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KISALTMALAR
ATP: Adenozin Trifosfat

BSA: Bovin Serum Albumin

CaMKII: Kalsiyum/Kalmodulin-Bagiml Protein Kinaz 2

CaM-kinaz: Kalsiyum/Kalmodulin-Bagimli Protein Kinaz

cDNA: Komplamenter DNA

DMEM/F-12: Dulbecco's Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12
DMSO: Dimetil sulfoksit

EE-MKH: Ekstra Embriyonik Mezenkimal Kok Hicre

EKH: Embriyonik kok hicre

ELISA: Enzyme-Linked ImminoSorbent Assay

FBS: Fotal Sigir Serumu (Fetal Bovine Serum)

GAPDH: Gliseraldehit-3-Fosfat Dehidrogenaz

H,0,: Hidrojen Peroksit

HKH: Hematopoetik Kok Huicre

MKH: Mezenkimal Kok Hicre

mMRNA: Mesajcl RNA (Messenger RNA)

PBS: Fosfat tamponlu fizyolojik sollisyon (Phosphate buffered saline)
PKA: cAMP-bagimli protein kinaz

RT-gPZR veya gqPZR: Gergek zamanli kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (Real-Time
PCR)

WJI-MKH: Wharton Jolesi Mezenkimal Kok Hiicre
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MEZENKIMAL KOK HUCRELERIN CANLILIGI VE STRES KOSULLARI
ALTINDAKI PROLIFERASYONUNDA KALSIYUM/KALMODULiIN-BAGIMLI
PROTEIN KiNAZ 2 (CaMKII) ENZiM DEGiSiIMININ BELIRLENMESI

Tugba San, Dokuz Eyliil Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisi, Sinirbilimler Anabilim
Dali, 35340, Inciralti, Izmir

OZET

Giris ve amag: Kalsiyum/Kalmodulin-Bagimli Protein Kinaz 2 (CaMKII) bir serin
treonin protein kinaz ailesinin Uyesidir ve néronal hiicrelerde yogun olarak bulunur.
Ogrenme siireci, hafiza olusumu, sinaptik plastisite iizerinde anahtar role sahip oldugu
gosterilmistir. Bu enzimin inhibisyonunun néronal hiicrelerde apoptozisi 6nleyebildigi,
primer kiiltlirlerde glutamat ile indiiklenen noéronal hiicre olimind zayiflattidi ileri
surllmektedir. Ayrica CaMKII ile ayni aileye ait olan kalsiyum/kalmodulin bagiml
protein kinaz kinaz (CaMKK) enzim degisiminin ise hematopoetik kok hiicre
proliferasyonunu kontrol ettigi son yillarda ileri stirtilmistir. Ancak CaMKII enziminin
kdk hiicre proliferasyonu ve stres kosullarinda olusan hicresel yanit tzerine etkileri
henliz net olarak bilinmemektedir. Bu projede, CaMKII enzim dlzeylerindeki
degisimlerin mezenkimal kok hicrelerin yasam siiresi ve proliferasyon degisimleri
uzerindeki etkilerini ve hidrojen peroksit (H20>) ile indiklenen stres kosulundaki diizey
ve aktivite degisimlerini belirlemek amaglanmistir. Ayrica stres kosullarinda enzimin

izoform (alfa, beta, gama, delta) ekspresyon degisimlerinin incelenmesi hedeflenmistir.

Yontemler: Calismamizda insan gdbek kordonu Wharton jdlesinden (W3J)
eksplant yontemi ile MKH'ler elde edildi. MKH' lerin CD44, CD90, CD105 ylzey
antijenlerinin  gen ve protein ekspresyon diizey degisimleri RT-qPZR,
immunohistokimya ve akig sitometrisi yontemleri ile gosterilerek karekterize edildi.
Hidrojen peroksit ile indlklenen stres kosulunda CaMKII enzimi dizey ve aktivite
degisimleri fotometrik olarak, enzim izoform degisimleri ise RT-gPCR yontemi ile
saptandi. CaMKII inhibitorii (KN-93) uygulamasinin kok hiicre canlhdi ve

proliferasyonu (zerine etkisi MTT ve MTS testleri ile belirlendi.



Bulgular: Tez kapsaminda Wharton Jeli'nden izole edilen kdk hiicreler kullanilarak
Mezenkimal Kok Hicre'lerin (MKH) tanimlanmasinda Uluslararasi Hiicre Tedavisi
Dernegi'ne (ISCT) gbre minimal kritlerler olan adipojenik, osteojenik ve kondrojenik
farklilasma kapasitesi histokimyasal olarak gosterildi. Oksidatif stres olusturmak amaci
ile 30 dakikalik H20, (1 mM) uygulamasinin kok hticre canliigini kontrol grubuna gére
~%40-50 oraninda azalttigi gosterildi. KN-93 uygulamasi ile CaMKII enzim
inhibisyonunun H20; uygulamasi ile birlikte hicre canhligini , sadece H20, uygulanan
gruba gore daha da azaltti§i , negatif inhibitor (KN-92) uygulanmasinda bu etkinin
olmadigi belirlendi. Wharton Jeli Mezenkimal Kok Hicrelerinin (WJ-MKH) H,0: ile
tetiklenen stres kosullari altinda agirlikli olarak CaMKII enziminin Beta izoformunu

ekprese ettigi belirlendi.

Sonug: Sonug olarak literatlir taramamiza gére CaMKII enziminin mezenkimal
kok hiicre canlihidi ve H>0; ile indiiklenen stres kosullarindaki degisimi ilk kez bu tez
calismasi ile gosterildi. Calismamiz ile elde edilen verilerin MKH’lerin stres kosullarina
verdigi yanit mekanizmasinin anlasiimasini, hedefe yonelik kdk hiicre tedavi

stratejilerinin gelistirilmesi icin temel basamak saglayacagdi diistinilmektedir.

Anahtar Sozciikler: Mezenkimal Kok Hlcre, Wharton Jélesi, Oksidatif Stres, CaMKII,
KN-93, KN-92



DETERMINATION OF CALCIUM-CALMODULIN DEPENDENT PROTEIN
KINASE 2 (CaMKII) ENZYME IN MESENCHYMAL STEM CELL VIABILITY
AND PROLIFERATION UNDER THE STRESS CONDITIONS

Tudgba San, Dokuz Eylul University, Institute of Health Sciences, Department of
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ABSTRACT

Introduction and aim: Calcium/Calmodulin Dependent Protein Kinase 2
(CAMKII) is @ member of serine threonin kinase family and it is found intensively in
neuronal cells. It has been shown that CaMKII has a key role on the learning process,
on the memory formation and on the synaptic plasticity. It has been suggested that
nonspecific inhibition of calcium / calmodulin dependent protein kinase 2 can prevent
apoptosis in neuronal cells, and also inhibition of induced and autonomic CAMKII
activity decreases glutamate-induced neuronal cell death in primary cultures. In
addition in recent years it has been suggested that change in the amount of
Calcium/calmodulin-dependent protein kinase kinase (CaMKK) enzyme which belongs
to the same family as CaMKII controls hemopoietic stem cell proliferation. Although
the effects of CaMKII enzyme on cellular response in stem cell proliferation and under
the stress conditions are still unclear. In this project, changes in the levels of calcium
/ calmodulin dependent protein kinase 2 on mesenchymal stem cells survival and
proliferation changes and on the changes of CaMKII levels under the Hydrogen
peroxide (H20;) induced stress conditions were aimed to investigate. Besides changes
on the amount of gene expressions of CaMKII isoforms (alpha, beta, gama, delta)

were aimed to investigate under the stress conditions.

Methods: In our project, mesenchymal stem cells were obtained from human
umbilical cord by explant method. Gene and protein expressions of CD44, CD90, CD105
surface antigens were determined by RT-gPCR, imminohistochemistry and flow
cytometry, thus MSCs were characterized. CaMKII enzyme levels and activity levels

were determined photometrically and CaMKII enzyme isoforms levels were determined



by RT-gPCR under the hydrogen peoxide induced stress conditions. Effects of
application of KN-93 which is a CaMKII inhibitor on stem cell viability and proliferation
were determined byy MTT and MTS tests.

Results: In this thesis project, the minimal criterias which are the capacity of
differentiation into osteogenic, chondrogenic and adipogenic cells on the
characterization of Mesenchymal Stem Cell’s (MSC) according to International Society
for Cellular Therapy (ISCT) were shown histochemically by using the stem cells which
were isolated from Wharton Jelly. It was shown that the application of 1mM H,0. for
30 minutes to generate oxidative stress decreased the cell viability ~40 — 50% in
proportion to control group. It was determined that CaMKII enzyme inhibition by the
application of KN-93 with the H.0 application decreased the cell viability more than
the H20. application alone and this effect was not exist in the application of KN-92
negative inhibitor. It was identified that Wharton’s Jelly Mesenchymal Stem Cells (WJ-
MSC) express mostly Beta isoform of CaMKII enzyme under the H.0; induced stress

conditions.

Conclusion: As a result, according to our literature review the effects of CaMKII
on the cell viability and H>0O; induced stress conditions were shown for the first time.
It is thought that the data which were obtained from our research will provide a
fundamental ground to understand response mechanism of MSCs to the stress

conditions and to develop targeted stem cell treatment strategies.

Keywords: Mesenchymal Stem Cell, Wharton’s Jelly, Oxidative Stress, CaMKII, KN-
93, KN-92



1. GIRIS VE AMAC

Kinaz terimi ATP'nin gama pozisyonundaki fosfati, protein substratinin
icerisindeki  Serin, Treonin veya Tirozinin hidroksil grubuna katalizleyen buyudk bir
enzim kategorisini tanimlar [1]. Kalsiyum kalmodulin bagimli protein kinaz (CaM-kinaz)
ailesinin Gyeleri (CaMKI, CaMKII, CaMKIII, CaMKIV ve CaMKK) Serin/Treonine kinazlar
olarak siniflandinlirlar ve substratlarinin fosforilasyon boélgesinde Serin veya Treonin
icerirler. Isimlerinden anlagilacagi (izere bu kinazlarin aktivasyonu kalsiyum
(Ca?*)/kalmodulin (CaM) kompleksinin baglanmasiyla gergeklesir. Fakat CaM
kinazlardan bazilarinin  aktivasyonun devaminda Ca?*/CaM bagimsiz olabilme
kapasitesine sahiplerdir ya da aktivasyonu tamamen saglamak icin diger regiilatorler
tarafindan ekstra fosforilasyon modifikasyonu gerektirirler. Gorece kiglik protein
ailesinin regulasyonlarindaki bu farkhliklar, onlara bir cok farkli hiicresel fonksiyon

lizerinde milkemmel bir kontrol saglamalarina izin verir [2].

Noronlarin icerisindeki kimyasal olaylarin beyin fonksiyonlarini etkileyebildigi
kesfedildiginden beri bilim insanlar bir “hafiza molekiilii” aramaya baslamislardir. Bir
iyon, protein, kiglk bir molekiil ya da nikleik asit olabilecek bir hafiza molekalini
tanimlamak, hafizanin nasil olustugunu ve bilisselligin sirlarini ortaya gikarmakta bir
temel olusturur. Bu molekiliin nasil calistigi hakkinda modeller olustukca, hafiza
molekdlinln bir kinaz/fosfataz bagimh anahtar olduguna dair 6nemli bir fikir ortaya
cikmistir [3]. Fazla miktarda bir néronal protein kinazin ve o6nemli 6zelliklerinin
kesfedilmesiyle kalsiyum kalmodulin bagimli protein kinaz II'nin (CaMKII) 6grenme ve

hafiza (izerindeki etkileri yogun olarak calisiimaya baslanmistir [4].

CaMKII genis substrat cesitliligine sahip olan bir Serin/Treonin kinazdir ve
aktivitesi ilk olarak 1970’lerin sonlarinda tanimlanmistir [5]. O zamandan beri
CaMKII'nin o&zelliklerini konu edinen 1200°Un (zerinde makale yayinlandi ve bu
calismalar kinazin yapisal biitiinligi ve enzimatik 6zelliklerinin belirlenmesini sagladi.
CaMKII, pek ¢ok dokuda bulunmasina ragmen o6zellikle néron hiicrelerinde, beyinin
bazi bdlgelerinde total proteinin  %2'sini  olusturabilecek kadar ylksek
konsantrasyonlarda bulunur [6]. Beyin dokularinda oldukca zengin olarak bulunmasiyla

birlikte tim vicutta da mevcuttur ve CaMKII, Ca?* sinyal transdiiksiyonunun



yonetilmesi ve koordinasyonunun temelini olusturur. CaMKII tarafindan fosforlanan
substratlar hiicrenin homeostatik regiilasyonunda, 6grenme ve hafizayl iceren
kompleks biligssel ve davranigsal yanitlarin altinda yatan néronal fonksiyonun aktivite

bagimli degisimlerinde rol alirlar [7].

CaMKII holoenzimlerinin yapisi dogada essiz olarak bulunur. Kinazin bir
holoenzim icin 12 fonksiyonel domaini her kiime 6 domain icermek Uzere 2 kiime ile
bir disli carki seklinde birbirine baglanir. Her alt birim bir katalitik, bir otoregilator ve
bir yardimci domain igerir. Ca2*/CaM’in holoenzime baglanmasi otoregtilatér domaini
disinhibe ederek otofosforilasyonun baslamasini ve enzimin Ca?*/CaM hassasliginda
Ca%*/CaM-bagimsiz aktivitenin olusturulmasi, CaM yakalama ve CaM kapatma gibi
kompleks degisikliklerin gerceklesmesine olanak saglar. Bu durum CaMKII'nin aktivitesi
ve otoregulasyonuna bir gesit molekiler hafiza kazandirir [8]. CaMKII, memellilerde 4
gen tarafindan kodlanir ve bunlar a, B, y, ve 0 izoenzimleridir. a ve B izoenzimleri
beyinde daha fazla oranda bulunur.Bu izoenzimlerden her biri pek gok baglanti
cesitliliklerine sahiptir. Omurgasiz turlerde ise tek bir alternatif katlanmig gen CaMKII'yi
kodlar [9].

Mezenkimal kok hiicreler(MKH), mezodermden koken alan pek cok dokuyu
(kemik, kikirdak, yag dokusu vb.) olusturabilme kapasitesine ve ayrica tiimiyle
farklilagsarak néronlara déntisme potansiyeline sahiptir. Nérodejeneratif hastaliklarin
hiicre bazli tedavisinde gelecek vadetmektedirler. Mezenkimal kok hiicreler kemik
iliginde bulunurlar, fakat kemik iliginden kok hiicre alinmasi invaziv bir yéntem ve
badiscl yasiyla birlikte kok hicre farklilasma potansiyeli azaldigindan insan gobek
kordonunda bulunan Wharton jolesinden elde edilen mezenkimal kok hcrelerin

kullanilmasi bir alternatif olusturmaktadir [10].

Embriyojenez siiresince ve dogum sonrasi donemde gelisen dokular igin doku
blylmesini desteklemek icin farkllasmig hicre olusumu, gelecekteki blylime
potansiyelini korumak igin gerekli kok hiicre devamliidini saglayabilmeye aykiridir.
Blyime kikirdaginda bu denge hipertrofik kondrositlere farklilasma éncesi projenitor
hiicrelerin sayisini arttiran proliferatif faz kurularak saglanir. Yapilan ¢alismada, CaMKII

aktivitesinin hipertrofi 6ncesi arttigi ve CaMKII fonksiyon kaybinin proliferasyondan



hipertrofiye gecisi nemli 6lglide bloke ettigi saptanmistir [11]. Cok fonksiyonlu CaMKII
enziminin diiz kas hiicrelerinin fenotip degisiminde ve devam ettiriimesinde yer aldig
bilinmektedir. Yapilan bir calismada CaMKII'in y izoformunun insan yag doku kaynakli
mezenkimal kok hiicrelerin kontraktil diiz kas hiicrelerine farklilasmasinda rol oynadigi

belirlenmistir. Farklilasma stirecinde CaMKIIy dizeyi kademeli olarak artmistir [12].

Calismamizda Wharton jolesinden elde edilen mezenkimal kdk hicreler
kulllanilarak CaMKII inhibitorleri yardimiyla hiicre icindeki kinazin inhibe edilmesi ve
boylece CaMKII'nin proliferasyon (zerindeki etkileri incelenmistir. Ayrica CaMKII
izoformlarinin  hlcre proliferasyonuna etkisinin  mRNA dizeyinde incelenmesi
amagclanmistir. Yapilan literatiir taramamiza gore bu galisma ile ilk kez hafiza olusumu,
ogrenme, sinaptik plastisite Uzerinde 6nemli bir etkisi oldugu distinilen CaMKII
enziminin wharton jolesinden elde edilecek insan mezenkimal kdk hicrelerin

proliferasyonunu nasil etkilediginin belirlenmesi hedeflenmistir.
Tez calismamiz ile ulasmak istedigimiz hedefler su sekilde dzetlenebilir;

v" Hidrojen peroksit (H202) uygulamasi ile oksidatif stres modeli olusturulmasi

v' KN-93 CaMKII inhibitéri ve KN-92 negatif inhibitér uygulamalarinda W3-
MKH'lerin hticresel canlilik diizeyinin ve hiicre proliferasyonunun belirlenmesi

v CaMKII inhibisyonu ve H;O; varliginda WJ-MKH'lerin hiicre canlliklarinin ve
hiicre proliferasyon degisimlerinin belirlenmesi

v H2O, oksidatif stres kosulu uygulanan ve CaMKII inhibisyonu tetiklenen
hiicrelerde CaMKII izoformlarinin gen ekspresyon degisimlerinin belirlenmesi

v CaMKII inhibisyonu ve H>0; oksidatif stres kosulu varliginda WJ-MKH’lerindeki

CaMKII enzim aktivitesi degisimlerinin saptanmasi.

Bu tez calismasi ile toplanan veriler ve optimize edilen protokoller ileride

planlanabilir rejeneratif tip uygulamalarini kapsayan projeler icin temel saglayabilir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kok Hiicre

Kok hiicreler ilk kez 1960'larda yetiskin fare kemik iliginde tespit edilmislerdir ve
ontogenez stiresince kéken aldiklari zaman dilimine gére embriyonik, fetal ve yetisikin
kdk hicreler olarak 3 temel baslk altinda incelenebilirler [13]. Bir organizmanin
vicudundaki hicrelerin her birinin spesifik rolleri bulunmaktadir, ama kdk hiicrelerin
henliz spesifik bir rolli kesfedilememis olup viicuda gerekli olan neredeyse her hiicreye
farklilasabilme kapasitelerine sahiplerdir. Insan fetal dokularindan kiiltiir edilen
pluripotent kok hiicrelerin embriyonik germ tabakalarinda bulunan farklilasmis cesitli
hiicrelere temel sagladigi daha 6nceki calismalarda belirtilmistir. Bir ¢ok yetiskin
dokudaki kok htcreler travma, hastallk ya da yaslanma sonrasinda kendilerini
yenileyebilme kapasitesine sahiptir. Belirli kok hicreler tek bir doku igerisinde
bulunabilecegi gibi diger dokularda da bu kdk hiicreleri saglayan depolar bulunabilir.
Ornegin; yetiskin hematopoetik kok hiicrelerin (HKH) en temel kaynadi kemik iligi

olmasina karsin bu hiicreler diger dokularda da bulunabilmektedir [14].

Kok hiicreler organizmada bulunan diger hicreler gibi limitli mitoz boéliinme
sayllarina sahip degildir. Kok hicrelerin farkllasmasiyla elde edilen hiicreler bu
farklilasma stresince pek ¢ok faktorden etkilenebilirler. Fakat bu slrecler spesifik
olarak izlendiginde hem kok hiicrenin kendinden olan faktdrlerin hem de dis etkenlerin
kok hiicre farklilasmasindaki ekspresyonlari kontrol ettigi gozlemlenir ve bunun
sonucunda spesifik bir dokudaki fonksiyonlar temelde buradaki spesifik hicrelerin
molekdler icerigine baglidir [15] [16].

Kok hicreler limitli olmayan mitoz bdlinme sayilarina sahip olduklarindan uzun
bir siire boyunca kendilerini yenileyebilme kapasitesine sahiplerdir. I¢csel ve dis kaynakli
uyaranlar ile bulunduklari doku ya da organa baglh olarak spesifik bir fonksiyona sahip
hiicrelere farkllasabilirler. Kk hicreler hem embriyonik donemde hem de yetiskin
dénemde elde edilebilirler, ayrica prenatal ve postnatal olarak da elde edilebilirler.
Farkhlagsma kapasiteleri koken aldiklari embriyonik germ tabakalarindaki hticre tiplerine
bagl olarak farkhlik gosterir [17].



2.1.1.Kok Hiicre Tipleri
Bilim insanlari kdk hicreleri farkli tipte hicrelere farklilasabilme potansiyellerine
gore siniflandirmaktadir (Sekil 1).

Totipotent Kok Hiicreler: Bu hiicreler bilinen tim hicre tiplerine yani embriyonik,
somatik ve germ hiicrelerine farklilasabilme yetenegine sahiplerdir ve tiim dokulari
olusturabilirler. Zigotun olusup bdliinmeye baslamasiyla ortaya cikan ve morula

evresinin erken donemindeki ilk 8 hiicre totipotent hiicredir [18].

Pluripotent Kok Hiicreler: Bu sinifta yer alan hiicreler erken embryo déneminde
olusurlar. Embriyonik stregte gelisim g0Osteren blastosist yapisinin i¢ kisminda
bulunurlar. Pluripotent kdk hicreler embriyonik germ tabakalarindan endoderm,

ektoderm ve mezodermi olusturma kapasitesine sahiplerdir [19].

Multipotent Kok Hiicreler: Bu gruptaki hiicreler birbirlerine fonksiyon olarak oldukca
yakin organ veya doku icerisindeki hiicre gruplarina farklilagabilirler. Ornegin yetiskin
hematopoetik kok hicreler farklilagsarak kirmizi ve beyaz kan hicrelerini veya kan
pulcuklarini olusturabilirler. Umbilikal kord kaninda, kemik, yag ve kalp dokusunda yer

alan mezenkimal kok hiicreler bu grupta yer alirlar

Oligopotent Kok Hiicreler: Bu tip kdk hiicreler sadece birkag farkl hiicre cesidine

farklilasabilir. Ornegin, yetiskin lenfoid ve myeloid kék hiicreleri bu grupta yer alirlar.

Unipotent Kok Hiicreler: Bu tip kok hiicreler sadece kendi hiicre tipini yani tek bir
hiicre cesidi Uretebilme kapasitesine sahip hiicrelerdir. Kendilerini yenileyebilme
kapasitesine sahip olduklarindan kdk hticre olarak nitelendirilirler ve bu sebeple 6nclil
(progenitér) hiicrelerden farklilardir. Ornek olarak kas kok hiicreleri bu grupta yer alir
[20].
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Sekil 1: Kok hiicrelerin farklilasma kapasitelerine gore siniflandiriimasi.

Bilim insanlarina gdre kok hiicreler temel aldiklar kaynak dokuya gére iki grup

altinda incelenebilirler:

Yetiskin Kok Hiicreler: Bir organizmanin vicudu yasami boyunca kok hicre
bulundurur. Ihtiyac durumlarinda bu kék hiicreler kullanilir. Bu kok hiicreler doku
spesifik ya da somatik kok hiicreler olarak adlandirilirlar. Yetiskin kok hiicreleri fazla
spesifik durumda olmayip pek ¢ok hiicre tipine farklilagabilirler ama embriyonik kok
hiicrelere gore daha spesifiktirler. Vlicudun hastalik, travma, doku yenilenmesi gibi
spesifik bir amac icin bu kdk hicrelere ihtiyaci olana kadar bulunduklar durumda
kalmaya devam ederler. Yetiskin kok hiicreleri, beyin, kemik iligi, kan ve kan damarlari,
iskelet kaslari, cilt, karaciger, gdbek kordonu, kordon kani, yag dokusu gibi viicudun
farkli bélgelerinde bulunabilirler [21].

Embriyonik Kok Hiicreler: Embryonik kdk hicreler zigot olustuktan 4-5 giin sonra
meydana gelen blastositten elde edilebilirler. Blastosit iki kissmdan olusur; distaki
hicreler plasentanin bir parcasi olurken igteki hiicreler viicudu gelistirirler. Embryonic
kok hiicreler iceride bulunan bu blastosit kisminda bulunurlar. Embriyonik kdk hticreler
pluripotent kok hilcrelerdir ve kan hicresi, cilt hicresi ya da vicuttaki herhangi bir

hicreye donlisebilme kapasitesine sahiplerdir [22].
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2.1.2.Mezenkimal Kok Hiicreler

Mezenkimal kok hicreler (MKH) pek ¢ok yetiskin dokudan elde edilebilirler ve
mezoderm tabakasindan kdken alan adipositler, osteositler, kondrositler ve embriyonik
mezoderm tabakasindan koken alan diger hiicrelere farklilasma kapasitesini
barindirirlar  [23]. MKH’ler multipotent mezenkimal stromal hiicreler olarak
tanimlanabilirler ve /n vitro kosullarda cogaltildiklarinda plastik ylizeye tutunarak
fibroblast benzeri morfoloji gosterirler. Bu hicrelerin heterojen populasyonlar /in vitro
kosullarda koloniler olusturarak kemik, kikirdak ya da yag hiicrelerine farklilastirilabilir
[24].

Insan mezenkimal hiicreleri hematopoetik hiicre belirtegleri olan CD45, CD34,
CD14, CD19, CD80 ve HLA-DR antijenlerinin gen ekspresyonlarini gergeklestirmezler.
Fakat CD105, CD73, CD44, CD90, CD71, GD2 ve CD271 belirteclerinin gen
ekspresyonlarini farkl dizeylerde gergeklestirirler, ayrica monoklonal antikor olan
STRO-1 tarafindan taninirlar. Bu belirteglerin farkli diizeylerde ekspresyonlarinin
gerceklesme sebebi tiir farkliiklarina, MKH'lerin elde edildigi doku farkliliklarina ve
kiltlr kosullarina baglanmaktadir [23] [25].

2.1.3.Wharton Jolesi Mezenkimal Kok Hiicreleri

Insan gébek kordonu icerisinde mukoz bag doku ile cevrelenmis 2 arter ve bir
ven barindirir (Sekil 2). Gobek kordonunda bulunan Wharton jélesi bu mukoz bag
dokuyu ve fibroblast benzeri hiicreleri igerir. Umbilikal kord, cevreleyen amniyondan
kdken alan epitel ile kaplanmistir [26]. Birbirine gegmis kolajen fiberler ve kiguk 6rili
demetler umbilikal damarlan kaplayan sirekli yumusak bir iskelet olusturmak igin
dizenlidir. Wharton jelinde en ¢ok bulunan glikozaminoglikan olan hiyallronik asit
tarafindan olusturulan nemli jel tarafindan cevrelenen fibroblast ve kolajen fiberler

umbilikal kordu basinctan koruyarak doku formunu belirli bir sekilde tutarlar [27].
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Sekil 2: insan gobek kordonu goriinimii (A) ve insan gébek kordonunun i¢ yapisi (B)

GObek kordonundan kdken alan mezenkimal hiicrelerde CD44 ve CD105 ylizey
antijenleri, CD29 ve CD51 integrin belirtegleri ve SH2, SH3 mezenkimal kok hticre
belirteglerinin eksprese edildigi fakat CD34 ve CD45 hematopoetik farklilasma
belirteglerinin eksprese edilmedigi gosterilmistir [28]. Wharton jeli igerisinde bulunan
MKH'ler Wharton jolesi mezenkimal kdk htcreleri (WJ-MKH) olarak adlandinimistir ve
WJ-MKH'ler 2006 vyilinda Uluslararasi Hiicre Tedavisi Dernegi (ISCT) tarafindan

yayinlanan minimal kdk hicre kriterlerini barindirmaktadir [25].

2.2, Kalsiyum Kalmodulin Bagimli Protein Kinaz Ailesi

Kalsiyum/Kalmodulin-Bagimh Protein Kinazlar (CaM-kinaz) en iyi karakterize
edilmis kinazlardandir. CaM-kinazlar, gen transkripsiyonu, hiicre canliigi ve apoptozu,
sitoskeletal reorganizasyon, 6grenme ve hafiza gibi gesitli hiicresel siiregleri dneml
Olglide etkileyebilirlik fonksiyonlari dolayisiyla uygun hiicre fonksiyonlari igin kritik
diizeyde o6nemlidir[2]. CaM-kinazlar hiicre icerisinde pek cok sinyal yoladinda yer
alabilirler (Sekil 3). ATP'nin gama pozisyonundaki fosfatin, protein substratinin igindeki
Serin, Treonin veya Tirozinin hidroksil grubuna katalizlenmesini biyilk bir enzim
kategorisi olan kinazlar gergeklestirir [1]. cAMP-bagimli protein kinaz (PKA), katalitik
domaininin kristal yapisi ilk ¢éziimlenmis kinazdir. Daha sonra siklin bagimli kinaz 2

(cdk2) ve ekstraseliiler diizenlenen kinase 2'nin (ERK2) X-Ray kristalografik yapisi
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¢oziimlenmistir ve bdylece biitiin protein kinazlarin ortak bir yapisal motif paylastigi
gosterilmigtir [29][30].

Kalsiyum/Kalmodulin-Bagimli Protein Kinaz (CaM-kinaz) ailesi CaMKI, CaMKII,
CaMKIII, CaMKIV ve CaMKK olarak 5 kinazdan olusur. CaMK ailesi Serin/Treonine
kinazlar olarak siniflandirilirlar. Kinazlarin aktive edilmesi kalsiyum ve kalmodulin
kompleksinin baglanmasi ile gerceklestirilir fakat bazi aile tyeleri aktivasyon sonrasinda

tim aktivitenin gerceklesebilmesi icin ekstra fosforilasyon gerektirirler [2].

CaM-kinazlarin tim domain yapisi PKA ile ¢ok benzerdir; iki loblu katalitik
domainin ardindan regulatdér domain g6zlemlenir ve bu iki domainin her ikisi de bir
otomatik inhibitér domaini icerirler. Otoinhibitér domain ve CaM bagh domain Ust Uste

gelir ve Ca?*/CaM badlanmasi ile otoinhibitdr domainin fonksiyonu diizenlenir [2].

Ca?*

Plasticity
Behavior
evelopment Ca2t

CaMKIl /
cAMP

Ca?* /CaM —» CaMKIlI —>eEF2—>TransIatlon

PKA | CaMKK —> PKB —| Apoptosis LTD
l / \\‘ AMPK
I 1
Transcription ™ MEK/Erk ?
Nucleus Development
TBS-LTP

Sekil 3: CaM-Kinazlarin hiicre igi sinyal yolaklari [8]
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2.2.1.CaMKII

CaMKII'nin dodekamerik yapisi protein kinazlar arasinda essiz olarak bulunur ve
evrim slresince korunmustur. Bu durumun coklu alt gruplu holoenzim yapisinin
alisilagelmedik 6zellikler gdsterebilmesi icin bir anahtar oldugu ileri striilmistir [31].
Holoenzim yapisi icin her kiime 6’sar domain icermek Uzere kinazin 12 fonksiyonel
domaini 2 kiime ile bir disli carki gériiniimiinde birbirine baglanir. Buradaki her alt birim
bir otoregulator, bir katalitik ve bir de yardimci domain bulundurur. CaMKII yapisinda
bulunan bu katalitik ve diizenleyici domainlerin CaMKII'nin bazal aktivitesinin Ca2*/CaM
yoklugunda nasil baskilandigina dair &nemli rollerinin oldugu distndlmektedir.
Ca?*/CaM kompleksinin holoenzime badlanmasi sonucu otoregdiilatér domain disinhibe
edilerek otofosforilasyon baslatilir. Bu sayede enzimin Ca?*/CaM varliginda Ca?*/CaM-
bagimsiz aktivitesinin olusmasi, CaM yakalama veya CaM kapatma gibi kompleks
degisiklikleri gerceklestirmesine olanak saglanir. Bagimsiz aktivitenin olusmasi enzim
yapisinda sarmal olarak bulunan a-heliks yapisinin hem Ca?*/CaM badlanma elementi
hem de Thr286 icermesi ve bu yapinin fosforlanmasi ile kinazin Ca%*/CaM bagimsiz
duruma gegisi ile gergeklestirilir. Bu durum CaMKII'nin aktivitesi ve otoregtilasyonuna

bir cesit molekdiler hafiza kazandirir [8][32].
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanin Tipi
Arastirma deneysel, hiicre kiltird calismasidir ve J/n vitro arastirma
niteligindedir.
3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Arastirma Haziran 2018-Haziran 2019 tarihleri arasinda Dokuz Eyliil Universitesi,

Tip Fakultesi, Tibbi Biyokimya Anabilim Dali laboratuvarlarinda gerceklestirilmistir.

3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi
Tepecik Kadin Dogum Egitim ve Arastirma Hastanesinde, miad (37-40 haftalik),
18—40 yas arasi sezaryenle dogum yapan gebeler kdk hiicre eldesi icin calismaya dahil
edilmistir. Izole edilen kdk hiicre miktarina ve canliliklarina bagli olarak, érneklem sayisi
3 gebeden gobek kordonu alinarak saglanmistir ve elde edilen kdk hiicreler arastirma

evrenini olusturmaktadir.

3.4. Arastirmanin Calisma Materyali
Arastirmamizda insan gdbek kordonundan izole edilen Wharton Jolesi

mezenkimal kok hlcreleri kullanilmistir.

3.5. Arastirmanin Degiskenleri
Bagimsiz degiskenler; H.0> uygulamasi, CaMKII inhibitér uygulamasi

Bagimli degiskenler: CaMKII enzim aktivitesi, CaMKII izoformlari a, B, y, 0

degisimleri, hiicre canlihdi ve proliferasyon degisimleri
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3.6. Veri Toplama Araclan

Tablo 1: Kullanilan Cihazlar

Derin Dondurucu

Thermo Forma Model 705

Laminar Air Flow Hucre Kiltirt Kabini

ThermoFisher Scientific, 2020

Ters Faz Isik Mikroskobu

Nikon Eclipse TS-100

Karbondioksit Inkiibatorii

ThermoFisher Scientific, Steri-Cycle i160

Plak Okuyucu (Spektrofotometer)

BioTek ELX 800

Santrifuj

Eppendorf 5810 R

Thermal Cycler

Qiagen Rotor Gene Q

Floresan Mikroskobu

Olympus DP71

PZR Cihaz

BioRad Thermal Cycler
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Tablo 2: Kullanilan Kimyasallar

Fotal Sigir Serumu

ThermoFisher Scientific (16000-36)

Penisilin/Streptomisin

ThermoFisher Scientific (15140122)

DMEM/F-12 ThermoFisher Scientific (11320)
L-glutamin PAN Biotech (P0480100)
KN-93 BioVision (1909)

KN-92 Hydrochloride

BioVision (B1643)

Hidrojen Peroksit

Sigma-Aldrich (H1009)

Tripsin-EDTA

ThermoFisher Scientific (25300-054)

CaMKII-a primer antikor

Qiagen (PPH02338A)

CaMKII-B primer antikor

Qiagen (PPHO1503E)

CaMKII-y primer antikor

Qiagen (PPHO0525A)

CaMKII-d primer antikor

Qiagen (PPH11180A)

Agaroz

Sigma (A5093)

CD90 primer antikor

Abcam (ab225)

CDA44 primer antikor

Abcam (ab6124)

CD31 primer antikor

ThermoFisher Scientific (MA1-19769)

CD34 primer antikor

Abcam (ab81289)

DAPI

CST (89615)

Anti-mouse sekonder antikor

Jackson Immino Research (115-095-
003)

Anti-rabbit sekonder antikor

Jackson Immino Research (111-095-
003)
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Tablo 3: Kullanilan Kitler

BCA Protein Tayini Kiti ThermoFisher Scientific (23225)
RNA Izolasyon Kiti Macherey Nagel (740-955.250)
Qiagen RT? First Strand Kit Qiagen (330404)
Qiagen RT2 SYBR Green Mastermix Qiagen (330600)

CellTiter 96 AQueous One Solution

Promega (G358)
Hicre Proliferasyon Kiti

Insan Mezenkimal Kok Hiicre Islevsel
R&D Systems (SC006)
Tanimlama Kiti

Akig Sitometrisi Kiti BD Biosciences (562245)
Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide

Applichem (A2231)
MTT)
Cyclex CaM-kinase II Assay Kit MBL (CY-1173)
Total Oxidant Status Assay Kit Rel Assay Diagnostics

Tez calismasi siresince yapilan deneylerde kullanilan cihazlar (Tablo 1),
kullanilan kimyasallar (Tablo 2) ve kullanilan kitler (Tablo 3) yukarida verilen tablolarda

marka ve katalog numaralari verilerek agikca belirtilmistir.

3.6.1.Donor Dislama Kriterleri
Tepecik Kadin Dogum Egitim ve Arastirma Hastanesinde, miad (37-40 haftalik),
18—40 yas arasI sezaryenle dogum yapan ve gonilli olur formunu imzalayan gebeler

kok hiicre eldesi igin calismaya dahil edilmistir.

Bilinen yapisal ve genetik anomali sahibi fettisler, yardimci Greme yontemleri ile
olan gebelikler, cogul gebelikler, annenin tiroit ya da diyabet hastaliklar gibi bilinen ek
bir hastaliginin olmasi ve stirekli ilag kullanimi gerektiren durumlar, intrauterin gelisme

geriligi (<2500 gr) gosteren bebekler calisma disinda tutulmustur.

3.6.2.Gobek Kordonu Temini
Dogum zamani gebeler sezaryene alinarak, bebegin dodurtulup cocuk

doktoruna verilmesinden sonra kordon ile plesenta arasina 3. bir klemp konulup

18



plasenta uterustan cikariimistir. Kordon ile plesenta, 3. klempin bulundugu bélgeden
plasentaya yakin kissmdan kesilerek alinmistir. Aseptik kosullarda kordon Uzerindeki
kan silinip birkac dakika icinde +4°C'de bekletilen ve icerisine 50 pg/ml gentamisin,
100 U/ml penisilin, 2.5 pg/ml amfoterisin B, 100 pg/ml streptomisin, 5 g/l glikoz
eklenmis, steril fosfat tamponlu fizyolojik soliisyon (Phosphate Buffered Saline; PBS)
konulmustur. Alinan kord yaklasik iki saat icerisinde, Dokuz Eyliil Universitesi Tibbi
Biyokimya hiicre kiiltlird laboratuvarina transfer edilmis ve bekleme yapilmadan koék

hiicre izolasyonu gerceklestirilmigtir.

3.6.3.Kok Hiicre Izolasyonu

Alinan kordonlardan hiicre izolasyonu gerceklestirileceginde, gébek kordonu
laboratuvara ulasir ulasmaz steril ve hazir sekilde olan laminar akimli hiicre kalttra
kabinetine transfer edildi. Kordon, steril bir kabin igerisine bir miktar soguk PBS ile
birlikte aktarilarak Uzerlerindeki pihti kalintilari ve kan tamamen temizlendi. Tim kord
2-3 cm uzunlugunda parcalara ayrilarak kurumamasi igin PBS igerisine alindi.
Izolasyona baslarken kordon icerisinde bulunan Wharton jeli ile sarili iki arter ve bir
ven Ozenle disekte edilip Wharton jeli bdlgesi ortaya gikarildi. Wharton jeli igerisinde
bulunan mezenkimal doku 0,5 cm?’lik pargalara ayrilarak parcalar alti kuyucuklu plagin
her kuyucuguna bir parca olacak sekilde ve jel bolimi ylizeyle temas edecek sekilde
yerlestirildi. Parcalarin ylizeye tutunmasinin 30-40 dk beklenmesinin ardindan, ylizeye
tutunmus eksplanlara 10% fétal sigir serumu (Fetal Bovine Serum; FBS), 100 pg/mL
streptomisin, 100 U/mL penisilin ve 2 mM L-Glutamin iceren komplet DMEM/F-12 kulttr
ortami eklendi. Alti kuyucuklu hiicre kaltir plaklarina 6rnek adi ve kodu, iglemin
yapildigi tarih yazildi. Hicreler %5 CO. iceren inkiibatérde 37°C'de tutularak ve
bliylime ortami haftada iki kez taze biiylime ortami ile degistirilerek hiicrelerin dokudan
cilkmasi ve cogalmalari beklendi. Eksplantlar her giin 1sik mikroskobu yardimiyla

izlenerek hicre gikisi gbzlemlendi (Sekil 4).
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Sekil 4: Gobek kordonunun acilmig goérintisu (A), Wharton jelini bulunduran gébek
kordonu pargalarn (B), gobek kordonundan elde edilen eksplantlar 6 kuyucuklu plak

icerisinde (C) ve petri kabinda bulunan daha kiiglik boyutlardaki eksplantlar (D).

3.6.4.Kok Hiicre Kiiltiirii

Izole edilmis kok hiicreler 10% FBS, 100 ug/mL streptomisin, 100 U/mL penisilin
ve 2 mM L-Glutamin iceren komplet DMEM/F-12 kultlr ortami ile %5 CO; iceren
inklibatérde 37°C'de inkibe edildi. Eski blylime ortami haftada iki kez cekilip
uzaklastirilarak taze komplet DMEM/F-12 eklendi. Her giin hiicreler inkiibatérden
alinarak 1sik mikroskobu yardimiyla gézlemlenerek durumlar degerlendirildi. %80

konfluent olan kuyulardan besi ortami cekilip uzaklastirildi ve 1 mL PBS ile kuyucuk
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yikandi. Hucreleri yizeyden kaldirmak icin Tripsin-EDTA solisyonu kullanildi. Her
kuyuya 500 pL Tripsin-EDTA sollisyonu eklenerek 4-5 dk inklibatérde bekletildi. Tim
hiicrelerin ylizeyden kalkmasini saglamak icin hiicre kiiltlr plaginin kenarlarina hafif bir
sekilde vuruldu ve mikroskop ile hicrelerin kalkisi gbzlendi. Tripsin-EDTA enziminin
inaktive edilmesi icin her kuyuya eklenen enzim miktarinin iki kati olan 1 mL komplet
DMEM/F-12 eklendi. Tim hlicre/ortam karngimi serolojik pipet yardimiyla 15 mL'lik
falkon tlptne aktarildi, ylizeyde kalmis olabilecek hiicrelerin de toplanabilmesi icin 0,5
mL PBS solisyonu ayni kuyulara eklenerek kuyular yikanip elde edilen sollisyon 15
mL’lik falkondaki hiicre/ortam karisiminin tizerine eklendi. Falkon tiip 5 dakika boyunca
1500 rpm’de uygun karsit dengeyle birlikte santrifiij edildi. Islem sonunda siipernatant
uzaklastirilarak hticre pelleti 1 mL komplet DMEM/F-12 ortaminda pipetleme yapilarak
¢ozlldu. Bir miktar hiicre sollisyonu tripan mavisi ile seyreltilip Thoma lami kullanilarak
hicre sayimi yapildi. Hlcre slspansiyonundaki sayisi bilinen hicrelerden deney
kosullarina uygun miktarda hiicre sayisi hesaplanip ekim yapildi. Deney yapilmadig
durumlarda elde edilen hiicreler 75 cm?lik hicre kiiltir kaplarina ekilerek hicre
cogaltimi yapildi veya hiicre dondurma islemi yapilarak -80°C’de bir-iki ay saklanacak

sekilde stok olusturuldu.

3.6.5.K0k Hiicre Karakterizasyon Deneyleri

WI]-MKH'lerin Osteojenik, Kondrojenik ve Adipojenik Hiicrelere
Farkhilastirilmasi: Arastirmalarimiz boyunca izole edilen WJ-MKH'lerin mezenkimal
kdk hicre kriterlerini sagladiklarini gdstermek amaciyla “insan MKH fonksiyonel
tanimlama kiti(R&D Systems, Cat:SC006)” kullanildi ve W]-MKH'ler kemik, kikirdak ve
yag dokusu hiicrelerine farklilastirildi. Farkhlastirma prosediirii igin erken pasaj
numarasinda (maksimum 3 pasaj sayisi) kultlr edilen WJ-MKH'lerden 12 kuyucuklu
kdltar plaklarinda bulunan poli-D-lisin kapli lameller (zerine ve 15 mL hacim
kapasitesine sahip falkon tiplerine kit prosediriinde belirtilen hiicre sayilari gére ekim
yapildi. Ekilen hticreler, %5 CO; iceren inklibatérde 37°C'de osteojenik, kondrojenik ve
adipojenik farklilasma prosediirleri igin kit protokoliinde tanimlanan sireler ve kosullara
gore inklbe edildi (Sekil 5).
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Uygulanan protokollerin  bitiminde osteojenik ve adipojenik hiicrelere
farkllastirlan gruplara buz Uzerinde sogutulmus saf methanol ile fiksasyon islemi
uygulandi. Islem sonucunda fikse edilmis hiicrelere oil red ve alizarin red histokimyasal
boyamalari ve immiinofloresan boyama yapildi. Sonuglar i1sik mikroskobu ve floresan
mikroskobu kullanilarak elde edildi. Slispanse kultir ortaminda inklibasyonu
gerceklestirilen ve pellet formunda bulunan konrojenik farklilasma grubu hiicreleri ise
inklibasyon siresi bitiminde fikse edilip agara gomildi. Gomilen pelletten kriyo
kesitler alinarak alcian blue boyamasi ile histokimyasal olarak boyandi ve isik
miktoskobu ile veriler elde edildi.

Konfluent WI-MKH

-~ + ~ Kondrojenik Farkllastrma
Adipojenik Farklilastirma  Osteojenik Farklilastrma X105 WI-MKH/cm?

2,1X10* WI-MKH/cm? 4,2X10° WI-MKH/cm?

~
— —
! ! o
Kondrojenik farkhlashrma
ortami eklenmesi
! l |
Adipojenik farkhlastrma  Osteojenik farkhlastirma t
ortami eklenmesi ortami eklenmesi
- — Kondrojenik pellet 1-2

gin sonra olusur. 3
ginde bir besi ortam
dedistirilir ve 14-21

3 ginde bir besi ortami 3 ginde bir besi ortami gin sonra pelletten

dedistirilir ve hiicreler 7-21  dedistirilir ve hicreler 14-21 krivo kesitler alinir.
aqiin sonra fikse edilir., giin sonra fikse edilir.
! l '
o
IF Boyamasi IF Boyamasi IHK Agrekan
FABP4 Antikoru Osteokalsin

Sekil 5: Insan MKH fonksiyonel tanimlama kiti protokolii
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Immiinfloresan (IF) Boyama: izole edilmis WI-MKH'lerin kék hiicre kriterlerini
saglaylp saglamadigini belirlemek icin CD44 ve CD90 kok hiicrelere 6zgi ylizey
antijenleri icin antikorlar kullanilarak immiinofloresan isaretleme gerceklestirildi.
Oncelikle 12 kuyucuklu hiicre plaklarinin icerisine steril 18mm c¢apinda lameller
yerlestirildi. Islem sonrasinda her kuyucuga 4x103 hiicre ekildi ve inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasi fiksasyon icin -20°C'de sogutulmus metanol kuyucuk basina 1 mL
olarak eklendi ve plak 30 dakika boyunca -20°C'de inkiibe edildi. Siire sonunda soguk
PBS kullanilarak yikama yapildi. Lameller temiz bir pens yardimiyla hiicre fikse edilen
yuzeyleri yukarda kalacak sekilde kuyucuklardan alindi. Permeabilizasyon islemi igin
her lamel Gzerine 80 L %0,2'lik TritonX-100 iceren PBS eklenip 5 dakika bekletildi.
PBS soliisyonu ile 3 kez yikama yapilmasinin ardindan her lamel Gzerine 80 pL %1
Bovin Serum Albumin (BSA) iceren PBS eklenerek 30 dakika bekletildi bdylece bloklama
islemi gergeklestirildi. Lameller PBS kullanilarak 3 kez yikandi. Yikama isleminin
ardindan 1:100 oraninda bloklama tamponu ile diliie edilmis CD90 ve CD44 primer
antikorlari ile 2 saat boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi lameller PBS ile 3 kez
yikandi. Daha sonra primer antikorlara uygun 1:100 oraninda bloklama tamponuyla
seyreltiimis sekonder antikorlarla 1 saat boyunca karanlikta inkiibe edildi. Inkiibasyon
suresi bitiminde lameller PBS ile 3 kez yikandiktan sonra 6 pL DAPI boyasi damlatiimig
temiz lamlar Uzerine hiicre fiksasyonu yapilmis ylizeyler DAPI boyasiyla temas edecek
sekilde vyerlestirilip 1 gece boyunca karanlkta bekletilerek kurumalari sagland.
Olympus DP71 floresan mikroskobunda DP Controller ve DP Manager programlari
kullanilarak immunofloresans gorinttleri 10X, 20X ve 40X buyttmeler kullanilarak elde
edildi.

Akis Sitometri Analizi: W]-MKH'lerin kdk hiicre karakterizasyonlarinda ylzey
belirtecleri bakimindan karakterizasyon metodu icin akig sitometri analizi yapildi. BD
Accuri C6 Cytometer cihazi ve bu cihazla uyumlu bir sekilde kullanilabilecek BD
Stemflow Human MSC Analysis Kiti akis sitometri deneyleri igin kullanildi. Verilen kit
prosedirine uygun olarak WJ]-MKh'leri hiicre kdltir kaplarindan scraper kullanilarak
kaldirlip 5 dakika 1300 prm’de santriflj edildi. Stpernatant uzaklastirilarak pellet
tizerine 600 UL %2 FBS iceren PBS eklenip hiicreler resiispanse edildi. Her tiipe 1X10°
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hiicre iceren 100 L reslispanse edilmis sollisyon dagitildi. 1 tlp izotip kontrol kokteyli
icerecek ve 1 tip de negatif kontrol (sadece hiicre siispansiyonu) olacak sekilde ayrildi
ve kalan 4 tlipe MKH ylizey antijenlerine 6zgl olan CD44, CD73, CD90 ve CD105
antikorlar kit prosediiriine uygun sekilde tiipler 3 dakika boyunca oda sicakliginda
karanlik ortamda inkiibe edildi. Islem sonunda ortamda bulunan baglanmamis
antikorlarin uzaklastiriimasi icin tipler 5 dakika 1300 rpm’de santriflij edildi.
Slpernatant uzaklastinlarak ayni miktarda PBS ile pellet ¢ozildii. Daha sonra
sollisyonlar son hacim 500 uL olacak sekilde akis sitometri tlplerine aktarildi ve BD
Accuri C6 Cytometer cihazi kullanilark negatif kontrol ve izotip kontroliine gére

kapilama yapilip her 6rnek icin CD antijen yilizdesi analiz edildi.

Reverse Transkriptaz PZR (RT-PZR) ve Agaroz Jel Elektroforezi: RT-PZR
deneyi gbbek kordonundan izole edilen WJ-MKH'lerin yilizey antijeni ekspresyonlarini
belirleyebilmek igin karakterizasyon deneyleri iceriginde gergeklestirildi. RT-PZR deneyi
icin gerekli total RNA, MN Nucleospin II RNA izolasyon kiti araciligi ile elde edilerek,
RNA’larin saflik ve konsantrasyon dizeyleri Thermo Nadodrop 2000 cihazi kullanilarak
belirlendi. Bu agamadan sonra izole edilmis RNA'lardan her bir érnek igin 2ug cDNA

sentezlemek amaciyla Qiagen cDNA sentez kiti kullanilarak kit prosediiri takip edildi.

RT-PZR deneyi igin kdk hiicre karakterizasyonunda kullaniimak tzere CD90 ve
CDH2 gibi MKH’lere 6zgu yuzey antijenleri kullanildi. Buz Uzerinde gergeklestirilen
islemlerde oncelikle 10X PZR tamponu, 25mM dNTP karisimi, 25mM MgCl,, 0,2 pM
reverse ve forward primer cifti, Tag polimeraz enzimi ve nikleaz icermeyen su ile
master mix hazirlandi. 0,2 mL'lik PZR tliplerine cDNA’lar eklendikten sonra son hacim
25 uL olacak sekilde master mix karisimi eklendi. Primerlerin Tm degerlerine uygun
sicaklik ayarlamalari ve déngu sayisi ayarlanip reaksiyon baglatildi. Reaksiyon bitiminde
thpler buz Uzerine alinarak agaroz jel elektroforez asamasina gegildi. Primer baz
ciftlerinin molekil biyuklikleri baz alinarak agaroz jelin yogunlugu %1-2 arasinda
degisecek sekilde olusturuldu. 10X konsantrasyonda TAE (Tris, Glasial asetik asit, EDTA
ve distile su) tamponu hazirlanip, 1X konsantrasyona distile su ile seyreltildikten sonra
karar verilen konsantrasyon icin agaroz tartilip bu tampon igerisinde ¢dzlldu.

Hazirlanan sollisyon elektroforez tankina dokilerek icerisine EtBr (Etidyum Bromiir)

24



eklendi. Jelin polimerlesmesi beklendikten sonra tank icerisine jel ylizeyinin tamami
kaplanacak sekilde 1X TAE tamponu eklendi. Jelin kuyucuklarina jel ylikleme boyasi ile
karnistirlmis cDNA 6rnekleri ve kontrol amaciyla bir tane de house-keeping primeri
iceren cDNA 0Ornegi yuklendi. Jel tanki giic kaynadina baglanarak 1 saat boyunca 100
watt kullanilarak BioRad Thermal Cycle cihazinda elektroforez deneyi gerceklestirildi.

Slre sonunda tanktan alinan jelin gorlntisu uygun cihaz yardimiyla alindi.

3.6.6.Kok Hiicrelere Stres Modeli Olarak Hidrojen Peroksit (H202)
Uygulamasi

Yapilan 6n deneylerde Oncelikle H>O2'in hiicrelerde yol actigi canhilik kaybi
istenen dizeye gore belirlendi. Bunun igcin 96 kuyucuklu plaklara ekilmis ve yilzeye
tutundurulmus hicrelerden hicre kiltir ortami gekilerek kuyucuklara 500 uM, 1 mM
ve 2 mM konsantrasyonlarinda H202, %1 FBS, %1 penisilin streptomisin sollisyonu ve
2 mM L-Glutamin iceren DMEM/F-12 hicre kultir ortamiyla birlikte totalde son hacim
200 pL olacak sekilde eklendi. %5 CO; igeren inkibatérde 37°C'de inklbasyon stiresi
her konsantrasyon igin 30 dk, 1 saat ve 2 saat olarak denendi. Stire sonunda MTT testi
gergeklestirildi.

3.6.7.KN-93 CaMKII inhibitor Uygulamasi

On deneylerde KN-93 CaMKII inhibitdriiniin dozuna karar vermek igin 96
kuyucuklu plaklara ekilmis ve ylzeye tutundurulmus hicrelerden hicre kiltir ortami
cekilerek kuyucuklara 1 uM, 5 pM ve 10 puM konsantrasyonlarinda KN-93 CaMKII
inhibitdrt, %1 FBS, %1 penisilin streptomisin sollisyonu ve 2 mM L-Glutamin igeren
DMEM/F-12 hiicre kiltlir ortamiyla birlikte totalde son hacim 200 uL olacak sekilde
eklendi. Iinkiibasyon %5 CO> iceren inkiibatdrde 37°C’de 24 saat olarak gerceklestirildi.
Slre sonunda MTT testi yapildi.

3.6.8.KN-92 Negatif Inhibitor Uygulamasi

On deneylerde KN-92 negatif inhibitér dozuna karar vermek igin 96 kuyucuklu
plaklara ekilmis ve yuzeye tutundurulmus hiicrelerden hicre kiltir ortami gekilerek
kuyucuklara 1 uM, 5 uM ve 10 pM konsantrasyonlarinda KN-92 CaMKII inhibitori, %1
FBS, %1 penisilin streptomisin sollisyonu ve 2 mM L-Glutamin iceren DMEM/F-12 hiicre

kiiltiir ortamiyla birlikte totalde son hacim 200 pL olacak sekilde eklendi. Inkiibasyon
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%S5 CO: igeren inkibatorde 37°C'de 24 saat olarak gergeklestirildi. Stire sonunda MTT
testi yapildi.

3.6.9.WJ-MKH’lerinde Oksidatif Stres Modeli Ve CaMKII inhibisyonu
Ile Olusturulan Deney Diizenegi

Hicrelerdeki farklh kosullardaki CaMKII dlizeylerine karar verebilmek,
CaMKII'nin hicre canlhigini ve proliferasyonunu nasil etkiledigini belirleyebilmek igin
olusturulan deney diizenegine gore hiicrelere bazi tedavi yontemleri uygulandi (Tablo
4). Bunun icin hticreler 96 kuyucuklu hiicre kiltiirti plaklarina 8x103 hiicre, komplet
DMEM/F-12 hiicre kultlir ortamiyla birlikte son hacim 200 pL olacak sekilde veya 6
kuyucuklu hicre kiiltiir plaklarina 200x103 hiicre, komplet DMEM/F-12 hiicre kiiltiir
ortamiyla birlikte son hacim 2 mL olacak olacak sekilde sonrasinda kullanilacak deney
proseduirine gore tercih edilerek ekildi. Hlcreler ylzeye tutunabilmeleri igin 16-18 saat
boyunca %5 CO: igeren inkiibatérde 37°C’de inkilibe edildi.

Yapilan 6n caligmalarin sonuglarina gore deney diizenedi toplamda 6 deney
kosulu; kontrol grubu, H202 grubu, KN-93 inhibitdrii ve H.O, grubu, KN-93 inhibitdr
grubu, KN-92 negatif inhibitéri ve H>O> grubu ve son olarak KN-92 negatif inhibit6r
grubu olarak karar verildi ve hedeflenen deney uygulamalarinin gergeklestirilebilmesi
icin hiicreler 96 kuyucuklu hiicre kultiird plaklarina 8x103 hiicre, komplet DMEM/F-12
hiicre kalttr ortamiyla birlikte son hacim 200 uL olacak sekilde veya 6 kuyucuklu hiicre
kiltdr plaklarina 200x103 hiicre, komplet DMEM/F-12 hiicre kdltiir ortamiyla birlikte
son hacim 2 mL olacak olacak sekilde sonrasinda kullanilacak deney prosediriine gore
tercih edilerek ekildi. Hicreler ylizeye tutunabilmeleri icin 16-18 saat boyunca %5 CO;
iceren inklbatorde 37°C'de inklibe edildi. Daha sonra KN-93 inhibitér grubuna 1 pM
konsantrasyonda KN-93 ve KN-92 negatif inhibitér grubuna 1 pM konsantrasyonda KN-
92, %1 FBS, %1 penisilin streptomisin sollisyonu ve 2 mM L-Glutamin iceren DMEM/F-
12 hiicre kulttr ortamiyla birlikte hiicrelere verildi. Kontrol grubu ve H>O, grubunun
besi ortami ise %1 FBS, %1 penisilin streptomisin soliisyonu ve 2 mM L-Glutamin
iceren DMEM/F-12 hiicre kdltiir ortamiyla degistirildi. Plak %5 CO; iceren inklibatérde
37°C'de 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda KN-93 inhibitérii ve H20;

grubu ve KN-92 negatif inhibitori ve H.02 grubuna islem sonunda kuyucuk igerisinde
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1 mM konsantrasyonda H.O; olacak sekilde H.O2 uygulamasi gerceklestirildi ve plak 30
dakika daha %5 CO; iceren inkiibatérde 37°C'de inkiibe edildi. Stire sonunda CaMKII
dizeylerine karar verebilmek, CaMKII'nin hiicre canlihigini ve proliferasyonunu nasil
etkiledigini belirleyebilmek icin olusturulan deney diizenegine gore belirtilen testler

gerceklestirildi.

Tablo 4: Deney gruplari ve gruplara uygulanan maddeler

Herhangi bir madde uygulamasi

Kontrol Grubu
yapilmadi.

H202 Grubu 30 dakika 1mM H,>0; uygulamasi

24 saat 1uM KN-93 6n uygulamasinin
KN-93 + H202 Grubu
ardindan 30 dakika H>O> uygulamasi
KN-93 Grubu 24 saat 1uM KN-93 uygulamasi

24 saat 1uM KN-92 6n uygulamasinin

KN-92 + H202 Grubu
ardindan 30 dakika H.O> uygulamasi

KN-92 Grubu 24 saat 1uM KN-92 uygulamasi

3.6.10. Canlilik Testi

Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide BioChemica (MTT) (AppliChem) kiti hlicre
canliiini belirlemek igin kullanildi. 96 kuyucuklu hiicre kdltiiri plaklarina 8x103 hiicre,
komplet DMEM/F-12 hicre kilttr ortamiyla birlikte son hacim 200 pL olacak sekilde
eklendi. Hicreler ylzeye tutunabilmeleri icin 16-18 saat boyunca %5 CO; igeren
inklibatérde 37°C'de inklbe edildi. Daha 6nce belirtilen sekilde inhibitdr ve hidrojen
peroksit uygulamalar yapildi. Deney siresi sonunda her kuyucukta 200 pL hacimde
hiicre ve ortam sollisyonu bulunan kuyulardan 110’ar pL cekilerek kitin talimatlarina
uygun olarak her kuyucuga 10 pL MTT sollisyonu eklendi. Bdylece MTT sollisyonunun
her kuyu igerisindeki konsantrasyonu 0,5 mg/mL olarak ayarlandi. Ayrica hicre
icermeyen 3 kuyuya 90 pL komplet DMEM/F12 ortami blank olarak koyulup bu
kuyucuklara da 10 pL MTT solisyonu eklendi. Plak 37°C'de 3,5 saat inklibe edildi.
Hazirlanan plak karsit denge ile birlikte 1500 rpm’de 5 dakika boyunca santrifij edilerek

kuyucuk igerisinde olusan formazan kristalleri kuyucuk dibine ¢oktirtldi. Daha sonra
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her kuyucuk igerisindeki tliim ortam-sollisyon karisimi pipet yardimiyla cekilerek
uzaklastirildi ve her kuyucuga 100 pL dimetil siilfoksit (DMSO) soliisyonu eklendi. Plak
37°C'de 30 dakika daha inkibe edildikten sonra spektrofotometer yardimiyla 560 nm
ve 670 nm dalga boylarinda absorbans degerleri okutuldu. 670 nm dalga boyu referans

dalga boyu olarak kullanildi. Sonuglar kontrol grubuna oranlanarak ylizde canlilik olarak
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3-{4,5-dimethyl-2-thiazol!)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium Bromide (E,Z)-5-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-1,3-dimethylformazan
(MTT) (Formazan)

hesaplandi.

Sekil 6: MTT kit probunun formazan bilesigine doniisiimii

Kit icerisinde mevcut sari renkteki MTT tetrazolyum bromide bilesigi metabolik
olarak aktif hlcreler tarafindan mitokondriyal rediiktaz enzimi yardimiyla indirgenerek
hiicre kiltiir ortaminda ¢dziinmeyen mor renkteki kristal formda formazan bilesigine
donusturdltr (Sekil 6). Bu reaksiyon, metabolik olarak aktif hiicrelerde NADH'In NAD*'a

indirgenmesiyle gergeklesir.

3.6.11. Proliferasyon Testi

CellTiter 96® AQueous One Solution Hiicre Proliferasyon Kiti (MTS) (Promega)
hiicre proliferasyonunu belirlemek icin kullanildi. 96 kuyucuklu hiicre kulttiri plaklarina
8x103 hiicre, komplet DMEM/F-12 hiicre kiiltlir ortamiyla birlikte son hacim 200 pL
olacak sekilde eklendi. Hiicreler yizeye tutunabilmeleri igin 16-18 saat boyunca %5
CO: igeren inkibatérde 37°C'de inklibe edildi. Daha dnce belirtilen sekilde inhibitor ve
hidrojen peroksit uygulamalari yapildi. Deney siresi sonunda her kuyucukta 200 pL
hacimde hiicre ve ortam sollisyonu bulunan kuyulardan 100er pL cekilerek kitin

talimatlarina uygun olarak her kuyucuga 20 pL MTS sollisyonu eklendi. Bdylece MTs
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soliisyonunun her kuyu icerisindeki final konsantrasyonu 317ug/mL olarak elde edildi.
Ayrica hicre igermeyen 3 kuyuya 100 pL komplet DMEM/F12 ortami blank olarak
koyulup bu kuyucuklara da 20 puL MTS soliisyonu eklendi. Plak 37°C'de %5 CO; iceren
inktbatorde 3,5 saat inkiibe edildi. Spektrofotometer yardimiyla 490 nm dalga boyunda
absorbans degerleri okutuldu. Ayrica MTS sollisyonu ile DMEM/F-12 igerisinde bulunan
fenol kirmizi boyasinin olusabilecek etkilesimi hlicre icermeyen bog kuyular kullanilarak
ve bu kuyularin absorbans degerleri tiim kuyulardan gikartilarak arkaplan absorbansi
elimine edilmis oldu. Sonuclar kontrol grubuna oranlanarak ytizde proliferasyon olarak

hesaplandi.
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Sekil 7: MTS kit bilesiginin formazan bilesigine donlisimi

Kitte bulunan MTS tetrazolyum bilesigi (Owen reaktifi) hiicreler tarafindan renkli
bir Griin olan ve hicre kilttr ortaminda ¢dztinebilen formazana doénusttraltr (Sekil 7).
Reaksiyon metabolik olarak aktif hlicrelerde dehidrojenaz enzimleri tarafindan Uretilen
NADPH veya NADH yardimiyla gergeklestirilir. Formazan bilesiginin miktari kiltiirdeki

hiicre sayisi ile direkt olarak orantilidir.

3.6.12. Gergek Zamanh Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(RT-qPZR veya qPZR)
Calismamizda CaMKII'nin izoformlari olan a, B, y ve 0 izoforomlarinin hiicre

icerisindeki degisimleri gercek zamanl kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu ile
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belirlenmistir. Oncelikle 6 kuyucuklu hiicre kiiltiir plaklarina 200x103 hiicre, komplet
DMEM/F-12 hiicre kiltar ortamiyla birlikte son hacim 2 mL olacak olacak sekilde ekildi.
Hicreler ylzeye tutunabilmeleri icin 16-18 saat boyunca %5 CO; igeren inklibatorde
37°C'de inklibe edildi. Daha o6nce belirtilen sekilde inhibitér ve hidrojen peroksit
uygulamalar yapildi. Deney sliresi sonunda her kuyucukta 2 mL hacimde hiicre
bulunan kuyulardan besi ortami uzaklastinlarak her kuyuya 400 pL Tripsin-EDTA
sollisyonu eklendi ve 4-5 dakika inkiibe edildi. Stre sonunda hiicrelerin tamamen
yuzeyden kaldirilabilmesi icin hafifce plaklara vuruldu ve isik mikroskobu ile tiim
hiicrelerin kalkisi dogrulandi. Tripsin-EDTA enziminin inaktive edilmesi igin her kuyuya
eklenen enzim miktarinin iki kati olan 800 pL komplet DMEM/F-12 eklendi. Her
kuyudaki tim hticre/ortam karigimi mikro pipet yardimiyla 1,5 mLlik eppendorf tiiplere
aktarildi, ylzeyde kalmis olabilecek hiicrelerin de toplanabilmesi icin 300 pyL PBS
solisyonu ayni kuyulara eklenerek kuyular yikanip elde edilen solisyon 1,5 mL'lik
eppendorf tiplerindeki hlcre/ortam karisiminin UGzerine eklendi. Tlpler 5 dakika
boyunca 1500 rpm’de uygun karsit dengeleriyle birlikte santrifiij edildi. Islem sonunda

supernatant uzaklastirilarak tiipler buz tzerine alind.

MN NucleoSpin RNA II kiti, PZR igin gerekli olan total RNA'y1 izole etmek igin
kullanilarak kit prosediri uygulanip RNA'lar izole edildi. Elde edilen RNA'larin
konsantrasyonlari ve safliklari Thermo Nanodrop 2000 cihazi kullanilarak belirlendi.
cDNA sentezi icin gerekli RNA miktarlari hesaplanarak Qiagen RT? First Strand Kit'i ile
elde edilen RNA'lar cDNA'ya donlstlrildd. Olusturulan cDNA'lar ile gPZR reaksiyonu
hazirlanirken reaksiyon bagina 12,5 pL Qiagen Real Time SYBR Green Mastermix, 5 pL
cDNA, 1 pL RT? gPCR Primer Assay (GAPDH, CaMKII-a, B, y ve d), 6,5 WL niikleaz
icermeyen HxO kullanildi. Tim reaksiyon karanhk ortamda 200 pL'lik PZR tlpleri
icerisinde hazirlandi. Tim asamalar buz Gzerinde gergeklestirildi. PZR tlpleri Qiagen
Rotor Gene Q cihazinin igerisine yerlestirilip primerlere uygun Tm sicakliklari ve déngu
ayarlamalan yapilarak reaksiyon baglatildi. Siire sonunda alinan sonuglar bilgisayar

ortaminda analiz edildi.
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3.6.13. BCA Protein Tayini
Calismamiz kapsaminda kullanilan CaMKII aktivite 6lciim kiti sonuclarini
normalize edebilmek icin elde edilen hiicre lizatlarinin protein miktarlari BCA Kkiti

kapsaminda olculdd.

BCA protein 6lciimi yapilabilmesi icin konsantrasyonu bilinen Bovin Serum
Albumin (BSA) standart olarak kullanildi. Standartlar 2000 pg/mL, 1000 pg/mL, 750
Mg/mL, 500 pg/mL, 250 pug/mL, 125 ug/mL, 25 pg/mL ve 0 pg/mL BSA icerecek sekilde
seri dillisyonlar halinde hazirlandi. BCA kitinde bulunan sollisyonlar ile 60°C'de 30
dakika inkiibasyon sonrasi plak spektrofotometre yardimiyla 562nm dalgaboyunda
okutularak absorbans degerleri elde edildi. Absorbans 6lglimiine gére bir standart egri
grafigi olusturuldu (Sekil 8). Grafikte bulunan egim formiiliine gore protein érneklerinin
absorbans degerleriyle birlikte hesaplanmasinin ardindan 6rneklerin icedigi protein

miktarlari pg/mL protein olarak elde edildi.

y =0,0012x + 0,1759

2,5
R?=0,9934

1,5

Absorbans Degerleri

0,5

0 500 1000 1500 2000 2500
BSA Standart Konsantrasyonlari (ug/ml)

Sekil 8: BCA standart egri grafigi

3.6.14. CaMKII Aktivite Olgiimii

Calismamizda CaMKII enziminin aktivitesi MBL Cyclex CaM-kinase II Assay Kkiti
kullanilarak gerceklestirilmistir. Oncelikle 6 kuyucuklu hiicre kiiltiir plaklarina 200x103
hiicre, komplet DMEM/F-12 hiicre kiltir ortamiyla birlikte son hacim 2 mL olacak

olacak sekilde ekildi. Belirtilen deney kosullari gerceklestirilerek deney siiresi sonunda
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her kuyucukta 2 mL hacimde hticre bulunan kuyulardan besi ortami uzaklastirildi. Her
kuyuya 400 pL Tripsin-EDTA solliisyonu eklendi ve 4-5 dakika inkibe edildi. Stre
sonunda hticrelerin tamamen yiizeyden kaldirilabilmesi icin hafifce plaklara vuruldu ve
15tk mikroskobu ile tiim hiicrelerin kalkisi dogrulandi. Tripsin-EDTA enziminin inaktive
edilmesi icin her kuyuya eklenen enzim miktarinin iki kati olan 800 pL komplet DMEM/F-
12 eklendi. Her kuyudaki tim htcre/ortam karisimi mikro pipet yardimiyla 1,5 mL'lik
eppendorf tiplere aktarildi, yizeyde kalmis olabilecek hiicrelerin de toplanabilmesi igin
300 pL PBS solusyonu ayni kuyulara eklenerek kuyular yikanip elde edilen sollisyon 1,5
mL’lik eppendorf tiiplerindeki hlicre/ortam karisiminin tizerine eklendi. Tipler 5 dakika
boyunca 1500 rpm’de uygun karsit dengeleriyle birlikte santrifiij edildi. islem sonunda

supernatant uzaklastinlarak tipler buz tizerine alind..

Olusan pellete 250 pL buz tzerinde sogutulmus PBS eklenerek 3500 rpm’de 5
dakika santrifiij islemi gerceklestirildi. Slipernatant tekrar uzaklastirlarak pellet tizerine
%1 proteaz inhibitér kokteyli iceren 50 pL hiicre lizis tamponu eklendi ve tipler 30
dakika boyunca 5 dakikada bir vortekslenerek buz lizerinde inkiibe edildi. Daha sonra

14000 rpm’de +4°C'de 30 dakika santrifiij edilen érneklerin slipernatanti alind..

Elde edilen stipernatantlarin protein oranlari BCA kiti ile belirlendi. MBL Cyclex
CaM-kinase II Assay kiti prosediri gerceklestirildi. Plak 450 nm dalgaboyunda
okutularak absorbans degerleri elde edildi. Sonuglar bilgisayar ortaminda analiz

edilerek BCA Kkiti ile belirlenen protein miktarlarina oranlanarak elde edildi.

3.6.15. Total Oksidan ol¢iimii

Calismamizda drneklerde bulunan toplam oksidan miktari Rel Assay Diagnostics
Total Oxidant Status kiti kullanilarak gerceklestiriimistir. Oncelikle 6 kuyucuklu hiicre
kiltir plaklarina 200x103 hicre, komplet DMEM/F-12 hiicre kiltiir ortamiyla birlikte
son hacim 2 mL olacak olacak sekilde ekildi. Belirtilen deney kosullari gergeklestirilerek
deney suresi sonunda her kuyucukta 2 mL hacimde hicre bulunan kuyulardan besi
ortami uzaklastirildi. Her kuyuya 400 pL Tripsin-EDTA sollisyonu eklendi ve 4-5 dakika
inklibe edildi. Stre sonunda hiicrelerin tamamen ylizeyden kaldirilabilmesi igin hafifge
plaklara vuruldu ve 151k mikroskobu ile tiim hicrelerin kalkisi dogrulandi. Tripsin-EDTA

enziminin inaktive edilmesi igin her kuyuya eklenen enzim miktarinin iki kati olan 800
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ML komplet DMEM/F-12 eklendi. Her kuyudaki tiim hiicre/ortam karisimi mikro pipet
yardimiyla 1,5 mL'lik eppendorf tliplere aktarildi, ylizeyde kalmis olabilecek hticrelerin
de toplanabilmesi icin 300 pL PBS sollisyonu ayni kuyulara eklenerek kuyular yikanip
elde edilen solisyon 1,5 mL'lik eppendorf tlplerindeki hlicre/ortam karisiminin izerine
eklendi. Tupler 5 dakika boyunca 1500 rpm’de uygun karsit dengeleriyle birlikte

santrifiij edildi. Islem sonunda siipernatant uzaklastirilarak tiipler buz tizerine alind..

Olusan pellete 250 pL buz lizerinde sogutulmus PBS eklenerek 3500 rpm’de 5
dakika santrifiij islemi gerceklestirildi. Sipernatant tekrar uzaklastirilarak pellet Gizerine
%1 proteaz inhibitdr kokteyli iceren 50 pL hiicre lizis tamponu eklendi ve tlpler 30
dakika boyunca 5 dakikada bir vortekslenerek buz lizerinde inkiibe edildi. Daha sonra

14000 rpm’de +40°C’de 30 dakika santriflij edilen 6rneklerin stipernatanti alindi.

Rel Assay Diagnostics Total Oxidant Status kiti proseduirii gergeklestirildi. Alinan
supernatantlar 1:5 oraninda seyreltilerek 45 pL slipernatant uygun kiivetlere aktarildi.
Kit prosediirii uygulanarak 530nm dalgaboyunda absorbans degerleri elde edildi.

Sonuglar bilgisayar ortaminda analiz edilerek pmol/L H20> miktarlari hesaplandi.

33



3.7. Arastirma Plani ve Takvim

Literatlr taramasi Subat 2018-Mayis 2018

l

Etik kurul bagvurusu Mayis 2018-Haziran 2018

!

Malzeme satin alimlarinin

yapilmasi, gébek kordonlarinin Temmuz 2018- Nisan 2019

temini ve W]-MKH'lerin izolasyonu

l

Kok hiicrelere inhibitor kosulu,

stres kosulu uygulanmasi ve Aralik 2018 — Mayis 2019

CaMKII dizeylerinin tayini

l

Veri analizi ve tez yazimi Mayis 2019 - Haziran 2019

3.8. Verilerin Degerlendirilmesi
SPSS programinin 18.0 versiyonu kullanilarak arastirma sonuglarinin istatistik
analizi yapildi. Mann Whitney U testi ve Q-square testi gruplar arasi karsilastirmalarda
kullanilarak degerlendirme gergeklestirildi. Sonuglar ortalama + standart hata olarak

verildi. p<0.05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

3.9. Arastirmanin Sinirhiliklari
Calismamiz in vitro calismadir, bu ylizden in vivo calismalarla desteklenmelidir.
Ayrica insan gobek kordonundan elde edilen WJ-MKH'lerin farklilasma yatkinligi

nedeniyle sadece 5. Pasaja kadar kullanilabilmesinden 6tlirli analiz tekrar sayilarimiz
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sinirlidir. Calismamizda sadece KN-93 inhibitdri kullanilmis ve hentiz kesfedilebilmis
direkt bir CaMKII inhibitorii olmadigindan sadece bu inhibitdriin etkileri
gbzlemlenebilmistir. CaMKII aktivitesini 6lgmek icin calismamizda kullanilan kit diger
CaM-kinazlar Gzerinde de etkili olabilir, bu acidan daha sonraki calismalarda aktivite

Olcen baska kitlerle degerlendirmeler yapilimaldir.

3.10. Etik Kurul Onayi
Calisma DEU Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik kurulu tarafindan 4061-GOA
protokol numarasi ve 2018/14-42 karar numarasiyla 07.06.2018 tarihinde uygun
bulunmustur. Calismamizdaki degisiklik DEU Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik
kurulu tarafindan 4061-GOA protokol ve 2019/08-35 karar numarasiyla 03.04.2019

tarihinde uygun bulunmustur.
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4. BULGULAR
4.1. WJ-MKH’lerin Karakterizasyonu
4.1.1. Akis Sitometri Deneyi Sonuclarn

Eksplant yontemi kullanilarak izole edilmis W3IJ-MKH'lerinin karakterizasyonunu
gerceklestirirken WJ-MKH'lerde hangi kok hiicre yiizey antijenlerinin bulundugunu
tespit edebilmek icin akis sitometrisi deneyi kullanildi. Farkli zamanlarda farkli
gebelerden temin edilmis gébek kordonlarindan eksplant metodu ile izole edilmis WJ-
MKH’lerden farkli deney setleri kurularak karakterizasyonlari gerceklestirildi. Elde edilen
verilere gobre izole edilmis W3J-MKH'lerin kok hticre olduklanni teyit edildi.
Gergeklestirilen akis sitometri sonuglari analiz edildiginde MKH ylizey antijenleri olan
CD90 antijeninin orani ortalama %?75-90, CD105 antijeninin orani ortalama 70-80,
CD73 ylzey antijeninin orani ortalama %85-95 ve CD44 ylzey antijeni orani ortalama

%70-85 oldugu tespit edildi (Sekil 9).
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Sekil 9: W]-MKH'ler ile gergeklestirilen érnek bir akig sitometri verisinde CD90, CD44,

CD105 ve CD73 kék hicrelere 6zgu ylzey antijenlerinin ylzde oranlari.
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Sekil 10: Eksplant yontemi ile izole edilmis W]-MKH'lerde kok ylizey antijenleri olan
CD44, DC73, CD90 ve CD105 antijenlerinin 4. Pasaja kadar pasaj numarasina goére

degisim ylizdeleri (Sonuglar ortalama + standart deviasyon olarak verilmistir, n=3).

Gergeklestirilmis akis sitometri analizleri ile W3-MKH'lerin kdk hiicre karakteristiginin
hiicre yogunlugu ve pasajlanma sikligindan 6nemli 6lglide etkilendigi belirlendi. Hiicre
yogunlugunda fazla artis oldugunda MKH'lere 6zgli yilizey antijenlerinin ylizdelerinde
azalma saptandi. Ayrica pasaj 1 ve 3 araligindaki erken pasaj dénemi ve pasaj 5 ve 7
araligindaki ge¢ pasaj doneminde bulunan WJ-MKH'lerde kok hiicre belirtecleri
degerlendirildiginde pasaj numarasi arttikga hiicrelerin kok hiicre karakteristiginden

uzaklastig tespit edildi. Bu sebeple deneylerde kullanilan WJ-MKH'ler sadece 4. Pasaja
kadar kullanildi (Sekil 10).
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4.1.2.W3J-MKH’lerin Immiinofloresan Yontemle Degerlendirilmesi

B

Sekil 11: Kok hiicrelere 6zgii hiicre yiizey antijenlerinin IF mikroskop 20X biiyiitmede

goruntdleri. FITC ile isaretlenmis (yesil) CD90 antikorunun floresans i1sima goériintusi
(A), Fikoeritrin ile isaretlenmis (turuncu) CD44 antikorunun floresans i1sima gorintiisu

(B) (Huicre gekirdekleri DAPI kullanilarak mavi renkte gosterilmistir.)

WJ-MKH’lerin kok hiicre karakteristiginin dogrulanabilmesi igin yapilan immiinofloresan
yontemlerde Olympos IF mikroskop ile gériintii alindi. Hiicre niikleuslari DAPI ile
boyanarak hiicreler dogru tanimlama yapilabilmesi igin isaretlendi. MKH'lere 6zgli CD44
ve CD90 yiizey antijenlerinin WJ-MKH’lerinde varligi floresan isaretleme metoduyla
gosterildi (Sekil 11).
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Sekil 12: W]-MKH'lerin osteojenik hiicrelere farklilastirildiktan sonraki gérintileri. 10X
buyttme (A), 20X blyttme (B) Hicre cekirdekleri DAPI (mavi) ile sitozol FITC (yesil)

ile isaretlenmistir.

WI-MKH'leri eksplant yontemi kullanilarak izole edildi ve MKH karakteristiklerine
sahip olduklarinin ispat edilmesi icin R&D Systems MKH Fonksiyonel Tanimlama Kiti
kullanildi. Gergeklestirilen deneylerin ardindan WJ]-MKH’lerin osteojenik hicrelere

farklilagmasi (Sekil 12) ve adipojenik hticrelere farklilagmasi (Sekil 13) gdsterildi.

Sekil 13: W]-MKH'lerin adipojenik hiicrelere farklilastirildiktan sonraki gorinttleri. 10X
biyiltme (A), 20X blyttme (B) Hicre cekirdekleri DAPI (mavi) ile sitozol FITC (yesil)
ile isaretlenmistir.
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4.1.3.W3-MKH’lerin Histokimyasal Boyama Ile Degerlendirilmesi

Sekil 14: WJ]-MKH'lerin osteojenik hiicrelere farklilastirildiktan sonraki gorinttleri. 10X
buyitme (A) ve 100X biyltme (B), hiicreler Alizarin Red ile boyanmistir.

Sekil 15: WI]-MKH'lerin adipojenik hicrelere farklilagtirildiktan sonraki goérinttileri.
100X biydtme (A) ve 100X blyltme (B), hicreler Oil Red ile boyanmistir.
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Sekil 16: W]-MKH'lerin kondrojenik hicrelere farklilagtirildiktan sonraki goérinttileri.

100X buyiltme (A) ve 20X blyutme (B), hiicreler Alcian Blue ile boyanmistir.

Eksplant yontemi ile izole edilen WJ-MKH'lerinin, MKH karakteristiklerine sahip
olduklarinin ispat edilmesi icin R&D Systems MKH Fonksiyonel Tanimlama Kiti kullanildi.
Gergeklestirilen kit protokli sonrasinde W3J-MKH'lerin  osteojenik hiicrelere
farklilastinimalari Alizarin Red boyamasi ile gosterildi (Sekil 14), adipojenik hicrelere
farkhlastinimalari Oil Red boyamasi ile gosterildi (Sekil 15) ve kondrojenik hiicrelere
farkllastinimalari Alcian Blue boyamasi ile gosterildi (Sekil 16).
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4.1.4.W3J-MKH’lerin RT-PZR Yéntemi Ile Degerlendirilmesi

Sekil 17: Agaroz jel elektroforezinde WJ-MKH’lerin karakterizasyonu igin kullanilan
CD90, CDH2 ve house-keeping gen olan GAPDH genlerinden elde edilen PZR
drtinlerinin godrintlleri. Farkli pasaj dénemlerinden elde edilen cDNAlar kullanilarak
gergeklestirilen deneyler sonucunda GAPDH geninin PZR Urinleri (A), CD90 geninin
PZR Urinleri (B) ve CDH2 geninin PZR drtnleri (C).

WJ-MKH'lerinin karakterizasyonu icin kdk hicrelere &6zgl genlerin hedef
boélgelerine uygun primer ciftleri kullanilark RT-PZR deneyleri gergeklestirildi. Deney
sonucu elde edilen PZR Urlinleri agaroz jel elektroforezi ile jelde yiritilerek gorintileri
alindi. House-keeping GAPDH geni, kdk hilicre karakterizasyonu igin CD90 ve CDH2
genlerinin PZR driUnlerine ait bantlar WJ-MKH'lerinden elde edilmis &rneklerde
gozlemlendi (Sekil 17).
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4.2, WJ-MKH’lerin Canhilik Diizeylerinin Belirlenmesi

4.2.1.H>0> Dozunun Belirlenmesi
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Sekil 18: WJ-MKH'lerde 30 dakika H20> uygulamasinin doza bagl olarak kdk hiicre

canhligi (izerine etkisi (WJ-MKH: wharton jolesi mezenkimal kok hiicre, n=5, * Kontrol
grubuna gore p<0,05).

Yapilan MTT olctiimiinde 500 uM, 1 mM ve 2 mM H,0, uygulamasinin 30 dakika
stiresince uygulandigi W1-MKH'lerde hiicre canliigi doza bagimlh olarak azaldi. 500 uM
H>0; uygulamasinda kontrole gére anlamli bir azalma saptanmadi. 1 mM ve 2 mM H,0»
uygulamasinda ise hiicre canlihgi kontrole oranla istatistiksel olarak anlamli derecede

azaldi. Sonuglar ortalama=SEM olarak verilmistir (1 mM ve 2 mM igin p=0,0079) (Sekil
18).
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Sekil 19: WI-MKH'lerde 1 saat HO, uygulamasinin doza bagh olarak kok hiicre

canhligi lizerine etkisi (WJ-MKH: wharton j6lesi mezenkimal kok hiicre, n=5, * Kontrol
grubuna gore p<0,05).

MTT 0lctimii ile karar verilen absorbans degerlerinden hesaplanan sonuclara
gore 500 M, 1 mM ve 2 mM H,0; uygulamasinin 1 saat boyunca uygulandigi WJ-
MKH'lerde hiicre canlii§gi doza bagimh olarak azaldi. 500 M H0O; uygulamasinda
kontrole gore anlamli bir azalma saptanmadi fakat 1 mM ve 2 mM H>0 uygulamasinda
hiicre canlihd kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak anlaml derecede azald.

Sonuglar ortalama+SEM olarak verilmistir (1 mM ve 2 mM icin p=0,0079) (Sekil 19).
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Sekil 20: WJ-MKH'lerde 2 saat HO, uygulamasinin doza bagh olarak kok hiicre

canhligi lizerine etkisi (WJ-MKH: wharton j6lesi mezenkimal kok hiicre, n=5, * Kontrol
grubuna gore p<0,05).

MTT olcimi ile belirlenen sonuglara gére 500 uM, 1 mM ve 2 mM Hy0O;
uygulamasinin 2 saat boyunca uygulandigi WJ-MKH'lerde hiicre canlihgi doza bagimli
olarak azaldi. 500 M H>02 uygulamasinda kontrole gore istatistiksel olarak anlaml bir
azalma gozlemlendi (p=0,0238). Ayrica 1 mM ve 2 mM H;02 uygulamasinda hiicre
canlihd kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli derecede azaldi. Sonuglar

ortalama=SEM olarak verilmistir (1 mM ve 2 mM icin p=0,0079) (Sekil 20).
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Sekil 21: WI-MKH'lerde 3 saat HO, uygulamasinin doza bagh olarak kok hiicre

canhligi lizerine etkisi (WJ-MKH: wharton j6lesi mezenkimal kok hiicre, n=5, * Kontrol
grubuna gore p<0,05).

MTT testi ile belirlenmis sonuglara gére 500 pM, 1 mM ve 2 mM H0»
uygulamasinin 3 saat boyunca uygulandigi W1-MKH’lerde hiicre canlihgi doza bagimli
olarak azaldi. 500 pM, 1 mM ve 2 mM H;0; uygulamasinda hiicre canliigi kontrol
grubuna oranla istatistiksel olarak anlaml derecede azaldi. Sonuglar ortalama+SEM
olarak verilmigstir (500 uM, 1 mM ve 2 mM igin p=0,0079) (Sekil 21).
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4.2.2.KN-93 1Inhibitor ve KN-92 Negatif Inhibitor Dozunun

Belirlenmesi
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Sekil 22: WI-MKH'lerde 24 saat KN-93 uygulamasinin doza bagl olarak kok hiicre

canhligi izerine etkisi (WJ-MKH: wharton j6lesi mezenkimal kok hiicre, n=5, * Kontrol
grubuna gore p<0,05).

Yapilan MTT 6lcimu ile 1 pM, 5 pM ve 10 pM KN-93 uygulamasinin 24 saat
suresince uygulandigi WJ-MKH’lerde hiicre canlihd istatistiksel olarak anlamli olmayip
1 UM dozda %4,4 oraninda artis gosterirken 5 uM KN-93 dozunda %4,5 azalma
gozlendi. 10 uM KN-93 dozu uygulandiginda ise hiicre canllii kontrol grubuna oranla
%14,6 oraninda istatistiksel olarak anlamli derecede azaldi. Sonuglar ortalama+SEM
olarak verilmigtir (10 pM KN-93 dozu igin p=0,0317) (Sekil 22).
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Sekil 23: WI-MKH'lerde 24 saat KN-92 uygulamasinin doza bagh olarak kok hiicre

canhiligi (izerine etkisi (WJ-MKH: wharton jolesi mezenkimal kok hiicre, n=5, * Kontrol
grubuna gore p<0,05).

MTT testi ile belirlenen sonuglara gére 1 pM, 5 yM ve 10 pM KN-92
uygulamasinin 24 saat siiresince uygulandigi WJ-MKH'lerde hiicre canlihd istatistiksel
olarak anlamli bir derecede artis ya da azalma gdstermemistir. Sonuglar ortalama+SEM

olarak verilmigtir (1 uM KN-92 dozu igin p=0,6905, 5 pM 10 pyM KN-92 dozu igin
p=0,5476) (Sekil 23).
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4.2.3.W3-MKH’lere H202, KN-93 Inhibitoér ve KN-92 Negatif Inhibitor
Uygulamasinin Canlilik Diizeyine Etkisi
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Sekil 24: W]-MKH'lerde 24 saat 1 uM KN-93 CaMKII inhibitdri ve 1 uM KN-92 negatif
inhibitér 6n uygulamasi ve 30 dakika 1 mM H>O, uygulamalarinin kok hiicre canliligi
Uzerine etkisi (WJ-MKH: wharton j6lesi mezenkimal kdk hiicre, n=5, * Kontrol grubuna
gore, # H202 ve KN-92+H,0, grubuna gbre, p<0.05).

Yapilan MTT 6lgiimdi ile belirlenen sonuglara gére sadece 24 saat 1 uM KN-93
CaMKII inhibitdri ve 1 uM KN-92 uygulamasinin hticre canlligi Gizerinde kontrole oranla
yapilan hesaplamada istatistiksel olarak anlaml bir degisiklik gostermemistir. Sadece
30 dakika 1 mM H,0; uygulamasinin ise hiicre canliligini kontrole gére %38,1 oranda
azaltarak ve 24 saat 1 yM KN-92 6n uygulamasinin yapilip 30 dakika 1 mM H.0;
uygulamasinin gerceklestirildigi grupta hiicre canhligi kontrole oranla %39 azalarak
istatistiksel olarak anlamli bir degisme gosterdigi saptanmistir. 24 saat 1 uM KN-93 6n
uygulamasinin yapilip 30 dakika 1 mM H20, uygulamasinin gergeklestirildigi grupta ise
kok hiicre canlihginin kontrol grubuna gore %57 oranda azalarak ve sadece H,0; grubu
ile birlikte KN-92+H>0> grubuna gdre %28 oranda azalarak istatistiksel olarak anlaml
bir degisme gosterdigi belirlenmistir. Sonuclar ortalama+SEM olarak verilmistir (H20>
grubu, KN-93+H>0> grubu, KN-93+H>0> grubu icin p=0,0079) (Sekil 24).
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4.3. WJ-MKH’lerin H202, KN-93 Inhibitér ve KN-92 Negatif Inhibitor

Uygulamasi Sonucunda Proliferasyon Diizeylerinin Belirlenmesi
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Sekil 25: W]-MKH’'lerde 24 saat 1 uM KN-93 CaMKII inhibitérti ve 1 uM KN-92 negatif
inhibitér 6n uygulamasi ve 30 dakika 1 mM H>O> uygulamalarinin kok hicre
proliferasyonu Uzerine etkisi (WJ-MKH: wharton j6lesi mezenkimal kdk hiicre, n=5, *

Kontrol grubuna gére, # H>O, ve KN-92+H,0; grubuna gdére, p<0,05).

MTT testi ile belirlenen sonuclara gére sadece 24 saat 1 pM KN-93 CaMKII
inhibitdért ve 1 yM KN-92 uygulamasinin kok hticre proliferasyonu lzerinde kontrole
oranla yapilan hesaplamada istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik gostermemistir.
Sadece 30 dakika 1 mM H;0> uygulamasinin ise kok hiicre proliferasyonunu kontrole
gore %?73,7 oranda azaltarak ve 24 saat 1 uM KN-92 6n uygulamasinin yapilip 30
dakika 1 mM H.0, uygulamasinin gergeklestirildigi grupta hiicre proliferasyonu kontrole
oranla %73,9 azalarak istatistiksel olarak anlamli bir degisme gosterdigi saptanmistir.
24 saat 1 yM KN-93 6n uygulamasinin yapilip 30 dakika 1 mM H,O, uygulamasinin
gerceklestirildigi grupta ise kdk hiicre proliferasyonunun kontrol grubuna gére %76
oranda azalarak ve sadece HO, grubuna gére %2,1 oranda KN-92+H,O; grubuna

gore ise %2 oranda azalarak istatistiksel olarak anlamli bir degisme gosterdigi
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belirlenmistir. Sonuglar ortalama+SEM olarak verilmistir (H20, grubu, KN-93+H;0>
grubu, KN-93+H>0; grubu icin p=0,0079) (Sekil 25).

4.4. CaMKII Enzimi Izoform Diizeylerinin RT-gPZR Ile

Degerlendirilmesi
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Sekil 26: WJ]-MKH'lerinde CaMKII a, B, y ve 0 izoformlarinin gen ekspresyon
degisimleri (WJ-MKH: wharton jolesi mezenkimal kok hiicre, p>0,05).

RT-gPZR yontemi ile elde edilmis sonuglara goére herhangi bir uygulama
yapllmayan WJ]-MKH’lerinde CaMKII izoform degisimleri incelenmis ve CaMKII alfa,
beta, gama ve delta izoformlarinin gen ekspresyonlari arasinda istatistiksel diizeyde
anlaml  bir dedisiklik saptanmamistir (p>0.05) Sonuglar ortalama+SEM olarak
verilmigtir (Sekil 26).
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CaMKIl Alfa
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Sekil 27: W]-MKH'lerde 24 saat 1 uM KN-93 CaMKII inhibitéri ve 1 uM KN-92 negatif
inhibitér 6n uygulamasi ve 30 dakika 1 mM H>O, uygulamalarinin koék hicrelerdeki
CaMKII Alfa izoformu gen ekspresyon degisimine etkisi (WJ-MKH: wharton jolesi

mezenkimal kok hicre, n=5, p>0,05).

RT-gPZR ile elde edilen sonuglara gére 1 mM H,0; stres kosulunda, 24 saat 1
MM KN-93 6n uygulamasinin yapilip 30 dakika 1 mM H;0; stres kosulunun uygulandigi,
sadece 24 saat 1 pM KN-92 uygulamasi ve 24 saat 1 yM KN-93 uygulamasinin yapildigi
gruplarda kontrole gore bir azalma olmasina ragmen bu azalma istatistiksel diizeyde
anlaml degildir (p>0.05) 24 saat 1 yM KN-92 6n uygulamasinin yapilip 30 dakika 1
mM H;0, stres kosulunun uygulandidi grupta ise kontol grubuna goére degisiklik

gdzlemlenmemistir (p>0.05) Sonuglar ortalama=SEM olarak verilmistir (Sekil 27).
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CaMKII Beta
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Sekil 28: WI-MKH'lerde 24 saat 1 uM KN-93 CaMKII inhibitéri ve 1 pM KN-92 negatif
inhibitér 6n uygulamasi ve 30 dakika 1 mM H>O, uygulamalarinin koék hicrelerdeki
CaMKII Beta izoformu gen ekspresyon degisimine etkisi (WJ-MKH: wharton jolesi
mezenkimal kok hticre, n=5, * Kontrol grubuna goére, # H>0O, ve KN-92+H,0; grubuna

gore, p<0,05).
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Sekil 29: WI-MKH'lerde 24 saat 1 uM KN-93 CaMKII inhibitéri ve 1 pM KN-92 negatif
inhibitér 6n uygulamasi ve 30 dakika 1 mM H,O, uygulamalarinin gruplar arasindaki
CaMKII Beta izoformu gen ekspresyon degisimine etkisi (WJ-MKH: wharton jolesi

mezenkimal kok hicre, n=5, * H,0; ve KN-92+H,0; grubuna gére, p<0,05).

RT-gPZR ile belirlenen sonuglara gére 1 mM H.O; stres kosulunda CaMKII Beta
izoformu gen ekspresyonu seviyesi kontrole gére 7,7 kat ve 24 saat 1 pM KN-92 6n
uygulamasinin yapilip 30 dakika 1 mM H>O: stres kosulunun uygulandigi grupta ise
kontrole gore 8,5 kat artarak istatistiksel olarak anlamli derecede artig gdstermistir
(p=0,0159). 24 saat 1 yM KN-93 CaMKII inhibitdri 6n uygulamasinin yapilip 30 dakika
1 mM H;0 stres kosulunun uygulandidi grupta bu artis kontrol grubu seviyesine
gerileyerek sadece H,0> stres kosulu ve KN-92+ H>O; gruplarina gére yaklasik olarak
8 kat azalma gostererek istatistiksel olarak anlamli 6lglide degismistir (p=0,0079) (Sekil
29). Ayrica bu azalma H>O;, KN-93+H,0; ve KN-92+ H>O> gruplari arasinda daha net
sekilde gosterilmistir (Sekil 28) Sadece 1 uM KN-93 veya 1 uM KN-92 uygulamalarinin
ise kok hicrelerdeki CaMKII Beta izoformu gen ekspresyonu Uzerinde istatistiksel
olctide anlamli olarak bir degisiklik gostermedigi saptanmistir. Sonuglar ortalama+SEM

olarak verilmigstir(Sekil 29).
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CaMKIl Gama
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Sekil 30: WI-MKH'lerde 24 saat 1 uM KN-93 CaMKII inhibitéri ve 1 pM KN-92 negatif
inhibitér 6n uygulamasi ve 30 dakika 1 mM H>O, uygulamalarinin koék hicrelerdeki
CaMKII Gama izoformu gen ekspresyon degisimine etkisi (WJ-MKH: wharton jolesi

mezenkimal kok hicre, n=5, p>0,05).

RT-gPZR ile elde edilen sonuglara gére 1 mM H>0; stres kosulunda ve 24 saat
1 pM KN-92 6n uygulamasinin yapilip 30 dakika 1 mM H,O, stres kosulunun
uygulandigi, gruplarda CaMKII Gama izoformu gen ekspresyon seviyesinde kontrole
gore bir azalma goriilmesine ragmen bu degisiklik istatistiksel diizeyde anlamh degildir
(p>0.05) 24 saat 1 uM KN-93 6n uygulamasinin ardindan 30 dakika 1 mM H;0- stres
kosulunun uygulandigi grupta ise kontol grubuna gére CaMKII Gama izoformu gen
ekspresyonu seviyesinde yaklasik 2,5 kat artis goézlemlenmesine ragmen bu artis
istatistiksel olarak anlamli bulunamamistir (p>0,05). Sadece 24 saat 1 uM KN-93 veya
KN-92 uygulamalari ise CaMKII Gama izoformu gen ekspresyonu seviyelerini kontrole
gore istatistiksel dizeyde anlaml derecede arttirmamistir (p>0,05). Sonugclar
ortalama=SEM olarak verilmistir (Sekil 30)
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Sekil 31: WI-MKH'lerde 24 saat 1 uM KN-93 CaMKII inhibitéri ve 1 pM KN-92 negatif
inhibitér 6n uygulamasi ve 30 dakika 1mM H>0O. uygulamalarinin kdk hicrelerdeki
CaMKII Delta izoformu gen ekspresyon degisimine etkisi (WJ-MKH: wharton jolesi

mezenkimal kok hicre, n=5, * Kontrol grubuna gére, # H,0> grubuna gére, p<0,05).

RT-gPZR ile elde edilmis verilere gbre 1mM H,0; stres kosulunda CaMKII Delta
izoformu gen ekspresyonu seviyesi kontrole gére yaklasik 3 kat (p=0,0079) ve 24 saat
1 uM KN-93 6n uygulamasinin ardindan 30 dakika 1 mM H>O; stres kosulunun
uygulandigi grupta ise kontrole gore 0,2 kat (p=0,0159) azalarak istatistiksel olarak
anlamli derecede azalma gostermistir. Diger gruplarda ise CaMKII Gama izoformu gen
ekspresyon seviyeleri kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml bir degisme

godstermemistir. Sonuclar ortalama=SEM olarak verilmistir (Sekil 31).
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4.5, CaMKII Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

y =1,1982In(x) + 11,508
12 - R*=0,9992

10

CaMKII Aktivitesi (mU)
(o]

0 5 10 15 20 25 30 35
CaMKII Pozitif Kontrol (mU)

Sekil 32: 0 mU, 15 mU ve 30 mU CaMKII pozitif kontrol dozuna bagh olarak CaMKII
aktivite kiti kullanilarak hesaplanmig CaMKII aktivite diizeyleri (mU).

CaMKII pozitif kontrolii 0 mU, 15 mU ve 30 mU dozlarda kullanilarak Cyclex
CaMKII aktivite belirleme kiti ile 6lcim yapilmistir. Elde edilen sonuglara gére doza
bagiml olarak CaMKII aktivite diizeyi gosterilmistir. Bu dederler doza paralel olmakla
birlikte alinan absorbans degerleri ile hesaplamalar sonucu tam doz karsiliklarini

saglayamamistir (Sekil 32).
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Sekil 33: W]-MKH'lerde 24 saat 1 uM KN-93 CaMKII inhibitdri ve 1 uM KN-92 negatif
inhibitér 6n uygulamasi ve 30 dakika 1 mM H.O. uygulamalarinin kok hicrelerdeki
CaMKII enzim aktivitesine etkisi (WJ-MKH: wharton jolesi mezenkimal kok hicre,
p>0,05).

Cyclex CaMKII aktivite belirleme kiti ile elde edilmis verilere gére WJ-MKH'lerde
24 saat 1 yM KN-93 CaMKII inhibitdri ve 1 uM KN-92 negatif inhibitdér 6n uygulamasi
ve 30 dakika 1 mM H;O, uygulamalarinin CaMKII enzimi aktivite dizeyi Uzerinde
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml bir degisme gézlemlenememistir. 15 mU
pozitif kontrol (PK) baz alinarak gruplar igerisindeki CaMKII mU degisimleri
gosterilmistir. Kontrol grubunda CaMKII aktivite diizeyi 13,61 mU olarak hesaplanmisir.

Sonuglar ortalama+SEM olarak verilmistir (Sekil 33).
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Sekil 34: W]-MKH'lerde 24 saat 1 yM KN-93 CaMKII inhibitdri ve 1 uM KN-92 negatif
inhibitér 6n uygulamasi ve 30 dakika 1 mM H202 uygulamalarinin ve aktivite testine
baglamadan 6nce 1uM STS veya 1uM KN-93 CaMKII inhibitdérlii uygulamasinin kok
hiicrelerdeki CaMKII enzim aktivitesine etkisi (WJ-MKH: wharton jolesi mezenkimal kbk

hiicre, p>0,05).

Cyclex CaMKII aktivite belirleme kiti kullanilarak elde edilen verilere gére WJ-
MKH'lerde 24 saat 1 M KN-93 CaMKII inhibitéri ve 1 yM KN-92 negatif inhibitér 6n
uygulamasl ve 30 dakika 1mM H202 uygulamalarinin ardindan izole edilmis protein
orneklerine kit prosediiri uygulanarak disaridan 1 pM staurosporin (STS) veya 1 uM
KN-93 CaMKII inhibitdri ilave edimis ve CaMKII enzimi aktivite diizeyleri belirlenmistir.
n=3 oldugundan CaMKII aktivite diizeyleri gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir degisme gdstermemistir. 15 mU pozitif kontrol (PK) baz alinarak gruplar igerisindeki
CaMKII mU degisimleri gosterilmistir. Kontrol (WJ-MKH) grubunda CaMKII aktivite
dlzeyi 13,85 mU olarak hesaplanirken PK+STS grubunda CaMKII aktivite dizeyi 0,95
mU ve kontol grubuna STS eklendiginde (WJ-MKH+STS) CaMKII aktivite diizeyi 7,28

mU olarak hesaplanmistir. Sonuglar ortalama+SEM olarak verilmistir (Sekil 34).
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4.6. Total Oksidan Durumunun Belirlenmesi
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Sekil 35: WI-MKH'lerde 24 saat 1 uM KN-93 CaMKII inhibitdri ve 1 pM KN-92 negatif
inhibitér 6n uygulamasi ve 30 dakika 1 mM H.O, uygulamalarinin koék hicrelerdeki
total antioksidan (H202) miktarina etkisi (WJ-MKH: wharton jolesi mezenkimal kok
hiicre, p>0,05).

Rel Assay Diagnostics Total Oksidan Durumu belirleme kiti kullanilarak elde edilen
verilere gére WJ-MKH'lerde 24 saat 1 uM KN-93 CaMKII inhibitérii ve 1 pM KN-92
negatif inhibitdr 6n uygulamasi ve 30 dakika 1 mM H.>0, uygulamalarinin ardindan izole
edilmis protein drneklerine kit prosediri uygulanarak total antioksidan dlizeyleri
hesaplanmistir. KN-93+H,0> grubunda, kontrol grubunda 262,85 umol/L H20; olan
oksidan dizeyi 30,15 pmol/L dlizeyine gerilemistir. 1 mM H>O; uygulanan grupta
antioksidan dizeyi 291,55 pmol/L olarak hesaplanarak kontrol antioksidan seviyesine
gore arttigi saptanmistir. Ayrica 1 M KN-93 uygulanan grupta antioksidan diizeyi
292,75 pmol/L, KN-92+H;0. grubunda 307,85 pmol/L ve sadece 1 UM KN-92
uygulanan grupta 296,45 pmol/L olarak hesaplanmistir. n=3 oldugundan total
antioksidan dlzeyleri gruplar arasinda istatistiksel dizeyde anlamli olarak

degismemistir. Sonugclar ortalama+SEM olarak verilmistir (Sekil 35).
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5. TARTISMA

Kok hiicre eldesi icin uygulanan protokoller ve kodk hiicre kaynaklar 6zellikle
dejeneratif ve proliferatif hastaliklarin tedavilerinde kullanilabilme potansiyelleri
sebebiyle oldukca o6nemlidir. Gunumuzde en cok bilinen ve tedavilerde kullanilan
hiicreler kemik iligi kok hiicreleridir. Son vyillarda perinatal dokularda tespit edilen
Wharton Jélesi denilen bdlgedeki mezenkimal kdk hicrelerin  bilinen kok hicre
Ozelliklerini gdstermesinin yani sira doku reddine sebep olan proteinleri eksprese
etmemeleri sebebi ile kemik iligi kok hiicrelerine gore doku reddi acisindan daha

avantajli olduklari ileri strlilmektedir [33].

Mezenkimal kok hiicrelerin dzellikleri, 6zellikle kendi kendilerini yenileme ve farkl hiicre
hatlarina farklilasma yetenekleri glinimizde genis bir sekilde tartisiimistir. Perinatal
dokulardan izole edilen MKH'lerin ise codu yetiskin MKH'lerinden daha yiiksek
farklilasma kapasitesi gosterdigi ileri siirilmektedir. Musiat-Wysocka ve arkadaslarinin
2019 yilinda yayinladiklari galigmalarinda WJ den izole edilen mezenkimal kok hticreleri
pluripotens belirteclerinin ifadesi agisindan incelemisler , W3-MKH'lerin NANOG, OCT-4
ve SSEA-4 gibi bazi pluripotency belirtecleri ifade ettigini, ancak indlklenebilir
puluripotent kok hilcrelerinin (IPS) ekspresyon seviyesine kiyasla anlamli derecede
disik oldugunu gostermislerdir. Bununla birlikte hipoksik kosullar altinda ekspresyon
seviyesi yukseltilebilmistir. Yiksek proliferasyon potansiyelleri ve farkli hiicre tiplerine
farklilasma yeteneklerine ragmen, WJ-MKH'ler, iPS hicrelerinin ana gekincesi olan in
vivo tiimor olusturmazlar. Biyolojik 6zellikleri, yiiksek plastisitesi, cogalma kapasitesi
ve izolasyon ve kiltiir kolayligi nedeniyle, WJ-MKH'ler umut verici bir modern
rejeneratif tip araci olarak gorilmektedir [34]. Dider taraftan giinimiizde Wharton
jolesinden kok hicre eldesi ile ilgili protokoller ve stres kosullarinda hiicre yanitlarina
dair bilgiler oldukca sinirlidir. Bu tez galismasi ile laboratuvar kosullarinda Wharton
Jolesi'nden mezenkimal kok hiicre izolasyonu gergeklestirildikten sonra elde edilen
hicrelerin - minimal koék hlicre Ozelliklerine sahip olduklari  gosterilerek,
karakterizasyonlari yapilmistir. Elde edilen kdk hicrelerdeki canlilik, proliferasyon,

CaMKII enzim dizeyi ve CaMKII izoformlarinin gen ekspresyon degisiklikleri H>0»
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tarafindan tetiklenen stres kosulu altinda degerlendirilmistir. CaMKII enzim inhibitori

KN-93 uygulamasi sonrasi kok hiicre canllik ve proliferasyon degisimleri belirlenmistir.

Karakterizasyon deneyleri ile adipojenik, osteojenik ve kondrojenik hicrelere
farklilastinlan WJ-MKH'lerin kdk hiicrelere spesifik ylizey antijenlerinde dnemli dlglide
azalma oldugu gosterilmistir. Olusturulan her deneyde ayni deney protokolleri
uygulanip farkli sonuglarin elde edilebilmesinin farkli donérlerden elde edilmis primer
kok hicrelerin kullanilmasi oldugu dislindlmektedir. Bu sorun rejeneratif tip
uygulamalarinda kisitlayici faktdrlerden en 6nemlisidir ve pek c¢ok arastirmaci
uygulanan kiiltiir kosullarinda primer kok hicrelerin farkli yanitlar verdigini saptamistir
[35]. Temelde bu soruna dayanilarak gelecekte olusturulacak galismalarda kok hicre
dondrlerinin  daha detaylh arastirilarak  ozelliklerinin ~ standart bir  gekilde

degerlendirilmesi gereklidir.

Oksidatif stresin kdk hiicreler {izerinde olusturdugu hiicre canlihd ve
proliferasyon kaybi literatlr taramasi sonucunda elde edilen bilgiler ile paralel olarak,
tez calismasi kapsaminda gergeklestirilen deneylerin sonucunda da elde edilmistir.
Oksidatif stres ajani olarak uygulanan H>O'nin hiicre canliidgi ve hiicre proliferasyon

diizeyini kontrol grubuna oranla yaklasik %40-50 oraninda azalttigi gosterilmistir.

KN-93 CaMKII inhibitoriiniin ve KN-92 negatif inhibitdriin doz ve siire egrisi
yapilarak WJ-MKH’ler icin en uygun doz ve slireye karar verilmigtir. KN-93 CaMKII
inhibitériniin 5uM ve 10uM dozlan hiicre canlliinda azalmaya sebep oldugu icin bu
dozlar kullanilmamistir. KN-93 CaMKII inhibitori icin ICs0=0,37uM oldugundan ve 1uM
kullanimi hiicre canliidi lzerinde negatif bir etki gdstermediginden 1uM KN-93 dozu
tim deneylerde calisiimistir. Ayrica hem KN-93 CaMKII inhibitérii hem de KN-92 negatif
inhibitdr icin 1uM dozu literatiirde benzer galigmalar igin kullanilan dozdur ve bu doz

literatlire gore 24 saat uygulanmistir [36].

KN-92 CaMKII inhibitdrinin H>O; ile indiklenen stres kosullarinda WJ-
MKH'lerinin canllik ve proliferasyon sureglerini, CaMKII izoformlari gen ekspresyon
degisimlerini ve CaMKII enzim aktivitesini nasil etkiledigini belirlemek igin tez projesi

kapsaminda deneyler gergeklestirildi. Elde edilen verilere gbére KN-93 CaMKII
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inhibitdriiniin H0; stres kosuluyla beraber uygulanmasinin hem hiicre canliigini hem
de hicre proliferasyon oranini sadece H.O, stres kosulu uygulanan gruba goére ve
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli o6lclide azalttigi calismalarimizia
gosterildi. Bu sonug CaMKII enziminin hiicrede hiicre canlligi ve hiicre proliferasyonu
Uzerinde onemli bir etkiye sahip oldugunu gosterir. Tez kapsaminda temel dayanak
aldigimiz hipotez olan yasayan hiicre 6grenir ve 0grenen hiicre yasar hipotezini

o6grenmede etkili bir enzim olan CaMKII enzimi araciligi ile destekler.

Calisilan CaMKII izoformlarindan CaMKII Beta izoformu gen ekspresyonu WJ-
MKH'lerde H>0- stres kosulu uygulamasiyla istatistiksel olarak anlamli dlglide artip bu
artis hem KN-93 hem de H.O; uygulanan grupta ise kontrol seviyelerine gerilemistir.
Dolayisiyla H»O stres kosulu uygulamasinin hiicrede CaMKII Beta izoformu gen
ekspresyonunu arttirmasi bu izoformun hiicre canlilik ve proliferasyon testlerinin
sonuglariyla paralel olarak degerlendirildiginde enzimin hiicre canlihdi ve
proliferasyonun slrdlriimesi ile ilgili olabilecedi disiniimistiir. CaMKII Beta
izoformundaki artis hem KN-92 negatif inhibitériinin hem de H>O; stres kosulu
uygulanan grupta da sadece H>O, stres kosulu uygulanan grup ile paraleldir. Bdylece
KN-93 CaMKII inhibitériinin CaMKII Beta izoformu ekspresyonunu 6nemli 6lglide
etkiledigini gosterildi. CaMKII Delta izoformunun ise sadece H,O stres kosulu
uygulanan grupta kontrole gore istatistiksel olarak anlamli azaligini saptandi. Ama KN-
93 ve H0 uygulamalarinin beraber yapildigi grupta bu azalma kontrol seviyelerine
dogru tekrar artis gostermistir. Diger gruplarda istatistiksel olarak anlamli bir degisim
gozlemlenmemistir. CaMKII Alfa ve Gama izoformlarinin gen ekspresyon
degisimlerinde ise istatistiksel olarak anlaml sonuglar elde edilememistir. Bu durum
mali sebeplerden ve cihaz yetersizliklerinden 6tiirli tekrar sayisinin azligi sebebiyle
iliskilendirilebilir. Deneylerin tekrar daha uygun sonuglarda gergeklestirilmesi ile ileride

yapilacak calismalarda daha anlamh sonuclar elde edilebilir.

WJ-MKH'lerde CaMKII enziminin aktivitesinin belirlenmesi icin ¢alismaya uygun
bir CaMKII aktivite kiti ile sonuglar fotometrik olarak 450nm’de &lgim alinarak elde
edildi. Bu islem oncesinde elde edilen protein ekspresyon dizeyleri BCA kiti ile

belirlendi. Aktivite lciimi sonrasinda elde edilen absorbans dederleri her 6rnegin
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protein miktarlari ile oranlanmak istendi, fakat oranlamanin yapilmasinin ardindan
sonuclarin anlamsiz cikmasindan 6tiri elde edilen sonuclar protein miktarina gére
oranlanmadan kontrol grubuna gére % seklinde oranlanarak + ortalama hata olarak
verildi. Elde edilen verilere gére CaMKII enzim aktivitesi gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlaml dlglide degisim gostermedi. Bu durumu diizeltebilmek icin yapilan hata
giderme metodlarina ragmen ayni sonuglar gézlemlendi. Bu sonuc kit iceriginin dogru
calismamasi ile iliskilendirilebilir. Fakat kit prosediriine gére 1uM Staurosporin
kullanilarak tlim kinazlarin inhibe edilmesi sonucu CaMKII enzim aktivitesinin de pozitif
kontrole oranla kiyaslandiginda 6nemli dlclide azaldigi gosterildi. Elde edilen sonuglarin
istatistiksel dlizeyde anlamli olmamasinin sebebi CaMKII aktivite kitinin kullanilan
ornekler iceriginde sadece saf CaMKII enzimi bulunmadigindan Ornek igerisinde
bulunan diger kinazlarla etkilesme gostermesi olarak disinilebilir. Bu agidan
bakildiginda ve gen ekspresyon sonuglarinda en gok degisimin CaMKII Beta enzim
izoformunda oldugu baz alinarak ileride gergeklestirilecek calismalarda CaMKII Beta
izoformu diizeylerine yodunlasiimasinin avantajli olacagi disiniilmektedir. Ayrica
literatir taramamiza gore belirtilen kitin referansi fazla olmamakla birlikte kit
kapsaminda bulunan 96 kuyucuklu plakin Syntide-2 ile kapli olmasi ve Syntide-2'nin
CaMKII icin tamamen spesifik olmamasi deney kapsaminda karsilagilan sorunlarla
iliskilendirilebilir [37][38]. Ileride yapilacak calismalarda uygun deney kosullariyla
birlikte CaMKII icin tamamen spesifik yeni proteinlerin kesfedilmesiyle farkl kosullarda

CaMKII aktivite degisimi tanimlanabilir.

WJ-MKH’lerde total oksidan durumunun belirlenmesi igin hticre lizatlarindan protein
ekstraksiyonu yapilarak fotometrik kit ile sonuglar elde edildi. Ulasilan sonuglara goére
1mM H20'nin total oksidan miktarini kontrol grubuna gore arttirdigi belirlendi. 1uM
KN-93 CaMKII inhibitérii 6n uygulamasinin ardindan 1mM H;0- uygulanan grupta ise
total oksidan miktarinin dnemli élglide azaldigi saptandi. Bu sonuca gore KN-93 CaMKII
inhibitoriiniin hiicre igerisinde oksidatif stres (izerinden hiicre canlligina etki etmedigi
disunilmektedir. Hiicre canlilik testlerinde KN-93 CaMKII inhibitdriintin H20; ile birlikte
uygulandigi grupta sadece H>O; uygulanan gruba gore daha distik belirlenen hiicre

canliiginin  hiicre igerisinde baska bir yolak (zerinden gergeklestirildigi
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disindlmektedir. Ayrica daha once yapilan arastirmalarda H20;'in hlicre icerisinde
CaMKII aktivasyonunu sagladigi gosterilmistir [39]. KN-93 inhibitériin CaMKII igin
spesifik bir inhibitér oldugu heniiz gosterilmemistir ve KN-93 otofosforile olan CaMKII
enzimini inhibe edemedigi bilinmektedir. Fakat pek cok calismada KN-93 CaMKII
inhibitérl olarak kullanilabilmektedir [40]. KN-93 inhibitériin hiicre icerisinde direkt
olarak Ca?*/CaM kompleksine baglanarak CaMKII'yi inhibe edebilecegi gosterilmistir
[41]. Bu durumda Ca?*/CaM kompleksi hiicre icerisinde KN-93 tarafindan baglanmis
olsa da H;0O; tarafindan CaMKII aktivitesinin gerceklestirilebilecegi diistintilmektedir.
Total oksidan miktarinin gruplar arasindaki farklihdi ve canlilik testlerinde belirlenen
sonuglarin farkliigi bu kanitlara dayandirlabilir ve hiicre icerisinde baska yolaklar
lizerinden etkilesim oldugu disiiniimektedir. Ilerleyen calismalarda deneyler
tekrarlanarak, CaMKII'nin tamamen inhibe edilecedi kosullar gergeklestirilip hiicre
icerisinde CaMKII'nin etkiledigi farkh yolaklar calisilabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasi ile mezenkimal kok hicre sinifina giren ve insan gdbek
kordonundan elde edilen W]-MKH'lerin oksidatif stres kosulu altinda, KN-93 inhibitor
varliginda ya da KN-92 negatif inhibitor varliginda hiicre canhli§i degisimi, hiicre
proliferasyonu degisimi, CaMKII izoformlarinin gen ekspresyonu diizeyinde degisimi ve
CaMKII aktivite degisimlerini belirlemek hedeflendi. Bunlar ek olarak WJ-MKH'lerin
gobek kordonundan izolasyonu ve karakterize edilebilmesi icin en uygun metodun

laboratuvarimiz kosullarinda elde edilebilmesi amaclandi.

Calismamiz ile birlikte eksplant ydntemi kullanilarak Wharton jelinden MKH'ler
izole edilip uygun deney dizenekleri kurularak hcrelerin proliferasyon dizeyleri
belirlendi. Kok hicreleri karakterize edebilmek icin MKH'lere 6zgli CD44, CD90 ve
CD105 yiizey antijenleri gen ekspresyonlari ve protein ekspresyonlari degisimleri RT-
qPZR, IF ve akis sitometrisi metodlari kullanilarak belirlendi. MKH'lerin
tanimlanmasinda Uluslararasi Hiicresel Tedavi Dernegi'ne gére minimal kritlerler olan
adipojenik, osteojenik ve kondrojenik farklilastirma sirecleri uygun bir kit kullanilarak
tez kapsaminda gergeklestirildi ve sonuglar hem imminofloresan hem de histokimyasal

olarak gosterildi.

WJ-MKH’lerin hiicre canliiginin ve proliferasyon oranlarinin H.O stres kosulu
varliginda ve stres kosulu ile birlikte KN-92 negatif inhibitdr varligina istatistiksel olarak
anlaml 6lglide azalmasi belirlendi. Ayrica H20: stres kosulu ile birlikte KN-93 CaMKII
inhibitorl varliginda hiicre canliigi ve proliferasyon oranlari, H>O> stres kosulu ve stres
kosulu ile birlikte KN-92 negatif inhibitdr varliindaki duruma gore istatistiksel olarak

anlamli 6lglide azaldi.

CaMKII izoformlarinin gen ekspresyon diizeyleri RT-gPZR yontemi ile belirlendi.
Elde edilen verilere goére CaMKII Beta izoformunun gen ekspresyon diizeylerinin H,0>
stres kosulu ve stres kosulu ile birlikte KN-92 negatif inhibitdr varliginda kontrole gore
istatistiksel olarak anlamli artisi belirlendi. Ayrica KN-93 CaMKII inhibitéri varliginda bu
artisin geri dondurulp istatistiksel olarak anlamli derecede kontrol seviyesine azalmasi
gbzlemlendi. CaMKII Delta izoformunun gen ekspresyonu dedisimlerinde ise H20: stres

kosulu uygulamasinin gen ekspresyon seviyesini istatistiksel olarak anlamdi derecede
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azalttigi saptandi. KN-93 CaMKII inhibitorii ve H>0O, stres kosulu varliginda ise bu
azalma sadece H,0; stres kosuluna gore istatistiksel olarak anlamli artis gosterdi. Diger
CaMKII izoformlar olan Alfa ve Gama izoformlari gen ekspresyonlarinin ise gruplar

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik géstermedigi gézlendi.

CaMKII enzimi aktivite diizey degisimleri Cyclex CaMKII aktivite kiti ile belirlendi.
Aktivite kiti uygulamasinin ardindan elde edilen absorbance degerleri BCA kiti ile elde
edilmis protein dizeylerine oranlanmadan sonuglar degerlendirildi. Yapilan hata
diizeltme yoéntemlerine ragmen kesin bir sonu¢ elde edilemedi. Ileride
gergeklestirilecek calismalarda CaMKII aktivitesi daha uygun bir kit ve ydntemle uygun

deney kosullarinda degerlendirilebilir.

Bu tez calismasi ile gergeklestirdigimiz protokollerin ve elde edilen sonuglarin
rejeneratif tip uygulamalarinin kapsandigi projeler icin bir temel saglayabilecegi
disinilmektedir. Yaptigimiz arastirmalar ile elde edilen sonuglarin oksidatif stres
kosullarinda ve CaMKII inhibisyonu varliginda kok hiicre canlihdi, proliferasyonu
Uzerindeki etkileri belirlenmeye calisilarak CaMKII enziminin hiicre canhlligindaki ve
proliferasyonundaki rolintn kdk hicre tedavi yontemlerinin gelistirilmesine olanak
saglamakla beraber bu enzimin rolliniin farkl hiicre tiirlerinde ve hayvan calismalarinda
da arastinimasinin 6grenme ve hafiza ile iliskili hastaliklarin tedavisinde gelisme

saglayacadi distinilmektedir.

Sonug olarak literatlir taramamiza gére CaMKII'nin mezenkimal kok hicre
canliligi ve HO; ile indiiklenen stres kosullarindaki degisimleri ilk kez bu tez calismasi
ile gosterildi. Calismamiz ile elde edilen verilerin MKH'lerin stres kosullarina verdigi
yanit mekanizmasinin anlasiimasina, hedefe yoénelik kdk hilicre tedavi stratejilerinin

gelistiriimesi icin temel basamak saglayacadi diisiiniilmektedir.
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8. EKLER

8.1. Ek-1 Gonillu Bilgilendirme Formu

BILGILENDIRILMIS GONULLU OLUR FORMU

Bu form “Mezenkimal Kok Hiicrelerin Canliigi ve Stres Kosullan
Altindaki Proliferasyonunda Kalsiyum/Kalmodulin-Bagimh Protein Kinaz 2
(CaMKII) Enzim Degisiminin Belirlenmesi” isimli calismamiza katilacak

gonalldler icin dizenlenmistir.

Islevsel olarak farklilasmamis, viicudun herhangi bir organ ya da dokusunda 6zel
bir gbrev yapabilmek igin tam olarak olgunlasmamis karmagik bir yapisi olan éncl
hiicrelere kdk hilcre denir. Ayni zamanda kok hicreler bedenin baska hcrelerine
donisebilme yetenegine sahiptir. Bu onciil hiicreler, kemik iliginden elde edilebildigi
gibi, gbbek kordonundan da elde edilebilir. Bu ¢calismadaki amag Wharton jolesi olarak
isimlendirilen ve gobek kordonunu olusturan dokudan kok hiicre elde etmek ve elde
edilen bu mezenkimal kok hticrelerin canlilik ve hiicre proliferasyon oranlarini ve hipoksi

benzeri stres kosullarinda CaMKII enzim diizey ve aktivite degisimlerini incelemektir.

Bu calismadan elde edilecek 6zgtin bilgiler, ileride, vicuttaki hasarl bir dokunun
yenilenmesi ve hiicre canliiginin devam ettirilmesi icin tedavi amaclh kullanilabilecek

hiicrelerin eldesinde kullanilabilecektir.

Calismaya normal gebelik seyri olan, sezaryen ile dogum yapan yaklasik 20 gebe
dahil edilecektir. Sezaryen ile dogumun 6ncesinde, izin vermeniz durumunda dogumun
ardindan atilan gobek kordonu alinarak icerisindeki doku kok htcre analizleri igin
kullanilacaktir. Sonuglar hicbir sekilde sizin ve bebeginizin tedavisini, gebelidin seyrini
ve bakimini etkilemeyecektir. Gondllilerin uygulama sirasinda karsilasabilecegi

rahatsizliklar ve riskler yoktur.

Gonulli bu calismaya katilmayi red etme ya da arastirma bagsladiktan sonra
devam etmeme hakkina sahiptir. Bu c¢alismaya katiimaniz veya bagladiktan sonra

herhangi bir safhasinda ayriimaniz daha sonraki tibbi bakiminizi etkilemeyecektir.
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Arastirmaci da gondllinin kendi nizasina bakmadan, olguyu arastirma digi birakabilir.
Her iki durumda da tedavinin olagan sireci devam edecektir. Arastirma giderleri, hasta

veya sosyal guvenlik kurumuna higbir sekilde yliklenmeyecektir.

Bu calismada yer aldiginiz siire igerisinde kayitlarinizin yani sira, iliskili saghk
kayitlariniz kesinlikle gizli kalacaktir. Bununla birlikte kayitlariniz kurumun yerel etik
kurul komitesine ve Saglik Bakanliina acik olacaktir. Hassas olabileceginiz kisisel
bilgileriniz yalnizca arastirma amaciyla toplanacak ve islenecektir. Calisma verileri
herhangi bir yayin ve raporda kullanilirken bu yayinda isminiz kullaniimayacak ve veriler
izlenerek size ulagilamayacaktir. Talebiniz halinde analiz sonuclariniz sizinle

paylasilabilir.

Yukarnida goniilliiye arastirmadan once verilmesi gereken bilgileri
okudum. Bunlar hakkinda bana yazihh ve sozlu acgiklamalar yapildi. Bu
kosullarla s6z konusu klinik arastirmaya kendi rnizamla, higbir baski ve

zorlama olmaksizin katiimayi kabul ediyorum.

Hastanin;

Adi-Soyad::

Tarih:

Imza:

Olur Alma Islemine Basindan Sonuna Kadar Taniklik Eden Kurulus

Gorevlisinin;
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Adi-Soyad::

Tarih:

imza:

Arastirma Yapan Arastirmacinin;

Adi-Soyad::

Tel:

Tarih:

Imza:
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8.2.

DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI
GIRISIMSEL OLMAYAN ARASTIRMALAR ETIK KURUL KARARI

Ek-2 Etik Kurul Onayi

Sayin Prof.Dr.Pinar AKAN

Arastirmaniza iliskin Kurulumuz karari agagida sunulmustur.

Bilgilerinizi ve geregini rica ederiz.

ETIK DOKUZ EYLUL UNiVERSITESI
KOMISYONUN ADI | GIiRiSIMSEL OLMAYAN ARASTIRMALAR ETiK KURULU
ACIK ADRES Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanh 2. Kat inciralti-IZMIiR
TELEFON 0232 412 22 54-0 232 412 22 58
FAKS 02324122243 B
E-POSTA etikkurul@deu.edu.tr
DOSYA NO: 4061-GOA
UZMANLIK TEZI L] MUNFERIT ARASTIRMA []OCM O
ARASTIRMA YUKSEKLISANS [X] DOKTORA
Mezenkimal Kok Hiicre Proliferasyonu ve Farklilasmasinda
ARASTIRMANIN ACIK ADI Kalsiyum/Kalmodulin - Bagumh Protein Kinaz 2 (CaMKII)
Enziminin Deisiminin Belirlenmesi
BASVURU
ot unt ARASTIRMA PROTOKOL
BILGILERI
KODU
SORUMLU ARASTIRMACI Prof.Dr.Pinar AKAN
UNVANI/ADI/SOYADI ve Tibbi Biyokimya A.D
UZMANLIK ALANI .
ARASTIRMAYA KATILAN TEK MERKEZ [X COK MERKEZLI[]
MERKEZLER
Belge Adi T | e e Dili
umarasi
ARASTIRMA o .
PROTOKOLU Mevcut Turkge [ ingilizee (] Diger (]
DEGERLENDIRILEN | ARASTIRMA ILE ILGILT o .
RETCELER LITERATUR Mevcut Tiirkge O ingilizee X Diger W
BILGILENDIRILMI$ _
GONULLU OLUR Meveut Tirkge (X Ingilizce (]  Diger [J
FORMU
OLGU RAPOR FORMU | Meveut Turkee (4 Ingilizee (] Diger [

Dokuz Eylul Universitesi Girisimsel Olmayan Aragtirmalar Etik Kurulu Karar Formu




—

Karar No:2018/14-42 Tarih:07.06.2018
Prof.Dr.Pinar AKAN ‘n sorumlusu oldugu “Mezenkimal Kok Hiicre Proliferasyonu ve Farkhlasmasinda
KARAR BILGILERI | Katsiyum/Kalmodulin - Bagimh Protein Kinaz 2 (CaMKII) Enziminin Degisiminin Belirlenmesi” isimli
klinik arastirmaya ait bagvuru dosyasi ve ilgili belgeler arastirmanin gerekge, amag, yaklagim ve
yontemleri dikkate alinarak incelenmis, etik agidan ¢alismanin gergeklestirilmesinin uygun olduguna oy
birligi ile karar verilmistir.
ETIK KURUL BILGILERI
Dokuz Eylul Universitesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurulu Isleyis Yonergesi
CALISMA ESASI Iyi Klinik Uygulamalari Kilavuzu
ETiK KURUL UYELERI
Unvan/Ady/Soyadi Uzmanlik Alani Kurumu Cinsi Ara};tllr.ma' e imza
yet iligkili mi?
Prof.Dr.Ali Riza DEU Tp Fakiiltesi Tibbi
SISMAN Tibbi Biyokimya Biyokimya Anabilim Dali | Erkek [E[] |HIX Q3 maL
(Bagkan) > i
Prof.Dr.Giil ERGOR DEU Tip Fakultesi Halk — r 2
(Bagkan Yardimeist) Halk Saghg Saghgi A.D. Kedm |EL] | H %/‘/Vf 9‘ K\
. DEU Tip Fakilltesi Kalp L‘Q \ U
Prof.Dr.Nejat Kalp Damar 2o i
SARIOSMANOGLU | Cerrahisi g:?ar Cerrahisi Anabilim | Erkek | EC] |HX Lamid 1
Prof.Dr. Mehmet DEU Tip Fakilltesi Ig /
Refik MAS Geriatri Hestltijor Anabiling Dan | Bk | EO (AR
DEU Tip Fakilltesi Tibbi
Prof.Dr.Ayse Aydan G G o IS <
OZKUTUK Tibbi Mikrobiyoloji }\)/lz:l‘clroblyolop Anabilim Kadm |E[] |H
Prof.Dr.Miige . i DEU Tip Fakilltesi \
KIRAY Fayola! Fizyoloji Amsbifim Dali | ©20m | B O |#X W
DEU Tip Fakiiltesi
lgglf(.jli%ggiER Anesteziyoloji Anesfeziyoloji ve Kadn | EC] |HKX Lahlamad
Reanimasyon A.D.
Prof.Dr.Siilen g DEU Tip Fakiiltesi
SARIOGLU Patoloji Tibbi Patoloji A.D Kadm | EO) | HB | Jotlamo d
Fizik Tedavi ve DEU Fizik Tedavi ve
Prof.Dr.Bilge KARA Rehabilitasyon fotil::llilhtasyou Yiiksek Kadm |E[] |[HK kshl vl
Pediatrik :
FAE DEU Tip Fakdltesi Cocuk \L ~
Prof.Dr.Ayhan Endokrinoloji ve 1
ABACI Metabolizma i‘:}g;l‘)%[‘i;e&fm"”a“ Erkek |E[] | HDI )
Hastaliklari
: DEU Tip Fakiiltesi Tibbi
Dog.Dr.M.Aylin ; 5 . 3
ARICI Tibbi Farmakoloji Farmakoloji Anabilim Dali Kadn |E[] |HK
Cocuk Saghg ve DEU Hemsirelik Fakiiltesi
ggg{[%rAbsdurat Hastaliklari Cocuk Saghg ve Erkek |E[] |HKX b&t\
Hemgireligi Hastaliklar Hemsireligi
; S Saglik Bilimleri Enstitiisii
Dog.Dr.Yasemin Tibbi Biyoloji ve i <
SOYSAL Genetik Molekiller Tip Anabilim | ()4 | g7 |HIX]
Dali A
Uzm.Dr.Ahmet Can DEU Tip Tarihi ve Etik / (/
BILGIN Hukuk AD Erkek |E(] |HKX
Mehmet Erhan . {
Saglik mensubu D.E.U Tip Fakiiltesi
OZKUL olmayan iiye idari Mali igler Erkek | E D HI ;. W

Dokuz Eylill Universitesi Girisimsel Olmayan Aragtirmalar Etik Kurulu Karar Formu
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DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI

GIiRISIMSEL OLMAYAN ARASTIRMALAR ETIK KURUL KARARI

Sayin Prof.Dr.Pinar AKAN

Aragtirmaniza iliskin Kurulumuz karari asagida sunulmustur.

Bilgilerinizi ve geregini rica ederiz.

ETIK DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI
KCMiSYONUN ADI | GIRISIMSEL OLMAYAN ARASTIRMALAR ETiK KURULU
ACIK ADRES Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanlig 2. Kat Inciralti-iZMIR
TELEFON 0232 412 22 54-0 232 412 22 58
FAKS 0232 412 22 43
E-POSTA etikkurul@deu.cdu.tr
DOSYA NO: 4061-GOA
UZMANLIK TEZI [] MUNFERIT ARASTIRMA Ooem O
ARASTIRMA YUKSEKLISANS [X] DOKTORA O
Mezenkimal Kok Hiicre Proliferasyonu ve Farklilasmasinda
ARASTIRMANIN ACIK ADI Kalsiyum/Kalmodulin - Bagiml Protein Kinaz 2 (CaMKII)
Enziminin Degisiminin Belirlenmesi
BASVURU == = o
Bil?Gil;ERi ARASTIRMA PROTOKOL -
KODU
SORUMLU ARASTIRMACI Prof.Dr.Pinar AKAN
UNVANI/ADI/SOYADI ve Tibbi Biyokimya A.D
UZMANLIK ALANI
ARASTIRMAYA KATILAN TEK MERKEZ [X] COK MERKEZLI[ ]
MERKEZLER
= . s Versiyon e
ggfggbggmmum Belge Adi Tarihi Nt asi Dili
Arastirmaci Dilekgesi 28.03.2019 Tirkge [X]  Ingilizce (] Diger []

Dokuz Eyliil Universitesi Girigimsel Olmayan Aragtirmalar Etik Kurulu Karar Formu
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KARAR BILGILERI

Karar No:2019/08-35

Tarih:03.04.2019

Prof.Dr.Pinar AKAN ‘in sorumlusu oldugu “Mezenkimal Kok Hiicre Proliferasyonu ve Farklilasmasinda
Kalsiyum/Kalmodulin - Bagimh Protein Kinaz 2 (CaMKII) Enziminin Degisiminin Belirlenmesi” isimli
klinik aragtirmaya ait 28.03.2019 tarihli arastirmaci dilekgesine iligkin;
-Calisma bagligmin “Mezenkimal Kok Hiicrelerin Canlihgi ve Stres Kosullar Altindaki
Proliferasyonunda Kalsiyum/Kalmodulin-Bagimli Protein Kinaz 2 (CaMKII) Enzim degisiminin
Belirlenmesi” olarak degistirilmesi
-Aragtirma adina bagl olarak arastirma ozetinde ve aragtirmanin hipotezinde degisiklikler,

-Arastirma adina bagh olarak arastirma protokoliinden farkhlasma prosediiriiniin gikariimasi,

- Arastirma adina bagli olarak Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formunun diizeltilmesi,

~Yardimel arastirmacilardan Zeynep Yasemin Oniir’tin projeden ayriimast ile ilgili belgeler incelenerek
bilgi edinilmis v e uygun bulunmustur.

ETiK KURUL BILGILERI

CALISMA ESASI

Dokuz Eyliil Universitesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurulu Isleyis Yonergesi
Iyi Klinik Uygulamalari Kilavuzu

ETIK KURUL UYELERI

Aragtirma ile
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—
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Av.Esra FIRTINA Avukat DEU Rekiorlugn Hukuk | o g0 [0R |5 (ol
Miigavirligi } \(\/WLA_/\
Mechmet Erhan OZKUL | Saglik mensubu D.E.U Tip Fakiiltesi 5 3 -
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Dokuz Eylil Universitesi Girigimsel Olmayan Aragtirmalar Etik Kurulu Karar Formu
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8.3. Ek-3 Ozgecmis

Kigisel Bilgiler

Iletisim Bilgileri

Kimlik Numarasi:

Dogum Tarihi:

Iletisim Adresi:

Telefon:

E-posta:

TUGBA SAN

13786797514

19/01/1993

Onur Mahallesi, Cigdem Sokak, No: 11 Ozge Apartmani,

Kat:4, Daire:4 Balcova/Izmir

(537) 3757183

ttugbasan@gmail.com

san.tugba@ogr.deu.edu.tr

79


mailto:ttugbasan@gmail.com

Web Adresi

Egitim Bilgileri

01 Eyldl 2016 - Su Anda (2 yil 8 ay)

Yiiksek Lisans, Tezli Program, DOKUZ EYLUL
UNIVERSITESI, TURKIYE SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU,
TEMEL SINIRBILIMLER (YL) (TEZLI)

Diploma Numarasi -

Agirlikh Genel Not Ortalamasi: 4.0 / 4.0
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Diploma Numarasi: 3218

Agirlikh Genel Not Ortalamasi: 2.38 / 4.0
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INGILIZCE (Okuma: 1yi, Yazma: 1yi, Konusma: Iyi)

O. TEZCAN, P. AKAN, T. SAN, M. E. GUNES & K. BAYSAL,
The Effects of Antioxidant Molecules on the Oxidative Stress
Induced by Hydrogen Peroxide in the Mesenchymal Stem
Cells and Endothelial Precursor Cells, Poster Sunumu,

The 44th FEBS Congress 2019, 06 Temmuz 2019 - 11
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Temmuz 2019.

R. U. BORA, P. AKAN, O. TEZCAN, T. SAN & K. BAYSAL,
Conditioned Medium From Wharton's Jelly Mesenchymal
Stem Cells Increased The Viability SHSY-5Y Cells, Poster
Sunumu, 11th FENS Forum Of Neuroscience, 07 Temmuz

2018 - 11 Temmuz 2018.

TUBITAK Burs ve Destekleri

Proje Bilgileri 2155801, Bipolar Bozuklukta Eksozomal miRNA Degisimlerinin
Incelenmesi, 1001 - Arastirma, Burslu, BILIMSEL VE TEKNOLOJIK ARASTIRMA
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