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Kok hiicre, kendini yenileme 6zelligine sahip uygun bir mikrogevrede
birden fazla 6zellesmis hiicre tipine doniisebilen farklilagmamig hiicrelere denir.
Kok hiicre tiirlerinden mezenkimal kok hiicrelerin sadece mezenkim tabakas1 degil
onmun haricindeki tabakalardan farklilasan doku hiicrelerine de farklilastiginin
kesfedilmesi calismalarda mezenkimal kok hiicrelerinin tercih sebebi olmasina
neden olmustur. Adipoz dokudan kdken alan mezenkimal kok hiicreler kolay bir
sekilde cok miktarda elde edilebilmektedir ve hematopoetik kok hiicreler kadar
etkindirler. Bu ozellikler ¢alismamizda adipoz dokuyu se¢cmemizi sagladi.
Yaptigimiz ¢aligmada sican adipoz dokusundan elde edilen mezenkimal kok
hiicresine ait kisspeptin ve norokinin gen ekspresyonlarinin pasaj sayisiyla iliskisi
incelendi. Kisspeptin calismamizda ki amag¢ pubertal bozukluklarin temelinde
yeralan kisspeptin ve norokininin, infertilitenin mezenkimal hiicre temelli
tedavisindeki etkinligini anlamaktir. Tlk olarak si¢an adipoz dokusundan elde edilen
mezenkimal kok hiicreler hiicre kiiltiir ortaminda -10. pasaja kadar ¢cogaltildi. Akim
sitometrisinde hiicrelerin CD90,CD45,CD29 yiizey antikorlar tasiyip tasimadigina
bakilarak mezenkimal kok hiicre oldugu tespit edildi. Sonrasinda kdk hiicrelerin
RNA izolasyonu yapilip cDNA eldesinden sonra Kiss-1, Kiss1R, TAC2, TACR2
genlerinin farkli pasajlardaki gen ekspresyonu incelendi. Sonug olarak adipoz
kokenli mezenkimal kok hiicrelerde Kiss-1 geninin ifade olmadigini ancak KissIR,
TAC2 ve TACR2 genlerinin ifade odugunu ve bu genlerin ekspresyonlarinin pasaj
sayisina gore ¢ok fazla degistigini gozlemledik.

Anahtar Kelimeler: Mezenkimal kok hiicre, Kisspeptin, Norokinin, Kiss-1, TAC2
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ABSTRACT
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RAT ADIPOSE TISSUE AND PASSAGE NUMBER
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Stem cells are undifferentiated cells with the potential to self-renew and
can change into many specialized cell types in a proper milieu. Because it was
discovered that mesenchymal stem cells, one of the stem cell kinds, develop not
only into the mesenchymal layer but also into tissue cells that differentiate from
layers other than it, mesenchymal stem cells have become the most preferred stem
cell type in research. Mesenchymal stem cells can be obtained from many places
such as bone marrow, adipose tissue, dental pulp, and placenta. Mesenchymal stem
cells originating from adipose tissue can be easily obtained in large quantities and
are as effective as hematopoietic stem cells. These characteristics allowed us to
select adipose tissue for our research. In our study, the relationship of kisspeptin
and neurokinin gene expressions of mesenchymal stem cells obtained from rat
adipose tissue with the number of passages was examined. First, mesenchymal
stem cells obtained from rat adipose tissue were grown in cell culture medium until
passage 10. Mesenchymal stem cells were determined by checking whether the
cells expressing CD90, CD45, CD29 surface antibodies in flow cytometry. Finally,
after RNA isolation of stem cells and cDNA reverse transcription, gene expression
of Kiss-1, Kiss1R, TAC2, TACR2 genes in different passages were examined. . As
a result, we observed that the Kiss-1 gene was not expressed in adipose-derived
mesenchymal stem cells, but the Kiss1R, TAC2 and TACR2 genes were expressed,
and the expressions of these genes changed a lot according to the number of
passages.

Keywords: Mesenchymal stem cell, Kisspeptin, Neurokinin, Kiss-1, TAC2
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GENISLETILMIS OZET

Kok hiicreler kendini yenileme, farklilasma yetkinligi, klon olusturma
yetenegi gibi 3 temel 6zelligi baridiran hiicrelerdir (Sahin, 2005). Kok hiicreler
islev ve gorev bakimindan ¢ok genis olduklarindan ¢ok farkli siniflandirmalar
yapilimistir ama en c¢ok kabul goreni elde edildikleri kaynaga gore ve farklilagsma
kapasitelerine gore siniflandirmaktir. Farklilagma kapasitelerine goére 5 gruba
ayrilir: totipotent, pluripotent, multipotent, oligopotent, unipotent. Elde edilen
kaynaga gore ise embriyonik kok hiicreler ve embriyonik olmayan kok hiicreler
olmak iizere ikiye ayrilir. Embriyonik olmayan kok hiicreler hematopoetik kok
hiicreler, stromal (mezenkimal) kok hiicreler ve organlarda yerlesik diger erigskin
kok hiicreleri olarak 3 sinifa ayrilir (Avcilar ve ark, 2018).

Embriyonik kok hiicreler déllenmenin besinci ve altinc1 gilinlerinde
blastosistten elde edilir. Embriyonik kok hiicreler uygun ortamda siirekli kendi
kendini yenileyebilir. Embriyonik kdk hiicrelerin en dnemli 6zelliklerinden biri de
biitiin fetal dokulara ve erigkin kok hiicrelere farklilagsabilmesidir (Ates, 2016).

Embriyonik olmayan kok hiireler, doku ya da organdaki farklilagmig
hiicreler arasinda bulunan farklilagsmamis hiicrelerdir. Embriyonik olmayan kok
hiicreler kendilerini yenileyebilir ve bulundugu dokunun hiicre tiplerine
farklilagabilir. Embriyonik olmayan kok hiicrelerin temel gorevleri, bulunduklar
dokuyu onarmak ve dokunun devamliligimi saglamaktir. Embriyonik olmayan kok
hiicreler hematopoetik kok hiicreler, stromal (mezenkimal) kok hiicreler ve
organlarda yerlesik diger eriskin kok hiicreleri olarak 3 sinifa ayrilir (Avcilar ve
ark, 2018).

Hematopoetik kok hiicreler (HKH'ler) organizmadaki tiim kan hiicrelerini
yasamlart boyunca olustururlar. Hematopoetik hiicreler kendi popiilasyonlarini
yenileyebilmek icin tiim kan soylarina farklilasabilme yetenegine sahiptir (Szade

ve ark, 2018).



Mezenkimal kok hiicreler ilk olarak Friedenstein ve meslektaslari
tarafindan “Kemik iliginden koken alan ve uygun uyaranlarla ii¢ temel seri;
osteojenik, kondrojenik, adipojenik seriye farklilasabilen CD73, CD54 (ICAM-1),
CD105, CD39, CD49e (a5- integrin) gibi belirtecleri eksprese eden uzantili
fibroblast-benzeri multipotent hiicreler olarak tanimland: (Ates, 2016; Baker ve
ark, 2015). Bu tanim gilinlimiizde kullanilan tanima c¢ok yakindir. Giiniimiizde de
bir hiicrenin mezenkimal kok hiicre sayilabilmesi i¢cin Uluslararas1 Hiicresel Terapi
Dernegi’nin (ISCT) belirttigi; hiicrelerin plastige yapismalari, yiizey belirteclerinin
CD73, CD90 ve CD105 antikorlarini tasimasi ve osteoblast, adiposit, kondroblasta
degisebilme kapasitesi gostermeleri gibi Ozellikleri tagimalar1 gerekir (Mohamed-
Ahmet ve ark, 2018). Mezenkimal kok hiicrelerin proliferasyon 6zelligi oldukca
yiiksektir. Adiposit, osteosit dahil olmak iizere bir¢cok farkli hiicre tiplerine
farklilagabilirler. Mezenkimal kok hiicreler kemik iligi, deri, yag dokusu, tendon,
sinovyal membran, periodontal ligament ve sinir sistemi gibi bircok dokudan
kolaylikla elde edilebilir (Ghanbani ve ark, 2014).

Mezenkimal kok hiicrelerin eldesinde en ¢ok kullanilan dokulardan biri
kemik iligi olsada mezenkimal kok hiicrelerinin 6rnek toplama igin gereken
nispeten invaziv prosediiriin yani sira hiicre sayisinda, proliferasyonda ve yasla
farklilagma kapasitesinin azalmasimdan dolay:1 klinik uygulanabilirligi sinirhidir.
Bu nedenle, kemige alternatif olarak plasenta, adipoz; fetal akciger, gobek kordon
kan1 gibi dokular aragtirilmistir (Jeon ve ark, 2016). Bunlardan 6zellikle adipoz
dokunun elde edilebilinirliginin kolay olmasi, kemik iligine kiyasla daha fazla kok
hiicre tiretebilmesi, ayrica adipoz doku kokenli kok hiicrelerin etkinliginin hiicre ici
ve hiicre dis1 c¢aligmalarda kanitlanmasi ile birlikte, adipoz doku kokenli
mezenkimal kok hiicreler jeneratif doku mithendisligi alaninda bir ¢ok tip branginin
dikkatini ¢ekmistir (Giindeslioglu ve ark, 2013).

Adipoz doku, enerji birikiminde depolama alani olarak gorev alir.
Herhangi bir organ ihtiya¢ duydugu zamanda enerji saglar. Adipoz dokudan kéken

alan mezenkimal kok hiicreler kolay bir sekilde ¢cok miktarda elde edilebilme ve
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hematopoetik kok hiicreler kadar etkin olabilme gibi 6nemli 6zelliklere sahiptir. Bu
nedenle plastik cerrahi disinda tibbin birgok brangi tarafindan da gilinlimiizde
yaygin olarak kullanilmaktadir (Giindeslioglu ve ark, 2013).

Kisspeptin 145 amino asite sahip bir proteindir (Yardimci ve Kelestimur,
2019). Kisspeptinler, RF-Amid yapida olup KiSS-1 geni tarafindan kodlanir
(Sary1ldiz ve ark). Kisspeptinin reseptorii G-protein reseptor 54’tiir. Kisspeptinler
GPR54 reseptdriine baglanirlar. Bu baglanma GPR54 {in aktivasyonunu saglar.
GPR54 reseptorii, G-protein bagh reseptorler (GPCR) aile grubunda bulunur
(Yardimer ve Kelestimur, 2019). G-protein reseptér 54 {iireme yeteginin
kazanilmasini ve bu yetenegin siirdiiriilmesini saglar. Kisspeptin reseptorii GPR54
ile iligkili yapilan aragtirmalarda, bu reseptor fonksiyonunu baskilayan
mutasyonlarin pubertal gelisim geriligi ve lireme yetenek kaybi ile karakterize
hipogonadotropik hipogonadizme sebep oldugu saptanmistir. Bu sonuglar GPR54
reseptoriiniin puberte doneminde normal GnRH aktivitesi i¢in ne kadar 6nemli
oldugunu kanitlamaktadir (Ziilfiye ve Biiyiikuysal, 2020). GhRH GnRH | ve GnRH
II olmak iizere iki molekiile sahiptir. GnRH I, iremede baskin bir rol oynar. GnRH
II mevcut ¢ogu memeli tiriinde bulunur fakat insandaki gorevi hala
bilinmemektedir. GNRH II ve reseptorleri, LH artisinin kontrol edilmesini saglar
(Barbieri, 2014). GnRH, hipofizden FSH (folikiil stimiile edici hormon) ve LH
(luteinlestirici hormon) salgilanmasini saglar (Durmaz ve Dikmen, 2007). FSH
ergenlik doneminde memelilerde spermatogenezin baslamasi ve geniglemesinde
kritik 6neme sahiptir (Sharpe, 1989). Luteinize edici hormon hipofiz tarafindan ¢cok
sayida molekiiler formda kan dolagimina salgilanir. Luteinize edici hormon bir
glikoproteindir. Luteinize edici hormon folikiiler olgunlagsmada, korpus luteum
gelisiminde, testis ve yumurtalik diizenlemesinde gorev alir (Perera ve ark, 2007).
LH steroid hormon sentezini diizenler (Rahman ve Rao, 2009). LH yumurtaliklarda
graniiloza hiicrelerini uyarir, FSH ile beraber folikiiler olgunlasma, Ostrojen
tiretimi, yumurtlama donemi, bu donemden sonra korpus luteumu etkileyerek

progesteron liretim ve salgilanmasini gerceklestirir (Saribay ve ark, 2018).
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Tasikinin merkezi sinir sisteminde ve periferal dokularda yaygin olarak
bulunur. Tasikininin ndéronlarin biiylimesinde ve hayatta kalmasinda rol aldig
diistiniilmektedir. Tasikininler ortak bir C-terminalini paylasan bir peptit ailesidir.
Tasikininler memeli tiirlerinde norokininler olarak isimlendirilir. Norokininler ii¢
gen tarafindan kodlanir: Tacl (Tasikinin geni 1) Substance P ile Norokinin A'y1
(NKA), Tac2 ( Tasikinin geni 2) kemirgenlerde Norokinin B'yi (NKB), Tac3 (
Tasikini geni 3) insanlarda Norokinin B'yi (NKB) kodlar (Yurdakos ve Mengi,
2009).

Hem memeli hem de memeli olmayan tiirlerde Substance P izole edilen ilk
tagikinindir (Longmore ve ark, 1997). Norokininler, Substance P (SP), ndrokinin
A ve norokinin B'yi iceren bir peptit ailesi olusturur. Bu peptitler merkezi ve
periferik sinir sisteminde biiylik oranda her yere dagilmistir ve kapsaisine duyarh
noronlarda lokalizedir. Artik iyi bir sekilde kanitlanmustir ki, ndrokininlerin
eylemlerine esas olarak aktivasyon aracilik eder (Campos ve Calixto, 2000). Diger
sayisiz noropeptit arasinda, P maddesi, norokinin A dizilerini igeren Onciiler ve
norokinin B biiyiik miktarda ifade edilir (Regoli ve ark, 1990).

Norokininler, plazma protein ekstravazasyonu, vazodilatasyon, diiz kas
kasilmas1 ve gevsemesi, tiikiirlik salgisi ve hava yolu kasilmasi dahil olmak {izere
farkl1 biyolojik siire¢lerde yer alir (Campos ve Calixto, 2000).

Yaptigimiz ¢alismada hipotezimiz; puberteye giriste etkili rol oynayan
kisspeptin ve ndrokininin, adipoz kaynakli MHK ile alternatif tedavisinde gen

ifadelerinin pasaj sayisi ile incelenmesi.
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1. GIRIS Seda AKBOLAT

1. GIRIS

1.1. Kok Hiicre
1.1.1. Kok Hiicrenin Ortaya Cikisi

Insanlik tarihinin basindan itibaren insanlar hasar géren organlar1 yenisiyle
degistirmeyi hedeflediler. Tarih boyunca transplantasyon diislincesi bu hedef
iizerine yogunlasti ve sfenksler, deniz kizlar1 mitolojide birer transplantasyon
ornegi olarak yerini aldi1 (Sahin, 2005).

Kok hiicre kavrami da tarihte ilk kez mitolojide ortaya ¢ikmistir. Hikayede
atesi Olimpos dagindaki, tanrilardan c¢alarak insanliga hediye eden Prometheus’un
bunun iizerine Zeus tarafindan cezalandirilmas: anlatilir. Zeus Prometheus’u
Kafkas (Kaf) daginda bir kayaya baglar ve karacigeri her giin bir kartal tarafindan
yenilmesi seklinde bir cezaya carptirir. Prometheus’un karacigeri her giin kendisini
yeniler. Bu hikayede anlatilan karaciger hiicrelerinin rejenerasyon yetenegi kok
hiicre kavramim1 meydana getirdigine inanilir (Sagséz ve Ketani, 2008). Yiizyillar
sonra bu transplantasyon diisiincesi ve teknolojisi, onemli bir bilim insaninin eline
gecerek klasik edebiyatin en Onemli ug¢ oOrneklerinden olan Mary Shelley’in

“Frankenstein” romanina konu olmustur (Capkin ve ark, 2010).

1.1.2. Kok Hiicre Nedir?

Kok hiicreler, kendini yenileme &zelligine sahip olup in vivo ve in vitro
ortamlarda uygun bir mikrogevrede birden fazla Jzellesmis hiicre tipine
donisebilen farklilasmamis hiicrelerdir (Karasahin, 2012).

Kok hiicreler insan viicudunun ana hiicrelerinden biridir. Gegmiste, kok
hiicrelerin yalnizca ayni organin olgun hiicrelerine farklilasabilecegine inaniliyordu

(Rajabzadeh ve ark, 2019).
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Kok hiicreler islev ve icerik bakimindan birbirinden farkli bir gurup
hiicrelerdir ve tek bir tanim altinda toplamak olduk¢a zordur. Bu nedenle 3 temel

0Olciit kok hiicrenin tanimini olusturur;

1) Kendini yenileme
2) Farklilagma yetkinligi
3) Klon olusturma yetenegi

Yapilan caligmalarda tek tek hiicrelerden elden edilen embriyonik kok
hiicrelerinin 300-400 dongli boyunca cogaldigi gosterilmistir ve bu g¢ogalma
sonucunda olusan hiicrelerin 6zellesmedigi ve bu sebeple de bu hiicrelerin uzun
siire kendilerini yenileyebilme kabiliyetine sahip oldugu kanitlanmistir.
Kromozomlarin u¢ kisminda telomer denilen DNA zincirleri bulunur ve bu zincir
hiicrelerin bdliinme kapasitesini belirler. Yani hiicrelerin bdliinebilmesi telomer
uzunlugu ile dogru orantilidir. Telomeraz enzimi ise telomerin uzun kalmasini
saglar. Bir hiicrede telomer uzunlugu telomeraz enziminin ne kadar aktif oldugu ile
ilgilidir. Kok hiicrelerde bulunan telomeraz enzimi oldukca yiiksek aktiviteye
sahiptir. Bu nedenle de kok hiicreler ¢ok sayida boliinebilirler (Sahin, 2005).

Kendini yenileme kavrami bir¢ok kaynakta sinirsiz béliinme anlaminda
kullanilsa da bu yanlig bir tanim olur. Ciinkii bir¢ok kok hiicre dliimsiiz degildir.
Ornegin kemik iligi mezenkimal kok hiicresi 40-60 boliinme sonucu yaslanip kk
hiicre 6zelliklerini kaybeder (Can, 2013). K&k hiicreler 2 yolla kendini yenilemeyi
gerceklestirir: ¢evre asimetrisi, boliinme asimetrisi. Her iki yolda da ortaya ¢ikan
yeni hiicrelerin biri kdk hiicre havuzuna katilir digeri farklilagma yoluna gider.
Ancak cevre asimetrisinde ¢evre faktorleri secici rol oynar ve bazen ortaya ¢ikan
iki yeni hiicre de farklilagmadan kok hiicre havuzuna girer. Boliinme asimetrisinde
hiicre icerigi ve yakinindaki bagka bir hiicre ile iligkisi sonucunda sitoplazmada
ortaya ¢ikan faktorlerin hiicre igerisindeki dagilimmin farkli olmasi sebebiyle

sitoplazmanin boliinmesi beraberinde farkli iki yapida hiicreyi meydana getirir.
2
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Bunlardan kok hiicreye benzeyen kok hiicre olmaya devam ederken diger hiicre
farklilagir (Can, 2013).

Farklilasma kok hiicrenin gelisim asama sirasinda hangi basamakta yer
aldigr ile iliskilidir. Farklilasma goreceli bir kavramdir. Yani bir hiicrenin
farklilagmas1 ve bu nedenle fenotipinde meydana gelen farkliliklar ancak bir baska
hiicreyle kiyaslandiginda anlamlanir. Farklilasmada rol oynayan faktorlerden en
onemlisi epigenetik mekanizmalardir. C.Waddington 1957°de olusturdugu model
sayesinde bu hiicre farklilagmasi {izerinde rol alan ve kalitilabilen genom
diizenlemeleri sozii edilen hiicrenin hangi farklilasma olacagini belirlemekte daha
da onemlisi bu mekanizmalarin etkisinin artmasi ya da azalmasi nedeniyle hiicre
durum degistirebilmekte yani viicuttaki oncii ya da kok hiicrelerde ona gore
davranir. Farklilagsma ileriye ya da geriye farklilagma olmak {izere ikiye ayrilir.
Olagan olan bir hiicrenin farklilasma yolunda ileri gitmesidir ancak gerektiginde
farklilagmaya basladig1 noktaya geri donmesi geriye farklilasma olarak adlandirilir.
Uyarilmis pluripotent kok hiicreler geriye farklilasmanin gerceklestigi en 6nemli
orneklerdendir (Can, 2013).

Kok hiicrenin vazgecilmez 0&zelliklerinden biri de klon olusturma
yetenegidir. Bu yetenek tek kok hiicreden ¢ok sayida yeni kok hiicrelerin tiremesi
olarak tanimlanabilir. Klonalite kdk hiicreler arasinda yapilacak kiyaslamalarda
kullanilir. Ornegin; klon biiyiikliigii, klon olusturma hizi gibi kiyaslamalar
yapilabilmektedir. (Can, 2013).

1.1.3. Kok Hiicrelerin Simiflandirilmasi
Kok hiireler farklilagma kapasitelerine gore 5 grupta incelenir; (Avcilar ve

ark, 2018)

1) Totipotent Kok Hiicreler: Bu hiicreler; embriyo ve sonrasi tiim doku ve
organlar ile embriyo disi membranlar1 ve organlar1 veren, sonsuz

farklilasma ve bambaska yonlere gidebilme yetenegine sahip hiicrelerdir
3
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2)

(Karasahin, 2012). Fertilizasyondan sonra her bir boliinme ile olusan
hiicreye ise blastomer denir (Yilmaz ve Tekmen, 2018). Fertilizasyondan
sonra sekiz hiicreye kadar olan tiim blastomerler totipotent kok hiicre
olarak kabul edilir (Karasahin, 2012).

Pluripotent Kok Hiicreler: Canli viicudundaki birden fazla doku olusurken
bu kok hiicrelerden koken alir. Embriyoblast olarak adIndirilan blastosistin
i¢ hiicre kitlesinde bulunan hiicreler c¢ok farkli hiicre cesidine
farklilagabilirler ve bu hiicreler endoderm, ektoderm ve mezodermden
koken alir. Pluripotent kok hiicrelere en iyi O6rnek blastosistin i¢ hiicre
kitlesinden elde edilen embriyonel kok hiicrelerdir (Karasahin, 2012). 2006
yilinda Takahashi ve Yamanaka isimli bilim insanlar1 indiiklenmig
pluripotent kok hiicre tamimimi ortaya atmislardir. indiiklenmis pluripotent
kok hiicre kisaca somatik hiicrenin pluripotent 6zellik kazanmasidir (Sevim
ve Gilirpmar, 2012). Yamanaka ve ark. tarafindan retroviral gen aktarim
metodu ile Oct¥, Sox-2, KIf-4, c-Myc, genleri kullanilarak fare cilt
fibroblast  hiicreleri  pluripotent kok hiicresine  doniistiirebilmeyi
basarmiglardir. Bu hiicrelere indiiklenmis pluripotent kok hiicre adim
vermiglerdir (Avcilar ve ark, 2018). Aymi calisma grubu bir yil sonra
erigkin insan hiicrelerinden insan indiiklenmis pluripotent kok hiicresi elde
etmistir. Bu calismalar farklilasmis olan bir hiicrenin bile kok hiicre haline

donebileceginin kanitidir (Coban, 2013).
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Sekil 1.1. Yetiskin somatik kok hiicre izolasyonunun sematik temsili ve
indiiklenmis pluripotent kok hiicrelere yeniden programlanmasiyla
soylardan tiiretilmis {i¢ embriyonik katmana yeniden farklilagma
potansiyeli (Bayart ve Cohen-Haguenauer, 2013).

3) Multipotent Kok Hiicreler: Multipotent kok hiicreler digerlerinin aksine
boliindiiklerinde tek bir yonde farklilasan kok hiicrelerdir. Gelisimlerinin
ileri sathalarinda hiicreler daha 6zellesmis gorevlere yonelir ve artik onlar
eriskin kok hiicrelerdir. Bu kok hiicreleri eriskinliklerinde tipik olarak
bulunduklar1 dokunun hiicre tiplerini iiretmekle gorevlidirler. Multipotent
kok hiicrelere en iyi 6rnek kemik iligi kok hiicresidir (Karasahin, 2012).

4) Oligopotent Kok Hiicreler: Belirli bir doku ya da organda en az iki hiicre
hattina farklilagabilen kendini yenileme 6zelligine sahip kok hiicrelerdir.
Oligopotent kok hiicrelere miyeloid ve lenfoid hiicrelere doniisebilen
miyeloid ve lenfoid onciil (progenitor) hiicreler 6rnek verilebilir (Avcilar

ve ark, 2018).
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5) Unipotent Kok Hiicreler: Sadece tek bir hiicre ¢esidine doniisebilen kendini
yenileme oOzelligine sahip en az farklilasan kok hiicrelerdir. Kas kok
hiicreleri de yalmz olgun kas hiicrelerine farklilasabilir bu nedenle

unipotent kok hiicre grubunda yer alir (Avcilar ve ark, 2018).

Kok hiicreler rejeneratif tip uygulamalarinin temelini olusturur ¢iinkii
tahribe ugramig bir organin fonksiyonlarini diizeltmek igin en iyi se¢cim yerine
yenisini koymaktir. Bu noktadan hareketle kok hiicreler birden fazla kaynaktan
elde edilip, viicudun ¢esitli doku ve hiicre tiplerine doniistiiriiliip hasarli bolgeleri
tamir ederek pek cok saglik sorununun tedavisine 1sik tutabilir. Kok hiicre ile
tedavinin temelinde hastaya ait hiicreler gorevini artik yapamadiginda bu bolgelere
kok hiicre enjekte ederek islev kazandirmak yatar (Atalayin ve ark, 2012).

Kok hiicrelerle ilgili birgok gruplandirma yapmak miimkiindiir ama
giinlimiizde en ¢ok kabul goreni elde edinilen kaynaga gore yapilan gruplandirma

yontemidir.

A) Embriyonik kok hiicreler
B) Embriyonik olmayan kok hiicreler
I- Hematopoetik kok hiicreler
a- Kemik iligi kok hiicreleri
b- Periferik kan kok hiicreleri
c- Gobek kordon kani kdk hiicreleri
II- Stromal (mezenkimal) kok hiicreler

I11- Organlarda yerlesik diger eriskin kok hiicreleri

1.1.3.1. Embriyonik Kok Hiicreler
Embriyonik kok hiicreler fertilizasyonun bes ve altinci giinlerinde iki
katmanli olarak olusan blastosistin igerisinde bulunan hiicre kitlesinden elde edilir.

D1s hiicre katman1 olan trofoblast plasentayr ve amnion zarimi olusturur, i¢ hiicre

6
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kitlesi ise ektoderm, endoderm ve mezoderm doku hiicrelerini olusturur.
Embriyonik kok hiicrelerin eldesi ise ilk defa iki farkli arastirmaci grubu tarafindan
gerceklesmistir. Bu iki arasgtirma grubu da embriyonik kok hiicreleri fare
embriyolarindan elde etmistir. 1998°de ise Thomson ve arkadaglari tarafindan
kendini yenileyebilme ve pluripotent 6zellige sahip olan ilk insan embriyonik kok
hiicresi elde edilmistir (Avcilar ve ark, 2018).

Embriyonik kok hiicreler blastosist ve timdrijenez ile iliskilidir. Insan
embriyonik kok hiicrelerinin kullanimi yasal ve etik hususlari igerir. Yetiskin kok
hiicrelerde ise bu sorunlar daha az ciddidir (Ding ve ark, 2011).

Embriyoid cisimcikler ise embriyonik kok hiicreden elde edilen hiicre
kiimeleridir. Bunlar plasenta dahil olmamakla birlikte ektoderm, mezoderm ve
endoderm tabakalarindan koken alan ¢esitli hiicre tiplerine farklilasabilir.
Embriyonik kok hiicreler, hiicre kiiltiir ortaminda uzun siire yiiksek derecede
telomeraz ekspresyonu ve aktivasyonu gosterirler. Embriyonik kok hiicrelerin
kendi kendilerini yenileme kapasitesiteleri sinirsizdir ayrica tiim fetal dokulara ve
eriskin kok hiicrelerle birlikte daha bunlarin farklilagmis progenitorlerine
farklilasabilir (Ates, 2016).

Embriyonik kok hiicreler viicuttaki diger hiicrelerle kiyaslandiginda ¢ok
daha yiiksek bir cekirdek/sitoplazma hacmine sahiptir. Proniikleus yapisi ¢ok
belirgindir. Diger bir 6nemli 6zelligi ise kanser hiicreleri gibi siirekli boliinebilme
yetenegine sahiptir ancak kanser hiicrelerinden ayri olarak normal bir karyotip
yapisina sahiptirler. Embriyonik kok hiicreler tanimlanirken ileri molekdiler
tanimlama teknikleri kullanilir ancak embriyonik kok hiicrelerin erken doneminde
ekspresyon gosteren isaretcilerin (SSEA -1, 3, 4, TRA-1-60 ve 81 vb) ya da gen
tiriinlerinin (OCT-4, Alkalin Fosfataz vb.) immiinositokimyasal yontemler ile
boyanmasi teknigi kullanilarak immiinolojik olarak da tanimlanabilirler
(Karasahin, 2012).

Insan embriyonik kok hiicrelerinin ¢alisitimasindaki etik sorunlar ve

hiicrelerin tedaviye yonelik kullanimlar1 sirasinda olusabilecek immiin yanit
7
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sebebiyle bu alandaki c¢alismalar olumsuz olarak etkilenmistir (Iskender ve
Canatan, 2013). Ulkemizde de Saglik Bakanligi 2005 yilinda yayimladigi bir
genelge ve 2006 yilinda yayimladigi bir kilavuz ile insan embriyonik kdok hiicre

caligmalar1 yasaklanmustir (Karagahin, 2012).

1.1.3.2. Embriyonik Olmayan K6k Hiicreler

Bir diger kok hiicre grubu doku veya organdaki farklilasmis hiicreler
arasinda bulunan, farklilasmamus hiicrelerden olusan, kendi kendini yenileyebilen
ve i¢inde bulundugu doku veya organin 6zellesmis hiicre tiplerine farklilasabilme
yetenegine sahip olan embriyonik olmayan kok hiicrelerdir. Bu kdk hiicrelerin
organizmadaki asil gorevleri ise i¢inde bulunduklari dokuyu tamir etmek ve
dokunun biitiinliigiinii saglamaktir (Ates, 2016).

Yapilan c¢aligmalarda heniiz erigkin kok hiicrelerin de embriyonik kok
hiicrelerinde oldugu gibi her ¢esit dokuya kaynaklik edebilecegi konusunda net bir
sonuca varilamamustir. Erigkin kok hiicreler, bir doku veya organdaki farklilagmig
hiicreler arasinda bulunan farklilasmamis hiicre olarak tanimlanabilir. Erigskin kok
hiicreler kendilerini yenileyebilir ayrica i¢inde bulundugu doku veya organin
Ozellesmis hiicre tiplerine de farklilasabilir. Erigkin kok hiicrelerine somatik kok
hiicre de denir. Somatik kok hiicrelerin asil gorevleri, bulunduklari dokuyu

onarmak ve dokunun devamliligini saglamaktir (Sagséz ve Ketani, 2008).

1.1.3.3. Hemotopoietik Kok Hiicreler

1963'te, Till ve McCulloch kemik iliginde klonal olarak g¢ogalan ve
hematopoietik hiicrelerin tiim soylarina yiikselen tek bir progenitdr hiicre tipi
tanimladi. Bu arastirma HKH'lerin ilk karakterizasyonunu temsil eder (Rajabzadeh
ve ark, 2019). Hematopoetik kok hiicreler organizmadaki tiim kan hiicrelerini hayat
boyu olusturur. Hematopoetik hiicreler kendi popiilasyonlarini yenileyebilmek i¢in
tim kan soylarina gore farklilasabilirler. Kan hiicrelerinin devir hiz1 ¢ok yiiksek

olmasi nedeniyle diger hiicrelerden ayrilir. insan organizmasinda bir saniyede 10°

8
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kan hiicresinin iretildigi tahmin edilmektedir. Bundan dolayr hematopoetik kok
hiicreler dinamik kan iiretim sistemini siirdiirebilmek i¢in organizmanin taleplerine
hizli bir sekilde cevap vermek ve gevresel stresten kendilerini korumak igin
evrimsel olarak korunmus mekanizmalara sahiptir. Bu mekanizmalarin birgogu
yalnizca hematopoetik kok hiicreye aittir (Szade ve ark, 2018). 60 yas iistii i¢in
hematopoietik kok hiicrelerin nakli birkag genetik hastalik icin baslica iyilestirici

tedavi olmustur (Rajabzadeh ve ark, 2019).

1.1.3.4. Mezenkimal Kok Hiicreler

Somatik kok hiicre kaynagi olarak en iyi tanimlanan mezenkimal kok
hiicrelerdir. Bunlarin basinda ise kemik iliginden izole edilen stromal hiicreler ve
kandan aferez yontemi ile izole edilen hematopoetik kok hiicreler gelse de yakin
zamanlarda yapilan calismalar, mezenkimal kok hiicrelerin sadece mezenkim
tabakasi degil onun haricindeki tabakalardan farklilasan doku hiicrelerine de
farklilastigini géstermistir (Capkin ve ark, 2010).

Kemik iligindeki stromal bolmede hematopoetik olmayan multipotent
hiicreler ilk olarak Friedenstein ve meslektaslar tarafindan tamimlandi. Yapilan
tanim “Kemik iliginden koken alan ve uygun uyaranlarla ii¢ temel seri; osteojenik,
kondrojenik, adipojenik seriye farklilagabilen CD73, CD54 (ICAM-1), CD105,
CD39, CD49%e (a5- integrin) gibi belirtegleri eksprese eden uzantili fibroblast
benzeri multipotent hiicrelerdir (Ates, 2016; Baker ve ark, 2015). Bu hiicreler
yiiksek proliferatif potansiyele ve kabiliyete sahiptir. Ayrica, immiinsiipresyona ve
doku iyilesmesine katkida bulunabilen immiinomodiilatér olarak gorev
yapmaktadir. Mezenkimal kok hiicrelerin genis gapta hasar gérmiis ve yaslanmis
hiicrelerin yerini almak icin bir rezerv olarak hizmet ettigi diisliniilmektedir ve
doku rejeneratif hiicre tedavilerinde potansiyel kullanimlar i¢in en uygun hiicre
grubudur. Mezenkimal kok hiicreler her ne kadar yiiksek rejeneratif 6zellige sahip
olsa da aragtirmalar dokuda bulunan yerlesik mezenkimallerin rejeneratif
fonksiyonunun zamanla yani yaslhlikla birlikte azaldigini gostermektedir (Baker ve
ark, 2015).
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Sekil 1.2. Mezenkimal kok hiicre ve hematopoietik kik hiicre karsilastirilmast
(Baker ve ark, 2015)

Mezenkimal kok hiicreler oldukega yiiksek proliferasyon 6zellige sahiptir.
Adiposit, osteosit dahil olmak iizere bir¢ok farkli hiicre tiplerine farklilagma
yetenekleri bulunur. Mezenkimal kok hiicreler kemik iligi, deri, yag dokusu,
tendon, sinovyal membran, periodontal ligament ve sinir sistemi gibi dokulardan
kolaylikla temin edilebilir (Ghanbani ve ark, 2014).

Uluslararas1 Hiicresel Terapi Dernegi (ISCT) belirttigi sartlara gore bir
hiicrenin mezenkimal kok hiicre sayilmasi icin hiicrelerin plastige yapismalari,
yiizey belirteglerinin CD73, CD90 ve CD105 antikorlarmi tagimasi ve osteoblast,
adiposit, kondroblasta degisebilme kapasitesi gostermeleri gibi Ozellikleri
tasimalar1 gerekir (Mohamed-Ahmet ve ark, 2018).
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Canlilarda bulunan beyin, kalp, karaciger benzeri organlar 6nemli gorevleri
yerine getirir ve dnemli bir tahribata ugradiklarinda yenilenmeleri ¢ok zordur. Kok
hiicrelerin en belirgin &zellikleri boliinebilme ve farklilasma yetenegine sahip
olmalaridir bu nedenle hastalik ya da yaralanma sonucu hasar goren organ ve
dokularm kendini onarmasinda kullanilabilirler. Giiniimiizde bilim insanlar
transplantasyonun yerini alabilecek ve transplantasyon imkani olmayan hastalar
icin kullanilabilecek kok hiicre tedavisi ile ilgili ¢alismalar yapmaktadirlar. Bu
calismalar sayesinde kok hiicreler diyabet, kalp kasinin yenilenmesi, romatizma
grubundaki hastaliklar, parkinson ya da alzheimer gibi sinir sistemi hastaliklari,
sinir sistemi ve omurilik yaralanmalari, karaciger hasarlar1 gibi bozukluklarda
kullanilabilmektedir (Sagsoz ve Ketani, 2008).

Epigenetik faktorlerin kok hiicre kaderini ve farklilasmasini belirlemede
onemli bir rol oynadigi bilinmektedir. Mezenkimal kdk hiicreler, biyoloji ve
rejeneratif tiptaki deneysel alanlardaki Onemli uygulamalari nedeniyle en ¢ok
calisilan kok hiicre popiilasyonudur. Epigenetik degisikliklerin mezenkimal kok
hiicre biyolojisi ve farklilasma protokolleri {izerindeki roliinii osteositik,
kondrositik ve adipositik farklilagmasini belirler.

Epigenetik, DNA dizisinde degisiklik olmaksizin genlerin ifadesini igeren
kalitsal degisiklikler kiimesini ifade eder. Gegtigimiz birkag sene iginde, ¢ogu
aragtirma epigenetigin embriyonik iizerindeki etkilerini aragtirdi. Bu arastirmada
pluripotent kok hiicrelerde ki epigenetik degisikliklerin alternatif soylara
farklilagmayla iliskili genleri baskilayarak belirli bir soyagacina baglandigi
gosterildi. Bu arastirma, epigenetigin mezenkimal kok hiicreninlerin biyolojisi
iizerindeki etkisine ve osteositik, kondrositik, adipositik farklilagma protokollerine

odaklanarak 1s1k tuttu (Mortada ve Mortada, 2018).
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DNA Histon
metilasyonu modifikasyonlan:
mikroRNA Kromatin yeniden
sekillenmesi

Sekil 1.3. Mezenkimal kok hiicre farklilagmasini diizenleyen baslica epigenetik
faktorler (Mortadave Mortada, 2018)

Bir ¢alismada embriyonik kok hiicrelerin pluripotent olduklart igin
hiicresel tedavide kullanilmasi her ne kadar avantajli goriinsede hem yasal
diizenlemeler hem de etik problemler nedeni ile ikinci planda kalmaktadir. Bu
durum mezenkimal kok hiicreler ile gergeklestirilen arastirmalarin artmasini ve
daha biiyiik bir umutla bu hiicreler {izerinde ¢alisilmasini saglamistir. Mezenkimal
kok hiicrelerinin farklilagmasi her ne kadar kdken aldig1 tabaka hiicreleri ile sinirh
olsa da immiin yanit olusturmamasi agisindan en ¢ok tercih edilen hiicreler

olmalarina sebep olmaktadir (Capkin ve ark, 2010).

1.1.4. Kok Hiicre Tedavisi

Kok hiicre tedavisi son on yilda gelistirilmistir. Yine de, istenmeyen yan
etkileri igermesi, nakledilen hiicrelerin zayif hiicre gocii ve hayatta kalma sorunlari
gibi engeller kalmistir. Bu problemlerin iistesinden gelebilmek i¢in hiicre kaybini
azaltmayla birlikte uzun vadeli in vitro kok hiicrelerin tutulmasini saglayan
biyolojik olarak uyumlu ve biyolojik olarak parcalanabilen biyomalzemeler hiicre
tedavisi kullanilmaya baslandi. Su anda klinik deneylerde, bu biyomalzemeler ilag
ve hiicre tedavi sistemlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Belirtilen
biyomalzemeler sayesinde rejeneratif ilaclarin, doku miihendisliginde kullanilan
viicuttaki yabanci maddelerin uzun siireli hayatta kalmasini saglar ve hiicrelerin

saliimi kontrol edilir (Rajabzadeh ve ark, 2019).
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Insanlar ve hayvan arasinda biyoloji bakimindan birden fazla benzerlikler
bulunur. immiin fonksiyon: Insan-Fare; kardiyovaskiiler fonksiyon: Insan-K&pek;
cocuk felci: Maymun-Insan gibi eslesmeler bu benzerliklere 6rnek verilebilir (Kaya
ve Cevik, 2011). Fare, sican gibi hayvanlarin kdpek, domuz, koyun gibi biiyiik
tiirlere gore maliyetinin diisiik olmasi, bulunmasinin daha kolay olmasi ve deney
sonrasinda yasatilabilmesinin daha kolay olmasi gibi nedenlerden dolay1 tercih
sebebidir (Iskit, 2005).

Hayvanlarda cesitli hastaliklar hiicre bazli terapi ile tedavi edilebilir.
Ancak, kok hiicrelerin kullanildig1 hiicre tedavisine iliskin bagisiklik sorunlari
bulunabilir. Bu nedenle kok hiicrelerin nihai olarak kullanilmas: hayvan
modellerinin iyilestirilmesi ve uygun yontemlerin secilmesi asilama ve nakil igin

yardimei olabilir ve kolaylik saglar (Rajabzadeh ve ark, 2019).

1.1.5. Kok Hiicre Nisi

Kok hiicreler kendilerini farklilasmamis ve yenileyen bir durumda tutan
6zel mikro ortamalarda bulunur. Bu ortam kok hiicre nisi olarak adlandirilir. Cesitli
dokularda yapilan kapsamli ¢alismalar nisin 6nemini gostermistir. Kemik iligi dahil
olmak iizere kok hiicre davranisini modiile etmede cilt, bagirsak, iskelet kasi, ses
teli, beyin, omurilik, mide, yemek borusu kullanilabilir. Yakin ge¢miste modern
teknikler kullanilarak kok hiicre niglerini tamimlama ve karakterizasyonda
olaganiistii ilerleme saglanmistir. Bu ilerleme mikro ortamda ana hiicresel
bilesenlerin tanimi hiicreler bulunur ve kok hiicrenin molekiiler mekanizmalarinin
belirlenmesi davranis kontrol edilir boylece kok hiicre diizenlemesinde yer alan
anahtar nis sinyalleri ortaya cikarir. Bir organizmanin ekolojik nisine benzer
sekilde, bir kdk hiicre nigine 6zeldir. Kok hiicre aktivasyonu veya hareketsizligi,
kok hiicre mikro ortaminin birkag bileseni, nis bilesiminin karmagikligina baghdir
(Birbrair,2017).

1.2. Adipoz Doku
Kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerinin 6rnek toplama igin gereken

nispeten invaziv prosediiriin yani sira hiicre sayisinda, proliferasyonda ve yasla
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farklilagma kapasitesinin azalmasimdan dolay1 klinik uygulanabilirligi sinirhdir.
Bu nedenle, kemige alternatif olarak birden fazla doku aragtirilmistir. Bunlar:
plasenta, adipoz; fetal akciger, gobek kordon kani ve digerleri (Jeon ve ark, 2016).

Adipoz doku, enerji birikiminin baglica depolama alanlaridir ve diger
organlar i¢in ihtiya¢ zamaninda enerji saglar. Depolama kapasitesine sahip hiicreler
olan olgun adipositlerden olusur. Normallestirildiginde hiicre sayisi, adipoz
dokusunun sadece % 20-30'u olgun adipositlerden olusur; dige 1% 70-80" s6zde
stromal vaskiiler fraksiyondan olusur (Miiller ve ark, 2015).

Adipoz dokunun elde edilebilinirliginin kolay olmasi, kemik iligine
kiyasla daha fazla kok hiicre tretebilmesi, ayrica adipoz doku kokenli kok
hiicrelerin  etkinliginin hiicre i¢i ve hiicre disi ¢alismalarda kanitlanmasi ile
birlikte, yag doku kokenli mezenkimal kok hiicreler jeneratif doku miithendisligi
alaninda bir ¢ok tip bransinin dikkatini ¢ekmistir (Giindeslioglu ve ark, 2013).

Buna paralel olarak, ge¢mis yillara gore adipoz doku anlayisimiz degisti.
Sadece 20 yil dnce adipoz doku, inert bir enerji depolama orgami olarak kabul
edilirken, giiniimiizde adipoz dokunun enerji depolama ve dagitmadaki roliiniin
yani sira tiim viicut enerji metabolizmasinin diizenlenmesi gibi 6nemli gorevleri
oldugu fark edildi (Miiller ve ark, 2015).

Adipoz dokudan kdken alan mezenkimal kok hiicreler kolay bir sekilde ¢ok
miktarda elde edilebilmeleri ve hematopoetik kok hiicreler kadar etkin olmalar
nedeniyle plastik cerrahi disinda tibbin bir¢cok brangi tarafindan da giiniimiizde

yaygin olarak kullanilmaktadir (Giindeslioglu ve ark, 2013).

1.3. Kisspeptin

Puberte hipotaloma-hipofizer gonadal eksenin aktif duruma gelmesi ile
baglar (Semih ve Abdiilvahit, 2021). Hipotalamo-hipofizer-gonadal eksen fertilite
yeteneginin olugsmasi ve siirdiiriilmesini saglayan ve diger sistemlerle karmasik
iligkileri olan merkezi bir sistem olarak bilinmektedir (Ziilfiye ve Biiyiikuysal,
2020). Puberte doneminde iireme kabiliyeti kazanilir (Yardimc1 ve Kelestimur,
2019). Ureme davranis1 hayvanlarin hepsinde onemli bir davranissal &zelliktir.

Cinsel davranig, memelilerin karsi cinsle dollenmesini saglar (Hellier ve ark,2019).
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Puberte doneminde aym1 zamanda yetiskinlige adim atildiginda meydana gelen
anatomik, davramigsal ve fizyolojik farkliliklar gerceklesir (Yardimci ve
Kelestimur, 2019). Hipotalamo-hipofizer-gonadal eksenin puberte déneminde
aktivasyonunu nasil gergeklestirdigi uzun yillar gizemini korumus ve hala
bilinmeyen yonleri ile giincel bir arastirma konusu olma o6zelligini devam
ettirmektedir.  Glinlimiizde, gonadotropin  salgilatict  hormonun (GnRH)
uyarilmasinin artmasinin puberte baslangicindaki tetikleyici mekanizmanin 6nemli
bir parcasit oldugu diisiiniilmektedir (Kafa ve Eyigoér, 2011). Gonadotropin
salgilatici hormon omurlulardaki seksiiel olgunlasma ve liremeden sorumlu en
onemli diizenleyici hormondur (Durmaz ve Dikmen, 2007). GnRH’ in GnRH I ve
GnRH II olarak adlandirilan iki molekiilii vardir. GnRH I, Schally ve Guillemin
tarafindan kesfedilmistir. Uremede baskin bir rol oynar. GnRH II mevcut ¢ogu
memeli tiirlinde bulunur ancak insanda islevi agik¢a belirlenmemistir. GNRH II ve
reseptorleri, LH artisinin kontrol edilmesinde kritik 6neme sahip olabilir (Barbieri,
2014). GnRH, hipofizden FSH ve LH salgilanmasini saglayan, hipotalamusta
tiretilen bir dekapeptittir (Durmaz ve Dikmen, 2007).

FSH konusunda genel bir fikir birligi vardir. Bu da FSH i ergenlik
doneminde memelilerde spermatogenezin baglamasi ve genislemesinde kritik
oneme sahip oldugudur ancak normal yetigkin erkekte rolii hala tartisilmaktadir
(Sharpe, 1989). Folikiil uyarici hormon, iireme fizyolojisinin kritik bir
diizenleyicisidir. FSH o ve P olmak fiizere iki farkli alt birimden olusan
heterodimerik glikoprotein. a-alt birimi tim hipofiz ve plasental glikoprotein
hormonlarinda ortak iken B-alt birimi hormona 6zgii ve heterodimer biyolojik
aktivite verir (Das ve Kumar, 2018).

Luteinize edici hormon hipofiz tarafindan ¢ok sayida molekiiler formda
kan dolagimina salgilanir. Bu ¢esitlilik oligosakkaritlerin yapisindaki farkliliklar
nedeniyle olusur (Perera ve ark, 2007). Luteinlestirici hormon, luteal yapinin
olusumunda ve stirekliliginde gorevli olan, 28-34.000 dalton molekiil agirlig1 gibi
bir biiyiikliige sahip, yarilanma Omrii ise yarim saatten az olan gonadotropik bir
hormondur (Saribay ve ark, 2018). Luteinize edici hormon bir glikoproteindir.

Luteinize edici hormon folikiiler olgunlasmada, korpus luteum gelisiminde, testis
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ve yumurtalik diizenlemesinde gorev alir (Perera ve ark, 2007). LH steroid hormon
sentezini diizenler (Rahman ve Rao, 2009). LH iki farkli glikosile polipeptit
zincirinden olusur ve kovalent olmayan baglarla baglanmistir (Perera ve ark, 2007).

LH yumurtaliklarda graniiloza hiicrelerini uyararak, FSH ile beraber
folikiiler olgunlasma, Ostrojen iiretimi, yumurtlama dénemi, bu donemden sonra
korpus luteumu etkileyerek progesteron iiretim ve salgilanmasini saglar (Saribay ve
ark, 2018).

GnRH hipotalamustan fetal donemde salgilanmaya baglar ve bu dénem
boyunca aralikli olarak devam eder. Dogum gergeklestikten sonra GnRH seviyesi 6
ve 12 ay arasinda giderek azalir. Bu azaldig1 seviyede ¢ocukluk dénemi boyunca
kalir. Sessizlik donemi bittikten sonra GnRH salimmindaki artis puberte donemini
baslatir. Cocukluk déneminde meydana gelen sessizligin nasil bir mekanizma ile
gergeklestigi ve bu duruma neyin sebep oldugu hala bilinmemektedir. Memelilerde
GnRH salmimiin artmasi puberteyi baglatirken pubertal sonrasit dénemde ise
iireme organlarmin fonksiyonlarmi gerceklestirilmesini ve bu fonksiyonlarin
devamliligini saglamaktadir (Durmaz ve Dikmen, 2007).

Kesfedildigi giinden bu yana, GnRH'nin hipotalamik salgilanmasinin islevi
iiremeyi baglatan ve kontrol eden anahtar yol olarak belirlenmistir. GnRH'nin yer
aldig1 temel merkezi rol agiklanmadan kalirken, GnRH néronal agmin bir dizi
islevsel sinirlamasi tespit edilmistir. Ornegin, siganlarda GnRH néronlari dstrojen
icermez (Skorupskaite ve ark, 2014).

GnRH sistemi, hormon salgilanmasini inhibitor ve eksitatoér sinyallerle
diizenleyen ve hipotalamusun birgok bdlgesine kiimelenmis ndronlardan olusur.
Son donemlerde yapilan arastirmalar ile GnRH etkinliginin hipotalamustan salinan
kisspeptinler tarafindan diizenlendigi belirlenmis ve kisspeptinin puberte
doneminin baglamasi i¢in uyarici bir mekanizmanin en O6nemli bilesenlerinden

oldugu saptanmustir (Ziilfiye ve Biiyiikuysal, 2020).
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Memeli hipotalamik hipofiz gonadal ekseni Pubertede, gonadotropik
salgilatici hormonun pulsatil salgilanmasi, 6n hipofizi gonadotropik
hormonlart, luteinize edici hormonu ve folikiil uyarict hormonu salmasi
icin uyarir. Bunlar, gamet olusumunu ve GnRH, LH ve FSH salinimim
diizenlemek icin geri besleme dongiileri olusturan gonadal steroid
hormonlarinin iiretimini tesvik etmek icin gonadlar iizerinde hareket
eder. Digsilerde, yiiksek seviyelerde Ostrojen ve progesteron,
GnRH/LH'nin preovulatuar dalgalanmasini indiiklemek igin AVPV'nin
kisspeptin noronlarin1 uyarir, oysa kavisli c¢ekirdekte (ARC) KISS1
ekspresyonunu inhibe ederler. Erkekte, GnRH ve gonadotropik hormon
salinimi, kismen ARC'nin kisspeptin noronlarinin aktivitesi yoluyla,
dolasimdaki  testosteron tarafindan negatif olarak diizenlenir
(d’Angloment ve Colledge, 2010).

Kisspeptinleri kodlayan gen olan KISS1, ilk olarak 1996'da Lee ve

arkadaslar1 tarafindan insan habis melanomunda metastaz baskilayic1 olarak

tanimlanmistir. Hershey'de (PA, ABD) kesfedildigi i¢in gen adini kasabada tiretilen
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uinlii ¢ikolata markasi "Kisses" dan almistir. KiSS1'deki SS, bunun bir "baskilayici
dizi" oldugunu gosterir. KISS1 geni kromozom 1q32'de lokalizedir ve dort ekzona
sahiptir (Skorupskaite ve ark, 2014).

Kisspeptin sistemi kus tiirleri hari¢ biitlin omurgalilar arasinda korunur.
Ancak omurgalilarda dokularda bulunan kisspeptin miktar1 hala belirsizdir
(Trevisan ve ark, 2018).

Kisspeptinler, RF-Amid yapida KISS-1 geniyle ifadelenen bir ndropeptid
ailesidendir (Sartyildiz ve ark). Kisspeptinin reseptorii G-protein reseptdr 54’tiir.
G-protein reseptor 54 iireme yeteginin kazanilmasi ve bu yetenegin siirdiiriilmesini
sagladigi birgok calismada gosterilmistir. Kisspeptin reseptdriic GPR54 ile iligkili
yapilan arastirmarda, bu reseptor fonksiyonunu baskilayan mutasyonlarin pubertal
gelisim geriligi ve {ireme yetenek kaybi ile karakterize hipogonadotropik
hipogonadizme sebep oldugu saptanmistir. Bu sonuglar GPR54 reseptoriiniin
puberte doneminde normal GnRH aktivitesi i¢in ne kadar onemli oldugunu
kanitlamaktadir (Ziilfiye ve Biiyiikuysal, 2020).

Ilk olarak sigan beyninde tanimlanan GPR54 daha sonra insanda AXOR12
ve hOT7T175 olarak adlandirildi (Skorupskaite ve ark, 2014). GPR54 ve ligandi
ilk once kanser lizerine ¢alismamalar yapan biyolog arastirma grubu tarafindan
kesfedilmistir. Bu aragtirma grubu yaptigi deneylerde GPR54 reseptdriine sahip
ligandin meme kanseri ve maling melanomlarda tanimlanmis olan bir tiimor
baskilayict geni olan Kiss-1 geninin {iriinii oldugunu belirlemistir (Durmaz ve
Dikmen, 2007).

Kisspeptin reseptorii olan GPR54, hipokampus ve korteks gibi beynin
ekstra-hipotalamik kisimlarinda ifadelenir. En basta kissl geninin metastazi
baskilama {irinii metastin olarak adlandirildi. Kisspeptinin hipotalamik-hipofiz
gonadal aksi diizenledigi ve oksidatif hasara karsi antioksidan enzimin
ifadelenmesini degistirdigi bulunmustur (Akkaya, 2018).

GPR54 reseptorii, memeli beyninde oldukca fazla bulunan galanin almaci

ile %45 benzerlik bulundurmaktadir (Kafa ve Eyigor, 2011). 1999'da, GPR54 su
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sekilde kesfedildi: galanin reseptor ailesinin bir iiyesi, ancak bu reseptor galaninle
spesifik baglanma gostermedi. 2001'de bagimsiz gruplar, kisspeptinin dogal bir
ligand oldugunu agikladi (Trevisan ve ark, 2018).

1999 yilinda birden fazla merkezi sinir sistemi bdlgeleriyle birlikte
cevresel olarak da yerlesen GPR54 reseptoriinii kodlayan gen kisspeptin
kesfedilmistir (Kafa ve Eyigdr, 2011). 2001 yilina kadar kisspeptin, oksiiz G-
proteini i¢in bir ligand olarak tanimland1 (Skorupskaite ve ark, 2014). 2001 yilinda
iic farkli arastirma grubu tarafindan yiiriitiilen bagimsiz ¢alismalar ile GPR54
reseptOriiniin metastinin (ilerleyen zamanda kisspeptin-54 olarak adlandirilacak)
etkilerine aracilik ettigi saptanmis ve bu nedenle 6ksiiz (orphan) bir reseptér olma
siniflandirmasindan  ¢ikarilmustir.  Insanlarda, GPR54 reseptériiniin  6zellikle
plasenta, hipofiz, pankreas ve medulla spinaliste fazla miktarda ifade edildiginin
goriilmesinden dolay1 endokrin fonksiyonlar1 olabilecegi varsayilmistir (Kafa ve
Eyigor, 2011).

Northern blot ve in situ hibridizasyon analizleri gosterdi ki GPR54, beyin
bolgeleri (orta beyin, talamus, hipotalamus, hipokampus, korteks) ve ayrica
periferik bolgelerle (karaciger, pankreas ve bagirsak) birlikte plasenta, hipofiz bezi,
pankreas, gonadotroflar, testislerde yiiksek oranda ifade edilir (Trevisan ve ark,
2018).

Kisspeptin 145 amino asitli bir proteindir ve KiSS-1 geni tarafindan
kodlanir. Kisspeptin, enzimlerle kisspeptin-54 veya metastin gibi peptidlere
parcalanabilir. Kisspeptinlerin 14, 13 veya 10 amino asit iceren kiiciik peptidlere
parcalandiklar1 da olur ve hepsine kisspeptin adi verilir. Kisspeptin 54, 14, 13 ve
10 arjinin (R) ve amit halde fenilalanin (F) iceren (Rfamid) protein grubunda
bulunur. Bu grubun iireme ve enerji metabolizmasiyla iligkili ¢ok sayida gorevi
bulunur. Kisspeptinlerin hepsinde ortak olarak C-terminal dekapeptid (kisspeptin-
10) bulunur. Kisspeptinler GPR54 reseptoriine baglanirlar. Bu baglanma
GPR54’1in aktivasyonunu saglar. GPR54 reseptoriiniin aktive olmasi igin gereken
en kisa kisspeptin dizisi KiSS-10’dur. GPR54 reseptdrii, G-protein bagl reseptorler
(GPCR) aile grubunda bulunur (Yardimci ve Kelestimur, 2019).
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Sekil 1.5. Kisspeptin prekiirsorii KP-145 ve karboksi terminal pargasindan olusan

Kisspeptin-54 (metastin), Kkisspeptin-14, 13 ve 10.(Kafa ve Eyigor,
2011)

Kisspeptin, insan iiremesinin kontrolinde yer alir. KISS1 / GPR54
sisteminin iiremeyi kontrol ettigini gosteren ilk kanit GPR54 mutasyonlar belirten
iki farkl calismada kesfedilmistir. Bu calismalarda yetersiz luteinize edici hormon
ve folikiil uyaric1 hormon salgilanmasiyla; Kissl / Gpr54 ifade etmeyen ve cinsel
olgunlugun olmadigini1 gdsteren transgenik farelerde gonadlarm hipo gelisimi,
hipogonadotropik hipogonadizm ve infertilite gdzlenmistir. Insanlarda da {ireme
fonksiyonunun gecikmesi ve kisithk gibi benzer etkiler gdzlenmesi
hipogonadotropik hipogonadizm ile iligkilendirilmistir (Trevisan ve ark, 2018).

Kisspeptidin tireme ve kisirligi dikkate alan ¢aligmalar sinirhidir. G-protein-
bagl reseptor (GPR54 / KISS1R) hipotalamik tarafindan GnRH salimimini uyarir.
Kisspeptin ergenligin baslangicinin  6nemli bir diizenleyicisi olarak, seks
hormonunun diizenlenmesi gonadotropinlerin salgilanmas1 ve dogurganligin
kontroliinii saglar. Buna ragmen, kisspeptinin ve kisirlikla ilgili ¢aligmalar1 olduk¢a
azdir. Kisspeptinin roliiniin anlagilmasi, kisirlikta bir biyobelirteg olarak

kullanilmasina yol agabilir (Trevisan ve ark, 2018).
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KISS1R, Kisspeptin tarafindan baglandiktan sonra, fosfolipaz C'yi aktive
eder ve ikincil hiicre i¢i habercileri, inositol trifosfat ve diasilgliserolii alir, bunlar
da Kisspeptinin iglevine aracilik etmek i¢in kalsiyum salinimina ve protein kinaz C
aktivasyonuna aracilik eder (Skorupskaite ve ark, 2014).

Son 15 yilda yapilan g¢aligmalarda kisspeptin ndronal popiilasyonunun
ireme olgunlagsmasi ve islevi disinda ergenlik baslangici, gonadotropinin
geribildirim regiilasyonu, yumurtlamanin néroendokrin kontrolii, metabolik
dogurganligin modiilasyonu, obezite gibi bircok fonksiyonu bulundu (Hellier ve
ark, 2019).

Kisspeptin beyindeki hipotalamus bolgesinde KNDy sinir hiicreleriyle
salgilanir. Normal bir dogurganlik icin Kisspeptin’in yani1 sira kisspeptin
iiretiminde gorev alan Nokinin B’nin de bulunmasi gerekir (Varoglu ve Erdogan,
2020).

INSAN
[avev] [Poa]

KEMIRGEN

Arkuat Cekirdek

Infundibular Gekirdek

Kisspeptin Kisspeptin

v ¥
GiIRH Gmiﬁ
HIPOFIZ HIPOFiZ
LH/FSH LH/FSH
v v
P A GONADLAR
- Cinsiyet Steroidi —————————————————/ Cinsiyet Steroidi

Sekil 1.6. Kisspeptin-GnRH  yolunun ndéroanatomisini ve insanlarda ve
kemirgenlerde KNDy noéronlar1 ile GnRH néronlari arasindaki iligkiyi
gosteren sematik diyagram.
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Kisspeptin, dogrudan Kisspeptin reseptoriini ifade eden GnRH néronlarina
sinyal gonderir. Kisspeptin néron popiilasyonlarinin hipotalamus igindeki konumu
tiire Ozgiidiir, kemirgenlerde anteroventral periventrikiiler ¢ekirdek ve arkuat
¢ekirdek iginde ve insanlarda preoptik alan ve infundibular c¢ekirdek iginde
bulunur. Infundibular cekirdekteki Kisspeptin ndronlari, ndrokinin B reseptérii ve
kappa opioid peptit reseptorii araciligiyla otosinaptik olarak pulsatil kisspeptin
salgisini diizenleyen noérokinin B ve dinorfini (KNDy néronlari) birlikte eksprese
eder, norokinin B uyarict ve dinorfindir. Negatif (kirmizi) ve pozitif (yesil) seks
steroidi geribildirimi, sirastyla AVPV ve arkuat c¢ekirdek yoluyla kemirgenlerde
farkli kisspeptin popiilasyonlar1 araciligiyla saglamir. Insanlarda infundibular
cekirdekteki KNDy noronlari1 hem negatif (kirmizi) hem de pozitif (yesil)
geribildirimi iletir. POA kisspeptin popiilasyonunun insanlarda seks steroid geri
bildirimine aracilik etmedeki rolii tam olarak arastirilmamistir (Skorupskaite ve
ark, 2014).

Kesfedilmesinden bu yana, GnRH'nin hipotalamik salgilanmasi, iireme
fonksiyonunu baglattig1 ve kontrol ettigi belirlenmistir. GnRH'nin oynadigi 6nemli
merkezi rol tartismasiz kalirken, GnRH ndéronal aginin bir takim islevsel
sinirlamalari tanimlannmustir. Ornegin, siganlarda, GnRH néronlari, baslica dstrojen
reseptorii olan ER-o’dan yoksundur, bu nedenle gonadal geri bildirime aracilik
eden bir ara sinyal yolagina ihtiya¢ oldugunu disiindiiriir. Kisspeptinin insan
ergenliginde zorunlu roliiniin kesfi, insan iiremesinin néroendokrin diizenlemesine
iliskin mevcut anlayista devrim yaratmasi sadece 2003 yilindaydi. KiSS1 geni
tarafindan kodlanan bir hipotalamik peptit olan Kisspeptin, GnRHnin yukar
akisinda hareket eden ve cinsiyet steroid geribildirimine ve metabolik ipuglarina
duyarli yeni bir noéromodiilatordiir. Kisspeptin artik ergenligin baslamasinin,
gonadotropinlerin seks hormonu aracili salgilanmasinin diizenlenmesinin ve
dogurganligin kontroliiniin 6nemli bir diizenleyicisi olarak kabul edilmektedir.

Norokinin B i¢in lireme roliiniin ilgili kesfi, alana daha fazla ilgi gosterilmesini
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saglamigtir. Ayni fonksiyonel noronal ag, Kisspeptin ve Norokinin B'yi salgilar

(Skorupskaite ve ark, 2014).

1.4. Norokinin

Tasikininler ortak bir C-terminalini paylasan bir peptit ailesidir.
Tasikininler memeli tiirlerinde noérokininler olarak isimlendirilir. Hem memeli hem
de memeli olmayan tiirlerde Substance P izole edilen ilk tasikinindir (Longmore ve
ark, 1997). Tasikiknin ilk defa 1931 senesinde Von Euler ve Gaddum atlarin beyin
ve bagirsaklariyla ilgili yaptiklar1 ¢calismada bulunmustur. Yaklasik 40 yil sonra ise
tasikininin saf hale getirilip toz sekle doniisiimii basarilmis ve “Substance P diye
adlandirilmistir (Yurdakos ve Mengi, 2009; Koca, 2019). Substance P, sinir
sisteminde ilk tanimlanan néroaktif peptiddir ve noronlar arasinda iletigsimi saglar.
Substance P tagikininler olarak bilinen peptid familyasina baglidir. Substance P
Arg—Pro-Lys—Pro—-GIn-GIn—Phe—Phe-Gly-Leu—Met-NH2 olmak iizere 11 amino
asitten olusan bir undekapeptiddir (Yurdakos ve Mengi, 2009).

Memeliler sinifinda olmayan tiirlerde birden fazla tasikinin kesfedilmistir,
memeli merkezi sinir sisteminde ise nérokinin olarak adlandirilmistir (Yurdakos ve
Mengi, 2009). Norokininler, Substance P, nérokinin A ve norokinin B'yi igeren bir
peptit ailesi olusturur. Bu peptitler merkezi ve periferik sinir sisteminde biiyiik
oranda her yere dagilmistir ve kapsaisine duyarli noronlarda lokalizedir. Artik iyi
bir sekilde kanitlanmistir ki, ndrokininlerin eylemlerine esas olarak aktivasyon
aracilik eder (Campos ve Calixto, 2000). Diger sayisiz ndropeptit arasinda, P
maddesi, ndrokinin A dizilerini iceren Onciiler ve norokinin B biiyiikk miktarda
ifade edilir (Regoli ve ark, 1990). Norokinin A, noérokinin B, néropeptid K ve
noropeptid y Maggi ve arkadaslari tarafindan 1993’te kesfedilmistir (Longmore ve
ark, 1997).

Substance P ve norokininler gibi tasikininlerin bir kismi prolaktin

salgilanmasinin diizenlenmesine katilir (Czelejewska ve arkk, 2020). Norokininler
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iic gen tarafindan kodlanir. Bu genler: Tasikinin Geni 1 (Tacl), Tasikini Geni 2
(Tac2) ve Tasikinin Geni3 (Tac3)

Tacl: preprotasikinin A (PPT-A) ve Substance P ile Norokinin A'y1 kodlar.

Tac2: preprotasikinin B (PPT-B) ve kemirgenlerde Norokinin B'yi kodlar.

Tac3: preprotasikinin C (PPT-C) , Hemokinin-1’i ve insanlarda N6rokinin
B'yi kodlar (Yurdakos ve Mengi, 2009).

1983 ve 1984’te arastirma yapan iki farkli grup Norokinin A ve Norokinin
B’yi kesfetmistir ve hem merkezi hem de g¢evresel sinir sistemlerinde yaygin
olarak dagildigin1 gostermistir (Koca, 2019).

NKA His-Lys-Thr—Asp-Ser—Phe-Val-Gly—-Leu—-Met-NH2 olmak iizere
10 amino asit dizisi iceren bir dekapeptiddir. N terminal ucundaki 5 aminoasidin
4’1 Substance P ile aynidir (Yurdakos ve Mengi, 2009). NKA, Kimura ve diger
calisanlar tarafindan izole edildi ve tanimlandi (Regoli ve ark, 1990). Norokinin A,
preprotasikinin-A geni ekspresyonunun bir iiriinidir ve agirlikli olarak tasikinin
reseptorii 2 araciligiyla hareket eder. NKA'nin disi siganlarda ge¢ prolaktin
salgilanmasini uyarabildigini ve bu etkinin hormonal ortama bagl oldugunu
bildirmistir. Sican disi hipofizindeki NKA ve SP, 0strus sirasinda degisir
(Czelejewska ve arkk, 2020). Kaslarin kasilmasini uyaran en aktif ndrokinin
NKA’dir. SP ve NKA, 6zellikle periferik duyusal veya otonomik noronlarda ifade
edilir. Sicanda, NKA Substance P’den daha zayif kan basincini diisirmede ve
tiikiiriik salgisint uyarmada daha zayiftir (Regoli ve ark, 1990).

NKB Asp—Met-His—Asp—Phe-Phe-Val-Gly-Leu—-Met-NH2 olmak iizere
10 amino asit (dekapeptid) iceren bir dekapeptiddir. NKB ile NKA’nin 10 amino
asidinin 6’s1 ile aynidir. N terminal ucundaki son 5 amino asitten 4’ti Substance P
ile aymdir (Yurdakos ve Mengi, 2009).

Hemokinin-1 ise Arg-Ser-Arg-Thr—Arg—-GIn-Phe-Tyr—Gly-Leu-Met-
NH2 olmak iizere 11 amino asit i¢erir (Yurdakos ve Mengi, 2009).

Tasikininin ndronlarin biiylimesinde ve hayatta kalmasinda rol aldig

diisiiniilmektedir. Bu zamana kadar 6 adet memeli tasikinini kesfedilmistir ve
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bunlar Substans P, nérokinin A, ndrokinin B, ndéropeptit K, néropeptit gama ve
hemokinin 1 olarak adlandirilmigtir. NK1R ve NK3R beyinde daginik bir sekilde
yaygin olarak bulunur (Koca, 2019). Birkag¢ aragtirmaci norokinin reseptdrlerini
karsilastirarak ti¢ peptidin aktivitelerini in vivo farmakolojik testlerle ve in vitro
biyokimyasal analizlerle karakterize etmeye calismislardir (Regoli ve ark, 1990).
Norokinin 1 (NK1) reseptorii, bilinen norokinin reseptorlerinin P maddesine en
yiiksek afiniteye sahiptir ve bu nedenle bu peptit i¢in mantikli bir hedeftir (Nazl ve
Morris, 2000). NK2R ise sadece beyinde sadece belirli alanlarda bulunur.
Substance P NK1R2’ye, NKA NK2R2’ye ve NKB ise NK3R’ye biiyiik bir ¢ekimle
baglanir, yine de biitiin tasikininlerin ii¢ reseptére de baglanabilme kabiliyeti
bulunur. Substance P, NKA ve NKB’nin aminoasit dizisi ¢alismalarda kullanilan
tiim memelilerde ayni iken, HK1’in aminoasit dizisi fare, sican gibi tiirler arasinda
farklilik gostermektedir (Koca, 2019).

G proteinlerinin baglanmasindan sorumlu bdolge, tiim noérokinin iginde
yiiksek oranda korunmustur. NKA ve NKB sirasiyla NK2 ve NK3 reseptorlerine
potansiyel olarak baglanmay1 tercih ederken, NK1 reseptoriine afinite gosterir
(Campos ve Calixto, 2000).

Norokininler, plazma protein ekstravazasyonu, vazodilatasyon, diiz kas
kasilmas1 ve gevsemesi, tiikiirlik salgisi ve hava yolu kasilmasi dahil olmak {izere
farkl1 biyolojik siireclerde yer alir. Enflamatuar siireglerdeki rolleri ile ilgili olarak,
ndrokininlerin duyusal aktarima ve ayrica ¢ogu immiinolojik ve enflamatuar
duruma, trofik ve mitojenik maddeler olarak eylemleri yoluyla katilimini
destekleyen belirli miktarda kanit vardir. Norokininlerin etkileri, enflamatuar
medyatorlerin ikincil {iretimi yoluyla dogrudan veya dolayli eylemlerden

kaynaklanir; baglica histamin, nitrik oksit ve kininler (Campos ve Calixto, 2000).
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Sekil 1.7. Norokinin aracili inflamatuar yanitlarin altinda yatan Onerilen
mekanizmalar.(Campos ve Calixto, 2000)

Ayrica, ndrokininler, adezyon molekiilleri ve hiicre disi matrisin bilesenleri
ile Iokosit gociine aracilik ederek ve inflamatuar yaniti kontrol ederek etkilesime
girebilir. Norokininlerin ve reseptorlerinin inflamatuar olaylara katilimi, ¢ok sayida
farmakolojik ve biyokimyasal ¢aligma ile gosterilmis ve ¢ogu patolojik yanittaki
Onemini gostermektedir. Norokinin diizeylerinde artisa neden olan ana
degisikliklerden biri duyusal sinir hasaridir. Noronal terminallerin yikimi,
inflamatuar kronik hastaliklar1 takiben veya kimyasal ajanlarin veya yaniklarin
uygulanmasi gibi bazi zararli uyaranlara yanit olarak ortaya ¢ikabilir (Campos ve

Calixto, 2000).
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Substance P, norokinin A ve norokinin B noéronal uyarilma, diiz kas
kasilmasi, endotel hiicrelerinden NO salinimi, bagisiklik sisteminin aktivasyonu,
doku biiyiimesi ve onarimi gibi ¢ok gesitli biyolojik etkilere sahiptir. Tagikininlerin
biyolojik etkilerine iliskin arastirmalarin ¢ogu gecmiste, mevcut olan tek
antagonistlerin kendileri peptit olmas1 ve bu peptitlerin kullanighiligi, 6zellikle in
vivo kullamm i¢in disiik afinite ve metabolik istikrarsizlik nedeniyle sinirl
oldugundan, bu tiir deneyler zorluklarla doluydu. Bununla birlikte, bu durum,
peptit olmayan, secici NK1-, NK2- ve NKS3-reseptér antagonistlerinin yakin
zamanda piyasaya siiriilmesiyle 6nemli dl¢iide degisti. Ekzojen norokinin reseptor
agonistlerinin uygulanmasimi ve bunu takiben yanitin 6l¢lilmesini icermektedir.
Reseptor antagonistlerinin kullanilmasiyla tasikininlerin fizyolojik rolii daha
giivenilir sekilde tahmin edildi (Longmore ve ark, 1997).

Tasikininler miyelinsiz birincil duyusal afferent néronlarda ve bazi merkezi
ndronlarda, sempatik ve parasempatik noronlarda ve noéronal olmayan hiicre
tiplerinde bulunabilir. Immiinohistokimyasal calismalar, bazi afferent liflerin
yalnizca P maddesini igerdigini, digerlerinin ise hem P maddesini hem de
norokinin A'y1 igerdigini ve her ikisinin de kalsitonin geni ile iligkili peptit gibi
diger peptitlerle birlikte var olabilecegini disiindiirmektedir. Tasikininlerin
periferik salimimi plazma protein ekstravazasyonuna, sekresyona, bagisiklik
sisteminin aktivasyonuna ve mast hiicre degraniilasyonuna neden olur. Periferal
olarak salinan tasikininlerin etkileri genellikle proinflamatuardir ve bu nedenle
norokinin-reseptor antagonistlerinin periferik olarak aracilik edilen anti-inflamatuar

etkilere sahip olmasi beklenebilir (Longmore ve ark, 1997).
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2. ONCEKI CALISMALAR

Kok hiicre tamim olarak ilk defa 1909 yilinda Rus kokenli bilim insam
Alexander A. Maximow tarafindan kullanilmistir (Akkog ve Toplu, 2016).

1939 yilinda ise ilk kok hiicre nakli gerceklesmistir. Hastaya ayni kan
grubu tasiyan kardesinden kemik iligi nakli yapilmistir. Nakil basarili olmamis ve
hasta transplantasyonun besinci giiniinde 6lmiistiir. Bu calismanin ardindan II.
Diinya savasina kadar baska bir nakil calismasi yapilmamustir. ilk basarili
calismayi ise Jacopson ve arkadaglart 1949 yilinda yayinlamistir. Fare ile yaptiklari
calismada farenin dalaginin radyasondan korundugunu farketmislerdir. Dalaktan
elde ettikleri hiicreleri kemik iligi hiicrelerini enjekte etmisler ve kemik iligi
hiicrelerinin de radyasyondan korunmasini basarmislardir (Tanyeli ve ark, 2014).

1960 yillarinda “koloni yapict hiicreler” olarak adlandirilken ve sonraki
yillarda ise kendini yenileme ve farklilagmis nesil olusturma ozelliklerine sahip
“kok hiicre” ismi kullanilmaya baglanmistir. (Akkog ve Toplu, 2016)

1970’lerde ise ilk olarak Friedenstein ve ark. tarafindan fare kemik
iliginden bir hiicre popiilasyonu izole edildi ve bunlarin koloniler olusturma
yetenegine sahip oldugunu gosterildi. Yillar sonra Caplan ilgili terminolojiyi
tanimladi ve yaklasik 10 y1l sonra mezenkimal kdk hiicreler nihayet insan yetiskin
kemik iliginde tanimlanmistir (Karasahin, 2012).

1981 yilina geldigimizde birbirinden bagimsiz iki ¢alisma grubu olan Evans
ve Kaufman embriyonik kok hiicrelerle yaptiklari calismada 3-5 giinliik fare
blastosistleri i¢ hiicre kitlesinden koken alan siirekli olarak farklilasmadan ¢ogalan
embriyonik kok hiicreleri elde etmeyi basardilar (Karasahin, 2012).

Ulkemizde ise bugiiniin kok hiicre tedavisi iizerine diinyada belki de ilk
caligmalar1 yapan, insan Omriinii uzatmanin yolunun plasentalarda, kordon
hiicrelerinde oldugunu sdyleyen arastirmaci talidomid faciasini da onleyen Ord.

Prof. Dr. Vet. Hek. Tug. Gen. Siireyya Tahsin Aygiin’diir. 1950-1960 yillarinda
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Almanca tip dergilerinde hayvanlarda fetal greftler ve kordon kani greftleri ile
cesitli hastaliklarin tedavisinde arastirmalar yaymlamistir (Capkin ve ark, 2010).

1983 ve 1984’te aragtirma yapan iki farkli grup Norokinin A ve Norokinin
B’yi kesfetmistir ve hem merkezi hem de ¢evresel sinir sistemlerinde yaygin olarak
dagildigini gostermistir (Koca, 2019).

1996'da Lee ve arkadaslar1 tarafindan KISS1 geni kesfedilmistir
(Skorupskaite ve ark, 2014).

1993°te Maggi ve arkadaslar1 tarafindan Norokinin A, noérokinin B,
noropeptid K ve noropeptid y kesfedilmistir (Longmore ve ark, 1997).

1999 yilinda birden fazla merkezi sinir sistemi bdlgeleriyle birlikte
cevresel olarak da yerlesen GPR54 reseptoriinii kodlayan gen kisspeptin
kesfedilmistir (Kafa ve Eyigor, 2011).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal
3.1.1. Kullanilan cihazlar

Laminar akimli kabin, CO, inkiibatorii, akim sitometrisi, 1s1tk mikroskobu,
invert mikroskop, otoklav, santrifiij, vorteks, sicak su banyosu, buzdolabi-derin
dondurucu (+4°C, -20°C, -80°C) C.U. Biyoteknoloji Arastirma ve Uygulama

Merkezi hiicre kiiltiir laboratuvarinda kullanilmustir.

3.1.2.Kullanilan Malzemeler

Calismamizda 3 adet 5-6 aylik (disi-erkek) si¢an, %70’lik alkol, kavanoz,
laminer akis kabini, pens, bistiirii, parafin kabi, igneler, PBS (kalsiyum ve
magnezyum igermeyen), (Life Technologies, Gibco®, katalog numarasi: 10010),
santrifiij tiipti, a-MEM (Hyclone SH30265.01), Trizol (Sigma T9424TRI reagent),
%15 FBS (Atlanta Biologicals, katalog numarasi: S11550), %0,1 P/S (Gibco-
15.070), 15 adet 25 cm? yiizeyli kiiltiir kab1 (SPL-Lifescience 063), Tripsin (Life
Technologies, Gibco®, katalog numarasi: 25200), CD90 (557266 BD), CD45
(554878 BD), CD29 (555005 BD), DNAaz I kiti, Kiss1R (Rn0057690_m1), Kissl
(Rn00710914_m1), Tac2 (Rn00569758_m1l), Tacr2 (Rn00436896_m1), ACTB
(Rn00667869_m1)

3.2. Metod
3.2.1. Sican Adipoz Dokusundan Mezenkimal Kok Hiicre izolasyonu

3 adet sigan tek tek eterli bir kavonoz icinde bayiltild1 sonrasinda servikal
dislokasyon ile sakrifiye edildi. Dis yiizey sterilizasyonunun saglanmasi i¢in sigan,
%70’lik alkol igerisine batirildi. Bu asamadan sonra caligsmalara laminer akish
kabin igerisinde devam edildi. Sigan, bir pens yardimiyla kuyrugundan tutularak

gazli bezle silinip fazla alkolden arindirilda.
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Sirt iistli parafin kabi igerisine yatirildi. Sican elleri ve ayaklarindan igne ile
tutturularak sabitlendi. Karin bolgesinden bir pens ile tutularak deri makas ile
kesildi. Enine kesikler atilarak deri viicuttan uzaklastirildi. Peritoneum makas ile
acildi. Bobrek arkasindan yag doku makas ile kesilerek izole edildi. Yag dokusu
izole edildikten sonra 1XPBS igerisinde yikandi ve pens ile tutarak dokunun
tamami bagka petriye aktarildi. Petride yag doku makas ile kesilerek kiiciik
parcalara ayrildi. Yag dokunun iyice pargalanmasi i¢in yaklasik %0,075 Tip I
kollajenaz / 10 ml Ca*? igermeyen PBS soliisyonu i¢inde 37°C’de 60-90 dakika bir
orbital calkalayici (shaker) cihaza sabitlenerek inkiibatdrde bekletildi. Inkiibasyon
sonunda tiipler dokunun iyice pargalanmasi i¢in ¢alkalandi ve {lizerine esit miktarda
PBS eklendi ve homojenize edildikten sonra 1800 rpm’de 10 dakika santrifiij
edildi. Santrifiij sonrasi siipernatant (yag hiicreleri ve yikama sivisi) atildi ve
tizerine 10 ml hiicre kiiltiir ortam1 eklenerek 1800 rpm’de 10 dakika tekrar santrifiij
yapildi. Bu islem iki kez daha tekrarlandi. Santrifiigasyon sonrasi siipernatant
dokiildii ve elde edilen hiicreler 70 um’lik steril siizgegten gegirildi.

Stizgecten gegen hiicreler ve doku pargalart; a-MEM, %15 FBS, %0.1 P/S
iceren hiicre kiiltiir ortaminda, 25 cm? yiizeyli kiiltiir kabina aktarildi. 72 saat sonra
kullanilmig ortam degistirildi. Hiicrelerin iiremesine gore kiiltiir kabinin %751

kaplandiktan sonra pasaj yapildi.
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Sekil 3.1. Sicandan adipoz dokunun elde edilmesi

3.2.2. Hiicre Kiiltiirii

Hiicreler %10 fetal bovine serum (FBS) (Gibco, Grand Island NY, USA)
ve %1 penisilin—streptomisin igeren MEM (Fenol red igermeyen) (Gibco)
besiyerinde 37°C ve %5 CO,‘li ortamda inkiibe edildi. Kisspeptin ve norokinin
inhibitorleri ile ayr1 ayr1 veya kombinasyonlar1 ile muamele edilecek bu hiicreler
petri kabinda %70’lik yayilma gosterdikten sonra 24 saat boyunca serumdan

mahrum besiyerinde tutularak akabinde muameleleri gergeklestirildi.
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Sekil 3.2. Hiicre kiiltiirii pasaj asamalari

3.2.3. Akim Sitometrisi ille MKH Analizi

Oncelikle hiicre ortami atildi ve PBS ile hiicreler yikandi. Hiicre yogunlugu
%85’e ulasinca tripsin ile kaldirildi. Hiicre ortamu eklenerek tripsin inaktive edildi.
Hiicreler siispansiyon seklinde santrifiij tiiplinde toplandi ve 5 dakika 300-400 g’de
santrifiij edildi. Santrifiijlemeden sonra hiicre pelleti PBS ile durulandi ve yeniden
pellet haline getirildi. Siipernatant atildi ve pellet PBS soliisyonunda tekrar

siispanse edildi. Hiicre sayimi yapildi ve ardindan hiicreler soguk PBS iginde 10°-
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10" hiicre olacak sekilde seyreltildi. Seyreltmeden sonra 100 pl hacimde 10°-10’
hiicre olacak sekilde FACS (Floresan Aktive Hiicre Ayirma) tiipiine alindi. Antikor
eklendi ve karanlikta 30-60 dakika 4°C’de inkiibe edildi. Hiicreler santrifiijlendi ve
soguk PBS ile yikandi. Hiicreleri 100-200 pul FACS Buffer ile yeniden siispanse
haline getirildi. Karanlikta 4°C’de sakland1 ve 24 saat icinde analizi yapildi.
Ornekler 5. ve 6. Pasajda akim sitometrisi cihazi ile MKH hiicre yiizey belirtecleri
agisindan analiz edildi. Gruplardan alinan 6rnekler ile pozitif marker olarak CD90,

CD29 ve negatif marker olarak CD45 secildi.

3.2.4. RNA Izolasyonu

1) Ornekler vortekslendi. Her 5 dakikada bir buz iizerinde inkiibe edilecek
sekilde 15 dakika buz iizerinde inkiibe edildi.

2) 14000 rpm’de 10° +4°C’de santrifiij edildi.

3) Siipernatant baska bir ependorfa alindi ve iizerine 200 pl kloroform
eklendi. 10-20 saniye vortekslendi (pembe renk alana kadar). +4°C’de 10’
buz iizerinde inkiibe edildi.

4) 15’ 14000 rpm’de santrifiijlendi.

5) Santrifiij sonunda 3 faz olustu. En st fazda RNA, ortada protein, en alt
fazda ise DNA toplandi. RNA pipet yardimiyla bagka tiipe aktarildi.

6) Tiipe RNA miktari kadar izopropanol eklendi ve vortekslendi. +4°C’de 10’
buz iizerinde inkiibe edildi. 10’ 14000 rpm’de santrifiijlendi.

7) Dipteki pelleti gordiikten sonra siipernatant atildi. 1 ml %75°1ik etil alkol
eklendi ve vortekslendi.

8) 5’ 14000 rpm’de santrifiijlendi ve silipernatant atildi. Kalan siipernatanti
uzaklastirmak i¢in short-spin yapildi ve siipernatant atildu.

9) 6’ buz lizerinde kapaklar1 agik bir sekilde inkiibe edildi. (kontaminasyon

riskini azaltmak i¢in {izeri kurutma kagidi ile kapatildi.)
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10) Tiipe DEPC’li sudan 20 ul eklendi. Ornek buz iizerinde 15’ agz1 acik bir
sekilde inkiibe edildi. (kontaminasyon riskini azaltmak i¢in {izeri kurutma
kagidi ile kapatildi.)

11) Ornek pipetaj yapilip -20 °C’de saklandi.

3.2.5. RNA’y1 ¢cDNA’ya Doniistiirme

10XRT Buffer (2 pl), dNTP (0.8 pl), Randon Primer (2 pl), Enzim (1 pl),
Deiyonize su (4,2 pl), RNA (10 pl) olmak iizere RNA hari¢ diger malzemeler
eklenip bir mix hazirlanip vortexlendi en son tiiplere RNA eklendi ve sort spin

yapildi. Daha sonra 6mekler termal cycler cihazina yiiklendi.

3.2.6. RT-PCR

Total RNA izolasyonu TRIzol reaktifi kullanilarak izole edilmistir. Iki pl
c¢DNA kullanilarak ve Tagman master mix kullanilarak Real-time PCR ABI 7500
PCR sisteminde (AppliedBiosystems) gergeklestirilmistir. Polimeraz zincir
reaksiyonu Tagman master mix kullanilarak Real-time PCR ABI 7500 PCR
sisteminde (AppliedBiosystems) gerceklestirilmistir. 25 pl reaksiyon hacminde {i¢
tekrar olacak seklinde gergeklestirildi. Reaksiyon 50°C’de 2’ ve 95 °C’de 107,
takiben 40 déngii olarak gergeklesti. 95 °C’de 15 saniye ve 60 °C 1” olarak inkiibe
edildi. Caligmalardaki esik sikliis degeri (CT); reaksiyon ortamindaki floresan
miktarinin  sabitlenmis esik degerini gectigi siklusun kesirli ifadesi olarak
kullanildi. Sonrasinda CT degerleri mutlak kopya sayilarina doniistiiriildii. B-Actin
kontrolii kullanilarak biitiin cDNA 6rnekleri normalize edildi. “Kalip igermeyen”
ve “enzim igermeyen” kontroller kullanilarak genomik DNA varligi ve reaksiyon
Ozgiilliigli kontrol edildi. Tekrarlanabilirligi gostermek iginse ii¢ bagimsiz deney
gergeklestirildi.
ACt = Ct hedef gen-Ct referans gen
ACt= Ct muamele edilen-Ctkontrol
Ekspresyon orani = phact

Real time sonuglar1 bu formiil ile hesaplanarak grafikler elde edildi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bulgular
4.1.1 Akim Sitometri Sonuclari

Kiiltiirti yapilan adipoz dokuya ait hiicreler akim sitometri analizleri ile kok
hiicre yoniinden degerlendirilmesi yapilarak mezenkimal kok hiicre oldugu tespit
edilmistir. Mezenkimal kdk hiicrelerin morfolojik analizleri SSC/FSC (side scatter/
forward scatter) analizleri ile belirlenerek bulunan 6zelliklerin mezenkimal kok

hiicreye ait oldugu bulunmustur.

108

105-:

104~

SSC-A

103

102 R | L | LA | o
102 103 10* 10° 10¢

FSC-A

Sekil 4.1. Graniiliitesi side scatter (SSC) ve biiyiikliigli forward scatter (FSC)
olarak Ps de hiicrenin genel popiilasyonu akim sitometrisinde
degerlendirildi.
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Kemik iliginden elde edilen mezenkimal kok hiicreleri belirlenmesinde
pozitif yiizey belirtecleri olarak CD90, CD29 kullanilmigtir. Hiicrelerin
5.pasajindan elde ettigimiz veriler dogrultusunda kullandigimiz pozitif belirteglerin

ekspresyon diizeylerinin yiiksek oldugu saptanmustir.

[A] CD29 FITC-A / CD90 PC5.5-A
B-+: 0.26% B++: 72.31%)

108

A

10°

104

B--: 0.60%)

10! | j
; B ;26,829

e e 00 10 106
CD29 FITC-A

Sekil 4.2. Pasaj 5’te Akim sitometrisinde kullandigimiz  pozitif yiizey
belirteclerinin  (CD90, CD29) mezenkimal kok hiicrede oldugu
saptanmistir.

CD90 PC5.5-A
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FSC-A
[A] CD29 FITC-A / CD45 PE-A
iC-+: 0.02%) (C++: 1.78%|
1054
< 1€ 0.84%]
I_IJ -
& 10% - i
=r ] L
o
O
10° -
R SRR
107 10° 10* 10° 108
CD29 FITC-A

Sekil 4.3. Pasaj 5°te akim sitometrisinde kullanilan CD45 ve CD29 yiizey
markerlerinin hiicre populasyonu yoniinden yogun oldugu tespit
edilmistir.
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[Ungated] FSC-A / SSC-
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Sekil 4.4 Pasaj 6’da graniiliite side scatter ve biyiikligii forward scatter olarak
Pg’da hiicrenin genel popiilasyonu akim sitometrisinde degerlendirildi.

Adipoz dokudan elde edilen mezenkimal kok hiicreleri belirlenmesinde
pozitif yiizey belirtecleri olarak CD90, CD29 kullanilmistir. Hiicrelerin
6.pasajindan elde ettigimiz veriler dogrultusunda kullandigimiz pozitif belirteclerin

ekspresyon diizeylerinin yiiksek oldugu saptanmustir.
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[A] CD29 FITC-A / CD90 PC5.5-A
B-+: 0.29%

10°4

108

1{]L;EE--: 0.86%

1{133_

CD90 PC5.5-A

.
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0 10 10 10° 10t 105 10°
CD29 FITC-A

Sekil 4.5 Pasaj 6’da akim sitometrisinde kullandigimiz  pozitif  yiizey
belirteclerinin  (CD90, CD29) mezenkimal kok hiicrede oldugu
saptanmistir.
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[A] CD29 FITC-A / CD45 PE-A

iC-+: 0.05% IC++:

1C--:1.09%)

- R.17%

10°

1[]5-5
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(] ]
- 102
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0 101 10? 10° 104 10° 108

CD29 FITC-A

Sekil 4.6 Pasaj 6’da akim sitometrisinde kullanilan CD45 ve CD29 yiizey
markerlerinin hiicre popiilasyonu yoniinden yogun oldugu tespit
edilmistir.
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4.1.2. RT-PCR Sonuglari

4_

Kiss1R

3,838

Gen Ekspresyom Katli
Degisimi

K p¥

Sekil 4.7. Kisspeptin reseptor geni i¢in P4 grubu referans alindiginda P; 6rneginin

kath degisimi
;-
TACRZ

= 30,675
-E a0
iy
»hl
@
O =
E 0 -
c
S
=15
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T
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[T,
S ¢
O 1

04— —

K PE

Sekil 4.8 Tagikinin reseptér geninde P, grubu referans alindiginda Ps 6rneginin
katli degisimi

43



4. BULGULAR VE TARTISMA Seda AKBOLAT

TACR3 40,504
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Gen Ekspresyon Katli
Degisimi

1
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K p7
Sekil 4.9. Tasikinin reseptor geninde Ps grubu referans alindiginda P; 6rneklerinin
katli degisimi
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Sekil 4.10. Tasikinin reseptor geninde P, grubu referans almdiginda Ps
orneklerinin kath degisimi

4.2. Tartisma
Ahmad Ghorbani ve arkadaglar1 yaptiklari ¢alismada enzimatik yontem

kullanmadan adipoz dokudan mezenkimal kok hiicre izole etmislerdir. MKH'lerin
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pluripotente ve adiposite ve osteoblasta farklilasma potansiyeli sergiledigini
gostermislerdir. Enzimatik yontemin maliyetli, zaman alic1 olmasi ve heterojen bir
hiicre popiilasyonu ile sonuglanmasi nedeniyle bu yontem tercih edilmemistir.
Ayrica, hiicre dis1 matriksinin sindirimi hiicre hasarina neden olacagini, hiicrelerin
cogalmasin1 ve farklilasmasini tehlikeye atacagini distinmiislerdir. Ayrica,
numunelerin fazla islenmesi nedeniyle de kontaminasyona meyilli olabilecegini
sOylemislerdir. Biz enzimatik yontem kullanarak adipoz dokudan MKH elde ettik
ve hiicre hasar1 ya da kontaminasyon yasanmadi. Ahmad Ghorbani ve arkadaglari
calismada sigan deri alt1 yag dokusu elde etmislerdir, kiiciik pargalara bolmiislerdir,
PBS ile yikamislardir ve MKH izolasyonu i¢in kullanimiglardir. Kozmetik
abdominal liposuction uygulanan hastalardan atik madde olarak insan 6rneklerini
almiglardir. Sonrasinda yag dokusunu c¢ikarmslardir ve numuneler PBS ile
yikanmigtir. Biz sadece sican bobrek arkasinda elde ettigimiz adipoz dokuyu
kullandik.

Enzimatik olmayan yontemle MKH izolasyonunda her numuneden dort
kiigiik parca (~5 mg) FBS ile iyice yikanmigtir. Yikamadan sonra doku pargalari iki
ayr1 doku kiiltiirii sisesinin kosesine eksplante edilmistir. Her numunenin yiizeyi
daha sonra onceden 1sitilmis FBS ile kaplanmustir. Eksplantlar, standart kosul
altinda 24 saat siireyle inkiibe edilmistir. (37 °C ve %5 CO,) Kiiltiir asamasinda ise
FBS, antibiyotik ve DMEM ile kiiltiir ortami degistirilmistir. Hiicreler, doku
pargalarinin etrafinda fibroblast benzeri hiicreler goriinene kadar giinliik olarak
mikroskobik inceleme ile izlenmistir. (genellikle ekimden 3-5 giin sonra)

Biz hiicre kiiltiirinde DMEM yerine a-MEM tercih ettik ve enzim olarak
tripsin kulandik. Ayrica hiicrelerimizi 10. pasaja kadar ¢cogalttik. MKH'lerin akim
sitometrisi ile karakterizasyonunda CD44+, CD105+, CD34—, CD45— yiizey
belirteglerine bakilirken biz calismada CD90+, CD29+ ve CDA45- yiizey
belirteclerine baktik (Ghorbani ve ark, 2014).

Samih  Mohamed-Ahmed ve arkadaslari, dondr varyasyonunun

mezenkimal kok hiicreler (MKH'ler) iizerindeki proliferasyon, farklilagma
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potansiyeli ve olasi etkilerini arastirmak i¢in dondér uyumlu ASC'leri ve BMKH'leri
karakterize etmeyi ¢alismiglardir. Cilinkii adipoz tiirevli kok hiicreler, hiicre bazh
tedavi i¢in kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerine bir alternatif olarak
tanitilmistir. Ancak, ASC'leri ve BMKH'leri karsilastiran farkli ¢alismalar celiskili
sonuglar gostermistir. Aslinda, farkli bireylerden ASC'lerin ve BMKH'lerin
toplanmasi sonuglan etkileyerek karsilastirmay1 zorlastirabilir. Bu nedenle, ayni
dondrlerden alinan Ornekler kullanmiglardir. 8-14 yaslari arasindaki dokuz
dondrden insan kemik iligi ve yag dokusu oOrnekleri almiglardir. ASC'ler ve
BMKH'ler, akis sitometrisi kullanilarak yiizey belirte¢lerinin ekspresyonuna dayali
olarak izole edip karakterize etmislerdir. Hiicre cogalmasini 21. giine kadar devam
ettirmislerdir. Biz c¢alismamizda sadece sigan adipoz dokusu kullandik ve
hiicrelerimizi 30. gline kadar ¢ogalttik.

Aspirasyon siringasina, kemik iligi 6rneginin pihtilasmasini dnlemek igin
30005000 tinite heparin yiklenmistir. Aspirat bir hiicre siizgeci ile siiziilmiistiir,
kiltir ortaimm DMEM, %10 oraninda cenin sigir serumu ve %1 antibiyotik
(penisilin/streptomisin) ile seyreltilmistir. Oda sicakliginda 1800 rpm'de 10 dakika
santrifijlenmistir. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra hiicre peleti kiiltiir
ortaminda siispanse edilmistir ve 75 cm?lik bir flaska ekim yapilmistir. %5 CO,
igeren nemli bir atmosferde 37°C'de inkiibe edilmistir. 24 saat sonra hiicreler,
yapigmayan hiicreleri ¢ikarmak i¢in PBS ile yikanmustir. Kiiltiir ortami daha sonra
haftada iki kez degistirilmistir. Hiicreler %80 yogunluga ulastiginda
Tripsin/EDTA soliisyonu kullanilarak kaldirilmistir. BMKH'lerin hiicre sayist ve
canlihig1, %0.4 Tripan mavisi ile degerlendirilmistir. Insan ASC'lerinin izolasyonu
ve genislemesi ASC'ler daha once tarif edildigi gibi deri alt1 yag dokusundan izole
edilmistir. Kisaca yag dokusu, %5 antibiyotik i¢eren PBS ile kapsaml1 bir sekilde
yikanmistir. Yag dokusu parcgalanip 37 °C'de 60 dakika boyunca %2 antibiyotik
iceren PBS i¢inde %0.1 kolajenaz tip I ile muamele edilmistir. Kollajenaz daha
sonra esit miktarda kiltiir ortami ile noétralize edilip 2000 rpm'de 5 dakika

santrifiijlenmistir. Santrifiijleme tekrarlanip, Oncesinde pelleti bozmak i¢in
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calkalamistir, ardindan siipernatant sivi aspire edilmistir. Kalan pellet kiiltiir
ortaminda siispanse edilimistir, 75 cm”lik flask kaplandi ve %5 CO, iginde
37°C'de inkiibe edilmistir. Bizim ¢alismamizda da adipoz dokuyu izole etmek icin
benzer bir protokol kullanildi. Antibiyotik oram1 %1°di ve kolajenaz tip I %0.075
oraninda kullanldi.

ASC'ler ve BMKH!'lerin akis sitometrisi ile karakterizasyonu, spesifik
ylizey antijenlerine dayali olarak gerceklestirilmistir. Hiicreler toplanip floresan
antikorlar, CD34, CD45, CD73, CD90, CD105, CD49d, HLA-DR ve Stro-1
cozeltileri ile inkiibe edilmistir. Her pellete floresan monoklonal antikorlar eklenip
karanlikta 30 dakika 4°C'de inkiibe edilmistir. Hiicreler daha sonra PBS iginde
siispanse edilip, 10.000 rpm'de 5 dakika santrifijjlenip ve iki kez PBS ile
yikannustir. Ardindan PBS iginde yeniden siispanse edilmistir. Isaretli drnekler
analiz edilmis ve karsilik gelen boyanmamis orneklerle karsilastirilmistr. Bizim
calismada antikor eklendikten sonra 15 dakika karanlikta inkiibe edilidi ve PBS ile
siispanse hale getirirken PBS 500 pl kullanildi. Yiizey belirteglerinden CD90+,
CD29+ ve CD45- incelendi.

Tim donorlerden izole edilen ASC'ler ve BMKH'ler, MKH belirteglerinin
ekspresyonu ve hematopoietik belirteglerin negatif ekspresyonu ile MKH'lerin
morfolojik ve immiinofenotipik Ozelliklerini gostermistir. BMKH'lerin aksine,
ASC'ler yiiksek CD49d ifadesi ve diisiik Stro-1 ifadesi gostermistir. Genel olarak,
ASC'ler, BMKH'lerden daha fazla lipid vezikiil olusumu ve adipogenez ile ilgili
genlerin ekspresyonu ile 6nemli 6l¢iide daha yiiksek proliferasyon ve adipojenik
kapasite gostermistir. Buna karsilik, BMKH'ler, ASC'lere kiyasla 6nemli ol¢iide
daha yiiksek osteojenik ve kondrojenik kapasite gostermistir. ASC'lerin ve
BMKH'lerin ¢ogalma ve farklilasma kapasitesi, bagis¢ilar arasinda 6nemli dl¢iide
farklilik gostermistir. ASC'ler ve BMKH'ler dokuya 6zgii farklilasma yetenekleri
gosterdi, ancak dondrler arasinda onemli farkliliklar vardi. Kok hiicre temelli
tedavi planlanirken ASC'lerin ve BMKH'lerin 06zelliklerindeki benzerlikler ve

farkliliklar dikkate alimmalidir. Sonug olarak biz de ASC’lerin pasajlarda MKH
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morfolojisinde oldugunu goézlemledik ve akim sitometrisi analizi ile kanitladik
(Mohamed-Ahmed ve ark, 2018).

M. J. Crop ve arkadaslari bu calismasinda adipoz dokudan tiiretilen
mezenkimal kok hiicreler, proinflamatuar sitokinler ile alloaktive edilmis periferik
kan mononiikleer hiicrelerinin genom ifadesi ve islevi incelemislerdir. Sonug
olarak, ASC, farklilasma kapasiteleri korunurken, enflamatuar kosullar altinda
gelismis immiinosupresif kapasite gostermistir. ASC, dort canli saglikli bobrek
dondriiniin perirenal yag dokusundan izole etmislerdir. Bu donorler (ii¢ erkek, bir
kadin) rutin taramadan sonra bobreklerini bagislamak i¢in onaylanmistir. Kisaca,
perirenal yag parcalanip 0,5 mg/ml kolajenaz tip IV ile 37°C'de 30 dakika muamele
edimistir. Hiicreler daha sonra yikanip, flasklara aktarilmigtir. 3 giin sonra,
yapigmayan hiicreler ¢ikarilmistir ve yapisik hiicreler kiiltiirde devam edilmistir.
Kiltiirler, haftada iki kez ASC kiiltiir ortami ile yenilenmistir. %90 birlesmede,
yapiskan hiicreler, 37°C'de %0.05 tripsin-etilendiamin tetraasetik asit (EDTA)
icinde inkiibasyon yoluyla kiiltiir siselerinden ¢ikarilip hiicreler deneyler igin
kullanilmistir. 2. ve 5. pasaj arasimndaki ASC hiicreleri deneyler i¢in kullanilmigtir.
Biz ise ¢alismamizda 3 adet siganin bobrek arkasi adipoz dokusundan MKH izole
ettik. Izolasyonda Tip I kollajenaz kullandik. Hiicre kiiltiirii de benzer protokolle
yiirtitiildi. Hiicreler kullanima kadar -80°C'de saklandi.

ASC'nin akis sitometrisi ile karakterizasyonunda, yapiskan hiicreler,
37°C'de %005 tripsin-EDTA i¢inde inkiibasyon yoluyla kiiltiir siselerinden
cikarilmistir ve daha sonra iki kez floresanla aktive edilmistir. Isaretlemede PE,
FITC, APC kullanilmig FACS FLOW ile iki yikamadan sonra akig sitometrisi
analizi yapilmistir. Hiicrelerimizi analiz ederken yikama islemini FBS ile yaptik.
Isaretlemede PE, FITC ve PerCP kullanildi. Yiizey antijenlerinden CD29, CD45,
CD90 incelendi.

RNA izolasyonu ve gen ekspresyon analizinde dort sagliklt dondriin 4.
Pasajdaki ASC hiicreleri (10000 hiicre/cm®de) toplanmistir. Hiicreler, kontrol

kosullar1 altinda veproinflamatuar sitokin varliginda 7 glin boyunca kiiltlirlenmistir.
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ASC daha sonra tripsinizasyon yoluyla toplanip RNA izole edilmistir. Kisaca, 7.
giinde tripsinize edilen ASC hiicrelerinden toplam RNA izole edilmistir ve cDNA
sentezlenmistir (Crop ve ark, 2010). Kendi ¢aligmamizda 10. Pasaja kadar hiicreleri
sakladigimiz i¢in 10 farkli pasajinda RNA’lar1 izole edildi. Gen ekspresyonunda
ise 4. 5. Ve 7. Pasajlara bakildi. Bu nedenle 4. 5. 7. Pasajlarin RNA’lar1 cDNA’ ya
cevrildi ve kisspeptin ve norokinin genlerinin ekspresyonlari PCR ile analiz edildi.

Renata I. Dmitrieva ve arkadaslari calismasinda 43 yetiskin donérden
alman BM-MKH ve ASC Kkiiltiirleri ardisik pasajlarda immiinofenotip igin
degerlendirmislerdir. Erken pasajlarda (P2-P3 veya 14-15 giin), BM ve AD
tiiretilen MKH Kkiiltiirlerinin ¢ogalma hiz1 gibi 6nemli 6zelliklerde karsilastirilabilir
oldugunu gostermislerdir. Ayrica BM-MKH'nin P3-4'ten sonra yaslanmaya
girdigini, ¢cogu ASC'nin ise P6—8'e kadar yaslanma ozellikleri gostermedigi
bulgusuna ulagsmiglardir. Kemik iligi ve deri alt1 yag dokusu, terapotik uygulamalar
icin olast MKH kaynaklar1 olarak kabul edilir. Bununla birlikte, ayni hastanin
farkli dokularindan elde edilen MKH'nin fonksiyonel ozellikleri ve terapdtik
etkinligi hala yeterince arastirtlmamustir. Bu veriler, her belirli klinik uygulama i¢in
MKH c¢ogaltma ve degerlendirme igin 6zel protokoller gelistirilirken ve optimize
edilirken farkli kaynaklardan gelen MKH'nin belirli &zelliklerinin her zaman
dikkate alinmasi gerektigini gostermektedir.

Toplam 10 saglikli yetiskin dondr ve kronik kalp yetmezligi olan 33 hasta
kaydedilmistir. Her bir donérden/hastadan kemik iligi numunesi ve deri alti yag
dokusu numunesi toplanmistir. Hiicreler, genisleme ve kiiltiir i¢in yaklasik 300.000
hiicre/cm? yiizey alam yogunlugunda kiiltiir ortamindaki T75 flasklarinda siispanse
edilmistir. HKH ve yapigmayan hiicreler, ortam degisiklikleriyle cikarilmistir.
Kisaca, dokular PBS ile ii¢ dort kez yikanip 6nceden 37°C'ye 1sitilmis %0.1
kolajenaz tip IIl ile muamele etmislerdir. Esit hacimde PBS icinde siispanse
edilmisgtir. Doku, 30 dakika boyunca 37°C'de ¢alkalanan bir su banyosuna
yerlestirilip ardindan oda sicakliginda 300 g'de 5 dakika santrifiijlenmistir.

Hiicreler, cogalma ve kiiltiir i¢in yaklasik 200.000/cm’ yiizey alan1 yogunlugunda
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kiiltiir ortaminda T75 flasklarinda siispanse edilmistir. Biz ise ¢aligmamizda 3 adet
siganin bobrek alti yag dokusundan yararlandik. Adipoz doku izolasyonunda
%0,075 Tip I kollajenaz kullandik. Akis sitometrisi: Hiicreler, hematopoietik soy
hiicre belirtecleri CD34, CD19, CD14 ve CD45 i¢in ve stromal hiicre ile iliskili
belirtegler CD105, CD90, CD73, CD166 ve CD146 i¢in dogrudan konjuge PE,
FITC veya APC kullanilarak analiz edilmistir. CELLQuest edinim yazilimi
kullanmiglardir (Dmitrieva ve ark, 2012). Biz de ¢calismamizda CELLQuest edinim
yazilimi kullanarak PE, PerCP, FITC kullanarak analizi yaptik. CD29, CDA45,
CD90 yiizey antijenlerini inceledik

Katharina Timper ve arkadaslar1 ¢calismasinda insan yag dokusu kaynakli
mezenkimal kok hiicrelerin insiilin, somatostatin ve glukagon eksprese eden
hiicrelere farklilagmasini incelemiglerdir. Fare kemik iliginden elde edilen
mezenkimal kok hiicrelerin, in vitro bir pankreas endokrin fenotipini benimsedigi
ve bir hayvan modelinde diyabeti tersine ¢evirdigi gdstermislerdir. Insan kemik
iligi ve yag dokusundan elde edilen MKH, karsilagtirilabilir fenotiplere sahip ¢ok
benzer hiicre popiilasyonlarini temsil eder. Adipoz doku bol ve kolay erisilebilirdir
ve bu nedenle insiilin tireten hiicrelerde farklilagma potansiyeli olan hiicreleri de
barindirabilir.

Dort saglikli dondrden insan yag dokusu kaynakli MKH izole etmislerdir.
Proliferasyon periyodu sirasinda hiicreler, nestin, ABCG2, SCF, Thy-1 kok hiicre
belirteclerini ve ayrica pankreas endokrin transkripsiyon faktori Isl-1'i eksprese
etmislerdir. Hiicrelerin 3 giin i¢cinde tanimlanmus kiiltiir kosullar1 ile bir pankreas
endokrin fenotipine farklilagsmasi gozlemlemislerdir.. Kantitatif PCR kullanilarak,
insiilin, glukagon ve somatostatin adacik hormonlarinin indiiksiyonu ile birlikte
pankreas gelisimsel transkripsiyon faktorleri Isl-1, Ipf-1 ve Ngn3'in regiilasyonu
gozlemlemislerdir. Bizim calismamizda sican adipoz dokusundan MKH izole
edildi ve CD90,CD29,CD45 ylizey belirtegelerine bakildi. PCR kullanilarak

kisspeptin ve nérokinin genlerinin ekspresyonu inceledik.
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Plastik cerrahi uygulanan hastalardan insan yag dokusunu almiglardir. Yag
dokusundan tiiretilen MKH izole edilip genisletilmistir. MKH, 175 cm?lik
flasklarda kiltiirlenmigtir. Ortam haftada iki kez degistirilmistir. %95'lik bir
birlesmede, hiicreler tripsin kullanilarak toplanmis ve iki kez yikanmistir. Dort
dondrden gelen MKH, 4. ve 7. pasajlarda analiz etmislerdir. Biz hiicre kiiltiiriinde
%15 fetal bovine serum (FBS) ,%1 penisilin—streptomisin ve a-MEM kulandik.
MKH analizi ise 5., 6. pasajlarda yapildi.

RNA izolasyonu ve ters transkripsiyonda, toplam RNA, iireticinin
protokoliine gore TRIzol reaktifi kullanilarak ekstre etmislerdir. RNA 6rnekleri,
olas1 kontamine edici genomik DNA'y1 ¢ikarmak i¢cin DNaz ile islenmistir. RNA,
260 nm'de spektrofotometrik olarak olgiilmiistiir. Kalite, etidyum bromiir iceren
agaroz jel tlizerinde jel elektroforezi ile degerlendirilmistir. Bir mikrogram toplam
RNA, ters transkripsiyona tabi tutmuslardir. Polimeraz zincir reaksiyonu, PCR Taq
cekirdek kiti  kullanilarak geleneksel bir termal dongiileyici iizerinde
gergeklestirmislerdir. Ger¢ek zamanli PCR igin kullanilan Ipf-1 ic¢in primer ve
insiilin haricinde insana 6zgii, intron kapsayan primerler kullanmiglardir (Timper
ve ark, 2006).

Tarek Khamis ve arkadaslar1 bu ¢alismasinda anne siitii mezenkimal kok
hiicresinin hipotalamik yoluyla diyabetik kaynakli testis disfonksiyonu gelisimini
ve erkek siganlarda Kisspeptin/Kisslr-GnRH/GnlIH sistemini incelemislerdir.
Diyabetik erkek kisirligi iiremeyi kontrol eden mekanizma olmasiyla birlikte hem
merkezi hem de periferik yollar etkileyebilen major komplikasyondur. Bu ¢aligma,
anne siitii mezenkimal kok hiicrelerinin diyabetik kaynakli tireme islev bozuklugu
icin molekiiler diizeyde terapotik bir arag olarak potansiyel etkisini aragtirma
girisimidir. Kirk bes yetiskin erkek Sprague Dawely sican1 3 gruba ayrilmistir;
kontrol grubu, diyabetik grup ve Br-MKH'lerle tedavi edilen diyabetik grup.

Anne siitii mezenkimal kok hiicrelerinin hazirlanmas: ve kiltiirii; anne
siitli, penisilin-streptomisin-Amfoterisin B karigimi i¢eren yiiksek glukozlu DMEM

ile 1:2 oraninda seyreltilmistir. 285 g'de 10 dakika santrifiijlemislerdir. Hiicre
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pelleti iki kez steril fosfat tamponlu salin ile yikamislardir. Hiicre pelleti, %10 FBS
iceren  DMEM ortami kullanilarak ve penisilin-streptomisin-Amfoterisin B
kullamlarak 25 cm?lik doku kiiltiirii ile muamele edilip flaska ekimi
gerceklestirilmistir. Flasklar daha sonra 37°C'de %5 CO, ve %95 bagil nem altinda
CO, inkiibatoriinde inkiibe edilmistir. Ortam 14 giin boyunca her 48 saatte bir
degistirmislerdir. %0.02 EDTA igeren %0.25 tripsin ile 37°C'de 5 dakika tripsinize
edildi ve 2400 rpm'de 20 dakika santrifiijlendi, daha sonra hiicreler pasajlanmis ve
deney i¢in kullanmuslardir. 3. pasajda hiicreler %0.02 EDTA igeren tripsin EDTA
%0.25 tripsin ile toplanmis, iki kez fosfat tamponlu salin ile yikamislardir. Hiicre
canliligl, canli hiicrelerin boyanmamis ve Olii hiicrelerin koyu mavi isaretli
goriindiigii tripan mavisi canlilik testi ile gerceklestirilmistir. Bizde hiicre kiiltiiriinii
benzer bir sekilde gerceklestirdik ve DMEM yerine o MEM kullandildi. Ayrica
Amfoterisin B kullanilmadi. 3. pasajdaki kiiltlirlenmis hiicrelerin CD45, CD34,
CD90 ve CDI105 yiizey antijenleri tasiyip tasimadiklart akim sitometrisi ile
incelemislerdir ve sonucunda izole edilen hiicrelerin MKH yiizey belirteci (CD105,
CD90) igin pozitif ve hematopoietik belirteclere (CD34, CD45) negatif oldugunu
gostermislerdir (Khamis ve ark, 2020). Bizim ¢aligmamizda 5. Ve 6. Pasajlar akis
sitometrisinde analiz edildi. MKH yiizey belirteci CD29, CD90 i¢in pozitif ve
hematopoietik belirteg CD45 negatif oldugunu gosterildi.

Cornelia Voigt ve arkadaglart calismasinda disi Damaraland kostebek
faresinde Kisspeptin ve RFamid gen ifadesini incelemiglerdir. Damaraland
kostebek fareleri, yiiksek iireme yetenegi sergileyen yeralti memelileridir. RFamid
peptidi kisspeptin ve RFamid ile ilgili peptid e-3 (RFRP -3) gonadotropin
salmiminin giiclii diizenleyicileri olarak kabul edilir. Bu noropeptidlerin lireme
bastirma mekanizmasina dahil olup olmadigin1 degerlendirmek igin, farkli iireme
statiisiine sahip vahsi yakalanmis disi Damaraland kostebek farelerinde in situ
hibridizasyon yoluyla Kissl ve Rfrp'nin dagilimin1i ve gen ekspresyonu
arastirmiglardir. Her iki iireme fenotipinde, kavisli g¢ekirdekte onemli Kissl

ekspresyonu bulunmus ve potansiyel olarak iireyen ve liremeyen disilerde diigiik
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dolagimdaki estradiol konsantrasyonlar1 nedeniyle AVPV'de sadece birkag Kissl
eksprese eden hiicre tespit etmislerdir. Rfip gen ekspresyonu, dorsomedial
cekirdekte, paraventrikiiler cekirdekte ve periventrikiiler ¢ekirdekte meydana
gelmistir. Disi yetistiricilerde ve yetistirici olmayanlarda plazma 6stradiol
seviyeleri diisiikken ve oOnemli Ol¢lide farkli olmasa da, her iki gen igin
hibridizasyon sinyalinin incelenmesi iireme durumu ile ilgili olarak 6nemli
farkliliklar ortaya cikarmustir. Ureme acisindan aktif disiler, iiremeyen disilere
kiyasla kavisli ¢ekirdekte daha fazla Kiss1 eksprese eden hiicreye sahipti. Bu fark
en cok cekirdegin kaudal kisminda belirgindi. AVPV'de boyle bir fark
bulmamisglardir. Ayrica, iireme durumu, 6n hipotalamusta azaltilmis sayida Rfip
eksprese eden hiicre ile iliskilendirilmistir. Kissl ve Rfrp'min iireme durumuna
bagli bu ekspresyon modeli, her iki ndropeptidin Damaraland kostebek farelerinde
iiremenin diizenlenmesinde rol oynadigimi gostermislerdir. Veriler, {ireme yapan
dokuz disiden ve liremeyen dokuz disiden elde edilmistir. Kissl ve Rfrp geninin
fragmanlarin1 biiylitmek i¢in PCR kullanilmistir (Voigt ve Bennett, 2018). Biz
kisspeptinin ifadesini incelerken 3 adet sicandan elde edilen adipoz kokenli

mezenkimal kok hiicreleri kullandik. RT-PCR ile kisspeptinin ifadesini inceledik

Cornelia Voigt ve arkadasar1 diger ¢aligmasinda oldugu gibi Damaraland
kostebek farelerinde iireme durumuna bagli gen ifadelerini incelemislerdir. Bu
calismalarinda dinorfin ve ndrokinin B genlerinin ifadesine bakmislardir. Uremeyi
engelleyen hipotalamustan normal GnRH sekresyonunun bozulmasiyla ortaya
cikabilen hipofizden yetersiz luteinlestirici hormonun salgilanmasinin neden
oldugu yumurtlamanin inhibisyonundan kaynaklanir. Noropeptitler dinorfin ve
norokinin B, kavisli ¢ekirdekteki ndronlarin bir alt popiilasyonunda kisspeptin ile
birlikte eksprese edilir. Bu ndron popiilasyonu KNDy noéronlart olarak adlandirilir
ve GnRH puls iiretecini olusturdugu kabul edilir. Dynorphin (Pdyn geni tarafindan
kodlanir) ve norokinin B'nin (Tac3 geni tarafindan kodlanir) iireme bastirma

mekanizmasina dahil olup olmadigin1 degerlendirmek i¢in, vahsi dogada in situ
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hibridizasyon yoluyla Pdyn ve Tac3'in dagilimini ve gen ekspresyonunu
aragtirmiglardir.  ARC'deki gen ekspresyon seviyelerinin incelenmesi, liremeyen
disilere kiyasla liremede Pdyn'in azaldigim1 ve Tac3 ekspresyonunun arttigini
ortaya ¢ikarmistir. Bu, her iki néropeptidin de Damaraland kostebek farelerinde
{iremenin diizenlenmesinde rol oynadigin1 gdstermektedir. Ureme durumunun Pdyn
ve Tac3 gen ekspresyonu tizerindeki etkisinin, GnRH'nin pulsatil saliniminin, ARC
icindeki KNDy noron agindan NKB'nin salinmasiyla baslatildigt ve bunun da
Kisspeptin  salintmimi  uyardigii ve ardindan GnRH sekresyonunda artis
gerceklestigi bilinmektedir KNDy néron agindan dinorfin salinimi, sonunda GnRH
darbesini sonlandiran bir durdurma sinyali gorevi goriir. Veriler, iiremeyen
disilerde normal pulsatil GnRH saliniminin bozuldugunu, bunun nabiz genligini,
frekansini veya her ikisini birden etkileyebilecegini ve azalmis LH nabiz genligi
ve/veya frekansinda yansitilabilecegini gostermislerdir. Ureme acisindan aktif
disilere kiyasla tireme agisindan baskilanmis durumdaki artan dinorfin gen
ekspresyonunu bildiren mevcut veriler, endojen opioid peptitlerin gergekten normal
iireme fonksiyonunun diizenlenmesinde rol oynadigini gostermektedir. Ureme
fenotipine goére ARC'de NKB ve dinorfin farkli bir gen ekspresyon modelini
gostermektedir. Her iki néropeptidin de Damaraland kdstebek farelerinde normal
iremenin diizenlenmesinde rol oynadigini dogrular (Voigt ve Bennett, 2019).
Bizde ¢aligmamizda iireme diizenlemesinde ve puberte bozukluklarinda 6ne ¢ikan
genlerin mezenkimal kok hiicrede ifadesini incelemek istedik ve bu genlerden

norokinin de kisspeptinin de ifadesini gézlemledik.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Yaptigimiz ¢aligmada sigan adipoz dokusundan mezenkimal kok hiicre
elde ettik. Bu hiicrelerdeki kisspeptin ve norokinin gen ekspresyonunun pasaj
sayistyla degisimini inceledik.

Kisspeptin reseptdr geni icin P, referans aldiginda P; pasajinin gen
ifadesinin 2,93 kat arttig1 sonucuna ulastik. Tasikinin geninde ise P, grubu referans
alindiginda Ps grubunun gen ifadesinin 30,67 kat arttig1 sonucuna ulastik. Tasikinin
reseptor geninde P4 grubu referans alindiginda Ps grubu gen ifadesinin 15,39 kat; Ps
grubu referans alindiginda P; grubu gen ifadesinin 40,50 kat indiiklendigini
gozlemledik. Kisspeptin geninin ise calistigimiz gruplarda eksprese olmadigi
gozlemlendi. Bu sonuglar bize kisspeptin reseptor geni, tasikinin ve tasikinin
reseptor genlerinin ilerleyen pasajlardaki ifadelerinin korele bir sekilde arttigini
gostermektedir.

Sonug olarak adipoz doku gibi, bulunma ve elde edilmesi kolay olan bir
dokudan mezenkimal kok hiicre elde edebilmenin ileri ki donemler igin tip
diinyasina bir 11k tutacagini diislinmekteyiz. Ayrica puberte donemine gegiste ¢cok
Oonemli goreve sahip olan kisspeptin ve norokininin genlerinin ifadelerini
incelerken pasaj sayilarina dikkat edilmesi, kullanilacak pasajdaki gen ifadeleri

g0z oniinde bulundurularak pasaj sayisinin segilmesi gerektigini diisiinmekteyiz.
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