaz seviyeleri ölçülmüş 

ve notch sinyal yolunun etkinliğindeki değişim incelenmiştir. 

 

3.1. Mezenşimal Kök Hücrelerin İzolasyonu 

Mezenşimal kök hücre eldesi için GATA Plastik ve Rekonstruktif Cerrahi Kliniği’ne 

yatan uygun hastadan (44 yaşında, sağlıklı erkek birey) abdominoplasti (karın 

germe) ameliyatından elde edilen biyolojik materyal (derialtı yağ dokusu) 

kullanılmıştır. Yağ dokusu, yüksek antibiyotik içeren besi ortamı (Taşıma besiyeri: 

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium-Düşük glukoz içeren (DMEM/LG), %20 fetal 

bovine serum (FBS) ve %3 penisilin streptomisin (Biowest Inc., France) ) içinde hızlı 

bir şekilde Hacettepe Üniversitesi Biyoloji Bölümü Hücre Kültürü Laboratuvarına 

getirilmiştir. Bu aşamadan sonraki işlemler laboratuvarımızda steril hava kabini 

içerisinde gerçekleştirilmiştir (Şekil 3.1). 

İlk olarak yağ dokusu taşıma besiyeri içinde 0,5-1 cm’lik doku parçalarına ayrılmış, 

kontaminasyon riskini en aza indirebilmek için yine bu ortam içinde birkaç kez 

yıkanarak, 6 kuyucuklu kültür kapları içerisine alınmıştır. 

Bu doku parçalarının üzerine birer damla %20 FBS (Biowest Inc., France) ve %0.2 

antibiyotik içeren DMEM/LG (Biowest Inc., France) eklenmiş ve 37oC’de %5 CO2-

%95 hava ortamında standart kültür koşullarında 20 dakika süreyle inkübe edilmiştir 

(Şekil 3.2). Bu şekilde doku parçalarının kültür kabının yüzeyine yapışarak, 

inkübasyonun devamında hücrelerin yüzeye daha kolay tutunmaları sağlanmıştır.  

Ardından doku parçalarının üzerine çok yavaş bir şekilde ve doku parçalarını 

hareket ettirmeden 2 ml primer besiyeri (Primer besiyeri: Düşük glukoz içeren 

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM/LG), %10 fetal bovine serum (FBS) 

ve %1 penisilin streptomisin (Biowest Inc., France) ) eklenerek standart kültür 

koşullarında inkübasyona devam edilmiştir. 
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Şekil 3.1. Yağ dokusunun primer kültür için hazırlanması 

 

 

Şekil 3.2. İnkübasyon için hazır hale getirilmiş yağ doku parçaları 

 

İnkübasyonu takip eden 3-4 gün içerisinde hücreler mikroskobik (IX70 Olympus, 

Japan) olarak kontrol edilerek yağ dokudan fibroblastik karakterli MKH’lerin 
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ayrılarak yüzeye tutunmaları takip edilmiştir. Bu aşama boyunca besiyeri, her gün 

taze besiyeri ile değiştirilerek hem ortamdaki kırmızı kan hücrelerinin hem hücre 

metabolizması sırasında üretilen atıkların ortadan kalkması ve aynı zamanda 

hücrelerin üretebileceği olası büyüme faktörlerinin de ortamdan uzaklaştırarak bu 

faktörlerden kaynaklanabilecek farklılaşmaların da önüne geçilmesi sağlanmıştır. 

İzolasyonu takip eden 4. günde yağ doku parçaları uzaklaştırılarak ortamdaki 

besiyeri taze primer besiyeri ile değiştirilmiştir. Daha sonra bir gün süre ile 

inkübasyona devam edilmiştir. Ardından yüzeye tutunmuş olan fibroblastik karakterli 

MKH’lerin ilk pasajları yapılmıştır. Standart tripsinizasyon yöntemi aşağıda 

belirtildiği gibi gerçekleştirilmiştir: 

Hücrelerin üzerindeki besiyeri alındıktan sonra fosfat tampon çözeltisi (PBS (Sigma-

Aldrich, Inc., USA) ) ile bir defa muamele edilerek flaskların yıkanması sağlanmıştır. 

Yıkama işleminin ardından kuyucukların her birine 0.5 ml Trypsin-EDTA (Biowest 

Inc., France) eklenerek kültür kapları birkaç dakika süre ile inkübatörde bekletilmiştir 

(Bu süre içerisinde hücreler hem birbirleri hem yüzey ile olan bağlantılarını 

kopararak yüzen konuma gelmişlerdir). Her bir kuyucuğa 2ml %10 FBS içeren 

DMEM/LG (Biowest Inc., France) besiyeri eklenerek hücreler yüzeyden 

toplanmıştır. Santrifüj tüpüne alınan hücreler 800 rpm’de 5 dakika süreyle santrifüj 

edilmiştir. Santrifüj sonunda süpernatan atılarak alt kısımda kalan hücre peleti %10 

FBS içeren DMEM/LG (Biowest Inc., France) besiyeri ile homojenize edilmiştir. 

Homojenize edilen hücreler 75 cm2’lik kültür kaplarına aktarılarak standart kültür 

koşullarında inkübe edilmiştir. Bu işlemler sonucunda pasaj 1 aşamasındaki 

hücreler elde edilmiştir. 

 

3.2. Mezenşimal Kök Hücrelerin Pasajlanması 

Mezenşimal kök hücreler, pasajlar arasındaki farklılığın gösterilebilmesi için 

pasajlanarak çoğaltılmıştır. Bunun için hücre kültür kabının yüzeyini tamamen 

kaplayarak konfluent hale gelmiş olan hücreler tripsinizasyon işlemi ile yüzeyden 

toplanmış ve her seferinde bir flasktan iki flask olacak şekilde (1 - 2) pasajlanarak 

75 cm2‘lik kültür kaplarında pasajlara devam edilmiştir. Bu şekilde her pasajda analiz 

için kullanılacak olan hücrelerde standardizasyonun oluşturulması sağlanmıştır. 

Hücreler morfolojik olarak takip edilmiş ve konfluent hale gelen hücreler pasajlanma 
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işlemine alınmıştır. Devam eden pasajlarda hücrelerin üreme hızları yavaşlamış ve 

üreme kapasiteleri düşmüştür. Bunun sonucunda hücrelerin kültür ortamında kalış 

süreleri uzamış ve devam eden pasajların elde edilebilmesi için çok daha uzun süre 

kültürde kalmaları gerekliliği ortaya çıkmıştır. Sonuçta hücreler 10. pasaja kadar 

çoğaltılmıştır. 

 

3.3. Mezenşimal Kök Hücrelerin Karakterizasyonu 

MKH’lerin karakterizasyonu için flow sitometrik analiz yöntemi kullanılmıştır. Bunun 

için, pasaj 3’deki hücrelerin, Kocaeli Üniversitesi Kök Hücre ve Gen Tedavileri 

Merkezi’nde (KÖGEM) hizmet alımı şeklinde karakterizasyonu yapılmıştır. 

Hücrelerin karakterizasyonu, belirlenmiş olan CD molekülleri için flow sitometri 

analizi gerçekleştirilerek, bu yüzey moleküllerinin ne oranlarda ifade ettiğinin tespiti 

yapılmıştır. 

 

3.4. Hücre Lizatlarının Oluşturulması ve Protein Miktarının Tayini 

Bu aşamada konfluent hale gelmiş olan hücrelerden hücre lizatı hazırlanmıştır. 

Bunun için sırasıyla aşağıdaki basamaklar izlenmiştir:  

- Öncelikle hücrelerin üzerindeki besiyeri alınarak buz soğukluğunda fosfat 

tampon çözeltisi ile yıkanmıştır.  

- Fosfat tampon çözeltisi uzaklaştırıldıktan sonra hücrelerin üzerine 0.5 ml 

Cell Lysis Buffer (Thermo Fisher Scientific Inc., USA) ve son 

konsantrasyon 1 mM olacak şekilde Phenylmethylsulfonyl fluoride 

(PMSF, Cell Signaling Inc., USA) eklenerek 5 dakika süre ile buzda 

inkübe edilmiştir.  

- 5 dakika sonunda flaskların yüzeyinden ayrılan hücreler ependorf 

tüplerine aktarılarak sonike edilmiştir.  

- Sonikasyon işlemine tabi tutulan hücreler 4°C’de 10 dk süre ile (14.000 

rpm) santrifüj edilerek, süpernatan (hücre lizatıdır) yeni tüplere (2ml’lik 

alikotlar olacak şekilde) aktarılmıştır.  

- Bu tek kullanımlık alikotlar −80°C’ye kaldırılarak analiz için saklanmıştır. 

Hücre lizatlarındaki protein konsantrasyonları Bradford Protein Assay (BPA) testi 

uygulanarak ölçülmüştür. Bu amaçla her pasajdan alınan protein örnekleri Comasie 
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Blue boyası ile boyanmıştır (Şekil 3.3). Boyanan örnekler 595 nm dalga boyunda 

spektrofotometrik olarak ölçülmüştür (EZ Read 400 Microplate reader, Biochrom 

Ltd., UK). Her bir örneğin protein konsantrasyonu için hazırlanan standartlardaki 

değerler referans alınmıştır. 

 

Şekil 3.3. Hücre lizatlarına Comasie Blue‘nun eklenmesi sonucunda kuyucuklar 

arasında görülen farklılıklar 

 

3.5. ELISA Analizleri 

ELISA analizleri, hücre kültürü laboratuvarımızda bulunan EZ Read 400 Microplate 

reader (Biochrom Ltd., UK) aracılığıyla gerçekleştirilerek sonuçlar 

değerlendirilmiştir. 

ELISA analizleri için ölçümü yapılan hücre lizatlarında her bir pasaj için tekrar sayısı 

olarak 6 kuyucuk kullanılmıştır. Pasajların kıyaslandığı kontrol grupları olarak distile 

su kullanılmıştır. 

 

β-Galaktozidaz Analizinin Yapılması: 

β-Galaktozidaz enzim etkinliğinin tayini ELISA kiti (Mammalian b-galactosidase 

assay kit, Thermo Fisher Scientific Inc., USA) kullanılarak yapılmıştır. Bunun için kit 

prosedüründe olduğu gibi aşağıdaki basamaklar izlenmiştir: 
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- β-Galactosidase Assay Reagent oda sıcaklığına çıkarılarak 

çözdürüldükten sonra kullanıma hazır hale getirilmiştir.  

- Her kuyucuğa 100 μl hücre lizatı (Her bir pasajdaki hücrelerin protein 

konsantrasyonları 0,6 μg/ml olacak şekilde) konulduktan sonra üzerlerine 

100 μL β-Galactosidase Assay Reagent eklenmiştir.  

- Plakaların üzeri şeffaf bir materyal ile kapatılarak 37°C’de 30 dakika süre 

ile inkübe edilmiştir. 

- 30 dakika sonra inkübasyondan çıkarılan plakaların her kuyucuğuna 100 

μL β-Galactosidase Assay durdurucu çözeltisi eklenerek tepkimenin 

durdurulması sağlanmıştır. 

- Son olarak 405 nm’de absorbans değerleri ELISA cihazı aracılığıyla 

ölçülmüştür (EZ Read 400 Microplate reader, Biochrom Ltd., UK). 

 

Total Notch 1 Analizinin Yapılması: 

Total Notch1 (Hücre yüzeyinde bulunan Notch1 proteini) protein analizi ELISA kiti 

(PatchScan Total Notch1 Sandwich Elisa Kit, Cell Signaling Inc., USA) kullanılarak 

yapılmıştır. Bunun için kit prosedüründe olduğu gibi aşağıdaki basamaklar 

izlenmiştir: 

- Oda sıcaklığına getirilen şeritler kuyucuklarına (96 well) yerleştirilerek her 

kuyucuğa 100 μl hücre lizatı (Her bir pasajdaki hücrelerin protein 

konsantrasyonları 0,6 μg/ml olacak şekilde) eklenmiştir.  

- Plakalar şeffaf bir materyal ile sıkıca kapatılarak 37°C’de 2 saat süre ile 

inkübe edilmiştir.  

- Şeffaf materyal nazikçe kaldırılarak, plaka içeriği boş bir hazneye 

aktarılmıştır.  

- İçeriği boşaltılan her kuyucuk yıkama tamponu ile 4 defa (her seferinde 

200 μl ile) yıkanmıştır.  

- Yıkanan her kuyucuğa 100 μl Detection Antibody (yeşil renkte) eklenmiştir 

(Şekil 3.4). 
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Şekil 3.4. Hücre lizatlarına detection antibody‘nin eklenmesi 

 

- Plakalar şeffaf bir materyal ile sıkıca kapatılarak 37°C’de 1 saat süre ile 

inkübe edilmiştir. 

- Şeffaf materyal nazikçe kaldırılarak, plaka içeriği boş bir hazneye 

aktarılmıştır.  

- İçeriği boşaltılan her kuyucuk yıkama tamponu ile 4 defa (her seferinde 

200 μl ile) yıkanmıştır.  

- Yıkanan her kuyucuğa 100 μl HRP-L (kırmızı renkte) eklenmiştir (Şekil 

3.5). 

 
Şekil 3.5. Hücre lizatlarına HRP-L‘nin eklenmesi 
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- Plakalar şeffaf bir materyal ile sıkıca kapatılarak 37°C’de 30 dakika süre 

ile inkübe edilmiştir. 

- Şeffaf materyal nazikçe kaldırılarak, plaka içeriği boş bir hazneye 

aktarılmıştır.  

- İçeriği boşaltılan her kuyucuk yıkama tamponu ile 4 defa (her seferinde 

200 μl ile) yıkanmıştır.  

- Yıkanan her kuyucuğa 100 μl TMB Substrat eklenmiştir. 

- Plakalar şeffaf bir materyal ile sıkıca kapatılarak 37°C’de 10 dakika süre 

ile inkübe edilmiştir. 

- Her kuyucuğa 100 μl durdurucu çözeltisi eklenerek birkaç saniye nazikçe 

çalkalanmıştır (Pozitif tepkimenin başlangıç rengi mavidir, durdurucu 

çözeltisi eklendikçe sarıya dönmüştür) (Şekil 3.6). 

 

Şekil 3.6. Hücre lizatlarına durdurucu çözeltisinin eklenmesi 

 

- Durdurucu çözeltisi eklendikten 30 dakika sonra plakaların altı tüy 

bırakmayan kağıt havlu ile silinerek 450 nm’de absorbans değerleri ELISA 

cihazı aracılığıyla ölçülmüştür (EZ Read 400 Microplate Reader, 

Biochrom Ltd., UK). 

 

Cleaved Notch1 Analizinin Yapılması: 

Cleaved Notch1 (Kopmuş hücre içi Notch1 kısmı (NICD) ) protein analizi ELISA kiti 

(PatchScan Cleaved Notch1 Sandwich Elisa Kit, Cell Signaling Inc., USA) 
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kullanılarak yapılmıştır. Bunun için kit prosedüründe olduğu gibi aşağıdaki 

basamaklar izlenmiştir. 

- Oda sıcaklığına getirilen şeritler kuyucuklarına (96 well) yerleştirilerek her 

kuyucuğa 100 μl hücre lizatı (Her bir pasajdaki hücrelerin protein 

konsantrasyonları 0,6 μg/ml olacak şekilde) eklenmiştir.  

- Plakalar şeffaf bir materyal ile sıkıca kapatılarak 37°C’de 2 saat süre ile 

inkübe edilmiştir.  

- Şeffaf materyal nazikçe kaldırılarak, plaka içeriği boş bir hazneye 

aktarılmıştır.  

- İçeriği boşaltılan her kuyucuk yıkama tamponu ile 4 defa (her seferinde 

200 μl ile) yıkanmıştır.  

- Yıkanan her kuyucuğa 100 μl Detection Antibody (yeşil renkte) 

eklenmiştir. 

- Plakalar şeffaf bir materyal ile sıkıca kapatılarak 37°C’de 1 saat süre ile 

inkübe edilmiştir. 

- Şeffaf materyal nazikçe kaldırılarak, plaka içeriği boş bir hazneye 

aktarılmıştır.  

- İçeriği boşaltılan her kuyucuk yıkama tamponu ile 4 defa (her seferinde 

200 μl ile) yıkanmıştır.  

- Yıkanan her kuyucuğa 100 μl HRP-L (kırmızı renkte) eklenmiştir. 

- Plakalar şeffaf bir materyal ile sıkıca kapatılarak 37°C’de 30 dakika süre 

ile inkübe edilmiştir. 

- Şeffaf materyal nazikçe kaldırılarak, plaka içeriği boş bir hazneye 

aktarılmıştır.  

- İçeriği boşaltılan her kuyucuk yıkama tamponu ile 4 defa (her seferinde 

200 μl ile) yıkanmıştır.  

- Yıkanan her kuyucuğa 100 μl TMB Substrat eklenmiştir. 

- Plakalar şeffaf bir materyal ile sıkıca kapatılarak 37°C’de 10 dakika süre 

ile inkübe edilmiştir. 

- Her kuyucuğa 100 μl durdurucu çözeltisi eklenerek birkaç saniye nazikçe 

çalkalanmıştır (Pozitif tepkimenin başlangıç rengi mavidir, durdurucu 

çözeltisi eklendikçe sarıya dönmüştür). 
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- Durdurucu çözeltisi eklendikten 30 dakika sonra plakaların altı tüy 

bırakmayan kağıt havlu ile silinerek 450 nm’de absorbans değerleri ELISA 

cihazı aracılığıyla ölçülmüştür (EZ Read 400 Microplate Reader, 

Biochrom Ltd., UK). 

 

3.6. İstatistiksel Analiz 

Bu çalışmada elde edilen sonuçların istatistiksel analizinde SPSS 20 (Statistical 

Package for the Social Sciences) programı kullanılmıştır. β-Galaktozidaz, Total 

Notch1 ve Cleaved Notch1 ölçümlerinin yapılacağı hücre lizatları ile kontroller 

arasında anlamlı farklılığın olup olmadığını saptamak amacıyla (Farklı gruplardaki 

bireylerin birbirinden farklı olması ve rasgele seçilmiş olması; Aynı grup içindeki 

bireylerin birbirinden bağımsız olması ve rasgele seçilmiş olmasından dolayı) 

parametrik olmayan Mann Whitney U testi uygulanmış ve sonuçlar buna göre 

yorumlanmıştır. İstatistiksel açıdan anlamlılık p≤ 0,05 düzeyinde yapılmıştır. 
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4. SONUÇLAR VE TARTIŞMA 

 

Mezenşimal kök hücreler, 10 yılı aşkın süredir kilinikte kullanılan en büyük kök hücre 

çeşidi olarak karşımıza çıkmaktadır. MKH’ler deney hayvanı modellerinden klinik 

denemelere, hasarlı doku ve immün hastalıklar başta olmak üzere birçok hastalığın 

tedavisinde umut vaadeden başarılı sonuçlar göstermiştir [24].  

Son yıllarda hücresel tedavilerde kullanılmak üzere MKH’ler için yeni bir kaynak 

olarak yağ dokusu ilgi çekmeye başlamıştır. Büyük miktarlarda elde edilebilmeleri, 

yüksek farklılaşma potansiyeli taşımaları, toksisite ve tümör oluşturma açısından 

güvenli olup genetik açıdan oldukça stabil olmaları bu ilginin temel sebeplerindendir. 

Ayrıca salgıladıkları çeşitli faktörlerin immün cevabı kontrol altında tutabilme özelliği 

bu hücreleri rejeneratif tıp açısından önemli bir kaynak haline getirmektedir  [36, 45]. 

Yağ dokusu kaynaklı MKH’ler, hücresel tedavi açısından uygun aday olmakla 

birlikte, doğru ve başarılı bir şekilde kullanılabilmeleri için karanlıkta kalan noktaların 

aydınlatılması gerekmektedir. Bu MKH’lerin taşıdığı kendini yenileme ve farklılaşma 

kapasitelerinde izole edildikleri bireyin cinsiyetine, yaşına, sağlık durumuna ve 

kaynağın vücut içinde bulunduğu konuma göre değişkenlik göstermektedir. Bu 

değişkenliğin etkileri yapılan deneylerle ortaya konuldukları halde, moleküler 

seviyedeki nedenleri henüz tam olarak açığa kavuşturulamamıştır [26, 27]. Ayrıca, 

yağ dokusu MKH’leri diğer MKH türlerine oranla bir seferde daha çok miktarlarda 

elde edilebildikleri halde, yine de izole edildikleri andaki sayıları tedavi amaçlı 

kullanılabilecek sayının altında kalmaktadır. Bu sebeple hücreler In vitro ortamda bir 

süre çoğaltılmak durumunda kalmaktadır. Kültür ortamında çoğaltılan MKH’ler ise, 

hücre içi ve hücre dışı birçok faktörün etkisi altında kalmaktadır. Bu etkilere 

cevaben, her pasajdaki hücreler, kendini yenileme, farklılaşma veya ölüme gitme 

gibi seçeneklere ek olarak hücresel senesens durumuna geçebilmektedir. İlerleyen 

pasajlarda, çoğalma hızında ve farklılaşma kapasitesinde yaşanan düşüş ile 

hücresel senesens durumuna geçen MKH’lerin yarattığı olumsuzluk istenen amacı 

sekteye uğratabilmektedir. Pasajlar arasında oluşan bu değişimin moleküler 

seviyedeki ayrıntıları da henüz tam olarak bilinmemektedir [25, 44].    

Moleküler seviyede yapılacak olan çalışmalarla birlikte, farklı MKH kaynaklarının 

taşıdığı tüm bu farklılıkların ve pasajlar arasındaki değişimin nedenleri daha ayrıntılı 
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bir şekilde tespit edilerek, rejeneratif tıp açısından tam olarak istenilen sonuçlar elde 

edilebilecektir. Nihai amaç, tedavi için kullanılan kök hücrelerin uygun kaynaktan, 

uygun zamanda (uygun pasajda) hedef bölgeye uygulanmasıdır.  

Kök hücrelerde düzenli gelişimin sağlanması ve kontrolsüz büyümenin önlenmesi, 

kendini yenileme ile farklılaşma arasındaki dengenin sıkı kontrolüne bağlıdır. 

Araştırmalar, bu süreçlerin düzenlenmesinde aralarında notch sinyal yolunun da 

bulunduğu birçok farklı sinyal yolları tarafından sağlandığını göstermektedir. Notch 

sinyal yolu, gelişimin farklı evrelerinde temel rol oynayan bir mekanizmadır. Notch 

reseptörü aracılı hücre-hücre etkileşimleri embriyonik gelişimde olduğu gibi yetişkin 

dokuların doku homeostazisinde de kök hücre özelliğinin devamında ve 

farklılaşmasında rol oynamaktadır [27, 76, 77]. 

Buna bağlı olarak bu çalışmada, yağ dokusundan elde edilen MKH’lerin farklı 

pasajlarında gösterdiği notch sinyal yolu etkinliğinin araştırılması amaç edinilmiştir. 

Farklı pasajlardaki MKH’lerin notch sinyal yolu etkinliğinde gösterebileceği 

değişikliklerin tespit edilmesi, tedavi amaçlı olarak kullanılacak MKH’lerin moleküler 

seviyede ayrıntılı özelliklerinin tayin edilmesi ve uygun pasajının belirlenmesi 

açısından önem taşımaktadır. 

 

4.1. Pasajların morfolojik olarak incelenmesi 

Mezenşimal kök hücreler, insan yağ dokusundan, herhangi bir enzimatik yöntem 

kullanılmadan primer eksplant kültür yöntemiyle izole edilmiştir. Bu yöntemle yağ 

dokusundan doğrudan mezenşimal kök hücrelerin ayrılarak kültür kabının yüzeyine 

tutunmaları sağlanmıştır. İnkübasyonu takip eden iki gün içerisinde MKH'lerin 

dokudan ayrılarak kültür kabının yüzeyine tutunmaya başladıkları gözlenmiştir 

(Şekil 4.1). İnce uzun iğ şeklindeki fibroblastik morfolojiye sahip olan MKH’ler ve bu 

hücrelerin arasında eritrositler belirgin olarak görülmüştür. Ancak besiyerinin 

değiştirilmesi ile eritrositler ortamdan uzaklaştırılmış ve birinci pasajdan sonra 

kültürde hemen hemen hiç eritrosit kalmamıştır. P1'den sonra hücre sayısı hızla 

artmaya başlamış ve hücreler P10'a kadar pasajlanmıştır.  
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Şekil 4.1. Yağ dokusundan ayrılmış olan fibroblastik görünüme sahip mezenşimal 

kök hücreler 

 

Hücrelerin günlük takibi yapılarak morfolojik açıdan bir değişiklik gösterip 

göstermedikleri ve pasajlar arasında üreme hızı bakımından fark (konfluent hale 

gelme süreleri) bulunup bulunmadığı tespit edilmiştir. Farklı pasajlardaki MKH’lerin 

inverted mikroskop görüntüleri aşağıdaki şekillerde verilmiştir (Şekil 4.2, 4.3, 4.4, 

4.5, 4.6 ve 4.7) (Olympus IX70, Japan). 
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Şekil 4.2. Mezenşimal kök hücrelerin pasaj 2 görüntüsü (10x) 

 

 

Şekil 4.3. Mezenşimal kök hücrelerin pasaj 3 görüntüsü (10x) 
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Şekil 4.4. Mezenşimal kök hücrelerin pasaj 4 görüntüsü (10x) 

 

 

Şekil 4.5. Mezenşimal kök hücrelerin pasaj 6 görüntüsü (10x) 
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Şekil 4.6. Mezenşimal kök hücrelerin pasaj 8 görüntüsü (10x) 

 

 

Şekil 4.7. Mezenşimal kök hücrelerin pasaj 10 görüntüsü (10x) 
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Farklı pasajlarda mezenşimal kök hücrelerin morfolojileri incelendiği zaman, genel 

olarak fibroblastik morfolojinin korunduğu görülmektedir. Ancak artan pasajlarda 

hücrelerin üreme hızları yavaşlamakta ve konfluent hale gelme süreleri 

uzamaktadır. Bu durum, ileri pasajların hazırlanması için geçen sürenin uzamasına 

neden olmaktadır.  

Gözlemlenen bu sonuçlar, Osathanon ve Gruber’in ayrı ayrı yağ dokusu kaynaklı 

MKH’lerle yaptıkları çalışmalarda elde ettikleri sonuçlarla benzerlik göstermektedir. 

Her iki çalışmada da pasajların ilerledikçe hücrelerin iki katına çıkma sürelerinin 

arttığı dolayısıyle konfluent hale gelme sürelerinin de arttığı ifade edilmektedir [99, 

100]. 

 

4.2. Mezenşimal Kök Hücrelerin Karakterizasyonu 

İnsan mezenşimal kök hücreleri için belirlenmiş olan CD moleküllerinin flow sitometri 

analizi sonucunda bu yüzey moleküllerini ne oranlarda ifade ettiğini gösteren 

sonuçlar şekil 4.8 ve 4.9’da gösterilmiştir. 

 

Şekil 4.8. Pozitif belirteçler ve yüzde ifade oranları 
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Pozitif Belirteçler ve yüzde ifade oranları: 

CD13: %95,49 CD44: %97,25 CD90: %98,17 CD166: %88,48 

CD73: %90,95 CD105: %84,17 CD29: %94,87 

 

 

Şekil 4.9. Negatif belirteçler ve yüzde ifade oranları 

 

Negatif Belirteçler ve yüzde ifade oranları: 

CD45: %0,06 CD15: %0,08 CD5: %0,08  CD7: %0,07 

HLA-DR: %0.10 CD106: %0,05 CD14: %1,14 CD34: %0,92  

CD71: %2,71 CD33: %0,79 CD117: %0,77 CD11b: %1,10 

CD146: %1,97 CD19: %0,94 HLA-G: %0,79 

Yağ dokusu kökenli MKH’ler, kendine özgü yüzey antijenlerini ifade eder. Bu da 

MKH'lerin karışık bir hücre populasyonu içinden hızlı bir şekide ayrılmasını sağlar. 

Bu çalışmada yağ dokusu MKH'leri flow sitometri analizi ile yüzey antijenlerini ne 

oranda ifade ettikleri ölçülmüş ve CD13, CD29, CD44, CD73, CD90, CD105 ve 

CD166 yüzey antijenleri için pozitif, CD45, CD15, CD5, CD7, HLA-DR, CD106, 

CD14, CD34, CD71, CD33, CD117, CD11b, CD146, CD19 ve HLA-G yüzey 

antijenleri için negatif sonuç verdiğini göstermiştir. 
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4.3. Hücre Lizatlarının Protein Miktarları 

Bu aşamada, mezenşimal kök hücrelerinden elde edilen lizatlardaki toplam protein 

miktarı belirlenen pasajlar için ölçülmüştür. BPA testi uygulanan hücre lizatlarının 

her bir pasajdaki protein konsantrasyonları aşağıdaki şekilde bulunmuştur: 

P2:  6,3 μg/ml 

P3:  2,0 μg/ml 

P4:  0,6 μg/ml 

P6:  6,6 μg/ml 

P8: 0,9 μg/ml 

P10: 0,7 μg/ml 

Bu şekilde, ELISA analizi yapmadan önce hücrelerdeki protein miktarı hakkında 

referans bilgi alınmıştır. Pasajlar arasında farklı protein miktarlarının olması 

beklenen bir sonuçtur. Bu farklılığın ELISA analizlerine yansımaması için ölçümler 

yapılırken her bir analiz için eşit oranda protein konsantrasyonları kullanılmıştır. 

 

4.4. ELISA Sonuçları ve İstatistiksel Analizler 

 

-Galaktozidaz Enzimi Etkinliği 

Yapmış olduğumuz çalışmada, farklı pasajlarda bulunan MKH’lerin -galaktozidaz 

etkinliğine ait veriler grafikle gösterilmiştir (Şekil 4.10). 
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Şekil 4.10. Farklı pasajlarda -Galaktozidaz absorbans grafiği 

 

Grafiklerden görüleceği üzere P2 ve P3 gibi kısmen yeni olan pasajlarda düşük 

seviyede gözlenen -galaktozidaz enzimi miktarı, son pasajlara doğru ilerledikçe 

artış göstermektedir. Her bir pasajdaki -galaktozidaz seviyeleri ile kontrol grubu 

arasında istatistiksel açıdan anlamlı bir fark olduğu hesaplanmıştır (* p<0,05). Bu 

durum, hücrelerin ilk pasajlardan itibaren hücresel senesens belirtilerini göstermeye 

başladıklarını ortaya koymaktadır. İlk pasajlar kendi arasında istatistiksel açıdan 

anlamlı bir fark göstermezken (p>0,05), son pasajlarla ilk pasajlar arasında anlamlı 

bir fark olduğu hesaplanmıştır (  p<0,05). Elde edilen bu sonuç, erken pasajlar 

arasında senesense girmiş hücre topluluklarının küçük miktarlarda birikim 

gösterdiğini ve ilerideki pasajlarda bu hücre topluluklarının önemli derecede artış 

gösterdiği anlamına gelmektedir. 

Gruber ve arkadaşları [100] yaptığı bir çalışmada, insan yağ dokusu MKH’lerinin 

pasajlar arasında çoğalma hızında ve hücresel senesens açısından gösterdiği 

farklılıkları hesaplamışlardır. Bu çalışmaya göre 1. ile 13. pasajlar arasında -

galaktozidaz seviyelerine bakıldığında her pasajda değişiklik meydana geldiği 

görülmektedir. Bazı pasajlarda kendinden bir öncekine göre bu seviyelerde düşme 

yaşansa da (Örneğin pasaj 5’in pasaj 4’dekinden ve pasaj 9’un pasaj 8’dekinden 
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daha düşük olması) genel olarak -galaktozidaz seviyelerinde sürekli bir artış göze 

çarpmaktadır. Özellikle 11. pasajdan sonra önemli derecede hücresel senesens 

belirtilerinde artış gösteren MKH’lerin, ilk pasaj ile son pasaj arasında istatistiksel 

açıdan yüksek (p=0.0037) bir anlamlılık hesaplanmıştır [100]. 

Wagner ve arkadaşları [101] yaptığı bir çalışmada, insan kemik iliği MKH’lerinde 

pasajlar arasında hücresel senesens belirteçlerinde meydana gelen farklılıkları 

incelemişlerdir. Gen ifade profillerindeki değişimleri tespit eden bu çalışma, 

pasajların ilerledikçe hücresel senesens belirteçlerinde yükselme olduğunu 

göstermiştir [101].  

Vidal ve arkadaşları [102] yaptığı bir çalışmada, atlardan izole ettikleri yağ dokusu, 

kemik iliği ve göbek kordonu kaynaklı MKH’lerin farklı pasajlarında hücresel 

senesens belirteçlerinde gösterdikleri değişiklikleri ortaya koymuşlardır. Sonuçlar, 

her bir kaynaktan izole edilen MKH’lerin pasajlar ilerledikçe hücresel senesens 

belirteçlerinde artışın olduğu, bu artışın en erken kemik iliği kaynaklı hücrelerde (22. 

bölünmelerinden itibaren) en geç yağ dokusu kaynaklı hücrelerde (73. bölünmeden 

itibaren) istatistiksel açıdan anlamlı bir fark gösterdiklerini tespit etmiştir [102]. 

Çalışmamızda elde edilen veriler literatür ile karşılaştırıldığında benzer sonuçların 

bulunduğunu, MKH’lerin ilerleyen pasajlarda senesense girmiş hücre 

topluluklarında önemli bir artış gösterdiklerini ortaya koymaktadır [100, 101, 102]. 

Senesense girmiş MKH popülasyonlarının salgıladıkları çeşitli faktörler aracılığıyla 

tedavi açısından gerekli kök hücre özelliklerini olumsuz etkilediği bilinmektedir. Bu 

hücrelerin salgıladıkları faktörler, hücre büyümesi, göçü, doku ve damar oluşumu 

gibi olaylar üzerine etkili olduğundan, doku yapısını ve işlevini bozabilmektedir [25]. 

Dolayısıyla gerek literatürde gözlemlenen sonuçlar gerekse çalışmamızda elde 

edilen sonuç, hücresel tedavilerde kullanılacak yağ dokusu kaynaklı MKH 

popülasyonlarının olabilecek en erken pasajlarla sınırlı kalması gerektiğini ortaya 

koymaktadır. 

 

Notch1 Proteini Seviyeleri 

Yapmış olduğumuz çalışmada, farklı pasajlarda bulunan MKH’lerin Notch1 

reseptörü ifadelerine ait veriler grafiklerle gösterilmiştir (Şekil 4.11, 4.12 ve 4.13). 
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Şekil 4.11. Farklı pasajlarda hücre yüzeyindeki Notch1 reseptörü absorbans 

grafiği  

 

Total Notch1 proteini (hücre membranı üzerinde bulunan reseptörler) absorbans 

değerlerine bakıldığında, P2 den P4’e doğru hafif bir düşüş sergiledikten sonra P8‘e 

doğru yükselişe geçen seviye p10’da tekrar hafif düşüş göstermektedir. Her bir 

pasajdaki Notch1 protein seviyeleri ile kontrol grubu arasında istatistiksel açıdan 

anlamlı bir fark olduğu hesaplanmıştır (* p<0,05 ve p<0,01). Bu durum, izole edilen 

MKH’lerin hücre yüzeylerinde Notch1 reseptörlerini ifade ettiğininin göstergesidir. 

Öte yandan, pasajlar arasındaki Notch1 proteini seviyelerinde küçük değişimlerin 

gözlenmesiyle birlikte pasajların birbirine kıyasla protein seviyelerinde istatistiksel 

açıdan anlamlı bir fark olmadığı tespit edilmiştir (p>0,05). 
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Şekil 4.12. Farklı pasajlarda hücre içi kopmuş Notch1 reseptörü absorbans grafiği 

 

Cleaved Notch1 proteini (sinyal yolunun aktif olduğunu gösteren kopmuş Notch1 

hücre içi kısmı (NICD1)) absorbans değerlerine bakıldığında, Total Notch1 

grafiğindeki seyrin hemen hemen aynısı gözlemlenirken, farklı olarak P8’de hafif 

düşüş göstermektedir. Her bir pasajdaki NICD1 protein seviyeleri ile kontrol grubu 

arasında istatistiksel açıdan anlamlı bir fark olduğu hesaplanmıştır (* p<0,05 ve 

p<0,01). Bu durum, Notch1 reseptörlerini hücre yüzeyinde ifade eden bu MKH’lerin 

aynı zamanda bu sinyal yolunu canlı tutmakta yani işlevsel olduğunu 

göstermektedir. Yine Total Notch1 grafiğinde olduğu gibi Cleaved Notch1’de de 

pasajlar arasındaki NICD1 proteini seviyelerinde küçük değişimlerin gözlenmesiyle 

birlikte pasajların birbirine kıyasla protein seviyelerinde istatistiksel açıdan anlamlı 

bir fark olmadığı tespit edilmiştir (p>0,05). 
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Şekil 4.13. Farklı pasajlarda hücre yüzeyindeki ve hücre içi kopmuş Notch1 

reseptörleri absorbans grafiği 

 

Aynı pasajlar içerisinde (her bir pasaj ayrı ayrı) Total Notch1 ile Cleaved Notch1 

protein seviyeleri arasında karşılaştırma yapıldığında istatistiksel açıdan anlamlı bir 

fark olmadığı (P8 hariç) tespit edilmiştir (p>0,05). Bu durum hücre yüzeyinde ifade 

edilen hemen hemen tüm Notch1 reseptörlerinin işlevsellik gösterebilmek için (notch 

sinyal yolunun aktif olması için) koptuklarını göstermektedir. Ancak 8. pasajda 

gözlenen fark istatistiksel açıdan anlamlı olup (  p<0,05) diğer pasajlarda 

gözlemlenen sonuçlara tezatlık oluşturmaktadır. Ortaya çıkan bu tezatlık (deney 

aşamasında oluşabilecek herhangi bir hata söz konusu değilse) sinyal yolunun 

gerektiği durumlarda kapasitesinin altında işlev gösterebildiği anlamını taşımaktadır. 

Literatürde, MKH yüzeyinde ifade edilen Notch1 protein seviyeleri ile hücre içi 

Notch1 kısımları arasındaki farkları gösteren bir deney ile karşılaşılmamış olup, 

çalışmamıza özgü bir sonucu ortaya koymaktadır. 
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Kök hücrelere ait notch sinyal yolu bileşenleri hakkında nispeten az sayıda 

biyokimyasal veri bulunmaktadır. Notch sinyal yolu bileşenlerinin gen aktivitelerinin 

engellenmesi veya teşvik edilmesi yoluyla elde edilen bu verilerin kök hücrelerde 

kendini yenileme ve farklılaşma gibi açılardan değerlendirilerek moleküler 

seviyedeki belirsizliklerin giderilmesi amaçlanmaktadır. Memelilerde 4 farklı notch 

reseptörü (Notch 1, 2, 3 ve 4) bulunmasına karşın çalışmalar, özellikle Notch 1 

reseptörünün işleyişine odaklanmaktadır. Hücre membranı üzerindeki ve kopmuş 

hücre içi kısımlarının miktarlarının tayini, o hücrelerdeki etkinliğinin gösterilmesi için 

bir araçtır [76,77].  

Yağ dokusu kök hücreleri için Notch1 reseptörü etkinliğine ait veriler sınırlı olup 

çelişkiler içermektedir [103]. Örneğin adipojenik farklılaşma göz önüne alındığında, 

kimi çalışmalar notch sinyal yolunun engellenmesi bu yöndeki farklılaşmayı 

arttırdığını belirtirken [104], kimi çalışmalar da bunun farklılaşmayı engellediğini 

ortaya koymuşlardır [105]. 

Fortini ve arkadaşları [97] kalp yetmezliği hastalığı olan insanlarda yaptıkları bir 

çalışmada, sağlıklı ve hasta olan bireylerin yağ dokusundan elde edilen MKH’lerin 

notch proteinleri seviyelerindeki farklılıkları karşılaştırmıştır. Hasta olan kişilerden 

elde edilen MKH’lerin Notch1 proteinlerinde düşme yaşanırken, Notch4 

proteinlerinde yükselme belirlenmiştir. Ancak, Notch1 protein miktarlarındaki düşüş 

istatistiksel açıdan anlamlı iken (p<0.05 ve p<0.001) Notch4 proteinlerindeki artış 

anlamsız olarak hesaplanmıştır. Kalp yetmezliği olan bireylerin MKH’lerinde, 

çoğalma kapasitesinde ve farklılaşma potansiyelinde düşme, hücresel senesens 

belirteçlerinde ise artış olduğu göz önünde bulundurulduğunda, Notch1 protein 

miktarındaki düşüşün bu olumsuzluklarla ilgili olduğu sonucuna varılmıştır. 

Dolayısıyle Fortini ve arkadaşları, notch sinyal yolunun etkinliğindeki düşüşün 

MKH’lerdeki çoğalma ve farklılaşma kapasitelerini düşürdüğünü öne sürmüştür  

[97].   

Moriyama ve arkadaşları [98] sağlıklı olan insanlarda yaptıkları bir çalışmada, 

hipoksik ortamdaki yağ dokusu kaynaklı MKH’lerin Notch1 proteinlerinde normoksik 

ortamdakilerine göre yaklaşık iki katı kadar artış olduğu gözlemlemiştir. Hipoksik 

ortamdaki MKH’lerde, çoğalma kapasitesinde ve adipositlere, osteositlere ve 

kondrositlere olan farklılaşma potansiyelindeki artışla birilikte hücresel senesens 

belirteçlerinde azalma olduğu ifade edilmektedir. MKH’lerdeki bu olumlu özelliklerin 
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notch sinyal yolu tarafından etkilenip etkilenmediğini daha ayrıntılı araştıran ekip, 

DAPT (Notch sinyal yolunu engelleyen ajan) uygulamasının ardından Notch1 

proteinlerinin yok denecek kadar azalmasıyla birlikte her iki ortamdaki MKH’lerin 

çoğalma kapasitelerinde ve adipositlere, osteositlere ve kondrositlere olan 

farklılaşma potansiyelindeki önemli düşüşle birlikte apoptozise uğramış hücrelerde 

belirgin bir artış gözlemlemiştir. Sonuçta Moriyama ve arkadaşları hipoksik 

koşullardaki MKH’lerin çoğalma ve farklılaşma kapasitelerindeki bu artışın notch 

sinyal yolu etkinliğindeki artışla ilgili olduğunu öne sürmüştür [98]. 

Osathanon ve arkadaşları [99] yaptıkları bir çalışmada notch sinyal yolunun, sağlıklı 

insan kalça derialtı yağ dokusundan izole edilen MKH’lerdeki, farklılaşmaya olan 

etkisini incelemiştir. Adipojenik farklılaşma potansiyeli yükseldikçe Notch2, Notch3 

ve Notch4 mRNA seviyelerinde düşme kaydedilen çalışmada, Notch1 mRNA 

seviyesinde ise bir değişim görülmemiştir. Osteojenik farklılaşma potansiyeli 

yükseldikçe Notch1, Notch2 ve Notch4 mRNA seviyelerinde bir değişim 

görülmezken, Notch3 mRNA seviyesinde (istatistiksel açıdan anlamlı olmayan) 

düşüş kaydedilmiştir. MKH’lerdeki notch sinyal yolunun adipojenik farklılaşmadaki 

rolünü daha ayrıntılı inceleyen ekip, hem yüksek hem düşük farklılaşma 

potansiyeline sahip gruplarda DAPT (Notch sinyal yolunu engelleyen ajan) 

uygulamasından sonra, her iki grupta farklılaşma potansiyelinde artışın olduğunu 

görmüştür. Sonuçta Osathanon ve arkadaşları notch sinyal yolunun insan derialtı 

yağ dokusu MKH’lerde osteojenik farklılaşmada görevinin bulunmadığı, adipojenik 

farklılaşmayı ise bastırdığını öne sürmüştür [99]. 

Yukarıdaki çalışmalarda elde edilen sonuçlar birlikte düşünüldüğünde, insan yağ 

dokusundan izole edilen MKH’lerde, notch sinyal yolunun çoğalma ve farklılaşma 

kapasiteleri üzerine olan etkileri çelişkili görünmektedir. Fortini ve Moriyama’ya göre 

notch sinyal yolu etkinliğindeki artış MKH’lerdeki farklılaşma kapasitelerini 

arttırırken, Osathanon’a göre düşürmekte (adipojenik farklılaşma) veya aynı 

kalmaktadır (osteojenik farklılaşma). Benzer bir durum kemirgenlerin yağ 

dokularından izole edilen MKH’ler için de geçerlidir [105, 106]. Çalışmalar daha 

ayrıntılı incelendiğinde, bu farklılıkların aynı dokunun vücut içinde bulunduğu 

konumdan (mikroçevreden) kaynaklandığı görülmektedir. Fortini gerçekleştiği 

çalışmasında karın derialtı yağ dokusunu kullanırken, Osathanon kalça derialtı yağ 

dokusunu kullanmıştır [97, 99]. 
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Yaptığımız çalışmada kültürde kullanılan besiyeri, MKH’lerin çoğalmalarını 

destekleyecek ve herhangi bir yönde farklılaşmayı engelleyecek özelliktedir. 

Dolayısıyle ilk pasajdan 10’uncu pasaja kadar çoğaltılan MKH’ler herhangi bir 

farklılaşma uyaranına maruz kalmadan çoğalma potansiyelini sürdürmüştür. İleri 

pasajlara doğru gidildikçe üreme hızında görülen düşüşle birlikte hücresel senesens 

oranında artış gözlenmiştir. Ancak gerçekleşen bu değişikliklere rağmen Notch1 

protein seviyelerinde bir değişim gözlenmemiştir (istatistiksel açıdan anlamsız, 

p>0,05). İnsan yağ dokusu MKH’lerdeki notch sinyal yolu etkinliği açısından yapılan 

çalışmaların azlığı bu konuda kesin yargıların kurulmasına engel olmakla birlikte 

literatürdeki veriler ışığında çalışmamızı yorumladığımızda şu sonuçlara 

ulaşılmaktadır; 

İlk 10 pasaj için, artan hücresel senesens oranının, popülasyonun Notch1 aracılı 

sinyal yolu etkinliği üzerine bir etkisi bulunmamaktadır. İnsan karın derialtı yağ 

dokusundan izole edilen MKH’lerde pasajlar arttıkça Notch1 proteini seviyelerinde 

değişikliğin olmaması, bu hücrelerdeki Notch1 aracılı sinyal yolunun çoğalma 

potansiyelini korumakla ilgili bir görevi üstlendiğini göstermektedir. Ancak, belli bir 

yöndeki farklılaşma uyarıldığı takdirde Notch1 seviyelerinde değişikliğin olması 

muhtemeldir [97, 98]. Hücresel senesensin giderek arttığı bu ilk 10 pasaj içerisinde 

notch sinyalinin fazla değişmemesi literatürde henüz gösterilmemiş bir durum olup 

çalışmamıza özgü bir sonuçtur.  

Bununla birlikte, ilk pasajlardaki Notch1 seviyeleri ile son pasajlardaki seviyeler 

arasında grafikte gözlemlenen küçük düşüş, hücresel senesensin Notch1 aracılı 

sinyal yolu etkinliği üzerine olumsuz etkisi olabileceğini göstermektedir. Bir diğer 

deyişle notch sinyal yolu, artan senesens belirtilerine karşın hücrelerin canlılığını ve 

devamlılığını koruyabilmek için işlevini sürdürmeye çalışarak direnç göstemektedir. 

Notch sinyal yolunun birçok etmen tarafından etkilenebildiği göz önünde 

bulundurulursa, 10’uncu pasajın üzerindeki pasajlarda (hücresel senesens oranının 

daha fazla arttığı pasajlar) sinyal yolunun değişiklik gösterip göstermeyeceğinin 

ortaya konulması için ilave araştırmaların yapılmasına  ihtiyaç vardır. 

Hücre yüzeyinde ifade edilen Notch1 reseptörlerinin hemen hemen tümünün etkin 

halde olmaları, kullanılacağı kadar reseptörün ifade edildiği sonucunu doğururken, 

gerekli durumlarda hücre yüzeyinde hazır halde bulunan Notch reseptörlerinin 

tümünün kullanılmadığı da ortadadır. Örneğin, şekil 4.13’te görüldüğü üzere P8’deki 
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Notch1 kopmuş hücre içi kısımları hücre yüzeyinde bulunan Notch1 proteinlerinden 

istatistiksel açıdan anlamlı derecede daha azdır (p=0,004). Bu durum, yağ dokusu 

MKH’leri için Notch reseptörüne ait mRNA seviyelerinin ölçülerek (notch sinyal yolu 

etkinliğiyle ilgili) yapılan etkinlik değerlendirmelerinin her zaman için doğruluğu 

gösteremeyeceğini ortaya koymaktadır. 

Sonuç olarak yapılan bu çalışmada, mezenşimal kök hücrelerde kendini yenileme 

ile farklılaşma arasındaki dengeyi sağlayan, önemli moleküler mekanizmalardan biri 

olan Notch1 aracılı sinyal yolunun farklı pasajlardaki etkinliği ortaya konulmuştur. 

İnsan yağ dokusundan izole edilen MKH’lerin farklı pasajlarda notch sinyal yolu 

etkinliğinde bir değişiklik gösterip göstermediği araştırılmıştır. Bunun için hem hücre 

membranı üzerinde bulunan Notch1 reseptör miktarları hem de (sinyal yolunun etkin 

olduğunu gösteren) kopmuş hücre içi kısımlarının miktarları (kontrole kıyasla) 

belirlenmeye çalışılmıştır. Elde edilen sonuçlar, hücresel senesens, kendini 

yenileme ve farklılaşma açısından ne anlama geldiği değerlendirilerek hücresel 

tedavilerde kullanılması planlanan MKH’lerin ayrıntılı özelliklerin belirlenmesine 

çalışılmıştır.  

Bundan sonra yapılabilecek çalışmalarda 10’uncu pasajın üzerindeki pasajlarda 

notch sinyal yolu etkinliğinin ne şekilde devam edeceğine bakılabilir. Bu şekilde 

senesensin daha fazla arttığı hücrelerde notch sinyal yolu aktivitesinde değişikliğin 

olup olmayacağı ve bu durumun MKH’lerdeki kendini yenileme üzerine etkisi ortaya 

konulabilir. Ayrıca, kendini yenileme mekanizmasında birçok farklı sinyal yolunun 

birlikte görev aldığı göz önünde bulundurulursa, diğer sinyal yollarına ait belirleyici 

elemanların da çalışılması, bu tip kompleks etkileşimleri daha doğru şekilde 

anlaşılmasını sağlayabilir.   
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