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OZET

Tleri Pasaj Mezenkimal Kok Hiicrelerin Aquaporin Profilinin Erken Pasaj
Mezenkimal Kok Hiicrelerle Karsilastinnimasi Ve Adipojenik Farkhlasma Verimi
Uzerindeki Etkisinin Belirlenmesi

Amac: Kok hiicrelerin ileri ve erken pasajlarinda hiicre yapilarinin farklilik gosterdigi
bilinmektedir. Hiicre yasaminda onemli rolleri olan aquaporinler (AQP), kok hiicre yasam
dongiisti ve farklilasmada Onemli role sahiptir. Caligmamizin amaci ileri pasaj kemik iligi
kaynaklt mezenkimal kok hiicrelerde (KI-MKH) aquaporin profilini erken pasaj ile
karsilagtrmak ve adipojenik farklilasma sonrasi aquaporin degisimlerini inceleyerek

farklilagsma tizerine katkisin1 belirlemektir.

Yéntem: Bu amagla ¢alismamizda Ki-MKH’leri kullanilmistir. Hiicrelerin karakterizasyonu
flow sitometri ile kok hiicre yiizey belirtegleri kullanilarak degerlendirilmistir. Karakterize
edilen KI-MKH’leri pasaj 3 (P3) ve pasaj 8 (P8)’de kontrol ve farklilasma gruplarma ayrilarak
0.,1,3.,7., 14. ve 21. giinlerde AQP1, AQP3, AQP7, AQP9 ve AQP10 diizeyleri Real Time-

PCR, ELISA ve immunfloresan ¢alismalar1 yapilarak degerlendirilmistir.

Bulgular: Flow sitometri ile hiicrelerin Ki-MKH oldugu dogrulanmistir. Ki-MKH, P3 ve P8’¢
getirildiginde farklilasma baslatilmistir ve ilerleyen giinlerde AQP protein ekspresyonlarmin
once ylikseldigi sonra distiigii goriilmiistiir. P3’teki yiikselmelerin P8’e gore daha erken
ginlere denk geldigi gozlemlenmistir. Gen ekspresyonu analizinde ise protein
ekspresyonlarinin diistiigii giinlerde AQP gen ekspresyonu seviyelerinin istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde arttig1 goriilmistiir. Ayrica ileri ve erken pasaj AQP profilleri agisindan

istatistiksel olarak anlamli farkliliklar bulunmustur.

Sonu¢: Calismamizda pasaja gore aquaporin profili KI-MKH’lerde ilk kez incelenmistir. Gen
ve protein ekspresyonlar1 arasindaki karsilikli degisimler bize AQP’lerin farklilagsma siirecine
katkida bulundugunu gostermektedir. Ayrica calismamizda yaslanma ile farklilasma
potansiyeli arasinda olan iliskiye AQP profilinin katkisi oldugu gosterilmistir. Bu iligkide
AQP’lerin rolii hiicre yaslanmasiyla ilgili olast Onlemler ve uygulanabilecek tedavi

yaklagimlarmin gelistirilmesine katkida bulunabilir.

Anahtar Kelimeler: Kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicre, aquaporin, yaglanma



INGILIiZCE OZET

Comparison of Early Passage Mesenchymal Stem Cells' Aquaporin Profile with Early Passage
Mesenchymal Stem Cells and Determination of their Effect on Adipogenic Differentiation
performance

Objective: Cell structures are known to be different in the early and later passages of stem cells.
Aquaporins (AQP), which have important roles in cell life, have an important role in stem cell
life cycle and differentiation. The aim of our study is to compare the aquaporin profile of bone
marrow-derived mesenchymal stem cells in later passages with early passage and to determine
the contribution of aquaporin changes on differentiation while investigating the changes of
aquaporin after adipogenic differentiation.

Method: For this purpose, BM-MSCs were used in our study. Characterization of the cells was
evaluated by flow cytometry using stem cell surface markers. Characterized BM-MSCs are
divided into control and differentiation groups in passage 3 (P3) and passage 8 (P8) on days 0,
1,3,7,14and 21 AQP1, AQP3, AQP7, AQP9 and AQP10 levels were evaluated by Real Time-
PCR, ELISA and immunohisyochemistry studies

Results: The cells used were bone marrow mesenchymal stem cells (BM-MSCs) confirmed by
flow cytometry. BM-MSCs were brought to P3 and P8, differentiation was initiated and in the
following days it was seen that AQP protein expressions were decreased after the initial rise. It
was observed that the elevations in P3 corresponded to earlier days than P8. On the other hand,
AQP gene expression levels were found to increase statistically significantly in gene expression
analysis on the days when protein expressions fall. In addition, there were statistically

significant differences in AQP profiles for both late and early passages.

Conclusions: In our study, the aquaporin profile related to the passage was examined for the
first time in BM-MSCs. Mutual changes between gene and protein expression indicate that
AQPs contribute to the differentiation process. In addition, the AQP profile has been shown to
contribute to the relationship between aging and differentiation potential. The role of AQPs in
this relationship may contribute to the development of possible preventive measures and

treatment approaches for cell aging

Keywords: Bone marrow-induced mesenchymal stem cell, aquaporin, aging
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiziNi

ADFP : Adipoz Farklilagma ile ilgili protein, Perilipin 2, Pilin 2
AF : Adipojenik farklilagsma

AQP : Aquaporin protein

Ar/R : Aromatik arjinin

BCA : Bisikoninik asit deneyi

Collal : Kollojenaz 1 al

DAPI : 4’ 6-diamidino-2-fenilindol

DMEM : Dulbecco's Modified Eagle Medium
DMSO : Dimetil Siilfoksit

EKH : Embriyonik kok hiicre

EPH : Endotel progenitor hiicreler

GFAP : Glial fibriler asidik protein

HKH : Hematopoetik kok hiicreler

ISCT . Uluslararas1 Hiicresel Tedavi Dernegi
[HK - I¢ hiicre kitlesi

iKi-MKH : Insan kemik iligi kaynakli mezenkimal kdk hiicre

MIP : Major intrinsik protein
MKH : Mezenkimal kok hiicre
NKH : Noral kok hiicreler
NPA : Asparajin-prolin-alanin
P2 : Pasaj 2

P3 : Pasaj 3

P8 : Pasaj 8



PFA

ROT

RT-PCR

SOD1

uPK

YKH

: Paraformaldehit

: Reaktif oksijen Tiirleri

: Gergek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu
: Siiperoksit Dismutaz 1

: Pluripotent kok hiicreler

: Embriyonik olmayan kok hiicreler, Yetiskin kok hiicreler
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1. GIRIS

Su, yasamu siirdiiren bir¢ok fizyolojik siiregte merkezi bir rol oynadigi i¢in canlt
organizmalar i¢in gereklidir. Temel yasam birimi hiicre, yaklasik %70-80 sudan olusur.
Hiicreler, tiim ¢ok hiicreli organizmalarin temel yapisal ve islevsel birimleridir. Insan viicudu
200'den fazla hiicre tipinden olusur ve bu hiicre tiplerinin tamami, bir yumurtanin bir sperm
tarafindan fertilizasyonu ile olusan tek bir hiicre olan zigottan koken alir. Zigot hiicresi,
tekrar tekrar boliiniir ve fertilizasyondan yaklasik 4 giin sonra blastokist olusur (Moore 2016)
Blastokist, fetiis ve eklerini olusturan 150 ila 200 hiicreli bosluk i¢eren yapidir (Cizim1.1).

GELIiSIM EVRELERI
i 1.Giin 36 ént 2. Giin |
4. Giin Blastokist 1. Ay
2. Ay 3. Ay 4. Ay 5. Ay ]

6. Ay 7. Ay 8. Ay 9. Ay

Cizim 1.1. Zigot, blastokist ve fetal gelisimi goOsteren ¢izim. Kaynagi belirtilen web
sitesinden uyarlanmigtir (https://www.vectorstock.com/royalty-free-vector/stages-human-

embryonic-development-vector-16332839 adresinden alimustir).



https://www.vectorstock.com/royalty-free-vector/stages-human-embryonic-development-vector-16332839
https://www.vectorstock.com/royalty-free-vector/stages-human-embryonic-development-vector-16332839

Her hiicre tipi, kendi biiyiikliigline ve isine uygun bir yapiya sahiptir. Benzer
islevsellige sahip hiicreler dokular olusturur ve dokular organ olusturmak {izere diizenlenir.

Hiicrelerde ortak olarak bulunan yapilar; niikleus, sitoplazma ve hiicre membranidir.

Hiicre membrant; hiicrenin fonksiyon gormesi ve hayatta kalmasi i¢in gerekli olan
bir¢ok fizyolojik ve biyokimyasal aktiviteye aktif olarak katilan dinamik ¢ift tabakali bir
yapidir. Plazma zarinin toplam kalinhigi yaklasik 8 ila 10 nm arasindadir. Membran;
fosfolipit, kolestrol, protein molekiillerinden olusmaktadir (Cizim 1.2). Fonksiyonlarina
gore membran proteinleri alt1 ana kategori seklinde tanimlanmislardir: Pompalar, kanallar,
reseptor proteinleri, enzimler, yapisal proteinler, baglayict proteinlerdir. Aquaporinler
membranda bulunan kanal proteinleridir. Hiicrelere 6zellikle su olmak tizere gliserol, iire
gibi maddelerin giris ¢ikisini saglayarak hiicre yasamsal dongiisiinde birgok fonksiyonda rol

alirlar. Insan organizmas: i¢in rolleri gok nemlidir.

Hiicre dis1

integral
proteinler

Karbonhidrat
zincirleri

Lipit
Cift tabaka

W e
Kanal I/Uw))’a,@m g Xw&w

Proteinleri Fosfolipitler

Hiicre ici (Sitoplazma)

Cizim 1.2. Hiicre membrani sematik gosterimi web sayfasindan uyarlanmstir (cell
homeostasis - cell membrane processes - maeda hs ap biology review marathon).

1.1. Kok Hiicreler

1.1.1. Kok Hiicrelerin Tarihcesi, Tanim ve Ozellikleri

Kok hiicre terimi, 1909'da Berlin’de bir kongrede Rus histolog Alexander Maksimov
tarafindan bilimsel kullanim i¢in Onerilmistir (Konstantinov 2000). Hematopoetik kok
hiicrelerin (HKH) varhigindan s6z ederek, HKH’nin lenfosite farklisarak lenfosit
morfolojisiyle goriindiigiinii, kan boyunca g¢ogalabilecegi ve farklilagabilecegi mikro

ekolojik nislere gecebilecegini 6ne siiren ilk kisi o olmustur (de Almeida ve dig. 2011).
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Glinlimiizde kok hiicre biyolojisi, hasar gérmiis veya kaybedilmis dokular1 saglikli bir
sekilde yenilenmis doku ile degistirerek daha iyi sonuclar elde etmeyi iimit eden bilimin en
etkileyici alanlarindan biridir (Sanchez-Lara ve dig. 2012). Kok hiicreler, hiicre boliinmesi
yoluyla kendilerini uzun siire yenileme potansiyeline sahiptir ve belirli fizyolojik veya
deneysel kosullar altinda, 6zel islevlere sahip hiicreler haline gelebilirler (Stem Cell Basics
. | stemcells.nih.gov n.d.).

Kok hiicreler; farkli hiicre tiplerine doniisme potansiyeline ve kendisini yenileyebilme
giiciine sahip olan hiicrelerdir. Ozellesmemis ya da farklilasarak 6zel islevler kazanmamus,
ana hiicrelerdir. Viicutta bulunduklar1 yere gore veya farklilagma potansiyellerine gore
siniflandirilabilirler (Can 2014). Kendini yenileme, farklilasma ve klon olusturabilme
yetenegi kok hiicre tanimini olustururken kullanilan en 6nemli kok hiicre o6zellikleridir
(Smith ve dig. 2001). Rejeneratif tip uygulamalarinda tercih edilen kok hiicreler, gorece fazla
miktarda bulunurlar, kolay elde edilebilirler, birgok hiicre tipine farklilagarak ¢ogalabilirler,
transplantasyon igin giivenli ve etkin bir sekilde kullanilabilirler (Can 2008, Fortier 2005).

Kok hiicreler, hem kendi yedek hiicrelerini olustururlar hem de yenilenecek dokunun
ihtiyac1 yoniinde farklilasarak yeni hiicrelere doniisiirler. Zigot ilk totipotent kok hiicre olup
boliinerek blastokisti meydana getirmektedir. Blastokistte bulunan hiicreler ¢ogalarak ve
farkhlasarak embriyoyu ve eklerini olusturur. Blastokist i¢ hiicre kitlesinde (IHK) yer alan
hiicrelere embriyonik kok hiicre (EKH) adi1 verilir ve bu hiicreler embriyonun tamamini
olusturabilirler (pluripotent). Embriyo gelisimi ile fetal donemde ve sonrasinda EKH
bulunmamaktadir. Onun yerine yag dokusu, kemik iligi gibi bolgelerde embriyonik olmayan
kok hiicreler bulunmaktadir.

Kok hiicreler ozellikleri;

»  Dokularda az sayida bulunurlar,

»  Yasam boyu belli oranda boliiniirler ve boliindiik¢e sayilarini korurlar,

»  Boliindiiklerinde ortaya ¢ikan iki yavru hiicreden en az birisi kok hiicre olarak
mevcut hiicre havuzuna katilir,

»  Cogunlukla boliinerek gegici (transit) hiicreleri olustururlar. Bu hiicreler kisa siire
icinde, dokuya 6zgii farklilagmig hiicreleri olusturmak iizere farklilsama yolagma girerler,

»  Doku yaralanmasi sonrasinda artsa da boliinme hizlar1 genellikle yavastir. Eger
yaralanmanin veya doku kaybinin siddeti ¢ok ise, kendi hiicre havuzlarin yenilenmesi i¢in
boliinme hizlarmni artirirlar,

»  Yasla birlikte sayilarinin azalmasina ragmen dokularda bulunan en kalict ve yasam

siiresi en uzun olan hiicrelerdir,



»>  Biiylime faktorlerine ve sinyal modiilatorlerine duyarliliklar1 yiiksektir ve hizli cevap
verirler, sinyal yolaklarii (TGF, Notch, Wnt ve JAK/Stat gibi) aktif bir sekilde kullanirlar,

» Kok hiicrelerin biiyiikk bir kismi hiicre bdliinme fazinin Go fazinda sessiz olarak
beklerler. Embriyonik kok hiicreler ve yetigskinlerde bulunan gegici hiicreler bu siireci hizli
geger ve hiicre hiicre boliinme siklusunu hizli tamamlarlar,

»  Diger hiicrelere oranla farkli kromatin Sriintiisiine sahiptirler. DNA metilazlar veya
histon deasetilazlarin transkripsiyon baskilayicilar1 tarafindan veya Groucho ailesi
proteinleri tarafindan saglanan 6zgiin DNA diizenlenisi kok hiicrelere 6zgiin DNA 6zelligi
kazandirir,

»  Tim kok hiicreler strese karsi dayaniklidir. Bu Ozelliklerini ¢oklu ilag direnci
tastyicilar1 (multidrug resistance transporters), 6zgiin protein katlanma mekanizmalarii
ubikutin ve detoksifikasyon sistemleriyle basarirlar (Can 2014).

Kok hiicrelerde kendini yenileme, kok hiicre havuzunu yenilemesi anlamindadir. Kok
hiicre havuzunun tiikenmemesi i¢in hiicre boliinmesi sirasinda boliinen kok hiicrenin en az
bir yedek ortaya ¢ikariyor olmasi ve kok hiicre havuzuna ekliyor olmasi gerekir. Ama,
yiiksek farklilasma potansiyeline sahip kok hiicreler bile bolindiigii zaman iki farkli hiicre
fenotipi meydana gelir; hiicre fenotiplerinden biri kok hiicre yedek 6zelliklerindeyken digeri
sonraki asamaya farklilasir. Bu boliinme tiiriine asimetrik boliinme ismi verilir (Watt ve
Forrester 2006) (Cizim 1.3).

Farklilasma potansiyeli hiicrenin gelisim asamasiyla iligkilidir ve hiyerarsik olarak
smiflandirilabilmektedir. Farklilasma ileri ve geri farklilasma olarak ikiye ayrilir; gelisimin
dogal siireci incelendiginde goriilen kok hiicrenin somatik hiicreye dogru farklilasmasina
ileri farklilagsma olarak tanimlanirken, farklilagsmaya basladigi yere veya kok hiicreye dogru
farklilagmas1 dediferansiyasyon (geriye dogru farklilasma) olarak tanimlanir. Daha sonraki
kisimlarda detayli bahsededilecek olan uyarilmis pluripotent kok hiicreler (uPK)
dediferansiyasyona 6rnektir (Can 2014).
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Cizim 1. 3. Kok hiicre boliinmesi. Laperrousaz (2015)ten uyarlanmustir.

Kok hiicrelerin en 6nemli 6zelliklerinden klon olusturma kabiliyeti, bir kok hiicreden
birden ¢ok kok hiicre olusturabilmesidir. Kok hiicrelerin stabil farklilagsmis hiicrelerin
kaynag1 olup olamayacagini dogrulamak icin ¢esitli caligmalar yapilmistir. Bu ¢aligmalar,
embriyonik gelisim ve ¢ogalma sirasinda doku olusumunu indiikleme kapasitelerini, diger
tiim dokular1 olusturmak igin farklilasma ile dogruladiklarini gostermistir. (Chamberlain ve
dig. 2007, d’Aquino ve dig. 2009a, Rosario M Isasi ve Knoppers 2006, LUISI ve dig. 2007).

1.1.2. KoKk hiicrelerin simiflandirilmasi

Kok hiicreler, kendini yenileme ve farkli hiicre tiirlerini farklilasma kapasitesine sahip
farklilasmamus hiicre grubudur. K6k hiicrelerin hiyerarsisi, farklilagsma potansiyellerine gore
belirlenir. Embriyonik kok hiicreler maksimum farklilasma potansiyeline sahiptirler.
Hiyerarside alt kisimlara inildikg¢e farklilagsma potansiyeli azalmaktadir. Mesela, dokuya 6zel
kok hiicreler en alta yakindir ve ¢ok smirli farklilagsma kapasitesine sahip hiicrelerdir.

Bu kok hiicrelerin disinda, normal dokuya 6zgii kok hiicrelerin 6zelliklerine sahip olan
ve agirlikli olarak tiimorlerin niiksetme ve metastazina neden olan kanser kok hiicreleri
olarak adlandirilan 6zel bir tiir kok hiicre vardir.

Kok hiicreler elde edildigi kaynaga gore veya farklilagma potansiyeline gore

smiflandirilmstir.

Farkhlagsma potansiyeline gore kok hiicreler;
Kok hiicreler farklilasma potansiyeline gore totipotent, pluripotent, multipotent,

oligopotent veya unipotent olarak siniflandirilir (Cizim 1.4).
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KOK HUCRE HIYERARSISI
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Cizim 1.4. Farklilasma potansiyeline goére kok hiicrelerin hiyerarsik gosterimi.
(https://aricsgeneticsstudyguide.weebly.com/stem-cells--differentiation.ntml ~ adresinden
uyarlanmistir (Stem Cells &amp; Differentiation - Genetics Stuff))

e Totipotent Kok Hiicreler
En az farklilasmis hiicrelerdir ve sadece gelisimin morula asamasina kadar
mevcutturlar. Hem embriyonik hem de ekstraembriyonik dokularda farklilasarak

fonksiyonel organizmanin tamamini olusturabilir (Brivanlou ve dig. 2003).

e Pluripotent Kok Hiicreler

Hiyerarside totipotent kok hiicrelerin altinda yer alir. Bu hiicreler viicudun tiim dokularini
ve organlarmi olusturan ii¢ germ tabakasma (ektoderm, endoderm ve mezoderm)
farklilasabilirler ancak ekstracmbriyonik dokulara farklilasma potansiyelini yitirmislerdir (P. De
Miguel ve dig. 2010).

Pluripotent kok hiicreler ilk olarak blastokistin i¢ hiicre kiitlesinden izole edilmistir
(Evans ve Kaufman 1981). Bu hiicreler embriyonik kok hiicreler olarak adlandirilmsitir.
Oct4, Sox2 ve Nanog transkripsiyon faktorleri pluripotent hiicreleri tanimlamak ig¢in
kullanilmaktadir (Liang ve dig. 2008, Wang ve dig. 2012). insan embriyonik kok hiicreleri,
farklilagmanin indiiklenmesi olmadan uzun siire besleyicisiz ve serumsuz kiiltiir ortaminda

muhafaza edilebildigi goriilmiistir (Ludwig ve dig. 2006).

Prof. Shinya Yamanaka, 2006 yilindaki kesfi ile pluripotent kok hiicreleri elde etmek
icin yeni bir yontem ortaya koymustur (Takahashi ve Yamanaka 2006). Bu pluripotent kok
hiicreler “uyarilmis Pluripotent Kok Hiicreler (UPKH)” olarak isimlendirilmistir. uPKH,

pluripotent EKH'ye yakindan benzemektedir.


https://aricsgeneticsstudyguide.weebly.com/stem-cells--differentiation.html

e Uyarilmis Pluripotent Kok Hiicreler

Pluripotent kok hiicreler embriyolardan (EKH) veya epigenetik yeniden programlama
yoluyla (uPKH) elde edilebilmektedir. Epigenetik yeniden programlama {ii¢ sekilde
yapilabilir; Somatik hiicre niikleer transferi, hiicre flizyonu ve tanimlanmis transkripsiyon
faktorleri kiimesinin ektopik ekpresyonu. 2006 yilinda Yamanaka transkripsiyon faktorleri
kiimesinin ektopik ekpresyonu ile dokuya 6zgii somatik hiicreleri pluripotent kok hiicrelere
farklilagtirabildigini gosterdigi uPKH teknolojisini tanitmigtir (Takahashi ve Yamanaka
2006) (Cizim 1.5). Bu kesfi i¢in, 2012 yilinda Fizyoloji ve Tip Nobel ddiiliinii almistir.
UPKH teknolojisi, insan embriyonik kok hiicrelerinin kullanimiyla ortaya ¢ikan tiim etik
kaygilar1 ortadan kaldwrmistir. Ek olarak, hastaya 0zgii pluripotent kok hiicrelerin
tiretilmesini  ve  farklilasgtirilmis  UPKH'min  nakli  immiin  reddi  olmadan
gerceklestirilebilmesini  kolaylastrmustir.  Kisisellestirilmis  rejeneratitip,  UPKH

teknolojisinin kullanimini buldugu baska bir alandir.

Ozellesmis Hucre
{derl hucresi vb.)

Pfurlpotent gonler J

* Octd
* Sox2
s c-Myc
« Kifa

Kok Hiicreler (uPKH)

/\

I Diferansiasyon J

Cizim 1.5. Uyarilmis pluripotert kok hiicre ¢izimi. ISSCR (International stem cell research)
tarafindan hazirlanan el kitabindan uyarlanmistir (2019).

e Multipotent kok hiicreler

Her dokuda bulunur ve {i¢ germ tabakasindan herhangi birinin tiirevidir. Gelisim, doku
rejenerasyonu, doku homeostazi ve savunma, multipotent kok hiicrelerin basardig: kilit
rollerdir. Dermis, sinoviyal sivi, periosteum, kemik iligi, yag dokusu, Wharton jeli, gobek

kordon kani ve periferik kan (Augello ve dig. 2010), multipotent kok hiicrelerin yaygin



olarak izole edildigi doku Orneklerine birka¢ Srnektir. Multipotent kok hiicreler {i¢ germ

tabakasimdan kdken almaktadir (Cizelge 1.1).

Cizelge 1.1. Multipotent kok hiicre Ornekleri ve bunlarin kdken aldigi germ tabakasi
cizelgesi.

Germ tabakasi orjini Multipotent kok hiicreler

Pulmoner epitelyal kok hiicreler, gastrointestinal sistem
Endoderm

kok hiicreleri, pankreatik kok hiicreler, hepatik oval

hiicreler ve prostat bezi kok hiicreleri

Hematopoetik kok hiicreler, mezenkimal kok hiicreler,
Mezoderm

kemik iligi kok hiicreleri, kardiyak kok hiicreler, kaslardaki

satellit hiicreler

Noral kok hiicreler, dental pulpa kok hiicreleri, noral krest
Ektoderm

kok hiicreler, kil folikiilii kok hiicreleri

e Oligopotent kok hiicreler

Multipotent kok hiicrelerin altinda yer alir ve belirli bir doku i¢inde iki-li¢ soy
farklilastirabilir ve olusturabilir. Oligopotent kok hiicreler, domuzlarin okiiler yiizeyinde
tamimlanmustir ve kornea ve konjonktival hiicrelere farklilasabilmektedir (Majo et al. 2008).
Bronkoalveolar kanal baglanti hiicreleri, bronsiyol epiteli ve alveoler epiteline farklilastig
icin oligopotent olarak adlandirilir (Kim ve dig. 2005). Noral krista kaynakli kok hiicreler

de bunlara 6rmektir.

e Unipotent kok hiicreler
Sadece tek bir hiicre tipine farklilastigi bilinen kok hiicrelerdir. Progenitér (6nciil)
hiicreler olarak da isimlendirilir. Osteoprogenitoér hiicreler, kondroprogenitdr hiicreler,

hepatosit progenitor hiicreler unipotent kok hiicreye drnektir.

Kaynagina gore kok hiicreler;

Kok hiicreler temelde elde edildikleri kaynaga gore embriyonik kok hiicreler ve
embriyonik olmayan kok hiicreler olmak tizere ikiye ayrilirlar (Cizim 1.6). Pluripotent kok
hiicreler olan embriyonik kok hiicreler, embriyonun blastokist asamasinda i¢ hiicre
kitlesinden elde edilmektedir. Embriyonik olmayan kok hiicreler ise; erigkin kok hiicreler,
fetal kok hiicreler, kadavra kok hiicreleri, gobek kordonu ve plasenta kdk hiicreleridir (Can,
2014) .
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Hiicreler
Erigkin Fetiis Kadavra
Kik Kok Kik Néronal
Adiposit
Hematopoetik Mezenkimal Organlardaki
Kk Hiicreler Kok Hiicreler Kok Hiicreler Endotelyal
KalpKas1
Kemik iligi Kal Kokii
Kik Hiicreleri
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Kordon Kam
Kok Hiicreleri
Meme Bezi

Cizim 1.6. Elde edildikleri kaynaklara gore kok hiicre siniflandirmasi. Inan S., Ozbilgin K.
(2009) Saglikta Birikim, Cilt 1 Say1 5’ten alinmistur.

e Embriyonik kok hiicreler

Embriyonun blastokist asamasmnda (4-5 giinliikk) i¢c hiicre kitlesinde yer alan,
pluripotent kok hiicrelerdir. Tlk defa 1981 yilinda Evans ve arkadaslari tarafindan 3.5 giinliik
fare embriyosu blastokist i¢ hiicre kitlesinden izole edilmislerdir (Evans ve Kaufman 1981).
1998 yilinda Thomson ve arkadaglari, IVF ile elde edilen ve arastirma i¢in aile tarafindan
bagislanan taze veya donmus embriyolarla ¢alisma yapilmistir. Blastokist asamasinda insan
EKH elde edilmistir (Thomson ve dig. 1998).

Uc germ tabakasina da farklilasabilirler. Embriyonik kék hiicrelerin in vitro kosullarda
farklilasmadan ¢ogalmalar i¢in uygun kiiltiir ortaminin saglanmasi gereklidir. Uygun besi

ortamu ve kiiltiir sartlar1 saglandiginda, indiiklenerek farklilagmasimin istenilen yonde kontrol
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edilebilmektedir (Tekeli ve dig. 2016).

e Embriyonik olmayan kok hiicreler (Yetiskin kok hiicreler, YKH)

YKH ayrica stromal hiicreler olarak da adlandirilir. Yetiskin kok hiicreler, fetal kok
hiicreler, kadavra kok hiicreleridir. Yetiskin kok hiicreler iizerinde en ¢ok calisilan kok
hiicrelerdir. Yetiskin kok hiicreleri icinde hematopoetik ve MKH’ler en ¢ok calisilanlar olup
multipotent 6zellik gosterirler. Diger unipotent yetiskin kok hiicreleri  beyinde,
kardiyovaskiiler sistemde, kas ve iskelet sisteminde, sinir sisteminde, gastrointestinal
sistemde, epitel dokuda, testiste, ovaryumda, kemik iliginde, karacigerde, yagda, retinada,
memede bulunan dokulara 6zgii kok hiicreler ve koku kok hiicreleridir (Caplan 1991, Kim
ve dig. 2000, Murrell ve dig. 2005, Tekeli ve dig. 2016). Bu yetiskin kok hiicre tiplerinden

bazilar1 asagida detayli olarak tartigilmastir.

e Hematopoetik kok hiicreler (HKH)

Hematopoetik kok hiicreler, 1963'te Becker ve arkadaslari tarafindan kesfedilen ilk tip
yetiskin kok hiicredir (Becker ve dig. 1963). Bu hiicreler kemik iliginde bulunur ve
kendilerini yenileyebilir ve izole edilebilirler (Lanza ve dig. 2001). Asimetrik hiicre
boliinmesi gecirerek yeni bir kok hiicre iiretebilecekleri gibi farkli hiicre tiplerine de
dontisebilirler. Kemik iliginden elde edilen hiicrelerle yapilan bir calismada, kan hiicrelerine
ek olarak, beyinde kas ve noron benzeri hiicrelere farklilagabildigini 6ne siirmektedir
(Hasetine 1999). Kemik iligi en az ii¢ ¢esit kok hiicre igermektedir: HKH'ler, kesfedilen ilk
cesit olup her kan hiicresi tipine farklilagabilmektedir. Birkag y1l sonra kesfedilen ikinci ¢esit
kemik iligi mezenkimal kok hiicreleridir (KI-MKH); bunlar kemik, kikirdak, yag ve lifli bag
dokusu iiretebilen karma bir hiicre popiilasyonudur (Chun ve dig. 2007, Sharon ve Puleo
2008). Ugiincii gesit hiicreler ise endotel progenitdr hiicreler (EPH) olarak bilinir ve yara
iyilesmesi, ekstremite iskemisi, postiyokardiyal enfarktiis sendromu, arteriyoskleroz ve
tiimor gelisimi sirasinda postnatal neovaskiilarizasyonda rol alan periferik kan mononiikleer
hiicre popiilasyonu igerirler (Kim ve dig. 2000, Reubinoff ve dig. 2000). Hematopoietik kok
hiicrelerin gbdze carpan Ozellikleri, kemik iliginde siirekli kendi kendini yenileme
kabiliyetleri ve tiim kan hiicrelerine farklilasma yetenekleridir. HKH normalde kemik
iliginde bulunur, ancak bazi kosullar altinda diger dokulara yerlesmek i¢in kandan dokulara
gecerler. Ayrica fetal karacigerde, dalakta, plasenta kaninda ve gobek kordonunda
bulunurlar. Yapilan birka¢ calismada HKH'lerin karaciger benzeri bir hiicre fenotipine
doniisebilecegi ortaya konmustur (da Silva Meirelles ve dig. 2008b, Wakayama ve dig.
1998). Isinlanmis farelerle yapilan bir ¢aligmada ise nakledilen HKH'lerin, sadece ¢esitli kan
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hiicresi tiplerine (embriyonun mezoderm tabakasi) degil, ayni zamanda akcigerde,
bagirsakta (endoderm tabakasi) ve derideki (ektoderm tabakasi) epitel hiicre fenotiplerine de
dontistiigli gosterilmistir (Betthauser ve dig. 2000). Bazi bilim adamlari, daha dnceki gelisim
asamalarinda, farkli dokulardan gelen HKH'lerin kendi kendini ¢ogaltma yeteneklerinin
biiyiilk oldugunu, farkli homing ve yilizey O6zellikleri gosterdigini ve bagisiklik sistemi
tarafindan reddedilme olasiliginin diisiik oldugunu gdstermistir. Bu nedenle, terapotik
transplantasyon i¢in kullanilabilirler (Solter 2000) ve hayat kurtarici rejeneratif tedaviler i¢in

potansiyelleri gelecekte biiylik dlclide genisletilebilir.

e Mezenkimal kok hiicreler (MKH)

Kemik iliginde mezenkimal progenitdr hiicrelerin varligi, on dokuzuncu yiizyilin
sonlarindan itibaren, tavsan iliginin heterotopik nakillerinde osteojenik potansiyeli gosteren
ilk kisi olan Goujon (GOUJON 1869)" un ¢alismalar: ile belgelenmistir ve daha sonra,
Baikow (Baikow 1870) tarafindan yapilan nakil deneylerinde dogrulanmistir. 1970 yilinda
yapilan bir ¢calismada fare kemik iligi stromas1 bagka bir dokuya nakledilmis ve burada bu
hiicrelerinin yag, kikirdak, kemik ve retikulum hiicrelerine doniisebildigi gosterilmistir
(Pittenger ve dig. 1999). Boylece kemik iliginde hematopoetik olmayan 6ncii hiicrelerin var
oldugu anlagilmistir. 1990'larda, Caplan MKH'lerin klinik ¢alismalarmi yaymlayip
“mezenkimal kok hiicreler (MKH)” ile popiiler olurken (Caplan 1991, Tabata 2008) bazi
aragtirmacilar hala bunlara kok hiicre olarak kabul etmemeyi tercih etmistir (Ballas ve dig.
2002, Yoove ve dig. 2011).

Uluslararas1 Hiicresel Tedavi Dernegi (ISCT) Mezenkimal ve Doku Kok Hiicre
Komitesi, 2005'te (McCulloch ve Till 1964) yayinlanan MKH'ler igin tanimladig1 6zelliklere
gore tek tip bir terminoloji dnermistir: birinci olarak, MKH'ler standart kiiltiir kosullarinda
plastige yapisabilir olmalidir; ikincisi, yiizey molekiillerinden CD105, CD73 ve CD90 gibi
ylizey belirteglerinin pozitif, CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79a, CD19 ve HLA-DR yiizey
belirteclerinin negatif olmas1 gerekir; {iciinciisii, in vitro olarak osteoblastlara, adipositlere
ve kondroblastlara farklilasabilmeleri gerekmektedir (Caplan ve Bruder 2001, Horwitz ve
dig. 2002, Phinney ve Prockop 2007). MKH osteoblastlar, adipositler ve kondroblastlara ek
olarak, miyositler, tendositler ve ligament hiicreleri dahil olmak {izere ¢ok ¢esitli 6zellesmis
hiicreler farklilagtig1 gosterilmistir (Jiao ve Chen 2008, Taupin 2006) (Cizim 1.7). MKH' ler
vicudun farkli yerlerinde, Ornegin kemik iliginde, perisitler gibi kan damarlarmin
cevresinde, yagda, deride, kaslarda, dislerde ve diger yerlerde bulunur (Jensen ve dig. 2008,

Jiao ve Chen 2008). Yakin zamana kadar, yetiskin kok hiicrelerin sadece ¢esitli hiicrelerin
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olgun fenotiplerine farklilastigma inaniliyordu, ancak MKH soylar1 i¢inde, kondrositlerin
osteoblastlara ve adipositlere farklilastirabildiklerini ve fenotiplerini osteoblastlara
degistirebildikleri gosterilmistir. Bu bulgular MKH'lerin plastisitesi gostermistir (Altman ve
dig. 2014, Crisan ve dig. 2008, Nagano 2003, Weiner 2008). "Plastisite" terimi, bir yetigkin
dokusundan tiiretilen bir kok hiicrenin, bagka bir dokusundan farklilagtirilmig bir hiicre tipine
farklilagma kabiliyetini ifade eder (Devine 2002, Jiang ve dig. 2002). Bu siire¢ “ortodoks
olmayan farklilagma” veya “trans farklilasma” olarak adlandirilir (Caplan 2007, da Silva
Meirelles ve dig. 2008). Bununla birlikte, bircok 6rnek, MKH'lerin, hepatosit benzeri
hiicreler gibi endodermal bir fenotipe farklilasabildigini gostermistir (Duan ve dig. 2007,
Luttun ve dig. 2006, Mimeault ve Batra 2008). Ek olarak, MKH'lerin, retina pigment epitel
hiicreleri (Ikeda ve dig. 2008, Nolen-Walston ve dig. 2008), sebase kanal hiicreleri (in ’t
Anker ve dig. 2004), cilt epitel hiicreleri (Wilson ve dig. 2011) ve bobrek i¢indeki tiibiiler
epitel hiicreleri gibi epitel hiicrelerine farklilastigi gosterilmistir (Mizuno 2010). Kemik iligi
naklindeki donor kemik iligi hiicreleri, endotel (Choi 1998, Lin ve dig. 2000), karaciger
(Petersen ve dig. 1999, Theise ve dig. 2000), pankreas adacik beta hiicreleri (Ianus ve dig.
2003, Lee ve Stoffel 2003), kalp (Quaini ve dig. 2002), beyin (Priller ve dig. 2001), tip 1
pnomositler (Krause ve dig. 2001), bobrek (Poulsom ve dig. 2001), glomeriiler mesangial
hiicreler (Masuya ve dig. 2003) ve diger organlara (Krause ve dig. 2001) farklilasma
potansiyeline sahip multipotent kok hiicreleri igerir. Yetiskin kok hiicrelerin genellikle,
kiiltiirde biyiitiildiiklerinde farklilasmamis bir durumda tutulmasi, izole edilmesi ve
saflastirilmast zor oldugu ve farklilasmamis bir durumda tutulmasi zor oldugu
disiiniilmektedir. Bu nedenle, yetiskin kok hiicrelerin viicut disinda biiyiitiilmesi i¢in
yontemler gelistirmek, su anda daha ileri klinik uygulamalarda hedeflenen kok hiicre
arastirmalarmin onceliklerinden biridir.

Kemik iligi kaynakh mezenkimal kék hiicreler (Ki-MKH), cesitli hiicrelere
farklilagabilen major multipotent mezenkimal kok hiicre gruplarindan biridir (Hattori ve dig.
2006; Keilhoff ve dig. 2006, Oswald ve dig. 2004). Ki-MKH’ nin gérevleri sitokinler, cesitli
biiylime faktorleri, ekstraseliller matriks proteinleri gibi maddeleri sentezlemek,
diizenlemek, hiicre-hiicre etkilesimleri diizenlemek ve hematopoeze dogrudan ve dolayli
olarak destek olmaktir (Tekeli ve dig. 2016, Tocci ve Forte 2003). Kemik iligi kaynakli
MKH’ ler giiniimiizde kemik iligi aspirasyonuyla fikol veya perkollun yogunluk
gradiyentinden faydalanarak toplanan mononiikleer hiicrelerin plastik yiizeye yapisarak
cogaltilmas1 ve pasajlanmasiyla ya da manyetik boncuklar kullanilarak floresan aktive hiicre

ayirma (FACS) ile yapilan taramayla elde edilirler (Harel ve Harel 2013, Tekeli ve dig.
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2016).Bu hiicrelerin; interlokin 1 alfa, interlokin 1 beta, interlokin 6, 7, 8, 11, 14, 15,
hepatosit bliylime faktorli, LIF, FGF, tiimor nekrozis faktorii gibi kemokin ve sitokinleri
sentezleyerek ve diizenleyerek hematopoeze destek olmaktadir. /n-vitro olarak ¢ogalabilirler
ve immiin ayricalikli 6zelliklere sahip olabilirler (Anjos-Afonso ve dig. 2004, Nauta ve
Fibbe 2007, Pittenger ve dig. 1999). Farklilasma yeteneklerinin fazla olmasi, migrasyon
ozellikleri, hasarli dokunun tamirine yardimci olmasi, genetik gegmislerinin kararli olmas,
tiimor olusturma riskinin diger kok hiicre tiirlerine gdre diisiik olmas1 gibi nedenlerle Ki-
MKH 'lerin bir¢cok hastaligi tedavi etmek i¢in gii¢lii bir aday ara¢ oldugu diisiintilmektedir
(Nauta ve Fibbe 2007, Tekeli ve dig. 2016). Klinik dncesi ¢alismalar Ki-MKH' lerin
norolojik bozukluklar iizerinde yararh etkilerini gdstermistir (Jing ve dig. 2014). KI-MKH'
ler sinir rejenerasyonunu (Wang ve dig. 2009) kolaylastirir, diyabetik ndropatiyi (Shibata ve
dig. 2008), multipl sklerozu (Bai ve dig. 2009) gelistirir ve inme sonrasi fonksiyonel
tyilesmeye yardimci olur (Chen ve dig. 2001).
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Cizim 1.7. Mezenkimal kok hiicre farklilasma potansiyeli ¢izimi. Caplan ve Bruder (2001)’
den uyarlanmustur.

e Noral kok hiicreler

Noral kok hiicreler (NKH) ii¢ ana hiicre tipine farklilasabilir: néronlar, astrositler ve

oligodendrositler (Kehat ve dig. 2001) (Cizim 1.8). Beynin ventrikiiler bolgesinde tespit
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edilmis olan NKH'ler, ndroblastlari, 6nciil hiicreleri ve astrositleri icerir. Hepsi, bu hiicrenin
tanimlanmasina izin veren GFAP (glial fibril asidik protein) ve glikoprotein CD133 gibi
proteinleri eksprese eder. Lateral ventrikiillerde (ependimal hiicreler) cogu NKH sessizdir
ve aktif boliinme gergeklestirmez. NKH'ler, sinir onciillerinin spesifik bir belirteci olan
nestini eksprese eder. Ayrica, hipokampiisiin NKH'leri beynin hafiza fonksiyonunda 6nemli
bir rol oynamaktadir. NeuN ve kalbindin gibi noronal markerleri eksprese ederler
(Levenberg ve dig. 2002). NKH'ler glial benzeri hiicrelere farklilagabilmektedir (Assady ve
dig. 2001). Bunlarin, endise, depresyon, hafiza bozulmasi ve bazi beyin tiimorleri gibi beyin
hastaliklarini iyilestirme potansiyeline sahip olduguna inanilmaktadir (Alison ve Islam
2009). Ayrica, bu hiicrelerin omurilik yaralanmalarina bagl paralizilerin tedavisinde
kullanilabilecekleri soylenmektedir (Itskovitz-Eldorve dig. 2000, Wilmut ve dig. 1997).

Noronal Koruma

Oligodendrosit

Cizim 1.8. Noral kok hiicre farklilagsmasi sematik ¢izimi. Tang ve dig. (2017)’den
uyarlanmastir.

1.2. Aquaporinler
Membran gecirgenligi 1950'lerden itibaren tanimlanmaya baglanmistir. Coziinmiis
molekiillerin zarda bulunan 'porlar' (gdzenekler) yoluyla kiitle akis1 olarak gegisi ozmoz
olarak tanmimlanmis ve ¢oziinmiis molekiiliin gegirgenlik ve ozmotik etkisinin bariyerin
yapisma bagli oldugunu anlagilmistir (Mauro 1957). 1950'lerde eritrosit ve bobrek tubiil
gecislerinin (permeasyonunun) arastirmalarina dayanarak, suyun hizli hareketine izin veren
bu porlar1t membran proteinlerinin olusturdugu diisiiniilmektedir (Preston ve dig. 1993).

Bununla birlikte, bu proteinlerin fonksiyonu aquaporinlerin kesfine kadar anlagilammaistir ve
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aquaporinlerin kesfi ile membran gegirgenliginin degerlendirilmesi degismis ve suyun
hareketinin ¢6ziinmiis maddelerden bagimsiz olabilecegi anlasiimistur.

Peter Agre ve ekibi, eritrositler ve bobrek proksimal tiibiilerinden hiicre membran
iskeletiyle iliskili (Denker ve dig. 1988) yeni 28 kDa bir integral membran proteinini izole
edip saflastirmigtir. Baglangicta, hiicre iskeletiyle hiicre membrani arasindaki baglantiya
dahil oldugu diisiiniilmekteydi. NH2 amino asit dizisinin, lensin 26 kDa Major Intrensek
Proteini (MIP) ile % 37 benzestigi ve Ozdeslestigi goriildiigiinde bunun gap-junction
bolgelerinin 6zel bir bileseni oldugu diisiinilmiistiir (Gorin ve dig. 1984). Daha sonra
yapilan bazi ¢caligmalarda 28 kDa protein ile farkl tiirlerden MIP kanal ailesinin diger iiyeleri
arasinda amino asit sekans 6zdeslikleri (benzerligi) tespit edilmistir (Pao ve dig. 1991, Smith
ve Agre 1991), homo-tetramerik kompleks yapisinda 28 kDa proteinin varligini
dogrulamustir.

Preston ve Agre’nin 1991 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, 269 amino asit kalintisinin
(rezidiisiniin) amino asit sekansi (dizisi) analiz edilmistir ve eDNA'y1 izole etmislerdir
(Preston ve Agre 1991). Su anda CHIP28 (28 kDa'lik kanal benzeri integral membran
proteini) olarak adlandirilan 28 kDa'lik bir yap1 tanimlamislardir (Denker ve dig. 1988,
Preston ve dig. 1992, Preston ve Agre 1991).

Su kanallarinin kesfedilmesindeki basarisi i¢in Peter Agre, iyon kanallar1 tizerindeki
yapisal ve mekanik ¢alismalar1 nedeniyle ortak olarak Roderick MacKinnon'a da verilen
2003 y1l1 Kimya Nobel Odiilii'nii almustir.

AQP proteinlerinin suyun biyolojik zarlar boyunca pasif tasinmas ile iliskisini kesin
olarak dogrulamakla kalmadi, ayn1 zamanda bir¢ok arastirmacinin da ilgisini ¢ekmistir ve
bunun sonucunda da aquaporin ile ilgili arastirmalarda bir patlamaya neden olmustur.
AQP1'in kesfedilmesinden Once, su tasinmasi ile ilgili olduklar1 bilinmese de ayni protein
ailesinden; Escherichia coli gliserol kolaylastiricis1 (Richey 1972) ve sigir mercek lifinin ana
i¢ proteini gibi diger proteinler (Gorin ve dig. 1984) bilinmekteydi.

Agre ve dig. Tarafindan 1993'te “Aquaporin” isminin verilmesinden bugiine kadar,
hayvan, bitki ve mikroorganizmalar dahil olmak {izere tiim yasam formlarinda
organizmalarda binbesyliziin lizerinde aquaporin kesfedilmistir (Agre ve dig. 1993, Gupta
ve dig. 2012). Memelilerde ¢esitli fizyolojik islevlerde yer alan on ii¢ aquaporin izoformu
(AQPO - AQP12) bulunmustur. Filogeni agact Cizim 1.9’ da gosterilmektedir (Krane ve
Goldstein 2007).

Hidropati grafikleri ve primer sekanslara dayanarak, {i¢ sinif aquaporin vardir. Birinci

smif, ortodoks AQP’ leri igerir (AQPO, AQP1, AQP2, AQP4, AQP5, AQP6 ve AQPS),
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AQP6 hari¢ bunlar agirlikli olarak su segici AQP’lerdir (AQP6 klor iyon kanalidir). Ayrica
AQPS su disinda hidrojen peroksite (H202) de gegirgendir (Yasui ve digerleri, 1999). Ikinci
smif AQP’ ler AQP3, 7, 9 ve 10' u igeren su ve iire, gliserol, hatta arsenit gibi ndtr ¢ozlinen
maddelerin gegisine izin veren aquagliseroporinlerdir (Agre ve dig. 2002, Ishibashi ve dig.
2009, King ve dig. 2004). Ugiincii sinif AQP’ ler, AQP11 ve AQP12’ yi igerir; en son
kesfedilen AQP’lerdir ve bu yiizden daha az anlagilmiglardir. Farkli NPA motiflerine
sahiptirler, “siiperaquaporinler” olarak adlandirilirlar ve Cizim 1.9 da gosterildigi gibi
digerlerine gore farkli bir alt gruptadirlar (Ishibashi ve dig. 2009). Su gegirgenligi diistik
ancak gliserol, amonyak, borik asit ve silikon gibi substratlara gecirgenligi yiiksek olan
bir¢ok yeni aquaporin ailesinin kesfedilmesiyle birlikte, “aquaporin” (su tagman por) isminin
yaniltict oldugu anlasildi. Bunun 1s181inda, pek ¢ok arastirmaci bu siradist aquaporinleri
smiflandirmak i¢in aquagliseroporin ve siiperaquaporin gibi terimler Onermislerdir
(Ishibashi 2006, Kayingo ve dig. 2001, Nozaki ve dig. 2008, Rojek ve dig. 2008).
Memelilerde bulunan bu aquaporinlerin viicutta bulunduklar1 yerler degiskenlik

gostermektedir (Cizelgel.2).

AQP 11
AQP 12

AQP 8
TIP
(Arabidopsis)

AQP 0,1,2,4,5,6
AQPZ
AQP 3,7,9,10 (E.Coli)

GlpF (E.Coli)

Cizim 1.9. Insan aquaporin filogeni agaci; 1. Simf — mavi, 2. Simf — kirmizi, 3. Sinif — yesil
olarak gosterilmistir. Ishibashi ve dig. (2009)’ dan uyarlanmaistir.

Jung ve arkadaslar1 aquaporin yapisinin "Kum Saati modeli" ni 6nerdi (Jung ve dig.
1994). Ek olarak, yiiksek ¢Oziiniirliklii aquaporin yapilari, her bir monomerin membran
boyunca bir gdzenek olusturmasiyla birlikte, aquaporinlerin 6ncelikle homotetramer olarak
bulundugunu ortaya koymustur (Eriksson ve dig. 2013, Fu ve dig. 2000, Horsefield ve dig.
2008, Kirscht ve dig. 2016, Tornroth-Horsefield ve dig. 2006). Aquaporin monomeri,

16



sitoplazmada yer alan hem amino hem de karboksi termini ile bes halkadan (Loop A - Loop
E) ile birbirine baglanmis alt1 transmembran a-heliksten (Heliks 1 - Heliks 6) olusmaktadir.
B ve E halkalar1 (loop), asparajin-prolin-alanin (NPA) aquaporin motifini igermektedir
(Mitsuoka ve dig. 1999, Pao ve dig. 1991).

Cizelge 1.2. Aquaporinlerin doku dagilimi. Ishibashi ve dig. (2009)’ dan uyarlanmuistir.

A0P | AQP [AQP [ AQP [ AQP [ AQP [ AQP [ AQP [ AQP [ AQP | AQP | AQP | AQP
] 1 : 3 4 & 6 7 8 9 10 11 12

Kalp - + - + + + - + - + . +

Beyin - + - - + - - - _ ¥ _

Giz + + - + + - - - - - _

Gizvas: beri - - - - + + - - - - -

Tiikriik bezi - + . - - - - - s

Kulak - + - - + + + + + + -

Akeiger = + = + + + = = - + =

Karaciger - + - - + - - - + + _

Pankreas - - - - . + - + I R - _ +

Bobrek - + - - - - + - ; - - +

Safra kesesi - + - - + + - - - - -

Dalak = + = - - - - B _ + ~

Alide - + - + + + i + + _ + T

Barsaklar - + . - - - N + + + + +

Kadmn Ureme - + - - - - + + + +

Sistemi

Erkek Ureme + + + - - - - + + + & +

Sistemi

Mesane - + + + - - - - - - - _

Deri - : - - - + - - - - +

Tskelet kan - + - - - + R + N T

Diizkas - + - - - - - - -

Yag dokusu - = - + - - - + - + +

Aquaporinlerin genel katlanmasi ve topolojisi, aquaporin familyas: i¢inde yiiksek
oranda korunmaktadir. Substrat spesifitesi, aquaporinlerin gozeneklerinde iki bolgeden
olusan bir secicilik filtresi ile yonetilir. Birinci bolge protonlar1 gézeneklerden gegmesini
engelleyen korunan NPA bdlgesidir (Murata ve dig. 2000). NPA bdlgesi protonlarin veya
pozitif yliklii herhangi bir molekiiliin gegmesini engelleyen net bir pozitif ylik olusturur.
Protonlarin  aquaporin goézeneklerinden ge¢mesi, hiicrelerin zar potansiyelinin
siirdiiriilmesinde hayati dneme sahiptir (Tajkhorshid ve dig. 2002). ikinci bélge, aromatik
arginin (ar/R) bolgesidir (de Groot ve dig. 2003). Ar/R bolgesindeki bu amino asitler,

substratin por boyunca gegirgenligini belirler. Mutasyon ¢aligmalari, aquaporinlerin substrat
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seciciligini, ar/R bolgesinde nokta mutasyonlari olusturarak degistirmenin miimkiin
oldugunu gostermistir (Beitz ve dig. 2006, Eriksson ve dig. 2013, Kirscht ve dig. 2016b,
Kitchen ve Conner 2015, Wallace ve Roberts 2005).

Farkli kosullara uyum saglamak icin canli organizmalar, hiicrelerinde bulunan
aquaporinlerin fonksiyonunu diizenler. Aquaporinlerin diizenlenmesi, ihtiyaca bagl olarak,
farkli aquaporin izoformlarnin, belirli hiicre tiplerinde ifade edildigi transkripsiyon
seviyesinde baglar. Ornegin, memelilerde, AQP2 ve AQP4 gibi suya dzgii aquaporinler,
bobrek hiicrelerinde eksprese edilirler ve idrardan suyun geri emilerek su kaybini
onlerlerken, AQP7 ve AQP9 gibi aquagliseroporinler adipoz dokularda ve karaciger
hiicrelerinde eksprese edilir ve bu dokularda gliseroliin gecirgenligini kolaylastirmaktadirlar

(Day ve dig. 2014, King ve dig. 2004).

A EC A C

Cizim 1. 10. (A) Insan AQP1'in topolojisi, her biri bir NPA motifini (mavi / mor ve yesil
kiireler) barindiran korunmus bir halka ile li¢ transmembran alanin tandem tekrarlarini
gostermektedir; turuncu kiire, civaya duyarl sistin kalintisin1 temsil eder. (B) AQPL'in
tersiyer yapisi, (C) Dort monomer tarafindan olusturulan AQP1 tetrameridir. Groot ve dig.
(2003) uyarlanmustir.

Ozmolaritede degisiklikler gibi diger dis kosullarin (Johansson ve dig. 1996), pH
degisiminin (Shelden ve dig. 2009, Tournaire-Roux ve dig. 2003) ve Ca*? gibi iki degerlikli
katyonlarin konsantrasyonunun (Gerbeau ve dig. 2002, Németh-Cahalan ve Hall 2000,
Verdoucq ve dig. 2008) bazi aquaporin izoformlarinda su gegirgenligini modiile ettigi

bildirilmistir. Kalsiyuma (Ca*®" ya ek olarak, manganez (Mn*?) ve kadminyumun da (Cd*?)
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bazi AQPleri inhibe ettigi goriilmiistiir (Verdoucq ve dig. 2008). Civanin bir¢ok aquaporini
inhibe ettigi gosterilmis olmasina ragmen, bazi aquaporinlerin civa duyarsiz oldugu

bildirilmistir (Calamita ve dig. 1995).

1.1.2.  Aquaporin 1 (AQP1)

Aquaporin 1, ilk bulunan AQP’dir ve en ¢ok calisma yapilan AQP’dir. Esasen bir
endotel AQP'idir, ancak tiim endotellerde eksprese edilmemistir. Insanlarda ve
kemirgenlerde kilcallarda ve veniillerde tanimlanmis, ancak kiigiik arterlerde bulunmamstir
(Devuyst ve dig. 1998). Vaskiiler bir bilesen olarak AQP1’in doku dagilimi ¢ok genistir
(Cizelge 1.2) AQP1 eksprese eden baska hiicre tipleri de vardir; ancak bunlarin ¢gogundaki
islevi hala belirsizligini koruyor. Daha once tarif edildigi gibi, AQPI eritrositlerde, proksimal
tiibiillerdeki apikal ve bazolateral plazma zarlarinda, Henle'nin inen ince kolunda ve
bobregin vaskiiler endotelinde bulunur (Preston ve dig. 1992). Ayni1 zamanda beynin koroid
pleksusunda da bulunur (Gunnarson ve dig. 2004, Nielsen ve dig. 1995). Safra kanallarinin
apikal membraninda eksprese edilir (Tietz ve dig. 2003) ve son zamanlarda suyun yani sira
nitrik oksite (Herrera ve Garvin 2007) ve karbon dioksite (Cooper ve Boron 1998, Nakhoul
ve dig. 1998) gecirgen oldugu goézlenmistir. Aquaporin 1, anjiyogenezde hiicre gociiniin
uyarilmasinda rol oynamaktadir (Monzani ve dig. 2009). Cesitli tiirlerde ¢cogalan timor
mikrodamarlarinda giiglii bir sekilde eksprese edilir (Endo ve dig. 1999, Saadoun ve dig.
2002). AQP1 null farelerde tiimor biiylimesi ve metastazi, timor mikrovaskiiler gelisiminin
zayiflamasinin sonucu olarak belirgin sekilde azalmistir (Verkman ve dig. 2008). AQP1 null
fareler idrar1 konsantre edememektedir; ayrica bu farelerde proksimal tiibiiliin ve inen vasa
rektanin su gecirgenligi azalmis olarak bulunmustur (Agre ve Nielsen 1996). AQP1 null
insanlarda (Colton-null), toplayic1 kanallarda ve / veya vasa rektada su gegirgenliginin
azalmasi gibi belirgin bir klinik yan etki yoktur (Huebert ve dig. 2011, King ve dig. 2001).
AQPI1'nin karaciger sirozunda asir1 eksprese edildigini ve anjiyogenez, fibroz ve portal

hipertansiyonu destekledigi bulunmustur (Huebert ve dig. 2011).

1.1.3.  Aquaporin 3 (AQP3)

[k defa bobregin toplayict kanalmin bazolateral membraninda tanimlanmistir (Ma ve
dig. 2000). Gliserol intrinsik protein veya AQP3 olarak adlandirilmistir ve suya ek olarak
gliserol ve iire de tagtyabilmektedir. Gastrointestinal hiicrelerin epitelinde (Laforenza ve dig.
2005) eksprese edilir. Ust solunum yolu bazal hiicrelerinde ve alveollerde tip II

pnomositlerinde, apikal ve bazolateralde bulunur (Kreda ve dig. 2001). Ayrica eritrositlerde
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de ekprese edilmektedir (Roudier ve dig. 2002). AQP3 ile ilgili aragtirma alanlarindan biri,
cilt neminin diizenlenmesindeki roliidiir; keratinositlerin bazal katmanlarinda bulunur ve cilt
yenilenmesini ve timor gelisimini etkiledigi gosterilmistir (Verkman ve dig. 2008). AQP3
null fareler, ¢ok kuru bir cilt gelistirmistir. Bununla birlikte, gliserol ve / veya artan AQP3
ekspresyonuna asirt maruz kalma, bazal cilt kanseri hiicrelerini uyarmaktadir. AQP3 null
farelerin cilt tiimorleri 6nemli 6l¢iide inhibe edildigi, gliserol ve gliserol kolaylastirma up-
regiilasyonunun keratinokarsinomay1 destekleyebilecegi hipotezi i¢in kanitlar saglanmistir
(Verkman ve dig. 2008). Artmis gliserol taginmasi ayrica kolon kanseri ve pulmoner
kanserle de iliskilendirilmistir (Ishibashi ve dig. 2009). Kiiltiirde, magnezyumun AQP3
ekspresyonunu arttirdig1 bildirilmistir. Bu, antasitler, miishiller, diyabet tedavisi ve benzeri
gibi magnezyum igeren ilaclarm, potansiyel olarak tiimor bliylimesini kolaylastirabilecegini

diistindiirmiistiir (Okahira ve dig. 2008).

1.1.4.  Aquaporin 7 (AQP7)

AQP7 ilk olarak sigan testisten klonlanmistir (Ishibashi ve dig. 1997) ve gliserolii de
tasidig1r bulunmustur. Bununla birlikte, insanlarda ilk 6nce yag dokusunda tespit edilmistir
(Kuriyama ve dig. 1997). Bu dokudaki rolii, glukoneogenez i¢in gerekli olan gliserolii
saglamaktir (Kuriyama ve dig. 2002). Ek olarak, Aqp7 null farelerin uzun siireli aghiginda,
gliseroliin yag dokusundan karacigere mobilizasyonu yetersiz miktarda olmus ve sonug
olarak derin hipoglisemi olusmustur. Adiposit biiytikligii artmis ve karin i¢i yag miktar1 da
artmistir. Viicut yag kiitlesinde ciddi artisa sebep olarak obezitede rol oynadigi gosterilmistir
(Hara-Chikumave dig. 2005). AQP7'nin ayrica, bobreklerde gliserolii yeniden emdigi (King
ve dig. 2004, Skowronski ve dig. 2009) bulunmugtur. Tartigmali olmasina ragmen, AQP7
infertil erkek hastalarin spermlerinde iretilmemistir ve bunu infertilite nedeni olarak
belirtilmistir (Saito ve dig. 2004). AQP7 tasima fonksiyonunun civa ile inhibisyonu AQP-7
izoformuna baglidir. Xenopus oositlerinde, sicanlarda ve farelerde eksprese edilen AQP7
civa tarafindan inhibe edilmez (Ishibashi ve dig. 1997), ancak insanda AQP7 eksprese eden

oositlerde, fonksiyonunun tamamen inhibe edildigi gosterilmistir (Kuriyama ve dig. 1997).

1.1.5. Aquaporin 9 (AQP9)
Aquaporin 9, lokositlerden (Ishibashi ve dig. 2009) ve osteoklast farklilagmasi

sirasinda ekspresyonda artan osteoklastlardan klonlanmigtir (Aharon ve Bar-Shavit 2006).
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Ure tastyicist olarak tanimlandig1 ve ayrica gliserol alim mekanizmasina da dahil oldugu igin
karacigerin hepatositlerin bazolateral membraninda bol miktarda bulunmaktadir.
Memelilerde, AQP7 ve AQP9 iireten maya hiicrelerinin arsenik tasmimi gergeklestirdigi
gortilmiistiir (Liu ve dig. 2013). Karacigerde gliserol alimimin kolaylastirilmas1 (Maeda ve
dig. 2009) ve beyinde glikoz metabolit kanali olarak ¢alismak (Badaut ve dig. 2014)
AQP9'un fonksiyonlar1 aradindadir. Karacigerde AQP9 ekspresyonu degerlendirildiginde
erkek sicanlarin disilere gore daha diizgiin bir ekspresyon gosterdigi belirtilmistir (Nicchia
ve dig. 2001). Uzun siireli achk sirasinda AQP9, mRNA ve protein seviyesinde
arttirillmaktadir ve yeniden besleme ile normale donmektedir. Sigan karacigerindeki
Aquaporin 9 seviyeleri, indiiklenen diabetes mellitus ile artar ve insiilin ile normallesir
(Carbrey ve dig. 2003, Kuriyama ve dig. 2002). Yiiksek insiilin seviyelerine ragmen, obez
insiiline direngli leptin reseptorii mutant farelerde (Ieprdb / leprdb), AQP9 seviyeleri biiyiik
Olgtide artmustir. Aquaporin 9 null fareler anormal gliserol ve glukoz metabolizmasi
gostermemektedir. Plazma gliserol seviyelerinde belirgin bir artis olmasina ragmen, iire ve
glukoz seviyeleri normal Ol¢iilmiistiir (Rojek ve dig. 2008). Hem AQP7’nin hem de
AQP9’un arsenik gegirgenligi de goriilmiistiir (As (OH)s; Liu ve dig. 2002). AQP7 ve AQP9

iireten maya hiicrelerinin arsenik taginimi gergeklestirdigi goriilmiistiir (Liu ve dig. 2013).

1.1.6. Aquaporin 10 (AQP10)

AQP10 ilk defa Hatakeyama ve arkadaslar1 tarafindan tanimlanmistir (Hatakeyama ve
dig. 2001). Tanimladiklar1 AQP10 proteini sadece ince bagirsagin proksimal kisimlarinda,
duodenum ve jejunumda gozlenmistir ancak ince bagirsagin distal kismi olan ileumda
gbzlenmemistir.

[k zamanlarda AQP10 kanalindan sadece su gecisi oldugu, gliserol gecisinin olmadig1
goriilmiistiir. Bagka calismalarda AQP10’un hem su hem gliserol gegisine izin veren daha
uzun farkl bir izoformu bulunmustur. Bulunan ilk formun ¢evreden etkilenerek kisaldigi ve
bundan dolay1 fonksiyonunun degistirildigi One siiriilerek ilk forma AQP10sv ismi
verilmistir ve bulunan ikinci formun ger¢ek AQP10 oldugu kabul edilmistir (Morinaga et al.
2002). Her iki versiyon da ince bagirsagin insan duodenumunda ve jejunum hiicrelerinde,
ince bagirsakta kapiller endotel hiicrelerinde AQP10sv ve epitelde AQP10 bulundugu
goriilmiistiir (Li ve dig. 2005). Aquaporin 10'un fizyolojik Onemi heniiz tam olarak
¢coziilmemistir. AQP10'un daha yakin bir zamanda, kolera gibi hastaliklarla baglantili olarak

diizenlendigi gosterilmistir. Vibrio cholerae, koleraya neden olan ajandir ve hala diinyada
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cok sayida Oliime neden olmaktadir. Bakteriler, epitel hiicrelerini ince bagirsakta kolonize
eder ve kolera toksini salgilar, bu da kusma ve ishal nedeniyle biiylik miktarda viicut sivis1
kaybina neden olan bir salg1 yanitina yol agar. Kolera hastalarinda akut faz sirasinda AQP10
ve AQP10sv dahil olmak {iizere birkag membran tasiyicisinin ekspresyonu diisiik
bulunmustur (Flach ve dig. 2007).

1.3. Yaslanma

Yaslanma stirecinde insan viicudunda doku ve organlarin rejenere olma yetenegi
onemli Olciide azalir. Bazi bilim adamlari, dokuya 6zgii yetiskin kok hiicreleri ne kadar
yasliysa insanlarin o kadar yaslh oldugunu séylemislerdir (Peng ve dig. 2013, Sharpless ve
DePinho 2007). Yaslanma, ¢esitli dokularda ve organlarda, 6rnegin bagigiklik sisteminin
bozulmasi, cilt kirilganlhigi, kardiyak fonksiyon bozuklugu, kemik dejenerasyonu ve artmis
kanser gelisimi riski gibi fonksiyonel bir azalma ile ilgilidir. Hiicresel yaslanma, etkilenen
hiicrelerin fonksiyonunda ve replikasyon kapasitesinde degisikliklere yol agan karmagik bir
fenotiptir. Farkli protokoller, kiiltiir kosullar1 ve hiicre tipleri, farkli yaglanmaya neden olur.
Bununla birlikte, in vitro, yaslanan hiicreler genellikle karakteristik olarak genislemis,
diizlesmis bir morfoloji sergilerler (Sethe ve dig. 2006). Yashlik G1 biiylimesinin geri

dontiisli olmayan bir durmasi (arrest) ile karakterizedir.

Bu durma, hiicre dongiisiiniin ilerlemesini indiikleyen genlerin baskilanmasina, hiicre
dongiisiinii inhibitorlerinin artmasma (Campisi 2005), metilasyonun global artmasina
(Christensen ve dig. 2009) ve YKH’ nin multipotensi 6zelliginin diismesine (Sethe ve dig.
2006) yol agmaktadir.

1.3.1. SOD1 (Siiperoksit Dismutaz 1)
Insanlarda, baz1 genetik varyasyonlarin insan émrii ile iliskili oldugu rapor edilmektedir.
Bu genler GH/IGF-1/INS yolagt ile iligkili IGF1R, GHR ve FOXO3A; DNA hasar1 sinyali
ve onarim yolagi ile iligskili WRN, MLH1 ve TP53 ve pro/antioksidan yolag: ile iligkili
SOD1, SOD2 ve PONL gibi genlerdir (Castro ve dig. 2000, Donehower 2005, Flachsbart
ve dig. 2009, Van Heemst ve dig. 2005, Kim ve dig. 2006, Willcox ve dig. 2008). Reaktif
oksijen tiirleri (ROS) biyomolekiillerde hasar olusturarak yaglanmanin hizlanmasi ve
yasam siiresinin kisalmasina sebep olmaktadir. Antioksidan ve diger hiicre redoks

durumunu modiile edici enzim sistemleri, tiim intraselliiler ve hatta ekstraselliiler
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kompartimanlardaki reaktif oksijen tiirlerine (ROT) kars1 birinci derece savunma olarak
etki etmekteirr. Bu enzimlerin en 6nemlileri, siiperoksit dismutazlar (SOD), glutatyon
peroksidaz, katalaz ve peroksiredoksinlerdir. SOD’lar ilk tanimlanan antioksidan
enzimlerdir (McCord ve Fridovich 1969). Insan hiicrelerinde ii¢ farkli tip SOD ifade
edilmistir; agirlikli olarak sitoplazmada bulunan SOD1, mitokondriyal mangan SOD2 ve
hiicre dis1 SOD3. Bu SOD’larin hepsi oksijen radikalini molekiiler oksijene
ayrigtirabilmektedir (KARIHTALA ve SOINI 2007). Bu SOD’un bilinen tek faaliyetidir.
SOD1, SOD2 ve SOD3 hiicrenin farkli boliimlerinde yer aldiklari i¢in serbest radikal
detoksifikasyonunda birbirlerinin yerini alamazlar. SOD1, amiyotrofik lateral skleroz
(FALS), Parkinson hastali§i, Alzheimer hastaligi, dang hummasi, kanser, Down sendromu,
katarakt ve ¢esitli norolojik bozukluklar gibi ¢esitli hastaliklarda rol oynamaktadir (Noor
ve dig. 2002). SOD’lar arasinda SOD1 yaygin olarak bulunmaktadir ve toplam SOD’un
%90’ 11 kapsamaktadir. Bu her yerde bulunan ve aktivite i¢in Cu ve Zn gerektiren enzim,
biiyiik fizyolojik 6neme ve terapotik bir potansiyele sahiptir (Noor ve dig. 2002). SOD1
aktivitesini artiran genetik manipiilasyonlarda bazi tiirlerde maksimum yasam stiresi
iizerinde hafif bir artig etkisi olmakla birlikte direk SOD1 diizeylerinin arttirilmas,
maksimum yasam siiresini 6nemli 6l¢tide arttirir (Kim ve dig. 1994). Yapilan ¢aligmalarda,
SOD'un yaslanma karsit1 durumlarda (anti-aging, uzun 6miir) ve dejeneratif hastaliklarda

onemli bir rol oynadigini 6ne siirmektedir (Noor ve dig. 2002).

1.3.2. COL1Al (Kollajen 1 alfa 1)
COL1ALI geni, iki tane alfa 1, bir tane alfa 2 zincirinden olusan {i¢lii heliksin olusturdugu
kollajen tip 1 molekiiliiniin pro-alfa 1 zincirini kodlar. Tip 1 baglayic1 dokularda fazla
oranlarda bulunan fibril formlu kollajendir ve kemik, kornea, dermis ve tendonlarda
yiiksek oranda bulunmaktadir. Insanda 17 kromozomun q21.33 lokusuna lokalize olmustur

(Biondi ve dig. 1976).

Yapilan caligmalarda yaglh hiicrelerde COL1A1 ifadesinin, geng hiicrelere gore 2,9 kat
artt1g1 gosterilmistir (Han ve dig. 2018).

1.4. ADIPOJENIK FARKLILASMA VE iLIiSKiLi GENLER
LEPTIN

Gelisim sirasinda, multipotent mezenkimal kok hiicrelerin adiposit, kas ve kikirdak
hiicrelerine doniistiigli goriilmistiir (Watt 1991). Yerlesik 6nceden hazirlanmis hiicre

hatlarinin (6rnegin, 3T3-L1, 3T3-F442A ve Obl7 hatlar1) mevcudiyeti, adiposit
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farklilagma programinin, hiicre kiiltiiriiniin kontrollii kosullar altinda incelenmesini
miimkiin kilmistir. Kiiltiirde uygun sekilde uyarildiginda, bu hiicreler farklilagmaya
ugrarlar ve adipositlerin biyokimyasal ve morfolojik fenotiplerini kazanirlar (Green ve
Meuth 1974, Green ve Kehinde 1974, Cornelius ve dig. 1994, Mandrup ve Lane 1997,
Hwang ve dig. 1997).

Leptin, oncelikle adipositlerde eksprese edilen ob geninin bir tirtiniidiir. Leptin reseptorleri
(LEPR'ler) genis capta dagilmistir. Leptinin enerji homeostazi ve ndroendokrin, iireme ve
immiin fonksiyon tizerinde pleiotropik etkileri bulunmaktadir (Procaccini ve dig. 2012).
Bir immiinomodiilator olarak Leptin, dncelikle yag hiicrelerinde, ayrica plasenta gibi diger

organlarda da iiretilir (Gambino ve dig. 2010).

Insanlarda, leptin geni, 7q32 kromozomunda bulunur ve 20 kilobaz (kb) DNA'y1 kapsayan
i¢ ekzon ve iki introndan olusur. Gen, 167 amino asidin salgilanan bir proteini kodlar.
Leptin, sitokin ailesinin bir tiyesidir ve reseptorii (LEPR), gp130 sitokin reseptorleri

grubuyla benzerliklere sahiptir.

Yapilan ¢alismalarda Leptin ekspresyonu ve saliminin, kiiltiirde preadipositlerden olgun

adipositlere farklilagsma sirasinda yiikseldigi goriilmiistiir (Salmerdn ve dig. 2015).

ADFP (Adipojenik Farkhlasma ile liskili Protein, Perilipin 2, Plin2)

Hiicre i¢i lipid damlaciklarmin (LD'ler) metabolizmasiyla iliskili bir protein olan ADFP
(Perilipin 2, Plin2), lipid depolanmasindaki roliinden dolay1 lizerinde arastirmalar yapilmis
bir proteindir. ADFP ekspresyonunun manipiilasyonu ile yagli karaciger, insiilin direnci ve
tip 2 diyabet (T2D), kardiyovaskiiler hastalik, ateroskleroz, sarkopeni ve kanser gibi ¢esitli
metabolik ve yasa bagli hastaliklarin olusumunda rol oynadigi goriilmiistiir (Conte ve dig.

2016).

ADFP bir¢ok yerde eksprese edilir ve lipit damlaciklarinin olusumunda 6nemli bir rol
oynar (Brasaemle ve dig. 1997, Imamura ve dig 2002, Targett-Adams ve dig. 2003). ADFP
ekspresyonunun hepatositlerdeki lipit damlacig igerigi ile korele oldugunu gosteren
caligmalar bulunmaktadir (Motomura ve dig. 2006). Lipit damlaciklarinda bulunan,
adiposit olusumu ile artan ADFP farklilagma gdstergesi olarak kullanilmaktadir (Junker ve
dig. 2010).
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2, AMAC

Aquaporinler hiicre i¢i olaylar1 dogrudan ve dolayl olarak etkileyen; ayn1 zamanda bu
molekiillerin taginmasiyla hiicrenin anlik olarak degisen fiziksel kosullara cevap vermesini
saglayan onemli unsurlardir. Aquaporin gesitleri ve sayilarindaki degisimler ile hiicrenin
fonksiyonlar1 degisebilmektedir. Bu sebepten 6tiirli kok hiicrelerin farklilasabilme 6zelligi
ile birlikte ele alindiginda hiicrelerdeki aquaporin tipi ve sayilarindaki degisimler hiicre
islevlerini degistirme potansiyeline sahiptirler. Aquaporinlerle ilgili ¢ok sayida arastirma
yapilmistir. Bu degisimin kok hiicreler tizerinde ne kadar etkili olacag ise literatiirde acikca
yer almamaktadir. Mezenkimal kok hiicrelerin aquaporinleri ile ilgili ¢calisma azdir ve
mezenkimal kok hiicrelerin aquaporin profil degerlendirmesi daha once yapilmamuistir.
Aquaporinler ve kok hiicre caligmalarina bakildiginda aquaporinlerle ilgili ¢aligmalarin
hastaliklarin tanisi, ilerleyisi ve tedavisi gibi konularda yogunlastigi (Hubbard ve dig. 2017,
Soveral ve dig. 2017); kok hiicre ile ilgili ¢aligmalarin hastaliklarin tedavisinde yogunlastigi
(Wei ve dig. 2013) fark edilmektedir. Klinik agidan umut vaad eden kok hiicre tedavilerini
planlamak g6zlemlemek ve yol haritasi olusturmak adina yardimci olabilecek her adim bilim
adina ¢ok onemlidir. Hiicre yasaminda 6nemli rolleri olan aquaporinlerin kok hiicre yasam
dongiisiinde, farklilagsmalarmmda da onemli rolleri bulunmaktadir (Avola ve dig. 2016).
Mezenkimal kok hiicrelerde ileri ve erken pasajlarda hiicre yapilar1 farkli olmaktadir
(Kundrotas ve dig. 2016). iKI-MKH nin farklilasmasiyla AQP profillerindeki degisimler

ortaya konmamustir.

Hiicre kiiltiirii calismalarinda siirekli olarak ayni hiicre hattinin kullanilmasi1 uzun
stirede hiicreler lizerinde birtakim morfolojik ve biyokimyasal degisikliklere yol agmaktadir.
Bu degisiklikler hiicrelerin islevlerini etkilemekte ve hatta farklilastira-bilmektedir. Hiicre
yaslanmasi (senescence) olarak gdzlemlenen bu siire¢ kok hiicrelerin temel islevleri olan
cogalma ve farklilagma Ozelliklerini etkileyebilmektedir. Sinyal yolaklar1 ve gen
ekspresyonlarinin degismesi ile ortaya ¢ikan bu degisikliklerin tanimlanmasi ve etkilerinin
ortaya konmasiyla bu siireci degistirecek etkin yontemler gelistirilebilir. Yaslanma ile
farklilagma potansiyeli arsinda bir iliskinin var oldugu bilinse de aquaporinlerin bu siirecteki

degisimi daha 6nce incelenmemistir.

Bu calismada amacimiz; kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin aquaporin
profilini degerlendirmek, aquaporinler ve mezenkimal kok hiicrelerin farklilagma

potansiyeli arasmda bir iliski olup olmadigmni incelemek ve ileri pasajda hiicrelerin
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yaslanmasi ile aquaporin degisimi arasindaki iliskiyi degerlendirmektir. Ve elde elde edilen

bilgilerle literatiirdeki biiyiik bilgi eksikliginin giderilmesini hedefliyoruz.
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3. YONTEM

3.1. Hiicre Karakterizasyonu- Flow Sitometri

Calismamizda dondurulmus hiicre koleksiyonunda bulunan insan kemik iligi kaynakli
mezenkimal kok hiicre kullanilmigtir. Hiicreler kullanilmaya baslanmadan Once,
karakterizasyonu ile ilgili datalar degerlendirilmistir. MKH karakterizasyonu CD105, CD73,
CD90, CD44, CD13, CD166, CD29, CD45, CD15, CD5, CD7, CD14, CD34 belirtegleri

kullanilarak flow sitometri analizi ile yapilmistir.

3.2. Hiicrelerin Coziilmesi ve Hiicre Kiiltiirii

Hiicreler %10 fetal sigir serumu (FBS) ve %1 penisilin/streptomisin antibiyotigi iceren
DMEM besiyeri icerisinde 37°C sicaklik ve %5 CO2’li nemli ortamda inkiibe edilmistir.
Hiicrelerin her 3 gilinde bir besiyeri degistirilerek ve yaklasik %70 hiicre sikisikligina
ulastiklarinda 0.25% trypsin enzimi yardimiyla yiizeyden kaldirilmis ve uygun boyutlarda
kiiltiir kaplarmna tekrar ekilerek pasajlanmistir. Her pasajlama islemi sirasinda bir miktar
hiicre dondurulmus ve diger hiicre grubuyla deneylere devam edilmistir. Hiicre dondurma
islemi %35 FBS %60 bazal besiyeri ve %5 DMSO ortamimda hiicreler direk -152°C
dondurucuya konarak yapilmistir. Gerekli oldugu durumlarda tekrar donudurucudan alinan
hiicreleri ¢6zme islemi 37°C su banyosunda yapilmistir. Coziinen hiicreler FBS iceren
besiortamina aktarildiktan sonra 1600 rpm'de 5dk santrifiij edilerek yikanmis
ve hizla DMSO'nun (dimetilsiilfoksit) uzaklasmasi saglanmistir. Coziilen hiicre sayisi ve

canlilig1 belirlendikten sonra gerekli goriilen miktarda ekim yapilmaistir.

3.3. Adipojenik Farkhlasma ve Oil Red O Boyamasi

Insan kemik iligi kaynakli mezenkimal k&k hiicreleri Pasaj 3 ve Pasaj 8’ e geldiginde,

2

kiiltiir kaplarinin cm®’sine 3000 hiicre seklinde hesaplanarak ekilmistir. Adipojenik

farklilagma i¢in literatiire gore besiyeri hazirlanmistir (Karadz ve dig. 2010).
Adipojenik Farklilasma Besiyeri:

¢ %10 FBS,

¢ 0,5 mM izobutil-methylksantin,
*10°° M deksametazon,

¢ 10 pg/ml insiilin,

¢200 uM indometazin ve

¢ %1 penisilin-streptomisin
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e -DMEM

Hiicreler, deney planina gore gruplandirilip isimlendirilmistir. Farklilasmanin sifirinct
giinii, birinci giinii, tiglincll giini, yedinci giini, ondordiincii giinii ve yirmibirinci giiniinde
plana gore farklilasma sonlandirilmigtir. Farklilasmasi sonlandirilan hiicrelerden deney
planma gore immiinfloresan yapilacak grup i¢in paraformaldehit fiksasyonu yapilmistir.
Elisa ve Gen Ekspresyonu yapilmasi planlanan hiicreler pellet haline getirilip —80°C

dondurucuya kaldirilmastir.

Adipojenik farklilasmaya alinan hiicrelerde yaklasik 7-8. giinlerde hiicre ici lipit
birikimi gézlenmeye baslanmistir. Farklilasmanin 21. giiniinde hiicre igi biriken lipidlerin
goriintiilenebilmesi igcin Oil Red O histolojik boyamas1 yapilmistir. Once hiicreler %4
Paraformaldehit (PFA) (Merck) ile 15 dk. oda 1sisinda inkiibe edilmistir. Sirasiyla PBS ve
distile su ile yikanan cam lameller lizerindeki hiicreler son olarak %60 2-propanol (Sigma-
Aldrich) ile 5 dk oda 1s1sinda inkiibasyona birakilarak fiksasyon iglemi yapilmistir. Oil Red
O (Sigma-Aldrich) Isopropanol ile 0,3 gr/100 ml olacak sekilde stok soliisyon hazirlanmistir.
Hiicreler, 3:2 oraninda distile su ile dilue edilen stok soliisyonda 1 saat 37°C’de inkiibe

edilmistir. Boyanan hiicre i¢i lipidler mikroskop ile gosterilmistir.

3.4. Immiinfloresan Boyama

Adipojenik farklilasmanin ilgili giiniine gelen P3 ve P8 hiicreler ve farklilasmaya
alinmayan P3 ve P8 hiicreler %4 PFA (Merck) ile 15 dakika oda 1sisinda inkiibe edilerek
fikse edilmistir. Fiksasyon sonrasi immiinfloresan boyama prosediirii uygulanmistir.
Immiinfloresan boyamalar igin hiicreler uygun blok serumda 20 dk inkiibe edilmistir. Blok
serum sonrasinda anti-AQP1 (Santa-Cruz), anti-AQP3 (abcam), anti-AQP7 (Santa-Cruz),
anti-AQP9 (Santa-Cruz), anti-AQP10 (Thermo) antikorlar1 ile +4 °C’de gece boyu
inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra PBS ile yikanan ornekler floresan boya eklenmis
uygun sekonder antikorlar ile oda sicakliginda 1,5 saat inkiibe edilerek isaretlenmistir.
Baglanmayan antikorlarin uzaklastirilmasi i¢in yikama yapildiktan sonra, son agama olarak,
niikleer boya igeren kapatma medyumu DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) (Fluoroshield
Mounting Medium With DAPI (ab104139) Abcam) ile kapatilmistir. Ornekler konfokal

mikroskop ile (DMI 8 Confocal Microscope, Leica) incelenerek fotograflanmustir.
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3.5. Gen Ekspresyon Analizi

Gen ekspresyon analizi i¢cin Once hiicrelerden RNA izolasyonu, RNA dizisinden
cDNA sentezi ve sonrasinda Real-Time PCR gergeklestirilmistir. Hiicre kiiltiirii
islemlerinden sonra hiicreler once tripsin-EDTA (%0,25) ile yiizeyden kaldirilarak iki kez
soguk (4°C) DPBS ile yikanip ve 1,5 mL santrifiij tiiptinde 300g 5 dakika santriflij edilerek
hiicre peletleri elde edilmistir. RNA izolasyonu i¢in GeneJET RNA Purification kiti
(Thermo Scientific, Dreieich, Almanya) kullanilmistir. Kit protokoliinde belirtildigi gibi
orneklere liziz tamponu eklenerek hiicreler parcalanmistir. Santrifiij ile ¢6zlinmeyen parcalar
8000g kuvvette 5 dak siire igerisinde ¢oktiiriilmiistiir. Stvi kisim alinarak saf etanol ile (3:1)
karistirildiktan sonra sivi dogrudan saflastirma kolonuna eklenmistir. RNA 6rnekleri filtrede
immobilize edilmisken kitin yikama tampon ¢ozeltileriyle yikanmistir. Sonra temizlenen
RNA fragmanlarinin kolondan ¢6ziinmesi i¢in kolona 30 pL eliisyon ¢ozeltisi (10 mM Tris-
HCI tamponu, pH 7,5) eklenerek RNA siv1 faza aktarilmistir. Santrifiij (13000g, 2 dakika)
ile siv1 kolondan ayristirilarak RNA ¢ozeltisi elde edilmistir. Orneklerin saflig1 ve miktar:
Picodrop cihaziyla (Picodrop, Hinxton, Ingiltere) dl¢iilmiistiir. Tiim drneklerde safligin

istenilen 1,8-2,0 araliginda oldugu saptanmustir.

cDNA sentezi i¢cin Maxima H Minus First Strand ¢cDNA sentez kiti (Thermo
Scientific, Waltham, MA, ABD) kullanilmistir ve kit tiretici firmasmin belirttigi protokol
uygulanmustir. Uretici firmanm protokoliine uyularak 2 pg RNA 6rnegi, oligo-dT primerleri
(5 uM), RNase inhibitorii ve reverse transkriptaz enziminin (50 mU/ pL) yardimiyla cDNA
sentezi termal dondiiriicii cihaz (Takara, Tokyo, Japonya) gerceklestirilmistir. Denatlirasyon
ve priming islemi i¢in karisim 25°C, 5 dk; reaksiyon i¢cin 46°C, 20 dk; ve inaktivasyon i¢in

95°C, 1 dk tutularak cDNA sentezi ger¢eklestirilmistir.

Gen ekspresyon analizi i¢in Bright Green 2x gPCR master (Abcam, Cambridge, MA,
ABD) ¢ozeltisi kullanilmistir. Gen ekspresyon analiz yontemi olarak SYBR floresan boya
temelli bir Olglim yaklagimi tercih edilmistir. Sentezlenen c¢cDNA Ornekleri (100
ng/reaksiyon) genlere 6zel primerlerle (30 nM, Cizelge 3.1) birlikte master karisimi
icerisinde Real Time PCR cihazinda (LightCycler480-II, Roche, Rotkreuz, Isvigre)
cogaltilmistir. Cogalan her ¢ift zincirli banda baglanan SYBR boyasimnin artmasiyla 1s1ma
artarak bantlarin c¢ogalmasi Ol¢iilmiistiir. ActB geni referans geni olarak caligmada
kullanilmigtir. Cihaz okumasindan ve Cp degerinin cihaz tarafindan belirlenmesinden sonra

AACp degeri referans genine gore normalize edilerek ve kontrol grubuna gore
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hesaplanmistir. Degerler aksi bir durum belirtilmemigse kontrol grubuna gore kat artis ya da

kat azalig degerlerinde ifade edilmistir.

Cizelge 3. 2. Gen ve primer dizileri

Gen Primer Dizisi (5’ - 3°)
AQP1 GAGCCCTGGCTGTACTCATC
ATTTGGGCTTCATCTCCACCC
AQP3 CACTCTGGGCATCCTCATCG
GGGCCCGAAACAAAAAGCTG
AQP7 GTCTATGTGCTGGGGCAGTT
CCACGAGGATGCCTATCACC
AQPY TTCTTGGGAGCCTTTGTGGG
TGCGTTCGCCAGAGATAGAT
AQP10 GTACTCATGCTCCTCACCCAAG
GGACTCCCTTGTTCCGTCTG
L eptin GCCCTATCTTTTCTATGTCC
P TCTGTGGAGTAGCCTGAAG
ADFP CCGTAAAGACCTCTATGCC
CTCAGTAACAGTCCGCCTA
SOD1 CGGATGAAGAGAGGCATGTT
CACCTTTGCCCAAGTCATCT
Collal CCTTTCTGCTCCTTTCTCCA
AGCAACACAGTTACACAAGG
ActB TTCTACAATGAGCTGCGTGTG
GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA
3.6. ELISA

Hiicrelerde degisen AQP oranlarmin sayisal olarak belirlenebilmesi icin ELISA
yontemi tercih edilmistir. Hiicrelerde ifade edilen AQP-1, -3, -7, -9 ve -10 protein miktar
tayini igin sandvi¢ yaklasimi temelli ELISA kitleri (Shanghai YL Biotech) kullanilarak
iretici firmanim 6nerdigi protokole gore gerceklestirilmistir. Kisaca, 40 pL 6rnek ve 10 pL
antikor deney sivisi icerisine eklenerek 37°C’de, 60 dk inkiibe edilmistir. Yikama ve
kromojen ¢ozeltisinin eklenmesinden sonra 37°C’de 10 dk inkiibe edilmistir ve asidik ¢ozelti
eklenerek reaksiyon durdurulmustur. Olusan renk degisiminin dl¢lilmesi i¢in 6rnekler 450

nm dalga boyunda sogurmasi spektrofotometrede (SpectraMax Microplate Reader,
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Moleculer Devices, Downingtown, PA, USA) belirlenmistir. Sonuglarin normalizasyonu

i¢in toplam protein miktart BCA (Bisikoninik asit deney) yontemiyle 6lgiilmiistiir.

ELISA kitlerinin dlgebilecegi asgari protein miktarlar1t AQP-1, -3, -7, -9 ve -10 i¢in
sirasiyla 0.25 ng/mL, 0.313 ng/mL, 0.5 pg/mL, 0.156 ng/mL, 0.2 pg/mL olarak ve bu Kitlerin
Oletiigli protein miktarinin hassasiyeti AQP-1, -3, -7, -9 ve -10 i¢in sirasiyla 0.09 ng/mL,
0.126 ng/mL, 0.22 pg/mL, 0.054 ng/mL, 0.12 pg/mL olarak kit {ireticisi tarafindan

belirlenmistir.

Toplam protein 6l¢limii icin BCA yontemi kullanilmistir. %1 BCA ¢6zeltisi (Sigma)
ve %4 bakir siilfat (Sigma) ¢ozeltisi 50:1 oraninda Onceden karistirilarak yesil renkli
soliisyon elde edilmistir. 20 pL 6rnek ve 200 ul. BCA soliisyonu 96-kuyucuklu platelerde
37°C 30 dk inkiibe edilmistir. Protein varliginda mor renge doniisen sivinin 562 nm dalga
boyunda sogurmasi VIS-spektrofotometresi (VersaMax, Molecular Devices, ABD)
kullanilarak belirlenmistir. Olgiimlerde BSA ¢ozeltisi (0.5 pg/mL - 3.0 pg/mL) standart

olarak kullanilmastir.

3.7. Hiicre Sayimi

P3 ve P8’de glinlere gore yapilan AQP1 AQP3, AQP7, AQP9, AQP10 immiinfloresan
boyama sonrasi, boyanan antikorun hiicre membraninda gosterdigi 1sima siddeti ve
yaygmlhigi degerlendirildi (Furat Rencber ve dig. 2018, Guzel ve dig. 2011). Hiicrelerdeki
AQP ekspresyon yogunlugu deperlendirilirken 6 farkli alanda 100 hiicre sayildi ve sayilan
hiicrelerdeki boyama yogunlugu; 0, boyama yok; 1, zayif boyama; 2, orta boyama; 3, yogun
boyama olacak sekilde literatiire gore degerlendirildi (Furat Rencber ve dig. 2018, Guzel ve

dig. 2011). Elde edilen sonuglar istatistiksel olarak karsilastirild.

3.8. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel degerlendirme, IBM SPSS 20.0 (SPSS Inc. Chicago, IL, USA) paket
programi ile yapildi. Normal dagilima uygunluk testi Kolmogorov-Smirnov Testi ile
degerlendirildi. Normal dagilim gosteren niimerik degiskenler ortalama +/- standart sapma,
normal dagilim gostermeyen niimerik degiskenler medyan (25. persantil - 75. Persantil)
olarak verildi. Gruplar arasindaki farklilik normal dagilima sahip olan niimerik degiskenler
icin tek yonlii varyans analizi ile (ANOVA) testi ile degerlendirildi. p<0,05 istatistiksel
olarak anlamlilik i¢in yeterli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Iinsan Kemik iligi Kaynaklh Mezenkimal Kok Hiicrelerin Karakterizasyonu

Calismamizda dondurulmus hiicre koleksiyonunda bulunan insan kemik iligi kaynakl
mezenkimal kok hiicre kullanilmigtir. Kullanilmaya baslanmadan 6nce, karakterizasyonu ile
ilgili datalar degerlendirilmistir. Yapilan flow sitometri analizinde MKH analizlerinde
beklendigi gibi CD105, CD73, CD90, CD44, CD13, CD166, CD29 belirtecleri pozitif
bulunurken CD45, CD15, CD5, CD7, CD14, CD34 belirtegleri negatif bulunmustur (Cizim
4.1).
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Cizim 4.1. iKiI-MKH flow sitometri sonuclar1. (+) Belirtegler: CD105, CD73, CD90, CD44,

CD13, CD166, CD29. (-) Belirtegler: CD45, CD15, CD5, CD7, CD14, CD34

4.2. Hiicrelerin Kiiltiirde Pasaj 3 ve Pasaj 8’e Getirilmesi

Deneyde kullanilmak iizere ¢oziilen P2 iKi- MKH’ i sayildi ve uygun flasklara

ekilmistir. Ertesi giin degerlendirildiginde hiicreler yapistigi ve cogalmaya basladigi

goriilmiistiir. Farkli flasklara ekilen hiicrelerin pasajmni ilerletmek i¢in uygun yogunluga

ulasmasi beklenmistir (Cizim 4.2, Cizim 4.3, Cizim 4.4, Cizim 4.5).
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Cizim 4.2. P2 iKi-MKH’lerin 2. Giin faz-kontrast mikroskop ile elde edilen fotomikrografi
(40X biiyiitme).

Cizim 4.3. P2 iKi-MKH’lerin 3. Giin faz-kontrast mikroskop ile elde edilen
fotomikrografi (40X biiyiitme).
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Cizim 4.4. P2 iKi-MKH’lerin faz-kontrast mikroskop ile elde edilen fotomikrografi (100X
biiyiitme).

Cizim 4.5. iKI-MKH’lerin P2 faz-kontrast mikroskop ile elde edilen fotomikrografi (100X
biiyilitme).

34



4.3. Adipojenik Farkhlasmanin Gosterilmesi
4.3.1. Adipojenik farkhilasmanin faz-kontrast mikroskop ile gosterilmesi
P3 ve P8 olan hiicreler adipojenik farklilasmaya alimmustir. Farklilasma
indiiksiyonunun ilk giinlerinde hiicreler morfolojik olarak degerlendirilmistir. Hiicrelerde
mezenkimal kok hiicre morfolojisi goriilmektedir; hiicreler uzamis igsi, fibroblasta benzer

bir yapida goriinmektedir (Cizim 4.6, Cizim 4.7).

Cizim 4.6. P3 adipojenik farklilasma grubu 0.giin faz-kontrast mikroskop ile elde edilen
fotomikrografi (100X biiylitme).

Cizim 4.7. P3 kontrol grubu 0.giin faz-kontrast mikroskop ile elde edilen fotomikrografi
(200X biiyiitme).
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iKi-MKH’ nin adipojenik farklilagsma indiiklenmesi 21 giin boyunca devam etmistir.
0-7. gilinler arasinda mikroskopik olarak belirgin morfolojik degisiklikler farkedilmemistir.
Hiicrelerin morfolojisi iKi-MKH’e benzer bulunmustur (Cizim 4.8). Adipojenik
farklilagsmay1 gosteren morfojik degisikliklerden olan hiicre i¢i lipit vakuoller 7. Giin
gozlenmeye baslanmistir (Cizim 4.9, Cizim 4.10). Hiicrelerin morfolojisi daha yuvarlak ve
poligonal olarak goriilmiistiir. Adipojenik farklilagsma grubu 14. Giinde, 21. Giinde adiposit
ve adiposit i¢i lipit damlaciklarinin miktar1 artmigtir (Cizim 4.11, Cizim 4.12, Cizim 4.13,
Cizim 4.14).

Cizim 4.8. iKI-MKH adipojenik farklilasma (AF) grubu faz-kontrast mikroskop ile elde
edilen fotomikrografi (200X biiyiitme) A) P3-AF 1.Glin, B) P3-AF 3.Giin C) P§-AF 1.Giin
D) P3-AF 3.Giin.
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Cizim 4.9. P3 adipojenik farklilasma grubu 7.giin faz-kontrast mikroskop ile elde edilen
fotomikrografi (400X biiyiitme). Sar1 ok; adiposit hiicresi ve igindeki lipit damlaciklari, sar1
ok bas1; mezenkimal kok hiicreyi gostermektedir.

Cizim 4.10. P3 adipojenik farklilagsma grubu 14.giin faz-kontrast mikroskop ile elde edilen
fotomikrografi (400X biiyiitme). Sar1 ok; adiposit hiicresi ve i¢indeki lipit damlaciklari, sar1
ok bas1; mezenkimal kok hiicreyi gostermektedir.
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Cizim 4.11. P3 adipojenik farklilasma grubu 21.giin faz-kontrast mikroskop ile elde edilen
fotomikrografi (200X biiyiitme). Sar1 ok; adiposit hiicresi ve igindeki lipit damlaciklari, sar1
ok bas1; mezenkimal kok hiicreyi gostermektedir.

Cizim 4.12. P8 adipojenik farklilagsma grubu 7.giin faz-kontrast mikroskop ile elde edilen
fotomikrografi (200X biiyiitme). Sar1 ok; adiposit hiicresi ve i¢indeki lipit damlaciklari, sar1
ok basi; mezenkimal kok hiicreyi gostermektedir.
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Cizim 4.13. P8 adipojenik farklilasma grubu 14.giin faz-kontrast mikroskop ile elde edilen
fotomikrografi (200X biiyiitme). Sar1 ok; adiposit hiicresi ve igindeki lipit damlaciklari, sar1
ok bas1; mezenkimal kok hiicreyi gostermektedir.

Cizim 4.14. P8 adipojenik farklilagsma grubu 21.giin faz-kontrast mikroskop ile elde edilen
fotomikrografi (200X biiyiitme). Sar1 ok; adiposit hiicresi ve i¢indeki lipit damlaciklari, sar1
ok bas1; mezenkimal kok hiicreyi gostermektedir.
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4.3.2. Adipojenik farkhilasmanin Oil-Red O boyamasi ile gosterilmesi

Adipojenik farklilagsma indiiklenmesi sonucu adiposit olusumu ve hiicre i¢i lipit
damlaciklar1 faz mikroskobuyla goriintiilendikten sonra adipojenik farklilagmay1
dogrulamak i¢in Oil Red O boyamas1 yapilmistir. Pasaj 3 ve pasaj 8 farklilagmis hiicrelerin
icindeki lipit damlaciklar1 konfokal mikroskopla goriintiilendiginde kirmizi kesecikler

olarak izlenmektedir (Cizim 4.15, Cizim 4.16).

Cizim 4.15. P3 adipojenik farklilasma 21.glin konfokal mikroskop ile elde edilen
fotomikrografi. Sar1 ok; adiposit hiicresi i¢indeki lipit damlaciklarmi, sar1 ok basi; hiicrenin
niikleusunu gostermektedir.

Cizim 4.16. P8 adipojenik farklilagma 21.giin konfokal mikroskop ile elde edilen
fotomikrografi. Sar1 ok; adiposit hiicresi i¢indeki lipit damlaciklarini, sar1 ok basi; hiicrenin
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niikleusunu gostermektedir.

4.3.3 Adipojenik farklilasmanin gen ekspresyonu ile gosterilmesi

Adipojenik farklilasmay1 dogrulamak i¢in, RT-PCR ile farklilagsmanin 0, 3, 7, 14 ve
21 giinlerinde adipogenik farklilagsma belirteci olarak diisiiniilen Leptin ve ADFP gen
ekspresyonu analizi yapilmustir.

Leptin degerlerindeki degisimler, farklilasma grubunda kontrole gore kiyaslandiginda
P3’te 1. gilinde, 3. Glinde 7. Gilinde ve 21. Giinde istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0,05). P8’de 1. giinde, 3. Giinde 14. Giinde ve 21. Giinde istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0,05). P3 ve P8 karsilastirildiginda farklilasma grubunda 0. Giinde, 1.
Giinde, 3. Giinde ve 21. Giinde istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05)
(Cizim4.17). Leptin gen ekspresyonu P3 ve P8’de 1. Giinde 0. Giine gore diismiistiir.
Farklilasma grubunda P3’te 21. Giinde istatistiksel bir artis olmustur ancak en yiiksek Leptin
gen ekspresyonu P8 21. Giinde bulunmustur (Cizim4.18). Leptinin farklilasma grubunda

yiiksek bulunmasi farklilagsma oldugunu gostermektedir.
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Cizim 4. 17. Zamana gore Leptin gen ekspresyonu grafigi. A¢ik mavi siitun, P3 kontrol
grubu; yesil siitun, P3 farklilasma grubu; kirmizi siitun, P8 kontrol grubu; mor siitun, P8
faklilagsma grubu Leptin gen ekspresyonu dl¢timleridir.
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Cizim 4. 18. Leptin gen ekspresyonu Olglimlerinin zamana gore ¢izgi grafigi. P3
kontrol grubu mavi ¢izgi; P3 farklilasma grubu yesil ¢izgi; P8 kontrol grubu kirmizi ¢izgi;
P8 faklilasma grubu mor ¢izgi ile gosterilmistir.

ADFP gen ekspresyonundaki degisimler, farklilagma grubunda kontrole gore
kiyaslandiginda P3’te 1. giinde, 3. Giinde 7. Giinde; P8’de 1. giinde, 3. Giinde 7. Glinde ve
14. Giinde istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). ADFP gen ekspresyonundaki
degisimler P3 ve P8 karsilastirildiginda, farkhilasma grubunda 1. Giinde ve 3. Giinde
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05) (Cizim4.19). En yiiksek ADFP gen
ekspresyonu P3 farklilasma gurubu 21. Giinde bulunmustur (Cizim4.20).

Farklilagma grubunda 21. giinde adipojenik farklilagma belirteci olan Leptin gen
ekspresyonunun P3’te 10 kat, P8’de 70 kat arttigi; ADFP gen ekspresyonunun ise P3’te
yaklasik 76,73 kat arttigi bulunmustur. Hem Leptin hem ADFP gen ekspresyonlari

adipojenik farklilasmay1 dogrulamistir.
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Cizim 4.19. Zamana gore ADFP gen ekspresyonu grafigi. A¢ik mavi siitun, P3 kontrol
grubu; yesil slitun, P3 farklilasma grubu; kirmizi siitun, P8 kontrol grubu; mor siitun, P8
faklilasma grubu ADFP gen ekspresyonu Sl¢iimleridir.
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Cizim 4.20. ADFP gen ekspresyonu Ol¢iimlerinin zamana gore ¢izgi grafigi. P3 kontrol
grubu mavi ¢izgi; P3 farklilasma grubu yesil ¢izgi; P8 kontrol grubu kirmizi ¢izgi; P8
faklilasma grubu mor ¢izgi ile gdsterilmistir.

43



4.4. ELISA (Protein Ekspresyonu) Sonuclar

4.4.1. AQP1 protein ekspresyonu

AQP1 protein konsantrasyonu P3 ve P8’de kontrol ve farklilasma gruplarinda
yiikselme gostermektedir. Bir pik seviyesine ulastiktan sonra diismeye baslamaktadir. Bu
ylikselme, mitotik aktivitenin yiiksek oldugu gilinlerde gerceklesmektedir. AQPI
fonksiyonel bir su kanali oldugundan, hiicre ¢ogalma hizinin yiiksek oldugu zamanlarda

yliksek goriilmiistiir.

P3 farklilagma grubunda 1., ve 3. giinlerde dlgiilen AQP1 konsantrasyonu gittikce
yiikselmistir ve 7. Giinde en yiiksek degerine ulasmistir. Ilerleyen giinlerde hizhi bir diisiis
gostermistir. P8 farklilasma grubunda AQPI1 konsantrasyonu, 3. Giinde en yiiksek
Olgiilmiistiir. Ayn1 giine ait kontrol ve farklilasma gruplarmna bakildiginda en yiiksek
konsantrasyon farki 7. Ve 14. Giinde bulunmustur. P3 kontrol grubu 21. giin AQPI

konsantrasyonu 0. Giine gore daha diisiik bulunmustur (Cizim 4.21, Cizim 4.22).
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Cizim 4.21. AQP1 protein ekspresyonu 6lgiimleri. Agik mavi siitun, P3 kontrol grubu;
lacivert siitun, P3 farklilagsma grubu; acik eflatun siitun, P8 kontrol grubu; koyu mor siitun,
P8 faklilagsma grubu AQP1 degerleridir.

44



=
co
]

T | AQP1
Em
212
%10 —4—P3
g 8 N —x ~8—P8
b
5 j P3-F
N 6= P8-F
g 2

0

0 3 6 9 12 15 18 21
Zaman (Giin)

Cizim 4.22. AQP1 protein ekspresyonu dl¢timleri ¢izgi grafigi. P3 kontrol grubu mavi ¢izgi;
P3 farklilagsma grubu yesil ¢izgi; P8 kontrol grubu kirmizi ¢izgi; P8 faklilagsma grubu mor
cizgi ile gdsterilmistir.

4.4.2. AQP3 Protein Ekspresyonu

AQP3 protein konsantrasyonundaki yiikselmeler ve diismeler kismen AQP1 protein
eksprsyonuna benzemektedir. P3 ve P8’de kontrol ve farklilasma gruplarinda yiikselme
gostermektedir. Bir pik seviyesine ulastiktan sonra diismeye baslamaktadir. Bu yiikselme,

mitotik aktivitenin yiiksek oldugu giinlerde gerceklesmektedir.

AQP3 konsantrasyonu, P3 farklilasma grubunda 1. ve 3. Giinlerde gittikge
yiikselmistir ve 7. Giinde en yiiksek degerine ulasmustir. Ilerleyen giinlerde hizh bir diisiis
gostermistir ve farklilasmanin 21. Giiniinde 0. Giine gore daha diisiik bir deger 6l¢lilmiistiir.
P8 farklilasma grubunda AQP3 konsantrasyonu en yiiksek 3. Giinde 6lgtilmiistiir. P3 kontrol
grubu 21.giin AQP1 konsantrasyonu kontrole gore daha diisiik bulunmustur (Cizim 4.23,
Cizim 4.24).
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Cizim 4.23. AQP3 protein ekspresyonu Ol¢iimleri. Agik mavi siitun, P3 kontrol grubu;
lacivert siitun, P3 farklilagsma grubu; acik eflatun siitun, P8 kontrol grubu; koyu mor siitun,
P8 faklilasma grubu AQP3 degerleridir.
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Cizim 4. 24. AQP3 protein ekspresyonu Ol¢timleri ¢izgi grafigi. P3 kontrol grubu mavi ¢izgi;
P3 farklilagma grubu yesil ¢izgi; P8 kontrol grubu kirmizi ¢izgi; P8 faklilasma grubu mor
cizgi ile gosterilmistir.

4.4.3. AQP7 Protein Ekspresyonu
AQP7 protein konsantrasyonundaki ylikselmeler ve diigmeler kismen AQP1 ve AQP3

protein ekspresyonuna benzemektedir. P3 ve P8’de kontrol ve farklilasma gruplarinda
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yiikselme gostermektedir. Bir pik seviyesine ulastiktan sonra diismeye baglamaktadir. Bu

yiikselme, mitotik aktivitenin yiiksek oldugu giinlerde gerceklesmektedir.

AQP7 protein konsantrasyonu, P3 farklilasma grubunda 1. ve 3. Giinlerde gittikge
yiikselmistir ve 7. Giinde en yiiksek degerine ulasmustir. {lerleyen giinlerde diisiis hiz1 AQP1
ve AQP3 kadar hizli olmamustir, ancak farklilasmanin 21. Giiniinde 0. Giine gore daha diigiik
bir deger 6l¢iilmiistiir. P8 farklilasma grubunda AQP3 konsantrasyonu, 14. Giinde en yiiksek
Olciilmiistiir. 21. Giinde bir diisiis olsa da hala yiiksek seyretmektedir (Cizim 4.25, Cizim
4.26).
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Cizim 4.25. AQP7 protein ekspresyonu Ol¢iimleri. A¢ik mavi siitun, P3 kontrol grubu;
lacivert siitun, P3 farklilagsma grubu; acik eflatun siitun, P8 kontrol grubu; koyu mor siitun,

P8 faklilasma grubu AQP7 degerleridir.
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Cizim 4.26. AQP7 protein ekspresyonu dl¢timleri ¢izgi grafigi. P3 kontrol grubu mavi ¢izgi;
P3 farklilagsma grubu yesil ¢izgi; P8 kontrol grubu kirmizi ¢izgi; P8 faklilasma grubu mor
cizgi ile gdsterilmistir.

4.4.4. AQP9 Protein Ekspresyonu

AQP9 protein konsantrasyonundaki ylikselmeler ve diismeler kismen AQP1, AQP3 ve
AQP7 protein ekspresyonuna benzemektedir. P3 ve P8’de kontrol ve farklilasma gruplarinda
yiikselme gostermektedir. Bir pik seviyesine ulastiktan sonra diismeye baslamaktadir. Bu

yiikselme, mitotik aktivitenin yiiksek oldugu giinlerde gerceklesmektedir.

AQP9 protein konsantrasyonu, P3 farklilasma grubunda 1. ve 3. Giinlerde gittikge
yiikselmistir ve 7. Giinde en yiiksek degerine ulasmustir. Ilerleyen giinlerde hizh bir diisiis
gostermistir ve farklilasmanin 21. Giiniinde 0. Giine gore daha diistik bir deger 6lgtilmiistiir.
P8 farklilasma grubunda AQP9 konsantrasyonu, en yiiksek 7. Giinde 6l¢tilmiistiir. 21. Giinde
bir diisiis olsa da kontrole gore yiiksek seyretmektedir (Cizim 4.27, Cizim 4.28).
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Cizim 4.27. AQP9 protein ekspresyonu Ol¢iimleri. Agik mavi siitun, P3 kontrol grubu;
lacivert siitun, P3 farklilagsma grubu; acik eflatun siitun, P8 kontrol grubu; koyu mor siitun,
P8 faklilasma grubu AQP9 degerleridir.
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Cizim 4.28. AQP9 protein ekspresyonu dl¢limleri ¢izgi grafigi. P3 kontrol grubu mavi ¢izgi;
P3 farklilagma grubu yesil ¢izgi; P8 kontrol grubu kirmizi ¢izgi; P8 faklilasma grubu mor
cizgi ile gosterilmistir.
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4.4.5. AQP10 Protein Ekspresyonu

AQP10 protein konsantrasyonundaki yiikselmeler ve diismeler AQP1, AQP3, AQP7
ve AQP9 protein ekspresyonuna benzemektedir. P3 ve P8’de kontrol ve farklilasma
gruplarinda yilikselme gostermektedir. Bir pik seviyesine ulastiktan sonra diismeye

baslamaktadir. Bu yiikselme, hiicre boliinmesinin fazla oldugu giinlerde gergeklesmektedir.

AQP10 protein konsantrasyonu, P3 farklilasma grubunda 1. ve 3. Giinlerde gittik¢e
yiikselmistir ve 7. Giinde en yiiksek degerine ulasmistir. Ilerleyen giinlerde hizli bir diisiis
gostermistir ve farklilasmanin 21. Giiniinde 0. Giine gore daha diisiik bir deger ol¢lilmiistiir.
P8 farklilasma grubunda AQP10 konsantrasyonu, en yiiksek 3. Giinde Ol¢iilmiistiir. 21.
Giinde bir diisiis olsa da kontrole gore yiiksek seyretmektedir (Cizim 4.29, Cizim 4.30).
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Cizim 4.29. Zamana goére AQP10 protein ekspresyonu Slclimleri. A¢ik mavi siitun, P3
kontrol grubu; lacivert siitun, P3 farklilasma grubu; ag¢ik eflatun siitun, P8 kontrol grubu;
koyu mor siitun, P8 faklilagsma grubu AQP10 degerleridir.
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Cizim 4.30. AQP10 protein ekspresyonu olgtimleri ¢izgi grafigi. P3 kontrol grubu
mavi ¢izgi; P3 farklilasma grubu yesil ¢izgi; P8 kontrol grubu kirmizi ¢izgi; P8
faklilasma grubu mor ¢izgi ile gésterilmistir.

4.5. Gen Ekspresyonu Sonuclari

4.5.1. AQP1 gen ekspresyonu

AQP1 degerlerindeki degisimler, farklilasma grubunda kontrole gore kiyaslandiginda
P3’te 1. giinde, 3. Giinde ve 7. Giinde istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).
P8’de 1. giinde, 3. Giinde 14. Giinde ve 21. Giinde istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0,05). P3 ve P8 karsilastirildiginda farklilasma grubunda 7. Giinde istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p<0,05) (Cizim4.31). P3 ve P8’de hem kontrol hem farklilasma
grubunda O6nce diismiis sonra yiikselmistir. P3 farklilasma grubunda en yliksek AQP1 gen
ekspresyonu 14. Giinde bulunmustur. P8 farklilasma grubunda en yiiksek AQP1 gen

ekspresyonu ise 21. Giinde bulunmustur (Cizim4.32).
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Cizim 4.31. Zamana gore AQP1 gen ekspresyonu grafigi. A¢ik mavi siitun, P3 kontrol
grubu; yesil siitun, P3 farklilasma grubu; kirmizi siitun, P8 kontrol grubu; mor siitun, P8
faklilasma grubu AQP1 gen ekspresyonu ol¢iimleridir.
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Cizim 4.32. AQP1 gen ekspresyonu dl¢limlerinin zamana gore ¢izgi grafigi. P3 kontrol
grubu mavi ¢izgi; P3 farklilagsma grubu yesil ¢izgi; P8 kontrol grubu kirmizi ¢izgi; P8
faklilasma grubu mor ¢izgi ile gdsterilmistir.
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4.5.2. AQP3 Gen Ekspresyonu

AQP3 degerlerindeki degisimler, farklilagma grubunda kontrole gore kiyaslandiginda
P3’te 21. Giinde istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). P8’de 1. giinde, 7. Giinde
ve 21. Giinde istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). P3 ve P8 karsilastirildiginda
farklilagma grubunda 0. Giinde ve 21. Giinde istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0,05) (Cizim4.33). P3 ve P8’de hem kontrol hem farklilasma grubunda once diismiis
sonra yiikselmistir. Hem P3 farklilasma grubunda hem de P8 farklilasma grubunda en
yiiksek AQP1 gen ekspresyonu 21. giinde bulunmustur (Cizim4.34).
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Cizim 4.33. Zamana gore AQP3 gen ekspresyonu grafigi. A¢ik mavi siitun, P3 kontrol
grubu; yesil siitun, P3 farklilasma grubu; kirmizi siitun, P8 kontrol grubu; mor siitun, P8
faklilasma grubu AQP3 gen ekspresyonu dl¢iimleridir.
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Cizim 4.34. AQP3 gen ekspresyonu Ol¢iimlerinin zamana gore ¢izgi grafigi. P3
kontrol grubu mavi ¢izgi; P3 farklilasma grubu yesil ¢izgi; P8 kontrol grubu kirmizi
cizgi; P8 faklilagsma grubu mor ¢izgi ile gosterilmistir.

4.5.3. AQP7 Gen Ekspresyonu

AQP7 degerlerindeki degisimler, farklilasma grubunda kontrole gore kiyaslandiginda
P3’te 3. gilinde, 7. Giinde ve 21. Giinde istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).
P8’de 14. Giinde ve 21. Giinde istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). P3 ve P8
karsilagtirildiginda farklilasma grubunda 21. Giinde istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0,05) (Cizim4.35). P3 ve P8’de hem kontrol hem farklilasma grubunda 6nce diismiis
sonra yiikselmistir. Hem P3 farklilagma grubunda hem de P8 farklilasma grubunda en
yiiksek AQP7 gen ekspresyonu 21. Giinde bulunmustur (Cizim4.36). Protein ekspresyonu
ile karsilastrmali incelendiginde 21. Giinde diisen protein ekspresyonlarmim AQP7 gen
ekspresyonunu indiikledigini diisiindiirmiistiir. P8 farklilasma grubunda 21. Giinde protein
ekspresyonu, P3 21. Giindeki protein ekspreyonuna gore yiiksek bulunmustur ve korele
olarak P3 21. Giin AQP7 gen ekspresyonu P8 21. Giin gen ekspresyonuna gore yiiksek
bulunmugstur. Hiicrelerde AQP7 protein ekspresyonu diistiigiinde AQP7 gen ekspresyonu

artmis olarak bulunmustur.
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Cizim 4.35. Zamana gore AQP7 gen ekspresyonu grafigi. A¢ik mavi siitun, P3 kontrol
grubu; yesil siitun, P3 farklilasma grubu; kirmizi siitun, P8 kontrol grubu; mor siitun, P8

faklilasma grubu AQP7 gen ekspresyonu 6l¢iimleridir.
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Cizim 4.36. AQP7 gen ekspresyonu dlgiimlerinin zamana gore ¢izgi grafigi. P3 kontrol
grubu mavi ¢izgi; P3 farklilagsma grubu yesil ¢izgi; P8 kontrol grubu kirmizi ¢izgi; P8
faklilasma grubu mor ¢izgi ile gdsterilmistir.
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4.5.4. AQP9 Gen Ekspresyonu

AQP9 degerlerindeki degisimler, farklilasma grubunda kontrole gore kiyaslandiginda
P3’te 1. Giinde ve 21. Giinde istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). P8’de 1.
Gilinde ve 21. Giinde istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). P3 ve P8
karsilastirildiginda farklilasma grubunda 0. Giinde, 1. Giinde ve 21. Giinde istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p<0,05) (Cizim4.37). P3 ve P8’de hem kontrol hem farklilasma
grubunda Once diismiis sonra yiikselmistir. Hem P3 farklilasma grubunda hem de P8
farklilasgma grubunda en yiiksek AQP9 gen ekspresyonu 21. Giinde bulunmustur
(Cizim4.38). Protein ekspresyonu ile karsilastirmali incelendiginde 21. Giinde diisen protein
ekspresyonlarinin AQP9 gen ekspresyonunu indiikledigini diislindiirmiistiir. Hiicrelerde
AQP9 protein ekspresyonu diistiigiinde AQP9 gen ekspresyonu artmis olarak bulunmustur.
Olgiilen degerler incelendiginde adipojenik farklilasma ile AQP9 gen espresyonu arasinda

bir iligki oldugunu gdstermistir.
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Cizim 4. 37. Zamana gore AQP9 gen ekspresyonu grafigi. A¢ik mavi siitun, P3 kontrol
grubu; yesil slitun, P3 farklilagsma grubu; kirmizi siitun, P8 kontrol grubu; mor siitun, P8
faklilasma grubu AQP9 gen ekspresyonu dl¢timleridir.
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Cizim 4. 38. AQP9 gen ekspresyonu Ol¢iimlerinin zamana gore ¢izgi grafigi. P3 kontrol
grubu mavi ¢izgi; P3 farklilasma grubu yesil ¢izgi; P8 kontrol grubu kirmizi ¢izgi; P8
faklilasma grubu mor ¢izgi ile gosterilmistir.

4.5.5. AQP10 Gen Ekspresyonu

AQP10 degerlerindeki degisimler, farklilasma grubunda kontrole gore
kiyaslandiginda P3’te 21. Giinde istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). P8’de
21. Giinde istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). P3 ve P8 karsilastirildiginda
farklilasma grubunda 0. Giinde ve 21. Giinde istatistiksel olarak anlamli bulunmustur

(p<0,05) (Cizim4.39, Cizim4.40).
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Cizim 4.39. Zamana gore AQP10 gen ekspresyonu grafigi. A¢ik mavi siitun, P3 kontrol
grubu; yesil siitun, P3 farklilasma grubu; kirmizi siitun, P8 kontrol grubu; mor siitun, P8
faklilasma grubu AQP10 gen ekspresyonu dlgiimleridir.
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Cizim 4.40. AQP10 gen ekspresyonu Olciimlerinin zamana gore ¢izgi grafigi. P3
kontrol grubu mavi ¢izgi; P3 farklilasma grubu yesil ¢izgi; P8 kontrol grubu kirmizi
cizgi; P8 faklilasma grubu mor ¢izgi ile gdsterilmistir.
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4.5.6. SOD1 Gen Ekspresyonu

SOD1 gen ekspresyonu degerlerindeki degisimler, farklilasma grubunda kontrole gore
kiyaslandiginda P3’te 1. Giinde, 7. Giinde, 14. Gilinde ve 21. Gilinde istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p<0,05). P8’de 1. Giinde, 3. Giinde, 7. Giinde, 14. Giinde ve 21. Giinde
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). P3 ve P8 karsilastirildiginda farklilagma
grubunda 1. Giinde, 3. Giinde, 7. Giinde ve 14. Giinde istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0,05) (Cizim4.41). P3 ve P8’de hem kontrol hem farklilagsma grubunda 6nce
diismiis sonra yiikselmigtir. Hem P3 farklilasma grubunda hem de P8 farklilasma grubunda
en yiiksek SOD1 gen ekspresyonu 21. Giinde bulunmustur (Cizim4.42). Farklilagsma sonrasi
SOD1 gen ekspresyonunun pik yapmasi farklilasmayir destekledigini gostermistir.
Farklilagmanm 21. Giinli oksidatif strese karsi SOD1 gen ekspresyonu P3’te artarken

P8’deki artis onun kadar olmamustir.
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=27
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N
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Cizim 4.41. Zamana gore SOD1 gen ekspresyonu grafigi. A¢ik mavi siitun, P3 kontrol
grubu; yesil stitun, P3 farklilasma grubu; kirmizi siitun, P8 kontrol grubu; mor siitun, P8
faklilasma grubu SOD1 gen ekspresyonu dlgtimleridir.
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Cizim 4.42. SOD1 gen ekspresyonu dlglimlerinin zamana gore ¢izgi grafigi. P3 kontrol
grubu mavi ¢izgi; P3 farklilasma grubu yesil ¢izgi; P8 kontrol grubu kwrmizi ¢izgi; P8
faklilagma grubu mor ¢izgi ile gosterilmistir.

4.5.7. Collal Gen Ekspresyonu

Collal (collagen type 1 alpha 1 chain, kollajen 1 alfa 1) gen ekspresyonu
degerlerindeki degisimler, farklilasma grubunda kontrole gore kiyaslandiginda P3’te 14.
Giinde ve 21. Giinde istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). P8’de 1. Giinde ve
21. Giinde istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). P3 ve P8 karsilastirildiginda
farklilagsma grubunda 0. Giinde istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Cizim4.43). P3 ve
P8’de hem kontrol hem farklilasma grubunda 6nce diismiis sonra yiikselmistir. Hem P3
farklilasma grubunda hem de P8 farklilasma grubunda en yiiksek Collal gen ekspresyonu
21. Giinde bulunmustur (Cizim4.44). Farklilasma sonras1 Collal gen ekspresyonunun pik
yapmas1 farklilasmay1 destekledigini gostermistir. Farklilagsmanimn 21. Giinii oksidatif strese

kars1 Collal gen ekspresyonu P3’te ve P8’de benzer sekilde artmustir.
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Cizim 4.43. Zamana gore Collal gen ekspresyonu grafigi. A¢ik mavi siitun, P3 kontrol
grubu; yesil siitun, P3 farklilasma grubu; kirmizi siitun, P8 kontrol grubu; mor siitun, P8
faklilasma grubu Collal gen ekspresyonu Ol¢timleridir.
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Cizim 4.44. Collal gen ekspresyonu Olglimlerinin zamana gore ¢izgi grafigi. P3 kontrol
grubu mavi ¢izgi; P3 farklilagsma grubu yesil ¢izgi; P8 kontrol grubu kirmizi ¢izgi; P8
faklilasma grubu mor ¢izgi ile gosterilmistir.

4.6. Immiinfloresan Boyama Sonuclar
Adipojenik farklilagsmayr dogrulamak ve zamana gore AQP’ lerin goriiniislerini

belirlemek i¢in, 7. Giin ve 14. Giinde AQP1, AQP3, AQP7, AQP9 ve AQP 10 antikorlari ile
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immiinfloresan boyama yapilmistir. Boyamalarda niikleusu goriintiilemek icin 4°,6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI) uygulanmistir. Kullanilan sekonder antikora gore kirmizi ya
da yesil 1s1ma goriilmiistiir. (Cizim 4.45-4.79). Kontrol grubunda yapilan immiinfloresan
boyamada AQP1, AQP3, AQP7, AQP9 ve AQP10 pozitif goriilmiistiir (Cizim 4.45-4.54).
Kontrol grubunda ve bazi 7. Giin boyamalarinda AQP’ler farklilasmamis mezenkimal
hiicrelerin membraninda goériintiilenmistir (Cizim 4.45-4.56, 59-64, 67, 68, 71-73, 76, 77).
Farklilasmanm 14. Giiniindeki boyamalarda ve bazi 7. Giiniindeki boyamalarda adiposit i¢1
lipit damlaciklar1 immiinfloresan goriintiilemede dikkat cekmistir. Baz1 makaleler ve kitaplar
lipit damlaciklarinin etrafinda membran olmadigini s6ylese de baz1 makaleler damlaciklarin
etrafinda tek tabakali ve kendi proteinlerini iceren fosfolipit bir membrandan s6z etmektedir.
Bizim fotomikrograflarimizda da lipit damlaciklarinin etrafinda da pozitif 1s1ma goriilmiistiir
ve bu bize lipit damlaciklarinin etrafinda membran olabilecegini ve onun da kendine ait AQP

proteinleri olabilecegini diistindiirmiistiir (Cizim 57, 58, 65, 66, 69, 70, 74, 75, 78, 79).

4.6.1. Kontrol Grubu Fotomikrograflar
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Kontrol grubu AQP1 fotomikrograflart,

Cizim 4.45. Kontrol grubu P3 AQP1 immiinfloresan boyamanin konfokal mikroskobik
gorintiisi. Ok basgi, DAPT ile boyanmis niikleusu; ok, membrandaki AQP1 pozitif bolgeleri
isaret etmektedir (Olgiim ¢ubugu: 50 pm, 400X Biiyiitme).

Cizim 4.46. Kontrol grubu P8 AQP1 immiinfloresan boyamanin konfokal mikroskobik
gortintiisii. Ok basi, DAPI ile boyanmus niikleusu; ok, membrandaki AQP1 pozitif bolgeleri
isaret etmektedir (Ol¢iim ¢ubugu: 50 pm, 400X Biiyiitme).

Kontrol grubu AQP3 fotomikrograflart,
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Cizim 4.47. Kontrol grubu P3 AQP3 immiinfloresan boyamanin konfokal mikroskobik
gorintiisi. Ok basi, DAPT ile boyanmis niikleusu; ok, membrandaki AQP3 pozitif bolgeleri
isaret etmektedir (Olgiim ¢ubugu: 50 pm, 400X Biiyiitme).

0 MM V=

Cizim 4.48. Kontrol grubu P8 AQP3 immiinfloresan boyamanin konfokal mikroskobik
gortintiisii. Ok basi, DAPI ile boyanmus niikleusu; ok, membrandaki AQP3 pozitif bolgeleri
isaret etmektedir (Ol¢iim cubugu: 75 um, 400X Biiyiitme).

Kontrol grubu AQP7 fotomikrograflart,
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Cizim 4.49. Kontrol grubu P3 AQP7 immiinfloresan boyamanin konfokal mikroskobik
goriintiisii. Ok basi, DAPI ile boyanmis niikleusu; ok, membrandaki AQP7 pozitif bolgeleri
isaret etmektedir (Olgiim cubugu: 50 pm, 400X Biiyiitme).

Cizim 4.50. Kontrol grubu P8 AQP7 immiinfloresan boyamanin konfokal mikroskobik
gortintiisii. Ok basi, DAPI ile boyanmus niikleusu; ok, membrandaki AQP7 pozitif bolgeleri
isaret etmektedir (Ol¢iim cubugu: 50 um, 400X Biiyiitme).

Kontrol grubu AQP9 fotomikrograflart,

65



Cizim 4.51 Kontrol grubu P3 AQP9 immiinfloresan boyamanm konfokal mikroskobik
goriintiisii. Ok basi, DAPI ile boyanmis niikleusu; ok, membrandaki AQP9 pozitif bolgeleri
isaret etmektedir (Olgiim cubugu: 50 pm, 400X Biiyiitme).

Cizim 4.52. Kontrol grubu P8 AQP9 immiinfloresan boyamanin konfokal mikroskobik
gortintiisii. Ok basi, DAPI ile boyanmus niikleusu; ok, membrandaki AQP9 pozitif bolgeleri
isaret etmektedir (Olgiim cubugu: 50 um, 400X Biiyiitme).

Kontrol grubu AQP10 fotomikrograflari;
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Cizim 4.53.Kontrol grubu P3 AQP10 immiinfloresan boyamanin konfokal mikroskobik
goriintiisii. Ok basi, DAPI ile boyanmis niikleusu; ok, membrandaki AQP10 pozitif bolgeleri
isaret etmektedir (Olgiim cubugu: 50 pm, 400X Biiyiitme).

Cizim 4.54. Kontrol grubu P8 AQP10 immiinfloresan boyamanin konfokal mikroskobik
gortintiisii. Ok basi, DAPI ile boyanmus niikleusu; ok, membrandaki AQP10 pozitif bolgeleri
isaret etmektedir (Ol¢iim ¢ubugu: 50 pm, 400X Biiyiitme).

4.6.2. Farkhlasma Grubu Fotomikrograflan
Farklilagma grubu AQP1 fotomikrograflari;
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Cizim 4.55. Farklilasma grubu 7. gin P3 AQP1l immiinfloresan boyamanin konfokal
mikroskobik goriintiisii. Ok basi, DAPI ile boyanmis niikleusu; ok, membrandaki AQP1
pozitif bolgeleri isaret etmektedir (Olgiim cubugu: 50 pm, 400X Biiyiitme).

Cizim 4.56. Farklilagsma grubu 7. giin P8 AQP1 immiinfloresan boyamanin konfokal
mikroskobik goriintiisii. Ok basi, DAPI ile boyanmis niikleusu; ok, membrandaki AQP1
pozitif bdlgeleri isaret etmektedir (Olgiim gubugu: 50 um, 400X Biiyiitme).
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Cizim 4.57. Farklilasma grubu 14. giin P3 AQP1 immiinfloresan boyamanin konfokal
mikroskobik goriintiisii. Ok basi, DAPI ile boyanmis niikleusu; ok, membrandaki AQP3
pozitif bolgeleri isaret etmektedir (Olgiim cubugu: 50 pm, 400X Biiyiitme).

Cizim 4.58. Farklilasma grubu 14. giin P3 AQP1 immiinfloresan boyamanin konfokal
mikroskobik goriintiisii. Ok basi, DAPI ile boyanmis niikleusu; sar1 0Ok, me_mbrandaki AQP3
pozitif bolgeleri; gri ok, hiicre ici lipit damlaciklarmi isaret etmektedir (Olgiim gubugu: 50

um, 400X Biiylitme).

69



Farklilagsma grubu AQP3 fotomikrograflari;

Cizim 4.59. Farklilasma grubu 7. giin P3 AQP3 immiinfloresan boyamanin konfokal
mikroskobik goriintiisii. Ok basi, DAPI ile boyanmis niikleusu; ok, membrandaki AQP3
pozitif bolgeleri isaret etmektedir (Ol¢iim cubugu: 50 pm, 400X Biiyiitme).

O MM P+,

Cizim 4.60. Farklilasma grubu 7. Giin-2 P3 AQP3 immiinfloresan boyamanin konfokal
mikroskobik gorintiisii. Ok basi, DAPI ile boyanmus niikleusu; ok, membrandaki AQP3
pozitif bdlgeleri isaret etmektedir (Olgiim gubugu: 75 pm, 400X Biiyiitme).

70



Cizim 4.61. Farklilasma grubu 7. Giin P3 AQP3 ve 7. Giin P3 AQP3 immiinfloresan
boyamanin konfokal mikroskobik goriintiisii. Ok basi, DAPI ile boyanmis niikleusu; ok,
membrandaki AQP3 pozitif bdlgeleri isaret etmektedir (Olgiim ¢ubugu: 50 pum, 400X
Biiyiitme).

Cizim 4.62. Farklilasma grubu 7. Giin P3 AQP3 ve 7. Giin P8 AQP3 immiinfloresan
boyamanin konfokal mikroskobik goriintiisii. Ok basi, DAPI ile boyanmis niikleusu; ok,
membrandaki AQP3 ve AQPS pozitif bdlgeleri isaret etmektedir (Olgiim ¢ubugu: 50 um,
400X Biiyiitme).
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Cizim 4.63.Farklilasma grubu 7. Giin P8 AQP3 immiinfloresan boyamanin konfokal
mikroskobik gorintiisii. Ok basi, DAPI ile boyanmus niikleusu; ok, membrandaki AQP3
pozitif bolgeleri isaret etmektedir (Olglim ¢ubugu: 50 pm, 400X Biiyiitme).

Cizim 4.64. Farklilagsma grubu 7. Giin P§ AQP3 immiinfloresan boyamanin konfokal
mikroskobik goriintiisii. Ok basi, DAPI ile boyanmis niikleusu; ok, membrandaki AQP3
pozitif bdlgeleri isaret etmektedir (Olgiim ¢ubugu: 50 um, 400X Biiyiitme).

72



Cizim 4.65. Farklilasma grubu 14. Giin P3 AQP3 immiinfloresan boyamanin konfokal
mikroskobik gorintiisii. Ok basi, DAPI ile boyanmis niikleusu; sar1 ok, membrandaki AQP3
pozitif bolgeleri; gri ok, hiicre i¢i lipit damlaciklarini isaret etmektedir (Olgtim ¢ubugu: 50

um, 400X Biiyiitme).

Cizim 4.66. Farklilasma grubu 14. Giin P8 AQP3 immiinfloresan boyamanin konfokal
mikroskobik goriintiisii. Ok basi, DAPI ile boyanmis niikleusu; sar1 ok, membrandaki AQP3
pozitif bolgeleri; gri ok, hiicre i¢i lipit damlaciklarini isaret etmektedir (Olglim ¢ubugu: 50

um, 400X Biiylitme).
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Farklilagsma grubu AQP7 fotomikrograflari;

Cizim 4.67. Farklilasma grubu 7. Giin P3 AQP7 immiinfloresan boyamanin konfokal
mikroskobik goriintiisii. Ok basi, DAPI ile boyanmis niikleusu; sar1 ok, membrandaki AQP7
pozitif bolgeleri; gri ok, hiicre igi lipit damlaciklarini isaret etmektedir (Olgiim gubugu: 75

um, 400X Biiyiitme).

Cizim 4.68. Farklilagma grubu 7. Giin P8 AQP7 immiinfloresan boyamanin konfokal
mikroskobik goriintiisii. Ok basi, DAPI ile boyanmus niikleusu; ok, membrandaki AQP7
pozitif bdlgeleri isaret etmektedir (Olgiim ¢ubugu: 75 pm, 400X Biiyiitme).
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Cizim 4.69. Farklilasma grubu 14. Giin P3 AQP7 immiinfloresan boyamanin konfokal
mikroskobik goriintiisii. Ok basi, DAPI ile boyanmuis niikleusu; sar1 ok, membrandaki AQP7
pozitif bdlgeleri; gri ok, hiicre i¢i lipit damlaciklarmi isaret etmektedir (Ol¢iim ¢ubugu: 50

um, 400X Biiyiitme).

Cizim 4.70. Farklilasma grubu 14. Giin P§ AQP7 immiinfloresan boyamanin konfokal
mikroskobik goriintiisii. Ok basi, DAPI ile boyanmis niikleusu; sar1 0K, mgmbrandaki AQP7
pozitif bolgeleri; gri ok, hiicre i¢i lipit damlaciklarini isaret etmektedir (Olglim ¢ubugu: 50

um, 400X Biiylitme).
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Farklilagma grubu AQP9 fotomikrograflart,

Cizim 4.71. Farklilasma grubu 7. Giin P8 AQP9 immiinfloresan boyamanin konfokal
mikroskobik goriintiisii. Ok basi, DAPI ile boyanmis niikleusu; ok, membrandaki AQP9
pozitif bolgeleri isaret etmektedir (Ol¢iim cubugu: 50 pm, 400X Biiyiitme).

Cizim 4.72. Farklilagma grubu 7. Giin P3 AQP9 immiinfloresan boyamanin konfokal
mikroskobik goriintiisii. Ok basi, DAPI ile boyanmus niikleusu; ok, membrandaki AQP9
pozitif bolgeleri isaret etmektedir (Olglim ¢ubugu: 50 um, 400X Biiyiitme).
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Cizim 4.73. Farklilasma grubu 7. Giin P8 AQP9 immiinfloresan boyamanin konfokal
mikroskobik goriintiisii. Ok basi, DAPI ile boyanmis niikleusu; ok, membrandaki AQP9
pozitif bolgeleri isaret etmektedir (Olgiim cubugu: 50 pm, 400X Biiyiitme).

Cizim 4.74. Farklilasma grubu 14. Giin P3 AQP9 immiinfloresan boyamanin konfokal
mikroskobik goriintiisii. Ok basi, DAPI ile boyanmis niikleusu; sar1 ok, membrandaki AQP9
pozitif bolgeleri; gri ok, hiicre igi lipit damlaciklarimi isaret etmektedir (Olgiim gubugu: 50

pum, 400X Biiyiitme).
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Cizim 4.75. Farklilasma grubu 14. Giin P8 AQP9 immiinfloresan boyamanm konfokal
mikroskobik goriintiisii. Ok basi, DAPI ile boyanmus niikleusu; sar1 ok, membrandaki AQP9
pozitif bolgeleri; gri ok, hiicre i¢i lipit damlaciklarin isaret etmektedir (Olgiim cubugu: 50
um, 400X Biiyiitme).

Farklilasma grubu AQP10 fotomikrograflari,

Cizim 4.76. Farklilasma grubu 7. Giin P3 AQP10 immiinfloresan boyamanin konfokal
mikroskobik gorintisii. Ok basi, DAPI ile boyanmus niikleusu; ok, membrandaki AQP10
pozitif bolgeleri isaret etmektedir (Olglim ¢ubugu: 50 um, 400X Biiyiitme).
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Cizim 4.77. Farklilasma grubu 7. Giin P8 AQP10 immiinfloresan boyamanm konfokal
mikroskobik goriintiisii. Ok basi, DAPI ile boyanmis niikleusu; ok, membrandaki AQP10
pozitif bolgeleri isaret etmektedir (Olgiim cubugu: 50 pm, 400X Biiyiitme).

Cizim 4.78.Farklilasma grubu 14. Giin P3 AQP10 immiinfloresan boyamanin konfokal
mikroskobik goriintiisii. Ok basi, DAPI ile boyanmis niikleusu; sar1 ok, membrandaki
AQP10 pozitif bdlgeleri; gri ok, hiicre ici lipit damlaciklarini isaret etmektedir (Olgiim
cubugu: 50 um, 400X Biiylitme).
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Cizim 4.79. Farklilasma grubu 14. Giin P8 AQP10 immiinfloresan boyamanin konfokal
mikroskobik goriintiisii. Ok basi, DAPI ile boyanmis niikleusu; sar1 ok, membrandaki
AQP10 pozitif bdlgeleri; gri ok, hiicre i¢i lipit damlaciklarini isaret etmektedir (Olgiim
cubugu: 50 um, 400X Biiylitme).

4.6.3. Hiicre Sayim
AQP1 Degerlendirilmesi
IF boyamasmda AQP1 boyanmas1 skorlama ile degerlendirildiginde elde edilen sonuglara
gore P3 ve P8’de kontrol ve farklilasma gruplarinda yiikselme gostermektedir. Bir pik

seviyesine ulastiktan sonra diismeye baslamaktadir.

Pasajlara gore AQP1 skoru P3 farklilagsma grubunda 7. Giinde en yiiksek degerine ulagmustir.
Ilerleyen giinlerde hizli bir diisiis gdstermistir. P8 farklilasma grubunda AQP1 skoru, en
yiksek 3. Giinde goriilmiistiir. Farklilasma grubunda 7 ve 21. Giinde istatistiksel olarak
anlaml farkliliklar goriilmistiir (Cizim 4.80).
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Cizim 4.80. AQP1 immiinfloresan boyama hiicre sayimi (skorlama) grafigi. P<0.0005 * 7F ve
21F gruplarinda icin, Pasaj 3 ve Pasaj 8 arasinda istatistiksel farklilik goriilmiistiir.

AQP3 Degerlendirilmesi
IF boyamasinda AQP3 boyanmas: skorlama ile degerlendirildiginde elde edilen
sonuglara gére P3 ve P8’de kontrol ve farklilasma gruplarinda yiikselme gostermektedir. Bir

pik seviyesine ulastiktan sonra diismeye baglamaktadir.

P3 farklilasma grubunda AQP3 skoru, 1. ve 3. Giinlerde gittikge ylikselmistir ve 7.
Giinde en yiiksek degerine ulagmustir. P8 farklilasma grubunda AQP3 skoru en yiiksek 3.
Giinde goriilmistiir. P3 ve P8 arasinda farklilasmanin 7. giiniinde (7F grubunda) istatistiksel

olarak anlamli farklilik goriilmiistiir (Cizim 4.81).
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Cizim 4.81. AQP3 immiinfloresan boyama hiicre sayim (skorlama) grafigi. P<0.0005 * 7F
grubunda Pasaj 3 ve Pasaj 8 arasinda istatistiksel farklilik goriilmiistiir

AQP7 Degerlendirilmesi

IF boyamasinda AQP7 boyanmasi skorlama ile degerlendirildiginde elde edilen
sonuglara gére P3 ve P8’de kontrol ve farklilasma gruplarinda yiikselme gostermektedir. Bir

pik seviyesine ulastiktan sonra diismeye baglamaktadir.

P3 farklilasma grubunda AQP7 skoru, P3 farklilasma grubunda 1. ve 3. giinlerde
gittikce yiikselmistir ve 7. giinde en yliksek degerine ulagmistir. P8 farklilagma grubunda
AQP7 skoru, 14. giinde en yiiksek goriilmiistiir. P3 ve P8 arasinda 7F ve 21F gruplarinda

istatistiksel olarak anlamli farkliliklar gortilmiistiir (Cizim 4.82).
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Cizim 4.82. AQP7 immiinfloresan boyama hiicre sayimi (skorlama) grafigi. P<0.0005 * 7F ve
21F gruplarinda Pasaj 3 ve Pasaj 8 arasinda istatistiksel farklilik goriilmiistiir.

AQP9 Degerlendirilmesi
IF boyamasinda AQP9 boyanmasi skorlama ile degerlendirildiginde elde edilen
sonuglara gére P3 ve P8’de kontrol ve farklilasma gruplarinda yiikselme gostermektedir. Bir

pik seviyesine ulastiktan sonra diismeye baglamaktadir.

P3 farklilasma grubunda AQP9 skoru, P3 farklilasma grubunda 1. ve 3. Giinlerde
gittikce ylikselmistir ve 7. Giinde en yiiksek degerine ulasmistir. P8 farklilasma grubunda
AQP9 skoru, 7. giinde en yiiksek goriilmiistiir. P3 ve P8 arasinda 7F grubunda ve 1K

grubunda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar goriilmiistiir (Cizim 4.83).
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Cizim 4.83. AQP9 immiinfloresan boyama hiicre sayimi (skorlama) grafigi. P<0.0005 ++ 1K ve
7F gruplarinda Pasaj 3 ve Pasaj 8 arasinda istatistiksel farklilik goriilmiistiir.

AQP10 Degerlendirilmesi
IF boyamasmmda AQP10 boyanmasi1 H-skor ile degerlendirildiginde elde edilen

sonuglara gére P3 ve P8’de kontrol ve farklilasma gruplarinda yiikselme gostermektedir. Bir

pik seviyesine ulastiktan sonra diismeye baglamaktadir.

P3 farklilasma grubunda AQP10 skoru, P3 farklilasma grubunda 1. ve 3. Giinlerde
gittikce ylikselmistir ve 7. Giinde en yiiksek degerine ulasmistir. P8 farklilasma grubunda
AQP10 skoru, 3. Giinde en yiiksek goriilmistiir. Gruplar kendi i¢lerinde karsilastirildiginda

istatistiksel olarak anlamli farkliliklar bulunmustur (Cizim 4.84).
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Cizim 4.84. AQP10 immiinfloresan boyama hiicre sayimi (skorlama) grafigi. P<0.0005 * 7F
grubunda, Pasaj 3 ve Pasaj 8 arasinda istatistiksel farklilik goriilmiistiir.
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4. TARTISMA

Calismamiz, kok hiicrelerin yaslanmasinmn, farklilasmasinin ve AQP profilinin
degerlendirildigi ilk genis kapsamli ¢ahismadir. Calismamizda KI-MKH'lerin yiizey
belirteclerine ve AQP'lerine bakilmistir. Bunlara ek olarak, farklilagsma protokolii
kullanilmis ve adipojenik farklilasma olusturulmustur. Amacimiz dogrultusunda, Ki-
MKH'lerin farkli AQP izoformlarin1 eksprese eden adiposit hiicrelerine farklilagip
farklilasmadiklar1 arastirilmistir ve in vitro insan adiposit hiicresinde olusan AQP profil
degisiklikleri degerlendirilmistir. Ayni1 zamanda bu degisikliklerin ilerleyen pasajla yaslanan
hiicrelerin ve degisen hiicre fonksiyonlarinin AQP’lerle iligkisi ve adipositlere farklilagirken
degisen AQP miktarlar1 incelenmistir.

Calismamizda, Ki-MKH'leri kullanilmistir ve flow sitometri ile karakterizasyonunda
CD105, CD73, CD90, CD44, CD13, CD166, CD29 belirtegleri pozitif bulunurken CD45,
CD15, CD5, CD7, CD14, CD34 belirtecleri negatif bulunarak hiicrenin mezenkimal kok
hiicre oldugunu gosterilmistir. Yapilan bir ¢alismada hiicre karakterizasyonu igin
Uluslararasi Hiicresel Tedavi Toplulugu (ISCT) (Dominici ve dig. 2006), Avrupa Tip Ajansi
(EMA) (Herberts ve dig. 2011) ve Gida ve Ilag Yonetimi (FDA) (Bailey 2012) tarafindan
onerilen; morfoloji, plastige yapisabilmesi, proliferatif kapasitesi, immiinofenotipi,
yaslanma durumu, karyotip stabilitesi, gen ve miRNA ekspresyon profili degerlendirilmistir

(Kundrotas ve dig. 2016).

Kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicreler en ¢ok tercih edilen kok hiicrelerdendir.
Bazi ¢alismalar dental pulpa kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin da kolay kullanilabilirligi,
uzun siireler saklanabiliyor olmasi, ¢ikarilmasinda etik sorunlarin bulunmamasi, kolay
erigilebilirligi ve multipotensisinden dolayr degerli bir secenek haline geldigini
vurgulamaktadir (Cordeiro ve dig 2008, G. T. Huang ve dig., 2006, G. T. Huang 2009,
Ohazamave dig. 2004, Saber 2009, Woods ve dig. 2009). Ancak yapilan bir¢ok ¢aligmada
da kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerinin daha etkili oldugu ve tercih edilebilir
oldugu soylenmektedir (Gonzaga ve dig. 2017, Kim ve Park 2017).

Bulgularimiz 6ncelikli olarak kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin
morfolojik farklilagsma kapasitesini korudugunu gdstermistir ve dogrulamistir. Adipojenik
farklilagma i¢in literatiire gére protokol hazirlanmistir ve uygulanmistir (Karadz ve dig.
2010). Ki-MKH’lerin farklilasma kapasitelerinde, farkli hiicre pasajlarinin kullanilmasimin,

protein veya gen ekspresyonlar1 seviyesinde tespit edilen farkliliklar olup olmadigi
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aragtirtlmigtir. Terminal farklilagma islemlerinin, hiicreye 6zgii transkripsiyon faktorlerini
ve ¢ok ¢esitli hiicresel kinazlari, biiylime faktorlerini ve reseptorleri iceren kompleks bir
etkilesimle diizenlendigi bilinmektedir. AQP’lerin de hiicre farklilagsmasi sirasinda
degismesinin farklilagsma mekanizmasima katkilariin oldugunu diisiindiirmiistiir (Graziano

ve dig. 2018).

Bununla birlikte, adipojenik indiiksiyon ve farklilasma sonrasi Ki-MKH'ler gen
ekspresyonu analizi ile dogrulanmistir. AQP’ler i¢in immiinositokimyasal boyama
yapilmistir. Her durumda, Ki-MKH'lerin in vitro farklilasmas1 hakkinda ¢ok sayida ¢alisma
olmasina ragmen, morfoloji ve gen ekspresyonu degisikliklerinin AQP ekspresyonundaki
modifikasyonlarla iliskili olup olmadigini gosteren ¢alisma azdir. Bir calismada yag dokusu
kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin noral farklilagsmasi degerlendirilmis ve ndral
farklilagsma sirasinda ne tiir AQP'lerin ifade edildigini bilmek i¢cin zamana gére AQP1, 4, 7,
8 ve 9 degerleri incelenerek sistematik bir ¢alisma yapilmistir (Avola ve dig. 2017).

Lipid damlacik proteini ADFP ile ilgili yapilan ¢alismalarda, lipitleri yiiksek afinite
ile bagladig1 (Atshaves ve dig. 2001, Frolov ve dig. 2000, McIntosh ve dig. 2012, 2010,
Serrero ve dig. 2000) ve lipit damlacik olusumunda, trigliserid birikiminde (Fukushima ve
dig. 2005, Larigauderie ve dig. 2006, Listenberger ve dig. 2007, McIntosh ve dig. 2012) ,
yag asidi aliminda ve lipoprotein diizenlemesinde rol oynadigi gosterilmistir (Atshaves ve
dig. 2000, Chang ve dig. 2010, Frolov ve dig. 2000, Gao ve Serrero 1999, Magné ve digl.
2013). Bu bulgulara ragmen, bu siirecleri kolaylastiran ADFP-lipid etkilesimlerinin yapisal
ve fonksiyonel gereksinimleri hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Yapilan bir ¢alismada
ADFP, ligand baglanmas1 ve lipid damlacik hedeflemesi i¢in gerekli yapisal ve fonksiyonel
ozellikler vurgulanmistir (Najt ve dig. 2014). Bizim ¢alismamizda da adipojenik
farklilagsmay1 dogrulamak icin zamana gére ADFP gen ekspresyonu analizi yapilmistir. P3
farklilagsma grubu 21. Giinde en yiiksek seviyesi Olgiilmiistiir. P8 farklilagsma grubu 21.
Giinde yiiksek bulunmamasi, diger grafikler g6z oniine alindiginda P8’deki yiikselmelerin
muhtemelen yaslanmaya bagli P3’e gore gecikmeli oldugu ve ilerleyen giinlerde
yiikselebilecegini ancak deney 21. Gilinde sonlandigi icin bu yiiksekligin goriilememis
olabilecegini diislindiirmiistiir. Ayrica zamana gore AQP’ lerin goriiniislerini belirlemek
icin, 0. Giin, 7. Giin ve 14. Giinde AQP1, AQP3, AQP7, AQP9 ve AQP 10 antikorlar1 ile
immiinfloresan boyama yapilmistir. 14. Giin ve 21. Giin boyamalarinda adiposit i¢i lipit
damlaciklar1 immiinfloresan goriintiilemede dikkat c¢ekmistir. Bazi makalelerde ve

kitaplarda lipit damlaciklarinin etrafinda membran olmadig1 séylense de bazi makaleler
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damlaciklarin etrafinda tek tabakali ve kendi proteinlerini igeren fosfolipit bir membrandan
soz etmektedir (Cheung ve dig. 2016, Cohen 2018, Lee ve dig. 2013, Mclntosh ve dig. 2010).
Bizim fotomikrograflarimizda da lipit damlaciklarinin etrafinda da pozitif 1is1ma goriilmiistiir
ve bu bize lipit damlaciklarinin etrafinda membran olabilecegini ve onun da kendine ait AQP
proteinleri olabilecegini diisiindiirmiistiir.

Calismamizda AQP protein ekspresyonlart hem farklilasma grubunda hem kontrol
grubunda oOnce artmis sonra azalmistir. Kondrojenik farklilasma ile ilgili yapilan bir
calismada AQP1 ve AQP3 protein ekspresyonlar1 bizim calismamiza benzer sekilde giine
gore degerlendirilmistir. AQP1 bizim bulgularimiza benzer sekilde once yiikselip sonra
diiserken, AQP3 seviyeleri giinler ilerledikge artmistir ve 28. Giinde en yiiksek seviyesine
ulagmustir (Graziano ve dig. 2018). Bizim calismamizda ise AQP1 ve AQP3 farklilagsma
grubunda P3’te 7. Giin en yiiksek seviyesinde ol¢iiliirken P8’de 3. Giinde Ol¢iilmiistiir.

AQP1 bir su kanali proteinidir ve sadece suyun gegisine izin vermektedir. Retinada
transepitelyal su hareketinde rol oynamaktadir (Stamer ve dig. 2003). Farklilasmamig insan
embriyonik kok hiicrelerinde, indiiklenmis pluripotent kok hiicrelerde ve indiiklenmis
pluripotent kok hiicrelerden tiiremis retinal pigment epiteli hiicrelerinde AQP mRNA
ekspresyonu (AQP1'den AQP12'ye kadar) kantitatif Real time PCR ile degerlendirilmis,
AQPI1, AQP3, AQP4, AQPS, AQP6, AQP7, AQP10, AQP11, AQP12 bulundugu; AQP2,
AQP8, ve AQP9’un bulunmadigi gosterilmistir (Juuti-Uusitalo ve dig. 2013). Bizim
calismamizda farklilasma sonrast AQP10 gen ekspresyonu goriilmezken; AQP9 gen
ekspresyonu izlenmistir. Calismamizda AQP1 protein konsantrasyonu P3 ve P8’de kontrol
ve farklilagsma gruplarinda yiikselme gostermektedir. Bir pik seviyesine ulastiktan sonra
diismeye baslamaktadir. Bu yiikselme, mitotik aktivitenin yiiksek oldugu giinlerde
gerceklesmektedir. AQP1 fonksiyonel bir su kanali oldugundan, hiicre ¢ogalma hizinin
yiiksek oldugu zamanlarda yiiksek goriilmiistiir. Sonrasinda ¢ogalmaya yer kalmadigi i¢in
AQPI protein konsantrasyonlarim1 diismeye basladigini diisiindiirmiistiir. Ayrica yapilan
Olctimler AQP1 protein konsantrasyonu ile adipojenik farklilasma arasinda bir iliski
oldugunu gostermistir. Farklilasma ile AQP1 potein konsantrasyonlarinda degisiklikler
olmas1 AQP1’in adipojenik farklilasma tizerinde etkisi oldugunu diistindiirmiistiir. AQP1
gen ekspresyonu ile protein ekspresyonu karsilastirmali degerlendiginde 21. Giinde diisen
protein konsantrasyonlarinin, AQP1 gen ekspresyonunu indiikledigi goriilmiistiir. Sonuglar
incelendiginde adipojenik farklilagsma ile AQP1 gen espresyonu arasinda bir iligki oldugunu
gostermistir. Farklilasma sonrast AQP1 gen ekspresyonundaki degisiklikler AQP1’in

adipojenik farklilagsma iizerinde etkisi oldugunu diistindiirmiistiir.
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AQP7 ve AQP10, aquaporin ailesine aittir ve fonksiyonel 6zelliklerine bagli olarak,
aquagliseroporinler alt grubuna dahildir (Madeira ve dig. 2015). Sadece suya degil, ayni
zamanda gliserol, iire ve diger kiiciik ¢oziinenlere de gegirgenlikleri bulunmaktadir. AQP7,
gastrointestinal sistem, bobrek, iskelet kasi, i¢ kulak ve erkek iireme sistemi gibi ¢esitli
dokularda bulunur, ancak yag dokusu insanlarda ve kemirgenlerde AQP7 ekspresyonunun
ana bolgesidir ve gliserol giris ¢ikigini destekledigi rapor edilmistir (Rojek ve dig. 2008).
Bizim c¢alismamizda da AQP7'min insan adiposit hiicrelerindeki ekspresyonu ve
lokalizasyonu gosterilmistir. Ek olarak AQP7 ekspresyonu sadece adiposit hiicrelerinde
degil, farklilasmaya alimnmamis KI-MKH’lerde de tespit edilmistir. Yapilan bir ¢alismada
AQP7'nin, endotel hiicresinin 1yi bilinen bir gostergesi olan CD34 ile birlikte ko-
lokalizasyonu gosterilerek, AQP7nin fare adipoz dokusunun plazma zar1 ile iligkili oldugu
gosterilmistir (Skowronski ve dig. 2007). AQP7 membran lokalizasyonu ile ilgili yapilan
baska bir calismada, in-vitro kiiltiirde farklilagsmigs adipositlerde ekspresyonu ve
lokalizasyonu dogrulanmustir (Laforenza ve dig. 2013). Yapilan lokalizasyon isaretlemeleri
ile endotel hiicresine ek olarak adiposit membranlarinda bir AQP7 ekspresyonu goriilmiistiir.
Bizim calismamizda da bu calismalara benzer bir sekilde farklilasmis adiposit hiicre
membranlarinda AQP7 protein ekspresyonu bulunmustur. Adipoz doku ile ilgili yapilan
calismada AQP10'un insan adiposit hiicrelerinde cksprese edildigi ve yag hiicrelerinin
plazma membraninda lokalize oldugu gosterilmistir. Deri alt1 yag dokusundan izole edilmis,
kiiltlirlenmis ve farklilastirilmis adipositlerde AQP10 mRNA ekspresyonu farkl miktarlarda
olsa bile gosterilmistir (Laforenza ve dig. 2013). Ancak bizim ¢aligmamiza ait sonuglarda
AQP10 gen ekspresyonu goriilmemistir. Protein ekspresyonu ile kargilastirmali
incelendiginde 21. Giinde diisen protein ekspresyonlarinin AQP10 gen ekspresyonunu
indiiklemedigi goriilmiistiir. AQP 10 gen ekspresyonu degisikliklerinin yaslanmaya bagh
olabilecegini diisiindiirmiistiir. Calismamizda elde edilen sonuglarda AQP7, AQP9 ve
AQPI10 protein konsantrasyonlar1 ile adipojenik farklilagsma arasinda bir iliski oldugunu
gostermistir. Farklilasma ile AQP7, AQP9 ve AQPI10 protein konsantrasyonlarinda
degisiklikler olmast AQP7’nin adipojenik farklilasma tizerinde etkisi oldugunu
digiindirmiigtiir. Bizim ¢alismamizda gen ekspresyonu ile protein ekspresyonu
karsilastirmali  degerlendirildiginde 21. Giinde diisen AQP7 ve AQP9 protein
ekspresyonlarinin AQP7 ve AQP9 gen ekspresyonlarmi indiikledigi goriilmiistiir. P8
farklilagma grubunda 21. Gilinde AQP7 protein ekspresyonu, P3 21. Giindeki protein
ekspresyonuna gore yiiksek bulunmustur ve korele olarak P3 21. Giin AQP7 gen
ekspresyonu P8 21. Giin gen ekspresyonuna gore yiiksek bulunmustur. Hiicrelerde AQP7 ve
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AQP9 protein ekspresyonu diistiigiinde AQP7 ve AQP9 gen ekspresyonu artmis olarak

bulunmustur.

AQP gen ekspresyonu analizlerinin yapildig1 c¢alismalarda degisen AQP gen
ekspresyonlarinin hiicrenin fonksiyonunu etkiledigi ve degistirdigi (Carpentierve dig. 2016,
Chaube ve dig. 2011), hastaliklara neden olabildigi veya ilaclar i¢in hedef nokta olabilecegi
sOylenmistir (Verkman 2009, Verkman ve dig. 2014). Obezite, kanser gibi bulundugumuz
cagda diinya geneli i¢in sorun olusturan hastaliklarin patogenezinin AQP ile iliskisi
arastirilmistir (Calamita ve dig. 2018, Huber ve dig. 2012, Madeira ve dig. 2015, Ribatti ve
dig. 2014, Rodriguez ve dig. 2011)

Kemik iligi kaynakli kok hiicreler ile 2016 yilinda yapilan ¢alismada hiicrelerin pasaj
3 ve P8’ i yaglanma agisindan incelenmis, 33 miRNA ve 13 genin degistigi gozlemlenmistir.
Yapilan bu ¢alisma pasaj ilerlemesiyle hiicrenin degistigini gostermesi agisindan 6nemlidir
(Kundrotas et al. 2016). Yasliliga bagh cilt kurulugu ile AQP arasindaki iligskiye bakilan bir
calismada yaslhilikta AQP1, AQP3, AQP4, AQP7 ve AQP9 bizim sonuglarimiza benzer
sekilde diisiik bulunmustur (Ikarashi et al. 2017). Ancak kalp dokusu ve yaslilik ile AQP1
ve AQP4 arasindaki iligskinin incelendigi 2017 de yaymlanan ¢alismada AQP1 veAQP4’iin

protein ekspresyonlarinin yashlikta arttig1 goriilmistiir (Bicakci et al. 2016).

Hiicrelerdeki reaktif oksijen radikalleri fazlalig1 ve nitrik oksit biyoyararlaniminin
azalmasi, biiyiik 6l¢iide metabolik bozukluklarm, kardiyovaskiiler ve bobrek hastaliklarinin,
kirilganligin ve yaglanmanimn gelisimi ile baglantili hiicresel fonksiyon bozukluguna neden
olmaktadir (Tamma ve dig. 2018) . Farklilasma, proliferasyon veya mobilite gibi cesitli
hiicresel fonksiyonlarin altinda bulunan sinyal iletim yollarinda AQP'lerin fonksiyonunun
diizensizligi oksidatif strese ve sonunda hiicre §liimiine neden olabilir (Tamma ve dig. 2018).
Bizim ¢aligmamizda yaslanmaya bagli oksidatif stresi degerlendirmek amaciyla SOD1 gen
ekspresyonlar1 incelenmistir. Farklilagsma grubunda P3’te 21. Giinde 4,27 kat artt1g1, P8’de
21. Giinde 3,71 kat arttig1 bulunmustur. Collal gen ekspresyonlar: degerlendirildiginde de
farklilagsma grubunda P3 21. Giinde 5,6 kat artig goriilirken, P8 21. Giinde 6,17 kat artis
izlenmistir. Bulgularimiz hiicre yaslanmasma bagli oksidatif stresin arttigmi ancak
yaslanmaya bagli oksidatif strese yanit olusturma konusunda hiicrelerin zorlandigmi

diistindiirmistiir.

AQP'lerin vaskiiler, hepatik, testis veya bobrek fonksiyonununu modiilasyonu,

kardiyovaskiiler (vaskiiler sertlik / hipertansiyon, ateroskleroz), metabolik ve tiireme
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hastaliklarinin (sperm hiicre motilite bozuklugu) tedavisinde degerli olabilir. AQP'lerin,
saglig1 gelistirmek ve yaslanmayi iyilestirmek i¢in yeni stratejiler gelistirmek amaciyla gida
fitokimyasal bilesiklerinin uyguladig1 antioksidan ve antienflamatuar etkilere katilimini

arastirmak i¢in daha fazla caligsmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

AQP’ler kok hiicre yaslanma mekanizmast ile ilgili yeni belirtecler olabilir. Potansiyel
yeni belirtecler; kok hiicrelerin yaslanma mekanizmalarint daha iyi anlamak, temel bilime
katkida bulunmak, hiicresel tedavi kalite kontroliiniin gelistirilmesini kolaylastirmak,

hastalik siireclerinde yeni bakis agilar1 saglamak i¢in yeni detaylar sunmaktadir.
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5. SONUC VE ONERILER

Ileri pasaj mezenkimal kok hiicrelerin AQP profili erken pasaj ile karsilastirildiginda,
anlamli farklhiliklar gorilmistir. P3 ve P8’deki hiicreler farklilastirildiginda olusan
hiicrelerde degerlendirilen AQP profili farkli bulunmustur. Hiicre yaslanmasmin
farkililagma siirecinde degisikliklere neden oldugu, AQP’lerin hem yaglanma siirecinde hem
farklilagma siirecinde etkilendigi/degistigi goriilmiistiir. Yaslanma ve farklilagmadaki
degisen AQP’lerin hiicre fonksiyonlar1 iizerine net etkilerinin anlasilmasi ig¢in ileri

calismalara ihtiya¢c duyulmaktadir.

Farklilagma siireci calismamizda 21 giin gerceklestirilmistir. Sonuglarimizda 6zellikle
P8 farklilasma grubunda yiikselmesini bekledigimiz bazi degerler diisiik Olgiilmiistiir.
Yaglanmaya bagl hiicre i¢i {iriin ortaya ¢ikis siiresinin uzayabilecegi goz oniine alindiginda,

farklilagsma siiresinin en az 28 giine tamamlanmasini 6nermekteyiz.

AQP'lerin, saghig1 gelistirmek ve yaslanmayi iyilestirmek igin yeni stratejiler
gelistirmek amaciyla antioksidan ve antienflamatuar etkilere katilimini aragtirmak i¢in daha

fazla ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Hiicre yaslanma siirecine AQP’ler yeni belirtecler olabilir. Yaslanma siirecine yeni
potansiyel belirteclerin  bulunmasi, hiicrelerin yaslanma mekanizmalarin1 daha iyi
anlayabilmek, bilime katkida bulunabilmek, hiicres tedavi kalite kontroliiniin gelistirilmesini
kolaylastirabilmek, hastalik siireclerinde yeni bakis agilar1 saglayabilmek i¢in yeni

Onemlidir.

AQP fonksiyonlarin1 daha detayli degerlendirebilmek icin gen susturma gibi
molekiiler teknikler ve in-vivo calismalarin birlikte oldugu genis c¢aligmalara ihtiyag

duyulmaktadir.
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Bilgileri | Telefon | 0262303 74 50
Faks 0262 303 74 63
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ileri pasaj mezenkimal kok hiicrelerin aquaporin profilinin erken pasaj
Arastirmanin Adi mezenkimal kék hticrelerle karsilagtinlmasi ve adiopojenik farklilasma
verimi Uzerindeki etkisinin belirlenmesi

Arastirma Proje Numarasi | KU GOKAEK 2017/59

Sorumlu Arastirmaci Dog. Dr. Yusufhan YAZIR

o Unvani/Adi/Soyadi ; . s

¥ 7 | Sorumlu Aragtirmacinin Histoloji ve Embriyoloji

Bilgileri Uzmanlik Alani
Aragtirma Merkezi Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi KOGEM
Destekleyici
Arastirmanin Tiir{ Doktora Tezi
Arastirmaya Katilan Tek Merkezli Cok Merkezli Ulusal Uluslararasi
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Karar No: KU GOKAEK 2017/4. 30 | Proje No: 2017/59 [Tarih:g (/ 07 2017
Dog. Dr. Yusufhan YAZIR sorumlulugunda yapilan ve yukarida bilgileri verilen arastirma basvuru
dosyasi ve ilgili belgeler, arastirmanin gerekgesi, amaci, yaklasim ve yontemleri, goniilliiler icin
beklenen yarar ve riskler dikkate alinarak degerlendirilmis ve arastirmanin ilgili protokol
Karar Bilgileri dogrultusunda belirtilen merkezlerde yiiriitiilmesi etik agidan,
E‘Uygun bulunmustur.
[ Eksikliklerin tamamlanmasi kosulu ile uygun bulunmustur.*
[] uygun bulunmamistir.*
Hasta Haklari Yoénetmeligi (01.08.1998/23420); Biyoloji ve Tibbin Uygulanmasi Bakimindan insan
Haklari ve insan Haysiyetinin Korunmasi Sézlesmesi: insan Haklari ve Biyotip Sézlesmesinin Uygun
Bulunduguna Dair Kanun (09.12.2003/25311); Biyotip Arastirmalarina iliskin insan Haklari ve Biyotip
Savanakisn Soézlesmesine Ek Protokoliin Onaylanmasinin Uygun Bulunduguna Dair Kanun (29.03.2011/27899);
Y ilag ve Biyolojik Uriinlerin Klinik Arastirmalari Hakkinda Yénetmelik (13.04.2013/28617); Tibbi Cihaz
Klinik Arastirmalar Yénetmeligi (06.09.2014/29111); Diinya Tip Birligi Helsinki Bildirgesi; iyi Klinik
Uygulamalan Kilavuzu; Tirk Tabipleri Birligi Hekimlik Meslek Etigi Kurallar; Tiirk Tabipleri Birligi
Arastirma Etigi Bildirgesi
Etik Kurul Uyeleri
. Arastirma | Toplantida
Unvani/Adi/Soyadi Uzmanlik Alani Kurumu Cinsiyet ile lliski Bulufima imza
Prof. Dr. Kadir Babaoglu | Gocuk Saglgi ve Kocaeli Universitesi E K E H E H
Baskan Hastaliklari Tip Fakiiltesi XiO|Oo(g|dg a KO?“MA
Prof. Dr. i. Erdem Okay DO Kocaeli Universitesi E K E H E H w
Uye Tip Fakiiltesi XiOg|ig|o|o
grz‘;fl DALy Restoratif Dis Kocaeli Universitesi E| kK| E|H|E]|H —
g Tedavisi Dis HekimligiFakiltesi | ] | (J | O | O | O | O
Dog. Dr. Canan Baydemir | _. . . . Kocaeli Universitesi E K E H E H 7 5
Uye EAVSRRbsR Tip Fakiiltesi O|X|0O|0|0 |
Dog. Dr. Selcen Gégmez Farmakoloii Kocaeli Universitesi E K E H E H
Uye ) Tip Fakiiltesi OxX|O|0O|galOo d%
gz‘; d?):;,' dcl)jzlem it gz;u:a‘é:;rfeen Kocaeli Universitesi E K E H E H E =
Uye Hastaliklari Tip Faksiieed O|/x0jojgjd &
Dog. Dr. Yusufhan Yazir Histoloji ve Kocaeli Universitesi E K E H E H iLisKiLi
Uye Embriyoloji Tip Fakiiltesi XIOIXR|IO|IOO
Yrd. Dog. Dr. Aslihan o T
_ ; Kocaeli Universitesi E K E H E H L
Akpinar Tip Tarihi ve Etik i ( M
Raportér Tip Fakiiltesi OIIXxO0O0dg @ W
Z:gl dz‘;fi'rDr' Cevia Bivokirva Kocaeli Universitesi E K E H H
Uye yoxmy Tip Fakiiltesi OIXR|IOIgligo
* Gerekge ve oneriler:
| | Belge Kodu Rev. Tarihi / No.su: | Sayfa |

} KU Girisimsel Olmayan Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu Onay Formu

| Onay formu
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EK?2: Tez Denetleme Listesi

Tez Denetleme Listesi
/ Kapak ve i¢ kapak sayfalarinda BILIM UZMANLIGI ya da DOKTORA seklinde elde
edilen unvanlar yazildi (Kapak sayfasina danisman adi yazilmamalidir).
\/ Kapak sayfasina mezun olunan PROGRAMIN (Anabilim dalinin degil) ad1 yazildi.

-\/ Tez kapa@ sirt kismina kilavuzda belirtilen ¢izimde (yazinin yéniine dikkat!) ad, program,yil
yazild.

.\/ Onay sayfasi uygun ¢izimde hazirlandi (kazanilan unvanlar BILIM UZMANLIGI ya

da DOKTORA olmalidir) imzalatildi (Enstitii Miidiiri’niin imzas: da gereklidir, imzalarin

ayni renk kalemle atilmasina dikkat edilmelidir).
»\// Dizinler kilavuzda belirtildigi gibi siralandi.
\/6n sayfalara i, ii, iii seklinde Roma rakamlari konuldu.
A
/  Sayfa numaralan kilavuzda belirtildigi sekilde konuldu.
Vv / Sayfa diizeni kilavuzda belirtildigi sekilde yapildi.
\// Ana metin yazi boyutu 12 olacak bigimde basildi.
‘/ Dipnot yazi boyutu 10 olacak sekilde basild1.
/ Ana metin satir aralig1 1.5 olacak sekilde yazildi.
-\/ Kaynaklar abecesel siralamaya gore yazildi.

Kaynak gosterme ilkelerine ve yazim kurallarina uyuldu.

Ekler kilavuzda belirtildigi gibi verildi. \’J
\l 31 05/ 20197
\ \

Danisman: P%Dr. Yusufhari\\?(ﬁ{

I
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