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ÖNSÖZ 

Yerçekiminin değişmesi canlı metabolizmasında değişiklikler ortaya 

çıkarmaktadır. Astronotlar uzayda uzun süreler yerçekiminin milyonda biri anlamına 

gelen mikroyerçekimi koşullarında çalışmaktadır. Çalışmamızda mikroyerçekimi 

şartlarının adipojenik indüksiyon ortamında adipoz doku oluşumu üzerine etkisinin, 

adipojenik belirteçlerin ekspresyon analizleri yapılarak araştırılması hedeflenmiştir. 
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1. GİRİŞ 

 

İlk çağlardan bu yana, insanların en çok merak ettiği konulardan birisi uzay 

olmuştur. Güneş sistemi, gezegenlerin yapıları, Dünya dışında yaşam olasılığı, 

galaksiler, yıldızlar, karadelikler ve diğer uzay bileşenleri insanları uzay hakkında 

düşünmeye ve araştırmalar yapmaya itmiştir. Araştırmaların ilerlemesiyle beraber, 

Dünya’nın ilk uzay uydusu Sputnik-1’in 1957 yılında uzaya gönderilmesi ve 

yörüngeye oturtulması ile uzay araştırmalarında çok büyük bir adım atılmıştır. Ulusal 

Havacılık ve Uzay Dairesi’nin (NASA) kurulması ise uzay araştırmalarını ileri 

taşımak için en önemli adımlardan biri olmuştur. 20 Haziran 1969 tarihinde ABD, 

Apollo-11 uçuşu ile Ay’a ilk kez insan indirmeyi başararak uzay araştırmalarını 

önemli ölçüde ileri taşımıştır.   

Uzay araştırmalarındaki ilerlemelerle beraber uzay teknolojileri de geliştirilmeye 

başlanmıştır. Daha büyük ve kapsamlı işler yapabilmeye olanak sağlayan ve 

astronotların daha uzun süreler uzayda kalarak araştırmalar yapabilmesini sağlayacak 

uzay istasyonları inşa edilmiştir. Uzayda kalma süresinin uzaması ile beraber 

astronotlarda birtakım problemler görülmeye başlanmıştır. Astronotların özellikle 

yük binen kemiklerinde yüksek oranlarda kemik kaybı olduğu saptanmıştır. Bunlar 

arasından kalça kemiğinde aylık %1,7 gibi çok yüksek bir oranda kütle kaybı olduğu 

tespit edilmiştir. Yapılan araştırmalarda kemik kaybının özellikle alt omurgalarda ve 

alt ekstremitelerde meydana geldiği gösterilmiştir (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 görülen bu problemler daha detaylı şekilde incelenmeye 

başlanmıştır. Hücre düzeyinde yapılan incelemelerde, uzaydaki yerçekimsiz 

koşulların hücrelerin gen ifade profilini değiştirdiği bulunmuştur. İnsan mezenkimal 

kök hücrelerinin (iMKH) yerçekimsiz koşullarda kültürü yapıldığında, 882 genin 

ifadesinin baskılandığı ve 505 genin ifadesinin yükseldiği bulunmuştur. Hücre 
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kompartımanları, biyolojik süreçler ve sinyal yolakları ile ilgili genlerin daha çok 

etkilendiği gösterilmiştir. (Sheyn ve ark., 2010).  

Yerçekimsiz ortamda araştırmalar yapmak için uzay istasyonlarına araştırmacılar ve 

deneyler için ekipmanlar göndermek, araştırmaların maliyetini çok yükseltmektedir. 

Bu maliyetten kurtulmak ve Dünya üzerinde mikroyerçekimi araştırmaları 

yapabilmek için NASA tarafından sistemler geliştirilmiştir. Bu amaç ile geliştirilen 

Döner Duvarlı Kültür Sistemleri (Rotary Cell Culture System), bugüne kadar çok 

sayıda çalışmada kullanılmış ve uzay ortamında yapılan araştırmalarla yüksek 

derecede paralel sonuçlar elde edilmiştir (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 görünür etkisi olan kemik kaybı, mikroyerçekimi 

araştırmalarının yoğunlaştığı en önemli konu olmuştur. Ancak bu koşulların yağ 

doku üzerine etkilerinin incelendiği çalışmalar oldukça az sayıdadır. Bu çalışmanın 

amacı; insan adipoz kökenli mezenkimal kök hücrelerin (AMKH), adipojenik 

yönlendirme vasatının bulunduğu mikroyerçekimi biyoreaktöründe adipogeneze 

daha yüksek seviyede yönelip yönelmediğini incelemektir.  
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1.1. Yerçekimi 

Babilliler Dünya'yı, gölün üzerinde kayan büyük bir sal şeklinde betimlemişlerdir. 

Bu betimlemede; Dünya'nın üzerinde sütunlarla desteklenen, büyük, kemerli bir 

kubbe bulunmaktaydı. Yıldızlar da bu kubbenin üzerine tutturulmuş bacalar olarak 

tanımlanmaktaydı ve yağmurun Dünya'ya bu bacalardan düştüğü inancı kabul 

görmekteydi.  Bu ilkel teori, uzay ve yerçekimi araştırmaları için bir başlangıç teşkil 

etmekte ise de, gezegenlerin ve yıldızların hareketlerini açıklayamamıştır. 

İlerleyen tarihlerde Yunanlılar; Güneş'i, Tanrı Apollo'nun sürdüğü bir savaş arabası 

olarak betimleyerek bir mitoloji geliştirmişlerdir. Bu mitolojiye göre Apollo, gece 

boyunca dağların arkasında Dünya'nın etrafını dolaşmaktadır ve şafak vaktinde 

başlangıç noktasına geri dönmektedir. Araştırmalar ve fikirler geliştikçe, Dünya'nın 

bir küre olduğu düşünülmeye başlanmıştır. Bununla birlikte Güneş'in, Dünya'nın 

etrafındaki devasa bir kristal katmanda 24 saatte bir tur attığı ileri sürülmüştür ve 

diğer gezegenlerin de benzer şekilde görünmez katmanlarda Dünya'nın etrafında 

döndüğünü, yıldızların ise bu katmanların en dışında sabit olduğunu kaydetmişlerdir 

(Şekil 1.1). Bu teori, Dünya'yı evrenin merkezine koyduğu için insanları mutlu 

etmiştir. Şairler ise bu görünmez kristal katmaların, ince duygulu insanlar tarafından 

duyulabilen bir ilahi müzik yaydığını iddia etmişlerdir. Şair Milton da bu müzikle 

ilgili olan Paradise Lost adlı bir şiir yazmıştır. 

Kristof Kolomb'un Amerika'yı keşfinden birkaç sene sonra Polonyalı bir papaz olan 

Kopernik, Dünya ve diğer gezegenlerin Güneş'in etrafında dairesel yörüngelerde 

hareket ettiğini ifade etmiştir. Yani evrenin merkezinin Dünya değil, Güneş 

olduğunu öne sürmüştür.  

Kolomb'un teorisinin yayınlanmasından 10 yıl sonra Galileo teleskobu keşfetmiştir. 

Ay'ı görüntüleyen Galileo, Dünya'dakine benzer şekilde Ay'ın üzerinde de dağlar 

olduğunu keşfetmiştir. Daha sonra, Jüpiter'in etrafında, farklı hızlarda dönen dört 

tane ay olduğunu, Satürn'ün halkalarını ve Güneş'in üzerinde hareket eden koyu 

lekeler bulunduğunu gözlemlemiştir. Galileo'nun daha büyük bir keşfi ise, Venüs'ün 
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de Ay gibi fazlarının olduğunu ve bazı mevsimlerde diğerlerine oranla daha büyük 

göründüğünü gözlemlemesidir. Galileo gözlemlerinin ardından şu sonuca varmıştır: 

“Eğer Venüs Dünya'nın etrafında dönüyor olsaydı aralarındaki uzaklık değişmezdi 

ve Venüs her zaman aynı büyüklükte görünürdü. Ancak, Dünya ile beraber Güneş'in 

etrafında dönüyorsa, o zaman Venüs ile Dünya'nın arasındaki uzaklık, gözlemlerinde 

fark ettiği gibi değişkenlik gösterecekti.” Galileo'nun bu buluşları “yeryüzündeki en 

hatalı ve sapkın hareket” olarak değerlendirilmiş ve Galileo yıllarca hapiste yatmıştır. 

Galileo'nun çabaları o zamanlar boşa harcanmış olsa da yeni nesiller, O'nun 

tekniklerini memnuniyetle kabul etmişlerdir.  

 

Şekil 1.1. Eski Tarihlerde Dünya Merkezli ve Güneş Merkezli Sistem (http://eglenceninyeri.eniyiforum.biz) 

Danimarkalı astronom Tycho Brahe, gezegenlerin konumlarını başarılı bir şekilde 

gözlemlemiştir. Brahe'nin ölümünün ardından öğrencisi olan Johannes Kepler, 

kayıtlar üzerinde çalışmış ve gezegenlerin dairesel yörüngelerde değil, elips 

şeklindeki yörüngelerde hareket ettiğini keşfetmiştir. Böylece, kristal katmanlar 

düşüncesi terk edilmiştir ve bu yeni keşif, yeni bir soruyu ortaya çıkartmıştır; bu gök 

kubbeleri destekleyen şey nedir? Bu sorunun cevabı, Galileo'nun ölümünden birkaç 

yıl sonra doğan Newton tarafından bulunmuştur.  

Newton yirmi üç yaşında Cambridge Üniversitesi'nde öğrenciyken veba salgınına 

yakalandığı için okulu bırakmaya zorlanmıştır. Bir yıldan fazla süren bu zorunlu tatil 

sırasında Newton, bilime üç önemli katkıda bulunmuştur. İlk olarak, bir prizmadan 

geçen güneş ışığının gökkuşağının renklerine ayrıştığını ispatlamıştır. İkinci olarak, 
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kalkülüs adı verilen matematiğin bir alt dalını keşfetmiştir ve üçüncü olarak, 

Dünya'nın çekim etkisinin, Ay'ı yörüngesinde nasıl tuttuğunu açıklamıştır.  

Newton, düşen bir elmayı gördükten sonra bu çekimin Ay'a etkisini düşünmeye 

başlamıştır. Dünya'nın Ay'ı, elmayı çektiği gibi mi çektiğini ve bu çekimin Ay'ı 

eliptik yörüngesinde tutan şey olup olmadığını merak etmiştir. Newton bu hipotezini 

test etmek için Dünya'nın merkezine çeşitli uzaklıklarda bulunan maddelere etkiyen 

çekim kuvvetlerini hesaplamıştır.  

 

1.2. Yerçekiminin Hesaplanması 

 

1 pound (453,59237 gram) ağırlığındaki bir cismin Dünya yüzeyinde yaylı terazi ile 

tartıldığını farz edersek; cisim bu pozisyonda iken Dünya'nın merkezine 4000 mil 

uzaklıkta olacaktır. Aynı cismi, Dünya'nın yüzeyinden 4000 mil uzaklıkta 

düşünürsek, o zaman Dünya'nın merkezinden 8000 mil uzaklıkta olacaktır. Bu 

şekilde mesafe iki katına çıktığında, cismin ağırlığının önceki değerine göre 1/4 

oranında azalması beklenmektedir. Cismin kütlesi sabit kaldığı halde, ağırlığı 1/4 

oranında azalmaktadır. Dünya'nın merkezinden 16000 mil uzaklıktayken cisme 

uygulanan çekim kuvveti 1/16 oranında azalacaktır.  

Ay'ın Dünya'ya uzaklığı, Dünya'nın yarıçapının yaklaşık 60 katıdır. Newton'a göre 

eğer hesapladığı ters kare kanunu doğru ise, Ay üzerindeki tüm cisimlere Dünya 

tarafından uygulanan çekim kuvveti 1/3600 olacaktır. Böylelikle, Ay'ın Dünya 

etrafındaki ivmesi 1/3600 g, başka bir ifadeyle dakikada 32 feet olacaktır.  

Ay'ın bulunduğu bilinen yörüngenin yarıçapı r ve Ay'ın hızı v olursa, Ay'ın Dünya 

etrafındaki ivmesi aşağıdaki formülle hesaplanabilir; 

α =  
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Ay'ın hızı (v), yörüngesinin çevre uzunluğunun, bir tur atması için gereken süreye 

bölünmesi ile hesaplanabilmektedir (27,5 gün). Doğru değerler kullanıldığında 

hesaplanan ivmenin, ters kare kanunu ile hesaplanan dakikada 32 feet’e yakın olduğu 

hesaplanmıştır. Bu uyuşma ters kare kanununun doğruluğuna inancı arttırmıştır.  

Newton'un bu buluşu yaptığı günlerde Dünya'nın yarıçapı, %10 oranında yanlış 

hesaplanmaktaydı ve bu nedenle ivmenin hesaplanan iki değeri aynı sonucu 

vermemekteydi. 23 yaşında bir öğrenci olan Newton bu çalışmalarını o dönemlerde 

yayınlamamıştır. Yirmi yıl sonra Dünya'nın yarıçapı yeniden hesaplanmıştır ve doğru 

değer kullanıldığında iki hesaplamanın da aynı sonucu verdiği görülmüştür.  

Böylelikle gezegenlerin hareketlerinin gizemi sonunda çözülmüştür. Bu şekilde 

hesaplanmış olan Newton'un evrensel çekim yasası şunu ifade etmektedir: 

“Evrendeki her parçacık, diğer parçacıkları kütlelerinin çarpımı ile doğru orantılı ve 

aralarındaki uzaklığın karesi ile ters orantılı olarak çekmektedir.”  

Küçük kütleler arasındaki gravitasyonel kuvvet hesaplanabilmektedir. 1 gram 

kütleye sahip, merkezleri arasında 1 cm uzaklık bulunan iki topu düşünürsek, 

birbirlerine yaklaşık 68 × 10
-12

 gram-ağırlık değerindeki bir kuvvetle çekim 

uygulamaktadır. Küçük kütleler arasındaki gravitasyonel etkileşimler Jolly yöntemi 

ile hesaplanmaktadır. Jolly, 5000 gram ağırlığına sahip cıva bilyeyi eşit kollu 

terazinin bir kefesine koymuş ve diğer kefeye de eşit ağırlık koyarak dengelemiştir. 

Ardından, 5775 kg (5 tondan daha fazla) kütleye sahip büyük bir kurşun küreyi, cıva 

bilyenin altına yerleştirmiştir ve iki topun merkezleri arasındaki uzaklık 56.68 cm 

olarak ölçülmüştür. Bunun sonucunda kurşun küre, cıva bilyeyi hafifçe aşağı 

çekmiştir ve teraziyi tekrar dengelemek için diğer kefeye 0,589 miligram kütleli bir 

ağırlık konulmuştur. Dolayısıyla kurşun küre, cıva bilyeye 0,589 miligram-ağırlık 

değerinde bir çekim kuvveti uygulamıştır. 
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Newton'un evrensel çekim kanununa göre, kütlesi m1 olan bir bilye, aralarında r 

uzaklık bulunan ve kütlesi m2 olan bir diğer bilyeyi, aşağıdaki formülde verildiği 

şekilde bir F kuvveti ile etkilemektedir:      

 

 

 

Jolly deneyine göre, 

 

bu nedenle, 

 

olarak hesaplanmıştır. 

Günümüzde daha kesin yöntemlerle hesaplanan değeri ise; 

 

 

 

G sembolü, Newton'un yerçekimi katsayısı olarak adlandırılır. 

Dünya'nın bir cisme uyguladığı yerçekimi kuvveti, cismin bulunduğu yere göre 

farklılık göstermektedir. Bu farklılığın nedeni yükseklik ve enlemin değişkenlik 

göstermesidir. Bir cismin üzerine etkiyen yerçekimi kuvveti, Dünya'nın merkezinden 

uzaklaştıkça azalmaktadır. Ekvator çizgisinin Dünya'nın merkezine uzaklığı, 
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kutupların merkeze uzaklığından yaklaşık 12,5 mil daha fazladır. Kuzey kutbunda, 

90˚ enlem ve yüksekliğin 0 olduğu deniz seviyesinde yerçekimi ivmesi 983,2 cm/sn
2 

iken, ekvatorda 0˚ enlemde ve deniz seviyesinde yerçekimi ivmesi 978,2 cm/sn
2
 

olarak ölçülmüştür (Blackwood ve ark., 1955). 

1.3. Mikroyerçekimi 

1.3.1. Mikroyerçekimi Nedir? 

Dünya yüzeyindeki bir cisme etki eden yerçekimi kuvveti (normal gravite) 1g = 

9,80665 m/sn
2
 değerindedir. Dünya üzerinde, elimizde tuttuğumuz bir cismi 

bırakırsak yeryüzüne doğru 1g ile düşecektir. Eğer bu cismi uzay istasyonundaki bir 

astronot bırakırsa, cismin düşüşü Dünya'daki ile aynı şekilde olmayacaktır. Çünkü 

uzay istasyonu, astronot ve cisim beraber düşme halindedirler ve bu düşüşün yönü 

Dünya'ya doğru olmamakla beraber, Dünya'nın etrafında dönel bir düşüş şeklindedir. 

Bu birlikte düşüş sırasında uzay istasyonu içerisindeki cisimlerin uçuyor gibi 

göründükleri hal sıfır-yerçekimi (zero-g), veya daha doğru bir tanım olan 

mikroyerçekimi (1 × 10
-6

 g) kelimesi ile ifade edilmektedir.  

1.3.2. Mikroyerçekiminin Canlılar Üzerine Etkisi 

Uzayda yerçekiminin değişmesi astronotlarda birtakım problemler yaratmaktadır. Bu 

problemler arasında en belirgin olan kemik kaybı çok sayıda çalışmada gösterilmiştir 

(Collet ve ark., 1997; Nabavi ve ark., 2011; Rauh ve ark., 2011). Uzun süre 

yerçekimsiz ortamda kalındığında osteoporozun aksine tüm kemiklerde değil, baskın 

olarak ağırlık binen kemiklerde kütle azalması görülmektedir. Collet ve arkadaşları, 

1 ve 6 ay uzayda (Rusya MIR istasyonunda) kalmış iki astronotun kemik mineral 

yoğunluğunu ve kemik hücrelerinin biyokimyasal parametrelerini ölçmüşlerdir. 

Birinci ayın sonunda trabeküler kemik kütlesinde hafif bir azalma tespit edilmiştir.  

6. ayın sonunda yapılan incelemede ise, tibia kemiğinde trabeküler ve kortikal 
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kütlelerde daha büyük oranda azalma olduğu tespit edilmiştir. Tibia ile beraber, 

topuk kemiğinde (Calcaneus) birinci ayın sonunda kemik kütlesi dikkate değer bir 

düzeyde azalmış, altıncı ayın sonunda ise çarpıcı azalma olduğu tespit edilmiştir 

(Collet ve ark., 1997).  

Uzayda uzun süre kalan astronotlar üzerinde yapılan araştırmalarda, kalça kemiği 

gibi ağırlık binen kemiklerde ayda %1,7 oranında kütle kaybı olduğu ifade 

edilmektedir.  Elde edilen veriler kemik kaybının, yerçekiminin yüklendiği kemikler 

olan bel omurgası ve alt ekstremitelerde olduğunu göstermiştir. (Buckey, 2006; 

Gopalakrishnan ve ark., 2010) 

Mir Uzay İstasyonunda 1990-1995 yılları arasında çeşitli görevler için uzaya giden 

astronotlar üzerinde yapılan incelemeler sonucunda, astronotların kemik kütlelerinde 

azalma olduğu ancak buna zıt olarak toplam yağ kütlesinin arttığı gösterilmiştir 

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

Çizelge 1.1. 4 - 14,4 ay uzay seyahati sonrası BMD (Bone Mineral Density) ve doku değişimi analizi (LeBlanc, 

Schneider, ve ark., 2000)  

Değişken Sayı %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 Yağ 17  +1,79  

 

Uzun süre uzayda mikroyerçekimi koşullarında kalan astronotların bilek fleksör, 

bilek ekstensör, diz fleksör ve diz ekstensör kaslarında kas hacminin azaldığı 

gösterilmiştir (Lambertz ve ark., 2001). Benzer şekilde anterior bacak, kuadriseps, 

dirsek kirişi, sırt kasları ve psoas kaslarında hacim azalması olduğu da belirtilmiştir. 

1970 yılında Skylab ekibinin yaptığı bir incelemede, yerçekimsiz ortamda uzun süre 

kalındığında üriner kortizol hormonunun yükseldiği gösterilmiş ve kas kaybında 



 

10 
 

etkisi olabileceği ifade edilmiştir (Smith ve ark., 1998; Whedon ve ark., 1976). 5 

günlük uzay seyahatinde bir başka hormon olan testosteronun azaldığı gösterilmiştir. 

Fareler üzerinde yapılan bir çalışma da, uzay şartlarında benzer şekilde testosteron 

hormon düzeyinin düştüğünü göstermiştir (Buckey, 2006).  

Çizelge 1.2. Uzun süreli uzay uçuşu sonrası kas hacmi değişimi ile ilgili MRI sonuçları (Buckey, 2006). 

Kas Grubu Uzay Uçuşu Sonrası Kayıp Yüzdesi 

Sırt  -10.9  

İliopsoas  -20.0  

Kuadriseps  -12.1  

Hamstring  -15.7  

Soleus  -19.6  

 

Uzay yolculuğu araştırmalarında astronotların enerji dengelerinin negatif olduğu, 

daha fazla kalori yaktıkları ve kilo kaybettikleri birçok defa gösterilmiştir (Hughes-

Fulford ve ark., 2015; Sambandam ve ark., 2014; Wei ve ark., 2014; Zhang ve ark., 

2013). Benzer şekilde, protein metabolizmasının hızlandığı ve bunun metabolik 

stresle sonuçlandığı belirtilmiştir (Arfat ve ark., 2014). Protein metabolizmasının 

hızlanması ve bununla beraber artan kalori yakımının, daha önce ifade edilen kas 

hacmi azalmasının nedeni olabileceği düşünülmektedir (Çizelge 1.2) (Buckey, 2006). 

1.3.3. Dünya Yüzeyinde Mikroyerçekimi 

NASA, Dünya yüzeyinde mikroyerçekimi koşullarını oluşturmak için Azaltılmış 

Yerçekimi Araştırma Programı (Zero Gravity Research Facility) kurmuştur. Burada 

geliştirilen sistemler arasında en çok ün kazanan, parabolik yaylar çizerek uçuş 

yapan ve 20-25 saniyelik mikroyerçekimi koşulları sağlayan KC-135 uçağıdır. 

Astronot eğitimi ve mikroyerçekimi araştırmaları için üretilen, Zero-G adı da verilen 

bu uçak "Apollo 13" filmindeki yerçekimsiz sahnelerin çekimi için de kullanılmıştır. 

KC-135, altı mil uzunluğundaki parabolik bir yay üzerinde, önce tırmanıp sonra hızla 

dalışa geçecek şekilde hareket etmektedir. Bu hareket ile uçak kısa süreli serbest 
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düşüşe maruz bırakılmaktadır ve uçağın içindekiler bu süreçte 20-25 saniye süren bir 

ağırlıksızlık hissetmektedirler.  

Mikroyerçekimi araştırmaları için NASA Glenn Araştırma Merkezi (GRC) düşüş-

kuleleri kurmuştur. Serbest düşme hareketinden yararlanan bu kulelerde çok kısa 

süreli mikroyerçekimi şartları oluşturulabilmektedir (Şekil 1.2).  

 

Şekil 1.2. NASA Glenn Araştırma Merkezi Düşüş Kuleleri (facilities.grc.nasa.gov) 

 

1.4. Mikroyerçekiminde Hücre Kültürü 

1.4.1. Mikroyerçekiminde Hücre Kültürü Fikri 

Araştırmacılar, yüzyıldan daha uzun bir süredir hücrelerin kültürünü yapmaktadır. 

Ancak bu süreç boyunca kültür tekniklerinde önemli değişiklikler olmamıştır. 

Eskiden olduğu gibi bugün de hücreler petri kaplarında veya kapaklı kültür 

kaplarında, yassı yüzeylerde, hücrelerin besin ve büyüme ihtiyaçlarını içeren vasatlar 

ile geliştirilmektedir. Vücudun dışında, in vitro ortamda geliştirilen bu hücreler iki 

boyutlu tabakalar oluşturmaktadır. Canlı vücudunda ise hücreler bunun aksine üç 

boyutlu büyüme göstermektedir. 
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1.4.2. Mikroyerçekimi Biyoreaktörleri 

Hücre kültüründe yeni bir yöntem haline gelen mikroyerçekimi, geliştirilen çeşitli 

biyoreaktörler sayesinde doku kültürü laboratuvarlarında hücrelere 

uygulanabilmektedir. Günümüze kadar en sık kullanılmış ve halen kullanılmakta 

olan bazı biyoreaktörler; Hızlı Rotasyonlu Klinostat (Fast Rotating Clinostat), 

Rastgele Konumlama Makinesi (Random Positioning Machine) ve Döner Duvarlı 

Kap Biyoreaktörü’dür (Rotating Wall Vessel).  

1.4.2.1. Klinostat 

Klinostatlar motora bağlı bir disk içermektedir (Şekil 1.3). Bu diskin dönme hareketi, 

bir şaft etrafında ve yerçekimi vektörüne dik olacak şekilde uygulanmaktadır. 

Klinostatta ağırlıksızlık, ortalama olarak yerçekimi kuvveti kadar bir kuvvet 

aracılığıyla elde edilir ve yeteri kadar hızla çevrildiğinde (40-100 rpm) klinostattaki 

yerçekimi 1g’nin altına düşmektedir. Kültüre edilecek hücreler klinostatın merkezine 

konulmaktadır.  

 

Şekil 1.3. Hızlı Dönüşlü Klinostat (Fast Rotating Clinostat) (http://www.grimm-space-research.com) 
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Klinostatların önemli bir problemi rotasyon hızıdır. Dönüş hızı çok yüksek 

olduğundan klinostat bir santrifüje dönüşmektedir.  

1.4.2.2. Rastgele Konumlama Makinesi  

Rastgele konumlama makinesi (Random Positioning Machine), düşük yerçekimi 

koşullarını taklit eden bir diğer makinedir. Japonya’da, T. Hoson tarafından icat 

edilmiş ve Dutch Space tarafından imal edilmiştir. Bu makinenin temel prensibi, bir 

iç ve dış çerçevenin birbirinden bağımsız olarak düzensiz yönlerde dönmesine 

dayanmaktadır (Şekil 1.4). Makinenin merkezinde bulunan örnekler bu hareket ile 

düşük yerçekimine maruz bırakılmaktadır.  

 

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

1.4.2.3. Döner Duvarlı Kap Biyoreaktörü 

NASA Johnson Uzay Merkezi (Johnson Space Center, JSC) araştırmacılarından bir 

grup, yerçekimsiz ortamda hücre kültürü yapılabileceğini öne sürmüştür. Grubun 

teorisine göre; eğer hücreler, yerçekiminden bağımsız kültüre edilebilirse, kültür 

kabının dibine yapışmayacaktır. Bununla beraber hücreler besiyeri içinde asılı 

kalarak kümelenebilecek, canlı vücudundakine daha çok benzeyen dokular 
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oluşturabilecektir. Uzay araçlarının fırlatıldıkları andan yörüngeye oturdukları ana 

kadar geçen sürede, hücreler için mikroyerçekimi şartlarının sağlanamaması ve 

gerçek uzay araçlarındaki deneylerin yüksek maliyetli olması nedeniyle 

araştırmacılar laboratuvar ortamında mikroyerçekimi oluşturmak üzere sistemler 

geliştirme arayışına girmişlerdir. NASA mühendisleri çalışmalarının sonucunda 

Döner Duvarlı Kap (DDK, Rotating Wall Vessel, RWV) biyoreaktörünü 

geliştirmişlerdir (Lang ve ark., 2004). 

DDK biyoreaktörü, yatay eksende dönen silindir şeklinde bir kap bulundurmaktadır 

(Şekil 1.5). Bu kap, yatay eksende dönüş hareketi ile gravitasyonal kuvvetleri etkisiz 

hale getirerek bir mikroyerçekimi simülasyonu meydana getirmektedir. Silindir 

şeklindeki bu kabın merkezinde difüzyon ile oksijen temini sağlayan bir silikon 

membran bulunmaktadır ve bu difüzyon sayesinde hücreler için zararlı olan baloncuk 

oluşumu engellenmektedir. Kabın içi tamamen vasat ile doldurulmaktadır ve bu 

şekilde vasat ile havanın teması kesilmektedir.  

DDK biyoreatörünün karakteristik özelliği, hücreleri etkileyen makaslama 

kuvvetlerini ve türbülansı minimuma indirmesidir (Becker ve ark., 2013). 

Mekanotransdüksiyon kuvvetlerinin bu şekilde minimuma inmesi, hücre kümelerinin 

üç-boyutlu yapılar kazanması (organoid oluşturması) için uygun bir kültür ortamı 

yaratmaktadır. Bu organoidler, 2 boyutlu kültür kaplarında yapılan kültürlere göre 

gerçeğe daha yakın davranışlar göstermektedir. Bununla birlikte, 2 boyutlu kültür 

kaplarında yapılan kültürlere kıyasla daha ileri bir farklılaşma gösterdikleri ve 

büyüklüklerinde artış olduğu kaydedilmiştir (Botta ve ark., 2006).  

DDK biyoreaktöründe üretilmiş dokuların gerçek dokularla olan büyük benzerlikleri 

sayesinde protein etkileşimleri, gen ifade analizleri ve sinyal yolaklarının analizleri 

yüksek doğrulukta sonuçlar verebilmektedir. Vasatla tamamen dolu olan silindir kap, 

sürekli dönüş hareketi ile hücresel partiküllerin devamlı askıda kalmasını 

sağlamaktadır. DDK biyoreaktöründe, vasat içerisinde sürekli birlikte hareket eden 

yakın partiküller zamanla hücre birliktelikleri oluşturmaya başlarken, bu şekilde 
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oluşan hücre kümelerinin kütle ve büyüklüklerinde de hızlı bir artış görülmektedir 

(Botta ve ark., 2006). 

Mikroyerçekiminde hücre kültürü deneylerinde klinostatlar (Fast Rotating Clinostat) 

ve serbest konumlama makineleri (Random Positioning Machine) de kullanılmakla 

beraber, DDK biyoreaktörü en yaygın ve etkili mikroyerçekimi simülasyon 

sistemidir (Foster ve ark., 2013; Grimm ve ark., 2014; Rauh ve ark., 2011; Wei, 

Diao, ve ark., 2013; Zhang ve ark., 2016). 

 

Şekil 1.5. Döner Duvarlı Kap Biyoreaktörü (ElçinLab) 

1.5. Mikroyerçekiminde Kök Hücre Uygulamaları 

1.5.1. Mikroyerçekiminin Osteojenik Farklılaşmaya Etkisi 

Normal yerçekiminde 7 gün süre ile kültürü yapılan MKH’ler osteojenik belirteçleri 

(ALP, Col I, ON) yüksek seviyede ifade ederken, mikroyerçekimli ortamda kültürü 

sürdürülen hücrelerde bu belirteçler çok düşük seviyelerde ifade edilmektedir. 

Zayzafoon ve ark., osteoblast gelişiminde, osteoblast olgunlaşmasında ve kemik 

oluşumunda son derece önemli olduğu bilinen Runx2 ifadesini de incelemişlerdir. 7 
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günlük mikroyerçekimi kültürü sonrasında Runx2 ifadesinin baskılandığı 

gösterilmiştir. İlginç bir sonuç olarak, mikroyerçekimi şartları yalnızca Runx2 

ifadesini baskılamakla kalmayıp, adipogenezle yakından ilişkili olduğu bilinen 

PPARγ2 ifadesini arttırmıştır. Bununla beraber adipogenez belirteç genlerinin 

(Adipsin, leptin, GLUT4) ifadelerini de incelemişler ve mikroyerçekimi koşullarında 

ifadelerinin arttığını tespit etmişlerdir. Zayzafoon ve ark., bu çalışma ile 

mikroyerçekimi koşullarının osteogenezi baskılarken adipogenezi arttırdığını 

göstermişlerdir (Zayzafoon ve ark., 2004) (Şekil 1.6). 

 

Şekil 1.6. Mikroyerçekimi osteogenezi baskılarken adipogenezi arttırmaktadır. 

Önemli bir kemik matriks bileşeni olan hidroksiprolin ve osteojenik belirteç olan 

ALP’nin ifadelerin de mikroyerçekiminde baskılandığı bulunmuştur (Huang ve ark., 

2009; Uddin ve ark., 2013; Zayzafoon ve ark., 2004; Zheng ve ark., 2007). 

Osteoblastik farklılaşma için Col I ile integrin reseptörü α2β1'in etkileşimi son derece 

önemlidir. Meyers ve ark. mikroyerçekiminin α2 ve β1 alt ünitelerinin ifadesini 

arttırdığını gözlemlemişlerdir. Bu integrine bağlanan kinazların (FAK ve PYK2) 

miktarını da inceleyen grup, bu kinazların ifadelerinin değişmediğini ancak 

otofosforilasyonlarının değiştiğini gözlemlemişlerdir. Yolağın daha aşağı-akış 

(downstream) üniteleri olan Ras ve ERK ifadesinin de önemli derecede düştüğünü 

göstermişlerdir (Meyers ve ark., 2004).  

ElçinLab’da PLGA sünger üzerinde statik kültür ve DDK biyoreaktörde yapılan 

kültürü karşılaştırmalı olarak incelenmiş ve DDK biyoreaktörünün sünger iskele 
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üzerinde osteogenezi arttırdığı bulunmuştur. Buna paralel olarak, osteojenik belirteç 

ile (osteopontin) boyama sonucunda DDK biyoreaktör kültüründeki hücreler, statik 

kültüre oranla daha iyi boyanma göstermiştir. Bu çalışma ile mikroyerçekimi 

koşullarında PLGA iskelelerin osteogenezi arttırdığı gösterilmiştir (Koc ve ark., 

2008).  

1.5.2. Mikroyerçekiminin Endotelyal Farkılaşmaya Etkisi 

Mikroyerçekiminin, endotelyal farklılaşma üzerinde de etkisi olduğu gösterilmiştir. 

Zhang ve ark., 72 saat mikroyerçekimi koşullarında kültürü yapılan MKH'lerin hücre 

iskelet yapısının değiştiğini ve hücrelerin iğ şeklinden küresel şekle dönüştüğünü 

göstermiştir (Chen ve ark., 2011; Wang ve ark., 2014). 4 saatlik mikroyerçekimi 

kültürü stres fiber gerilimlerinde fazla belirgin olmayan bir düşüşe neden olurken, 72 

saatlik mikroyerçekimi kültürlerinde tekdüze bir mikrofilaman birlikteliği görülmüş 

ve stres fiber geriliminde önemli derecede düşüş olduğu kaydedilmiştir. Hücre 

iskeletinin 10 günlük mikroyerçekimi koşullarında yeniden yapılandığı 

gösterilmiştir. 

Zhang ve ark., endotelyal belirteçler olan Flk-1 ve vWF mikroyerçekimi koşullarında 

önemli derecede arttığını göstermiştir. Matrigel Angiogenesis Assay tekniği ile 

mikroyerçekiminde damar oluşumu gözlemlenmiş ve mikroyerçekimi grubunda 

damar tübül uzunluğu, tübül çapı ve alanının yerçekimi grubuna göre daha fazla 

olduğu gösterilmiştir (Kang ve ark., 2011; Sokolovskaya ve ark., 2014; Wang ve 

ark., 2014; Zhang ve ark., 2013). 

1.5.3. Mikroyerçekiminin Kondrojenik Farklılaşmaya Etkisi 

Mikroyerçekimi koşullarının, kondrojenik farklılaşmayı da etkilediği birçok 

çalışmada gösterilmiştir. Yu ve ark. mikroyerçekimi koşullarında kondrojenik 

belirteçlerin (Col2A1, agrekan, sox9, Col10A1) ifadesinin yükseldiğini göstermiş, 
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buna ek olarak p38 fosforilasyonunun da yükseldiğini, kondrojenik farklılaşmanın 

p38 fosforilasyonunun yükselmesi ile arttığını ifade etmiştir (Yu ve ark., 2011).  

Emin ve ark., önceki çalışmalara paralel olarak DDK biyoreaktöründe kültürü 

yapılan hücrelerin PLGA süngerin üzerine ve içerisine daha homojen şekilde 

dağıldığını göstermiştir. Benzer şekilde DDK biyoreaktöründe hücre sayısının arttığı 

gösterilmiş, kondrojenik belirteçlerin (Anti-Rat kolajen tip I, Anti-Rat Aggrekan, 

Alcian mavisi) ifadesinin arttığı bulunmuştur (Luo ve ark., 2011; Sheyn ve ark., 

2010; Wu ve ark., 2013; Yu ve ark., 2011). Bu çalışma ile PLGA sünger üzerine 

tohumlanan MKH'lerin, DDK biyoreaktöründe statik kültüre kıyasla 

kondrogenezinin arttığı gösterilmiştir (Emin ve ark., 2008).   

1.5.4. Mikroyerçekiminde Hematopoetik Kök Hücre Kültürü 

DDK biyoreaktörünün hematopoetik kök hücre (HKH) kültürü için başarılı bir 

sistem olduğu Liu ve ark.'ın 2006 yılında yaptıkları çalışma ile gösterilmiştir. 

Geleneksel hücre kültürü yöntemlerinde kullanılan kültür kapları, kültür vasatında 

yüksek konsantrasyon gradiyentleri oluşturmaktadır. Bununla beraber bu kaplarda, 

yalnızca yüzey alanının sınırladığı sayıda HKH çoğaltılabilmektedir. DDK 

biyoreaktörü, 3 boyutlu süspansiyon hücre kültürü ortamı sağlamaktadır (Ferrarini ve 

ark., 2013; Lei ve ark., 2011; Morabito ve ark., 2015). Vasat içinde asılı halde 

yaşayan hücrelerin sitokinlerden daha etkin şekilde faydalandığı belirtilmiştir. Liu ve 

ark., kordon kanı mononükleer hücrelerini normal kültür kaplarında ve DDK 

biyoreaktöründe kültüre etmiş ve DDK biyoreaktöründe çok başarılı bir sonuç elde 

etmiştir. Kültür kaplarında 12 saatten sonra CFU-GM (Colony Forming Unit - 

Granülosit-Makrofaj) üretimi görülmezken, DDK biyoreaktöründe 216 saate kadar 

artış kaydedilmiştir (Liu ve ark., 2006). 

Hastaya, kg başına 1,5 × 10
7
 mononükleer hücre ve 1,5 × 10

5 
CD34

+
 hücre verilmesi, 

güvenli kordon kanı transplantasyonu için eşik değerdir. Bu, 80 kg ağırlığında bir 

hasta için en az 1,2 × 10
9 

mononükleer hücre ve 1,2 × 10
7
 CD34

+
 hücre verilmesi 



 

19 
 

anlamına gelmektedir. 1 × 10
8
 mononükleer hücrenin %1 CD34

+
 hücre içerdiği 

varsayılmaktadır. Liu ve ark., bu miktarda HKH ve progenitörlerini DDK 

biyoreaktöründe geliştirmek için bir yöntem geliştirmiştir. Bu işlem için 4 DDK 

biyoreaktörü kullanan araştırmacılar, DDK1'e 2 × 10
5
 mononükleer hücre ekmiştir. 

72 saat kültür sonrasında DDK1'deki hücrelerin yarısını DDK2 ye aktarmış, 120 saat 

sonrasında ise her iki DDK'nın yarısını DDK3 ve DDK4'e transfer etmişlerdir. 144 

saat sonunda istenen sayıda hücreye ulaşılmış ve hücreler toplanmış, hastaya 

nakledilmeye hazır hale getirilmiştir (Şekil 1.7). 

 

Şekil 1.7. Hastaya Nakil İçin Yeterli Mononükleer Hücre Üretimi Amaçlı DDK Biyoreaktör Stratejisi, (Liu ve 

ark., 2006) 

1.5.5. Mikroyerçekimi Koşullarının Diğer Etkileri 

MKH'lerin, 72 saat mikroyerçekimi koşullarında küresel şekil aldıklarını gösteren bir 

diğer çalışmada, bir pluripotens belirteci olan OCT4 ifadesinin 48 ve 72 saat süreli 

mikroyerçekiminde yükseldiğini göstermiştir. Bu veriler ışığında, MKH'lerin 72 saat 

mikroyerçekiminde kültüre edilmesi ile maksimum pluripotens seviyesine 

ulaşabileceği ifade edilmiştir (Wang ve ark., 2014).  

DDK biyoreaktöründe kültür vasatı içerisinde kullanılan mikrotaşıyıcılar (Cytodex-

3) üzerinde geliştirilen hücrelerin gerçek çok tabakalı epitel dokusuna benzer 3-
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boyutlu yapılanmalar oluşturduğu gösterilmiştir. Yerçekimi kültüründe ise tek 

tabakalı bir yapı oluşturduğu belirtilmiştir (Lei ve ark., 2011). DDK biyoreaktöründe 

kültürü yapılan BHK-21 hücrelerinin birbirlerine daha iyi tutundukları ve 3-boyutlu 

yapı oluşturdukları gösterilmiştir (Schwarz ve ark., 1992). 

Mikroyerçekimi koşullarının nöronal farklılaşmaya etkisi de araştırılmıştır. Nöronal 

farklılaşma belirteçlerinin (MAP-2, TH, CHAT) mikroyerçekimi koşullarında daha 

yüksek miktarlarda ifade edildiği gösterilmiştir (Chen ve ark., 2011). 

Mikroyerçekimi koşullarının kas-iskelet yapısında birçok değişikliğe neden olduğu 

bilinmektedir. Müsküler atrofi ve kasılma kuvvetinde azalma en sık görülen 

değişikliklerdir (Gopalakrishnan ve ark., 2010; Lambertz ve ark., 2001; LeBlanc, 

Lin, ve ark., 2000; Narici ve ark., 2003).  

Uzun süre uzayda kalan astronotların saç foliküllerinde hücre bölünmesinin 

baskılandığı bulunmuştur (Terada ve ark., 2016).  

1.6. Kök Hücreler 

1.6.1. Kök Hücre 

Kök hücreler, özelleşmiş hücre tiplerine farklılaşabilen ve daha fazla kök hücre 

üretmek için kendini yenileyebilen, tüm çok hücreli canlıların doku ve organlarını 

oluşturan ana hücrelerdir.  

Bir hücrenin kök hücre olabilmesi için; kendini yenileme ve özelleşmiş hücre 

tiplerine farklılaşabilme özelliklerini bulundurması gereklidir (Elcin, 2016a; 

Gardner, 2002; He ve ark., 2009). Kendini yenileme, kök hücrelerin farklılaşmamış 

hallerini sürdürerek çok sayıda hücre bölünmesi yapabilme yeteneğidir. Bir kök 

hücrenin, kendisiyle özdeş olan bir ana hücre ile beraber, farklılaşma yoluna girmiş 
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bir başka hücre üretmesine asimetrik hücre bölünmesi denir. Kök hücreler kendini 

yenileme özelliklerini asimetrik hücre bölünmesi yetenekleri ile sağlamaktadır. 

Kök hücreler özelleşmiş hücre tiplerine farklılaşabilmektedirler. Bu yeteneklerinin 

genişliği, kök hücrelerin yetkinliği (potensi) ile ilgilidir. Totipotent kök hücreler, 

bir organizmayı tamamı ile oluşturabilen hücrelerdir. Organizmadaki tüm hücre 

tiplerine farklılaşabilmektedirler. Yumurta ve spermin birleşmesiyle meydana gelen 

zigotun ilk birkaç bölünmesiyle meydana gelen hücreler totipotenttir. Pluripotent 

kök hücreler, üç germ tabakasına (ektoderm, endoderm ve mezoderm) farklılaşma 

kapasitesine sahip hücrelerdir, fakat plazenta gibi trofoblast kökenli embriyo dışı 

dokulara dönüşemezler ve bu nedenle tek başlarına yeni bir birey oluşturamazlar. 

Multipotent kök hücreler daha sınırlı sayıda hücre tiplerine, oligopotent kök 

hücreler ise sadece birkaç hücre tipine farklılaşabilen hücrelerdir. Unipotent kök 

hücreler ise yalnızca bir hücre tipini üretebilen kök hücrelerdir. (Seydoux ve ark., 

2006; Spencer ve ark., 2011). 

1.6.2. Memeli Vücudundaki Kök Hücre Tipleri 

Kök hücreler, kökenlerine göre dört ana sınıfta incelenmektedir; embriyodan elde 

edilen kök hücreler, fetustan elde edilen kök hücreler, kordon bağından elde edilen 

kök hücreler yetişkinlerden elde edilen kök hücreler (Bongso ve ark., 2005; Elcin, 

2016b; Kern ve ark., 2006).   

Memelilerde döllenmiş yumurta 2, 4, 8 hücreye bölünmektedir ve bölünmeye devam 

ederek morulayı meydana getirmektedir. Döllenme ile blastula safhası arasındaki bu 

aşamalardaki tüm hücreler totipotent hücrelerdir (Bongso ve ark., 2004). 

Blastokistin iç hücre kümesinden elde edilen embriyonik kök hücreler (EKH) 

pluripotent hücrelerdir. EKH'ler, yüksek telomeraz aktivitesine sahip, çoğalma 

kapasitesi çok yüksek olan hücrelerdir. EKH'ler üç germ tabakası olan ektoderm, 
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endoderm ve mezoderme farklılaşabilmektedir. Yetişkin bir insan vücudundaki 

200'den fazla hücreye farklılaşabilme yeteneğindedirler. 

Çok sayıda hücre tipine farklılaşabilen EKH'lerin, doku mühendisliği için kullanışlı 

bir transplantasyon kaynağı potansiyeli taşıdığı ifade edilmiştir (Levenberg ve ark., 

2002). EKH'lerin kardiyomiyositlere, nöronlara, hepatositlere, kemik iliği 

hücrelerine, adacık hücrelerine, endotelyal hücrelere vb. birçok hücreye farklılaştığı 

yapılan çalışmalarla gösterilmiştir (Davila ve ark., 2004). Araştırmacılar Parkinson 

hastalığının tedavisinde kullanabilmek için EKH'leri dopamin üreten hücrelere 

farklılaştırmışlardır (Parish ve ark., 2007; Perrier ve ark., 2004). Bir diğer çalışmada, 

diyabet hastalığına çözüm yolu geliştirmek amacıyla EKH'ler insülin üreten 

hücrelere farklılaştırılmıştır (D'Amour ve ark., 2006).  

EKH'lerin blastokist iç hücre kütlesinden elde edilmesi, genellikle blastokistin 

parçalanmasını gerektirdiğinden etik problemler oluşturmuştur ve insan EKH'lerinin 

kullanımı günümüzde halen tartışılmaktadır. 

Fetüsten elde edilen kök hücreler. Genellikle düşük yapılmasının ardından fetüsün 

kendisinden elde edilen fetal kök hücreler ve embriyonik membrandan elde edilen 

esktraembriyonik fetal kök hücreler olmak üzere iki tip fetal kök hücre 

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

Kordon kanı, fetal hematopoietik kök hücrece zengin bir kaynaktır (Bongso ve ark., 

2004). Bununla beraber kordon kanının aynı zamanda bir MKH kaynağı olduğu 

gösterilmiştir (Bongso ve ark., 2005).  

Wharton’s jelly (WJ), MKH’ler için önemli bir kaynak sağlamaktadır. WJ, 

ekstraembriyonik bir dokudur ve doğumdan sonra kolaylıkla elde edilebilmektedir.  

WJ’de bulunan MKH’ler kemik iliğine göre daha yüksek erişilebilirliğe sahiptir ve 

etik kısıtlaması da kemik iliğine göre daha azdır. Kemik iliğinden MKH izolasyonu 

donör için ağrılı bir sürece neden olurken, WJ’den MKH izole etmek için donöre 
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herhangi bir müdahaleye ihtiyaç duyulmamaktadır (El Omar ve ark., 2014; 

Subramanian ve ark., 2012).  

WJ-MKH’lerin, yetişkin dokulardan elde edilen MKH’lere göre daha ilkel hücreler 

olduğu ve embriyonik ile yetişkin kök hücreler arasında özellikleri olduğu ifade 

edilmektedir (Troyer ve ark., 2008). Ayrıca, WJ-MKH’lerin potansiyel olarak daha 

yüksek miktarlarda mevcut olduğu, daha yüksek proliferasyon oranına sahip 

oldukları, iyi derecede yayılma özellikleri gösterdikleri, teratomayı indüklemediği ve 

güçlü bir immünmodülatör kapasite barındırdıkları çalışmalarda ifade edilmiştir (El 

Omar ve ark., 2014).    

Yetişkin kök hücrelerin büyük bölümü multipotenttir. Belirli hücre tiplerine 

farklılaşabilen erişkin kök hücreleri insan vücudunda hasarlı dokuların onarımı için 

son derece önem taşımaktadır. 

Kemik iliği, erişkin kök hücrelerin bulunduğu en zengin kaynaklardan biridir. Kemik 

iliği kök hücrelerinin, omurilik yaralanmaları, karaciğer sirozu, kalp yetmezliği, 

kronik iskemiler gibi hastalıklara tedavi geliştirmek için kullanıldığı çalışmalar 

mevcuttur (Subrammaniyan ve ark., 2011; Terai ve ark., 2006; William ve ark., 

2011). 

Hematopoietik kök hücreler, mezenkimal kök hücreler, bağırsak kök hücreleri, 

karaciğer kök hücreleri, kemik ve kıkırdak kök hücreleri, epidermal kök hücreler, 

nöronal kök hücreler, pankreatik kök hücreler ve göz kök hücreleri yetişkin kök 

hücre tipleridir. 

Hematopoietik kök hücreler (HKH) ve mezenkimal kök hücreler (MKH), kemik 

iliğinde bulunan erişkin kök hücrelerdir. 

HKH'ler, kırmızı kemik iliğinde konuşlanmış kan kök hücreleridir. Miyeloid 

(monositler, makrofajlar, bazofiller, eozinofiller, megakayositler/plateletler, dendritik 
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hücreler) ve lenfoid (T hücreleri, B hücreleri, NK hücreleri) hücre soylarına 

farklılaşabilmektedir (Şekil 1.8). 

HKH'lerin temel kaynakları pelvis, femur ve sternum kemik ilikleridir. Kordon kanı 

ve periferal kanda da HKH'lerin varlığı bilinmektedir. HKH'lerin temel belirteci 

CD34 hücre yüzey belirtecidir. Uzun süreli koloni oluşturabilen HKH'lerin 

çoğunluğu CD34+CD38- hücrelerdir (Ural, 2012). HKH'ler hastalara otolog 

(Hastanın kendi kök hücreleri) veya allojenik (Donörden alınan kök hücreler) olarak 

transplante edilebilirler. 

 

Şekil 1.8. Hematopoetik Kök Hücrelerin Farklılaşması (Hematopoez) (http://kanbilim.com) 

 

1.6.3. Mezenkimal Kök Hücreler 

MKH’ler kemik iliği stromasının hematopoietik olmayan bölgelerinde bulunmaktadır 

(Bongso ve ark., 2005). MKH’ler; osteoblastlara, kondrositlere, adipositlere ve 

myelositlere, tendonlara ve ligamentlere farklılaşabilen multipotent kök hücrelerdir 

(Beyer Nardi ve ark., 2006; Brighton ve ark., 1997; Elcin, 2003; Koc ve ark., 2008; 

Oni, 1992) (Şekil 1.9). Stromal kök hücreler olarak da bilinen MKH’ler kemik iliği, 
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kordon kanı, yağ doku, Wharton’s Jelly, diş pulpası gibi çeşitli kaynaklardan elde 

edilebilmektedir (Elcin, 2016c; Koc ve ark., 2008; Sanz ve ark., 2015). MKH’lerin 

periferik kanda da bulunduğunu gösteren çalışmalar mevcuttur (Chong ve ark., 

2012).  

MKH’ler yüksek seviyede kendini yenileme kapasitesine sahiptir. Osteoblastlara, 

adipositlere ve kondrositlere (3-lineage özelliği) farklılaşabilme yetenekleri 

MKH'lerin karakterize özelliğidir. MKH'lerin nöron-benzeri hücrelere farklılaştığını 

gösteren çalışmalar da bulunmaktadır (Birbrair ve ark., 2011; Jiang ve ark., 2002). 

MKH’lerin, salgıladıkları sitokinler aracılığıyla dendritik ve T-hücrelerini 

etkileyerek immünmodülatör etkilerinin olduğu da bilinmektedir (Ryan ve ark., 

2005). 

 

Şekil 1.9. MKH'lerin Farklılaşması (https://omicsonline.org) 
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1.7.  Mezenkimal Kök Hücrelerin Adipositlere Farklılaşması 

1.7.1. Adipogenez 

Adipogenez, yeni bir adipoz doku oluşturan biyolojik süreçtir. Adipoz doku enerji 

homeostazında, lipit metabolizmasında ve insülin eylemlerinde büyük rol 

oynamaktadır. Memelilerde iki tip adipoz dokusu tanımlanmıştır; beyaz adipoz doku 

ve kahverengi adipoz doku (Cinti, 2005). Beyaz adipoz dokunun esas rolü, 

triaçilgliserol salımı ve depolanması aracılığı ile enerji homeostazını düzenlemektir 

(Rosen ve ark., 2006). Beyaz adipoz doku, salgıladığı adipokinler aracılığıyla besin 

alımı ve enerji homeostazında görev alırken, metabolik bozuklukların inflamatuvar 

evrelerinde de görev almaktadır (Waki ve ark., 2007). Kahverengi adipoz doku, ısı 

üretimi aracılığıyla enerji yayan termojenik aktiviteye sahiptir (Spiegelman ve ark., 

2001). 

Beyaz adipositler, tek ve büyük lipit damlacığına ve az sayıda mitokondriye sahip 

olmaları ile karakterizedir. Kahverengi adipositler ise birçok lipit damlacıklarına ve 

çok sayıda mitokondriye sahiptir (Cai ve ark., 2013). Kahverengi adipositlerin 

BATokinler (Brown Adipose Tissue, BAT-derived adipokines) olarak bilinen 

adipokinleri salgıladıkları, trigliserit ve glukoz yıkımında da rolleri olduğu da 

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

Son dönemlerde yapılan çalışmalarla, farelerde hem beyaz hem de kahverengi 

adiposit özelliklerini gösteren hücre tipi keşfedilmiştir. Brite adipositler (Brown and 

White) olarak adlandırılan bu hücreler, her iki hücre tipinin de özelliklerini 

taşımaktadırlar. 

Mezenkimal kök hücreler adipojenik farklılaşma sürecinde, beyaz ve kahverengi 

adipoz dokuların alt tipleri olan adiposit prekürsörlerine farklılaşmaktadır. 

Kahverengi adipositlerin prekürsörleri miyojenik transkripsiyon faktörü Myf5’i ifade 

etmektedir. Buna zıt olarak beyaz adipositler Myf5 ifade etmemektedir (Şekil 1.10). 
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Brite adipositlerin ise, kahverengi adipositlerin birçok özelliğini gösterirken Myf5 

ifade etmedikleri tespit edilmiştir (Barbatelli ve ark., 2010; Petrovic ve ark., 2010; 

Seale ve ark., 2008).  

Adiposit formasyonu iki basamaklı bir süreçtir; determinasyon aşaması ve terminal 

farklılaşma fazı. Determinasyon fazında MKH’ler adipositik nesile yönelmiştir ve 

diğer mezenkimal nesillere farklılaşma yeteneğini kaybetmiştir. Sonraki aşama olan 

terminal farklılaşma fazında, yönlenmiş hücreler farklılaşarak olgun adiposit 

karakteri kazanmaktadır (Feve, 2005). Farklılaşma orijinlerindeki ve fizyolojik 

fonksiyonlarındaki farklılıklara rağmen kahverengi ve beyaz adipositlerin 

transkripsiyonel farklılaşma kaskatları çok benzerdir.  

 

Şekil 1.10. Adipositlerin Alt Tipleri ve Orjinleri 

 

1.7.2. Adipojenik Belirteçler 

PPARγ2 

Peroksizom Proliferatör ile Aktifleştirilen Reseptörler (PPAR), ligant-aktif 

transkripsiyon faktörleri arasındadır ve çekirdek hormon reseptörleri süperailesinin 
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bir üyesidir. Memelilerin adipoz dokusunda yüksek miktarlarda ifade edilen bir 

reseptördür. Alt grubuna göre isimlendirilen üç alt tipi bulunmaktadır; PPARα, 

PPARδ ve PPARγ (Michalik ve ark., 2006).  

PPARγ, PPARγ1 ve PPARγ2 olmak üzere iki izoforma sahiptir; PPARγ1 kas dokusu 

dışında tüm dokularda ifade edilirken, PPARγ2 adipoz dokuda ifade edilmektedir ve 

adiposit farklılaşmasında önemli bir rol oynamaktadır. Preadipositlerin adipositlere 

farklılaşması sırasında PPARγ ifadesinin arttığı çok sayıda çalışma ile gösterilmiştir 

(Elbrecht ve ark., 1996; Fajas ve ark., 1997; Lin ve ark., 2008; Wang ve ark., 2012).  

PPARγ ifadesinin genetik mühendisliği yöntemleriyle susturulduğu farelerde 

kahverengi ve beyaz adipoz doku oluşumunda ve işlevlerinde anormallikler 

gözlenmiştir. Yüksek yağlı diyetle beslenen bu farelerde kilo artışının oldukça 

düştüğü ve adipogenez için önemli belirteçler olan leptin ve adiponektin 

konsantrasyonlarının da oldukça azaldığı kaydedilmiştir (Jones ve ark., 2005). 

Kahverengi ve beyaz adipositlerin her ikisinin de adipojenik programı, PPARγ 

ifadesi ve aktivasyonuna dayanmaktadır. PPARγ, lipit sensörü görevi yapan bir 

nükleer hormon reseptörüdür ve adipogenezin esas transkripsiyonel regülatörüdür 

(Rosen ve ark., 2000). Ayrıca PPARγ yalnızca adipogenez için değil, farklılaşmış 

adipositlerin devamlılığı için de çok kritiktir (Tamori ve ark., 2002).  

Leptin, Adiponektin ve Adipsin 

Yağ hücrelerinin salgıladığı önemli bazı spesifik belirteçler adiponektin ve leptin 

hormonlarıdır (Feve, 2005; Gimble ve ark., 2008; Moreno-Navarrete ve ark., 2012). 

Leptin, adipozitede rolü olduğu keşfedilen ilk adipokindir. Leptin yalnızca yağ doku 

tarafından salgılanır. Besin alımını baskılayarak ve enerji tüketimini kontrol ederek 

adipostat görevi görmektedir. Leptin veya leptin reseptörü mutant olan hayvan ve 

insanlarda obezite görülmektedir (Rosen ve ark., 2006). Leptin çok sayıda çalışmada 

adiposit belirteci olarak kullanılmıştır (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).  

Birçok farklı ismi (apM1, GBP28, AdipoQ ve ACRP30) bulunan adiponektin, ileri 

evreye ulaşmış adipositlerde lipit kürelerinin oluşumuyla beraber ifade edilmektedir 

(Fink ve ark., 2011; Jones ve ark., 2005; Wang ve ark., 2013; Wei, Li, ve ark., 2013). 

Adiponektin, glukoz regülasyonu ve yağ asidi oksidasyonu dahil bir çok metabolik 

işlemi modüle etmektedir (Diez ve ark., 2003).  

Adipositlerde önemli derecede ifade edilen bir diğer protein adipsindir (Adiposit 

tripsin; kısaca adipsin) (Cowherd ve ark., 1999). Adipsin, adipoz hücrelerde glukoz 

transportunu uyararak trigliserit depolanmasını harekete geçirmektedir. Bununla 

beraber yağ asitlerinin yeniden esterleşmesini arttırmakta ve yağ yıkımını 

azaltmaktadır (Ronti ve ark., 2006). 

1.7.3. Linoleik Asit 

 

Linoleik asit, esas yağ asitleri ailesinin bir üyesidir. Esas yağ asitleri, insan 

vücudunda diğer besin bileşenlerinden sentezlenemeyen yağ asitleridir (Burr ve ark., 

1930).  

Linoleik asidin, açık formülündeki çift bağların dizilimine göre isimlendirilen birçok 

izomeri bulunmaktadır (Şekil 1.11). Bu izomerlerin yağ dokusu oluşumu üzerine 

etkileri birçok araştırmacı tarafından incelenmektedir. 

Linoleik asidin yağ dokusu oluşum sürecini nasıl etkilediğini inceleyen çalışmalar 

bulunmaktadır. Yapılan bir araştırmada cis-9,trans-11 ve trans-10,cis-12 konjuge 

linoleik asitleri preadiposit farklılaşması aşamasında vasata eklenmiştir. Her iki yağ 

asitinin de adipogenezi baskıladığı gösterilmiştir (Yeganeh ve ark., 2016). Buna ilave 

olarak trans-10,cis-12 konjuge linoleik asidin adipogenezi baskıladığı, yağ 

depolanmasını azalttığı ve bunlara zıt olarak kemik formasyonunu arttırdığı ifade 
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edilmiştir (Brown ve McIntosh, 2003; Kim ve ark., 2013; McNeel ve ark., 2003; 

Platt ve ark., 2009).  

 

Şekil 1.11. Linoleik Asitin İzomerleri (http://www.jyi.org/) 

Yapılan araştırmalarda cis-9,trans-11 ve trans-10,cis-12 konjuge linoleik asidin 

adipogenez ile yakından ilişkisi bulunan PPARγ’nın ifadesini azalttığı gösterilmiştir 

(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 üzerine 

etkileri yapılan araştırmalarda gösterilirken, linoleik asidin esas formu olan cis-9,cis-

12’nin adipogenez üzerine etkileri net bir şekilde araştırılmamıştır. Bu çalışmanın 

mikroyerçekimi koşullarının adipogenez üzerine etkilerinden başka bir diğer hedefi 

de, cis-9,cis-12 linoleik asidin adipogenez üzerine etkilerinin hem yerçekiminde hem 

de mikroyerçekimi koşullarında incelenmesidir. 
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2. GEREÇ VE YÖNTEM 

2.1. Çalışmada Kullanılan Çözeltiler 

DMEM F-12 Lonza, No: 5MB038   

DMEM 4,5 g/L Glukoz Lonza, No: 5MB045 

RNA Later Ambion 

Tripsin/EDTA Sigma 

PBS Sigma, Merck 

Metanol Merck 

Gluteraldehit Electron Microscopy Sciences 

İnsülin Sigma-Aldrich 

Dekzametazon Sigma-Aldrich 

3-izobütil-1-metilksantin (IBMX) Sigma-Aldrich 

Linoleik Asit Sigma-Aldrich 

Adipsin (P-16) Santa Cruz Biotechnology, inc., Sc-12402 

GLUT4 (IF8) Santa Cruz Biotechnology, inc., Sc-53566 

Leptin (Ob) Santa Cruz Biotechnology, inc., Sc-48408 

PPARγ2 (A-1) Santa Cruz Biotechnology, inc., Sc-166731 

High Pure RNA Isolation Kit Roche 

Transcriptor High Fidelity cDNA 

Synthesis Kit 

Roche 

Light Cycler
®
 480 Probes Master Roche 
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2.2. Cihazlar ve Kültür Ekipmanları 

DDK Biyoreaktörü Synhecon 

Rotary Cell Culture Vessel (10 ml) Synthecon, No: D-110 

Santrifüj Beckman Coulter, Allegra® X-15R 

İnversiyon Mikroskobu Zeiss 

İnkübatör Thermo Scientific, Heracell 150i 

Laminer Kabin K system IVF Workstation L226 

Otoklav Sanyo, MLS-3780 

Kültür Kapları (75, 225 cm
2
) Corning 

Tüpler (50 ml, 15 ml) Corning 

Mini Santrifüj Gilson, GmCLab 

Elektroforez Bio-Rad Powerpac Universal 

Jel Görüntüleme G:BOX, Syngene 

Nanodrop Thermo Scientific 

PCR Kabini Isocide 

Thermal Cycler Bio-Rad 

Real Time PCR Light Cycler
®
 480 II 

 

 

2.3. Dondurulmuş Adipoz Mezenkimal Kök Hücrelerin Çözülüp Kültüre 

Adapte Edilmesi 

Bu çalışmada, daha önceden etik kurul izni ile (AÜTF; 01/03/2010; 08-129) temin 

edilen; atık adipoz dokudan izole edilip, çoğaltılan ve immünfenotiplendirmesi 

yapılmış bulunan insan adipoz mezenkimal kök hücreleri (AMKH’ler) kullanıldı. 

Dondurulmuş olarak saklanan AMKH’ler standart yöntemle çözülüp kültüre adapte 

edildi ve istenilen hücre sayısına ulaşılana kadar pasajlandı. Kültür işlemleri, 

AMKH’ler için standart kültür vasat ortamında (DMEM/F12-%10 FBS) ve 37°C, 

5% CO2, 95% nem şartlarında tutulan karbondioksitli inkübatörde sürdürüldü. 



 

33 
 

Dondurulmuş hücrelerin açılması işleminde, izole edilip dondurulmuş hücrelerin 

yeniden çözülmesi için bir beherin içine su konularak 37° C’ ye ısıtıldı. Isıtılan suyun 

içine numune (-86° C) konuldu. Konulan kriyotüp çözülene kadar beklendi. Son 

kristal-buz parçası kaldığında vasata eklendi.  Tam vasat hazırlandı. 15 ml’lik 

kapaklı santrifüj tüpüne 2-3 ml konuldu. Kriyotüpün içindeki hücreler ve DMSO tam 

çözünmeden alınarak 15 ml’lik tüpün içerisine damla damla eklendi (Çözünme 

işleminin uzaması, DMSO’nun hücreleri etkileyerek hücre canlılığının azalmasına 

yol açar). İçinde tam vasat, hücreler ve DMSO bulunan 15’ml’lik tüp, 1100 rpm’de 

11 dk. santrifüj edildi. Tüpün içinde santrifüjleme sonucu elde edilen pellette 

hücreler bulunmakta olup, süpernatant atıldı. Pelletin üzerine tam vasat konularak 

pipetleme yapıldı. Hücreler 75 cm
2
’lik kültür kaplarına aktarılarak üzerlerine tam 

vasat eklendi ve 37°C, 5% CO2, 95% nem şartlarında tutulan karbondioksitli 

inkübatöre konuldu.  

2.4. Döner Duvarlı Kap Biyoreaktörünün Hazırlanması 

Ön Temizleme 

1. Cıvatalar sökülerek kap parçalarına ayrıldı. Ön ve arka kapağın iç yüzünde 

bulunan halkalar, göbekteki oksijen membranı ve port söküldü.  

2. Tüm parçalar, çok fazla asidik veya bazik olmayan bir laboratuvar deterjanı ile 

dolu bir kap içerisine yerleştirildi ve 1 saat bekletildi.  

3. Parçalar hiçbir sert fırça kullanmadan, lateks eldivenler ile hafif hareketlerle 

temizlendi. 

4. Tüm parçalar musluk suyunda durulandı. 

5. Tüm parçalar bir gece boyunca saf su içerisinde bekletildi. 

6. Parçalar açık havada kurumaya bırakıldı. 
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7. Kap yeniden birleştirildi. 

Otoklavda Sterilizasyon 

1. Doldurma portu yerinden çıkartıldı. 

2. Kaplar ve portlar ayrı ayrı alüminyum folyolara sarıldı. 

3. Otoklava konulmadan önce kabın cıvataları birkaç tur gevşetildi. 

4. 121°C de 20 dakika sterilizasyon için otoklav başlatıldı. 

5. Otoklavın ardından parçalar kurumaya bırakıldı. 

225 cm
2
 kültür kaplarında geliştirilip konfluent hale ulaştıktan sonra tripsinleme 

işlemine alınan pasaj 7 aşamasındaki AMKH’ler 4 adet biyoreaktöre, 1 × 10
6 

hücre/ml olacak şekilde tohumlandı.  

DDK biyoreaktörüne hücrelerin yüklenmesi aşamasında kabin içerisinde steril 

paketlerinden çıkartılan döner kaplar, çalışmayı kolaylaştırmak amacı ile 6’lık kuyu 

üzerine yerleştirildi (Şekil 2.1). Döner kap üzerindeki kapakçık dikkatlice çıkartıldı. 

10 ml’lik steril şırınga içerisine 5 ml vasat çekilerek açılan kapakçıktan yavaşça 

döner kap içerisine dolduruldu. Daha önceden hazır hale getirilmiş hücreler de aynı 

şekilde kapakçıktan döner kap içerisine aktarıldı.  
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Şekil 2.1. İnkübatör içerisinde dönüşe hazır DDK Biyoreaktörü (ElçinLab) 

Döner kap içinde kalan hava boşluğunun doldurulması için iki adet insülin şırıngası 

(1 ml) kullanıldı. Bir insülin şırıngası vasat doldurmak için, diğer şırınga döner kap 

içinde kalan hava boşluğunu çekmek için kullanıldı. Döner kap üzerindeki 

muslukların kapakları açıldı. Bu işlem sırasında musluk vanaları açılmamalıdır. 

Vasatla doldurulan şırınga, döner kap üzerindeki musluğa takıldı. Boş olan şırınga da 

diğer musluğa takıldı. Döner kap hareket ettirilerek içindeki hava boşluğu musluğun 

altına getirildi, bu musluk vanası dik konuma getirilerek açıldı ve boş şırınga içine bu 

hava kabarcıkları çekildi. Hava çekildikten sonra bu musluğun vanası kapatıldı. Vana 

kapatıldıktan sonra şırınga içindeki hava bir atık kabına boşaltılarak yeniden musluğa 

takıldı. Vasatla doldurulan şırınganın takılı olduğu musluk, vanası açıldıktan sonra 

yavaşça döner kap içerisine dolduruldu. Şırınga içindeki tüm vasat doldurulduktan 

sonra musluk vanası yatay konuma getirilerek kapatıldı ve şırıngaya yeniden vasat 

dolduruldu. Bu işlemler döner kap içerisinde hava kabarcığı kalmayana dek 

tekrarlandı. İçinde hava kabarcığı kalmayan döner kap, biyoreaktöre takılmaya hazır 

halde getirildi. Döner kaplar biyoreaktöre dikkatli bir şekilde takıldı ve herhangi bir 
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akıntı-sızıntı olup olmadığı kontrol edildi. Cihaz üzerindeki anahtar “ON” konumuna 

getirilerek rotasyon başlatıldı. Hücrelerin yeni ortama alışması için 10 rpm hızında 

30 dk süre ile çevrildi. Sonrasında dönüş hızı 30 rpm’ ye çıkartıldı. 24 saatte bir vasat 

değişimi yapıldı.  

DDK biyoreaktöründe vasat değişimi işlemi başlangıcında cihaz üzerindeki anahtar 

“OFF” konumuna getirilerek durduruldu.  Yerlerinden çıkartılan döner kaplar 

inkübatör içerisindeki kuyu üzerine yerleştirilerek, 40 dk. hücrelerin döner kap 

dibine çökmesi beklendi (Şekil 2.2). 40 dk sonra yukarıda verilen yöntem 

kullanılarak vasat değişimi tamamlandı. Döner kaplar yerlerine dikkatlice 

yerleştirildikten sonra cihaz anahtarı “ON” konumuna getirilerek dönüş tekrar 

başlatıldı. 

Çalışmada 3. günün sonunda DDK-1, 6. günün sonunda DDK-2 ve 11. gün sonunda 

kalan iki döner kap (DDK-3 ve DDK-4) analiz için durduruldu (Çizelge 2.1). Döner 

kap içerisindeki hücreler PBS ile yıkanarak 50 ml’lik tüp içerisine alındı. 1500 

rpm’de 11 dk santrifüj edildi. PBS ile tekrar yıkandıktan sonra bir kez daha aynı 

ayarda santrifüj edildi. Santrifüjün ardından pellet alındı ve 100 µL RNA Later 

çözeltisi konularak kriyotüp içerisinde +4 °C’de 18 saat bekletildi. Sonrasında -86 

°C’deki dondurucuya alındı. 

  

Çizelge 2.1. Biyoreaktör Deney Planı Çizelgesi 

  
Normal Büyüme  

Vasatı 
Adipojenik 

Yönlendirme Vasatı İleri Farklılaştırma Vasatı 

Reaktör \ 
Gün 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

DDK-1           

DDK-2           

DDK-3*           

DDK-4           

* DDK-3 adipojenik yönlendirme vasatında devam edildi. 
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Şekil 2.2. Döner kaplarda vasat değişimi 

2.5. Hücre Kültürü ve Farklılaştırması 

Önceden kültürü yapılıp 7. pasajda doygunluk seviyesine ulaşan AMKH’ler ile 

deneye başlandı (Şekil 2.3). Hücrelerin 3 gün boyunca %10 FBS (Lonza), %1 L-

Glutamin (Lonza) ve % 1 penisilin/streptomisin (Lonza) içeren DMEM F:12 (Lonza) 

vasat ortamında kültürü sürdürüldü (Çizelge 2.2). Her gün vasat değişimi yapıldı. 

Adipojenik farklılaşma deneylerinde hücrelerin 3 gün %10 FBS, %1 L-Glutamin, %1 

penisilin/streptomisin, 1 µM dekzametazon (Sigma), 0,5 µM 3-izobütil-1-

metilksantin (Sigma), 0,1 U/ml insülin (Sigma) içeren DMEM (4,5 g/L glukoz) ile  
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Şekil 2.3. Biyoreaktöre Yükleme Öncesi Bolluğa Ulaşan (Konfluent) AMKH’lerin (Pasaj 7) İnvert Mikrografı. 

kültürü yapıldı. Her gün vasat değişimi yapıldı. 6. günün sonunda deney grubu ikiye 

ayrılarak birinci grup %10 FBS, %1 L-Glutamin, %1 penisilin/streptomisin, 1 µM 

dekzametazon, 0,5 µM 3-izobütil-1-metilksantin, 0,2 U/ml insülin içeren DMEM 

(4,5 g/L glukoz) ile 5 gün daha kültür sürdürüldü (LA(-) vasat). İkinci grup ise 

birinci grubun vasatına 0,5 mM linoleik asit (Sigma) ilave edilerek 5 gün daha kültür 

gerçekleştirildi (LA(+) vasat). Tüm hücre kültürlerinde günlük vasat değişimleri 

yapıldı. 

Histokimyasal incelemeler için 8 adet dört kuyucuklu lam üzerine, her kuyucuğa 

50.000 hücre tohumlandı. 5 gün sonra hücreler her kuyucukta konfluent hale ulaştı 

ve deneye başlandı. İlk 3 gün tüm gruplarda normal vasat kullanıldı. 3. günün 

sonunda 2 lam inceleme için soğuk metanol ile muamele edilerek + 4 °C’deki 

soğutucuda  saklandı. Kalan altı lama adipojenik vasat konuldu ve 3 gün sonra iki 

lam daha incelenmek üzere soğuk metanol ile muamele edildi. Deneyin son 
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aşamasında iki lam adipojenik vasatla devam ederken diğer iki lama ileri farklılaşma 

vasatı konuldu ve 5 gün sonra bu lamlar da soğuk metanol ile muamele edilerek +4 

°C’deki buzdolabında saklandı. 

 

Çizelge 2.2.  Normal Yerçekimi Deney Planı Çizelgesi 

  

Normal Büyüme 
Vasatı 

Adipojenik 
Yönlendirme 

Vasatı 
İleri Farklılaşma Vasatı 

T75\Gün 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

1           

2           

3           

4           

  5*           

  6*           

7           

8           

* 5 ve 6 adipojenik yönlendirme vasatında devam edildi.  

2.6. İmmünohistokimyasal İncelemeler 

Dört kuyucuklu lamlar üzerinde geliştirilen hücreler adipojenik farklılaşmayı 

incelemek üzere adipsin, adiponektin, leptin ve PPARγ2 belirteçleri ile muamele 

edildi.  

Adipojenik belirteçler ile boyama öncesinde dört kuyucuklu lamların her biri saf 

metanolde 5 dakika bekletildi. Su ile yıkandıktan sonra spesifik olmayan 

boyanmaların azaltılması için 10 dakika “hidrojen peroksit blok” ile muamele edildi. 

Su ile yıkandı ve spesifik olmayan antikor bağlanmalarını baskılamak için “ultra V 

Blok” ile 5 dakika inkübe edildi. %1 oranında FBS içeren PBS 1:100 oranında 

seyreltilmiş çözelti ile hazırlanmış primer antikorlarla (Adipsin, Adiponektin, Leptin 

ve PPARγ2) ayrı ayrı boyama işlemlerinin ardından +4°C’de 24 saat boyunca 

bekletildi. Sonrasında su ile yıkama yapıldı. “biyotinli keçi anti-fare/rat sekonder 
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antikoru”  ile 10 dk muamele edildikten sonra su ile yıkama yapıldı. Bu işlemin 

ardından “streptavidin peroksidaz” ile 10 dk oda sıcaklığında inkübe edildi ve tekrar 

su ile yıkama yapıldı. 5-20 dk süresince AEC Kromojen – AEC Substrat karışımı ile 

karanlıkta muamele edildi ve distile su ile yıkanarak görüntülemeye hazır hale 

getirildi.  

2.7. Eş-Zamanlı PCR İncelemeleri 

2.7.1. RNA İzolasyonu 

1. RNA Later ile -80°C’de saklanan hücreler oda sıcaklığında çözüldü.  

2. RNA izolasyonu için hücreler 200 µL PBS ile pipetlenerek yeniden süspansiyon 

haline getirildi.  

3. 400 µL Lizis /Bağlanma tamponu eklendi ve 15 saniye vortekslendi.  

4. Bir toplama tüpünün içine High Pure Filtreli Tüp yerleştirildi. Örnekler üst 

hazneden filtreli tüpe eklendi.  

5. 8,000 × g de 15 saniye santrifüj edildi. Santrifüj sonrasında filtreli tüp toplama 

tüpünden ayrılıp toplama tüpündeki sıvı atıldı ve filtreli tüp tekrar takıldı.  

6. Her tüpe 90 µL DNaz inkübasyon tamponu ve 10 µL DNaz I eklendi. 15 dk oda 

sıcaklığında inkübasyona bırakıldı.  

7. İnkübasyonun ardından filtreli tüpe 500 µL Yıkama tamponu-I eklenerek 8000 × 

g’de 15 sn santrifüj edildi.  



 

41 
 

8. Santrifüjün ardından toplama tüpündeki sıvı atıldı ve filtre tekrar tüpe takıldı. 

Filtreli tüpe 200 µL Yıkama tamponu II eklenerek 13.000 × g de 2 dakika santrifüj 

edildi.  

9. Toplama tüpleri santrifüjün ardından atıldı ve filtreli tüpler yeni steril eppendorf 

tüplerine yerleştirildi. Filtreli tüpe 100 µL Elüsyon tamponu eklendi ve 8.000 × g de 

1 dk santrifüj edildi. Bu aşamadan sonra RNA’lar mikrosantrifüj tüpleri içerisindedir.  

10. RNA miktarları nanodrop cihazı ile ölçüldü ve -80°C’deki dondurucuya aktarıldı. 

2.7.2. cDNA Sentezi 

İzole edilip -80°C de saklanan RNA’lar çözüldü ve kısa süreyle santrifüj edildi. 

Reaksiyon başlatılana dek tüm örnekler buz içerisinde tutuldu. Buz üzerine steril, 

nükleaz-içermeyen, ince duvarlı bir PZR tüpü konuldu ve 20 µL lik reaksiyon için 

aşağıdaki bileşenler eklendi:  

Bileşen Hacim Son Konsantrasyon 

Total RNA  1 ng - 4 µL 

Anchored-oligo(dT)18 

Primer, 50 pmol/µL 
1 µL 2,5 µM 

Random Hexamer Primer, 

600 pmol/µL  
2 µL 60 µM 

Su, PZR saflığında  
Toplam hacmi 11,4 µL 

yapmak için 

Toplam Hacim 11,4 µL  

 

Örnek primer karışımı 65°C de 10 dk tutularak denatüre edildi. Bu adım RNA ikincil 

yapılarını denatüre etmeyi garantiye almak için yapılır. Tüp derhal buz üzerinde 

soğutuldu. Daha sonra tüpe aşağıdaki bileşenler eklendi: 
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Bileşen Hacim Son Konsantrasyon 

Transcriptor High Fidelity 

Reverse Transcriptase 

Reaction Buffer, 5x 

4 µL 1 × (8 mM MgCl2) 

Protector RNase Inhibitor, 

40 U/µL  
0,5 µL 20 U 

Deoxynucleotide Mix, her 

biri için 10 mM  
2 µL Her biri 1 mM 

DDT  1 µL 5 mM 

Transcriptor High Fidelity 

Reverse Transcriptase  
1,1 µL 22 U 

Toplam Hacim 20 µL  

 

Reaktifler tüp içerisinde dikkatli şekilde karıştırıldı. Tüp, buharlaşmayı önlemek 

amacıyla ısıtılmış Termal devir cihazına yerleştirildi. +55°C de 30 dk inkübasyona 

bırakıldı. Örnek +85°C de 5 dk tutularak Transcriptor High Fidelity Reverse 

Transkriptaz’ın inaktivasyonu sağlandı. Reaksiyonun durması için tüp buz üzerine 

konuldu. Bu aşamada reaksiyon tüpü +2°C - +8°C de 1-2 saat veya -15° ile -25°C 

arasında uzun süre saklanabilir. Bu işlemler sonucunda cDNA, amplifikasyon için 

kullanılabilir hale gelmiş durumdadır. PCR için 1 – 5 µL reaksiyon ürünü, 20 veya 

50 µL son konsantrasyona ayarlanarak kullanılabilir. 

2.7.3. cDNA’ların PCR İçin Hazırlanması 

1. cDNA halinde -80°C de saklanan hücreler çözüldü.  

2. Hücrelerin dibe çökmesi için kısa bir santrifüj işlemi yapıldı. 

3. Buz üzerindeki bir 1,5 ml reaksiyon tüpü içerisine aşağıdaki bileşenler eklendi; 
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Su 3 µl 

Primer-Prob Karışımı, 10x kons. 2 µl 

Light Cycler
®
 480 Probes Master, 2x kons. 10 µl 

Toplam Hacim 15 µl 

Bu aşamada adipogenez için PPARγ2, adipsin, adiponektin ve leptin probları, 

referans için ise β-aktin ve 18S rRNA probları kullanıldı.  

4. Pipetleme yaparak dikkatlice karıştırıldı. Bu aşamada vorteks yapılmamalıdır. 

5. PCR-Plakası üzerindeki her kuyucuğa 15 µl yukarıdaki karışım eklendi.  

6. Kuyucuklara 5 µl DNA eklendi. 

7. Plaka kapağı, plakanın üzerine dikkatli bir şekilde kapatıldı.  

8. Plaka PCR içerisine yerleştirildi ve işlem başlatıldı. 

 

2.7.4. İstatistiksel Analiz 

Tüm deneysel çalışmalar üç tekrarlı olarak gerçekleştirildi ve ortalama±standart 

sapma şeklinde verildi. Örneklerin anlamlılık düzeylerinin belirlenebilmesi amacıyla 

“Oneway Anova” testi kullanıldı. Minimum güven düzeyleri %95 (p<0,05) olarak 

belirlendi. 
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3. BULGULAR 

3.1. Adipojenik Farklılaşmanın In Vitro Görüntüsü  

İndüksiyonun başlatıldığı 3. günden sonra hücrelerin farklılaşması 

immünhistokimyasal boyamalar sonrasında ışık mikroskobu ile incelenmiştir. 6. 

günden itibaren farklılaşma belirginleşmiş, hücrelerin adiponektin, adipsin, leptin ve 

PPARγ2 belirteçleri ile boyandığı görülmüştür.   

 

İndüksiyondan sonra 11 gün boyunca PPARγ2 ifadesinin sürekli arttığı gözlenmiştir. 

11. gün sonunda LA(+) vasatta geliştirilen hücrelerde LA(-)’ye göre daha yüksek 

miktarda PPARγ2 boyanması olduğu gözlenmiştir. Buna zıt olarak, adipsin ve leptin 

ve adiponektin LA(-) vasatta daha iyi boyanma göstermiştir. Linoleik asit PPARγ2 

ifadesini arttırırken adipsin, leptin ve adipınektinin ifadelerini azaltmıştır (Şekil 3.1).  

 

Şekil 3.1. IHC Boyama Işık Mikroskobu Görüntüleri 
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3.2. RNA Konsantrasyonları 

Deneyler sonucunda total RNA konsantrasyonları nanodrop ile ölçülmüştür. 

 G µG 

3. Gün 42,8 ng/µL 30,9 ng/µL 

6. Gün 33,9 ng/µL 253,7 ng/µL 

11. Gün 363,2 ng/µL 67,3 ng/µL 

11. Gün + LA 186,5 ng/µL 47,4 ng/µL 

3.3. Eş-Zamanlı PCR Sonuçları 

Normal yerçekiminde PPARγ2 ifadesi, indüksiyonun başlatıldığı 3. günden sonra 

sürekli artış göstermiştir. 6. günde PPARγ2 ifadesi 1,32 kat yükselmiştir. İleri 

farklılaşma vasatına geçilen 6. günün ardından PPARγ2 ifadesi yükselmeye devam 

etmiştir. LA(-) ileri farklılaşma vasatında geliştirilen hücrelerde 11. gün sonunda 

PPARγ2 ifadesi 3. güne göre 4,24 kat artarken, LA(+) ileri farklılaşma vasatında 11. 

gün sonunda 6,06 kat artış olduğu gözlenmiştir (Şekil 3.2). 
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Şekil 3.2. Normal Yerçekiminde PPARγ2 Ekspresyonu. Referans gen olarak β-aktin kullanılmıştır. (p<0,05)  
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IHC boyama bulgularına paralel şekilde linoleik asitin PPARγ2 ekspresyonunu 

yükselttiği gözlenmiştir. LA(+) vasatında geliştirilen hücrelerde 11. gün sonunda 

PPARγ2, LA(-) vasatında geliştirilen hücrelere göre 1,34 kat fazla ifade edilmiştir.  

İndüksiyonun başlatıldığı 3. günden itibaren adipsin ifadesi sürekli yükselmiştir. 6. 

günün sonunda adipsin ekspresyonu 3,55 kat yükselmiştir.  LA(-) vasatta 11. gün 

sonunda adipsin ekspresyonu, IHC boyama bulgularına paralel şekilde daha fazla 

artış göstermiştir. LA(-) vasatta adipsin ekspresyonu 6. güne göre 1,67 kat 

yükselirken, LA(+) vasatta 1,39 kat yükselmiştir (Şekil 3.3).  
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Şekil 3.3. Normal Yerçekiminde Adipsin Ekspresyonu. Referans gen olarak β-aktin kullanılmıştır. (p<0,05). 

İndüksiyonun ardından leptin ekspresyonu sürekli artmıştır (Şekil 3.4). 6. günün 

sonunda leptin ekspresyonu 2,55 kat artmıştır. Linoleik asit leptin ekspresyonunu 

azaltmıştır. 11. günün sonunda sonra LA(-) vasatta leptin ekspresyonu 6. güne oranla 

1,49 kat artarken, LA(+) vasatta 0,52 kat azalmıştır. 11 gün sonunda LA(-) vasatta  

leptin LA(+)’ya göre 3,49  kat daha fazla eksprese edilmiştir. IHC boyama 

bulgularında da gözlendiği gibi, linoleik asit leptin ekspresyonunu azaltmıştır.  
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Şekil 3.4. Normal Yerçekiminde Leptin Ekspresyonu. Referans gen olarak β-aktin kullanılmıştır. (p<0.05) 

 

Yetişkin adipositlerde ifade edildiği bilinen adiponektinin, indüksiyonun henüz 

başlatılmadığı 3. günde hiç ifade olmadığı görülmüştür. Adiponektin ifadesi 

indüksiyondan sonra artmaya başlamıştır.  

İleri farklılaşma vasatına geçilmesi ile beraber adiponektin ifadesi 11. gün sonunda, 

6. güne göre 6,21 kat yükselmiştir. Bununla beraber LA(+) vasatında adiponektin 

ifadesi 6. güne göre 0,66 kat azalmıştır. LA(-) vasatında adiponektin, LA(+) 

vasatındakine göre 21 kat daha fazla ifade edilmiştir (Şekil 3.5).  
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Şekil 3.5. Normal Yerçekiminde Adiponektin Ekspresyonu. Referans gen olarak β-aktin kullanılmıştır. (p<0,05) 

 

Linoleik asit IHC boyamalarında da görüldüğü gibi PPARγ2 ifadesini arttırırken, 

leptin, adipsin ve adiponektin ifadesini azaltmıştır. Elde edilen verilere göre 11. gün 

sonunda PPARγ2 ifadesinin LA(+) vasatında 1,34 kat daha fazla olduğu 

görülmüştür. Buna zıt olarak leptin ifadesi 3,49 kat, adipsin ifadesi 1,15 kat ve 

adiponektin ifadesi 21 kat azalmıştır (Şekil 3.6).   
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Şekil 3.6. Linoleik Asit Normal Yerçekiminde Yapılan Deneyde PPARγ2 Ekspresyonunu Yükseltirken, Leptin, 

Adipsin ve Adiponektin Ekspresyonlarını Azaltmıştır. Referans gen olarak β-aktin kullanılmıştır. (p<0,05). 

 

Mikroyerçekimi koşullarında kültürü gerçekleştirilen hücrelerde adipojenik 

indüksiyonun başlatıldığı günden sonra tüm adipojenik belirteçlerin ifadelenmesinde 

artış olmuştur. 6. günün sonunda mikroyerçekimi ve yerçekimi koşulları 

karşılaştırıldığında, tüm belirteçlerin mikroyerçekiminde daha yüksek oranda ifade 

edildiği görülmüştür (Şekil 3.7).  Mikroyerçekimi koşullarında PPARγ2 ifadesi 6. 

günün sonunda 1,42 kat, leptin ifadesi 54,71 kat, adipsin ifadesi 11,38 kat, 

adiponektin ifadesi 2,27 kat artmıştır.  

*** 

*** 

* 
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Şekil 3.7. 6. Gün Sonunda Yerçekimi Kültürüne Göre Mikroyerçekimindeki Ekspresyon Artışları. Referans gen 

olarak β-aktin kullanılmıştır. (p<0.05) 

Mikroyerçekimi koşullarında 6. günün ardından LA(-)  ileri farklılaşma vasatında 5 

gün daha kültürü sürdürülen hücrelerin PPARγ, leptin, adiponektin ve adipsin 

ifadelenmeleri 11. günün sonunda normal yerçekimi ile karşılaştırılmıştır. Elde 

edilen veriler, mikroyerçekimi koşullarında kültürü sürdürülen hücrelerde tüm bu 

adipojenik belirteç genlerin ifadelenmelerinin daha yüksek olduğunu göstermektedir. 

Normal yerçekimine göre PPARγ2 ifadesi 1,30 kat, leptin ifadesi 35,25 kat, 

adiponektin ifadesi 2,53 kat ve adipsin ifadesi 20,25 kat artış göstermiştir (Şekil 3.8).  

** 

* ** 

* 
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Şekil 3.8. LA(-) Vasatta 11. Gün Sonunda Yerçekimi Kültürüne Göre Mikroyerçekimindeki Ekspresyon Artışları. 

Referans gen olarak β-aktin kullanılmıştır. (p<0.05) 

 

Linoleik asitin mikroyerçekimi koşullarında adipojenik farklılaşmaya etkisi de 

incelenmiştir. LA(+) vasatın konulduğu DDK biyoreaktöründe 6. günden sonra 

PPARγ2 ekspresyonu 3,10 kat artmıştır. Buna zıt olarak diğer tüm belirteçlerin 

(leptin, adiponektin ve adipsin) ekspresyonları azalma göstermiştir. Leptin 

ekspresyonu 4,17 kat, adiponektin ekspresyonu 8,69 kat azalırken, 11. gün sonunda 

adipsin ekspresyonu tamamen durmuştur (Şekil 3.9).  

 

 

*** 
*** 

*** 
*** 
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Şekil 3.9. Linoleik Asitin Mikroyerçekimi Kültüründeki Etkisi. Referans gen olarak β-aktin kullanılmıştır. 

(p<0.05) 

 

 

3.4. Üç Boyutlu Kümelenme 

Mikroyerçekimi ve normal yerçekimi koşullarında kültürü yapılan hücreler invert 

mikroskop ile görüntülenmiştir. 3. günün sonunda elde edilen görüntülerde, standart 

kültür kaplarında ve yerçekimi koşullarında kültürü sürdürülen hücrelerde 

AMKH’lerin iğ benzeri morfoloji gösterirken, DDK biyoreaktöründe kültüre yapılan 

hücrelerin yuvarlak şekil aldığı belirlenmiştir (Şekil 3.10).  

Elde edilen görüntülere göre, normal yerçekiminde standart kültür kaplarında kültürü 

yapılan hücrelerin 3. günün sonunda tek tabakalı şekilde çoğalırken, 

mikroyerçekiminde hücrelerin birbirlerine tutunarak üç boyutlu kümeler oluşturmaya 

başladığı görülmüştür.  11. gün sonunda çekilen fotoğraflarda ise hücre kümelerinin 

daha büyük boyutlara ulaştığı kaydedilmiştir (Şekil 3.11).  
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Şekil 3.10. Mikroyerçekiminde (µG) ve yerçekiminde (G) 3. Gün Sonunda Hücrelerin İnvert Mikroskobu 

Görüntüleri (4x, 10x ve 40x Büyütme) 

 

 

Şekil 3.11. Mikroyerçekiminde 11. Gün Sonunda Hücre Kümelerinin İnvert Mikroskobu Görüntüleri 
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4. TARTIŞMA 

Preadipositlerin olgun adipositlere farklılaşmaları boyunca PPARγ2 ifadelenmesinin 

yükseldiği birçok çalışmada gösterilmiştir (Elbrecht ve ark., 1996; Fajas ve ark., 

1997; Lin ve ark., 2008; Wagner ve ark., 2010; Wang ve ark., 2012). Çalışmamızda 

da buna paralel olarak indüksiyonun ardından PPARγ2 ifadesi sürekli bir şekilde 

yükselmiştir. 1x insülin içeren farklılaşma vasatında 3 gün tutulan hücrelerde 

PPARγ2 ifadesi indüksiyonun başlatıldığı güne göre 1,32 kat yükselirken, 2x insülin 

kullanılan ileri farklılaşma vasatında 11 gün sonundaki PPARγ2 ekspresyonu daha 

fazla yükselmiştir.  

Linoleik asitin izomerleri ile yapılan bazı araştırmalarda konjüge linoleik asitlerin 

PPARγ2 ekspresyonunu baskıladığı ifade edilmiştir (Brown ve ark., 2004; Brown, 

Boysen, ve ark., 2003; Granlund ve ark., 2003; Kang ve ark., 2003; Kennedy ve ark., 

2008). Yaptığımız çalışmada konjüge formlarına zıt olarak linoleik asitin PPARγ2 

ekspresyonunu yükselttiği, linoleik asit içeren vasatta geliştirilen hücrelerin 1,34 kat 

daha fazla PPARγ2 ifade ettikleri belirlenmiştir (Şekil 3.2).  

Adiposit farklılaşması sırasında adipsin ekspresyonunun arttığı ve bir adipojenik 

transkripsiyon faktörü olduğu bir çok çalışmada gösterilmiştir (Ahmed ve ark., 2016; 

Boucher ve ark., 2015; Lee ve ark., 2015; Wilkinson ve ark., 1990; Zayzafoon ve 

ark., 2004). Çalışmamızın sonucu da bu araştırmalara paralel olup, adipsin ifadesi 

indüksiyondan sonra sürekli yükselmiştir. İleri farklılaşma vasatı ile beraber adipsin 

ekspresyonu daha fazla artmıştır.  

Yangeth ve arkadaşlarının yaptığı çalışmaya paralel bir sonuç olarak, bizim 

çalışmamızda da linoleik asidin adipsin ekspresyonunu azalttğı anlaşılmıştır 

(Yeganeh ve ark., 2016). 11. gün sonunda linoleik asit içermeyen ileri farklılaşma 

vasatındaki artış 1,67 kat iken, linoleik asit içeren  ileri farklılaşma vasatında bu oran 

1,34’e düşmüştür (Şekil 3.3). 
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Adipoz dokudan salgılanan bir hormon olan leptin de önemli bir adipojenik belirteç 

olarak birçok çalışmada kullanılmıştır (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 çalışmamızda da indüksiyonla beraber leptin ifaesi belirgin bir 

şekilde artış göstermiştir. Farklılaştırma vasatında 3 gün tutulan hücrelerde leptin 

ekspresyonu 2,55 kat artmış, ileri farklılaştırma vasatında ise bu artış 4,94 kata 

ulaşmıştır.  

Yapılan bazı çalışmalarda konjüge linoleik asitlerin leptin ekspresyonunu azalttığı 

gösterilmiştir (Brown ve McIntosh, 2003; Kang ve ark., 2003; Perez-Matute ve ark., 

2007; Rahman ve ark., 2001). Çalışmamızda da buna paralel olarak linoleik asidin 

leptin ekspresyonunu baskıladığı görülmüştür. 6. günde linoleik asitsiz ileri 

farklılaşma vasatına alınan hücrelerde leptin ekspresyonu artarken, linoleik asit 

eklenen ileri farklılaştırma vasatında leptin ekspresyonu 6. gündeki leptin miktarının 

da altına düşmüştür.  

Adiponektin, olgun adipositlerde sentezlendiği bilinen bir polipeptittir (Jones ve ark., 

2005; Wang ve ark., 2013; Wei, Li, ve ark., 2013). Çalışmamızda bu veri ile paralel 

olarak, 3. gün henüz indüksiyon başlatılmadan yapılan IHC boyaması ve RT-PCR 

analizi sonucunda adiponektin iadelenmesinin olmadığı görülmüştür. İndüksiyon 3. 

gün başlatılmış ve 6. günün sonunda yapılan analizde adiponektin ekspresyonunun 

başladığı görülmüştür. 6. günden sonra insülinin iki katına çıkarıldığı ileri 

farklılaşma vasatına geçilmiş ve bu vasat adiponektin ekspresyonunu 6,21 kat 

yükseltmiştir.  

Perez-Matute ve ark. linoleik asitin adiponektin ekspresyonunu azalttığını ifade 

etmiştir (Perez-Matute ve ark., 2007). Buna zıt olarak bazı çalışmalarda da konjüge 

linoleik asitin plazma adiponektin seviyesini yükselttiği gösterilmiştir (DeClercq ve 

ark., 2012; Nagao ve ark., 2003). Bizim çalışmamızda da Perez-Matute ve 

arkadaşlarının çalışmasına paralel olarak linoleik asitin esas formu, adiponektin 

ekspresyonunu azaltmıştır. Linoleik asitin eklenmediği vasatta yüksek oranda 

adiponektin ekspresyonu görülürken, linoleik asitin eklendiği vasatta tam tersine 

adiponektin ekspresyonunda azalma olduğu görülmüştür (Şekil 3.5).  
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Araştırmacılar tarafından daha önce yapılmış çalışmalarda,  cis-9,trans-11 ve trans-

10,cis-12 konjüge linoleik asitlerin adipogenez üzerinde negatif etkileri gösterilmiş 

fakat linoleik asitin esas formu olan cis-9,cis-12 linoleik asitin etkileri üzerinde fazla 

durulmamıştır (Brown ve McIntosh, 2003; Kim ve ark., 2013; McNeel ve ark., 2003; 

Platt ve ark., 2009). Yapılan bazı araştırmalar bu iki konjüge linoleik asitin bir 

preadiposit belirteci olan PPARγ2 ekspresyonunu azalttığını göstermiştir (Kennedy 

ve ark., 2008; McNeel ve ark., 2003; Platt ve ark., 2009). Bizim çalışmamızın 

sonucunda bu verilere zıt olarak, cis-9,cis-12 linoleik asitin PPARγ2 ekspresyonunu 

arttırdığı görülmüştür. Ancak daha olgun adipositlerde sentezlenen leptin, adipsin ve 

adiponektin ekspresyonunu azaltmıştır (Şekil 3.6). Elde ettiğimiz bu verilerin 

ışığında cis-9,cis-12 linoleik asitin olgun adiposit oluşumunu baskıladığı ifade 

edilebilir. 

Zayzafoon ve ark. osteojenik uyarıcıların bulunduğu vasatlarda yaptıkları 

çalışmalarda mikroyerçekimi koşullarının kemik oluşumunu azaltırken, adipogenezi 

arttırdığını ifade etmişlerdir (Zayzafoon ve ark., 2004). Buna paralel olarak LeBlanc 

ve ark., uzay ortamında 4-14,4 ay boyunca kalan astronotlarda yağ kütlesinin 

arttığını belirtmişlerdir (LeBlanc, Schneider, ve ark., 2000). Bizim bulgularımız, 

mikroyerçekimi koşullarının adipogenezi arttırdığını göstermekte olup, bu araştırma 

sonuçlarını desteklemektedir. Mikroyerçekimi koşullarında, adipojenik uyarıcıların 

bulunduğu vasat kullanılmış ve indüksiyon sonrasında tüm adipojenik belirteçlerin 

normal yerçekimine göre mikroyerçekimi koşullarında daha fazla ifade edildiği 

gösterilmiştir (Şekil 3.8).  

Daha önceki bazı çalışmalarda araştırmacılar mikroyerçekimi koşullarının osteojenik 

farklılaşma vasatında PPARγ2, leptin ve adipsin ekspresyonunu yükselttiğini 

göstemişlerdir (Zayzafoon ve ark., 2004; Zheng ve ark., 2007). Bizim çalışmamızda 

bu çalışmalardan farklı olarak adipojenik uyarıcı vasat kullanılmış ve PPARγ2, leptin 

ve adipsin ifadelenmesinin mikroyerçekimi koşullarında normal yerçekimine göre 

daha fazla olduğu bulunmuştur (Şekil 3.8).  

Daha önce Wang ve ark., klinostat içerisinde adipojenik uyarıcıların sıçan 

mezenkimal kök hücrelerinde PPARγ2 ifadelenmesini yükselttiğini göstermişlerdir 

(Wang ve ark., 2014). Çalışmamızda mikroyerçekimi koşullarını oluşturan DDK 
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biyoreaktöründe adipojenik indüksiyonun AMKH’lerde PPARγ2, leptin, adipsin ve 

adiponektin ifadelenmesini artırdığı ilk kez gösterilmiştir. 

Normal yerçekimi şartlarında MKH’lerin kültür kaplarının tabanına tutunarak iğ 

benzeri şekil aldıkları Friedenstein tarafından 1970’li yıllarda gösterilmiştir 

(Friedenstein ve ark., 1974; Friedenstein ve ark., 1976). Mikroyerçekimi koşullarının 

MKH’lerin iğ benzeri bu yapısını 72 saat sonunda küresel kümelenmeler şeklindeki 

yapılanmaya dönüştürdüğü araştırmacılar tarafından gösterilmiştir (Chen ve ark., 

2011; Wang ve ark., 2014; Zhang ve ark., 2013). Bizim çalışmamızda da 

AMKH’lerin 72 saat sonunda küresel kümelenmeler geliştiği inversiyon mikroskobu 

ile gösterilmiştir (Şekil 3.10). Bununla beraber, AMKH’lerin standart kültür 

kaplarında iki boyutlu yüzeyde çoğalmalarından farklı olarak, DDK biyoreaktöründe 

72 saat sonunda birbirlerine tutundukları ve kümelendikleri görülmüştür. 

Mikroyerçekimi koşullarında cis-9,cis-12 linoleik asitin adipojenik farklılaşmaya 

etkisi de bu çalışmada incelenmiştir. Linoleik asit hem normal yerçekiminde hem de 

mikroyerçekimi koşullarında PPARγ2 ifadelenmesini yükseltmiştir. Yine normal 

yerçekimi ile paralel bir sonuç olarak leptin ve adiponektin ekspresyonları azalma 

göstermiştir (Şekil 3.9). Mikroyerçekimi koşullarında LA(+) vasat içerisinde kültürü 

gerçekleştirilen hücrelerde 11. günün sonunda adipsin ifadelenmesi tamamen 

baskılanmıştır. Elde edilen bu veriler sonucunda cis-9,cis-12 linoleik asitin 

mikroyerçekimi koşullarında da olgun adiposit oluşumunu baskıladığını 

göstermektedir. 
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5. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

Yerçekiminin değişmesi yağ dokusunun oluşumunu etkilemektedir. Yaptığımız 

çalışmanın sonucunda mikroyerçekimi koşullarının yağ dokusu gelişimini arttırdığı 

gösterilmiştir. Yağ dokusunun artması vücutta birçok dengenin ve metabolik 

aktivitelerin değişmesine neden olabilir. Tokluk duygusunu arttırdığı ve iştahı 

düzenlediği bilinen leptin hormonunun mikroyerçekimi koşullarında yükselmesi, 

astronotların kendilerini yanılarak tok hissetmelerine neden olabilir. Bu yanılgı 

astronotlarda daha az besin alımına ve beraberinde mineral kaybına neden olabilir. 

Bununla beraber insan vücudundaki yağ stoklarını düzenleyen leptin hormonu fazla 

salgılandığında bu depolanmalarda değişikliklere ve beraberinde yağ dengesinde 

bozulmalarına neden olabilir.   

Yağ dokusu farklılaşmasında doğrudan etkisi olduğu bilinen PPARγ2 aynı zamanda 

yağ asidi depolanması ve glukoz metabolizmasında da görevlidir. PPARγ2 

ifadelenmesinin mikroyerçekimi koşullarında daha fazla yükselmesi, astronotların 

toplam yağ kütlelerinin uzayda artmasının temelinde yatan neden olabilir. PPARγ2 

ifadesinin artması ile beraber adipsin, leptin ve adiponektin ifadelerinin de 

yükselmesi yağ kütlesinin artmasına neden olmaktadır. 

Astronotlarda yağ kütlesinin artmasında adipsinin de rolü olduğu düşünülebilir. Yağ 

yıkımını, diğer bir adıyla lipolizizi azalttığı bilinen adipsin aynı zamanda 

trigliseritlerin esterleşmesini uyarır. Adipsin ifadelenmesinin mikroyerçekimi 

koşullarında yükselmesi ile beraber yağ yıkımı azalmakta ve yağ asitlerinin 

esterleşme seviyesi artmaktadır. Bunun sonucunda da yağ kütlesinin arttığı 

söylenebilir. 

Yerçekimsiz uzay koşullarında yağ kütlesinin arttığının bilinmesi, astronotlarda yağ 

kütlesini normale indirecek çeşitli ilaç veya tedavi yöntemlerinin gelişmesine olanak 

sağlayabilir. Bu amaca uygun tedavilerin geliştirilmesi, astronotların yağ dokusunun 

artmasının getirdiği problemlerin azaltılarak daha uzun süre ve daha sağlıklı şekilde 

araştırma yapabilmelerine olanak sağlayacaktır. 
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Yağ kütlesinin, yerçekiminin azalmasıyla beraber artması, artan yerçekimi ile 

beraber de tam tersi olarak azalacağını akla getirmektedir. Yağ kütlesinin artması 

obezite hastalığının en önemli belirtecidir ve dünyada obezite hastalarının sayısı gün 

geçtikçe artmaktadır. Ülkeler obezite ile savaşmak üzere çok büyük miktarlarda 

bütçeler harcamaktadır. Yerçekiminin arttırılması, hiperyerçekimli odaların veya 

sistemlerin oluşturulması ile beraber hastalarda yağ kütlesinin azaltılmasına yönelik 

tedaviler geliştirilmesi de obezite ile savaş için faydalı bir yöntem olabilir.  

Araştırmacılar tarafından son dönemlerde kullanılmaya başlanan mikroyerçekimi 

biyoreaktörleri, standart kültür sistemlerinin dışına çıkarak farklı bir yöntem ortaya 

koymuştur. Esas amacı mikroyerçekimini simüle etmek olarak tasarlanan bu 

biyoreaktörler, bu amacın dışında üç boyutlu hücre kültürlerinin oluşturulmasına 

olanak sağlamıştır. Standart kültür koşullarında ancak çeşitli biyoiskeleler 

kullanılarak yapılabilen hücre kümeleri, mikroyerçekimi biyoreaktörlerinde 

kendiliğinden gerçekleşmektedir. Hücreler bu biyoreaktörlerde birbirlerine tutunarak 

gerçek canlı vücudundakine benzer üç boyutlu yapılar oluşturmaktadır. Bununla 

beraber hareketli kültür sistemlerinin, hücrelerin vasat ile temas alanını artırarak daha 

iyi beslenmelerini sağladığı ifade edilebilir. 

DDK biyoreaktörü, bu çalışmada kullanılan deney sistemi ilerleyen zamanlarda daha 

da geliştirilerek rejeneratif cerrahilerde vd. nakil işlemlerinde kullanılabilecek daha 

iyi ve bol hücreli adipoz dokusu üretiminde kullanılabilir. Bununla beraber 

mikroyerçekimi biyoreaktörlerinin etkisi, daha farklı hücrelerin kültürlerinde de 

kullanılarak görülüp geliştirilebilir. Şimdiden, mikroyerçekimi biyoreaktörlerinin 

gelecek yıllarda daha sık olarak kullanılacak bir kültür sistemi haline geleceği 

öngörülmektedir.  
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ÖZET 

İnsan Adipoz-Kökenli Mezenkimal Kök Hücrelerin Mikroyerçekimi Ve 

Yerçekimi Şartlarında Adipojenik Farklılaşmasının Karşılaştırmalı Olarak 

İncelenmesi 

Uzay araştırmaları teknolojilerinin gelişmesi ile beraber astronotların uzayda 

kalma süreleri artmıştır. Yörünge süresindeki artış ile beraber astronotlarda çeşitli 

sağlık problemleri görülmeye başlanmıştır. Uzun süre mikroyerçekimi koşullarında 

yaşayan astronotlarda kemik kütlesinde kayıp görülürken, yağ kütlesinde artış olduğu 

da gösterilmiştir. Bu bulgulara ek olarak, mikroyerçekimi biyoreaktörlerinde yapılan 

osteojenik kültür ortamında osteogenez azalırken, adipogenezin yükseldiği de 

belirlenmiştir.  

Bu çalışmada adipoz-kökenli mezenkimal kök hücrelerin, NASA tarafından 

geliştirilen ve mikroyerçekimi koşullarını sağlayan döner duvarlı kap (DDK) 

biyoreaktöründe adipojenik farklılaştırma vasatı içerisinde kültürü yapılmıştır. Ek 

olarak bu çalışmada, cis-9,cis-12 linoleik asitin adipojenik indükleyici vasata 

eklendiği ve eklenmediği vasat şartlarının adipogenez üzerine olan etkileri 

incelenmiştir. Standart kültür koşullarında ve DDK biyoreaktöründe 11 gün 

süresince kültürü sürdürülen AMKH’lerde adipojenik belirteçler olan PPARγ2, 

leptin, adipsin ve adiponektinin ifade edilme düzeyleri, immünohistokimyasal 

analizler ve eş-zamanlı PCR yöntemleri ile incelenmiştir.  

Yapılan incelemeler sonucunda PPARγ2, leptin, adipsin ve adiponektinin 

ifade edilme düzeylerinin mikroyerçekimi koşullarında arttığı belirlenmiştir. Ayrıca, 

DDK biyoreaktöründeki 72 saatlik kültürün sonunda adipoz-kökenli mezenkimal kök 

hücrelerin küresel formda öbekler oluşturarak üç boyutlu mikrodokusal yapılara 

dönüştüğü gözlemlenmiştir. Adipojenik vasata cis-9,cis-12 linoleik asit ilavesinin 

PPARγ2 ifade düzeyinin azalmasına yol açtığı; diğer yandan leptin, adipsin ve 

adiponektin ifade düzeylerini anlamlı derecede arttırdığı da belirlenmiştir.  

Sonuç olarak çalışmada, mikroyerçekimi koşullarının adipogenezi teşvik 

ettiği, ilgili gen ifadelerindeki değişimlere dayalı olarak belirlenmiştir. 

Mikroyerçekimi koşullarının hücre kümelenmelerini ve üç boyutlu yapıların 

oluşumunu desteklediği görülmüştür. Bir diğer sonuç olarak, cis-9,cis-12 linoleik asit 

katkısının olgun adiposit farklılaşmasını baskıladığı saptanmıştır.  

Anahtar Kelimeler: Adipogenez, Adipoz, cis-9,cis-12 Linoleik Asit, Mezenkimal 

Kök Hücre, Mikroyerçekim, Uzayda Yaşam. 
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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 PPARγ2, 

leptin, adipsin and adiponectin by immunohistochemical stainings and by real-time 

PCR techniques. 

IHC and real-time PCR studies showed increase in expression of PPARγ2, 

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 PPARγ2, 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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