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OZET

INSAN YAG DOKUSU MEZENSIMAL KOK HUCRELERINDE
NOTCH SINYAL YOLUNUN ARASTIRILMASI

Asim Niyaz
Yuksek Lisans, Biyoloji Bolumu
Tez Danismani: Do¢.Dr. Ozer Aylin GURPINAR

Ocak 2017, 67 sayfa

Kok hucreler, ¢ogalabilme, kendini yenileyebilme ve cesitli tipteki hucrelere
farkhlasabilme yeteneklerine sahip 6zellesmemis hucrelerdir. Sahip olduklari bu
potansiyel nedeniyle vicutta doku onarimi ve tedavisi amaciyla 6nemli goreve

sahiptirler.

Notch sinyal yolu, omurgali ve omurgasizlarda hiicre yasam dongusunde Kilit rol
oynamaktadir. Anormal notch sinyal yolu aktivasyonu gelisimsel problemler,
norodejeneratif hastaliklar ve kanser ile iligkilidir. Notch sinyal yolu, kok htcre
biyolojisinde koklulik 6zelliginin devami veya farklilasma gibi duruma gére degdisen
biyolojik sonuglar gosterir. Notch sinyal yolu, yag dokusu MKH’lerinde calisiimakla
birlikte, sinyal yolunun igleyigiyle ilgili olarak farkli sonuglar elde edilmektedir. Bu
bilgiler 1siIginda calismamizda amag, farkl pasajlardaki insan yag dokusu

MKH’lerinde notch sinyal yolu aktivitesindeki degisiklikleri aragtirmaktir.

Bu amagla oncelikle saglikli donorlerden yag dokusu elde edilmis ve yag doku
MKH’leri primer eksplant kiiltir ydntemi ile izole edilmistir. izole edilen hiicreler

karakterize edilmis ve farkli pasajlara cogaltilmistir (P2, P3, P4, P6, P8 ve P10).



Elde edilen hicrelerde pasajlar arasinda yaglanmanin tespiti i¢in hicre igi lizozomal
aktivite sonucu olusan B-galaktozidaz miktarlari ol¢guimustur. Farkli pasajlardaki
hicrelerde notch sinyal yolunun aktivitesindeki degisiklerin incelenmesi amaciyla,
Total Notch1 (hlicre membrani Gzerinde bulunan reseptorler) ve Cleaved Notch1
(sinyal yolunun aktif oldugunu gosteren kopmus hucre ici kismi) ELISA yontemi
kullanilarak kantitatif olarak olgulmustur. Elde edilen sonuglar istatistiksel olarak

analiz edilmis ve yorumlanmisgtir.

Sonuglar yag dokusu kokenli MKH’lerle (P2, P3, P4, P6, p8 ve P10) ile kontrol
arasinda B-galaktozidaz aktivitesi agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark
oldugunu (p<0,05) gostermistir. B-galaktozidaz aktivitesi, hlcrelerdeki yashlikla
paralel bir sekilde artmakta ve bdylece hicrelerdeki yaslanmanin derecesini ortaya
koymaktadir. Total Notch1 ve Cleaved Notch1 ELISA analizlerinin sonuglarina gére
farkh pasajlardaki MKH’ler ile kontrol arasinda istatistiksel agidan anlaml bir fark
oldugu (p<0,05) ancak pasajlar arasinda anlaml bir fark olmadigi (p>0,05)
goOrulmektedir. Bu durum MKH’lerin notch reseptdrlerini ifade ettigini ve bu sinyal

yolunu aktif tuttugunu géstermektedir.

Sonug olarak, MKH’lerin farkli pasajlarda notch sinyal yolu aktivitesini gostermeyi
devam ettigini ve bu aktivitenin pasajlar arasinda bir farkhlik olusturmadigi
gOsterilmistir. Bu durum, ilk on pasaj icin MKH’lerin kendini yenileyebilme

Ozelliklerini degismeden devam ettirdigini ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: insan, yad doku, mezensimal kék hiicre, B-Galaktozidaz,
Notchl



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE NOTCH SIGNALING PATHWAY IN
HUMAN ADIPOSE DERIVED MESENCHYMAL STEM CELLS

Asim Niyaz
Master of Science, Department of Biology
Supervisor: Dog¢.Dr. Ozer Aylin GURPINAR

January 2017, 67 pages

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 -

galactosidase levels were measured. Changes of the notch signaling pathway



activity at different passages were measure by ELISA. Total Notchl (receptors
located on the cell membrane) and Cleaved Notchl (the intracellular part of the

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

The results showed that B-galactosidase activity of cells show a significant
difference (p<0,05) between adipose derived MSCs (P2, P3, P4, P6, P8 and P10)
and control. B-galactosidase activity increased parallel with aging and thus
demonstrate the degree of aging of the cells. Total Notchl and Cleaved Notchl
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, B-Galactosidase,
Notchl
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1. GIRIS

Mezensimal kdk hucreler (MKH) kendini yenileyebilme, vicudun ihtiyag duydugu
Ozellesmis huacrelerine farklilagsabilme potansiyeline ve immunomodulasyon veya
immunoregulasyon olarak bilinen immin cevabi baskilama kapasitesine sahip
hicrelerdir. Sahip olduklari bu 6zelliklerinden dolayr ginimuizde doku ve organ

tamirinde 6nemli bir yer tutmaktadir.

Son yillarda hucresel tedavilerde kullaniimak tzere MKH’ler i¢in yeni bir kaynak
olarak yag dokusu ilgi gekmeye baslamigtir. Buyuk miktarlarda elde edilebilmeleri,
yuksek farklilagsma potansiyeli tagimalari, toksisite ve timoér olusturma agisindan

guvenli olup genetik agidan oldukga stabil olmalari bu ilginin temel sebeplerindendir.

Vucutta bulunan bu MKH’lerin, izole edildikleri andaki sayilar tedavi amagli
kullanilabilecek sayinin altinda kalmaktadir. Bu nedenle hicrelerin kiltir ortaminda
bir sure cogaltiimasi gerekmektedir. Kiltir ortaminda ¢ogaltilan MKH’ler, vicut
icerisindeki ortamda oldugu gibi hicre ici ve hicre disi birgok faktdrin etkisi altinda
kalmaktadir. Bu etkilere cevaben kendini yenileme, farklilasma veya hicre
Oolumundn yani sira hucre dongusunun durmasi ile karakterize edilen hucresel
yaslanma (cellular senescence) durumuna gecgebilmektedir. Senesens ile birlikte
MKH’lerin salgiladiklari faktorlerde degisiklikler meydana gelmektedir. Bunun da
kok hucre oOzelliklerini olumsuz etkiledigi bilinmektedir. Bu hlcrelerin salgiladiklar
faktorler, hiicre bluylmesi, gogu, doku olusumu gibi olaylari etkilemekte ve bdylece

doku yapisi ve islevi bozulabilmektedir.

Kok hucrelerde duzenli gelisimin saglanarak kontrolsiz buylimenin onlenmesi,
kendini yenileme ile farklilasma arasindaki dengenin siki kontroline baglidir. Bu
sureclerin duzenlenmesinde aralarinda notch sinyal yolunun da bulundugu birgok
farkh sinyal yolu gorev almaktadir. Notch sinyal yolu, organizma gelisiminin farkl
evrelerinde ve yetigkin dokularda temel rol oynayan bir mekanizmadir. Notch
reseptoru aracili hiicre-hucre etkilesimleri embriyonik gelisimde oldugu gibi, yetigkin
dokularda da doku homeostazisinin saglanmasi surecinde kdk hdcrelerin kendini

yenilemesinde ve farklilagsmasinda rol oynamaktadir.

Notch sinyal yolunun hedef genleri arasida ¢ogalma, farklilagsma ve htcre 6limu

gibi olaylarda gorev alan bircok gen bulunmaktadir. Cok c¢esitli hedef genlerinin

1



bulunmasi bu sinyal yolunun hucrelerde ¢ok farkli etkilerinin gosterilmesine neden

olmaktadir.

Gunumuzde, kok hucrelere ait notch sinyal yolu bilesenleri hakkinda az sayida
biyokimyasal veri bulunup bunlarin ¢ogu, bu bilesenlerin gen aktivitelerinin
engellenmesi veya tesvik edilmesi yoluyla elde edilmigtir. Bu sonuglarin kok
hicrelerde kendini yenileme ve farkllasma gibi acgilardan degerlendirilerek

MKH’lerdeki gorevleri hakkinda bilgi ediniimeye ¢aligiimistir.

Yapilan bu calismada, MKH’lerde kendini yenileme ile farklilasma arasindaki
dengeyi saglayan onemli bir molekiler mekanizma olan Notch1 aracili sinyal
yolunun farkli pasajlardaki etkinligi ortaya konulmustur. Sonugta, MKH’lerin farkl
pasajlarda notch sinyal yolu aktivitesini gostermeyi devam ettigini ve bu aktivitenin
pasajlar arasinda bir farklilik olusturmadigi (p>0,05) gdsterilmistir. Bu durum, ilk on
pasaj icin MKH’lerin kendini yenileyebilme 6zelliklerini degismeden devam ettirdigini

ortaya koymaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kok Hiicreler

ik kez 19. yiizyil sonlarinda botanikle ilgili yazilarda ‘meristem’ ismiyle karsimiza
¢tkan kok hiucre kavrami, bitkinin gelismekte olan kisimlarinda, bolinme hizi yuksek
olan hiicreleri tanimlamak igin kullanilmigtir. llerleyen yillarda embriyolojiyle ilgili
temel g¢alismalarda, butlin bir organizmayi meydana getiren déllenmis yumurtaya
‘kdk hicre’ isminin verilmesi, gunimizde de bunlara benzer o6zellikler tasiyan

hdcrelerin bu kavramla anilmalarina neden olmustur [1].

Kok hucreler, kendini yenileyebilme ve cesitli tipteki hucrelere farklilasabilme
yeteneklerine sahip 6zellesmemis hucrelerdir. Bu ozellikleri nedeniyle kok hucreler,
embriyonik dénemden baslayarak gelisimin farkli evrelerinde etkinlik gdsterirler.
Bunun yaninda, yetiskin dokularda da yagsam dongusunu tamamlayip apoptozise
giden vacut hucrelerinin ve farkli sebeplerle nekroze olan hucrelerin yerine

yenilerinin gelmesini saglarlar [2].

Kok htcreler, kokenlerine ve farklilasma potansiyeline goére, iki farkli sekilde
siniflandinlabilirler (Sekil 2.1) [3, 4].
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Meme KH Kardiyak KH Deri KH

Sekil 2.1. Kokenlerine ve farklilagma potansiyeline gore kok hucreler [3, 4].

Kbékenlerine gére kbk hiicreler

Embriyonik kok hucreler (EKH) ve yetigkin kok hicreler olmak Uzere temelde iki ana

gruba ayrilirlar.

Embriyonik kdk hucreler, ilk defa 1981 yilinda farelerden ve 1998 yilinda
insanlardan izole edilerek tanimlanmistir [5, 6]. Blastosistin (5-6. gunler) i¢ hlcre
kitlesinde yer alan hucreler EKH olarak isimlendirilir. Oct4, Nanog ve Sox2 gibi
transkripsiyon faktorlerini ifade eden bu hudcreler, embriyonun her Ug¢ tabakasini
(endoderm, mezoderm ve ektoderm) ve bu tabakalardan kéken alan tim doku ve

organ sistemlerini olusturabilme yetenegine sahiptir [7, 8, 9].

Yetigkin kok hicreler (YKH), fetis dokularinda, amniyon sivisinda, gobek baginda
ve plasentada oldugu gibi olgun bireylerin birgok doku ve organlarinda bulunan
hacrelerdir. Bu hucreler bulunduklari doku veya organa 0Ozgu isimlendirilirler.
Ornegin kalp dokusunda bulunan kok hiicreler kalp kok hiicresi ismini alirken, sinir

dokusunda bulunan kok hucreler sinir kdk hdcresi olarak isimlendirilir [2]. Sinirli
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farkhlasma potansiyeline sahip bu hucreler, birgok farkl buyume faktoru, sitokin ve

kimokin uretirler [10].

Son yillarda literatlire girmis bir diger kavram olan uyarilmis pluripotent kdk hicresi
(uPKH), ilk defa 2006 yilinda yapilan bir galismayla giindeme gelmistir [11]. Vicut
hdcrelerine, Sox-2, Oct %, Klf-4 ve c-Myc gibi genlerin aktariimasi sonucu

pluripotent dzellikte hucreler elde edilmis ve bunlara uPKH ismi verilmigtir [12].

Farklilagma potansiyeline gbre kék hlicreler
Totipotent, pluripotent ve multipotent olmak Gzere temelde Ug¢ ana gruba ayrilirlar.

Totipotent hucreler, gelisimin erken safhalarinda bulunan, en 06zellesmemis
hicrelerdir. Tum embriyonik dokular ve plasenta gibi embriyo disi dokulara
farkhlasabilme yetenegine sahip oldugundan, zigot ve onun ilk iki bélinmesi sonucu

olusan hucreler totipotent 6zelliktedir [13].

Pluripotent hucreler, plasenta gibi embriyo disi dokular haricinde endoderm,
mezoderm ve ektoderm tabakalarina ve bu U¢ germ tabakasindan kdken alan tim

doku hicrelerine farklilagabilme yetenegine sahip hicrelerdir [14].

Multipotent hucreler, yetiskin bireylerin dokularinda bulunan, kdoken aldigi germ

tabakasi dokusu hucrelerine farklilagsabilme yetenegine sahip hicrelerdir [15].

Bunlarin disinda, tek bir hiicre tirlne farklilasabilme yetenegine sahip hicreler de
bulunmaktadir.  Ornegin, miyoblast  hiicreleri sadece kas liflerine
farkhlasabilmektedir. Bu tip hucreler unipotent kdk hicre olarak isimlendirilebilecegi

gibi 6ncu hucreler (progenitor, prokursor) olarak ta isimlendirilebilirler [16].

EKH ve uPKH’lerin, pluripotent 6zellikte olup klinikte kullaniima potansiyeli yuksek
olmasina karsin, etik nedenler basgta olmak Uzere, nakledildikleri bolgelerde timor
ve immun cevap olusturma gibi kaygilar, bu hicrelerin tedavi amagli kullanimlarini
sekteye ugratmaktadir [17]. Oysa mezensimal kok hicre (MKH) gibi, yetigkin kdk
hacrelerin kullaniminda, etik sorunlar s6z konusu olmamakla birlikte hasarli doku
onarimi basta olmak Uzere birgok hastaligin tedavisinde kullaniimalari mamkin
olmaktadir [18]. Bu nedenle, guinimuz hucresel tedavi uygulamalarinda en sik tercih
edilen kok hicre ¢esidi MKH’lerdir [19].



2.1.1. Mezensimal Kok Hucreler

Mezensimal kok hucreler, ilk defa Fridenstein ve ekibi tarafindan 1970’li yillarda
gerceklestirilien galismalarla kesfedilip, plastik kultir kabinin ylzeyine tutunabilen
fibroblast benzeri hicreler olarak tanimlanmigtir [20, 21]. 1991 yilinda ise Caplan
bu hicreleri, mezensim doku hucrelerine farklilasabildiklerinden, mezensimal kdk
hacreler (MKH) olarak isimlendiriimesini onermis ve gunumuize dek bu isimle

aniimasini saglamigtir [22].

Uluslararasi Hucresel Terapi Toplulugu (International Society for Cellular Terapy-

ISCT), bu hicreleri tanimlayabilmek igin tg¢ temel dlgut getirmistir [23]. Bunlar:

1) Standart kultur kosullarinda plastik ylzeylere tutunabilmelidir.

2) CD105, CD73, CD90 yuzey antijenleri bakimindan pozitif, CD45, CD34,
CD14 (veya CD11b), CD79a (veya CD19) ve HLA-DR yuzey antijenleri
bakimindan negatif olmalidir.

3) In vitro kosullarda osteoblastlara, adipositlere ve kondroblastlara

farkhlasabilmelidir.

2.1.2. Mezensimal Kok Huicre Biyolojisi

MKH’ler kendini yenileyebilme ve farklilasabilme potansiyelinin yaninda,
immunomodulasyon veya immunoregulasyon olarak bilinen, immun cevabi
baskilama kapasitesine sahip c¢ok etkin hucrelerdir. Sahip olduklar bu
Ozelliklerinden dolayi gunumuaz rejeneratif tibbinda ¢ok dnemli bir yer tutmaktadir
[24].

Vicutta birgcok farkhh dokuda MKH’ler bulunmakla birlikte, izole edildikleri andaki
sayllari tedavi amach kullanilabilecek sayinin altinda kalmaktadir. Bu nedenle
hicreler In vitro ortamda bir sire ¢ogaltilmak durumundadir. Kiltir ortaminda
cogaltilan MKH’ler, In vivo ortaminda oldugu gibi, hticre ici ve hicre disi birgcok
faktorin etkisi altinda kalmaktadir. Bu etkilere cevaben kendini yenileme,
farklilagma veya 6lime gitme gibi segeneklere ek olarak hiicre déngusunin durmasi
anlamina gelen hidcresel senesens (cellular senescence) durumuna

gecebilmektedir [25].

Bir kok hiucrenin ana hucreye benzer bir gelisim potansiyeline sahip bir veya iki adet

kok hucreyi olugturmak Uzere asimetrik veya simetrik olarak bolinme iglemi kendini
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yenileme olarak bilinir. Kendini yenileme yetenegi, kok hicrelerin geligsim sirasinda
sayllarini arttirabilmeleri ve hasar sonrasi kendi kok hicre havuzunu
yenileyebilmeleri ile ilgilidir. Hicre dongusu kontrollini gerektiren bu yetenek hiicre
kaltarlerindeki MKH’lerin multipotent o6zelliklerini koruyarak c¢ogalabilmesi igin
gereklidir [26].

Bir kok hucrenin, kendisinden farkl, ozellesmis hucreleri olusturmak Uzere
bolinmesi islemi farklilasma olarak bilinir. MKH’ler belirli sartlar altinda birgok farkh
hicre g¢esidine farklilasabilme yetenegine sahiptir. Belirli hiicre ¢esidine farklilasma,
MKH’lerdeki farklilagsmay! kontrol eden genlerin uyarilmasi sonucu gergeklesir.
Blyume faktorleri ve uyarici kimayasallar gibi biyomateryallerin olusturdugu

mikrogevre de farklilasmayi baslatabilen uyarici etmenlerdendir [27].

Bircok hicre cesidi gibi MKH’ler de, bir programlanmis hlicre 6lumu bigimi olan
apoptozise girerek kendisini yok edebilme yetenegine sahiptir. Apoptozis gelisim
sirasinda oldugu gibi yetiskin bireylerde de doku homeostazinin saglanmasinda
kritik rol oynayan bir mekanizmadir. Bu mekanizmanin temelinde, sistein
proteazlarin bir ailesi olan kaspazlarin aktive edilmesi yatmakta olup cesitli

uyaranlarin etkisiyle gelismektedir [28].

Hucresel senesens birgok durumda DNA hasar cevabi olarak bilinen olaylar
zincirinin bir sonucudur. Bu nedenle kisalan telomerler, DNA c¢ift zinciri kiriklari,
kromatin organizasyonunu duzenleyen etmenler ve gucli mitojenik sinyaller
potansiyel birer hicresel senesens etkenleridir. Bu etkenlerin DNA hasar cevabi
baglatmalari sonucu Rb/p16 ve p53/p21 gibi sinyal yollari uyarilarak hicre

dongusinin durdurulmasi saglanmaktadir [29].

Hucresel senesense ulasmis MKH’ler, hiicre dénglsu durdurulmus olmasina karsin
metabolik agidan etkin olup karakteristik 6zellikler tasir. Gen ifade profilleri degisen
bu hlcreler, senesense bagl p-galaktozidaz etkinliginde artis gOsterirler. B-
galaktozidaz lizozomal bir enzim ¢esidi olup GLB1 geni tarafindan kodlanmaktadir.
Zamanla buyuyen lizozomlarin iglevi gere@i bu enzimlerin de daha fazla etkinlik

gOsterdigi dustnulmektedir [25, 29].

Mezensimal kok hicreler, fetlis ve yenidoganin doku ve organlarinda olabildigi gibi
yetigkin bireyin c¢esitli doku ve organlarinda da bulunmaktadir. Bunlar arasinda

amniyon sivisi, plasenta, gobek kordonu, kemik iligi, periferik kan, kikirdak, dis



pulpasi, iskelet kasi, dermis ve yag dokusu sayilabilir (Sekil 2.2) [27, 30]. Bu tez
calismasinda elde edilme kolayligi ve bir seferde toplanan doku miktarinin fazla

olmasi nedeniyle yag dokusu MKH’leri kullaniimigtir.

dis pulpast

iskelet Rast

periferik Ran
yag doRusu

kemik ilii

dermis

Sekil 2.2. Mezensimal kdk hicre kaynaklari [27, 30]

2.1.3. Yag Dokusu Kaynakli Mezensimal Kok Huicreler
Yag dokusu, ¢cogunlukla lopguklar halinde organize olmus olan yag hucrelerinden

olusur [31]. Doku hacminin %90’dan fazlasini olgun adipositler olustururken, geriye



kalan kismini adiposit onculleri, fibroblastlar, vaskuler diz kas hucreleri, endotel
hucreleri, dolagimdaki kan hucreleri ve kok hlcrelerin olusturdugu stromal vaskuler
fraksiyon kaplar [32, 33]. Bu bdlgede bulunan kok hicreler ilk defa Zuk ve ekibi
tarafindan vyapilan c¢alismalarla g0sterilmistir [34]. Kultir kabina tutunucu,
pasajlanabilen bu multipotent ozellikteki hlcre populasyonlari, Uluslararasi Yag
Uygulamasi Teknolojileri Dernegi tarafindan adip6z kokenli kok hicreler (Adipose
derived Stem Cells-ASCs) olarak adlandinimistir [35]. Salgiladiklari faktorler
sayesinde immun cevabi kontrol altinda tutabilme ve bir seferde ¢ok miktarlarda
elde edilebilme 6zelliginden dolay! bu hicreler rejeneratif tip agisindan énemli bir

kaynak haline gelmistir [36].

Yag dokusu MKH’leri birgok yuzey antijenini ifade etmektedir. Tim MKH’ler gibi
CD105, CD73 ve CD90 igin pozitif, CD45, CD34, CD14 (veya CD11b), CD79a
(veya CD19) ve HLA-DR icin negatif ifade gostermesinin yaninda, diger MKH
kaynaklarindan ayrilan bazi farkli yiizey antijenlerini bulundurmaktadir. Ornegin
kemik iligi MKH’leriyle kiyaslandiginda, CD106 icin negatif, CD36 i¢in pozitif ifade
gOstermektedir [37]. Ayrica, kulture edilmis yag dokusu kaynakli MKH’lerin ilk ve ileri
pasajlardaki yuzey antijenlerinde de degisiklikler gorulmektedir. Pasaj sayisi
ilerledikge CD34 antijeninde azalma gdzlenirken, CD105 ve CD166 antijenlerinde
artma gozlenmektedir [38, 39].

Kulture edilmis yag dokusu MKH’leri kismen erken pasajlarda birgok sitokin, kimokin
ve blyume faktoru salgilamaktadir. Bunlar arasinda HGF, VEGF, IGF-1, bFGF, GM-
CSF, TNF-a, IL-6, IL-7, IL-8, IL-11, adiponektin, anjiyotensin, katepsin D,
pentraksin, retinol baglayici protein (RBP) ve CXCL12 sayilabilir [40, 41, 42]. Ayrica
hicre yuzeyinde bu sitokin, kimokin ve buyume faktorlerinin reseptorlerini de ifade
etmektedir (Cizelge 2.1) [43, 44]. Yag dokusu kaynakli MKH’leri salgiladiklari bu
faktorler ve diger hucre tiplerine farklilasabilme yetenekleri nedeniyle doku

rejenerasyonunda etkin rol oynadiklari belirtiimektedir [36, 45].



Cizelge 2.1. Yag dokusu mezengimal kok hucrelerinde salgilama faktorleri ve
reseptorleri [43, 44]

YUzey antijenleri CD13, CD29, CD44, CD73, CD90,
CD105, Stro-1, Sco-1

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

Kimokin reseptorleri CCR1, CCR2, CCR4, CCR6, CCRY7,
CCR9, CCR10, CXCR1, CXCR2,
CXCR4, CXCR5

Ekstraselller matriks reseptorleri ICAM-1, ICAM-2, VCAM-1, ALCAM,
endoglin, hyaluranon, integrinler: al, a2,

a3, oA, aV, B1, p2, 3, p4

BlyUume faktorl reseptorleri BGF-R, PDGF-R

Diger reseptorler Thy-1, IFN-aR, TGF-BR, TNF-R
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2.2. Notch Sinyal Yolu

Notch kelimesi, ilk defa 1914 yilinda John S. Dexter tarafindan meyve sineklerinin
kanatlarinin ucundaki ¢entikli gorunuma (notched wings, yabani tipten farkl) ifade
etmek igin kullaniimistir (Sekil 2.3) [46]. 1917 yilinda Thomas Hunt Morgan bu
kusura neden olan ilk gen allelini tanimlarken, 1937’de Donald F. Poulson tarafindan
gerceklestirilen bir calisma notch geninin gelisimde oynadigi rolu ortaya koymustur
[47]. 1980’li yillara gelindiginde notch geninin klonlama ve sekanslama iglemlerine
tabi olmasi onemli gelismeleri beraberinde getirmigtir [48, 49]. Drosophila
melanogasterde  bulunan  notch  geninin  molekller  karakterizasyonu,
Caenorhabditis, Xenopus ve insanlardaki homologlarinin tanimlanmasina énculik
etmigtir [50, 51, 52]. 1990’h yillara gelindiginde ise notch geninin Grinu olan notch
proteinin yeni bir hiicreler arasi sinyal yolu olarak islev gérdigu farkedilmistir [53,
54].

Drosophila melanogaster

Yabani tip Notch Rusuru

Sekil 2.3. Drosophila kanatlarinda notch kusuru [46]

Notch reseptorlerinin ligandlarina cevaben baglatilan en yaygin sinyal iletimi
standart notch sinyal yolu olarak bilinir. Standart notch sinyal yolunda,
transmembran yapidaki notch reseptorleri komsu hicredeki yine transmembran

yapidaki ligandlariyla (Delta, Serrat, Lag ailesi ligandlar) etkilesim kurarak, notch
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reseptorlerinin proteolitik bolinmesine neden olur. Bolinme sonucu agiga ¢ikan
notch hucre ici kismi gekirdege gecerek CSL ailesi DNA baglayici proteinleriyle
etkilesime gecer. Bu etkilesim sonucunda hedef genlerinin transkripsiyonu

baslatiimis olur [55].
Standart notch sinyal yolu belirli 6zellikler sergilemektedir. Bunlar;

1) Dogrudan hucre hucre temasini gerektirmektedir (jukstakrin etki).

2) Hulcre yuzeyiyle cekirdek arasinda ikincil mesajcilar kullaniimamaktadir
(Notch hucre ici kismi serbest kalip dogrudan g¢ekirdegin icerisine gecgerek
transkripsiyon faktoru olarak gorev almaktadir).

3) Gelisimsel ve hicresel sartlara gore ¢ok degisken sonuglari olan (pleitropik)
bir sinyal yoludur (Aktivasyonu veya inhibisyonu, hlicre tipine ve duruma goére

cogalma, farklilasma veya hicre 6limine neden olabilmektedir) [56].

Notch reseptorlerinin, temel ligandlari (Delta, Serrat, Lag ailesi ligandlari) digindaki
ligandlar tarafindan veya parakrin etkiler araciligiyla etkinlestiriimesi ise standart
olmayan notch sinyal yolu olarak bilinir. Standart olmayan notch sinyal yolunda,
mekanizma benzer sekilde olmasina karsin, hedef gen boélgesinde CSL ailesi DNA
baglayici proteinleri bulunmamaktadir. Bu sekilde gelisen mekanizma standart
olmayan notch sinyal yolu olarak adlandiriimasinin yaninda, notch sinyal yolunu

etkileyen diger faktorler olarak ta degerlendiriimektedir [55, 56, 75].

2.2.1. Standart Notch Sinyal Yolu Mekanizmasi

Notch reseptodrleri, komsu hucrelerdeki DSL (Delta, Serrate, Lag) ailesi ligandlari
tarafindan aktive edilen, tek gegcisli transmembran proteinlerdir. Drosophila’da bir
notch reseptori ve iki ligand (Delta, Serrate) bulunurken, memelilerde 4 notch
reseptori (Notchl, 2, 3, 4) ve 5 ligand (DII1, 3, 4, Jagl, 2) bulunur (Sekil 2.4) [57].

Notch reseptorleri, endoplazmik retikulumdaki translasyonlarinin ardindan, htcre
membranina gecgerken, birka¢ dedisiklige ugramaktadir. Translasyondan sonra
protein glikozil transferazlar tarafindan reseptoérlerinin ligandina 6zgunlGgunu
saglayan seker molekulleri eklenmektedir [58]. Sentezlendiginde tek parga bir dncul
protein seklinde bulunan reseptorler, golgiye geldiklerinde furin ailesi proteazlar

tarafindan ikiye bolinmektedir [59]. ik boélinmeyi (Sitel-S1) burada gegiren
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reseptorler, birbirine kovalent olmayan baglarla tutunan bir heterodimer seklinde

membrana gegmektedir [60].

Reseptorler Ligandlar
o NICD l EGF tekrarlari EGF tekrarlar:
B, dNotch R+ 111 U RTTETEEETETE PR SUNNNe{t— Serrar
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. 1 004 ool o
2 Notch2 - &
2 I 000000 Il
& i ‘ b= D]]]
) Notch3 - -€
- | -
: — Ut - DIi3
Notch4 e -€
W D14
hiicre ici hiicre hiicreler arast ortam hiicre

membrani membrani

Sekil 2.4. Notch reseptorleri ve ligandlari [57]

Komsu hucrelerin dogrudan temasi sirasinda uygun ligandlar notch reseptorlerine
baglanarak yapisal degisiklige neden olmaktadir. Bu degisiklik, notch reseptorleri
uzerinde ADAM (A Disintegrin and Metalloproteinase) metalloproteinazlarin
ulasabilecegi uygun bir kismi agida ¢ikararak reseptorun bu kisimdan bolinmesine
yol agmaktadir. Reseptorin gecirdigi bu ikinci bélinmeden (S2) geriye membranda
notch hticre disi kalintisi (Notch extracellular truncation — NEXT) kalmaktadir. Bu
kalinti daha sonra y-sekretaz tarafindan Ugtincu ve dérdincu kisimlarindan (S3, S4)
bollinerek reseptorin aktif hali olan Notch htcre ici kismini (Notch intracellular
domain — NICD) acida ¢ikarmaktadir (Sekil 2.5) [61].
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Sekil 2.5. Notch hticre i¢i kisminin yapisi [61]

iki cekirdek lokalizasyon sinyaline (NLS) sahip olan NICD, bu ydnlendiriciler (NLS)
sayesinde c¢ekirdee gec¢mektedir. Burada CSL (Omurgallarda CBF1,
Drosophila’da Su(H), Caenorhabditis'te Lag-1 ve memelilerde RBP-Jk) ailesi DNA
baglayici proteinlerine baglanarak hedef genlerini aktive etmektedir. NICD
cekirdekte olmadiginda RBP-J, NCoR/SMRT, CIR, Hairless/CtBP, FLH1C/KyoT2,
Groucho/TLE ve MINT/SHARP/SPEN protein es baskilayicilarla (corepressor)
birlikte HDACs (Histone deacetylases) gibi epigenetik faktorlerler geni inaktif halde
tutmaktadir [62]. NICD cekirdege gectiginde ise, (ANK ve RAM kisimlari araciligiyla)
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RBP-J ve MAML ile birlikte UGgli bir kompleks olusturmaktadir (Sekil 2.6). Bu Ggla
kompleks, mevcut es baskilayicilarin ortamdan uzaklagmasini ve SKIP, CycC/Cdk8
ve CycT1/Cdk9 gibi es etkinlestiricilerle (coactivator) birlikte HATs (Histone
acetyltransferases) gibi epigenetik faktorlerin toplanarak hedef genlerin aktif hale

gegmesini saglamaktadir [63, 64, 65].

a ool Ankirin
/ [ N/ e tekrarlar
,,,,, [—=o-——: : ( \v]<7[) )

Hedef gen ==

Sekil 2.6. NICD/RBP-J/IMAML iiclii kompleksi (pdb: 3V79)

Sinyal iletiminin durdurulmasi igin, NICD’in PEST kismi CDK8 tarafindan fosforile
edilerek, SEL10/FBXW?7 gibi Ubikitin ligazlar tarafindan isaretlendikten sonra

proteozom aracili pargalanma gergeklesmektedir [62].

Notch reseptorlerinin sentezi, hlicre membranina tasinmasi ve ligandlar ile
etkilesime gegmesinin ardindan baglatilan sinyal yolunu gosteren sema Sekil 2.7'de

verilmigtir.
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Sekil 2.7. Notch sentezi ve sinyal yolu [55]
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2.2.2. Notch Sinyal Yolunda Hedef Gen Segiminin Dlizenlenmesi

Notch sinyal yolunun en ¢ok ifade edilen ve iyi tanimlanmis hedef genleri, bHLH
transkripsiyon es baskilayicilarini kodlayan HESR (hairy and enhancer of split-
related) ailesi genleridir. Bunlarin yani sira gogalma, farklilagsma ve hicre 6limu gibi
olaylarda gorev alan daha birgok gen notch’un hedefleri arasindadir (Sekil 2.8) [66].
Farkli hicre tiplerinde gesitli genlerin hedeflenmesinin temeli hentz tam olarak
anlasiimis olmamakla birlikte transkripsiyon faktorleri ile epigenetik faktorlerinin bu

cesitliligin duzenleyicileri oldugu belirtiimektedir [65].

Proliferation
e.g., myc, cyclinD

Apoptosis
. e.g., reaper, hid
.
_mm%mmw‘mm ! Cell fates

M /'
W M)_Olarget genes
Nicd < active \ Signaling pathways
CSt-., e.g., Lip-1, ErbB2, EGFR,
’ \ Notch
“Realizators”
e.g., metabolism genes,

cytoskeletal regulators
21 UsCAA

Sekil 2.8. Notch hedef genleri [66]

am e.g., HESR, GATA3, Pax2

Notch hedef genleri gok sayida transkripsiyon faktoru tarafindan ¢evrelenmektedir.
Bu transkripsiyon faktorlerinden bazilari RBP-J'nin  DNA’ya baglanmasini
etkileyebilmektedir. Ornegin, RBP-J'nin DNA'ya baglanma bdlgelerinde Ets
transkripsiyon faktorlerinin bulunmasi baglanmayi arttirdigi, lkaros ve ZNF143’Un
bulunmasi ise bu bdlge icin RBP-J ile rekabet ettigi dusunulmektedir [67, 68, 69].
Transkripsiyon faktorlerinin NICD ile etkilesimi de, NICD’in RBP-J’ye baglanmasini
etkileyebilmektedir. Ornegin, Nf-kB’nin bulunmasi NICD’in RBP-J'ye baglanmasini
glglendirdigi 6ne surulmektedir [70]. Bazi transkripsiyon faktorleri ise RBP-J'ye
baglanma bodlgeleri icin NICD ile rekabet ederek NICD/RBP-J/IMAML Ugli

kompleksinin olusumunu engelleyebilmektedir. Bu durumla basa ¢ikabilmek igin
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NICD’in baglanma boélgelerinde dimerik sekilde bulunabildigi gésterilmektedir (Sekil
2.9) [71].

NICD/RBPj/MAML NICD/RBP)/MAML
kompleksi kompleksi
(D . )

NICD dimeri

hedef gen

Sekil 2.9. Baglanma bdélgelerinde NICD Dimeri (pdb: 3NBN)

Notch hedef genlerinin etkinlegtiriimesinde veya baskilanmasinda gorev alan bir
diger etken histon modifikasyonlaridir. GCNS/PCAF ve p300 gibi histon
asetiltransferazlar (HATs) NICD aracili etkinlestirme kompleksinin bir pargasi iken,
SIRT1 gibi histon deasetilazlar (HDACs) ise RBP-J baskilayici kompleksinin bir
parcasidir [72, 73, 74]. Benzer bir sekilde histon 3 lizin 4 trimetilasyonu (H3K4me3)
genlerin etkinlestiriimesine, demetilasyonu ise baskilanmasina neden olurken,
histon 3 lizin 27 trimetilasyonu (H3K27me3) genlerin baskilanmasina,

demetilasyonu ise etkinlestiriimesine neden olmaktadir [65].
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2.2.3. Notch Sinyal Yolunu Etkileyen Faktorler

Notch sinyal yolu, ¢ok farkli molekuller ve mikrogevresel olaylar tarafindan
etkilenmektedir. Hlcre digi matriks bilesenlerinin dogrudan veya dolayli olarak
notch reseptér ve/veya ligandlari ile etkilesimde bulunmasi sinyal yolunu
etkinlestirebilmekte veya baskilayabilmektedir. Baylume faktorleri ve sitokinler
tarafindan uyarilan TGF-B, WNT/B-catenin, VEGF gibi sinyal yollari ve integrin
aracili diger sinyal yollari ile karsilikli etkilesimde bulunup notch etkinliginde
degisiklikler yapabilmektedir. Ayrica, hipoksi ve hiperglisemi gibi mikrocevresel
kosullar tarafindan da dizenlenebilmektedir. Cesitli etmenlerin notch sinyal yolu

uzerine olan etkilerini belirten gizelge asagida verilmistir (Cizelge 2.2) [75].
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Cizelge 2.2. Notch Sinyal Yolunu Etkileyen Faktorler [75]

Hucre Disi Matriks ile Etkilesim

Etkiler

1) MAGP-2

2) EGFL7

3) CCN3

4) TSP-2

5) Sindekanlar

6) Kollajen (tip | ve 1V)

7) YB-1

8) SPARC

9) Fibulin-3

10) Laminin (a4 ve 111)

1) integrin aracili Notch etkinlestirilmesi, Notch
ile etkileserek sinyal yolunun baskilanmasi

2) integrin aracili Notch etkinlestiriimesi, Notch
ile etkileserek sinyal yolunun baskilanmasi

3) Notch1 reseptérine baglanarak sinyal
yolunun etkinlestiriimesi

4) Notch3 reseptdrine baglanarak sinyal
yolunun etkinlestiriimesi

5) Notch3 reseptérine baglanarak sinyal
yolunun etkinlestiriimesi

6) Notch3 reseptérine baglanarak sinyal
yolunun baskilanmasi

7) Notch3 reseptériine baglanarak sinyal
yolunun baskilanmasi

8) Notchl transkripsiyonunu baskilayarak
sinyal yolunun baskilanmasi

9) DII-4 ifadesini arttirarak Notch sinyal yolunun
etkinlestiriimesi

10) DIl-4 ifadesini arttirarak Notch sinyal
yolunun etkinlestiriimesi

Diger Sinyal Yollari ile Etkilegim

Etkiler

1) TGF-B/BMP

2) WNT

3) VEGF

1) NICD ve SMAD3 arasindaki etkilesim

2) NICD ve pB-catenin arasindaki etkilesim,
GSK3p aracili NICD fosforilasyonu

3) DII-4 aracili Notch1 sinyal yolunu arttirma

Mikrogevre Kosullari

Etkiler

1) Hipoksi

2) Hiperglisemi

1) wy-sekretaz etkinligini ve DII-4 ifadesini
arttirma

2) VEGF aracih Notch sinyal yolunun

arttinimasi
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2.3. Kok Hiicrelerde Notch Sinyal Yolu

Gunumuzde, kok hucrelere ait notch sinyal yolu bilesenleri hakkinda gbrece az
sayida biyokimyasal veri bulunmaktadir. Bunlarin ¢ogu, bu bilesenlerinin gen
aktivitelerinin engellenmesi veya tesvik edilmesi yoluyla elde edilen sonuglarin kok
hicrelerde kendini yenileme ve farklilasma gibi acilardan degerlendiriimesiyle

olusturulmustur [76,77].

2.3.1. Noral Kok Hiicrelerinde Notch Sinyal Yolu

Yapilan bir gcalismada, fare néral tibunin orta beyin kisminda sartli Notch1
inaktivasyonu, apoptozisle devam eden erken noéral farklilagsmaya neden olmustur.
Sonucta serebellumdaki néron sayisinda azalma gozlenirken, gliyal hucrelerin de
etkilendigi gosterilmistir [78]. Ayni sekilde, fare noral progenitorlerinde Notchl veya
RBP-J'nin baskilanmasi, progenitér hlicrelerin azalmasina ve erken farklilagsmaya
neden olmustur [79, 80]. Benzer sonuglarin neokorteks boélgesinde de gézlenmesi,
notch sinyal yolunun beyin gelisiminde noéral farklilasmay! engellemek yoluyla

kok/progenitdr havuzunun korunmasi gorevini ustlendigini gostermektedir [81, 82].

Bununla birlikte, farelerde yapilan g¢alismalarda notch sinyal yolu aktivitesinin gliyal
progenitorlerde  astrositlere farklilasmasina, aktivitenin  baskilanmasi ise
oligodendrositlere farklilagsmasina neden olduklari gosterilmistir [83, 84]. Buna
karsin zebra baliklarinda ise glial progenitorlerde oligodenrosit farklilagsmasina
neden oldugunun gdsterilmesi, notch sinyal yolunun (organizmalar arasinda
farkhliklarin bulunmasinin yaninda) gliyal hiicre 6zellesmesinde de goérev aldiklarini

ortaya koymaktadir [85].

2.3.2. Akciger Bazal Hiicrelerinde Notch Sinyal Yolu

Akciger epiteli, salgi ve silli hucreler gibi 6zellesmis hucrelerle birlikte, henuz
degisime ugramamis bazal hucrelerden meydana gelmektedir. Bazal hucreler,
etrafindaki bu 6zellesmis hucreleri yasam boyu meydana getirme 6zelligine sahip
kok hucrelerdir [86]. Fareler Uzerinde yapilan bir galismada, akciger epitel dokusuna
verilen hasar sonucunda bazal hiicrelerinde notch hedef genlerindeki artigla birlikte

dzellesmis hiicrelere farklilagsmanin gerceklestigi tespit edilmistir. insan akciger
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epitel hdcrelerinin In vitro kultirde denenmesi, notch sinyal yolunun insanlarda da

benzer bir rol oynadigini dusundurmektedir [87].

2.3.3. Bagirsak Kok Hiicrelerinde Notch Sinyal Yolu

Fareler Uzerinde yapilan g¢alismalarda, y-sekretaz veya RBP-J'deki iglev kaybinin
badirsak kok hucrelerinde (Lgr5+ progenitorler) goblet hucreleri yéninde
farkhlasmaya neden olmustur [88, 89]. Ayni sekilde bir bagka galisma, notch sinyal
aktivitesinin arttirilmasi, salgi hucrelerine farkhlagsmanin énlenmesinin yaninda kok
hicre havuzunda artisi sagladigini géstermistir. Bu sonuglar, fare bagirsak kok
hicrelerinde notch sinyal aktivitesinin kok/progenitér 6zelliginin korunmasinda ve
kendini yenilemenin saglanmasinda gorev aldigini ortaya koymaktadir [90]. Buna
karsin, Drosophila’da ise notch sinyal aktivitesinin baskilanmasi, bagirsak kok
hlcrelerinin kendini yenilemesine neden oldugunu gostermesi bu organizmada

notch sinyal aktivitesinin farklilagsmada roli oldugunu distndurmektedir [91].

2.3.4. Hematopoetik Kok Hiicrelerinde Notch Sinyal Yolu

Farelerde yapilan calismalarda, RBP-J veya MAML’deki islev kaybinin kemik
iligindeki hematopoetik kok hlicrelerin homeostazinda herhangi bir etkinin olmadigi
gosterilmistir [92, 93]. Ayni sekilde Notch1 geni baskilanmis hematopoetik kdk
hucrelerin de homeostazinda bir degisikligin gozlenmemesi, bu sinyal yolunun
hematopoetik kok hucrelerde kendini yenilemede gorevinin  olmadigini

gOstermektedir [94].

Bununla birlikte yapilan bir calismada, kemik iligindeki hematopoetik
progenitorlerinde notch sinyal yolunun aktivasyonunun saglanmasi bu hucrelerin B
hacre farklilagsmasini bastirirken T hicre farkllasmasina neden olduklari tespit
edilmigtir [95]. Ayrica, insan hucreleriyle kilturde yapilan bir galismada, T hucre
Ozellesmesinin doza bagimli bir sure¢ oldugunun gosterilmesi, notch sinyal
aktivitesindeki degisken seviyelerin farkl hiicre 6zellesmelerine neden olabilecegini
dusundurmektedir [96].

Noral, akciger bazal, bagirsak ve hematopoetik kok hulcrelerinde notch sinyal
yolunun etkileri gizelge 2.3'te 6zetlenmigstir. Goruldugu Uzere farkli hicre tiplerinde
notch sinyal yolunun etkilerinde farklilhklar gézlenmektedir.
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Cizelge 2.3. Farkli organizma/doku tiplerindeki kok hucrelerde notch sinyal

yolunun etkileri [76, 77]

Koken

Gorev

Fare noral kok hiicreler

Fare gliyal progenitorler

Zebra baligi gliyal progenitorler

Noral kok hicrelerinin kendini

yenilemesi

Gliyal progenitorlerin astrositlere

farkhlasmasi

Gliyal progenitorlerin oligodendrositlere

farkhlagsmasi

Fare akciger bazal hucreler

insan akciger bazal hiicreler

Bazal hicrelerin 6zellesmis hicrelere

farkhlagsmasi

Bazal hicrelerin 6zellesmis hicrelere

farkhlagsmasi

Fare bagirsak kok hucreler

Drosophila bagirsak kok hucreler

Bagirsak kok hicrelerinin kendini

yenilemesi

Bagirsak kok hucrelerinin farkhlagmasi

Fare hematopoetik kok hucreler

insan hematopoetik kdk hiicreler

Hematopoetik kok hucrelerin T

hlcresine farklilasmasi

Hematopoetik kdk hucrelerin T

hicresine farklilasmasi
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2.3.5. Yag Dokusu Kaynakli Mezensimal Kok Hiicrelerde Notch Sinyal Yolu

Fortini ve arkadaslar [97] kalp yetmezligi hastaligi olan insanlarda yaptiklari bir
calismada, saglikh ve hasta olan toplam 35 kiside MKH’lerin 6zellikleri ve Notch
sinyal yolu etkinligindeki farklliklari karsilastirmistir. Kalp yetmezligi olan 25 hasta
ve 10 saglikli kisinin karin derialti bdlgesindeki yad dokusundan izole ettikleri
MKH’lerin gesitli 6zellikleri bakimindan farkhliklarin bulundugu belirtilmistir. Hasta
olan kisilerden sagliklilara oranla daha az miktarda elde edilen MKH’lerde, ¢cogalma
kapasitesinde ve farkllasma potansiyelinde disme, hicresel senesens
belirteclerinde ise artis oldugu goézlemlenmistir. Yine hasta olan kisilerden elde
edilen MKH’lerin Notch1 proteinlerinde disme yasanirken, Notch4 proteinlerinde
yukselme kaydedilmigtir. Ancak, Notch1 protein miktarlarindaki dusus istatistiksel
agidan anlamh iken (p<0.05 ve p<0.001) Notch4 proteinlerindeki artis anlamsiz
olarak hesaplanmistir. Sonucta Fortini ve arkadaslari kalp yetmezligi hastalarindaki
yag dokusu MKH’lerinde gbzlemlenen kdk htcre 6zelliklerindeki bu dustsin notch

sinyal yolunun etkinligindeki dususle ilgili oldugunu belirtmistir [97].

Moriyama ve arkadaslari [98] saglikh olan insanlarda yaptiklari bir calismada, Notch
sinyal yolunun MKH’ler Gizerine olan etkisinin normoksik (%20 O2) ve hipoksik (%5
0O2) ortamlardaki degisimini incelemigtir. Yaslari 20 ile 60 arasinda degisen 5 kadin
ve 2 erkek olmak Uzere toplam 7 bireyde derialti bolgesindeki yag dokusundan izole
edilen MKH’lerin hipoksik ortamda normoksik ortama gore hicresel senesens
belirteclerinde azalma, ¢cogalma kapasitesinde ise artis oldugu ifade edilmistir.
Yuzey antijenleri bakimindan 6nemli bir farkin bulunmadigi her iki ortamdaki
hicrelerin hipoksik kosullarda olanlarinda adipositlere, osteositlere ve kondrositlere
olan farkhlasma potansiyelinde de artisin saglandidi belirtiimistir. Yine hipoksik
ortamdaki MKH’lerin Notch1 proteinlerinde normoksik ortamdakilerine gére yaklasik
iki kati kadar artis oldugu gozlemlenmistir. Belirtilen bu 6zelliklerin notch sinyal yolu
tarafindan etkilenip etkilenmedigini arastiran ekip, DAPT uygulamasinin ardindan
Notchl proteinlerinin yok denecek kadar azalmasiyla birlikte her iki ortamdaki
MKH’lerin ¢ogalma kapasitelerinde onemli bir dlisus ve apoptozise ugramis
hicrelerde belirgin bir artis gdzlemlemigtir. Ayrica adipositlere, osteositlere ve
kondrositlere olan farklilagsma potansiyelinde de onemli bir disus kaydedilmistir.

Sonugta Moriyama ve arkadaslari hipoksik kosullardaki MKH’lerin kdék hicre
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Ozelliklerindeki bu artigin notch sinyal yolu etkinligindeki artigla ilgili oldugunu ortaya
koymustur [98].

Osathanon ve arkadaslari [99] yaptiklari bir ¢alismada notch sinyal yolunun
MKH’lerdeki farkllasmaya olan etkisini incelemistir. insan kalca derialti yag
dokusundan izole ettikleri MKH’leri adipojenik ve osteojenik farklilagsmaya ugratarak
her iki yonde farklilagsan hucreleri potansiyellerine gore yuksek ve dusuk olmak
uzere ikiser gruba ayirmigtir. Tum gruplardaki notch reseptor mRNA seviyelerini
Olcen ekip su sonuglari gdézlemlemistir. YUksek adipojenik farklilagsma potansiyeline
sahip MKH’ler dusuk olanlarina gore daha duguk Notch2, Notch3 ve Notch4 protein
seviyelerine sahipken Notch1 protein seviyesinde bir degisim olmamigtir. Yuksek
osteojenik farklilasma potansiyeline sahip MKH’ler dislk olanlarina gére Notchl,
Notch2 ve Notch4 protein seviyelerinde bir degisim gostermezken Notch3 protein
seviyesinde dusUs kaydedilmistir (ancak bu dusus istatistiksel agidan anlamsiz
olarak hesaplanmistir). MKH’lerdeki Notch sinyalizasyonunun adipojenik
farkhlasmadaki rolinl daha ayrintil inceleyen ekip, hem ylksek hem duslk
farkhlasma potansiyeline sahip gruplarda DAPT uygulamasindan sonra, her iki
grupta farklilasma potansiyelinde artisin saglandigini ifade etmistir. Sonucta
Osathanon ve arkadaslari notch sinyal yolunun insan derialti yag dokusu MKH’lerde

adipojenik farklilasmayi bastirdigini ileri strmustar [99].

Tdm bu calismalar géz 6nline alindiginda, notch sinyal yolunun sadece farkli
organizmalarda degil ayni zamanda bir organizmanin ¢esitli dokularinda da duruma
gore farkh sonuglar gosterebildigi gorulmektedir. Dolayisiyle bu galismada, insan
yag dokusu kaynakli MKH’ler incelenmis olup, karsilastirma igin alinan ¢alismalar

da yine insan yag dokusundan izole edilen MKH’ler olmustur.
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3. LABORATUVAR GALISMASI VE YONTEM

Bu projede, insan yad dokusu mezensimal kok hucrelerinin (MKH) farkh
pasajlarinda notch sinyal yolu etkinligindeki degisikliklerin incelenmesi
hedeflenmigtir. Bu amagla oncelikle, insan derialtt yag dokusu MKH’leri primer
eksplant kiltar ydntemiyle izole edilmis; izolasyonu yapilan hicreler farkli pasajlara
cogaltilarak karakterize edilmis; belirli pasajlarda B-galaktozidaz seviyeleri 6l¢iimus

ve notch sinyal yolunun etkinligindeki degisim incelenmigtir.

3.1. Mezensimal K6k Hiicrelerin izolasyonu

Mezensimal kdk hicre eldesi icin GATA Plastik ve Rekonstruktif Cerrahi Klinigi'ne
yatan uygun hastadan (44 yasinda, saglikli erkek birey) abdominoplasti (karin
germe) ameliyatindan elde edilen biyolojik materyal (derialti yag dokusu)
kullaniimistir. Yag dokusu, ylksek antibiyotik iceren besi ortami (Tasima besiyeri:
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium-Dusuk glukoz iceren (DMEM/LG), %20 fetal
bovine serum (FBS) ve %3 penisilin streptomisin (Biowest Inc., France) ) icinde hizli
bir sekilde Hacettepe Universitesi Biyoloji Bolimu Hiicre Kultiri Laboratuvarina
getirilmistir. Bu asamadan sonraki iglemler laboratuvarimizda steril hava kabini

icerisinde gercgeklestirilmigtir (Sekil 3.1).

ik olarak yag dokusu tasima besiyeri iginde 0,5-1 cm’lik doku pargalarina ayrimis,
kontaminasyon riskini en aza indirebilmek icin yine bu ortam iginde birka¢ kez

yikanarak, 6 kuyucuklu kaltur kaplari igerisine alinmigtir.

Bu doku pargalarinin Gzerine birer damla %20 FBS (Biowest Inc., France) ve %0.2
antibiyotik iceren DMEM/LG (Biowest Inc., France) eklenmis ve 37°C’de %5 CO2-
%95 hava ortaminda standart kiltlr kosullarinda 20 dakika sureyle inkibe edilmistir
(Sekil 3.2). Bu sekilde doku parcalarinin kiltir kabinin ylzeyine yapisarak,

inkiibasyonun devaminda hucrelerin yuzeye daha kolay tutunmalari saglanmistir.

Ardindan doku pargalarinin Uzerine ¢ok yavas bir sekilde ve doku pargalarini
hareket ettirmeden 2 ml primer besiyeri (Primer besiyeri: Dusuk glukoz iceren
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM/LG), %10 fetal bovine serum (FBS)
ve %1 penisilin streptomisin (Biowest Inc., France) ) eklenerek standart kultlr

kosullarinda inkibasyona devam edilmigtir.
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Sekil 3.1. Yag dokusunun primer kultur i¢in hazirlanmasi

Sekil 3.2. inkiibasyon icin hazir hale getirilmis yag doku parcalari

inkiibasyonu takip eden 3-4 giin icerisinde hicreler mikroskobik (IX70 Olympus,
Japan) olarak kontrol edilerek yag dokudan fibroblastik karakterli MKH’lerin
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ayrilarak yuzeye tutunmalari takip edilmistir. Bu agama boyunca besiyeri, her gin
taze besiyeri ile degistirilerek hem ortamdaki kirmizi kan hucrelerinin hem hucre
metabolizmasi sirasinda Uretilen atiklarin ortadan kalkmasi ve ayni zamanda
hicrelerin Uretebilecedi olasi biylume faktorlerinin de ortamdan uzaklastirarak bu

faktorlerden kaynaklanabilecek farklilagmalarin da 6nine gecilmesi saglanmistir.

Izolasyonu takip eden 4. giinde yad doku pargalari uzaklastirilarak ortamdaki
besiyeri taze primer besiyeri ile degistiriimistir. Daha sonra bir gun sire ile
inkiibasyona devam edilmistir. Ardindan yizeye tutunmus olan fibroblastik karakterli
MKH’lerin ilk pasajlari yapilmistir. Standart tripsinizasyon yontemi asagida

belirtildigi gibi gergeklestirilmistir:

Hucrelerin Gzerindeki besiyeri alindiktan sonra fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS (Sigma-
Aldrich, Inc., USA) ) ile bir defa muamele edilerek flasklarin yikanmasi saglanmistir.
Yikama igleminin ardindan kuyucuklarin her birine 0.5 ml Trypsin-EDTA (Biowest
Inc., France) eklenerek kulttr kaplari birkag dakika sure ile inkibatorde bekletilmistir
(Bu sure igerisinde hucreler hem birbirleri hem ylzey ile olan badlantilarini
kopararak ylizen konuma gelmislerdir). Her bir kuyucuga 2ml %10 FBS iceren
DMEM/LG (Biowest Inc., France) besiyeri eklenerek hicreler yuzeyden
toplanmistir. Santriflj tiptne alinan hicreler 800 rom’de 5 dakika sureyle santrif(j
edilmistir. Santrifij sonunda supernatan atilarak alt kisimda kalan hticre peleti %10
FBS iceren DMEM/LG (Biowest Inc., France) besiyeri ile homojenize edilmistir.
Homojenize edilen hiicreler 75 cm?lik kiltlr kaplarina aktarilarak standart kiltir
kosullarinda inkube edilmistir. Bu iglemler sonucunda pasaj 1 asamasindaki

hucreler elde edilmistir.

3.2. Mezensimal Kok Hiicrelerin Pasajlanmasi

Mezensimal kok hucreler, pasajlar arasindaki farklihdin gosterilebilmesi icin
pasajlanarak cogaltiimistir. Bunun igin hilcre kultir kabinin ylzeyini tamamen
kaplayarak konfluent hale gelmis olan hicreler tripsinizasyon islemi ile ylizeyden
toplanmis ve her seferinde bir flasktan iki flask olacak sekilde (1 - 2) pasajlanarak
75 cm?ik kiiltir kaplarinda pasajlara devam edilmistir. Bu sekilde her pasajda analiz
icin kullanilacak olan huicrelerde standardizasyonun olusturulmasi saglanmistir.

Hucreler morfolojik olarak takip edilmis ve konfluent hale gelen hucreler pasajlanma
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islemine alinmistir. Devam eden pasajlarda hucrelerin Greme hizlari yavaslamis ve
ureme kapasiteleri dugsmustir. Bunun sonucunda hdcrelerin kultir ortaminda kalis
sureleri uzamis ve devam eden pasajlarin elde edilebilmesi igin gok daha uzun sure
kiltirde kalmalari gerekliligi ortaya ¢ikmistir. Sonugta hicreler 10. pasaja kadar

cogaltiimistir.

3.3. Mezensimal Kok Hiicrelerin Karakterizasyonu

MKH’lerin karakterizasyonu igin flow sitometrik analiz yontemi kullaniimigtir. Bunun
icin, pasaj 3'deki hicrelerin, Kocaeli Universitesi Kok Hiicre ve Gen Tedavileri
Merkezinde (KOGEM) hizmet alimi seklinde karakterizasyonu yapilmistir.
Hucrelerin karakterizasyonu, belirlenmis olan CD molekulleri i¢in flow sitometri
analizi gerceklestirilerek, bu ylizey molekullerinin ne oranlarda ifade ettiginin tespiti

yapimigtir.

3.4. Hucre Lizatlarinin Olusturulmasi ve Protein Miktarinin Tayini
Bu asamada konfluent hale gelmis olan hucrelerden htcre lizati hazirlanmistir.

Bunun i¢in sirasiyla asagidaki basamaklar izlenmigtir:

- Oncelikle hiicrelerin Gizerindeki besiyeri alinarak buz soguklugunda fosfat
tampon ¢ozeltisi ile yikanmistir.

- Fosfat tampon ¢ozeltisi uzaklastirildiktan sonra hicrelerin Gzerine 0.5 ml
Cell Lysis Buffer (Thermo Fisher Scientific Inc., USA) ve son
konsantrasyon 1 mM olacak sekilde Phenylmethylsulfonyl fluoride
(PMSF, Cell Signaling Inc., USA) eklenerek 5 dakika sure ile buzda
inkiibe edilmistir.

- 5 dakika sonunda flasklarin yizeyinden ayrilan hicreler ependorf
tuplerine aktarilarak sonike edilmistir.

- Sonikasyon iglemine tabi tutulan hdcreler 4°C’de 10 dk sure ile (14.000
rpm) santriflj edilerek, sipernatan (hdcre lizatidir) yeni taplere (2ml’lik
alikotlar olacak sekilde) aktariimigtir.

- Bu tek kullanimlik alikotlar -80°C’ye kaldirilarak analiz igin saklanmigtir.

Hucre lizatlarindaki protein konsantrasyonlari Bradford Protein Assay (BPA) testi

uygulanarak dl¢ulmustur. Bu amagla her pasajdan alinan protein 6rnekleri Comasie
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Blue boyasi ile boyanmistir (Sekil 3.3). Boyanan 6érnekler 595 nm dalga boyunda
spektrofotometrik olarak élgulmustir (EZ Read 400 Microplate reader, Biochrom
Ltd., UK). Her bir érnegin protein konsantrasyonu igin hazirlanan standartlardaki

degerler referans alinmigtir.

Sekil 3.3. Hicre lizatlarina Comasie Blue‘nun eklenmesi sonucunda kuyucuklar

arasinda gortlen farkhiliklar

3.5. ELISA Analizleri

ELISA analizleri, hiicre kulttrt laboratuvarimizda bulunan EZ Read 400 Microplate
reader (Biochrom Ltd., UK) araciligiyla gerceklestirilerek  sonuglar
degerlendirilmigtir.

ELISA analizleri i¢in 6lgumuU yapilan hicre lizatlarinda her bir pasaj igin tekrar sayisi
olarak 6 kuyucuk kullanilmigtir. Pasajlarin kiyaslandigi kontrol gruplari olarak distile

su kullaniimigtir.

B-Galaktozidaz Analizinin Yapilmasi:

B-Galaktozidaz enzim etkinliginin tayini ELISA kiti (Mammalian b-galactosidase
assay kit, Thermo Fisher Scientific Inc., USA) kullanilarak yapilmigtir. Bunun igin kit

prosedurunde oldugu gibi asagidaki basamaklar izlenmigtir:
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B-Galactosidase Assay Reagent oda sicakhgina c¢ikarilarak
¢Ozduriuldukten sonra kullanima hazir hale getirilmigtir.

Her kuyucuga 100 pl hicre lizati (Her bir pasajdaki htcrelerin protein
konsantrasyonlari 0,6 pg/ml olacak sekilde) konulduktan sonra tzerlerine
100 pL B-Galactosidase Assay Reagent eklenmisgtir.

Plakalarin Gzeri seffaf bir materyal ile kapatilarak 37°C’de 30 dakika sure
ile inktbe edilmistir.

30 dakika sonra inkubasyondan ¢ikarilan plakalarin her kuyucuguna 100
ML B-Galactosidase Assay durdurucu c¢oOzeltisi eklenerek tepkimenin
durdurulmasi saglanmigtir.

Son olarak 405 nm’de absorbans degerleri ELISA cihazi araciligiyla
Olclimustlr (EZ Read 400 Microplate reader, Biochrom Ltd., UK).

Total Notch 1 Analizinin Yapilmasi:

Total Notchl (Hulcre yuzeyinde bulunan Notchl proteini) protein analizi ELISA Kkiti
(PatchScan Total Notchl Sandwich Elisa Kit, Cell Signaling Inc., USA) kullanilarak

yapilmigtir. Bunun igin kit prosedirinde oldugu gibi asagidaki basamaklar

izlenmistir:

Oda sicakhigina getirilen seritler kuyucuklarina (96 well) yerlestirilerek her
kuyucuga 100 pl hiacre lizati (Her bir pasajdaki hucrelerin protein
konsantrasyonlari 0,6 ug/ml olacak sekilde) eklenmigtir.

Plakalar geffaf bir materyal ile sikica kapatilarak 37°C’de 2 saat sure ile
inkUube edilmigtir.

Seffaf materyal nazikge kaldirilarak, plaka icerigi bos bir hazneye
aktariimigstir.

icerigi bosaltilan her kuyucuk yikama tamponu ile 4 defa (her seferinde
200 pl ile) yikanmustir.

Yikanan her kuyucuga 100 pl Detection Antibody (yesil renkte) eklenmistir
(Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. Hucre lizatlarina detection antibody‘nin eklenmesi

Plakalar seffaf bir materyal ile sikica kapatilarak 37°C’de 1 saat sure ile
inkibe edilmistir.

Seffaf materyal nazikge kaldirilarak, plaka icerigi bos bir hazneye
aktarilmistir.

icerigi bosaltilan her kuyucuk yikama tamponu ile 4 defa (her seferinde
200 plile) yikanmustir.

Yikanan her kuyucuga 100 pl HRP-L (kirmizi renkte) eklenmistir (Sekil
3.5).

Sekil 3.5. Hucre lizatlarina HRP-L‘nin eklenmesi
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- Plakalar seffaf bir materyal ile sikica kapatilarak 37°C’de 30 dakika sure
ile inkiibe edilmistir.
- Seffaf materyal nazikge kaldirilarak, plaka igerigi bos bir hazneye

aktariimistir.

- lcerigi bosaltilan her kuyucuk yikama tamponu ile 4 defa (her seferinde
200 pl ile) yikanmigtir.

- Yikanan her kuyucuga 100 pyl TMB Substrat eklenmistir.

- Plakalar seffaf bir materyal ile sikica kapatilarak 37°C’de 10 dakika sure
ile inkiibe edilmistir.
- Her kuyucuga 100 pl durdurucu ¢ozeltisi eklenerek birkag saniye nazikge

calkalanmistir (Pozitif tepkimenin baslangi¢ rengi mavidir, durdurucu

cOzeltisi eklendikge sariya donmustur) (Sekil 3.6).

Sekil 3.6. Hicre lizatlarina durdurucu ¢dzeltisinin eklenmesi

- Durdurucu ¢ozeltisi eklendikten 30 dakika sonra plakalarin alti tly
birakmayan kagit havlu ile silinerek 450 nm’de absorbans degerleri ELISA
cihazi aracihgiyla Olgliimustir (EZ Read 400 Microplate Reader,
Biochrom Ltd., UK).

Cleaved Notch1 Analizinin Yapilmasi:

Cleaved Notchl (Kopmus hicre igi Notch1 kismi (NICD) ) protein analizi ELISA Kkiti
(PatchScan Cleaved Notchl Sandwich Elisa Kit, Cell Signaling Inc., USA)
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kullanilarak yapilmistir. Bunun igin kit proseduriunde oldugu gibi asagidaki

basamaklar izlenmigtir.

Oda sicakligina getirilen seritler kuyucuklarina (96 well) yerlestirilerek her
kuyucuga 100 pl hiacre lizati (Her bir pasajdaki hulcrelerin protein
konsantrasyonlari 0,6 ug/ml olacak sekilde) eklenmigtir.

Plakalar geffaf bir materyal ile sikica kapatilarak 37°C’de 2 saat sure ile
inkUbe edilmigtir.

Seffaf materyal nazikge kaldirilarak, plaka igerigi bos bir hazneye
aktariimigtir.

Icerigi bosaltilan her kuyucuk yikama tamponu ile 4 defa (her seferinde
200 pl ile) yikanmustir.

Yikanan her kuyucuga 100 pl Detection Antibody (yesil renkte)
eklenmistir.

Plakalar geffaf bir materyal ile sikica kapatilarak 37°C’de 1 saat sure ile
inkUube edilmigtir.

Seffaf materyal nazikge kaldirilarak, plaka igerigi bos bir hazneye
aktariimigtir.

Icerigi bosaltilan her kuyucuk yikama tamponu ile 4 defa (her seferinde
200 pl ile) yikanmustir.

Yikanan her kuyucuga 100 uyl HRP-L (kirmizi renkte) eklenmistir.
Plakalar seffaf bir materyal ile sikica kapatilarak 37°C’de 30 dakika sure
ile inkiibe edilmistir.

Seffaf materyal nazikce kaldirilarak, plaka igerigi bos bir hazneye
aktariimistir.

icerigi bosaltilan her kuyucuk yikama tamponu ile 4 defa (her seferinde
200 pl ile) yikanmistir.

Yikanan her kuyucuga 100 yl TMB Substrat eklenmistir.

Plakalar seffaf bir materyal ile sikica kapatilarak 37°C’de 10 dakika sure
ile inkiibe edilmistir.

Her kuyucuga 100 ul durdurucu ¢ozeltisi eklenerek birka¢ saniye nazikge
calkalanmistir (Pozitif tepkimenin baslangi¢ rengi mavidir, durdurucu

cozeltisi eklendikge sariya donmusgtur).
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- Durdurucu c¢ozeltisi eklendikten 30 dakika sonra plakalarin alti tuy
birakmayan kagit havlu ile silinerek 450 nm’de absorbans degerleri ELISA
cihazi aracihgiyla olglilmustir (EZ Read 400 Microplate Reader,
Biochrom Ltd., UK).

3.6. istatistiksel Analiz

Bu calismada elde edilen sonuclarin istatistiksel analizinde SPSS 20 (Statistical
Package for the Social Sciences) programi kullaniimistir. B-Galaktozidaz, Total
Notchl ve Cleaved Notchl dl¢gumlerinin yapilacagi hlcre lizatlari ile kontroller
arasinda anlamh farkhhgin olup olmadigini saptamak amaciyla (Farkli gruplardaki
bireylerin birbirinden farkli olmasi ve rasgele secilmis olmasi; Ayni grup igindeki
bireylerin birbirinden bagimsiz olmasi ve rasgele segilmis olmasindan dolayi)
parametrik olmayan Mann Whitney U testi uygulanmis ve sonuglar buna gore

yorumlanmistir. istatistiksel agidan anlamlilik p< 0,05 diizeyinde yapilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Mezengimal kok hucreler, 10 yili agkin suredir kilinikte kullanilan en buyuk kok hucre
cesidi olarak karsimiza ¢gikmaktadir. MKH’ler deney hayvani modellerinden klinik
denemelere, hasarli doku ve immun hastaliklar basta olmak Uzere birgok hastaligin

tedavisinde umut vaadeden basarili sonuglar gostermistir [24].

Son yillarda hicresel tedavilerde kullanilmak Gzere MKH’ler igin yeni bir kaynak
olarak yag dokusu ilgi cekmeye baslamistir. Blyuk miktarlarda elde edilebilmeleri,
yuksek farklilagsma potansiyeli tagimalari, toksisite ve timor olusturma agisindan
guvenli olup genetik agidan oldukga stabil olmalari bu ilginin temel sebeplerindendir.
Ayrica salgiladiklar gesitli faktorlerin immun cevabi kontrol altinda tutabilme 6zelligi

bu hticreleri rejeneratif tip agisindan énemli bir kaynak haline getirmektedir [36, 45].

Yag dokusu kaynakhh MKH’ler, hlcresel tedavi acisindan uygun aday olmakla
birlikte, dogru ve basaril bir sekilde kullanilabilmeleri igin karanlikta kalan noktalarin
aydinlatiimasi gerekmektedir. Bu MKH’lerin tasidigi kendini yenileme ve farklilasma
kapasitelerinde izole edildikleri bireyin cinsiyetine, yasina, saglik durumuna ve
kaynagin vicut iginde bulundugu konuma goére degiskenlik gostermektedir. Bu
degiskenligin etkileri yapilan deneylerle ortaya konulduklari halde, molekuler
seviyedeki nedenleri henlz tam olarak agiga kavusturulamamistir [26, 27]. Ayrica,
yag dokusu MKH’leri diger MKH tlrlerine oranla bir seferde daha ¢ok miktarlarda
elde edilebildikleri halde, yine de izole edildikleri andaki sayilari tedavi amagh
kullanilabilecek sayinin altinda kalmaktadir. Bu sebeple hicreler In vitro ortamda bir
sure ¢ogaltiimak durumunda kalmaktadir. Kultir ortaminda ¢ogaltilan MKH’ler ise,
hicre ici ve hicre digi bircok faktorin etkisi altinda kalmaktadir. Bu etkilere
cevaben, her pasajdaki hucreler, kendini yenileme, farkhlasma veya 6lime gitme
gibi seceneklere ek olarak hiicresel senesens durumuna gecebilmektedir. ilerleyen
pasajlarda, ¢odalma hizinda ve farkllasma kapasitesinde yasanan dusus ile
hicresel senesens durumuna gegen MKH’lerin yarattigi olumsuzluk istenen amaci
sekteye ugratabilmektedir. Pasajlar arasinda olusan bu degisimin molekiler

seviyedeki ayrintilari da henuz tam olarak bilinmemektedir [25, 44].

Molekuler seviyede yapilacak olan calismalarla birlikte, farkli MKH kaynaklarinin
tasidigi tim bu farkhliklarin ve pasajlar arasindaki degisimin nedenleri daha ayrintili
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bir sekilde tespit edilerek, rejeneratif tip agisindan tam olarak istenilen sonuglar elde
edilebilecektir. Nihai amag, tedavi icin kullanilan kok hucrelerin uygun kaynaktan,

uygun zamanda (uygun pasajda) hedef bdlgeye uygulanmasidir.

Kok hucrelerde duzenli gelisimin saglanmasi ve kontrolsiz buyumenin dnlenmesi,
kendini yenileme ile farkllagsma arasindaki dengenin siki kontroline baghdir.
Arastirmalar, bu sureclerin dizenlenmesinde aralarinda notch sinyal yolunun da
bulundugu birgcok farkl sinyal yollari tarafindan saglandigini géstermektedir. Notch
sinyal yolu, gelisimin farkli evrelerinde temel rol oynayan bir mekanizmadir. Notch
reseptoru aracih hicre-hucre etkilegimleri embriyonik gelisimde oldugu gibi yetigkin
dokularin doku homeostazisinde de kok hucre Ozelliginin devaminda ve

farkhlasmasinda rol oynamaktadir [27, 76, 77].

Buna bagl olarak bu calismada, yad dokusundan elde edilen MKH’lerin farkli
pasajlarinda gosterdigi notch sinyal yolu etkinliginin arastiriimasi amag edinilmistir.
Farkl pasajlardaki MKH’lerin notch sinyal yolu etkinliginde gosterebilecegi
degisikliklerin tespit edilmesi, tedavi amacli olarak kullanilacak MKH’lerin molekuler
seviyede ayrintili Ozelliklerinin tayin edilmesi ve uygun pasajinin belirlenmesi

agisindan 6nem tagimaktadir.

4.1. Pasajlarin morfolojik olarak incelenmesi

Mezengimal kok hucreler, insan yag dokusundan, herhangi bir enzimatik yontem
kullanilmadan primer eksplant kultir yontemiyle izole edilmigtir. Bu yontemle yag
dokusundan dogrudan mezensimal kok hucrelerin ayrilarak kultir kabinin yuzeyine
tutunmalari saglanmistir. inkiibasyonu takip eden iki giin icerisinde MKH'lerin
dokudan ayrilarak kuiltur kabinin yluzeyine tutunmaya basladiklari gozlenmigtir
(Sekil 4.1). ince uzun i§ seklindeki fibroblastik morfolojiye sahip olan MKH'ler ve bu
hucrelerin arasinda eritrositler belirgin olarak gorulmuagtir. Ancak besiyerinin
degistirilmesi ile eritrositler ortamdan uzaklastirilmig ve birinci pasajdan sonra
kulturde hemen hemen hig eritrosit kalmamistir. P1'den sonra hicre sayisi hizla

artmaya baglamis ve hucreler P10'a kadar pasajlanmigtir.
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Sekil 4.1. Yag dokusundan ayrilmis olan fibroblastik gériiniime sahip mezensimal
kok hucreler

Hucrelerin gunluk takibi yapilarak morfolojik agidan bir degisiklik gdsterip
gOstermedikleri ve pasajlar arasinda Ureme hizi bakimindan fark (konfluent hale
gelme sureleri) bulunup bulunmadigi tespit edilmistir. Farkli pasajlardaki MKH’lerin
inverted mikroskop goruntuleri asagidaki sekillerde verilmistir (Sekil 4.2, 4.3, 4.4,
4.5, 4.6 ve 4.7) (Olympus IX70, Japan).
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Sekil 4.2. Mezensimal kdk hlcrelerin pasaj 2 goruntisu (10x)

Sekil 4.3. Mezensimal kok hicrelerin pasaj 3 gorunttsu (10x)
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Sekil 4.4. Mezensimal kok hicrelerin pasaj 4 goruntisi (10x)

Sekil 4.5. Mezensimal kdk hlcrelerin pasaj 6 goruntisu (10x)
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Sekil 4.6. Mezensimal kok hicrelerin pasaj 8 goruntisi (10x)

Sekil 4.7. Mezensimal kok hicrelerin pasaj 10 goruntisu (10x)

41



Farkll pasajlarda mezengimal kok hucrelerin morfolojileri incelendigi zaman, genel
olarak fibroblastik morfolojinin korundugu goérilmektedir. Ancak artan pasajlarda
hicrelerin Greme hizlari yavaglamakta ve konfluent hale gelme sureleri
uzamaktadir. Bu durum, ileri pasajlarin hazirlanmasi igin gegen surenin uzamasina

neden olmaktadir.

Gozlemlenen bu sonuglar, Osathanon ve Gruber’in ayri ayri yag dokusu kaynakli
MKH’lerle yaptiklari ¢galismalarda elde ettikleri sonuglarla benzerlik géstermektedir.
Her iki calismada da pasajlarin ilerledikge hucrelerin iki katina ¢gikma surelerinin
arttigi dolayisiyle konfluent hale gelme surelerinin de arttigi ifade edilmektedir [99,
100].

4.2. Mezensimal Kok Hiicrelerin Karakterizasyonu
insan mezensimal kok hiicreleri icin belirlenmis olan CD molekiillerinin flow sitometri
analizi sonucunda bu yuzey molekullerini ne oranlarda ifade ettigini gosteren

sonuglar sekil 4.8 ve 4.9'da gdsterilmistir.
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Sekil 4.8. Pozitif belirtegler ve ylzde ifade oranlari
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Pozitif Belirtegler ve yuzde ifade oranlari:
CD13: %95,49 CD44: %97,25 CD90: %98,17

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

CD166: %88,48
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Sekil 4.9. Negatif belirtegler ve yluzde ifade oranlari

Negatif Belirtegler ve yluzde ifade oranlari:

CD45: %0,06 CD15: %0,08 CD5: %0,08
HLA-DR: %0.10 CD106: %0,05 CD14: %1,14
CD71: %2,71 CD33: %0,79 CD117: %0,77

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

CD7: %0,07
CD34: %0,92

CD11b: %1,10

Yag dokusu kokenli MKH’ler, kendine 6zgu yuzey antijenlerini ifade eder. Bu da

MKH'lerin karisik bir hlicre populasyonu iginden hizl bir sekide ayrilmasini saglar.

Bu calismada yag dokusu MKH'leri flow sitometri analizi ile ylzey antijenlerini ne
oranda ifade ettikleri élctlmis ve CD13, CD29, CD44, CD73, CD90, CD105 ve
CD166 yuzey antijenleri igin pozitif, CD45, CD15, CD5, CD7, HLA-DR, CD106,

CD14, CD34, CD71, CD33, CD117, CD11b, CD146,

antijenleri igin negatif sonug verdigini géstermistir.
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4.3. Hiicre Lizatlarinin Protein Miktarlari
Bu asamada, mezengimal kok hucrelerinden elde edilen lizatlardaki toplam protein
miktari belirlenen pasajlar i¢in dlgulmustur. BPA testi uygulanan hicre lizatlarinin

her bir pasajdaki protein konsantrasyonlari asagidaki sekilde bulunmustur:

P2: 6,3 uyg/ml
P3: 2,0 yg/ml
P4. 0,6 pyg/ml
P6: 6,6 ug/ml
P8: 0,9 yg/ml
P10: 0,7 pg/ml

Bu sekilde, ELISA analizi yapmadan 6nce hucrelerdeki protein miktari hakkinda
referans bilgi alinmigtir. Pasajlar arasinda farkli protein miktarlarinin olmasi
beklenen bir sonugtur. Bu farkhligin ELISA analizlerine yansimamasi igin élgiimler

yapilirken her bir analiz igin esit oranda protein konsantrasyonlari kullaniimigtir.

4.4. ELISA Sonuglar ve istatistiksel Analizler
B-Galaktozidaz Enzimi Etkinligi

Yapmis oldugumuz ¢alismada, farkli pasajlarda bulunan MKH’lerin -galaktozidaz

etkinligine ait veriler grafikle gosterilmistir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. Farkl pasajlarda p-Galaktozidaz absorbans grafigi

Grafiklerden gorulecedi Uzere P2 ve P3 gibi kismen yeni olan pasajlarda digsuk
seviyede gbzlenen B-galaktozidaz enzimi miktari, son pasajlara dogru ilerledikge
artis gostermektedir. Her bir pasajdaki p-galaktozidaz seviyeleri ile kontrol grubu
arasinda istatistiksel agidan anlaml bir fark oldugu hesaplanmistir (* p<0,05). Bu
durum, hicrelerin ilk pasajlardan itibaren hiicresel senesens belirtilerini gdstermeye
basladiklarini ortaya koymaktadir. ilk pasajlar kendi arasinda istatistiksel agidan
anlamli bir fark géstermezken (p>0,05), son pasajlarla ilk pasajlar arasinda anlamli
bir fark oldugu hesaplanmistir (4 p<0,05). Elde edilen bu sonug, erken pasajlar
arasinda senesense girmis hucre topluluklarinin kiguk miktarlarda birikim
gOsterdigini ve ilerideki pasajlarda bu hicre topluluklarinin dnemli derecede artis

gosterdigi anlamina gelmektedir.

Gruber ve arkadaslar [100] yaptigi bir calismada, insan yag dokusu MKH’lerinin
pasajlar arasinda ¢ogalma hizinda ve hucresel senesens agisindan gosterdigi
farkliliklari hesaplamiglardir. Bu ¢alismaya goére 1. ile 13. pasajlar arasinda f-
galaktozidaz seviyelerine bakildiginda her pasajda degisiklik meydana geldigi
goOrulmektedir. Bazi pasajlarda kendinden bir dncekine goére bu seviyelerde disme

yasansa da (Ornegin pasaj 5'in pasaj 4'dekinden ve pasaj 9'un pasaj 8'dekinden
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daha duslk olmasi) genel olarak B-galaktozidaz seviyelerinde surekli bir artis gdze
carpmaktadir. Ozellikle 11. pasajdan sonra énemli derecede hiicresel senesens
belirtilerinde artis gosteren MKH’lerin, ilk pasaj ile son pasaj arasinda istatistiksel

acgidan yuksek (p=0.0037) bir anlamlilik hesaplanmistir [100].

Wagner ve arkadaslari [101] yaptigi bir ¢alismada, insan kemik iligi MKH’lerinde
pasajlar arasinda hucresel senesens belirteglerinde meydana gelen farkhliklar
incelemiglerdir. Gen ifade profillerindeki degisimleri tespit eden bu c¢alisma,
pasajlarin ilerledikge hucresel senesens belirteclerinde yukselme oldugunu

gOstermistir [101].

Vidal ve arkadaslari [102] yaptidi bir calismada, atlardan izole ettikleri yag dokusu,
kemik iligi ve gobek kordonu kaynakli MKH’lerin farkli pasajlarinda hucresel
senesens belirteclerinde gosterdikleri degisiklikleri ortaya koymuslardir. Sonuglar,
her bir kaynaktan izole edilen MKH’lerin pasajlar ilerledikge hilcresel senesens
belirteclerinde artisin oldugu, bu artisin en erken kemik iligi kaynakh hicrelerde (22.
bdlinmelerinden itibaren) en geg¢ yag dokusu kaynakli hicrelerde (73. bolinmeden

itibaren) istatistiksel agidan anlaml bir fark gosterdiklerini tespit etmistir [102].

Calismamizda elde edilen veriler literatur ile karsilastirildiginda benzer sonuglarin
bulundugunu, MKH’lerin ilerleyen pasajlarda senesense girmis hicre

topluluklarinda 6nemli bir artis gosterdiklerini ortaya koymaktadir [100, 101, 102].

Senesense girmis MKH populasyonlarinin salgiladiklar ¢esitli faktorler araciligiyla
tedavi agisindan gerekli kok hucre ozelliklerini olumsuz etkiledigi bilinmektedir. Bu
hicrelerin salgiladiklari faktorler, hiicre buylumesi, gégl, doku ve damar olusumu
gibi olaylar Uzerine etkili oldugundan, doku yapisini ve iglevini bozabilmektedir [25].
Dolayisiyla gerek literatirde gozlemlenen sonuclar gerekse calismamizda elde
edilen sonug, hucresel tedavilerde kullanilacak yag dokusu kaynakh MKH
populasyonlarinin olabilecek en erken pasajlarla sinirli kalmasi gerektigini ortaya

koymaktadir.

Notchl Proteini Seviyeleri

Yapmis oldugumuz c¢alismada, farkli pasajlarda bulunan MKH’lerin Notch1

reseptorl ifadelerine ait veriler grafiklerle gosterilmigtir (Sekil 4.11, 4.12 ve 4.13).
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Sekil 4.11. Farkl pasajlarda hicre yuzeyindeki Notch1 reseptdrt absorbans

grafigi

Total Notchl proteini (hicre membrani Uzerinde bulunan reseptoérler) absorbans
degerlerine bakildiginda, P2 den P4’e dogru hafif bir dlisus sergiledikten sonra P8‘e
dogru yukselise gecen seviye p10°’da tekrar hafif dlisis gostermektedir. Her bir
pasajdaki Notch1 protein seviyeleri ile kontrol grubu arasinda istatistiksel agidan
anlamli bir fark oldugu hesaplanmistir (* p<0,05 ve p<0,01). Bu durum, izole edilen
MKH’lerin hicre yuzeylerinde Notch1 reseptdrlerini ifade ettigininin gostergesidir.
Ote yandan, pasajlar arasindaki Notch1 proteini seviyelerinde kiiglik degisimlerin
gOzlenmesiyle birlikte pasajlarin birbirine kiyasla protein seviyelerinde istatistiksel

acidan anlamli bir fark olmadigi tespit edilmistir (p>0,05).
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Sekil 4.12. Farkh pasajlarda hiicre igi kopmus Notch1 reseptorl absorbans grafigi

Cleaved Notchl proteini (sinyal yolunun aktif oldugunu gosteren kopmus Notch1
hacre i¢ci kismi (NICD1)) absorbans dedgerlerine bakildiginda, Total Notch1
grafigindeki seyrin hemen hemen aynisi gézlemlenirken, farkh olarak P8'de hafif
dusus gostermektedir. Her bir pasajdaki NICD1 protein seviyeleri ile kontrol grubu
arasinda istatistiksel agidan anlamli bir fark oldugu hesaplanmigtir (* p<0,05 ve
p<0,01). Bu durum, Notch1 reseptorlerini hiicre ylzeyinde ifade eden bu MKH’lerin
ayni zamanda bu sinyal yolunu canh tutmakta yani iglevsel oldugunu
gOstermektedir. Yine Total Notch1 grafiginde oldugu gibi Cleaved Notch1’de de
pasajlar arasindaki NICD1 proteini seviyelerinde kiiguk degisimlerin gdozlenmesiyle
birlikte pasajlarin birbirine kiyasla protein seviyelerinde istatistiksel agidan anlamli

bir fark olmadidi tespit edilmistir (p>0,05).
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Sekil 4.13. Farkl pasajlarda hicre ylzeyindeki ve hiicre i¢i kopmus Notch1

reseptorleri absorbans grafigi

Ayni pasajlar igerisinde (her bir pasaj ayri ayri) Total Notchl ile Cleaved Notchl
protein seviyeleri arasinda karsilastirma yapildiginda istatistiksel agidan anlamli bir
fark olmadigi (P8 harig) tespit edilmistir (p>0,05). Bu durum hicre ylzeyinde ifade
edilen hemen hemen tium Notch1 reseptorlerinin iglevsellik gosterebilmek i¢in (notch
sinyal yolunun aktif olmasi igin) koptuklarini gostermektedir. Ancak 8. pasajda
g6zlenen fark istatistiksel agidan anlamli olup (4 p<0,05) diger pasajlarda
g6zlemlenen sonuglara tezatlik olusturmaktadir. Ortaya ¢ikan bu tezatlik (deney
asamasinda olugabilecek herhangi bir hata s6z konusu degilse) sinyal yolunun
gerektigi durumlarda kapasitesinin altinda islev gosterebildigi anlamini tasimaktadir.
Literatirde, MKH ylzeyinde ifade edilen Notch1 protein seviyeleri ile hicre igi
Notch1 kisimlari arasindaki farklari gosteren bir deney ile karsilasiimamis olup,

¢alismamiza 6zgu bir sonucu ortaya koymaktadir.
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Kok hucrelere ait notch sinyal yolu bilesenleri hakkinda nispeten az sayida
biyokimyasal veri bulunmaktadir. Notch sinyal yolu bilesenlerinin gen aktivitelerinin
engellenmesi veya tesvik edilmesi yoluyla elde edilen bu verilerin kok hucrelerde
kendini yenileme ve farkllasma gibi acilardan degerlendirilerek molekuler
seviyedeki belirsizliklerin giderilmesi amaglanmaktadir. Memelilerde 4 farkli notch
reseptord (Notch 1, 2, 3 ve 4) bulunmasina karsin c¢alismalar, 6zellikle Notch 1
reseptorunun igleyisine odaklanmaktadir. Hicre membrani Uzerindeki ve kopmus
hacre ici kisimlarinin miktarlarinin tayini, o hucrelerdeki etkinliginin gosterilmesi igin
bir aractir [76,77].

Yag dokusu kok hucreleri icin Notch1 reseptoru etkinligine ait veriler sinirli olup
celiskiler icermektedir [103]. Ornegin adipojenik farklilasma géz 6nline alindiginda,
kimi calismalar notch sinyal yolunun engellenmesi bu ydndeki farklilagsmayi
arttirdigini belirtirken [104], kimi ¢alismalar da bunun farkhlasmayi engelledigini
ortaya koymuslardir [105].

Fortini ve arkadaslari [97] kalp yetmezligi hastaligi olan insanlarda yaptiklari bir
calismada, saglikh ve hasta olan bireylerin yag dokusundan elde edilen MKH’lerin
notch proteinleri seviyelerindeki farkliliklari kargilastirmistir. Hasta olan kigilerden
elde edilen MKH’lerin Notch1 proteinlerinde diusme yasanirken, Notch4
proteinlerinde yukselme belirlenmigtir. Ancak, Notch1 protein miktarlarindaki dugus
istatistiksel agidan anlaml iken (p<0.05 ve p<0.001) Notch4 proteinlerindeki artis
anlamsiz olarak hesaplanmistir. Kalp yetmezligi olan bireylerin MKH’lerinde,
¢ogalma kapasitesinde ve farklilagsma potansiyelinde disme, hicresel senesens
belirteclerinde ise artis oldugu g6z 6nunde bulunduruldugunda, Notch1 protein
miktarindaki dususun bu olumsuzluklarla ilgili oldugu sonucuna varilmistir.
Dolayisiyle Fortini ve arkadaglari, notch sinyal yolunun etkinligindeki dustsun
MKH’lerdeki ¢odalma ve farklilagsma kapasitelerini disurdigunu 6ne surmustir
[97].

Moriyama ve arkadaslari [98] saglikh olan insanlarda yaptiklari bir ¢alismada,
hipoksik ortamdaki yag dokusu kaynakli MKH’lerin Notch1 proteinlerinde normoksik
ortamdakilerine gore yaklasik iki kati kadar artis oldugu gdézlemlemigstir. Hipoksik
ortamdaki MKH’lerde, ¢ogalma kapasitesinde ve adipositlere, osteositlere ve
kondrositlere olan farkhlasma potansiyelindeki artigla birilikte hiicresel senesens
belirteclerinde azalma oldugu ifade edilmektedir. MKH’lerdeki bu olumlu 6zelliklerin
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notch sinyal yolu tarafindan etkilenip etkilenmedigini daha ayrintili arastiran ekip,
DAPT (Notch sinyal yolunu engelleyen ajan) uygulamasinin ardindan Notch1
proteinlerinin yok denecek kadar azalmasiyla birlikte her iki ortamdaki MKH’lerin
¢ogalma kapasitelerinde ve adipositlere, osteositlere ve kondrositlere olan
farkhlasma potansiyelindeki 6nemli dususle birlikte apoptozise ugramis hicrelerde
belirgin bir artis gozlemlemigtir. Sonugta Moriyama ve arkadaslari hipoksik
kosullardaki MKH’lerin ¢gogalma ve farklilagsma kapasitelerindeki bu artisin notch

sinyal yolu etkinligindeki artigla ilgili oldugunu 6ne stirmusgtur [98].

Osathanon ve arkadaslari [99] yaptiklari bir galismada notch sinyal yolunun, saglkh
insan kalga derialtl yag dokusundan izole edilen MKH’lerdeki, farkhlasmaya olan
etkisini incelemistir. Adipojenik farklilasma potansiyeli yikseldikge Notch2, Notch3
ve Notch4 mRNA seviyelerinde dusme kaydedilen caligmada, Notch1 mRNA
seviyesinde ise bir degisim gorulmemistir. Osteojenik farklilasma potansiyeli
yukseldikce Notch1, Notch2 ve Notch4 mRNA seviyelerinde bir degisim
gorulmezken, Notch3 mRNA seviyesinde (istatistiksel agidan anlamli olmayan)
dusus kaydedilmistir. MKH’lerdeki notch sinyal yolunun adipojenik farklilagsmadaki
roluni daha ayrintih inceleyen ekip, hem yiksek hem dusuk farklilasma
potansiyeline sahip gruplarda DAPT (Notch sinyal yolunu engelleyen ajan)
uygulamasindan sonra, her iki grupta farkhlasma potansiyelinde artisin oldugunu
goérmastir. Sonugta Osathanon ve arkadaslari notch sinyal yolunun insan derialti
yag dokusu MKH’lerde osteojenik farklilagsmada gorevinin bulunmadigi, adipojenik

farkhlagsmayi ise bastirdigini 6ne surmustir [99].

Yukaridaki ¢alismalarda elde edilen sonuglar birlikte dusunuldugunde, insan yag
dokusundan izole edilen MKH’lerde, notch sinyal yolunun ¢ogalma ve farklilasma
kapasiteleri Uzerine olan etkileri ¢eligkili gorunmektedir. Fortini ve Moriyama'’ya gore
notch sinyal yolu etkinligindeki artis MKH’lerdeki farkllasma kapasitelerini
arttirrken, Osathanon’a gore dustrmekte (adipojenik farklilagsma) veya ayni
kalmaktadir (osteojenik farklilasma). Benzer bir durum kemirgenlerin yag
dokularindan izole edilen MKH’ler i¢in de gecerlidir [105, 106]. Calismalar daha
ayrintili incelendiginde, bu farkhliklarin ayni dokunun vucut i¢inde bulundugu
konumdan (mikrogevreden) kaynaklandigi gorulmektedir. Fortini gergeklestigi
calismasinda karin derialti yag dokusunu kullanirken, Osathanon kalga derialti yag
dokusunu kullanmigtir [97, 99].
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Yaptigimiz galismada kudlturde kullanilan besiyeri, MKH’lerin gogalmalarini
destekleyecek ve herhangi bir yonde farklilasmayi engelleyecek o6zelliktedir.
Dolayisiyle ilk pasajdan 10’uncu pasaja kadar c¢ogaltilan MKH’ler herhangi bir
farklilasma uyaranina maruz kalmadan codalma potansiyelini sirdirmustir. ileri
pasajlara dogru gidildikge Ureme hizinda gorulen dususle birlikte hiicresel senesens
oraninda artig gozlenmistir. Ancak gerceklesen bu degisikliklere ragmen Notch1
protein seviyelerinde bir degisim gozlenmemigstir (istatistiksel agidan anlamsiz,
p>0,05). insan yag dokusu MKH’lerdeki notch sinyal yolu etkinligi agisindan yapilan
calismalarin azligi bu konuda kesin yargilarin kurulmasina engel olmakla birlikte
literatirdeki veriler 1s19iInda c¢alismamizi  yorumladigimizda su sonuglara

ulasiimaktadir;

ilk 10 pasaj icin, artan hiicresel senesens oraninin, popilasyonun Notch1 aracili
sinyal yolu etkinligi (izerine bir etkisi bulunmamaktadir. Insan karin derialti yag
dokusundan izole edilen MKH’lerde pasajlar arttikgca Notch1 proteini seviyelerinde
degisikligin olmamasi, bu hucrelerdeki Notch1 aracili sinyal yolunun g¢ogalma
potansiyelini korumakla ilgili bir gorevi Ustlendigini gostermektedir. Ancak, belli bir
yondeki farklilagsma uyarildigi takdirde Notch1 seviyelerinde dedisikligin olmasi
muhtemeldir [97, 98]. Hucresel senesensin giderek arttigi bu ilk 10 pasaj icerisinde
notch sinyalinin fazla dedismemesi literatlirde hentiz gosteriimemis bir durum olup

¢calismamiza 6zgu bir sonugtur.

Bununla birlikte, ilk pasajlardaki Notchl seviyeleri ile son pasajlardaki seviyeler
arasinda grafikte gdzlemlenen kiuguk dusus, hucresel senesensin Notch1 aracili
sinyal yolu etkinligi Uzerine olumsuz etkisi olabilecegini gostermektedir. Bir diger
deyisle notch sinyal yolu, artan senesens belirtilerine karsin hicrelerin canliigini ve
devamhligini koruyabilmek igin islevini surdurmeye g¢alisarak diren¢ gostemektedir.
Notch sinyal yolunun birgok etmen tarafindan etkilenebildigi g6z O6nunde
bulundurulursa, 10’'uncu pasajin Uzerindeki pasajlarda (hicresel senesens oraninin
daha fazla arttigi pasaijlar) sinyal yolunun degisiklik gésterip gdstermeyeceginin
ortaya konulmasi i¢in ilave aragtirmalarin yapiimasina ihtiyag vardir.

Hucre yuzeyinde ifade edilen Notch1 reseptorlerinin hemen hemen timundn etkin
halde olmalari, kullanilacag! kadar reseptorun ifade edildigi sonucunu dogururken,

gerekli durumlarda hucre yuzeyinde hazir halde bulunan Notch reseptdrlerinin
timunun kullaniimadigi da ortadadir. Ornegin, sekil 4.13'te gorildugi tzere P8'deki
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Notch1 kopmus hucre i¢i kisimlari hticre ylizeyinde bulunan Notch1 proteinlerinden
istatistiksel agidan anlamli derecede daha azdir (p=0,004). Bu durum, yag dokusu
MKH’leri igin Notch reseptdrine ait mRNA seviyelerinin dlgllerek (notch sinyal yolu
etkinligiyle ilgili) yapilan etkinlik degerlendirmelerinin her zaman igin dogrulugu

gOsteremeyecegini ortaya koymaktadir.

Sonug olarak yapilan bu ¢alismada, mezengimal kok hicrelerde kendini yenileme
ile farklilasma arasindaki dengeyi saglayan, énemli molekller mekanizmalardan biri
olan Notch1 aracili sinyal yolunun farkli pasajlardaki etkinligi ortaya konulmustur.
insan yag dokusundan izole edilen MKH’lerin farkli pasajlarda notch sinyal yolu
etkinliginde bir degisiklik gosterip gostermedigi arasgtiriimigtir. Bunun i¢in hem hucre
membrani Uzerinde bulunan Notch1 reseptdr miktarlari hem de (sinyal yolunun etkin
oldugunu goésteren) kopmus hicre ici kisimlarinin miktarlari (kontrole kiyasla)
belirlenmeye calisiimistir. Elde edilen sonuglar, hucresel senesens, kendini
yenileme ve farklilasma agisindan ne anlama geldigi degerlendirilerek hicresel
tedavilerde kullaniimasi planlanan MKH’lerin ayrintili 6zelliklerin belirlenmesine

calisiimistir.

Bundan sonra yapilabilecek galismalarda 10’'uncu pasajin Uzerindeki pasajlarda
notch sinyal yolu etkinliginin ne sekilde devam edecegine bakilabilir. Bu sekilde
senesensin daha fazla arttigi hticrelerde notch sinyal yolu aktivitesinde degisikligin
olup olmayacagi ve bu durumun MKH’lerdeki kendini yenileme Uzerine etkisi ortaya
konulabilir. Ayrica, kendini yenileme mekanizmasinda birgok farkli sinyal yolunun
birlikte gorev aldigi g6z 6nunde bulundurulursa, diger sinyal yollarina ait belirleyici
elemanlarin da caligilmasi, bu tip kompleks etkilesimleri daha dogru sekilde

anlasiimasini saglayabilir.
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