T.C.
HALIC UNIVERSITESI
LiSANSUSTU EGIiTiM ENSTITUSU
MOLEKULER BiYOLOJi VE GENETIK ANA BILIM DALI
MOLEKULER BiYOLOJi VE GENETIK YUKSEK LISANS
PROGRAMI

KiMYASAL MOLEKULLERIN KEMIK iLiGi
KAYNAKLI MEZENKIMAL KOK HUCRELERIN
ADIPOSITLERE FARKLILASTIRILMASINDAKI

ETKIiSININ INCELENMESI

YUKSEK LiSANS TEZi

Hazirlayan
Eysan AKDAG

) “Damsman
Dr. Ogretim Uyesi Ayyub EBRAHIMI

istanbul 2021



TEZ ONAY TUTANAGI

LISANSUSTU EGITiM ENSTITUSU MUDURLUGUNE

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim/Anasanat Dali Yiiksek Lisans
Programi Ogrencisi Eysan AKDAG tarafindan hazirlanan “Kimyasal Molekiillerin
Kemik 1ligi Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicrelerin  Adipositlere
Farkhlastirilmasindaki Etkisinin incelenmesi” konulu ¢alismas: jiirimizce Yiiksek
Lisans Tezi olarak kabul edilmistir.

Tez Savunma Tarihi:
04/01/2021

(Jiiri Uyesinin Unvani, Ad1, Soyadi ve Kurumu):

Juri Uyesi : Dr. Ogretim Uyesi Ayyub EBRAHIMI, Hali¢ Universitesi
: Danigman, Hali¢ Universitesi

Juri Uyesi : Dr. Ogr. Uyesi Ozlem SAGLAM UCAR
: Asil Uye, Hali¢ Universitesi

Juri Uyesi : Dr. Ogr. Uyesi Mehmet Fatih SEYHAN
: Asil Uye, Istanbul Yeni Yiizyil Universitesi

Bu tez Enstitii Yonetim Kurulunca belirlenen yukaridaki jiiri tiyeleri tarafindan

uygun goriilmiis ve Enstitli Yonetim Kurulunun karariyla kabul edilmistir.

Prof. Dr. Hatice YORULMAZ
Vekil Midir



INTIHAL RAPORU

Kimyasal molekullerin Kemik ilidi kaynakli Mezenkimal Kok
Hucrelerin adipositlere farkhlagtirimasindaki etkisinin incelenmesi

ORIJINALLIK RAPOCRU

4 %3 w 02

BENZERLIK ENDEKSI ~ INTERNET YAYINLAR OGRENCI ODEVLERI
KAYNAKLARI

BIRINCIL KAYNAKLAR

dergipark.org.tr .
intemgt annagl J %
Submitted to Qassim University y

Ogrenci Odevi %

vantipdergisi.yyu.edu.tr 5
internetannaglg v %

idoc.pub 5
internetf()aynagl <%
B SEVIMLI, Murat and SEMERCI SEVIMLI, <o, y

()

Tugba. "Embriyonik Kok Hucrelerde Wnt Sinyal
Yolagi", Dokuz Eyliil Universitesi, 2016.

Yayin

molekulerbiyolojii.com
yolo] <%1

internet Kaynagi

Submitted to Cumhuriyet University <o,

Ogrenci Odevi

[=]

joe.bioscientifica.com



15/02/2021

TEZ ETIK BEYANI

Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum “Kimyasal molekiillerin Kemik iligi kaynakli
Mezenkimal Kok Hiicrelerin  adipositlere  farklilastirilmasindaki  etkisinin
incelenmesi” baslikli bu ¢alismay1 bastan sona kadar danismanim Dr. Ogr. Uyesi
Ayyub EBRAHIMI’ nin sorumlulugunda tamamladigimi, verileri kendim
topladigimi, deneyleri ve analizleri ilgili laboratuvarlarda yaptigimi, baska
kaynaklardan aldigim bilgileri metinde ve kaynakg¢ada eksiksiz olarak gosterdigimi,
calisma siirecinde bilimsel aragtirma ve etik kurallara uygun olarak davrandigimi ve
aksinin ortaya ¢ikmasi durumunda her tiirlii yasal sonucu kabul ettigimi beyan ederim.

Eysan AKDAG



ONSOZz

Bu ¢alisma 2019-2021 yillar1 arasinda T.C. Hali¢ Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Bolimii’niin bilimsel arastirma ve uygulama
caligmalarina verdigi destek ile hazirlanmustir.

Oncelikle, tez ¢alimasi boyunca Dr. Ogretim Uyesi Ayyub EBRAHIMIye her seyi
hem eglenceli hem de zorlu bir ortam yaratarak beni bir¢ok arastirma alanina
yonlendirdigi i¢in tesekkiir etmek istiyorum. Ondan anladigimdan ¢ok daha fazlasini
ogrendim.

Deneysel calismalarima destek ve yardimlari igin Dr. Ogr. Uy. Rouhollah Khodadust
tesekkiirlerimi sunarim.

Tez ¢alismas1 boyunca destekte buluna canim arkadasim Esra Nur KELES, Elest irem
CANSIZ, Asmar TAGHIYEVA destekleri igin tesekkiir ederim.

Ocak, 2021 Eysan AKDAG



ICINDEKILER

5 Sayfa No

TEZ ONAY TUTANAGI ...t ii
INTIHAL RAPORU ..ottt iii
TEZ ETIK BEYANI .....ooiiiiiiiiiiiee ittt iv
ONSOZ ...ttt ettt bttt Vv
ICINDEKILER ........ooooioieoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt Vi
KISALTMALAR ..ottt e e e e b e e e nna e e e neeeanneeeas IX
SEKILLER .......ooiieiieeeeeteee ettt ettt en s Xi
CIZELGELER ..ottt sttt Xii
OZET.... ... 400, ...... 400 . . A . . ..............."... 1
A B S T R A T et e e e e et e e e e e e e nrree e 2
€] 1 23 1O 3
2. LITERATUR ARASTIRMASL .........coooiiiiiieieiee e ees st sn st 5
2.1. KOK HUCre ve OZeIlKIErT .......c.vviveveieiiieceee e 5

2.2. Kok Hiicre KaynakIart .........ccoceiieiiiiinieic e 5
2.2.1.Embriyonik KOk HUCIElEr.........ccooiiiiiiiiiiiccce e 5

2.2.2.Fetal KOK HUCTEIET .......ccviieieeeie e 6

2.2.3. Yetigskin KOK HUCTEIET .....cvvviiiiiiiiii i 6
2.2.4.Mezankimal KOK HUCIEIEr .........ccoevviiereee e 7

2.3. Epigenetik Duzenleyici Mekanizmalar ...........c.ccoovovviiinenciencieiee 12
2.3.1.DNA MetilasSyOnU..........ccoeeieiiieiieiicie e 13

2.3.2. Histon Modifikasyonlart ...........c.ccceevreneniiiiiciscnceesee 14
2.3.3.Kromatin Yapisinin Yeniden Diizenlenmesi ..........c.ccoceruenee. 16
2.3.4.Kodlamayan RNA'lar (NCRNAS) ......cccoviiiiiiiienenc e 17

2.4. Adipojenik Farklilasmasi ve Epigenetik ..........cccooviieiiiiinieniicinen, 18

2.5. Kicuk Kimyasal Molekdller ile Hiicresel Yeniden Programlanma....... 20
2.5. 1. Valproik ASit.......ccceiiieiieiiiciie e 20
2.5.2.SGC-CBP30......coictiiiieeicesieiee sttt 20

2.5.3. FOISKOIIN 1. 20



25,4, REPSOX....utieiiieitiesiee st ettt ettt b e r e ne e 21

2.5.5.SGC046......c.ooieiiiiiiiiiiee e 21
25.6. TTNPB ..o s 21
2.5.7.3-DeazaneplanoCin A .........ccooveiieie e 21
2.5.8. TranylCyPromMiNe .......cccooviieieieieriese e 22
2.5.9.CHIR99021 ... 22
3. GEREC VE YONTEM ..ottt 24
3.1. Calismada Kullanilan Hiicre Hatti ...........cccccoooiiiiiiiiiiiec e 24
3.2. Kullanilan Ticari Kitler .........cocoiiiiiiiiiiiiiei e 24
3.3. Hiicre Kiiltiirtinde Kullanilan Soliisyon ve Besiyerleri............cccccveenee. 24
3.4, Sarf Malzemeler ... 25
3.5, CINAZIAT ... 26
3.6. Kullanilan Primer Dizileri.......cccoovveiiiiiiiiiieiieiiiee e 27
3.7. Kullanilan BOYalar ...........ccooieiiiiiiiciieeseee s 28
3.8. HUCre KUIUMT. .....coviviiiiiiic s 28
3.8.1. Hiicre Cozdirme ISIemi ......cccooveviveececeieiceeeeeee et 28
3.8.2. Huicre Pasajlama..........cccoveieiiiiiiniiieee e 28
3.8.3. HUCIe DONAUIMA. ..o 29
3.8.4. Hiicrelerin Sayim ISIemi ..........ccoovvreveriirerricsiieenceseee s 29
3.9. MKH’lari Farklilagtirtlmast........ccccoccveiiiiiiiiiciiic e 29
3.9.1. Hucrelerin Adipojenik YOnlendirmesi.......cccccoovverencncniennnn. 29
3.10. Hucrelerin Niteliksel Karakterizasyon Analizi ..........cccccceoivviiinninne. 30
3.10.1. Oil Red O BOYAMA ......ccuceiveiiiiiieie et 30
3.11. Hucrelerin Niceliksel Karakterizasyon Analizi...........ccccccovveveeveinnnne. 30
3.11.1. RNA IZ0laSyOonU .........cceviriverireiiicieiieessceesse e, 30
3.12. CDNA SENEEZI....eeverieiiiiiieeeei et 31
3.13. Kantitatif Ger¢ek Zamanli PZR ..., 32
3.14. Verilerin ANGlIZi.......ccoooiiiiiiiiic e 33
A, BULGULAR ...ttt ettt ne e 34
4.1. Farklilagmis Hiicrelerin Morfolojik Olarak Degerlendirilmesi.............. 34
4.2. Kantitatif GZ-PZR ile Adiposit Farklilasmasinda Onemli Genlerin ifade
Seviyelerinin ANALIZI.......c.cooviiiiie e 35
5. TARTISMA ...ttt et e e sb e e b e e sbeeeneeas 40
6. SONUGCLAR. ..ot 44



7. ONERILER

8. KAYNAKLAR ..ottt ettt ettt sttt es sttt en et
9. OZGECMIS ...ttt ettt eeeeees

viii



pl

MM
ADIPOQ
C/EBPa.
cCAMP
dk
CO2
ddH20
Dex
DMEM
DMSO
DNA
DNMT
DZNep
EKH
FABP4
FBS
GSK-3
RNA
sn
HAT
HDAC
HKH

KISALTMALAR

: Mikrolitre

: Mikromolar

: Adiponektin

: CCAAT / giiglendirici baglayici protein olan/ EBP
: Siklik Adenozin Monofosfat

: Dakika

: Karbondioksit

: Deiyonize su

: Deksametazon

: Dulbecco modifiye Eagle ortami
: Dimetil Stlfoksit

- Deoksiribonikleik Asit

: DNA metiltransferaz

: 3-Deazaneplanocin A

: Embriyonik Kok Hucre

: Yag Asidi Baglayici Protein 4
: Fetal Bovin Serum

: Glikojen Sentaz Kinaz 3

> Ribontkleik asit

. Saniye

: Histon Asetiltransferaz

: Histon Asetil Deasetilaz

: Hematopoetik Kok Hiicre



HMT
IBMX
IPKH

mg
MKH
PKA
PBS
PPARg
PZR
RB
rpm
SIRT1
TGFB1
VPA
YKH

- Histon Metil Transferaz

: [zobutilmetilksantinA

: Indiiklenmis Pluripotent K6k Hiicre
: Kemik iligi

: Miligram

: Mezankimal Kok Hiicre

: Protein Kinaz A

: Fosfat Buffer Saline

: Peroksizom Proliferatdr Aktive Edici Reseptor Gama
: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

: Retinoblastoma

: Dakikadaki Devir Sayisi

> Sirtuin 1

: Doniistiirticti Biiylime Faktorii Beta
: Valproik Asit

. Yetiskin Kok Hiicre

> Alfa

: Beta

: Gama



SEKIiLLER

Sayfa No
Sekil 2.1. MKH'larin plastisite farklilagsma yetenegi. ........cccoccvvivveiieriiiiiniiee e 8
Sekil 2.2. Adiposit farklilagsma siirecindeki agamalar............cccoccevviiiiiiiiniinicni e 12
Sekil 2.3. Epigenetik diizenleyici mekanizmalarin sematik gosterimi ...........ccoocvvrvviiieenneens 13

Sekil 2.4. DNA metilasyonu ile gen ekspresyonunun diizenlenmesi. (A) DNA metilasyonu,
sitozin halkasinin C5 pozisyonunda bir metil grubu ilave etmesi. (B) DNMT'lerle
gerceklestirilen DNA metilasyonu gen susturma ile sonuglanir. .........ccoooeeveveveiiienieenieenenn, 14

Sekil 2.5. Histon modifikasyonlari ile kromatin yapisinin yeniden diizenlenmesi............... 15

Sekil 4.1. 18 giin boyunca Sican MKH’lara Uygulanan Kii¢ciik Kimyasallarin Etkisinin
Mikroskop Altinda Goriintiileri (10X): (A) MKH’lar; (B) Adipo Kontrol Hiicreleri; (C)
CHIR; (D) DZNep; (E) Forskolin; (F) Repsox; (G) TTNBP; (H) VPA,; (1) Tranylcypromin;

(J) SGC D4B.....c.eeeiienierieiieeeie ettt sttt b et bttt e e Rt b e be et e sbe st et e eneeneenenre s 35
Sekil 4.2. CD29'un sigan MKH’larda mRNA anlatim diizeyi analizi. ...........cccocevveviriininnens 36
Sekil 4.3. CD73'iin sigan MKH’larda mRNA anlatim diizeyi analizi. ...........cccocevvviiineneene 36
Sekil 4.4. PPAR-y'nin sigan MKH’larin farklilasma siirecinin sonundaki mRNA anlatim
AUZEY . 1ttt bbbt b b bbb re 37
Sekil 4.5. CEBP-a'nin sican MKH’larin farklilasma siirecinin sonundaki mRNA anlatim
[0 [ 4=) Y PSSRSO 38
Sekil 4.6. ADIPOQ'nun sigan MKH’larin farklilasma siirecinin sonundaki mRNA anlatim
AUZEY . 1ttt b bbbt 38
Sekil 4.7. FABP4'iin sican MKH’larin farklilasma siirecinin sonundaki mRNA anlatim
[0 [ 4=) Y PSSRSO 39

Xi



CiZELGELER

Sayfa No
Cizelge 2.1. Histon modifikasyOnlart ...........cceiviiiiiiniiineicneceses e 16
Cizelge 2.2. Epigenetik suregleri etkileyen kiclk kimyasal molekller .............ccccoovvnene. 23
Cizelge 3.1. Deneyde kullanilan ticari Kitler ..........ccoouuiviieiiiiiiisiss s 24
Cizelge 3.2. Hiicre kiiltiiriinde kullanilan soliisyonlar (igerik ve yilizdeleri) ve besiyerleri.. 24
Cizelge 3.3. Hiicre kiiltiriinde kullanilan kimyasallar..............ccoeovininininencneeesns 25
Cizelge 3.4 Sarf MalZEmMe LISESI ....ciueiveieieieiiiie sttt eee s 25
CiIzZelge 3.5. CINAZIAT........ciiicicic et 27
Cizelge 3.6. Primer QiZIlri........ocvviiiiieiecee e 27
Cizelge 3.7. Karakterizasyon i¢in Kullanilan Boya.........ccccovcvreriniinieniiniinene e 28
Cizelge 3.8. Hiicre kiiltiriinde kullanilan kimyasal molekiillerin konsantrasyonlari ........... 30
Cizelge 3.9. cDNA sentezi i¢in reaksiyon KOSULIAIT .........cccovveiveiiiiiiiiniiiiinie e 31
Cizelge 3.10. cDNA sentezi igin kullanilan reaksiyon bilesenleri...........c.coveveieiiiininninnnns 32
Cizelge 3.11. Kantitatif ger¢cek zamanli PZR’de kullanilan reaktif miktarlart..................... 32
Cizelge 3.12. Gergek zamanli PZR islemi i¢in reaksiyon kosullart...........cc.ccovvveiviinininnnns 32

xii



OZET

KIMYASAL MOLEKULLERIN KEMIK iLiGi KAYNAKLI
MEZENKIMAL KOK HUCRELERIN ADIiPOSITLERE
FARKLILASTIRILMASINDAKI ETKIiSININ INCELENMESI

Kok hicre kaderinin, kiglk kimyasal molekiiller ile hedefe dayali
manipiilasyonlari, hem kok hiicre biyolojisine yeni bakis acilar1 saglar hem de kok
hiicreleri ile yapilan terdpatik yaklasimlarin gelismesine katki saglar. Kiiclik kimyasal
molekiiller, hiicre sinyalleri ve mekanizmalarin1 hedefleyen, kok hicre kaderinde rol
oynayan regiilatorleridir. Bu tez ¢alismasinda sican kemik iligi kaynakli hiicrelerin,
adiposit hiicrelerin farklilasmasinda kullanilan geleneksel yontemlerin veriminin
artirtlmasi hedeflenmistir. Bu hedef dogrultusunda yapilan ¢alismada, sican kemik
iligi kaynakli kok hiicrelerin adipositlere farklilasmasinin verimli bir sekilde
yonlendirmesinde etkili olabilecek kucik kimyasal molekiller in vitro ortamda
hiicrelere uygulandi. Daha sonra adipositlere 6zgii gen ifadesi ekspresyonu analiz
edildi. Sonuglar incelendiginde Forskolin, CHIR99021, SGC0946 kimyasallarinin
uygulandigr hiicreler, kontrol ve diger kimyasallarin uygulandigi hiicrelere gore
adiposit farklilasmasinda 6nemli olan genlerin ifadesinde artis gézlendi. Elde edilen
veriler, yapilan ¢alismanin konunun daha iyi anlagilmasi i¢in bazi tamamlayici
calismalar yapilmasi ve adipositlere farklilasmasinda verimin farkl tiirlerde de etkili
olmast durumunda rejeneratif tip icin terapdtik ajan olarak kullanilabilecegi
disiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Mezenkimal Kok Hiicre, Kemik 1ligi, Kiiciik Kimyasal
Molekiil, Adiposit, Farklilagtirma



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF CHEMICAL MOLECULES ON
THE DIFFERENTIATION OF BONE MARROW DERIVED
MESENCHYMAL STEM CELLS TO ADIPOCYTES

Target-based manipulations of the stem cell fate with small chemical
molecules both provide new insights into stem cell biology and contribute to the
development of therapeutic approaches with stem cells. Small chemical molecules are
regulators that target cell signals and mechanisms and play a role in stem cell fate.
This thesis, it is aimed to increase the efficiency of traditional methods used in the
differentiation of rat bone marrow-derived cells and adipocyte cells. In this study,
small chemical molecules that can be effective in directing the differentiation of rat
bone marrow-derived stem cells into adipocytes were applied to the cells in vitro. In
the next step, adipocytes specific gene expression profiles were analyzed. When the
results were examined, an increase was observed in the gene expression of genes that
are important in adipocyte differentiation of the cells treated with Forskolin,
CHIR99021, SGC0946 chemicals compared to the untreated negative control group.
It is thought that the obtained data can be used as a therapeutic agent for regenerative
medicine, if some complementary studies are conducted to better understand the
subject of the study and if the yield is effective in different species in differentiation
to adipocytes.

Keywords: Mesenchymal Stem Cell, Bone Marrow, Small Molecule Compound,
Adipocyte, Differentiation



1. GIRIS

Mezenkimal kok hiicre (MKH) 1999 yilinda Pittenger et al. tarafindan kemik
iligi kokenli hiicrelerin uyaranlarla osteoblastik, adipositik ve kondrositik yonde
farklilasabilen fibroblastoid hiicre tipi olarak tanimlanmustir (Pittenger et al., 1999).
Mezenkimal Kok Hiicre'ler kemik iligi, periferik kan, yag dokusu ve diger
mezodermal dokulardan kolayca izole edilebilen ve viicuttaki birgok hiicre hattina
doniisebilen kok hiicrelerden biridir. Ayrica, embriyonik kok hiicrelerin potansiyel
birey olusumunun yok edilmesi gibi olusturdugu etik sorunlar, MKH'larin izolasyonu,
kullanim1 veya kiiltiirlenmesinde karsilasilmamaktadir. MKH'lar, osteoblast,
kondrosit ve adipositler de dahil olmak iizere ¢esitli mezenkimal soylara
farklilagabilmektedir. MKH'lar ayrica hasar/zarar gormiis doku ve organlarda kendini
yenileme ve onarim islemlerine de katilirlar. Kemik iligi (KI) kaynakli MKH'lar, ¢ok
degiskenli farklilasma yeteneklerine sahip doku onarimi ve anti-inflamatuar doku
koruyucu 6zelliklerinden dolayi ¢esitli inflamatuar otoimmiin hastaliklarda potansiyel
terapotik ajanlar olarak kabul edilmektedir (Barry, 2003; Wang et al., 2014; Harrell
etal., 2019).

Adipositler, enerji metabolizmasinda ve insiilin duyarliliginda énemli rol
oynayan oldukca 6zellesmis hiicrelerdir. Yag hiicrelerinin artmast ve genislemesi
obeziteye sebep verir. Obezitenin diinya ¢apinda yayginlasmasi; obeziteye bagli bazi
metabolik hastaliklar (Tip 2 diyabet, yagh karaciger sendromu), kardiyovaskiiler
hastaliklar (hipertansiyon, koroner kalp), merkezi sinir sistemi hastaliklar1 (demans),
ve degisik tip kanserlerin olusmasinda risk faktorii olusturur (Van Gaal, Mertens and
De Block, 2006; Bliher and Mantzoros, 2015).

Bu tez ¢alismasinda, literatiire dayanarak (Avan et al., 2012; Ebrahimi et al.,
2019) belirli konsantrasyonlarda kiglk kimyasal molekiller (Repsox, SGC0946,
CHIR99021, 3-deazanoplanocine, Forskolin, TTNBP) kullanilarak kemik iligi
kaynakli MKH'larin, yag hiicrelerine farklilagtirmasinda kullanilan geleneksel
yontemlerin veriminin arttirilmas1 hedeflenmistir. Kiiciik kimyasal molekiiller,
spesifik hiicre sinyalleri ve mekanizmalarini hedefleyerek, modiile etmede ve

fonksiyonlarini degistirmede yararli araglar olarak kullanilabilir (Li et al., 2015;
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Zhang and Wang, 2015). Ayrica kromatini diizenleyen ve dolayli yolla hiicre kaderini
belirleyen hiicrelere 6zgii gen anlatimimi saglayan epigenetik faktorlerin
diizenlenmesinde rol oynayan diizenleyicileri etkiledigi daha onceki caligmalarda
gosterilmistir (Li et al., 2015). Kiglk molekiiller, hiicre davranisini diizenlemenin ve
proteinleri molekiiler seviyede manipiile etmenin dogru zaman, verimli, uygun
maliyetli ve kantitatif olarak kontrol edilebilir bir yolunu saglar (Steger et al., 2008;
Thatava et al., 2011; Li, Jiang and Ding, 2012). Sonug olarak yapilmasi hedeflenen
caligmanin, yag hiicrelerinin artmasi ve genislemesinden kaynakli olusan
hastaliklarda alternatif tedavi seceneklerinin gelistirilmesinde Oncii bir ¢alisma

olacag diistiniilmektedir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1. Kok Hucre ve Ozellikleri

Kok hicreler kendilerini yenileyebilme, kan, kas, cilt, beyin hicreleri gibi
cesitli hiicre tilirlerine farklilastirma yetenegi ve yiiksek proliferasyon giicline sahip
farklilasmamis hiicrelerdir. Kok hiicreler simetrik ve asimetrik hiicre boliinmesi
gerceklestirebilirler. Simetrik hiicre boliinmesi ile farklilagmamis ve diger soylara
farklilasma kapasitesine sahip olan ayni iki yavru hiicre olusur. Asimetrik hiicre
boliinmesi ile ortaya c¢ikan iki hiicreden biri farklilasmadan kalirken digeri ise
progenitor hiicre olarak gorev alir. Progenitor hiicre ise birkag bollinme gecirdikten

sonra farklilagsmis olgun hiicrelere doniisiir (Bethesda, 2016).

Kok hiicreler farklilasma potansiyellerine gore cesitli tiplere ayrilirlar.
Totipotent (bir organizmay1 olusturabilmenin yani sira viicuttaki tiim hiicre tiplerine
farklilagabilen), pluripotent (endoderm, mezoderm veya ektoderm katmanina
farklilasabilen), multipotent (bir aile i¢indeki hiicrelere farklilasabilen), Oligopotent
(bir aile i¢cindeki birkag hiicre tipine farklilasabilen), Unipotent (tek bir hiicre tipine)
hiicreler olarak simiflandirilir (Fischbach and Fischbach, 2004; Fortier, 2005;
Ilancheran, Moodley and Manuelpillai, 2009; Jain et al., 2017).

2.2. Kok Hiicre Kaynaklari

Kok hiicrelerin kaynaklarinin {i¢ ana tipi vardir. Embriyonik kok hiicreler
(EKH’lar), fetal kok hiicreler (FKH’lar) ve yetiskin kok hiicreler (YKH'lar) olarak
tanimlanir (Fischbach and Fischbach, 2004; Polak and Bishop, 2006; Lutolf, Gilbert
and Blau, 2009).

2.2.1. Embriyonik Kok Htcreler

EKH'lar, déllenmeden 5-6 giin sonra blastosistin i¢ hiicre ktlesinden tiretilen
pluripotentler 6zellige sahip kok hiicrelerdir. Bu kok hiicreler, 3 germ tabakasinin

dokusuna farklilasabilir ya da in vitro olarak farklilasmamis bir durumda uzun siire



pluripotent farklilasma potansiyellerini koruyarak kiiltiirlenebilir. Blastosistler iki
hiicre katmanina sahiptir. Bu hiicre katmanlari, embriyoyu olusturacak i¢ hiicre
kiitlesi ve plasentayr olusturacak dis hiicre kiitlesi (trofoblastlar) dir (Kaufman and
Evans, 1981). IHK’daki hiicreler spesifik kosullar altinda kiiltiire almarak
Embriyonik kok hiicre hatlart olustururlar. EKH'larin karakterizasyonu i¢in Nanog ve
Oct3/4 gibi transkripsiyon faktorlerine sahip olmalar1 gerekmektedir (Mitsui et al.,
2003; Rodda et al., 2005).

2.2.2. Fetal Kok Hucreler

Fetal kok hucreler, fetal kan, kemik iligi, karaciger ve bdbrek fetal
dokularindan izole edilebilir. Ik olarak 1998'de John Gearhart ve ekibi tarafindan
Johns Hopkins Universitesi Tip Fakiiltesi'nde izolasyonu ve Kkiiltiirii yapilmistir
(KASAVINa and Zenkevich, 1998). Fetal kan, kordon kani veya yetiskin kemik
iligindekilerden daha hizli ¢ogalan zengin bir hemopoietik kok hiicre kaynagidir.
Hemopoetezi destekleyen ve birden fazla soy boyunca farklilasabilen hemopoietik
olmayan mezenkimal kok hiicre populasyonu icerir (Dorff, 2003; O’Donoghue and
Fisk, 2004).

2.2.3. Yetiskin Kok Hiicreler

Yetiskin kok hiicreler, 3 germ tabakasinin tiim dokularindan ve plasentadan
elde edilir. Yetigkin kok hiicreler, kendini yenileme yetenegine sahip ve ¢esitli hiicre
tiplerine farklilagabilen multipotent kok hiicrelerdir. Multipotent 6zellige sahip
YKH’lar, olgun dokularda bulunur ve yeni olgun hiicreler icin bir kaynak olarak islev
gorir; olgun dokulart stirekli olarak yenileyerek dokunun bakim ve onarimini saglar

(Gonzalez and Bernad, 2012; Montagnani et al., 2016).

Indiiklenmis pluripotent kok hiicresi (iPKH), yeniden programlama
kullanilarak yetiskin kok hiicrelerden tiiretilen pluripotent benzeri hiicrelerdir.
2006’da Takahashi et al. (2007) yiiriittiigii bir ¢alismada fare embriyonik fibroblast
hiicrelerine retroviriis vektorlerin aracilik ettigi Oct3/4, Sox2, c-Myc ve KIf4
transkripsiyon faktorlerini ekleyerek elde ettigi hiicrelerdir.

iPKH’lar EKH’larin yarattig1 etik problemleri ortadan kaldirmistir. Bu
nedenle pluripotent hiicrelerin, eriskin somatik hiicrelerden tiiretilebilecegi hastaya
Ozgiil rejeneratif ilag fikrini ortaya koymustur. Fakat, iPKH hiicrelerinin bircok

sinirlayict 6zellikleri vardir. Birincisi, virlis aracili tastyicilik yeniden programlama
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faktorlerinin, genom igerisine kalici transgen entegrasyonu ve insersiyonel mutagenez
riskini olusturur. Bu risk genomik degisim ve viral transgenlerin yeniden aktivasyonu
gibi ciddi kaygilar dogurmaktadir. Ikincisi, yeniden programlama transkripsiyon
faktorleri KIf4 ve c¢-Myc onkogeniktirler. Ucgiinciisii, iPKH’larin  yeniden
programlanmasi yavas ve verimi diisiik bir islemdir (Singh et al., 2015; Baldari et al.,
2017).

2.2.4. Mezankimal Kok Hicreler

Kemik iligi (KI) ¢ok sayida hiicre tipi ve nis igeren siingerimsi ve yagl bir
dokudur. Ki temel olarak hematopoetik kok hiicrelerden (HKH’lar) ve hematopoez
fonksiyonunu destekleyen stromal/mezenkimal kok hiicrelerden (MKH’lardan)
olusan iki farkli doku tipinden olusmaktadir (Mcculloch and Till, 2005). HKH’lar
kemik iligi icindeki ana hiicre kaynagi ve hematopoetik nis olarak adlandirilan kemik
iligi mikro cevresi tarafindan gelistirilip desteklenir. Hematopoetik kok hiicreler
kendilerini yenileme ve kanin miyeloid ve lenfoid hiicrelerini olusturan multipotent
yetiskin kok hiicrelerdir. HKH'lar yetiskinlerde, periferik kanda da bulunabilir veya
yenidoganlarin gobek kordon kaninda bulunur (Hawley, Ramezani and Hawley,
2006; Eaves, 2015).

MKH'lar kemik iligi mikro ¢evresini destekleyen hucre tirlerinden biridir.
MKH’lar ilk olarak 1970’lerde yapilan bir calismada, morfolojik olarak fibroblastlara
benzeyen ve adherent bir popiilasyon olan hiicreler olarak tarif edilmistir. Bu
hiicrelerin osteoblastlara farklilasma yetenegine sahip Oncii hiicreler oldugu
gosterilmistir ve bu hiicrelere “koloni olusturan birimler” adin1 vermislerdir. Wakitani
et al. (1995) tarafindan yapilan caligmada, kemik iligindeki alt popiilasyona
“mezenkimal kok hiicreler” terimini verilmistir (Wakitani, Saito and Caplan, 1995;
Nishimura et al., 1999). Kemik iligi kaynakli MKH'larin, osteoprogenitorler,
kondrojenik progenitorler ve adiposit progenitorleri olabilecegi gosterilmistir.
MKH'larin osteoblastlara, adipositlere, kondrositlere, fibroblastlar ve bir¢ok hiicre
tipine farklilastigi bildirilmistir. (Wakitani, Saito and Caplan, 1995; Pittenger et al.,
1999; Rui et al., 2010).
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Sekil 2.1. MKH'larin plastisite farklilagsma yetenegi
(Kaynak: Chen et al., 2016)

MKH’lar kemik iligi, yag dokusu, sinoviyal doku, akciger dokusu, gobek
kordon kan1 ve periferik kandan izole edilebilirler (Jiang et al., 2002; Wagner et al.,
2005). Kemik iligi kaynaklit MKH’larin eldesinde deney hayvanlari igin kemik iligi
aspiratlari, tibia ve femurlar kemiklerinden alinir. insan kemik iligi donérlerinde ise
bu hicreler pelvisin iliak tepesinden toplanirlar (Wakitani, Saito and Caplan, 1995;
Barry, 2003). Genellikle kemik iligi santrifiijleme yoluyla fraksiyonlanma ile ayrimi
saglanir ve %10-20 Fetal sigir serum iceren Dulbecco modifiye Eagle ortami
(DMEM) gibi bir ortamda kulttrlenir. Primer kiltirler genellikle 16-21 giin boyunca
muhafaza edilir ve tripsin enzimi aracilifiyla pasaj ve alt kiiltiirlenme saglanir
(Pittenger et al., 1999; Barry, 2003).

MKH’larin karakterizasyonu i¢in Uluslararast Hiicresel Terapi Dernegi
(ISCT), mezenkimal izolasyon yontemi farketmeksizin bazi kriterler ortaya
koymustur. MKH’lar, standart kiiltiir kosullarinda muhafaza edildiginde adherent
yani Petri kabinin tabanina yapisik olmalidir. MKH’larin CD105, CD73 ve CD90
yuzey antijenlerini eksprese ederken, CD45, CD34, CD14, CD79, CD19 gibi
markdrleri eksprese etmemesi veya az miktarda anlatim yapmalidir. Genellikle
MKH’lar CD11b, CD31, CD34 (hematopoetik kok hiicre markorii) ve CD45
(hematopoetik hiicrelere 6zgl olan markdr) gibi hiicre yizeyi belirteglerini eksprese
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etmez. Bu hiicrelerin osteoblastlara, adipositlere ve kondroblastlara farklilasma
yetenegine sahip olmasi gerekmektedir (Haynesworth et al., 1992; Majumdar et al.,
2003).

2.2.4.1 Mezankimal Kok Hucrelerin Terapdtik Potansiyeli

MKH’lar birgok hiicre tipine farklilasma potansiyeli ve in vitro, in vivo
ortamlarda antienflamatuar ve immuinomodulatér Ozelliklere sahip multipotent
hiicrelerdir. Etik kaygilar icermediginden ve bircok kaynaga yonlendirilebilmesi,
diisiik immiinojeniklige ve teratoma riskine sahip olmadigindan, MKH'lar mevcut
klinik uygulamalarda siklikla kullanilan hiicrelerdir (Caplan and Correa, 2011).
MKH’lar doku onarimi1 ve immiin modiilasyonu olmak iizere iki farkli mekanizmayla
terapotik amaglar i¢in kullanilabilir.

Farklilasabilme potansiyeli ve immiin modiilasyon yetenegine sahip
olmasindan dolayi, MKH’lar doku/hasar onarimindaki en Onemli kaynaklardan
biridir. Bu hiicreler dogal ve adaptif immiin sistemlerdeki immiin hiicrelerle
etkilesime girer (LI, Jiang and Ding, 2012). MKH’larin, hem in vivo hem de in vitro
ortamda T hiicrelerinin aktivasyonunu suprese ettikleri goriilmistiir (Glennie et al.,
2005). T hucresi supresyonunu regile eden molekiler mekanizma tam olarak
anlagilmasa da, bazi ¢aligmalarda cesitli sitokinlerin/kemokinlerin bu mekanizmay1
regiile ettigini gostermektedir (Sato et al., 2007; Sheng et al., 2008). MKH’lar ¢esitli
hayvan modellerinde, enflamatuar ve otoimmiin hastaliklar (osteoartrit, greft versus-
host hastaligi (GVHD), multipl skleroz, karaciger, kanser, omurilik yaralanmasi,
ortopedik yaralanma vb.) ¢esitli hastalik tedavileri i¢in insan klinik bir¢cok ¢alismada
incelenmistir (Burke et al., 2016; Joyce et al., 2017).

Bircok yonden avantajlart olmasina ragmen MKH’larin terapotik
mekanizmalar1 ve iginde bulunduklari enflamatuar ortam arasindaki etkilesimleri
konusunda daha fazla aragtirma yapilmas1 gerekmektedir. Ayrica, hangi hastalik i¢in
hangi kaynagin kullanilmas1 gerektigi, hangi uygulama yolunun belirli bir hastalik
icin en uygun oldugu ve klinik kullanimlarinda olast kontrendikasyonlarin oldugu
hala bilinmemektedir. Bu hiicrelerin tedavide tek doz kullaniminda, klinik etkinligi
izlemek i¢in spesifik parametrelerin belirlenmesi gerekir ve tedavi sonrasi farkli
hastalara 6zgii sonuglarda degiskenlik gostermesi muhtemeldir (Sensebé and Fleury-

Cappellesso, 2013; Gu et al., 2014). MKH'larin optimal dozaji, uygulama yollari, en



Iyi engraftasyon suresi ve inflizyondan sonra hicrelerin kaderiyle ilgili dGnemli sorular
bulunmaktadir (Baldari et al., 2017).

2.2.4.2 Mezankimal Kok Hiicrelerin Adipositlere Farklilasmasi

MKH’larin belirli bir hiicre tipine dogru farklilasmasinin yonlendirilmesi ilk
asama ve sonraki agamalarda 6nemli rolleri olan ¢ok sayida uyaran ve inhibitor
tanimlanmistir. MKH’larin spesifik olgun hiicre tiplerine farklilasmasi bir¢ok sitokin,
biiyiime faktorleri, hiicre dis1 matriks molekiilleri ve transkripsiyon faktorleri ile
kontrol edilmektedir (Nishimura et al., 1999).

Adipositlerin olusumu kompleks bir siire¢ olsa da adipogenez iki ana faz
olarak tanimlanir: Belirleme asamasi ve terminal farklilasma asamasi. Belirleme
asamasinda, birden fazla soya farklilagma yetenegine sahip MKH'lar Oncii
adipositlere yonelir ve diger soylara farklilasma yeteneklerini kaybeder. Terminal
farklilasma asamasinda Oncli adipositler, lipidleri sentezleyip, adiposite 0zgii
proteinleri salgilayan olgun adipositlere doniistiiriiliir. MKH’larin in vitro adipojenik
yonlendirilmesi i¢in bir hiicre kiiltiirii ortami1 tanimlanmistir. Bu kiiltlir ortami
askorbik asit, deksametazon (Dex), insulin, izobutilmetilksantin (IBMX) vb. icerir
(Pittenger et al., 1999).

IBMX ve Dex, adipojenik farklilasmanin baslamasi i¢in 6nemlidir. IBMX,
fosfodiesterazlar1 inhibe eder ve hiicre i¢i cAMP'nin ifadesini artirir. Yiiksek cAMP
daha sonra protein kinaz A yoluyla transkripsiyon faktorlerinde degisiklige yol acar.
Ayrica, geleneksel yontemde kullanilan IBMX, adiposit oncii transkripsiyon faktorQ
olan C/EBPB’nin ifadesini de dogrudan indiikleyebilir. Dex, hiicre i¢i glukokortikoid
reseptdriine baglanarak C/EBPS ekspresyonunu aktive eder. Insiilin ise adipositlerde
trigliseritlerin sentezi i¢in glikoz alimini indiikler. Askorbik asit bir¢ok enzim i¢in
kofaktordiir, insanlar ve bazi hayvanlar tarafindan sentezlenemez (Zilberfarb et al.,
2001; Balachandran et al., 2008).

Preadipositler olgun yag hiicresi fenotipini olusturmaktan sorumlu yiizlerce
proteinin ekspresyonunu koordine eden bir transkripsiyon faktorleri ag: tarafindan
diizenlenir. Bu diizenlemede, terminal farklilasma siirecini denetleyen birden fazla
adipojenik faktor PPARy, C/EBPa, Adiponektin (ADIPOQ), Yag asidi baglayici
protein 4 (FABP4) vb. tanimlanmistir. PPARYy, adiposit farklilagmasinin ve gen
ekspresyonunu i¢in 6nemlidir. PPARY, ligand spesifik domaini bulunduran niikleer

hormon-reseptor gen siiper ailesinin bir iiyesidir ve PPARy1, PPARY2 seklinde iki
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izoformu vardir. PPARY2, yag dokusunda daha fazla bulunan izoformudur. PPARg'ye
genel olarak adipogenezin ana diizenleyicisi olarak kabul edilmistir ¢linkii PPARg
ekspresyonu olmadigi durumda adipogenezi indiikleyebilecek bir faktdr heniiz
tanimlanmamustir. Adiposit farklilasmasinda, farklilagma siirecinde yer alan tiim
kritik hiicre sinyal yolaklar1 ve farklilasmayr uyaran bir ¢ok faktér PPARy
ekspresyonuyla ilgilidir (Gregoire, Smas and Sul, 1998; Jitrapakdee et al., 2005;
Farmer, 2006; Ma et al., 2018).

C/EBP transkripsiyon ailesi yapisinda karboksil terminal 16sin fermuar
domaini, DNA baglanma bdlgesi ve amino terminal transaktivasyonu saglayan
bolgeyi igerir. C/EBP ailesi liyesinde C/EBPa, C/EBPB, C/EBPy, C/EBPs ve CHOP
(CCAAT-gii¢lendirici baglayic1 proteine homolog transkripsiyon faktorii) adiposit
farklilasma stirecinde ifade edilir. Adipojenik farklilagma sirasinda, siklik AMP
(CAMP) seviyesi yiikselir, bu da siklik AMP yanit elementi baglayici proteinin
(CREB) fosforile eder. Fosforile CREB, C/EBP ailesinin bir iiyesi olan C/EBPf
ifadesini indiikler. C / EBPa ve C/EBP6 da MKH'larin adipojenik farklilasma
stirecinde ilk olarak aktive olan transkripsiyon faktorleridir. Aktive olan C/EBPa ve
C/EBPd da adipojenik farklilasma siirecinde anahtar rol oynayan C/EBPa ve
PPARg’nin ekspresyonunu indiikler (Darlington, Ross and MacDougald, 1998;
Rosen and MacDougald, 2006; Hishida et al., 2009).

ADIPOQ), adipoz dokudaki adiposit farklilagmasini diizenleyen 6nemli bir in
vitro sinyal molekiiliidiir. AdipoQ yag hiicrelerinde yliksek oranda ifade edilen apM1
geninden sentezlenen 244 amino asit igeren bir proteinidir. ADIPOQ, organizmanin
glikoz ve lipid metabolizmasini diizenleyebilen adipoz doku tarafindan salgilanan bir
kolajen sitokindir (Lyon, Law and Hsueh, 2003; Kubota et al., 2006; Gao et al., 2013).

FABP4, hiicre i¢i lipid saperonlar1 olarak bilinen 14-15-kDa protein igeren
Yag asidi baglayici protein (FABP) ailesine mensuptur. Yag asidi baglayici protein 4
(FABP4), farklilagsmis adipositler igin bir marker olarak yaygin sekilde kullanilmistir.
FABP4, adipositler ve makrofajlarda ifade edilir. Yag hiicrelerinde FABP4, sitozolik
bir yag asidi tasiyicist olarak tanimlanmistir. FABP4'ln, preadipositlerin
farklilastirilmasinda lipogenez ve lipoliz arasindaki hemostazinda rol oynar. FABP4,
gec adipogenez sirasinda yiiksek ifadesi goriiliir. FABP4 ekspresyonu PPAR vy
agonistleri, deksametazon ve insiilin tarafindan transkripsiyonel olarak diizenlenir
(Cook, Hunt and Spiegelman, 1985; Hertzel et al., 2006; Furuhashi et al., 2011; Ge,
2012).
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Sekil 2.2. Adiposit farklilagma siirecindeki agamalar
(Kaynak: Gregoire, Smas and Sul, 1998)

2.3. Epigenetik Duzenleyici Mekanizmalar

Epigenetik, DNA'nin Watson-Crick baz eslesmesinde degisiklik yaratmayan
gen ekspresyonundaki kalitsal degisikliklerdir. Epigenetik diizenlemeyi anlamanin
anahtart DNA'nin kromozomlara nasil paketlendigini anlamaktir. Kromatinler temel
birimi niikleozomlardir ve her bir histon H2A, H2B, H3 ve H4'Un 2 alt (initesinden
olusan bir oktamer etrafina sarilan 147 baz ¢ift DNA'dan olusur. Niikleozomlar ve
DNA arasindaki baglayici protein HI’dir (Kornberg and Thomas, 1974; Knezetic and
Luse, 1986).

Kromatinler hem DNA hem de proteinlerden olusur ve genellikle
transkripsiyonel olarak sessiz olan heterokromatin ve 6kromatin olarak bilinen aktif
transkripsiyon alanlar1 igerir. Bu yap:1 asetil gruplari, metil gruplari, enzimler ve
mikroRNA'lar ve kodlanmayan uzun RNA'lar gibi bazt RNA formlar1 tarafindan
modifiye edilebilir (\Vaissiere, Sawan and Herceg, no date; Fatima et al., 2017;
Papaioannou, Kozlova and Kobayashi, 2018).

Epigenetik mekanizmalar, hiicrenin dmrii boyunca belirli zamanlarda ve

yerlerde spesifik genlerin degisken aktivasyonu ve baskilanmasindan sorumludur.
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Hiicrelerin gelisim evresinin ilerlemesiyle farklilasmanin erken evrelerinde aktif olan
kok hiicre genleri ilerleyen evrelerde diisiik ifade edilir veya ifade edilmez (Atlasi and
Stunnenberg, 2017).

Kromatin Yapisinin

Histon Yeniden
Modifikasyonlan Dizenlenmesi
EPIGENETIK
MEKANIZMALAR
DNA Kodlanmayan
Metilasyonu RMNA'lar

Sekil 2.3. Epigenetik diizenleyici mekanizmalarin sematik gosterimi
2.3.1. DNA Metilasyonu

Genel olarak DNA metilasyonu stabil, geri donilisiimsliz epigenetik
modifikasyon olarak tanimlanmigtir. DNA metilasyonu; diniikleotit sekansi CpG
adaciklarina metil grubunun bir sitozin pirimidin halkasinin 5. pozisyonuna veya bir
adenin purin halkasinin 6. azotuna eklendigi islemdir (Klose and Bird, 2006).

CpG adaciklarindaki bu metilasyon, DNA metiltransferaz (DNMT) enzimleri
tarafindan katalize edilir (Jaenisch and Bird, 2003). Bu islemi katalize eden tig DNMT
(DNMT1, DNMT3A ve DNMT3B) vardir (Borgel et al., 2010). DNA metilasyonu
transkripsiyonu baskilar ¢linkii bazi transkripsiyon faktorlerinin kendi DNA

baglanma bolgelerine baglanmasini engeller (Borgel et al., 2010).
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Sekil 2.4. DNA metilasyonu ile gen ekspresyonunun diizenlenmesi. (A)
DNA metilasyonu, sitozin halkasinin C5 pozisyonunda bir metil grubu ilave etmesi.
(B) DNMT'lerle gerceklestirilen DNA metilasyonu gen susturma ile sonuglanir
(Kaynak: Yao, Yang and WG, 2014).

2.3.2. Histon Modifikasyonlari

Niikleozom protein ¢ekirdegini olusturan histonlarin yapilandirilmamis N-
terminalleri (kuyruklari) protein translasyonundan sonra kovalent olarak modifiye
edilebilirler. Histonlarin kuyruklarindaki modifikasyonlar kromatin
konformasyonunu sekillendirir (Khan and Haqqgi, 2018). Bu modifikasyonlar,
asetilasyon, metilasyon, fosforilasyon, Ubikitasyon, sumolasyon, deaminasyonunu
icerir (Yang et al., 2015).

Histon asetilasyonu ve deasetilasyonu ise sirasiyla aktif ve sesSiz gen
transkripsiyonunu aktive eder. Histon asetilasyonu, histon-DNA arasindaki bagi
gevseterek DNA'y1 transkripsiyon i¢in erisilebilir kilar. Histon asetilasyonuna histon
asetiltransferazlar (HAT lar) ve histon asetil deasetilazlarin (HDAC'larin) aktiviteleri,
hicresel histon asetilasyon seviyesinden sorumludur. Deasetilasyon igin iki enzim,
histon asetiltransferazlar (HDAC’lar) ve sirtuinler tarafindan katalize edilir. Genelde
histon lizin rezidulerin asetilasyonu, transkripsiyonel aktive ederken, histon lizin
deasetilasyonu transkripsiyonu suprese eder (Bannister and Kouzarides, 2011).
Histon H3 (Lizin 9, 14, 18, 23) ve H4'Un (Lizin5, 8, 12, 16) N-terminal
kuyruklarindaki lizin rezidiilerine eklenir ve bu modifikasyon cogunlukla gen
transkripsiyonunu aktive eder (Vaissiére, Sawan and Herceg, no date; Almalki and
Agrawal, 2016).
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Histon metilasyonu ise metillenmis olan amino asit rezidiilerine dayanir.
Histon kuyruklari arginin veya lizin kalintilar1 {izerinde metillenebilir, reaksiyon
protein arginin metil transferazlar (PRMT'ler) ve histon metil transferazlar (HMT ler)
ile katalize edilir. Histon lizin 4'Un trimetilasyonu transkripsiyonu aktive eder ve
bunun tersine histon 3'tin 9 ve 27. lizinlerinin metilasyonu (H3K9me, H3K27me) gen
transkripsiyonunu inhibe eder (Lombardi et al., 2011; Morera, Lubbert and Jung,
2016; Hyun et al., 2017).

Ckromatin
Heterokromatin (Gevsek)

mt 1

@ Histon Ac I Asstiasyon l
‘ - I Histon Amino-Terminal Ucu I

Sekil 2.5. Histon modifikasyonlari ile kromatin yapisinin yeniden diizenlenmesi
(Kaynak: Hyun et al., 2017)
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Cizelge 2.1. Histon modifikasyonlar1
(Ren et al., 2020).

Histon/Pozisyon/Modifikasyonu Gen Ekspresyonuna Etkisi
H3K4me2 Gen Aktivasyonu
H3K4me3 Gen Aktivasyonu
H3K9me Gen Susturmasi
H3K9me2 Gen Susturmasi
H3K9me3 Gen Aktivasyonu, Gen Susturmast
H3K27mel Gen Aktivasyonu

H3K27me2/3 Gen Susturmast
H3K9ac Gen Aktivasyonu
H3K14ac Gen Aktivasyonu
H3K18ac Gen Aktivasyonu
H3K56ac Gen Aktivasyonu
H4K5ac Gen Aktivasyonu
H4K8ac Gen Aktivasyonu
H4K12ac Gen Aktivasyonu
H4K16ac Gen Aktivasyonu
H2BK6ac Gen Aktivasyonu
H2BK7ac Gen Aktivasyonu
H2BK16ac Gen Aktivasyonu
H2BK17ac Gen Aktivasyonu

2.3.3. Kromatin Yapisinin Yeniden Diizenlenmesi

Kromatin yapisini yeniden diizenleyen kompleksler histon ve DNA arasindaki
etkilesimi modifiye ederek transkripsiyon faktorlerinin DNA diizenleyici
elemanlarina baglanmasin1 saglayan protein aracili bir islemdir. Bu degistiriciler
kromatin yapisin1 yeniden diizenlemek igin ATP hidroliz enerjisini kullanirlar (Flaus
and Owen-Hughes, 2011). Bu degistirici kompleksler 4 ana gruba SWI/SNF, ISWI,
INO80O ve CHD ayrilirlar. Yapilan ¢aligmalar kromatin yapisini yeniden diizenleyen
proteinlerinin transkripsiyon, DNA onarimi ve DNA replikasyonu dahil olmak tzere
cok ¢esitli hiicresel siireglerde gorev aldigi bulunmustur (Narlikar, Sundaramoorthy
and Owen-Hughes, 2013).

SWI/SNF kromatin yapis1 degistirici kompleksler, 8-14 arasi1 protein alt birimi
icerirler (Flaus and Owen-Hughes, 2011). INO8O proteinleri, 10 alt birim iceren (¢
farkli protein kompleksine (TIP60 / p400 INO80, ve SRCAP) sahiptir. SWI/SNF ve
INOS8O proteinleri niikleozoma bagladiginda bir DNA translokasyonu gerceklestirir
ve niikleozomun yeniden konumlandirilmasini saglar. ISWI ailesi, katalitik alanlar
olan 2 veya 8 alt birim proteinden olusur (Ren et al., 2020). ISWI bircok yeniden
diizenleyici kompleksi olusturmak i¢cin BAZ (PHD ¢inko parmagmna bitisik
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bromodomain) alan iceren proteinlerle etkilesir. CHD proteinleri, 1 ve 10 protein alt
birimine sahip olan CHD'ler ve NuRD (nlkleozom remodeling ve deasetilaz) olmak
tizere iki gruba ayrilir. ISWI/ CHD kompleks niikleozomu genler ve gen diizenleyici

elementler i¢ginde konumlandirir ve bu da transkripsiyon baskilanmasina neden olur

(Xella et al., 2006).

2.3.4. Kodlamayan RNA'lar (ncRNAS)

RNA‘lar, RNAi'ye bagimli (kiicik RNA) ve RNAi'den bagimsiz (uzun
kodlamayan RNA'lar ve haberci RNA'lar) yolaklar seklinde heterokromatin
olusumunu diizenleyebilir. Bu molekiiller kodlanmayan RNA'lar (siRNA'lar),
microRNA'lar (miRNA'lar) ve PIWI - etkilesimli RNA'lar (piRNA'lar) bilinir.
Genellikle siRNA'lar ve mikroRNA'lar ¢ogunlukla sitoplazmada oldugu ve
mRNA'lar1 hedefleyerek post-transkripsiyonel gen susturmasina aracilik ettigi
bilinmesine ragmen, bunlar ayn1 zamanda hiicre ¢ekirdeginde de bulunur. Kromatinin
ayrilmaz bir bilesenidir ve DNA metilasyonuna, histon modifikasyonuna aracilik
edebilirler (Wu et al., 2014, Li et al., 2018).

Oncii miRNA'y1 kodlayan genler genom boyunca dagilir. Bunlar, kodlayici
olmayan genlerin yani sira protein kodlayici genlerin intronlar1 ve kodlama yapmayan
bolgelerinden (UTR'ler) de kopyalanabilir. 22 nikleotid olan miRNA'lar kanonik
yoldan tiiretimi gergeklestirilir. Kanonik yol, oncii miRNA'nin Drosha enzimi
araciligilyla miRNA Onciiliine doniistiiriildiigii bir islemdir ve sitoplazmik Dicer
enzimi olgun islevsel miRNA iiretmek i¢in 6ncii miRNA'y1 isler. Argonaute ve ayrica
bazi diger proteinlerle kompleks halinde miRNA, miRNA miRISC adli bir kompleks
olusturur. MiRISC-miRNA komplesi genellikle spesifik mRNA'lar1 hedefler
(Papaioannou, Kozlova and Kobayashi, 2018).

piRNA'lar, transpozon genlerinin transkripsiyonel ve post-transkripsiyonel
susturulmasinin ve epigenetik olarak kromatin degisikliklerinde rol oynar (Ku and
Lin, 2014). RNAi'den bagimsiz epigenetik yolakta, histon modifiye edici enzimler
mRNA'lar ve IncRNA'lar ile segilir. LncRNA, dogrudan diizenleme veya diger
molekiiller ile dolayli etkilesim yoluyla giiglii epigenetik fonksiyonlar gdsterir.
LncRNA'lar, maternal etki, DNA metilasyonu ve histon modifikasyonu ve
transkripsiyon sonrasi diizenleme gibi benzer epigenetik siireglerde rol oynar (Li et

al., 2018; Ren et al., 2020).
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2.4. Adipojenik Farkhlagsmasi ve Epigenetik

Mezenkimal kok hiicrelerin adipositlere farklilastig: siire¢ karmasiktir; cesitli
bliylime faktorleri, sinyal yollar1 ve transkripsiyon faktorleri bu siirece katilir. Bu
faktorlerin hepsi farkli seviyelerde diizenlenir. Mezenkimal kok hicresinin bir
adiposit hiicresine farklilasmasini diizenleyen hiicre diizenleyici mekanizmalar heniiz
tam olarak aydinlatilamamistir. Cok az sayida makale MKH’larin adipojenik
farklilagsmasi altinda yatan epigenetik regiilasyonuna odaklanmustir.

Genom c¢apinda yapilan haritalama c¢alismalari, adipogenezin kromatinin
yeniden yapilandirilmasi diizenlenir. DNaz I hipersensitivite testinde, C / EBP-f'nin
adipogenez baslangicini, gelisimini siirdiirmek i¢in indiikler (Siersbfk et al., 2011;
Xiaodan Mai, PhD, MBBSa, Michael J. LaMonte, PhD, MPHa, Kathleen M. Hovey,
MSa, Jo L. Freudenheim, PhDa, Christopher A. Andrews, PhDb, Robert J. Genco,
DDS, PhDc, and Jean Wactawski-Wende, 2017).

Preadipositlerin kromatinde 16.000'den fazla C / EBPP baglanma bolgesi
bulunmustur. PPARy promotorii, 3T3-L1 hiicrelerinde adipojenik indiiklenmesinden
sonra, C / EBPB'ye bagl olarak yeniden modellenir (Xiao et al., 2011). Bu gen
adipogenezin sonraki asamalarinda ifade edilir. Bu sonuglar, kromatin
erisilebilirligindeki degisikliklerin PPARy'nin transkripsiyonel aktivasyonundan
once gerceklestigini gostermektedir. DNA mikro-dizileri ve ChlP-dizileme kromatin
immiinopresipitasyonunu kullanan ¢aligsmalar, adipojenik fenotiplerle iliskili binlerce
geni etkinlestirmek i¢in dogrudan kromatin ile isbirligi yaptiklar1 bolgelerde C / EBPa
ve PPARy'nin kapsamli bir sekilde kolokalizasyonunu tanimlamistir (Lefterova et al.,
2008).

PPARYy2 promoterinde kromatinin yeniden sekillenmesi ve agilmasi cAMP,
protein kinaz A (PKA) yollarina baglhidir (Xiao et al., 2011). Izole edilmis yag stromal
hiicreler iizerinde yapilan bir calisma, PPARy ve leptin vb. hipometillenmis
adipojenik promotoriin oldugunu ortaya ¢ikarmistir (Yokomori, Tawata and Onaya,
2002; Filigheddu et al., 2007). Filigheddu ve arkadaslar bistilfit genomik dizileme
kullanarak insan yag dokusunda hem adipojenik hem de adipojenik olmayan genlerin
DNA metilasyon profilini incelemistir ve adipojenik gen (PPARYy2, leptin (lep), yag
asit baglayict protein 4 (FABP4) ve lipoprotein lipaz) hipometillendigini
bulmusturlar. H3K4me2, adiponektin (apM1), glut4 ve lep dahil olmak {iizere

adipojenik genlerin promoterleri olarak tanimlanmistir (Musri et al., 2006).
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Hiicreler, farklilasma sirasinda adipositlere ydnlenmesi, karakteristik
epigenetik isaretler igerir. Glut4 ve Lep'de promoter DNA demetilasyonuna ve bu
promotorlarin H3K9 demetilasyon, H3 asetilasyon ve H3K4 Trimetilasyona
ugradiklar gosterilmistir. Bu epigenetik degisimler gen aktivasyonunun saglayan
epigenetik isaretlerdir (Yokomori, Tawata and Onaya, 1999, 2002).

Hiicreler farklilasma sirasinda HDAC'lerin ifadesinin azalmasi adipojenik
yonlenmeyi kolaylastirirken ifadesinin artmasi yonlenmesini zit bir sekilde etkiler.
Ornek olarak fosforile edilmemis retinoblastoma (Rb) proteini, HDAC3'li PPARyY
geni hedeflerinin promotorlerine ekler ve genlerin transkripsiyonunu baskilar
dolayisiyla adipojenik farklilagsmay1 inhibe eder (Eung et al., 2006; Farmer, 2006).
Lagace et al. (2004) tarafindan yiiriitiilen HDAC'nin VPA ve trikostatin A tarafindan
baskilanmasi sonucu 3T3 L1 hiicrelerinde ve insan Oncili adiposit hiicrelerinde
adiposit farklilasmasini baskilamistir. Yine yapilan baska bir ¢aligmada adipositlerde
adipogenezin VPA aracili baskilanmasinin PPARy ve C / EBPa ekspresyon seviyeleri
ile SCD'nin (stearoil-CoA desatiiraz) ifadesi azaldigi goriilmiistir (Yuyama and
Fujimori, 2014). Buna ek olarak yapilan bir ¢alismada mezenkimal prekiirsor
hicrelerde HDAC genlerinin HDAC1 ve HDAC2'nin delesyonu lipid birikiminin
azalmasina yol agtigin1 gostermistir (Haberland et al., 2010).

Yapilan bir¢ok ¢alisma miR-143 adiposit farklilasmasinin diizenlenmesi ile
baglantili  oldugunu kanitlamistir. MiR-143  ekspresyonunun farklilagsmig
adipositlerde ifadesinin arttigini gostermistir. miR-143’iin aksine miR-222 ve miR-
221, adiposit farklilagsmasinda baskilayict bir rol oynar. miR-103 ise miR-143'ln
ifadesini indukler. T3-L1 hiicrelerinin trigliserid birikimi ve farklilagmanin erken
evrelerinde yag hiicreleri ile ilgili birgok genin ifadesini artirir. Buna ek olarak
miRNA378 /378 ifadesi adiposit farklilasmasinda trigliserit birikimine ve PPARg-2,
GLUT-4 genlerin aktivasyonunda rol oynadigi gosterilmistir (Ortega et al., 2010;
McGregor and Choi, 2011).

miR-146b'nin 3T3-L hiicrelerinde pozitif bir adipogenez duzenleyicisidir ve
bu etki miR-146b'nin ekspresyon ifadesi ile obez farelerde yag dokusu hacmi iliskili
oldugu gosterilmistir. miR-146b'nin, PPARQ'yi inhibe eden ve 3T3-L1 hiicrelerinin
adipojenik yonlenmesini negatif etkileyen Sirtuin 1 (SIRT1) genini hedefleyerek
adipojenik farklilasmay1 pozitif olarak diizenledigi bildirilmistir (Kurtev et al., 2004;
Ahnetal., 2013). Ek olarak miR-27 ailesinin adipojenik genleri (PPARg ve C / EBP)

dogrudan hedefleyerek adipojenik farklilagtirmada rol oynadigi gosterilmistir. miR-
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27b’nin insan adipogenez dokularinda bu genlerin ekspresyonunu baskilamaktadir ve
adipojenik farklilagmay1 negatif olarak etkiledigi gosterilmistir. miR-27 ailesinin bir
baska tiyesi olan miR-27a'nin adipogenezi negatif etkiledigi gostermistir (Karbiener
et al., 2009; Kim et al., 2010).

2.5. Kiucuk Kimyasal Molekuller ile Hicresel Yeniden Programlanma

Kicuk kimyasal molekdller, hiicre sinyalizasyonu ve hiicre kaderlerini
epigenetik degisimlerle kontrol edebilirler (Chen et al., 2004, 2016). Bu kugcuk
kimyasal molekiiller farklilagma siirecinde pozitif etkilerinden dolay1 son zamanlarda

yapilan calismalarda yaygin olarak kullanilmistir.

2.5.1. Valproik Asit

Valproik asidin (VPA) 1881 yilinda Beverly S. Burton tarafindan tiretilen anti-
konviilsif bir ila¢ ve histon deasetilaz inhibitorii olarak bilinir. Diisiik histon deasetilaz
seviyelerindeki farkli hiicre sistemlerinde, histon asetilasyonunu indiikledigi
bildirilmistir (Go6ttlicher et al., 2001; Eleuteri et al., 2009). Bunlara ek olarak,
VPA’nin histon asetilasyonundaki degisikliklerin yani sira DNA metilasyon

durumunda da degisikliklere neden olabilecegi goriilmiistiir (Veronezi et al., 2017).

2.5.2. SGC-CBP30

CREBBP (CBP) ve EP300, asetil transferaz enzimatik hem de bromodomain
iceren bolgelere sahip DNA replikasyonunu ve onarimini, hiicre biiylimesini,
transformasyonunu, gelisimini, genomik stabilitenin korunmasi gibi bir¢ok biyolojik
strecte yer alan transkripsiyonel ko-aktivatorlerdir. Yeniden programlamada bu iki
bolgenin rolii heniiz tam olarak anlasilamamustir (Ogryzko et al., 1996; Delvecchio
et al., 2013; Ebrahimi et al., 2019)

2.5.3. Forskolin

cAMP hiicresel siireclerde bir sinyal molekiilii ayn1 zamanda enzimlerin
diizenleyicisidir. Forskolin, adenil siklaz enzimini aktive ederek ve CAMP seviyesini
arttirir. Hiicresel cAMP seviyesinin yiikselmesi, erken farklilasma programinda
Wntl0b ve Spl 'iin baskilanmast ve C / EBPf' yi indiikler. Ayrica PPARy 'nin
transkripsiyonel aktivitesi CAMP tarafindan sinerjistik olarak diizenlenir (Petersen et
al., 2008; Jia et al., 2012).
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2.5.4. Repsox

TGF-B sinyalizasyonu, Tip I TGF-B reseptorinden ve Tip II TGF-B
reseptoriinden (TGFBR2) olusan reseptor kompleksi ile gergeklestirilir. TGF-B
ligandlariin baglandiktan sonra, TGFBR2, TGFBR1 fosforile ederek aktive eder.
Aktif TGF-B, hiicre tipine bagl olarak proliferasyon, farklilagma, go¢ ve apoptoz gibi
spesifik etkiler gosterebilir. TGF-B, adiposit farklilasmasinin gii¢lii bir inhibitoriidiir.
Kicuk molekil aracili yeniden programlama i¢in kullanilan TGF-B inhibitorleri,
TGF-reseptorlerini  inhibe eder ve SMADA4'e baglanan transkripsyonun
duzenlemesinde gorev alan SMAD2/3'i fosforile eder (Tu, Fu and Xie, 2019;
Hutchings et al., 2020).

2.5.5. SGC0946

DOT1L lisin 79 pozisyonunda histon H3'u metiller ve mono- (H3K79mel),
di- (H3K79me2) ve trimetilasyondan (H3K79me3) sorumludur. Oncli adipositlerde
DOT1L delesyonu, in vitro olarak kahverengi ve bej adipogenezi indiikledigi
gostermistir (Tan et al., 2007; Crea et al., 2012).

2.5.6. TTNPB

A vitamininin biyoaktif bir metaboliti olan retinoik asit (RA), hicre
farklilagmasinin kritik bir aracidir. Embriyonik kok hiicrelerde RA, preadiposit
bagliligimi indiikler. 3T3-L1 hiicre hattinda RA, preadiposit gen ekspresyonunu
diizenler ve C / EBPP aracili transkripsiyonu inhibe eder adiposit olgunlagmasini
bloke eder. TTNPB, retinoik asit reseptorlerini aktive eden bir retinoik asit analogudur
(Chambon, 1996; Shaw, Elholm and Noy, 2003).

2.5.7. 3-Deazaneplanocin A

DZNep, EZH2 protein ekspresyonunu baskilar ve histon H3 (H3K27me3)
tizerinde lizin 27'nin trimetilasyonunu azaltir. Hiicre farklilasmasi 6énemli bir rol
oynayan epigenetik dizenleyici zeste homolog 2'nin (EZH2) , histon 3 lizin 27'nin

trimetilasyonunu katalize ederek in vitro adipojenik farklilasmay1 indiikler (Tan et al.,

2007; Crea et al., 2012).
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2.5.8. Tranylcypromine

Tranilsipromin, bir monoamin oksidaz inhibitori ve bir histon demetilaz
(LSD1) inhibitorl olarak gorev yapar. Monoamin oksidaz inhibitdrleri, murin 6ncl
adipositlerde adipogenezi baskilar (Byun et al., 2013; Chase and Sharma, 2013;
Carpeéné et al., 2019).

2.5.9. CHIR99021

WNT sinyal yolagi, somatik hiicre yeniden programlama stirecinde 6nemli bir
rol oynar. CHIR99021, bir aminopiridin tlrevi ve glikojen sentaz kinaz 3 (GSK-3)
inhibitoridiir. B-katenin, GSK3-p tarafindan farkli bolgelerinden fosforillenir ve bu
proteinin proteozomlar tarafindan yikima ugramasina neden olur. Wnt sinyali,
adipojenik transkripsiyon faktorleri C / EBPa ve PPARY inhibisyonu yoluyla oncii
yag hiicrelerine farklilasmamis bir durumda tutar (Bennett et al., 2002, 2002; Lee et
al., 2020).
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Cizelge 2.2. Epigenetik strecleri etkileyen kigik kimyasal molekdller

Kimyasal Adi Yapi Epigenetik Sureclerde Referanslar
Etkisi
Valproik Asit Histon Deasetilaz (Bidkhori et al.,
“ ]" inhibitorii 2016; Al-
Sowayan et al.,
2019)
SGC-CBP30 } CREBBP/EP300 (Ebrahimi et al.,
< inhibitora 2019)
Forskolin I cAMP Indiikliyicisi (Shahbazi et al.,
N L
o, [
SGC 0946 Histon Metiltransferaz (Liuetal., 2016;
U inhibitérii Xie etal., 2017)
CHIR99021 Y GSK3 Inhibitérii (Wnt ~ (Hoffman et al.,
s aktivator) 2015; Winston
4 etal., 2019)
Repsox TGF-R Reseptor (Ichida et al.,
S - inhibitorii 2009; Zhao et
7 al., 2018)
TTNPB Retinoik asit reseptoru alt  (Shaw, Elholm
CYL tipi and Noy, 2003)
I
3-Deazaneplanocin A ) S-adenosilhomosistein (Creaetal.,
: sentez inhibitord ve 2012)
| 2 histon metiltransferaz
" EZH2 inhibitorii.
Tranylcypromine : Monoamin Oksidaz (Chase and
v Inhibitorii Sharma, 2013)
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Cahsmada Kullanilan Hiicre Hatt1

Bu c¢alismada kullanilan sigan kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicreleri
Saglik Bilimleri Universitesi, Biyoteknoloji Béliimii, Dr. Ogr. Uy. Rouhollah

Khodadust laboratuvarindan temin edilmistir.

3.2.  Kullanilan Ticari Kitler
Tez galismasi boyunca kullanilan ticari kitler Cizelge 3.1° de gdsterilmistir.

Cizelge 3.1. Deneyde kullanilan ticari kitler

Kit Ada Marka Kullanim Alani
NucleoSpin RNA Izolasyon Machery-Nagel REF mRNA izolasyonu
Kit 740955.50
cDNA Sentez Kiti Bioline, BIO-65053 cDNA Sentezi
SensiFAST SYBR No-ROX Bioline, BIO-98020 Gergek zamanli PZR
Kit reaksiyonu

3.3. Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Soliisyon ve Besiyerleri

Sican kemik iligi kaynakli Mezenkimal hiicre hattinda kullanilan soliisyonlar

(icerik ve yiizdeleri), besiyerleri Cizelge 3.2° de listelenmistir.

Cizelge 3.2. Hiicre kiiltiirinde kullanilan soliisyonlar (igerik ve yiizdeleri) ve besiyerleri

Sollsyonlar ve Besiyerleri Markasi

Low glucose Dulbecco’s Modified Eagle Thermo Fisher Scientific, Gibco,11885084
Medium/Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F-12)

(1X) %10 FBS, %1 penisilin/streptomisin

High glucose Dulbecco’s Modified Eagle Thermo Fisher Scientific, Gibco,11-965-092
Medium/Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F-12)

(1X) %15 FBS, %1 penisilin/streptomisin
Roswell Park Memorial Institute (RPMI 1640) Thermo Fisher Scientific, Gibco,11875101

Medyum (1X) (%40 FBS, %10 DMSO)

Fetal Bovin Serum (FBS) (South America) Thermo Fisher Scientific, Gibco, 10500064
(1X)
Penisilin/Steptomisin (1X) Thermo Fisher Scientific, Gibco, 15140148
Fosfat Buffer Saline (PBS, 1X) Thermo Fisher Scientific, Gibco, 10010023
Tripsin-EDTA (%0,25, 1X) Thermo Fisher Scientific, Gibco, 25200056
Dimetil Sulfoksit (DMSO) Sigma-Aldrich, D2650
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Cizelge 3.3. Hiicre kiiltiiriinde kullanilan kimyasallar

Kimyasal Adi Markasi
Valproik Asit Tocris, 2815
SGC-CBP30 Tocris, 4889

Forskolin Tocris, 1099
Repsox Tocris, 3742

SGC 0946 Tocris, 4541
CHIR99021 Tocris, 4423
TTNPB Tocris, 0761
3-Deazaneplanocin A Tocris, 4703
Tranylcypromine Tocris, 3852

3.4. Sarf Malzemeler

Tez ¢alismasi siiresince laboratuvarda kullanilan sarf malzemeler Cizelge 3.4

ve 3.5’te listelenmistir.

Cizelge 3.4. Sarf Malzeme Listesi

Malzemeler Marka

Kullanim Alani

Flask (25 cm?)

Corning (Sigma-Aldrich)

Hicre Kulturd

Cam Pastor Pipet

Marienfeld

Hicre Kultura

Serolojik Pipetler (5 ml, 10 ml,
25 ml, 50 ml)

Corning Costar Stripette
Sigma-Aldrich

Hicre Kulturd

Cam Pastor Pipeti

Paul Marienfeld GmbH & Co.

Hicre Kultard

KG
Filtreli Pipet Ucu (10ul, 20 pl, Isolab Hicre Kaltlrl
200 pl, 1000 pl)
Pipet Ucu (10 pl, 20 pl, 200 Isolab Hiicre Kultlru
pl, 1000 ul)
Eppendorf (0,5ml, 1,0 ml, 1,5 Axygen Hiicre Kultlr
ml, 2,0 ml)
Kriyotlp Greiner-Bio-one Hicre Kultlri

Filtreler (0,2 pm) Millipore Corporation Hiicre Kdltlra

SCILOGEX
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Cizelge 3.5. Sarf Malzeme Listesi

Malzemeler Marka Kullanim Alani
Platemax Ultra Clear Sealing Axygen PZR Reaksiyonlar1
Film
Thoma Lami Mariendfeld Hicre Kltira
Corning Vacuum Filter (150 Sigma-Aldrich Hicre Kltira
ml, 250 ml, 500 ml)
PZR Stripe Tlpler Axygen PZR Reaksiyonlari
PZR Microplate Axygen PZR Reaksiyonlari
Seals Corning, Axygen PZR Reaksiyonlari
PZR tiipt (0,2 ml) Axygen Genel
Falkon (15 ml) Isolab Genel
Rack Isolab Genel
Parafilm BEMIS Genel
Eppendorf (1,5 ml) Isolab Genel
Eldiven Beybi Genel
Mikropipet Seti Thermo Scientific, Genel

Finnipipette

3.5. Cihazlar

Calisma boyunca kullanilan tiim cihazlar Cizelge 3.6’de listelenmistir.
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Cizelge 3.6. Cihazlar

Cihazlar Marka
Laminar Flow Kabin FASTER, SafeFAST Classic
Santriflij Cihazlari Hettich, Universal 320R
Ters Mikroskop Zeiss, Axio Vert. Al
Su Banyosu Memmert
CO2 Inkiibatérii Memmert
Vorteks Stuart
Multiskan Go Mikroplate Spektrofotometre Thermo Fisher Scientific
Elektronik Pipet Thermo Scientific, S1 Pipet Filler
BioRad Real Time Sistem Bio-Rad, CFX Connect Realtime System
Aspirasyon SCILOGEX SCIVac Vacuum Aspirator
Goruntlleme Sistemleri ER Biyotek, GEN-Box ImagER Fx
Thermo Cycler Bio-Rad T100 Thermal Cycler
Minispin Four E’s Scientific
Buz Makinesi Scotsman AF80
Buzdolaplari Arcelik, BEKO, Haier Biomedical
Sivi Nitrojen Tanki Thermo Scientific

3.6. Kullanilan Primer Dizileri

Bu tezde kullanilan primer dizileri NCBI, Primerblast ve Primer3 web siteleri
kullanilarak tasarlanip, DNA Sentromer Teknolojileri firmasinda sentezi

gergeklestirilmistir. Bu tezde kullanilan primerler Cizelge 3.7°da gosterilmektedir.

Cizelge 3.7. Primer dizileri

Hedef Gen Ad1 ileri Primer Dizisi Geri Primer Dizisi
ACTB 5’>-TGTGTTGTCCCTGTATGCCT -3’ 5’-AATGTCACGCACGATTTCCC-3’
CD29 5’-AGTGTGTGTGCAGGAAGAGA-3’ 5’-CATTTGTCGCTACGCATGGA-3’
PPARy 5’-AGGGCGATCTTGACAGGAAA-3’ 5’-CGAAACTGGCACCCTTGAAA-3’
C/EBPa 5’-CAAGGCCAAGAAGTCGGT-3’ 5’CGGTCATTGTCACTGGTCA-3’
ADIPOQ 5’-ATTCCACTGCAACATTCCGG-3’ 5’-TTGTCCCCTTCCCCATACAC-3’
FABP4 5’-ATGTGCAGAAGTGGGATGGA-3’ 5>-TGCAAATTTCAGTCCAGGGC-3’
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3.7. Kullanilan Boyalar

MKH’larin  karakterizasyonu i¢in kullanilan boya Cizelge 3.8’de

gosterilmistir.

Cizelge 3.8. Karakterizasyon i¢in Kullanilan Boya

Adi Markasi
Oil Red O Thermo Fisher Scientific, Gibco, 00625

3.8. Hicre Kultdrd

Her hiicrenin biiyiimek i¢in ihtiya¢ duydugu besiyeri ortami farklidir. Bu
calismada sican kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicre hatti i¢in diisiik glikoz
iceren DMEM/F-12 1640 besiyeri, %15 Fetal bovin serum (FBS) ve %1 Penisilin-
Streptomisin ile %5 CO2 ve %95 nemde 37°C’de inkiibe edildi.

3.8.1. Hiicre Cozdiirme islemi

Hiicre agma islemi i¢in -196°C’de siv1 azotta saklanan hiicreler, 37°C’de su
banyosunda son buz kristali ¢oziilene kadar 1sitildi. UV ile 6nceden sterile edilen
laminar akis kabinine alind1. 15 mI’lik falkonlara 5 ml diisiik glikoz igeren DMEM/F-
12 medyumu kondu. Kriyovial tiiplerdeki hiicreler, pipet yardimiyla besiyerlerinin
tizerine eklendi. 1500 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij edildi. Supernatant atilarak
DMSO uzaklastirildi. Pelletin {izerine 1 ml besiyeri eklenerek ¢oziilmesi saglandi.
100 mm’lik petri kabina 5 ml besiyeri konulduktan sonra hiicreler pipetle ¢ekildi ve

hicreler ekildi.

3.8.2. Hucre Pasajlama

Sican mezenkimal kok hiicrelerinin pasaji 4 gilinde bir pasajlandi. Medyum
rengi degisimleri gbz Oniine alinarak fosfat buffer saline (PBS) tamponu ile iki kez
yikanarak medyum degisikligi yapildi. Pasajlama islemi hiicrelerin bulundugu kiiltiir
kaplarindaki besiyeri serolojik pipetle ile uzaklastirildi. Flask boyutuna gére degisen
PBS ile yikandu. Petrideki hiicrelerin iizerine %0,25 Tripsin-EDTA soltsyonu eklenip
hiicrelerin kiiltiir kab1 yiizeyinden ayrimini saglamak icin 37°C %5 CO2 inkiibatorde
3-5 dakika boyunca tutuldu. Ters mikroskop ile hiicrelerin petri tabanindan ayrilip

ayrilmadigr gozlendi. Hiicrelerin ayrilmasi saglandiginda petriye konulan Tripsin-
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EDTA’nm iki kati1 olacak sekilde besiyeri eklendi. Besiyeri eklenirken petrinin
tamamini1 kaplayacak sekilde pipetaj yapildi. Tiim petri igerigi ¢cekilerek falkona alindi
ve +4°C 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Supernatant uzaklastirildi ve pelet
besiyeriyle ¢ozlindi. Yeni petriye ekildi, mikroskopta gdzlemlendikten sonra

inkiibatore kaldirildi.

3.8.3. Hucre Dondurma

Hiicre dondurma isleminde KIMKH’lar PBS ile yikandi. Daha sonra 100
mm’lik petri kabina Tripsin-EDTA eklendi, 5 dakika inkibatorde bekletildi. 5 dakika
sonunda ters mikroskopla hiicrelerin yiizeyden ayrilip ayrilmadigr gozlendi.
Hiicrelerin ayrilimi saglaninca eklenen Tripsin-EDTA inaktivasyonu igin medyum
eklenip tlim igerik falkona aktarildi. +4°C’de 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi
ve siipernatant atildi. %50 medyum %40 FBS ve %10 DMSO oranlarinda dondurma
besiyeri hazirlandi ve kriyotiiplere aktarimi yapildi. DMSO en son ve yavasca eklendi.
Hiicreler asamali dondurma icin ilk olarak bir gece boyunca -80°C’de bekletildi, daha

sonra -196°C s1vi1 azota aktarildi.

3.8.4. Hiicrelerin Sayim islemi

KIMKH’larin kiiltiir kabindan Tripsin-EDTA ile ayrilim1 saglandiktan sonra
santrifiij yapildi ve pellet lizerine fresh medyum eklenerek ¢o6ziildii. Thoma lamina
¢ozeltiden 10 pl alind1 ve mikroskop 10X objektife ayarlanip sayim yapildi. Sayim

isleminden sonra agagidaki formiil kullanildi:

(Hiicre say1s1/ml) = Thoma laminin iizerinde sayilan hiicre x 10* x Sulandirma

Katsayisi

3.9. MKH’larin Farkhlastirilmasi

3.9.1. Hucrelerin Adipojenik Ydnlendirmesi

Farklilasmada kullanilan sigan mezenkimal kok hiicreleri 2 x 10° hiicre olacak
sekilde 6 bolmeli hiicre kiiltiir kaplarina ekimi gergeklestirildi. 2 giin hiicrelerin
yiizeye yayilmasi i¢in beklendi ve siire sonunda adipojenik farklilagsma ortami olarak;
icin ylksek glikoz icerikli DMEM, %15 FBS, 100 units/ml penisilin-100 pg/ml
streptomisin, 0.05 mM askorbat-2-fosfat, 1 uM deksametazon, Insiilin,

izobutilmetilksantin (IBMX) kullanildi. Hiicre kiiltiirindeki besiyeri haftada iki kez
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degistirilerek toplamda 18 giinde farklilastirildi. Boyama i¢in 96 bdlmeli hiicre kiiltiir
kaplarina 10% hiicre olacak sekilde ekimi gerceklestirildi. Adipojenik farklilasma
sonrasi olusan hiicreler Oil Red O boyamasiyla tespit edildi (Cizelge 3.9).

Cizelge 3.9. Hiicre kiiltiirinde kullanilan kimyasal molekiillerin konsantrasyonlari

Kimyasal Ad1 Konsantrasyon
Valproik Asit 500 uM
SGC-CBP30 0,5 uM

Forskolin 10 uM
Repsox 3 UM

SGC0946 100 nM
CHIR99021 1uM
TTNPB 1uM
3-Deazaneplanocin A 50 nM
Tranylcypromine 5uM

3.10. Hucrelerin Niteliksel Karakterizasyon Analizi

3.10.1. Oil Red O Boyama

MKH'larin adipojenik farklilagsmasi, Oil Red O kullanilarak farklilagmis
mezankimal kok hiicreler kirmizi renkte boyanir. Oil Red O ¢ozeltisi hazirlamak i¢in
asagidaki tablodaki gibi hazirlanmistir. Medyum aspire edildi ve {izerine %10
formalin eklenip 30dk. beklendi. Formalin aspire edildi ve %60 izopropanol eklendi.
Izopropanol aspire edildi ve Oil Red O ¢ozeltisinde 20 dk. beklendi. Boya aspire
edildi ve distile su ile yikandi. Mikroskop altinda goriintiilendi.

3.11. Hucrelerin Niceliksel Karakterizasyon Analizi

3.11.1. RNA izolasyonu

Hiicreler RNA izolasyonu i¢in bir falkonda toplandi. Pellet lizerine direkt
Nucleospin RNA izolasyon kitinde bulunan 350 pl RA1 soliisyonu ve 3,5 pl B-
Merkaptoethanol eklenip vortekslendi. Mor renkli NucleoSpin® Filtre 2 ml’lik
toplama tiipiine yerlestirildi ve vortekslenen lizat bu tiipilin i¢ine aktarilir. 1 dakika

13,000 rpm’de santrifiij edildi.
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Mor filtreli tlip atildiktan sonra toplama tiipiiniin tizerindeki karigima 350 pl
%70’1ik etanol eklendi ve pipetaj yapildi. Daha sonra kitteki mavi filtreli tiip, toplama
tiiptine konuldu ve etanol eklenmis lizat mavi filtreye aktarildi. 30 saniye 13,000

rpm’de santrifiij edildi. Mavi filtre yeni bir toplama tiipline yerlestirildi.

350 ul MDB (Membran Desalting Buffer) eklendi ve 1 dk. 13,000 rpm’de
santrifiij edildi. DNase Reaksiyon karisimi hazirlandi. 1,5 ml’lik mikrosantrifiij
tiiptine 10 pl rDNase ve 90 pl rDNase i¢in Reaksiyon tamponu eklendi, bu karisimdan
95 ul alindi ve mavi filtreli tiip lizerine aktarildi. Oda sicaklikliginda 15 dk.

inkiibasyonu saglandi.

Ik yikamada 200 pl RAW2 tamponu mavi filtreli tiip iizerine eklendi. 30
saniye 13,000 rpm’de santrifiij edildi. Mavi filtreli tiip yeni toplama tlplne
yerlestirildi ve ikinci yikama i¢in 600 pl RA3 tamponu eklendi. 30 sn 13,000 rpm’de
santrifiij edildi. Toplama tiipii i¢erigi bosaltild1 ve mavi filtreli tiip tekrar yerlestirildi.
Uciincii yrkamada 250 ul RA3 tamponu eklendi ve 2 dk. 13,000 rpm’de santrifiij
edildi.

Mavi filtreli tiip 1,5 ml’lik niikleaz-free toplama tupunin tzerine konuldu,
elde edilen RNA’nin toplama tiipiine aktarimi i¢in 60 pl RNaz igermeyen H20
eklendi. Elde edilen RNA’nin konsantrasyonu 6l¢iildii ve -80°C’ye kaldirildi.

3.12. cDNA Sentezi

cDNA sentezi, kullanilan ticari kitin talimatlarina gore yapilmistir. Sentez i¢in

kullanilan reaksiyon ve kosullar1 Cizelge 3.10 ve 3.11°de gosterilmistir.

Cizelge 3.10. cDNA sentezi i¢in reaksiyon kosullar

iIk Denatiirasyon 25°C, 10 dk.
Inkiibasyon (Ters transkriptaz) 42°C, 15 dk.
Enzim inaktivasyonu 85°C, 5 dk.
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Cizelge 3.11. cDNA sentezi igin kullanilan reaksiyon bilegenleri

Reaktifler Kullanilan Miktar
5x TransAmp Buffer 4ul
Reverse Transcriptase 1l

Total RNA npl (1 pg)

Niikleaz free su 20 pl tamamlanir

Son hacim 20 ul

3.13. Kantitatif Ger¢cek Zamanh PZR

ACTB, PPARy, C/EBPa, FABP4, ADIPOQ, C29, CD73 genlerinin
ekspresyonlar1 Kantitatif gergek zamanli PZR islemi ile analiz edildi. ACTB internal
kontrol olarak kullanildi. Kantitatif gercek zamanli PZR’da kullanilan reaktif
miktarlar1 Cizelge 12°de gerekli kosullar ise Cizelge 3.13’de gosterilmistir. Hiicre
hatt1 i¢in 2 biyolojik, 2 teknik tekrar yapildi.

Cizelge 3.12. Kantitatif gercek zamanli PZR’de kullanilan reaktif miktarlar

Reaktifler Stok Kullanilan Son Konsantrasyon
Konsantrasyon Miktar
SensiFAST SYBR No-Rox karigimi 2X 10 wl 1X
ileri Primer 10 uM 2 ul 2,5 uM
Geri Primer 10 pM 2 ul 2,5 uM
dH20 - 20 pl tamamlanir -
Son Hacim - 20 ul -

Cizelge 3.13. Gergek zamanli PZR islemi i¢in reaksiyon kosullari

Polimeraz Enzim Aktivasyonu 95°C, 2dk.
Denattirasyon 95°C, 10 sn.
Baglanma 55°C, 30 sn. Dongii Sayist: 40
Uzama 72°C, 30 sn.
Erime Egrisi Analizi 65°C-95°C, 5 sn.
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3.14. Verilerin Analizi

Bu calismada, deneyler iki biyolojik ve iki teknik tekrar ile yapilmstir.
Verilerin analizi elde edilen degerlerin ortalamasi alinip standart sapmasi

hesaplanmistir ve hata gubugu olarak grafiklerde kullanilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Farkhlasmis Hicrelerin Morfolojik Olarak Degerlendirilmesi

Sican MKH’lara uygulanan kiiciik kimyasallarla adipositlere farklilasmasi
uygun kiiltiir kosullarinda 6 bolmeli hiicre kiiltiir kaplarinda 18 giin boyunca hiicrelere
eklenmesi sonucunda adiposit farklilasmasini indiiklemistir. Olusan lipid
birikimlerinin morfolojik olarak gorintulenmesi, 96- kuyucuklarda yapilan
farklilagtirma sonucu Oil Red O boyama yontemi ile karakterizasyonu yapildi.

Farklilagtirma siireci boyunca uygulanan kiigiik kimyasallarin etkileri kontrol
hiicrelerine gore kiyaslandiginda CHIR, Forskolin, SGC0946’nin farklilasmay1
pozitif etkiledigi gézlemlenirken, Dznep’in ve SGC0946’nin etkisinin kismen pozitif
etkiledigi gozlemlendi. Buna ek olarak diger kimyasallarin etkilerinin negatif

etkiledigi gozlemlendi.
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Sekil 4.1. 18 giin boyunca Sigcan MKH’lara Uygulanan Kii¢iik Kimyasallarin
Etkisinin Mikroskop Altinda Goriintiileri (10X) : (A) MKH’lar ; (B) Adipo Kontrol
Hiucreleri ;(C) CHIR ; (D) Dznep ; (E) Forskolin ; (F) Repsox ; (G) TTNBP; (H)
VPA ; (I) Tranylcypromin ; (J) SGC 0946

4.2. Kantitatif GZ-PZR ile Adiposit Farklilasmasinda Onemli Genlerin ifade
Seviyelerinin Analizi

Kantitatif ve kalitatif analiz yontemleri ile sican kemik iligi kaynagi
mezenkimal kok hiicrelerin farklilagsmasinda adipogenezde ifade edilen Onemli
genlerin ifadesinin analizi gergeklestirildi. Elde edilen sonuglar ACTB internal
kontrol genine gore normalize edildi.

Mezenkimal kok hiicre karakterizasyonunda énemli bir marker olan CD29,
sekil 4.2°de goriildiigli gibi, kiiciik kimyasallarin uygulandig1 hiicrelerde, Adipo
kontrol hiicrelerine gore yaklastk VPA’nin yaklasgitk 1,3 kat arttigi, diger

kimyasallarda ise kontrole gore azalma oldugu g6zlemlendi.
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Sekil 4.2. CD29'un sigan MKH’larda mRNA anlatim diizeyi analizi.

Mezenkimal kok hiicre karakterizasyonunda énemli bir marker olan CD73,
sekil 4.3’de goriildiigii gibi, kiicliik kimyasallarin uygulandigi hiicrelerde, Adipo
kontrol hiicrelerine gore yaklasik VPA’nin yaklasik 2 kat arttigi, CHIR’in yaklagik
1,5 kat daha fazla SGC/CBP30’un 1,3 arttigi, SGC0946’nin yaklasik 1 kat arttigi,

diger kimyasallarda ise kontrole gore azalma oldugu gézlemlendi.
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Sekil 4.3. CD73"iin sigan MKH’larda mRNA anlatim diizeyi analizi.

Adiposit farklilagmasinda onemli bir diizenleyici PPAR-y, sekil 4.4’de
goriildiigli gibi, kiigiik kimyasallarin uygulandigr hiicrelerde, Adipo kontrol
hiicrelerine gore yaklasik VPA’nin yaklasik 0,8 kat azaldigi, CHIR’in 7,4 kat daha
fazla arttigi, REPSOX’1n yaklagik 1,6 kat arttig1, Dznep’in yaklasik 1,84 kat arttig1,
Forskolin’in yaklasik 5,4 kat arttigi, TTNBP’nin 0,7 kat azaldigi, SGC/CBP30’un 0,8
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azaldigl, SGC0946 nin yaklasik 2,9 kat arttig1, Tranylcypromin’nin yaklasik 0,5 kat

azaldig1 gézlemlendi.
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Sekil 4.4. PPAR-y'nin sigan MKH’larin farklilagma siirecinin sonundaki
mRNA anlatim diizeyi.

Adiposit farklilasmasinda onemli bir diizenliyici CEBP-o, sekil 4.5’de
goriildiigii gibi, kii¢iik kimyasallarin uygulandigi hiicrelerde, Adipo kontrol
hiicrelerine gore yaklasik VPA’nin yaklagik 1,8 kat arttigi, CHIR’in yaklagik 17 kat
daha fazla artt1ig1, RepSox’1n yaklasik 2,7 kat arttig1, Dznep’in yaklasik 7,2 kat arttig1,
Forskolin’in yaklasik 15 kat arttigi, TTNBP’nin yaklasik 0,6 kat azaldigi,
SGC/CBP30’un yaklasik 1 kat arttigi, SGC0946’nin yaklasik 4,78 kat arttigi,
Tranylcypromin’nin yaklasik 0,8 kat azaldig1 gézlemlendi.

37



& 20
S 18
:QBD ‘ 16
o > 14
£ N 12
— 3
£ 7T 10
5 E g
2w
=<c 6
O ®©
£S ; I
o
SE ol m M [] = m -
£ > ‘e & S+ Q & Q Q © &
S O L N 39 & N Q P ™ 3
o OQ 9 QJQ Q'\/é & ,\’\é (37 (JQ \06\
@ Ay <& o A & Q
L o 3 > S O
O &Q ’box\
<&

Sekil 4.5. CEBP-a'nin sigan MKH’larin farklilagsma siirecinin sonundaki
mRNA anlatim diizeyi.
Adiposit farklilagsmasinda spesifik bir gen ADIPOQ, sekil 4.6°da goriildiigi

gibi, kiiciik kimyasallarin uygulandig: hiicrelerde, Adipo kontrol hiicrelerine yaklagik
VPA’nmm yaklagik 0,2 kat azaldigi, CHIR’in 36 kat daha fazla arttif1, Repsox’in
yaklasik 3,1 kat arttig1, Dznep’in yaklasik 4,16 kat arttig1, Forskolin’in yaklasik 27,8
kat arttigi, TTNBP’nin 0,001 kat azaldig1, SGC/CBP30’un 0,4 azaldigi, SGC0946 nin
yaklasik 12,2 kat artt1g1, Tranylcypromin’nin yaklagik 0,13 kat azaldig1 gézlemlendi.
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Sekil 4.6. ADIPOQ'nun sigan MKH’larin farklilagma siirecinin sonundaki
mRNA anlatim diizeyi.
Adiposit farklilagmasinda spesifik bir gen FABP4, sekil 4.7 de goriildiigi gibi,

ADIPOQ 'nin kontrol hiicrelerine gore rolatif
mRNA anlatim diizeyi

kiigiik kimyasallarin uygulandigi hiicrelerde, CHIR’in 8,3 kat daha fazla arttigi,
Forskolin’in yaklagik 8,1 kat arttigi, SGC0946’nin yaklasik 6,8 kat arttigi

gozlemlendi. Diger kimyasallarin ise kontrole gore ifadesinde azalma goriildii.
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Sekil 4.7. FABP4'lin sigan MKH’larin farklilagma siirecinin sonundaki mRNA
anlatim diizeyi.
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5. TARTISMA

Mezenkimal kok hicreler, kendi kendini yenileyebilen, birden fazla soya
farklilasma potansiyeli olan ve immiinosupresif 6zellikleri igerdiginden rejeneratif tip
icin terapotik secenek haline gelmistir. Bu ylizden MKH’lar farklilagsma potansiyeli
ve mekanizmasini anlamak terapotik yaklasimlar i¢in 6nemli yer tutar. MKH’larin
farklilasma potansiyelinde hiicre i¢i ve dis1 sinyallerin transkripsiyonel kaskadin
regiilasyonunda 6nemli rolleri oldugu bilinmektedir (Li, Jiang and Ding, 2012; Onder
et al., 2012; Gupta et al., 2016).

Kiiciik kimyasal molekiiller, spesifik hiicre sinyalleri ve mekanizmalarini
hedefleyerek, modiile etmede ve fonksiyonlarini1 degistirmede yararli araglar olarak
kullanilabilir (Li, Jiang and Ding, 2012; Yelick and Zhang, 2012). Ayrica geri
dontisiimlii olarak kromatini diizenleyen ve dolayli yolla hiicre kaderini belirleyen
hiicrelere 6zgii gen anlatimini saglayan epigenetik faktorlerin diizenlenmesinde rol
oynayan diizenleyicileri etkiledigi daha onceki ¢alismalarda gosterilmistir (Li et al.,
2015). Kiigiik kimyasal molekiiller, hiicre davranigini diizenlemenin ve proteinleri
molekiiler seviyede manipiile etmenin dogru zaman, kontrollii, verimli, uygun
maliyetli ve kantitatif olarak kontrol edilebilir bir yolunu saglar (Chen et al., 2004;
Thatava et al., 2011; Li, Jiang and Ding, 2012).

HDAC inhibitérleri, kromatin modifikasyonu ve hiicre soy farklilasmasinda
yaygin kullanilan epigenetik regiilatorlerdir. HDAC inhibitdrii olan VPA'nin
adipogenezi baskiladig1 bilinmektedir ve adipogenez siirecinde 6nemli olan PPARy
ve C/EBPao’nin ifade seviyesini azalttigi daha onceki caligmalarda gosterilmistir
(Lagace and Nachtigal, 2004; Yuyama and Fujimori, 2014). Calismamizda elde
edilen veriler VPA’nin adipogenez siirecinde 6ncii transkripsiyon faktorlerin ifadesini
azalttig1 gorilmistiir.

CBP ve EP300, bromodomain ve katalitik HAT alanina sahip transkripsiyonel
ko-aktivatorlerdir. CBP/EP300, CREB ile etkilesime girer ve intrinsik histon
asetiltransferaz aktivitesi CREB ile iligkili genlerin transkripsiyonunu baslatir.

Yapilan calismalarda, CREB'in 3T3-L1 fibroblastlarinda adipogenezin indiikledigi
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gozlemlenmistir. Bu ¢aligmalarin sonuglarma gére PPARy, liganda bagimli bir
sekilde CBP ve p300 ile etkilesime girer ve p300, PPARynin aktivitesini artirir.
(Ogryzko et al., 1996; Gelman et al., 1999; Delvecchio et al., 2013). Calismamizda
CBP/EP300 bromodomain inhibitort olan SGC-CBP30’un, adipogenezin erken ve
ge¢ evresinde ifade edilen Oncii genlerin ifadesinde negatif etki yarattig
gbzlemlenmistir.

cAMP’ye bagimli siirecler adiposit farklilagsmasinin erken asamalarinda ¢ok
onemlidir. Hiicresel cAMP seviyesinin ylikselmesi, erken farklilagsma siirecinde
C/EBPf' yi indiikler (Petersen et al., 2008). Forskolin, CAMP seviyesini indiiklemek
icin kullanilan kiiciik kimyasaldir. Calismamizda Forskolin’in, MKH’larin
adipogenezin erken ve gec evresinde ifade edilen genlerin upregilasyonuna ve bu
stirece pozitif etki yarattig1 gézlemlenmistir.

TGF-B, adipojenik siireglerinin erken evrelerinde gili¢lii bir baskilayicidir.
Morfolojik farklilasma basladiginda, TGF-B adipojenik farklilasmay1 baskilamada
etkisizdir (Moses and Serra, 1996; Zhao and Hantash, 2011; Lee et al., 2016).
Calismada elde edilen veriler daha onceki yapilan calismalarla benzer bir sonug
gostermistir. Repsox, TGF-B reseptorii (RI)’niin inhibitoérii oldugundan
farklilagmanin erken evrelerinde 6nemli olan adiposit Oncii genlerden PPARYy,
C/EBPo’nin ifadesini artirdig1 gézlendi. Buna ek olarak farklilasmanin ge¢ evresinde
rol oynayan ADIPOQ’nun ifadesini artirirken, FABP4’iin ifadesinde ters bir etki
gostermistir.

Dotl, lizin 79'da histon H3'Un (H3K79) metilasyonunu katalize eden bir
epigenetik dlzenleyici enzimdir. SGC0946, secici bir DOT1L metiltransferaz
inhibitéraduar (Steger et al., 2008; Ackloo, Brown and Muller, 2017; Yi et al., 2020).
Calismamizda kullanilan SGC0946’nin DOTIL baskilamasi sonucu adipogenez
stirecinde erken evrede ifade edilen PPARy, C/EBPa’y1 ve ge¢ evrede ifade edilen
ADIPOQ ve FABP4’iin ifadesini pozitif olarak etkilemistir. Bu sonuglara gore,
adipogenezde oncii genlerin inhibitorlerinin kromatin yapisinda bu modifikasyonun
oldugunu ve bu kimyasal sayesinde baskilayici genlerin anlatimi diismekte ve
adipogenezin verimli bir sekilde gergeklestigini gostermektedir.

Calismada kullanilan retayonik asit reseptorii aktivatorii olan TTNPB
(Chambon, 1996; Wang et al., 2017), adipogenezin erken ve ge¢ evrede aktif olan

onemli genlerin ifadesini negatif olarak etkiledigi gozlemlendi. Sican kemik iligi
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hiicrelerine uygulanan TTNPB adipogenezde, retayonik asidin, adiposit
farklilagmasinin gii¢lii bir inhibitorii oldugunu gostermektedir.

EZH2, Wnt genlerinin proksimal promotdriine baglanarak, H3K27me3
diizeylerini artirir ve preadipositlerde ve adipogenez sirasinda Wntl, Wnt6, Wnt10a
ve Wnt10b'yi baskilar. Wnt/B-katenin sinyalinin adipogenezi inhibe ettigi daha 6nceki
calismalarda gozlenmistir. Fakat bazi calismalarda, H3K27 metiltransferaz EZH2'nin
Wnt genlerinin ifadesni arttirdigi  bulunmustur ve bu durum, EZH2'min
adipogenezdeki roliiniin belirsizligini korumasina neden olmustur (Wang et al., 2010;
Girard et al., 2014; Yiew et al., 2019). 3-DZNep, EZH2 aktivitesini baskiladigindan,
bulundugu bolgede H3K27 trimetilasyon seviyesini (H3K27me3) azaltir (Tan et al.,
2007). Bu calismada, sigan kemik iligi hiicrelerine uygulanan 3-DZNep, adipogenezin
erken ve gec evresinde aktif olan 6dnemli genlerin ifadesini az da olsa pozitif olarak
etkiledigi gozlemlenmistir. Belki de bu modifikasyonun azalmasi bazi negatif
regllator genlerin ekspresyonunu agmasinin yani sira, bazi diger adipogenezdeki
aktivatorlerinde ekspresyonnun yiikselmesini sagliyor. Bu sorularin ve durumun
aci8a kavusmasi i¢in farklilagsmanin farkl evrelerinde transkriptomik ve epigenomik
calisma yapilmasi gerekmektedir.

LSD1, Wnt sinyal bilesenlerinin promoter bdlgelerinde H3K4'
demetilasyona sebep olur ve bunun sonucunda adipogenezi indiklemektedir.
Tranilsipromin, bir monoamin oksidaz ve bir histon demetilaz inhibitéridir (Byun et
al.,, 2013; Carpéné et al., 2019). Sigan kemik iligi hiicrelerine uygulanan
Tranilsipromin adipogenez surecinde aktif olan 0Oncii faktorlerin, 6zellikle geg
evredeki genlerin ifadesini negatif olarak etkiledigi gézlemlenmistir.

Whnt/beta-katenin sinyal yolu, hedef genlerin ekspresyonunu diizenleyerek
cesitli hiicrelerin farklilasmasini kontrol eder. Beta-katenin, Wnt/beta-katenin sinyal
yolaginda merkezi bir rol oynar. Wnt sinyali yoklugunda, sitoplazmik B-katenin, Axin
ve timor baskilayict Adenomatoz polipoz koli igeren kompleks GSK-3f tarafindan
fosforile olur ve ubikitin aracili degradasyonu saglar. § -katenin bagimli Wnt sinyali,
C/EBPa ve PPARynin ekspresyonunu bloke ettiginden ve adipogenezin
baskilanmasina neden olmaktadir (Zaragosi et al., 2008; Jain et al., 2017; Lee et al.,
2020). Bu galismadan elden edilen sonuglara gore GSK-3 inhibitorii olan CHIR99021
erken evrede dnemli genlerden PPARy, C/EBPa ifadesinin arttirdig1 gézlemlenirken,

gec evredede ifade edilen genlerin seviyesinde pozitif bir etkisi gézlemlenmistir. Bu
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nedenden bu kimyasalin belki de farklilagmanin erken evresinde degil de, ge¢

evresinde kullanilmas: siirecin daha hizli olmasini saglayabilir.
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6. SONUCLAR

Sonuglar incelendiginde Forskolin, CHIR99021, SGC0946 kimyasallarinin
uygulandigi hiicreler, kontrol ve diger kimyasallarin uygulandigi hiicrelere gore sican
mezenkimal kok hiicrelerin adipositlere farklilasmasinda adipogenezde onemli olan

genlerin ifadesinde artis gozlendi.
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7. ONERILER

Bu c¢aligmadan elde edilen sonucglar, adipogenez farklilasmasinin
mekanizmasini ve bu siirecteki bazi epigenetik diizenleyicilerin roliinii aydinlatmistir.
Yalniz, konunun daha iyi anlasilmasi i¢in bazi tamamlayici ¢alismalar, 6zellikle
pozitif etkisi olan kimyasallarla muamele edilen kosullara farkli zamanlarda RNA
izolasyonu yapilip, sekanslama yapilmasi gerekmektedir. Bunun yani sira, bu
kosullardan elde edilen hicrelerde kromatin immino presipitasyon dizileme
yapilmasi, siirece dahil olan genlerin ve farklilasmanin molekiiler mekanizmasiin

anlagilmasina destek olacaktir.
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