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OZET

Noral Kok Hiicre Organoid Modelinin Mitokondri Hasar1 Acisindan

Degerlendirilmesi

Amag: Sunulan bu tez caligmasinda oksidatif stres uyarilmis noral kok hiicreler
kullanilarak elde edilen 3 boyutlu noéral kok hiicre organoid modelinde mitokondri

hasarinin incelenmesi amaglanmaistir.

Yontem: In vitro kiiltiir ortaminda ¢ogaltilip 75 uM hidrojen peroksit (H,O,) uygulamasi
sonucu oksidatif stres ve bunun ile baglantili mitokondri hasar1 olusturulan noral kok
hiicreler kullanilarak organoid modeli gelistirilmistir. Olusturulan organoid modellerini
degerlendirmek adina ¢esitli belirtegler incelenmistir. Bu incelemeler histolojik ve
immiinfloresan boyama teknikleri, spektrofotometrik 6l¢iim teknikleri ve Real Time PCR
teknigi kullanilarak, gen ekspresyonu ve protein seviyesinde yapilmistir. Elde edilen
organoid modellerinde mitokondri hasarinin degerlendirilmesi islemi mitokondri membran

potansiyeli ile total mitokondri orani karsilastirilarak saglanmastir.

Bulgular: Elde edilen veriler 3 boyutlu noral kok hiicre organoid modelinin basarili bir
sekilde olusturuldugunu ve hiicre organizasyonunun model igerisinde gergeklestigini
ortaya koymaktadir. Model igerisinde hiicrelerin olusturulan oksidatif stresten kaynakli
degisken bir hiicresel dagilim profili sergiledikleri gozlenmistir. H,O, nin konsantrasyona
bagli olarak hiicre canliligini azaltabilecegi gibi belirli konsantrasyon degerlerinde hiicresel
uyarim saglayarak ¢ogalmay1 uyardig: tespit edilmistir. Oksidatif stres uyarilmig organoid
modelinde 28. giinde hiicrelerin MAP2 ve TUBB3 noral belirtegler kontrole kiyasla daha
kuvvetli oldugu goriilmiistiir. Ayn1 zamanda Alzheimer belirte¢lerinden olan TAU’nun
modellerde pozitif ekspresyonu gozlenmistir. Organoid modellerinde kiiltiir siirecinde
oksidatif stres kaynakli mitokondri membran potansiyelinde degisim ve bundan kaynakli

mitofaji siirecinde artis oldugu gézlemlenmistir.

Sonug: Multipotent olarak smiflandirilan noral kok hiicreler kullanilarak basarili bir
organoid modeli olusturulmustur. Elde edilen modelde H;O, ‘nin spesifik hiicre
farklilagmalarin1 yonlendirdigi ve hiicre davranislarimi etkiledigi ortaya koyulmustur.
Olusturulan model organoid’den beklendigi sekilde matriks diizenlenmesi gostermistir.

Elde edilen sonuglar, bu modelin Alzheimer hastalik modeli oldugunu isaret etmektedir.
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Bu sebepten dolay1 bu model Alzheimer hastaliginin incelenmesinde kullanim potansiyeli

tasimaktadir.

Anahtar Kelimeler: Noral kok hiicre, organoid, oksidatif stres, mitokondri hasari



ABSTRACT

Evaluation of Neural Stem Cell Organoid Model in Terms of Mitochondria Damage

Obijective: In this study, it is aimed to investigate mitochondrial damage in a 3D neural

stem cell organoid model using oxidative stress-induced neural stem cells.

Method: The organoid model was developed in vitro using neural stem cells, on which
oxidative stress was induced and mitochondrial damage was generated following the
hydrogen peroxide (H,O) application at 75 uM. Various markers were examined to
evaluate the organoid models. These analyses were at gene expression and protein level
using histological and immunofluorescent staining techniques, spectrophotometric
measurement techniques and Real Time PCR technique. The evaluation of mitochondria
damage in the organoid models was performed by their comparing the groups with respect
to their mitochondrial membrane potential and their total mitochondria ratio, separately.

Results: Obtained data revealed that the 3D neural stem cell organoid model was
successfully established and the cell organization occurred within the model. It was
observed that the cells in the model showed a variable cellular distribution profile due to
the generated oxidative stress. It has been determined that H,O, can reduce cell viability
depending on the concentration, as well as induce proliferation by providing cellular
stimulation at certain concentrations. In the oxidative stress-induced organoid model, cells
were found to be stronger in MAP2 and TUBB3 neural markers on day 28 compared to
control. At the same time, positive expression of TAU, an Alzheimer's marker, was
observed in models. In organoid models, oxidative stress-induced alterations in
mitochondrial membrane potential during the culture process and an increase in mitophagy

process were observed.

Conclusion: A successful organoid model was generated using neural stem cells, classified
as multipotent. In this model, it was revealed that H,O, directs specific cell differentiation
and affects cell behavior. The generated model presented the expected the matrix
rearrangement similar to organoids. The obtained results indicate that this model might be
used as an Alzheimer's model. For this reason, this model has the potential to be used for

the studies on Alzheimer's disease.
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1. GIRIS

1.1.Temel Bilgiler

Norodejeneratif hastaliklar insan sagligi icin biiyiik bir tehdit olusturmaktadir.
Genellikle yaslanma ile korelasyon gosteren bazi bozukluklar, kismen yagl niifusun son
yillarda artmasi nedeniyle de giderek yayginlagsmaktadir. Norodejeneratif hastaliklarin
birgok 6rnegi mevcut iken en sik goriilenler Alzheimer, Parkinson ve Multiple Skleroz
(MS) “dir. Bu hastaliklar patofizyolojileri bakimindan gesitlilik gosterirler. Bazi hastaliklar
hafiza ve bilissel bozulmalara neden olurken bazilari1 da kisinin hareket etme, konusma ve

nefes alma kabiliyetini etkiler.

Norodejeneratif hastaliklarin  temelinde, gen diizeyinde meydana gelen
mutasyonlara ek olarak yaslanmanin hiicresel kompartmanlar {izerine olan etkisinin de rol
aldig1 yapilan caligmalarla ortaya konulmustur. Bahsi gegcen kompantmanlardan biri
hiicrede enerji metabolizmasindan sorumlu organel olan mitokondridir. Yapilan
caligmalarda mitokondriyal DNA da meydana gelen degisiklikler, anormal mitokondriyal
gen ekspresyon paterninin noérodejeneratif hastaliklarin temelinde yer aldigini isaret
etmektedir. Norodejeneratif hastaliklarin tedavisi igin etkin yaklagimlara acil ihtiyag
duyulmatadir, ancak bunun i¢in de her bir hastaligin nedenlerinin ve mekanizmalarinin

derinlemesine anlagilmas1 gerekmektedir.

Yasglanmanin hedef alindigi yaklasimlar ortaya c¢ikarmistir ki hiicresel diizeyde
yaglanma iizerine birtakim teoriler olmasina ragmen, mikroskobik basarisizliklarin
dokularin, organlarin ve nihayetinde organizmanin makroskobik basarisizliklarina nasil
neden oldugu hakkinda neredeyse hicbir sey bilinmemektedir. Mikroskobik mekanizmalar
yaslanmay siirdiiriirken, hiicreler arasindaki karsilikli bagimliligin doku 6liimiinde biiyiik
bir rol oynadigin1 unutmamak gerekir. 2 boyutlu hiicre kiiltiirlerinin sagladiklarinin aksine

fizyolojik kosullarda yaslanan yalnizca hiicreler degil dokunun tamami yaglanmaktadir.

3 boyutlu hiicre kiiltiirleri, giintimiizde dikkatleri tizerine ¢eken bir teknik olup
kullanim1 giderek yayginlagsmaktadir. Kok hiicre ve memeli gelisim biyolojisi alanindaki

son gelismeler de teknigin kullanim1 6nemli dl¢iide arttirmistir.



3 boyutlu hiicre kiiltiirii tekniginin temelinde embriyonik kok hiicrelerin, indiiklenmis
pluripotent kok hiicrelerin ve ayrica ilgilenilen organin progenitdr hiicreleri ile
olusturulmus bir veya daha fazla hiicre tipini biinyesinde barindiran hiicre kaynakli doku

ve organ benzeri yapilar olusturulmasi yatmaktadir.

In vitro kiiltiir kosullarinda in vivo fizyolojik yapilari taklit eden organ benzeri
yapilar yiiksek potansiye sahip olan hiicrelerin uygun destek matriks yapisi iizerinde
spontan olarak gelismesiyle elde edilebilmektedir. Sinirli miktarda baslangi¢ materyaliyle
olusturulabilen organoid kiiltiirler, su anda kullanilan 2 boyutlu hiicre kiiltiir tekniklerinin
tahmin etmekte yetersiz kaldigi kritik hiicre-hiicre ve hiicre-matris etkilesimlerini ortaya
koyabilme potansiyeli gostermektedir. Doku miihendisligi ve organnoid teknolojileri birgok

farkli hastalikta oldugu gibi noérodejeneratif hastaliklar i¢in de umut vaad etmektedir.
1.2. Kok Hiicreler

Kok hiicreler, canlilarda dollenme ile baglayarak hayatin sonlanmasina kadarki
stireci kapsayan farkli hiicrelere doniisebilme yetenegine sahip sinirsiz ¢cogalma o6zelligi
bulunan 6zellesmis hiicrelerdir (Sangkum, 2016). Kok hiicreleri tanimlamada kullanilan ve
onlar1 diger hiicre gruplarindan ayiran 6zellikleri; i) kendini yenileme, ii) farkli hiicrelere
farklilasma yetenegi (potansi), iii) klon olusturma yetenegidir (klonite) (Smith, 2001;
Weissman, Anderson, Gage, 2001).

Kok hiicreler viicutta biitiin doku ve organlar1 olusturan ana hiicrelerdir. Heniiz
farklilasmamis olan bu hiicreler sinirsiz boliinebilme ve kendini yenileme, organ ve
dokulara doniisebilme yetenegine sahiptirler.  Viicutta Ozellesmis hiicre gruplarinin
hedefleri bellidir ve bu hiicreler boliindiikleri zaman kendileri gibi hiicre olustururlar. Oysa
kok hiicrelerin bu hiicrelerden farkli olarak belirlenmis bir hedefi yoktur. Bu yiizden
aldiklar sinyale gore farkli hiicre tiplerini olusturabilirler. Hiicrelerin boliinme kapasitesini
belirleyen ve kok hiicreleri diger hiicre gruplarindan ayiran faktér dogrusal kromozomlarin
uc¢ kisimlarinda bulunan ve telomer olarak adlandirilan tekrarli DNA dizileridir (Sekil
1.1)). Kromozomlarin yapisal biitiinligiiniin korunmasin1 saglayan ve bilerce kez
tekrarlanan bu kisa DNA dizileri transkripsiyon agisindan faal olmayan (heterokromatin)
yapidadir. Insanda 15 kb, kemirgenlerde 100 kb’ye kadar uzanan bu tekrarl dizilerde her
boliinmenin ardindan 50-150 baz ¢iftlik kisalmalar meydana gelmektedir (Batista, 2014;
Reddel, 2003).



Bu kaybi tolere etmek igin telomerler biinyelerinde tersine transkriptaz telomeraz
proteinini ("TERT) ve telomeraz RNA (hTR) taslagini tasiyan bir riboniikleoprotein olan
telomeraz enzimini barindirmaktadir. Enzim, her replikasyon sonrasi telomerin kisalmasini
Onlemek icin sayisiz telomerik tekrar dizilerini kromozomun 3’ ucuna ekleyerek

kromozomun kisalma problemini ¢ozer.

Somatik hiicrelerin ¢gogunda telomeraz enzim aktivitesi ya yok denecek kadar az ya
da hi¢ yoktur. Bundan dolayi, her hiicre bdliinmesi sonucu kromozomlarin telomerleri
kisalir. Pek ¢ok boliinmeden sonra telomerde ciddi asinmalar meydana gelir ve hiicre
boliinme kapasitesini yitirir. Ote yandan, insan germ, tiimdr ve embriyonik kok hiicre
serilerinde telomeraz etkinligi bulunmustur ve bu hiicre tiplerinin sinirsiz bir sekilde
kendini yenileyebilme kapasitesinden bu enzimin sorumlu oldugu diisiiniilmektedir (Kong,
Zheng, Xu, 2014). K&k hiicrelerde ise telomeraz enzim aktivitesi yiiksek oldugu i¢in uzun

zaman bdliinerek kendilerini yenileyebilme kapasitesi gosterirler.

TELOMER TELOMERAZ
X A % ¥
— _— — —
\ \ — \ — S =
YETiSKiN HUCRE KROMOZOMU ¢ " YASLANMIS HUCRE TELOMERLERI 2 X
BIRCOK BOLUNME SONUCU OLUMSUZ HUCRE KROMOZOMU

TELOMERLER KISALIR

Sekil 1.1.Telomer ve Telomeraz

1.3. Kok Hiicrelerin Siniflandirilmasi

Kok hiicreler viicutta kendini yenileme ve farklilagma kapasitesine sahip olan 6zel
hiicre gruplaridir. Bu hiicreler gerekli durumlarda somatik hiicrelere farklilasarak canli
fizyolojisinin devamliligini1 saglarken kendini yenileme yetenegi sayesinde de kok hiicre
potansiyelinin devamliligin1 saglar. Kok hiicrelerin smiflandirmasinda temel olarak iki
kriter dikkate alinmaktadir. Bu kriterlerlerden ilki kok hiicrelerin sahip olduklar

farklhilasma kapasiteleri iken (Batista, 2014), digeri kok hiicrelerin viicutta bulunduklar
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diger degisle elde edildikleri yere gore smiflandirmadir (Sekil 1.2.). Kok hiicreler
farklilasma potansiyellerine gore totipotent, pluripotent, multipotent, oligopotent ve
bi/unipotent kok hiicreler olarak siiflandirilmaktadir. Elde edildikleri yerlere gore ise
embriyonik ve embriyonik olmayan kok hiicreler olmak iizere iki temel sinifa
ayrilmaktadir. Embriyonik olmayan kok hiicreler de fetal kok hiicreler, kadavra kok
hiicreleri ve uyarilmis pluripotent kok hiicreler ve erigskin kok hiicreler olmak {izere alt

siniflara ayrilmaktadir.

Kok Hicrelerin
Siniflandiriimasi

Farkiilasma Elde Edildikleri
Potansiyellerine .
Yere Gore

Gore

Totipotent Kok Pluripotent Kok Embrlyon|.l.< Embriyonik Kok
- 1 . Olmayan Kok -
Hiicre Hiicre 4 Hucre
Hucre
Multipotent K6k Oligopotent Kok =, (uph o
po || Dtigopo Fetal Kok Hucre Kada}_’fa kok
Hiicre Hiicre Hiicre

Uyarilmis
Pluripotent Kok Eriskin Kok Hucre
Hiicre

Unipotent K6k | |
Hicre

Hematopoetik

Noral Kok Hiicre K6k Hiicre

Mezenkimal Kok
Hicre

Sekil 1.2. Kok hiicrelerin siniflandiriimasi

1.3.1. Farkhlasma Potansiyellerine Gore Kok Hiicre Simiflandirmasi
1.3.1.1.Totipotent Kok Hiicreler

Zigot, canlinin yapisindaki biitin hiicrelere farklilasma yeteneginde olan ilk
embriyonik kok hiicredir ve bu hiicreler “totipotent hiicre” olarak adlandirilir (Totus-tam,
boliinmemis; potentia-giic anlamindadir). Zigotun bdliinmesiyle olusan blastomerde yer
alan tiim hiicreler i¢in de totipotent Ozellik gecerlidir.  Ayrica plasental yapilari
olusturabilmesi (dis hiicre kitlesi ile trofoektoderm) ve tiim dokulara farklilasabilmesi (i¢
hiicre kitlesi ile) gibi 6zelliklere sahip olan bu kok hiicreler, erken embriyonik dénemde
canliy1 tekrar olusturabilme kapasitesine sahiptirler. Bu hiicreler fonksiyonel bir canliy1 en

bastan olusturabilecek tiim hiicre tiplerine farklilasabilirler. Bununla birlikte amniyon
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kesesi ve plasenta gibi embriyo dis1 dokulara da doniisme potansiyeline sahiptirler.
Gelismenin ileri evrelerinde totipotent kok hiicreler, pluripotent kok hiicrelere

farklilasabilirler (Morgani ve ark., 2013)
1.3.1.2.Pluripotent Kok Hiicre

Kok hiicreler, kendini yenileme ve ¢esitli hiicre soylarina farklilasma yetenekleri ile
benzersiz hiicrelerdir. Kok hiicreler farklilasma potansiyeline gore siniflandirilirken,
organizmadaki tim hiicre tiplerini olusturma potansiyeline sahip olanlar pluripotent kok
hiicre (PKH) olarak adlandirilir (Hanna, Saha, Jaenisch 2010). Fertilizasyondan sonra, pre-
implantasyon doneminin 5. giiniinde olusan blastosist fazindaki embriyoda bulunan
hiicrelerdir. Blastosist; trofoblast hiicreleri, blastosol ve i¢ hiicre kitlesi olma tizere li¢
yapidan olusmaktadir. I¢ hiicre kitlesi ektoderm, endoderm ve mezoderm olarak
adlandirilan viicudun 3 germ tabakasim1 meydana getirir. Trofoblast hiicrelerine
farklilagabilen ve 3 germ tabakasina ait hiicrelere farklilasma yetenekleri bulunan i¢ hiicre
kitlesi hiicreleri pluripotent hiicrelere Ornektir. Canlhidaki tiim doku ve organlar
olusturabilmesi ile totipotent kok hiicrelere benzemektedir. Ancak plasental yapilar
olusturamazlar ve buna bagl olarakta yeni bir canliyr meydana getiremezler. Ancak bu
hiicreler gerekli ortam saglandiginda yaklasik 200 hiicre tiiriine doniisebilecek potansiyele
sahiptirler (Morgani ve ark., 2013).

Kok hiicrelerin farklilagmasi dongiisel bir cark sistemine benzetilebilir. Bu sistem
tek yonde degil ¢ift yonlii islemektedir. Yani ileriye dogru diferansiye olan baska bir ifade
ile farklilasan bu kok hiicreler 06zel kosullar saglandiginda geriye dediferansiye
(farklilagsma) de olabilmektedirler. Buna en iy1 6rnek, Yamanaka ve arkadaslarinin somatik
hiicrelere Oct4, Sox2, c-Myc ve KIf4 genlerini aktarmalariyla somatik hiicrelere

pluripotent karakter kazandirilmasi verilebilir (Takahashi ve Yamanaka, 2006)
1.3.1.3.Multipotent Kok Hiicreler

Multipotent kok hiicreler embriyonik gelismenin daha ileri evresine ait hiicreler
olup, eriskin kok hiicrelerine doniisiirler ve 6zellesmis hiicre tiplerini olusturabilirler.
Multipotent kok hiicreler (MKH) insanda embriyo govdesinde 16. giinden ve intrauterin
evrede 4. aydan itibaren tim kan hiicreleri ve bircok organa Ozgii ¢esitli hiicrelere
farklilasabilen kok hiicre grubudur (Friedenstein, Chailakhjan, Lalykina, 1970). MKH
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eriskin bireylerin dokularinda bulunan tek bir germ yapragina ait ve birbirine yakin hiicre
gruplarina farklilasabilen hiicrelerdir. MKH ilk olarak kemik iliginden izole edilmis ve

Caplan tarafindan da karakterize edilmistir (Friedenstein ve ark., 1970).
1.3.1.4.0ligopotent Kok Hiicreler

Oligopotent kok hiicreler multipotent hiicrelere benzer hiicreler olmalarina ragmen,
daha smirli boliinebilme ve sadece yakin iliskili oldugu birkag¢ hiicre tipine farklilasma
kapasitesine sahip hiicrelerdir. Bu o6zellikleri bakimindan oligopotent kok hiicreler,
progenitdr (Oncii) hiicreler olarak adlandirilmaktadir. Lenfoid ve miyeloid kok hiicreler

oligopotent kok hiicrelere 6rnek olarak verilebilir.

Bunun diginda, iki hiicre tiirtine farklilagabilen hepatoblast gibi hiicrelere bipotent
(Chikada, Ito, Yanagida, Nakauchi, Kamiya, 2015), tek bir hiicre tiiriine farklilasabilen

hiicrelere ise unipotent kok hiicreler denilmektedir.

Kaynagina gore smiflandirma yapildigi vakit bu bashik altinda kok hiicreler,
embriyonik kok hiicreler ve embriyonik olmayan kaynaklardan izole edilen kok hiicreler
olarak iki kisima ayrilir. Embriyonik kok hiicreler kendi baglarina bir grubu olustururken,
embriyonik olmayan kaynaklardan izole edilen kok hiicreler ise fetiisten elde edilen fetal
kok hiicreler, uyarilmig pluripotent kok hiicreler ile kadavra kok hiicreleri ve yetiskin kok

hiicreler olarak alt basliklara dallanmaktadir.
1.3.2. Elde Edildikleri Yere Gore Kok Hiicre Siniflandirmasi
1.3.2.1. Embriyonik Kok Hiicreler

Embriyonik kok hiicreler blastosistlerin i¢ hiicre kitlesinden elde edilen pluripotent
karaktere sahip kok hiicrelerdir (Thomson ve ark., 1998). Embriyonik kok hiicreler ilk
olarak 3,5 giinliikk fare blastosistlerinin i¢ hiicre kitlesinden elde edilmislerdir (Evans ve
Kaufman, 1981). Embriyonik kok hiicreler sahip olduklari pluripotent karakter sayesinde
trilaminar germ diskine ait hiicrelerin tamamini olusturabilme yetenegine sahiptirler

(Bradley, Evans, Kaufman, Robertson, 1984).



Embriyonik kok hiicre (EKH) kavrami ilk olarak embriyodan koken alan
pluripotent karaktere sahip hiicrelerin, teratokarsinomdan koken alan pluripotent

embriyonal karsinom hiicrelerinden ayirimi i¢in ortaya konulmustur (Martin, 1981).
EKH’lerin sahip olmasi gereken temel 6zellikler su sekilde tanimlanmustir,

(i) Gomiilme oncesindeki veya preimplantasyone evresindeki embriyodan elde
edilmelert,

(i)  Uzun sireli inkiibasyon ortaminda farklilagmadan cogalabilme o6zelliklerinin
olmasi,

(ili)  Uzun siire kiiltiirde tutulduktan sonra bile, her {i¢ embriyonik germ tabakasinin
tiirevlerini kararli bir sekilde olusturabilme yeteneginin bulunmasidir (Thomson

ve Marshall, 1998).

Embriyonik kok hiicreleri tanimlamak i¢in yapilan ¢alismalarda bu hiicrelerin Oct-
4, Nanog, Rex-1 gibi transkripsiyon faktorlerini ve SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-60 ve TRA-
1-81 hiicre yiizeyi antijenlerini ifade ettikleri gézlenmistir. Ayn1 zamanda bu hiicreler
yiiksek alkalin fosfataz aktivitesi gostermektedirler. (Carpenter ve ark., 2004; Amit ve
Itskovitz-Eldor, 2002)

1.3.2.2.Embriyonik Olmayan Kok Hiicreler

Gelisimin ileriki evrelerinde goriilen bu hiicreler, embriyonik kok hiicreler ile
kiyasla potansileri az olan ve daha ¢ok elde edildikleri dokuya doniisme potansiyeli
gosteren multipotent veya pluripotent kok hiicrelerdir. Dort kok hiicre smifit bu baglik

altinda siralanabilir.
1.3.2.2.1. Fetal Kok Hiicreler

Fetal kok hiicreler, fetiislerin organlarinda bulunan birincil hiicre tiirleridir. Fetal
kok hiicreler, dokularin yani sira fetal kan ve kemik iligi, plasenta, kordon kani, gébek
kordonu, amniyotik sivi gibi koruyucu embriyonik dokulardan elde edilebilmektedir
(Marcus, Coyne, Black, Woodbury, 2008; Cananzi, Atala, De Coppi 2009). Fetal kok
hiicreler etik agidan embriyonik kok hiicrelerden daha az tartismalidir ve farklilasma
potansiyelleri yetiskin kok hiicrelere kiyasla daha fazladir. Fetal kok hiicreler iki tiir kok

hiicreye koken verebilirler: Pluripotent kdk hiicreler ve hematopoietik kok hiicreler. Noral



krest kok hiicreleri, fetal hematopoetik kok hiicreler ve pankreas adacik hiicreleri de yine
fetiislerden izole edilen hiicrelerdir (Beattie, Otonkoski, Lopez, Hayek, 1997)

Insan fetal kok hiicreleri, insanligin en yikici hastaliklarinin ¢ogundan muzdarip
olan bir¢ok insan, ¢ocuk ve yetiskin tedavi amach kullamlmistir (Kakinuma, Nakauchi,
Watanabe, 2009). Fetal kok hiicreler, hiicre transplantasyonu ve ex vivo gen terapisi igin

terapotik arag olarak biiylik umut vaat etmektedir.
1.3.2.2.2. Kadavra Kok Hiicreler

Kadavra kok hiicreler, post-mortem donoérlerden giivenli ve yiiksek miktarda elde
edilebilen multipotent karaktere sahip kok hiicrelerdir. Kadavra ¢oklu organ ve/veya doku
donorlerinden mezenkimal, hematopoetik ve noral kok hiicreler gibi farkli tiplerde kok
hiicre edebilmek miimkiindiir (Palmer ve ark., 2001). Kadavra igindeki somatik hiicreler
olim gergeklestikten kisa siire sonra Oliirler ancak 6liim sonrasinda bile kok hiicreler
hipoksik duruma direng gostererek canliliklarini koruyabilirler (Suda, Arai, Shimmura,
2005). Bu sekilde post-mortem dénemde kemik iliginden (Michalova, Savvulidi, Sefc,
Forgacova, Necas, 2011), beyin dokusundan (Schwartz ve ark., 2003) ve karaciger
dokusundan (Erker ve ark., 2010) kok hiicre elde edilebilir. Kadavradan elde edilen kok
hiicreler 6zgiil kok hiicre genlerini ifade edebilmektedirler (Valente ve ark., 2014).

1.3.2.2.3. Uyarilmus Pluripotent Kok Hiicreler

Uyarilmis pluripotent kok hiicre (UPKH) embriyonik kok hiicre benzeri iglevi olan
ve viicut somatik hiicrelerinin bazi transkripsiyon faktorleri ile yeniden programlanmasi
(re-programming) sonucu elde edilen hiicrelerdir (Sekil 1.3.). Ilk olarak Yamanaka ve ark.
tarafindan retroviral gen aktarim metodu ile Oct4, Sox-2, KIf-4, c-Myc, genleri
kullanilarak fare dermal fibroblast hiicreleri pluripotent kok hiicreye doniistiiriilmesi ile
UPKH elde edilmistir (Takahashi ve Yamanaka, 2006). Bu faktorlerden Oct4 ve Sox2
pluripotensiye geri doniis icin mutlaka olmas1 gerekmektedir. Bunlarla birlikte aktarilacak
diger faktorler ise degiskenlik gosterebilir. Buna ek olarak K1f4 ve c-Myc yerine Lin28 ve
Nanog kullanimiyla da pluripotensi uyarilmas: saglanmaktadir (Yu ve ark., 2007). Insan
UPK hiicreleri ise ilk kez 2007 sonlarinda insan fibroblast hiicreleri kullanilarak
retilmistir (Takahashi ve ark., 2007; Yu ve ark., 2007).



Uyaritlmis pluripotent kok hiicreler pluripotent kritere gore embriyonik kok
hiicrelere alternatif olarak goriiniir. Hastalik modellemelerinde yaygin olarak kullanilan bu
hiicreler bireye 0Ozgii iiretilebilmeleri sayesinde etik sorunlara ¢6ziim niteligi tasirlar
(Somoza ve Rubio, 2012; Somoza ve Rubio, 2012). Uyarilmis pluripotent kok hiicreler,
kromatin metilasyon modelleri, teratom olusumu, pluripotensi ve in vitro birgok farkl
dokuyu olusturabilme yetenegi de dahil olmak fiizere bir¢ok ydonden embriyonik kok

hiicreler ile benzerlik gosterir.

Her ne kadar bu kok hiicreler pluripotent bir gii¢le calismak i¢in yedek anahtar gibi
goriinseler de bazi sinirlhiliklar ve sikintilar barindirmaktadirlar. Bunlarin basinda uyarimla
ilgili sorunlar gelmektedir. Oyle ki pluripotensiye yeniden programlama yapilirken elde
edilen verim %]1’den daha diisiiktir (Yamanaka, 2009) ve gen aktarimi igin genellikle
tercih edilen retroviral ajanlar genoma yerleserek immiinojenik oOzellikte uyarilmis

pluripotent kok hiicre olusmasina yol agmaktadir (Zhao, Zhang, Rong, Xu, 2011).

Somatik insan hiicre érnegi
-~
e

Yeniden programlama faktorleri
Oct3/4, Sox2, Klf4, c-Myc... Hiicre
doniistiirme

Uyarilmis Pluripotent
KOk Hiicreler

Farkhlasma

\ / 1

z 74 07
Kardiyomiy usn Hematopoetik
hiicreleri progenitijr hiicreler

(Mezoderm) (Mezoderm)

Pankreank B-hiicreler
Primordial germ hiicreleri ‘ (Endoderm)

\ N
Dopaminerjik néronlar N il sias ”

M
(Ektoderm) Totor noronlar

(Ektoderm)
Sekil 1.3. uPKH eldesi ve uygulamalarinin sematize goriintiisii (Bayart ve Cohen-
Haguenauer, 2013)

1.3.2.2.4. Eriskin Kok Hiicreler

Eriskin kok hiicreler, farklilasmis dokularda bulunan farklilasmamis hiicrelerdir.
Her yastaki canlida bulunan bu hiicreler kendilerini yenileyebilir ve ihtiya¢ halinde farkl

hiicre tiirlerine doniisebilirler. Bu hiicreler bulunduklar1 dokularda yaslanan, dejenerasyona
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ugrayan veya Olen hiicrelerin yerine, yenilerini iireten yedek parca saglayicisi olarak gorev

yaparlar (Ozen, Giil Sancak, Ceylan, Ozgeng, 2016).

Insan viicudunda kemik iligi, iskelet kasi, goz, umbilikal kord, sinir, karaciger,
dental pulpa ve deri gibi birgok dokularda bulunurlar. Organ spesifik kok hiicreleri viicutta
az miktarlarda olduklar1 i¢in izolasyonlar1 da ayr1 bir sorun teskil etmektedir ve canli yap1
(invivo ortam) disinda embriyonik kdk hiicreler kadar ¢ogalma yetenekleri yoktur. Eriskin
kok hiicreler embriyonik kok hiicrelere gore farklilasma kapasitesi daha azdir ancak,
dokuya 0zgii farklilagsmalari, bu kok hiicreleri diger kok hiicrelerden ayiran 6nemli bir
ozelliktir (Cer¢i ve Erdost, 2019). Calismamizda eriskin kok hiicre kaynaklarindan biri

olan noral kok hiicreler kullanilmistir.
Noral Kok Hiicreler

Yetigkin memeli noral kok hiicrelerinin (NKH) kesfi, yetiskin beyin plastisitesi
hakkindaki ¢agdas anlayisin gelisimi bir kilometre tasidir. Yirminci yiizyilin baslarinda
Koelliker, His, Bizzozero ve Cajal'in etkili histolojik ve anatomik ¢aligmalari, yetiskin
memeli beyninin dogumdan sonra yapisal olarak sabit kaldigini ve yetiskinlikte higbir yeni
ndronun lretilemeyecegini ortaya koymaktaydi. Baslarda noronal stabilitenin, uzun siireli
bellek depolamak gibi beyin fonksiyonlar igin gerekli oldugu diisiincesi hakimdi. Eriskin
beyninin kendini yenileme kabiliyetinin varligi ilk olarak 1960’larda sican beyninin
mitotik aktivitesini gosteren Joseph Altman tarafindan kesfedilmistir (Altman, 1962). Bu
asamadan sonra norogenez kanaryalarda (Goldman ve Nottebohm, 1983), kemirgenlerde
(Reynolds ve Weiss, 1992) ve insanlarda da (Eriksson ve ark., 1998; Sanai ve ark., 2004)

ispatlanmistir.

Bu yapilan ¢alismalarda izole edilen, kendini yenileme kabiliyeti olan multipotent
hiicreler noral kok hiicre olarak isimlendirilmistir (Doetsch ve ark., 1999; Laywell, Rakic,
Kukekov, Holland, Steindler, 2000). Noral kok/onciil hiicreler beyin gelisimi esnasinda ve
yetiskin memeli beyninde kendini yenileme siireclerinde gorev alan hiicrelerdir. Ayni
zamanda bu hiicreler in vitro’da ndron, astrosit ve  oligodentrositlere

farklilagabilmektedirler (McKay, 1997).

Son yirmi yilda bilimsel ve teknik acidan ilerlemeler, 6zellikle hayvanlarda 5-

bromo-2-deoksiiiridin (BrdU) kullanan haritalama yontemi, arastirmacilarin yetiskin
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beyindeki olusan yeni hiicrelerin gergekten de ndron oldugunu gdérmesine olanak
saglamistir. Bununla birlikte, fibroblast biiylime faktorleri (FGF) ve epidermal biiylime
faktorti (EGF) proteinleri de dahil olmak {izere biiylime faktorlerinin trofik ve mitojenik
etkilerinin tanimlanmasi, in vitro da ¢esitli noral hiicrelerin kiiltiiriinii miimkiin kilmistir.
Noral kok hiicre caligmalarindaki hizli ilerlemeler, yetiskin NKH'larin 6zellikle lateral
ventrikiil duvarmin subventrikiiler bolgesinde (SVZ) ve hipokampal dentat girusun
subgranular zonunda (SGZ) lokalize oldugu fikrinin kabul gérmesi ile sonuglanmistir
(Gage, 2000; Zhao, Deng, Gage, 2008)

Yetiskin beynindeki SVZ'de, sessiz yetiskin NKH popiilasyonunun, ependimal
tabakanin altina yerlestigine, ancak apikal ylizeyleri araciligiyla ventrikiile temas ettigine
inanilmaktadir. Bu hiicreler LeX, CD133, GFAP ve Nestin i¢in pozitif, farklilagsmis hiicre
belirtegleri CD24, O4, NeuN ve S100p i¢in negatif olarak karakterize edilir. Dentat girusun
SGZ bolgesinde, GFAP +, S100B—, Sox2 +, Nestin + radyal hiicrelerinin benzer bir alt

kiimesi olan sessiz NKH'lar bulunmaktadir.
Noral kok hiicrelerin tasimasi gereken 6zellikler su sekilde belirlenmistir:

1- Multipotent hiicreler olmali ve sinir sistemi hiicrelerinden ndéron, astrosit ve

oligodendrositlerin biitiin alt tiplerine farklilagsabilmelidir,

2- Sinir sistemi hiicre tiplerine farklilasabilme ve sinir sisteminin hasarlanmig bolgelerinde

yeniden ¢ogalabilme yeteneginde olmalidur,

3- Kendi kendini yenileyebilir olmali, ayni1 potansiyel ve 6zellikleri tasiyan yeni hiicreler

uiretebilme yeteneginde olmalidir.
Noral Kok Hiicre Nisi

Noral kok hiicrelerin kendilerini yenileme ve farklilagsma siiregleri, hiicre ici
diizenleyiciler; transkripsyon faktorleri, epigenetik kontroller ve kiiciik RNA
diizenleyicilerine ek olarak bu hiicrelerin icerisinde bulunduklar1 mikro g¢evreden (nis)

kaynakli dis uyaranlarin etkisi altindadir (Shi, Sun, Zhao, Stewart, 2008).

“Nis”, kendini yenileme, farklilasma ve c¢ogalma gibi spesifik kok hiicre
davraniglarini siki bir sekilde diizenleyen mikro gevre olarak tanimlanmaktadir (Morrison

ve Spradling, 2008). NKH’ler yetiskin beyninde ¢ok sayida bolgede bulunmasina karsin,
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benzersiz kok hiicre nis yapilarinin, aktif nérojenezi SVZ ve SGZ olmak iizere iki ayri
bolgede sinirladigi gorinmektedir. SVZ ve SGZ nislerinin genel yapilari incelendiginde,
lateral ventrikiil duvarinin subventrikiiler bolgesinde {iretilen yeni noronlar, olfaktor
bulbus’a gb¢ ederek yeni internéronlarin olusumuna neden oldugu goriilmiistiir. Bunun
disinda hippocampus’un dentat girus’unun subgranular zonunda, yeni graniiler hiicreler
tiretir. Her nis yapmin bu ayirt edici 6zellikleri, yetiskin SVZ veya SGZ NKH'larinin,
bulunduklar1 nis ortami igerisinde dis uyaranlara bagli olarak modiile edilen bir noronal
aktivite gostermesine neden olmaktadir (Ma, Bonaguidi, Ming, Song, 2009; Kempermann,

Jessberger, Steiner, Kronenberg, 2004).
1.4.Beyin Histolojisi

Beyin, diisiinme ve hafiza gibi fonksiyonlarin yani sira ¢evresel uyarilari almak ve
bunlar1 degerlendirmek, motor aktivite saglamak, somatik ve endokrin fonksiyonlar ve
organlarin diizenli ¢alismasin1 kontrol etme gibi gorevleri yerine getirmektedir (Arinci

Kaplan, 2014).

Beyin noral tiibiin arterior kismindan gelismistir. Embriyonun 28. giinline kadar,
arterior ndral tiib li¢c ana segmente boliiniir. Bunlar arka beyin (rombensefalon), orta beyin
(mesensefalon) ve on beyin (prosensefalon)’dir. Doguma kadar beyin 6n beyin, kaudal

(alt) diensefalon ve rostral (yukari) telensefalon alt boliimlerine ayrilir ve daha da biiyiir.

Orta beyin ile arka beyin kisimlarini (medulla ve pons) biinyesinde barindiran
karmasik yapi, beyin sap1 olarak adlandirilir. Beyin sap1 degisik formlarda olsa da, tiim
omurgali canlilarda goriilen bir yapidir. Yapi, yeme ve icmenin de dahil oldugu viicudun

temel fizyolojik ihtiyaglarindan sorumludur.
1.4.1. Arka Beyin (Rombensefalon)

Omurilik sogan1 (Medulla veya Medulla oblogata), omurilik ile pons arasinda
konumlanan arka beynin en alt boliimiidiir. Medullada yer alan ¢ekirdekler solunumun ve
dolasimin diizenlenmesinde rol oynarlar. Medulla ayrica duyu ve denge ile ilgili sinyalleri

serebelluma (beyincik) yonlendirerek dengenin kontroliine yardimec1 olmaktadir.

Iki serebellar hemisferin baglanmasinda kprii vazifeyi goéren yap1 adim Latincede

koprii anlamina gelen “Pons” kelimesinden almaktadir. Medulla ile orta beyin arasinda
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uzanan yapida, ventral ponstaki cekirdekler serebral korteksten serebelluma bilgi

aktariminda gorevliyken, dorsal ponstaki ¢ekirdekler uyku kontroliine katilmaktadir.

Arka beynin alt boliimlerinden bir digeri de, ponsun dorsaline yerlesmis, bir yonca
yapragi seklinde simetrik iki yonlii bir yap1 olan beyincik (serebellum) ‘tir. Serebellum,
serebral korteksten gelen motor faaliyetler hakkinda bilgi alan, bunlar1 denge sistemi
bilgileriyle iliskilendiren ve gerektiginde diizenlemeler yapan bir motor diizenleyici olarak
islev goriir. Serebellumun dil 6grenmede ve kavramada da rol oynadigina dair kanitlar

bulunmaktadir (De Smet, Paquier, Verhoeven, Marien, 2013).
1.4.2. Orta beyin (Mesensefalon)

Beyin sapinin boliimlerinden biri olan orta beyin, tektum ve tegmentum bdéliimlerini
blinyesinde barindirir. Latincede c¢ati anlamina gelen tektum, yapida dorsal olarak
konumlanmistir ve superior ve inferior kollikulus loblarini igerir. Superior kollikulus, esas
olarak goz hareketleri ve gorme girisleri ile iligkiliyken bunlara ek bazi agr1 ve dokunma
bilgilerini de almaktadir. Inferior kollikulus ise ses duyusunun iletilmesinde bir sinaps
noktasi olarak gorev yapar. Tegmentum ise ¢ogunlukla motor kontroliine katilip ventral

konumlanmustir.

Beyin sapinin birden fazla islevi vardir. Isitme, denge, tat alma gibi dzellesmis
birka¢ duyudan gelen sinyallerin giris yeridir. Burada yer alan 6zellesmis noronlar, kan
basincinda azalig, bagirsak kasilmalarina artis ve goz bebeginde kisilma gibi parasempatik
kasilma ve gevsemelere aracilik eder. Beyin sapi, merkezi sinir sisteminin diger

kisimlarina duyusal ve motor sinyal tagiyan yolaklardaki artis ve azalisa etki eder.

Diensefalon, 6n beyin olarak da bilinen prosensefalonun bir parcasidir. Birincil
serebral vezikiilden gelisir. Daha sonra farklilasarak rostral telensefalon ve kaudal
diensefalonu olusturur. Diensefalon biinyesinde baslica talamus ve hipotalamus olmak
tizere iki g¢ekirdek grubu igerir. Talamus, birincil duyu korteksine yansitilan duyusal
bilginin iletildigi son noktadir. Bilgileri filtreler, bir amplifikatér gorevi goriir ve istenen
duyusal bilgileri iletir. Talamus ayrica bazal ¢ekirdekleri ve serebral korteks faaliyetlerini
diizenleyerek bu alanlar arasinda bilgi aktariminda rol oynar. Yumurta seklinde
cekirdeklere sahip olan Talamus yaklasik 4 cm uzunlugundadir ve diensefalonun % 80°lik

kismini olusturur.
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Talamus viicuttan gelen uyarilari siralar ve filtre eder. Benzer islevlerle ilgili
girdileri, gruplar halinde serebral kortekse iletilir. Talamus bir¢ok ¢ekirdekten olusur. Dar
miyelinli sinir teli bantlar1 ile ayrilan ¢ekirdek gruplarindan her biri duyularin ayarlanmasi
icin Ozellesmistir. Anterior ¢ekirdekler araciligi ile hipotalamustan duygu ve organ
islevlerinin diizenlenmesine yardimeci olan girdiler islenir. Ayrica, hafiza veya duyusal
entegrasyon i¢in girdiler pulvinar, lateral dorsal ve lateral posterior ¢ekirdekler yoluyla
hedef bolgeye gonderilir. Talamus, hareket ve kavrama ile iliskili beyin kabugu

kisimlariyla beyincik ve bazal ganglionu birbirlerine baglar.

Hipotalamus talamusun altinda beyin sapim1 kapatacak sekilde konumlanir ve
beynin yalnizca %0,3’1liikk kismin1 olusturur. Hipotalamus ta talamus gibi yapisinda islevsel
olarak onemli bircok cekirdek barindirir. Kiigiik olmasina ragmen, hipotalamus birincil
viseral kontrol merkezidir ve viicudun homeostazi igin son derece 6nemlidir ve neredeyse
tiim viicut dokularna etki eder. Ornegin somatik biiyiimede, yemede, igmede ve hipofiz
bezinden salinan hormonlar tarafindan diizenlenen anne davranislarinda onemli bir role
sahiptir. Son olarak, hipotalamusta bir grup néron suprakiazmatik niikleus, sirkadiyen
ritim, gece/glindiiz gibi dongiisel davraniglart diizenler (Kandel Eric, Greendard Paul,
2000).

1.4.3. Telensefalon (Beyin Yarimkiireleri)

Insan beyininin en bilyiik boliimiidiir ve serebral hemisferleri bilateral olarak
yapisinda barindirir. Telensefalon bazal ganglia, amigdala, hippokampus ve oldukca
Ozellesmis yap1 olan serebral korteksten meydana gelmistir. Serebral hemisferler, hatfiza ve
duygu dahil olmak iizere algisal, motor ve bilissel islevlere sahiptirler. Iki yarim kiiredeki

benzer bolgeler Korpus Kallozum adi verilen biiyiik akson demetleri ile birbirine baglanir.

Lateral ventrikiiliin alt kivrimindan temporal lobun medial kismma dogru
denizatina benzer kavisli bir sekilde konumlanan yapi hipokampus olarak isimlendirilir.
Uzun siireli hafiza olusumu basta olmak iizere yon bulma, 6grenme, stres tepkisi igin
onemli bir beyin yapisidir (Dryden, 2012). Insanda yaklasik 5-8 cm biiyiikliigiinde olan
hipokampus, ratlarda hemen hemen bir iiziim tanesinin ¢ekirdegi boyutlarindayken,
farelerde bundan ¢ok daha kiigiiktiir. Insanda hipokampusun embriyonel dénemde gelisimi
bolgede bulunan dncii ndronlarin (ndronal progenitdr hiicreler) ¢ogalmasi ve gog¢ etmesi ile

baglar. Embriyonik dénemin 13-14. haftasinda gelismeye baslayan hipokampus
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embriyonik donemin 18-20. haftalarda eriskin hipokampuse benzemeye baglar (Susan
Standring, 2015). Farede hipokampus embriyonik dénemin 17,5 giiniinde 6ncii néronlarin

g0¢ etmesi ile baglar ve 19,5 giinde eriskin hipokampuse benzer.

Limbik sistem elemanlarindan olup temporal lobta bulunan amigdala, burada
hipokampusla baglant1 halindedir. Badem seklindeki yap1 panik, endise ve cinsel giidiilerle
ilgili davraniglar1 kontrol eder ve anilara duygusal onem katarak hafizada rol oynar

(Amunts ve ark., 2005).

On beyin igerisinde daha merkezi konumlanmis olarak bazal ganglia
bulunmaktadir. Bazal ganglia; striatum, globus pallidus, substantia nigra ve subtalamik
cekirdek olmak iizere dort temel g¢ekirdek grubu igerir. Bazal ganglianin barindirdigi
cekirdekler, genel olarak (1) giris ¢ekirdekleri, (2) ¢ikis ¢ekirdekleri ve (3) i¢ ¢ekirdekler
olarak kategorize edilebilir. Giris gekirdekleri, basta kortikal ve talamik olmak tizere farkli
kaynaklardan gelen bilgileri alir. Cikis ¢ekirdekleri, bazal gangliadan sinyalleri talamusa
ileten yapilardir. Son olarak, globus pallidus ve substantia nigra gibi igsel ¢ekirdekler,
sinyalin taginiminda giris ve ¢ikis c¢ekirdekleri arasinda konumlanir (Lanciego, Luquin,
Obeso, 2012).

Giris ¢ekirdeklerinde salgilanan dopamin bazal ganglia isleyisi icin oldukga
onemlidir. Bu siliregte meydana gelebilecek aksamalar, Parkinson ve Distoni gibi

bozukluklar ile iliskilendirilmistir (Albin, Young, Penney, 1989)

Omurilik, beyin sap1 ve diensefalon hayati birgok siirece yon verirken, giinliik
yasamdaki eylemlerin planlanmasi ve uygulanmasinin ¢ogundan sorumlu olan yapi,
serebral hemisferlerin iizerinde ince bir dis tabaka olarak yer alan serebral kortekstir.
Serebral korteks katlanmis yapida olup, genel olarak altinda konumlandigi kafatasinin
kemik plaklar1 ile adlandirilan dort loba (frontal, parietal, temporal ve oksipital) boliinmiis
haldedir. Her lob, birgok farkli islevsel alt bdlge igerir. Ornegin temporal lob, isitsel, gorsel
ve hafiza islevlerine sahip farkli bolgelere sahiptir. Serebrokortikal yiizeyin yapmis oldugu
giruslar (¢ikint1) ve sulkuslar (girinti, oluk) yapinin yiizey alaninin birka¢ kat artmasini

saglar.

Serebral hemisferlerin 6n kisminda bulunan frontal lob, en biiyiik lob olup viicut

icin dnemli islevleri vardir. Ornek olarak hafiza, planlama, konusma, kisilik verilebilir
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(Neulinger, Oram, Tinson, O'Gorman, Shum, 2016). Ayrica frontal lobta yer alan motor
korteks hareket kontroliinde gérev alir (Collins ve Koechlin, 2012).

Frontal lobun arkasinda ve temporal lobun istiinde lokalize parietal lob, iki
fonksiyonel bolge igerir. Anterior parietal lob, birincil duyu korteksini igerir ve korteks
talamustan gelen dokunma, konum, titresim, basing, agri, sicaklik gibi duyusal girdilerin
alinip yorumlanmasindan sorumludur (Berlucchi ve Vallar, 2018). Posterior parietal lob da
kendi i¢inde iki bolgeye ayrilir: Superior parietal lobiil ve inferior parietal lobiil. Superior
parietal lobiil, motor planlama eylemi gibi yiiksek dereceli islevlerde yer alan
somatosensoriyel iligski korteksini igerir. Inferior parietal lobiil ise duyu-motor planlama,

ogrenme, dil gibi karmasik islevlerde gorev alir (Klingner ve Witte, 2018).
1.4.3.1.Temporal lob

Serebral kortekste yer alan en 6nemli ikinci kisim olan temporal lob, frontal lobun
arkasinda ve parietal lobun altinda yer alir. Temporal lob, lateral ve medial olmak iizere iki
yiizeye sahiptir (Kiernan, 2012). Lateral yiizey de iist, orta ve alt temporal girus olarak alt

siiflara ayrilir.

e Ust temporal girus tiim ses ve tonlarin g¢evirilmesi ve islenmesinden sorumlu
birincil isitsel korteks ile yorumlanmasinda gorevli ikincil korteksi kapsar.

e Orta temporal girus ses tanima, kelime ve sesleri anlamlandirma, konusma
stireglerinde gorev alir.

e Alt temporal girus, birincil gorsel korteksten temporal loba bilgiyi tasiyan yol olan
ventral gorsel yol ile gorsel algilama ve yiiz tamimadan sorumludur (Conway,
2018).

Temporal lobun medial yiizeyi, bildirimsel bellek i¢in zorunlu olan hipokampus
gibi 6nemli yapilar1 icerir. Bildirimsel bellek, yasaminiz boyunca gerceklesen veya
Ogrenilen olaylar1, kavramlari ve diistinceleri hatirlamay: saglayan bir tiir uzun stireli bellek

cesididir.
1.4.3.2.0ksipital lob

Oksipital lob, beyin korteksindeki en kiiciik lobdur ve beynin en arka bdlgesinde,

parietal lobun ve temporal lobun arkasinda yer alir. Gorsel girdilerin islenme ve
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yorumlanmasi siirelerinin gerceklestigi oksipital lobda, talamustan gorsel bilgi alinr,
islenir, yorumlanir, daha sonra bu islenmis bilgi daha fazla analiz edilmek iizere beynin
diger bolgelerine gonderilir. Sonug olarak elde edilen gorsel bilgiler, nesnelerin
belirlenmesine, taninmasina ve birbirleriyle kiyaslanmasina yardimecir olur (Huff,
Mahabadi, Tadi, 2021).

Yiiksek derecede fonksiyonel ve karmagiklik yapisina karsin, beyin agirlikli olarak

sadece iki hiicre tipinden, néronlardan ve glia'dan, meydana gelmektedir.
1.5.Noron Hiicreleri

Noronlar, kimyasal ve elektriksel yollarla iletisim kuran sinir sisteminin algilayan,
ileten ve etkileyen hiicreleridir (Sekil 1.4.). Morfolojilerinin, baglantilarinin ve islevlerinin
spektrumu oldukga genistir. Tipik bir noron, morfolojik olarak tanimlanmis dort bolgeden
meydana gelir: (1) hiicre govdesi, (2) dendritler, (3) akson ve (4) presinaptik terminaller.
Her bolgenin sinyal iiretmede ayr1 bir rolii vardir ve diger sinir hiicreleri ile iletisim
kurarlar. Soma olarak da adlandirilan hiicre gdovdesi ndéronun metabolik merkezidir.
Hiicrenin genlerini tasiyan c¢ekirdegi, endoplazmik retikulumu ve hiicrenin proteinlerini
sentezleyen ¢ekirdek uzantisini kapsar. Hiicre govdesi birkag kisa dentrit ve uzun tek bir
akson olmak tizere iki farkli uzanti tasimaktadir. Dentritler, aga¢ benzeri dallanma gosterir
ve diger sinirlerden gelen sinyalleri alir. Aksonlar ise hiicre gdvdesinden biraz uzaga
uzanir ve sinyali diger sinirlere tasir. Akson yapilar1 olagandisi uzunluklarda olabilir.
Omuriligin asagi kisminda yer alan motor noronlar bir metreden daha uzun aksonlara sahip
olabilmektedir. Noronlar birbirleriyle ve viicut boyunca kan damarlari, kas (diiz ve iskelet)
ve bezlerdeki hiicreler ile iletisim kurmaktadirlar. Bilginin varis noktasina kaybolmadan
ve bozulmadan tasinmasi elzemdir. Bilginin tasiniminda bahsedilen mesafeler hiicresel
boyuta gore oldukg¢a biiyliktlir. Noronlar kendi efektor hiicrelerine mesaj gondermede
elektriksel iletisimi kullanmaktadir. Aksiyon potansiyeli olarak adlandirilan bu elektrik
sinyalleri, baslangic segmenti olarak adlandirilan aksonun baslangicina yakin 06zel
tetikleme bolgesinde baslar. Aksiyon potansiyelinin hizini arttirmak i¢in aksonlar miyelin

kilif ad1 verilen bir yag maddesi ile yalitim saglanacak sekilde sarilir.

Akson yapilar1 diger néronlar ile sinaps denilen 6zel iletisim bolgelerinde iletisim

kurmak i¢in ince dallara bolinir (Sekil 1.4.). Bir sinyalin iletimi siirecinde sinyali
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gonderen sinir hiicresi presinaptik hiicre olarak adlandirilirken sinyali alan hiicre ise post

sinaptik hiicre olarak isimlendirilir.

Presinaptik hiicreler sinyal iletimini, aksonun dallar1 {izerinde olup presinaptik ug¢ ya da
sinir ucu denilen ve 6zel olarak genisleyen bolgeler iizerinden gergeklestirir. Presinaptik
uclarin ¢cogu postsinaptik noronlarin dentriti ile sonlanir, fakat uclar hiicre govdesi ya da
daha az siklikla postsinaptik noronlarin aksonunun baglangic ya da bitisi ile de

sonlanabilir.

Noronlar unipolar, bipolar ve multipolar olmak {izere ii¢ biiylik grupta
siniflandirilmaktadir. Unipolar néronlar, tek bir birincil islemden gecerek ¢ok sayida
dallanma olusturan en basit ndronlardir. Bir dali akson olarak hizmet ederken diger dal
alic1 yapilar olarak islev goriir. Bu tip hiicreler omurgalilarin otonom sinir sisteminde fazla
sayida bulunmaktadir. Bipolar néronlar ¢evreden sinyali alan bir dentritik yap1 ve merkezi
sinir sistemine bilgiyi tasiyan bir akson olmak tizere iki farkli yapidan olusan oval sekilli
hiicrelerdir. Duyu néronlarinin ¢ogu bipolardir. Dokunma, basing agriyr omurilige ileten
resOptor noronlar psddo-unipolar olarak adlandirilan bipolar ndronlarin bir varyantidir.
Multipolar néronlara omurgalilarin sinir sisteminde sik¢a rastlanmaktadir. Tipik bir akson
ve hiicre gdvdesinin etrafinin ¢esitli noktalarindan ¢ikan ¢ok sayida dentritik yapiya sahip
olan multipolar ndronlarin sekilleri ¢ok farklanir. Sergilemis olduklar1 dallanma motifi
genellikle diger noronlar ile yaptiklari sinaptik temaslar ile korelasyon gostermektedir.
Beyincikte bir Purkinje hiicresinin olusturdugu dentritik motif, bir milyon iletiyi alacak

kadar biiyiik ve giirdiir.

Sinir hiicreleri fonksiyonel olarak duyu néronlari, motor néronlar ve ara ndronlar
olmak tiizere 3 gruba ayrilirlar. Duyu ndronlart viicudun ¢evresel algilayicilarindan bilgiyi
alir ve sinir sistemine tasir. Bazi birincil duyusal noronlar afferent noronlar olarak da
adlandirilir. Afferent terimi, bilgi algilansa da algilanmasa da bilginin ¢evreden sinir
sistemine alinmasini saglar. Motor néronlar komutlari1 beyin ya da omurilikten kaslara ya
da bezlere tasiyarak buralardaki hiicrelerin aktivitelerini ve bezlerin salgi kapasitelerini
etkiler. Ara noronlar ¢ok sayidadir, tasarim ve yerel olmak iizere iki sinifa ayrilirlar.
Tasarim ara noronlar beyinin bir bolgesinden diger bdlgesine sinyali iletmek i¢in uzun
aksonlara sahipken yerel ara néronlar birbirine yakin néronlar arasi iletisimi saglamak i¢in

kisa aksonlara sahiptirler.
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Sekil 1.4. Noron yapist ve kisimlar1 (Kandel, Eric R., 2013, 5.22).

1.6.Glia Hiicreleri

Omurgalilarin merkezi sinir sisteminde yer alan glia hiicreleri, néronlardan 2-10 kat
daha ¢ok sayidadir. Bu hiicrelerin ad1 Yunanca tutkal kelimesinden kdken almaktadir. Glial
hiicreler morfolojik olarak noronlardan farklidir, dentrit ve akson gibi hiicresel
uzantilardan yoksundurlar. Glialar noronlar ile ayni ortak atayr paylagsmasina ragmen
islevsel olarak da farkliliklar gosterir. Noronlar ile ayni zar 6zelliklerine sahip olamayan bu
hiicreler elektriksel olarak uyarim gostermezler. Omurgali sinir sisteminde glialar
mikroglia ve makroglia olarak iki ana smifa ayrilabilir: Mikroglia hiicreleri, yaralanma,
enfeksiyon ya da dejeneratif hastaliklar s6z konusu oldugunda fagosit olan ve antijen sunan
immun sistem hiicreleridir. Makroglia hiicrelerinin {i¢ ana tiirii vardir: Oligodendrositler,
Schwann hiicreleri ve astrositler (Sekil 1.5.). insan beyninin tiim hiicrelerinin %80"i
makroglia'dir; bunlarin da yaklasik olarak yarisini oligodendrositler olustururken yarisini

da astrositler olusturur.

Merkezi sinir sisteminde gorevli oligodentrositler ile ¢evresel sinir sistemindeki
Schwan hiicreleri, néronlarin uzun akson uzantilarinin etrafin1 kendi 6zel hiicre zarlari ile
cevreleyerek yapmin dig ortamdan izolesini saglayan hiicrelerdir. Miyelinizasyon olarak

adlandirilan bu siire¢ ndron boyunca tasinan sinyallerin iletim hizin arttirir.

Astrositler, beynin tiim alanlarinda bulunan yildiz sekilli glial hiicrelerdir.
Beyindeki hiicrelerinin neredeyse yarisint olusturan astrositler, 1 pm'den daha yakin olan
sinapslarla kurmus olduklar1 fiziksel birlikteliklerle, néronlarin beslenmesinde ve hiicre

dis1 bosluktaki iyonlarin ve ndrotransmiterlerin konsantrasyonlarinin diizenlenmesinde
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onemli rol oynarlar. Astrositler plazma membraninda sahip olduklari yiiksek afiniteli
tastyicilar ile 6rnegin ndrotransmiter olan glutamati, sinaptik yariktan hizla uzaklastirir. Bu
alim mekanizmalarina miidahale, eksitotoksisite adi verilen bir siire¢ olan noéronlarin
Oliimiine yol acabilen yiiksek hiicre dis1 glutamat konsantrasyonlarina neden olur.
Astrositler ayrica dopamin, norepinefrin, epinefrin ve serotonini de indirgerler. Astrositler
ayrica sinapslarin gelismesi i¢in de onemlidir. Sinaps olusumu igin ndéronun yiizeyini
hazirlarlar ve yeni olusan sinapslari stabilize ederler. Salgiladiklar1 norotrofik ve gliotrafik
faktorler ile astrositler, noéron ve oligodentrositlerin gelisimini ve hayatta kalmasini
destekler. Bu glial hiicreler yapilarinda bulunan glutatyon peroksidaz gibi enzimler
vasitasiyla hipoksi, enflamasyon ve néronal dejenerasyon durumlarinda salinan toksik

serbest oksijen radikallerini detoksifiye ederler.

A Oligodentrosit B Schwann Hiicresi C Astrosit
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Cekirdek
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Sekil 1.5. Baslica glia hiicre tipleri (Kandel, Eric R., 2013, 5.27)

1.7.0ksidatif Stres ve Reaktif Oksijen Tiirleri

Dis orbitallerinde ortaklanmamis elektron bulunduran ve diger biyolojik
materyallerle reaksiyona girme egilimi gosteren atom veya molekiillere serbest radikal adi
verilir (Savrun ve Uzun, 2001; Akyol, 2004). Molekiiler oksijen insan viicudunda biitiin
hiicrelere girerek dokularda fazlaca tiikketilme 6zelligine sahiptir. Oksijen molekiilii yapisi
geregi de radikal olmaya c¢ok uygun oldugu i¢in serbest radikal denilince akla serbest
oksijen radikalleri, ya da reaktif oksijen tiirevleri (ROS) gelmektedir (Akyol, 2004).
Serbest oksijen radikalleri hidroksil (OH), siiperoksit (O2), nitrik oksit (NO) ve hidrojen
peroksit (H20,) radikalleri gibi degisik kimyasal yapilara sahiptir.
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Basta mitokondriyal elektron tasinimi olmak iizere cesitli sentez ve degradasyon
reaksiyonlart gibi oksijen gerektiren durumlarda ROS yapilar1 olusmaktadir (Burgak,
Andican, 2004). Ayrica kisilerin maruz kaldigi; stres, radyasyon, bagisiklig1 artirict bazi
maddeler, pestisitler, anestetik maddeler, sigara dumani ve aromatik hidrokarbonlar gibi

bazi eksojen ajanlar da viicutta ROS olusumuna neden olmaktadir (Akyol, 2004).

Serbest radikallerin artmasi veya antioksidan enzimlerin azalmasiyla, serbest
radikallerle antioksidan savunma sistemi arasindaki dengenin bozulmasi sonucu oksidatif
stres ve beraberinde oksidatif hasar olusur. Oksijen, siiperoksit radikaline bazi demir-
kiikiirt igeren yiikseltgenme-indirgenme enzimleri ve flavoproteinlerin etkisiyle indirgenir.
Son derece toksik olan ve hiicre hasarina yol agan superoksit radikali, siiperoksit dismutaz
(SOD) vasitasiyla hidrojen peroksit ve oksijene doniistiiriiliir. Siiperoksit grubuna kiyasla
daha zayif etki gosteren hidrojen peroksit, dokularda bulunan katalaz (CAT), peroksidaz ve
glutatyon peroksidaz (GSH- Px) gibi antioksidan enzimlerle su ve oksijen gibi daha zayif
etkili tirtinlere dontistiiriilerek etkisiz hale getirilir (Halliwell, 1984; Matés, 2000). Memeli
organizmalarinda NO’in varlig1 ilk 1916 yilinda gosterilmistir. Aktiflesmis makrofajlarin
NO salgiladigr 1985 yilinda kesfedilmistir. Nitrik oksit sentetaz (NOS) enziminin katalize
ettigi ve ko-substrat olarak NADPH ve oksijenin kullanildigi reaksiyon ile olusan NO,
fizyolojik ve patofizyolojik olaylarda vazoregiilasyon ve hiicresel toksiteyi gosteren bir
biyoregiilator molekiil olarak gorev yapmaktadir. Ayni zamanda damar basincinin
ayarlanmasindan ve kan hiicreleriyle endotel arasindaki etkilesimin diizenlenmesinden
sorumludur (Kuyumcu, A., Duzgun, A.P, Ozmen, M.M., Besler, H.T., 2004). NO’nun
insan viicudunda koruyucu ve diizenleme etkilerinin yani sira zararli etkileri de
bulunmaktadir. Bunlar enzim fonksiyonlarin1 bozmak, DNA hasar1 olusturmak, lipid

peroksidasyonu ve antioksidan tiiketimi olarak sayilabilmektedir (Grisham ve ark., 1999).

Yapilan ¢alismalarda oksidatif stresin apoptozis basta olmak {izere bir¢ok biyoloji
stirece etki ettigi ve hastaliklarin temelinde yer alan en 6nemli faktorlerden biri oldugu

gozlenmistir.
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1.8.Reaktif Oksijen Tiirevlerinin  Mitokondri Uzerinden Yashhk ve
Néorodejeneratif Hastaliklar ile Tliskisi

Norodejeneratif hastaliklar insan saghigi i¢in bliyiik bir tehdit olusturmaktadir.
Genellikle yaslanma ile korelasyon gosteren bazi bozukluklar, kismen yasli niifusun son
yillarda artmasi nedeniyle de giderek yayginlasmaktadir. Norodejeneratif hastaliklarin
bircok 6rnegi mevcut iken en sik duyulanlar ise Alzheimer ve Parkinson ve MS ‘dir. Bu
hastaliklar patofizyolojileri bakimindan cesitlilik gosterirler. Baz1 hastaliklar hafiza ve
bilissel bozulmalara neden olurken bazilar1 da kisinin hareket etme, konusma ve nefes
alma kabiliyetini etkiler. Norodejeneratif hastaliklarin temelinde, gen diizeyinde meydana
gelen mutasyonlara ek olarak yaglanmanin hiicresel kompartmanlar {izerine olan etkisinin
de rol aldig1 yapilan ¢alismalarla ortaya konulmustur (Gitler ve ark., 2017; Reddy, 2011).
Bahsi gecen bu kompartmanlardan biri hiicrede enerji metabolizmasindan sorumlu organel

olan mitokondridir.

Mitokondri, hiicrede ¢ekirdegin disinda, kendi DNA'sin1 (mitokondriyal DNA) ve
RNA ve proteinleri sentezlemek i¢in gerekli yapilar1 igeren tek organeldir (Douarre C.
2012). Mitokondriyal DNA, toplam hiicresel DNA'nin yaklasik %]1'ini olusturur ve
oksidatif stresle iligkili ROS saldirisina Ozellikle duyarli oldugu disiiniilmektedir.
Mitokondriyal DNA da meydana gelen hasarlar, sonugta mitokondriyal genomda
mutasyonlara yol agar ve hastaliklar1 indiikkleyen ve siddetlendiren mitokondriyal

bozukluklar meydana gelir (Hollensworth, Shen, Sim, Spitz, Wilson, LeDoux., 2000).
1.8.1. Reaktif Oksijen Tiirevlerinin Mitokondri Yap1 ve Ge¢irgenligine EtKkisi

Mitokondri, &karyotik hiicrelerde bulunan ¢ift zarli bir organeldir. I¢ zar ve dis zar,
zarlar arasi boslukla birbirinden ayrilmistir. D1 zar, yiizeyinde yer alan porin proteinleri
nedeniyle i¢ zardan daha gecirgendir (Vajrala, Claycomb, Sanabria, Miller Jr, 2008). I¢
zar, adenosin trifosfat tretimine katilan oksidatif fosforilasyon ve elektron tasima
sisteminin gergeklestigi yerdir. Normal fizyolojik kosullar altinda, i¢ zar sadece yiiksiiz
kiiciik molekiiller igin gegirgendir. I¢ zarmn sahip oldugu secici gecirgenlik eksojen
antioksidanlarin mitokondriye ulagsmasini zorlastirmaktadir. Bununla birlikte, ROS yapilari
ic mitokondriyal membranda, lipid peroksidasyonuna egilimi arttirir (Kirkinezos ve ark.,
2005).
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Mitokondriyal fosfolipidlerin peroksidasyonu, i¢ mitokondriyal zarin proton gegirgenligini
artirabilir, mitokondriyal zarlarin akiskanligini ve diger biyofiziksel 6zelliklerini
degistirebilir ve i¢-dis zarlardaki gesitli tasiyicilarin ve solunum enzimlerinin biyokimyasal

islevlerini bozabilir (Stewart ve Heales, 2003).

Ek olarak, solunum enzimlerinin demir-siilfir merkezleri (6rnegin, siiksinat
dehidrojenaz ve nikotinamid adenin diniikleotid dehidrojenaz) oksidatif modifikasyona
egilimlidir ve mitokondrinin elektron tasima fonksiyonu oksidatif stres altinda ortamda
bulunan ROS’lar tarafindan bozulabilir (Wei, Lu, Wei, Ma, Lee, 2001). Reaktif oksijen
tiirevleri, mitokondri membran {izerindeki kanal yapilarinda yer alan adenin niikleotid
translokator yapisi tizerindeKi tiyol gruplarinin oksidasyonuna neden olarak, mitokondriyal

gecirgenlige etki etmektedir (Valko ve ark, 2007).
1.8.2. Reaktif Oksijen Tiirevlerinin Ca*? Homeostazisine Etkisi

Ca*?, kas kasilmasi, nérotransmitter salim, hiicre proliferasyonu, gen ekspresyonu
ve hiicre 6liimii gibi pek ¢ok siirecin diizenlenmesinde gorevli hiicre i¢i sinyal sisteminin
onemli bir bilesenidir (Fu ve Yang, 2006). Plazma zarindaki voltaj bagh ve ligand-gegitli
kanallardan Ca*? 'nin akisi, presinaptik terminallerden ndrotransmitterlerin salimmasi ve
postsinaptik néron yanitinin olusumu igin Kritik bir sinyaldir (Chang, Huang, Wang, 2012).
Ca*? ‘un hiicrede tasinimi plazma membranindaki Na*/Ca*? kanallar1, plazma membrani ve
endoplazmik retikulum Ca*?-adenosin trifosfat sentazlar, kalbindin ve parvalbumin gibi
Ca™? baglayici proteinler tarafindan saglamir (Andreazza, Wang, Young, 2010). Ca"
iyonlar1 ayn1 zamanda mitokondrilere tasip buradan salmabilir ve bu siireg néronal Ca*?
homeostazinin diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Aslinda mitokondriyal Ca*?
salinimin1 azaltan genetik ve farmakolojik manipiilasyonlar asiri miktarlarda salinan
norotransmitterlerin ndronlar lizerinde olusturabilecegi hasara (eksitotoksisiteye) karst

koruma saglamaktadir (Mattson, 2007).

Bununla birlikte, asir1 ROS {iretimi, proteinlere ve niikleik asitlere dogrudan zarar
verebilir, oksidatif strese neden olabilir ve 6zellikle proteinlerdeki spesifik tiol gruplarinin
oksidasyonunu etkileyen mitokondriyal Ca*? homeostazin1 degistirebilir. Hiicrede Ca*
miktarmin artig1, mitokondriyal potansiyelde degisiklige neden olur ve bu siiperoksit iyon

radikallerinin {iretimi ile sonuglanir.
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Ca*? “nin mitokondride agir1 birikimi membranlar aras: segici gegirgenligi sekteye ugratir,
ozmotik basing artis gosterir ve bu da dis mitokondriyal membran biitiinliigiiniin
bozulmasina sebep olur (Joshi, Sultana, Perluigi, Butterfield, 2005). Hiicre ici Ca*?
konsantrasyonundaki stirekli yiikselmeler néronal dejenerasyona ve hiicre 6liimiine neden

olabilir (Ross, 2012).
1.8.3. Mitokondriyal Bozukluklarin Alzheimer ile Iliskisi

Alzheimer hastaligi (AH), diinya ¢apinda en yaygm goriilen norodejeneratif
bozukluktur. Mitokondriyal dejenerasyon ve oksidatif hasar, AH' nin patogenezinde rol
oynayan etkenlerdendir (Ferreiro ve ark., 2012). AH 'li bireyler iizerinde yapilan
analizlerde, beyinlerinde protein, lipid ve DNA diizeyinde genel oksidatif hasar
seviyelerinin yiiksek oldugu goze ¢arpmaktadir (Giasson, Ischiropoulos, Lee, Trojanowski,
2002). AH 'de B-amiloid gibi proteinlerdeki oksidatif stres kaynakli degisimler, proteinde
yanlig katlanma ve agregat olusumuna neden olabilir (Andersen, 2004). ROS iiretimi ve
amiloid plak olusumu arasindaki iligki, transgenik farelerde ve Alzheimer hastalarinin

insan beyin dokusunda da gosterilmistir (Dumont ve ark., 2009; Shi ve ark., 2011)

Geg baslangigli Alzheimer hastaliginda, yaslanma ile baglantili olarak birikim
gosteren serbest radikaller, amiloid Oncii protein molekiillerinin  bdliinmesini
kolaylastirdiklar1 B-sekretaz enzimini aktive eder (Shi ve ark., 2011). Boliinmiis amiloid
oncili protein molekiilii elektron tagima zincirinin ve enzim aktivitelerinin bozulmasina,
adenozin trifosfatin inhibisyonuna ve hem niikleer hem de mitokondriyal DNA
proteinlerinin oksidasyonuna yol acar (Reddy, 2006). Alzheimer hastalarinin beyinleri,
mitokondriyal transkripsiyon ve replikasyonu baskilayan somatik mitokondriyal DNA
mutasyonlarin1 barindirir (Andersen, 2004). Mitokondride meydana gelen bozukluklar en
nihayetinde Alzheimer hastalarinda noronal hasara, norodejenerasyona ve bilissel

gerilemeye yol agar (Tranah ve ark., 2012)
1.8.4. Mitokondriyal Bozukluklarin Parkinson Hastalig ile Iliskisi

Parkinson hastaligi, 60 yas isti niifusun yaklasik % 2'sini ve 80 yasin
tizerindekilerin % 4'iinii etkileyen ikinci en yaygin nérodejeneratif bozukluktur (Feeney ve
ark., 2008). Beyindeki ndronal sitoplazmada ve sinir liflerinde fibroz protein birikimi ile

karakterize olan bu hastalik iizerine yapilan ¢alismalarda, mitokondriyaldeki kusurlarin da
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(mitokondriyal DNA'daki mutasyonlar veya polimorfizmler ve mitokondriyal elektron
tasima zincirindeki bozukluklar gibi) hastalikta rol oynadigi goriilmektedir (Abeliovich,
2010; Matsui ve ark., 2013; Momb ve ark., 2013; Alleyne, Mohan, Adogwa, 2012).

1.8.5. Mitokondriyal Bozukluklarin Diger Norodejeneratif Bozukluklar ile
Mliskisi

Mitokondriyal hasar, Alzheimer ve Parkinson hastaliklarinin yani sira diger
norodejeneratif hastaliklarin patogenezinde de 6nemli rol oynamaktadir. Mitokondriyal
disfonksiyon ve oksidatif stresin Down sendromunun temelinde yer alan ortak
ozelliklerden oldugu yapilan caligmalarda gorilmistir (Helguera ve ark., 2013).
Mitokondriyal DNA'nin mutant Huntington ile iliskili oksidatif stresin 6nemli hedefi
oldugunu ve mitokondriyal hasarin Huntington hastaliginda rol oynadigini 6ne siiriilmiistiir
(Siddiqui ve ark., 2012). Mitokondri elektron tasima zincirindeki kompleks II' nin
aktivitesinin Huntington hastalarinin beyinlerinde az oldugu goriilmistiir (Lin ve Beal,
2006). Friedreich ataksisi, mitokondriyal bir protein olan Frataksin ekspresyonu
azalmasinin neden oldugu yaygin bir ataksi formu olup mitokondrilerde meydana gelen
oksidatif hasarmin hastalifin patogenezinde anahtar rol oynadigir diisiiniilmektedir

(Marobbio, Pisano, Porcelli, Lasorsa, Palmieri, 2012; Xia ve ark., 2012)
1.9.Doku Miihendisligi

Canli viicudu doku ve/veya organda meydana gelen ¢esitli yaralanma ve islev
bozukluklarini biinyesinde barindirdigi kok hiicreler ve iliskili olduklari somatik hiicreler
ve ekstraseliiler matriks elemanlar1 gibi canlilik bilesenleri araciligiyla ortadan kaldirmak
noktasinda olduk¢a yeteneklidir. Ancak viicutta meydana gelen hasarlar canliligi tehdit
edecek kadar iist boyutlara ulastiginda, hasarlarin giderilmesi noktasinda bu potansiyel
yetersiz kalmaktadir. Kok hiicre ve doku mithendisligi ¢caligmalari ciddi yaralanma ve hasar
durumlarmin giderilmesi i¢in gerekli potansiyeli saglamak adina rejeneratif (yenileyici) ve
reperatif (onarici) tedavi yaklagimlari tiretmektedir. Doku miihendisligi tekniklerini ve kok
hiicre tabanli tedavileri bir araya getiren bu yaklasimlar ile viicudun sahip oldugu
rejeneratif kapasitenin uyarilmasi ya da arttirilmasi, normal fizyolojinin devamliliginin

saglanmasi ve hasarli dokularin ya da organlarin tamir edilmesi hedeflenmektedir.
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Doku miihendisligi, 90'li yillarin baginda Langer ve Vacanti tarafindan " biyolojik
bir dokunun ya da organin fonksiyonlarmin korunmasi, yeniden diizenlenmesi veya
tyilestirilmesi ya da tamamen yeniden biyolojik dokularin olusturulmasina yonelik
miithendislik ve yasam bilimleri ilkelerini uygulayan disiplinler arasi bir alan" olarak
tanimlanmistir (Langer ve Vacanti, 1993). Doku miihendisligi yaklasimlari, ilag gelistirme
ve yeni tedavilerin degerlendirilmesi i¢in kullanilabilecek, saglikli veya patolojik doku ve
organlarin in vitro modellerinin tasarimi ve ayrica hastaligin baslangicini ve ilerlemesini

diizenleyen karmasik fenomenlerin arastirilmasi i¢in biiyiik 6nem arz etmektedir.

Klinik oncesi c¢aligmalarda kullanilan iki boyutlu (2B) hiicre kiiltlirlerinin, ilag
analizlerinde kullanimlar1 i¢in gerekli olan fenotipik 6zelliklerin ¢ogundan yoksun oldugu
uzun zamandir bilinmektedir (Grainger, 2014). Hiicrelerin in vivo da bulunduklar1 3
boyutlu ortam, hiicreler ile onlar1 gevreleyen hiicre dist matris yapisinin aktif olarak
etkilesime girmesine olanak tanir. Hiicreler bu ortamda islevlerini ve gen ekspresyon
profilini giiclii bir sekilde etkileyen uyaricilar (6rnegin, ¢oziinlir faktorler ve fiziksel
kuvvetler) ile bir arada bulunurlar. 3B bir in vitro model, hiicrelerin biiylimesine ve
birbirleriyle ve kendisini gevreleyen hiicre disi matriks ile etkilesime girmesine izin verir.
3B yapi, bir 3B matris destegi (iskele) veya iskeletsiz organoid kiiltiirleri kullanilarak elde
edilebilir.

1.9.1. Uc¢ Boyutlu Doku Kiiltiirleri ve Organoid Kavram

3 boyutlu hiicre kiiltiirleri, glinlimiizde ¢ok fazla ilgi géren bir teknik olup giderek
yayginlagsmaktadir. Kok hiicre ve memeli gelisim biyolojisi alanindaki son gelismeler de
teknigin kullanimi 6nemli 6l¢giide arttirmistir. 3 boyutlu hiicre kiltiirii tekniginin temelinde
embriyonik kok hiicrelerin, indiiklenmis pluripotent kok hiicrelerin ve ayrica ilgilenilen
organin progenitor hiicreleri ile olusturulmus bir veya daha fazla hiicre tipini biinyesinde
barindiran hiicre kaynakli doku ve organ benzeri yapilar olusturulmasi yatmaktadir ki bu
yapilar, organoid olarak adlandirilir. Smirli miktarda baslangic materyaliyle kurulabilen
organoid kiiltiirleri, su anda kullanilan preklinik modeller (2B hiicrelerin ve dokularin veya
hayvanlarin kiiltiir teknikleri) biyolojik tepkileri tahmin etmekte yetersiz kaldigi i¢in yasam
bilimlerini etkileme potansiyeli yiiksek gelismis bir aragtir. Bununla birlikte bu modeller,
organlarin sahip oldugu birka¢ onemli &zelligi ifade etmesi gerekmektedir. ilk olarak,

modelledigi organin birden fazla hiicre tipi icermesi gerekir, ikincisi o organa 6zgii bir
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islev gostermelidir ve iiclinciisti, hiicreler organin kendisine benzer sekilde organize

edilmelidir.

Tablo 1.1. Hiicre hatti, ksenograftlar ve organoidlerin birbirleri ile kiyaslanmasi. (Sachs ve
Clevers, 2014).

Ozellik Hiicre Hatlar: Ksenograflar Organoidler
Calisma kolayhg: +++ - +
Baslatma basan + oy s

orani

Gelisim +++ + 4
Biyolojik stabilite + ++ ++

G.erletik +++ - ++

manipiilasyon

3 boyutlu gelisim +/- -+ ++

(+++): Cok 1yi, (++): Kullanilabilir, (+): Miimkin, (-):Kullanisli degil.

20. yiizyilda, "organoid" kelimesi terimsel olarak biyotip alaninda farkli anlamlari
karsilamistir. Ornegin bu terim alt hiicresel yapilari tammlayan "organel”" kelimesinin
yerine kullanilirken (Duryee ve Doherty, 1954) onkoloji alaninda ise karmasik doku
benzeri bir mimariye sahip olan timor yapilarini tanimlamak igin kullanilmaktadir

(Nesland, Simoes, Holm, Johannessen, 1985).

2009 yilinda Sato ve arkadaglari tarafindan 3-boyutlu bir kiiltiir sistemi olan
organoid kiiltiirleri olusturulmustur (Sato ve ark., 2009). Yetiskin kok hiicreler 3-boyutlu
bir matriks icerisine ekilmis ve organ orjinini olusturan yapinin olusmasma imkan

saglanmstir.

Ancak bu teknigin temelleri ¢ok daha eskiye dayanmaktadir. Organoid modelleme
teknikleri, diisiince olarak kokenini biyolojik organizasyonun dogasi hakkindaki temel
arastirmalardan almaktadir. Bu tarihsel siire¢ kisaca ele alinacak olursa H.V. Wilson ‘un

oldugu deney iyi bir baslangi¢ noktas1 olacaktir.

Wilson gergeklestirdigi deneyde, eger bir siinger onu olusturan hiicrelerine ayrilir
ve bu hiicreler daha sonra rastgele yeniden birlestirilirse, yeni bir siinger olusturabilmek

adma hiicrelerin yeniden organize olduklarini géstermistir (Wilson, 1907).
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Bu deney, yetiskin bir organizmanin hiicrelerinin, dis uyaranlara veya hiicrelerin
embriyolojik gecmislerine bagli anatomik diizenlemelerin yapilmasina gerek kalmadan ¢ok
hiicreli bir yapiy1r elde edebilmek igin yeterli bilgi igerebilecegini gosteren onemli bir
calismadir. Bugiin kullanilan yontemlerin temelini olusturan c¢alisma ise belki de Ross
Harrison tarafindan 1906 yilinda gelistirilen asili damla doku kiiltiirii teknigidir (Harrison,
1906). 1900'lerin baglarinda arastirmacilar, organogenezi kiiltiir kosullarinda yeniden
olusturmak i¢in galigmalara doku pargalarin1 kiiltiire ederek baslamislardir. Bu Oncii
deneyde Harrison sinir liflerinin k6ékenini incelemek istemistir. Bunun igin embriyo sinir
kordonunun bir pargasini alarak iizerinde bir damla lenf sivisi bulunan slayta yerlestirmis

ve bu sayede sinir liflerinin biiylimesi i¢in elverisli bir ortam saglamistir.

1950'lere kadar birgok organ in vitro olarak kiiltiire edilmistir. Moscona, 1950'lerin
baslarinda erken civciv embriyolarinin uzuv ve bobrek dokularini enzimatik olarak
parcalamak i¢in bir yontem gelistirmis ve bu sayede elde edilen hiicrelerin siispansiyon
halde kiiltiire edildiklerinde koken aldiklar1 dokularin yapisal desenini tekrardan
olusturduklart gozlemlemistir (Moscona ve Moscona, 1952; Moscona, 1959). Boylece
yapilan bu Oncii deneyi takiben, yirminci yiizyilin ortalarinda, fiziksel ve kimyasal
yontemler ile elde edilen hiicrelerden, siispansiyon kiiltiir kosullarinda organ iiretmeye
yonelik caligmalara baslanmistir. Richard Swarm ve grubu, kondrosarkomlarin
ekstraseliiller matriksinin karakterizasyonu tizerinde galisarak, kollajen, hyaluronik asit ve
ilgili proteinler arasindaki etkilesimleri ortaya koymuslardir ve bunu yaparak, bazal
membranin Ozelliklerine sahip bir jel izole etmisler. Kesfi gergeklestiren ii¢ arastirmacinin
(Engelbreth, Holm ve Swarm) bas harfleri kullanilarak isimlendirilen EHS sarkomu, bugiin
ki bilinen adi ile matrijeldir (Swarm, 1963; Orkin ve ark., 1977). Erken donemde yapilan
bu calismalar, organoid ve 3B kiiltlirlerin gelistirilmesi adina gergeklestirilecek ileriki
caligmalara zemin hazirlamistir. 1990'lh yillarda, arastirmacilar koken aldiklar1 doku
bakimindan farkliliklar gosteren 3B organoid kiiltiirleri test etmeye baslamislardir. Doku
morfogenezinin altinda yatan mekanizmalar1 incelemek i¢in kollajen destek yapilar
kullanilarak olusturulan ve organoid olarak adlandirilan modellemelerde morfogenezin
biiylime faktdrleri, morfojenler ve matris metaloproteinazlarin etkilesimine bagli oldugunu

gozlenmistir (Simian ve ark., 2001).

2006 yilinda yapilan bir arastirma, doku geometrisinin dallanma morfogenezinin

yerini belirledigini gostermistir (Nelson, Vanduijn, Inman, Fletcher, Bissel, 2006). Yapilan
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caligmada fare meme epitel tiibiillerinin 3B yapisin1 kontrol etme admna bir mikro
modelleme yaklagimi kullanilmis ve epitel tiibiillerin, inhibe edici bir morfojen olarak
hareket eden yerel TGF-B konsantrasyona goére dallanmanin konumunu belirledigi
gbzlenmistir. Daha sonra, organoid yapilarimi kiiltiire etmek i¢in 96 kuyucuklu plakalarda
laminin agisindan zengin ekstraselliiler matriks kullanilarak primer fare meme organoidleri
icin modifiye edilmis bir 3B kiiltiir sistemi olusturulmustur. Birden fazla faktoriin
eszamanli olarak incelenmesini saglayan bu yeni sistem, arastirmacilara organ morfogenez

stireci tizerine etki eden faktorleri gdzlemleme olanag saglamistir (Fata ve ark., 2007).
1.9.1.1. Klinik Arastirma Araglari Olarak Organoidler

Organoidlere olan ilgideki mevcut artis esas olarak klinik bilimlerden
kaynaklanmaktadir ve organoid teknolojileri ilag gelistirme, toksikoloji, onkoloji,

mikrobiyoloji ve rejeneratif tipta uygulanmaktadir.

Terapotik molekiiller (ilaglar, antikorlar, vb.) i¢in klasik aragtirma-gelistirme siireci
aday bilesiklerin in vitro sistemlerde ve basit hiicre kiiltliriinde ile baslar. Ardindan sirasi
ile insan olmayan hayvanlarda giivenlik ve etkililik testine, oradan da faz I. (kii¢iik grup;
giivenlik), faz II denemeleri (orta grup; giivenlik ve etkinlik) ve faz III denemeleri (biiyiik
grup; etkinlik, nadir yan etkiler, vb.) yoluyla genis ¢apli klinik test siirecleri gergeklestirilir.
Endiistriyel farmakologlarin karsilastiklar1 sorunlardan biri, hayvan modellerinde giivenli
gibi goriinen bilesiklerin insanlar i¢in beklenmedik toksisiteler gdsterebilmesidir. Bu tipik
olarak ilacin geri ¢ekilmesine neden olur ve biiylik miktarlarda para ve arastirmaci
zamaninin bosa harcanmasi anlamima gelir. Hayvanlarda toksisite testlerinde basarisiz
olduklar1 i¢in sonlandirilan ve aslinda insanlarda tamamen gilivenli ve faydali olacak
bilesikler de var olabilir. Bu sekilde bosa harcanan isin maliyetlerini tasima ihtiyaci, ilag
gelistirme siireglerini (ve ilaclarin kendisini) ¢cok pahali hale getirir ve tibbin ilerlemesine
engel olusturmaktadir. Bu nedenle ilag gelistirme siireclerinde, ilag etkinliginin ve
toksisitesinin degerlendirilebilecegi insan temelli sistemlere ¢ok giliclii bir ihtiyag

duyulmaktadir.

Insan organoidlerinin toksikolojide kullanimi yalnizca farmakoloji ile smirh
degildir. Ayn1 zamanda ¢evresel toksik maddeler de bu sekilde incelenebilmektedir. Yakin

tarihli bir Ornek, prostat organoidlerinin gelisimi {izerindeki bisfenol-A'nin etkilerini
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aragtirmak i¢in insan embriyonik kok hiicreden tiiretilmis prostat organoidlerinin

kullanilmasidir (Calderon-Gierszal ve Prins, 2015)
1.9.1.2.0rganoidlerin Sinirlamalari

Organoidlerin saglayabilecegi faydalar ¢ok cesitli olmasina karsin her soruna
¢oziim olusturmasimin beklenmesi miimkiin degildir. In vitro kosullarda biiyiiyen
organoidler, bir vaskiiler sistem olustursalar bile (ki ¢ogu damar olusturma yetenegine
sahip hiicre igermedikleri i¢in) kan akisina sahip degildir. Olusturulan organoidin canli bir
konakg¢iya nakledilmesi, siklikla organoidin konakgida stirdiiriilebilirligini saglamak adina
damar yapilar1 olusturmasi ile sonuglanir. Bu tiir arastirma yaklasimlar1 organoidlerde
anjiyo ve vaskiilojenez mekanizmalarini incelemek i¢in kullanilma potansiyeline sahiptir

(Risau ve ark., 1988).

EKH ve UPK hiicre kokenli organoidlerle ilgili bir bagka sorun da olgunlagsmama
durumudur. Bu hiicreler kullanilarak olusturulan organoidler olgun esdegerlerinden ziyade
fetal organlarin 6zelliklerini gosterir. Bagirsak villuslar1 gibi bazi organoidler ise kiiltiirde

uzun vadede daha olgun bir fenotip kazanabilmistir (Sinagoga ve Wells, 2015).
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2. AMAC

Bu calismada, in vitro kiiltiir kosullarinda noral kok hiicre ve 3 boyutlu hiicre
kiltiirii tekniklerinin kullanilmasiyla organoid modelinin olusturulmasi ve olusturulan bu
organoid modelinde mitokondri hasarmin incelenmesi amaglanmistir. Oldukga ileri
teknolojileri ve disiplinlerarasi yaklagimlari barindiran doku miihendisligi ile in vitro kiiltiir
kosullarinda in vivo fizyolojik yapilar1 taklit eden organ benzeri organoid yapilari literatiire
katki yapmak ve arastirmacilarin yeni fikirler iiretmesine olanak saglamak c¢alismanin

baslica hedeflerindendir.

Noral kok hiicreler kullanilarak olusturulan bir organoid modeli, aragtirmacilara
hastaliklarin temelinde yatan patolojik degisikliklerin belirlenip incelenme sansi

saglayacaktir. Hastaligin kaynagi belirlendiginde tedavi yaklagimlari da hiz kazanabilir.

Kiiltiir kosullarinda olusturulacak bu organ benzeri yapi sayesinde hem deney
hayvanlar1 hem de goniillii insan deneklerine ihtiya¢ biiyiik 6l¢ciide ortadan kalkacaktir.
Hastaligin tedavi veya kokeninin arastirmasi i¢in yapilacak olan caligmalar, kiiltiir
sartlarinda gerceklestirilecegi icin de ¢alismalar daha kontrollii gergeklestirilebilecektir. Bu
calisma paralelinde ortaya ¢ikacak calismalar ve elde edilecek sonuglar 1siginda doku

miihendisligi alanina belki de yeni kavramlar kazandirilacaktir.
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3. YONTEM

Tez ¢alismasi deneysel yontemlerle Kok Hiicre ve Gen Tedavileri Arastirma ve Uygulama
Merkezi Laboratuvarlarinda yapilmistir. Tezin etik kurul onayr Kocaeli Universitesi

Girigimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulundan (EK-1) alinmistir.
3.1.Hiicreler ve Kiiltiir Kosullar:

Tez ¢alismasinda kullanilan fetal donemdeki sican izole edilen noral kok hiicreler
Kocaeli Universitesi Kok Hiicre ve Gen Tedavileri Arastirma ve Uygulama Merkezi nin
hiicre koleksiyonundan alinmistir. Bu hiicreler, daha o6nceki ¢aligmalarda elde edilmis ve -

152 °C’de muhafaza edilmistir.

Sican kaynakli bu kok hiicreler, icerisinde noral ¢ogalma eklentisi igeren noral
eklenti (StemPro; 1X), B27 eklentisi (1X), EGF (epithelial growth factor; 10 ng/ml), FGFb
(fibroblast growth factor basic; 20 ng/ml), glutamax (%1), heparin (%0,02) ve pen/strep
(%1) igeren DMEM F12 besiyeri kullanilarak kiiltiire edilmistir. Kiiltiirde ekimi yapilan
hiicreler 37 °C ‘de %5 CO; igeren inkiibatérde ¢ogalmaya birakilmistir. Noral kok hiicre
kiiltirinde kiltiiriinde, besiyerindeki eklentilerin yetersizligi durumunda hiicreler adesif
forma gecip cogalma kabiliyetlerini yitirmektedirler. Bu nedenle bu durum g6z oniinde
bulundurularak 3 giinde bir diizenli olarak besiyeri degistirilmistir. Kiiltlir kab1 dik konuma
getirilip 2-3 dk beklendikten sonra yavasga 1/3 besiyeri igerigi dibe ¢Oken hiicreleri

rahatsiz etmeden atilarak ve ayn1 miktarda besiyeri yavasca eklenmistir.
3.1.1. Noral Kok Hiicre Pasaji

Kiiltirde gecen 7-10. giinliik bir siire¢ sonunda yeterli biiyiikliige ulasan
norokiireler mikroskop altinda incelenmistir. Norokiire boyutlarinin 100 pm tizerine ¢iktig1
durumlarda pasaj islemi gergeklestirilmistir (Azari, Louis, Sharififar, Mai, Reynolds,
2011). Pasaj islemi i¢in 200 pum’lik mikropipet 180 um’ye ayarlanmig, 10-15 pipetasyon
ile norokiireler mekanik yontem ile tekli hiicre slispansiyonu haline getirilmistir. Norokiire
se¢iminde veya alt-kiiltiirlemede yaklasik 100 pym’de boyutuna dikkat edilmesinin nedeni
daha fazla biiyliyen norokiirelerde merkezde oksijen alamayan hipoksik bir bdlgenin
olusmasi ve burada yer alan hiicrelerin 6liime gitmesidir. Bu sebepten 6tiirii norokiirelerin
boyutu 100 pm’yi gegmeyecek sekilde kiiltiir siiresi sinirlandirilmastr.
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3.1.2. Noral Kok Hiicre Dondurma islemi

Deney asamasinda o an i¢in kullanilamayacak veya fazla olan kok hiicreler,
besiyerleriyle 50ml’lik falkon tiiplerine alinip 90g’de 5 dk santrifiij edilmistir. Ustte kalan
kisim dikkatlice uzaklastirilmistir ve 950 pl taze besiyeri yavasga hiicrelere eklenerek
dondurma tiiplerine alinan hiicrelerin {izerine yavasca 50 pl DMSO eklenmistir. Sonrasinda

hiicreler -152 °C’ye alinarak uzun siireli muhafazalar1 saglanmistir.
3.1.3. Noral Kok Hiicre Farklhilasma

Noral kok hiicreler karakterizasyon icin farklilasmaya alinmistir. Bunun igin
hiicrelerin ekilecekleri kiiltiir kaplarinin yiizeyi c¢esitli proteinler ile kaplanmistir. Kiiltiir
kaplarinin igerisine Oncelikle lameller konulmus ardindan her bir kuyucuga yiizeyi
kaplayacak kadar yaklagik 1 ml poli-L ornitine eklenerek 1 saat 37 °C ‘de inkiibatorde
bekletilmistir. Sonrasinda poli-L ornitine uzaklastirilmig, kuyucuklar steril su ile
yikanmigtir. Hemen akabinde poli-L ornitinle kaplanmis kuyucuklara yaklagik 1 ml
laminin eklenerek 37 °C ‘de inkiibatorde 2 saat bekletilmistir. Siire sonlandiginda laminin

uzaklastirilarak kuyucuklar PBS ile yikanmis ve ekimin i¢in hazir hale getirilmistir.

NKH’lar kuyucuk basina 100 bin hiicre olacak sekilde kiiltiir kaplarina NKH
farklilagma besiyeri ile ekilmistir. bFGF ve heparin besiyerinden ¢ekilmigtir. DMEM F12
bazal besiyeri, N2 eklentisi (%1), B27 eklentisi, EGF, glutamax, pen/strep (%1) eklenerek
farklilastirma besiyeri hazirlanmistir. Hiicreler hazirlanan bu farklilastirma besiyeriyle
kiiltiire edilmistir. 2-3 gilinde bir kiiltiir ortamindaki besiyeri tazelenmistir. Bir haftalik
kiiltlir siirecinin sonunda noron, oligodentrosit ve astrositlere farklilagsmis hiicrelerin
gosterilmesi adina lameller, %4 paraformaldehid ¢ozeltisi ile 15 dk fikse edilmistir.
Noronlar i¢in Nestin, oligodentrositler igin NG2 (néroglia-2), astrositler i¢in GFAP (glial
fibriller asidik protein) ve S100 antikorlariyla immunohistokimyasal olarak boyanip

floresan mikroskopta incelenmistir.
3.2.Hidrojen Peroksit Aracili Hiicresel Yaslanma

Hiicresel yaslanma ilk kez 1961'de Hayflick ve meslektaslar1 tarafindan insan
diploid fibroblastlarnin kiiltiirde sinirl sayida hiicre boliinmesi gegirdigini gézlemlemeleri

ile tanimlanmistir (Hayflick ve Moorhead, 1961).
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Primer kiiltiirdeki ¢ogu normal hiicre tiirli, en nihayetinde replikatif kapasitelerini tiiketerek
replikatif yaslanma olarak adlandirilan bir biiylime durdurma durumuna girmektedirler
(Cristofalo, Lorenzini, Allen, Torres, Tresini, 2004). Yaslanan hiicreler geri doniisi
olmayan bir sekilde biiyiimeyi durdururlar, ancak uzun siire canliligini siirdirtrler.
Yaslanan hiicreler morfolojilerinde bir takim degisimler meydana gelir ve ayrica yaglanma
ile iliskili beta galaktosidaz ekspresyonu gosterirler (Dimri ve ark., 1995). Molekiiler
diizeyde yaslanma, ¢ok sayida genin ekspresyonundaki degisikliklerle iligkilidir (Krtolica
ve Campisi, 2002). Hiicre dongiisii diizenlenmesinde gorevli yolaklardan p53 ve Rb sinyal
yolagi, replikatif yaslanmada énemli rol oynar (Campisi, 2005). Ancak replikatif yaglanma,

hiicresel yaglanma ad1 verilen daha yaygin bir tepkinin yalnizca bir drnegidir.

Oksidatif stresin neden oldugu hiicresel yaslanma, yaslanma arastirmalari igin iyi
bir in vitro model olusturma potansiyeline sahiptir. Yaslanmanin serbest radikal teorisi,
aerobik metabolizma sirasinda ortaya ¢ikan ROS yapilarinin biyomolekiillere zarar verdigi
ve bunun sonucunda doku fonksiyonlarinin azalmayla beraber yaslanmaya neden oldugu
sonucuna dayanir (Harman ve ark., 2001). ROS, siiperoksit ve hidroksil radikalleri gibi
oksijen merkezli serbest radikallerin yani sira hidrojen peroksit ve singlet oksijen gibi diger
reaktif, radikal olmayan yapilar1 kapsar (Droge, 2002). Hidrojen peroksit (Q. Chen ve
Ames, 1994) ,ultraviyole (UV) 1sik (Rodemann, Bayreuther, Francz, Dittmann, Albiez,
1989), tert-butilhidroperoksit (Toussaint, Houbion, Remacle, 1992) ve hiperoksi (von
Zglinicki, Saretzki, Docke, Lotze, 1995) maruziyeti basta olmak iizere erken yaslanmay1
indiiklemek i¢in cesitli oksidatif stres ajanlari kullanilmistir; bunlardan en yaygin

kullanilan1 ise hidrojen peroksittir.

Deney kapsaminda NKH’ler degisen konsantrasyonlarda hidrojen peroksit ile
muamele edilmistir. Bunun igin ilk olarak 1000 uM stok hidrojen peroksit soliisyonu,
kiiltiirde kullanilan standart besiyeri ile diliie edilerek 5 uM’dan 150 uM’a kadar degisen
konsantrasyonlarda hidrojen peroksit iceren besiyerleri hazirlanmistir. Ardindan kiiltiir
kabindaki hiicreler invert mikroskop ile incelenerek olusan norokiirelerin boyutlarinin 100-
150 um araliginda oldugu teyit edilmistir. Sonra hiicreler 50 m1’lik falkona toplanarak 90g
de 5 dk santrifiij edilmis ve iizerindeki sivi dikkatle uzaklastirilmistir. 200 pum’lik
mikropipet 180 pum’ye ayarlanmis, 10-15 pipetasyon yapilarak norokiireler mekanik

yontem ile tekli hiicre siispansiyonu haline getirilmistir.
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96 kuyucuklu kiiltiir kaplarinda gergeklestirilen bu deneyde kuyucuk basina 15 bin
hiicre olacak sekilde NKH ekilmistir. Ekimi takiben hiicrelerin bulundugu kuyucuklara
hidrojen peroksit igeren besiyeri eklenerek 37 °C inkiibatorde 30 dk inkiibasyon
saglanmistir. Siire sonunda hidrojen peroksit igeren besiyeri, standart besiyeri ile

degistirilmigtir.
3.2.1. Oksidatif Stres Olusumu Adima Uygun Hidrojen Peroksit Dozunun Tespiti
3.2.1.1.WST-1 Analizi ile Hiicre Canlhilik ve Cogalmasimin Tespiti

WST-1 testinde, kiltirii ortaminda bulunan tetrazolium halkalar1 hiicre
mitokondrilerinde bulunan dehidrogenaz enzimlerince parcalanarak renkli formazan
kristalleri olusturmaktadir. Olii hiicrelerin varliginda formazan kristali olusmaz. Reaksiyon
sonucu olusan rengin yogunlugu mitokondriyal aktivite ve dolayli olarak ta hiicre canlilig

ile dogrudan iliskilidir.

Deney gruplarinda canlilik ve ¢ogalimdaki farklar gdstermek amaciyla WST-1
testi gerceklestirilmistir. 96-kuyucuklu kiiltiir kaplarina kuyucuk basina 15.000 hiicre
ekimi ile baslanan deneyde hiicreler degisen konsatrasyonda hidrojen peroksit igeren
besiyeri ile 37 °C ‘ye ayarli inkiibatérde 30 dk muamele edilmis. Siirecin sonunda
hiicrelerin besiyerleri ¢ekilerek standart besiyerinde hiicreler 24 saat kiiltiire edilmistir.
Ertesi giin analiz igin hiicrelere yeni besiyeri olarak; %10 WST-1 (Cell Proliferation
Reagent WST-1, Roche) igeren besiyeri eklenmistir. 2 Saat inkiibasyon sonrast 96
kuyucuklu kiiltiir kaplar1 optik dansite (OD) tespiti adina spektrofotometre cihazinda 450

nm dalga boyunda okutularak elde edilen absorbans degerlerine gore analizi yapilmistir.
3.2.1.2.Beta Galaktosidaz Boyamasi ile Yaslanmanin Tespiti

Beta galaktosidaz boyama, yaslanan hiicrelerin saptanmasi i¢in yaygin olarak
kullanilan bir yontemdir. Yontem, artan lizozomal [-galaktosidaz enzim aktivitesinin
tanimlanmasia dayanir. Normal kosullar altinda hiicreler, lizozomda p-galaktosidaz
enzimini Uretirler. Ancak, yaslanma ile birlikte hiicrelerde lizozomal kiitle artar, bu nedenle
yaslanma ile iliskili B-galaktosidaz miktarindaki artis kullanilan bu yontem ile mavi bir

leke olarak gorsellestirilebilir (Dimri ve ark., 1995).
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Deney gruplarinda yaslanmanin gosterilmesi amaciyla beta galaktosidaz boyamasi
(Senescence Cells Histochemical Staining Kit, Sigma) gergeklestirilmistir. 96-kuyucuklu
kiltiir kaplarina kuyucuk basia 15.000 hiicre ekimi ile baslanan deneyde hiicreler degisen
konsantrasyonda hidrojen peroksit iceren besiyeri ile 37 °C’ de inkiibatorde 30 dk
muamele edilmis. Siirecin sonunda hiicrelerin besiyerleri ¢ekilerek standart besiyerinde
hiicreler 24 saat kiiltiire edilmistir. 24 saat sonra kuyucuklardaki hiicre iceren besiyerleri
toplanarak sitosantrifiij cihazinda (Hettich ROTOFIX 32) 900 rpm de 5 dk santrifiij
edilmistir. Siispansiyon haldeki hiicrelerin bu sayede lam yiizeyine tutunmalar
saglanmistir. Hazirlanan 1x’lik fiksasyon ¢ozeltisi ile fiksasyon islemi gerceklestirilmistir.
Bu islemin ardindan boyama soliisyonu ile ornekler gece boyunca 37 °C’ de inkiibe

edilmistir. Isik mikroskobunda (Olympus IX71) goriintiilemeleri yapilmustir.
3.2.1.3.Beta Galaktosidaz Boyamasinin Spektrofotometrik Analizi

Noral kok hiicrelerin kiiltiir ortaminda norokiire olusturmalari, skorlama ile analizi
olanaksiz kilmaktadir. Gorsel degerlendirmenin de kantitatif sonug¢ verecegi diisiliniilerek,
oksidatif stres olusturmak igin kullanilacak olan H,O, konsantrasyonunun, yapilan beta
galaktosidaz boyamasi ile spektrofotometrik analizi gergeklestirilmistir. Kontrol grubu
olarak saglikli NKH °‘larin kullanildigi deney kapsaminda NKH ’lar 75 pM H,0; iceren
kiiltiir besiyeri ile 30 dk kiiltiire edildikten sonra 24 saat standart kiiltiir besiyeri ile kiiltiire
edilmistir. 24 saat sonra kuyucuklardaki hiicre iceren besiyerleri toplanarak 90g de 5 dk
santrifiij edilmis ve TUstteki sivi dikkatlice uzaklastirilmistir. Ardindan PBS ¢ozeltisi
kullanilarak 2 kez yikama islemi gergeklestirilmistir. Sonrasinda hiicreler falkon igerinde
1X fiksasyon buffer ile 15 dk oda sicakliginda fikse edilmistir. Siire sonunda PBS ile
yapilan yikama islemi ile fiksasyon ¢ozeltisi yapidan uzaklastirilmigtir. Kitin protokolii
dogrultusunda hazirlanan boyama soliisyonu ile hiicreler siispansiyon kiiltiir kosullarinda 1
gece 37 °C ‘de boyanmaya tabi tutulmustur. 400 nm dalga boyunda spektrofotometrede
(Molecular Devices, VersaMax) analiz islemi gergeklestirilmistir.

3.2.1.4TMRM Boyasi ile Mitokondriyal Membran Potansiyelindeki Degisimin
Tespiti

Hiicre mitokondrilerindeki membran potansiyellerinde, H,O, uygulamasi sonucu
meydana gelen degisimlerin tespiti i¢in katyonik floresan bir boya olan

Tetrametilrhodamin, Metil Ester (TMRM, Thermo Scientific), boyas1 kullanilmistir.
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Deney kapsaminda ilk olarak 1000 uM stok hidrojen peroksit soliisyonu, NKH
kiiltirinde kullanilan standart besiyeri ile diliie edilerek 75 pM hidrojen peroksit igeren
besiyeri hazirlanmistir. Ardindan kiiltiir kabindaki hiicreler mikroskop ile incelenerek
olusan norokiirelerin boyutlariin 100-150 um araliginda oldugu teyit edilmistir. Sonra
hiicreler 50 ml’lik falkona toplanarak 90g de 5 dk santrifiij edilmis ve iizerindeki sivi
dikkatle uzaklagtirilmistir. 200 um’lik mikropipet 180 um’ye ayarlanmig, 10-15 pipetasyon

yapilarak norokiireler mekanik yontem ile tekli hiicre slispansiyonu haline getirilmistir.

96 kuyucuklu kiiltiir kaplarinda gergeklestirilen bu deneyde kuyucuk basina 15 bin
hiicre olacak sekilde NKH ekilmistir. Ekimi takiben hiicrelerin bulundugu kuyucuklara
hidrojen peroksit iceren besiyeri eklenerek 37 °C inkiibatorde 30 dk inkiibasyon
saglanmistir. Siire sonunda hidrojen peroksitli besiyeri, standart besiyeri ile degistirilmistir.
24 saat sonra kuyucuklardaki hiicre igeren besiyeri toplanarak 100g ‘de 5 dk santrifiij
edilmis ve besiyeri uzaklagtiritlmistir. Ardindan hiicreler igerisinde 10 uM TMRM igeren
boya soliisyonu ile 37 °C ‘de 30 dk inkiibe edilerek boyama islemi gergeklestirilmistir.
Siire sonunda PBS ile yikama yapilarak boya uzaklastirilmis ve flow sitometrik analiz

gerceklestirilmistir.
3.2.1.5.RNA izolasyonu ve cDNA Sentezi

Toplam RNA izolasyonu i¢in High Pure RNA Izolasyon Kiti (Roche)
kullanilmigtir. 200 pl PBS ile hiicre pelletleri ¢oziilmistiir. 400 pl lizis soliisyonu ile 15 sn
vortexlendikten sonra drnekler 8000g’de 15 sn santrifiij edilerek kolonlara yiiklenmistir. 15
dk oda 1s1sinda DNase ile muamele edildikten sonra alkol soliisyonlari ile {i¢ kez santrifiij

edilerek yikamalar1 yapilmistir. izole edilen RNA’lar -80 °C de muhafaza edilmistir.

cDNA Sentez Kiti (Biorad) kullanilarak, izole edilen toplam RNA’dan ¢cDNA
sentezi gerceklestirilmistir. Sentez reaksiyonu kurulurken bir reaksiyon i¢cin RNA miktari
10 pg olacak sekilde hesaplanmistir. iki temel basamaktan olusan bu islemde énce RNA’ya
46 °C ‘de 20 dk boyunca rastgele bolgelerinden primerlerin baglanmasi saglanmistir.
Ardindan 95 °C ‘de 1 dk bekletilerek ¢cDNA sentezi gergeklestirilmistir. Elde edilen
cDNA’lar -20 °C *de muhafaza edilmistir.
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3.2.1.6.Kantitatif Es Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile Gen ifadelerinin

Analizi

Iki boyutlu kiiltiir kosullarinda hidrojen peroksit uygulamasinin ardindan toplanan
orneklerdeki spesifik belirteclerin analizleri Real Time PCR ile gergeklestirilmistir.
Uygulanan hidrojen peroksit dozlarinin farklilasma iizerine etkisini ortaya koymak adina
Glial Fibriller Asidik Protein (GFAP), Nestin, Tirozin Hidroksilaz (TH) ve Tiibiilin Beta
Il (Tubb3) genlerinin primerleri kullanilmistir. Oksidatif stres ile iligkili olarak Siiperoksit
Dismutaz 1 (SOD1) ve Heme Oksigenaz (HO1) genlerinin primerleri, hiicresel sag kalim
tespiti i¢in Beyin Tiirevli Norotrofik Faktor (BDNF) ve Siliar Norotrofik Faktor (CNTF)
genlerinin primerleri, proliferasyon ile iliskili Ki67 genine ait primer ile Real-Time PCR
deneyi yapilmistir. Kontrol olarak B-Aktin genine ait primer kullanilmistir (Tablo 3.1.).
Real-Time PCR cihazi (Lightcycler 480-11, Roche) kullanilarak ilgili genlerin
amplifikasyonu ol¢iilmiistiir. Real-Time PCR ile elde edilen 6lgtim degerleri referans gene

gore normalize edilerek ilgili genlerin ifade seviyeleri belirlemistir.

Tablo 3.1.Uygun Hidrojen Peroksit dozunun tespiti i¢in yapilan kantitatif es zamanlt
polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilan genler

Glial Fibriler Asidik GFAP-F TCCTGGAACAGCAAAACAAG
Protein (GFAP) GFAP-R CAGCCTCAGGTTGGTTTCAT
Tirozin Hidroksilaz TH-F TCGGAAGCTGATTGCAGAGA
(TH) TH-R TTCCGCTGTGTATTCCACATG
Nestin NESTIN-F CCCTTAGTCTGGAGGTGGCTA
NESTIN-R GGTGTCTGCAACCGAGAGTT
Tibiilin Beta I11 TUBB3-F AGAGCCATTCTGGTGGAC
(TUBBS3) TUBB3-R GCCAGCACCACTCTGACC
Beta Aktin ACTp-F AGAGAAGCTGTGCTATGTTG
(ACTB) ACTB-R GTACTCCTGCTTGCTGATCC
Nérofilament Hafif NF-L-F TCCAGTTTGTTGATTGTGTCCT
(ZI\I'ECI'_'S NF-L-R TGAACGAAGCTCTAGAGAAGCA
Siiperoksit Dismutaz SOD1-F CGGATGAAGAGAGGCATGTT
1
(SOD1) SOD1-R CCACCTTTGCCCAAGTCATCT
Hemeoksigenaz 1 HO1-F GGTGTCCAGGGAAGGCTTTAAG
(HOD) HO1-R GTGCAGCTCCTCAGGGAAGTAG
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Ki-67 Ki67-F GCAGACAAGCCTTCAGCAGTAA

Ki67-R TGGTACCATTGTCATCAATTTCAGT
Beyin Tiirevli BDNF-F GTCCCTTCTACACTTACCTCTTG
o aoNE BDNF-R CTTTGTTTCACCCTTTCCACTCCT
Siliyer Norotrofik CNTF-F CACCCCAACTGAAGGTGACT
Faktor
CNTH CNTF-R ACCTTCAAGCCCCATAGCTT

3.3.0ksidatif Stres Uyarilan Noral Kok Hiicreler ile Organoidlerin Olusturulmasi

Organoid yapilarmin eldesi igin kullanilan protokol kapsaminda oncelikle kiiltiir
kabindaki hiicrelerin invert mikroskop ile incelenerek olusan noérokiirelerin boyutlarinin
100-150 pum araliginda oldugu teyit edilmistir. Sonra hiicreler 50 ml ’lik falkona toplanarak
90g ‘de 5 dk santrifiij edilmis ve iizerindeki siv1 dikkatle uzaklastirilmistir. 200 pm ’lik
mikropipet 180 pum ’ye ayarlanmis, 10-15 pipetasyon yapilarak norokiireler mekanik
yontem ile tekli hiicre siispansiyonu haline getirilmistir. Bu islemin ardindan tek hiicre
slispansiyonu haline getirilen NKH’lar, 75 pM hidrojen peroksit iceren besiyeri ile 37 °C
‘de 30 dk inkiibe edilmistir. Siirecin sonunda 90g ‘de 5 dk santrifiij islemi
gerceklestirilmis, Ustteki sivi dikkatlice uzaklastirilmistir. Santrifiij sonunda elde edilen
hiicre pelleti, 12 adet organoid i¢in kuyucuk basuna 10 ’ar puL den 120 uL matrijel
(Matrigel Matrix Growth Factor Reduced, BD) ile karistirilmis ve non adhesive 96
kuyucuklu kiltiir kabina eklenmistir. Matrijelin jellesmesinin saglanmasi adina 2 saat 37
°C ‘de inkiibasyon gerceklestirilmistir. Siire sonunda jellesen yapinin tutundugu yiizeyden
kalkmas1 ve kiiltiir siirecinin baglamasi adina kuyucuklara 100 pL farklilasma besiyeri

eklenmistir.
3.3.1. Hiicrelerin Farkhilastirilmasi ve Organoid Kiiltiirii

Organoid yapilari, 28 giin boyunca hiicre kiiltiirlinde kiiltiire edilmistir. Hiicrelerin
noral farklilagtirma basamaklar1 gore 2-8 giin siirmektedir. Bu siirede hiicrelerde B27 ile
ektodermal farklilastirma uyarilmistir. Organoid kiltiiriinde besiyeri igeriginde noral
eklenti, B27 eklentisi, N2 eklentisi, EGF (10 ng/ml), glutamax ve %21 pen/strep yer alan
DMEM F12 besiyeri kullanilmistir. Besi ortami 3 giinde bir diizenli olarak yenilenmistir.
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3.3.2. Organoid Karakterizasyon Analizleri
3.3.2.1.Whole Mount Boyama

Organoidler, spatiil ile kuyucuklardan tek tek toplanip 24 kuyucuklu kiiltiir kabina
aktarilmis ve 1 ml soguk PBS ile besiyeri igerigini uzaklastirmak adina yikama islemine
baglanmigtir. Organoidlerin g¢ekilmemesine dikkat edilerek kuyucuklardaki PBS c¢ekilip
atilmig yerine taze, PBS eklenmis ve bu iglem toplamda 3 kere tekrarlanarak yikama islemi
tamamlanmistir. Organoidlerin {izerine %4 PFA eklenerek 20 dk fiksasyon saglanmuistir.
Fiksatifin uzaklastirilmasi i¢in yapilan yikama, PBS kullanilarak gergeklestirilmis olup
islem 3 kez tekrarlanmistir. Sonrasinda ilgili boyama protokoliine gore islemlere devam

edilmistir.
3.3.2.2.Frozen (Kriyo) Kesit I¢cin Hazirhk

Kiltiiriin belirli glinlerinde izole edilen organoidler PBS ile yapilan yikamanin
ardindan %4 PFA ile fikse edilmistir. 1x PBS ile 3 kez yikama yapildiktan sonra
organoidler %30 sukroz ¢ozeltisi igerisine konularak 1 gece +4 °C ‘de bekletilmistir. Ertesi
giin sukroz ¢ozeltisi uzaklastirilarak %7,5 jelatin ve %10 sukroz ile hazirlanan gémme
soliisyonu organoidlerin iizerine eklenerek 37 °C ‘de 20 dk soliisyonun 3 boyutlu yapiya
penetrasyonu i¢in inkiibasyon gerceklestirilmistir. Bu arada doku takibi ig¢in kullanilan
metal takip kasetlerinin taban1 gdmme soliisyonu kaplanmistir. Son basamakta organoidler
taban1 kapli metal kasetlere alinmis, kuru buz ve %100 alkol ile hazirlanan karisim

tizerinde 1-2 dk tutularak hizli dondurma islemi gergeklestirilmistir.
3.3.2.3.Hematoksilen & Eosin Boyama

Organoid modellerinin histolojik degerlendirmesi i¢in hematoksilen ve eosin
boyamasi gergeklestirilmistir. Kriyomikrotom cihazi (LEICA CM1520) kullanilarak 15 pm
kalinlikta alinan kesitler, azalan alkol serilerinden 4’er dk gegirilmis ve yapilarindaki su
uzaklastirilmigtir. Ardindan Kesitlerde 5 dk hematoksilen boyasi ile ¢ekirdekler
isaretlenmistir. Boyamanin ardindan, boyanin fazlasinin uzaklastirilmasi igin 4 dk musluk
suyu ile yikanan kesitler, 15 sn mordanlama soliisyonu ile muamele edilmis ve hemen

ardindan 3 dk eozin boyasi ile boyanmustir.
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Boyamadan sonra sirasiyla %70, %80, %96 ve %100 alkolden gecirilen kesitler
kuruduktan sonra entellan ile kapatilmis ve Leica DMI 4000 1sik mikroskobunda

gorlntiilemeleri yapilmustir.
3.3.2.4.immiinfloresan Boyama

Organoidlerin %4 PFA fiksasyon islemi gerceklestirilmistir. Daha sonra organoid
yapilar1 igeriginde %10 sukroz ile %7,5 jelatin bulunan soliisyona gomiilmiis ve
kriyomikrotomda 15 uM kalinlikla kesitler alinmistir. Alinan kesitler her biri 10 dk olacak
sekilde 2 kez %96 etanole tabi tutulmustur. Kesitler sonrasinda 50 mM pH 6,0 sitrat
soliisyonuna alinarak 20 dk mikrodalga 1simimli antijen agiga ¢ikarma (antijen retrieval)
islemi gergeklestirilmistir. Mikrodalgadan c¢ikarilan Ornekler 20 dk oda sicakliginda
sogumaya birakilmistir. Soguyan Ornekler distile suda calkalandiktan sonra, PBS
¢ozeltisine alinmis ve Kesitlerin etrafi PapPen ile ¢izilmistir. Ardindan 6rnekler membran
tizerinde gozenek yapilari olusturarak primer antikorlarin hiicre icerisine penetrasyonunu

kolaylastirmak adina %0,1 Triton-X deterjan ¢ozeltisi ile 6-7 dk muamele edilmistir.

Siire sonunda deterjan ¢ozeltisi uzaklastirilarak protein bloklama soliisyonu ile 10
dk oda sicakliginda bloklama islemi gergeklestirilmis ve drnekler gesitli primer antikorlarla
+4 °C ‘de gece boyu inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda primer antikor
uzaklastirilmig ve ornekler floresan boya eklenmis uygun ikincil antikorlar ile 37°C ‘de 90
dk inkiibe edilerek isaretlenmistir. Baglanmayan antikorlarin yapidan uzaklastirilmasi igin
yapilan yikama isleminin ardindan son asama olarak, niikleer boya igeren kapatma
mediumu DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole) ile kapatilmistir. Ornekler floresan
mikroskopta (Leica DMI 4000 Microsystems) incelenerek fotograflanmistir.
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Tablo 3.2. Primer ve sekonder antikor tablosu

Antikor Ad1 Katalog Numarasi Firma
Anti-Nestin Orb-86833 Biorbyt
Anti-GFAP Sc-33673 Santa Cruz
Anti-NG2 Ab-50009 Abcam
Anti-S100 Ab-868 Abcam
Anti-MAP2 Ab-11267 Abcam
Anti-TH Sc-73152 Santa Cruz
Anti-Tau Ab-131354 Abcam
Anti-Tubulin Beta 111 Orb-100281 Biorbyt
Goat Anti-mouse FITC Ab-98697 Abcam
Goat Anti-mouse AF488 Ab-150113 Abcam
Goat Anti-mouse AF555 Ab-150082 Abcam
Goat Anti-mose AF647 Ab-150115 Abcam

3.3.2.5.0rganoid Beta Galaktosidaz Boyamasi

Deney kapsaminda ilk olarak, kontrol ve deney grubu organoid yapilarindan birer
ornek spatiil yardimi ile eppendorf tiip igerisine alinmistir. Organoidler PBS ile yikanarak
besiyeri igerigi uzaklastirilmigtir. Hazirlanan 1x ’lik fiksasyon ¢6zeltisi ile organoidlerin
20 dk fiksasyonu saglanmistir. Fiksasyon isleminin ardindan PBS ile yapilan yikama ile
fiksasyon ajan1 uzaklagtirilmistir. Ardindan boyama soliisyonu ile organoidler 37 °C ‘de
gece boyunca inkiibe edilmistir. Ertesi giin yapilan mikroskobik goriintiilemenin ardindan
memeli ekstraksiyon buffer (M-PER, Thermo Scientific) icerisinde organoid yapilari
insiilin enjektori kullanilarak pargalanmis ve hiicre siispansiyonu haline getirilmistir.

Ardindan 400 nm dalgaboyunda spektrofotometrede analizi gergeklestirilmistir.
3.3.2.6.Siiperoksit Dismutaz (SOD) Analizi

Stiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz gibi antioksidan enzimler canliyr hidrojen
peroksit, siiperoksit anyonu ve hidroksil gibi radikallere kars1 koruyan énemli sistemlerdir.

Serbest radikaller organizmada molekiiler diizeyde bircok etkiye neden olur. ROS
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miktarindaki artis hiicre i¢in toksiktir ve hiicrede proteinleri, lipidleri ve niikleik asitleri
hasara ugratarak hiicre ici sinyal yolaklarint bozar (Lopez-Alarcon ve Denicola, 2013).
Serbest radikallerle uyarilan oksidatif stresin, Parkinson, Alzheimer, Huntington,
Amyotrofiklateral skleroz, immiin sistem bozukluklari, diyabet, kanser, kardiyovaskiiler
bozukluklar ve kanser gibi yilizden fazla hastaligin olusumuna neden oldugu
distintilmektedir (Pisoschi ve Pop, 2015). Ayrica, serbest radikallerin neden oldugu
oksidatif hasarin ilerleyici olmasi, yaslanma ve yaslanmaya bagli noérodejeneratif

hastaliklarin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir.

Deney gruplarindaki SOD aktivitesinin ortaya koyulmasi amaciyla SOD analiz Kiti
kullanilarak (EnzyChrom Superoxide Dismutase Assay Kit, BioAssay Systems)
gerceklestirilen deney kapsaminda ilk olarak, organoid yapilar1 spatiil yardimi ile
eppendorf tiip igerisine alinmistir. Ardindan 100 pl PBS organoidlerin {izerine eklenmis ve
insiilin enjektorii yardimiyla yapinin biitiinliigli bozularak hiicre siispansiyonu eldesi
saglanmustir. Ornekler 20 pl olacak sekilde kuyucuklara eklenmistir. Sonraki basamakta
icerisinde WST-1 ve Xanthine enzimi bulunan bir ¢alisma soliisyonu orneklerin {izerine
konulmustur. Son basamakta Xanthine oxidase enzimi kuyucuklara eklenerek reaksiyon
baglatilmistir. 0. ve 60. dk ‘larda 400 nm dalga boyunda spektrofotometrik Olgiimler
yapilarak SOD enzim aktivitesinin analizi gergeklestirilmistir.

3.3.2.7.0rganoid Tetrametilrodamin. Metil Ester (TMRM) Boyamasi

Organoid modelini olusturan hiicre mitokondrilerindeki membran potansiyeli
degisimlerinin tespiti i¢in Katyonik floresan bir boya olan TMRM boyasi kullanilmistir.
Kriyomikrotom cihazi kullanilarak 15 pm kalinlikta alinan kesitler, azalan alkol
serilerinden 4’er dk gecirilmis ve yapilarindaki su uzaklagtirllmistir. Sonrasinda PBS
¢ozeltisine alinan orneklerin etrafi PapPen ile ¢izilmistir. Orneklerin iizerine 10 uM
TMRM igeren boya soliisyonu eklenmis ve 37 °C ‘de 30 dk boyama islemi
gerceklestirilmistir. Stire sonunda boya uzaklastirilmis ve niikleer boya iceren kapatma
mediumu DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole) ile kapatilmistir. Ornekler floresan
mikroskopta (Leica DMI 4000) incelenerek fotograflanmistir.
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3.3.2.8.Mitotracker Red Boyamasi ile Total Mitokondri Miktarinin Belirlenmesi

Organoid modelini olusturan hiicrelerdeki mitokondri sayisini ve dagilimini tespit
etmek adina mitotracker red boyasi kullanmilmistir. Mitotracker red, mitokondriyal
membranda tiol-reaktif klorometil gruplarina baglanarak membranlarda birikim gdsteren
floresan bir boyadir. Kriyomikrotom cihazi kullanilarak 15 pm kalinlikta alinan kesitler,
azalan alkol serilerinden 4’er dk gecirilmis ve yapilarindaki su uzaklastirilmistir. PBS
¢ozeltisine almarak Orneklerin etrafi PapPen ile ¢izilmistir. Orneklerin iizerine 500 nM
mitotracker red (Thermo Scientific) igeren boya soliisyonu eklenmis ve 37 °C ‘de 30 dk
boyama islemi gergeklestirilmistir. Siire sonunda boya uzaklagtirilmig ve niikleer boya
iceren kapatma mediumu DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole) ile kapatilmistir. Ornekler
floresan mikroskopta (Leica DMI 4000) incelenerek fotograflanmistir.

3.3.2.9.Total RNA izolasyonu ve cDNA Sentezi

Organoid kiiltiir siirecinin 1. 14. ve 28. giiniinde izole edilerek -80 °C ‘de muhafaza
edilen organoid modellerinden, kit kullanilarak (QIAGEN RNeasy Mini) RNA izolasyonu
gerceklestirilmistir. Ik asamada 3 boyutlu organid yapisi, lizis soliisyonu ile parcalanarak
hiicre slispansiyonu haline getirilmistir. Bunun i¢in organoid yapilar1 350 pl lizis soliisyonu
ile 10 sn vortexlenmis ve olusan hiicre siispansiyonlar1 kolonlara yiiklenmistir. Yikama
soliisyonlari ile safsizliklar uzaklastirilmistir. Izole edilen RNA’lar -80 °C ‘de muhafaza
edilmistir. Total RNA 6rneklerinden komplementer DNA (cDNA) sentez kiti (Transcriptor
High Fidelity cDNA Synthesis, Thermo) kullanilarak Ters Transkriptaz PCR yontem ile
cDNA sentezi gerceklestirilmistir. Iki temel basamaktan olusan islem kapsaminda
oncelikle RNA’ya 65 °C ‘de 10 dk boyunca rastgele bolgelerinden primerlerin baglanmasi
saglanmistir. RNA’nin stabil kalmasi i¢cin hemen buza alarak ters transkripsiyonu
saglayacak enzimi i¢eren karigim eklenmistir. 50 °C ‘de 30 dk, 85 °C ‘de 5 dk bekletilerek
cDNA sentezi gerceklestirilmis olusturulan cDNA’lar -20 °C ‘de muhafaza edilmistir.

3.3.2.10. Kantitatif Es Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu file Gen

ifadelerinin Analizi

Ucg boyutlu kiiltiir kosullarinda saglikli ve hidrojen peroksit uygulanan NKH’lar ile
olusturulan organoid modellerinde farklilasma, oksidatif stres ve bununla baglantili

hiicresel yaslanma ile iligkili genlerin ifade diizeylerini belirlemek icin, cDNA
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orneklerinden Real-Time PCR analizi gergeklestirilmistir. Olusturulan organoid
modellerindeki hiicre farklilasmasinin tespiti i¢in Notch sinyal yolagina 6zgii Notchl geni
primeri, Hedgehog yolagma 6zgii SHH ve IHH genlerinin primerleri, WNT gen ailesi
tiyesi WNT3A geni primeri, Noggin primeri kullanilmistir. Oksidatif stres ve hiicresel
yaslanmanin saptanmasi i¢in MCT-4 primeri, NOX4 geni primeri, NOD2 geni primerleri,
P22phox primeri, DUOX1 geni primeri, RAGE primeri, NRF2 primeri ve kontrol olarak -
Aktin genine ait primer ile Real-Time PCR deneyi yapilmistir (Tablo 3.3.). RealTime PCR
cthaz1 (Lightcycler 480-II, Roche) kullanilarak ilgili genlerin amplifikasyonlari
Ol¢tilmistiir. Real-Time PCR ile elde edilen 6lgiim degerleri referans gene gore normalize

edilerek ilgili genlerin ifade seviyeleri belirlenmistir.

Tablo 3.3. Organoid karakterizasyonu adina yapilan kantitatif es zamanl polimeraz zincir
reaksiyonunda kullanilan genler

NADPH Oxidase 4 NOX4-F CCCTTAGTCTGGAGGTGGCTA
(NOX4) NOX4-R GGTGTCTGCAACCGAGAGTT
poop iR P22PHOX-F AAAGAGGAAAAAGGGCTCCA
P22PHOX-R TAGGCTCAATGGGAGTCCAC
NRE2 NRF2-F AGAGCCATTCTGGTGGAC
NRF2-R GCCAGCACCACTCTGACC
ile“ri Glikasyon Son RAGE-F CTACCTATTCCTGCAGCTTC
Uriin Reseptorii
(RAGE) RAGE-R CTGATGTTGACAGGAGGGCTTTCC
Dual Oksidaz DUOX1-F AGTTCCTGGACATCCTGGTG
(DUOX1) DUOX1-R GTCAGCTCCTCCTTGTCCTG
Siiperoksit Dismutaz SOD1-F CGGATGAAGAGAGGCATGTT
(solo 1) SOD1-R CCACCTTTGCCCAAGTCATCT
Heme Oksigenaz 1 HO1-F GGTGTCCAGGGAAGGCTTTAAG
(HO1) HO1-R GTGCAGCTCCTCAGGGAAGTAG
Monokarboksilat MCT4-F CTTGCTCCTTTAGCCACCAC
Transporter 4
(MCT2) MCT4-R GAAACTGGCAAGTCCCAAAA
Indian Hedgehog IHH-F TGACAGAGATGGCCATCTC
(IHH) IHH-R AAACTCGCGCCTCTTGCCTA
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Sonic Hedgehog SHH-F TTTCACAGAGCAGCAGTGGATGC
(SHH) SHH-R TTAAATGCCTTGGCCATCTC
Notch 1 NOTCH1-F CTCTACAGGCACACTCGTAGC

NOTCH1-R AACGCCTACCTCTGCTTCTG

Beta Aktin ACTB-F AGAGAAGCTGTGCTATGTTG

(ACTB) ACTB-R GTACTCCTGCTTGCTGATCC
NOD2 NOD2-F TTCTGCCTTACGAGGGTTACTCTCT
NOD2-R ATGGTCCTCAGCTTAGCAGTGAAC

WNT3A WNT3A-F GTGAAGACATGCTGGTGGTC

WNT3A-R GGGCACCTTGAAGTAGGTGT

Noggin NOG-F TGTGGTCACAGACCTTCTGC

(NOG) NOG-R GTGAGGTGCACAGACTTGGA

3.3.2.11. Bikinkoninik Asit (BCA) Yontemi ile Total Protein Miktarinin

Belirlenmesi

BCA testi, Ornekteki protein konsantrasyonunu belirlemek igin kullanilan
kolorimetrik bir analiz metodudur. Deney gruplarinda total protein konsantrasyonlarinin
ortaya koyulmasi amaciyla BCA analiz kiti kullanilarak (SMART BCA Protein Assay Kit)
gergeklestirilen deney kapsaminda oncelikle organoid yapilari spatiil yardimi ile eppendorf
tip igerisine alinmigtir. Burada 100 pl PBS organoidlerin iizerine eklenmis ve insiilin
enjektorii yardimiyla yapinin biitiinliigii bozularak hiicre siispansiyonu eldesi saglanmistir.

Ornekler 25 pl kuyucuklara eklenmistir.

Ardindan kuyucuklara kit protokoliine gore hazirlanan ve igerisinde bikinkoninik
asit bulunan soliisyon eklenerek ve 37 °C ‘de 30 dk inkiibasyon saglanmistir. 562 nm dalga

boyunda spektrofotometrik 6l¢timler yapilarak analiz islemi gerceklestirilmistir.
3.3.2.12. Iistatistiksel Analiz

Sonuglarin istatistiksel analizleri SPSS 10.0 (SPSS, Chicago, ABD) program ile
gerceklestirildi. Veriler, esli t-testi ve g¢oklu analizler igin Newman—Keuls metodu ile test
edildiler. Her deney en az ii¢ kez tekrar edildi. Deney ve kontrol gruplari arasindaki fark

p<0,05 oldugunda anlamli olarak ifade edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1.Fetal sNKH’ler ve Karakterizasyonu

Tez galismasinda -152 °C ‘de saklanan sNKH’ler noral eklenti, B27 eklentisi, EGF
(10 ng/ml), FGF (20 ng/ml), glutamax, heparin ve %1 pen/strep iceren DMEM F12
besiyeri kullanilarak kiiltiire edilmistir. Her {i¢ glinde bir kiiltiir ortamindaki hiicrelerin
besiyerleri tazelenmistir. Kiiltiir kabinda %70-80 yogunluk veya norokiirelerin boyutlarinin
100 pm ve iizerinde olmasi durumunda akutaz ile pasajlama yapilmistir. Invert mikroskop
altinda hiicre morfolojileri takip edilmis ve NKH’larin karakteristik 6zelliklerinden olan

norokiire yapilarinin olustugu gozlemlenmistir (Sekil 4.1.).

Sekil 4.1. Sigan noral kok ﬁﬁcre kiiltiirii. Olgek ¢ubugu : (a) 200 pum, (b) 100 um, (c) 50
um, (d) 20 um.

Hiicreler ilk izole edildigi zaman kok hiicre belirteclerine gore karakterizasyonlari
tamamlanmis, ancak {lizerinden uzun siire gectigi i¢in karakterizasyon calismalarinin tekrar
yapilmasina ihtiya¢ duyulmustur. Bu baglamda hiicreler farklilagma yetenegine gore tekrar
karakterize edilmistir. Noral kok hiicreler igerisinde N2 eklentisi, B27 eklentisi, glutamax,
EGF, %]1 pen/strep bulunan farklilagtirma besiyeriyle kiiltiire edilmistir. Bir haftalik bir
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farklilagsma siirecinin ardindan ndron oligodentrosit ve astrosit farklilagsmis hiicrelerin
saptanmasi adina astrositler i¢in GFAP ve S100, noronlar i¢in Nestin, oligodentrositler i¢in
NG-2 antikorlar1 ile immiinfloresan olarak boyanarak mikroskopta incelenmistir.
Herbirinin pozitif olmasi1 ve NKH’larin farklilasma 6zelliklerini korumasiyla kok hiicre

karakterinde olduklar1 belirlenmistir (Sekil 4.2.).

Sekil 4.2. Farklilasma sonras1t sSNKH immiinfloresan boyamalari. () GFAP, (b) NG2, (c)
S100, (d) NESTIN. Hiicrelerin ¢ekirdekleri DAPI ile mavi renkte isaretlenmistir. Olgek
¢ubugu: (a-c) 50 um, (d) 20 pm.

4.2.Oksidatif Stres Olusumu I¢in Uygun Hidrojen Peroksit Dozunun Tespiti
4.2.1. WST-1 Analizi ile Hiicre Canhilik ve Cogalmasimin Tespiti

Degisen konsantrasyon degerlerinde H,O; ‘nin hiicre boliinmesi ve canliligi lizerine
etkisini arastirmak icin WST-1 (Water soluble tetrazolium-1)’den yararlanilmigtir. WST-1
deneyi gergeklestirmek igin kiiltiir ortami tamamen uzaklastirilip %10 WST-1 reaktifi
iceren DMEM-F12 ile 1,5 saat karanlik ortamdan standart hiicre kiiltiiri kosullarinda
inkiibe edilmistir. Kér okuma olarak hiicre igermeyen ancak WST-1 reaktifli besiyeri
iceren kuyucugun kullanildigi deneyin sonucunda 75 uM H,O, konsantrasyonunun esik
deger oldugu ve bu konsantrasyon degerinden sonra canliligin diismeye bagladig
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gozlenmistir (Sekil 4.4.). H,O, uygulamasmin devaminda oksidatif stres uygulanan
hiicreler kullanilarak bir organoid modelinin olusturulmasi tez calismasi kapsaminda
hedeflenmektedir. Bu nedenle 75 uM H,0O, konsantrasyonunun uygun konsantrasyon

degeri olduguna kanaat getirilmistir.
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Sekil 4.3. sNKH’lara degisen konsantrasyon degerlerinde 30 dk H,O, uygulamasinin
ardindan yapilan WST-1 deneyinin grafigi (* : P<0,05).
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Sekil 4.4. sNKH’lara degisen konsantrasyon degerlerinde 30 dk H;O, uygulamasimin
ardindan yapilan WST-1 deneyine dayali hiicre canliligr grafigi (* : P<0,05).

4.2.2. Beta Galaktosidaz Boyamasi ile Yaslanmanin Tespiti

5 uM’ dan 150 uM ‘a kadar degisen konsantrasyon da H,O; ‘nin meydana getirdigi
hiicresel yaslanmanin saptanmasi i¢in beta galaktosidaz boyama yonteminden

yararlanilmugtir.
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Yontem, artan lizozomal [-galaktosidaz enzim aktivitesinin tanimlanmasina
dayanir. Normal kosullar altinda hiicreler, lizozomda B-galaktosidaz enzimini iiretirler.
Ancak, yaslanma ile birlikte hiicrelerde lizozomal kiitle artar, bu nedenle yaslanma ile
iliskili B-galaktosidaz miktarindaki artig kullanilan bu yontem ile mavi-yesil bir leke olarak

gozlemlenmistir (Sekil 4.5.).

ardindan yapilan beta galaktosidaz boyamasinin mikroskobik goriintiisii. (a) kontrol grubu,
(b) 5 uM, (c) 20 uM, (d) 75 uM, (e) 100 uM, (f) 150 uM H,O, konsantrasyonunu
gostermektedir. Olgek ¢ubuklar1 (b) 100 um, (a,e,f) 50 um, (c,d) 20 um.

Degisen konsantrasyonda H,O, maruziyetini takiben yapilan beta galaktosidaz
boyamasinin goriintiileri incelendiginde, artan konsantrasyon degerlerinde yogunlasan bir

boyama goézlenmistir. 75 uM H;0, konsantrasyon degeri boyamanin en yogun oldugu
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deger olarak gozlemlenmistir. Bu degerin iizerindeki H,O, konsantrasyonlarinin hiicrede

letal etki olusturdugu boyama sonucu goriilmistiir (Sekil 4.5.).
4.2.3. Beta Galaktosidaz Boyamasinin Spektrofotometrik Analizi

Siispansiyon kiiltiir kosullarinda gergeklestirilen beta galaktosidaz boyamasinin
spektrofotometrede 400 nm dalga boyunda gergeklestirilen analizi sonucunda oksidatif
stres olusturmak i¢in kullanilan 75 uM H;0O, konsantrasyonunun, kontrol grubundaki
hiicrelere kiyasla uygulandigi hiicrelerde hiicresel yaslanmayi indiikledigi ve bu nedenle
H,0, uygulanan hiicre grubundaki beta galaktosidaz boyamasinin kontrol grubuna kiyasla

daha yiiksek oldugu teyit edilmistir (Sekil 4.6.).
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Sekil 4.6. sSNKH’larim 75 pM H;0, ile 30 dk kiiltiirii sonras1 yapilan beta galaktosidaz
boyamasinin spektrofotometrik analizinin grafigi (* : P<0,05).

4.2.4. Kantitatif Ey Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile Gen Ifadelerinin
Analizi

Iki boyutlu kiiltiir kosullarinda hidrojen peroksit uygulamasinin ardindan toplanan
orneklerde spesifik belirteclerin analizleri Real Time PCR ile gergeklestirilmistir.
Uygulanan hidrojen peroksit dozlarinin farklilagsma iizerine etkisini ortaya koymak adina
GFAP, Nestin, TH, NF-L ve TUBB3 genlerinin primerleri, oksidatif stres ile iligkili olarak
SOD1 ve HO1 genlerinin primerleri, oksidatif stresin hiicresel sag kalim {izerine etkisinin
tespiti icin BDNF ve CNTF genlerinin primerleri, proliferasyon ile iliskili olarak ta Ki67
genine ait primer ile Real Time PCR deneyi yapilmistir. Kontrol (housekeeping gen)

olarak B-Aktin genine ait primer kullanilmistir. Elde edilen sonuglar iki boyutlu kiiltiir
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ortaminda farklilasma belirteclerinin ifadelerinin 10 uM H,O, konsantrasyonunda arttigi,
20 uM ‘da azalma gosterdigi ve sonrasinda artan konsantrasyon degerlerinde (75uM ve

100 puM) ikincil artis profili sergiledigi seklinde yorumlanmistir (Sekil 4.7.).
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Sekil 4.7. sSNKH’larin degisen konsantrasyon degerlerinde 30 dk H,O, uygulamasinin
ardindan konsantrasyona bagl olarak GFAP, TH, Tubb3, NF-L ve NESTIN belirteglerinin
ifade diizeylerinin incelenmesi. Referans gen olarak B-Aktin kullanilmigtir (* : P<0,05).
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Oksidatif stres ile iligkili SOD1 ve HO1 genlerinin ifade profilleri incelendiginde,
10 uM H0; konsantrasyonunun biiyiik artis sergiledigi, 20 uM da azaldigi, 50 uM ile 75
uM konsantrasyon degerlerinde tekrar artis gosterdigi goriilmiistir (Sekil 4.8.).
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Sekil 4.8. sSNKH’larin degisen konsantrasyon degerlerinde 30 dk H,O; uygulamasinin
ardindan konsantrasyona bagli olarak oksidatif stres belirteglerinden SOD1 ve HO1’in
ifade diizeylerinin incelenmesi. Referans gen olarak B-Aktin kullanilmigtir (* : P<0,05).

Degisen konsantrasyonlarda uygulanan H;O,’nin meydana getirdigi oksidatif
stresin hiicresel sag kalim iizerine etkisinin tespiti i¢in BDNF ve CNTF genlerinin
ekspresyon seviyeleri incelendiginde 10 pM H,O,’nin hiicrede bir stres meydana getirdigi
ve bu stres ile iligkili olarak sag kalim genlerinin ekspresyonlarinda bir artig oldugu
goriilmistiir. Uygulanan 20 uM H,0, konsantrasyonunda bu genlerin ifadelerinin azaldigi
50 uM ve 75 uM H;0, konsantrasyonlar1 i¢in ifadelerin tekrar yiikselis sergiledigi
goriilmustiir. 100 uM da oldukga yliksek bir ekspresyon gdstermis olup bu konsantrasyon
degerinin hiicrede stres olusturmaktan cok letal etkiye yol actig1 seklinde yorumlanmistir

(Sekil 4.9.).
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Sekil 4.9. sNKH’larin degisen konsantrasyon degerlerinde 30 dk HO; uygulamasinin
ardindan konsantrasyona bagli olarak BDNF ve CNTF belirteclerinin ifade diizeylerinin
incelenmesi. Referans gen olarak -Aktin kullanilmistir (* : P<0,05).

Hidrojen peroksidin degisen konsantrasyon degerlerinde hiicre proliferasyon
cogalmasi lizerine etkisini belirlemek i¢in Ki67 geninin ekspresyonu incelendiginde 10 uM
H,O, konsantrasyonunda ifadenin arttigi, 20 uM ‘da azalma gosterdigi ve 50 uM ‘da
goriilmedigi sonrasinda 75uM H,0, konsantrasyonunda ikincil artis profili sergiledigi

seklinde yorumlanmistir (Sekil 4.10.).
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Sekil 4.10. sNKH’larin degisen konsantrasyon degerlerinde 30 dk H,O, uygulamasinin
ardindan konsantrasyona bagli olarak proliferasyon belirteclerinden olan Ki67’nin ifade
diizeylerinin incelenmesi. Referans gen olarak B-Aktin kullanilmistir (* : P<0,05).
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4.2.5. TMRM Boyas:i ile Mitokondriyal Membran Potansiyelindeki Degisimin
Tespit Edilmesi

Hiicre mitokondrilerindeki membran potansiyellerinde, H,O, uygulamasi nedeni ile
meydana gelen degisimlerin tespiti i¢in katyonik floresan bir boya olan TMRM boyasi
kullanilarak isaretleme yapilmigtir. Boyamay: takiben yapilan flow sitometrik analiz
sonucunda kontrol grubundaki hiicrelerin, 75 pM H,0O; uygulanmis hiicrelere kiyasla
membran potansiyelinde meydana gelen degisimleri ortaya koyan TMRM boyasi ile daha

fazla boyandig1 gézlenmistir (Sekil 4.11.).
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Sekil 4.11. sNKH’larm 75 puM H,0O, ile 30 dk kiiltiirii sonrast yapilan TMRM
Boyamasinin flow sitometrik analizinin grafigi

4.3.0ksidatif Stres Olusturulan NKH’lar ile Organoid Modellerinin

Olusturulmasi

Mekanik yontem ile hiicre siispansiyonu haline getirilen NKH’lar, 75 uM hidrojen
peroksit iceren besiyeri ile 37 °C ‘de 30 dk inkiibe edilmistir. Siirecin sonunda hiicreler
matrijel ile karistirilmis ve non-adhesive 96 kuyucuklu kiiltiir kabma eklenmistir.
Olusturulan organoidler, 28 giin boyunca hiicre kiiltiiriinde kiiltire edilmistir. Bu siirede
hiicrelerde B27 ile ektodermal farklilastirma uyarilmistir. Organoid kiiltiiriinde besiyeri
igeriginde noral eklenti, B27 eklentisi, N2 eklentisi, EGF (10 ng/ml), glutamax ve %1
pen/strep yer alan DMEM F12 besiyeri kullanilmistir. Kiiltiir siirecinde 3 giinde bir diizenli

olarak besiyeri yenilenmistir.
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Sekil 4.12. Kontrol sNKH’lar ile olusturulan organoid modellerinin 1sik mikroskobu
goriintiileri (a,b) 1. Giin, (c,d) 9. Giin, (e,f) 16. Giin, (g,h) 28. Giin. Olgek cubuklari:
(a,c,e,g) 200 um, (b,d,f) 50 um, (h) 20 um.
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Sekil 4.13. sSNKH’larin 75 uM H,0, ile 30 dk kiiltiirii sonras1 bu hiicreler ile olusturulan
organoid modellerinin 1sik mikroskobu goriintiileri (a,b) 1. Giin, (c,d) 9. Giin, (e,f) 16.
Giin, (g,h) 28. Giin. Ol¢ek cubuklari: (a,c,e,g) 200 um, (b,d,f,h) 50 um.

57



Organoid modelleri kiiltiir siirecinde sistematik olarak incelenmistir. Kiiltiiriin
erken evrelerinde kontrol grubu organoid modelindeki hiicrelerin kiime olusturma
egilimleri goriilmiistiir (Sekil 4.13.). Hiicrelerin H,O, muamelesini takiben organoid
olusturmak i¢in kullanildigi modelde ise bu tarz bir egilim gézlenmemistir (Sekil 4.12.).
Kiiltiir siirecinin ortalarinda kontrol grubu organoidlerinin merkezde yogunlasan bir hiicre
dagilimi nedeniyle karanlik bir merkeze ve kiyasla aydinlik bir c¢epere evrildigi

gozlenmistir (Sekil 4.13.).
4.3.1. Organoid Modellerinin Hematoksilen ve Eozin Boyanmasi

Olusturulan organoidler, %7,5 jelatin ve %10 sukroz ile hazirlanan gémme
sollisyona gomiilerek kriyomikrotom cihazi kullanilarak 15 pm’lik kesitler alinmistir. Bu
kesitler histolojik incelemelerde siklikla kullanilan Hematoksilen ve Eozin (HE) boyama

ile boyanarak 151k mikroskobu altinda incelenmistir.

75 uM Hy0; ile oksidatif stres uyarilan hiicreler ile olusturulan organoid
modellerinde, hiicrelerin merkezden g¢epere dogru bir hiicre gogii gergeklestirdikleri ve
burada yogunlastiklar1 gozlenmistir. Kontrol grubu organoid modelinde hiicrelerin kiiltiir
sartlarina benzer bir dagilim igerisine girerek norokiire benzeri biiyiik hiicre kiimeleri
olusturma egilimi gosterdigi gozlenmistir (Sekil 4.14.). Hidrojen peroksit uygulanan
hiicreler ile olusturulan organoid modellerinde ise hiicrelerin bu tarz kiimeler

olusturmadiklar tespit edilmistir (Sekil 4.14.).
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Sekil 4.14. Kontrol hiicreler ile oksidatif stres uygulanmig sNKH’lar kullanilarak
olusturulan organoid modellerinin 14. giin hematoksilen ve eosin boyamasi 151k
mikroskobu gériintiileri. (a,c,e,g) kontrol, (b,d,f,h) deney grubu organoid modeli. Olgek
¢ubuklart: (a,b,c,d) 200 um,(e,f,g,h) 50 um.
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Sekil 4.15. Kontrol hiicreler ile oksidatif stres uygulanmig sNKH’lar kullanilarak
olusturulan organoid modellerinin 28. giin hematoksilen ve eosin boyamasi 1s1k
mikroskobu gériintiileri. (a,c,e,g) kontrol, (b,d,f,h) deney grubu organoid modeli. Olgek
cubuklar: (a,b,c,d) 200 um, (e,f,g,h) 50 um.
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Kiiltiirtin 28. giiniinde sonlandirilarak analizi gergeklestirilen organoid modellerini
hematoksilen ve eozin goriintiileri incelendiginde ise kontrol grubu organoid modeli
igerisinde hiicrelerin modelin sinirlarindan ¢ok merkezde toplanma egilimi igerisinde
olduklar1 gozlenmistir (Sekil 4.15.). 75 uM H,0; uygulanan hiicreler ile olusturulan
modelde ise hiicrelerin merkezi bos birakacak sekilde organoid modelinin sinirlarinda

yi1gmlar halinde toplandiklar1 gdzlemlenmistir (Sekil 4.15).
4.3.2. Immiinfloresan Boyama

Kriyomikrotom cihazi kullanilarak 15 pum kalinliginda alinan kesitlerde hedeflenen
antijene Ozgili primer antikor ile bu primere spesifik 1s1ma saglayan sekonder antikorun

kullanildigr immun floresan bir boyama gergeklestirilmistir.

GFAP boyamasi i¢in H20, uygulananan hiicreler ile olusturulan 14. giin ve 28. giin
organoid modellerinde boyamanin kontrol grubuna kiyasla daha yogun oldugu
goriilmustiir. 14. ve 28. giin modelleri kiyaslandiginda ise boyamanin 28. giin modellerinde

14. giline kiyasla daha fazla oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.16.).

Sekil 4.16. Organoid modellerinde GFAP belirteci immiinfloresan boyama goriintiisii (a)
14. giin kontrol grubu, (b) 14. giin H,O, uygulanan grup, (c) 28. giin kontrol grubu, (d) 28.
giin H,O, uygulanan grup. (a,b) Floresan, (c,d) Konfokal mikroskop fotomikrografi. Olgek
cubugu: 50 pm.



Sekil 4.17. Organoid modellerinde MAP2 belirteci immiinfloresan boyama goriintiisii (a)
14. giin kontrol grubu, (b) 14. giin H,O, uygulanan grup, (c) 28. giin kontrol grubu, (d) 28.
giin H,0, uygulanan grup. (a,b) Floresan, (c,d) Konfokal mikroskop fotomikrografi. Olgek
cubugu: 50 pm.

Sekil 4.18. Organoid modellerinde Tibiilin Beta III belirteci immiinfloresan boyama
goriintiisti (a) 14. giin kontrol grubu, (b) 14. giin H,0, uygulanan grup, (c) 28. giin kontrol
grubu, (d) 28. giin H,0; uygulanan grup. Olgek cubuklart: (a,b) 50 um, (c,d) 20 pm.



Sekil 4.19. Organoid modellerinde NG2 belirteci immiinfloresan boyama goriintiisii (a) 14.
giin kontrol grubu, (b) 14. giin H,O, uygulanan grup, (c) 28. giin kontrol grubu, (d) 28. giin
H,O; uygulanan grup. Olgek ¢ubuklari: (a,b) 50 pm, (c,d) 20 pm.

TH boyamasi i¢in 14. ve 28. giin organoid modellerinde herhangi bir boyamanin

Sekil 4.20. Organoid modellerinde TH belirteci immiinfloresan boyama goriintiisii (a) 14.

giin kontrol grubu, (b) 14. giin H,0; uygulanan grup, (c) 28. giin kontrol grubu, (d) 28. giin
H,0, uygulanan grup. Olgcek ¢ubugu: 50 pm.

olmadig1 gozlenmistir.
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Sekil 4.21. Organoid modellerinde S100 belirteci immiinfloresan boyama goriintiisii (a)
14. giin kontrol grubu, (b) 14. giin H,0O, uygulanan grup, (c) 28. giin kontrol grubu, (d) 28.
giin H,0, uygulanan grup. Olgek ¢ubuklart: (a,b) 50 um, (c,d) 20 um.

Sekil 4.22. Organoid modellerinde Tau belirteci immiinfloresan boyama goériintiisii (a) 14.
giin kontrol grubu, (b) 14. giin H,O, uygulanan grup, (c) 28. giin kontrol grubu, (d) 28. giin
H,0, uygulanan grup. Olgcek ¢ubugu: 50 pm.
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4.3.3. Organoid Beta Galaktosidaz Boyamasi

Organoid kiiltiirlinlin 4. giliniinde Beta galaktosidaz boyamasina tabi tutulan ve
invert mikroskop altinda gergeklestirilen goriintiileme islemin gerceklestirilmistir.
Ardindan organoid yapilart M-PER buffer ¢ozeltisi ile parcalanarak hiicre slispansiyonu

haline getirilmis ve spektrofotometre 400 nm dalga boyunca analizi gergeklestirilmistir.

Sekil 4.23. Kontrol hiicreler ile oksidatif stres uygulanmig sNKH’lar kullanilarak
olusturulan organoid modellerinin 4. giin beta galaktosidaz boyamasi 151k mikroskobu
goriintiileri. (a,c) kontrol, (b,d) deney grubu organoid modeli. Olgek ¢ubuklari: (a,b) 50
um, (c,d) 20 um.

Invert mikroskopta elde edilen goriintiiler incelediginde H,O, uygulanan hiicreler
ile olusturulan organoid modelinin, kontrol grubu organoid modeline kiyasla beta

galaktosidaz boyasi ile daha fazla boyandig1 goriilmiistiir (Sekil 4.23.).
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Sekil 4.24. Kontrol ve deney grubu organoidlerde kiiltiiriin 4. giiniinde yapilan beta
galaktosidaz boyamasinin spektrofotometrik analizinin grafigi.

Gergeklestirilen spektrofotometrik analiz sonucunda H,O, aracili oksidatif stres
uygulanan hiicreler ile olusturulan organoid modelinin kontrol grubu organoid yapisina
kiyasla hiicresel yaslanmanin tespitinde kullanilan beta galaktosidaz boyas1 ile daha yogun

bir boyama sergiledigi gézlenmistir (Sekil 4.24.).
4.3.4. SOD Analizi ile Organoid Modellerindeki Oksidatif Stresin Tespiti

Deney gruplarinda SOD aktivitesinin ortaya koyulmasi amaciyla kiiltiir siirecinin 1.
14. ve 28. giiniinde toplanan organoidlerde SOD analiz kiti kullanilarak (EnzyChrom
Superoxide Dismutase Assay Kit) hiicrelerdeki siiperoksit dismutaz seviyeleri
belirlenmistir (Sekil 4.25). Deney sonucunda 1. giin organoid modellerinde H,0,
uygulanan hiicreler ile olusturulan organoidlerde oksidatif stres kaynakli SOD aktivitesinin
yiksek oldugu, saglikli hiicreler ile olusturulan organoid modelinde SOD aktivitesinin

goriilmedigi tespit edilmistir (Sekil 4.25).

14. glin organoid modellerinde, kontrol grubu modelinde hiicrelerin merkezdeki
lokalizasyonundan kaynakli nekrotik bir bdlgenin olustugu ve bunun neticesinde de SOD
aktivitesinde 1. gline kiyasla bir artis oldugu goézlenmistir. H,O, uygulanan modeldeki
SOD aktivitesinin 1. giine gore artis gosterdigi ve kontrol grubunun artan SOD aktivitesine
ragmen kiyaslandiginda bu grubun SOD aktivitesinin daha fazla oldugu tespit edilmistir
(Sekil 4.25).
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28. gilin organoid modellerinde, her iki grup icinde SOD aktivitesinde azalma
oldugu goriilmistir. Kontrol grubunun SOD aktivitesi, merkezde toplanan hiicrelerin
olusturmus oldugu oksijensiz bolgedeki artis sebebi ile H,O, uygulanan deney grubu

organoid modelinin SOD seviyesinin tizerinde seyrettigi tespit edilmistir (Sekil 4.25).
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Sekil 4.25. Kontrol ve deney grubu organoid modellerinin 1., 14. ve 28. giin SOD aktivite
grafigi (*: P<0,05).

435. TMRM Boyas1 ile Organoid Modellerinde Mitokondri Membran

Potansiyelinin Degerlendirilmesi

15 um kalinlikta alinan kesitlerde mitokondri membran potansiyeli degisiminin
tespiti i¢in katyonik floresan bir boya olan (TMRM), boyas1 kullanilarak yapilan floresan

boyama gergeklestirilmistir.

1. giin organoid modellerinin TMRM boyamas: incelendiginde boyamanin deney

grubunda kontrol grubuna kiyasla daha zayif oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.26.).
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Sekil 4.26. 1. giin kontrol ve deney grubu organoid modellerinin TMRM boyamasi
goriintiileri. (a,c,e,g) kontrol, (b,d,f,h) deney grubu organoid modelleri. Olgek ¢ubugu: 50
pm.
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Sekil 4.27. 14. giin kontrol ve deney grubu organoid modellerinin TMRM boyamasi
goriintiileri. (a,c,e,g) kontrol, (b,d,f,h) deney grubu organoid modelleri. Olgek ¢ubugu: 50
pm.
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14. giin organoid modellerinin TMRM boyamasinin deney grubunda ve kontrol

grubunda benzer oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.27.).

Sekil 4.28. 28. giin kontrol ve deney grubu organoid modellerinin TMRM boyamasi
goriintiileri. (a,c,e,g) kontrol, (b,d,f,h) deney grubu organoid modelleri. Olgek ¢ubugu: 50

pm.
70



28. giiniinde analizi gerceklestirilen kontrol ve deney grubu organoid yapilarinin
TMRM boyamalar i¢in H,O, uygulanan deney grubu organoidlerden alinan kesitlerin
kontrol grubundan alinan kesitlere kiyasla daha yogun bir boyama sergiledigi gozlenmistir
(Sekil 4.28.). TMRM Kkatyonik karakterli bir boya olup saglikli hiicrelerde daha fazla
birikim gostererek yogun bir boyamaya sebebiyet verirken depolarize olmus membran

potansiyeli degisen mitokondrilerde zayif bir boyamaya sebebiyet verir.

4.3.6. Mitotracker Red Boyamasi ile Hiicrede Total Mitokondri Sayisinin Tespit

Edilmesi

Organoid modelini olusturan hiicrelerdeki mitokondri sayisin1 ve dagilimini tespit
etmek adma mitotracker red boyasi kullanilmistir. 1. giin organoid modellerinin
mitotracker boyamasi incelendiginde oksidatif stres uygulanan hiicrelerin kullanildigt
modelde kontrol grubu organoid modeline kiyasla boyamanin daha zayif oldugu
goriilmustir (Sekil 4.29.). Bunun sebebi hiicreler iizerinde olusturulan oksidatif stresin
mitofaji siirecini indiiklemesi ve bundan kaynakli hiicrede mitokondri sayisinda meydana

gelebilecek azalmalar olabilir.
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Sekil 4.29. 1. giin kontrol ve deney grubu organoid modellerinin mitotracker red boyamasi
goriintiileri. (a,c,e,g) kontrol, (b,d,f,h) deney grubu organoid modelleri. Olgek ¢ubugu: 50
pum.
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Sekil 4.30. 14. giin kontrol ve deney grubu organoid modellerinin mitotracker red
boyamas1 gériintiileri. (a,c,e,g) kontrol, (b,d,f,h) deney grubu organoid modelleri. Olgek
cubugu: 50 pm.

14.giin organoid modelleri mitotracker boyamalarinin benzer seviyededir (Sekil 4.30.).
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Sekil 4.31. 28. giin kontrol ve deney grubu organoid modellerinin mitotracker red
boyamasi goriintiileri. (a,c,e,g) kontrol, (b,d,f,h) deney grubu organoid modelleri. Olcek
cubugu: 50 pm.
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28. gilin organoid modellerindeki mitotracker boyamaya bakildiginda H,O; ‘ye
maruz birakilan hiicreler kullanilarak olusturulan organoid modelinin hiicrede
mitokondrileri boyayan boya ile kontrol grubuna kiyasla daha yogun olarak boyandigi
gorilmistiir (Sekil 4.31.). Bunun nedeninin 28. giin organoid modelinde, hiicresel
dagilimdan kaynakli bir oksijen kitliginin meydana gelmesi, bunun sonucunda mitokondri
membran potansiyelindeki degisimi takiben oksidatif stres kaynakli mitofajinin etkili

oldugu diistiniilmektedir.

4.3.7. Organoid Modellerinde Kantitatif Es Zamanh Polimeraz Zincir

Reaksiyonu ile Gen ifadelerinin Analizi

Saglikli ve H,O, maruziyeti ile oksidatif stres olusturulmus NKH’lar kullanilarak
olusturulan organoid modellerinde 1., 14. ve 28. giinlerdeki gen ifadeleri incelendiginde
farklilagmanin tespiti adina Hedgehog yolagma 6zgii SHH ve IHH genleri ile Wnt-3a geni
ifade diizeyleri incelendiginde 1. ve 14. giin organoid modellerinde ifade diizeyleri
birbirleri ile korelasyon gosterirken 28. giin organoid modellerinde basta deney grubu
olmak iizere ifadelerde dramatik bir artis oldugu gozlenmistir (Sekil 4.32.). IHH geni ifade
diizeyi 1. giin deney grubu organoid modelinde kontrol grubundan 2,1 kat yiiksektir. 14.
giin modellerinde deney grubunda genin ifadesi kontrol grubu ifadesinden 5,5 Kkat
yiiksektir. 28. giin modellerinde ise deney grubunda genin ifadesi artis gostermis olup
deney grubu ile kontrol grubu arasindaki fark 57,5 kat seviyesindedir (Sekil 4.32.). SHH
geni ifade diizeyi 1. giin deney grubu ile kontrol grubun organoid modeli arasinda bariz
fark gozlenmezken 14. giin modellerinde deney grubunda genin ifadesi kontrol grubu
ifadesinden 1,4 kat yiiksektir. 28. giin modellerinde ise genin ifadesi artis gostermis olup
deney grubu ile kontrol grubu arasindaki fark 1,3 kat seviyesindedir (Sekil 4.32.). Wnt-3a
geni ifade diizeyi 1. ve 14. giin deney grubu ile kontrol grubun organoid modeli arasinda
bariz fark gézlenmezken 28. giin modellerinde ise genin ifadesi artig gostermis olup deney

grubu ile kontrol grubu arasindaki fark 2,5 kat seviyesindedir (Sekil 4.32.).
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Sekil 4.32. IHH, SHH ve WNT-3A belirteglerinin 1. 14. ve 28. giin organoid modellerinde
ifade diizeylerinin incelenmesi. Referans gen olarak B-Aktin kullanilmistir (*: P<0,05).

Organoid modellerinde hiicre farklilagmasinin gen diizeyinde tespiti i¢cin Noggin ile
Notch ifadelerine bakildiginda Noggin geni ifade diizeyi 1. giin deney grubu organoid
modelinde kontrol grubuna kiyasla 1,1 kat artis gostermistir. 14. glin modellerinde gen
ifade diizeyi dramatik bir azalma goéstermis ve bu noktada deney grubu ifade seviyesi
kontrol grubuna kiyasla 3,2 kat yiiksektir. 28. giin modellerinde Noggin gen ifade seviyesi
14. giine kiyasla artis gostermis olup deney grubu ifade diizeyi ile kontrol grubu ifade
diizeylerinin birbirine oldukg¢a yakin oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.33.). Notchl geni ifade
seviyeleri incelendiginde 1. giin deney grubu organoid modelinde kontrol grubundan 40
kat fazla oldugu goriilmiistiir. 14. giin modellerinde ise deney grubu ifadesi kontrol grubu
ifadesinden 1,1 kat yiiksektir. 28. giin modellerinde Notchl gen ifade seviyesi 14. giine
kiyasla artis gostermis olup kontrol grubu ifade diizeyi deney grubundan 4,4 kat fazla
oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.33.).
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Sekil 4.33. Organoid modellerinde NOGGIN ve NOTCHI1 belirteglerinin 1. 14. ve 28. giin
ifade diizeylerinin incelenmesi. Referans gen olarak B-Aktin kullanilmistir (*: P<0,05).

Organoid modellerinde oksidatif stres ile iligskili SOD1, HO1, DUOX1 ve MCT-4
genlerinin ifade profilleri incelendiginde SOD1 ve HOI1 genleri i¢in oksidatif stres
uygulanarak olusturulan deney grubu organoid modellerde bu genlerin ifadesi diizeyi
saglikli hiicreler ile olusturulan kontrol grubu organoid modellerine gore daha yiiksektir
(Sekil 4.34.). SOD1 geni ifade diizeyi 1. giin deney grubu organoid modelinde kontrol
grubuna kiyasla 4,4 kat artis gostermistir. 14. giin modellerinde gen ifade diizeyi artig
gostermis ve deney grubu ifade seviyesi kontrol grubundan 6,8 kat yiikselmistir. 28. giin
modellerinde SOD1 gen ifade seviyesi 14. giline kiyasla azalma gdstermis olup deney
grubu ifade diizeyi kontrol grubundan 8,3 kat yiiksektir (Sekil 4.34.). HO1 geni ifade
diizeyi 1. giin deney grubu organoid modelinde kontrol grubuna kiyasla 2,4 kat artis
gostermistir. 14. giin modellerinde ise deney grubu ifade seviyesi artig gostermis ve kontrol
grubu ile arasindaki fark 11,5 kata yiikselmistir. 28. giin modellerinde HO1 gen ifade
seviyesi 14. giline kiyasla azalma gostermis olup deney grubu ifade diizeyi kontrol
grubundan 13,6 kat yiiksektir (Sekil 4.34.). MCT-4 geni incelendiginde 1. giin deney grubu
organoid modelinde genin ifadesi kontrol grubuna kiyasla 5,6 kat yiiksektir. 14. giin
modellerinde ise deney grubu ifadesi kontrol grubu ifadesinden 1,02 kat yiiksektir. 28. giin
modellerinde ise genin ifadesi artis gostermis ve deney ve kontrol grubu arasindaki fark 1,4
kattir (Sekil 4.34.). DUOXI1 geni igin ise ifade diizeyi 28. giin deney grubu modelinde tepe
noktasina ulagmistir. Bu noktada deney grubu ile kontrol grubu arasindaki fark 3,2 kat
diizeyindedir (Sekil 4.34.). NRF2 geni ifade diizeyi 1. giin organoid modellerinde
birbirlerine ¢ok yakin olup kontrol grubunda deney grubuna kiyasla 1,7 kat daha ytiksektir.

14. giin modellerinde ise deney grubu ifade seviyesi bir miktar artis gostermis ve bu
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noktada kontrol grubundan 1,5 kat fazla ifade edilmistir. 28. giin modellerinde NRF2 gen

ifade seviyesi deney grubunda dramatik bir artis gostermis olup bu grubun ifade diizeyi
kontrol grubundan 22,5 kat yiiksektir (Sekil 4.34.).
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Sekil 4.34. SOD1, HO1, MCT-4 ve DUOXI1 belirteclerinin 1., 14. ve 28. giin organoid
modellerinde ifade diizeylerinin incelenmesi. Referans gen olarak B-Aktin kullanilmistir.

(*: P<0,05).
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Organoid modellerinde oksidatif stres ile iliskili RAGE ve NOD2 genlerinin ifade
diizeyleri incelendiginde RAGE geni i¢in 1. giin deney grubu organoid modelindek ifade
seviyesi kontrol grubundan 1,5 kat yiiksek oldugu goriilmiistiir. 14. giin modellerinde ise
deney grubu ve kontrol grubunda genin ifade seviyesi azalmistir. 14. giin modellerinde
deney grubunda genin ifadesi kontrol grubu ifadesinden 4,8 kat yiiksektir. 28. giin
modellerinde ise genin ifadesi artig goOstermistir ve deney grubu ile kontrol grubu
arasindaki fark 1,1 kat seviyesindedir (Sekil 4.35.). NOD2 geni ifade diizeyi 1. giin deney
grubu organoid modelinde kontrol grubundan 1,6 kat yiiksektir. 14. giin modellerinde gen
ifade diizeyi azalma gostermistir ve deney grubu ifadesi kontrol grubu ifadesinden 2,5 kat
yiiksektir. 28. giin modellerinde ise genin ifadesi deney grubunda dramatik bir artis

gostermistir ve deney grubu ile kontrol grubu arasindaki fark 5,7 kat seviyesindedir (Sekil

4.35.).
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Sekil 4.35. RAGE ve NOD?2 belirteglerinin 1. 14. ve 28. giin organoid modellerinde ifade
diizeylerinin incelenmesi. Referans gen olarak B-Aktin kullanilmistir (*: P<0,05).

Organoid modellerinde oksidatif stresin mitokondri iizerine etkisinin tespiti adina
NOX4 ve P22phox genlerinin ifade diizeyleri incelendiginde 1. giin organoid modellerinde
ekspresyonlarin yiiksek seviyede oldugu 14. giine gelindiginde azaldigt NOX4 geni i¢in
28. glinde tekrar artig gosterdigi gdzlenmistir. NOX4 geni ifade diizeyi 1. giin deney grubu
organoid modelinde kontrol grubundan 1,16 kat yiiksektir. 14. giin modellerinde gen ifade
diizeyi azalma gostermistir ve deney grubu ifadesi kontrol grubu ifadesinden 2,8 kat
yiiksektir. 28. giin modellerinde ise genin ifadesi artig gostermis ve deney grubu ile kontrol
grubu arasindaki fark 1,1 kat seviyesindedir (Sekil 4.36.). P22phox geni ifade diizeyi 1.
giin deney grubu organoid modelinde kontrol grubundan 1,5 kat yiiksektir.
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14. giin modellerinde NOX4 genine benzer sekilde gen ifade diizeyi azalma gostermistir ve
deney grubu ifadesi kontrol grubu ifadesinden 1,7 kat yiiksektir. 28. giin modellerinde ise
genin ifadesi artis gostermis ve deney grubu ile kontrol grubu arasindaki fark 1,8 kat

seviyesindedir (Sekil 4.36.).
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Sekil 4.36. NOX4 ve P22phox belirteglerinin 1. 14. ve 28. giin organoid modellerinde
ifade diizeylerinin incelenmesi. Referans gen olarak B-Aktin kullanilmistir (*: P<0,05).

438. BCA Analizi ile Organoid Modellerinin Protein Miktarmin

Degerlendirilmesi

Deney gruplarinda total protein konsantrasyonlarinin ortaya koyulmasi amaciyla
yapilan BCA analizi sonucunda 1. giin organoid modellerinde kendi aralarinda
kiyaslandiginda H,O, uygulanan hiicreler ile olusturulan organoid yapisinin protein miktari
saglikli hiicreler kullanilarak olusturulan kontrol grubu organoid modeline gore %5,03 likk
bir artis gostermistir. Ayn1 sekilde 14. giin organoid modelleri 1. giin kontrol organoid
modeli ile kiyaslanarak bir analiz yapildiginda H;O, uygulanan hiicreler ile olusturulan
organoid modelinin total protein miktarinda %43,66 lik bir artis oldugu gozlenmistir. Bu
artisin sebebi uygulanan oksidatif stresin hiicresel bir uyarima sebebiyet vermesi ve
bundan kaynakli hiicre sayisinda meydana gelen artis olabilir. 14. giin kontrol grubunda
bariz bir farklihik gdzlenmemistir. 28. giin kontrol organoid modelinde total protein
miktarinda 1. giin kontrol organoid yapisina kiyasla %52,25 lik bir azalma oldugu
gozlenmistir. Total protein miktarindaki bu azalma matrijelin uzun siireli kiltir

siirecindeki degredasyonu ve hiicre 6liimlerinden kaynakli olabilir.
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28. giin H,0, organoid modeli protein miktarina bakildiginda ise oksidatif stres kaynakli
uyarmmin etkisindeki azalma ve matrijelin degradasyonu ile birlikte total protein miktarinin
14. giin HyO, organoid total protein miktarina kiyasla %85 lik bir azalma gosterdigi
goriilmiistiir (Sekil 4.36.). BCA analizi toplam protein miktar1 tayininde kullanilan bir
yontemdir. Bundandir ki organoid modellerini olustururken destek yapisi olarak kullanilan

matrijelin protein icerigi de analiz sonuglarina etki ettigi gercegi unutulmamalidir.
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Sekil 4.37. 1. 14. ve 28. giin kontrol ve deney grubu organoid modellerinde BCA analizi
grafigi (* : P<0,05).
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5. TARTISMA

Norodejeneratif hastaliklarin = temelinde, gen diizeyinde meydana gelen
mutasyonlara ek olarak yaslanmanin hiicresel kompartmanlar iizerine olan etkisinin de rol
aldig1 yapilan ¢aligmalarla ortaya konulmustur. Bahsi gecen kompantmanlardan biri
hiicrede enerji metabolizmasindan sorumlu organel olan mitokondridir. Yapilan
calismalarda mitokondriyal DNA ‘da meydana gelen degisiklikler, anormal mitokondriyal
gen ekspresyon paterninin ndrodejeneratif hastaliklarin temelinde yer aldigimi isaret
etmektedir. Norodejeneratif hastaliklarin tedavisi igin etkin yaklagimlara acil ihtiyag
duyulmaktadir. Ancak bunun i¢in de her bir hastaligin nedenlerinin ve mekanizmalarinin

derinlemesine anlasilmas1 gerekmektedir.

Iki boyutlu kiiltiir sistemleri temel hiicre biyolojisi ve tiimdrogenez i¢in ¢1gir acan
yaklasimlar saglamaktadir. Ancak fizyolojik parametrelerdeki degisiklikler, organin veya
timoriin - doku mimarisi, hiicre-hiicre ve hiicre-matriks etkilesimleri, biyokimyasal
etkilesimler ve sinyal yolaklar1 g6z Oniine alindiginda 2-boyutlu sistemler yetersiz
kalmaktadir.

Gelistirilen 3-boyutlu kiiltiir sistemleri ile matrikse gomiilii olarak yetistirilen
hiicreler veya hiicresel-sferoidler, dokularin ve tiimorlerin in vivo ortamdaki mimarisini
olusturma noktasinda kullanilmaya baslanmistir. Bu nedenle bu 3-boyutlu kiiltiir sistemleri
kok hiicre, organogenez, saglikli doku ve tiimorli doku mukayesesi, ilag gelistirme ve

toksisite gibi caligmalar i¢in daha uygun sistemler haline gelmistir (Unger ve ark., 2014).

Hans Clevers ve Toshiro Sato 2009 yilinda, biyolojik siire¢ler ve hastaliklarin
calisilmasinda ¢i1gir agacak kullanigh bir model sistem olan ve yetiskin kok hiicrelerden
organ yapisinin kopyasin1 olusturan organoid kiltiir sistemini  gelistirmislerdir.
Arastirmacilarin bu konudaki ¢alismalar1 halen devam etmektedir (Koo ve ark., 2011;
Bartfeld ve Clevers, 2015; Boj ve ark., 2015). Giniimiizde diinyanin bir¢ok
laboratuvarinda farkli tipte organoidler ile gerek kanser gerekse diger hastaliklarin
tedavisine yonelik arastirmalar yapilmaktadir (Boj ve ark., 2015; Leite ve ark., 2016;
Astashkina ve ark., 2012). Organoidlerin sinirsiz ¢gogalma potansiyelleri, biyolojik olarak
stabil olmalar1 ve dondurulabilme kabiliyetleri gibi avantajlarindan dolay1 bu kiiltiirler

kullanish bir model sistem olarak kullanilabilmektedir.
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Calismada noral kok hiicreler iizerinde oksidatif stres olusturmak i¢in hidrojen
peroksit kullanilmis ve oksidatif stres uygulanan noral kok hiicreler kulanilarak organoid

yapilar1 olusturulmustur.

Organoid yapisint olusturacak hiicre secimi calismanin ilk kritik basamagini
olusturmustur. Calismanin amaci dikkate alindiginda hem ¢ogalabilme hem de
farklilasabilme 6zellikleri ile kok hiicreler model olusturma noktasinda goze carpan ilk
hiicre gruplaridir (Lancaster ve ark., 2013; Lancaster ve Knoblich, 2014). Literatiirde
embriyonik kok hiicreler ile uPKH’ler ¢ogalma ve farklilasma kapasitelerinin daha yiiksek
olmasindan dolayr daha yaygin kullanilsa da bu hiicrelerin izolasyon ve kiiltiir

stireclerindeki zorluklardan dolay1 calismamizda kullanilmamistir.

Noral kok hiicrelerin izolasyonunun nispeten kolayligi, multipotent karakterleri ve
sinir sisteminde yer alan farkli hiicreleri olusturabilmeyi saglayan genis farklilasma
yelpazeleri bu hiicreleri ¢alismada kullanim igin uygun kilan etmenler olmustur. Bu
caligmada noral kok hiicrelerin kullanilmasi belli avantajlart da beraberinde getirmektedir.
Noral kok hiicrelerin farklilasma kapasiteleri, hipoksik ortam kosullarina dayanikliliklar
ve kiiltiir ortaminda ndrokiire olarak adlandirilan organize hiicresel yapilari olugturmalar

bu avantajlarin basinda gelmektedir (Han ve ark., 2017; Kjell ve ark., 2020).

Caligmada, ilk olarak noral kok hiicrelerin  karakterizasyon deneyleri
gerceklestirilmistir. Hiicreler karakteristik olarak kiiltiir kosullarinda nérokiire yapilari
olusturmus ve astrosit igcin GFAP ve S100, oligodentrosit i¢in NG2 ve noron i¢in Nestin
belirteglerini ifade ettiklerinden bu hiicrelerin uzun siireli saklama kosullarindan sonra dahi
noral kok hiicre  Kkarakterini  koruduklart  gorilmiistiir.  Sonrasinda  degisen
konsantrasyonlarda H,O, kullanilarak noral kok hiicrelerde oksidatif stres olusturulmustur.
Bu yaklasim literatiirde siklikla kullanilan bir stres olusturma yontemidir (Abdanipour ve
ark., 2018; Kjell ve ark., 2020). Bu tez ¢alismasinda diger ¢alismalardan farkli olarak hiicre
canliligin1 azaltan H,O, konsantrasyonu belirlemek yerine hiicre tizerinde stres olusturacak
bir dozun belirlenmesi hedeflenmistir. Kiiltiir isleminin takiben WST-1 analizi, beta
galaktosidaz boyamasi ve gen ekspresyonu analizleri gergeklestirilmistir. Yapilan analizler
sonucunda 75 uM H,O; konsantrasyonunun hiicrede istenen etkiyi olusturan doz oldugu
tespit edilmistir. Literatlir incelendiginde ise yapilan ¢alismalarda 100 pM H,0;
konsantrasyon degerinin siklikla kullanildigi goriilmistiir (Abdanipour ve ark., 2018;

Zakharova ve ark., 2019). Bu ¢alismalarda H,O, ‘nin kullanim amacit NKH’ler {izerinde
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stres olusturmaktan ziyade apoptotik bir etki olusturmak ve etken maddenin anti-apoptotik
etkinligini incelemektir. Ayrica yine literatiir ¢alismalarinda 100 uM H,O, konsantrasyon
degerinin zaman igerisinde hiicre canliliginda azalmaya sebep oldugu bildirilmistir
(Konyalioglu, Armagan, Yalcin, Atalayin, Dagci, 2013). Bu yapilan tez ¢alismasinda
oksidatif stres olusturulan NKH’ler, organoid modelli olusturmada kullanilacag i¢in hiicre

canliliginin yiiksek olmasi gereklidir.

Segilen H,O, konsantrasyonunun mitokondri membran potansiyelinde meydana
getirdigi degisimin gdsterimi i¢in hiicreler iki boyutlu kiiltiir kosullarinda H,O ile kiiltiire
edilerek TMRM boyasi ile boyanmistir. Boyamayi takiben yapilan flow sitometrik analiz
sonucunda kontrol grubu hiicrelerinin, 75 pM H,0; uygulanmis hiicrelere kiyasla TMRM
boyasi ile daha fazla boyandigi tespit edilmistir. TMRM boyasinin saglikli mitokondri
membranlarinda, depolarize olan mitokondrilerin membranlarina kiyasla daha fazla
birikim gosteren bir boya oldugunu disiiniirsek bu beklenen bir sonugtur (Floryk ve
Housték, 1999; Morganti, Bonora, Ito, 2019). Literatiir taramalarinda fare embriyonik
fibroblast hiicreleri kullanilarak gerceklestirilen bir ¢alismada, hiicrede ROS miktarinda
meydana gelen artisin mitokondri membran gegirgenligini etkileyerek membran
potansiyelinin bozulmasina neden oldugu ortaya koyulmustur (Giaime, Yamaguchi,
Gautier, Kitada, Shen, 2012).

2 boyutlu kiltir siirecinin devaminda oksidatif stres uygulanan NKH’lar ile
olusturulan organoid modellerinde karakterizasyon adina gergeklestirilen hematoksilen ve
eosin boyamas: sonucunda hiicrelerin model igerisinde beklenmedik bir dagilim
sergiledikleri goriilmiistiir. 14. giin kontrol grubu organoid modellerinde hiicrelerin noral
kok hiicre karakteristigi olan norokiire benzeri hiicre kiimeleri olusturdugu ve daha ¢ok
kiimelesen bir dagilim profili sergiledikleri goriilirken deney grubu organoid modellerinde
hiicrelerin merkezi bos birakacak sekilde ¢eperde yogunlasan bir hiicresel dagilim igerisine
girdigi belirlenmistir. 28. giin organoid modellerinde ise gruplar arasi hiicresel dagilim
profili farklar1 daha bariz bir hal almistir. Kontrol grubu organoid modellerinde hiicrelerin
merkezde yogunlasan bir toplanma egilimi igerisinde olduklar1 goriilmistiir. Deney grubu
organoid modelinde ise hiicrelerin kontroliin aksine organoidin merkezini bos birakip
modelin smirlarinda hiicresel yiginlar halinde bir dagilim sargiledikleri g6zlenmistir.
Kontrol grubu organoid modellerinde karsilasilan norokiire benzeri hiicre kiimeleri,

modeldeki NKH’larin kok hiicre karakteristigini devam ettirdigini isaret ederken deney
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grubunda hiicrelerin modeldeki heterojen dagilimlari, oksidatif stres kaynakli bir uyarimi
ve hiicreleri kok hiicre karakterini terk ederek faklilasmaya yonelttigi seklinde
yorumlanmustir. Nitekim 2 boyutlu kiiltiir kosullarinda néral progenitor hiicrelere on
kosullandirma i¢in diisiik konstantrasyon degerlerinde H,O, uygulandiginda hiicrelerin
migrasyon kapasitelerinde artis oldugu gosteren literatiir ¢alismalari mevcuttur (Sharma,
Zhou, Netland, 2008). Normal sartlar altinda SVZ ve SGZ ‘da sessiz olarak bulunan
NKH’lar, beyinde meydana gelen herhangi bir travma sonrasi ¢evresel uyaranlar etkisiyle
iginde bulunduklar1 nis ortamin1 terk ederek prolifere olur ve travma bolgesine go¢ ederek
(migrasyon), ndron yapilarina farklilagirlar. 28. giin deney grubu organoid modelinde
hiicrelerin merkezi bos birakacak sekilde ¢eperde toplanma egilimi gostermeleri gen
ekspresyonunda da noronal farklilagmay1 destekleyen WNT3A geninin yiiksek oldugu bu
grupta oksidatif stres kaynakli hiicresel bir uyarim oldugu ve bu nedenle hiicrelerin bu tarz

bir dagilim sergiledigi sonucunu desteklemektedir. (Muroyama, Kondoh, Takada, 2004).

Olusturulan organoid modellerinde spesifik hiicre gruplarinin belirlenerek organoid
modellerin tanimlanmasi adina gergeklestirilen imminfloresan boyamalarda, 28. giin
boyamalarinin 14. giin boyamalarindan daha yogun oldugu goriilmiistiir. Glial hiicre
belirteclerinden olan GFAP ve NG2 boyamalari i¢in deney gruplarinda boyamanin kontrol
gruplarina kiyasla daha yogun oldugu gozlenmistir. N6ronal hiicre belirteglerinden olan
Tiibiilin Beta III boyamasinin en yogun oldugu 28. giin deney grubunda WNT3A gen
ekspresyonunun da yiiksek oldugu g6z dniinde bulundurulursa bu beklenen bir sonugtur.
Olusturulan organoid modelinin, temelinde bir¢cok etmenle birlikte oksidatif stresin de
yattig1 norodejeneratif hastaliklardan hangisi i¢in potansiyel bir model oldugunu tespit
etmek adina toplumda en sik karsilasilan norodejeneratif hastaliklardan Parkinson ve
Alzheimer’in belirtegleri incelenmistir. Sonucunda Parkinson hastaligi belirteci TH ‘nin
yapilan immiinfloresan boyamalar neticesinde organoid modellerinde ifadesinin
gozlenmedigi tespit edilmistir. Alzheimer hastalig1 belirteglerinden olan Tau ‘nun yapilan
immiinfloresan boyamalar sonucunda organoid modellerinde pozitif oldugu yalnizca 28.
giin deney grubunda boyamanin kontrol grubuna kiyasla daha zayif oldugu goriilmiistiir.
Boyama profilinin bu gruptaki farkliligir yiiksek WNT3A ekspresyonu ile agiklanabilir
clinkii WNT3A geni ekspresyon diizeyindeki artisin Alzheimer patalojisinde goriilen beta
amyloid fibrillerin neden oldugu nérodejenerasyonu azalttigi ve bu baglamda hastaligin

seyrine etki ettigi bilinmektedir (De Ferrari ve ark., 2003; Arrazola, Silva-Alvarez,
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Inestrosa, 2015). Yapilan immiinfloresan boyamalar sonucunda H,O, ‘nin hiicre canlilig1
ve c¢ogalmasinin yanisira spesifik hiicre farklilagmalarmi da yonlendirdigi sonucu
¢ikarilmistir. Organoid modellerinde antioksidan siiperoksit dismutaz enzim aktivitesi,
olusturulan oksidatif stresin isaretgisi olarak degerlendirilmistir. Ciinkii oksidatif stres
kaynakli olusan oksidan ajanlarin hiicrede dengelenmesi adina fizyolojik bir yanit olarak
ortamdaki antioksidanlarin miktarinda artis meydana gelmektedir. Kiiltiiriin erken
evresinde, SOD enzim aktivitesinin yalnizca deney grubunda gozlenmesi H»O, ‘nin
hiicrede istenilen etkiyi olusturduguna isaret etmektedir. 14. giin kontrol organoid
modelinde 1. giine kiyasla artan SOD enzim aktivitesinin, modelde yer alan hiicrelerin
merkezdeki lokalizasyonundan kaynakli oksijensiz  bir bdlge olusturmalarindan
kaynaklandig1 sonucu ¢ikarilmistir. 14. giin deney grubu modelinde SOD aktivitesinin 1.
giine gore gostermis oldugu artis oksidatif stres kaynakli hiicresel uyarimin etkilerinin
halen devam ettigine isaret etmektedir ki hematoksilen ve oesin boyamalar: ile ortaya
koyulan hiicresel dagilim profili bu sonucu desteklemektedir. 28. giin organoid
modellerinde, her iki grup iginde SOD aktivitesinde azalma oldugu goriilmistiir. Bu da
H,0O; ile olusturulan oksidatif stresin, hiicreler tizerindeki etkinligini yitirdigi sonucunu

ortaya koymaktadir.

Organoid modellerinde mitokondriyal bozulmalarin membran potansiyeli tizerinden
degerlendirilmesi i¢in gerceklestirilen ve bu deney kapsaminda kullanilarak ilk kez
kriyokesitler lizerinde gergeklestirilen TMRM boyamasi sonucunda SOD analiz verilerini
destekler nitelikte boyamalar elde edilmistir. 1. giin modellerinde boyamanin deney
grubunda kontrol grubuna kiyala daha zayif oldugu goriilmiistiir. Saglikli mitokondrilerde
birikim gosteren katyonik TMRM boyasi i¢in bu beklenen bir sonugtur. Organoid
kiiltiirintin 14. giiniinde analizi gerceklestirilen saglikli hiicreler ile olusturulan kontrol
grubu organoid yapisi ile HyO, uygulanan hiicreler ile olusturulan organoid modelinde
benzer bir boyamanin oldugu goriilmiistiir. 14. giinde her iki grup i¢in SOD enzim
aktivitesinde ve total protein miktarindaki artis bu zaman dilimi igerisinde organoid
modelindeki hiicre sayisinda bir artisin meydana geldigini ve modeldeki saglikli hiicre
sayisindaki artisi gostermektedir. 28. giiniinde ise deney grubu organoidlerinin kontrol
grubuna kiyasla TMRM boyasi ile daha yogun bir boyama sergiledigi goézlenmistir. 28.
giindeki SOD enzim aktivitesinin kontrol grubunda deney grubunun iizerinde seyrettigi goz

oniinde bulundurulursa kontrol grubundaki hiicrelerin oksidatif stres kaynakli bozulmalari
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bu grubun saglikli mitokondrileri boyayan bir boya ile daha zayif boyanmasinin nedeni

olabilir.

TMRM boyamas1 sonucunda elde edilen verilerin desteklenmesi adina organoid
modellerindeki toplam mitokondri miktarin1 ortaya koyan floresan bir boya olan
mitotracker red boyamasi gergeklestirilmis ve TMRM boyamasi ile korelasyon gosteren
sonuglar elde edilmistir. 1. giin organoid modellerinin mitotracker boyamasi
incelendiginde deney grubu modelinde kontrol grubuna kiyasla boyamanin daha zayif
oldugu goriilmiistiir. Bunun sebebi hiicreler iizerinde olusturulan oksidatif stresin mitofaji
siirecini indiiklemesi ve bundan kaynakli hiicrede mitokondri sayisinda meydana
gelebilecek azalmalar olabilir (Dolman, Chambers, Mandavilli, Batchelor, Janes, 2013;
Barbour ve Turner, 2014). Oksidatif stresin yapilarda olusturdugu reaktif oksijen tiirevleri,
canlida mitokondri biyogenezini etkilemekte ve mitofaji ad1 verilen siire¢ dogrultusunda
mitokondri sayisinda azalmaya neden olmaktadir. Mitokondri biyogenezinde azalma ve
mitofaji stirecleri Alzheimer, Tipl diyabet gibi hastaliklar ile canlida yaslanma ile
parallellik gosteren bir siiregtir (Wallace, 1999; Jornayvaz ve Shulman, 2010). 14.giin
organoid modellerinin mitotracker boyamalarinin birbirine benzer seviyede oldugu
gbzlenmistir. Bunun nedeni kiiltiiriin bu sathasinda her iki gruptaki organoid modellerini
olusturan hiicreler iizerinde herhangi bir stres faktoriiniin etkisinin olmamasi ya da
modelde yer alan hiicre saysindaki artistan kaynaklanmasi olabilir. 28. giin organoid
modellerindeki mitotracker boyamaya bakildiginda deney grubu organoid modelinin
hiicrede mitokondrileri boyayan mitotracker boyasi ile kontrol grubuna kiyasla daha yogun
olarak boyandigi goriilmistiir. Bunun nedeninin 28. giin kontrol organoid modelinde,
hiicresel dagilimdan kaynakli bir oksijen yetersizliginin meydana gelmesi bunun
sonucunda mitokondri membran potansiyelindeki degisimi takiben oksidatif stres kaynakli
mitofaji oldugu diisiiniilmektedir. Organoid modellerinde farkli genlerin ifade diizeylerine
bakildiginda Hedgehog sinyal yolagi bilesenlerinden olan SHH, oksidatif stres kosullarinda
ROS olusumunu engelleme, mitokondriyal hasari 6nleme ve ATP iiretimini arttirma gibi
antioksidatif etkilerin uyarilmasini gergeklestirdigi literatiir taramalarinda gorilmiistiir (He
ve ark., 2017; Chen, Yang, Hwang, Yang, 2018). Yapilan ¢alismada da 28. giin deney
grubunda yiiksek oldugu gozlenen SHH ifadesi ayni grupta gdzlenen yogun mitotracker
boyamasini destekler niteliktedir. Bu sonuglar 28. giin deney grubu organoid yapisinda

oksidatif strese karst bir hiicresel yanitin olustugunu gostermektedir. WNT Beta Katenin
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sinyal yolagi {iyesi ve hiicresel farklilagsma siireglerinde gorev alan WNT3A geninin artan
ifadesi, noral farklilasmaya isaret etmektedir (Muroyama ve ark., 2004). 28. giin deney
grubunun kontrol grubuna kiyasla yiiksek seyreden ifade diizeyi, bu deney grubu ig¢in
olusturulan oksidatif stresin noral hiicre farklilasmasini destekledigini ifade etmektedir.
Ayn1 zamanda WNT3A geni ekspresyon diizeyindeki artigin Alzheimer patalojisinde
goriilen beta amyloid fibrillerin neden oldugu nérodejenerasyonu azalttig1 ve bu baglamda
hastaligin seyrine etki ettigi yapilan literatiir taramalarinda goriilmiistiir (De Ferrari ve ark.,
2003; Arrazola ve ark., 2015). 28. giin deney grubundaki WNT3A geninin yiiksek ifade
diizeyi, Alzheimer belirteglerinden Tau belirtecinin ayni grup i¢in kontrol grubuna kiyasla
zayif olan boyamasinin nedenini agiklar niteliktedir. Tipl transmembran protein ailesi
tiyelerinden olan Notchl geni hiicresel farklilasma siireglerinde goérevli olup genin
ifadesindeki artis glial hiicre farklilasmasini ifade etmektedir. 28. giin kontrol grubunun
deney grubundan yiiksek olan ifade diizeyi, glial hiicre farklilasmasinin bu grup i¢in daha
fazla oldugunu ifade etmektedir (Hojo ve ark., 2000; Grandbarbe ve ark., 2003). Noral
farklilasmay1 isaret eden WNT3A geni ile 28. giin gruplarinda birbirine zit bir ifade profili
sergiledikleri gozlenmistir. Bu sonuclar da H;O; uygulamasinin spesifik hiicre
farklilagsmasini uyardigini isaret etmektedir. BMP profillerinin ifadeleri iizerinden noral ve
glial hiicre farklilagmalarini1 yonlendiren Noggin geninin deney ve kontrol gruplarindaki
yakin ifadeleri, spontan hiicre farklilasmasinin basarili sekilde gergeklestigi yoniinde
yorumlanirken, 14. giinde meydana gelen azalmanin organoid boyutunun neden oldugu

siirlamadan kaynaklandigi seklinde yorumlanmistir (Morell, Tsan, O'Shea, 2015).

Oksidatif stres belirteclerinden SOD1 ve HOI1 genlerinin deney gruplart igin
kontrol gruplarmin iizerinde seyreden ifade profilleri, H,O, kullanilarak olusturulmasi
hedeflenen oksidatif stresin basarili bir sekilde gergeklestirildigini ortaya koymaktadir.
SOD1 ve HOI1 ile zit bir ifade profili gosteren RAGE seviyesi sonuglari destekler
niteliktedir. SOD’un biyokimyasal analiz kiti kullanilarak gerceklestirilen analizinden elde
edilen sonuglar da gen ekspresyonunu desteklemektedir. 14. giin deney grubunda ifade
tepe noktaya ulasarak bu noktadan sonra azalma egilimine girdigi goriilmektedir. ROS
yapilarinin canlida olusum kaynaklarindan biri olan DUOX1 ‘in 28. giin deney grubunda
kontrol grubunun iizerinde seyreden ifadesinin, ROS’larin deney grubu modelinde yiiksek
birikimini ifade ettigi seklinde yorumlanmistir (Kennedy ve ark., 2010). Ayrica DUOX1’in

degisen ortam sartlarina yanit olarak immiin sistem hiicreleri basta olmak tizere farkli
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hiicre gruplarinda hiicre migrasyonunu uyardigini gosteren literatiir ¢aligmalart mevcuttur

(Balta, Kramer, Samstag 2020).

Oksidatif stresin mitokondri etkinligi {izerine etkisinin incelenmesi adina MCT-4
geni ifadesi incelendiginde, bu ifadenin kiiltiiriin ilerleyen siireglerinde dogrusal bir artis
gosterdigi  gorilmiistir. MCT-4 genindeki artist  genelde mitokondri hasarim
gostermektedir. NRF2 mitokondriyal biyogenezi ve mitokondriyal ROS homeostazisini
saglar. NRF2 gen ifadesindeki azalma mitokondri sayisinda azalma, mitokondri
biyogenezinde aksama ve mitofaji siiregleri ile iligskilendirilmistir (Chen, Guo, Kong 2012;
Barbour ve ark., 2014). 28. giin deney grubunda, kontrol grubuna kiyasla yiiksek seyreden
ifade profili mitotracker red boyamasi ile birbirlerini desteklemektedir. Otafaji ve
apoptozis siireclerinde gorev alan NOD?2 hiicresel sag kalimi destekler ve antiapoptotik
proteinlerin ekspresyonunu saglar. NRF2 geni ile benzer ifade profili sergileyen NOD2
geninin mitofaji siireglerinde rol aldigi da yapilan literatiir taramalarinda goriilmustiir.
(Lupfer ve ark., 2013; Maurya ve ark., 2015; Levy vd., 2020). NOX4 ve NOX ailesi alt
birimlerinden P22phox, oksijen sensorii olarak islev goriir ve oksijenin ¢esitli ROS ‘lara
indirgenmesini katalize ederler. NOX4 tarafindan iizerilen ROS yapilar1 hiicrede sinyal
iletimi, farklilagma gibi siiregclerde rol oynar. Yapilan literatlir taramalarinda NOX4
ifadesindeki meydana gelen artigin oksidatif stres ve mitokondriyal fonksiyon bozukluklar
ile iligkili oldugu tespit edilmistir. Genin ifade diizeyindeki azalma ise streste azalmaya
isaret eder. (Vendrov ve ark., 2015). NOX4 ‘iin 14. giin deney gruplarindaki diisiik ifadesi
bu gruplardaki yiiksek antioksidan seviyeleriden kaynaklandig: seklinde yorum yapilmistir.
Antioksidan seviyesindeki artig, oksidanlar ile dengeyi saglayacagindan otiiri hiicresel

streste azalma sebebiyet verip NOX4 seviyesinde azalmaya neden olur.

Organoid modellerinde total protein miktarinin belirlenmesi adina gerceklestirilen
BCA analizi sonucunda deney gruplarinda protein miktarlarinin kontrol gruplarina kiyasla
daha yiiksek oldugu ve 14. giinde tepe noktaya ulasan degerin bu noktadan sonra destek
yapisi olarak kullanilan matrijelin da kiiltiir siirecinde bozulup yikilmasindan kaynakli
olarak azalma profili sergiledigi tespit edilmistir. Protein miktarinda meydana gelen bu
degisimler ayn1 zamanda organoidlerde gozlemlemeyi bekledigimiz mikrogevrenin tekrar
diizenlenmesinin (reorganizasyonun) bir kanitidir. Bu sekildeki bir diizenleme farkl
proteazlarin ve dokuya 6zgii yapisal proteinlerin tekrar salgilanmasini i¢erdiginden zamana

bagl olarak devamli degisim gostermesi beklenmektedir.
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5.1.Smirhhiklar

Calismada kullanilan matrijel yapisi, protein igerikli olup in vivo hiicre dis1 matriks
yapisini taklit etmek amaciyla kullanilmistir. Karakterizasyon analizlerinde gergeklestirilen
histolojik ve immiinfloresan boyama yontemlerinde bu yap1 boyanin penetrasyonu igin bir
engel teskil etmis ve non-spesifik boyamalara sebebiyet vererek boyamanin kalitesini
etkilemistir. Matrijel yapisinin uzaklastiritlmasi noktasinda ise NKH’larin belirtilen deney
kosullar igerisinde kendi hiicre dis1 matriks yapilarini sentezleyemeyecegi ve yapay destek
yapinin uzaklastirilmast 3 boyutlu organoid yapisinin biitiinliiglinii bozacagindan otiirti

gerceklestirilememistir.

Yapilan literatiir taramalarinda organoid modellerinin analizi noktasinda
kriyomikrotom cihazlar1 kesit alinirken tercih edilen cihazlar olduklar1 saptanmistir. Bu
nedenle yapilan tez ¢alismasinda da kriyomikrotom cihazi kullanilarak Kkriyo kesitler
alimmig ve immiinfloresan ve histolojik boyamalar gerceklestirilmistir. Ancak bu yontem
boyamalarda, kullanilan antikorlarin bu yontem ile uyumlu olmamasindan &tiiri
boyamalara etki etmistir. Alternatif bir metod olarak doku takibi siirecinde sik¢a kullanilan
parafine gdmme yontemi denenmis ancak sicak paraffinin matrijel yapisini ve biitlinliigiinii

bozdugu i¢in kullanilamamis ve yerine kriyo kesit teknigi kullanilmaya devam edilmistir.

Organoid yapilarinda total protein miktarinin tespiti icin gerceklestirilen BCA
analiz metodunda destek yapi olarak kullanilan matrijel sahip oldugu protein igerigi

nedeniyle sonuglar iizerine etki etmistir.

Tez c¢alismasinda kullanilan noral kok hiicreler sican beyininden fetal donemde
izole edilmistir. Sayet eriskin bireyden izole edilen noéral kok hiicreler g¢alismada
kullanilmis olsaydi1 organoid, Alzheimer modeli olarak daha iyi bir doku yapisini ortaya
koyabilirdi. Ancak erigkin noral kok hiicreye erisimin zor ve elde edilen hiicrelerin az

olusu ¢alismayi sinirlayan bir faktor olmustur.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Yapilan tez calismasinda kimyasal bir ajan olan H;O; kullanilarak néral kok
hiicrelerde bir oksidatif stres olusturulmasi ve stres olusturulan hiicreler ile organoid
modellerinin olusturulmasi amaglanmistir. S6z konusu bu 3 boyutlu ¢alismada, 2 boyutlu
kiiltiir kosullarindan farkli olarak hiicre-hiicre ve hiicre-matriks etkilesimlerinin daha fazla
olmas1 ve hem H,O, hem de farklilagtirma besiyerinden kaynakli uyarilar ile organ benzeri
hiicresel organizasyonlarin gézlenecegi diistiniilmektedir. Elde edilen sonuglar H,O; ‘nin
spesifik hiicre farklilagmalarin1 yonlendirdigi ve hiicre davraniglarint etkiledigini
gostermektedir. Bu veriler gen ekspreyon analizleri, histolojik ve immiin floresan analizler

ve biyokimyasal analizler ile kuvvetli bir sekilde ortaya koyulmustur.

Hidrojen peroksidin degisen konsantrasyon degerlerinde hiicreler tizerinde farkli
etkiler olusturdugu ve belirlenen dozda hiicre farklilasamasini yonlendirerek hiicre

cogalmasini destekledigi goriilmiistiir.

Noral kok hiicrelerin organoid modelleri olusturulmasi noktasinda yeterli potansiye
sahip olduklar1 ve organoid modellerinde hiicresel davranis profillerinin zaman igerisinde
degisim gosterdigi ortaya konulmustur. Yine bu ¢alismada ndrodejeneratif hastaliklarin
temelinde yer alan faktorlerden birinin zaman igerisinde hiicrede biriken oksidatif stresin

ve stresten kaynakli mitokondrilerde meydana gelen bozulmalar oldugu gdsterilmistir.

Olusturulan organoid modelinin Alzheimer hastaliZinin tedavi siireglerinde

kullanim potansiyeli tagimaktadir.

Gelistirilen organoid modelinde NKH ’larin  migrasyonu ve farklilastigi
gosterilmistir. Hiicre farklilasmalarinin kismen karakterizasyonu gerceklestirilmis olup
organoid modelinin ve modeldeki hiicrelerin daha ayrmtili tanimlanmasimi saglayacak

calismalara ihtiya¢ bulunmaktadir.
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Tez Denetleme Listesi
Tez, asagidaki denetimler yapilarak tamamlanmuistir.

[J Kapak ve i¢ kapak sayfalarinda BILIM UZMANLIGI ya da DOKTORA seklinde elde
edilen unvanlar yazild1 (Kapak sayfasina danisman ad1 yazilmamalidir).

[1 Kapak sayfasina mezun olunan PROGRAMIN (Anabilim dalinin degil) ad1 yazildi.

[1 Tez kapag sirt kismina kilavuzda belirtilen sekilde (yazinin yoniine dikkat!) ad,
program, yil yazildi.

[J Onay sayfas1 uygun sekilde hazirland: (kazanilan unvanlar BILIM UZMANLIGI ya da
DOKTORA olmalidir) imzalatildi (Enstitii Miidiiri’nlin imzas1 da gereklidir,
imzalarin ayni renk kalemle atilmasina dikkat edilmelidir).

[ Dizinler kilavuzda belirtildigi gibi siralandi.

[J On sayfalara i, ii, iii seklinde Romen rakamlari konuldu.

[] Sayfa numaralar1 kilavuzda belirtildigi sekilde konuldu.

[] Sayfa diizeni kilavuzda belirtildigi sekilde yapildi.

[ Ana metin yazi boyutu 12 olacak bi¢cimde yazildi.

(1 Dipnot yazi boyutu 10 olacak sekilde yazildi.

[] Ana metin satir arali1 1,5 olacak sekilde yazildi.

[1 Kaynaklar alfabetik siralamaya goére yazildi.

[1 Kaynak gosterme ilkelerine ve yazim kurallarina uyuldu.

] Ekler kilavuzda belirtildigi gibi verildi.

[ Lisansiistili egitim sirasinda yapmis oldugu yayinlar ve bildiriler eklendi.

[] Teze ait intihal raporu eklendi.

...... / /20 veeenn /120
Yazar Danisman
Imza Imza
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