UNIvz,
G
L

é@é e TURKIYE CUMHURIYETI

ANy

ANKARA UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

1946

INSAN ADIPOZ-KOKENLI MEZENKIMAL KOK
HUCRELERIN MiKROYERCEKIMI VE YERCEKIMI
SARTLARINDA ADIPOJENIK FARKLILASMASININ

KARSILASTIRMALI OLARAK INCELENMESI

Giilhan Erdem SUBAK

SAGLIK BIiLIMLERIi ENSTITUSU
DiSIPLINLERARASI KOK HUCRE VE
YENILEYICI TIP ANABILIiM DALI
YUKSEK LiSANS TEZi

DANISMAN
Prof. Dr. Y. Murat ELCIN

ANKARA

2016



TURKIYE CUMHURIYETI
ANKARA UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

INSAN ADIPOZ-KOKENLI MEZENKIMAL KOK
HUCRELERIN MiKROYERCEKIMI VE YERCEKIMI
SARTLARINDA ADIPOJENIK FARKLILASMASININ

KARSILASTIRMALI OLARAK INCELENMESI

Giilhan Erdem SUBAK

SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU
DiSIPLINLERARASI KOK HUCRE VE
YENILEYICi TIP ANABILiM DALI
YUKSEK LiSANS TEZi

DANISMAN
Prof. Dr. Y. Murat ELCIN

Bu arastirma Ankara Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorliigii’niin

15L0216001 numarah projesi ile desteklenmistir

ANKARA

2016



Ankara Universitesi

Saglik Bilimleri Enstitiisti Miidiirligii’ ne,

Yiksek Lisans tezi olarak hazirlaylp sundugum “insan  Adipoz-Kokenli
Mezenkimal Kok Hiicrelerin Mikroyercekimi Ve Yercekimi Sartlarinda
Adipojenik Farkhlasmasinin Karsilastirmali Olarak Incelenmesi” baslikl tez;
bilimsel ahlak ve degerlere uygun olarak tarafimdan yazilmigtir. Tezimin
fikir/hipotezi tiimiiyle tez danismanim ve bana aittir. Tezde yer alan deneysel

¢alisma/arastirma tarafimdan yapilmis olup, tiim ctimleler, yorumlar bana aittir.

Yukarida belirtilen hususlarin dogrulugunu beyan ederim.

Ogrencinin Ad1 Soyadi: Giilhan Erdem SUBAK
Tarih: 12.08.2016

Imza:



Ankara Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii

Disiplinlerarasi K6k Hiicre ve Yenileyici Tip Anabilim Dali’nda Giilhan Erdem

SUBAK tarafindan hazirlanan “Insan Adipoz-Kokenli Mezenkimal K6k Hiicrelerin

Mikroyergekimi Ve Yergekimi Sartlarinda Adipojenik Farklilagsmasinin

Karsilastirmal1 Olarak Incelenmesi” adli tez calismasi asagidaki jiiri tarafindan

YUKSEK LISANS TEZI olarak OY BIRLIGI / ©Y¥
€OKEHEY ile kabul edilmistir.

Tez Savunma Tarihi:

)
Az

Imza
Prof. Dr. Sibel Stimer
Hacettepe Universitesi

. Jiiri Bagkan
A
Pyof, lakan Akbulut Pyof. Dr. Y. Murat Elgin
ara Universitesi Ankara Un.iversitesi
Raportor Uye

Tez hakkinda alian jiiri karar1, Ankara Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii
Yonetim Kurulu tarafindan onaylanmustir.

Imza
Prof. Dr. Zafer Karaer
Saglik Bilimleri Enstitlisti Miidiirii

/

/



ICINDEKILER

Etik Beyan

Kabul ve Onay
Icindekiler

Onsoz

Simge ve Kisaltmalar
Sekiller

Cizelgeler

1. GIRIS

1.1.  Yercgekimi

1.2.  Yergekiminin Hesaplanmasi

1.3.  Mikroyergekimi

1.3.1. Mikroyercekimi Nedir?

1.3.2. Mikroyergekiminin Canlilar Uzerine Etkisi

1.3.3. Diinya Ylizeyinde Mikroyercekimi

1.4. Mikroyer¢ekiminde Hiicre Kiiltiirii

1.4.1. Mikroyer¢ekiminde Hiicre Kiiltiirii Fikri

1.4.2. Mikroyer¢ekimi Biyoreaktorleri

1.4.2.1. Klinostat

1.4.2.2. Rastgele Konumlama Makinesi

1.4.2.3. Doner Duvarli Kap Biyoreaktorii

1.5.  Mikroyercekiminde Kok Hiicre Uygulamalari

1.5.1. Mikroyercekiminin Osteojenik Farklilasmaya Etkisi
1.5.2. Mikroyer¢ekiminin Endotelyal Farklilasmaya Etkisi
1.5.3. Mikroyer¢ekiminin Kondrojenik Farklilagsmaya Etkisi
1.5.4. Mikroyergekiminde Hematopoetik Kok Hiicre Kiiltiirii
1.5.5. Mikroyergekimi Kosullarinin Diger Etkileri

1.6. Kok Hiicreler

1.6.1. Kok Hiicre

1.6.2. Memeli Viicudundaki Kok Hiicre Tipleri

1.6.3. Mezenkimal Kok Hiicreler

1.7. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Adipositlere Farklilagmasi
1.7.1. Adipogenez

1.7.2. Adipojenik Belirtegler

1.7.3. Linoleik Asit

2. GEREC VE YONTEM

2.1. Calismada Kullanilan Cozeltiler
2.2. Cihazlar ve Kiiltiir Ekipmanlar1

2.3. Dondurulmus Adipoz Mezenkimal Kok Hiicrelerin Coziiliip Kiiltiire

Adapte Edilmesi
2.4. Doner Duvarli Kap Biyoreaktoriiniin Hazirlanmasi

vii

31
32
32

33



2.5. Hiicre Kiiltiirii ve Farklilasmasi

2.6. Immiinohistokimyasal Incelemeler
2.7. Es-Zamanl1 PCR Incelemeleri

2.7.1. RNA Izolasyonu

2.7.2. cDNA Sentezi

2.7.3. cDNA’larin PCR I¢in Hazirlanmasi
2.7.4. Istatistiksel Analiz

3. BULGULAR

3.1. Adipojenik Farklilasmanin In Vitro Goriintiisi
3.2. RNA Konsantrasyonlar1

3.3. RT-PCR Sonuglari

3.4. U¢ Boyutlu Kiimelenme

4. TARTISMA

5.SONUC VE ONERILER
OZET

SUMMARY
KAYNAKLAR
OZGECMIS

37
39
40
40
41
42
43

44
45
45
52

54
58
60
61
62
73



ONSOZ

Yercekiminin  degismesi canli  metabolizmasinda degisiklikler ortaya
cikarmaktadir. Astronotlar uzayda uzun siireler yer¢cekiminin milyonda biri anlamina
gelen mikroyercekimi kosullarinda c¢alismaktadir. Calismamizda mikroyergekimi
sartlariin adipojenik indiiksiyon ortaminda adipoz doku olusumu iizerine etkisinin,

adipojenik belirteclerin ekspresyon analizleri yapilarak aragtirilmasi hedeflenmistir.

Tez konusu aragtirmalarina basladigim zamanlarda bir¢ok konu arasinda
kararsizliklar yasarken bana “mikroyercekimi” konusunu onererek, her asamasinda
son derece keyif aldigim bu tez ¢aligmasinin ortaya ¢ikmasini saglayan danigsmanim

Prof. Dr. Y. Murat ELCIN’e,

Calismamda gegen tiim deneyler sirasinda bana eslik ederek, her konuda bilgisi

ve tecriibesiyle bana destek olan degerli hocam Prof. Dr. A. Eser ELCIN’e,

Deneylerim sirasinda ¢esitli birgok konuda bana yardimei olan tiim ElginLab

arastirmacilarina,

Bana tiim lisans ve yiiksek lisans egitimlerim boyunca maddi manevi her

zaman destek olan sevgili aileme sonsuz kez tesekkiir ediyorum.

Bu ¢alismadaki tiim deneyler El¢in Lab’da gerceklestirilmistir.

Giilhan Erdem SUBAK
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1. GIRIS

Ik ¢aglardan bu yana, insanlarm en ¢ok merak ettigi konulardan birisi uzay
olmustur. Giines sistemi, gezegenlerin yapilari, Diinya disinda yasam olasiligi,
galaksiler, yildizlar, karadelikler ve diger uzay bilesenleri insanlar1 uzay hakkinda
diistinmeye ve arastirmalar yapmaya itmistir. Arastirmalarin ilerlemesiyle beraber,
Diinya’nin ilk uzay uydusu Sputnik-1’in 1957 yilinda uzaya gonderilmesi ve
yoriingeye oturtulmasi ile uzay arastirmalarinda ¢ok biiyiik bir adim atilmistir. Ulusal
Havacilik ve Uzay Dairesi’nin (NASA) kurulmas: ise uzay arastirmalarini ileri
tasimak i¢in en 6nemli adimlardan biri olmustur. 20 Haziran 1969 tarihinde ABD,
Apollo-11 ugusu ile Ay’a ilk kez insan indirmeyi basararak uzay arastirmalarini

onemli Olgiide ileri tagimustir.

Uzay arastirmalarindaki ilerlemelerle beraber uzay teknolojileri de gelistirilmeye
baglanmigtir. Daha biiyiik ve kapsamli isler yapabilmeye olanak saglayan ve
astronotlarin daha uzun siireler uzayda kalarak arastirmalar yapabilmesini saglayacak
uzay istasyonlart insa edilmistir. Uzayda kalma siiresinin uzamasi ile beraber
astronotlarda birtakim problemler goriilmeye baslanmigtir. Astronotlarin 6zellikle
yiik binen kemiklerinde yiiksek oranlarda kemik kaybi oldugu saptanmistir. Bunlar
arasindan kalga kemiginde aylik %1,7 gibi ¢ok yiiksek bir oranda kiitle kayb1 oldugu
tespit edilmistir. Yapilan aragtirmalarda kemik kaybinin 6zellikle alt omurgalarda ve
alt ekstremitelerde meydana geldigi gosterilmistir (Arfat ve ark., 2014; Blaber ve
ark., 2013; Keune ve ark., 2016; Lang ve ark., 2004; Sheyn ve ark., 2010; Zayzafoon
ve ark., 2004).

Uzun uzay seyahatlerinde goriilen bu problemler daha detayli sekilde incelenmeye
baglanmigtir. Hiicre diizeyinde yapilan incelemelerde, uzaydaki yer¢ekimsiz
kosullarm hiicrelerin gen ifade profilini degistirdigi bulunmustur. Insan mezenkimal
kok hiicrelerinin (iMKH) yergekimsiz kosullarda kiiltiirii yapildiginda, 882 genin

ifadesinin baskilandigi ve 505 genin ifadesinin yiikseldigi bulunmustur. Hiicre



kompartimanlari, biyolojik siirecler ve sinyal yolaklar ile ilgili genlerin daha ¢ok
etkilendigi gosterilmistir. (Sheyn ve ark., 2010).

Yergekimsiz ortamda arastirmalar yapmak i¢in uzay istasyonlarina arastirmacilar ve
deneyler icin ekipmanlar gondermek, aragtirmalarin maliyetini ¢cok yiikseltmektedir.
Bu maliyetten kurtulmak ve Diinya iizerinde mikroyergekimi arastirmalari
yapabilmek i¢cin NASA tarafindan sistemler gelistirilmistir. Bu amag ile gelistirilen
Doner Duvarli Kiiltiir Sistemleri (Rotary Cell Culture System), bugiine kadar ¢ok
sayida calismada kullanilmig ve uzay ortaminda yapilan arastirmalarla yiiksek
derecede paralel sonuglar elde edilmistir (Chen ve ark., 2015; Hwang ve ark., 2009;
Lei ve ark., 2011; Sun ve ark., 2014; Wu ve ark., 2013; Yu ve ark., 2011).

Uzun uzay seyahatlerinin en goriiniir etkisi olan kemik kaybi, mikroyergekimi
arastirmalarmin yogunlastigi en 6nemli konu olmustur. Ancak bu kosullarin yag
doku tizerine etkilerinin incelendigi ¢alismalar oldukga az sayidadir. Bu ¢alismanin
amaci; insan adipoz kokenli mezenkimal kok hiicrelerin (AMKH), adipojenik
yonlendirme vasatinin bulundugu mikroyercekimi biyoreaktoriinde adipogeneze

daha yiiksek seviyede yonelip yonelmedigini incelemektir.



1.1.  Yerc¢ekimi

Babilliler Diinya'y1, goliin iizerinde kayan biiyiik bir sal seklinde betimlemislerdir.
Bu betimlemede; Diinyanin iizerinde siitunlarla desteklenen, biiyiik, kemerli bir
kubbe bulunmaktaydi. Yildizlar da bu kubbenin iizerine tutturulmus bacalar olarak
tamimlanmaktaydi ve yagmurun Diinya'ya bu bacalardan diistiigii inanci kabul
gormekteydi. Bu ilkel teori, uzay ve yer¢ekimi arastirmalari i¢in bir baslangic teskil

etmekte ise de, gezegenlerin ve yildizlarin hareketlerini agiklayamamuistir.

llerleyen tarihlerde Yunanhlar; Giines'i, Tanr1 Apollo'nun siirdiigii bir savas arabast
olarak betimleyerek bir mitoloji gelistirmislerdir. Bu mitolojiye goére Apollo, gece
boyunca daglarin arkasinda Diinya'nin etrafint dolasmaktadir ve safak vaktinde
baslangi¢ noktasma geri donmektedir. Aragtirmalar ve fikirler gelistikge, Diinya'nin
bir kiire oldugu diisiiniilmeye baslanmistir. Bununla birlikte Giines'in, Diinya'nin
etrafindaki devasa bir kristal katmanda 24 saatte bir tur attigi ileri siiriilmiistiir ve
diger gezegenlerin de benzer sekilde goriinmez katmanlarda Diinya'nin etrafinda
dondiigilinii, yildizlarin ise bu katmanlarin en disinda sabit oldugunu kaydetmislerdir
(Sekil 1.1). Bu teori, Diinya'y1 evrenin merkezine koydugu i¢in insanlari mutlu
etmistir. Sairler ise bu goriinmez kristal katmalarin, ince duygulu insanlar tarafindan
duyulabilen bir ilahi miizik yaydigini iddia etmislerdir. Sair Milton da bu miizikle
ilgili olan Paradise Lost adl1 bir siir yazmustir.

Kristof Kolomb'un Amerika'y1 kesfinden birkag sene sonra Polonyali bir papaz olan
Kopernik, Diinya ve diger gezegenlerin Giines'in etrafinda dairesel yoriingelerde
hareket ettigini ifade etmistir. Yani evrenin merkezinin Diinya degil, Gilines

oldugunu 6ne stirmiistiir.

Kolomb'un teorisinin yayinlanmasindan 10 yil sonra Galileo teleskobu kesfetmistir.
Ay"1 gorlintiileyen Galileo, Diinya'dakine benzer sekilde Ay'in {izerinde de daglar
oldugunu kesfetmistir. Daha sonra, Jiipiter'in etrafinda, farkli hizlarda donen dort
tane ay oldugunu, Satiirn'iin halkalarini1 ve Giines'in iizerinde hareket eden koyu

lekeler bulundugunu gozlemlemistir. Galileo'nun daha biiyiik bir kesfi ise, Veniis'iin



de Ay gibi fazlarinin oldugunu ve bazi mevsimlerde digerlerine oranla daha biiyiik
goriindiigiinii gdzlemlemesidir. Galileo gozlemlerinin ardindan su sonuca varmistir:
“Eger Veniis Diinya'nin etrafinda doniiyor olsaydi aralarindaki uzaklik degismezdi
ve Veniis her zaman ayn1 biiyiikliikte gortintirdii. Ancak, Diinya ile beraber Giines'in
etrafinda doniiyorsa, o zaman Veniis ile Diinya'nin arasindaki uzaklik, gézlemlerinde
fark ettigi gibi degiskenlik gosterecekti.” Galileo'nun bu buluslar1 “yeryiiziindeki en
hatal1 ve sapkin hareket” olarak degerlendirilmis ve Galileo yillarca hapiste yatmustir.
Galileo'nun ¢abalar1 o zamanlar bosa harcanmis olsa da yeni nesiller, O'nun

tekniklerini memnuniyetle kabul etmislerdir.

Veniis \
{4 91

" *

Yer Merkezli Sistem Glines Merkezli Sistem

Sekil 1.1. Eski Tarihlerde Diinya Merkezli ve Giines Merkezli Sistem (http://eglenceninyeri.eniyiforum.biz)

Danimarkali astronom Tycho Brahe, gezegenlerin konumlarini basarili bir sekilde
gozlemlemistir. Brahe'nin Oliimiiniin ardindan o6grencisi olan Johannes Kepler,
kayitlar tlizerinde c¢alismis ve gezegenlerin dairesel yoriingelerde degil, elips
seklindeki yoriingelerde hareket ettigini kesfetmistir. Boylece, kristal katmanlar
diistincesi terk edilmistir ve bu yeni kesif, yeni bir soruyu ortaya ¢ikartmistir; bu gok
kubbeleri destekleyen sey nedir? Bu sorunun cevabi, Galileonun 6liimiinden birkag

yil sonra dogan Newton tarafindan bulunmustur.

Newton yirmi ii¢ yasinda Cambridge Universitesi'nde 6grenciyken veba salginma
yakalandig i¢in okulu birakmaya zorlanmistir. Bir yildan fazla siiren bu zorunlu tatil
sirasinda Newton, bilime ii¢ 6nemli katkida bulunmustur. Ilk olarak, bir prizmadan

gecen giines 1518mnin gdkkusagmin renklerine ayristigimi ispatlamistir. ikinci olarak,



kalkiiliis adi1 verilen matematigin bir alt dalim1 kesfetmistir ve iiglincli olarak,

Diinya'nin ¢ekim etkisinin, Ay"1 yoriingesinde nasil tuttugunu agiklamistir.

Newton, diisen bir elmayr gordiikten sonra bu g¢ekimin Ay'a etkisini diisiinmeye
baslamistir. Diinya'nin Ay", elmay1 c¢ektigi gibi mi ¢ektigini ve bu c¢ekimin Ay
eliptik yoriingesinde tutan sey olup olmadigin1 merak etmistir. Newton bu hipotezini
test etmek i¢cin Diinya'nin merkezine ¢esitli uzakliklarda bulunan maddelere etkiyen

¢ekim kuvvetlerini hesaplamistir.

1.2. Yercekiminin Hesaplanmasi

1 pound (453,59237 gram) agirligindaki bir cismin Diinya yilizeyinde yayh terazi ile
tartildigin1 farz edersek; cisim bu pozisyonda iken Diinya'nin merkezine 4000 mil
uzaklikta olacaktir. Ayni cismi, Diinyanin yiizeyinden 4000 mil uzaklikta
diisiiniirsek, o zaman Diinya'nin merkezinden 8000 mil uzaklikta olacaktir. Bu
sekilde mesafe iki katina ¢iktiginda, cismin agirliginin 6nceki degerine gore 1/4
oraninda azalmasi beklenmektedir. Cismin kiitlesi sabit kaldig1 halde, agirhig 1/4
oraninda azalmaktadir. Diinya'nin merkezinden 16000 mil uzakliktayken cisme

uygulanan ¢ekim kuvveti 1/16 oraninda azalacaktir.

Ay'in Diinya'ya uzakligi, Diinya'nin yaricapinin yaklasik 60 katidir. Newton'a gore
eger hesapladigi ters kare kanunu dogru ise, Ay iizerindeki tiim cisimlere Diinya
tarafindan uygulanan c¢ekim kuvveti 1/3600 olacaktir. Boylelikle, Ay'in Diinya
etrafindaki ivmesi 1/3600 g, baska bir ifadeyle dakikada 32 feet olacaktir.

Ay'm bulundugu bilinen yoriingenin yarigapt r ve Ay'm hiz1 v olursa, Ay'in Diinya

etrafindaki ivmesi asagidaki formiille hesaplanabilir;

o=
r



Ay'm hiz1 (v), yoriingesinin ¢evre uzunlugunun, bir tur atmasi i¢in gereken siireye
boliinmesi ile hesaplanabilmektedir (27,5 gilin). Dogru degerler kullanildiginda
hesaplanan ivmenin, ters kare kanunu ile hesaplanan dakikada 32 feet’e yakin oldugu

hesaplanmistir. Bu uyusma ters kare kanununun dogruluguna inanci arttirmistir.

Newton'un bu bulusu yaptigi giinlerde Diinya'nin yarigapi, %10 oraninda yanlis
hesaplanmaktaydi ve bu nedenle ivmenin hesaplanan iki degeri ayni sonucu
vermemekteydi. 23 yasinda bir 6grenci olan Newton bu ¢alismalarint o déonemlerde
yaymlamamistir. Yirmi yil sonra Diinya'nin yarigap1 yeniden hesaplanmistir ve dogru

deger kullanildiginda iki hesaplamanin da ayni sonucu verdigi gorilmstiir.

Boylelikle gezegenlerin hareketlerinin gizemi sonunda ¢oziilmistiir. Bu sekilde

hesaplanmis olan Newton'un evrensel ¢cekim yasasi sunu ifade etmektedir:

“Evrendeki her parcacik, diger parcaciklar kiitlelerinin ¢arpimi ile dogru orantili ve

]

aralarindaki uzaklhigin karesi ile ters orantili olarak ¢ekmektedir.’

Kiigciik kiitleler arasindaki gravitasyonel kuvvet hesaplanabilmektedir. 1 gram
kiitleye sahip, merkezleri arasinda 1 cm uzaklik bulunan iki topu disiiniirsek,
birbirlerine yaklasik 68 x 10" gram-agirlik degerindeki bir kuvvetle gekim
uygulamaktadir. Kiigiik kiitleler arasindaki gravitasyonel etkilesimler Jolly yontemi
ile hesaplanmaktadir. Jolly, 5000 gram agirhigina sahip civa bilyeyi esit kollu
terazinin bir kefesine koymus ve diger kefeye de esit agirlik koyarak dengelemistir.
Ardindan, 5775 kg (5 tondan daha fazla) kiitleye sahip biiyiik bir kursun kiireyi, civa
bilyenin altina yerlestirmistir ve iki topun merkezleri arasindaki uzaklik 56.68 cm
olarak Ol¢iilmiistir. Bunun sonucunda kursun kiire, civa bilyeyi hafif¢ce asagi
cekmistir ve teraziyi tekrar dengelemek icin diger kefeye 0,589 miligram kiitleli bir
agirlik konulmustur. Dolayisiyla kursun kiire, civa bilyeye 0,589 miligram-agirlik

degerinde bir ¢ekim kuvveti uygulamigtir.



Newton'un evrensel ¢ekim kanununa gore, kiitlesi m; olan bir bilye, aralarinda r
uzaklik bulunan ve kiitlesi m, olan bir diger bilyeyi, asagidaki formiilde verildigi

sekilde bir F kuvveti ile etkilemektedir:

B My,
= G—

Jolly deneyine gore,

F = 0.000589 gm X 980 cm/sn’
= 0.577 dyne

m; = 5,000 gm

m, = 5,775,000 gm

r = 56.80 cm

bu nedenle,

G = 647 % 10° dyne-cm®

gm’

olarak hesaplanmuistir.

Gilinlimiizde daha kesin yontemlerle hesaplanan degeri ise;

dyne-cm® _,, newton-m’
M 6664 x 10O

gm” kg~

G = 6.664 x 107"

G sembolii, Newton'un yercekimi katsayist olarak adlandirilir.

Diinya'nin bir cisme uyguladigi yercekimi kuvveti, cismin bulundugu yere gore
farklilik gostermektedir. Bu farkliligin nedeni yiikseklik ve enlemin degiskenlik
gostermesidir. Bir cismin {lizerine etkiyen yer¢ekimi kuvveti, Diinya'nin merkezinden

uzaklastik¢a azalmaktadir. Ekvator ¢izgisinin Diinya'nin merkezine uzakligi,



kutuplarin merkeze uzakligindan yaklasik 12,5 mil daha fazladir. Kuzey kutbunda,
90° enlem ve yiiksekligin 0 oldugu deniz seviyesinde yercekimi ivmesi 983,2 cm/sn?
iken, ekvatorda 0° enlemde ve deniz seviyesinde yercekimi ivmesi 978,2 cm/sn?

olarak ol¢iilmiistiir (Blackwood ve ark., 1955).

1.3. Mikroyerc¢ekimi

1.3.1. Mikroyercekimi Nedir?

Diinya yiizeyindeki bir cisme etki eden yergekimi kuvveti (normal gravite) 1g =
9,80665 m/sn degerindedir. Diinya iizerinde, elimizde tuttugumuz bir cismi
birakirsak yeryiiziine dogru 19 ile diisecektir. Eger bu cismi uzay istasyonundaki bir
astronot birakirsa, cismin disiisii Diinya'daki ile ayni1 sekilde olmayacaktir. Cilinkii
uzay istasyonu, astronot ve cisim beraber diisme halindedirler ve bu diislisiin yonii
Diinya'ya dogru olmamakla beraber, Diinya'nin etrafinda donel bir diisiis seklindedir.
Bu birlikte diigiis sirasinda uzay istasyonu igerisindeki cisimlerin uguyor gibi
goriindiikleri hal sifir-yercekimi (zero-g), veya daha dogru bir tanim olan
mikroyercekimi (1 x 10° g) kelimesi ile ifade edilmektedir.

1.3.2. Mikroyerc¢ekiminin Canhlar Uzerine Etkisi

Uzayda yer¢ekiminin degismesi astronotlarda birtakim problemler yaratmaktadir. Bu
problemler arasinda en belirgin olan kemik kayb1 ¢ok sayida calismada gosterilmistir
(Collet ve ark., 1997; Nabavi ve ark., 2011; Rauh ve ark., 2011). Uzun siire
yergekimsiz ortamda kalindiginda osteoporozun aksine tiim kemiklerde degil, baskin
olarak agirlik binen kemiklerde kiitle azalmasi1 goriilmektedir. Collet ve arkadaslari,
1 ve 6 ay uzayda (Rusya MIR istasyonunda) kalmis iki astronotun kemik mineral
yogunlugunu ve kemik hiicrelerinin biyokimyasal parametrelerini 6lgmiislerdir.
Birinci ayin sonunda trabekiiler kemik kiitlesinde hafif bir azalma tespit edilmistir.

6. ayin sonunda yapilan incelemede ise, tibia kemiginde trabekiiler ve kortikal



kiitlelerde daha biiyiikk oranda azalma oldugu tespit edilmistir. Tibia ile beraber,
topuk kemiginde (Calcaneus) birinci ayin sonunda kemik kiitlesi dikkate deger bir
diizeyde azalmig, altinci aymn sonunda ise garpici azalma oldugu tespit edilmistir

(Collet ve ark., 1997).

Uzayda uzun siire kalan astronotlar iizerinde yapilan aragtirmalarda, kalca kemigi
gibi agirlik binen kemiklerde ayda %1,7 oraninda kiitle kaybi oldugu ifade
edilmektedir. Elde edilen veriler kemik kaybinin, yer¢ekiminin yiiklendigi kemikler
olan bel omurgasi ve alt ekstremitelerde oldugunu gostermistir. (Buckey, 2006;
Gopalakrishnan ve ark., 2010)

Mir Uzay Istasyonunda 1990-1995 yillar1 arasinda gesitli gérevler igin uzaya giden
astronotlar {izerinde yapilan incelemeler sonucunda, astronotlarin kemik kiitlelerinde

azalma oldugu ancak buna zit olarak toplam yag kiitlesinin arttig1 gosterilmistir

(Cizelge 1.1) (LeBlanc, Schneider, ve ark., 2000).

Cizelge 1.1. 4 - 14,4 ay uzay seyahati sonrast BMD (Bone Mineral Density) ve doku degisimi analizi (LeBlanc,
Schneider, ve ark., 2000)

Degisken Say1 %Ay
BMD Omurga 18 -1,06
BMD Boyun 18 -1,15
BMD Total 17 -0,35
BMD Pelvis 17 -1,35
BMD Kol 17 -0,04
BMD Bacak 16 -0,34
Toplam Yag 17 +1,79

Uzun siire uzayda mikroyer¢ekimi kosullarinda kalan astronotlarin bilek fleksor,
bilek ekstensor, diz fleksor ve diz ekstensor kaslarinda kas hacminin azaldig
gosterilmistir (Lambertz ve ark., 2001). Benzer sekilde anterior bacak, kuadriseps,
dirsek kirisi, sirt kaslar1 ve psoas kaslarinda hacim azalmasi oldugu da belirtilmistir.
1970 yilinda Skylab ekibinin yaptigi bir incelemede, yergekimsiz ortamda uzun siire

kalindiginda {iiriner kortizol hormonunun yiikseldigi gosterilmis ve kas kaybinda



etkisi olabilecegi ifade edilmistir (Smith ve ark., 1998; Whedon ve ark., 1976). 5
giinliik uzay seyahatinde bir baska hormon olan testosteronun azaldigi gosterilmistir.
Fareler lizerinde yapilan bir calisma da, uzay sartlarinda benzer sekilde testosteron

hormon diizeyinin diistiigiinii goéstermistir (Buckey, 2006).

Cizelge 1.2. Uzun siireli uzay ugusu sonrasi kas hacmi degisimi ile ilgili MRI sonuglar1 (Buckey, 2006).

Kas Grubu Uzay Ucusu Sonrasi Kayip Yiizdesi
Sirt -10.9
[liopsoas -20.0
Kuadriseps -12.1
Hamstring -15.7
Soleus -19.6

Uzay yolculugu aragtirmalarinda astronotlarin enerji dengelerinin negatif oldugu,
daha fazla kalori yaktiklar1 ve kilo kaybettikleri birgok defa gosterilmistir (Hughes-
Fulford ve ark., 2015; Sambandam ve ark., 2014; Wei ve ark., 2014; Zhang ve ark.,
2013). Benzer sekilde, protein metabolizmasinin hizlandigi ve bunun metabolik
stresle sonuglandigi belirtilmistir (Arfat ve ark., 2014). Protein metabolizmasinin
hizlanmas1 ve bununla beraber artan kalori yakiminin, daha once ifade edilen kas

hacmi azalmasinin nedeni olabilecegi diistiniilmektedir (Cizelge 1.2) (Buckey, 2006).

1.3.3. Diinya Yiizeyinde Mikroyercekimi

NASA, Diinya yilizeyinde mikroyercekimi kosullarin1 olusturmak icin Azaltilmig
Yer¢ekimi Arastirma Programi (Zero Gravity Research Facility) kurmustur. Burada
gelistirilen sistemler arasinda en c¢ok ilin kazanan, parabolik yaylar ¢izerek ucus
yapan ve 20-25 saniyelik mikroyercekimi kosullari saglayan KC-135 ucagidir.
Astronot egitimi ve mikroyergekimi aragtirmalari i¢in iiretilen, Zero-G adi da verilen

bu ucak "Apollo 13" filmindeki yer¢ekimsiz sahnelerin ¢ekimi i¢in de kullanilmistir.

KC-135, alt1 mil uzunlugundaki parabolik bir yay iizerinde, dnce tirmanip sonra hizla

dalisa gececek sekilde hareket etmektedir. Bu hareket ile ucak kisa siireli serbest
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diisiise maruz birakilmaktadir ve u¢agin icindekiler bu siirecte 20-25 saniye siiren bir

agirliksizlik hissetmektedirler.

Mikroyercekimi arastirmalart icin NASA Glenn Arastirma Merkezi (GRC) diisiis-
kuleleri kurmustur. Serbest diisme hareketinden yararlanan bu kulelerde ¢ok kisa

stireli mikroyercekimi sartlar1 olusturulabilmektedir (Sekil 1.2).

Sekil 1.2. NASA Glenn Arastirma Merkezi Diigiis Kuleleri (facilities.grc.nasa.gov)

1.4. Mikroyerc¢ekiminde Hiicre Kiiltiirii

1.4.1. Mikroyerc¢ekiminde Hiicre Kiiltiirii Fikri

Aragtirmacilar, ylizylldan daha uzun bir siiredir hiicrelerin kiiltiirlinii yapmaktadir.
Ancak bu siire¢ boyunca kiiltiir tekniklerinde o6nemli degisiklikler olmamustir.
Eskiden oldugu gibi bugiin de hiicreler petri kaplarinda veya kapakli kiiltiir
kaplarinda, yass1 ylizeylerde, hiicrelerin besin ve biiylime ihtiyaglarini igeren vasatlar
ile gelistirilmektedir. Viicudun disinda, in vitro ortamda gelistirilen bu hiicreler iki
boyutlu tabakalar olusturmaktadir. Canli viicudunda ise hiicreler bunun aksine ii¢

boyutlu biiyiime gostermektedir.
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1.4.2. Mikroyercekimi Biyoreaktorleri

Hiicre kiiltiiriinde yeni bir yontem haline gelen mikroyergekimi, gelistirilen ¢esitli
biyoreaktorler = sayesinde  doku  kiiltiiri  laboratuvarlarinda  hiicrelere
uygulanabilmektedir. Giiniimiize kadar en sik kullanilmis ve halen kullanilmakta
olan bazi biyoreaktorler; Hizli Rotasyonlu Klinostat (Fast Rotating Clinostat),
Rastgele Konumlama Makinesi (Random Positioning Machine) ve Doner Duvarli
Kap Biyoreaktorii’diir (Rotating Wall Vessel).

1.4.2.1. Klinostat

Klinostatlar motora bagl bir disk igermektedir (Sekil 1.3). Bu diskin donme hareketi,
bir saft etrafinda ve yercekimi vektoriine dik olacak sekilde uygulanmaktadir.
Klinostatta agirliksizlik, ortalama olarak yer¢ekimi kuvveti kadar bir Kkuvvet
araciligiyla elde edilir ve yeteri kadar hizla gevrildiginde (40-100 rpm) klinostattaki
yer¢ekimi 1g’nin altina diismektedir. Kiiltlire edilecek hiicreler klinostatin merkezine

konulmaktadir.

Sekil 1.3. Hizli Doniislii Klinostat (Fast Rotating Clinostat) (http://www.grimm-space-research.com)
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Klinostatlarin 6nemli bir problemi rotasyon hizidir. Doniis hizi ¢ok yiiksek

oldugundan klinostat bir santrifiije doniigsmektedir.

1.4.2.2. Rastgele Konumlama Makinesi

Rastgele konumlama makinesi (Random Positioning Machine), diisiik yergekimi
kosullarin1 taklit eden bir diger makinedir. Japonya’da, T. Hoson tarafindan icat
edilmis ve Dutch Space tarafindan imal edilmistir. Bu makinenin temel prensibi, bir
i¢ ve dis cergevenin birbirinden bagimsiz olarak diizensiz yonlerde donmesine
dayanmaktadir (Sekil 1.4). Makinenin merkezinde bulunan 6rnekler bu hareket ile

diisiik yer¢ekimine maruz birakilmaktadir.

Sekil 1.4. Rastgele Konumlama Makinesi (http://www.grimm-space-research.com)

1.4.2.3. Doner Duvarh Kap Biyoreaktorii

NASA Johnson Uzay Merkezi (Johnson Space Center, JSC) arastirmacilarindan bir
grup, yercekimsiz ortamda hiicre kiiltiirii yapilabilecegini 6ne siirmiistiir. Grubun
teorisine gore; eger hiicreler, yercekiminden bagimsiz kiiltiire edilebilirse, kiiltiir
kabinin dibine yapigsmayacaktir. Bununla beraber hiicreler besiyeri i¢inde asili

kalarak kiimelenebilecek, canli viicudundakine daha ¢ok benzeyen dokular
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olusturabilecektir. Uzay araclarinin firlatildiklar1 andan yoriingeye oturduklari ana
kadar gecen siirede, hiicreler i¢in mikroyercekimi sartlarinin saglanamamasi ve
gercek uzay araglarindaki deneylerin yiikksek maliyetli olmasi nedeniyle
arastirmacilar laboratuvar ortaminda mikroyercekimi olusturmak iizere sistemler
gelistirme arayisina girmislerdir. NASA miihendisleri ¢aligmalarinin  sonucunda
Doner Duvarh Kap (DDK, Rotating Wall Vessel, RWV) biyoreaktoriinii
gelistirmislerdir (Lang ve ark., 2004).

DDK biyoreaktorii, yatay eksende donen silindir seklinde bir kap bulundurmaktadir
(Sekil 1.5). Bu kap, yatay eksende doniis hareketi ile gravitasyonal kuvvetleri etkisiz
hale getirerek bir mikroyercekimi simiilasyonu meydana getirmektedir. Silindir
seklindeki bu kabin merkezinde difiizyon ile oksijen temini saglayan bir silikon
membran bulunmaktadir ve bu difilizyon sayesinde hiicreler i¢in zararli olan baloncuk
olusumu engellenmektedir. Kabin i¢i tamamen vasat ile doldurulmaktadir ve bu

sekilde vasat ile havanin temasi kesilmektedir.

DDK biyoreatoriiniin  karakteristik  6zelligi, hiicreleri etkileyen makaslama
kuvvetlerini ve tirbillans1 minimuma indirmesidir (Becker ve ark., 2013).
Mekanotransdiiksiyon kuvvetlerinin bu sekilde minimuma inmesi, hiicre kiimelerinin
tic-boyutlu yapilar kazanmasi (organoid olusturmasi) i¢in uygun bir kiiltiir ortami
yaratmaktadir. Bu organoidler, 2 boyutlu kiiltiir kaplarinda yapilan kiiltiirlere gore
gercege daha yakin davraniglar gostermektedir. Bununla birlikte, 2 boyutlu kiiltiir
kaplarinda yapilan kiiltiirlere kiyasla daha ileri bir farklilasma gosterdikleri ve

biiyiikliiklerinde artis oldugu kaydedilmistir (Botta ve ark., 2006).

DDK biyoreaktoriinde tiretilmis dokularin ger¢ek dokularla olan biiyiik benzerlikleri
sayesinde protein etkilesimleri, gen ifade analizleri ve sinyal yolaklarinin analizleri
yiiksek dogrulukta sonuclar verebilmektedir. Vasatla tamamen dolu olan silindir kap,
sirekli doniis hareketi 1ile hiicresel partikiillerin devamli askida kalmasim
saglamaktadir. DDK biyoreaktoriinde, vasat igerisinde siirekli birlikte hareket eden

yakin partikiiller zamanla hiicre birliktelikleri olusturmaya baglarken, bu sekilde
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olusan hiicre kiimelerinin kiitle ve biiyiikliklerinde de hizli bir artig goériilmektedir

(Botta ve ark., 2006).

Mikroyerc¢ekiminde hiicre kiiltiirii deneylerinde klinostatlar (Fast Rotating Clinostat)
ve serbest konumlama makineleri (Random Positioning Machine) de kullanilmakla
beraber, DDK biyoreaktdrii en yaygin ve etkili mikroyer¢ekimi simiilasyon
sistemidir (Foster ve ark., 2013; Grimm ve ark., 2014; Rauh ve ark., 2011; Wei,
Diao, ve ark., 2013; Zhang ve ark., 2016).

Sekil 1.5. Déner Duvarli Kap Biyoreaktorii (El¢inLab)

1.5. Mikroyercekiminde Kok Hiicre Uygulamalar:

1.5.1. Mikroyerc¢ekiminin Osteojenik Farklilasmaya Etkisi

Normal yer¢ekiminde 7 giin siire ile kiiltiirii yapilan MKH’ler osteojenik belirtecleri
(ALP, Col I, ON) yiiksek seviyede ifade ederken, mikroyergekimli ortamda kiiltiirii
stirdiiriilen hiicrelerde bu belirtegler ¢ok diisiik seviyelerde ifade edilmektedir.
Zayzafoon ve ark., osteoblast gelisiminde, osteoblast olgunlasmasinda ve kemik

olusumunda son derece dnemli oldugu bilinen Runx?2 ifadesini de incelemislerdir. 7
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ginliik mikroyergcekimi  kiiltiirii  sonrasinda Runx2 ifadesinin  baskilandigi
gosterilmistir. Ilging bir sonu¢ olarak, mikroyercekimi sartlar1 yalnizca Runx2
ifadesini baskilamakla kalmayip, adipogenezle yakindan iliskili oldugu bilinen
PPARy2 ifadesini arttirmistir. Bununla beraber adipogenez belirteg genlerinin
(Adipsin, leptin, GLUT4) ifadelerini de incelemisler ve mikroyerg¢ekimi kosullarinda
ifadelerinin arttigin1 tespit etmislerdir. Zayzafoon ve ark., bu caligma ile
mikroyer¢ekimi kosullarinin  osteogenezi baskilarken adipogenezi arttirdigini

gostermislerdir (Zayzafoon ve ark., 2004) (Sekil 1.6).
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Sekil 1.6. Mikroyergekimi osteogenezi baskilarken adipogenezi arttirmaktadir.

Onemli bir kemik matriks bileseni olan hidroksiprolin ve osteojenik belirteg olan
ALP’nin ifadelerin de mikroyer¢ekiminde baskilandigi bulunmustur (Huang ve ark.,
2009; Uddin ve ark., 2013; Zayzafoon ve ark., 2004; Zheng ve ark., 2007).
Osteoblastik farklilagma icin Col I ile integrin reseptorii a,f;'in etkilesimi son derece
onemlidir. Meyers ve ark. mikroyer¢ekiminin o, ve PB; alt {nitelerinin ifadesini
arttirdigin1 gézlemlemislerdir. Bu integrine baglanan kinazlarin (FAK ve PYK?2)
miktarim1 da inceleyen grup, bu kinazlarm ifadelerinin degismedigini ancak
otofosforilasyonlarinin  degistigini gozlemlemislerdir. Yolagin daha asagi-akis
(downstream) tiniteleri olan Ras ve ERK ifadesinin de 6nemli derecede diistiigiinii

gostermiglerdir (Meyers ve ark., 2004).

ElginLab’da PLGA siinger ilizerinde statik kiiltiir ve DDK biyoreaktorde yapilan

kiiltiirii karsilagtirmali olarak incelenmis ve DDK biyoreaktoriiniin siinger iskele
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tizerinde osteogenezi arttirdigi bulunmustur. Buna paralel olarak, osteojenik belirteg
ile (osteopontin) boyama sonucunda DDK biyoreaktor kiiltiiriindeki hiicreler, statik
kiltiire oranla daha iyl boyanma gostermistir. Bu c¢alisma ile mikroyergekimi
kosullarinda PLGA iskelelerin osteogenezi arttirdigi gosterilmistir (Koc ve ark.,
2008).

1.5.2. Mikroyercekiminin Endotelyal Farkilasmaya Etkisi

Mikroyer¢ekiminin, endotelyal farklilagsma tizerinde de etkisi oldugu gosterilmistir.
Zhang ve ark., 72 saat mikroyergekimi kosullarinda kiiltiiri yapilan MKH'lerin hiicre
iskelet yapisinin degistigini ve hiicrelerin 1§ seklinden kiiresel sekle doniistliglinii
gostermistir (Chen ve ark., 2011; Wang ve ark., 2014). 4 saatlik mikroyercekimi
kiiltiirii stres fiber gerilimlerinde fazla belirgin olmayan bir diisiise neden olurken, 72
saatlik mikroyergekimi kiiltiirlerinde tekdiize bir mikrofilaman birlikteligi goriilmiis
ve stres fiber geriliminde 6nemli derecede diislis oldugu kaydedilmistir. Hiicre
iskeletinin 10 giinliik mikroyer¢ekimi  kosullarinda  yeniden yapilandigi

gosterilmistir.

Zhang ve ark., endotelyal belirtegler olan Flk-1 ve vWF mikroyer¢ekimi kosullarinda
onemli derecede arttigim1 gostermistir. Matrigel Angiogenesis Assay teknigi ile
mikroyercekiminde damar olusumu gozlemlenmis ve mikroyercekimi grubunda
damar tiibiil uzunlugu, tiibiil ¢ap1 ve alaninin yercekimi grubuna gore daha fazla
oldugu gosterilmistir (Kang ve ark., 2011; Sokolovskaya ve ark., 2014; Wang ve
ark., 2014; Zhang ve ark., 2013).

1.5.3. Mikroyercekiminin Kondrojenik Farkhilasmaya Etkisi

Mikroyercekimi kosullarinin, kondrojenik farklilasmayr da etkiledigi birgok
calismada gosterilmistir. Yu ve ark. mikroyer¢ekimi kosullarinda kondrojenik

belirteglerin (Col2A1, agrekan, sox9, Coll0Al) ifadesinin yiikseldigini gostermis,
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buna ek olarak p38 fosforilasyonunun da yiikseldigini, kondrojenik farklilasmanin

p38 fosforilasyonunun yiikselmesi ile arttigini ifade etmistir (Yu ve ark., 2011).

Emin ve ark., onceki c¢alismalara paralel olarak DDK biyoreaktoriinde kiiltiirii
yapilan hiicrelerin PLGA siingerin {izerine ve igerisine daha homojen sekilde
dagildigin1 gostermistir. Benzer sekilde DDK biyoreaktdriinde hiicre sayisinin arttigi
gosterilmis, kondrojenik belirteglerin (Anti-Rat kolajen tip I, Anti-Rat Aggrekan,
Alcian mavisi) ifadesinin arttigi bulunmustur (Luo ve ark., 2011; Sheyn ve ark.,
2010; Wu ve ark., 2013; Yu ve ark., 2011). Bu g¢alisma ile PLGA siinger {izerine
tohumlanan ~MKH'lerin, DDK  biyoreaktoriinde  statik  kiiltire  kiyasla
kondrogenezinin arttig1 gosterilmistir (Emin ve ark., 2008).

1.5.4. Mikroyercekiminde Hematopoetik Kok Hiicre Kiiltiirii

DDK biyoreaktoriiniin hematopoetik kok hiicre (HKH) kiiltiirii i¢in basarilt bir
sistem oldugu Liu ve ark.in 2006 yilinda yaptiklari galisma ile gosterilmistir.
Geleneksel hiicre kiiltiirii yontemlerinde kullanilan kiiltiir kaplar, kiiltiir vasatinda
yiiksek konsantrasyon gradiyentleri olusturmaktadir. Bununla beraber bu kaplarda,
yalnizca yiizey alaninin smirladigit sayida HKH c¢ogaltilabilmektedir. DDK
biyoreaktorii, 3 boyutlu siispansiyon hiicre kiiltiirii ortami saglamaktadir (Ferrarini ve
ark., 2013; Lei ve ark., 2011; Morabito ve ark., 2015). Vasat iginde asili halde
yasayan hiicrelerin sitokinlerden daha etkin sekilde faydalandigi belirtilmistir. Liu ve
ark., kordon kani mononiikleer hiicrelerini normal kiiltiir kaplarinda ve DDK
biyoreaktoriinde kiiltiire etmis ve DDK biyoreaktoriinde ¢ok basarili bir sonug elde
etmigtir. Kiltiir kaplarinda 12 saatten sonra CFU-GM (Colony Forming Unit -
Graniilosit-Makrofaj) tiretimi goriilmezken, DDK biyoreaktdriinde 216 saate kadar

artig kaydedilmistir (Liu ve ark., 2006).

Hastaya, kg basina 1,5 x 10" mononiikleer hiicre ve 1,5 x 10° CD34" hiicre verilmesi,
giivenli kordon kani transplantasyonu i¢in esik degerdir. Bu, 80 kg agirhiginda bir

hasta i¢in en az 1,2 x 10° mononiikleer hiicre ve 1,2 x 10’ CD34" hiicre verilmesi
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anlamma gelmektedir. 1 x 10® mononiikleer hiicrenin %1 CD34" hiicre icerdigi
varsayllmaktadir. Liu ve ark., bu miktarda HKH ve progenitorlerini DDK
biyoreaktoriinde gelistirmek i¢in bir yontem gelistirmistir. Bu islem i¢in 4 DDK
biyoreaktorii kullanan arastirmacilar, DDK1'e 2 % 10° mononiikleer hiicre ekmistir.
72 saat kiiltiir sonrasinda DDK 1'deki hiicrelerin yarisint DDK2 ye aktarmis, 120 saat
sonrasinda ise her iki DDK'nin yarisint DDK3 ve DDK4'e transfer etmislerdir. 144
saat sonunda istenen sayida hiicreye ulasilmis ve hiicreler toplanmis, hastaya

nakledilmeye hazir hale getirilmistir (Sekil 1.7).

Hiicre Toplama

144h

120h 144h
DDK2#* DDK4* [——s Hiicre Toplama
72h
UCB MNCs 120h 144h
’ DDK].“ DDKB# s Hiicre Toplama
Oh

144h

Hiicre Toplama

Sekil 1.7. Hastaya Nakil icin Yeterli Mononiikleer Hiicre Uretimi Amacli DDK Biyoreaktor Stratejisi, (Liu ve
ark., 2006)

1.5.5. Mikroyercekimi Kosullarinin Diger Etkileri

MKH'lerin, 72 saat mikroyer¢ekimi kosullarinda kiiresel sekil aldiklarin1 gésteren bir
diger calismada, bir pluripotens belirteci olan OCT4 ifadesinin 48 ve 72 saat siireli
mikroyercekiminde yiikseldigini gostermistir. Bu veriler 1518inda, MKH'lerin 72 saat
mikroyergekiminde kiiltiire edilmesi ile maksimum pluripotens seviyesine

ulasabilecegi ifade edilmistir (Wang ve ark., 2014).

DDK biyoreaktoriinde kiiltiir vasati i¢erisinde kullanilan mikrotastyicilar (Cytodex-

3) iizerinde gelistirilen hiicrelerin gergek cok tabakali epitel dokusuna benzer 3-
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boyutlu yapilanmalar olusturdugu gosterilmistir. Yergekimi kiiltiiriinde ise tek
tabakal1 bir yap1 olusturdugu belirtilmistir (Lei ve ark., 2011). DDK biyoreaktoriinde
kiiltiirti yapilan BHK-21 hiicrelerinin birbirlerine daha iyi tutunduklar1 ve 3-boyutlu
yapi olusturduklar1 gosterilmistir (Schwarz ve ark., 1992).

Mikroyer¢ekimi kosullarinin noronal farklilagsmaya etkisi de aragtirilmistir. Noronal
farklilagsma belirteglerinin (MAP-2, TH, CHAT) mikroyergekimi kosullarinda daha
yiiksek miktarlarda ifade edildigi gosterilmistir (Chen ve ark., 2011).

Mikroyercekimi kosullarinin kas-iskelet yapisinda bir¢ok degisiklige neden oldugu
bilinmektedir. Miiskiiler atrofi ve kasilma kuvvetinde azalma en sik goriilen
degisikliklerdir (Gopalakrishnan ve ark., 2010; Lambertz ve ark., 2001; LeBlanc,
Lin, ve ark., 2000; Narici ve ark., 2003).

Uzun siire uzayda kalan astronotlarin sa¢ folikiillerinde hiicre bdliinmesinin

baskilandigi bulunmustur (Terada ve ark., 2016).

1.6. Kok Hiicreler

1.6.1. Kok Hiicre

Kok hiicreler, 6zellesmis hiicre tiplerine farklilasabilen ve daha fazla kok hiicre
tiretmek i¢in kendini yenileyebilen, tiim ¢ok hiicreli canlilarin doku ve organlarini

olusturan ana hiicrelerdir.

Bir hiicrenin kok hiicre olabilmesi i¢in; kendini yenileme ve ozellesmis hiicre
tiplerine farkhlasabilme o6zelliklerini bulundurmasi gereklidir (Elcin, 2016a;
Gardner, 2002; He ve ark., 2009). Kendini yenileme, kok hiicrelerin farklilagsmamis
hallerini siirdiirerek ¢ok sayida hiicre boliinmesi yapabilme yetenegidir. Bir kok

hiicrenin, kendisiyle 6zdes olan bir ana hiicre ile beraber, farklilasma yoluna girmis
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bir baska hiicre liretmesine asimetrik hiicre boliinmesi denir. Kok hiicreler kendini

yenileme 6zelliklerini asimetrik hiicre boliinmesi yetenekleri ile saglamaktadir.

Kok hiicreler 6zellesmis hiicre tiplerine farklilasabilmektedirler. Bu yeteneklerinin
genisligi, kok hiicrelerin yetkinligi (potensi) ile ilgilidir. Totipotent kok hiicreler,
bir organizmay1 tamami ile olusturabilen hiicrelerdir. Organizmadaki tiim hiicre
tiplerine farklilagabilmektedirler. Yumurta ve spermin birlesmesiyle meydana gelen
zigotun ilk birka¢ boliinmesiyle meydana gelen hiicreler totipotenttir. Pluripotent
kok hiicreler, lic germ tabakasina (ektoderm, endoderm ve mezoderm) farklilagsma
kapasitesine sahip hiicrelerdir, fakat plazenta gibi trofoblast kokenli embriyo dis1
dokulara doniisemezler ve bu nedenle tek baslarina yeni bir birey olusturamazlar.
Multipotent kok hiicreler daha smirh sayida hiicre tiplerine, oligopotent kok
hiicreler ise sadece birkag hiicre tipine farklilasabilen hiicrelerdir. Unipotent kok
hiicreler ise yalnizca bir hiicre tipini iiretebilen kok hiicrelerdir. (Seydoux ve ark.,
2006; Spencer ve ark., 2011).

1.6.2. Memeli Viicudundaki Kok Hiicre Tipleri

Kok hiicreler, kokenlerine gore dort ana smifta incelenmektedir; embriyodan elde
edilen kok hiicreler, fetustan elde edilen kok hiicreler, kordon bagindan elde edilen
kok hiicreler yetiskinlerden elde edilen kok hiicreler (Bongso ve ark., 2005; Elcin,
2016b; Kern ve ark., 2006).

Memelilerde dollenmis yumurta 2, 4, 8 hiicreye boliinmektedir ve boliinmeye devam
ederek morulay1r meydana getirmektedir. Dollenme ile blastula sathasi1 arasindaki bu

asamalardaki tiim hiicreler totipotent hiicrelerdir (Bongso ve ark., 2004).

Blastokistin i¢ hiicre kiimesinden elde edilen embriyonik kok hiicreler (EKH)
pluripotent hiicrelerdir. EKH'ler, yiliksek telomeraz aktivitesine sahip, ¢ogalma

kapasitesi ¢ok yiiksek olan hiicrelerdir. EKH'ler ii¢ germ tabakasi olan ektoderm,
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endoderm ve mezoderme farklilagabilmektedir. Yetiskin bir insan viicudundaki

200'den fazla hiicreye farklilasabilme yetenegindedirler.

Cok sayida hiicre tipine farklilasabilen EKH'lerin, doku miihendisligi i¢in kullanish
bir transplantasyon kaynagi potansiyeli tasidigi ifade edilmistir (Levenberg ve ark.,
2002). EKH'erin kardiyomiyositlere, noronlara, hepatositlere, kemik iligi
hiicrelerine, adacik hiicrelerine, endotelyal hiicrelere vb. bir¢ok hiicreye farklilastig
yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (Davila ve ark., 2004). Arastirmacilar Parkinson
hastaliginin tedavisinde kullanabilmek icin EKH'leri dopamin iireten hiicrelere
farklilagtirmiglardir (Parish ve ark., 2007; Perrier ve ark., 2004). Bir diger ¢alismada,
diyabet hastaligina ¢6ziim yolu gelistirmek amaciyla EKH'ler insiilin iireten

hiicrelere farklilastirilmistir (D'’Amour ve ark., 2006).

EKH'lerin blastokist i¢ hiicre kiitlesinden elde edilmesi, genellikle blastokistin
parcalanmasini gerektirdiginden etik problemler olusturmustur ve insan EKH'lerinin

kullanim1 giintimiizde halen tartigilmaktadir.

Fetiisten elde edilen kok hiicreler. Genellikle diisiik yapilmasinin ardindan fetiisiin
kendisinden elde edilen fetal kok hiicreler ve embriyonik membrandan elde edilen
esktraembriyonik fetal kok hiicreler olmak iizere iki tip fetal kok hiicre

bulunmaktadir (Bongso ve ark., 2005; Wagner Jr ve ark., 2016; White-Walker).

Kordon kani, fetal hematopoietik kok hiicrece zengin bir kaynaktir (Bongso ve ark.,
2004). Bununla beraber kordon kaninin ayni zamanda bir MKH kaynagi oldugu
gosterilmistir (Bongso ve ark., 2005).

Wharton's jelly (WJ), MKH’ler igin 6nemli bir kaynak saglamaktadir. WJ,
ekstraembriyonik bir dokudur ve dogumdan sonra kolaylikla elde edilebilmektedir.
WJ’de bulunan MKH’ler kemik iligine gore daha yiiksek erisilebilirlige sahiptir ve
etik kisitlamasi da kemik iligine gore daha azdir. Kemik iliginden MKH izolasyonu

donor i¢in agrili bir siirece neden olurken, WJ’den MKH izole etmek icin donore
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herhangi bir miidahaleye ihtiyagc duyulmamaktadir (EI Omar ve ark., 2014,
Subramanian ve ark., 2012).

WJ-MKH’lerin, yetiskin dokulardan elde edilen MKH’lere gore daha ilkel hiicreler
oldugu ve embriyonik ile yetiskin kok hiicreler arasinda ozellikleri oldugu ifade
edilmektedir (Troyer ve ark., 2008). Ayrica, WJ-MKH’lerin potansiyel olarak daha
yiilksek miktarlarda mevcut oldugu, daha yiiksek proliferasyon oranina sahip
olduklari, iyi derecede yayilma ozellikleri gosterdikleri, teratomay1 indiiklemedigi ve

giiclii bir immiinmodiilator kapasite barindirdiklari ¢aligmalarda ifade edilmistir (El

Omar ve ark., 2014).

Yetigskin kok hiicrelerin  biiylik boliimii multipotenttir. Belirli hiicre tiplerine
farklilagabilen erigskin kok hiicreleri insan viicudunda hasarli dokularin onarimi i¢in

son derece onem tasimaktadir.

Kemik ilig1, eriskin kok hiicrelerin bulundugu en zengin kaynaklardan biridir. Kemik
iligi kok hiicrelerinin, omurilik yaralanmalari, karaciger sirozu, kalp yetmezligi,
kronik iskemiler gibi hastaliklara tedavi gelistirmek i¢in kullanildigi caligsmalar
mevcuttur (Subrammaniyan ve ark., 2011; Terai ve ark., 2006; William ve ark.,
2011).

Hematopoietik kok hiicreler, mezenkimal kok hiicreler, bagirsak kok hiicreleri,
karaciger kok hiicreleri, kemik ve kikirdak kok hiicreleri, epidermal kok hiicreler,
noronal kok hiicreler, pankreatik kok hiicreler ve goz kok hiicreleri yetigkin kok

hiicre tipleridir.

Hematopoietik kok hiicreler (HKH) ve mezenkimal kok hiicreler (MKH), kemik

iliginde bulunan eriskin kok hiicrelerdir.

HKH'ler, kirmizi kemik iliginde konuslanmis kan kok hiicreleridir. Miyeloid

(monositler, makrofajlar, bazofiller, eozinofiller, megakayositler/plateletler, dendritik
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hiicreler) ve lenfoid (T hiicreleri, B hiicreleri, NK hiicreleri) hiicre soylarina

farklilasabilmektedir (Sekil 1.8).

HKH'lerin temel kaynaklar1 pelvis, femur ve sternum kemik ilikleridir. Kordon kani
ve periferal kanda da HKH'lerin varlig1 bilinmektedir. HKH'lerin temel belirteci
CD34 hiicre yiizey belirtecidir. Uzun siireli koloni olusturabilen HKH'lerin
cogunlugu CD34+CD38- hiicrelerdir (Ural, 2012). HKH'ler hastalara otolog
(Hastanin kendi kok hiicreleri) veya allojenik (Dondrden alinan kok hiicreler) olarak

transplante edilebilirler.
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Sekil 1.8. Hematopoetik Kok Hiicrelerin Farklilagsmasi (Hematopoez) (http://kanbilim.com)

1.6.3. Mezenkimal Kok Hiicreler

MKH’ler kemik iligi stromasinin hematopoietik olmayan bolgelerinde bulunmaktadir
(Bongso ve ark., 2005). MKH’ler; osteoblastlara, kondrositlere, adipositlere ve
myelositlere, tendonlara ve ligamentlere farklilagsabilen multipotent kok hiicrelerdir
(Beyer Nardi ve ark., 2006; Brighton ve ark., 1997; Elcin, 2003; Koc ve ark., 2008;
Oni, 1992) (Sekil 1.9). Stromal kok hiicreler olarak da bilinen MKH’ler kemik iligi,
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kordon kani, yag doku, Wharton’s Jelly, dis pulpasi1 gibi cesitli kaynaklardan elde
edilebilmektedir (Elcin, 2016¢; Koc ve ark., 2008; Sanz ve ark., 2015). MKH’lerin
periferik kanda da bulundugunu gosteren g¢alismalar mevcuttur (Chong ve ark.,
2012).

MKH’ler yiiksek seviyede kendini yenileme kapasitesine sahiptir. Osteoblastlara,
adipositlere ve kondrositlere (3-lineage 6zelligi) farklilagabilme yetenekleri
MKH'lerin karakterize 6zelligidir. MKH'lerin néron-benzeri hiicrelere farklilastigini

gosteren ¢aligmalar da bulunmaktadir (Birbrair ve ark., 2011; Jiang ve ark., 2002).

MKH'’lerin, salgiladiklar1 sitokinler aracilifiyla dendritik ve T-hiicrelerini
etkileyerek immiinmodiilator etkilerinin oldugu da bilinmektedir (Ryan ve ark.,
2005).

: Mezenkimal Kok Hiicreler

Ad|p05|tler Néronlar
Wj% Kas Hiicreleri
Kondrositler maa

Osteoblastlar

Sekil 1.9. MKH'lerin Farklilasmas1 (https://omicsonline.org)
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1.7. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Adipositlere Farklilasmasi

1.7.1. Adipogenez

Adipogenez, yeni bir adipoz doku olusturan biyolojik siirectir. Adipoz doku enerji
homeostazinda, lipit metabolizmasinda ve insiilin eylemlerinde biiyiikk rol
oynamaktadir. Memelilerde iki tip adipoz dokusu tanimlanmistir; beyaz adipoz doku
ve kahverengi adipoz doku (Cinti, 2005). Beyaz adipoz dokunun esas rolii,
triacilgliserol salimi1 ve depolanmasi araciligi ile enerji homeostazini diizenlemektir
(Rosen ve ark., 2006). Beyaz adipoz doku, salgiladigi adipokinler araciligiyla besin
alim1 ve enerji homeostazinda gorev alirken, metabolik bozukluklarin inflamatuvar
evrelerinde de gorev almaktadir (Waki ve ark., 2007). Kahverengi adipoz doku, 1s1
tiretimi araciligiyla enerji yayan termojenik aktiviteye sahiptir (Spiegelman ve ark.,
2001).

Beyaz adipositler, tek ve biyiik lipit damlacigina ve az sayida mitokondriye sahip
olmalar ile karakterizedir. Kahverengi adipositler ise birgok lipit damlaciklarina ve
¢ok sayida mitokondriye sahiptir (Cai ve ark., 2013). Kahverengi adipositlerin
BATokinler (Brown Adipose Tissue, BAT-derived adipokines) olarak bilinen
adipokinleri salgiladiklari, trigliserit ve glukoz yikiminda da rolleri oldugu da

gosterilmistir (Chartoumpekis ve ark., 2011; Hondares ve ark., 2010).

Son donemlerde yapilan g¢aligmalarla, farelerde hem beyaz hem de kahverengi
adiposit ozelliklerini gosteren hiicre tipi kesfedilmistir. Brite adipositler (Brown and
White) olarak adlandirilan bu hiicreler, her iki hiicre tipinin de ozelliklerini

tasimaktadirlar.

Mezenkimal kok hiicreler adipojenik farklilasma siirecinde, beyaz ve kahverengi
adipoz dokularin alt tipleri olan adiposit prekiirsorlerine farklilagsmaktadir.
Kahverengi adipositlerin prekiirsorleri miyojenik transkripsiyon faktori Myf5’i ifade

etmektedir. Buna zit olarak beyaz adipositler Myf5 ifade etmemektedir (Sekil 1.10).
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Brite adipositlerin ise, kahverengi adipositlerin bircok 6zelligini gosterirken Myf5
ifade etmedikleri tespit edilmistir (Barbatelli ve ark., 2010; Petrovic ve ark., 2010;
Seale ve ark., 2008).

Adiposit formasyonu iki basamakli bir siiregtir; determinasyon asamasi ve terminal
farklilagsma fazi. Determinasyon fazinda MKH’ler adipositik nesile yonelmistir ve
diger mezenkimal nesillere farklilagsma yetenegini kaybetmistir. Sonraki asama olan
terminal farklilasma fazinda, yonlenmis hiicreler farklilagarak olgun adiposit
karakteri kazanmaktadir (Feve, 2005). Farklilasma orijinlerindeki ve fizyolojik
fonksiyonlarindaki farkliliklara ragmen kahverengi ve beyaz adipositlerin

transkripsiyonel farklilasma kaskatlar1 ¢ok benzerdir.

Beyaz

Myf5- Adiposit
Prekiirsor

Brite Adiposit
MKH

Myf5+
Prekiirsor

Sekil 1.10. Adipositlerin Alt Tipleri ve Orjinleri

1.7.2. Adipojenik Belirtecler

PPARy?

Peroksizom Proliferator ile Aktiflestirilen Reseptorler (PPAR), ligant-aktif

transkripsiyon faktorleri arasindadir ve ¢ekirdek hormon reseptorleri siiperailesinin
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bir liyesidir. Memelilerin adipoz dokusunda yiiksek miktarlarda ifade edilen bir
reseptordiir. Alt grubuna gore isimlendirilen {i¢ alt tipi bulunmaktadir; PPARa,
PPARJ ve PPARy (Michalik ve ark., 2006).

PPARy, PPARY1 ve PPARY2 olmak iizere iki izoforma sahiptir; PPARYy1 kas dokusu
diginda tiim dokularda ifade edilirken, PPARYy2 adipoz dokuda ifade edilmektedir ve
adiposit farklilagmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Preadipositlerin adipositlere

farklilasmasi sirasinda PPARy ifadesinin arttig1 ¢cok sayida ¢alisma ile gosterilmistir
(Elbrecht ve ark., 1996; Fajas ve ark., 1997; Lin ve ark., 2008; Wang ve ark., 2012).

PPARy ifadesinin genetik miihendisligi yontemleriyle susturuldugu farelerde
kahverengi ve beyaz adipoz doku olusumunda ve islevlerinde anormallikler
gbzlenmistir. Yiiksek yagli diyetle beslenen bu farelerde kilo artisinin oldukca
distiigii ve adipogenez i¢in Onemli belirtecler olan leptin ve adiponektin

konsantrasyonlarinin da oldukc¢a azaldig1 kaydedilmistir (Jones ve ark., 2005).

Kahverengi ve beyaz adipositlerin her ikisinin de adipojenik programi, PPARy
ifadesi ve aktivasyonuna dayanmaktadir. PPARy, lipit sensorii gorevi yapan bir
niikleer hormon reseptoriidiir ve adipogenezin esas transkripsiyonel regiilatoriidiir
(Rosen ve ark., 2000). Ayrica PPARy yalnizca adipogenez i¢in degil, farklilagmig
adipositlerin devamliligi i¢in de ¢ok kritiktir (Tamori ve ark., 2002).

Leptin, Adiponektin ve Adipsin

Yag hiicrelerinin salgiladigi onemli bazi spesifik belirtegler adiponektin ve leptin
hormonlaridir (Feve, 2005; Gimble ve ark., 2008; Moreno-Navarrete ve ark., 2012).
Leptin, adipozitede rolii oldugu kesfedilen ilk adipokindir. Leptin yalnizca yag doku
tarafindan salgilanir. Besin alimin1 baskilayarak ve enerji tiiketimini kontrol ederek
adipostat gorevi gormektedir. Leptin veya leptin reseptorii mutant olan hayvan ve
insanlarda obezite goriilmektedir (Rosen ve ark., 2006). Leptin ¢ok sayida ¢alismada
adiposit belirteci olarak kullanilmistir (Choi ve ark., 2016; Conde ve ark., 2011;
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Ronti ve ark., 2006; Sackmann-Sala ve ark., 2014; Trayhurn ve ark., 2008; Wabitsch
ve ark., 2001).

Birgok farkli ismi (apM1, GBP28, AdipoQ ve ACRP30) bulunan adiponektin, ileri
evreye ulasmis adipositlerde lipit kiirelerinin olusumuyla beraber ifade edilmektedir
(Fink ve ark., 2011; Jones ve ark., 2005; Wang ve ark., 2013; Wei, Li, ve ark., 2013).
Adiponektin, glukoz regiilasyonu ve yag asidi oksidasyonu dahil bir ¢ok metabolik

islemi modiile etmektedir (Diez ve ark., 2003).

Adipositlerde 6nemli derecede ifade edilen bir diger protein adipsindir (Adiposit
tripsin; kisaca adipsin) (Cowherd ve ark., 1999). Adipsin, adipoz hiicrelerde glukoz
transportunu uyararak trigliserit depolanmasini harekete gegirmektedir. Bununla
beraber yag asitlerinin yeniden esterlesmesini arttirmakta ve yag yikimini

azaltmaktadir (Ronti ve ark., 2006).

1.7.3. Linoleik Asit

Linoleik asit, esas yag asitleri ailesinin bir iyesidir. Esas yag asitleri, insan
viicudunda diger besin bilesenlerinden sentezlenemeyen yag asitleridir (Burr ve ark.,
1930).

Linoleik asidin, acik formiiliindeki ¢ift baglarin dizilimine gore isimlendirilen bir¢ok
izomeri bulunmaktadir (Sekil 1.11). Bu izomerlerin yag dokusu olusumu iizerine

etkileri bir¢ok arastirmaci tarafindan incelenmektedir.

Linoleik asidin yag dokusu olusum siirecini nasil etkiledigini inceleyen ¢alismalar
bulunmaktadir. Yapilan bir arastirmada cis-9,trans-11 ve trans-10,cis-12 konjuge
linoleik asitleri preadiposit farklilasmasi asamasinda vasata eklenmistir. Her iki yag
asitinin de adipogenezi baskiladig1 gosterilmistir (Yeganeh ve ark., 2016). Buna ilave
olarak trans-10,cis-12 konjuge linoleik asidin adipogenezi baskiladigl, yag

depolanmasini azalttigi ve bunlara zit olarak kemik formasyonunu arttirdig1 ifade
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edilmistir (Brown ve Mclintosh, 2003; Kim ve ark., 2013; McNeel ve ark., 2003;
Platt ve ark., 2009).

u] OH u] OH
CHo) CHa)g
CH-)= CH-
(CHo)s ( | N (CQ
Cis-9,trans-11-KLA Trans-10,cis-12-KLA Linoleik Asit (Cis-9,cis-12)

Sekil 1.11. Linoleik Asitin Izomerleri (http://www.jyi.org/)

Yapilan arastirmalarda cis-9,trans-11 ve trans-10,cis-12 konjuge linoleik asidin
adipogenez ile yakindan iliskisi bulunan PPARy’nin ifadesini azalttigi gosterilmistir
(Kennedy ve ark., 2008; McNeel ve ark., 2003; Platt ve ark., 2009).

Cis-9,trans-11 ve trans-10,cis-12 konjuge linoleik asitlerin adipogenez {izerine
etkileri yapilan arastirmalarda gosterilirken, linoleik asidin esas formu olan cis-9,cis-
12°nin adipogenez iizerine etkileri net bir sekilde arastirilmamistir. Bu ¢alismanin
mikroyerg¢ekimi kosullariin adipogenez iizerine etkilerinden bagka bir diger hedefi
de, cis-9,cis-12 linoleik asidin adipogenez iizerine etkilerinin hem yer¢ekiminde hem

de mikroyer¢ekimi kosullarinda incelenmesidir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Cahismada Kullanilan Cozeltiler

DMEM F-12

DMEM 4,5 g/L Glukoz

RNA Later

Tripsin/EDTA

PBS

Metanol

Gluteraldehit

Insiilin

Dekzametazon
3-izobiitil-1-metilksantin (IBMX)
Linoleik Asit

Adipsin (P-16)

GLUTA4 (IF8)

Leptin (Ob)

PPARY2 (A-1)

High Pure RNA lIsolation Kit
Transcriptor High Fidelity cDNA
Synthesis Kit

Light Cycler® 480 Probes Master

Lonza, No: 5SMB038

Lonza, No: SMB045

Ambion

Sigma

Sigma, Merck

Merck

Electron Microscopy Sciences
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Santa Cruz Biotechnology, inc., Sc-12402
Santa Cruz Biotechnology, inc., Sc-53566
Santa Cruz Biotechnology, inc., Sc-48408
Santa Cruz Biotechnology, inc., Sc-166731
Roche

Roche

Roche
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2.2. Cihazlar ve Kiiltiir EKipmanlari

DDK Biyoreaktorii

Rotary Cell Culture Vessel (10 ml)
Santrifiij

Inversiyon Mikroskobu
Inkiibator

Laminer Kabin

Otoklav

Kiiltiir Kaplar1 (75, 225 cm?)
Tiipler (50 ml, 15 ml)

Mini Santrifiy

Elektroforez

Jel Goriintiileme

Nanodrop

PCR Kabini

Thermal Cycler

Real Time PCR

2.3. Dondurulmus Adipoz Mezenkimal Kok Hiicrelerin Coziiliip Kiiltiire

Adapte Edilmesi

Synhecon

Synthecon, No: D-110

Beckman Coulter, Allegra® X-15R
Zeiss

Thermo Scientific, Heracell 150i
K system IVF Workstation L226
Sanyo, MLS-3780

Corning

Corning

Gilson, GmCLab

Bio-Rad Powerpac Universal
G:BOX, Syngene

Thermo Scientific

Isocide

Bio-Rad

Light Cycler® 480 I1

Bu calismada, daha onceden etik kurul izni ile (AUTF; 01/03/2010; 08-129) temin

edilen; atik adipoz dokudan izole edilip, ¢ogaltilan ve immiinfenotiplendirmesi

yapilmis bulunan insan adipoz mezenkimal kok hiicreleri (AMKH’ler) kullanildi.

Dondurulmus olarak saklanan AMKH’ler standart yontemle ¢oziiliip kiiltiire adapte

edildi ve istenilen hiicre sayisina ulasilana kadar pasajlandi. Kiiltiir islemleri,
AMKH’ler i¢in standart kiiltiir vasat ortaminda (DMEM/F12-%10 FBS) ve 37°C,
5% CO,, 95% nem sartlarinda tutulan karbondioksitli inkiibatérde siirdiirtildii.
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Dondurulmus hiicrelerin agilmasi isleminde, izole edilip dondurulmus hiicrelerin
yeniden ¢6ziilmesi i¢in bir beherin i¢ine su konularak 37° C’ ye 1sitild1. Isitilan suyun
icine numune (-86° C) konuldu. Konulan kriyotiip ¢6ziilene kadar beklendi. Son
kristal-buz pargasi kaldiginda vasata eklendi. Tam vasat hazirlandi. 15 ml’lik
kapakli santrifiij tiiptine 2-3 ml konuldu. Kriyotiipiin i¢indeki hiicreler ve DMSO tam
¢oziinmeden alinarak 15 ml’lik tiipiin igerisine damla damla eklendi (Co6ziinme
isleminin uzamasi, DMSO’nun hiicreleri etkileyerek hiicre canliliginin azalmasina
yol acar). I¢inde tam vasat, hiicreler ve DMSO bulunan 15’ml’lik tiip, 1100 rpm’de
11 dk. santrifiij edildi. Tipiin iginde santrifiijleme sonucu elde edilen pellette
hiicreler bulunmakta olup, siipernatant atildi. Pelletin iizerine tam vasat konularak
pipetleme yapildi. Hiicreler 75 cm®lik kiiltiir kaplarina aktarilarak iizerlerine tam
vasat eklendi ve 37°C, 5% CO;, 95% nem sartlarinda tutulan karbondioksitli

inkiibatore konuldu.

2.4. Doner Duvarh Kap Biyoreaktoriiniin Hazirlanmasi

On Temizleme

1. Civatalar sokiilerek kap pargalarma ayrildi. On ve arka kapagm i¢ yiiziinde
bulunan halkalar, gobekteki oksijen membrani ve port sokiildii.

2. Tim pargalar, ¢ok fazla asidik veya bazik olmayan bir laboratuvar deterjani ile
dolu bir kap igerisine yerlestirildi ve 1 saat bekletildi.

3. Pargalar higbir sert firca kullanmadan, lateks eldivenler ile hafif hareketlerle
temizlendi.

4. Tiim pargalar musluk suyunda durulanda.
5. Tiim parcalar bir gece boyunca saf su igerisinde bekletildi.

6. Parcalar acik havada kurumaya birakildi.
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7. Kap yeniden birlestirildi.

Otoklavda Sterilizasyon

1. Doldurma portu yerinden ¢ikartildi.

2. Kaplar ve portlar ayr1 ayr1 aliminyum folyolara sarildi.

3. Otoklava konulmadan 6nce kabin civatalar1 birkag tur gevsetildi.
4. 121°C de 20 dakika sterilizasyon i¢in otoklav baslatildi.

5. Otoklavin ardindan parcalar kurumaya birakildi.

225 cm? kiiltiir kaplarinda gelistirilip konfluent hale ulastiktan sonra tripsinleme
islemine alinan pasaj 7 asamasindaki AMKH’ler 4 adet biyoreaktdre, 1 x 10°

hiicre/ml olacak sekilde tohumlandi.

DDK biyoreaktoriine hiicrelerin yiiklenmesi asamasinda kabin igerisinde steril
paketlerinden ¢ikartilan doner kaplar, ¢alismay1 kolaylagtirmak amaci ile 6’lik kuyu
tizerine yerlestirildi (Sekil 2.1). Doner kap tizerindeki kapakgik dikkatlice ¢ikartildi.
10 ml’lik steril siringa igerisine 5 ml vasat cekilerek acilan kapakciktan yavasca
doner kap igerisine dolduruldu. Daha 6nceden hazir hale getirilmis hiicreler de aym

sekilde kapakgiktan doner kap igerisine aktarildi.
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Sekil 2.1. Inkiibatdr icerisinde doniise hazir DDK Biyoreaktérii (ElginLab)

Doner kap i¢inde kalan hava boslugunun doldurulmasi i¢in iki adet insiilin siringasi
(1 ml) kullanildi. Bir insiilin siringas1 vasat doldurmak i¢in, diger siringa doner kap
icinde kalan hava boslugunu ¢ekmek i¢in kullanildi. Doéner kap {izerindeki
musluklarin kapaklar1 acildi. Bu islem sirasinda musluk vanalar1 agilmamalidir.
Vasatla doldurulan siringa, doner kap iizerindeki musluga takildi. Bos olan siringa da
diger musluga takildi. Doner kap hareket ettirilerek i¢indeki hava boslugu muslugun
altina getirildi, bu musluk vanasi dik konuma getirilerek agildi ve bos siringa i¢ine bu
hava kabarciklar ¢ekildi. Hava ¢ekildikten sonra bu muslugun vanasi kapatildi. Vana
kapatildiktan sonra siringa i¢indeki hava bir atik kabina bosaltilarak yeniden musluga
takildi. Vasatla doldurulan siringanin takili oldugu musluk, vanasi agildiktan sonra
yavasca doner kap igerisine dolduruldu. Siringa igindeki tiim vasat doldurulduktan
sonra musluk vanasi yatay konuma getirilerek kapatildi ve siringaya yeniden vasat
dolduruldu. Bu islemler doner kap igerisinde hava kabarcigr kalmayana dek
tekrarlandi. Iginde hava kabarcigi kalmayan doner kap, biyoreaktore takilmaya hazir
halde getirildi. Doner kaplar biyoreaktore dikkatli bir sekilde takildi ve herhangi bir
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akinti-s1zint1 olup olmadigi kontrol edildi. Cihaz iizerindeki anahtar “ON” konumuna
getirilerek rotasyon baslatildi. Hiicrelerin yeni ortama aligmasi i¢in 10 rpm hizinda
30 dk siire ile ¢evrildi. Sonrasinda doniis hiz1 30 rpm’ ye ¢ikartildi. 24 saatte bir vasat
degisimi yapildi.

DDK biyoreaktoriinde vasat degisimi islemi baglangicinda cihaz {izerindeki anahtar
“OFF” konumuna getirilerek durduruldu. Yerlerinden ¢ikartilan doner kaplar
inkiibator icerisindeki kuyu iizerine yerlestirilerek, 40 dk. hiicrelerin doner kap
dibine ¢Okmesi beklendi (Sekil 2.2). 40 dk sonra yukarida verilen yontem
kullanilarak vasat degisimi tamamlandi. Doner Kkaplar yerlerine dikkatlice
yerlestirildikten sonra cihaz anahtari “ON” konumuna getirilereck doniis tekrar

baslatildi.

Calismada 3. giiniin sonunda DDK-1, 6. giiniin sonunda DDK-2 ve 11. giin sonunda
kalan iki doner kap (DDK-3 ve DDK-4) analiz i¢in durduruldu (Cizelge 2.1). Doner
kap igerisindeki hiicreler PBS ile yikanarak 50 ml’lik tiip igerisine alindi. 1500
rpm’de 11 dk santriflij edildi. PBS ile tekrar yikandiktan sonra bir kez daha ayni
ayarda santrifiij edildi. Santrifiijiin ardindan pellet alindi ve 100 pL RNA Later
¢ozeltisi konularak kriyotiip igerisinde +4 °C’de 18 saat bekletildi. Sonrasinda -86

°C’deki dondurucuya alindi.

Cizelge 2.1. Biyoreaktor Deney Plani Cizelgesi

Normal Bilyiime Adipojenik
Vasati Yonlendirme Vasati ileri Farkhlastirma Vasati

Reaktor \

Giin 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
DDK-1 v v v O O 0 0 [l [l [] []
DDK-2 v v v v v v O O O 0 (1
DDK-3* v v v v v v v v v v v
DDK-4 v v v v v v v v v v v

* DDK-3 adipojenik yonlendirme vasatinda devam edildi.
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Sekil 2.2. Doner kaplarda vasat degisimi

2.5. Hiicre Kiiltiirii ve Farkhlastirmasi

Onceden Kkiiltiirii yapilip 7. pasajda doygunluk seviyesine ulasan AMKH’ler ile
deneye basland1 (Sekil 2.3). Hiicrelerin 3 giin boyunca %10 FBS (Lonza), %1 L-
Glutamin (Lonza) ve % 1 penisilin/streptomisin (Lonza) igeren DMEM F:12 (Lonza)
vasat ortaminda kiiltiirti stirdiiriildii (Cizelge 2.2). Her giin vasat degisimi yapildi.

Adipojenik farklilasma deneylerinde hiicrelerin 3 giin %10 FBS, %1 L-Glutamin, %1

penisilin/streptomisin, 1 pM dekzametazon (Sigma), 0,5 uM 3-izobiitil-1-
metilksantin (Sigma), 0,1 U/ml insiilin (Sigma) iceren DMEM (4,5 g/L glukoz) ile
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Sekil 2.3. Biyoreaktdre Yiikleme Oncesi Bolluga Ulasan (Konfluent) AMKH’lerin (Pasaj 7) invert Mikrografi.

kiiltiirti yapildi. Her giin vasat degisimi yapildi. 6. giiniin sonunda deney grubu ikiye
ayrilarak birinci grup %10 FBS, %1 L-Glutamin, %1 penisilin/streptomisin, 1 pM
dekzametazon, 0,5 uM 3-izobiitil-1-metilksantin, 0,2 U/ml insiilin igeren DMEM
(4,5 g/L glukoz) ile 5 giin daha kiiltiir siirdiiriildii (LA(-) vasat). Ikinci grup ise
birinci grubun vasatina 0,5 mM linoleik asit (Sigma) ilave edilerek 5 giin daha kiiltiir
gerceklestirildi (LA(+) vasat). Tim hiicre kiiltiirlerinde giinliik vasat degisimleri
yapild.

Histokimyasal incelemeler i¢in 8 adet dort kuyucuklu lam {izerine, her kuyucuga
50.000 hiicre tohumlandi. 5 giin sonra hiicreler her kuyucukta konfluent hale ulasti
ve deneye baslandi. Ik 3 giin tiim gruplarda normal vasat kullanildi. 3. giiniin
sonunda 2 lam inceleme icin soguk metanol ile muamele edilerek + 4 °C’deki
sogutucuda saklandi. Kalan alt1 lama adipojenik vasat konuldu ve 3 giin sonra iki

lam daha incelenmek iizere soguk metanol ile muamele edildi. Deneyin son
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asamasinda iki lam adipojenik vasatla devam ederken diger iki lama ileri farklilagsma
vasati konuldu ve 5 giin sonra bu lamlar da soguk metanol ile muamele edilerek +4

°C’deki buzdolabinda saklandi.

Cizelge 2.2. Normal Yercekimi Deney Plani Cizelgesi

Normal Biiyiime edipoje.nik _
Vasati Yonlendirme lleri Farkhlagma Vasati
Vasati
T75\Giin 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
1 v v I v|lo|o|lojalo oo |0
2 v v v 0 N 0 0 0 O - =
3 v v v v v v 0 0 0 0 =
4 v | v | v | Vv v | v Polbolo 0 .
5* v v v v v v v v v v v
6* v v | v | v v v v v ]|v]|v v
7 R - | | R
8 v | v v iviiv]iviviviv]| v | v

* 5 ve 6 adipojenik yonlendirme vasatinda devam edildi.

2.6. Immiinohistokimyasal incelemeler

Dort kuyucuklu lamlar tizerinde gelistirilen hiicreler adipojenik farklilagmayi
incelemek tizere adipsin, adiponektin, leptin ve PPARY2 belirtegleri ile muamele
edildi.

Adipojenik belirtecler ile boyama oncesinde dort kuyucuklu lamlarin her biri saf
metanolde 5 dakika bekletildi. Su ile yikandiktan sonra spesifik olmayan
boyanmalarin azaltilmasi i¢in 10 dakika “hidrojen peroksit blok™ ile muamele edildi.
Su ile yikand:r ve spesifik olmayan antikor baglanmalarini baskilamak i¢in “ultra V
Blok” ile 5 dakika inkiibe edildi. %1 oraninda FBS igeren PBS 1:100 oraninda
seyreltilmis ¢ozelti ile hazirlanmig primer antikorlarla (Adipsin, Adiponektin, Leptin
ve PPARYy2) ayri ayrt boyama islemlerinin ardindan +4°C’de 24 saat boyunca
bekletildi. Sonrasinda su ile yikama yapildi. “biyotinli kegi anti-fare/rat sekonder
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antikoru” ile 10 dk muamele edildikten sonra su ile yikama yapildi. Bu islemin
ardindan “streptavidin peroksidaz” ile 10 dk oda sicakliginda inkiibe edildi ve tekrar
su ile yikama yapildi. 5-20 dk siiresince AEC Kromojen — AEC Substrat karisimu ile
karanlikta muamele edildi ve distile su ile yikanarak goriintiilemeye hazir hale

getirildi.

2.7. Es-Zamanh PCR Incelemeleri

2.7.1. RNA izolasyonu

1. RNA Later ile -80°C’de saklanan hiicreler oda sicakliginda ¢6ziildii.

2. RNA izolasyonu i¢in hiicreler 200 pL PBS ile pipetlenerek yeniden siispansiyon
haline getirildi.

3. 400 pL Lizis /Baglanma tamponu eklendi ve 15 saniye vortekslendi.

4. Bir toplama tiipiiniin i¢ine High Pure Filtreli Tiip yerlestirildi. Ornekler {ist
hazneden filtreli tiipe eklendi.

5. 8,000 x g de 15 saniye santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda filtreli tiip toplama
tiiptinden ayrilip toplama tiipiindeki siv1 atild1 ve filtreli tiip tekrar takilda.

6. Her tiipe 90 uL DNaz inkiibasyon tamponu ve 10 pL. DNaz | eklendi. 15 dk oda

sicakliginda inkiibasyona birakildi.

7. Inkiibasyonun ardindan filtreli tiipe 500 uL Yikama tamponu-l eklenerek 8000 x
g’de 15 sn santrifiij edildi.
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8. Santrifiijiin ardindan toplama tiipiindeki siv1 atild1 ve filtre tekrar tlipe takildi.
Filtreli tipe 200 pL Yikama tamponu Il eklenerek 13.000 x g de 2 dakika santrifiij
edildi.

9. Toplama tiipleri santrifiijiin ardindan atild1 ve filtreli tiipler yeni steril eppendorf
tiiplerine yerlestirildi. Filtreli tiipe 100 pL Eliisyon tamponu eklendi ve 8.000 x g de
1 dk santrifiij edildi. Bu asamadan sonra RNA’lar mikrosantrifiij tiipleri igerisindedir.

10. RNA miktarlar1 nanodrop cihazi ile dl¢iildi ve -80°C’deki dondurucuya aktarildi.

2.7.2. cDNA Sentezi

Izole edilip -80°C de saklanan RNA’lar ¢oziildii ve kisa siireyle santrifiij edildi.
Reaksiyon baslatilana dek tiim 6rnekler buz igerisinde tutuldu. Buz iizerine steril,
niikleaz-icermeyen, ince duvarli bir PZR tiipii konuldu ve 20 pL lik reaksiyon igin

asagidaki bilesenler eklendi:

Bilesen Hacim Son Konsantrasyon
Total RNA 1ng-4uL
Anchored-oligo(dT)s

1 uL 2,5 uM
Primer, 50 pmol/uL
Random Hexamer Primer,

2 uL 60 uM

600 pmol/pL
Toplam hacmi 11,4 uLL
Su, PZR safliginda
yapmak i¢in

Toplam Hacim 11,4 pL

Ornek primer karisimi 65°C de 10 dk tutularak denatiire edildi. Bu adim RNA ikincil
yapilarin1 denatiire etmeyi garantiye almak i¢in yapilir. Tiip derhal buz iizerinde

sogutuldu. Daha sonra tiipe asagidaki bilesenler eklendi:
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Bilesen Hacim Son Konsantrasyon
Transcriptor High Fidelity

Reverse Transcriptase 4 uL 1 x (8 MM MgCly,)
Reaction Buffer, 5x

Protector RNase Inhibitor,

40 U/uL

Deoxynucleotide Mix, her

biri i¢in 10 mM

DDT 1uL 5mM
Transcriptor High Fidelity

0,5 uL 20U

2 uL Her biri 1 mM

i 1,1l 22 U
Reverse Transcriptase

Toplam Hacim 20 pL

Reaktifler tiip icerisinde dikkatli sekilde karistirildi. Tiip, buharlasmayr onlemek
amaciyla 1sitilmig Termal devir cihazina yerlestirildi. +55°C de 30 dk inkiibasyona
birakildi. Ornek +85°C de 5 dk tutularak Transcriptor High Fidelity Reverse
Transkriptaz’in inaktivasyonu saglandi. Reaksiyonun durmasi i¢in tiip buz iizerine
konuldu. Bu agamada reaksiyon tiipii +2°C - +8°C de 1-2 saat veya -15° ile -25°C
arasinda uzun siire saklanabilir. Bu islemler sonucunda ¢cDNA, amplifikasyon i¢in
kullanilabilir hale gelmis durumdadir. PCR i¢in 1 — 5 pL reaksiyon iiriinii, 20 veya

50 uL son konsantrasyona ayarlanarak kullanilabilir.

2.7.3. cDNA’larin PCR i¢in Hazirlanmasi

1. cDNA halinde -80°C de saklanan hiicreler ¢6ziildii.

2. Hiicrelerin dibe ¢gokmesi i¢in kisa bir santrifiij islemi yapildi.

3. Buz lizerindeki bir 1,5 ml reaksiyon tiipii igerisine asagidaki bilesenler eklendi;
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Su 3ul
Primer-Prob Karisimi, 10x kons. 2 ul
Light Cycler® 480 Probes Master, 2x kons. 10 ul
Toplam Hacim 15 pl

Bu asamada adipogenez icin PPARY2, adipsin, adiponektin ve leptin problari,
referans i¢in ise B-aktin ve 18S rRNA problar1 kullanild.

4. Pipetleme yaparak dikkatlice karistirildi. Bu asamada vorteks yapilmamalidir.

5. PCR-Plakas1 iizerindeki her kuyucuga 15 pl yukaridaki karigim eklendi.

6. Kuyucuklara 5 pl DNA eklendi.

7. Plaka kapagi, plakanin tizerine dikkatli bir sekilde kapatildi.

8. Plaka PCR igerisine yerlestirildi ve islem baglatildu.

2.7.4. istatistiksel Analiz

Tim deneysel caligmalar ii¢ tekrarli olarak gerceklestirildi ve ortalamazstandart
sapma seklinde verildi. Orneklerin anlamlilik diizeylerinin belirlenebilmesi amaciyla
“Oneway Anova” testi kullanildi. Minimum giiven diizeyleri %95 (p<0,05) olarak

belirlendi.
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3. BULGULAR

3.1. Adipojenik Farkhilasmanin In Vitro Goriintiisii

Indiiksiyonun  baslatildigt 3.  giinden sonra hiicrelerin  farklilasmasi
immiinhistokimyasal boyamalar sonrasinda 1sik mikroskobu ile incelenmistir. 6.
giinden itibaren farklilasma belirginlesmis, hiicrelerin adiponektin, adipsin, leptin ve

PPARY?2 belirtegleri ile boyandigi goriilmiistiir.

Indiiksiyondan sonra 11 giin boyunca PPARY2 ifadesinin siirekli artig1 gozlenmistir.
11. giin sonunda LA(+) vasatta gelistirilen hiicrelerde LA(-)’ye gore daha yiiksek
miktarda PPARYy2 boyanmasi oldugu gozlenmistir. Buna zit olarak, adipsin ve leptin
ve adiponektin LA(-) vasatta daha iyi boyanma gostermistir. Linoleik asit PPARYy2
ifadesini arttirirken adipsin, leptin ve adipinektinin ifadelerini azaltmistir (Sekil 3.1).

Adiponektin Adipsin Leptin PPARy2

3.GUn

6.Gun

11.GUn LA(-) =

11.Giin LA() |

Sekil 3.1. IHC Boyama Isik Mikroskobu Goriintiileri
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3.2. RNA Konsantrasyonlari

Deneyler sonucunda total RNA konsantrasyonlart nanodrop ile 6l¢iilmiistiir.

G nG
3. Giin 42,8 ng/uL 30,9 ng/uL
6. Giin 33,9 ng/ulL 253,7 ng/uL
11. Giin 363,2 ng/uL 67,3 ng/uL
11. Giin + LA 186,5 ng/uL 47,4 ng/uL

3.3. Es-Zamanh PCR Sonuglari

Normal yer¢ekiminde PPARYy2 ifadesi, indiiksiyonun baglatildigi 3. giinden sonra
siirekli artis gostermistir. 6. giinde PPARy2 ifadesi 1,32 kat yiikselmistir. ileri
farklilagsma vasatina gecilen 6. giiniin ardindan PPARY2 ifadesi yiikselmeye devam
etmistir. LA(-) ileri farklilasma vasatinda gelistirilen hiicrelerde 11. giin sonunda
PPARY2 ifadesi 3. giine gore 4,24 kat artarken, LA(+) ileri farklilasma vasatinda 11.
giin sonunda 6,06 kat artis oldugu gézlenmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Normal Yergekiminde PPARY2 Ekspresyonu. Referans gen olarak B-aktin kullanilmistir. (p<0,05)
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IHC boyama bulgularina paralel sekilde linoleik asitin PPARY2 ekspresyonunu
yiikselttigi gozlenmistir. LA(+) vasatinda gelistirilen hiicrelerde 11. giin sonunda
PPARYy2, LA(-) vasatinda gelistirilen hiicrelere gore 1,34 kat fazla ifade edilmistir.

Indiiksiyonun baslatildig1 3. giinden itibaren adipsin ifadesi siirekli yiikselmistir. 6.
giiniin sonunda adipsin ekspresyonu 3,55 kat yiikselmistir. LA(-) vasatta 11. giin
sonunda adipsin ekspresyonu, IHC boyama bulgularina paralel sekilde daha fazla
artis gostermistir. LA(-) vasatta adipsin ekspresyonu 6. giine gore 1,67 Kkat
yiikselirken, LA(+) vasatta 1,39 kat yiikselmistir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Normal Yergekiminde Adipsin Ekspresyonu. Referans gen olarak B-aktin kullanilmigtir. (p<0,05).

Indiiksiyonun ardindan leptin ekspresyonu siirekli artmistir (Sekil 3.4). 6. giiniin
sonunda leptin ekspresyonu 2,55 kat artmistir. Linoleik asit leptin ekspresyonunu
azaltmistir. 11. gliniin sonunda sonra LA(-) vasatta leptin ekspresyonu 6. giine oranla
1,49 kat artarken, LA(+) vasatta 0,52 kat azalmistir. 11 giin sonunda LA(-) vasatta
leptin LA(+)’ya gore 3,49 kat daha fazla eksprese edilmistir. IHC boyama

bulgularinda da gdzlendigi gibi, linoleik asit leptin ekspresyonunu azaltmistir.
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Sekil 3.4. Normal Yer¢ekiminde Leptin Ekspresyonu. Referans gen olarak B-aktin kullanilmustir. (p<0.05)

Yetiskin adipositlerde ifade edildigi bilinen adiponektinin, indiiksiyonun heniiz
baglatilmadigi 3. giinde hi¢ ifade olmadigi gorilmiistir. Adiponektin ifadesi

indiiksiyondan sonra artmaya baglamistir.

leri farklilasma vasatina gegilmesi ile beraber adiponektin ifadesi 11. giin sonunda,
6. giine gore 6,21 kat yiikselmistir. Bununla beraber LA(+) vasatinda adiponektin
ifadesi 6. giine gore 0,66 kat azalmistir. LA(-) vasatinda adiponektin, LA(+)
vasatindakine gore 21 kat daha fazla ifade edilmistir (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. Normal Yergekiminde Adiponektin Ekspresyonu. Referans gen olarak p-aktin kullanilmstir. (p<0,05)

Linoleik asit IHC boyamalarinda da goriildiigii gibi PPARy2 ifadesini arttirirken,
leptin, adipsin ve adiponektin ifadesini azaltmistir. Elde edilen verilere gore 11. giin
sonunda PPARy2 ifadesinin LA(+) vasatinda 1,34 kat daha fazla oldugu
goriilmiistiir. Buna zit olarak leptin ifadesi 3,49 kat, adipsin ifadesi 1,15 kat ve
adiponektin ifadesi 21 kat azalmigtir (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. Linoleik Asit Normal Yercekiminde Yapilan Deneyde PPARy2 Ekspresyonunu Yiikseltirken, Leptin,
Adipsin ve Adiponektin Ekspresyonlarin1 Azaltmistir. Referans gen olarak B-aktin kullanilmistir. (p<0,05).

Mikroyercekimi  kosullarinda  kiiltiirii  gerceklestirilen hiicrelerde adipojenik
indiiksiyonun baslatildig1 giinden sonra tiim adipojenik belirteclerin ifadelenmesinde
artis olmustur. 6. gilinlin sonunda mikroyercekimi ve yergcekimi kosullari
karsilagtirildiginda, tiim belirteglerin mikroyer¢ekiminde daha yiiksek oranda ifade
edildigi goriilmiistiir (Sekil 3.7). Mikroyergekimi kosullarinda PPARy2 ifadesi 6.
giiniin sonunda 1,42 Kkat, leptin ifadesi 54,71 kat, adipsin ifadesi 11,38 Kat,
adiponektin ifadesi 2,27 kat artmistir.
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Sekil 3.7. 6. Giin Sonunda Yerg¢ekimi Kiiltiriine Gore Mikroyercekimindeki Ekspresyon Artislari. Referans gen
olarak B-aktin kullanilmistir. (p<0.05)

Mikroyergekimi kosullarinda 6. giiniin ardindan LA(-) ileri farklilasma vasatinda 5
giin daha kiiltiiri siirdiiriilen hiicrelerin PPARYy, leptin, adiponektin ve adipsin
ifadelenmeleri 11. giiniin sonunda normal yergekimi ile karsilastirilmistir. Elde
edilen veriler, mikroyercekimi kosullarinda kiiltiirii siirdiiriilen hiicrelerde tim bu
adipojenik belirte¢ genlerin ifadelenmelerinin daha yiiksek oldugunu gostermektedir.
Normal yer¢ekimine goére PPARy2 ifadesi 1,30 kat, leptin ifadesi 35,25 Kat,
adiponektin ifadesi 2,53 kat ve adipsin ifadesi 20,25 Kkat artis gostermistir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. LA(-) Vasatta 11. Giin Sonunda Yer¢ekimi Kiiltiiriine Gore Mikroyergekimindeki Ekspresyon Artislari.
Referans gen olarak B-aktin kullanilmigtir. (p<0.05)

Linoleik asitin mikroyergekimi kosullarinda adipojenik farklilagsmaya etkisi de
incelenmigtir. LA(+) vasatin konuldugu DDK biyoreaktoriinde 6. giinden sonra
PPARy2 ekspresyonu 3,10 kat artmistir. Buna zit olarak diger tiim belirteclerin
(leptin, adiponektin ve adipsin) ekspresyonlar1 azalma gostermistir. Leptin
ekspresyonu 4,17 kat, adiponektin ekspresyonu 8,69 kat azalirken, 11. giin sonunda

adipsin ekspresyonu tamamen durmustur (Sekil 3.9).
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Sekil 3.9. Linoleik Asitin Mikroyer¢ekimi Kiiltiirindeki Etkisi. Referans gen olarak B-aktin kullanilmigtir.
(p<0.05)

3.4. Uc¢ Boyutlu Kiimelenme

Mikroyergekimi ve normal yer¢ekimi kosullarinda kiiltiirii yapilan hiicreler invert
mikroskop ile goriintiilenmistir. 3. giiniin sonunda elde edilen goriintiilerde, standart
kiltir kaplarinda ve yercekimi kosullarinda kiltiirii  siirdiiriilen hiicrelerde
AMKH’lerin ig benzeri morfoloji gosterirken, DDK biyoreaktoriinde kiiltiire yapilan
hiicrelerin yuvarlak sekil aldig1 belirlenmistir (Sekil 3.10).

Elde edilen goriintiilere gore, normal yer¢ekiminde standart kiiltiir kaplarinda kiiltiirti
yapilan hiicrelerin 3. giiniin sonunda tek tabakali sekilde c¢ogalirken,
mikroyercekiminde hiicrelerin birbirlerine tutunarak ii¢ boyutlu kiimeler olusturmaya
basladig1 goriilmiistiir. 11. giin sonunda ¢ekilen fotograflarda ise hiicre kiimelerinin

daha biiyiik boyutlara ulastig1 kaydedilmistir (Sekil 3.11).
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Sekil 3.10. Mikroyergekiminde (uG) ve yer¢ekiminde (G) 3. Giin Sonunda Hiicrelerin invert Mikroskobu
Goriintiileri (4x, 10x ve 40x Biiyiitme)

Sekil 3.11. Mikroyercekiminde 11. Giin Sonunda Hiicre Kiimelerinin Invert Mikroskobu Gériintiileri

53



4. TARTISMA

Preadipositlerin olgun adipositlere farklilagmalar1 boyunca PPARY2 ifadelenmesinin
yiikseldigi bir¢ok calismada gosterilmistir (Elbrecht ve ark., 1996; Fajas ve ark.,
1997; Lin ve ark., 2008; Wagner ve ark., 2010; Wang ve ark., 2012). Calismamizda
da buna paralel olarak indiiksiyonun ardindan PPARy2 ifadesi siirekli bir sekilde
yiikselmistir. 1x insiilin igeren farklilasma vasatinda 3 giin tutulan hiicrelerde
PPARY2 ifadesi indiiksiyonun baslatildig giine gore 1,32 kat yiikselirken, 2x insiilin
kullanilan ileri farklilasma vasatinda 11 giin sonundaki PPARYy2 ekspresyonu daha

fazla yiikselmistir.

Linoleik asitin izomerleri ile yapilan bazi arastirmalarda konjiige linoleik asitlerin
PPARY2 ekspresyonunu baskiladigi ifade edilmistir (Brown ve ark., 2004; Brown,
Boysen, ve ark., 2003; Granlund ve ark., 2003; Kang ve ark., 2003; Kennedy ve ark.,
2008). Yaptigimiz ¢alismada konjiige formlarma zit olarak linoleik asitin PPARYy2
ekspresyonunu yiikselttigi, linoleik asit igeren vasatta gelistirilen hiicrelerin 1,34 kat

daha fazla PPARy?2 ifade ettikleri belirlenmistir (Sekil 3.2).

Adiposit farklilagmasi sirasinda adipsin ekspresyonunun arttigi ve bir adipojenik
transkripsiyon faktorii oldugu bir ¢ok caligmada gosterilmistir (Ahmed ve ark., 2016;
Boucher ve ark., 2015; Lee ve ark., 2015; Wilkinson ve ark., 1990; Zayzafoon ve
ark., 2004). Calismamizin sonucu da bu arastirmalara paralel olup, adipsin ifadesi
indiiksiyondan sonra siirekli yiikselmistir. Ileri farklilasma vasat ile beraber adipsin

ekspresyonu daha fazla artmistir.

Yangeth ve arkadaslarinin yaptigi calismaya paralel bir sonu¢ olarak, bizim
calisgmamizda da linoleik asidin adipsin ekspresyonunu azalttgi anlasilmistir
(Yeganeh ve ark., 2016). 11. giin sonunda linoleik asit icermeyen ileri farklilasma
vasatindaki artis 1,67 kat iken, linoleik asit igeren ileri farklilasma vasatinda bu oran

1,34’e diigmiistiir (Sekil 3.3).
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Adipoz dokudan salgilanan bir hormon olan leptin de 6nemli bir adipojenik belirte¢
olarak bir¢cok calismada kullanilmistir (Choi ve ark., 2016; Conde ve ark., 2011;
Ronti ve ark., 2006; Sackmann-Sala ve ark., 2014; Trayhurn ve ark., 2008; Wang ve
ark., 2005). Bizim calismamizda da indiiksiyonla beraber leptin ifaesi belirgin bir
sekilde artis gostermistir. Farklilastirma vasatinda 3 giin tutulan hiicrelerde leptin
ekspresyonu 2,55 kat artmus, ileri farklilagtirma vasatinda ise bu artis 4,94 kata

ulagmustir.

Yapilan bazi ¢aligmalarda Konjiige linoleik asitlerin leptin ekspresyonunu azalttigi
gosterilmistir (Brown ve Mclntosh, 2003; Kang ve ark., 2003; Perez-Matute ve ark.,
2007; Rahman ve ark., 2001). Calismamizda da buna paralel olarak linoleik asidin
leptin ekspresyonunu baskiladigi goriilmiistiir. 6. gilinde linoleik asitsiz 1ileri
farklilasma vasatina alinan hiicrelerde leptin ekspresyonu artarken, linoleik asit
eklenen ileri farklilagtirma vasatinda leptin ekspresyonu 6. giindeki leptin miktarinin

da altina diismiistiir.

Adiponektin, olgun adipositlerde sentezlendigi bilinen bir polipeptittir (Jones ve ark.,
2005; Wang ve ark., 2013; Wei, Li, ve ark., 2013). Calismamizda bu veri ile paralel
olarak, 3. giin heniiz indiiksiyon baglatilmadan yapilan IHC boyamas: ve RT-PCR
analizi sonucunda adiponektin iadelenmesinin olmadigi gériilmiistiir. Indiiksiyon 3.
giin baglatilmis ve 6. giliniin sonunda yapilan analizde adiponektin ekspresyonunun
basladig1 goriilmiistiir. 6. giinden sonra insiilinin iki katina ¢ikarildig ileri
farklilasma vasatina gegilmis ve bu vasat adiponektin ekspresyonunu 6,21 kat

yiikseltmistir.

Perez-Matute ve ark. linoleik asitin adiponektin ekspresyonunu azalttigini ifade
etmistir (Perez-Matute ve ark., 2007). Buna zit olarak bazi ¢alismalarda da konjiige
linoleik asitin plazma adiponektin seviyesini yiikselttigi gosterilmistir (DeClercq ve
ark., 2012; Nagao ve ark. 2003). Bizim c¢alismamizda da Perez-Matute ve
arkadaslarinin calismasina paralel olarak linoleik asitin esas formu, adiponektin
ekspresyonunu azaltmistir. Linoleik asitin eklenmedigi vasatta yiiksek oranda
adiponektin ekspresyonu goriiliirken, linoleik asitin eklendigi vasatta tam tersine

adiponektin ekspresyonunda azalma oldugu goriilmiistiir (Sekil 3.5).
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Arastirmacilar tarafindan daha once yapilmis ¢aligmalarda, cis-9,trans-11 ve trans-
10,cis-12 konjiige linoleik asitlerin adipogenez iizerinde negatif etkileri gosterilmis
fakat linoleik asitin esas formu olan cis-9,cis-12 linoleik asitin etkileri iizerinde fazla
durulmamustir (Brown ve Mclntosh, 2003; Kim ve ark., 2013; McNeel ve ark., 2003;
Platt ve ark., 2009). Yapilan bazi aragtirmalar bu iki konjiige linoleik asitin bir
preadiposit belirteci olan PPARY2 ekspresyonunu azalttigini gostermistir (Kennedy
ve ark., 2008; McNeel ve ark., 2003; Platt ve ark., 2009). Bizim g¢alismamizin
sonucunda bu verilere zit olarak, cis-9,cis-12 linoleik asitin PPARY2 ekspresyonunu
arttirdig1 goriilmistiir. Ancak daha olgun adipositlerde sentezlenen leptin, adipsin ve
adiponektin ekspresyonunu azaltmistir (Sekil 3.6). Elde ettigimiz bu verilerin
is1ginda cis-9,cis-12 linoleik asitin olgun adiposit olusumunu baskiladigi ifade
edilebilir.

Zayzafoon ve ark. osteojenik uyaricilarin  bulundugu vasatlarda yaptiklari
calismalarda mikroyercekimi kosullarinin kemik olusumunu azaltirken, adipogenezi
arttirdigini ifade etmislerdir (Zayzafoon ve ark., 2004). Buna paralel olarak LeBlanc
ve ark., uzay ortaminda 4-14,4 ay boyunca kalan astronotlarda yag kiitlesinin
arttigim1 belirtmislerdir (LeBlanc, Schneider, ve ark., 2000). Bizim bulgularimiz,
mikroyergekimi kosullarinin adipogenezi arttirdigini gostermekte olup, bu aragtirma
sonuglarini desteklemektedir. Mikroyercekimi kosullarinda, adipojenik uyaricilarin
bulundugu vasat kullanilmis ve indiiksiyon sonrasinda tiim adipojenik belirteglerin
normal yercekimine gore mikroyercekimi kosullarinda daha fazla ifade edildigi

gosterilmistir (Sekil 3.8).

Daha 6nceki bazi caligmalarda arastirmacilar mikroyercekimi kosullarinin osteojenik
farklilasma vasatinda PPARy2, leptin ve adipsin ekspresyonunu yiikselttigini
gostemislerdir (Zayzafoon ve ark., 2004; Zheng ve ark., 2007). Bizim ¢alismamizda
bu ¢aligsmalardan farkli olarak adipojenik uyarici vasat kullanilmis ve PPARYy2, leptin
ve adipsin ifadelenmesinin mikroyergekimi kosullarinda normal yergekimine gore

daha fazla oldugu bulunmustur (Sekil 3.8).

Daha O6nce Wang ve ark., klinostat igerisinde adipojenik uyaricilarin sigan
mezenkimal kok hiicrelerinde PPARy2 ifadelenmesini yiikselttigini gostermislerdir
(Wang ve ark., 2014). Calismamizda mikroyer¢ekimi kosullarini olusturan DDK
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biyoreaktdriinde adipojenik indiiksiyonun AMKH’lerde PPARYy2, leptin, adipsin ve

adiponektin ifadelenmesini artirdigr ilk kez gosterilmistir.

Normal yer¢ekimi sartlarinda MKH’lerin kiiltiir kaplarinin tabanina tutunarak ig
benzeri sekil aldiklar1 Friedenstein tarafindan 1970°li yillarda gosterilmistir
(Friedenstein ve ark., 1974; Friedenstein ve ark., 1976). Mikroyer¢ekimi kosullarinin
MKH’lerin ig benzeri bu yapisin1 72 saat sonunda kiiresel kiimelenmeler seklindeki
yapilanmaya doniistiirdiigli arastirmacilar tarafindan gosterilmistir (Chen ve ark.,
2011; Wang ve ark., 2014; Zhang ve ark., 2013). Bizim c¢alismamizda da
AMKH’lerin 72 saat sonunda kiiresel kiimelenmeler gelistigi inversiyon mikroskobu
ile gosterilmistir (Sekil 3.10). Bununla beraber, AMKH’lerin standart kiltiir
kaplarinda iki boyutlu ylizeyde ¢ogalmalarindan farkli olarak, DDK biyoreaktdriinde

72 saat sonunda birbirlerine tutunduklar1 ve kiimelendikleri goriilmiistiir.

Mikroyergekimi kosullarinda cis-9,cis-12 linoleik asitin adipojenik farklilagsmaya
etkisi de bu ¢alismada incelenmistir. Linoleik asit hem normal yercekiminde hem de
mikroyergekimi kosullarinda PPARy2 ifadelenmesini yiikseltmistir. Yine normal
yergekimi ile paralel bir sonug olarak leptin ve adiponektin ekspresyonlar1 azalma
gostermistir (Sekil 3.9). Mikroyercekimi kosullarinda LA(+) vasat icerisinde kiiltiirti
gergeklestirilen hiicrelerde 11. giiniin sonunda adipsin ifadelenmesi tamamen
baskilanmistir. Elde edilen bu veriler sonucunda cis-9,cis-12 linoleik asitin
mikroyercekimi kosullarinda da olgun adiposit olusumunu baskiladigini

gostermektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Yercekiminin degismesi yag dokusunun olusumunu etkilemektedir. Yaptigimiz
calismanin sonucunda mikroyer¢ekimi kosullarinin yag dokusu gelisimini arttirdigi
gosterilmistir. Yag dokusunun artmasi viicutta bir¢ok dengenin ve metabolik
aktivitelerin degismesine neden olabilir. Tokluk duygusunu arttirdigi ve istahi
diizenledigi bilinen leptin hormonunun mikroyer¢ekimi kosullarinda yiikselmesi,
astronotlarin kendilerini yanilarak tok hissetmelerine neden olabilir. Bu yanilgi
astronotlarda daha az besin alimina ve beraberinde mineral kaybina neden olabilir.
Bununla beraber insan viicudundaki yag stoklarini diizenleyen leptin hormonu fazla
salgilandiginda bu depolanmalarda degisikliklere ve beraberinde yag dengesinde

bozulmalarina neden olabilir.

Yag dokusu farklilagmasinda dogrudan etkisi oldugu bilinen PPARY2 ayni zamanda
yag asidi depolanmasi ve glukoz metabolizmasinda da gorevlidir. PPARy2
ifadelenmesinin mikroyercekimi kosullarinda daha fazla yiikselmesi, astronotlarin
toplam yag kiitlelerinin uzayda artmasinin temelinde yatan neden olabilir. PPARYy2
ifadesinin artmasi1 ile beraber adipsin, leptin ve adiponektin ifadelerinin de

yiikselmesi yag kiitlesinin artmasina neden olmaktadir.

Astronotlarda yag kiitlesinin artmasinda adipsinin de rolii oldugu diisiiniilebilir. Yag
yikimini, diger bir adiyla lipolizizi azalttigi bilinen adipsin ayni1 zamanda
trigliseritlerin  esterlesmesini uyarir. Adipsin ifadelenmesinin  mikroyergekimi
kosullarinda yiikselmesi ile beraber yag yikimi azalmakta ve yag asitlerinin
esterlesme seviyesi artmaktadir. Bunun sonucunda da yag Kkiitlesinin arttig

sOylenebilir.

Yer¢ekimsiz uzay kosullarinda yag kiitlesinin arttiinin bilinmesi, astronotlarda yag
kiitlesini normale indirecek ¢esitli ilag veya tedavi yontemlerinin gelismesine olanak
saglayabilir. Bu amaca uygun tedavilerin gelistirilmesi, astronotlarin yag dokusunun
artmasiin getirdigi problemlerin azaltilarak daha uzun siire ve daha saglikli sekilde

aragtirma yapabilmelerine olanak saglayacaktir.
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Yag kiitlesinin, yergekiminin azalmasiyla beraber artmasi, artan yergekimi ile
beraber de tam tersi olarak azalacagii akla getirmektedir. Yag kiitlesinin artmasi
obezite hastaliginin en 6nemli belirtecidir ve diinyada obezite hastalarinin sayis1 giin
gectikce artmaktadir. Ulkeler obezite ile savasmak iizere ¢ok biiyiik miktarlarda
biitceler harcamaktadir. Yer¢ekiminin arttirilmasi, hiperyergekimli odalarin veya
sistemlerin olusturulmasi ile beraber hastalarda yag kiitlesinin azaltilmasina yonelik

tedaviler gelistirilmesi de obezite ile savas i¢in faydali bir yontem olabilir.

Arastirmacilar tarafindan son donemlerde kullanilmaya baglanan mikroyercekimi
biyoreaktorleri, standart kiiltiir sistemlerinin disina ¢ikarak farkli bir yontem ortaya
koymustur. Esas amacit mikroyercekimini simiile etmek olarak tasarlanan bu
biyoreaktorler, bu amacin disinda {i¢ boyutlu hiicre kiiltiirlerinin olusturulmasina
olanak saglamistir. Standart kiltiir kosullarinda ancak g¢esitli biyoiskeleler
kullanilarak yapilabilen hiicre kiimeleri, mikroyercekimi biyoreaktdrlerinde
kendiliginden gerceklesmektedir. Hiicreler bu biyoreaktdrlerde birbirlerine tutunarak
gercek canli viicudundakine benzer ii¢ boyutlu yapilar olusturmaktadir. Bununla
beraber hareketli kiiltiir sistemlerinin, hiicrelerin vasat ile temas alanini artirarak daha

iyi beslenmelerini sagladig: ifade edilebilir.

DDK biyoreaktorii, bu ¢alismada kullanilan deney sistemi ilerleyen zamanlarda daha
da gelistirilerek rejeneratif cerrahilerde vd. nakil islemlerinde kullanilabilecek daha
iyi ve bol hiicreli adipoz dokusu iiretiminde kullanilabilir. Bununla beraber
mikroyercekimi biyoreaktorlerinin etkisi, daha farkli hiicrelerin kiiltiirlerinde de
kullanilarak goriiliip gelistirilebilir. Simdiden, mikroyer¢ekimi biyoreaktorlerinin
gelecek yillarda daha sik olarak kullanilacak bir kiiltiir sistemi haline gelecegi

ongoriilmektedir.
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OZET

insan Adipoz-Kokenli Mezenkimal Kok Hiicrelerin Mikroyercekimi Ve
Yercekimi Sartlarinda Adipojenik Farkhlasmasinin Karsilastirmah Olarak
Incelenmesi

Uzay arastirmalari teknolojilerinin gelismesi ile beraber astronotlarin uzayda
kalma siireleri artmistir. Yoriinge siiresindeki artis ile beraber astronotlarda cesitli
saglik problemleri goriilmeye baslanmistir. Uzun siire mikroyergekimi kosullarinda
yasayan astronotlarda kemik kiitlesinde kayip goriiliirken, yag kiitlesinde artis oldugu
da gosterilmistir. Bu bulgulara ek olarak, mikroyerg¢ekimi biyoreaktorlerinde yapilan
osteojenik kiiltiir ortaminda osteogenez azalirken, adipogenezin yiikseldigi de
belirlenmistir.

Bu calismada adipoz-kdkenli mezenkimal kok hiicrelerin, NASA tarafindan
gelistirilen ve mikroyercekimi kosullarini saglayan doner duvarli kap (DDK)
biyoreaktoriinde adipojenik farklilastirma vasati icerisinde kiiltiirii yapilmistir. Ek
olarak bu c¢alismada, cis-9,cis-12 linoleik asitin adipojenik indiikleyici vasata
eklendigi ve eklenmedigi vasat sartlarinin adipogenez {izerine olan etkileri
incelenmistir. Standart kiiltiir kosullarinda ve DDK biyoreaktoriinde 11 giin
stiresince kiiltiirii siirdiiriilen AMKH’lerde adipojenik belirtegler olan PPARy2,
leptin, adipsin ve adiponektinin ifade edilme diizeyleri, immiinohistokimyasal
analizler ve es-zamanli PCR yontemleri ile incelenmistir.

Yapilan incelemeler sonucunda PPARYy2, leptin, adipsin ve adiponektinin
ifade edilme diizeylerinin mikroyercekimi kosullarinda arttigi belirlenmistir. Ayrica,
DDK biyoreaktoriindeki 72 saatlik kiiltiiriin sonunda adipoz-kokenli mezenkimal kok
hiicrelerin kiiresel formda obekler olusturarak {i¢ boyutlu mikrodokusal yapilara
doniistiigi gézlemlenmistir. Adipojenik vasata cis-9,cis-12 linoleik asit ilavesinin
PPARy2 ifade diizeyinin azalmasina yol ag¢tigi; diger yandan leptin, adipsin ve
adiponektin ifade diizeylerini anlamli derecede arttirdig1 da belirlenmistir.

Sonug olarak calismada, mikroyercekimi kosullarmmin adipogenezi tesvik
ettigi, ilgili gen ifadelerindeki degisimlere dayali olarak belirlenmistir.
Mikroyercekimi kosullarinin hiicre kiimelenmelerini ve ¢ boyutlu yapilarin
olusumunu destekledigi goriilmiistiir. Bir diger sonug olarak, cis-9,cis-12 linoleik asit
katkisinin olgun adiposit farklilagmasini baskiladigi saptanmistir.

Anahtar Kelimeler: Adipogenez, Adipoz, cis-9,cis-12 Linoleik Asit, Mezenkimal
Kok Hiicre, Mikroyer¢ekim, Uzayda Yasam.
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SUMMARY

Comparative Evaluation of the Adipogenic Differentiation of Adipose-Derived
Mesenchymal Stem Cells Under Microgravity and Gravity Conditions

The duration of astronauts in space has increased with the development of
space exploration technologies. With increased orbit time, astronauts experience
various health problems. Experiencing long durations of microgravity causes loss of
bone mass and increase in fat mass in astronauts. Similarly, culture studies
performed in osteogenic culture medium and simulated microgravity report
decreased osteogenesis with increased adipogenesis.

In this study, we used Rotating Wall Vessel to simulate microgravity effect
developed by NASA. We cultured adipose-derived mesenchymal stem cells with
adipogenic medium in microgravity and normal conditions. We also investigated the
effects of adipogenic medium with and without cis-9,cis-12 linoleic acid on
adipogenesis. After 11 days of culture, we evaluated the expression of PPARY2,
leptin, adipsin and adiponectin by immunohistochemical stainings and by real-time
PCR techniques.

IHC and real-time PCR studies showed increase in expression of PPARy2,
leptin, adipsin and adiponectin in simulated microgravity. Furthermore, adipose-
derived mesenchymal stem cells cultured in the Rotating Wall Vessel displayed
spherical shape and formed three-dimensional structures upon 72 hours of culture
under microgravity conditions. In addition to these results, cis-9,cis-12 linoleic acid
increased the expression of PPARY2, and decreased the expression of leptin, adipsin
and adiponectin.

As a result, the microgravity conditions increases adipogenesis. Microgravity
conditions alter cell shape and forms three-dimensional spherical cell clusters.
Further, cis-9,cis-12 linoleic acid was found to suppress the mature adipocyte
differentiation.

Keywords: Adipogenesis, Adipose, cis-9,cis-12 Linoleic Acid, Life in Space,
Mesenchymal Stem Cell, Microgravity.
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