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ONSOZ

Kendilerini yenileyebilme ve farklilagabilme 6zellikleri sayesinde mezenkimal
kok hiicreler (MKH), yenileyici tip ve doku miihendisligi arastirmalarinda yaygin bir
sekilde kullanilmakta ve bir¢ok hastaligin tedavisinde biiyiik bir umut olusturmaktadir.
MKH biyolojisinin daha iyi anlasilabilmesi ve hastaliklarin tedavisinde etkin bir
sekilde kullanilabilmeleri igin in vitro sartlarda kendini yenileme, ¢ogalma ve
farklilasma Ozelliklerinin kantitatif olarak degerlendirilmesi gerekmektedir. Bu
amacgla MKH’lerin gen ekspresyonlarinin belirlenmesinde kantitatif es zamanl
polimeraz zincir reaksiyonu (qQRT-PCR) yontemi kullanilmaktadir. qRT-PCR yontemi
ile dogru ve giivenilir sonuglar elde edilebilmesi i¢in gen ekspresyon seviyelerinin
referans/housekeeping genler kullanilarak normalize edilmesi gerekmektedir. Mevcut
giincel literatiir, MKH’lerin kiiltiir ortaminda c¢ogaltilmasi ve farklilagtirilmasi
caligmalarinda kullanilabilecek ortak kabul goren bir housekeeping/referans gen
bulunmadigin1 gostermektedir. Bu tez c¢alismasinda, insan adipoz doku tiirevli
mezenkimal kok hiicrelerin (ADMKH) kiiltiir ortaminda c¢ogaltilmast ve
farklilagtinlmas1 ~ sirasinda  kararli  ve sabit diizeyde eksprese edilebilen
housekeeping/referans genlerin belirlenmesi amaglanmustir.

Yiiksek lisans tez konumun belirlenmesinde ve tezimin her asamasinda degerli
bilgi ve tecriibesiyle bana yol gosteren, umutsuzluga kapildigimda dahi beni sabirla
dinleyip yeniden ¢aligmaya devam etmemi saglayan danisman hocam Sayin Prof. Dr.
A. Eser ELCIN’e,

Tez ¢alismam siiresince tezimi yapabilmek igin ihtiya¢c duydugum biitiin
laboratuvar olanaklarini bana saglayan ve karsilastigim sorunlar1 ¢zebilmek i¢in bana
degerli vaktini ayiran Sayin Prof. Dr. Y. Murat ELCIN’e,

Tezimin deney ve yazim agsamalarinda tiim sorularimi cevaplayan ve benden
yardimlarini esirgemeyen El¢in Lab. ailesine ve degerli meslektaslarima,

Akademik kariyerimdeki bu ilk adimimimn basindan sonuna kadar benim
yanimda olan, her tiirlii kararimda beni destekleyen, diistiigiim zaman yeniden
kalkmak i¢in beni yiireklendiren ve tiim zorluklar1 agmami saglayan sevgili annem
Ayse AYANOGLU ve babam Raif AYANOGLU’na,

Sonsuz tesekkiir ederim. ..
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1. GIRIS

1.1. Kok Hiicreler

Kok hiicreler, kendi kendilerini yenileme kapasitesine ve en az bir ¢esit
olgunlagmig ya da farklilasmis hiicre tiirline doniisebilme yetenegine sahip
Ozellesmemis ve farklilagmamais ilkel hiicreler olarak tanimlanmaktadir (Chagastelles
ve Nardi, 2011 ve Till ve McCulloch, 1980). Kok hiicrelerin kendini yenilemesi ve
farklilagsmasi, deterministik ve stokastik olarak adlandirilan iki temel boliinme modeli
ile kontrol edilmektedir. Deterministik boliinme modelinde kok hiicreler yeni bir kok
hiicreye ve oOzellesmis hiicreye farklilasacak bir Onciil hiicreye boliinmektedir.
Stokastik boliinme modelinde ise bazi kok hiicreler sadece yeni kok hiicreleri
olustururken bazilar1 da sadece farklilasmis hiicrelere doniismektedir (Morrison ve
Kimble, 2006 ve Yarak ve Okamoto, 2010).

Kok hiicreler farklilasma potansiyellerine ve elde edildikleri kaynaga baglh
olarak iki sekilde siiflandirilabilmektedir. Farklilasma potansiyellerine gore kok
hiicreler totipotent, pluripotent, multipotent, oligopotent ve unipotent olmak iizere bes
temel sinifa ayrilmaktadir. Totipotent kok hiicreler plasenta ve embriyonik zarlar ile
birlikte insan viicudunda bulunan tiim dokulara farklilagsabilen zigot tiirevli kok
hiicrelerdir. Pluripotent kok hiicreler blastosistin i¢ hiicre kitlesinden elde edilen ve ti¢
germ tabakasinin (ektoderm, mezoderm ve endoderm) tamamina farklilagabilen
hiicrelerdir. Multipotent kok hiicreler tek bir germ tabakasindan kdken alan hiicrelere
farklilasabilmektedir. Oligopotent kok hiicreler bulunduklart germ tabakasindaki ¢cok
az sayida hiicreye doniigebilirken, unipotent kok hiicreler ise sadece bir hiicre tiiriine

farklilasabilmektedir (Thomson ve ark., 1998 ve Verfaillie CM, 2002).

Elde edildikleri kaynaga bagli olarak ise kok hiicreler dort kategoriye
ayrilmaktadir. Bu kategoriler embriyonik, fetal, yetiskin ve uyarilmis pluripotent kok
hiicrelerdir. Embriyonik kok hiicreler (EKH), gelisen blastosistin i¢ hiicre kitlesinden

elde edilen, yiiksek farklilasma kapasiteleri sayesinde doku miihendisligi ve yenileyici



tipta yaygin olarak kullanilan kok hiicrelerdir. Pluripotent farklilasma 6zelliklerinden
dolayr yenileyici tip alaninda biiyiik bir kullanim potansiyeline sahiptir. Bununla
birlikte ¢esitli etik sorunlar ve kaynak miktarinin az olmasi, EKH’lerin klinik amagh
kullanimini sinirlamaktadir (Edwards RG, 2001 ve Thomson ve ark., 1998). Fetal kok
hiicreler (FKH), dogum o&ncesi fetal dokulardan ya da dogum sonrasi fetal
apandislerden elde edilen ¢ogunlukla multipotent farklilasma yetenegine sahip kdk
hiicrelerdir. Amniyotik sivi kok hiicreleri ve kordon kani kok hiicreleri, FKH’lere
Ornek olarak verilebilir. FKH’ler, EKH’lere oranla daha az etik soruna neden
olmaktadir ama kaynak miktarinin yetersiz olmast FKH’lerin kullanimim
sinirlamaktadir (Gotherstrom C, 2016 ve Gucciardo ve ark., 2009). Uyarilmis
pluripotent kok hiicrelerin (uPKH) 2007 yilinda Tkahashi ve arkadaglar1 tarafindan
kesfi, bilim diinyasinda biiyiik bir ¢i1g1ir agmistir (Tkahashi ve ark., 2007). uPKH'ler
kaynak agisindan olduk¢a zengindir ve herhangi bir etik soruna yol agmamaktadir.
Buna ragmen uPKH'lerin mevcut olan protokoller ve teknolojiler ile hedef hiicrelere
farklilastirilmasi olduk¢a giigtiir (Dai ve ark., 2016 ve Robinton ve Daley, 2012).
Yetigkin ya da somatik kok hiicreler (YKH), daha smirli kendini yenileme ve
farklilagma yetenegine sahip nadir bulunan ve mitotik agidan sessiz hiicrelerdir. Bazi
bilim insanlar1 tarafindan postnatal kok hiicreler olarak da isimlendirilen YKH’ler
kemik iligi, adipoz doku, epitel ve dis pulpasindan izole edilebilmektedir (Barry ve
Murphy, 2004 ve Yarak ve Okamoto, 2010). Hematopoietik kok hiicreler ve
mezenkimal kok hiicreler, YKH’lerin en Onemli iki temsilcisidir. Olgunlasma,
yaslanma ve doku hasarindan dolay1 kaybedilen hiicrelerin yerine yenilerini {ireterek
doku homeostazisinin saglanmasindan sorumludurlar. Kolay izole edilebilmeleri, elde
edilen hiicre miktarmin fazla olmasi ve etik sorunlara yol agmamasi sayesinde
YKH’ler doku yenilenmesi ve tamirinde klinik amacl kullanimlarda biiyiik bir umut

olusturmaktadir (Barry ve Murphy, 2004 ve Dai ve ark., 2016).

1.2. Mezenkimal Kok Hiicreler

Mezenkimal kok hiicreler (MKH) kendilerini yenileyebilen, kiiltiir ortaminda

kemik, yag ve kikirdak hiicrelerine farklilagabilen, plastige yapisabilen, fibroblast



benzeri heterojen bir hiicre popiilasyonu olarak tanimlanmaktadir. ilk kez 1966 yilinda
Friedenstein ve arkadaslar tarafindan kemik iligi aspiratlarindan izole edilmislerdir
(Friedenstein ve ark., 1966). Kemik iligi, MKH’lerin ana kaynagi olmakla birlikte bu
hiicreler kordon kani, periferal kan, fetal karaciger ve akciger, adipoz doku, dis
pulpasi, dermis, beyin, ¢izgili kas, amniyon sivisi, sinovyal zar ve dolagim sistemi gibi
birgok fetal, yeni dogan ve yetiskin dokusundan izole edilebilmektedir (Kern ve ark.,
2006 ve Wagey ve Short, 2014). MKH’ler sahip olduklar1 baz1 avantajlardan dolay1
hiicresel tedaviler i¢cin uygun adaylar olarak kabul edilmektedir. Bu avantajlar
maddeler halinde asagidaki gibi Ozetlenebilir (Pittenger ve ark., 1999 ve Yarak ve
Okamoto, 2010):

a. llgili dokudan kolay bir sekilde izole edilebilirler.

b. Hastanin kendi dokularindan izole edilebilirler.

c. In vitro kiiltir ortaminda yiiksek ¢ogalma yetenekleri sayesinde
transplantasyon i¢in yeterli hiicre sayisina ulasilabilmektedir.

d. Multipotent farklilasma yetenegine sahiptirler.

e. Laboratuvar uygulamalarina uygun hiicrelerdir.

f. Diisiik immiin reaksiyona neden olmaktadirlar.

g. Konak dokuya go¢ etme ve etrafindaki dokuyla etkilesime girebilme

yetenegine sahiptirler.

Bununla birlikte MKH’lerin kendilerini yenilemesi ve farklilasmasini kontrol
eden spesifik genler ile MKH transplantasyonunun kronik in vivo etkileri tam olarak
bilinmemektedir. MKH’lerin kendini yenilemesi ve farklilasma 6zelliklerinin
korunmasinda 6nemli olan birtakim g¢evresel faktorler bulunmaktadir. Nis olarak
adlandirilan bu kompleks ve dinamik cevre, hiicresel ve hiicresel olmayan bilesenler
aracilifiyla sinyal gonderir ve alir. Nisleri olusturan mekanizmalar da heniiz tam
olarak aydinlatilamamistir (Jones ve Wagers, 2008 ve Kfoury ve Scadden, 2015).
MKH’lerin klinik kullanimini1 kisitlayan bir diger etken ise diisliik telomeraz
aktivitesidir. Diislik telomeraz aktivitesinden dolayr her bdliinme sonunda
hiicrelerdeki telomerler kisalmaktadir. Bu durum da hiicrelerin ¢ogalma kapasitesinin

azalmasina yol agmaktadir (Josephson ve ark., 2006 ve Sharpless ve DePinho, 2007).



1.2.1. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Karakterizasyonu

Uluslararasi Hiicre Tedavi Dernegi (ISCT)’nin Mezenkimal ve Doku K6k Hiicre
Komitesi tarafindan MKH’lerin tanimlanmasinda 3 temel Ozellik belirlenmistir

(Dominici ve ark., 2006). Bu 6zellikler:

a. MKH’ler plastik yiizeye yapigsma 6zelligine sahip olmalidir.

b. In vitro kiiltir kosullarinda adipojenik, osteojenik ve kondrojenik hiicre
hatlarina farklilasabilmelidir.

c. CD34, CD45 ve CDI4 gibi hematopoietik belirtecleri ve major
histokompatibilite kompleksi Il (MHC-II) belirtecini eksprese etmezken
CD90, CD105, CD73 ve major histokompatibilite kompleksi I (MHC-I)

belirteglerini eksprese edebilmelidir.

1.2.2. Mezenkimal Kok Hiicre Cesitleri

MKH’lerin en yaygin kullanilan iki kaynagi, kemik iligi ve adipoz dokudur.
Kemik iligi tiirevli MKH’ler (KIMKH), klinik uygulamalarda en ¢ok kullanilan YKH
tiiriidiir. KIMKH’ler ve adipoz doku tiirevli MKH’ler (ADMKH), esit derecede
mezodermal kokenli doku ve hiicrelere farklilagma kapasitesine sahip olmalarina
ragmen ADMKH’ler, KIMKH’lere gére birtakim avantajlara sahiptir (Dai ve ark.,
2016 ve Rosenbaum ve ark., 2008). Oncelikle KIMKH’lerin izolasyon prosediirii birey
icin act vericidir ve az sayida hiicre elde edilebilmektedir. Bununla birlikte
ADMKH’ler viicut boyunca bulunan subkiitan adipoz dokudan bol miktarda elde
edilebilmektedir. Ayn1 zamanda ADMKH’ler, liposaksin yontemi ile kolayca izole
edilebilir ve elde edilen hiicre miktar1 diger kok hiicre kaynaklarina oranla daha
fazladir (lllouz, YG, 1983 ve Lindroos ve ark., 2011). ADMKH’lerin en 6nemli
avantajlarindan biri ise hasta bireylere otolog ya da allojenik nakil ile aktarilabilmesi
ve immiinolojik bir reaksiyona neden olmamasidir. Bu avantajlar1 sayesinde

ADMKH’ler, doku miihendisligi ve yenileyici tip icin ilgi cekici kok hiicre



kaynaklarindan biri haline gelmistir (Gimble ve Guilak, 2003 ve Sterodimas ve ark.,
2010).

1.2.2.1. Adipoz Doku Tiirevli Mezenkimal Kok Hiicrelerin Tanimlanmasi

ADMKH’ler kendi kendini yenileme yetenegine ve multipotent farklilasma
potansiyeline sahip MKH kaynaklarindan biridir. Bu kdk hiicreler adipositlere,
osteositlere, kondrositlere, miyositlere, norositlere ve diger bir¢ok hiicre tiiriine
farklilagabilmektedir (Dai ve ark., 2016 ve Ullah ve ark., 2015). ilk kez 2001 yilinda,
Zuk ve arkadaglar tarafindan insan adipoz dokusundan izole edilmisler ve ¢oklu soya
farklilasma yetenegine sahip adipoz doku tiirevli hiicre popiilasyonu olarak
tanimlanmiglardir (Zuk ve ark., 2001). ADMKH’lerin tanimlanmasi, adipoz dokunun

yenileyici tipta kullaniminda yeni bir kap1 agmustir.

Adipoz doku embriyonik gelisim doneminde mezodermal tabakadan kdken
alarak geligir. Bu doku olduk¢a karmasik bir yapiya sahiptir ve adiposit hiicreleri ile
stromal vaskiiler fraksiyonun karistmindan meydana gelir. Stromal vaskiiler fraksiyon
ise preadiposit, fibroblast, vaskiiler diiz kas, endotel, makrofaj, lenfosit ve
ADMKH’lerden olusan heterojen bir hiicre toplulugu olarak tanimlanmaktadir
(Weisberg ve ark., 2003; Xu ve ark., 2003). ADMKH’ler daha onceki yillarda
preadiposit, stromal hiicre, islenmis lipoaspirat hiicreleri, multipotent adipoz doku
tiirevli kok hiicreler ve adipoz doku tiirevli yetiskin kok hiicreler olarak da

isimlendirilmistir (Locke ve ark., 2009 ve Yarak ve Okamoto, 2010).

ADMKH’ler ile yapilan karakterizasyon ¢aligmalari, bu hiicrelerin diger MKH
tiirlerine benzer sekilde CD70, CD73, CD105 ve CD44 yiizey belirtecleri i¢in pozitif
oldugunu; CD45 ve CD31 yiizey belirtecleri i¢in ise negatif oldugunu gostermistir. Bu
hiicreleri KIMKH’lerden ayiran en énemli 6zellikleri ise CD36 yiizey belirteci igin
pozitif olmalarina ragmen CD106 ylizey belirteci i¢in negatif 6zellik gostermeleridir

(Ullah ve ark., 2015 ve Wagey ve Short, 2014).



1.2.2.2. Adipoz Doku Tiirevli Mezenkimal K6k Hiicrelerin izolasyonu

ADMKH’ler subkiitan ya da omental yag igeren beyaz adipoz dokunun herhangi
bir tiiriinden izole edilebilmektedir (Dai ve ark., 2016 ve Locke ve ark., 2009) ve bu
hiicrelerin izolasyonunda Coleman teknigi, liposaksin ve dogrudan alma gibi
yontemler kullanilmaktadir (Iyyanki ve ark., 2015; Oedayrajsingh-Varma ve ark.,
2006; Schreml ve ark., 2009). Bu yontemler icerisinde en popiiler yontem Coleman
teknigidir. Iyyanki ve arkadaslarmin yaptiklar1 bir caligmada, santrifiijlii dogrudan
alma ya da Coleman teknigi ile elde edilen ADMKH sayisinin santrifiijsiiz liposaksin
ya da Coleman tekniginden elde edilen ADMKH sayisindan daha fazla oldugu
gosterilmistir (Iyyanki ve ark., 2015). Schreml ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir diger
calismada ise dogrudan alma ve liposaksin yontemleri ile elde edilen ADMKH lerin
sayisinda ve adipojenik farklilasma yeteneklerinde 6nemli bir farka rastlanilmamustir.
Bununla birlikte liposaksin yontemi ile elde edilen ADMKH’lerin canliliginin
dogrudan alma yontemi ile elde edilen ADMKH’lere gore ¢ok daha yiiksek oldugu
belirlenmistir (Schreml ve ark., 2009).

ADMKH’lerin izolasyonunda, adipoz dokunun viicuttaki konumu ve hastanin
yasi, ADMKH’lerin verimliligini etkileyen en Onemli faktorlerdir. Wu ve
arkadaslarinin  yaptiklar1 bir c¢aligmada biitlin yas gruplarindan elde edilen
ADMKH’lerin benzer osteojenik ve parakrin yetenegine sahip oldugu belirlenmistir
(Wu ve ark., 2013). Baska bir ¢calismada ise bebeklerden elde edilen ADMKH’lerin
yetiskinlerden ve yash insanlardan elde edilen ADMKH’lere goére daha yliksek
anjiyogenik ve osteojenik potansiyele sahip oldugu goriilmiistiir (Kornicka ve ark.,
2015). Giintimiizdeki teknolojik gelismeler sayesinde ADMKH’ler ¢ok az invazif
etkiye neden olan yontemler kullanilarak biiyiik miktarlarda izole edilebilmektedir.
Buna ragmen ADMKH’lerin biyolojik fonksiyonlarini koruyarak en yiiksek verimde
elde edilebilmesini saglayacak yontem tam olarak bilinmemektedir (Dai ve ark., 2016

ve Ullah ve ark., 2015).



1.2.2.3. Adipoz Doku Tiirevli Mezenkimal Kok Hiicrelerin Farklhilasma

Potansiyeli

ADMKH’ler adiposit, osteoblast, kondrosit ve miyosit gibi mezoderm
tabakasindan koken alan bir¢ok mezenkimal hiicre tiiriine ve ektoderm tabakasindan
koken alan noral doku hiicrelerine farklilasabilmektedir. Son yillarda yapilan
calismalar bu hiicrelerin anjiyogenik ve hematopoietik siirecleri destekledigini de

gostermistir (Dai ve ark., 2016 ve Locke ve ark., 2009).

1.2.2.3.1. Adipoz Doku Tiirevli Mezenkimal Kok Hiicrelerin Kondrojenik

Farkhlasmasi

Insan ADMKH’leri, olgun kondrositler ile iliskili birgok biyokimyasal belirteci
sergileyebilmektedir (Betre ve ark., 2006 ve Erickson ve ark., 2002). Uygun bir {i¢
boyutlu matriste kiiltiirlenen ve donistiiriicii biiyiime faktorii-p (TGF-B), askorbat ve
deksametazon ile desteklenen ADMKH’ler, in vitro ortamda 1-2 hafta i¢inde kikirdak,
tip Il kollajen, tip IV kollajen ve agregan gibi ekstraseliiler matris proteinlerini
salgilayabilmektedir (Gimble ve Guilak, 2003).

MKH’lerin kondrojenik farklilasma potansiyellerinin incelendigi bir ¢alismada,
insan ADMKH’ler ile KIMKH’ler arasindaki 28 genin ekspresyon profili
karsilastirilmistir. Tek katli hiicre kiiltiirlinde her iki hiicre tiirii de adipojenik,
osteojenik ve kondrojenik belirtecler i¢in benzer gen ekspresyon profili gostermelerine
ragmen pelet hiicre kiiltiiriinde, KIMKH’lerin ADMKH’lere gore kondrojenik genleri
daha giiclii eksprese ettigi bulunmustur (Winter ve ark., 2003). Insan ADMKH’lerin
in vitro ortamda kondrojenik farklilagmasint maksimuma ¢ikarmak icin gerekli olan
kiltiir sartlariin optimizasyonuna duyulan ihtiya¢c devam etmektedir. Bu sayede
kondrojenik hiicrelere farklilagtirllan ADMKH’ler, tam kat eklem kikirdak
kayiplariin onarilmasinda ve tamirinde kullanilabilecektir (Hamid ve ark., 2012 ve
Locke ve ark., 2009).



1.2.2.3.2. Adipoz Doku Tiirevli Mezenkimal Kok Hiicrelerin Miyojenik

Farkhilasmasi

ADMKH’ler, in vitro ortamda miyosit soya farklilagabilmektedir. At serumu
eklenen ortamda, insan ADMKH’ler miyojenik farklilasma (myoD) ve miyojenin gibi
iskelet kasi farklilagsmasini diizenleyen bir takim transkripsiyon faktorlerini eksprese
etmektedir. Bu ortamda kiiltiirlenen ADMKH’ler birlesir, cok ¢ekirdekli miyotiipleri
olusturur ve miyozin hafif zincir kinaz gibi iskelet miyosit hattinin protein
belirteclerini eksprese ederler. Elde edilen bu bulgular insan ADMKH’lerinin uygun
biyomalzemeler ile birlikte hasarli iskelet kasinin tamir edilmesinde

kullanilabilecegini desteklemektedir (Di Rocco ve ark., 2006 ve Locke ve ark., 2009).

1.2.2.3.3. Adipoz Doku Tiirevli Mezenkimal Ko6k Hiicrelerin Osteojenik

Farkhilasmasi

Insan ADMKH’ler askorbat, -gliserofosfat, deksametazon ve 1,25 vitamin D3
varliginda osteoblast benzeri hiicrelere farklilasabilmektedir. In vitro kosullarda 2 — 4
hafta icerisinde insan ADMKH’leri ekstraseliiler matrislerinde kalsiyum fosfat
minerallerini biriktirmeye baglar. Ayn1 zamanda alkalin fosfataz, kemik morfojenik
proteini, osteokalsin, osteonektin ve osteopontin gibi osteojenik genlerin ve
proteinlerin ekspresyonu da gergeklestirilir (Halvorsen ve ark., 2001a ve Pelto ve ark.,
2013). In vivo kosullarda ise hidroksiapatit ve trikalsiyum fosfattan elde edilen
gozenekli kiiplere ekilen insan ADMKH’lerin immiin yetersizligi olan farelerde kemik
yapisint olusturdugu (Hicok ve ark., 2004; Justesen ve ark., 2004) ve insan
ADMKH’lerinin farklilagmasi ile olusan yeni kemiksi dokunun 6 hafta boyunca
korundugu gozlenmistir (Hicok ve ark., 2004).

Yapilan caligmalardan elde edilen bu bulgular, ADMKH’lerinin kemik
tamirinde ve yenilenmesinde terapotik uygulamalar i¢in kullanilabilecegini destekler
niteliktedir. Ozellikle osteoblast dnciil sayisinin azaldig1 osteoporotik hastaliklarin

tedavisinde ADMKH’lerin kullanilmasi biiyiik bir umut olugturmaktadir. Ayrica yagh



hastalarda ADMKH’ler ile birlikte uygun bir biyomalzemenin (iskele ya da matris)
kullanilmasi, kirtk bdolgelerin iyilesmesini hizlandirabilmektedir (Caetano ve ark.,
2015; Haeri ve ark., 2016 ve Locke ve ark., 2009).

1.2.2.3.4. Adipoz Doku Tiirevli Mezenkimal Kok Hiicrelerin Adipojenik

Farklhilasmasi

Insan ADMKH’leri adipojenik farklilasma yetenegine sahiptirler. Adipojenik
farklilasma, ADMKH’lerin orijinal farklilasma yolagidir. In vitro ortamda
ADMKH’lerin adipojenik farklilagmasi insiilin, metilizobiitilksantin, deksametazon,
indometazin, pantotenik asit tuzu, biyotin ve triiyodotironin destegi ile
uyarilabilmektedir. Adipojenik uyarilmadan 7 — 10 giin sonra, insan ADMKH’leri Oil
kirmizi O ya da Nil kirmizi boyamasi ile belirlenebilen ve notr yaglari igeren
vakuolleri biriktirmeye baslar. Bununla birlikte leptin gibi adipojenik proteinler ile yag
asidi baglanma proteini, adiposit proteini 2 (aP2) ve lipoprotein lipaz gibi adipojenik
mRNA'larin (haberci riboniikleik asit) miktarinda birkag yiiz katlik bir artis meydana
gelir (Halvorsen ve ark., 2001b ve Sen ve ark., 2001).

In vivo ortamda uygun biyomalzemeden olusan iskeleler ile birlikte ¢cogalan
ADMKH’ler yeni yag depolarimi olusturmaktadir. Yapilan calismalarda gozenek
sayis1 fazla olan biyomalzemelerin in vivo ortamda adipojenik farklilasmay1 daha 1y1
indiikledigi anlasilmistir. Bagisikli§i azaltilmis farelerde, gdzenekli hiyoliironat
stingerlere ekilmis insan adiposit Onciillerinin daha yogun olan dokunmamis
hiyoliironat ya da kollajen siingerlere gore adipojenik farklilasma potansiyellerinin
daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Patrick ve ark., 2002 ve von Heimburg ve ark.,
2001). Bu ¢alismalardan elde edilen sonuglar, insan ADMKH’lerinin klinik kozmetik
ve rekonstriiktif cerrahi uygulamalar i¢in kullanilabilecegini gostermektedir (Locke ve
ark., 2009 ve Tan ve ark., 2016).



1.3. Kantitatif Es Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu

DNA (deoksiriboniikleik asit) ve protein arasindaki baglanti olan mRNA
molekiilii, hem biyolojik bilimler hem de tip i¢in onemli arastirma konularindan
biridir. Son yillarda mRNA transkripsiyonlarinin profillenmesi 6nemli ¢alisma
alanlarindan biri haline gelmistir. mRNA transkripsiyon seviyesindeki degisikliklerin
belirlenmesi gelisim siirecinin anlagilmasi, hastaliklarin terapéotik ilag ile tedavisi,
tiimor olusumu ve viral hastaliklarin tanisi ile viral yiik 6l¢iimii i¢in olduk¢a 6nemlidir

(Bustin, SA, 2002 ve Mackay ve ark., 2002).

MRNA transkripsiyon seviyelerinin belirlenmesinde genellikle Nothern
blotlama, in situ hibridizasyon, RNaz koruma analizi, mikrodizileme ve kantitatif es
zamanlt polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-PCR) gibi yontemler kullanilmaktadir
(Radoni¢ ve ark., 2004 ve Stiirzenbaum ve Kille, 2001). Bu yontemlerden biri olan
gRT-PCR yontemi, giinlimiizde mRNA miktarinin 6l¢iilmesinde en ¢ok kullanilan ve

altin standart olarak kabul edilen yontemdir.

gRT-PCR yontemi, ilk kez 1992 yilinda Higuchi ve arkadaslar1 tarafindan
gelistirilmistir (Higuchi ve ark., 1992). Bu yontem in vitro ortamda RNA (ribontikleik
asit) molekiillerinin belirli dizilerinin enzimatik olarak cogaltilmasini ve ayni deneyde
tek bir hiicreden dahi farkli mRNA 6rneklerinin analiz edilmesine izin vermektedir.
gRT-PCR yontemi, kuantifikasyon yontemleri icerisinde en hassas ve esnek olan, en
yiiksek dogruluk oranina ve dinamik araliga sahip olan yontemdir (Bustin, SA, 2002
ve Ginzinger, DG 2002). Ayrica hizli sonug alinmasi, kolay kullanimi, tekrarlanabilir
sonuglar vermesi, baslangic 6rnegi olarak ¢ok az RNA Ornegine ihtiyag duymasi,
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) sonrasinda herhangi bir islem gerektirmemesi ve
radyoaktif olmamas1 gibi bircok 6nemli avantaja da sahiptir (Kozera ve Rapacz, 2013
ve Radoni¢ ve ark., 2004). Bu avantajlari sayesinde qRT-PCR yontemi farkli 6rnekler
arasindaki mRNA seviyelerinin karsilastirilmasinda, mRNA ekspresyon Oriintiilerinin
karakterizasyonunda, yakin iligkili mRNA'larin birbirlerinden ayrilmasinda ve RNA

yapilarinin analiz edilmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Bustin, SA 2000).
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Gilintimiizde qRT-PCR yo6ntemi, sahip oldugu yiiksek hassasiyet 6zelliginden
dolayr molekiiler tip, viroloji, mikrobiyoloji ve biyoteknoloji gibi fonksiyonel
genomik arastirmalarmin her dali i¢in olduk¢a onemlidir (Bustin, SA 2005). Bu
yontem, DNA molekiiliiniin belirli bir bolgesinin ¢ogaltilmasini ve miktarinin
Olgtilmesini saglar. qRT-PCR yonteminde kimyasal reaksiyon igin ¢ogalan DNA
molekiillerinin kuantifikasyonuna izin veren floresan ozellige sahip molekiiller

kullanilmaktadir (Nestorov ve ark., 2013 ve Rebougas ve ark., 2013).

SYBER Green uygulamasi, es zamanli reaksiyonlarda PCR iiriinlerinin
belirlenmesini ve kuantifikasyonunu saglayan en basit tekniktir (Morrison ve ark.,
1998 ve Nygard ve ark., 2007). SYBER Green cift zincirli DNA molekiiliine baglanir
ve belirli bir dalga boyuna sahip 151k yayar. Reaksiyon ilerlemeye ve PCR iiriinleri
birikmeye basladiginda, 6rnekte bulunan hedef DNA’nin miktarina bagli olarak
floresan 1s1manin miktari da artar (Pabla ve Pabla, 2008). DNA molekiilleri gogalmaya
basladiginda daha fazla SYBER Green molekiilii yeni sentezlenmis ¢ift zincirli DNA
molekiilii ile etkilesir ve floresan 1s1ma her ¢cogalma dongiisiinden sonra belirli bir
dalga boyunda sabit bir sekilde yiikselir. Cogalmanin logaritmik fazinda arka plandaki
giiriiltiiyii asan floresan degerleri, esik dongiisii (Ct) ya da kesisme noktasi (Cp) degeri
olarak kaydedilir (Wong ve Medrano, 2005). SYBER Green diger reaktifler ile birlikte
PCR reaksiyonuna eklenir. Floresan 1s1ma seviyesinin belirlenmesi i¢in ise lazer
detektorii kullanilir. Soliisyonda ¢ift zincirli DNA molekiilii bulundugunda, floresan
1s1mast tek basina bulunan SYBER Green’e gore yaklasik 100 kat artar. SYBER Green
molekiilii, spesifik olmayan bir florofordur ve PCR sirasinda elde edilen herhangi bir
¢ift zincirli molekiile baglanabilir (Pabla ve Pabla, 2008). Bu dezavantajina ragmen
SYBER Green floroforunun kullanilmasi, diger yontemler ile karsilagtirildiginda daha

kolay ve ucuz bir tekniktir (Nestorov ve ark., 2013 ve Rebougas ve ark., 2013).

gRT-PCR yonteminde karsilagilan en 6nemli sorun ise reaksiyonda bulunan ve
cogaltilan kalip DNA miktarinin tam olarak belirlenememesidir. Elde edilen
sonuclarin  dogrulugu; baslangi¢ Orneginin miktari, RNA’nin hazirlanmasi,
komplementer DNA (cDNA) sentezi ve PCR verimliligi gibi bir takim i¢ ve dis

faktorlerden etkilenir (Li ve ark. 2015). Bu faktorlerden kaynaklanan sorunlarin
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¢oziilmesinde segilen yontem oldukca onemlidir. Bu amagla qRT-PCR ydnteminde
veri normalizasyonu i¢in birtakim stratejiler gelistirilmistir (Guénin ve ark., 2009; Mar
ve ark., 2009 ve Rebougas ve ark., 2013). Benzer biiyiiklige ve hacme sahip doku
orneklerinin normalizasyon i¢in kullanilmasi, diger stratejilere gore daha kolay bir
yontem olmasina ragmen bu Ornekler farkli deney kosullarina sahip olduklari i¢in
biyolojik olarak birbirlerine es degildir. Bu durum da qRT-PCR’da deneysel hatalara
neden olabilmektedir (Huggett ve ark., 2005). Diger bir strateji ise mRNA ekspresyon
seviyelerinin referans genlerle karsilastirilarak normalize edilmesidir (Kozera ve
Rapacz, 2013 ve Li ve ark. 2015). Bu stratejide farkli 6rnekler arasindaki hedef
genlerin mRNA ekspresyon seviyeleri karsilagtirllmadan Once referans genler
kullanilarak normalize edilir (Rebougas ve ark., 2013). gRT-PCR sonuglarinin dogru
analiz edilebilmesi i¢in uygun olan referans genin belirlenmesi olduk¢a 6nemlidir. Bu
referans genler Ornekler arasindaki farkliliklardan, izolasyondan, RNA kalitesinden,
cDNA sentezinin etkinliginden ve normal hiicre ya da hastalikli doku 6rnekleri gibi
deney Orneklerinden kaynaklanan hatalarin 6l¢iilmesinden ve bu hatalarin en aza

indirilmesinde kullanilir (Chervoneva ve ark., 2010 ve Huggett ve ark., 2005).

Normalizasyon i¢in kullanilacak referans genler; hiicre dongiisii, hiicre
pasajlanmas1 ve cesitli deneysel kosullardan etkilenmemeli ve farkli Grnekler
tarafindan kararl bir sekilde eksprese edilmelidir (Kozera ve Rapacz, 2013 ve Radonic
ve ark. 2004). Bu nedenle referans genler, housekeeping genler arasindan

secilmektedir.

1.4. Housekeeping Genler

Housekeeping genler biitlin ¢ekirdekli hiicrelerde bulunur, hiicre yasami i¢in
gereklidir ve bircok farkli dokuda kararli sekilde eksprese edilirler. Bu genler
hiicrelerin hayatta kalmasini1 sagladiklar1 i¢in temel metabolik genler olarak da
isimlendirilirler (Kozera ve Rapacz, 2013 ve Ragni ve ark., 2013). ideal bir

housekeeping genin ekspresyon seviyesi farkli deneysel kosullardan ya da hastalik
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durumlarindan etkilenmemeli ve her durumda benzer sekilde eksprese edilmelidir

(Rebougas ve ark., 2013).

Bununla birlikte yapilan calismalar, yaygin olarak kullanilan housekeeping
genlerin farkli hiicre c¢esitleri ve deney kosullar1 i¢in ortak olmadigini ve
ekspresyonlarinin  degistigini  gostermistir. Housekeeping gen ekspresyonlarinin
degiskenlik gostermesi ile ilgili ilk ¢alisma, 2000 yilinda Schmittgen ve Zakrajsek
tarafindan yaymnlanmistir (Schmittgen ve Zakrajsek, 2000) ve daha sonra yapilan
bir¢ok c¢alisma da bu sonuglar1 desteklemistir (Amable ve ark. 2013; Li ve ark., 2015
ve Radonic ve ark., 2004).

Glinlimiizde, tiim hiicre ¢esitleri ve deney kosullar i¢in kullanilabilecek olan
ortak ve giivenilir bir housekeeping gen olmadig1 bilinmektedir (Amable ve ark. 2013
ve Li ve ark., 2015). Bu nedenle ¢alismada, kullanilacak hiicre ¢esidine uygun olan ve
ekspresyonu deney kosullarindan etkilenmeyecek bir housekeeping genin segilmesi,
dogru ve giivenilir sonuglar elde edilmesi i¢in olduk¢a Onemlidir. Elde edilecek
sonuclarin dogrulugunu ve giivenilirligini arttirmak icin secilen housekeeping gen,
caligmaya uygun bir sekilde optimize edilmeli ya da en az iki housekeeping gen
birlikte kullanilmalidir (Thellin ve ark., 1999 ve Vandesompele ve ark. 2002).

Mikrodizileme analizi araciligiyla yiizlerce housekeeping gen tanimlanmistir ve
bu genlerin birgogu referans gen olarak kullanilmaktadir. qRT-PCR ydnteminde
MRNA ekspresyonlarinin normalizasyonu i¢in yaygin olarak kullanilan geleneksel
housekeeping genler gliseraldehit 3 fosfat dehidrogenaz (GAPDH), p-aktin (ACTB),
B-tlibilin, fosfogliserat kinaz (PGK), iibikitin (UBQ), ribozomal protein 19 (RPL19)
ve 18S ribozomal RNA (18S rRNA)’dir (Rebougas ve ark. 2013 ve Stiirzenbaum ve
Kille, 2001).
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1.4.1. Beta-Aktin (ACTB)

Beta-aktin (ACTB) geni bir¢ok hiicre tiiriinde giiglii bir sekilde eksprese edilen
ve hiicre iskeletinin yapisal proteinini kodlayan yapi iligkili temel genlerden bir
tanesidir. Sitoplazma hareketi, hiicre seklinin degismesi, hiicre hareketi, fagositoz,
hiicre bdliinmesi, plazma membran proteinlerinin dagilimi ve kas hiicrelerinin
kasilmasi gibi farkli hiicresel fonksiyonlarin gergeklestirilmesinde 6nemli bir rol oynar
(Stiirzenbaum ve Kille, 2001). Bu gen qRT-PCR analizlerinde referans gen olarak
kullanilan ilk genlerden biridir (Kreuzer ve ark., 1999) ve gen ekspresyonu
aragtirmalarinda da normalizasyon i¢in en ¢ok kullanilan housekeeping gendir
(Pohjanvirta ve ark., 2006). Bununla birlikte yapilan bir¢ok calisma farkli doku ve
hiicre tiirleri ile deney kosullarina bagli olarak ACTB geninin ekspresyon seviyesinin
olduk¢a degistigini ve diisiik ekspresyon stabilitesine sahip oldugunu goéstermistir.
ACTB geni in vitro ortamda kiiltiirlenmis taze kegi preantral folikiilleri ve astiml
cocuklardan elde edilen insan solunum epitel hiicrelerinde yiliksek ekspresyon
stabilitesi gosterdiginden bu c¢alismalarda referans gen olarak kullanilabilecegi
belirtilmistir (Frota ve ark., 2011 ve He ve ark., 2008). Diger taraftan tiiberkiilozlu
hastalardan elde edilen kan hiicrelerinde ve bobrek nakli yapilan hastalarda ACTB
geninin ekspresyon seviyesinin yiiksek degiskenlik gosterdigi bu nedenle de
standardizasyon i¢in uygun olmadigi anlasilmistir (Dheda ve ark., 2004 ve Gibbs ve
ark., 2003). Ayrica birgok benzer ¢alismadan elde edilen veriler de ACTB geninin
bulundugu dokuya ve uygulanan deney kosullarina bagli olarak ekspresyon
seviyesinin degistigini ve normalizasyon i¢in kullanilamayacagini gostermistir (Bustin

SA, 2002; Fu ve ark., 2010 ve Yperman ve ark., 2004).

1.4.2. Gliseraldehit 3 Fosfat Dehidrogenaz (GAPDH)

Gliseraldehit 3 fosfat dehidrogenaz (GAPDH) geni, hiicresel metabolizmada
gorev alan metabolik iligkili genlerden bir tanesidir. Glikoliz yolaginin altinci
basamagini katalizleyerek glikozu pirtivata doniistiiren ¢ok fonksiyonlu bir enzim olan

GAPDH geni ayn1 zamanda DNA tamirinde ve transkripsiyonel diizenlemede de gorev
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alir (Meyer-Siegler ve ark., 1991 ve Rebougas ve ark., 2013). GAPDH geni belirli
deney kosullarinda oldukga sabit bir ekspresyon seviyesine sahiptir. Bu &zelligi
sayesinde gRT-PCR analizlerinde gen ekspresyon verilerinin normalizasyonu igin
siklikla referans gen olarak kullanilmaktadir. Bununla birlikte yapilan caligsmalar
hamilelik doneminde (Cale ve ark., 1997), gelisim evrelerinde (Puissant ve ark., 1994;
Calvo ve ark., 1997) ve hiicre boliinmesi (Mansur ve ark., 1993) sirasinda GAPDH
geninin bireyler arasindaki ekspresyon seviyesinin (Bustin ve Mckay, 1999)
degisebildigini gostermistir. Yapilan ¢calismalarda 72 farkli saglikli insan dokusunda,
HPV-pozitif servikal insan dokusunun klinik orneklerinde ve sigir oositlerinde
GAPDH geninin sabit bir ekspresyon gosterdigi ve normalizasyon i¢in referans gen
olarak kullanilabilecegi belirlenmistir (Barber ve ark., 2005; Shen ve ark., 2010 ve
Van Tol ve ark., 2008). Diger taraftan tavsan dokulari, ¢ekirdekli insan kan hiicreleri,
zebra baligi embriyosu ve fare fibroblast hiicre hatlari i¢in GAPDH geninin
ekspresyon seviyesinin biiylik bir degiskenlik gosterdigi bildirilmistir (Bustin ve ark.,
1999; Deindl ve ark., 2002; Lin ve ark., 2009 ve Sugden ve ark., 2010).

1.4.3. Ubikitin (UBQ)

Ubikitin (UBQ) geni protein degradasyonu, DNA tamiri, sinyal iletimi ve
endositoz araciligiyla transkripsiyonel diizenlemede anahtar rol oynayan 76 aminoasit
uzunlugunda kii¢iik bir proteindir (Rebougas ve ark., 2013). UBQ proteini oldukca
korunmus bir yapiya sahiptir. 76 aminoasidin 72 tanesi mantarlar, bitkiler ve hayvanlar
icin ortaktir. Ortak olan bu kisim hedef proteinlerdeki lizin rezidiilerine kovalent
olarak baglanir ve hedef proteinlerin yikimim gergeklestirir (Callis ve Vierstra, 1989
ve Hershko ve Ciechanover, 1992). Ayrica yiizey proteinlerini degistirerek
proteinlerin stabilitesini, aktivitesini, birbirleri ile olan iliskilerini etkiler ve hiicre i¢i
lokalizasyonda 6nemli bir rol oynar (Mukhopadhyay ve Riezman, 2007 ve Pickart ve
Eddins, 2004). Yapilan galismalarda UBQ geni birgok farkli doku ve hiicre tiirtinde
normalizasyon i¢in en uygun referans genlerden biri olarak tanimlanmistir. Kolon
kanseri hiicreleri (Andersen ve ark., 2004), in vitro ortamda kiiltiirlenmis taze sigir

kumulus hiicreleri, mayoz bdliinmenin farkli evrelerindeki oosit hiicreleri (Van Tol ve
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ark., 2007), keci preantral folikiilleri (Frota ve ark., 2010), insan karacigeri, 16kositleri
ve kemik iligi (Chen ve ark., 2006) UBQ geninin sabit ve kararli bir sekilde eksprese
edildigi doku ve hiicrelere 6rnek olarak verilebilir. Bununla birlikte yaslanan siganlarin
karacigerleri ile yapilan ¢aligmalarda UBQ geni en karasiz gen olarak belirlenmis ve

normalizasyonda kullanilmasi uygun goriilmemistir (Chen ve ark., 2006).

1.4.4. 18S Ribozomal RNA (18S rRNA)

Okaryotik canlilarda en iyi korunan ve en ¢ok kullamlan genler genellikle
ribozomal RNA (rRNA)’lar1 kodlayan genlerdir (Eickbush ve Eickbush, 2007). Bu
genler bir kii¢iik ve iki biiylik ribozomal alt birimi kodlar. rRNA'lar genellikle hiicresel
RNA’nin %85-90’1n1 olusturur bu nedenle qRT-PCR analizlerinde referans gen olarak
kullanilmaya oldukga elverislidir. Yapilan ¢alismalar sican karaciger hiicreleri (Bustin
SA, 2000), normal lenfoblastik hiicreler (Banda ve ark., 2007), saglikli ve hastalikli
insan yumurtalik dokusunda (Fu ve ark., 2010) ile embriyonik gelisim (Robert ve ark.,
2002) sirasinda 18S rRNA geninin diger housekeeping genlere gore daha kararli bir
sekilde eksprese edildigini ve normalizasyonda referans gen olarak kullanilabilecegini
ortaya ¢ikarmistir. Biitiin avantajlarina ragmen 18S rRNA geninin referans gen olarak
kullanilmasinda iki temel sorunla karsilasiimaktadir. Bu sorunlardan birincisi hedef
mRNA'larin 6l¢iilebilmesi i¢in yapilan mRNA izolasyonu ve gii¢lendirilmesi sirasinda
rRNA’larin kaybedilmesidir. Diger sorun ise rRNA'larin genellikle hedef mRNA'lara
oranla ¢ok daha yiiksek seviyede eksprese edilmesidir (Bustin SA, 2000).

1.4.5. Ribozomal Proteinler (RPLPO — RPL13A)

Yapilan bazi caligmalar ribozomal protein genlerinin qRT-PCR analizinde
verilerin normalizasyonu i¢in referans gen olarak kullanilabilecegini belirtmektedir.
Van Tol ve arkadaslarmin sigir kumulus hiicreleri ile yaptiklart ¢calismada RPL15
geninin hedef mRNA'larin normalizasyonunda en yiiksek stabiliteye sahip oldugu

goriilmiistiir (Van Tol ve ark., 2007). insan serviks hiicrelerinin kullamldig1 bir
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calismada gen ekspresyonunun normalizasyonu i¢in RPLPO geninin kullanilabilecegi
belirtilirken (Shen ve ark., 2010) benzer bir ¢alismada ayni hiicre tiirii i¢in RPL4
geninin referans gen olarak kullanilmasi tavsiye edilmistir (Steinau ve ark., 2006).
Ribozomal protein genleri ile elde edilen bu olumlu sonuglara ragmen in vitro ortamda
kiiltiirlenmis taze keci preantral folikiillerinin kullanildig1 bir ¢aligmada RPL19 geni,
diger housekeeping genler ile karsilastirildiginda ACTB ve UBQ genlerine gore ¢ok
daha diisiik bir ekspresyon stabilitesi gostermis ve bu calisma i¢in giivenilir bir
referans gen olmadigi anlasilmistir (Frota ve ark., 2010). Ayrica saglikli koyun
dokular1 ile yapilan ¢alismalarda da ribozomal protein genlerinin oldukca kararsiz
oldugu bu nedenle de bu kosullar altinda kullanilmalarinin miimkiin olmadig:

belirtilmistir (Garcia-Crespo ve ark., 2005).

1.4.6. Alfa-Okaryotik Translasyon Uzama Faktorii 1 (EF1a)

Alfa-okaryotik translasyon uzama faktorii 1 (EFla) geni protein sentezi
sirasinda ribozoma aminoagil-transfer RNA molekiiliinii baglayan ve hiicrede bol
miktarda bulunan bir proteindir. Bu genin qRT-PCR analizlerinde tiipten tiipe 6rnek
yiiklenmesi ya da 6rnegin yikimindan kaynaklanan farkliliklarin diizeltilmesi i¢in
giivenilir bir referans gen olabilecegi diisiiniilmektedir (Stiirzenbaum ve Kille, 2001).
Buna ragmen EF1a geni translasyon isleminin yapisal bir pargas1 oldugundan bu genin
ekspresyonu hizli biiyiiyen dokular, bitki meristemleri ve gametofitler gibi protein
dontigiimiiniin yiiksek oldugu yerlerde degisebilmektedir (Ursin ve ark., 1991). Ayrica
biiyiimenin durdurulmasi, transformasyon, yaslanma ve hiicre 6liimii durumlarinda da
EF1la geninin ekspresyonunun ciddi degisiklikler gosterdigi belirlenmistir (Duttaroy
ve ark., 1998).

1.4.7. Beta-2-Mikroglobiilin (B2M)

Major histokompatibilite kompleksi I (MHC-I) molekiiliiniin bilesenlerinde biri

olan beta-2-mikroglobiilin (B2M) geni, hiicre hareketinde gorevli olan hiicre iskeleti
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proteinlerden biridir ve yapr iligkili genlere giizel bir 6rnektir (Nazari ve ark., 2015).
B2M geninin 16semi arastirmalari (Pallisgaard ve ark., 1999), beyin patoloji
caligmalar1 (Schramm ve ark., 1999), meme kanseri (Waha ve ark., 1998), insan
korneast (Ljubimov ve ark., 1998) ve formalinle fikse edilmis parafin bloklarda
saklanan doku ornekleri (Krafft ve ark., 1997) i¢in uygun bir referans gen oldugu ve
basarili bir sekilde kullanilabilecegi bildirilmistir. Ileri yillarda yapilan galismalarda
ise B2M geninin hiicre tiliriine bagl olarak hiicre ¢ogalmasini pozitif ya da negatif
yonde etkiledigi anlasilmistir (Josson ve ark., 2011; Nomura ve ark., 2014). Bu
nedenle gRT-PCR analizlerinde gen ekspresyonlarinin normalizasyonunda B2M

geninin referans gen olarak kullanilmasindan kaginilmaktadir.

1.4.8. Hipoksantin Fosforibosil Transferaz 1 (HPRT1)

Hipoksantin ~ fosforibosil  transferaz 1  (HPRT1) geni, niikleotid
metabolizmasinda rol alan metabolizma iliskili genlerden biridir. Hiicrelerde diisiik
miktarda eksprese edildiginden referans gen olarak kullanilmasinin uygun olmadigi
diisiiniilmektedir (Stiirzenbaum ve Kille, 2001). ilging bir sekilde alveoler makrofajlar,
dalak hiicreleri (Foss ve ark., 1998), memeli beyni (Jiralerspong ve Patel, 1996) ve
sitokin ekspresyonu ¢alismalarinda (Konig ve ark., 1995) HPRT1 geninin sabit ve
kararli bir ekspresyon gosterdigi ve bu calismalarda referans gen olarak

kullanilabilecegi belirlenmistir.

1.4.9. Peptidil-Polimeraz A (PPIA)

Peptidil-polimeraz A (PPIA) geni peptidil-prolil cis-trans izomeraz ailesinin
tiyelerinden biridir. Bu gen oligopeptitlerde peptit baglarinin cis-trans izomerizasyonu
katalizleyerek proteinlerin katlanmasini hizlandirir. Ayn1 zamanda siklosporin A-
aracilt immiin baskilanmasinda da goérev alir. Yapilan ¢caligmalarda PPIA geninin insan
tiimor dokularinda yiliksek miktarda eksprese edildigi ve bu genin saglikli dokulardaki

hiicre gogalmasi ile mide kanserindeki tiimor biiylimesini arttirdig anlasilmistir (Feng
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ve ark., 2015). Ilging bir sekilde ise farkl1 insan tiimor dokulari ile yapilan ¢calismalarda
PPIA geninin diger housekeeping genlere gore daha stabil bir sekilde eksprese edildigi
ve normalizasyon i¢in en giivenilir referans genlerden biri oldugu bildirilmistir (Ali ve

ark., 2015; Ayakannu ve ark., 2015 ve Yu ve ark., 2015).

1.4.10. Tata Kutusu Baglanma Proteini (TBP)

TATA kutusu baglanma proteini (TBP), dkaryotik canlilarda transkripsiyonun
baslamasinda gorev alan transkripsiyon iligkili genlerden biridir (Radoni¢ ve ark.,
2004). RNA polimeraz II enziminin transkripsiyonu baslatabilmesi i¢in gerekli olan
transkripsiyon faktorii 1ID’yi (TFIID) olusturur. TBP, DNA iizerindeki TATA
dizisinin yapisin1 bozarak transkripsiyon faktorleri ile RNA polimeraz II enziminin
DNA’daki promotor bdlgeye baglanmasini saglar ve bdylece transkripsiyonun
baslamasini uyarir. Yapilan ¢alismalar TBP geninin gliyoblastom 6rneklerinde sabit
bir sekilde eksprese edildigini ve gliyoblastom gen ekspresyonu analizleri i¢in en
uygun referans genlerden biri oldugunu géstermistir (Mathur D, 2014 ve Valente ve
ark., 2009). Baska bir ¢alismada ise TBP geninin ekspresyon seviyesinin farkli dokular
ve gelisim evrelerinde 6zellikle karaciger ve testiste yapilan toksikoloji calismalarinda
yiiksek degiskenlik gosterdigi ve bu dokularda normalizasyon i¢in kullanilmasinin
uygun olmadig1 belirtilmistir (Svingen ve ark., 2015). Kalp dokusunun kullanildig bir
diger ¢alismada da TBP geninin diger referans genlere gore ¢ok daha diisiik bir
stabiliteye sahip oldugu goriilmiis ve referans gen olarak kullanilmamasi tavsiye

edilmistir (Pérez ve ark., 2007).

1.4.11. Beta-Glukurodinaz (GUSB)

Beta-glukurodinaz enzimi (GUSB) heparan siilfat, dermatan siilfat ile
kondroitin-4,6-siilfattan olugsan glikosaminoglikanlar1 parcalayan bir hidrolaz
enzimidir. Bu enzim lizozomda bulunan homotetramer yapilarini olusturur. Kistik

fibroziz hastalarindan elde edilen burun epitel hiicreleri ile yapilan bir ¢alismada
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GUSB geninin diger referans genlere gore hedef genin ekspresyon verilerinin
normalizasyonunda en dogru sonucu verdigi ve bu g¢alisma icin giivenilir referans
genlerden biri oldugu goriilmiistiir (Masvidal ve ark., 2012). Diger taraftan
gliyoblastom ve serebral iskemi c¢alismalarinda ise GUSB geninin ekspresyon
seviyesinin dalgalanmalar gosterdigi ve ekspresyonunun stabil olmadigi anlagilmstir.
Bu nedenle gliyoblastom ve serebral iskemi ¢aligmalari i¢in uygun bir referans gen

olarak tanimlanmamaktadir (Gubern ve ark., 2009 ve Valente ve ark., 2009).

1.4.12. Tirozin 3-Monooksijenaz/Triptofan 5-Monooksijenaz Aktivasyon
Proteini, Zeta-Polipeptidi (YWHAZ)

Tirozin 3-monooksijenaz/triptofan 5-monooksijenaz aktivasyon proteini, zeta
polipeptidi (YWHAZ) metabolizma, protein hareketi, sinyal iletimi, apoptoz ve hiicre
dongiisii gibi bircok onemli hiicresel fonksiyonlarin diizenlenmesinde rol olan bir
proteindir. Yiiksek oranda korunmus olan bu protein hem bitkiler de hem de
memelilerde bulunur. Ayrica YWHAZ geninin %99’u fare, sican ve koyunlarda
aymdir. Yapilan calismalarda bir¢ok farkli hiicre ve doku 6rnegi ile deney kosulu i¢in
bu genin sabit bir sekilde eksprese edildigi ve referans gen olarak kullanilabilecegi
bildirilmistir. Alkolik olmayan yagl karaciger hastaligi (Bruce ve ark., 2012), in vivo
serebral iskemi modeli (Gubern ve ark., 2009), iltihapli sigan ¢ene alt1 bezi (Silver ve
ark., 2008), MCF7, HCT116 ve HepG2 hiicre hatlar1 (Chua ve ark., 2011) YWHAZ
geninin sabit ve karali bir sekilde eksprese edildigi farkli hiicre ve doku tiirleri ile

deney kosullarina 6rnek olarak verilebilir.

1.5. Insan Adipoz Doku Tiirevli Mezenkimal Kok Hiicre Arastirmalarinda

Housekeeping Genlerin Secilmesi Ve Onemi

Kendilerini yenileyebilme ve farklilasabilme 6zellikleri sayesinde kok hiicreler,
yenileyici tip ve doku miihendisligi arastirmalarinda yaygin bir sekilde kullanilmakta

ve bir¢cok hastaligin tedavisinde biiylik bir umut olusturmaktadir. Kok hiicrelerin
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biyolojisinin daha iyi anlasilabilmesi ve hastaliklarin tedavisinde etkin bir sekilde
kullanilabilmeleri igin in vitro sartlarda kendini yenileme, ¢ogalma ve farklilasma
Ozelliklerinin kantitatif olarak degerlendirilmesi gerekmektedir (Ragni ve ark., 2013
ve Quiroz ve ark., 2010).

Kok hiicrelerin gen ekspresyonlarinin belirlenmesinde yaygin olarak gRT-PCR
yontemi kullanilmaktadir. gRT-PCR yonteminde elde edilen sonuglarin dogrulugu;
baslangi¢ 6rneginin miktari, RNA’nin hazirlanmasi, cDNA sentezi ve PCR verimliligi
gibi bir takim i¢ ve dis faktdrlerden etkilenir. Bu nedenle gen ekspresyon seviyelerinin

referans genlerle karsilastirilarak normalize edilmesi gerekmektedir (Li ve ark., 2015).

Bununla birlikte yapilan ¢aligmalar, yaygin olarak kullanilan housekeeping
genlerin farkli hiicre cesitleri ve deney kosullar1 i¢in ortak olmadigim1 ve
ekspresyonlarinin degistigini gostermistir (Li ve ark., 2015). Housekeeping gen
ekspresyonlarinin  degiskenlik gostermesi ile ilgili ilk ¢alisma, 2000 yilinda
Schmittgen ve Zakrajsek tarafindan yayinlanmigtir (Schmittgen ve Zakrajsek, 2000)
ve daha sonra yapilan bircok calisma da bu sonuglar1 desteklemistir (Amable ve ark.,

2013 ve Li ve ark., 2015).

Gilintimiizde, farkli hiicre gesitleri ve deney kosullar1 i¢in kullanilabilecek ortak
ve giivenilir bir housekeeping gen olmadigi bilinmektedir (Amable ve ark., 2013 ve
Ragni ve ark., 2013). Bu nedenle ¢alismada, kullanilacak hiicre ¢esidine uygun olan
ve ekspresyonu deney kosullarindan etkilenmeyecek bir housekeeping genin
secilmesi, dogru ve giivenilir sonuglar elde edilmesi i¢in olduk¢a 6nemlidir. Elde
edilecek sonuglarin dogrulugunu ve giivenilirligini arttirmak icin se¢ilen housekeeping
gen, ¢alismaya uygun bir sekilde optimize edilmeli ya da en az iki housekeeping gen

birlikte kullanilmalidir (Thellin ve ark., 1999 ve Vandesompele ve ark., 2002).

Kok hiicrelerin ¢ogalmasi ve farklilagmasi ¢aligmalarinda uygun housekeeping
genlerin seg¢ilmesi kolay ve net bir adim degildir. Hiicrelerin farklilasmasi sadece
cesitli morfolojik degisiklikleri igermemekte ayni1 zamanda bir¢ok genin ekspresyon

seviyesini de degistirmektedir (Vossaert ve ark., 2013). Son yillarda insan embriyonik
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ve farkli kaynaklardan elde edilen yetiskin kok hiicreler ile yapilan az sayidaki
caligmada, yaygin olarak kullanilan geleneksel housekeeping genlerin degisken
ekspresyon seviyelerine sahip olduklar1 bu nedenle de normalizasyon igin uygun
olmadiklar1 gériilmiistiir (Curtis ve ark., 2010; Fink ve ark., 2008; Synnergren ve ark.,
2007; Quiroz ve ark., 2010; Willems ve ark., 2006 ve Wang ve ark., 2010).

Housekeeping genlerin ekspresyon seviyelerindeki degiskenliklerin farklilasma
sirasindaki hiicresel degisimlerle ilgili olabilecegi diistiniilmektedir (Vossaert ve ark.,
2013). Ayrica mevcut farklilasma protokollerinin de referans gen ekspresyonlarini
etkileyebilecegi belirtilmektedir (Synnergren ve ark., 2007; VVossaert ve ark., 2013 ve
Willems ve ark., 2006). Bundan dolayi stabil referans genlerin belirlenmesinde farkli
hiicre tiirlerine ve farklilasma protokollerine bagli olarak optimizasyon gerekmektedir

(Vossaert ve ark., 2103).

MKH’lerin kiiltiir ortaminda ¢ogalmast ve farklilasmasi ¢alismalarinda
kullanilabilecek, uygun ve giivenilir olan housekeeping genlerin belirlenmesi ve
secimi ile ilgili literatiirde az sayida calisma bulunmaktadir. Yapilan bu ¢alismalar
sonucunda MKH’lerin kiiltlir ortaminda ¢ogalmast ve farklilagmasi deneyleri i¢in
ortak bir housekeeping gen bulunamamustir. Literatiirde yer alan ¢alismalardan birkag1

asagida detayl bir sekilde aciklanmustir.

Li ve arkadaglar1 2015 yilinda yaptiklar bir ¢aligmada, insan kemik iligi tiirevli
MKH’ler (KIMKH) ve fetal doku tiirevi MKH’ler (FDMKH)’de, gRT-PCR
analizlerinde normalizasyon i¢in yaygin olarak kullanilan on adet housekeeping genin
ekspresyon stabilitelerini incelemislerdir. Housekeeping genlerin ekspresyon
seviyelerinin belirlenmesi i¢in GeNorm, NormFinder ve BestKeeper analiz yontemleri
kullanilmistir. Bu ¢alismanin sonucunda insan KIMKH’ler ve FDMKH’lerde
RPL13A, B2M ve PPIA housekeeping genlerinin ekspresyon seviyelerinin
degismedigi ve bu genlerin normalizasyon i¢in en uygun genler oldugu belirlenmistir.
18S rRNA, ACTB ve TBP housekeeping genlerinin ise ekspresyon seviyelerinin
olduk¢a degisken oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle bu genlerin normalizasyonda

kullanilmasinin uygun olmadigi belirtilmistir (Li ve ark., 2015).

22



Amable ve arkadaslar1 2013 yilinda yaptiklart bir ¢alismada, farkli hiicre
tirlerinde normalizasyon i¢in yaygin olarak kullanilan bes housekeeping genin
ekspresyon seviyelerini aragtirmislardir. Housekeeping genlerin ekspresyon
seviyelerinin belirlenmesi i¢in GeNorm, NormFinder, BestKeeper ve istatiksel analiz
yontemleri kullanilmistir. Bu ¢alismada kullanilan hiicre tiirleri; insan KIMKH,
ADMKH, gobek kordonu tiirevli MKH (GKMKH) ve dermal fibroblasttir. Calismanin
sonucunda, ayni kiiltiir kosullar1 altinda farkli hiicre tiirleri i¢cin normalizasyonda
kullanilacak housekeeping genlerin ayni olmadigi anlasilmistir. ADMKH ve GKMKH
icin RPL13A housekeeping geni, normalizasyon i¢in en uygun gen olarak
belirlenmistir. KIMKH ve dermal fibroblast igin ise HPRT1 housekeeping geni,
normalizasyon i¢in en uygun gen olarak Onerilmistir. Bununla birlikte ADMKH ve
GKMKH’lerde ACTB housekeeping geninin; KIMKH ve dermal fibroblastlarda ise
GAPDH ve B2M housekeeping genlerinin ekspresyon seviyelerinin sabit olmadigi
goriilmiis ve bu genlerin normalizasyon i¢in kullanilmamasi onerilmistir (Amable ve

ark., 2013).

Ragni ve arkadaglarinin 2013 yilinda yaptiklar1 benzer bir ¢alismada ise farklh
kaynaklardan elde edilen MKH’lerin osteojenik, adipojenik ve kondrojenik
farklilagsmasinda normalizasyon i¢in uygun olan housekeeping genlerin belirlenmesi
hedeflenmistir. Bu amacla on iki adet housekeeping genin ekspresyon seviyeleri
karsilagtirilmistir. Housekeeping genlerin ekspresyon seviyelerinin belirlenmesi igin
GeNorm ve NormFinder analiz yontemleri kullanilmistir. Calismada kullanilan hiicre
tiirleri; insan KIMKH, ADMKH ve kordon kani tiirevli MKH (KKMKH)’dir. Yapilan
calisma sonucunda TBP, YWHAZ ve GUSB housekeeping genlerinin farklilastirma
deneylerinde en iyi performansa sahip genler olduklar1 belirlenmis ve bu genlerin
normalizasyon icin kullanilabilecegi belirtilmistir. 18S rRNA, B2M ve YWHAZ
housekeeping genlerinin ise farklilagtirma deneyleri i¢in uygun olmadigi ve bu

genlerin normalizasyon i¢in kullanilamayacagi anlagilmistir (Ragni ve ark., 2013).

Jacobi ve arkadaslari 2013 yilinda yaptiklar1 bir galismada, KIMKH’lerin
osteojenik farklilagmasi sirasinda normalizasyonda kullanilabilecek uygun genleri

belirlemek icin otuz 1ki adet housekeeping genin ekspresyon seviyelerini
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karsilagtirmislardir. Housekeeping genlerin ekspresyon seviyelerinin belirlenmesi igin
GeNorm analiz yontemi kullanilmistir. Bu ¢alismanin sonucunda GADDA45A, PUM1
ve RPLPO housekeeping genlerinin ekspresyon seviyelerinin sabit oldugu ve
normalizasyon icin kullanilabilecekleri anlasilmistir. B2M, PKG1 ve 18S rRNA
genlerinin ise ekspresyon seviyelerinin olduk¢a degisken oldugu goriilmiis ve bu
genlerin normalizasyon i¢in kullanilmasinin uygun olmayacag: belirtilmistir (Jacobi

ve ark., 2013).

Fink ve arkadaslarinin 2008 yilinda yaptiklar1 bir calismada ise insan
ADMKH’lerin pasajlanmasi, osteojenik, kondrojenik ve adipojenik farklilagmasi
sirasinda, normalizasyonda kullanilabilecek uygun genlerin belirlenmesi i¢in on iki
adet housekeeping genin ekspresyon seviyeleri karsilastirilmistir. Housekeeping
genlerin ekspresyon seviyelerinin belirlenmesi i¢in GeNorm ve istatiksel analiz
yontemleri kullanilmistir. Bu ¢aligmanin sonucunda YMHAZ, TBP ve GUSB
housekeeping genlerinin ekspresyon seviyelerinin ¢alismada yer alan biitiin deney
kosullar1 i¢in sabit oldugu ve bu genlerin normalizasyon i¢in en uygun genler oldugu
belirlenmistir. 18S rRNA, GAPDH ve ACTB housekeeping genlerinin ekspresyon
seviyelerinin ise oldukca degisken oldugu goriilmiistir ve bu genlerin

normalizasyonda kullanilmasinin uygun olmadigi belirtilmistir (Fink ve ark., 2008).

Literatiir arastirmasindan elde edilen bilgiler dogrultusunda yapilan tez

calismasinin hedefleri ve amaci asagida belirtilmistir.

1. gRT-PCR yontemi ile insan ADMKH’lerin in vitro Kkiiltiir ortaminda
cogaltilmasi, osteojenik, adipojenik ve kondrojenik farklilastirilmasi sirasinda
secilen housekeeping/referans genlerin ekspresyonlarindaki artis ve azalis
miktarlarinin belirlenmesi

2. Insan ADMKH’leri, osteojenik, adipojenik ve kondrojenik hiicrelerin
tamaminda  kullanilacak  housekeeping/referans  genlerin  ekspresyon
seviyelerinin ayr1 ayr1 degerlendirilmesi

3. Farkli farklilasma protokollerinin housekeeping/referans genlerin ekspresyon

seviyeleri lizerindeki etkilerinin anlagilmasi
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4. Housekeeping/referans genlerin ekspresyon kararliliklarinin farkli analiz
yontemleri Kullanilarak degerlendirilmesi

5. Farkli analiz yoOntemlerinin housekeeping/referans genlerin ekspresyon
kararliliginin degerlendirilmesi tizerindeki etkilerinin anlagilmasi

6. Insan ADMKH arastirmalari icin dogru ve giivenilir housekeeping/referans
genlerin belirlenmesi

7. Gelecekte yapilacak MKH arastirmalar i¢in yeni bir referans ¢alisma olma
Ozelligi tasimasi ve bu ¢alismalar i¢in standart bir yontemin olusturulmasi tezin

hedefleri olarak belirlenmistir.

MKH’lerin in vitro kiiltiir ortaminda gogalmasi ve farklilasmasi ¢aligmalarinda
kullanilabilecek, uygun ve giivenilir olan housekeeping/referans genlerin belirlenmesi
ve se¢imi ile ilgili literatiirde ¢ok az sayida ¢alisma yer almaktadir. Bu konudaki
calismalarm biiyiik bir kism1 insan KIMKH’ler kullanilarak gergeklestirilmis, ¢ok
kiigiik bir kismi ise insan ADMKH’lerde arastirilmistir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda
ise insan ADMKH’lerin kiiltiir ortaminda c¢ogaltilmasi ve farklilagtirilmasi
deneylerinin her birinde farkli bir referans genin normalizasyon i¢in uygun oldugu
belirtilmistir. Bu tez ¢alismasinda insan ADMKH’lerin in vitro kiiltiir ortaminda
cogalmas1 ve farklilagsmasi calismalar1 icin kiiltiir ortamindan ve farklilastirma
uygulamalarindan etkilenmeyerek sabit ve kararli bir sekilde eksprese edilen
housekeeping/referans genlerin belirlenmesi amaglanmistir. Bu amagla insan
ADMKH aragtirmalarinda yaygin olarak kullanilan housekeeping/referans genler
igerisinden 13 gen sec¢ilmistir. Tez ¢alismasi kapsaminda insan ADMKH
aragtirmalarinda en sik kullanilan housekeeping/referans genlerin ekspresyon
kararliliklarinin ~ osteojenik, adipojenik ve kondrojenik farklilagma boyunca
karsilastirilarak en uygun ve giivenilir housekeeping/referans genlerin belirlenmesi

planlanmastir.
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2. GEREC VE YONTEM

Tez caligmasinda yapilmasi planlanan isler ve bu isler i¢in ayrilan zaman

dilimleri Cizelge 2.1.’de gosterilmistir.

Cizelge 2.1. Tez Calismasinin Is-Zaman Cizelgesi

is Paketi No is Paketinin Tanim is Paketinin Zamam

1 Ticari a¢idan mevcut olan insan ADMKH hiicre | 1-5. aylar
hatt1 satin alindi. Bu hiicre hatt1 ¢6ziilerek in-vitro
kiiltiir ortamina adaptasyonu gerceklestirildi ve in-
vitro kiiltiir ortaminda ¢ogaltildi.

2 Insan ADMKH’leri 37°C ve %95 nem oranmna | 3-7. aylar
ayarli karbondioksit (COz) inkiibatorii kullanilarak

in-vitro kiiltiir ortaminda adipojenik, osteojenik ve

kondrojenik hiicrelere farklilastirild.

3 Tez ¢alismasi sirasinda ¢ogaltilan/elde edilen ve | 6-11. aylar
adipojenik, osteojenik ve kondrojenik hiicrelere
farklilagtirilan insan ADMKH’leri histokimyasal
ve immiinohistokimyasal boyalar kullanilarak

tanimlandi.

4 Kantitatif es-zamanli polimeraz zincir reaksiyonu | 6-11. aylar
(gRT-PCR) yontemi kullanilarak insan
ADMKH’lerinin farklilagtirilmasi ile elde edilen
adipojenik, osteojenik ve kondrojenik hiicrelerde,
secilen housekeeping/referans genlerin
ekspresyonlarindaki artis ve azalis miktarlar

belirlendi.

5 Housekeeping/referans  genlerin  ekspresyon | 9-12 aylar
kararliliklari, farkli istatiksel analiz yOntemleri

kullanilarak degerlendirildi.
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2.1. Tez Cahismasinda Kullanilan Kimyasal Malzeme ve Soliisyonlar

2.1.1. Insan Adipoz Doku Tiirevli Mezenkimal Kok Hiicre Hatti

Tez ¢alismasi icgin ticari a¢idan mevcut olan insan adipoz doku tlirevli
mezenkimal kok hiicre (ADMKH) hatt1 satn alindi. Insan ADMKH hatt1 olarak
ATCC® PCS-500-011™ kullanildi.

2.1.2. Hiicre Kiiltiirii, Pasajlanmasi ve Farkhlastirilmasinda Kullanilan

Malzemeler

e Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS): Hiicreleri yikamak i¢in kullanildi.

e Tripsin (Sigma, ABD): Hiicrelerin kiiltiir kabinin ylizeyinden ayrilmasi ve
pasajlanmasi i¢in kullanildi.

¢ Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) (Sigma, ABD): Hiicrelerin kiiltiir kabinin
yiizeyinden ayrilmasi ve pasajlanmasi i¢in kullanildi.

e Steril hiicre kiltiirii kaplar1 (Corning, ABD): Hiicrelerin c¢ogaltilmasi i¢in
kullanildi.

e Falkon tiip (Corning, ABD): Hiicrelerin kiiltiirlenmesi ve pasajlanmasi i¢in
kullanildi.

e DMEM F-12 (Dulbecco’s Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F12;
Lonza, ABD): Insan ADMKH kiiltiiriiniin cogaltilmas1 amaciyla kullanilds.

e L-glutamin (Sigma, ABD): Besiyeri destekleyicisi olarak kullanildi.

e Penisilin-streptomisin (P/S; Sigma, ABD): Besiyeri destekleyicisi olarak
kullanildi.

e Fetal Sigir Serumu (FBS; Sigma, ABD): Besiyeri destekleyicisi olarak
kullanildi.

e DMEM-HG (Dulbecco’s Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture High
Glucose; Lonza, ABD): Insan ADMKH’lerinin adipojenik ve kondrojenik soya

farklilastirilmasinda besiyeri olarak kullanildi.
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DMEM-LG (Dulbecco’s Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture Low
Glucose; Lonza, ABD): Insan ADMKH’lerinin osteojenik soya
farklilagtirilmasinda besiyeri olarak kullanildi.

Deksametazon (Sigma, ABD): Insan ADMKH’lerinin adipojenik, osteojenik
ve kondrojenik soya farklilasgtirllmasinda besiyeri destekleyicisi olarak
kullanildi.

IBMX: Insan ADMKH’lerinin adipojenik soya farklilastirilmasinda besiyeri
destekleyicisi olarak kullanildi.

Insan insiilini: Insan ADMKH’lerinin adipojenik soya farklilastirilmasinda
besiyeri destekleyicisi olarak kullanildi.

Indometazin: Insan ADMKH’lerinin adipojenik soya farklilastiriimasinda
besiyeri destekleyicisi olarak kullanildi.

L-askorbik asit 2-fosfat: iInsan ADMKH’lerinin osteojenik ve kondrojenik soya
farklilastirilmasinda besiyeri destekleyicisi olarak kullanildi.

B-gliserofosfat: insan ADMKH’lerinin osteojenik soya farklilastiriimasinda
besiyeri destekleyicisi olarak kullanildi.

Kemik morfojenik proteini-6 (BMP-6): Insan ADMKH’lerinin kondrojenik
soya farklilastirilmasinda besiyeri destekleyicisi olarak kullanildi.

ITS: Insan ADMKH’lerinin kondrojenik soya farklilastirilmasinda besiyeri
destekleyicisi olarak kullanildi.

Esansiyel olmayan amino asitler: Insan ADMKH’lerinin kondrojenik soya
farklilastirilmasinda besiyeri destekleyicisi olarak kullanildi.

8°li kuyucuklar (Sigma, ABD): Insan ADMKH’lerinin iiglii soya
farklilastirilmasinda kullanildi.

Alizarin Kirmiz1 Boyas1 (AR-S; Sigma, ABD): Adipojenik soya farklilasan
hiicrelerin histolojik ¢aligsmalari i¢in kullanildi.

Oil Kirmizi O Boyasi: Osteojenik soya farklilasan hiicrelerin histolojik
caligmalari i¢in kullanildi.

Alsiyan Mavi Boyasi: Kondrojenik soya farklilasan hiicrelerin histolojik

caligmalari i¢in kullanildi.
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2.1.3. Hiicre Kiiltiirii, Pasajlanmasi ve Farkhlastirilmasinda Kullanilan Cihazlar

e Laminer akish steril kabin

e CO2inkiibatorii (Heracell 150i®, ABD)

e Isik mikroskobu (Leica, ABD)

e XCELLiegence Real Time Cell Analysis DP (Acea Biosciences, ABD)
e Santrifiij Cihazi

2.1.4. Akim Sitometri Analizi i¢in Kullamlan Malzemeler ve Cihazlar

e Beckman Coulter Navios FCM (ABD)

e Kaluza yazilimi

e FCS-RPMI

e Floresan boyalara bagli yiizey antikorlari: CD29-FITC, CD133-PE, CD34-
APC, CD105-PC7, CD90-PC5.5, LIN-APC-A750 ve HLA-DR-ECD

2.1.5. CFU Analizi i¢in Kullanilan Malzemeler ve Cihazlar

e Tripsin (Sigma, ABD)

e Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) (Sigma, ABD)
e 6’11 kuyucuk

e %0,5’lik kristal viyole boyasi

2.1.6. mRNA izolasyonu ve Ol¢iimiinde Kullanilan Malzemeler ve Cihazlar

e High Pure RNA Izolasyon Kiti (Roche Life Science, ABD, Katalog Numarasi
11 828 665 001)

e RNAlater® stabilizasyon sollisyonu (invitrogen™, Ambion, ABD, Katalog
Numaras1t AM7021)
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e Santrifiij cihaz1

e Ependorf tiipler 1.5 ml, 2 ml

e \orteks

e SpectraMax® M5 Multi-Mode Mikroplaka Okuyucu (Molecular Devices,
ABD)

e PCR kabini

2.1.7. Agaroz Jel Elektroforezi Icin Kullamlan Malzemeler ve Cihazlar

e Agaroz (%2)

e Tris-Borat-EDTA tamponu (TBE, 10X)
e Tris-Borat-EDTA tamponu (TBE, 1X)
e Etidyum bromiir

e Jel tanki (Bio-Rad, ABD)

e Giig kaynag1 (Bio-Rad, ABD)

2.1.8. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi icin Kullamlan Malzemeler ve
Cihazlar

e Transcriptor High Fidelity cDNA Sentez Kiti (Roche, ABD, Katalog Numarasi
05 081 963 001)

e 200 ul PCR tiipleri

e Termal dongii cihazi (Bio-Rad Thermal Cycler T100, ABD)

e Santrifiij cihazi
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2.1.9. Kantitatif Es Zamanlh Polimeraz Zincir Reaksiyonu I¢in Kullanilan

Malzemeler ve Cihazlar

e LightCycler® 96 Real-Time PCR Sistem Cihaz1 (Roche, ABD)
e LightCycler® 480 Cok Kuyulu Plaka (Roche, ABD)
e LightCycler® 480 Probes Master (Roche, ABD)

e Tez galismasi i¢in se¢ilen housekeeping/referans genlerin problari

(Cizelge 2.2.)

Cizelge 2.2. Tez galigmasi i¢in se¢ilen housekeeping/referans genler

Sira No Gen Ad1 Gen Sembolii Lot Numarasi
1 Biiyiik ribozomal protein PO RPLPO 0000037016
2 Peptidil-polimeraz A PPIA 0000037015
3 Beta-2-mikroglobiilin B2M 0000037014
4 Ribozomal protein L13A RPL13A 0000037013
5 Hipoksantin fosforibosil transferaz 1 HPRT1 0000037012
6 TATA kutusu baglanma proteini TBP 0000037007
7 Beta-glukurodinaz GUSB 0000037008
8 Alfa-6karyotik translasyon uzama faktorii 1 | EFla 0000037009
9 Tirozin 3-monooksijenaz/triptofan YWHAZ 0000037010

5-monooksijenaz aktivasyon proteini, zeta-

polipeptidi
10 Ubikitin UBC 0000037011
11 18S Ribozomal RNA 18S 0000022183
12 Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz GAPDH 0000022189
13 Beta-aktin ACTB 90016606
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2.2. Tez Calismasinda Uygulanan Yontemler

2.2.1. insan Adipoz Doku Tiirevli Mezenkimal Kok Hiicrelerin Kiiltiirii

Bu tez calismasinda, ticari agidan mevcut olan insan adipoz doku tiirevli
mezenkimal kok hiicre hatt1 satin alind1 ve kullanildi. Satin alinan hiicre hatti, standart
hiicre kiiltiirii yontemleri kullanilarak kiiltiire edildi. Hiicre kiiltiiriinii baslatmak i¢in
dondurularak saklanan bu hiicreler, igerisinde 37°C sicaklikta su bulunduran bir
beherin i¢gine konuldu ve hiicre siispansiyonunun ¢oziinmesi saglandi. C6ziinen hiicre
slispansiyonu, i¢erisinde besiyeri bulunan 50 ml’lik falkon tiiplerine aktarildi ve 1500
rpm’de 11 dakika santrifiij edildi. Santrifiijden sonra siipernatant atilarak uzaklagtirildi
ve olusan hiicre peleti bir miktar besiyerinin i¢inde ¢oziildii. Coziilen hiicre
siispansiyonu, T75 hiicre kiiltiir kaplarina ekildi ve 37°C, %5 CO2 ve %95 nem oranina
ayarli COz inkiibatdriinde kiiltlire edildi. Kiiltiirtin ilk giinlerinde yilizeye yapismayan
hiicreler uzaklastirildi. insan adipoz doku tiirevli mezenkimal kok hiicreler, kiiltiir
kabinda %80 bolluga ulasana kadar kiiltiire devam edildi ve bu siirede besiyeri haftada
3 kere degistirildi. Hiicreler %80 bolluga ulastiktan sonra tripsinlenerek 1:3 oraninda
yeniden pasajlandi. Hiicreler tripsinlenmeden Once kiiltiir kabindaki besiyeri
uzaklastirildi ve daha sonra serumun tripsini inhibe etmesini 6nlemek amaciyla kiiltiir
kabi1 10 ml steril PBS ile yikandi. Yikama isleminden sonra her bir kiiltiir kabina 5 mL
%0,05 Tripsin-0,53 mM EDTA eklendi ve 10 dakika inkiibatorde bekletildi.

Kiiltiir kaplarinin yanlarina hafifce vurularak hiicreler yiizeyden kaldirildi.
Kalkan hiicreler icerisinde 1 ml serum bulunan falkon tiipiine aktarilmis ve tiipler 1500
rpm’de 11 dakika santriflij edildi. Santrifiijden sonra siipernatant uzaklastirildi ve
olusan pelet bir miktar besiyeri ile silispanse edildi. Elde edilen hiicre
siispansiyonundan 1 ml alinarak icerisinde 7 ml besiyeri bulunan T75 hiicre kiiltiir
kaplarina ekildi. Kiiltiir kaplar1 yeniden 37°C, %5 CO2 ve %95 nem oranina ayarli CO2
inkiibatoriine yerlestirildi ve hiicreler %80 bolluga ulasincaya kadar kiiltiire edildi.

Calisma i¢in yeterli sayida hiicre elde edilinceye kadar bu isleme devam edildi.
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2.2.2. Insan Adipoz Doku Tiirevli Mezenkimal Kok Hiicrelerin Karakterizasyonu

Insan adipoz doku tiirevli mezenkimal kok hiicreler, Uluslararas1 Hiicre Tedavi
Dernegi’nin Mezenkimal ve Doku Kok Hiicre Komitesi tarafindan mezenkimal kok
hiicrelerin tanimlanmasinda kullanilan 3 temel 6zellige gore karakterize edildi. Bu

amagla ticlii soya farklilagtirma, akim sitometri ve CFU analizleri gerceklestirildi.

2.2.2.1. Insan Adipoz Doku Tiirevli Mezenkimal Kok Hiicrelerin Uclii Soya

Farkhlastirilmasi

Insan adipoz doku tiirevli mezenkimal k&k hiicrelerin in vitro ortamda iiclii soya
(adipojenik, osteojenik ve kondrojenik) farklilasabilme yeteneginin gosterilebilmesi
icin hiicreler 8’li kuyucuklara ekilmistir. Hiicreler tutunduktan sonra uygun

indiiksiyon besiyerleri eklenerek hiicrelerin farklilasmasi uyarildi.

Adipojenik farklilasma i¢in %10 FBS, %1 P/S, %1 L-glutamin, 1 pM
deksametazon, 0.5 mM 3-lIsobutyl-1-methylxanthine (IBMX), 10 uM insan insiilini
(Humulin-N) ve 0.2 mM indometazin ile desteklenen yiiksek glikozlu DMEM
(DMEM-HG) kullanildi. Farklilagma 21 giin siirdii. Osteojenik farklilagma igin %10
FBS, %1 P/S, %1 L-glutamin, 10 nM deksametazon, 10 mM [-gliserofosfat ve 50 uM
L-askorbik asit 2-fosfat ile desteklenen diisik glikozlu DMEM (DMEM-LG)
kullanildi. Farklilagma 28 giin siirdii. Kondrojenik farklilagma i¢in ise %10 FBS, %1
P/S, %1 L-glutamin, 50 pg/mL L-askorbik asit 2-fosfat, 10 ng/mL donistiiriicii
biiyiime faktérii-p3, 107 M deksametazon, 100 ng/mL kemik morfojenik proteini 6,
%1°lik ITS ¢ozeltisi (5 pg/mL insiilin, 5 pg/mL transferin, 5 pg/mL selendz asit) ve
%1 esansiyel olmayan amino asit desteklenen yiiksek glikozlu DMEM (DMEM-HG)
kullanildi. Farklilagsma 31 giin siirdii.
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2.2.2.1.2. Uclii Soy Farklilasmasinin Histokimyasal Analizi

Insan ADMKH’lerin farklilastiriimas: ile elde edilen adipojenik, osteojenik ve
kondrojenik hiicreler indiiksiyonun belirli giinlerinde toplandi ve  %2,5'luk
gluteraldehit ¢6zeltisinde tespit edildi. Tespit edilen hiicre 6rnekleri her biri sirasiyla
adipojenik, osteojenik ve kondrojenik indiiksiyon i¢in 6zel olan Oil kirmiz1 O, Alizarin

kirmiz1 ve Alsiyan mavi boyalari ile boyanarak 151k mikroskobunda goriintiilendi.

2.2.2.1.2.1. Oil Kirmuzi1 O Boyamasi

Adipojenik farklilasmanin dogrulanmasi i¢in hiicreler, %0,5°1ik Oil kirmizi O

ile boyandi.

2.2.2.1.2.2. Alizarin Kirmizi Boyamasi

Hiicreler, Alizarin kirmizi ile boyanarak osteojenik farklilasma dogrulandi.

Boyama islemi, asagida belirtildigi sekilde gerceklestirildi.

e 29 AR-S, 100 ml distile su i¢ginde ¢oziindi.

e Hiicre ornekleri %70’1ik alkol kullanilarak 1slatildi. Islatilan 6rnekler saf su ile
yikandi.

e Yikanan Orneklerin lizerine hazirlanan Alizarin Kirmizisi boyasi eklendi ve
ornekler bu boya ile 5 dakika inkiibe edildi.

e Inkiibasyonun sonunda érnekler %70’lik alkol ile tekrar yikandi.

2.2.2.1.2.3. Alsiyan Mavi Boyamasi

Kondrojenik farklilasmanin dogrulanmasi i¢in hiicreler %1°lik Alsiyan mavi ile

boyandi.
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2.2.2.2. insan Adipoz Doku Tiirevli Mezenkimal Kok Hiicrelerin Akim Sitometri

Analizi

Insan adipoz doku tiirevli mezenkimal kok hiicrelerin immiinofenotipik
Ozelliklerinin belirlenebilmesi amaciyla akim sitometri analizi yapildi. Bu analiz i¢in
pasaj 8’deki hiicreler tripsinlenerek kaldirildi. Hemasitometre ve tripan mavisi ile
hiicre sayist ve canlilig1 belirlendikten sonra hiicreler farkli floresan boyalara baglh
CD29, CD133, CD34, CD105, CD90, LIN ve HLA-DR yiizey antikorlar1 ile 15 dakika
inkiibe edildi. Daha sonra her bir tiipe 1.500 ul FCS-RPMI eklendi ve tiipler santrifiij
edildi. Santrifiijden sonra siipernatantlar uzaklastirildi ve olusan peletlerin {izerine 500
ul FCS-RPMI eklendi. Hazirlanan 6rnekler Beckman Coulter Navios FCM (ABD)

cithazina yerlestirildi ve elde edilen veriler Kaluza yazilimi ile analiz edildi.

Cizelge 2.3. Akim Sitometride Kullanilan Antikorlar ve Floresan Boyalar

Antikorlar Isaretlendigi Floresan Boyalar
CD29 FITC
CD133 PE
CDh34 APC
CD105 PC7
CD90 PC5.5
LIN APC-A750
HLA-DR ECD

2.2.2.3. Insan Adipoz Doku Tiirevli Mezenkimal Kok Hiicrelerin CFU Analizi

Insan ADMKH’lerin belirleyici 6zelliklerinden biri olan koloni olusturma
yetenekleri, CFU analizi yapilarak incelendi. Hiicre kiiltiiriinlin 14. giiniinde olan ve
%380 bolluga ulasan hiicreler tripsin ile kaldirildi. Kaldirilan hiicreler, hiicre miktar
100 ve 10000 olacak sekilde 6’l1 kuyucuklara ekildi. Hiicreler tutunduktan sonra
%0,5’1lik kristal viyole ile 10 dakika boyandi.
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2.2.3. Insan Adipoz Doku Tiirevli Mezenkimal Kok Hiicrelerin Adipojenik,
Osteojenik ve Kondrojenik Hiicrelere Farkhilastirilmasi

Insan ADMKH’ler standart hiicre kiiltiirii kosullarinda %80 bolluga ulasincaya
kadar kiiltiire edildikten sonra adipojenik, osteojenik ve kondrojenik farklilasmanin
her biri i¢in 6zel indiiksiyon besiyerleri kullanilarak farklilagtirildi. Farklilagan
hiicreler, indiiksiyon sonunda toplanarak housekeeping/referans gen analizlerinde

kullanildi.

2.2.3.1. insan Adipoz Doku Tiirevli Mezenkimal Kok Hiicrelerin Adipojenik

Hiicrelere Farkhlastirilmasi

Hiicre kiiltiiriiniin 7. gilinlinde %80 bolluga ulasan ADMKH’lerin besiyeri,
adipojenik besiyeri ile degistirilerek adipojenik indiiksiyon baslatildi.

Adipojenik besiyeri olarak %10 FBS, %1 P/S, %1 L-glutamin, 1 uM
deksametazon, 0.5 mM 3-lIsobutyl-1-methylxanthine (IBMX), 10 uM insan insiilini
(Humulin-N) ve 0.2 mM indometazin ile desteklenen yiiksek glikozlu DMEM
(DMEM-HG) kullanildi. Indiiksiyonun 21. giiniinde farklilastirma sonlandirild1 ve
hiicreler toplandi. Toplanan hiicre drnekleri housekeeping/referans gen analizlerinde

kullanildi.

Insan ADMKH’lerin adipojenik farklilasmasi, indiiksiyonun 7, 14 ve 21.

giinlerinde invert mikroskop araciligiyla goriintiilendi.

2.2.3.2. insan Adipoz Doku Tiirevli Mezenkimal Kok Hiicrelerin Osteojenik

Hiicrelere Farkhlastirilmasi

Hiicre kiiltiiriintin 7. gliniinde %380 bolluga ulasan ADMKH’lerin besiyeri,

osteojenik besiyeri ile degistirilerek osteojenik indiiksiyon baglatildi.
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Osteojenik besiyeri olarak %10 FBS, %1 P/S, %1 L-glutamin, 10 nM
deksametazon, 10 mM p-gliserofosfat ve 50 puM L-askorbik asit 2-fosfat ile
desteklenen diisiik glikozlu DMEM (DMEM-LG) kullanildi. Indiiksiyonun 28.
giinlinde farklilastirma sonlandirildi ve hiicreler toplandi. Toplanan hiicre ornekleri

housekeeping/referans gen analizlerinde kullanildi.

Insan ADMKH’lerin osteojenik farklilasmasi, indiiksiyonun 7, 14, 21 ve 28.

giinlerinde invert mikroskop araciligiyla goriintiilendi.

2.2.3.3. insan Adipoz Doku Tiirevli Mezenkimal Kok Hiicrelerin Kondrojenik

Hiicrelere Farkhlastirilmasi

Hiicre kiiltiiriiniin 7. giiniinde %80 bolluga ulasan ADMKH’ler, tripsinlenerek
kiiltiir kaplarindan kaldirildi ve 1500 rpm’de 11 dakika santrifiij edildi. Santrifiijden
sonra slipernatant atildi ve olusan hiicre peletinin ¢oziilmemesine dikkat edilerek

tizerlerine kondrojenik besiyerleri eklendi.

Kondrojenik besiyeri olarak %10 FBS, %1 P/S, %1 L-glutamin, 50 pg/mL L-
askorbik asit 2-fosfat, 10 ng/mL déniistiiriicii biiyiime faktdrii-B3, 107 M
deksametazon, 100 ng/mL kemik morfojenik proteini 6, %1°1lik ITS ¢6zeltisi (5 pg/mL
instilin, 5 pg/mL transferin, 5 pg/mL selenoz asit) ve %1 esansiyel olmayan amino asit
ile desteklenen yiiksek glikozlu DMEM (DMEM-HG) kullanildi. Indiiksiyonun 31.
giinlinde farklilagtirma sonlandirildi ve hiicreler toplandi. Toplanan hiicre 6rnekleri

housekeeping/referans gen analizlerinde kullanildi.

2.2.4. Housekeeping/Referans Gen Analizleri

Insan ADMKH’lerin ¢ogalmasi, adipojenik, osteojenik ve kondrojenik
farklilasmasi sirasinda housekeeping/referans genlerin ekspresyon kararliliklarinin

degerlendirilebilmesi i¢in her indiiksiyonun sonunda toplanan hiicrelerin {izerine 100
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ul RNAlater® soliisyonu eklendi ve hiicre peleti nazik bir sekilde pipetlenerek ¢oziildii.
RNAlater® soliisyonunun eklenmesi, hiicrelerdeki RNA yapismin ve biitiinliigiiniin
korunmasini sagladi. RNAlater® soliisyonu eklenen hiicreler +4°C’de 16-18 saat

bekletildikten sonra -80°C’ye konuldu.

2.2.4.1. mRNA izolasyonu

Housekeeping/referans gen analizlerinde kullanilacak mRNA &rnekleri, High
Pure RNA izolasyon kiti kullanilarak hiicrelerden izole edildi. Takip edilen protokol

asagida aciklanmistir.

Hiicre 6rnekleri -80°C’den alindi. Alinan Ornekler ¢oziindiikten sonra 10.000

rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiijden sonra siipernatant dokiildii.

Hiicre peletinin lizerine 200 pl PBS eklenerek pelet ¢oziildii. Coziilen hiicre

slispansiyonuna 400 pl lizis baglanma tamponu eklendi ve 15 saniye vortekslendi.

Ornekler high pure filtreli tiiplere aktarildi. Aktarilmadan 6nce high pure filtreli
tiip bit toplama tilipiiniin i¢ine yerlestirilir. Bu tiipin hacmi maksimum 700 pl’dir.

Ornekler high pure filtreli tiipiin {ist kismina pipetlendi.

High pure filtreli tiip 2 ml’lik bir ependorf tiipiline yerlestirildi ve 8000 g’de 15
saniye santrifiij edildi. Filtreli tiip toplama tiipiinden alindi ve silipernatant

uzaklastirildi. Filtreli tiip ve toplama tiipii tekrar birlestirildi.

Her 6rnege 90 pl DNaz inkiibasyon tamponu ve 10 ul DNaz eklendi, nazik bir
bicimde karistirildi ve filtreli tiipteki karisim pipetlendi. 15-25°C’de 15 dakika inkiibe
edildi.
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Inkiibasyonun sonunda 500 ul yikama tamponu I filtreli tiipe eklendi ve 8000
g’de 15 saniye santrifiij edildi. Santrifiijden sonra siipernatant uzaklastirildi. mRNA'lar

filtreli tiipte toplandi. Filtreli tiip ve toplama tiipii tekrar birlestirildi.

500 pl yikama tamponu II eklendi ve 8000 g’de 15 saniye santrifiij edildi.
Santrifiijden sonra siipernatant uzaklastirildi. Filtreli tiip ve toplama tiipii yeniden

birlestirildi.

200 pl yikama tamponu II eklendi ve 2 dakika maksimum hizda (13.000 g)
santrifiij edildi. Bu sekilde biitiin yikama tamponu kirliliginin uzaklastirilmasi

saglandi.

Toplama tiipti atildi. Filtreli tiip yeni, steril bir 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine
aktarildi. mRNA'nin ayristirilmast i¢cin 50-100 pl eliisyon tamponu eklendi ve 8000
g’de 1 dakika santrifiij edildi.

Santrifiijden sonra filtreli tiipteki mRNA ornekleri, mikrosantrifiij tiipiinde
toplandi. Elde edilen mRNA o6rneklerinin miktarlar1 ve safliklar1 SpectraMax® M5
Multi-Mode Mikroplaka Okuyucu ile (Molecular Devices, ABD) ile belirlendi.

2.2.4.2. mRNA Miktar1 ve Safiginin Belirlenmesi

Izole edilen mRNA 6rneklerinin miktar1 ve safligi SpectraMax® M5 Multi-
Mode Mikroplaka Okuyucu cihazi ile 6lgiilerek kontrol edildi. mRNA absorbans
degerinin (A2e60/A2g0) 1.8-2.2 araliginda olmasi, mRNA o6rneklerinin saf oldugunu

gostermektedir.
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2.2.4.3. Agaroz Jel Elektroforezi

izole edilen mRNA 6rneklerinin yapisal biitiinliigii ve kalitesi, %2’lik agaroz jel
elektroforezi ile kontrol edildi. Bu amagla 2 gram agaroz, 100 ml TBE (1X)
soliisyonunda ¢d6ziildii. Cozililen agaroz ve TBE soliisyonuna 5 pl etidyum bromiir
(EtBr) eklendi ve iyice karistirildi. mRNA 6rneklerinden 3 pl, yiikleme boyasindan 5
ul alinarak hazirlanan 6rnek-boya karigimi %2’lik agaroz jele yiiklendi. 150 Voltta 45

dakika yiirtitiildiikten sonra goriintiilendi.

2.2.4.4. cDNA Sentezi

MRNA orneklerinden cDNA sentezi Transcriptor High Fidelity cDNA sentez
Kiti kullanilarak gergeklestirildi. Uygulanan protokol asagida detayli bir bigimde
aciklandi.

cDNA sentezine baslamadan dnce donmus reaktiflerin tamami ¢oziildi. Coziilen
reaktifler kisa bir siire santrifiij edildi. Reaksiyonlar hazirlanirken biitiin reaktifler

buzda tutuldu.

Steril, niikleaz free, ince duvarli bir PCR tiipiine kalip-primer karisimi
hazirlandi. Karisim hazirlanirken PCR tiipi buza konuldu. 20 ul’lik bir cDNA

reaksiyonu icin eklenen bilesenler ve miktarlar1 ¢izelge 2.4.’te gosterildi.

Cizelge 2.4. cDNA Sentezinde Kalip-Primer Karisimi (1 reaksiyon igin)

Bilesen Hacim Final Konsantrasyonu
Total RNA Degisken 1ng-4pug
Anchored-oligo(dT)1g Primer, 50 pmol/ul 1 ul 2.5 uM
Random Hexamer Primer, 600 pmol/pl 2 ul 60 UM
Su Degisken Toplam hacme bagh
Total Hacim 11.4 ul
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Kalip-primer karigimi 65°C’de, 10 dakika, kapak 1sitilmis bir sekilde termal
dongii cihazinda (BioRad Thermal Cycler T100, ABD) denatiire edildi. Bu sekilde
RNA ikincil yapilarinin denatiire olmasi saglandi. 10 dakikanin sonunda reaksiyon

tiipti buza konularak reaksiyon durduruldu.

Kalip-primer karisimmna diger bilesenler eklenerek master mix hazirland.

Master mix’e eklenen bilesenler ¢izelge 2.5.°te gosterildi.

Cizelge 2.5. Master Mix Bilesenleri ve Miktarlar1

Bilesen Hacim Final Konsantrasyonu
Transcriptor High Fidelity Ters Transkriptaz 4 ul 1 x (8 mM MgCly)
Reaksiyon Tamponu, 5X kons.
Koruyucu RNaz Inhibitérii, 40 U/pl 0.5 ul 20U
Deoksiniikleotit Karisimi, 10 mM 2 ul 1mM
DTT 1 pl 5mM
Transcriptor High Fidelity Ters Transkriptaz 1.1 pl 22U
Final Hacmi 20 ul

Tiipteki reaktifler dikkatli bir sekilde karistirildi ve tekrar termal dongii cihazina
yerlestirildi. 10-30 dakika, 45-55°C’de inkiibe edildi.

Sonrasinda Transcriptor High Fidelity Ters Transkriptaz enzimi, 85°C’de, 5
dakika 1sitilarak inaktive edildi. Tip buza konularak reaksiyon durduruldu. Bu
asamada reaksiyon tiipleri +4°C’de 1-2 saat, -15 - -25°C’de ise daha uzun siireli
saklanabilmektedir.

Elde edilen cDNA o6rnekleri, qRT-PCR analizinde kullanildi. Son reaksiyon
hacmi 20-50 pl olan qRT-PCR reaksiyonu i¢in 1-5 pl cDNA 6rnegi kullanildi.
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2.2.4.5. Kantitatif Es Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu

cDNA &rneklerinden Kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu LightCycler® 480
Probes Master protokoliine gore gergeklestirildi. Uygulanan protokol asagida detayl
bir bigimde agiklandi.

Soliisyonlar kullanilmadan once mikrosantrifiijde kisa bir siire karistirildi.
Karigtirilan soliisyonlar buz iizerinde yavasga pipetlendi. PCR primerlerini ve hidroliz

probunu iceren 10X konsantrasyonlu bir soliisyon hazirlandi.

20 pl’lik bir qRT-PCR reaksiyonu i¢in PCR karisimina eklenen bilesenler ve

miktarlart ¢izelge 2.6.’da gosterildi. PCR karigimi, buz tizerinde hazirlandi.

Cizelge 2.6. PCR Karisimina Eklenen Bilesenler ve Miktarlari

Bilesen Hacim
dH20 3ul
Primer-prob karigimi, 10X kons. 2 ul
LightCycler® 480 Probes Master, 2X kons. 10 pl
Total Hacim 15 ul

Hazirlanan PCR karisimi dikkatli bir sekilde pipetlendi. Bu asamada PCR

karigimi, vortekslenmemelidir.

LightCycler® 480 Cok Kuyulu Plakanin her bir kuyusuna 15 ul PCR karisimi
konuldu ve her bir kuyuya 5 pl cDNA 6rnegi eklendi. Optik yapiskan film ile plakanin
uistii kapatildi.

Cok Kuyulu Plaka, LightCycler® 96 Real-Time PCR System (Roche, ABD)
cihazina yerlestirildi ve uygun kosullarda reaksiyon baglatildi. qRT-PCR reaksiyonu
icin kullanilan dongii kosullar1 ¢izelge 2.7.’de gosterildi.
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Cizelge 2.7. qRT-PCR’da Kullanilan Dongii Kosullar

Program Ad1 Dongii Sayisi Analiz Yontemi Sicakhik Zaman
Inkiibasyon Oncesi | 1 Higbiri 95°C 10 dakika
Amplifikasyon 45 Kuantifikasyon 95°C 10 saniye

60°C 30 saniye
72°C 1 saniye
Sogutma 1 Higbiri 40°C 30 saniye

gRT-PCR reaksiyonu bittikten sonra elde edilen veriler, LightCycler® 96 Real-

Time PCR System cihazinda bulunan yazilim programi kullanilarak analiz edildi.

2.2.4.6. Gen Stabilitesinin incelenmesi ve istatiksel Analizler

Housekeeping/referans genlerin ekspresyon kararliliklar1 karsilastirmali delta Ct

yontemi ve farkli bir algoritmaya dayali olan NormFinder yazilimi kullanilarak

degerlendirildi. Orneklerin tamamu igin iiglii tekrar yapildi.
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3. BULGULAR

3.1. Insan Adipoz Doku Tiirevli Mezenkimal Kok Hiicrelerin Karakterizasyonu

Ticari agidan mevcut olan ve satin alinan insan adipoz doku tiirevli mezenkimal
kok hiicrelerin  temel mezenkimal kok hiicre Ozelliklerini  tasidiklarinin
belirlenebilmesi amaciyla ii¢lii soya farklilasma, akim sitometri ve CFU analiz

yontemleri kullanildi.

Standart hiicre kiiltiirii kosullarinda kiiltiire edilen insan adipoz doku tiirevli
mezenkimal kok hiicrelerin morfolojisi invert mikroskobu araciligiyla goriintiilendi.
Kiiltiirti yapilan hiicrelerin kiiltiir kabinin tabanina yapistiklari, fibroblastik hiicre
morfolojisine sahip olduklar1 ve 7. giinden itibaren ¢ogalmaya basladiklar1 goriildii
(Sekil 3.1.).

Sekil 3.1. P8’deki insan adipoz doku tiirevli mezenkimal kdk hiicrelerin invert mikroskop goriintiileri

3.1.1. insan Adipoz Doku Tiirevli Mezenkimal Kok Hiicrelerin Uclii Soya

Farkhlastirilmasi Bulgularn

Kiiltirti  yapilan insan adipoz doku tiirevli mezenkimal kok hiicrelerin
adipojenik, osteojenik ve kondrojenik farklilasma potansiyelleri, in vitro ortamda

incelendi. Hiicrelerin 7-31 giinliik adipojenik, osteojenik ve kondrojenik indiiksiyonu
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sonrasinda adipojenik, osteojenik ve kondrojenik hiicrelere farklilastigi goriildii.

Hiicrelerin farklilagsmasi invert mikroskobu araciliiyla goriintiilendi (Sekil 3.2.).

3.1.1.2. Uclii Soy Farklilasmasinin Histokimyasal Bulgular

Uglii soya farklilagtirilan insan ADMKHleri indiiksiyonlarin belirli giinlerinde
toplandi. Toplanan hiicre 6rnekleri sirasiyla adipojenik, osteojenik ve kondrojenik
indiiksiyon i¢in 6zel olan Oil kirmiz1 O, Alizarin kirmizi ve Alsiyan mavi boyalari ile

boyanarak 151k mikroskobunda goriintiilendi.

Hiicrelerin adipojenik indiiksiyon sonrasinda Oil kirmiz1 O boyasi ile pozitif
boyanmasi1 adipojenik farklilagmanin gergeklestigini dogrularken; hiicrelerin
osteojenik indiiksiyon sonrasinda Alizarin kirmizi boyasi ile boyanmasi hiicrelerde
kalsiyum birikiminin oldugunu ve osteojenik farklilasmanin gerceklestigini dogruladi
(Sekil 3.2.)

Sekil 3.2. Insan adipoz doku tiirevli mezenkimal kok hiicrelerin in vitro ortamda iiclii soya farklilagma

goriintiileri (a: Adipojenik farklilagma; b: Osteojenik farklilasma)

3.1.2. insan Adipoz Doku Kaynakli Mezenkimal Kok Hiicrelerin Akim Sitometri

Analizi Bulgular:

P8’deki insan adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin akim sitometri

analizi sonucunda mezenkimal kok hiicre belirteclerinden olan CD29, CD133, CD105
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ve CD90 yiizey antijenlerini pozitif yonde eksprese ettigi; CD34, LIN ve HLA-DR
yiizey antijenlerini ise negatif yonde eksprese ettigi belirlendi. Bu hiicrelerin akim

sitometri analizi bulgular ¢izelge 3.1., sekil 3.3. ve 3.4."te gosterildi.

Cizelge 3.1. insan adipoz doku tiirevli mezenkimal kok hiicrelerin akim sitometri analizi bulgulart

YUZEY BELIRTECLERI ORAN (%) POZITIF / NEGATIF

CD29 % 99.82 POZITIF

CD133 % 99.83 POZITIF

CD90 % 99.50 POZITIF

CD105 % 99.90 POZITIF

CD34 % 0.23 NEGATIF

LIN % 0.32 NEGATIF

HLA-DR % 0.46 NEGATIF
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Sekil 3.3. Insan adipoz doku tiirevli mezenkimal kok hiicrelerin akim sitometrik karakterizasyonu
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Sekil 3.4. Insan adipoz doku mezenkimal kok hiicrelerin akim sitometri analizinden elde edilen

histogram bulgular1



3.1.3. insan Adipoz Doku Tiirevli Mezenkimal Kok Hiicrelerin CFU Analizi
Bulgular:

Insan adipoz doku tiirevli mezenkimal kok hiicrelerin koloni olusturma
yetenekleri CFU analizi yapilarak degerlendirildi. Kiiltiir kabina 100 ve 10.000 hiicre
olacak sekilde ekilen mezenkimal kok hiicrelerin CFU analizi sonucunda koloni

olusturma yetenegine sahip olduklari gorildi (Sekil 3.5.).

10 000 hiicre)

3.2. Insan Adipoz Doku Tiirevli Mezenkimal Kok Hiicrelerin Adipojenik,

Osteojenik ve Kondrojenik Hiicrelere Farkhilastirilmasi

Standart kiiltiir kosullarinda g¢ogaltilan P8’deki insan adipoz doku tiirevli
mezenkimal kok hiicreler, %80 bolluga ulastiktan sonra farklilagma besiyerleri
kullanilarak adipojenik, osteojenik ve kondrojenik hiicrelere farklilagtirildi. Hiicrelerin
farklilagmasi, indiiksiyonlarin belirli giinlerinde ¢ekilen invert mikroskop goriintiileri

ile dogruland.

3.2.1. insan Adipoz Doku Tiirevli Mezenkimal Kok Hiicrelerin Adipojenik

Hiicrelere Farkhlastirilmasi

Hiicre kiiltiiriiniin 7. giintinde %80 bolluga ulasan ADMKH’lerin besiyeri,
adipojenik besiyeri ile degistirilerek adipojenik indiiksiyon baslatildi. Indiiksiyonun
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21. giiniinde farklilastirma sonlandirildi ve hiicreler toplandi. Hiicrelerin farklilagsmasi

invert mikroskop goriintiileri ile kontrol edildi.

3.2.1.1. invert Mikroskop Bulgular

Insan ADMKH’lerin adipojenik farklilasmasi, indiiksiyonun 7, 14 ve 21.

giinlerinde invert mikroskop araciligryla goriintiilendi. Elde edilen invert mikroskop

goriintlilerinde, indiiksiyonun 7. giiniinden itibaren yag damlaciklarinin olusmaya

basladig1 gozlendi (Sekil 3.6.).

Sekil 3.6. In vitro ortamda adipojenik hiicrelere farklilasan insan adipoz doku tiirevli mezenkimal kék
hiicrelerin invert mikroskop goriintiileri (a: 7. giin; b: 14. giin; c: 21. giin)

3.2.2. insan Adipoz Doku Tiirevli Mezenkimal Kok Hiicrelerin Osteojenik

Hiicrelere Farkhlastirilmasi

Hiicre kiiltiiriiniin 7. gilinlinde %80 bolluga ulasan ADMKH’lerin besiyeri,
osteojenik besiyeri ile degistirilerek osteojenik indiiksiyon baslatildi. Indiiksiyonun
28. giiniinde farklilagtirma sonlandirildi ve hiicreler toplandi. Hiicrelerin farklilagmasi

invert mikroskop goriintiileri ile kontrol edildi.
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3.2.2.1. invert Mikroskop Bulgular1

Insan ADMKH’lerin osteojenik farklilagmasi, indiiksiyonun 7, 14, 21 ve 28.
glinlerinde invert mikroskop araciligiyla goriintiilendi. Elde edilen invert mikroskop
goriintlilerinde, indiiksiyonun 21. giinlinde kalsiyum fosfat kristallerinin olustugu

goriilmektedir (Sekil 3.7.).

.
Sekil 3.7. in vitro ortamda osteojenik hiicrelere farklilasan insan adipoz doku tiirevli mezenkimal k&k
hiicrelerin invert mikroskop goriintiileri (a: 7. giin; b: 14. giin; c: 21. giin; d: 28. giin)

3.3. Housekeeping/Referans Gen Analizleri

3.3.1. mRNA izolasyonu Bulgular

High Pure RNA izolasyon kiti kullanilarak P8 ADMKH’lerden, adipojenik,

osteojenik ve kondrojenik indiiksiyon sonunda toplanan hiicrelerden elde edilen
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mRNA orneklerinin miktari, SpectraMax® M5 Multi-Mode Mikroplaka Okuyucu
cihaz1 ile dlgiilerek kontrol edildi (Cizelge 3.2.). Izole edilen mRNA 6rneklerinin
yapisal biitiinliigii ise agaroz jel elektroforezi ile incelendi (Sekil 3.8.). Bu analizler
sonucunda mRNA orneklerinin ¢aligilabilir miktarda elde edildigi ve yapisal

biitiinliiklerini korudugu anlagildu.

Cizelge 3.2. mRNA o6rneklerinin konsantrasyon miktarlari

mRNA Ornekleri Konsantrasyon Miktarlar:
P8 ADMKH (Kontrol) 31,97 ng/pl
Adipojenik Indiiksiyon (AI) 10,3 ng/ul
Osteojenik Indiiksiyon (OI) 32,73 ng/ul
Kondrojenik Indiiksiyon (KI) 35,7 ng/ul

Sekil 3.8. mRNA 6rneklerinin %2’lik agaroz jel goriintiisii

3.3.2. Kantitatif Ey Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu Bulgulari

P8 ADMKH’ler, adipojenik, osteojenik ve kondrojenik indiiksiyon sonunda
toplanan hiicrelerden elde edilen mRNA o6rnekleri, Transcriptor High Fidelity cDNA
Synthesis Kiti kullanilarak komplementer DNA’ya (cDNA) cevrildi. Sentezlenen
cDNA 6rnekleri, qRT-PCR analizlerinde kullanildi. insan ADMKHlerin adipojenik,
osteojenik ve kondrojenik farklilagmasi sirasinda housekeeping/referans genlerin
ekspresyonlarindaki degisimleri belirleyebilmek i¢in qRT-PCR analizi gergeklestirildi
ve biitiin ornekler ti¢ tekrarl ¢aligildi. cDNA ornekleri 96 kuyulu plakalara yiiklendi
ve LightCycler® 96 Real-Time PCR Sistemi kullanilarak housekeeping/referans

genlerin ekspresyon seviyelerindeki degisiklikler analiz edildi.

Herbir 6rnegin tiglii biyolojik tekrarlarindan elde edilen Ct (Cycle threshold)
degerleri (Cizelge 3.3, Sekil 3.9), karsilastirmali delta Ct yontemi (2°CT) ve
NormFinder analiz yontemi kullanilarak degerlendirildi. Boylece
housekeeping/referans genlerin insan ADMKH’lerin adipojenik, osteojenik ve

kondrojenik farklilagmas1 sirasindaki ekspresyon stabiliteleri belirlendi.
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Cizelge 3.3. Housekeeping/referans genlerin LightCycler® 96 Real-Time PCR Sistemi kullanilarak elde
edilen ortalama Ct degerleri

Ortalama Ct Degerleri
Housekeeping / Kontrol insan Osteojenik Adipojenik Kondrojenik
Referans Gen ADMKH Farkhilagsma Farkhilasma Farkhilagsma
RPLPO 18,67 20,7 18,88 22,72
PPIA 21,34 24,28 19,19 25,47
B2M 20,05 23,19 20,17 26,09
RPL13A 19,26 22,71 21 23,23
HPRT1 28,11 32,9 30,2 31,34
TBP 29,95 30,62 27,34 33,74
GUSB 28,47 33,24 30,68 30,75
EFla 17,89 22 19,42 22,01
YWHAZ 24,04 29,54 27,04 27,87
UBC 21,76 28,6 26,52 30,8
18S rRNA 13,55 15,47 12,3 17,52
GAPDH 29,4 26,53 30,97 30,24
ACTB 17,22 25,26 18,47 23,36
35 -
= 30 1 —1
[$] p-
S 25 T ~
g ~ -
S 20
<
£ 15
£
5 10
5
0
P T DT OXL DL LR
VP PRI ESF NN
S % <§\» & <% ﬁ °§>§ QVS N

= Kontrol Insan ADMKH
= Adipojenik Farklilagma

N

m Osteojenik Farklilasma

Kondrojenik Farklilagma

Sekil 3.9. Deney gruplarinin tamaminda housekeeping/referans genlerin qRT-PCR ydnteminden elde
edilen ortalama Ct degerlerinin grafiksel gdsterimi
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3.3.2.1. Karsilastirmah Delta Ct Yontemi Bulgular:

Insan ADMKH’lerinin osteojenik, adipojenik ve kondrojenik farklilasmasi
sirasinda  ekspresyonunda en az farkliligi gosteren ve en yiiksek ekspresyon
stabilitesine  sahip  housekeeping/referans  genlerin  tanimlanabilmesi igin
karsilagtirmali delta Ct yontemi kullanildi. Bu yontemde kontrol insan ADMKH,
osteojenik, adipojenik ve kondrojenik farklilasma orneklerinin tamaminda her bir
housekeeping/referans gen diger housekeeping/referans genlerle karsilastirilarak
ortalama delta Ct degerleri ve bu degerlere gore standart sapma degerleri hesaplandi
(Cizelge 3.4, 3.5, 3.6, 3.7, 3.8, Sekil 3.10, 3.12, 3.14, 3.16, 3.18). Her bir o6rnekteki
housekeeping/referans gen icin tek tek standart sapma degerlerinin aritmetik
ortalamast alindi ve bulunan ortalama standart sapma degerlerine gore
housekeeping/referans genler siralandi (Sekil 3.11, 3.13, 3.15, 3.17, 3.19). Standart
sapma degeri en diisiik olan housekeeping/referans gen ekspresyonunda en az
degiskenlik gosteren ve en yiliksek ekspresyon stabilitesine (kararliligina) sahip gen
olarak tanimlanmigtir. Standart sapma degeri en yiiksek olan housekeeping/referans
gen ise ekspresyonunda en yiiksek degiskenlik gosteren ve en diisiik ekspresyon
stabilitesine (kararliligina) sahip gen olarak belirlenmistir. (Ortalama standart sapma
degeri diistiikge housekeeping/referans genin ekspresyon stabilitesi/kararliligi
artmaktadir.)
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Cizelge 3.4. Kontrol insan ADMKH’lerde karsilastirmali delta Ct yontemi kullanilarak elde edilen
ortalama delta Ct ve standart sapma degerleri

Kontrol insan ADMKH'ler i¢in Karsilastirmah Delta Ct Yontemi
Karsilastirilan Gen Ortalama Delta Ct Degeri Ortalama Standart Sapma
RPLPO 3,474551223 0,591532343
PPIA 22,47367689 3,776216828
B2M 9,176573127 1,557142564
RPL13A 5,261000945 0,863920511
HPRT1 2474,047038 430,4849748
TBP 8857,559713 1541,262347
GUSB 3175,266392 552,4743104
EFla 1,97485888 0,301978527
YWHAZ 147,2169458 25,58936324
UBC 30,23245238 5,209956979
18S rRNA 0,018458819 0,008479977
GAPDH 6049,876767 1052,737492
ACTB 1,217680546 0,204159769

Kontrol insan ADMKH'ler icin Karsilastirmah Delta
Ct Yontemi
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Sekil 3.10. Kontrol insan ADMKH’lerde her bir housekeeping/referans genin diger
housekeeping/referans genler ile karsilastirilmasi sonucu elde edilen ortalama delta Ct ve standart
sapma degerleri arasindaki farkliliklarin grafiksel gosterimi
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Sekil 3.11. Kontrol insan ADMKH’lerinde karsilastirmali delta Ct yonteminden elde edilen ortalama

standart sapma degerlerine gore housekeeping/referans genlerin ekspresyon stabiliteleri

Cizelge 3.5. Insan ADMKH’lerinin osteojenik farklilasmasi sirasinda karsilastirmah delta Ct yontemi
kullanilarak elde edilen ortalama delta Ct ve standart sapma degerleri

Osteojenik Farklilagsma Sirasinda Karsilastirmah Delta Ct Yontemi
Karsilastirilan Gen Ortalama Delta Ct Degeri Ortalama Standart Sapma

RPLPO 3,247873859 0,191602382
PPIA 39,68318637 2,18182507

B2M 18,62919041 1,071931411
RPL13A 13,33309566 0,771473678
HPRT1 15672,60788 908,2990541
TBP 3226,774334 186,7577138
GUSB 19837,72966 1149,688439
EFla 8,118608112 0,475345597
YWHAZ 1526,367486 88,45805951
UBC 795,55107 46,08828509
18S rRNA 0,005363659 0,001335251
GAPDH 187,6975789 9,118407146
ACTB 78,48659049 4,52640942
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Osteojenik Farklilasma Sirasinda Karsilastirmah

Delta Ct Yontemi
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Sekil 3.12. insan ADMKH’lerin osteojenik farklilasmasi sirasinda her bir housekeeping/referans genin
diger housekeeping/referans genler ile karsilastirilmasi sonucu elde edilen ortalama delta Ct ve standart
sapma degerleri arasindaki farkliliklarin grafiksel gosterimi

Osteojenik Farklilasma Sirasinda
Housekeeping/Referans Genlerin Stabilitesi
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Sekil 3.13. insan ADMKH’lerin osteojenik farklilasmas: sirasinda karsilastirmali delta Ct yonteminden
elde edilen ortalama standart sapma degerlerine gore housekeeping/referans genlerin ekspresyon
stabiliteleri
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Cizelge 3.6. Insan ADMKH’lerinin adipojenik farklilasmasi sirasinda karsilagtirmali delta Ct yontemi
kullanilarak elde edilen ortalama delta Ct ve standart sapma degerleri

Adipojenik Farklilagsma Sirasinda Karsilastirmah Delta Ct Yontemi
Karsilagtirilan Gen Ortalama Delta Ct Degeri Ortalama Standart Sapma
RPLPO 8,342945686 0,655850409
PPIA 10,36125553 0,800954908
B2M 20,46979609 1,463523824
RPL13A 36,54564428 2,882929615
HPRT1 21542,56004 1697,485887
TBP 2942,989003 191,8038878
GUSB 30046,38205 2367,560407
EFla 12,16852235 0,963372182
YWHAZ 2410,067552 189,9091583
UBC 1680,687083 132,4270815
18S rRNA 0,004850016 0,002299006
GAPDH 36735,93472 2894,670099
ACTB 6,258422423 0,494472914

Adipojenik Farklilasma Sirasinda Karsilastirmah
Delta Ct Yontemi
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Sekil 3.14. insan ADMKH’lerin adipojenik farklilagsmasi sirasinda her bir housekeeping/referans genin
diger housekeeping/referans genler ile karsilastirilmasi sonucu elde edilen ortalama delta Ct ve standart
sapma degerleri arasindaki farkliliklarin grafiksel gosterimi
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Sekil 3.15. insan ADMKH’lerin adipojenik farklilagmasi sirasinda karsilastirmali delta Ct yonteminden
elde edilen ortalama standart sapma degerlerine gore housekeeping/referans genlerin ekspresyon

stabiliteleri

Cizelge 3.7. Insan ADMKH’lerinin kondrojenik farklilasmasi sirasinda karsilastirmali delta Ct yontemi
kullanilarak elde edilen ortalama delta Ct ve standart sapma degerleri

Kondrojenik Farklilagsma Sirasinda Karsilastirmali Delta Ct Yontemi
Karsilastirilan Gen Ortalama Delta Ct Degeri Ortalama Standart Sapma
RPLPO 3,402042309 0,529519966
PPIA 23,36468018 3,626279336
B2M 35,95570263 5,593984555
RPL13A 4,87962443 0,757857669
HPRT1 1371,37483 213,2757994
TBP 7238,545425 1125,878438
GUSB 911,0385229 141,7033155
EFla 2,044753793 0,305996447
YWHAZ 123,6835002 19,23072099
UBC 943,1630716 146,6762893
18S rRNA 0,011064616 0,004319156
GAPDH 631,6952894 85,46913631
ACTB 5,347291726 0,825018979
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Kondrojenik Farklilasma Sirasinda Karsilastirmah
Delta Ct Yontemi
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Sekil 3.16. Insan ADMKH’lerin kondrojenik farklilasmasi sirasinda her bir housekeeping/referans
genin diger housekeeping/referans genler ile karsilastirilmasi sonucu elde edilen ortalama delta Ct ve
standart sapma degerleri arasindaki farkliliklarin grafiksel gosterimi

Kondrojenik Farkhilasma Sirasinda
Housekeeping/Referans Genlerin Stabilitesi
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Sekil 3.17. Insan ADMKH’lerin kondrojenik farklilagsmasi sirasinda karsilastirmali delta Ct
yonteminden elde edilen ortalama standart sapma degerlerine gore housekeeping/referans genlerin
ekspresyon stabiliteleri

60



Cizelge 3.8. Deney gruplarmin tamaminda (kontrol insan ADMKH, osteojenik, adipojenik ve
kondrojenik farklilagma) karsilagtirmali delta Ct yontemi kullanilarak elde edilen ortalama delta Ct ve

standart sapma degerleri

Deney Gruplarimin Tamaminda Karsilastirmah Delta Ct Yontemi
Karsilastirilan Gen Ortalama Delta Ct Degeri Ortalama Standart Sapma
RPLPO 4,616853269 0,492126275
PPIA 23,97069974 2,596319035
B2M 21,05781557 2,421645588
RPL13A 15,00484133 1,319045368
HPRT1 10265,14745 812,3864289
TBP 5566,467119 761,4255966
GUSB 13492,60416 1052,856618
EFla 6,076685783 0,511673188
YWHAZ 1051,833871 80,79682551
UBC 862,4084192 82,60040323
18S rRNA 0,009934277 0,004108347
GAPDH 10901,30109 1010,498783
ACTB 22,8274963 1,51251527
Deney Gruplarinin Tamaminda Karsilastirmah Delta
Ct Yontemi
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Sekil 3.18. Deney gruplarinin tamaminda (kontrol insan ADMKH, osteojenik, adipojenik ve
kondrojenik farklilagsma) her bir housekeeping/referans genin diger housekeeping/referans genler ile
karsilastirilmas: sonucu elde edilen ortalama delta Ct ve standart sapma degerleri arasindaki
farkliliklarin grafiksel gdsterimi
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Deney Gruplarinin Tamaminda
Housekeeping/Referans Genlerin Stabilitesi
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Sekil 3.19. Deney gruplarimin tamaminda (kontrol insan ADMKH, osteojenik, adipojenik ve
kondrojenik farklilasma) karsilastirmali delta Ct yonteminden elde edilen ortalama standart sapma
degerlerine gore housekeeping/referans genlerin ekspresyon stabiliteleri

3.3.2.2. NormFinder Analiz Yontemi Bulgulari

Insan ADMKH’lerinin osteojenik, adipojenik ve kondrojenik farklilasmasi
sirasinda ekspresyon seviyeleri en az degisen ve en yiiksek ekspresyon stabilitesine
sahip housekeeping/referans genlerin belirlenmesinde, bir diger yontem olarak
NormFinder analizi kullanildi. Bu analizde, qRT-PCR yonteminden elde edilen Ct
degerleri logaritmik 6l¢iideki degerler oldugundan dogrudan kullanilamamaktadir. Bu
nedenle Ct degerleri delta Ct yontemi kullanilarak dogrusal Olcekteki degerlere
doniistiiriilmiistir  (Cizelge 3.9, Sekil 3.20). Deney gruplarindaki her
housekeeping/referans gen icin bir stabilite degeri olusturan bu analiz sayesinde,
housekeeping/referans genler ekspresyon stabilitelerine gore siralandi (Cizelge 3.10,
Sekil 3.21). Stabilite degeri en diisiik olan housekeeping/referans gen ekspresyonunda
en az degiskenlik gosteren ve en yiiksek ekspresyon stabilitesine (kararliligina) sahip
gen olarak tanimlanmistir. Stabilite degeri en yiiksek olan housekeeping/referans gen
ise ekspresyonunda en yiiksek degiskenlik gosteren ve en diisiik ekspresyon
stabilitesine (kararliligina) sahip gen olarak belirlenmistir. (Stabilite degeri diistiikge

housekeeping/referans genin ekspresyon stabilitesi/kararlilig1 artmaktadir.)
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Cizelge 3.9. Deney gruplarinin tamaminda housekeeping/referans genler i¢in delta Ct yontemi ile elde
edilen NormFinder analizinde kullanilabilecek ortalama delta Ct degerleri

Ortalama Delta Ct Degerleri

Housekeeping/ | Kontrol Insan | Osteojenik Adipojenik Kondrojenik
Referans Gen ADMKH Farkhlasma Farkhlasma Farkhilasma
RPLPO 1 0,244855074 0,864537231 0,060371021
PPIA 0,225312616 0,029360086 1 0,01286861
B2M 1 0,113439894 0,920187651 0,015197734
RPL13A 1 0,091505356 0,299369676 0,063813258
HPRT1 1 0,036146506 0,234880687 0,106579361
TBP 0,163799175 0,102948877 1 0,011841536
GUSB 1 0,036651092 0,216134308 0,205897754
EFla 1 0,057911754 0,346277367 0,057511728
YWHAZ 1 0,022097087 0,125 0,070316155
UBC 1 0,008728806 0,036906021 0,001899717
18S rRNA 0,420448208 0,111105335 1 0,02683017
GAPDH 0,136786713 1 0,046070913 0,076415017
ACTB 1 0,003799433 0,420448208 0,014179987
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Sekil 3.20. Deney gruplarinin tamaminda housekeeping/referans genler i¢in elde edilen ve NormFinder

analizinde kullanilabilecek ortalama delta Ct degerlerinin grafiksel gosterimi
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Cizelge 3.10. Deney gruplarinin tamaminda housekeeping/referans genler i¢in NormFinder analizinden

elde edilen stabilite degerleri ve genlerin siralanmasi

Stabiliteye Gore Gen Housekeeping/Referans Stabilite Degeri
Siralamasi Gen
1 EFla 0,099
2 RPL13A 0,184
3 RPLPO 0,271
4 B2M 0,493
5 PPIA 0,563
6 HPRT1 0,585
7 18S rRNA 0,594
8 UBC 0,747
9 GUSB 0,789
10 YWHAZ 0,798
11 TBP 1,079
12 ACTB 1,115
13 GAPDH 1,938
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Sekil 3.21. Deney gruplarinin tamaminda (kontrol insan ADMKH, osteojenik, adipojenik ve

kondrojenik  farklilasma) NormFinder

analizinden elde edilen

housekeeping/referans genlerin ekspresyon stabiliteleri

stabilite degerlerine

gore
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NormFinder analizi ile housekeeping/referans genlerin birbirleri arasindaki en
iyi eslesmeleri de belirlenebilmektedir. Bu analize gore deney gruplarinin tamaminda
EFla ve RPL13A housekeeping/referans genleri en iyi kombinasyona sahip ve
normalizasyonda birlikte kullanilmasi en uygun iki gen olarak belirlenmistir (Cizelge

3.11).

Cizelge 3.11. Deney gruplariin tamaminda en iyi kombinasyona sahip housekeeping/referans gen
ikilisi ve stabilite degeri

En iyi kombinasyona sahip housekeeping/referans gen ikilisi EFla ve RPL13A

En iyi kombinasyona sahip housekeeping/referans gen ikilisinin stabilite | 0,113
degeri

65




4. TARTISMA

MKH’lerin daha kolay ve fazla sayida elde edilebilmesi, ADMKH’lerin
KIMKH’lere gore daha vyiikksek cogalma yetenegine sahip olmalar1 gibi
avantajlarindan dolay: giiniimiizde adipoz doku, MKH’lerin yeni kaynag1 olarak kabul
edilmektedir (Locke ve ark., 2009 ve Zhu ve ark., 2008). ADMKH’ler kolay izole
edilebilmeleri, gii¢lii cogalma potansiyelleri ve diisiik immiinojenite sergilemeleri gibi
Ozellikleri sayesinde hiicre temelli tedaviler i¢in uygun adaylardir (Dai ve ark., 2016
ve Kim ve Sung, 2017). Ayrica hasarli dokunun tamirinde gesitli parakrin faktorler
salgilayarak immiin cevabi diizenler, anjiyogenezi uyarir ve dogrudan farklilagarak
doku tamirini devam ettirir (Gimble ve ark., 2007; Gimble ve ark., 2011 ve Park ve
ark., 2008).

Insan ADMKH’lerin parakrin faktorleri salgilamasi, anjiyogenezi uyarmasi ve
doku tamirini siirdiirmesi gibi olduk¢a 6nemli 6zelliklerinin incelenebilmesi ve bu
ozelliklerinden in vitro ortamda daha fazla yararlanilabilmesi i¢in dncelikle hiicrelerde
meydana gelen transkripsiyonel seviyedeki degisikliklerin belirlenmesi gerekir. Gen
ekspresyonlarinda meydana gelen bu degisikliklerin belirlenmesinde ise qRT-PCR
yontemi kullanilir (Curtis ve ark., 2010 ve Tratwal ve ark., 2014). Farkli deney
kosullarindan ya da ¢esitli zaman noktalarindaki farkli hiicre 6rneklerinden elde edilen
gRT-PCR sonuglarinin karsilastirilabilmesi i¢in ise normalizasyon basamagina ihtiyac
duyulur  (Sten-Straeter ve ark., 2009 ve Wong ve Medrano, 2005).
Housekeeping/referans genlerin hedef genlerle birlikte paralel dlgiilmesi 6rneklerin
normalizasyonunda en giivenilir yontem olarak kabul edilmektedir (Huggett ve ark.,
2005 ve Vandesompele ve ark., 2002). Bu strateji PCR 6ncesi ve PCR sirasinda
tanitilan degiskenlerin birgogu i¢in uygulanabilmektedir (De Spiegelaere ve ark.,
2015).

Housekeeping/referans genler biitiin hiicre ve doku tiirlerinde eksprese edilirler
ve bu genlerin ekspresyonlart her bir 6rnek ve deney kosulu icin aynidir ya da ¢ok

kiiciik bir degiskenlik gdstermektedir. Ideal bir housekeeping/referans gen biitiin hiicre
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ve dokularda bulunmali, kararli bir sekilde eksprese edilmeli ve farkli deneysel
kosullar ya da hastalik durumunda ekspresyon seviyeleri degiskenlik géstermemelidir
(Kozera ve Rapacz, 2013 ve Rebougas ve ark., 2013). Bununla birlikte yapilan
caligmalar, farkli hiicre cesitleri ve deney kosullar1 i¢in ortak bir housekeeping gen
olmadigini ve ekspresyonlarinin degistigini gostermistir (Amable ve ark., 2013; Li ve
ark., 2015 ve Ragni ve ark., 2013). Ayrica farkli deney kosullar1 altinda ayni hiicre ya
da doku tiirlerinde dahi housekeeping/referans gen stabilitesi degisebilmektedir
(Ceelen ve ark., 2011 ve Neuvians ve ark., 2005). Bu nedenle ¢alismaya baslamadan
once her bir hiicre tiirii ve deney kosulunda en stabil olan housekeeping/referans

genlerin belirlenebilmesi i¢in bir 6n ¢alisma gergeklestirilmelidir.

Bu tez calismasinda, insan ADMKH’lerinin in vitro Kkiiltiir ortaminda
cogaltilmasi, osteojenik, adipojenik ve kondrojenik farklilagmasi sirasinda yaygin
olarak kullanilan housekeeping/referans genlerin stabilitelerinin karsilastirilmas: ve
gRT-PCR verilerinin normalizasyonunda kullanilabilecek dogru, giivenilir ve en
yiiksek ekspresyon kararliligina sahip housekeeping/referans genlerin belirlenmesi
amaglanmistir. Bu amacla MKH c¢alismalarinda literatiirde yaygin olarak kullanilan ve
farkli gen ailelerine ait 13 housekeeping/referans gen secilmistir. Secilen
housekeeping/referans genlerin  ekspresyon stabiliteleri iki farkli yontem
(karsilagtirmali  delta Ct yontemi ve NormFinder analizi) kullanilarak
karsilastirilmistir.  Deney kosullar1  arasindaki  farkliliklardan  etkilenmeyen
karsilagtirilabilir sonuglar elde edilebilmesi i¢in osteojenik, adipojenik ve kondrojenik
farklilasma deneylerinde insan ADMKH’lerin ayni1 pasaji kullanilmis ve deneyler
birbirlerine paralel zamanlh yiirtitiilmiistiir. Boylelikle elde edilen verilerin homojen
olmasi saglanarak benzer hiicre tiirlerinin ve deney kosullarinin bulundugu
arastirmalarda, bu calismadan elde edilen sonuglara gore tavsiye edilen
housekeeping/referans  genlerin  normalizasyonda  giivenilir  bir  bigimde

kullanilabilmesi hedeflenmistir.
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Kargilagtirmali delta Ct yontemine gore ortalama standart sapma degerlerine
bagli olarak ekspresyon kararliliklart incelenen 13 housekeeping/referans gen
arasindan insan ADMKH lerin kontrol grubu i¢in sirasiyla 18S rRNA, ACTB ve EFla
genleri (ortalama standart sapma degerleri sirasiyla 0,008; 0,2 ve 0,3) ekspresyon
kararliliklar1 en yiiksek housekeeping/referans genler olarak belirlenmistir. TBP,
GAPDH ve GUSB genleri ise en diisik ekspresyon kararliligina sahip
housekeeping/referans genler olarak tanimlanmistir (ortalama standart sapma degerleri
sirastyla 1541; 1052 ve 552). Insan ADMKH’lerin osteojenik farklilasmasinda da
kontrol grubu ile benzer sekilde 18S rRNA, RPLPO ve EFla genleri ekspresyon
kararliliklar1 en yliksek genler olarak belirlenirken (ortalama standart sapma degerleri
strastyla 0,001; 0,19 ve 0,48) GUSB, HPRT1 ve TBP genleri kararlilik agisindan en
zayif genler olarak bulunmustur (ortalama standart sapma degerleri sirasiyla 1149,7;

908,3 ve 186,8).

Adipojenik ve kondrojenik farklilagsma sirasinda da kontrol grubu ve osteojenik
farklilasma ile benzer sonuglar elde edilmistir. Adipojenik farklilasma sirasinda 18S
rRNA, ACTB ve RPLPO genleri ekspresyon kararliligt en yiiksek
housekeeping/referans genler olarak belirlenirken kondrojenik farklilasma sirasinda
18S rRNA, EFla ve RPLPO genleri normalizasyon i¢in en uygun
housekeeping/referans genler olarak tanimlanmistir. GAPDH, GUSB ve HPRTI
genlerinin  insan ADMKH’lerinin  adipojenik  farklilagsmasinda  ekspresyon
seviyelerinin yiiksek degiskenlik gosterdigi ve normalizasyon i¢in uygun olmadiklari
belirlenmistir. Kondrojenik farklilasmada ise TBP, HPRT1 ve UBC genleri

ekspresyon kararliligi agisindan son siralarda yer almistir.

Karsilagtirmali delta Ct yontemi ile deney gruplarinin tamami i¢in elde edilen
sonuglar birlikte degerlendirildiginde 18S rRNA, RPLPO ve EF1la genlerinin (ortalama
standart sapma degerleri sirasiyla 0,004; 0,49 ve 0,51) insan ADMKH’lerinin
¢ogalmasi, osteojenik, adipojenik ve kondrojenik farklilasmasinda qRT-PCR
verilerinin  normalizasyonunda  kullanilabilecek en dogru ve  giivenilir
housekeeping/referans genler olduklar1 goriilmiistiir. GUSB, GAPDH ve HPRTI

genleri ise ekspresyon kararliligi agisindan son siralarda bulunmus ve bu genlerin
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normalizasyonda kullanilmasinin verilerin degerlendirilmesinde yaniltici sonuglara

neden olabilecegi anlagilmistir.

Housekeeping/referans genlerin ekspresyon kararliliklar1 diger bir yontem olan
NormFinder analizine gore de degerlendirilmistir. Bu analiz sonucunda EFla,
RPL13A ve RPLPO genlerinin kararlilik degerleri 0,099; 0,184 ve 0,271 olarak
bulunmus ve deney gruplarinin tamami igin ekspresyonlart en sabit genler olarak
tanimlanmiglardir. Ayrica EFla ve RPL13A genlerinin en iyi ikili gen kombinasyonu
oldugu ve bu genlerin birlikte kullanilmasinin diger gen kombinasyonlarina oranla ¢gok
daha istikrarli bir ekspresyon kararliligina (ekspresyon stabilitesi/kararliligi 0,113)
sahip oldugu goriilmistir. NormFinder analizinden elde edilen sonuglar
degerlendirildiginde GAPDH, ACTB ve TBP genleri ekspresyon kararlilig1 en diisiik
housekeeping/referans genler olarak belirlenmis ve bu genlerin normalizasyonda

kullanilmasimnin verilerin degerlendirilmesinde hatalara yol acabilecegi anlasilmistir.

Tez c¢alismasi kapsaminda hem karsilastirmali delta Ct yontemi hem de
NormFinder analizinden elde edilen sonuglar birlikte degerlendirildiginde insan
ADMKH’lerin ¢ogalmasi, osteojenik, adipojenik ve kondrojenik farklilasmasinda
EFla, RPLPO ve RPL13A genlerinin ekspresyon kararliliklarinin yaygin olarak
kullanilan diger geleneksel housekeeping/referans genlere (GAPDH, ACTB vb.)
oranla ¢ok daha sabit oldugu belirlenmis ve bu genlerin qRT-PCR verilerinin
normalizasyonunda giivenle kullanilabilecegi sonucuna ulasilmistir. GAPDH geni ise

her iki yontemde ekspresyon kararlilig1 agisindan son siralarda yer almistir.

GAPDH geni MKH arastirmalarinda  yaygin  olarak  kullanilan
housekeeping/referans genlerden bir tanesidir (Curtis ve ark., 2010 ve Suzuki ve ark.,
2000) ve bir¢ok arastirmaci tarafindan altin referans gen olarak tanimlanmistir (Noé€l
ve ark., 2008 ve Raicevic ve ark., 2011). Ayrica fare ve insan EKH’leri ile iligkili
bircok sistemde de en i1yi performans gdsteren housekeeping/referans genlerden biri
olarak kabul edilmistir (Willems ve ark., 2006). Bununla birlikte MKH’lerin
cogalmasi ve farklilasmasi sirasinda housekeeping/referans genlerin ekspresyon

kararliliklarinin  incelendigi bir¢ok ¢alismada GAPDH gen ekspresyonunun
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farklilagsma kosullar1 gibi ¢esitli deney kosullarindan etkilendigi ve sabit bir sekilde
eksprese edilmedigi anlasilmistir (Curtis ve ark., 2010; Fink ve ark., 2008; Jacobi ve
ark., 2013; Ragni ve ark., 2013; Rauh ve ark., 2014; Studer ve ark., 2012 ve Wang ve
ark., 2010). Bu nedenle ekspresyon seviyesi en ¢ok degisen housekeeping/referans gen
olan GAPDH geninin insan ADMKH arastirmalarinda normalizasyon igin

kullanilmasi tavsiye edilmemektedir.

Ilging bir sekilde adiposit dnciilleri ile olgun adipositlerin farkli hormonlara
maruz birakildigi  kosullarda  housekeeping/referans  genlerin  ekspresyon
kararliliklarinin incelendigi bir ¢alismada GAPDH ve transferin genleri en kararl
genler olarak belirlenmis ve normalizasyonda kullanilmalarinin uygun oldugu
bildirilmistir (Gorzelniak ve ark., 2001). Bu tez ¢alismasinin sonucundan farkli olarak
adipoz doku 6rneklerindeki housekeeping/referans gen kararliliklarinin arastirildigi bir
calismada ise 18S rRNA geninin housekeeping/referans gen olarak kullanilabilecegi

belirtilmistir (Catalan ve ark., 2007).

Insan ADMKH’lerin c¢ogalmasi ve farklilasmasi sirasinda yaygm olarak
kullanilan housekeeping/referans genlerin kararliligi/stabilitesi ise ilk kez 2008 yilinda
Fink ve arkadagslar1 tarafindan arastirilmistir. Bu calismada hipoksik kiiltiir ortaminda
insan ADMKH’lerin pasajlanmasi, osteojenik ve kondrojenik farklilagmasi sirasinda,
normalizasyonda kullanilabilecek uygun genlerin belirlenmesi i¢in on iki adet referans
genin (TUBB, GAPDH, ACTB, B2M, UBC, RPLPO, PPIA, YWHAZ, TBP, GUSB,
HPRTL1, 18S rRNA) ekspresyon seviyeleri karsilagtirilmigtir. Calismanin sonucunda
YWHAZ, TBP ve GUSB referans genlerinin ekspresyon seviyelerinin ¢alismada yer
alan biitiin deney kosullar1 i¢in sabit oldugu ve gerceklestirilen tez calismasindan farkl
bir bicimde bu genlerin normalizasyon i¢in en uygun genler oldugu belirlenmistir. 18S
rRNA, GAPDH ve ACTB referans genlerinin ekspresyon seviyelerinin ise oldukca
degisken oldugu goriilmiistiir ve bu genlerin normalizasyonda kullanilmasinin uygun
olmadigi belirtilmistir (Fink ve ark., 2008). Yapilan tez ¢alismasinda ise bazi agilardan
daha farkli sonuclar elde edilmistir. Ornegin karsilastirmali delta Ct yonteminde
GUSB geni en diisiik ekspresyon kararliligina sahip gen olarak bulunmus, YWHAZ

ve TBP genleri ise ekspresyon kararliligi a¢isindan orta siralarda yer almustir.
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NormFinder analizine goére de TBP geni en diisiik ekspresyon kararliligina sahip
housekeeping/referans genlerden biri olarak tanimlanmis, YWHAZ ve GUSB
genlerinin ekspresyon kararliliklari ise orta seviyede bulunmustur. GAPDH geni her
iki calismada da ekspresyon kararligi agisindan son sirada yer almistir. (Fink ve ark.,
2008).

Insan ADMKH’lerinin osteojenik, adipojenik ve kondrojenik farklilasmasi
sirasinda housekeeping/referans genlerin ekspresyon kararliliklarinin incelendigi diger
caligmalarda da farkli sonuglar elde edilmistir. Ragni ve arkadaglarinin yaptiklari
arastirmada tez ¢alismasindan elde edilen sonuglara benzer sekilde RPL13A geninin
insan ADMKH’lerin farklilastirilmasi arastirmalarinda en iyi performansa sahip
genlerden biri oldugu belirlenmis ve bu genin normalizasyonda housekeeping/referans
gen olarak kullanilabilecegi belirtilmistir. 18S rRNA, B2M ve ACTB genlerinin ise
farklilastirma deneyleri i¢in uygun olmadigi gériilmiis ve bu genlerin normalizasyonda
kullanilamayacag1 anlagilmistir (Ragni ve ark., 2013). Amable ve arkadaslarinin
yaptiklar1 benzer bir aragtirmada da tez caligmasi ile paralel sonuglar elde edilmistir.
Bu arastirmanin sonucunda yiiriitiilen tez calismasindan alinan sonuglara uygun olarak
RPL13A geni insan ADMKH’lerinin farklilagsmasinda normalizasyon i¢in en uygun
gen olarak belirlenmistir. ACTB geninin ise daha onceki ¢alismalara benzer sekilde
ADMKH’lerin farklilasmasi sirasinda ekspresyon seviyesinin sabit olmadigi gériilmiis

ve normalizasyon i¢in kullanilmamasi 6nerilmistir (Amable ve ark., 2013).

Tez caligmasinda yukarida belirtilen arastirma sonuglarindan farkl olarak ilging
bir sonugla karsilagilmistir. 18S rRNA geni karsilastirmali delta Ct yontemine gore
ADMKH’lerin ti¢lii soya farklilasmasinda her bir farklilasma kosulu igin ekspresyon
kararlig1 acgisindan en sabit housekeeping/referans gen olarak tanimlanmistir.
NormFinder analizine gore ise 18S rRNA geni kararlilik siralamasinda ortalarda
bulunmustur. Karsilagtirmali delta Ct yontemi ve NormFinder analizinden elde edilen
sonuglara bakildiginda diger genlerin ekspresyon kararlilig1 agisindan siralanmasinda
da kiigiik farkliliklarla karsilagilmistir. Bununla birlikte karsilasilan farkliliklarin
hicbiri 18S rRNA geni i¢in elde edilen sonugtaki farklilik kadar gézle goriiliir ve biiylik

degildir. Karsilagilan bu durumla ilgili iki muhtemel agiklama bulunmaktadir.
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Aciklamalardan birincisi iki yontemin calisma prensiplerinin birbirlerinden
farkli olmasidir. Karsilagtirmali delta Ct yonteminde housekeeping/referans genlerin
her  biri  diger  housekeeping/referans  genlerle  karsilagtirilarak  her
housekeeping/referans gen i¢in ayr1 ayr1 ortalama delta Ct degeri ve bu degere bagh
ortalama standart sapma degeri hesaplanir. Housekeeping/referans genler elde edilen
ortalama standart sapma degerlerine gore kararlilik agisindan siralanir. NormFinder
analiz yontemi ise gen ekspresyonlarinin belirlenmesinde matematiksel bir yonteme
dayanir ve housekeeping/referans genlerin ekspresyonlarindaki  degisiklerin
degerlendirilmesinde kati bir istatiksel yontem kullanir. Boylece her bir
housekeeping/referans gen icin ekspresyonlarindaki degisikliklerin dogrudan bir
dl¢iimii olan stabilite (kararlilik) degeri iiretir. Uretilen stabilite (kararlilik) degerlerine
bagli olarak housekeeping/referans genler ekspresyon kararliligi agisindan siralanir.
Iki yontemde housekeeping/referans genlerin kararliliklarinin belirlenmesinde degisik
parametreler kullanilmasindan dolay: genlerin siralanmasinda birbirlerinden farkli

sonuclar elde edilebilmektedir.

Bir diger muhtemel agiklama ise 18S rRNA geninin yapist ve fonksiyonuyla
iligkilidir. Hiicredeki toplam ribozomal RNA (rRNA) miktarinin genellikle sabit
olmasindan dolayr 18S rRNA geninin qRT-PCR verilerinin normalizasyonunda
kullanilmast olduk¢a popiiler bir durumdur. Hiicredeki toplam RNA miktarinin
yaklasik %80’ini rRNA’lar olusturdugu icin baslangigta farkli 6rnekler arasindaki
toplam RNA miktan esitlendiginde hiicrelerdeki rRNA seviyeleri degismeden kalir
(Ragni ve ark., 2013). Adipoz doku oOrnekleri ile yapilan bir ¢alismada, 18S rRNA
geninin housekeeping/referans gen olarak kullanilmasimin uygun oldugu sonucuna
ulasiimistir (Catalan ve ark., 2007). Insan KIMKH’lerin osteojenik farklilasmasinimn
gRT-PCR yontemi ile incelendigi bir ¢alismada da 18S rRNA geninin ekspresyon
kararliligt GAPDH genine kiyasla daha yiiksek oldugu i¢in normalizasyonda referans
gen olarak 18S rRNA geni tercih edilmistir (Frank ve ark., 2002). Bununla birlikte
yiikksek miktarda tiretilmesinin qRT-PCR’da dogru hesaplamay1 giiclestirmesi
(floresan esik degerinin diismesi vb.), parcalanmaya karst mRNA'dan daha direncli
olmasi ve rRNA transkripsiyonunun mRNA'dan farkli bir transkripsiyon mekanizmasi

ile gerceklestirilmesi 18S rRNA geninin normalizasyonda referans gen olarak
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kullanilmasmi zorlastirmaktadir (Aerts ve ark., 2004; Biederman ve ark., 2004;
Goossens ve ark., 2005; Huggett ve ark., 2005 ve Zhang ve ark., 2005). Son yillarda
yapilan caligmalar kok hiicre arastirmalarinda rRNA seviyelerinin ¢esitli deney
kosullar1 altinda olduk¢a degisken oldugunu bu nedenle de rRNA genlerinin
normalizasyon i¢in kullanilamayacagin1 gostermistir (Fink ve ark., 2008; Li ve ark.,
2015 ve Ragni ve ark., 2013).

ADMKH’lerin endotelyal hiicrelere farklilagsmasi sirasinda
housekeeping/referans genlerin ekspresyon kararliliginin incelendigi bir arastirmada
ise yapilan tez ¢alismasindan oldukga farkli sonuglar elde edilmistir. Bu arastirmada
insan ADMKH’leri VEGF ile bir hafta boyunca uyarilmis ve yaygin olarak kullanilan
dokuz housekeeping/referans genin (18S rRNA, ACTB, EFla, GAPDH, GUSB,
PPIA, RPL13A, TBP, YWHAZ) ekspresyon kararliliklar1 degerlendirilmistir.
Arastirmanin  sonucunda TBP geni ADMKH’lerin endotelyal hiicrelere
farklilasmasinda en yiiksek ekspresyon kararliligina sahip gen olarak belirlenmis ve
kardiyak yenilenmesi arastirmalarinda giivenilir bir housekeeping/referans gen olarak
kullanilabilecegi belirtilmistir. Ayrica TBP ve YWHAZ genlerinin en uygun ikili gen
kombinasyonu oldugu ve bu gen kombinasyonunun da kullanilabilecegi ifade
edilmistir (Tratwal ve ark., 2014). Tez c¢alismasinda ise TBP geni, NormFinder
analizine gore ekspresyon kararliligi en diisiik housekeeping/referans genlerden biri
olarak tanmimlanmig, karsilagtirmali delta Ct yonteminde de ekspresyon kararlilig
acisindan orta siralarda yer almistir. YWHAZ geninin ise her iki yontemde de orta
seviyede ekspresyon Kkararliligina sahip bir housekeeping/referans gen oldugu
gorilmistiir. Tez calismasinda yapilan arastirmadan oldukca farkli sonuglarin elde
edilmesi ilgi ¢ekicidir. Her iki ¢alismada da aym hiicre tiirii kullanilmasina ragmen
hiicrelerin farklilastirildig: hiicre tiirleri birbirinden farklidir. Uygulanan farklilagsma
protokollerinin ve kullanilan besiyeri kimyasallarinin birbirinden farkli olmasi,
hiicrelerdeki  degisik  sinyal  yolaklarmin  uyarilmasmma neden  olarak
housekeeping/referans genlerin  ekspresyon seviyelerini etkilemektedir. Bu
arastirmada tez ¢alismasindan daha farkli sonuglarin elde edilmesinin en muhtemel
nedeni de her iki calismada uygulanan farklilagma protokollerinin ve bu protokollerde

kullanilan besiyeri kimyasallarinin birbirlerinden farkli olmasidir.
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Insan ADMKH arastirmalar1 igin ortak bir housekeeping/referans genin
belirlenememesi ve her ¢aligmada ayn1 genler i¢in birbirinden farkli sonuclar elde
edilmesi bu alandaki arastirmacilar igin biiylik bir sorun olusturmaktadir. EKspresyon
kararlilig1 yiiksek olan bir housekeeping/referans genin tanimlanamamasi farkl
ADMKH calismalarindan elde edilen sonuglarin karsilagtirilmasinda da biiyiik bir
zorluga neden olmaktadir. Bu durum, ADMKH ¢aligmalarinda farkli kiiltiir ortamlar1
ve deney kosullar1 i¢in housekeeping/referans gen galismalarina duyulan ihtiyacin
devam ettigini gdstermektedir. Insan ADMKH arastirmalar1  igin  uygun
housekeeping/referans genlerin belirlenebilmesi, farkli ¢aligmalardan elde edilen
sonuglar arasindaki tutarsizliklarin giderilebilmesi ve gen ekspresyonu ¢alismalarinin
giivenilir bir bigimde yapilabilmesi, bu konudaki arastirmalarin devam etmesi ve

literatiirdeki ¢aligma sayisinin artmasi ile miimkiin olacaktir.

Yapilan tez ¢calismas1 insan ADMKH’lerin ¢ogalmasi, osteojenik, adipojenik ve
kondrojenik farklilagmasi sirasinda yaygin olarak kullanilan GAPDH, ACTB gibi
geleneksel housekeeping/referans genlerin ekspresyon seviyelerinin olduk¢a degisken
oldugunu net bir sekilde ortaya koymustur. Bununla birlikte hiicre dongiisiiniin biitiin
asamalar1 ve farklilasma kosullarinin tamaminda ekspresyon seviyesi sabit olan bir
housekeeping/referans genin tanimlanabilme ihtimali ¢ok diisiik olmasina ragmen
sinirlart belirlenmis daha dar alanli kosullar altinda ekspresyonu sabit olan bir
housekeeping/referans genin tanimlanabilmesi miimkiin goriinmektedir (Fink ve ark.,
2008). Tez ¢alismas1 ve diger arastirmacilarin ¢aligmalarindan elde edilen sonuglar
birlikte degerlendirildiginde EFla, RPLPO ve RPLI3A genlerinin insan
ADMKH’lerin ¢ogalmasi ve l¢lii soya farklilasmasi arastirmalarinda qRT-PCR
verilerinin normalizasyonu i¢in kullanilabilecek giivenilir housekeeping/referans
genler olduklar1 sonucuna ulasilmistir. GAPDH geninin ise ADMKH’lerin ¢ogalmasi
ve farklilasmasi sirasinda ekspresyonunun oldukg¢a degisken olmasindan dolay1
ADMKH arastirmalarinda normalizasyon i¢in kullanilmasinin uygun olmadigi agik bir

bigimde anlasilmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Tez ¢alismasinda insan ADMKH’lerin in vitro kiiltiir ortaminda ¢ogalmasi,
osteojenik, adipojenik ve kondrojenik farklilagmasi sirasinda yaygin olarak kullanilan
geleneksel housekeeping/referans genlerin ekspresyon seviyeleri ve kararliliklart
arastirilmistir. ideal bir housekeeping/referans gen biitiin hiicre ve dokularda
bulunmali, kararli bir sekilde eksprese edilmeli ve farkli deneysel kosullar ya da
hastalik durumunda ekspresyon seviyeleri degiskenlik gostermemelidir. Bununla
birlikte yapilan ¢aligmalar, farkli hiicre gesitleri ve deney kosullar1 igin ortak bir
housekeeping/referans gen olmadigini ve ekspresyonlarinin degistigini gostermistir.
Ayrica farkli deney kosullar1 altinda ayni hiicre ya da doku tiirlerinde dahi
housekeeping/referans gen kararhligmin  degisebildigi  bildirilmistir.  Insan
ADMKH’lerin kiiltiir ortaminda ¢ogalmasi ve farklilasmas: c¢aligmalarinda
kullanilabilecek, uygun ve giivenilir olan housekeeping/referans genlerin belirlenmesi
ve secimi ile ilgili literatiirde az sayida calisma yer almaktadir. Yapilan bu ¢alismalar
sonucunda ise ADMKH’lerin kiiltiir ortaminda ¢ogalmasi ve farklilasmasi deneyleri
icin ortak bir housekeeping/referans gen bulunamamistir. Bu amagla tez ¢alismasinda
insan ADMKH aragtirmalarinda en sik kullanilan housekeeping/referans genlerin
ekspresyon kararliliklar1 osteojenik, adipojenik ve kondrojenik farklilagsma boyunca
karsilagtirlmast ve en wuygun housekeeping/referans genlerin belirlenmesi

planlanmistir.

Tez caligmas1 kapsaminda oncelikle insan ADMKH arastirmalarinda yaygin
olarak kullanilan housekeeping/referans genler i¢erisinden 13 gen segilmistir. Segilen
housekeeping/referans genlerin benzer gen ailelerine liye olmamalarina ve farkh
fonksiyonlar1 yerine getirmelerine dikkat edilmistir. Bu dogrultuda RPLPO, PPIA,
B2M, RPL13A, HPRTI1, TBP, GUSB, EFla, YWHAZ, UBC, 18S rRNA, GAPDH ve
ACTB genlerinin ekspresyon kararliliklarinin incelenmesine karar verilmistir.
Calismada kullanilmasina karar verilen genlerin ekspresyon kararliliklar

karsilastirmali delta Ct ve NormFinder analiz yontemleri ile degerlendirilmistir.
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Yapilan tez calismasinda karsilastirmali delta Ct yontemi ve NormFinder
analizinden elde edilen sonuglar birlikte degerlendirildiginde EFla, RPLPO ve
RPL13A genleri insan ADMKH’lerin c¢ogalmasi, osteojenik, adipojenik ve
kondrojenik farklilasmasi sirasinda ekspresyon kararliligi en yiiksek olan
housekeeping/referans genler olarak belirlenmistir. Bu genlerin insan ADMKH’lerin
in vitro kiiltliir ortaminda standart farklilasma protokolleri kullanilarak ii¢lii soya
farklilastirildigi ve gen ekspresyon profillerinin arastirildigi ¢alismalarda qRT-PCR
verilerinin normalizasyonunda giivenilir housekeeping/referans genler olarak

kullanilabilecekleri sonucuna ulagilmistir.

EF1la geninin protein sentezlenmesinde gorevli bir gen oldugu bilinmektedir.
Insan KIMKH’lerin ¢ogalmasi, ndronal ve endotelyal farklilasmasi sirasinda
housekeeping/referans genlerin ekspresyon kararliliklarinin incelendigi bir ¢alismada
EFla geni en yiiksek kararliliga sahip genlerden biri olarak tanimlanmistir. Bununla
birlikte insan ADMKH’lerin in vitro kiiltiir ortaminda c¢ogalmasi, osteojenik,
adipojenik ve kondrojenik farklilasmasi galismalarinda da EFla geninin gRT-PCR
verilerinin normalizasyonu i¢in uygun ve giivenilir bir housekeeping/referans gen

oldugu ilk defa bu tez ¢alismasi ile ortaya konulmustur.

Ribozomal protein ailesinin iyeleri olan RPLPO ve RPL13A genleri, 60S
ribozomal alt biriminin yap: taslaridir. RPLPO geninin insan KIMKH’lerinin
osteojenik farklilasmasi ile insan FDMKH’lerinin osteojenik, adipojenik ve
kondrojenik  farklilasmasi  sirasinda  ekspresyon  kararlihigr  yiksek  bir
housekeeping/referans gen oldugu ve normalizasyon igin kullanilabilecegi iki farkli
calisma ile bildirilmistir. Insan ADMKH’lerin ¢ogalmasi, osteojenik, adipojenik ve
kondrojenik farklilagsmasi1 sirasinda ise RPLPO gen ekspresyonunun deney
kosullarindan etkilenmedigi, yiiksek bir kararlilikla eksprese edildigi ven ADMKH
arastirmalarinda normalizasyon i¢in uygun bir housekeeping/referans gen oldugu ilk

defa yapilan tez ¢alismasi ile gosterilmistir.
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RPL13A geni insan EKH’leri, KIMKH’ler ve FDMKH’lerin kullanildig1 ve
bir¢ok farkli kosulun degerlendirildigi (¢ogalma, farklilasma, hastalik, tiirler arasi
analizler) ¢ok sayidaki arastirmanin sonucunda ekspresyon kararlilig1 yiiksek bir gen
olarak tanimlanmis ve bu arastirmalar i¢in qRT-PCR verilerinin normalizasyonunda
giivenilir bir housekeeping/referans gen olarak kullanilabilecegi belirtilmistir. Ayrica
insan ADMKH’lerin osteojenik, adipojenik ve kondrojenik farklilagmasi sirasinda da
ekspresyon seviyesinin  degismedigi ve yiikksek Kkararliliga sahip  bir
housekeeping/referans gen oldugu daha Once yapilan iki farkli ¢alisma ile
gosterilmistir. Bu bilgiler 1s18inda gergeklestirilen tez ¢alismasinda da RPL13A geni,
insan ADMKH’lerin ¢ogalmasi ve tglii soya farklilasmasi arastirmalart igin
normalizasyonda kullanilabilecek uygun housekeeping/referans genlerden bir tanesi
olarak belirlenmistir. Elde edilen bu sonug, daha Once yapilmis caligmalarin

sonuclarin1 destekler niteliktedir.

Hiicresel metabolizmada, DNA tamirinde ve transkripsiyonel diizenlemede
gorev alan GAPDH geni, uzun yillardir bir¢ok arastirmaci tarafindan altin referans
genlerden biri olarak kabul edilmektedir. Buna ragmen insan KIMKH’ler,
ADMKH’ler ve FDMKH’lerde, c¢esitli farklilasma  kosullar1  altinda
housekeeping/referans genlerin kararliliginin arastirildigi ¢ok sayidaki caligmanin
sonucunda GAPDH geninin ekspresyon seviyesinin yiiksek degiskenlik gosterdigi
goriilmiis ve normalizasyonda housekeeping/referans gen olarak kullanilmasinin
uygun olmayacagi bildirilmistir. Yapilan tez calismasinda da GAPDH geninin
calismadaki deney kosullar1 sirasinda ekspresyon seviyesinin olduk¢a degisken oldugu
goriilmiis ve ekspresyon kararliligi agisindan en disiik kararliliga sahip
housekeeping/referans gen oldugu belirlenmistir. Tez calismast kapsaminda elde
edilen bu sonug, daha onceki ¢alismalardan elde edilen sonuglar1 desteklemektedir.
Bu nedenle benzer deney kosullarinin uygulandigi ¢alismalarda gen ekspresyonlarinin

belirlenmesinde GAPDH geninin normalizasyon i¢in kullanilmasi 6nerilmemektedir.
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Insan ADMKH’lerin in vitro kiiltiir ortaminda gogalmasi, osteojenik, adipojenik
ve kondrojenik farklilagsmasi arastirmalarinda EFl1a ve RPLPO genlerinin qRT-PCR
verilerinin normalizasyonunda housekeeping/referans gen olarak kullanilabilecekleri
ilk defa bu tez ¢alismasi ile gosterilmistir. Elde edilen bu sonug literatiire yeni
bilgilerin eklenmesi ve ADMKH’lerin kullanildig1 arastirmalarda gen ekspresyon
miktarlarinin dogru belirlenebilmesi i¢in olduk¢a Onemlidir. Bu bilgiler 1s18inda
gelecekte yapilmasi planlanan diger ¢alismalar ve 6neriler bir alt baglik altinda asagida

tartisilmastir.

5.1. Oneriler

1. Tez c¢alismast1 kapsaminda  ekspresyon  kararliligt  degerlendirilen
housekeeping/referans genlerin protein seviyelerinin Western Blot yontemi ile
belirlenmesi planlanmaktadir.

2. Secilen housekeeping/referans genlerin insan ADMKH’lerin kardiyomiyojenik ve
norojenik  farklilagmasi  sirasinda  ekspresyon  kararliliklarinin  incelenmesi
hedeflenmektedir.

3. Housekeeping/referans genlerin kararliliginin farkli kaynaklardan elde edilen
MKH’ler (KIMKH ve FDMKH) ve diger kok hiicre tiirleri (EKH ve uPKH) ile farkl

farklilagtirma kosullar i¢in degerlendirilmesi planlanmaktadir.
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OZET

Mezenkimal Kok Hiicrelerin in Vitro Ortamda Cogaltilmas1 ve Farkhlastirllmasi

Sirasinda Standart Referans Genlerin Stabilitesinin Belirlenmesi

Mezenkimal kok hiicreler (MKH), yenileyici tip uygulamalarinda yaygin olarak
kullanilan hiicre kaynaklarindandir. Giiniimiizde cesitli kaynaklardan elde edilen MKH’ler,
klinik 6ncesi ve klinik calismalarda kullanilmaktadir. Hastaliklarin tedavisinde kullanilmak
tizere uygun MKH kaynaginin secilebilmesi i¢in, MKH’lerin in vitro sartlarda kendini
yenileme, c¢ogalma ve farklilagma oOzelliklerinin kantitatif olarak degerlendirilmesi
gerekmektedir. Bu amagla MKH’lerin gen ekspresyonlarinin belirlenmesinde kantitatif es
zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-PCR) yontemi kullanilmaktadir. qRT-PCR
yontemi ile dogru ve giivenilir sonuglar elde edilebilmesi igin gen ekspresyon seviyelerinin
housekeeping/referans genler kullanilarak normalize edilmesi gerekmektedir. Bu nedenle
normalizasyon i¢in uygun housekeeping/referans genlerin secilmesi olduk¢a 6nemlidir. MKH
calismalarinda uygun ve giivenilir olan housekeeping/referans genlerin belirlenmesi ve segimi
ile ilgili literatiirde sinirli sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bu ¢alismalarin biiyiik bir kismi
KIMKH’ler kullamlarak gerceklestirilmis, cok kiiciik bir kisminda ADMKH’ler
arastirilmigtir. Yapilan bu ¢aligmalar sonucunda MKH’lerin kiiltiir ortaminda ¢ogaltilmasi ve
farklilagtirilmasi deneyleri igin ortak bir housekeeping/referans gene rastlanmamustir. Bu tez
calismasinda insan ADMKH’lerin in vitro kiiltiir ortaminda ¢ogalmasi, osteojenik, adipojenik
ve kondrojenik farklilagsmasi sirasinda yaygin olarak kullanilan housekeeping/referans
genlerin ekspresyon kararliliginin incelenmesi ve insan ADMKH arastirmalari igin uygun olan
housekeeping/referans genlerin belirlenmesi amaglanmistir. Bu amagla MKH aragtirmalarinda
yaygin olarak kullanilan 13 housekeeping/referans gen se¢ilmistir.

Tez calismasinda oncelikle insan ADMKH’leri in vitro kiiltiir ortaminda ¢ogaltildu.
ADMKH’lerin karakterizasyonu ti¢lii soy farklilagmasi, akim sitometri ve CFU analizleri ile
dogrulandi. Cogaltilan hiicreler standart farklilasma protokolleri kullanilarak osteojenik,
adipojenik ve kondrojenik hiicre soylarina farklilastirildi. Insan ADMKH’lerin farklilagmasi
histokimya boyamalar1 ve 151k mikroskobu goriintiileri ile kontrol edildi. Farklilagmanin
sonunda toplanan hiicrelerden mRNA izolasyonu gerceklestirildi. Elde edilen mRNA
ornekleri cDNA'ya gevrilerek housekeeping/referans genlerin ekspresyon seviyeleri gRT-PCR
yontemi ile belirlendi. Housekeeping/referans genlerin  ekspresyon kararliliklari
karsilastirmali delta Ct yontemi ve NormFinder analizi kullanilarak degerlendirildi.

Tez calismasmin sonucunda EFlo, RPLPO ve RPL13A genlerinin ekspresyon
kararliliklarinin yiiksek oldugu goriilmiis ve insan ADMKH arastirmalarinda normalizasyon
icin housekeeping/referans gen olarak kullanilabilecekleri ongoriilmiistiir. GAPDH geni ise en
diisiik kararliliga sahip gen olarak tanimlanmis ve ADMKH’lerin {iglii soya farklilagmasi
calismalar i¢in uygun bir housekeeping/referans gen olmadigi sonucuna ulasilmistir. Elde
edilen bu bilgiler ADMKH ¢alismalarinda uygun housekeeping/referans genlerin segilmesi ve
gen ekspresyonlarinin dogru bir sekilde dl¢iilebilmesi i¢in son derece dnemlidir.

Anahtar Sézciikler: Housekeeping Gen, in Vitro Farklilasma, Kantitatif Es Zamanl
Polimeraz Zincir Reaksiyonu, Mezenkimal Kok Hiicre, Referans Gen

79



SUMMARY

Determination of the Stability of Standard Reference Genes of Mesenchymal Stem Cells

During In-Vitro Expansion and Differentiation

Mesenchymal stem cells (MSCs) are one of the most frequently used cell source for
regenerative medicine applications. Currently, MSCs from a variety of sources are being used
in pre-clinical and clinical studies. The choice of optimal MSC source for the treatment of
diseases requires quantitative evaluation of self-renewal, proliferation and differentiation
potencies of MSCs. For this purpose, quantitative real-time polymerase chain reaction (QRT-
PCR) technique is used to determine the expression of genes of MSCs. In the gRT-PCR
technique, the gene expression levels must be normalized by the use of
housekeeping/reference genes for obtaining accurate and reliable results. Therefore, the choice
of appropriate housekeeping/reference genes is critical. There is a limited number of studies
in the literature on the selection and/or selection of housekeeping/reference genes that are
appropriate and reliable in MSC studies. Almost all of this limited number of studies have
been performed using BMMSCs and a very small part has been researched in human
ATMSCs. As a result of these studies, no common housekeeping/reference gene has been
found for the proliferation and differentiation experiments of MSCs in vitro. In this thesis
study, it is aimed to investigate the stability of expression of housekeeping/reference genes
widely used during proliferation, osteogenic, adipogenic and chondrogenic differentiation of
human ATMSCs in vitro and to determine housekeeping/reference genes suitable for human
ATMSCs studies. For this purpose, 13 housekeeping/reference genes commonly used in MSC
studies were selected.

In the thesis study, firstly human ATMSCs were replicated in vitro culture medium.
Characterization of ATMSCs was confirmed by triple lineage differentiation, flow cytometry
and CFU analyzes. The replicated cells were differentiated into osteogenic, adipogenic and
chondrogenic cell lines using standard differentiation protocols. The differentiation of human
ATMSCs was controlled by histochemical staining and light microscope images. At the end
of the differentiation mRNA isolation was performed from collected cells. The mRNA
samples obtained were converted to CcDNA and the expression levels of
housekeeping/reference genes were determined by qRT-PCR method. The stability of
expression of housekeeping/reference genes was evaluated using the comparative delta Ct
method and NormFinder analysis.

As a result of the thesis study, the expression stability of EF1a, RPLP0O and RPL13A
genes was found to be high and these genes were predicted to be used as
housekeeping/reference genes for normalization in human ATMSC studies. The GAPDH gene
is defined as the gene with the lowest stability and that this gene is not a suitable
housekeeping/reference gene for ATMSC triple lineage differentiation studies. This
information is crucial for the selection of appropriate housekeeping/reference genes and for
accurate measurement of gene expression in ATMSC studies.

Key Words: Housekeeping Gene, In Vitro Differentiation, Mesenchymal Stem Cells,
Reference Gene, Quantitative Real Time Polymerase Chain Reaction
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OZGECMIS

I — Bireysel Bilgiler

Adi: Fatma Betiil

Soyadi: Ayanoglu

Dogum yeri ve tarihi: Istanbul/Tiirkiye 08.05.1992
Uyrugu: T.C.

Medeni durumu: Bekar

Tletisim adresi: betulayanoglu@hotmail.com
Telefon: +90 538 553 71 91

Il — Egitimi
2015—...... Yiiksek Lisans, Disiplinlerarast Kok Hiicre ve Yenileyici Tip
Anabilim Dal1 Ankara/Tiirkiye
Tez: Mezenkimal K6k Hiicrelerin in Vitro Ortamda Cogaltilmas1 ve
Farklilagtirilmasi Sirasinda Standart Referans Genlerin Stabilitesinin
Belirlenmesi
Tez Damismani: Prof. Dr. A. Eser ELCIN
Mezuniyet Ortalamasi: 4.00/4.00
2010 - 2014 Lisans, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii
Gebze Teknik Universitesi Kocaeli/Tiirkiye
Mezuniyet Ortalamasi: 3.33/4.00 (Onur Ogrencisi — Boliim 3.’sii)
2006 — 2010 Lise, Izzet Baysal Anadolu Lisesi

Bolu/Tiirkiye
Mezuniyet Ortalamasi: 92.46/100 (20. Dénem Okul 4.’sii)
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Yabanci Diller:

Ingilizce (Advanced Seviyesi) — YDS Puani: 70
Almanca (Baslangi¢ Seviyesi)

11l — Unvanlari

Lisans: Molekiiler Biyolog ve Genetik Miihendisi

IV — Mesleki Deneyimi

24.06.2013 — 23.08.2013 Gebze Teknik Universitesi
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Bolimii Molekiiler Enzim Genetigi Laboratuvari
Yrd. Dog. Dr. Saliha issever Oztiirk

23.01.2012 — 17.02.2012 Premed Prenatal Tan1 ve Genetik Hastaliklar

Arastirma ve Uygulama Merkezi

Prof. Dr. Seher Basaran

V — Uye Oldugu Bilimsel Kuruluslar

VI — Bilimsel Ilgi Alanlar

Kok Hiicre Biyolojisi, Yenileyici Tip, Molekiiler Hiicre Biyolojisi, Molekiiler
Genetik
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VII - Bilimsel Etkinlikleri

Aldig1 Burslar:

01.10.2015 - 01.10.2017 TUBITAK 1003 Projesi Hematolojik Maligniteli
Hastalarda Haploidentik Allojenik Kok Hiicre Nakillerinde Mezenkimal Kok

Hiicre Uygulamasi, Yiiksek Lisans Bursiyeri

Odiiller:
2010-2014 Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii, Boliim 3.’sti
Onur Ogrencisi, Gebze Teknik Universitesi Kocaeli/Tiirkiye
2006 —2010 Onur Ogrencisi
Izzet Baysal Anadolu Lisesi Bolu/Tiirkiye
2006 — 2007 9. Smuflar Aras1 Genel Kiiltiir ve Bilgi Yarigmasi 1.’s1
Bolu/Tiirkiye

Projeler:
2013 - 2014 Lisans Bitirme Projesi: Yerel bir Bacillus soyundan
elde edilen seliilaz geninin klonlanmas1 ve ekspresyon ¢aligmalari

Seminerler:

28.01.2016 Yiiksek Lisans Semineri: Biyolojik Saatler
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VIl — Diger Bilgiler

Egitim Programm Haricinde Alinan Kurslar:

2017 Deney Hayvanlar1 Kullanim Sertifikas1 — ANKUSEM

Egitim Seminerleri:

16.05.2016 ~ xCELLigence Sistemleri Kullanic1 Toplantis1 Ankara/Tiirkiye

26.11.2014 Kok Hiicre: Nereden Geldik? Nereye Gidiyoruz?
Prof. Dr. Alp Can Abant izzet Baysal Universitesi Bolu/Tiirkiye

22.10.2013 — 23.10.2013 Il. Uluslararas1 Molekiiler Biyoloji Kongresi
Tiirkiye Molekiiler Biyoloji Dernegi, Istanbul Teknik Universitesi

23.03.2013 — 24.03.2013 VIII. Bogazi¢i Universitesi
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Haftasonu

13.05.2013 I. Uluslararast Ogrenci Kok Hiicre Kongresi

Istanbul Universitesi

21.01.2012 Bogazici Universitesi Tiirkiye Genom Arastirmasi
Genomiks Caginda Kisisel Tam ve Tedavilere ik Adim

24.02.2012 - 26.02.2012 IX. ITUGEN Uluslararas1 Genetik Ogrenci

Kis Okulu, Istanbul Universitesi

04.02.2011 - 06.02.2011 VIII. IUGEN Uluslararas1 Genetik Ogrenci
Kis Okulu
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Organizasyona Katkida Bulundugu Bilimsel Toplantilar:

12.05.2017 — 14.05.2017 22. Uluslararas1 Biyomedikal Bilim ve
Teknoloji Sempozyumu — Organizasyon Komitesi
Ankara/Tiirkiye
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