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OZET

Bozdemir, O. Oksidatif Stres Altinda Mezenkimal Kok Hiicrelerde Src-YAP
Aktivitesi ve Apoptoz ile Tliskisi. Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri
Enstitiisii Kok Hiicre Program Yiiksek Lisans Tezi, Ankara 2024.
Immunomodulatér ve rejeneratif 6zellikleri ile bircok hastaligin tedavisinde kullanilan
mezenkimal kok hiicrelerin (MKH) transplantasyon sonrasi kaybinin nedenlerinden
biri de oksidatif stres ile indiiklenmis hiicre 6limiidiir. Bu nedenle oksidatif stres
altinda MKH’lerde olusan hiicresel sinyal yanitlarinin arastirilarak aydinlatilmasi
gelecekte yapilacak tedavilerin gelistirilmesine katki saglayacaktir. Tez ¢alismasinda,
H20: ile olusturulmus oksidatif stres altinda MKH’lerde Src-YAP aktivitesindeki
degisimlere bakilmasi ve bunun apoptoz ile Bax ekspresyonu ve pYAPY®'-p73
etkilesimi tizerinden iliskilendirilmesi amaglanmistir. Bu amagla, lipo-aspirattan izole
edilerek karakterizasyonlart yapilmis MKH’lerde oksidatif stres indiiklenmesi i¢in
H20. konsantrasyonu WST-1 analizi ile 300 uM olarak belirlenmistir. H2O2’in 15, 30,
60, ve 120 dakika uygulamalar1 sonrasi hiicre i¢gi ROS diizeylerinin arttigi akim
sitometri yontemiyle tespit edilmistir. Western blot analizlerinde, Src fosforilasyonun
arttigi ve bunu YAP’in ve fosforilasyonlarindaki artisin izledigi tespit edilmistir.
Western blot ve immunofloresan analizlerinde, YAP ve fosforilasyonlarinin ¢ekirdek-
sitoplazma dagilimlarinin H2O2 uygulamasi sonrasi degistigi saptanmistir. Bax/Bcl-2
oran1 H,O2 uygulamasi sonrasi arttig1 tespit edilmistir. Immiinpresipitasyon

analizinde, niikleer ekstraktta p73 ile ¢oktiiriilen drneklerde pY APY3%’

protein band1
tespit edilmistir. Bu tez calismasi, belirlenen amag¢ dogrultusunda, oksidatif stres
altindaki MKH’lerde Src-YAP iliskisini tespit eden ilk calisma olmakla birlikte
PYAPY®"nin arttigmi ve gekirdekte lokalize oldugunu gostermesiyle &zgiindiir.

MKH’lerde pYAPY®* ve p73 etkilesimi de ilk kez bu ¢alismada gdsterilmistir.
Anahtar Kelimeler: Mezenkimal kok hiicre, oksidatif stres, apoptoz, pYAPY37, p73

Bu tez c¢alismasi, Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinasyon Birimi (Proje No: TYL-2022-19813) ve TUBITAK 1002 (Proje No:
1227314) kapsaminda desteklenmistir.
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ABSTRACT

Bozdemir, O. Src-YAP Activity in Mesenchymal Stem Cells Under Oxidative Stress
and Its Relation with Apoptosis. Hacettepe University, Graduate School of Health
Sciences, Master of Science Thesis in Stem Cell Programme, Ankara, 2024. One of
the reasons for the post-transplantation loss of mesenchymal stem cells (MSCs), which
are used in the treatment of many diseases with their immunomodulatory and
regenerative properties, is oxidative stress-induced cell death. Therefore, investigating
and elucidating the cellular signalling responses occurring in MSCs under oxidative
stress will contribute to the development of future treatments. In the thesis study, it
was aimed to examine the changes in Src-Y AP activity in MSCs under oxidative stress
caused by H.O and to correlate this with apoptosis through Bax expression and
PYAPY37-p73 interaction. For this purpose, the H,O2 concentration was determined
as 300 uM by WST-1 analysis to induce oxidative stress in MSCs isolated from lipo-
aspirate and characterized. It was determined by flow cytometry that intracellular ROS
levels increased after H.O> applications for 15, 30, 60, and 120 minutes. In Western
blot analyses, it was determined that Src phosphorylation increased, followed by an
increase in YAP and phosphorylations. In western blot and immunofluorescence
analyses, it was determined that the nucleus-cytoplasm distribution of YAP and its
phosphorylations changed after H2O> application. It was determined that the Bax/Bcl-
2 ratio increased after H.O> application. In the immunoprecipitation analysis, the
PYAPY3 protein band was detected in the samples precipitated with p73 in the nuclear
extract. In line with the stated purpose, this thesis is the first study to detect the Src-
Y AP relationship in MSCs under oxidative stress, and it is unique in that it shows that
PYAPY®" increases and is localized in the nucleus. The interaction of pYAPY**" and

p73 in MSCs was also shown for the first time in this study.
Key words: Mesenchymal stem cells, oxidative stress, apoptosis, pYAPY*" p73

This thesis supported by Hacettepe University Scientific Research Projects
Coordination Unit (Project No: TYL-2022-19813) and TUBITAK1002 (Project
No: 1227314).
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1. GIRIS

Mezenkimal (stromal) kok hiicreler (MKH), eriskin ve fetal dokularda bulunan,
kendilerini yenileyebilen ve farki hiicre soylarna farklilagabilen multipotent kok
hiicrelerdir. Rejeneratif ve immiinoregiilator dzelliklere sahip olmalar1 nedeniyle doku
hasarinin tedavisi ve inflamatuar hasarin baskilanmasi icin terapotik potansiyele
sahiptir. MKH terapisinin klinik denemeleri, kardiyovaskiiler ve norolojik hastaliklar
gibi bir¢ok hastalikta gercgeklestirilmektedir (1, 2). Ancak, transplante edildikleri
dokuda bulunan ¢esitli mikrogevresel faktorler, hiicrelerde yikici hiicre olaylarina yol
acarak MKH’lerin klinik uygulamalarda kullanimlarini zorlagtirmaktadir (3-5). Bu
hastaliklarin patolojik mikrogevresinde var olan yiiksek reaktif oksijen tiirleri (ROS)
seviyeleri, transplante edilen MKH'ler i¢in toksiktir ve transplante edildikleri bolgede
hiicre kaybina yol agar. Bu ROS kaynakl sitotoksisitenin ana mekanizmasinin temeli
apoptoz indiiksiyonudur (6, 7). MKH engraftrasyonunu tesvik etmek ve doku
onarimint gelistirmek icin yliksek ROS seviyelerinin olusturdugu oksidatif stresin
hiicreler {iizerindeki yikict etkisinin azaltilmasi1 veya ortadan kaldirilmasi, MKH
terapisinin verimliligi icin énemlidir. Oncelikle, oksidatif stresin MKH biyolojisine
etki mekanizmasinin anlagilmasi gerekir (6).

Yes iliskili protein (YAP), transkripsiyonel ko-aktivator goreviyle gesitli
sinyaller sonucu cekirdege gecerek burada bir transkripsiyon faktoriine baglanarak
faaliyet gosterir (8). YAP proteini aktivitesi Hippo-bagimli veya Hippo-bagimsiz
sinyal yolaklar1 ile serin ve tirozin amino asitlerinin fosforilasyona ugramasiyla
diizenlenir (8). Serin 127 amino asidinden fosforillenen YAP (pY AP327) sitoplazmada
birikir. Tirozin 357 amino asidinden fosforillenen YAP (YAPY3%") cekirdege gecerek
faaliyetine devam eder. pYAPY**"’nin cesitli hiicre tiplerinde cekirdekte apoptozu
indiikleyen transkripsiyon faktorii p73 ile etkilesime gecerek pro-apoptotik genlerin
ekspresyonuna sagladigi bilinmektedir (9-11). Src proteini, YAP’1n tirozin tizerinden
diizenlendigi yolaklarin birinde yer almaktadir (12). Yetiskin kok hiicrelerin YAP
aktivitesinin Onemli oldugu bilinmektedir (13). Literatiirde yer alan caligmalar
oksidatif stres altinda MKH’lerde ya sadece YAP diizeyindeki degisimleri ya da
YAP’1n Hippo bagimli diizenlenmesinde gorev alan (MST, LATS1, YAP, pYAPS!?")
diizeylerindeki degisimi gostermektedir. Ancak oksidatif stres altinda MKH’lerde Src

fosforilasyonu ile iligkili olarak tirozin fosforile YAP diizeyinin degisimi, tirozin



fosforile YAP 1 p73 ile olan etkilesimi ve apoptoz iliskisi gosterilmemistir. Bu tez
calismasinda, H2O; ile indiiklenen oksidatif stres altinda, MKH’lerde Src-YAP
aktivitesinin  degisiminin, YAP ve fosforilasyonlarinin ¢ekirdek-sitoplazma
lokalizasyonlarinin, Bax, Bcl-2 proteininin ekspresyon diizeyine etkisinin ve
PYAPY**"nin p73 ile olan iliskisinin incelenmesi planlannstir. Sekil 1.1.’de H20;
uygulamasi sonrast MKH’lerde arastirilmasi plananlanan sinyal mekanizmasinin

sematik 6zeti verilmistir.

Bu amag kapsaminda;
1. Insan kaynakli adipoz kokenli MKH’ler izole edilerek; morfolojileri, eksprese
ettikleri ylizey belirtegleri ve farklilasma kapasiteleri agisindan karakterize edilmesi.
2. Oksidatif stres olusturan dozu belirlemek amaciyla MKH’lerin artan
konsantrasyonlarda (0, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 1000 uM) H2O: ile 2 saat inkiibe
edilmesi ve hiicre canliliginin WST-1 testiyle tespit edilerek 1C50 konsantrasyonunun
hesaplanmasi,
3. Oksidatif strese sokulan MKH’larda ROS artisinin DCFH-DA ile akim
sitometride analiz edilmesi,
4. Oksidatif stres altindaki MKH’larda Src, pSrcY#6, YAP, pYAPY®' pYAPSZ/
proteinlerinin seviyelerinin western blotta belirlenmesi
5. YAP, pYAPY®? pYAPS?" proteinlerinin western blot ve immiinfloresan
yontemleri ile ¢ekirdek-sitoplazma dagilimlarinin belirlenmesi
6. MKH’larin oksidatif stres altindaki apoptoz ile iligkisini belirlemek amaciyla
p73, Bax ve Bcl-2 protein diizeylerine western blot ile bakilmasi,
7. Oksidatif stres altinda MKH’larda pY APY**' ve p73 etkilesimini gozlemlemek

i¢cin immiinpresipitasyon yapilmas1 hedeflenmistir.
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Sekil 1.1. Caligmanin sematik hipotezi. Calismada aydinlatilmasi hedeflenen protein
etkilesimleri kirmiz okla gdsterilmistir. Biorender.com’da olusturulmustur.



2. GENEL BILGILER
2.1. Kok Hiicre

Kok hiicreler, kendini yenileme ve cesitli hiicre tiplerine farklilagsma
yetenegine sahip, farklilasmamis bir hiicre popiilasyonudur (5, 14). Bu hiicreler
farklilagsma potansiyellerine gore totipotent, pluripotent, multipotent ve unipotent kok
hiicreler olarak siniflandirilabilir (15). Totipotent kok hiicreler, farklilagsma potansiyeli
en yiiksek olan hiicrelerdir; embriyoyu ve ekstra-embriyonik yapilar1 olusturan hiicre
tiplerine farklilagabilir (16). Pluripotent kok hiicreler (embriyonik kok hiicreler ve
indiiklenmis pluripotent kok hiicreler gibi), li¢ germ tabakasini olusturabilirken
plasenta gibi ekstra-embriyonik yapilar1 olusturamaz (17). Multipotent kok hiicreler,
sadece belirli bir hiicre soyuna farklilasabilirken (hematopoietik kok hiicreler ve
mezenkimal kok hiicreler gibi); unipotent kok hiicreler, tek bir hiicre tipine
farklilasabilir (5, 15).

Kok hiicreler, kokenlerine gore de embriyonik kok hiicreler, indiiklenmis
pluripotent kok hiicreler ve eriskin/yetiskin kok hiicreler olarak siniflandirilabilir.
Yetigskin kok hiicre sinifinda yer alan mezenkimal kok hiicreler (MKH), insan ve

hayvan dokularindan izole edilebilir (18).
2.1.1. Mezenkimal Kok Hiicreler

Mezenkimal kok hiicreler, ilk olarak insan kemik iliginden izole edilip
tanimlanmustir (19). Bugiine kadar yag dokusu (20, 21), gobek kordon kan1 (20, 22),
amniyotik sivi (23, 24), periferik kan (25, 26), dis dokular1 (27, 28), endometriyum
(29), plasenta (30), tiikiirtiik bezi (31), deri (32) ve sinoviyal sivi (33) gibi pek ¢ok
kaynaktan izole edilmistir. Bu hiicreler uygun kiiltiir sartlarinda osteoblastlara,
adipositlere ve kondroblastlara farklilasabilen, multipotent kok hiicrelerdir (Sekil 2.1.)
(6, 34-36).

Klinik ¢alismalarda ¢okca kullanilan MKH’lerin farkli arastirma gruplari
arasinda tamimlayici  Ozelliklerinin  tutarsiz  olmast yapilan arastirmalarin

karsilastirilmasini ve bu alandaki ilerlemeyi zorlastirmistir. Bu nedenle, Uluslararasi



Hiicresel Tedavi Dernegi (The International Society for Cellular Therapy, ISCT),
MKH’leri tanimlamak i¢in {i¢ kriter belirlemistir (37). Buna gore:
1. MKH’ler, standart kiiltiir ortami sartlarinda plastik kiiltiir kaplarina
yapisma Ozelliginde olmalidir.
2. MKH’lerde CD73, CD44, CD90 ve CDI05 yiizey belirteclerinin
ekspresyonu olmali (>%95); CD45, CD34, CD14/CD11b, CD79a/CD19 ve
HLA-DR yiizey belirteglerinin ekspresyonu olmamalidir (<%?2).
3. MKH'ler, in vitro sartlarda osteoblastlara, adipositlere ve kondroblastlara
farklilagabilmelidir.

Dental pulpa/
Adipoz Doku  gemik jligi Diseti Endometrlyum uPKH/EKH

\\
// NiKH \ 8

Adipositler Kondrositler Osteoblastlar Néron-benzeri hiicreler ~ Kas hiicreleri

Sekil 2.1. Mezenkimal kok hiicrelerin (MKH) elde edildikleri dokular ve
farklilagabildikleri hiicre tipleri (36).

MKH’ler, diger kok hiicrelere gore daha kolay ve verimli bir sekilde izole
edilebilmelerinin yani sira, 6zelliklerini kaybetmeden uzun siire gogalma yeteneklerini
de korurlar. Bununla birlikte, adipojenik, osteojenik ve kondrojenik hiicre soylarina
farklilagmalarinin yan1 sira  noron, hepatosit gibi hiicrelere farklilagabilme
kapasitesine de sahiptirler (18). Ayrica MKH'ler, hiicre-hiicre etkilesimi ve
interleukin, ylizey belirtecleri, transforming growth factor (TGF-B) gibi ¢esitli
molekiillerin sekresyonu ile diizenlenen immiinomodiilator 6zelligine sahiptirler, bu

da onlara yara onarimini tesvik etme ve inflamasyonu azaltma potansiyeli kazandirir



(38, 39). MKH’lerin diger ozelliklerinin yaninda bu immiinomodiilatoér 6zellikleri
nedeniyle de hiicre nakli deneylerini gerceklestirmek i¢in uygun bir kok hiicre kaynagi
olarak kabul edilmelerini saglamistir (18). MKH’ler, hiicrelerin yaralanma bdlgesine
ulasmasi anlamina gelen homing (hedefe ulasma) 6zelligine sahiptirler (40, 41). Insan
MKH'ler ile yapilan c¢aligmalarda transplantasyon, farklilagma ve hedeflenme
alanlarinda basarilar elde edilmistir; ancak MKH’lerin dogrudan etkisinden ziyade
sitokinlerinin salgilanmasindan kaynaklanmaktadir. Ayrica, yapilan g¢alismalarda
MKH'lerin migrasyonunun altinda yatan mekanizmada hem kemokinlerin hem de
reseptorlerinin ve adezyon molekiillerinin bu siirece dahil oldugunu gostermektedir
(40).

MKH’ler, bu ozelliklerinden dolayi, farkli tedavi cesitlerinde potansiyel
kullanimlar1 agisindan aragtirilmaktadir. Bu tedavi alanlar1 arasinda; (1) yeni dokular
tiretilmesi; (2) doku hasarinin iyilesmesi; (3) diger hiicre ve dokularin agilanmasinin
gelistirilmesi ve (4) bagisiklik temelli patolojilerin tedavi edilmesi bulunmaktadir (6,
42). Parkinson ve Alzheimer gibi nérodejeneratif hastaliklar (43-47), romatoid artrit
gibi inflamatuvar hastaliklar (48-50), tip 1 diyabet gibi otoimmiin hastaliklar (51, 52)
ve kardiyovaskiiler hastaliklar (1, 2, 18) gibi kronik hastaliklarin tedavisinde MKH’ler
kullanilarak bir¢cok klinik 6ncesi ve klinik ¢alisma yapilmistir; ancak MKH'lerin
klinikte kullanilmaya baslanmasindan 6nce hala yanitlanmasi gereken sorular vardir.
Ik olarak, uygulamalarindan sonra gdzlenen agri, fibrozis gibi cesitli yan etkilerin
bulunmasi sebebiyle, MKH'lerin giivenlik sorunlar1 ¢6ziilmelidir. Bu yan etkilerden
en siddetli olan1 ise uzun siireli kiiltiirlenen MKH'lerin tlimor biiylimesini ve metastazi
uyarmasidir (53, 54). Ikincisi, kalite kontroliidiir: MKH'leri in vivo transplantasyon
i¢in dogrudan uygulamadan once, hiicre canliligi, endotoksin analizleri ve onkojenik
testler gibi ek testlerin yapilmasi gerekir. Hastaligin ciddiyetine bagli olarak optimal
doza ve spesifik uygulama siiresine karar verilmesi gerekir. Ugiinciisii ve en énemlisi,
MKH'lerin klinik diizeyde tiretimidir, ¢iinkii MKH'lerin klinik kullanimi i¢in ¢ok
sayida hiicre gereklidir, bunun i¢in in vitro ¢ogaltma onemlidir, ancak daha yiiksek

pasajlardaki MKH'ler hiicre farklilasmasina yol agabilir (18, 55).

MKH’ler, bircok dokudan elde edilebilseler de elde edildikleri dokuya gore

tedarik siirecinin zorlugu, elde edilme yoOnteminin invazifli§i ve cesitli donor



ozellikleri nedeniyle bazi sinirlandirmalart da bulunmaktadir (27, 56-58). Ek olarak,
MKH ozellikleri ve elde edilmelerindeki verimlilik gibi faktorler de hiicre kaynagina
gore degisebilmektedir. Kemik iligi MKH’leri, hiicre eldesi bakimindan oldukg¢a
zengindir ancak izole edilmesi agrili hatta kanamali bir siirectir ve genellikle anestezi
gerektirir. Bu da terOpatik anlamda kullanimlarini kisitlamaktadir. Yine de, kemik iligi
MKH’leri immunomodulatdr 6zellikleri nedeniyle Graft versus host gibi immiin
hastaliklarin tedavisi igin potansiyel tasimaktadir (56). Adipoz kaynakli MKH’ler,
kemik iligi MKH’lerine kiyasla lipo-aspirat gibi daha minimal ve daha agrisiz invazif
bir prosediir gerektiren bir kaynaktan izole edilebilirler. Mohamed-Ahmed ve
arkadaglarinin yaptig1 bir calismada, kemik iligi ve adipoz kaynakli MKH’lerin benzer
morfolojik ve immiinofenotipik 6zellik gosterseler de adipoz kaynakli MKH’lerin
proliferasyon hizinin ve adipojenik farklilasma kapasitesinin daha fazla oldugunu,
kemik iligi kaynakli MKH’lerin ise osteojenik ve kondrojenik farklilagsma
kapasitelerinin daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir. Bu sonuglarin ise donorlerin
yasi ve kilosu ile degisebildigini eklemislerdir (58). Petrenko ve arkadaslarinin yaptigi
calisma da bu bulgular1 desteklemektedir (57). Burja ve arkadaslari, farkli
kaynaklardan elde edilen MKH’lerin farkli inflamatuvar uyaranlara karsi farkli
cevaplar olusturdugunu bildirmistir (59). Bunlarin yami sira, adipoz kaynakli
MKH’ler, kemik iligi, deri ve gobek kordonu gibi diger doku kaynakli MKH'lere
kiyasla daha ytiksek noral farklilagma kapasitesi sergiler, dolayisiyla adipoz kaynakli
MKH'ler nérolojik hastaliklarda kullanim i¢in en iyi adaylar olarak kabul edilir (60).
Gaebel ve arkadaglari, farkli kaynaklardan elde edilen insan MKH'lerinin kalp
rejenerasyonunda farkli bir iyilesme performansi gosterdigini gostermistir (61). MKH
kaynaklar1 arasindaki bu tiir farkliliklardan dolay1, bir kok hiicre tedavisi planlanirken,
MKH’lerin farkli kaynaklardaki bu cesitliligi géz onilinde bulundurularak hiicrenin
elde edilecegi kaynak segilmelidir (27).

MKH kiiltiirlerindeki zorluklardan biri, uzun siireli in vitro kiiltiirlerde bu
hiicrelerin yaslanmasi nedeniyle yeterli sayida hiicre elde edilememesidir. Insan kemik
iligi kokenli MKH’lerle yapilan bir ¢aligmada, uzun siireli kiiltiir sirasinda farklilagsma
potansiyelinde bir azalma oldugu, telomer kisalmasi ve morfolojik degisiklikler ile
kendini gdsteren bir senesens durumu bildirilmistir (62). Bir bagka calismada da

MKH'lerin uzun siire kiiltiirde tutulmasiyla malign transformasyon olasiliginin arttig1



ve multipotent &zelliginde azalma oldugu gosterilmistir (53). Ilk pasajlardaki
MKH'lerin kondroblastlara, adipositlere ve osteoblastlara karsi daha yiiksek
farklilasma yetenegi oldugu kanitlanmistir; ancak daha yiiksek pasajlarda ve uzun

stireli kiiltiirlerde bu farklilagsma 6zelligi azalmaktadir (63).

MKH’lerin  klinik ¢aligmalarda kullanimlarinin  bir bagka problemi,
transplantasyon sonrasi yasanan MKH kaybidir (64). Bu hiicre kaybina, patolojik
bolgede bulunan reaktif oksijen tiirleri ve spesifik olmayan inflamasyonun sebep
oldugu diisiiniilmektedir (3-5). Bu nedenle, MKH ¢ogalmasini ve homingini tesvik
etmek ve doku onarimini gelistirmek i¢in hem MKH'lerin kendi iiretim asamasinda
hem de yarali doku mikrogevresinde reaktif oksijen tiirlerini (ROS) azaltmak adina
MKH'leri manipiile etme yontemlerinin belirlenmesine biiyiik ihtiya¢ vardir. Ancak
bunun i¢in, oksidatif stresin MKH biyolojisine etkilerinin anlagilmasini gereklidir (6,
7, 65, 66).

2.1.2. Mezenkimal Kok Hiicrelerde Oksidatif Stres

Oksidatif stres, hiicrelerde reaktif oksijen (ROS) ya da nitrojen (RNS)
tiirlerinin tiretimi ve birikimi arasindaki dengenin bozulmasi olarak tanimlanabilir. En
yaygin olarak incelenen serbest radikaller, ayn1 zamanda kararl1 bir yiike sahip reaktif
molekiilleri de igerebilen reaktif oksijen tiirleridir (ROS). Siiperoksit anyonu (0?0,
hidroksil radikali (WOH) ve hidrojen peroksiti (H20), ii¢ ana endojen ROS olarak
tanimlanir (67). Protein fosforilasyonu, transkripsiyon faktorlerinin aktivitesi,
apoptoz, farklanma, kendini yenileyebilme gibi hiicre biyolojisindeki bir¢cok faktor
ROS iiretimi ve yitkimindan etkilenir. Oksidatif streste, pro-oksidanlarin veya serbest
radikallerin artisiyla fizyolojik redoks durumunu bozulur; bu durum lipitleri,
proteinleri ve DNA'y1r yapisal olarak degistirerek hiicresel hasara veya doku
patolojisine neden olur (67). Oksidatif stres, hiicre hasari, inflamasyon ve diizensiz
metabolizmayla birlikte goriilmesi nedeniyle bir¢ok hastaligin temel patofizyolojik
mekanizmasidir (6, 7, 65, 66).

Hiicresel redoks durumu kok hiicre homeostazisini dnemli 6l¢iide etkiler (68-
70). Kok hiicreler farkli seviyelerde oksidatif strese farkl tepkiler verebilir. Kok hiicre
kaderinin se¢iminde ROS'un ikili bir rolii bulunmaktadir (Sekil 2.2.) (71). Orta



derecede diisiik seviyelerde ROS, kok hiicre sessizligini ve kendini yenilemeyi
siirdiirmek icin gerekliyken orta derecede yiiksek seviyelerde ROS, kok hiicre
¢ogalmasina ve farklilasmasina yol agar (72, 73). Sonug olarak, ROS seviyelerinin
asir1 baskilanmasi kok hiicre isleyisini bozar. Ayrica, asir1 yiikselen ROS seviyeleri
kok hiicre tiikenmesine, erken senesense ve apoptoza yol agar (74). Yiikksek ROS
diizeylerinin neden oldugu yogun oksidatif stres, tiimor olusumunu da tesvik eder (66,

70).

ROS
Yiiksek

Kok Hiicre Tiikenmesi
Kok Hiicre Yaslanmasi
Kok Hiicre Apoptozu

Kok Hiicre Sessizligi
K6k Hiicrenin Kendini Yenilemesi

K6k Hiicrenin Fonksiyon Bozuklugu

Diisiik

Sekil 2.2. Reaktif oksijen tiirlerinin hiicre igindeki diizeyinin kok hiicrelerdeki
etkisinin sematik gosterimi (71).

Cesitli calismalar, MKH’lerin, yapisal olarak eksprese edilen antioksidan
enzimler ve yiiksek diizeyde antioksidan glutatyon ile iliskili olan oksidatif strese kars1
oldukga direngli oldugunu gostermistir. Her ne kadar MKH'ler oksidatif stresle etkili
bir sekilde basa ¢ikiyor gibi goriinse de in vitro H202'ye maruz kaldiklarinda erken
yaslanmaya veya apoptoza maruz kalirlar (4, 75). MKH’lerde fazla ROS ya da
disaridan eklenen hidrojen peroksit (H202), hiicrelerin kendilerini yenileyebilme

ozelliklerini, farklanma potansiyellerini ve proliferasyonlarini etkiler (6, 35).

Hidrojen  peroksit (H202), hiicresel oksidatif strese duyarliligin
degerlendirilmesinde yaygin bir model olarak kullanilir (76-78). Lee ve arkadaslarinin

yaptig1 ¢alismada, ROS'un indiikledigi hiicre oliimiinde stresle iliskili proteinlerin
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diizenlenmesini belirlemek i¢in MKH’ler, 0, 15, 30, 60 ve 120 dk’larinda 200 pM
H202 uygulamasi yapildiktan sonra p38, JINK ve MAPK proteinlerinin fosforilasyonun
zamana bagli bir sekilde arttigi gosterilmistir (75). Literatiirde, oksidatif stres
basglatmak amaciyla MKH’lerde 200 uM (4, 75, 79), 250 uM (80) ve 300 uM (81).
Insan kemik iliginden izole edilmis MKH’lerde, 4 ve 12 saatlik 300 uM Hz0:
uygulamasi sonrast ROS diizeylerinin arttig1 da bildirilmistir (82, 83).

Oksidatif stres altinda, hiicre i¢i sinyal yolaklarinin hedeflerinden biri de Yes-

iligkili proteindir (YAP) (69, 84-86).
2.2. Yes iliskili protein (YAP)

Yes iligkili protein (YAP/YAPL1/YAPG5), ilk olarak Src ailesine ait bir protein
olan Yes proto-onkogeninin SH3 domainine baglanan bir protein olarak
tanimlanmustir (87). Protein 65 kDa’lik bir molekiiler kiitleye sahiptir ve prolin
acisindan zengin bir fosfoproteindir. En az 8 izoformu bulunmaktadir: YAP1-1a, B, v,
d ve YAP1-2a, B, v, 8. YAP proteini, bir N-terminal prolin agisindan zengin bir alani,
bir TEA domain (TEAD) baglama alani, bir veya iki WW domain, bir SH3 baglama
motifi, bir sarmal-sarmal alan (CC), bir transkripsiyonel aktivasyon alan1 (TAD) ve
bir C-terminal PDZ baglama motifi icerir (Sekil 2.3.) (88).

LATS1/2 CK1 C-ADI
Src/Yes Set7
oo ! W, !
OIS ®) CEE[®

AP NS > W ]
TEAD 1433 w1 ww2 . Phospho- TAD  PDZ
— BD BD ; BObl,n sarmah . ospho: g
(coiled coil) egron
TEAD2 b o
TEAD3
Bilinen 4  TEAD4
Etkilesimler Axin

Sekil 2.3. Yes-iligkili protein (YAP) yapisi (88)

Transkripsiyonel ko-aktivator olan YAP’in DNA’ya dogrudan baglanabilecegi
bir baglanma bolgesi bulunmamaktadir bu nedenle DNA’ya baglanabilen

transkripsiyon faktorlerine baglanarak cekirdekte cesitli genlerin ekspresyonlarini
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saglar (40). YAP, sitoplazmadan ¢ekirdege gectiginde TEAD igeren transkripsiyon
ailesi, SMAD, Runx2, p73 gibi cesitli transkripsiyon faktorlerine baglanabilir (13).
YAP proteini ¢ekirdek/sitoplazma oran1 kok hiicrelerin kendini yenilemelerinde ve
pluripotent fenotiplerinin korunmasinda 6nemli rol oynar. Yetiskin kok hiicrelerin
yiiksek niikleer YAP/TAZ aktivitesine sahip oldugu bir¢ok calismada raporlanmistir
(13). YAP proteini aktivitesi Hippo-bagimli veya Hippo-bagimsiz sinyal yolaklari ile

diizenlenir (8).
2.3. YAP ve Hippo Sinyal Yolag

Hippo sinyali evrimsel olarak korunmus, gelisimde rol oynayan serin/treonin
kinaz sinyal yolagidir (89-92). Hiicre proliferasyonu, apoptoz, hiicre farklilasmasi gibi
hiicresel olaylar1 diizenleyerek doku homeostazisi ve rejenerasyonunda gorev alan
tiimor baskilayici yolak olarak bilinir. Hiicre-hiicre etkilesimleri, mekanik sinyaller,
G-protein iligkili reseptor, trombosit kaynakli bityiime faktorii reseptorii (PDGFR) gibi
reseptorler ve enerji metabolizmasi Hippo sinyalinin diizenlenmesinde rol oynar.
Hippo sinyal yolag: aktif iken, makrofaj uyarict protein-1/2 (MST1/2), biiyiik timor
baskilayici kinaz 1/2 (LATS1/2) fosforilleyerek aktif hale getirir. LATS1/2 proteini
ise YAP’1n serin 127 amino asidinin fosforilasyonuna (pYAPS!?7) yol acarak fosforile
YAP’1n sitozol proteini 14-3-3 ile olan etkilesimi sonucu sitoplazmada kalmasini
saglar (89). Ayrica, YAP’1n LATS1/2 tarafindan S381 amino asidinin fosforillenmesi,
CK16/¢ tarafindan YAP'1n S384 amino asidinden ek fosforilasyonunu tetikleyerek bir
fosfodegron olusturur. Fosforile edilmis fosfodegron daha sonra E3 ubikuitin ligazi ile
Y AP ubikiitinasyonuna ve bozulmasina yol agar (69). Hippo sinyali inaktif oldugunda,
YAP/TAZ proteinleri sitoplazmadan ¢ekirdege gecerek TEAD ve SMAD protein
ailesi gibi ¢esitli transkripsiyon faktorleri ile gelisim, homeostaz, rejenerasyon,
proliferasyon gibi hiicresel olaylar ile ilgili genlerin ifadelerinin diizenlenmesine
katkida bulunmaktadir (89) (Sekil 2.4.).
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Sekil 2.4. Hippo sinyal yolagi sematik gdsterimi (69).

YAP proteini aktivitesi Hippo-bagimli sinyal yolagi iizerinden serin 127
fosforilasyonu (pYAPS'?") ile negatif olarak veya farkli sinyal yolaklar1 {izerinden
tirozin 357 fosforilasyonu (pYAPY**') ile pozitif olarak diizenlenir (8, 12, 89, 93-95).
YAP'!m Hippo-bagiml sinyal yolagi {lizerinden diizenlenmesinde LATS1/2 kinaz
aktivitesi kullanildigi i¢in bu yol ayn1 zamanda LATS1/2 bagimli yol ile diizenlenme
olarak da tanimlanmaktadir. LATS1/2 kinaz aktivitesinin kullanilmadig: yolda (Src
kinaz ailesi (SFK), c-Abl) YAP"n tirozin 357 fosforilasyonu izlenmektedir. Tirozin
357'den fosforile olan YAP ¢ekirdege gecerek transkripsiyon faktorleri ile etkilesime

girip hiicresel cevaplarda rol oynamaktadir.
2.3. YAP ve Src Sinyal Yolag

Bir proto-onkogen proteini olan Src, Src kinaz ailesindendir ve hiicre canliligi,
farklilagma, inflamasyon ve hiicre 6liimii gibi fizyolojik ve patolojik siire¢lerde dnemli
bir role sahiptir. Src kinaz, biiyiime faktorleri, hiicre adezyonu, antijen reseptor
aktivasyonu gibi birgok etken ile diizenlenebilir. Genelde Src, tirozin 527 iizerinden

fosforilasyonu ile inaktif konformasyondadir ve bu amino asidin fosfatazlar tarafindan
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defosforilasyonu, tirozin 416/418/419°dan molekiil i¢i otofosforilasyonuna

(pSrcY416/418/419y yo] acarak kinaz aktivitesini aktif hale getirir (96-99).

Src, Hippo/YAP normal organ dokularinda bir arada bulunabilir ve Src ile
Y AP'n etkilesimi normal hiicrelerde fizyolojik islevin siirdiiriilmesi i¢in ¢ok 6nemlidir
(Sekil 2.5.) (12, 93, 100, 101). Taniguchi ve arkadaslari, gp130'un (IL-6 sitokinlerinin
ortak reseptdrii) Src ve Yes aktivasyonu yoluyla hiicre ylizeyi reseptorleri tarafindan
Y AP'in fosforilasyonunu indiikledigini géstermistir Y AP'in bu fosforilasyonu, YAP'n
stabilizasyonunu ve niikleer translokasyonunu artirdigini, bunun da bagirsak mukozal
hasar1 sirasinda doku biiylimesini ve rejenerasyonunu tesvik etmek icin biiylime
faktorii genlerini aktive ettigini bildirmislerdir (12). Src ve Hippo/Y AP sinyal yollart
arasindaki karsilikli etkilesim, fibrozis ve inflamatuvar bozukluklar da dahil olmak
lizere hastaliklarin ortaya cikmasinda rol oynamaktadir. Fibroblast hiicrelerinde
aktomiyozin, Src ailesi kinaz aracilifiyla niikleer YAP birikimini diizenlemektedir
(102) Ege ve arkadaslar1 ¢alismalarinda, niikleer disa aktarimin Y AP lokalizasyonunu
belirlemek i¢cin 6nemli bir mekanizma oldugunu ve Exportin 1 (XPO1)'in Y AP niikleer
disa aktarimini indiikledigini gostermistir. Bu ¢alisma, Src ailesi kinazin YAP'n
tirozin fosforilasyonu yoluyla niikleer YAP birikimini diizenledigini ve fibroblast
hiicrelerinde Y AP niikleer eksportunu azaltmak i¢in XPO1'1 inhibe ettigini bulmustur
(102).

YAP proteininin tirozin amino asitlerinden fosforilasyonu sonrasi olusan
yanitlar, 6zellikle kanser hiicrelerinde gosterilmistir (8, 89, 95, 102-104). Kanser
hiicrelerinde, transmembran hiicre yiizeyi biliylime faktorii reseptorlerinin ve EGFR,
PDGFR, PI3K/Akt/mTOR ve RhoA dahil olmak tizere hiicre i¢i sinyal yollarinin,
YAP'1 Src kinaz iizerinden esas olarak iic mekanizma yoluyla aktive ettigi
bildirilmistir: (1) dogrudan fosforilasyon; (2) Hippo kinazlar1 baskilayan yollarin
aktivasyonu ve (3) Hippo'dan bagimsiz mekanizmalar (8, 95, 103, 105, 106).
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Sekil 2.5. YAP’1n Src ve Hippo bagimli sinyal yolaklarinin sematik gésterimi (69) .

Smoot ve arkadaslari kolanjiyokarsinom (CCA) hiicrelerinde PDGF reseptorii
inhibisyonu sonrast S127 mutasyonuna sahip YAP’in sitozolde kaldigim
gostermislerdir (95). Ayrica PDGF reseptor aktivitesi ile YAP proteininin Src kinaz
ailesi (SFK) tiyesi Src proteini tarafindan tirozin 357 (Y357) dizisinin fosforilasyonu
sonucu sitoplazmadan c¢ekirdege gectigi gosterilmistir. 1L6-GP130 yolag1 ile Src
tirozin fosforilasyonuna ugrar ve sonucunda da YAP’1 Y341, Y357 ve Y394 iizerinden
fosforile eder. Tirozin dizilerinden fosforlanan YAP ise ko-transkripsiyonel
aktivitesini yapmak tizere ¢ekirdege geger (8, 12). CCA hiicrelerindeki ¢aligmada Src

inhibisyonu sonras1 Y AP tirozin fosforilasyonunun bloke oldugu, YAP’1n ¢ekirdekten
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sitozole yeniden dagiliminin indiiklendigi ve YAP hedef genlerinin ekspresyonunun

azaldig1 gosterilmistir (89).

Src ailesi kinazi ve kok hiicreler iizerine ¢alismalar sinirli olmakla birlikte
embriyonik kok hiicrelerde yapilan bir ¢alismada Src ailesi kinazi YES'in, YAP-
TEAD2 yolu iizerinden embriyonik kok hiicrelerin kendini yenileme programlarini

diizenledigi bildirilmistir (107).

Osteoblastlarda Src-YAP sinyal yolagimin Runx2 aktivitesini inhibe ederek
osteoblast farklanmasini engelledigi gosterilmistir (21). Nie ve arkadaslarinin
yayinladigr caligmada Src inhibitdrii olan Dasatinib verilen mezenkimal kok
hiicrelerde osteojenik farklanmanin inhibe edildigi, kondrojenik farklanmanin ise
indiiklendigi gosterilmistir (108). Ayrica bu MKH’lerde Src fosforilasyonuyla
birklikte Y AP ekspresyonunun inhibe edildigi, Y AP serin fosforilasyonunun ise arttigi
goriilmustiir. Bu bulgular, Src-YAP sinyalinin MKH’lerin farklanmalarindaki roliini

gostermektedir.
2.4. YAP ve Oksidatif Stres

Oksidatif stres altinda Hippo sinyal yolaginin aktif oldugu bildirilmis ve hiicre
Oliimiine yol acan mekanizmasi tanimlanmistir (86, 90, 109, 110). Hippo yolu kok
hiicrelerdeki homeostaziyi modiile ederek oksidatif strese cevap olusturur. Oksidatif
stres, Hippo sinyal yolunun aktivasyonunu uyararak hiicrelerin kokliik 6zelliklerini
azaltabilir veya cesitli biyolojik tepkileri tetikleyebilir (69). Zhang ve arkadaslari,
oksidatif strese yanit olarak MST1 inhibisyonu yoluyla kemik iligi MKH’lerinde
otofajinin aktivasyonunu ve apoptozun azaldigini gostermistir. Otofajinin aktivitesi ile
hiicrelerdeki ROS seviyesi de azalmistir. Shao ve arkadaslari, kardiyomiyositlerdeki
oksidatif strese yanit olarak FoxO1 ve Hippo-YAP sinyallemesi arasindaki olasi
etkilesimi gostermistir (111). Hippo yolu 'agik' durumda oldugunda, MST1'in
fosforilasyonu, ¢ekirdekteki Y AP aktivitesini baskilayan Y AP'in fosforilasyonuna yol
acar. YAP-FoxO1 kompleksinin, katalaz veya manganez siiperoksit dismutaz dahil
antioksidan enzimlerin promotoriine baglanarak antioksidan gen ekspresyonunu

indiikledigini bildirmislerdir. Bununla birlikte, Hippo yolunun oksidatif stres ile
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aktivasyonu FoxO1-YAP komplekslerini bozar ve FoxO1l hedef genlerinin

inhibisyonu ile sonuglanir, sonug olarak oksidatif stresi ve hiicresel 6liimii artirir (111).

Hippo sinyal yolagi bilesenlerinden biri olan YAP’1n serin amino asidinden
fosforilasyonunun oksidatif stres altinda aktive olabilecegi bilinmektedir (44-46).
Literatiirde tam olarak erisilemeyen iki makalede MKH’lerde oksidatif stres ve YAP
iliskisi arastirilmistir (84, 85). Makalelerin sadece 6zet kisimlarindan goriilebildigi
tizere, 100 uM H202 uygulamasi sonrasi fare kemik iligi kaynakli MKH’lerde YAP’1n
fosforilasyon seviyesinin arttigt ve bunu Bcl-2/Bax oraninin azalisinin izledigini
belirtmislerdir (84). Bir diger makalede Zhou ve arkadaslari fare kemik iligi
MKH’lerinde oksidatif stresin osteojenik ve adipojenik farklilasmasini ve YAP’1n bu
farklilasma iizerindeki etkisini arastirmislardir. Ozet kisimlarindan anlasilacag: {izere,
Y AP ekspresyonu oksidatif stres altinda osteojenik belirtegler RUNX2 ve osteopontin
ile birlikte azaldigini belirtmislerdir (85).

Hippo-bagimli ve Hippo-bagimsiz sinyal yolaklar1 iizerinden diizenlenen Y AP
protein diizeyi ile ilgili olarak, literatiirde oksidatif stres altinda MKH’larda YAP 1n
Hippo-bagimli diizenlenmesine ait bilgiler yer alirken, Hippo bagimsiz sinyal
yolaklari iizerinden tirozin 357 fosforilasyonu (pY APY**") ile gerceklesen degisimlere

ait calismaya rastlanmamaistir.

MKH'larda oksidatif stres altinda Src aktivasyonunu gosteren c¢aligsmalar
mevcut olsa da bu molekiiliin oksidatif stres altindaki mekanizmas1 ve apoptoz ile
iligkisi hakkinda bilinenler yeterli degildir (112). Song ve arkadaslarinin yaptigi
calismada H2O2 (20 uM) verilen MKH’larda Src fosforilasyonu gozlenmedigi ancak
hiicrelerin bir anti-oksidan olan N-asetil sistin ve H,O, muamelesi sonrasi fosforile
Src’nin  arttigit  ve buna bagli olarak hiicrelerin adezyon molekiillerinin
ekpresyonlarmin azaldigi bildirilmistir (112). Literatiirde oksidatif stresin kanser
hiicrelerine ek olarak mikroglia hiicreleri gibi farkli hiicre tiplerinde de Src kinaz ailesi
proteinlerine etki ettigi ve bu sinyal aktivitesi sonucu hiicre 6liimiiniin (apoptozun)
tetiklendigi raporlanmigtir (113, 114). Ayrica, tirozin fosforile YAP’1n p73 ile protein
kompleksi olusturdugu ve Bax gibi pro-apoptotik genlerin ifadesinde rol oynadigi

endotel hiicrelerinde ve embriyonik bobrek hiicrelerinde gosterilmistir (115).
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2.5. YAP, p73 ve Apoptoz

Programlanmis hiicre 6liimii olarak tanimlanan apoptoz, gelisim ve yaslanma
sirasinda  ve dokulardaki hiicre popiilasyonlar1 diizenleyen homeostatik bir
mekanizmadir. Apoptoz ayrica bagisiklik reaksiyonlarinda veya hiicrelerin hastalik
veya zararli uyaranlar tarafindan hasar gormesi gibi durumlarinda hiicresel bir
savunma mekanizmasi olarak da bilinmektedir. Hiicrelerde apoptozun diizenlendigi
iki ana sinyal yolu vardir: digsal (extrinsic) sinyal yolu, (diger bir degisle 6liim
reseptorii  yolu) ve igsel (intrinsic) veya mitokondriyal sinyal yolu (116).
Mitokondriyal sinyal yolu, Bcl-2 ailesi iiyelerinin pro-apoptotik (Bax, Bad, Bim,
PUMA) ve anti-apoptotik (Bcl-2, Bcl-X, Bcl-XL) sinyal iletim faktorleri olarak islev
gordiigii ortak bir apoptotik sinyal yoludur (117). Apoptotik aktivasyon sinyalleri
alindiginda Bax oligomerize olarak Bcl-2'nin inhibisyonundan kagar ve mitokondriyal
membrana gegerek burada sitokrom C'nin sitoplazmaya salinmasini kolaylastirir.
Sitokrom C daha sonra aktive edici faktor Apaf-1 ile etkilesime girerek kaspaz-9’u
aktive eder. Kaspaz-9, kaspaz-3'in aktivasyonunu saglar ve sonunda apoptozla

sonuglanan kaspaz basamagini baslatir (117).

Apoptoz, DNA hasarina aracilik eden ROS dahil olmak {izere ¢esitli
uyaranlarla indiiklenebilir (118). Oksidatif strese maruz kalan hiicrelerde anti-
apoptotik proteinlerin ekspresyonlarinin azaldigi ve pro-apoptotik proteinlerin
ekspresyonlarinin arttigi bilinmektedir (7, 75, 81, 119). Yiiksek konsantrasyonlarda
verilen H2Oz (2-6 mM) nekrozu tetiklerken, diisiik konsantrasyonlarda (0,2-0,4 mM)
verildiginde hiicrelerdeki apoptozu indiikledigi daha oOnceki calismalarda
gosterilmistir (118, 120). MKH'lerde 100 uM H20'in 12 saat ve 300 uM H.Oz'in 24
saat uygulanmasimi takiben pro-apototik Bax ekspresyonunun arttigi gosterilmistir
(81). Baska bir ¢alismada, 30 dakika H>O> uygulamasi sonrast Bcl-2 ekspresyonun
azaldig1 ifade edilmektedir (7).

Y AP’1n hiicre dongiisii, proliferasyonda gorev alan genlerin transkripsiyonunu
sagladig bilinse de DNA hasar1 sonrasi apoptozu indiikledigi de gosterilmistir (11).
YAP apoptozu indiikleyerek timor baskilayici bir rol de istlenebilmektedir (121).
Noral progenitor hiicrelerinde yapilan bir ¢alismaya gore, Y AP’1n ortadan kaldirilmasi

beyin gelisiminin iyilesmesine neden olmustur (122). Ek olarak, YAP’1n p73 proteini
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ile etkilesime girerek hiicrelerde p5S3AIP1 (123), Bax (9-11), DR5 (124), ve PUMA
(125) gibi pro-apoptotik genlerin transkripsiyonunu arttirdig1 da gesitli ¢alismalarda

gosterilmistir.

p73 proteini p53 protein ailesine ait bir transkripsiyon faktoriidiir (118). p53’e
benzer olarak, hiicrelerde apoptozu indiikler ve hedef genlerin transaktivitesi ile hiicre
dongiisiinde yer alan checkpoint kontrolde goérev alir. p73, apoptozu p53 bagiml ya
da bagimsiz olarak aktive edebilir (126). p73 ekspresyonu ve aktivitesi, DNA hasari
olusturan ajanlar ile indiiklenebilir (9, 11, 87, 123, 127-129). Singh ve arkadaslarinin
yaptig1 bir ¢aligmada, HelLa hiicrelerinde H202 uygulamasi sonrast p73 ve Bax
aktivasyonu ve Bcl’2 inhibisyonu ile apoptozun indiiklendigi gosterilmistir. p73 ve
Bax aktivasyonuna sitokrom C salimmi ve kaspaz-9 ve -3 proteinlerinin
aktivasyonunun eslik ettigi raporlanmistir (118). p73’tin, kendini yenilemeyi ve
cogalmay1 tesvik ederek ve noral kok ve erken progenitor hiicrelerin erken
yaslanmasini engelleyerek norojenik havuzun korunmasinda kritik bir role sahip
oldugu hem embriyonik hem de yetiskin nérogenezinde bildirilmistir (130). p73’iin,
ayn1 zamanda, somatik hiicre yeniden programlamasi sirasinda onemli bir pozitif
modiilatorii oldugu da bildirilmistir (131). Kemik iligi kaynakli MKH’lerde p73
ekspresyonu total ekstraktlarda belirlenemedigi i¢in, retroviriis vektorii ile over-
ekspresyon yapilarak gosterilmistir (126). Ancak, p73’iin MKH’lerdeki rolii hakkinda
caligmalar yeterli degildir.

Strano ve arkadaglart, 2001 yilinda yayinladiklari ¢alismada hem in vitro olarak
hem de fizyolojik kosullar altinda hiicrede YAP ve p73 etkilesimini ortaya
koymuslardir. YAP’1n WW domaini ve p73a ve p73p izoformlarinin PPPPY prolin
zengini bolgesine baglandig1 ve bu etkilesimin p73’iin transkripsiyonel aktivitesini
arttirdig1 raporlanmistir. Ayni ¢alismada, p53 ve YAP’1n etkilesimde bulunmadig: da
ortaya konmustur. Ek olarak, p73’iin c-Abl tarafindan fosforilasyonunun p73 ve YAP
etkilesimini etkilemedigi raporlanmistir (87). Ayni grubun bagka bir ¢aligmasinda
apoptotik uyaranlara kars1 endojen p73, YAP ve p300 proteinlerinin beraberce bir
apoptotik hedef geni olan pS3AIP1’in regiilator bolgesine baglandigini gostermislerdir

9).
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Ubikuitin E3 ligaz1 Itch, YAP gibi p73’e ayni motifinden baglandig:
bilinmektedir. Itch proteini p73’lin ubikuitinlenerek degradasyonuna sebep olur. Levy
ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada, YAP 1, p73 degradasyonunu 6nlemek amaciyla
p73 ile Itch’e baglanmak i¢in rekabet ederek p73’ii stabilize ettigi gosterilmistir (129).
Sisplatin ile indiiklenmis c-Jun aracili apoptozun mekanizmasinda YAP 1 p73’i
stabilize ederek biiylik bir rol oynadigi da raporlanmistir (128). DNA hasar1 ve
oksidatif stres kosullar1 altinda, c-Abl Y AP’1 tirozin tarafindan fosforilasyonuna neden
oldugu ve tirozin fosforlanan YAP’in p73’e baglanarak Bax gibi pro apoptotik
genlerin transkripsiyonunu aktive ettigi de gosterilmistir. Ayni c¢alismada ayrica,
PML’nin YAP-p73 etkilesiminin bagka bir baglanma partneri oldugu da
raporlanmistir. Bu ¢alismaya gore, YAP-p73 etkilesiminin dogrudan bir hedefi olan
PML’nin YAP’a baglanarak sisplatin tedavisini takiben p73’iin transkripsiyonel
aktivitesini arttirmaktadir (123). Raghubir ve arkadaslar1 ise, c-Abl-pYAPY®7-p73
etkilesimini ve Bax ekspresyonunun artigini riluzol indiiklenmis oksidatif stres altinda,

osteosarkom hiicrelerinde gostermislerdir (11).
2.6. Calismanin Hipotezi ve Amaci

Tim bu c¢alismalar, oksidatif stresin mezenkimal kok hiicrelerin hiicresel
fonksiyonlarinin isleyisi lizerindeki etkisinin énemli oldugunu ortaya koymaktadir.
Yiiksek ROS seviyelerine maruz kalmalari, MKH’larin kendini yenileme, farklilasma
kapasitelerine ve proliferasyonlarina zarar vermektedir. Bir¢ok hastalifin da
mikrogevresinde var olan oksidatif stres, transplantasyon sonrasi bolgedeki MKH
kaybinin en biiyiik sebeplerden olmakla birlikte MKH’lerde olusan bu hiicre i¢i
oksidatif stresin azaltilmas1 ya da ortadan kaldirilmast MKH’lerin terapotik olarak
kullanimlarindaki verimliligi arttiracaktir. Oksidatif stres altinda, MKH’lerdeki hiicre
i¢i sinyal yolaklarinin aragtirilarak aydinlatilmasi bu tiir ¢calismalarin 6niinii agacaktir.
Literatiirde yer alan c¢alismalar oksidatif stres altinda MKH’lerde ya sadece YAP
diizeyindeki degisimleri ya da YAP’in Hippo bagiml diizenlenmesinde gorev alan
(MST, LATS1, YAP, pYAP5127) diizeylerindeki degisimi gostermektedir. Ancak
oksidatif stres altinda MKH’lerde Src fosforilasyonu ile iliskili olarak tirozin fosforile
Y AP diizeyinin degisimi, tirozin fosforile YAP 1 p73 ile olan etkilesimi ve apoptoz

iliskisi gosterilmemistir. Literatiirde var olan bilgilere dayanarak bu tez calismasinin
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hipotezi, oksidatif stres altinda MKH’lerde Src-YAP yolagi iizerinden pY APY%*"*nin
artarak p73 ile etkilesime girecegi ve buna bagli olarak da Bax ekspresyonunu
arttiracagidir. Bu hipotezden yola ¢ikarak, MKH’lerde H202 uygulamasi sonrasi
olusacak oksidatif stres altinda Src-YAP aktivitesinin degisiminin, YAP ve
fosforilasyonlarinin ¢ekirdek-sitoplazma lokalizasyonlarinin, Bax, Bcl-2 proteininin

PY357 B

ekspresyon diizeyine etkisinin ve pYA nin p73 ile olan iligkisinin aragtirilmasi

i¢in yiiriitiilen ¢caligmalar asagida sunulmustur.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Deney Dizaym

Tez ¢alismasinda, adipoz doku kokenli MKH’lerin oksidatif strese cevabinda
Src-YAP sinyal yolaginin rolii ve apoptoz ile olan iliskisinin arastirilmasi
amagclanmistir. Bu ¢alismada kullanilan adipoz kékenli MKH, Hacettepe Universitesi
Tip Fakiiltesi Plastik, Rekonstriiktif ve Estetik Cerrahi Anabilim Dalinda yag
toplanmasi (liposuction) sirasinda saglikli, geng erkek hastalardan alinan (n=2),
hastaya geri verilmeyecek ve kullanilmayarak atilacak olan lipo aspirattan elde
edilmistir. Bu ¢alismada lipo aspiratin kullanim1 Hacettepe Universitesi Girisimsel
Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan onaylanmistir (Etik Kurul Proje
No: GO 21/1172). Lipo aspiratlardan izole edilen ve karakterizasyonu yapilan
MKH’ler pasaj 4’e¢ kadar c¢ogaltilmis ve planlanan deneyler bu pasajlarda
gerceklestirilmistir. Tez ¢alismas1 kapsaminda toksik olmayan H>O> konsantrasyonu
WST-1 analizi ile belirlenmis, secilen konsantrasyonda H>O,’in 0, 15, 30, 60 ve 120
dk uygulamas1 sonrasi hiicre i¢i ROS seviyeleri, MKH’lerin Src-YAP sinyal yolag:
iliskisi icin YAP, tirozin 357 fosforile YAP (pYAPY®), serin 127 fosforile YAP
(PYAPS27) ve Src, pSrcY#® protein seviyeleri western blot yontemi ile belirlenmistir.
MKH’lerin oksidatif stres altindaki apoptoz ile iligkisini belirlemek amaciyla p73, Bax
ve Bcl-2 protein diizeyleri western blot yontemiyle belirlenmistir. Hiicre i¢indeki
PYAPY® Jokasyonunun tespiti icin ise immiinfloresan y&ntemi kullanilmistir. Ayn
kosullarda, hiicrelerdeki pYAPY®" ve p73 etkilesimini gozlemlemek icin Kko-
immiinpresipitasyon yontemi gerceklestirilmistir. Her is paketi 3 teknik tekrarli olarak
yapilmistir. Calisma, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dali, Tibbi Biyokimya Anabilim Dali, Kok Hiicre Uygulama ve Aragtirma
Merkezi laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir. Calismaya ait is akis semast SeKil

3.1.”de verilmistir.



22

Proteinler. i,
src &= )

— -Y. .
poevaTe r Western Blot Analizi
pYAP-Y357 =
p-YAP-5127
p73
Bax
Bcl2
B-aktin

] - =
= =
— g
- % e
E -\2* 1 — = E YAP T
- 1 Aol YAP-Y357 - Imminfloresan Isaretleme
—= & _— [ 7 $
¢ @ — P e g
- = o 3
o = =)
Mezenkimal Kok . .
Hiicre WST-1 ile H.02 |
2 H:0; sonrasi
Izolasyonu konsantrasyon ROS
& belirlenmesi sevivesinin
Karakterizasyonu belirlenmesi
4 Y
e A )
L ;;'k—p'?b =.c-ud;'e 5o C immiinpresipitasyon
ntikorlen  beads = _
3
LS { i‘*
] G t. P/

Sekil 3.1. Deney tasariminin sematik olarak gdsterilmesi.

3.2. Hiicre Kiiltiirii

Bu calismada, daha 6nceden lipo-aspirattan izole edilerek karakterizasyonu
yapilmis ve sivi nitrojende dondurularak saklanmig MKH’ler kullanilmistir. Lipo-
aspirattan MKH eldesi ve karakterizasyonu 3.2.1 ve 3.2.2 bdliimiinde kisaca

aciklanmustir.
3.2.1. Lipo aspirattan Mezenkimal Kok Hiicre Elde Edilmesi

Saglikli, geng erkek hastalardan (n=2) alinan lipo aspirat, %10 penisilin-
streptomisin igeren DMEM-Low Glucose (Capricorn, DMEM-LPA) besiyeri bulunan
50 ml tiipler icerisine alinmistir (Sekil 3.2A).

Alinan lipo aspirattan, HU Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali hiicre
kiltirii laboratuvarinda laminar akim kabini icerisinde MKH izolasyonu
gergeklestirildi. Bunun igin ilk olarak alinan 6rnek, kandan arindirilmistir.  Kandan
arindirmak i¢in gelen drnegin iistte yer alan lipo aspirat kismi temiz 50 ml tlipe alinarak
(Sekil 3.2B) iizerine ayn1 miktarda fosfat tampon soliisyonu (PBS) eklendikten sonra
430 x g’de 10 dakika santrifiij (Nuve NF800OR, Tiirkiye) edilmistir (Sekil 3.2C). Altta
kalan s1v1 serolojik pipet yardimiyla uzaklastiritlmistir. Tiipiin i¢indeki PBS berrak hale
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gelene kadar bu islem en az 3 kere tekrar edilmistir (Sekil 3.2D). Santrifiij sonrasi tiip
iginde berrak PBS goriiliip bu PBS atildiktan sonra MKH izolasyonu igin lipo aspirat
tizerine ayn1 miktarda %0,1 kollajenaz Il (PBS ile ¢6ziilmiis) eklenerek (Sekil 3.2E)
ornek 37°C’de 40 dakika inkiibe edilmistir (Sekil 3.2F). Bu inkiibasyon sirasinda tiip
10 dakikada bir karistirilmistir. Inkiibasyon sonrasi érnegin iizerine %10 fetal sigir
serumu (FBS), %1 penisilin-streptomisin, 2 mM L-glutamin igeren DMEM-Low
glucose (DMEM-LG) besiyeri eklenerek tiip 600 x g’de 10 dakika santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonrasi Uist fazda kalan yag ve sivilar uzaklastirilmistir (Sekil 3.2G). Pelet 12
ml besiyerinde ¢oziilmiis ve 40 um delikleri olan hiicre siizgecinden gegirilmistir
(Sekil 3.2H). Elde edilen hiicre siispansiyonunda hiicre sayimi yapildiktan sonra 75
cm? lik flasklara 2x108 hiicre ekilmistir. Hiicre flasklar1 37°C sicaklikta, %5 CO2
iceren nemli inkiibatorde (Heraeus HeraCell, Thermo Fisher, ABD) 1 giin boyunca
inkiibe edilmistir. Ertesi giin flasklarin tizerindeki besiyeri alinarak tabana tutunmus

olan hiicreler PBS ile yikanmig ve ilizerlerine taze besiyeri eklenmistir.

Sekil 3.2. Lipo aspirattan mezenkimal kok hiicre izolasyon prosediiriiniin basamaklari.
(A) %10 penisilin streptomisin igeren DMEM-LG igerisindeki lipo aspirat (B) lipo
aspiratin baska bir tiipe aktarilmasi (C) PBS ile santrifiij 6ncesi (D) PBS ile en son
yikama sonrasi (E) %0,1 kollajenaz soliisyonu eklenmesi (F) kollajenaz ile 40 dk
inkiibasyon sonrasi (G) Siipernatant uzaklastirildiktan sonra gortilen pelet (H) 40 um
filtreden gecirilmesi.
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Tutunan hiicreleri igeren flasklarin besiyerleri 3-4 giinde bir degistirilmistir.
Hiicreler %80 oraninda flask tabanini kapladiginda (konfluense ulagtiginda) tripsinize
edilerek pasajlanmistir. Tripsinizasyon i¢in dncelikle besiyeri uzaklastirilmis ve PBS
ile yitkanmistir. Flaskta tutunan hiicreler tizerine 5 ml %0,25 tripsin-EDTA soliisyonu
eklenerek inkiibatorde 4 dakika inkiibe edilmistir. Faz kontrast mikroskobunda taban
ylizeyinden kalkan hiicreler baglantilarin1 koparmis yuvarlak hiicreler olarak
gozlendikten sonra flask igindeki tripsin tizerine 5 ml FBS igeren besiyeri eklenerek
tripsinin reaksiyonu durdurulmustur. Hiicrelerin tripsine maruz kalma siiresi 5
dakikay1 gecmemesine dikkat edilmistir. Ardindan serolojik pipet yardimiyla hiicre
siispansiyonu 15 ml’lik santrifiij tiiplerine aktarilmistir. Tiip, 1200 rpm’de 5 dakika
santrifiij edildikten sonra supernatant atilarak pelet 1 ml besiyerinde ¢ozilmiistiir.
Hiicre sayimi i¢in hiicre siispansiyonundan 50 pl alinarak 50 pl tripan mavisi
soliisyonunda 1:1 oraninda seyreltilmistir. Mikroskop altinda tripan mavisi boyasini
hiicre i¢ine almayan canli hiicreler Thoma laminda sayilmistir (Sekil 3.3.). Sayimlarin
ortalamasi alinarak 1 ml besiyerindeki hiicre sayisi, (ortalama hiicre sayisi) x diliisyon

faktorii x10* (ml) formiilii ile belirlenmistir.

Tryphan
Mavisi \

Thoma Lami

Sekil 3.3. Hiicre sayimi i¢in kullanilan Thoma lami. Biorender ile olusturulmustur.

Deneylerde kullanilacak kiiltiir yiizeyinin alanina gore hiicre ekimi yapilmistir
(75 cm? hiicre flasklarina 5-7x10° hiicre, 96-kuyulu hiicre plagina 1x10* hiicre/kuyu
olacak sekilde ekim yapildi). Dondurulup saklanacak hiicreler, tripsin islemi ardindan
1200 rpm’de 5 dk santrifiijlenerek besiyeri uzaklastirilmistir. Hiicre peleti, %40 FBS,
%10 DMSO iceren DMEM-LG icerisinde ¢oziilmiis ve 1 ml’de 1x108 hiicre olacak
sekilde dondurma tiiplerine aktarilmistir. Dondurma islemi hiicre dondurma
kaplarinda bir gece -80°C’de bekletilerek gerceklestirilmistir. Hiicre tiipleri uzun siire

saklanmak amaciyla s1v1 azot tankina alinmstir.
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Hiicreler 3 ya da 4. pasajlarina kadar ¢ogaltilmistir. Tez kapsaminda yapilmasi
gereken MKH karakterizasyonu, H20. konsantrasyon belirlenmesi, western blot,
immiinpresipitasyon ve immiinfloresan isarctleme deneyleri bu pasajlarda

gergeklestirilmistir.
3.2.2. Mezenkimal Kok Hiicre Karakterizasyonu

International Society for Cellular Therapy (ISCT) Dernegi, MKH’lerin
tanimlanmasi i¢in minimum 3 kriter 6nermektedir (37). Bu kriterlere gore, MKH’ler,
standart kiiltiir kosullarinda kiiltiir kabinin tabanina tutunmalidir. CD73, CD44, CD90
ve CD105 yiizey belirteglerini ifade etmeli, ancak CD45, CD34, CD31 gibi ylizey
belirteclerini ifade etmemelidir. Ayrica adipojenik, osteojenik ve kondrojenik
farklanma gdostermelidir. Bu nedenle lipo aspirattan izole edilen hiicrelerin
mezenkimal kok hiicre olduklarinin ispati i¢in CD44, CD90, CD105 pozitif belirtecleri
ve CD45, CD34 ve CD31 negatif yiizey belirteglerinin ifadeleri akim sitometri
yontemiyle oOlgilmistir. Adipojenik ve osteojenik farklanma potansiyeline

bakilmustir.
Mezenkimal Kok Hiicrelerin Morfolojik Analizi

Lipo aspirattan izole edilen MKH’lar 3. veya 4. pasajlarinda hiicre yapilarinin
ozellikleri, tabana tutunup tutunmamalar1 gibi morfolojik degerlendirmeler i¢in
kamera (Leica DFC7000) atagmanli faz kontrast mikroskobunda (Leica DMO6000B)

incelenmis ve fotograflanmistir.
Hiicre Yiizey Belirteclerinin Akim Sitometrisi ile Ol¢iimii

Hiicreler 3 ya da 4. pasajlarmma geldiklerinde tripsinize edilerek kiiltiir
flasklarindan kaldirilmis ve 15 ml’lik santrifiij tlipiinde 1200 rpm’de 5 dk
santrifiijlenmistir. Supernatant uzaklastirilarak pelet 1 ml PBS igerisinde ¢oziilmiis ve
hiicre sayimi1 yapilmustir. Ardindan 1x10° hiicre olacak sekilde tiiplere boliinmiistiir.
Tiiplere 2 ml %1 BSA ve %0,1 NaNs3 iceren PBS (PBN) eklenmis ve 350 x g’de 5
dakika +4°C’de santrifiij edilmistir. Bu yikama islemi 2 kere tekrarlanmistir. Ardindan
stipernatant uzaklastirilarak pelet 100 ul PBN’de ¢oziilmiistiir. Ardindan tiiplere Tablo
I’de yer alan MKH belirteclerinden 5 pl eklenerek 30 dakika +4°C’de inkiibe

edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda yikama islemi igin iizerine 2 ml PBN eklenerek
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santrifiij edilmistir. Supernatant uzaklastirildiktan sonra pelet 200 ul PBS’te ¢oziilerek
berrak, seffaf polistren 5 ml’lik tiiplere aktarilmistir. Daha sonra antikorlarin floresan
1simalar1 akim sitometri cihazinda (Novocyte, ACEA Biosciences, ABD) ol¢iilmiistiir.
Isaretlenmis hiicrelerin analizi i¢in Novoexpress 1.3.0 (ACEA Biosciences, ABD)

yazilim programi kullanilmistir.

Tablo 3.1. Akim Sitometri ¢alismasinda kullanilan antikorlar

Antikorlar Katalog No. Marka
eBioscience /
CD44 17-0441-81
Thermo
Pozitif Yiizey i
CD90 E-AB-F1167D Elabscience
Belirtecleri
Southern
CD105 9811-11 _
Biotech
CD31 303104 Biolegend
Negatif Yiizey CD34 E-AB-F1143E Elabscience
Belirtecleri Tonbo
CD45 50-0459-T100 o
Biosciences

Adipojenik ve Osteojenik Soya Farkhlasma Kapasitesinin Belirlenmesi

Lipo aspirattan elde edilen hiicreler pasaj 3’e geldiklerinde tripsin ile kiiltlir
tabanindan kaldirilmistir. Hiicreler, 12-kuyulu plaga yaklasik 6x10° hiicre/kuyu olacak
sekilde ekilmistir. Hiicreler, normal besiyerinde konfluense ulasana kadar normal
besiyeri ile beslenmistir. Adiposit farklilagsmasi icin DMEM-LG igerisine %10 FBS,
%1 penisilin-streptomisin, 2 mM L-glutamin, 1 uM deksametazon, 60 pM
indometazin, 500 pM 3-izobiitil-1-metilksantin (IBMX), 5 pg/ml insiilin eklenerek
adiposit farklanma besiyeri hazirlanmistir. Osteosit farklilagsmasi icin DMEM-LG
icerisine %10 FBS, %]l penisilin-streptomisin, 2 mM L-glutamin, 100 nM
deksametazon, 10 mM B-gliserofosfat, 0,2 mM L-askorbik asit eklenerek osteosit
farklanma besiyeri hazirlanmigtir (132). Hiicrelerin %90 konfluent olduklari giin
normal besiyeri, adiposit/osteosit farklanmasi i¢in hazirlanan besiyeri ile

degistirilmistir. Kontrol i¢in ekilen hiicreler, normal besiyeri ile beslenmistir.
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Besiyerinin ilk degistirildigi giin farklanmanin sifirinc1 giinii olarak kabul edilerek,
besiyerinin her 2 giinde bir degistirilmesi ile 21 giin boyunca hiicrelerin farklanmasi
gozlemlenmistir. Hiicreler, 21 giin sonunda Oil Red O ve Alizarin Red S boyalarina

maruz birakilmstir.
Adiposit Farklanmasi icin Oil Red O Boyamasi

Oil Red O (ORO) boyasimi hazirlamak i¢in oncelikle 0.,5 g ORO 100 ml
isopropanolde oda sicakliginda gece boyu ¢coziinmeye birakilmistir. Ertesi giin, bu stok
solisyonu 3:2 (ORO:dH20) distile suda seyreltilerek 0,22 pm’lik filtreden

gecirilmistir.

Hiicrelerin bulundugu kuyulardan besiyeri ¢ekilerek atilmis ve kuyular PBS ile
yikanmustir. Hiicreler, fiksasyon i¢in %4 paraformaldehit (PFA) ile 15 dakika boyunca
oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Ardindan kuyular, 2 kere 5’er dakika siireyle PBS
sonrast distile su ile yikanmistir. Distile su uzaklastirildiktan sonra kuyular kurumaya
birakilmistir. Yeterince kuruduktan sonra, kuyu tabanini kaplayacak miktarda 3:2
oraninda hazirlanan ORO soliisyonu damlatilmis ve hiicreler bu boya ile 20 dakika oda
sicakliginda inkiibe edilmistir. Daha sonra, boya ¢ekilip atilarak kuyular distile su ile
yikanmigtir. Son olarak 1 ml PBS kuyulara eklenmis ve kirmizi renkte boyanan
hiicreler Olympus IX73 inverted mikroskobu ile goriintiilenmistir. Hiicreler
fotograflandiktan sonra ORO boyas1 kantifikasyonu i¢in kuyular PBS ile yikanmis ve
%?2 igepal-isopropanol soliisyonu ile 1 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda
kuyulardaki soliisyon 96-kuyulu plak kuyularina eklenmistir. ORO boyas1 absorbansi,
mikroplak okuyucuda 490-520 nm dalga boyunda okutularak dl¢tilmiistiir.

Osteosit Farklanmasi icin Alizarin Red S Boyamasi

Alizarin Red S (ARS) boyasini hazirlamak i¢in 6ncelikle 2 g ARS 100 ml
distile suda ¢oziilmiis ve pH, HCI ile 4.1-4.3 pH’a getirilmistir. Hazirlanan boya

kullanimdan 6nce 0,22 pm’lik filtreden gegirilmistir.

Hiicrelerin bulundugu kuyulardan besiyeri ¢ekilerek atilmistir ve kuyular PBS
ile yikanmistir. Hiicreler, %4 PFA ile 15 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe
edilmistir. Ardindan kuyular, 2 kere 5’er dakika siireyle PBS sonrasi distile su ile
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yikanmistir. Distile su uzaklastirildiktan sonra kuyular kurumaya birakilmistir.
Yeterince kuruduktan sonra, kuyu tabanimi kaplayacak miktarda ARS soliisyonu
damlatilmis ve hiicreler bu boya ile 30 dakika oda sicakliginda rotasyonlu ¢alkalayici
tizerinde inkiibe edilmistir. Daha sonra, boya c¢ekilip atilarak kuyular distile su ile
yikanmistir. Son olarak 1 ml PBS kuyulara eklenmis ve turuncu-kirmizi renkte
boyanan hiicreler Olympus [X73 inverted mikroskobu ile goriintiilenmistir. Hiicreler
fotograflandiktan sonra, ARS kantifikasyonu i¢in, kuyulardaki PBS atildiktan sonra
kuyulara %10 asetik asit eklenmis ve 30 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Daha
sonra hiicreler hiicre kaziyici ile toplanmis ve eppendorf tiipe aktarilmistir. Tiip
vortekslendikten sonra 85°C’de 10 dk inkiibe edilmistir. Tiipler daha sonra buz
tizerinde 5 dk bekletilmis ve 20000 X g’de 15 dk santrifiij edilmistir. Supernatant temiz
bir tiipe aktarilarak tizerine %10 amonyum hidroksit (NH4sOH) eklenmistir. Tiiplerdeki
sollisyon 96-kuyulu plaga aktarilarak mikroplak okuyucuda 405nm dalga boyunda

absorbans degerleri 6l¢lilmiistiir.
Deneyler 6ncesinde hiicreler mikoplazma bulundurmasina karsi test edilmistir.
Mikoplazma Tespiti

Mikoplazma hiicre duvar1 bulunmayan ve mikroskop altinda tespit edilemeyen
mikroorganizmalardir. Mikoplazma kontaminasyonu hiicre kiiltlirii rutini veya
deneysel arastirmalarda 6l¢iilen parametreleri etkileyebilmektedir. Bu nedenle, hiicre

kiiltiirtinde mikoplazma tespiti 6nemlidir (133).

Tezde kullanilacak MKH kiiltiirlerinde mikoplazma tespiti i¢in EZ-PCR
Mikoplazma Tespit Kiti (Biological Industries, E2-PCR) kullanilmis ve mikoplazma
testi kitin iiretici firmanin tavsiye ettigi prosediire gore gerceklestirilmistir. Bunun i¢in
oncelikle en az 24 saat kiiltiir kosullarinda bulunmus hiicre kiiltiiriinden 1 ml besiyeri
toplanmis ve 500xg’de 10 dakika santifiij edilmistir. Supernatant temiz bir eppendorf
tiipe aktarilarak 16160 x g’de 10 dk santrifiij edilmistir. Supernatant atilarak pelet 50
ul tampon soliisyonunda ¢oztilmiistiir. Tiip 95°C’de 3 dk inkiibe edilmistir. Temiz 50
ul’lik eppendorf tiipe bu soliisyondan 2,5 pl aktarilmig ve tizerine 17,5 pl distile su ve
5 ul reaksiyon karigimi eklenmistir. Pozitif kontrol i¢in kit igerisinde yer alan pozitif

kontrol kullanilmistir. Negatif kontrolde herhangi bir 6rnek eklenmeden distile su ve
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reaksiyon karigimi1 kullanilmistir. Tiipler PCR cihazina (T100 Thermal Cycler, Biorad,
ABD) yerlestirilmis ve kit protokolii igerisinde Onerilen parametrelerle cihaz
calistirilmistir. Gorilintiileme i¢in %2 agaroz jel hazirlanmigtir: 100 ml 1X TBE (Tris-
borat-EDTA tamponu) igerisinde 2 g agaroz mikrodalgada isitilarak ¢oziilmiis ve
tizerine 2 pl etidyum bromid eklenmistir. Karisim jel kalibina dokiilerek tarak
yerlestirilmis ve jelin donmasi i¢in oda sicakliginda bekletilmistir. PCR islemi
bittiginde, 10 pl 6rnek ve 5 pl Orange G karistirilarak agaroz jelin ilgili kuyularina
ornekler yiiklenmistir. Elektroforez 120 V’da 20 dk gerceklestirilmistir. Daha sonra

jel, ultraviole 151k altinda gézlenmistir.
3.3. Oksidatif Stres icin Uygun H202 Doz Belirlenmesi
3.3.1. H202 Konsantrasyonunun Spektrofotometrik Olarak Ol¢iimii

Hidrojen peroksit soliisyonu 151k, hava ve sicakliktan etkilendiginden dolay1
agz1 sik1 kapali bir sekilde karanlikta ve +4°C’de muhafaza edilmelidir. Bu kosullar
saglanmadiginda H20, zamanla bozularak etkinligi azalir. Calismada, bu bozulmanin
deneyleri etkilememesi i¢in H202 her kullanimdan 6nce spektrofotometrik olarak 240
nm’de absorbans degeri olglilmistiir (134). Elde edilen absorbans degeri ile Formiil

3.1 kullanilarak H20O2 konsantrasyonu hesaplanmustir.

Ao =€xlxM (3.2.)

Aoz : 240 nm dalga boyundaki absorbans degeri ; € : Extinction coeffient = 43,6 Mt.cm™?; |: Isigin
katettigi uzaklik (1 cm) ; M: Konsantrasyon (M)

3.3.2. MKH’lerde WST-1 ile H202 Konsantrasyon Belirlenmesi

Hiicrelerde oksidatif stresin olusturulmasi ig¢in hidrojen peroksit (H202)
uygulamasi sonrasi hiicre canliligindaki degisim WST-1 testi ile belirlenmistir.
Kullanilacak H20, miktarinin ve 100 ile 600 uM arasinda artan konsantrasyonlarin
hazirlanmasi igin ticari olarak aliman %30 H.O: soliisyonunun (Merck Millipore,
108597) yogunluk (1.13 g/ml) ve molekiiler agirlik (MW: 34,01) bilgileri kullanilarak
molaritesi 8,8 M olarak hesaplanmistir (Formiil 3.2). Ana stok soliisyonundan (8.8.M)
MI1V1=M2V2 formiilii kullanilarak 1 mM ara stok soliisyonu hazirlanmistir. Calisma
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konsantrasyonlart yine M1xV1=M2xV2 formiilii kullanilarak bu ara stoktan

besiyerinde seyreltilerek hazirlanmistir.

mol % xdx1000ul  0.30x 1.13-L x 1000 wl

mi —88M (3.2.)

M= Mw 34.01g

WST-1 testi, diger adiyla 2-(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-distilfofenil )-
2H-tetrazolyum, monosodyum tuzu, hiicresel canliligin belirlenmesi i¢in yaygin
olarak kullanilan kolorimetrik bir testtir. WST-1 iki stilfonat grubu i¢erdiginden dolay1
negatif yiiklidiir ve bu nedenle hiicre i¢ine giremez. Prensip olarak WST-1, bir ara
elektron tasiyicisi varliginda mitokondriyal dehidrojenaz enzimleri tarafindan hiicre
disinda formazana donlismektedir. Formazan olugmasi sonucunda ortaya ¢ikan renk
degisimi hiicre kiiltlirlindeki mitokondriyal dehidrojenaz miktariyla dogru orantili

oldugundan bu testle hiicrelerin metabolik aktivitesini ve hiicre canliligi 6lgiiliir (135).

Karakterizasyonlari tamamlanan MKH, 3 ya da 4.pasajlarinda %80 konfluense
ulastiklarinda 1x10* hiicre/kuyu olmak iizere 96-kuyulu hiicre plagina ekilmistir.
Besiyerinde 1 gece bekletilen hiicreler ertesi giin sadece besiyeri (kontrol grubu) ve
artan konsantrasyonlarda 100, 200, 300, 400, 500, 600 ve 1000 uM H20; ile 2 saat
37°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras1 H2O; igeren besiyeri uzaklastirilarak
kuyular 100 pl PBS ile yikanmigtir. Ardindan her kuyuya 90 ul taze besiyeri ve iizerine
10 pl WST-1 ajam1 (Roche, 05015944001) hiicrelere verilerek 4 saat 37°C’de
inkiibator icinde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda 450-600 nm dalga boyunda
mikroplaka okuyucuda (Versamax, Moleculer Devices, ABD) absorbans degerleri
Olgtilmiistiir. Graphpad Prism 9 (Graphpad Software, Inc.) yazilimi kullanilarak rélatif

hiicre canlilig1 yiizdesi vs konsantrasyon grafigi olusturulmustur.
Deney Gruplari

(Calismada, herhangi bir ajana maruz birakilmamis grup (kontrol grubu) ve 300
uM H202’ye 120 dk boyunca maruz birakilan grup olarak 2 ana grup diisiniilmistiir.
Ancak protein fosforilasyonunun dinamik bir siire¢ olmas1 nedeniyle, Src ve 6zellikle
Y AP proteinin fosforilasyonunun da zaman igerisinde farkli gézlemlenebilecegi g6z

oniinde bulundurularak 15 dk, 30 dk, 60 dk ve 120 dk zamanlarinda 300 uM H20>’ye
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maruz birakilan gruplar ile Src, pSrc¥*®, YAP, pYAPY®" ve pYAPS?’ seviyeleri
western blot ile belirlenmistir. Src, YAP ve fosforile formlarinda protein seviyeleri
g0z oniine alindiginda deney gruplarindan kontrol, 15 dk ve 120 dk gruplari secilmis

ve kalan deneyler bu gruplar ile gergeklestirilmistir.
3.4. Mezenkimal Kok Hiicrelerde ROS Diizeyinin Belirlenmesi

Belirlenen H2O> konsantrasyonu sonrast MKH’larda oksidatif stres seviyeleri
belirlenmesi igin DCFDA / H:DCFDA - Cellular ROS Assay (Hiicresel ROS Testi)
Kiti (Ab113851, Abcam) kullanilmistir. Kullanim 6ncesi kit icerisindeki talimatlara
uyularak, 1X Tampon ve 20 uM DCFDA soliisyonu kit i¢erisinden ¢ikan soliisyonlarla

hazirlanmistir.

3 veya 4.pasajlarina gelen MKH’ler, 12-kuyulu plaga 1x10° hiicre/kuyu olacak
sekilde ekilmistir. Hiicreler konfluense ulastiginda 15, 30, 60, 120 dakikalarda 300 uM
H20.2 uygulamas: yapilmis, ardindan kuyularin PBS ile yikanmasiyla H20:
uzaklastirilmistir. Hiicreler, tripsin-EDTA soliisyonu ile kaldirilip santrifiij ile
¢oktiiriilmustiir. Elde edilen hiicre peleti 20 uM DCFDA ile besiyerinde ¢oziilmiis ve
37°C sicaklikta 30 dk inkiibe edilmistir. Hiicreler santrifiijlenerek kit igerisinden ¢gikan
1X tampon ile pelet ¢oziilmiis ve tekrar santrifiijlendi. Santrifiij sonrasi hiicre peleti
PBS igerisinde ¢oziilerek hiicre siispansiyonu akim sitometri cihazinda (Novocyte,
ACEA Biosciences, ABD) FITC kanalinda okutulmustur. Isaretlenmis hiicrelerin
analizi i¢in Novoexpress1.3.0 (ACEA Biosciences, ABD) yazilim programi

kullanilmastir.

3.5. Oksidatif Strese maruz birakilan Mezenkimal Kok Hiicrelerde
Western Blot Analizi

H20: inkiibasyonuyla oksidatif stres uyarilmis MKH’ler (15 dk ve 120 dk 300
uM H202 uygulanan gruplar) ve herhangi bir uygulamaya maruz birakilmamis
MKH’lerde (kontrol grubu) Src, pSrc¥*%, YAP, pYAPY*®' pYAPS!?’ Bcl-2, Bax, p73
ve B-aktin protein diizeylerine bakilmistir. Tez kapsaminda H202 uygulamasi sonrasi
YAP-pYAPY*"nin sitoplazmik ve niikleer degisimlerinin izlenmesi planlandig1 igin

deney gruplarina ait 6rneklerden total ve niikleer-sitoplazmik fraksiyonlarda protein
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izolasyonu yapilmistir. Bu amacla her grup i¢in 10 adet 100 X20 mm petri kabina
ekilen hiicreler %80 konfluense ulastiktan sonra H2O2 uygulamalari yapilarak deney
gruplari olusturulmustur. Ardindan protein izolasyonu, protein konsantrasyon dl¢timii

yapilmis ve western blot ile proteinler belirlenmistir.
3.5.1. Western Blot Analizi icin Protein Izolasyonu

Protein izolasyonu icin %80 konfluent olan ve 3 ya da 4. pasajlarindaki
hiicrelerden deney gruplar1 olusturulmustur. Deney gruplarina ait 6rnekler PBS ile
yikanmis ve soguk PBS ve hiicre kaziyici ile kiiltiir flaski yiizeyinden toplanarak 15
ml santrifiij tiiplerine aktarilmistir. Tiip, 1000 x g’de 5 dakika santrifiij edilmis ve
olusan pelet 1 ml PBS igerisinde ¢ozlilmiistiir. Coziilen pelet 2 ml tiiplere aktarilarak
1000 x g’de 5 dk santrifiijlenmistir. Siipernatant uzaklastirilmis ve hiicre peletinden
total protein izolasyonu ve sitoplazmik-niikleer fraksiyonlarda protein izolasyonu

islemleri uygulanmistir. Bu islemler agsagida ayrintilartyla agiklanmistir.
Total Protein izolasyonu

Total protein izolasyonu igin liziz tamponu (50 mM Tris-HCL pH 7.4, 150 mM
NaCl, 1 mM EDTA, %0,5 TritonX-100, %0.5 NP-40, %10 Glycerol) proteaz (Roche,
04693159001) ve fosfotaz (Roche, 04906837001) inhibitorleri ile hazirlanmstir.
Hiicre peletine hazirlanan bu 1X liziz tamponu soguk olarak eklenmis ve 10 dakikada
bir vortekslenmek iizere 40 dakika buz iizerinde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda tiipler, 10000 x g’de 10 dk santrifiijlenmis ve supernanat otoklavli, temiz

bir eppendorf tiipe aktarilmistir.
Sitoplazmik ve Niikleer Fraksiyonlarda Protein izolasyonu

Hiicrelerin sitoplazmada ve ¢ekirdekte yer alan proteinlerini ayirmak ic¢in
Pierce™ NE-PER (Thermo Fisher, 78833) kiti onerilen protokole uygun sekilde
kullanilmistir. Hiicre peleti, proteaz ve fosfotaz inhibitorleri eklenen soguk CER I
soliisyonu ile 10 dakika buz iizerinde inkiibe edilmistir. Uzerine soguk CERII
soliisyonu eklenmis ve 1 dakika boyunca buzda bekletilmistir. Vortekslenen 6rnekler
daha sonra santrifiijiin maksimum ayarinda (16000 x g) 5 dakika boyunca santrifiij

edilmigtir. Sitoplazmik proteinleri barindiran siipernatant baska bir eppendorfa



33

aktarilmis ve islemler sirasinda buz lizerinde bekletilmistir. Kalan peletin {izerine
proteaz ve fosfotaz inhibitorleri eklenen soguk NER soliisyonu eklenerek
vortekslenmistir. Buz iizerinde 40 dakika boyunca bekletilen soliisyon her 10 dakikada
bir vortekslenmistir. inkiibasyon sonrasi &rnekler 16000 x g’de 10 dk boyunca
santrifiijlenmistir. Niikleer proteinleri barindiran silipernatant bagka bir eppendorfa

aktartlmistir.
Tiim 6rnekler planlanan deneylerde kullanilmak {izere -80°C’de saklanmustir.
3.5.2. Bradford ile Protein Konsantrasyonu Belirleme

Protein konsantrasyonlarinin karsilastirilmasi igin g¢esitli konsantrasyonlarda
Bovin serum albiimin (BSA) soliisyonlar1 protein standardi olarak hazirlanmistir
(Tablo 3.2.). Ornekler distile suda 1/80 oraninda seyreltilerek 96-kuyulu plaktaki
kuyucuklara koyulmus ve {izerlerine 40 pl Bradford soliisyonu (Biorad, 500-0006)
eklenmistir. 96-kuyulu plak mikroplaka okuyucuda 450 nm’de okutulmustur ve
protein konsantrasyonlar1 BSA standart absorbans degerlerine gore Excel programinda
olusturulan standart protein konsantrasyonu/absorbans egrisi grafigi olusturularak

belirlenmistir (Sekil 3.4.).

Tablo 3.2. Bradford testinde kullanilan BSA protein standartlarinin final
konsantrasyonu hazirlanmasi

Standard | Final Konsantrasyonu (pg/ml) | 500 pg/ml BSA (ul) | dH20 (ul)
1 12,5 4 156

2 25 8 152

3 37,5 12 148

4 50 16 144

5

6

62,5 20 140
75 24 136
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Sekil 3.4. Bradford ile protein konsantrasyonu testi. A) Bradford eklendikten sonra
gozlemlenen renk degisimi, B) Standart protein konsantrasyonu/absorbans egrisi. x:
Konsantrasyon, y: Absorbans.

3.5.3. SDS-PAGE

Elde edilen ve konsantrasyonlar1 belirlenen protein ekstratlari sodyum dodesil
stilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile agirliklarina gore ayrilmistir.
Kullanilan %10 jel Tablo 3.3.’te belirtilen konsantrasyonlarda ve pH’taki soliisyonlar

ile hazirlanmustir.

Tablo 3.3. %10 Resolving Jel ve Stacking Jel hazirlamak i¢in gerekli soliisyonlar

Resolving Jel (%10) | Stacking Jel (5
Soliisyonlar
(20 ml) ml)
%30 akrilamid/Bisakrilamid (Bioshop,
6,7 0,83
Kanada)

1.5M Tris-HCI pH 8.8 5 -
1.0M Tris-HCI pH6.8 - 0,63
%10 SDS 0,2 0,05
%10 Amonyum Persiilfat (APS) 0,2 0,05
TEMED 0,0008 0,005

Daha once belirlenen protein konsantrasyonlariyla 30 pg (total protein ve

sitoplazmik protein ekstraktlar1 i¢in) ve 10 pg (niikleer protein ekstrakti i¢in) protein
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ornekleri 4x Laemmli buffer (Biorad, 1610747) ile hazirlamis ve 95°C’de 5 dk inkiibe
edilmistir. Ornekler daha sonra jelin her bir kuyusuna protein marker (Biorad,
1610747) ile yiiklenmistir. Jel, running tamponu ile 200V’°da yaklasik 40 dakika
yuriitiilmiistiir. Proteinler, onceden metanol ile aktive edilmis ve transfer tamponu ile
1slatilmis PVDF membranina Transblot Turbo Transfer Sistemi (Biorad) kullanilarak
transfer edilmistir. Transferden sonra, spesifik olmayan baglanmalar1 Onlemek
amactyla membranlar; %5 siit tozu (Biorad, 1706404) ile 90 dakika oda sicakliginda
protein blok i¢in inkiibe edilmistir. Membranlar, blok sonras1 %0,1 Tween-20 iceren
tris tamponlu salin (TBS-T) ile 5’er dakika 3 kez yikandiktan sonra Tablo 3.4. de
verilen diliisyonlarda hazirlanan primer antikorlar ile gece boyu +4°C’de ¢alkalayici
tizerinde inkiibe edilmistir. Ertesi glin, membranlar TBS-T ile 3x5 dk oda sicakliginda
yikanmig ve 1:10000 diliisyonunda hazirlanan anti-rabbit (Cytivia, NA934V) ve anti-
mouse (Cytivia, NA931V) HRP konjugeli sekonder antikorlari ile 1 saat oda
sicakliginda galkaliyict tizerinde inkiibe edildi. TBS-T ile oda sicakliginda yikandiktan
sonra western enhanced chemiluminescence (ECL) kiti (Thermo Fisher, 34095) ile
inkiibe edilmis ve Biorad ChemiDoc Touch goriintiileme sistemiyle ile protein bantlari
goriintiilenmistir. Elde edilen protein bantlarmin yogunluklart Biorad ImageLab
programiyla Olciilmiis ve [-aktin ile normalize edilmistir. Literatiirde niikleer
ekstraktlarin loading kontrolii i¢in B-aktin kullanan ¢aligmalar oldugundan dolay1 bu

orneklerde normalizasyon i¢in B-aktin kullanilmistir (136, 137).
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Tablo 3.4. Western blot yonteminde kullanilan antikorlar

Katalog

Ads Marka No Klonu Klon Tiris | Diliisyon
' Numarasi
Anti-YAP (fosfo- abcam | ab254343 | Monoklonal [EPR23680] | Tavsan 1:1000
Y357)
Anti-YAP1 abcam ab52771 Monoklonal [EP1674Y] Tavsan 1:1000
Anti-YAP1 CST 12395 Monoklonal 1A12 Fare 1:1000
Anti YAP (fosfo-
CST 13008 Monoklonal DowW?2I Tavsan | 1:1000
S127)
Anti-Src CST 2109 Monoklonal 36D10 Tavsan | 1:1000
Anti-Src (fosfo-
CST 6943 Monoklonal D49G4 Tavsan 1:500
Y416)
Anti Bax CST 89477 Monoklonal 2D2 Fare 1:1000
Anti Bcl-2 CST 15071 Monoklonal 124 Fare 1:1000
Anti-p73 abcam | ab215038 | Monoklonal | [EPR19884] | Tavsan | 1:1000
Anti-p-aktin Sigma A4700 Monoklonal AC-40 Fare 1:1000

3.6. Immiinfloresan Isaretleme

Oksidatif stres altindaki MKH’lerdeki YAP, pYAPY3" ve pYAPS?"’nin
hiicresel lokalizasyonlarinin ~ gosterilmesi amaciyla hiicreler immiinfloresan
isaretlenmistir. Bunun igin 3. veya 4. pasajlarindaki MKH’ler 8-kuyulu lama 2x10*
hiicre/kuyu olarak ekilmigstir. Ertesi giin hiicrelerin {izerindeki besiyeri uzaklastirilip
hiicreler PBS ile yikanmis ve deney gruplart olusturulmustur. Ardindan PBS ile
yikanan kuyulara fiksasyon islemi igin %4 PFA eklenerek oda sicakliginda 15 dk
inkiibe edilmistir. PFA uzaklastirildiktan sonra hiicreler PBS ile yikanip, lizerlerine
permabilizasyon i¢in %0.1 TritonX-100 eklenmis ve oda sicakliginda 15 dk inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda, hiicreler tekrar PBS ile yikanmuis ve goat ve donkey
serum igeren %2.5 BSA-PBS ile bloklama i¢in oda sicakliginda 30 dk inkiibe

edilmistir. Blok sonrasinda, %2.5 BSA-PBS igerisinde hazirlanan primer antikorlar
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(1:400 oraninda YAP1 (CST, 12395), 1:500 oraninda pY APY**’ (abcam, ab254343)
ve pYAPS?" (CST, 13008)) kombine uygulanarak gece boyu +4°C’de inkiibe
edilmistir. Ertesi giin, primer antikorlar uzaklastirilip PBS ile yikama sonrasi %1
normal insan serumu igeren %2.5 BSA-PBS i¢erisinde 1:800 diliisyonunda hazirlanan
goat anti-rabbit Alexa Fluor 488 (Jackson Immuno Research, 111-095-003) ve 1:500
oraninda hazirlanan donkey anti-mouse Alexa Fluor 594 (ab150108) sekonder
antikorlar hazirlanarak 1 saat oda sicakliginda birlikte ve karanlikta inkiibe edilmistir.
Daha sonra sekonder antikor uzaklastirilip PBS ile yikanmis ve iizerlerine 10 uM
DAPI damlatilip lamel ile kapatilmistir. Hazirlanan preparat, floresan atagmanli (Leica

CTR6) mikroskop (Leica DM6B) ile incelenip goriintiilenmistir.

Immiinofloresan isaretlemenin kantifikasyonu, her bir grup ve immunfloresan
isaretleme i¢cin X40’lik biiyiitmede 5 ile 8 hiicrenin yer aldigi 8 alanda Imagel
programi kullanilarak yapilmistir. Bunun i¢in, bir ¢ekirdek isaretleyicisi olan DAPI
kanalinda ¢ekirdekleri tespit etmek amaciyla esik ayarlarindan cekirdeklerde bir
maske olusturularak goriintiide bulunan ¢ekirdek sinirlar1 se¢im olarak kaydedilmistir.
Immiinofloresan isaretlenen FITC (yesil) ve Teksas red (kirmizi) kanallarinda,
goriintiiler duplike edilerek esik degerleri immunofloresan alanlarinda bir maske
olusturacak sekilde ayarlanmistir. Daha sonra, se¢im olarak kaydedilen cekirdek
maskeleri bu gortintiiler izerinde acilmistir. Bir goriintiide ¢ekirdek icini silerek diger
goriintii de ise cekirdek smirlart disinda kalan kismi silerek bu alanlarda kalan
maskelerin immunofloresan yogunluklar1 dl¢iilmiistiir. Bu 6l¢imden alinan ortalama
immunofloresan yogunluklar1 kullanilarak, her bir immunofloresan isaretleme icin
yiizde niikleer lokalizasyonu hesaplanmistir (Formiil 3.3.) (138).

) Ortalama Niikleer Intensite
%Nlkleer =

Ortalama Sitoplazmik + Ortalama Niikleer Intensite
* 100 (3.3)

3.7. pYAPY3 ye p73 Etkilesiminin iImmiinpresipitasyon ile Analizi

Oksidatif stres altindaki MKH’lerde pYAPY®"nin p73 proteini ile olan

iligkisini belirlemek amaciyla immiinpresipitasyon yontemi ile analizi gerceklestirildi.
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Bunun i¢in 3.5.1 kismindaki protein izolasyonlarindan elde edilen ornekler ile
immiinpresipitasyon kiti (Thermo Fisher, 26146) kullanilmistir. Kitin igeriginde yer
alan protokol izlenmistir. Rezinin saklama tamponundan temizlenmesi i¢in 6ncelikle
80 ul kontrol agaroz resin soliisyonu spin kolonuna eklenmis ve saklama tamponu
santrifiij ile uzaklastirildiktan sonra, 0.1 M sodyum fosfat, 0.1 M sodyum kloriir
tizerine eklenerek tekrar santrifiijlenmistir. Kolondan akan akis fraksiyonu (flow-
through) atilmis, spin kolonuna 600 pg total, niikleer ve sitoplazma ekstraktlar
eklenmis ve +4°C’de 60 dk inkiibe edilmistir. Kolon 1000 x g’de 1 dk boyunca
santrifiijlenerek ilk akis sollisyonu baska bir mikrosantrifiij tiipiine aktarilmistir.
Immiin-kompleksin hazirlanmasi i¢in 3 pg anti-p73 antikoru ile akis soliisyonu
(antikor-hiicre lizat1) mikrosantrifiij tiipiine aktarilarak ile toplam hacim 300 pl olacak
sekilde IP liziz/yikama tamponu ile tamamlanmistir. Soliisyon gece boyunca +4°C’de
inkiibe edilmistir. Ertesi giin 20 ul protein a/g agaroz spin kolonuna aktarilmis ve kolon
1000 x g’de 1 dk santrifiij edilerek agarozun saklama tamponu uzaklastirilmistir. Rezin
kolonu, 100 pl soguk yikama tamponu ile 2 kere yikanmis ve santrifiij sonras1 akan
sollisyon her yikamada uzaklastirilmistir. Antikor-lizat soliisyonu protein a/g agaroz
iceren spin kolonuna eklenerek 1 saat boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sirasinda
tiip nazikge rotasyon hareketi ile karistirilmustir. inkiibasyon sonrasinda, spin kolonu
yeni bir toplama tiipline yerlestirilerek tlip santrifiijlenmistir. Santrifiij sonras1 akan
soliisyon ilk akig soliisyonu olarak toplanmistir. Spin kolonu bagka bir toplama tiipiine
yerlestirilerek lizerine 200 pl IP liziz/yikama tamponu eklenmis ve tekrar santrifiij

edilmistir. Bu yikama islemi 3 defa tekrar edilmistir.

Eliisyon sonrasi olusan ¢ozelti santrifiijlendikten sonra toplanmistir. Daha
sonra Ornekler SDS-PAGE’te 3.5 kisminda agiklandigr gibi PVDF membrana
aktarilmistir. Membran, %5 BSA ile 90 dakika oda sicakliginda bloklanmis ve TBS-T
ile 5’er dakika 3 kez yikandiktan sonra primer antikorlar ile (pYAPY%*" ve p73 1:1000
diliisyonunda blok soliisyonlarinda seyreltilmistir) gece boyu +4°C’de ¢alkaliyic
tizerinde inkiibe edilmistir. Membranlar TBS-T ile 3x5 dk oda sicakliginda yikanmis
ve 1:10000 diliisyonunda hazirlanan anti-rabbit (Cytivia, NA934V) HRP konjugeli
sekonder antikorlari ile 1 saat oda sicakliginda calkalayici iizerinde inkiibe edilmistir.
TBS-T ile oda sicakliginda yikandiktan sonra ECL soliisyonu ile inkiibasyon sonra

goriintiileme sistemi ile goriintiilenmistir.



39

3.8. istatistiksel Analizler

Grafik ¢izimi, GraphPad Prism 8.4.2 (GraphPad Software, San Diego, CA,
ABD) ve istatistiksel degerlendirmeler SPSS 26.0 (IBM, Armonk, NY, ABD)
programlar ile yapilmstir. Istatistiksel analizlerde parametrik veriler icin ¢ift yonlii
ANOVA, parametrik olmayan analizler i¢in Kruskal Wallis ve Mann-Whitney testleri
kullanilmistir.  p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Analizlerin
anlamlilik diizeyi, p degerinin biiyiikliigii dikkate alinarak, asteriks (yildiz isareti, *)
sistemi kullanilarak “ns p>0.05, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001”
olarak ifade edilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Lipo Aspirattan Elde Edilen MKH’lerin Karakterizasyonu

Lipo aspirattan elde edilen MKH’lerin izolasyon sonrasi ISCT kriterlerine gore

karakterizasyonlar1 yapilmistir.
4.1.1. Hiicre Morfolojisinin Mikroskopla incelenmesi

Hiicreler, lipo aspirattan izole edilerek %10 FBS, 2 mM L-Glutamin %1
penisilin-streptomisin iceren DMEM-LG besiyerinde g¢ogaltilarak pasajlanmis ve
mikroskobik incelemelerinde flask tabanina tutunan, igsi hiicreler gozlenmistir (Sekil

4.1). Bu hiicrelerin sayilarinin zamanla arttig1 tespit edilmistir.
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Sekil 4.1. Lipo aspirattan elde edilen hiicrelerin 1, 2, 3 ve 4. pasajlarinda 151k
mikroskobu ile elde edilen goriintiileri. A) P1, B) P2, C) P3 ve D) P4. 100X ve 200X.

Pasaj 4’e kadar flask tabanina tutunan bu hiicrelerin igsi goriiniimlerini ve
seffaf sitoplazmalar ile ortada yerlesmis cekirdekli yapilarini korudugu, ilerleyen

pasajlarda hiicrelerdeki sitoplazma oraninin arttig1 belirlenmistir (Sekil 4.1.).
4.1.2. MKH Belirteclerinin ifade Diizeylerinin incelenmesi

Hiicrelerde yapilan akim sitometri analizinde, hiicre yiizey belirteclerinden
CD44’tin %99,89, CD90’1n %96,26, CD105’in %94,22, CD45’in %0,06, CD34’iin
%0,43 ve CD31’in %0,02 ifade edildigi saptanmistir. Ozetle hiicre popiilasyonunun
%95’ten fazlasinin MKH pozitif ylizey belirteclerini eksprese etti§i ancak MKH
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negatif yiizey belirteclerini eksprese etmedigi (%2 nin altinda) belirlenmistir (Sekil
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Sekil 4.2. MKH belirteglerinin akim sitometri analizinde gosterimi. MKH pozitif
yiizey belirtegleri CD44 (%99,89), CD90 (%96,26), CD105 (%94,22) ve MKH negatif
yiizey belirtegleri CD45 (%0,06), CD34 (%0,43), CD31’in (%0,02) ekspresyon
yiizdelerini gosteren histogram grafikleri.

Elde edilen bu sonuglar, izolasyonu yapilan ve ¢ogaltilan hiicrelerin 4. pasaja

kadar MKH olma kriterlerini karsiladigini gostermektedir.

Potansiyelinin Belirlenmesi

4.1.3. izole Edilen Hiicredelerde Adipojenik ve Osteojenik Farklanma

Pasaj 4’teki hiicrelerin, adipojenik ve osteojenik farklanma besiyerleri ile 21

giin kiiltiirii yapilmis, daha sonra bu hiicrelere sirastyla Oil Red O (ORO) ve Alizarin

Red S (ARS) boyamalar1 uygulanmigtir. Normal besiyeri ile beslenen kontrol
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grubunda, 21 giinliik kiiltiir sonunda herhangi bir degisim gozlemlenmemistir (Sekil
4.3A).

Adipojenik farklanma besiyeri ile beslenen hiicrelerde, ORO boyamasi sonrasi,
kirmizi renkli yag damlalar1 belirgin halde goriilmistiir (Sekil 4.3B). ORO
boyamasinin kantitatif analizinde, adipojenik farklilasma grubunda kontrol grubuna
gore daha fazla miktarda ORO boyanmasi oldugu belirlenmistir (Sekil 4.4D). Bu
bulgulara gore, lipo aspirattan elde edilen MKH’lerin, adipojenik farklilasma

potansiyelinin oldugu belirlenmistir.

GEEINT ey o @
A. B. < &, b
' \ 33 3 %4 | S
; 3 :\‘-"tt:,’%'.
& g
e 4‘,‘, L
Ay b
Wir e vt
W Sl
PR
D 1.0 E. 0.10
)
= 0.8+ 3 = 0.08
= =
S =
& T 06- & = 0.06-
EE™ &
5 g 5
2 é 0.4 g £ 0.04
=} =
M 0.2- X 0.02-
0.0 $ T 0.00 * T
> A Y A
&@ & @ &‘o & o
N N d N
LA & &
3 AV Y >
¥ ©
< N
Q‘b Q‘b

Sekil 4.3. Hiicrelerin 21 giinliik adipojenik ve osteojenik farklilagsma sonrasi Oil Red
O ve Alizarin Red S boyamalari. A) Farklandirma besiyeri uygulanmayan kontrol
grubu, B) Adipojenik farklandirma sonrast Oil Red O boyamasi yapilan hiicreler, C)
Osteojenik farklandirma sonrasi Alizarin Red S boyamasi yapilan hiicreler, D)
Adipojenik farklilasma kantifikasyonu i¢in ORO konsantrasyon (mg/ml) o6l¢iimii
grafigi, E) Osteojenik farklilasma kantifikasyonu i¢in ARS konsantrasyon (mM)
Ol¢limii grafigi.

Osteojenik farklanma besiyeri ile beslenen hiicrelerde ARS boyamasi sonrasi,

kalsiyum kristali birikimlerini gosteren turuncu-kirmizi boyamalar gézlenmistir (Sekil
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4.3C). ARS boyamasmin kantitatif analizinde, osteojenik farklilasma grubunda
kontrol grubuna gore daha fazla miktarda ARS boyanmasi oldugu belirlenmistir (Sekil
4.3E). Bu bulgulara gore, lipo aspirattan izole edilmis MKH’lerin, osteojenik

farklilasma potansiyelinin oldugu belirlenmistir.

Karakterizasyon ve farklandirma sonuglarina dayanarak lipo aspirattan izole

edilmis MKH’lerin, ISCT kriterlerini karsiladigi belirlenmistir.

Mikoplazma Testi

Mikoplazma kontaminasyonunun, deney sonuglarini onemli Olgilide
etkileyebilecegi icin hiicre kiiltiirii calismalarinda biiyiik bir sorun oldugu
bilinmektedir (133). Bu nedenle, bu c¢alismada kullanilacak hiicrelere oOncelikle

mikoplazma testi uygulanmistir.

Mikoplazma testi sonucunda, Sekil 4.4.te verilen jel goriintiisiinde de
goriildiigii gibi mikoplazma igerdigi bilinen pozitif kontrolde 270 bp seviyesinde
keskin bir bant gozlenirken, negatif kontrolden ve bu calismada kullanilacak
hiicrelerden elde edilen 6rneklerde 270 bp seviyesinde bir bant goriilmezken 375 bp

seviyesinde bir bant goriilmiistir.

DNA  Pozitif Negatif MKH érnekleri
Ladder Kontrol Kontrol |

270 bp

375bp

Sekil 4.4. Mikoplazma test sonucu 6rnek goriintiisii.

Bu sonuca dayanarak, ¢aligmaya mikoplazma negatif olan bu hiicrelerle

calismaya devam edilmistir.
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4.2. Oksidatif Stres Olusturulmasi icin Hidrojen Peroksit Uygulama

Konsantrasyonun Belirlenmesi
4.2.1. Hidrojen Peroksit Stok Cozeltisinin Hazirlanmasi

Hidrojen peroksit ¢ozeltisi, hassas ve stabil olmayan bir ¢ozelti olmasindan
dolay1, cesitli etkenler nedeniyle konsantrasyonu degiskenlik gosterebileceginden
uygun saklama kosullarinda bulunmasi 6énemlidir (139). Bu ¢alisma kapsaminda is-
zaman takvimi ile uyumlu olarak H>O> kullanilarak olusturulacak deney gruplari, her
is paketi i¢in tekrar olusturulmustur. Bu deney gruplarinda kullanilacak H20:
cozeltileri hazirlanirken, ana stok sisesinin kapagi defalarca acildigindan hava ile
temas olmustur. Bu nedenle calisma kapsamindaki kullanim siiresi boyunca H20>
konsantrasyonu, spektrofotometrik olarak 6lgiilen absorbans degerlerinden
belirlenmigtir. Calismada kullanilan ana stok H20>'in 6l¢iilen absorbans degerlerinden

hesaplanan konsantrasyonunda 6nemli bir degisiklik saptanmamustir (Tablo 4.1.)

Tablo 4.1. Hesaplanan H»O; stok konsantrasyonlari

1. 6l¢iim (1.ay) 2. dl¢iim (6.ay) 3. ol¢iim (12.ay)

0OD240 0OD240 0D240

Konsantrasvon (Ortalama | Hesaplanan | (Ortalama | Hesaplanan |(OrtalamafHesaplanan
(MM) y + Molarite + Molarite + Molarite

Standart (mM) Standart (mM) Standart [ (mM)

Sapma) Sapma) Sapma)
0,458 + 0,462 + 0,465 + 10,551

10 0,001 10,497 0,004 10,604 0,003
0,225 + 0,228 + 0,227 + 5,192

S 0,001 5161 0,001 5222 0,002
0,043 + 0,046 + 0,045 + 2,033

! 0,004 0.986 0,002 1047 0,003
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4.2.2. H202’nin MKH’lerin Canhhgina ve Proliferasyonuna Etkisinin
incelenmesi

Pasaj 4’teki MKH’lere 100-600 uM arasinda artan konsantrasyonlarda 2 saat
H20, uygulandiktan sonra WST-1 testi ile hiicrelerin canliligi saptanarak H2O:
konsantrasyonu belirlenmistir. Spektrofotometrik olgtimlerden hesaplanan rolatif
hiicre canlilig1 yiizdesine gore, H,O2 konsantrasyonu arttikca, kontrol degerlerine gore
hiicre canliliginda, 6zellikle 200 uM konsantrasyondan sonra kademeli bir azalma

gozlenmistir. MKH'ler i¢in H202 uygulamasinin ICsp degeri 472,4 uM olarak
hesaplanmustir (Sekil 4.5.).
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Sekil 4.5. Farkli H202 konsantrasyonlar1 ile 2 saat inkiibe edilen MKH’lerin hiicre
canliligt. 1Cso degeri 472,4 uM olarak Graphpad Prism 9 programiyla hesaplanmuistir.

Ortalama = SEM (n=2).
Bu bulguya gore, bu ¢alismada MKH’lerde oksidatif stres olusturmak amaciyla
ICs0 degerinden daha diisiik bir doz olan 300 uM H>O> konsantrasyonunun

kullanilmasina karar verilmistir

4.3. H202 Uygulamasi Sonrast MKH’lerde ROS Diizeyinin Belirlenmesi

Oksidatif stres olusturmak tizere uygulanan 300 uM H20> konsantrasyonunun
MKH'lerdeki etkisinin incelenmesi amaciyla, deney gruplarindaki reaktif oksijen

tiirlerinin (ROS) miktari, ticari bir hiicresel ROS test kiti kullanilarak akim sitometri
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cihaziyla ol¢iilmistiir. ROS floresan diizeyleri, ortalama (mean) floresan intensite

(MFI) olarak verilmistir.

MKH'lere 15, 30, 60 ve 120 dk boyunca 300 uM H>O> uygulanmasi, uygulama
yapilmayan (kontrol) deney grubuna gore hiicre i¢i ROS diizeylerini artirmistir. ROS
diizeyi tiim gruplarda kontrol grubuna gore artig gostermistir. H2O2'in 15 ve 30 dk
uygulamalarinin yapildig1 gruplarda yaklasik 2,5 kat artis gosterirken, 60. dakika’dan
120. dakikaya kadar ROS diizeyindeki artis kontrole gore yaklasik 2 kat seviyesine
gelmistir (Sekil 4.6.).
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Sekil 4.6. MKH’lerde H2O> uygulamasi sonrast ROS seviyeleri. Akim sitometri
Ol¢iimleri, mean floresan intensite (MFI) olarak verilmistir. H2O2 uygulamas1 sonrasi
MFI degerleri kontrol grubuna gore rolatif olarak belirlenmistir. Ortalama + SEM
(n=2). Istatiksel analizler igin Mann-Whitney U Testi kullanilmistir. * p<0.05

4.4. H202 Uygulamas1 Sonrasi Src, YAP ve Apoptotik Proteinlerin

Ekspresyon Diizeylerinin Degisimi

Bu ¢alismada, MKH’lerde H20, uygulamasiyla olusturulacak oksidatif stres
sartlarinda Src-Y AP aktivitesindeki degisimin (pSrc/Src, pY AP/YAP) ve apoptoz ile

iligkisinin belirlenmesi amaglanmistir. Bu amagla hiicrelere 120 dk boyunca H20-
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uygulanarak total hiicre lizatlarindaki Src ve pSrcY*; total, sitoplazmik ve niikleer
ekstraktlarda YAP, pYAPY®  pYAPS!?" proteinlerinin ekspresyonlarmdaki
degisimler belirlenmistir. Hiicre i¢i proteinlerin fosforilasyonu dinamik bir siire¢
oldugundan, H202 uygulamasi1 sonrasi 15-120 dk arasindaki farkli siirelerde de
proteinlerin fosforilasyon diizeyleri belirlenmistir. H2O2 uygulamasi sonrasi ortaya
¢ikmas1 muhtemel apoptotik yanitin incelenmesi amaciyla da, pro-apoptotik proteinler
olan p73 ve Bax, anti-apoptotik protein olan Bcl-2 diizeylerindeki degisimler

incelenmistir.
4.4.1. Src Ekspresyonu ve Fosforilasyon Diizeylerinin Incelenmesi

MKH'lere 300 uM H20 uygulamasi sonrasi 15-120 dk arasindaki farkli

siirelerde Src ve pSrcY4®

protein diizeyleri total hiicre lizatlarinda incelenmistir (Sekil
4.7.). Src ve pSrcY# protein bantlar1, molekiil agirliklara uygun olarak, yaklasik 60
kDa’da gozlenmistir (Sekil 4.7A). Dansitometrik analizlerde, uygulamanin 15. ve 30.
Dakikalarinda (p>0.05) Src proteininin ekspresyonunda kontrol grubuna gore bir
azalma tespit edilmistir. pSrcY*'® ekpresyonunun ise 15. dakikada (p>0.05) ve 30.
dakikada (p<0.05) arttig1 tespit edilmistir. Src proteininin ekspresyonu 60. ve 120.

dakikalarda kontrole gére artmaya baslarken (p>0.05), pSrcY41

ekspresyonu da ayni
dakikalarda azalmaya baslamistir; ancak Src’nin fosforilasyon diizeyinin 60. dakikada
(p<0.05) ve 120. dakikada (p>0.05) kontrole gore halen yiiksek oldugu gozlenmistir

(Sekil 4.7B).
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Sekil 4.7. MKH’lerde H-O, uygulamas1 sonrasi total hiicre lizatinda Src ve pSrc”*

seviyelerinin degisimi. A) Farkli siirelerde H2O; uygulamasi sonrast Src ve fosforile Src
proteinlerinin western blot goriintiisii. B) Src ve fosforile Src’nin B-aktin’e gore dansitometrik
analizleri. Ortalama + SEM (n=2). Istatiksel analizler icin Kruskal-Wallis Testi
kullanilmistir. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001

pSrcY4® ile Src ekspresyon diizeylerinin orania bakildiginda; 15., 30., 60. ve
120. dakikalarda kontrole gore sirastyla 2,3 (p<0.05); 3,5 (p<0.05); 2,5 (p<0.05) ve
1,4 (p>0.05) kez artis oldugu tespit edilmistir. Otuzuncu dakikadan itibaren gozlenen
fosforilasyon diizeyindeki azalma egiliminin, 30. ve 120. dakikalar karsilastirildiginda

istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur (p<0.05).

4.4.2. YAP Ekspresyonu ve Fosforilasyonlarindaki Degisimlerinin

Incelenmesi

MKH'lere 15, 30, 60 ve 120 dk 300 uM H20: uygulamalar1 sonras1 YAP ve
YAP’m fosforilasyon diizeylerine total hiicre ekstraktlarinda bakilmistir (Sekil 4.8.).
YAP ve fosforile formlarinin protein bantlari, molekiiler agirliklarina uygun olarak,

yaklasik 65 kDa’da goézlenmistir (Sekil 4.8A). Dansitometrik analizlerde, YAP
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ekspresyonunun 15. ve 30. dakikalarda kontrole goére azaldig1 (p>0.05), 60. ve 120.
dakikalarda kontrole gore arttigi (p<0.05) goézlenmistir.

Total hiicre lizatinda, pY APY3' protein diizeyinin 15 (p>0.05), 30 (p<0.05), 60
(p<0.05) ve 120 (p>0.05) dakikalarinda kontrole gére arttigi, bu artisin 60. dakikada
en fazla oldugu, ancak fosfo-protein diizeyinin 120. dakikada azalmaya basladig1 tespit
edilmistir. pYAPS?" ekspresyon diizeyinin tiim zaman noktalarinda kontrole gore
artt1g1 (p<0.05), bu artisin 120. Dakikada (p<0.05) en yliksek seviyeye ulastig1 tespit
edilmistir (Sekil 4.8B).

Total hiicre lizatinda YAP’1n ve fosforile formlarinin dansitometrik analiz
oranlarma degerlendirildiginde, pYAPY**"/YAP oraninin 15, 30, 60. dakikalarda
sirastyla 1,6 (p<0.05); 2,5 (p<0.05) ve 1,7 (p>0.05) kez artmis oldugu, 120. dakikada
(p>0.05) ise kontrol degerine geri dondiigii belirlenmistir (Sekil 4.8C). Total hiicre
lizatinda pYAPS*?/YAP oraninin 15, 30, 60 ve 120. dakikalarda 2,5-3 kez arttig
(p<0.05) belirlenmistir.
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Sekil 4.8. MKH’lerde H2O2 uygulamasi sonrasi total hiicre lizatinda YAP ve fosforile
formlarinin degisimi. A) Farkli siirelerde H,O, uygulamasi sonras1 YAP, pY APY% ve
pYAPS? proteinlerinin western blot goriintiisii. B) YAP, pYAPY**" ve pYAPS!2"nin
B-aktin’e gore dansitometrik analizleri. C) pYAPY**" ve pYAPS!?" dansitometrik
analizlerinin YAP ile karsilastirilmasi. Ortalama + SEM (n=2). Istatiksel analizler i¢in
Kruskal-Wallis Testi kullanilmigtir. * p<0.05
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MKH’lerde H202 uygulamasi sonras1 15 ve 120. dakikalarda YAP, fosforile
YAP diizeylerine total, niikleer ve sitoplazmik ekstraktlarda bakilmistir (Sekil 4.9.).
Y AP’1n total ekstraktlardaki miktar1 zamana bagimli olarak degismezken, ¢ekirdekteki
miktar1 15. Dakikada (p>0.05) artmaya baslamis ve 120. Dakikada (p<0.05) kontrole
gore yaklasik 2 kat artis gostermistir. Sitoplazmada ise 15. ve 120. dakikalarda YAP
miktar1 kontrol ile aynidir (p>0.05). Tirozin fosforile YAP’1n miktarinda zamana bagl
olarak bir degisim gozlenmezken, sitoplazmadaki miktar1 15. ve 120. Dakikada
(p<0.05) kontrole gore 1,25 kez azalmis ve ¢ekirdekteki miktar1 da 15. ve 120.
dakikalarda artis gostermistir (p<0.05). Serin fosforile YAP’1n total ve sitoplazmik
ekstraktlardaki miktar1 15. dakikada kontrole gore artarken niikleer ekstraktta
azalmstir (p>0.05).
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Sekil 4.9. MKH’lerde H20: uygulamasi sonrast YAP’in ve fosforilasyonlarinin
cekirdek ve sitoplazma dagilimlari. A) YAP, pYAPY**" ve pYAPS2"°nin western blot
goriintiisii. B) Sitoplazmadaki YAP, pYAPY3" ve pYAPS?"’nin B-aktin’e gore
dansitometrik analizleri. C) Cekirdekteki YAP, pYAPY®’ ve pYAPS2°nin B-aktin’e
gore dansitometrik analizleri. Ortalama = SEM (n=2). istatiksel analizler i¢in Mann-

Whitney U Testi kullanilmigtir.  * p<0.05
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Y AP ve fosforilasyonlarinin ¢ekirdek-sitoplazma oranina bakildiginda niikleer
ekstrakt grafigine benzer oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.10.). YAP’in ¢ekirdek-
sitoplazma oram1 120. dakikada kontrolden 2 kat fazladir (p<0.05). pYAPY®"’nin
¢ekirdek-sitoplazma orani ise 15. ve 120. dakikalarda kontrolden sirasiyla yaklasik 1,5
kat arttig1 saptanmistir (p<0.05). pY AP3'? ise ¢ekirdek/sitoplazma oran1 kontrolden
daha azdir (p>0.05).
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Sekil 4.10. MKH’lerde H,0; uygulamasi sonras1 YAP, pYAPY3’ ve pYAPS2"nin
cekirdek / sitoplazma ekspresyon oranlari. Ortalama = SEM (n=2). Istatiksel analizler
icin Mann-Whitney U Testi kullanilmistir. * p<0.05

4.4.3. p73 Ekspresyonunun Incelenmesi

MKH’lerde H202 uygulamasi sonrast 15 ve 120. dakikalarda p73 ekspresyon
diizeyine total, niikleer ve sitoplazmik ekstraktlarda bakilmistir (Sekil 4.11). p73 toal
ve sitoplazmik ekstraktlarda gozlenmezken, c¢ekirdekte molekiiler agirligina uygun
olarak yaklasik 70 kDa’da bant saptanmistir (Sekil 4.11A). Dansitometrik analizinde,
p73’in 15. dakikada cekirdekteki miktar1 kontrole gore yaklasik 2 kez artarken
(p<0.05) 120. dakikada kontrol grubunun yaklasik yaris1 kadar azalmistir (p>0.05)
(Sekil 4.11B).
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A. Total Sitoplazmik Niikleer
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Sekil 4.11. MKH’lerde H2O> uygulamasi sonrasi p73’iin ekspresyonu. A) p73’iin total
hiicre lizatinda, ¢ekirdekte ve sitoplazmadaki western blot goriintiisii. B) Cekirdekte
p73’iin B-aktin’e gore dansitometrik analizi. Ortalama + SEM (n=2). Istatiksel analizler
i¢in Mann-Whitney U Testi kullanilmistir. * p<0.05, ** p<0.01

4.4.4. Apoptotik Proteinlerin Ekspresyon Diizeylerinin incelenmesi

MKH’lere 15, 30, 60, ve 120 dk 300 uM H20: uygulamasi sonrast pro-
apoptotik proteinlerden Bax ve anti-apoptotik Bcl-2 proteinlerinin degisimleri total
hiicre ekstraktlarinda incelenmistir (Sekil 4.12.). Molekiiler agirliklarina uygun olarak,
Bax yaklasik 20 kDa’da ve Bcl-2 yaklasik 26 kDa’da gozlenmistir (Sekil 4.12A).
Dansitometrik analizlerde, Bax protein diizeyinin tiim gruplarda kontrole gore arttig
ve bu artigin 120 dakikada en fazla oldugu saptanmistir. Bu artis diizeyi, 15 dakika
grubu haricinde, istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur (p<0.05). Bcl-2
protein diizeyinde 30., 60. ve 120. dk ekspresyon diizeyinde bir azalma (p>0.05)
gbzlenmistir (Sekil 4.12B).
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H,0; Uygulama
A. Zamani (dakika): K 15 30 60 120

~20KDa | M— ——— | DX

~42kDa | W ———— [-aktin

~26 kDa — — — — . | Bel-2

~ 42 kDa A S . S B_akﬁn

Bax / Bel-2

Kontrel 15 30 60 120 Kontrol 15 30 60 120 Kontrel 15 30 o0 120

Zaman (dakika) Zaman (dakika) Zaman (dakika)

Sekil 4.12. MKH’lerde H20> uygulamasi sonras1 Bax ve Bcl-2 proteinlerin degisimi.
A) Farkli siirelerde H2O2 uygulamasi sonrast Bax ve Bcl-2 proteinlerinin western blot
goriintiisii. B) Bax ve Bcl-2’nin B-aktin’e gore dansitometrik analizleri. Ortalama +
SEM (n=2). Istatiksel analizler igin Kruskal-Wallis Testi kullamlmistir (n=2). * p<0.05, **
p<0.01, *** p<0.001

Bax ile Bcl-2 ekspresyon diizeylerinin oranina bakildiginda ise, sirastyla 120
dk grubunda (p<0.05) en fazla olmak tizere kontrole gore bir artis tespit edilmistir ve
bu artis, 15 dk grubu haricinde, kontrole gore tiim gruplarda istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur (Sekil 4.12B).

45. H202 Uygulamas1 Sonrasti YAP ve Fosforilasyonlarinin

Immiinreaktivitesi

MKH'lere 300 pM H202 uygulamasi sonras1 YAP, pYAPY®’ ve pYAP?"nin
hiicre icindeki lokalizasyonlarimin belirlenmesi i¢in yapilan immiinfloresan
isaretlemelerinde pYAPY®® ve pYAP! FITC ile yesil, YAP texas red ile kirmizi
isaretlenmistir (Sekil 4.13.). Immiinfloresan gériintiilerde YAP (kirmizi) ve pY AP Y3

(yesil) ¢ekirdekte ve sitoplazmada yer alabildigi ve bulundugu kompartmanlardaki
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e

yogunluklarimin H202 zaman bagli uygulamalar: ile degistigi gozlenmistir (Sekil
4.13A-C). pYAPS2"nin (yesil) cogunlukla sitoplazmada yer aldig1 izlenmistir (Sekil
4.13D-F).

Cekirdek-sitoplazma dagilimini belirlemek amaciyla yapilan kantifikasyonda,
YAP proteinin niikleer lokalizasyonunun tiim gruplarda %50’den fazla oldugu tespit
edilmistir. pYAPY®’ proteinin 15. ve 120. Dakikalarda niikleer lokalizasyonu
%50’den fazlayken kontrol grubunda  yaklasitk %45 oldugu saptanmustir.
pYAPS2"inin niikleer lokalizasyonu tiim gruplarda yaklasik %40-45 oldugu tespit
edilmistir (Sekil 4.14.).



S7

DAPI pYAPY¥7/FITC YAP/Texas Red DAPI-pYAPY?5_yAP

DAPI pYAPSYT/FITC YAP/Texas Red DAPI-pYAPS127_yAP

Sekil 4.13. MKH’lerde H202 uygulamas:1 sonrast YAP ve fosforile formlarinin
immiinreaktivitesi. A) Kontrol B) 15 dk H20: uygulamasi C) 120 dk H20>
uygulamalarinda YAP ve pYAP"®’ isaretlenmesi. D) Kontrol E) 15 dk H.0;
uygulamasi F) 120 dk H.02 uygulamalarinda YAP ve pY APS*?/ isaretlenmesi. Beyaz
ok: pYAPY37 pozitif alanlar, turuncu ok: pYAPS2" pozitif alanlar.
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Sekil 4.14. MKH’lerde H2O2 uygulamasi sonrast YAP, pYAP"**" ve pYAPS?
immunfloresan yogunlugunun analizi. Niikleer-sitoplazma oranlar1 yiizde olarak
verilmistir. Ortalama + SEM

4.6. YAP ve p73 Etkilesiminin Incelenmesi

Niikleer ve sitoplazmik ekstraktlarda 15 ve 120. dakikalardaki pYAPY3%" ve
p73 etkilesimi immiinpresipitasyon yontemi ile total, niikleer ve sitoplazmik
ekstraktlarda incelenmistir (Sekil 4.15-17). Tavsan IgG antikoru, primer antikorun
kontrolii olarak kullanilmistir. IgG ve p73 ile ¢Oktiiriilen total lizatlarda agir zincirin
molekiiker agirligina uygun olarak yaklagik 50 kDa’da protein bantlar1 gozlenirken,
PYAPY®' ve p73 proteininin molekiiler agirliklarina uygun olan 65 ve 70 kDa’da
herhangi bir bant gézlenmemistir (Sekil 4.15).

1P: IgG p73 p73

Zaman (dakika): 15 120
75 kDa —
WB:pYAPY37
75 kDa —

WB:p73

50 kDa — !

Sekil 4.15. MKH’lerde H,O, uygulamasi sonras1 pY APY3% ve p73 proteinlerinin total
ekstraktta immiinpresipitasyonu. IgG antikoru kontrol igin kullanilmustir.
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IgG ve p73 ile ¢oktiiriilen tiim ekstraktlarda agir zincirin molekiiler agirligina
uygun olarak yaklagik 50 kDa’da protein bantlar1 gézlenmistir (Sekil 4.16.). 1gG ile
¢oktiiriilen niikleer ve sitoplazmik ekstraktlarda, pYAPY®" ve p73 proteinlerinin
molekiiler agirliklarina uygun olan herhangi bir bant gézlenmemistir. p73 antikoruyla

¢oktiiriilen niikleer ekstraktlarda her iki zaman noktasinda da pYAPY3’

varligi
Western blot yontemiyle gosterilmistir. Sitoplazmik ekstraktlarda herhangi bir protein

bandi tespit edilememistir.

Cekirdek Sitoplazma
IP: IgG  p73 p73 IgG  p73  p73
Zaman
(dakika): 15 120 15 120
75 kDa —
~ 65 kDa - . WB: pYAPY357

IeG

WB: p73

IgG

Sekil 4.16. MKH’lerde H,O, uygulamasi sonras1 pYAPY®’ ve p73 proteinlerinin
niikleer ve sitoplazmik ekstraktlarda immiinpresipitasyonu. IgG antikoru, kontrol i¢in
kullanilmistir. Niikleer ve sitoplazmik ekstraktlar p73 ile ¢oktliriilmiistiir. Western
blotta, pY AP ve p73 antikorlari, 2 ayr1 membranda strip edilmeden bakilmustir.

p73 antikoruyla ¢oktiiriilmiis niikleer ekstraktlar, protein A/G agaroz kolonuna
uygulandiktan sonra ilk akig fraksiyonu toplanarak baglanma kontrolii olarak
kullanilmistir (Sekil 4.17). pYAPY®’ proteini hem niikleer hem de sitoplazmik
ekstraktta molekiiler agirligina uygun olarak 65 kDa’da protein bandi tespit edilmistir.
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p73 proteini niikleer ekstraktta molekiiler agirligina uygun olarak 70 kDa’da protein

band1 tespit edilmistir. IgG antikoru ise 50 kDa’dan bant vermistir.

Cekirdek Sitoplazma
1P: IgG p73 p73 IgG p73 p73
Zaman
(dakika): 15 120
75 kDa —
WB:
pYAPY3S7
50 kDa IgG
75 kDa
WB: p73
50 kDa

IgG

Sekil 4.17. Immiinpresipitasyon sonrasi ilk akis fraksiyonunun incelenmesi. 19G
antikoru kontrol i¢in kullanilmistir.
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5. TARTISMA

Mezenkimal kok hiicreler, adiposit, osteosit, kondrosit gibi hiicre tiplerine
farklilasma kapasitesine sahip olmalari, diger kok hiicrelere gore daha kolay ve verimli
bir sekilde izole edilebilmeleri ve immunomodulator islevleri gibi 6zellikleri agisindan
hiicre terapisi i¢in birincil aday olarak onerilmektedir (5, 18, 140). MKH terapisinin
klinik denemeleri, inflamatuvar, otoimmiin, kardiyovaskiiler ve norodejeneratif
hastaliklar gibi birgok hastalikta gerceklestirilmektedir (1, 2, 18). Ancak,
transplantasyon sonrasi doku mikrogevresindeki faktorler, hiicrelerde senesens ve
apoptoz gibi olaylara yol agarak MKH’lerin klinik uygulamalarda kullanimini
zorlagtirmaktadir (3-5). Bu faktorlerden biri de ROS nedeniyle MKH’lerde olusan
hiicre igi oksidatif strestir (6, 7, 65, 66). Oksidatif stresin, hiicre igi sinyal yollarinin
tam olarak anlasilabilmesi ve bu bilgilerden yola ¢ikilarak hiicreler lizerindeki yikici
etkisinin azaltilmas1 veya ortadan kaldirilmasi, MKH terapisinin verimliliginin

arttirilmasi i¢in 6nemli bir adimdir (6, 66).

Bu calismada transplantasyon sonrasi hiicre kaybmin Onlenmesinde
MKH’lerdeki oksidatif stresin hiicre i¢i mekanizmasinin daha iyi anlasilabilmesi
amaciyla, H20- ile ROS artis1 indiiklenerek oksidatif stres modeli olusturulmustur.
Oksidatif  stres  altindaki MKH’lerde Src  ve  YAP  proteinlerinin
fosforilasyon/aktivasyon durumlari ve apoptozla iliskili olarak Bax ve Bcl-2
proteinlerinin ekspresyon diizeyleri incelenmistir. Ayn1 zamanda, bu sartlardaki
MKH’lerin hidrojen peroksit uygulama zamanina bagli olarak protein ekspresyon
diizeyindeki degisimler de arastirilmistir. Bununla birlikte, p73 ve YAP proteinlerinin
ekspresyon diizeyi ile YAP proteininin fosforilasyon diizeyleri (pYAPY37, pY APS1?")
incelenerek hiicre ici lokalizasyonlar1 da gosterilmistir. pYAPY®®' ve p73 etkilesimi

incelenmistir.

Calismada kullanilan lipo aspirattan izole edilmis MKH’lerin ISCT kriterlerine
gore hiicrelerin karakterizasyonu ve mikoplazma testleri yapilmistir. Bu hiicrelerin,
igsi yapilar ile kiiltiir kaplarinin plastik yilizeyine tutundugu; CD44, CD90, CD105
mezenkimal pozitif belirteglerini eksprese ettikleri ve CD45, CD34 ve CD31 yiizey
belirteclerini eksprese etmedikleri; adipojenik ve osteojenik soya farklilasabildikleri

gosterilmistir. Bu bulgulara gore, calismada kullanilan hiicrelerin dordiincii pasajlarina
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kadar MKH olma 6zelliklerini korudugu tespit edilmistir. Adipoz kaynakli MKH’lerin

pasaj 4’te MKH olma 6zelliklerini korudugu ¢alismalar literatiirde mevcuttur (141)

Oksidatif stresin etkileri in vitro ¢alismalarda genellikle H.O2 uygulamasi ile
gosterilmektedir (76-78). H202, membrandan hiicre igine girisinin kolay ve
reaktivitesinin nispeten diisiik olmas1 gibi fizikokimyasal 6zellikleri nedeniyle ROS
sinyalinin incelenmesi i¢in kullanilan en onemli bilesenlerden biridir (142). Bu
gerekgelerle, bu c¢alismada da MKH'lerde oksidatif stresi uyarmak i¢in H20>
kullanilmistir. Uygulanacak H20: konsantrasyonunu belirlemek amaciyla yapilan
WST-1 analizinde, farkli konsantrasyonlarda H>O>’nin 2 saat uygulamasi sonrasi artan
konsantrasyona bagli olarak hiicre canliligimnin azaldigi belirlenmis ve ICso degeri
472,4 uM olarak hesaplanmistir. Calismada, YAP 1n fosforilasyon degisimlerine
bakilacak cekirdek ekstraktlarinin elde edilme verimliliginin diisiik olacagindan dolay1
ICs0 yerine ROS artisina da neden oldugu belirlenen, ICso degerinin altinda bir
konsantrasyon olan 300 uM konsantrasyonda H>O; uygulanmasina karar verilmistir.
Yapilan ¢aligmalarda, MKH’lerde 200 uM (4, 75, 79), 250 uM (80) ve 300 uM (81)
H>0> konsantrasyonlar1 kullanilmistir. Khatlani ve arkadaslari, 200 uM ile 600 uM
konsantrasyonlar: arasinda H2O> uygulamasi sonrasi MKH’lerde proliferasyonun
onemli Olclide azaldigini, bu azalisin 600 uM’da en fazla oldugunu bildirmislerdir
(76). Bir diger ¢alismada, 300 uM H20: verilen MKH’lerde, Bcl-2/Bax ekspresyon
oraninin belirgin bir sekilde azaldig1 ve hiicrelerin pro-apoptotik protein ifadelerinin
arttig1 gosterilmistir (81). Literatiirde yer alan plasenta ve kemik iligi kaynakli
MKH’lere ait bu bulgular adipoz kaynaklt MKH’lerle yapilan bu tez ¢aligmasinin
sonuglartyla benzerlik gostermektedir. Adipoz kaynakli MKH’lerde senesens
arastirilan bir baska calismada hiicre proliferasyonundaki en belirgin azalisin 2 saatlik
200 uM H202 maruziyeti sonrasi gerceklestigi gosterilmistir (4). Bu tez ¢alismasinda
gbzlenen, 200 uM ve iistii konsantrasyonlarda H>O>’in hiicrelerde toksisite yaratarak

MKH canliliginin azalmasina yol actig literatiir bulgulari ile uyumludur.

MKH’lerde H202 uygulamasinin olusturdugu endojen ROS diizeyi daha dnceki
calismalarda bildirilmistir (75, 82, 83, 143, 144). Insan kemik iliginden izole edilmis
MKH’lerde, 4 ve 12 saatlik 300 uM H2O2 uygulamasi sonrast ROS diizeylerinin arttigi
bildirilmistir (82, 83). Baska bir ¢alismada fare kemik iligi MKH’lerinde 12 saatlik
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250 pM H20; uygulamasi, hiicrelerdeki ROS diizeyini 4 katina ¢ikarmustir (143). insan
adipoz kaynakli MKH’lerde yapilan bir ¢alismada da 30 dakika 200 uM H>0O> sonrasi
ROS diizeyinin arttig1 gosterilmistir (75). Bu tez ¢alismasinda da MKH’lerin H2O>
uygulamasi sonrasinda ROS diizeyi ilk 30 dakikaya kadar artmis, 60. dakikadan
itibaren azalma egiliminde oldugu goriilmiistiir. WST-1 testi bulgularinda goriildiigii
gibi hiicre sayis1 120 dakika sonunda yaklasik %40 azaldigindan, ROS diizeyinin 60
dakikadan itibaren azalmasi da hiicre sayisinin azalmasina bagl olarak beklenen bir
durumdur. insan adipoz kaynaklit MKH’lerde yapilan baska bir calismada, 250 uM
H20> 10, 30 ve 60 dakikalarinda zamana bagl olarak arttig1 gosterilmistir (144). Bu
calismada, kontrol grubu yer almamakta ve kontrol grubunun endojen ROS diizeyleri
dikkate alinmayarak hiicre sayisina gore normalizasyon yapilmistir. Bu tez
calismasinda ise kontrol hiicrelerindeki endojen ROS seviyeleri de oOlglilmiis ve

normalizasyon kontrole gore yapilmistir.

Oksidatif stres, Src kinaz ailesi (Src, Fyn, Lyn) proteinlerinin aktivasyonlarina
neden olmaktadir (96-98, 101, 113, 114). Src proteininin, kok hiicrelerin kendini
yenileme ve farklilasma kapasitelerini diizenledigi bilinmektedir (145). Hidrojen
peroksite maruz birakilarak oksidatif stres olusturulmus hiicrelerde Src
fosforilasyonunun arttigi gosterilmistir (113, 114). Bazi c¢aligmalarda da, Src
fosforilasyonunun H2Oz konsantrasyonuna ve uygulama siiresine bagl olarak degistigi
belirtilmektedir  (96-98). H202’in  Src’nin  tirozin 416 amino asidinden
fosforilasyonuna sebep oldugu daha onceki calismalarda gosterilmistir (96, 98).
Endotel hiicrelerinde 0,1 mM H2O: sonrasi Src fosforilasyonun artmakta, ancak 0,5 ve
1 mM H20: sonrasi fosforilasyonun azalmaktadir (97). Block ve ark., glomeriiler
mezangial hiicrelerde yaptiklar1 c¢alismada, Src’nin bu fosforilasyonunun H20:
uygulandiktan sonraki 5 dakika icinde zirveye ulastigmi ve 30-60 dakika
uygulamalarinda artisin korundugunu gostermislerdir (96). Benzer olarak, renal
hiicrelerle yapilan bir c¢alismada Src’nin tirozin 416 amino asidinden
fosforilasyonunun H20: uygulamasmin ilk 5 dakikasinda ortaya ¢iktigi, bu
fosforilasyonun 120 dakika boyunca korundugu ve Src ekspresyon seviyesinin
degismedigi gosterilmistir (98). Sican kemik iligi kaynakli MKH’lerde yapilan bir
calismada diisiik dozda H2O2 uygulamasinin (20 uM) ardindan Src fosforilasyonun
%70 oraninda azaldigi raporlanmistir (112). Bu tez c¢aligmasinda da, H2O>
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uygulamasinin ilk 30 dakikasinda Src fosforilasyonunun zirveye ulastigi, 60.
dakikadan itibaren azaldig1, ancak kontrole gore fosforilasyonun halen yiiksek oldugu
tespit edilmistir. Adipoz kdkenli MKH’lerde farkli siirelerde H2O2 uygulanmasinin Src
fosforilasyonuna etkisi hakkinda literatiirde bir bilgiye rastlanmamistir. Ancak
literatlirdeki bilgilerle birlestirildiginde; hiicre tipi, koken aldig1 doku ve tiir veya
uygulanan H>0; konsantrasyonu fark etmeksizin, Src’nin H2O2’in erken bir hedefi
oldugu disiiniilmektedir. Adipoz kokenli MKH’lere farkli siirelerde H20:2
uygulanmasinin zamana bagli olarak Src’nin tirozin 416’dan fosforilasyonuna yol

act1g1 ilk kez bu calismada gosterilmistir.

Src sinyal yolunun hedeflerinden biri de YAP tir (12, 93, 100, 102-104). Src-
YAP yolunun, timér bilylimesi ve metastaz i¢in 6nemli oldugu bilinmektedir (102-
104). Farkli evrelerdeki meme kanseri fare modelinden izole edilen fibroblastlarin
patolojik aktivasyonu siirecinde Src tarafindan YAP’mn fosforilasyonunu takiben
niikleer translokalizasyonunun ve buna bagli olarak tiimor olusumunu destekleyen
genlerin ekspresyonunun arttigi belirtilmistir (104). Aynm1 zamanda, Src ve YAP
iligkisinin, hiicrelerin normal fizyolojik fonksiyonlarini korumak icin gerekli oldugu
da bilinmektedir (12, 93, 100). YAP’in Src tarafindan fosforilasyonunun niikleer
translokasyonunu arttirarak doku biiylimesi ve rejenerasyonunu destekledigi
gosterilmistir (12). Osteoblastlarda, Src ile YAP 1n tirozin fosforilasyonunun, YAP’in
Runx2 proteini ile olan etkilesimini arttirdigt da bildirilmistir (93). Farkli dokulara ait
kok hiicrelerde ve progenitor hiicrelerde YAP aktivitesinde bir artis oldugu
caligmalarda gosterilmistir (92, 146). Src-YAP iliskisi MKH pluripotensi,
proliferasyonu ve farklanmasi i¢in de olduk¢a onemlidir (108, 109, 147, 148).
Ozellikle YAP’1n, MKH’lerin osteojenik ve adipojenik farklanmalari i¢in énemli bir
diizenleyici oldugu da bildirilmistir (109). Ancak, bugiine kadar yapilan ¢aligmalarda
oksidatif stres altinda MKH’lerde bu yolagin etkilesimlerinin ve aktivitesinin
incelendigi bir caligmaya rastlanmamustir. Oksidatif stres sartlar1 altinda MKH’lerde
Src’nin tirozin 416 fosforilasyonunun YAP ve YAP’ 1n tirozin 357 fosforilasyonu ile

iliskisi ilk kez bu ¢alismada incelenmistir.

Literatiirde, dkaryotik maya hiicrelerinde H>O> uygulamasini takiben ilk 45

dk’da YAP protein diizeyinin ve niikleer lokalizasyonun arttig1 ve 60 dk’dan itibaren
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azalarak kontrol seviyesine geldigi gosterilmistir (110). Ayrica, pYAP protein
diizeyinin 30 dk’da ve YAP nikleer lokalizasyonunun ise 60 dk’da arttig1
gosterilmistir (90). Bu ¢alismada YAP'in hangi amino asitten fosforilasyona ugradigi

PS127 olmas1 muhtemeldir.

belirtilmemistir; ancak Hippo yolagi ile ¢alisildigi i¢in pY A
Lorthongpanich ve ark. yaptig1 calismada MKH’lerde total hiicre ekstraktlarinda bazal
seviyede YAP ve pYAPS?" ekspresyonu oldugu gosterilmistir (109). Bu tez
caligmasinin bulgularinda bahsedildigi tizere, Y AP diizeyinin ilk 30 dakikada azaldig1
goriilse de 60. dakikadan itibaren ekspresyon diizeyi artmustir. Literatiirde, insan
adipoz kaynakli MKH’lerin Y AP-iliskili H2O> cevabina literatiirde rastlanmadigindan,
bir karsilastirma yapilmasi miimkiin olamamistir. Oksidatif stresin MKH’lerde YAP

ekspresyonunu etkiledigi ilk defa bu tez ¢aligmasi ile ortaya konulmustur.

YAP ekspresyonunun MKH’ler i¢in 6nemli oldugu bilinmektedir. YAP 1n
tirozin fosforilasyonu da H2O;’in ilk uygulamalarindan itibaren artarak 60. dakikada
en yiiksek seviyesine ulasmis ve 120. dakikada azalmaya baglamistir. Otuzuncu
dakikada en yiiksek seviyesine gelerek daha sonra azalan Src fosforilasyonu, YAP’1n
tirozin fosforilasyonunun 60. dakikaya kadar artmasimin ve 120. dakikada
fosforilasyon diizeyinin diistiiglinlin  goriilmesinin  bir nedeni olabilir. Src
fosforilasyonun artisiyla YAP’mn tirozin fosforilasyonunun artmasi ve Src
fosforilasyonun azalmasiyla YAP fosforilasyonunun da azalmaya baslamasi, YAP’1n
tirozin fosforilasyonunun Src kaynakli oldugunu diisiindiirmektedir. Bu c¢aligmanin
bulgularindan olan pYAPY37/Y AP diizeyinin 30. dk’ya kadar artis1, 60. ve 120. dk’da
azalis1 da bu c¢ikarimi desteklemektedir. H2O2 uygulamasi sonrasinda MKH’lerde
YAP’1in tirozin 357°den fosforilasyona ugradigi ilk kez bu tez c¢alismasinda

gosterilmistir.

Hippo sinyal yolag: bilesenlerinden biri olan YAP’1n serin amino asidinden
fosforilasyonunun oksidatif stres altinda aktive olabilecegi bilinmektedir (90, 109,
110). Bu nedenle, pYAPS?’ diizeyinin H20, uygulamasi ile artmasi beklenmektedir.
Ancak, YAP 1 hem serin hem tirozin fosforilasyonunun goriilmesi beklenmedik bir
bulgudur. Bu tez ¢alismasinda da, MKH’lerde H20> sonras1 oksidatif strese bagl

olarak YAP’1n, hem tirozin 357 hem de serin 127°den fosforilasyonu gésterilmistir.
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YAP'n serin veya tirozin fosforilasyonu sonrasi bu proteinlerin hiicredeki
lokalizasyonuna (sitoplazmik veya niikleer) bagli olarak hiicrenin cevabi
degismektedir (89, 102, 103, 146, 147). YAP proteini serin 127 amino asidinden
fosforillendiginde cekirdege gecerek ko-transkripsiyon roliinii
gerceklestirememektedir. YAP veya pYAPY**7 ise ¢ekirdege gegerek transkripsiyon
faktorleriyle etkileserek hiicresel cevaplarda rol oynamaktadir (8, 89, 95).
Lipopolisakkarit (LPS) ve siklohekzimidin kombine olarak uygulandigi endotel

PY357°nin arttig1 ve hiicre ¢ekirdeginde biriktigi, immiinofloresan ve

hiicrelerinde pYA
immunohistokimyasal analizlerle gosterilmistir (115). Kok hiicrelerde YAP’mn
¢ekirdek/sitoplazma orani kok hiicrelerin kendini yenilemelerinde ve pluripotent
fenotiplerinin korunmasinda 6nemli roliiniin oldugu bilinmektedir (13, 146). Yetiskin
kok hiicrelerin yiiksek niikleer YAP/TAZ aktivitesine sahip oldugu bir¢ok calismada
raporlanmistir (13). Bu ¢ekirdek-sitoplazma dagilimlarinin 6nemi nedeniyle, bu
calismada YAP’mn ve fosforile formlarinin ¢ekirdek-sitoplazma dagilimlari hem
western blot hem de imminofloresan yoOntemleriyle incelenmistir. Bulgular
sonucunda, imminofloresan isaretlemeler de western blot bulgularimizi
desteklemistir. Kontrol grubunda MKH'lerde niikleer ve sitoplazmik YAP
ekspresyonunun oldugu belirlenmistir. H20: ile olusturulan oksidatif stres altinda

YAP, pYAPY®"nin ve pYAPS?"nin arttig1, pY APS?"'nin beklendigi gibi daha cok

sitoplazmada, pYAPY3"nin cekirdekte lokalize oldugu saptanmustir.

YAP’in Src-aracili tirozin 357 fosforilasyonu sonrasi cekirdege gectigi
bilinmektedir (89, 94). Ancak literatirde H2O2 uygulamasi sonrasi MKH’lerde
YAP’mn tirozin 357 fosforilasyonunun immunofloresan teknigi ile gosterildigi bir

calismaya rastlanmamstir.

Bu tez ¢alismasinda H,O, uygulamasini takiben pY APS*2"'nin sitoplazmadaki
arttig1 gosterilmis bunun yaninda g¢ekirdekteki varligi da tespit edilmistir. Kas kok
hiicrelerinde yapilan bir calismada da pY APS'?"'nin kas kok hiicrelerinin ¢ekirdeginde
bulundugu daha 6nce bildirilmistir (91). Ayn1 calismada, pY APY®"°nin de cekirdekte

ve sitoplazmada bulundugu gosterilmistir.

YAP’Im DNA’ya dogrudan baglanma bdlgesi bulunmadigi i¢in TEAD,
RUNX2 ve p73 gibi DNA’ya baglanabilen bir transkripsiyon faktorii araciligiyla gen
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ekspresyonunu indiikleyebilir (146). YAP’in bu baglanma hedeflerinden biri olan p73,
p53 ailesindendir (9, 11, 87, 123, 127-129). Ayrica, YAP’in p73’e baglanmakla
kalmadigi, Itch’e baglanarak p73’iin degradasyonunu onledigi gosterilmistir (129).
Tirozin 357°den fosforile edilen YAP’in p73’e baglanarak Bax gibi pro-apoptotik
genlerin ekspresyonunu arttirdigi bilinmektedir (9-11). HeLa hiicrelerinde H.O>
uygulamasi sonrasi p73 ve Bax aktivasyonu ve Bcl-2 inhibisyonu ile apoptozun
indiiklendigi gosterilmistir (118). Kemik iligi kaynakli MKH’lerde p73 ekspresyonu
total ekstraktlarda belirlenemedigi i¢in, retroviriis vektorii ile over-ekspresyon
yapilarak gosterilmistir (126). Bu tez c¢alismasinda, niikleer ekstraktta p73
ekspresyonunda bir artis gézlenirken, total ve sitoplazmik ekstraktlarda p73 proteinin
varlig1 tespit edilememistir. Bu bulgudan yola ¢ikilarak, p73’iin adipoz kaynakli
MKH’lerde de ekspresyonunun az oldugu ve daha ¢ok ¢ekirdekte bulundugu sonucuna
varilabilir. Niikleer ekstraktlarda, zamana bagli olarak degerlendirildiginde p73
ekspresyonunun 15. dakikada kontrole kiyasla arttig1 ve 120. dakikada ise azaldigi
gosterilmistir. Yiiz yirminci dakika, p73 ekspresyonunun azalmasi, pYAPY3" nin
azalmaya baslamasiyla p73’iin stabilitesini kaybederek degradasyona ugradigini

gosteren ¢alisma bulgulariyla (129) uyumlu bulunmustur.

Hiicrenin oksidatif strese yanitlarindan biri de apoptozdur (7). MKH’lerde Src-
Y AP etkilesiminin apoptoza etkisi ilk kez bu ¢calismada incelenmistir. Oksidatif strese
maruz kalan hiicrelerde anti-apoptotik proteinlerin ekspresyonlarinin azaldigi ve pro-
apoptotik proteinlerin ekspresyonlarinin arttigi bilinmektedir (7, 75, 81, 119).
MKH'lerde 100 uM H20>'in 12 saat ve 300 uM H202’in 24 saat uygulanmasini takiben
pro-apototik Bax ekspresyonunun arttigi gosterilmistir (81). Baska bir ¢alismada, 30
dakika H202 uygulamasi sonrast Bcl-2 ekspresyonun azaldigi ifade edilmektedir (7).
Bu tez calismasinda, Bcl-2’nin ekspresyonunun 30., 60. ve 120. dakikalarda azaldig,
Bax ekspresyonunun ise ilk 15 dk’da belirgin bir artis gosterdigi ve 120 dakika
boyunca zamana bagli olarak artti§1 gosterilmistir. Literatiirdeki diger ¢alismalar ile
uyumlu olan bu bulgular, H202'in ilk 15 dk’da Bax fizerinden apoptotik yolagi

indiikledigini gdstermektedir.

p73 ile pYAPY®*"nin MKH’lerde etkilesimini gdstermek amaciyla yapilan

immiinpresipitasyon deneylerinde, total ve sitoplazmik ekstraktlarda herhangi bir
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protein bandi tespit edilememistir. Bu bulgu, p73’in western blot sonucuyla
uyumludur. Western blot analizlerinde p73 ekspresyonunun gozlendigi niikleer
ckstraktlarda ise p73 ile ¢oktirilen gruplarda pYAPY® ile yapilan
immunoblotlamada bu proteininin molekiiler agirligina uygun olarak 65 kDa’da bir
protein band1 gézlenmistir. immiinopresipitasyon deneylerindeki asil amag pY APY®’
ve p73 etkilesimini gostermek oldugundan, bu iki proteinin kantitatif analizleri
yapilmamistir, ancak gozlenen protein bandi, 15 dakika grubunda daha az
goriindiigiinden ve western blot analizlerinde p73°iin ekspresyonunun bu grupta daha
fazla oldugu gbz Oniinde bulundurularak, immiinopresipitasyon sonrast ilk akis
fraksiyonlar1 da toplanmis ve kontrol amaciyla western blot ydntemiyle analiz
edilmistir. Analizde hem niikleer hem de sitoplazmik fraksiyonlarda 120. dakikada bir
miktar pYAPY?%" saptanirken, 15 dakika niikleer fraksiyonda hem pYAP** hem de
p73 daha fazla goriinmektedir. Buradan 15 dakika gruplarinda immiinopresipitasyon
sirasinda kolona baglanmadan bir miktar proteinin kaybedildigi goriillmektedir.
Niikleer ekstraktla immunopresipitasyon sonrast 15. dakikadaki protein bandinin
azliginin nedeninin bu kayip oldugu diisiiniilmektedir. Immunopresipitasyon yontemi,
tiim ekstraktlarda ayn1 prosediir izlenerek gerceklestirilmesine karsin, 15.dakikadaki
kaybin sebebi olarak, p73’iin miktarinin yiiksek olmasina bagli olarak kolondaki
agaroz miktarinin yetersiz olmasindan kaynaklanabilecegi diisliniilmiistiir. Niikleer
ekstraktlardaki protein konsantrasyonlar1 ¢ok diisiik oldugundan immunpresipitasyon
deneyleri icin gerekli olan miktarda (600-1000 ug) 6rnek bulunmadigindan bu
deneylerin optimizasyonu ve tekrari yapilamamistir. Bu kisith 6rnek miktarina
ragmen, tek denemede MKH’lerden elde edilen niikleer ekstraktlarda p73 ve
PYAPY®' etkilesiminin oldugu net bir sekilde gdsterilmistir.

On besinci dakika grubunda western blot analizleriyle gosterilen p73 artisi ile
immunoprespitasyon yontemiyle gosterilen pYAPY®’ etkilesimi, Bax proteinin 30.
dakikadaki anlamli ekspresyon artisi uyum gostermektedir. Bu bulgulardan yola
cikarak, p73 ve pYAP"**"nin niikleer etkilesiminin apoptotik yolu aktive ettigi

anlasilmaktadir.

Sonug olarak, biitiin bu bulgulardan yola ¢ikilarak oksidatif stres altindaki

MKH’lerde Src-YAP-p73 etkilesim mekanizmalart Sekil 5.1.’de gdsterilmistir ve bu
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mekanizmanin MKH’lerde oksidatif stres sartlarinda apoptoza giden yolda etkili
oldugu diistiniilmektedir. Buna gore, oksidatif stres ile Src fosforilasyonundaki artisla
Y AP’1n tirozin amino asidinden fosforilasyonu artmakta ve H,O2 uygulandiktan sonra
60 dakika boyunca bu ekspresyon artarak devam etmektedir. Src fosforilasyonundaki
azalisla pYAPY®' ekspresyonu da 60. dakikada azalmaya baslamaktadir. Bu sirada,
PY AP cekirdege gecerek 15. dakikada artan p73 ile etkilesime girerek Bax proteini
ekspresyonunun 30. dakikada artmasina sebep olmaktadir. Yiiz yirminci dakikada ise
PYAPY®"nin azalmaya baslamasiyla p73’iin de azalmasi stabilitesini kaybederek

degradasyona ugradigini diistindiirmektedir.
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Sekil 5.1. Adipoz kaynakli MKH’lerde H20, ile indiiklenmiso oksidatif stresin
hiicrelerde olusturdugu apoptotik Src-YAP-p73 sinyal yolunun mekanizmasi.
Biorender.com’da olusturulmustur.
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6. SONUC VE ONERILER

. Akim sitometride yapilan ROS analizinde, 300 pM H>O> uygulamasi
sonrasinda ROS diizeyi ilk 30 dakikaya kadar arttig1, 60. dakikadan itibaren

azalma egiliminde oldugu gorilmiistiir.

H202 uygulamasinin ilk 30 dakikasinda Src fosforilasyonunun zirveye ulastigi,
60. dakikadan itibaren azaldigi, ancak kontrole gore fosforilasyonun halen

ylksek oldugu tespit edilmistir.

. YAP’in tirozin fosforilasyonu da H>0O2’in ilk uygulamalarindan itibaren
artarak 60. dakikada en yiiksek seviyesine ulasmis ve 120. dakikada azalmaya
baslamistir. H202 uygulamasi ile YAP 1n serin fosforilasyonunun da arttig1

tespit edilmistir.

. Western blot analizinde ve immunofloresan incelemede, Y AP'n ii¢ formunun
da ¢ekirdek ve sitoplazmada bulundugu ancak bu kompartmanlardaki bulunma

o

oranlarinin degistigi belirlenmistir.

. p73 ekspresyonun MKH’lerde total ekstraktta tespit edilemezken niikleer
ekstraktta tespit edilmistir. p73’lin total ekstraktta belirlenebilmesi i¢in over-

ekspresyon gerceklestirilmesi gerekmektedir.

Tez ¢alismasinda, Src-Y AP-p73 etkilesimleri gosterilmistir. Bu etkilesimlerde,
YAP’1in g¢ekirdek sitoplazma gegisinde rol oynayan molekiillerin tespit
edilmesi, diger Src ailesi proteinlerinin ve Hippo sinyal yolag1 bilesenlerinin

roliiniin arastirilmasi bu ¢alismanin sonuglarina katki saglayacaktir.

. Yapilan ¢alismalarda, YAP ve p73’lin bagka baglanma partnerlerinin de
oldugu gosterilmistir. Bu baglanma partnerlerinin MKH’lerde arastirilmasi bu

¢alismanin ileriki hedefi olabilir.
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gonderilmesi gerekmektedir.
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