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Canli organizmalarda yaslanma, kaginilmaz fizyolojik bir sonugtur. Hicresel
yaglanma sadece farklanmasini tamamlamis hicrelerde degil ayni zamanda kok
hicrelerde de gergeklesir. MTOR (Rapamisin protein kompleksinin memeli hedefi) hiicre
blylmesi ve metabolizmasinda énemli role sahiptir. Hicre ¢ogalmasinda énemli rol
oynayan mTOR ayni zamanda hicresel yaslanmayi dizenler ve biyoneriitik altyapiyi
yonlendirir. Yag dokudan elde edilen mezenkimal kdk hicrelerin dondr yasina bagl
olarak mTOR ekspresyonun belirlenmesi bu tezin amacidir.

Bu calismada grup1 (6 haftalik), grup2 (12 haftalik) ve grup3 (17 aylk) disi
sicanlardan alinan yad dokusundan primer explant kiltir yéntemi ile mezenkimal kok
hicre (MKH) izolasyonu yapildi. MKH’ler in vitro kiltir ortaminda c¢ogaltildi. Flow
sitometri ile tiplendirmesi yapilan kdk hicrelerde mTOR aktivitesi (mMTORC1 ve
mTORC2) icin gPCR yontemiyle belirlendi. Ayni zamanda apoptotik belirteclerden
kaspaz9,8,3, BAX ve Bcl-2 ekspresyonlarida gPCR yontemiyle degerlendirildi.

Calismamizda apoptotik belirteclerin en ylksek ekspreyonun grup1’de en dusik
ekpresyonunun ise grup2’de oldugu saptandi. MTOR ekspresyonu degerlendirildiginde
ise MTORC1 en yuksek grup2’de en disuk ise grup1’de bulundu. MTORC2 grup 2 ve
grup3 te birbirine yakin ekspresyon gosteriken grup1’deki mTORC2 ekspresyonun diger
gruplara oranla dusuk oldugu belirlendi.

Bu calismada hem mTORC?Tin hem de mTORC2nin kok hicrelerde donor
yasina bagli olarak farkli eksprese oldugunu bulduk. Bu farkhligin islevsel sonuglarinin
daha iyi anlasilabilmesi igin ileri dlizey arastirmalara gereksinim vardir.

Anahtar Kelimeler: yaslanma, yag doku, mTOR inhibitérleri, mezankimal kok

hicreler
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ABSTRACT

DETERMINATION OF MTOR ACTIVITY DEPENDING ON DONOR
AGE OF STEM CELLS ISOLATED FROM FAT TISSUE

Hayriye SARIKAYA
Master of Science, Stem Cell Division

Supervisor: Prof. Dr. Prof. Dr. Giilgin ABBAN METE
Jully 2022, 32 pages

Aging in living organisms is an inevitable physiological consequence. Cellular
senescence occurs not only in cells that have completed their differentiation, but also in
stem cells. MTOR (mammalian target of Rapamycin protein complex) has an important
role in cell growth and metabolism. mTOR, which plays an important role in cell
proliferation, also regulates cellular aging and directs the bionergetic infrastructure. The
aim of this thesis is to determine the mTOR expression of mesenchymal stem cells
obtained from adipose tissue depending on the donor age.

In this study, mesenchymal stem cell (MSC) isolation was performed by primary
explant culture method from adipose tissue taken from groupl (6 weeks), group2 (12
weeks) and group3 (17 months) female rats. MSCs were grown in in vitro culture
medium. mTOR activity (ImTORC1 and mTORC?2) in stem cells typified by flow cytometry
was determined by qPCR method. At the same time, caspase9,8,3, BAX and Bcl-2
expressions, which are apoptotic markers, were evaluated by gPCR method.

In our study, it was determined that the highest expression of apoptotic markers
was in groupl and the lowest expression was in group2. When MTOR expression was
evaluated, MTORC1 was found to be highest in group 2 and lowest in group 1. It was
determined that mTORC2 expression in group 2 and group 3 was close to each other,
while mTORC2 expression in group 1 was lower than in other groups.

In this study, we found that both mTORC1 and mTORC2 are differentially
expressed in stem cells depending on donor age. Further studies are needed to better
understand the functional consequences of this difference.

Keywords : aging, adipose tissue, mTOR inhibitors, mesenchymal stem cells

This study was carried out by PAU Scientific Research Projects
Coordination Unit. supported by (Project number:2021SABEO003)
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GIRIS

Mezenkimal kdk hucreler ilk olarak 1960-70 vyillarda kemik iligi dokusunda
tanimlanmistir (Friedenstein, Chailakhjan , Lalykina vd 1970). GinUmuzde dis pulpasi,
yag doku, Warton jeli gibi pek ¢ok farkli dokudan izole edilip ¢ogaltiimistir. Mezankimal
kok hicreler CD73, CD90 ve CD105 igin pozitif CD45, CD34 , CD11,CD14 igin negatif
ekspresyon gosterirler. Pluripotensi belirteclerinden de Oct4 ve Nanog ve SOX-2
eksprese ederler (Ren, 2019 , Almalki 2016, Matic 2016).

Canli organizmalarda yaslanma, kaginilmaz fizyolojik bir sonugtur. Memeli
yaslanmasi,
hicresel yaslanma adi  verilen karmasik  hicresel  silrecleri igerir.
Hicresel yaslanma sadece farklanmasini tamamlamis hiicrelerde degil ayni zamanda
kok hlcrelerde de gerceklesir. Elde edilmesi kolay ve etik problemlerin daha az
yasandigi mezenkimal kok hlcreler gunumuzde kikirdak, kemik ve omurilik
yaralanmalarinin yani sira metabolik hastaliklarin tedavisinde de umut veren ve bir
yontem haline gelmigstir. Bununla birlikte doku hasarini tedavi etmek icin transplante
edilen kdk hucrelerin pek ¢odunun transplantasyondan sonra oldigu belirlenmistir. Bu
sorunun kdék hicre yaslanmasiyla da ilgili olabilecegi disunulerek yapilan ¢alismalarda
molekuler, epigenetik ve metabolik aktiviteyle ilgili degisiklikler ortaya konulmusg
olmasina karsin kék hicre yaslanmasi hentiz tam olarak aydinlatilamamistir (Matic vd
2016 ).

Calismalar Mammalian Target of Rapamycin (mTOR) yolunun hicresel ve
organizma yaslanmasinda merkezi bir rol oynadigini gdstermektedir. MTOR,
vicudumuzda anabolik ve de katabolik sureclerde sensor gorevi yapan ; yeterli besin,
enerji, oksijen mevcudiyetini ve buyume faktorlerini koordine eden, hiicre gogalmasinda
énemli rol oynayan bir proteindir. iki sinyal kompleksi vardir, mTOR kompleksi 1
(mTORC1) ve mTOR kompleksi 2 (ImTORC2). Hucre ¢cogalmasinda énemli rol oynayan
mTOR ayni zamanda hlcresel yaglanmayi dizenler ve biyonerjitik altyapiyr yonlendirir.
MTOR rapamisin ile mTOR sinyalinin zayiflatilmasi, pek ¢ok hicre tipinde yaslanmayi
geciktirmigtir (Alves H 2010,) . MTORC2, mTORC2 yonelimli mTOR'un Ser2481 ve AKT
(fosfor-AKT) fosforilasyonunun énemli bir bileseni olan Rictor'un baglanmasindaki artigla
ortaya cikan endotelyal yaslanmada dnemli bir rol oynar (Jang YY 2007). Rapamisin
(mTOR) 'un memelilerde, besin, hormon ve oksijen seviyelerine bagl olarak hicre
blylmesinin kritik bir dizenleyicisidir. Her iki kompleksin aktivasyonu, hiicre bliyimesini
ve hayatta kalmayi kolaylastirir. MTORC1, protein ve lipid sentezi ile hiicresel blyime

ve ¢ogalmada, erken hicresel yaslanmada ve otofajide etkilidir. MTORC2'i ise AKT-


https://www.birbes.com/flavonoidler-nedir-etkileri-nelerdir-hangi-besinlerde-bulunur-9499/
https://www.birbes.com/nohutlu-enerji-toplari-tarifi-8487/

FOXO yolunun uyariimasi yoluyla aktin hicre iskeletinin organizasyonu, iyon
tasinmasinin kontroli ve anti-apoptotik olaylarda rol oynar. MTOR kompleksi olan
rapamisin kanser immunolojik ve genetik hastaliklarin tedavisinde, kalp ve beyindeki
dejeneratif ve yasa bagli patolojilerin engellenmesinde etkilidir. (Lopez-Otin 2013, Lees

2016 ) Kok hiicre yaslanmasiyla ilgili yapilan arastirmalar genellikle ileri pasaj (
45. Pasaj gibi) sonrasindaki hiicre aktivitesiyle ilgilidir Bu galismada ise yasli denekten
alinan kok hlicrelerde mTOR aktivitesi incelenmistir. Puberte, olgun ve yasli deneklerden alinan
yad dokularindan izole edilen kdk hicrelerde mTORC-1 ve mTORC-2 sinyal komplekslerinin

etkileri incelenmistir.

1.1 Arastirmanin amaci:

Puberte dénemi, olgun (Greme dénemi) ve yash dénem deneklerden alinan yag
dokularindan izole edilen kok hicrelerde mMTORC1-mTORC2 ekspresyonunun

incelenmesi amaclanmistir.



2.GENEL BILGILER

2.1 Kok Hiicre

lleri derecede cogalabilen, fakli hiicrelere farklilasma vyetkinligi olan ve
klonlagsma yetenedine sahip hicrelere denir.( Meza-Zepeda, L. A., Noer, vd 2008) Uygun
kosullar altinda gesitli doku ve organlari olusturan farkl hicrelere farklilagsma 6zelligine
sahip olan kok hucreler, bu 6zellikleri ile gunumuzde tibbin bir¢ok alaninda ve doku
muhendisligi calismalarinda yogun sekilde kullaniimaktadir. Farkli hicre tdrlerine
potansiyeli olan kok hicrelere olan ilginin nedeni, ileride bu hicrelerin laboratuvar
ortaminda istenilen hiicre tiriine dénustirtlebilmesiyle, vicutta hasar gérmus doku veya
organlarin hiicresel tedavisinde uygulanabilmesinin Umit verici olmasidir.( Ong ,Tan vd
2014 ) Elde edildikleri kaynaklara gore farkh farklilasma potansiyellerine sahip olan kdk
hicreler ile yapilan galismalar, hicrelerin elde edildigi kaynaklar ve kullanim alanlari,
bircok tartismay! da beraberinde getirmistir.( Pruszak 2012 ) insan viicudunda doku
hasarinin tamir edilmesinde rol alan kdk hicreler, kdken aldiklari dokularin disinda farkl
dokulara farkhlagarak yiksek yiiksek plastisite 6zelligi tagimaktadir. Ornegin kemik iligi
kok hucreleri kas hicrelerine, endotele ve hepatosit hiicrelerine farklilasabilmektedir
(Pereira, Cronin vd 2013) Elde edildikleri kaynaga bagli olarak ve gelisimsel
potansiyellerine gore kok hicreler, totipotent, pluripotent, multipotent ve unipotent olarak
adlandirilan 4 farkli farklilasma potansiyeli géstermektedirler. Yumurta ve spermin
fllzyonundan sonra tam bir bireyi verelebilecek olan hiicreler totipotent hicreler olarak
bilinir. Endoderm, mezoderm ve ektoderm tabakalarindan tlirevlenmis, farkli dokulara
dénusebilen hiicrelere pluripotent denir. Multipotent Hucreler pliripotent hlcrelerden
sonra sinirll sayida hicrelere farklilagabilen yetiskin hiicrelere denir. Totipotent Kok

hicreler ise butliin doku ve hicrelerini olusturma ézelligine sahip htcrelerdir.

Ayni zamanda kok hlcreler gelisim evresine goére ise embiriyonik kok hiicre ve

yetiskin kok hicreler seklinde de siniflandirila bilinir.( Caplan 2001, Traktuev 2008, )



2.1.1 Embriyonik Kok Hucreler

Yumurta ve spermin flizyonundan sonra embriyonun 4-5 glnlik i¢ hicre
kitlesinden elde edilen ve tum vicut hlcresine dénugebilen hicrelerdir. Embriyonik kok
hicreler daha cok tlip bebek Unitelerinde elde edilir. Telomer yapisinin uzun olmasindan
kaynakli uzun sure ve hizl ¢ogalirlar. Bu hicreler dondurulabilir ve aragtirmalarda tekrar
tekrar kullanilabilir. Ancak bu 6zellikleri EKH'leri klinik uygulamalar igin ¢ok basarili bir
kaynak yapmaz. Culnkld bdlinme potansiyelleri nedeniyle uygulandiklari doku

bdlgesinde timor olusumuna olabilir.( Kode 2009)
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Sekil 1. Pluripotent 6zellikteki embriyonik kdk hiicreler

2.1.2 Yetigkin Kok Hucreler

Somatik kdk hicreler olarak da adlandirilan bu hticreler, embriyo gelisimini
tamamlamis bir organizmadan bulunan kok hiicrelerdir. Yetiskin kok hiicreler otolog
olarak kullanilabildiklerinden dolay! klinik uygulamalarda 6nemli bir avantaja sahiptir.



Yetiskin kOk hiicreler plasenta da dahil olmak Gzere kemik iligi, periferik kan, dis
pulpasi, yag doku, sindirim sistemi ve beyin gibi birgok farkli kaynaktan izole edilebilir.(
Balaji 2010)

“ qu Voagomet A -

(@)

Kemik
ihgi »

Kon Hicrelen

Sekil 2. Multipotent kok hicreler

2.2. Mezenkimal Kok Hiicreler (MKH)

Kok hicreler, biyolojik 6zellikleri ve sinirsiz kullanim alanlari nedeniyle uzun
zamandan beri buyUk bir ilgi konusu haline gelmigtir. Mezenkimal kok hucreler (MKH),
birgok yetigkin stromal fraksiyonunda mevcut olan multipotent éncdllerin bir gesit alt
kimesidir ve birgok arastirmacinin ilgisini gekmektedir. MKH’ler islevsel olarak in vitro
olarak c¢ogalmalarinin osteoblastlara, adipositlere ve farklilasma yetenekleri ile
tanimlanmaktadirlar. Bununla birlikte in vivo'da tanimlanmalari, heterojeniteleri,
anatomik yerlesimleri ve yetiskin homeostazileri tam olarak agiklanamamistir.( Wong ,
Zhou vd 2012)

MKH'ler gé¢ edebilme &6zellikleri ve dokuda hasarli hiicre ile fiizyon yetenegi ve
cogunlukla non-immunojenik 6zellikte olmalari ve salgiladiklari ¢esitli faktérlersayesinde
transplante edildiklerinde uygulama bdlgesinde hasarli dokunun iyilesmesine katkida
bulunurlar.( Nielsen , McNagny 2009 )
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Sekil 4. Mezensimal kok hucrelerin farklilasma potansiyelleri



2.2.2. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Kaynaklari

ilk galismalarda MKH'ler sadece kemik iliginden izole edilmistir.Fakat
ginimuizde MKH'ler, yag dokusu, deri, dis, periferik kan, umbikal kord kani, ve sert
dokularda; karaciger, dalak, akciger gibi neredeyse tim eriskin dokulardan temin
edilebilir .Bu hicreler ayni zamanda plasenta ve amniotik sividan da izole edilebilir.(
Bhagwat , Lahdenranta vd 2001)

2.3. Yag Dokusu Kokenli Mezenkimal K6k Hucreler

Kemik iligi gibi yag doku da mezodermden tlremis bir organdir. Yag doku
MKH'leri, elde edilmesi kolay ve bir seferde bol miktarda doku izole edilebilecegi icin
alternatifbir kaynak olarak kabul edilmektedir. Bu hiicreler de adipojenik, osteojenik,
kondrojenik, nérojenik ve miyojenik farklilasma yetenegine sahiptir.( Bengal, Perdiguero
vd 2017)
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Sekil 5. Yag dokusu kokenli mezenkimal kék hiicrelerinin farkllagsma potansiyeli



Sekil 6. P1'de yag dokusu kdkenli mezengimal kdk hiicrelerin fibroblast morfolojisi A) X10 B) X20

Yag dokusu koékenli mezensimal kok hicreler tim ylizey belirteg ifadelerini
gostermez.Bu hucrelerin  fenotipik karakterlerine bakildiginda, CD29, CD90,
CD73,CD44, CD105, CD13, CD54, CD146 ve HLA-ABC igin pozitif, hematopoetik ve
endotel hicrelerin belirtecleri olan CD45, CD34, CD133 ve HLA-DR igin ise negatif
ifade gostermektedir. Adipoz doku kdkenli mezenkimal kok hlcreler ayni zamanda kemik
iligi kdk hicrelerin ile karsilastirildiginda, CD36 igin pozitif ve CD106 igin negatif ifade
gOsterir (Maslov, Barone vd 2004).

2.4 Hipotez

HO: Hicre ¢ogalmasi, farklilasmasi gibi birgok yasamsal olayda rol oynayan
MTOR ekspresyonu kdk hucrenin alindigin donortin yagina bagl olarak azalacaktir.

H1: Hicre ¢ogalmasi, farklilasmasi gibi bircok yasamsal olayda rol oynayan
MTOR donorun yasina bagli olarak artacaktir

H2: Huicre ¢odalmasi, farklilasmasi gibi birgok yasamsal olayda rol oynayan

MTOR donorln yasina bagh olarak degismeyecektir.



3.GEREG VE YONTEM

3.1.Yag Dokudan izole Edilen K6k Hiicrelerin izolasyonu ve Kiiltiirii

Pamukkele Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu 03/02/2020 60758568-
020/9351 sayih karari ile 18 adet sigan kullanimina izin verilmistir. Siganlar puberte
donemi Grup-1 (6 haftalik), mature: grup-2 (12 haftalik), yash; grup-3 (17 aylik) olmak
Uzere u¢ gruptur. Sicanlarin agirliklar tartiimis olup Puberte Donemi sicanlar; 1.
Hayvan 270 mg, 2. Hayvan 200 mg, 3. Hayvan 180 mg, 4.hayvan 207 mg, 5. Hayvan
190 mg, 6. Hayvan 174 mg; Mature siganlar; 1. hayvan 295 mg, 2. hayvan 308 mg;
yasl siganlar; 1.hayvan 324 mg, 2.hayvan 330mg, 3. hayvan 308 mg, 4. hayvan 284
mg, 5.hayvan 370 mg, 6. Hayvan 304 mg o6l¢timustir. Sicanlar 0,6 ml Ketamin + 0,4
ml Anestol karistiriimis ve siganlara kasiktan uygulanarak uyutulmustur. Laparotomi
insizyonuyla siganlarin retroperitoneal bolgesinden perirenal ve
inguinal yag dokusu alinmistir. Elde edilen yag dokular, 50 ml fosfatla tamponlanmis tuz
¢cozeltisi (PBS) icerisinde yikanmistir. Falkon tlp igerisinde 450 cc Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (DMEM), 5.5 ccpenisilin-streptomisin, 50 cc Fetal Bovine Serum (FBS)
konulup, adipoz doku steril kosullarda tiip icerisinde Pamukkale Universitesi Tip
Fakultesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Hucre Kultlra Laboratuvarina tagsinmistir.
Adipoz doku steril ince doku makasi ile tam besi yeri iceren petri kabinda ayrilabilen en
kiiglk pargalara ayrilmistir. 15’lik falkon ttplere konulan adipoz doku tzerine %0,1 lik
konsantrasyonda hazirlanan kollejenaz enzimi konulup galkalamali su banyosunda 37
°C de 30-45 dk inkubasyona birakiimistir.

Daha sonra istenilen hicreleri doku pargasindan ayirmak i¢in 100 ym lik stizgegten
gegirilmigtir. Elde edilen karisim 1600 rpm de 5 dk santrifiij edilmistir. Santriflij sonrasi
Ustte kalan kismin (stupernatant) 7 ml'lik kismi atildiktan sonra kalan pelletin Ustiine 1
ml. L-DMEM eklenmistir. ilk ekim icin hazirlanan T25 filtreli kiltir flaskina 5 ml. besi yeri
(L-DMEM, %10 FBS, 50 U/ml penisilin, 50 pg/ml streptomisin, 2mM L-glutamin ve 0,1
mM non esansiyel aminoasit ) konulmus, 250 pl hicre stispansiyonundan konularak
Petriler etiketlenerek 37 °C’de %5 CO?e sahip nemli ortamda inkiibasyona birakiimistir.

3 glnde bir petriler kontrol edilmistir. 5-6 giin iginde hiicre olusumu gézlemlenmisgtir.
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Sekil 7. Grupl.(6 haftalik) pasaj-0

Sekil 9. Grup3 (20 aylik) grup pasaj-0 Sekil 10. Grup 3 (20 aylik) pasaj-0

3.2. MKH Karakterizasyonu

Mezankimal kok hcrelerin karakterizasyonu igin; kullanima hazir ticari kitler

adipojenik, osteojenik ve kondrojenik degisim potansiyelleri analiz adilmistir.

3.3. Farklilagma Testleri

3.3.1. Osteojenik farklilagsma

izole edilen MKH'lerin osteojenik farklilagmalarini degerlendirmek igin, osteojenik
kit 50 ml i¢in 45 ml. Osteojenik Bazal Medium, 5 ml stempro osteogenesis supplament,
25 pl penisilin/streptomisin ve Growth Medium igin 450 ml L-DMEM, 50 ml. FBS,250 pl
PSM hazirlanmigtir. Kultdr mediumundan besiyeri aspire edilmistir. 5-10 ml PBS ekleyip
flasklar yikanarak PBS aspire edilmigtir. 5 ml tripsinle 3-5 dk CO: inkibatorde
bekletilmigtir. Hicrelerin yizeyden ayrilma durumlari mikroskopta incelenmistir. Ayrilan
hicrelerin Gzerine 10 ml. besi yerinden koyup 15 ml. Falkon tiplere koyup 1200 rpm de
4 dk santriftij birakilmigtir. Santriflj sonrasi pelleti dipte kalacak sekilde tizerindeki besi
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yeri atilistir. Dipteki pelletin Gzerine 1 ml besi yeri ekleyip hicre slspansiyonu
hazirlanmistir, akabinde hicre sayimi yapilmistir. Osteojenik farklilagsma igin gerekli mi.
Hulcre stspansiyonundan alinmistir. 12’lik well plate kullanilacagi i¢in 2 x 6 cm? hlicre
stspansiyonundan 12 ml. alinmistir. 12’lik well’lere 2 kontrol 2 osteojenik farklilasma icin
hiicre ekimi yapilmistir. Once L-DMEM ile hazirlanan besi yerinden kuyucuklara
konulmustur. Uzerine 20 ml.hiicre siispansiyonun ekim yapilmistir. 4 hafta siiresince
haftada iki kez besi yeri degistirilerek kiltlre edildi. 4. hafta sonunda 12 well platelerden
medium uzaklastirildi ve PBS ile yikama islemi yapilistir. %4l0k formaldehit hazirlanarak
hicrelerin fiksasyonu yapilmistir. Fiksasyondan sonra hicreler 2 kez sitile su ile
yikanmis, dncesinde 0,45 gr Alizarin Red Uzerine 20 ml. distile su eklenerek hazirlanan
ve hucre filtresinden gegirilerek 2-8 ° C de karanlikta birakilan Alizarin Red S boyasi ile
karanhk ortamda 2-3 dk bekletilmis, sonrasinda 3 kez distile su ile yikanmis ve faz

kontrast mikroskobu ile géruntilenerek fotograflanmistir.

3.3.2. Adipojenik farklilagsma

izole edilen MKH'lerin osteojenik farklilasmalarini degerlendirmek icin; 50 ml
adipojenik Differentiation Medium i¢in 45 ml. bazal medium, 5 ml adiposit suplament, 25
Ml penisilin/streptomisin hazirlanarak + 4 ° C ‘de aliminyum folyoya sarili bir sekilde
bekletilmigtir. Kullanilmadan dnce ise + 4 °C’den cikarlip 37 °C su banyosunda isitilip
kullaniimistir. Akabinde 500 ml besi yeri igin i¢cin 450 ml L-DMEM, 50 ml FBS, 250 pl
PSM ile besi yeri hazirlanarak 37 °C su banyosunda bekletilmistir. Kullaniimadan énce
ise + 4 °C’ den ¢ikarilip 37 ° C su banyosunda isitilip kullaniimistir. Kiltdr mediumundan
besiyeri aspire edilmigtir. 5-10 ml PBS ile yikama islemi yapilmistir. PBS kulttr kabindan
uzaklastirildiktan sonra 5 ml tripsin 3-5 dk CO; inkiibatérde bekletilimistir. Hicrelerin
yuzeyden ayrilma durumlari mikroskopta incelenmigtir. Ayrilan hucrelerin Gzerine 10 ml.
besi yerinden koyup 15 ml. Falkon tiplere koyup 1200 rpm de 4 dk santrifij birakilmistir.
Santrif(j sonrasi pelleti dipte kalacak sekilde Gzerindeki besi yeri atiligtir. Dipteki pelletin
Uzerine 1 ml besi yeri ekleyip hiicre sispansiyonu hazirlanmistir, akabinde hlcre sayimi
yapiimistir.12’lik well plate kullanilacagi icin 2 kontrol 2 adipojenik farklilasma igin her
plate’ e 1x10* cm? hiicre olacak sekilde 25 pl hiicre ekim yapilmigtir. Uzerine hazirlanan
besi yeri, mikropipetle 25 ul eklenmistir. 37 °C’de % 5 CO?inkiibatoriinde 4 glin bekletilen
hicreler gerekli yogunluga ulastiktan sonra hazirlanan adipojenik farkhlasma Kkiti
mediumundan 2 plate eklendi. ilk 4 gin 4 plate de normal L-DMEMle hazirlanan

medium varken 4. Gin sonunda 2 si kontrol 2 si adipojenik farklilasma besi yeri
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eklenmistir. Her 3-4 guinde bir besi yeri degisimi yapilmistir. 15. gin 12 well platelerden
medium uzaklagtirildi ve PBS ile yikama iglemi yapilistir. % 10 luk formaldehit eklenerek
1 saat oda isisinda inklibe edilmigtir. Fiksasyondan sonra hicreler 2 kez sitile su ile
yikanmis 2 ml. %60lik izopropronol her bir kuyucuga 2 ml. eklenmis ve 5 dk bekletilmigtir.
izipropronol aspire edilerek 2 ml. éncesinde 50 ml igin 0,1 mg Oil Red tozuna 3/2 ml
distile su eklenmis solisyon 10 dk beklendikten sonra kullanima hazir hale gelen solisyon
eklenmis ve 5 dk bekletilmistir. Oil Red kalmayincaya kadar distile suyla akan suda
kibarca ylkama islemi yapilmis ve faz kontrast mikroskobu ile goérintilenerek

fotograflanmistir.

3.3.3. Kondrojenik farklilagma

izole edilen MKH’ lerin osteojenik farklilasmalarini degerlendirmek icin; 50 ml
KondrojenikDifferentiation Medium icin 45 ml. bazal medium, 5 ml kondrojenik

suplament, 25 Ml

penisilin/streptomisin ve 500 ml besi yeri icin icin 450 ml L-DMEM, 50 ml| FBS, 250 pl
PSM ile besi yeri hazirlanmistir. Kiltir mediumundan besiyeri aspire edilmistir. 5-10 ml
PBS ile yikama iglemi yapiimistir. PBS kiltir kabindan uzaklastirildiktan sonra 5 ml
tripsin 3-5 dk CO? inkUibatorde bekletilmistir. Hicrelerin ylzeyden ayrilma durumlari
mikroskopta incelenmistir. Ayrilan hdcrelerin Gzerine 10 ml. besi yerinden koyup 15 ml.
Falkon tliplere koyup 1200 rpm de 4 dk santriflij birakilmistir. Santriflij sonrasi pelleti
dipte kalacak sekilde tzerindeki besi yeri atilistir. Dipteki pelletin Gzerine 1 ml besi yeri
ekleyip hicre sispansiyonu hazirlanmigtir, akabinde hicre sayimi yapilmistir. 12’lik well
plate kullanilacag i¢in 2 kontrol 2 kondrojenik farklilagsma igin her plate’ e 1 ml hucre
olacak sekilde hicre solisyonu 5 tane 5 pl’ lik drop seklinde wellerin ortasina konularak
2 saat 37 °C % 5 CO? inkiibatoriinde bekletiimistir. Daha sonra (izerine kondrojenik
Differentiation Medium eklenip inklbatére konulmustur. Besi yeri 2-3 glinde bir
degistiriimistir. 14. glinin sonunda kultir wellerinden mediumlar uzaklastiriimis PBS ile
yikama islemi yapilistir. % 4 luk formaldehit eklenerek 30 dk. oda isisinda inkibe
edilmigtir. Fiksasyondan sonra hucreler 2 kez sitile su ile yikanmis, hazirlanan %1 lik
Alcian Blue solisyonuyla her bir kutucuga 2 ml olacak sekilde eklenmis 30 dk.

bekletilmistir. Alcian Blue uzaklastiriimis 3 kez 0,1 NHCL ile yikanmistir. Nétrolizasyon
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islemi icin distile su eklenmis ve faz kontrast mikroskobu ile gorintilenerek

fotograflanmistir.

3.4. Trizol ile RNA izalasyonu

RNA izalasyonu yapilcak hicreler 3x10° hiicre olacak sekilde 6 - welle ekilmistir.
Tutunmalari igin 24 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyondan sonra dozun zamani
kadar inkiibasyona birakiimistir. inkiilbasyondan sonra 6 - well'deki hiicrelere well bagina
500 pl Trizol e alinmis ve scaper yardimiyla kazima yapilmigtir. Kazilan hucreler Trizolle
birlikte 1,7 ml’ lik mikrosantrifij (eppendorf) tlplerine aktariimistir. Taplere 100 pl
Kloroform eklenmis ve tupler ters - diz edilmistir. TUpler 10-15 sn vortekslenmistir.
Tupler 5 dk araliklarla ters -duz edilerek 15 dk oda sicakliginda inkiibastona birakiimistir.
inkiibasyonun ardindan érnekler 4°C 15.000 rpm de 15 dk. boyunca santrifiij edilmistir.
Tuaplerin 3 faza ayrildigi goriimustar. (st faz: RNA, orta kisimdaki faz: DNA, en alt faz:
protein ) Ust fazda bulunan RNA mikropipet yardimiyla alinarak steril bir mikrosantrifijj
tuptne aktariimistir. Aktarilan RNA total RNA oldugundan dolayr 250 ul 2-proponal
(izotropil alkol) eklenmis, 15 dk 15.000 rpm’de santrifiij edilmistir. Etanolin bulundugu
stipernatan kisim uzaklastiriimis ve kalan pellet Gzerine 50 pl %70 lik etanol eklenerek
4°C 15.000 rpm de 15 dk boyunca santrifuj edilmigtir. Etanolin bulundugu supernatan
kisim uzaklastirilarak, pellet Gzerine 50 ul. RNa-free dH,O eklenmis pelet ¢ézulmusur.
Elde edilen RNA’nin nanodrop cihazinda konsantrasyon ve safliklarin 6lgimu
yapiimistir. 10 hf: 260/280- 1.79 1083,8 ng/ul ; 12 ayhk: 260/280-1,59 527,1 ng/ul
RNA’lar kullanilana dek -20 °C de saklanmaya birakiimigtir.

3.5. cDNA SENTEZI

Elde edilen RNA’lardan cDNA sentezi icin A.B.T. cDNA kit bilesenlerini bir mikro
tiip icinde Reserve Transcriptase 1 ul, 10X Reaction Buffer 2 ul , RNase inhibitor 0,5 yl,
20X dNTP mix 1 pl, Random Hexamer 2 pl, Rnase Free Water 3,5 ml. ve RNA Template
10 ul karistirilarak Step 1 25 °C 10 dk, Step 2 37°C 120 dk, Step 3 85 °C 5 dk, Step 44
°C 5 dk. santrifiij edilmistir.
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2X RT master mix hazirlanisi: hacim toplami 10 pl olmali;

Tablo 1. Kit igerigi ve protokol

RTase (200U/pl) 1l
10X Reaction Buffer 2 ul
RNase Inhibitor (40U/ul) 0,5 pl
20X dNTP mix (2.5mM each) 1l
Random hexamer (50pM) 2yl
RNase free water 3,5 ul

Tablo 2. Termal cycle programi

25°C 10 dk
37°C 120 dk
85°C 5 dk
+4 °C 0

3.5.6. Real- Time PCR

Real Time PCR igin mTOR yolagindaki genlerin mRNA duzeyindeki gen
eksprasyonlarinin degisimini arastirmak igin ilk olarak uygun hazir MasterMix
kullaniimistir. AB.T.™ 2X qPCR SYBR Green MasterMix 10 ul, ROX Dye (50X) 0.4 pl,
Forward Primer (10 uM), Reverse Primer (10 uM), RNase-Free Distilled Water 20 ul
reaktifler hafifce karistirlmis ve kullanimdan énce kisaca santriflijlenmistir. Sonuglarin
normalizasyonu igin housekeeping gen olan “Beta-aktin” kullaniimistir. Housekeeping
genin primer dizisi Tablo 3'te gosterilmistir.96 kuyucuklu hiicre kultir kabi igerisine
gruplar ayrilarak her kuyucukta ise 10 pl. karisimlar plakaya aktariimistir. Plakalarin
yuzeyi seffaf yapiskan etiketle kapatiimistir. Daha sonra plaka Real Time PCR cihazina
gotirulerek 95 °C 10dk, 40 dongu olacak sekilde 95 °C’de 15 sn. ve 60 ° C’de 10 dk.

olacak sekilde amplifiye edilmistir.
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Tablo 3 Real Time PCR’ da analiz edilen genlerin primer listesi

Genler Primer Dizisi
b-actin F:GCGAGTACAACCTTCTTGCAGCTC
R:TGGCATGAGGGAGCGCGTAA
CD34 F:AGCCATGTGCTCACACATCA
R:CAAACACTCGGGCCTAACCT
CD45 F:TTGCTCCCCATCCGATAAGAC
R:AGCGTGGATGAAAAACCATCG
CD73 F: TGCATCGATATGGCCAGTCC
R:AATCCATCCCCACCGTTGAC
CD105 F:ACTGAGTTGCACATCTGGGG
R:TTCCGAAGTGGTGGTAAGCC
CD106 F:GGTGGCTGCACAGGTTGGGG
R:ACCCACAGGGCTCAGCGTCA
mMTOR F: TGAGAGAGGAGATGGAGGAA
R:TTCAGAGCGGAGAAAGCA
mMTORC1 F:TGACTTACCGAGAGCACACA
R:ACATTCACAGACTCAGGCATC
mTORC2 F:GAAGGTGCTAAAACTGAAGGTG

R:CAGAACTCGGAAACAAGGAA

4. BULGULAR

Calismamizda grup3 grubunda hiicre ¢cogalmasinin ¢ok yavas oldugu ve bir ileri
pasaja gecemedigi tesbit edilmistir. Bu nedenle karakterizasyon ve farklandirma
deneyleri igin gerekli hicre yogunluguna ulasilamadidi i¢in bu analizler bu grupta
yapilamamis sadece qPCR analizleri yapilabilmistir.

Bu c¢alismada non-enzimatik ydntemle grup1, grup2 ve grup3 siganlarin
retroperitoneal bolgesinden alinan yag dokudan izole edilen hucrelerin; ilk 24 saatte
plastik yizeye tutunduklari ve fibroblast benzeri gérinime sahip olduklari gézlendi (Sekil
1 A-B). 2. ve 3. pasajda da fibroblast benzeri hiicrelerin homejen ve yogun oldugu izlendi.

Grup3 te ise plastik ylizeye tutunma yaklasik 8. Giinde gerceklesti. ilerleyen glnlerde
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hicrelerde gogalmanin olmadigi ve apoptozisin olugmaya basladidi ve gun gun arttigi
go6zlendi.
Grupl ve grup2’nin 3. Pasajindan alinan hicrelerden PCR analizi yapildi.

Grup3’ln aise pasaj yaplimadan elde edilebilen hiicrelerden PCR analiz yapildi.

4.1 Farkhilagsma Sonuglari

Grup1 ve 2deki kok hucrelerde yapilan farklilasma deneyleri sonucu osteojenik,

adipjenik ve kondrojenik farklilagsmanin oldugu gdzlendi.(11-21)

Sekil 11. 10 hf. Osteojenik Farkllagsma Sekil 12. 10 hf. Osteojenik Farkllasma

Sekil 13 Grup2 (12 hf) Osteojenik Farklilagsma Sekil 14 Grup2 (12 hf) Osteojenik Farklilasma
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Sekil 16 ( 6 hf.) Adipojenik Farklilagsma

Sekil 17 Grup2 (12hf) Adipojenik Farkliasma Sekil 18 (12 hf) Adipojenik Farklilasma

Sekil 19 grup1 (6 hf.) Kondrojenik Farklilagsma Sekil 20 (10 hf.) Kondrojenik Farklilagsma
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Sekil 21 Grup2( 12 hf) Kondrojenik Farklilasma Sekil 22 Grup2 (12hf) Kondrojenik Farklilagsma

4.2 Flowsitometri sonuglari

Kok hicre karakterizasyonu amaciyla yapilan flowsitometrik analizde: Grupl de
mezenkimal kdk hlcre belirteclerinden CD73 %86,08 CD90 %83 olarak dl¢limis
grup2’de CD73 %86,46 CD90 %90,46 olarak o&lgulmustur. Hematopoietik kok htcre

belirtecinden CD34 ise her iki grupta negatif olarak dl¢limustar.
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Sekil 23 Grup-1 flowsitometri sonuglari
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Sekil 24 Grup-2 flowsitometri sonuglar

4.3 PCR analiz sonuglari

PCR analiz sonuglarina gére mTORC?1in ve mTORC2nin en yuksek
ekspresyonun grup2'de en dislk ekspresyonunun ise grup1’de oldugu belirlendi.
Grup3'teki ekspresyonu grup2’ye gbre daha disuk grup1’e goére ise yiksekti. Pro-
apoptotik belirteglerden Bax, kaspaz8 ve kaspaz3 ekpresyonunun grup1'de yuksek
oldugu en dusik kaspaz 8 ve Bax degerinin ise grup2’de oldugu izlendi. Kaspaz 9 grup
2 ve 3 te birbirine yakin ve grup1’den yilksekti. Anti- apoptotik belirteglerden BCL-2 ‘nin
endusitk grup1’de en yuksek grup2’de oldugu izlendi.



Tablo 4 PCR analiz sonuglari

20

1.GRUP 2.GRUP 3.GRUP
fold p valoue comm | fold p valoue comme | fold P valoue comment
regulatio ents regulation nts regulatio S
n n
b-actin 1.00 nan 1.00 nan 1.00 nan
CD 34 -1.09 0.701622 3.52 0. 099874 B 3.22 0.045107
B
CD 45 -23.59 0.349873 -4.37 -103.01 0.002184 A
A 13944
CD 73 -48.06 0.267103 118.33 0. 265525 A 2.46 0.300196 B
A
CD 105 1.57 0.108870 1.02 0. 84691 1.59 0.058870
CD 106 1.90 0.793901 4.03 0.177414 7.66 0.008406
Ki 67 1.88 0.119115 -1.56 0.278834 1.21 0.736219
BCL 2 -2.87 0.376285 4.39 0.376430 1.53 0.953092
BAX 8.75 0.341625 -13.83 0.373976 -1.58 0.379017
MTOR -3.72 0.377098 1.29 0.547155 B -2.89 0.358892 B
B
MTORC1 | -943 0.374150 27.10 0. 373555 A 2.87 0.039818 A
MTORC 2 | -1.61 0.411910 3.39 0. 376020 B 211 0.028031
B
CASPASE3 | 1.70 0.106472 -1.50 0. 454886 1.13 0.81195
CASP 8 4.72 0.17825 -8.82 0.268076 A -2.09 0.341881 A
CASP 9 1.01 0.397375 3.70 0.387447 3.72 0.706170
333
PEd
333
g2t
BRowa
[ casee
MTORC2
LT MTOR
MTORCL
CASP3
— CD34
[ CD45
BCL2

T

Magnitude of gene expression

Sekil 25 PCR analiz sonuglari grup 1-2
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Sekil 26 PCR analiz sonuglari grup 1

5.TARTISMA

Yetiskinlerde, dokuya 6zgu kOk hucreler doku homeostazini korur ve doku
hasarindan sonra rejenerasyon igin progenitdr hicreleri olusturur. Kok hlicre havuzunu
korumak ve ayni zamanda dokuya 6zgu hucre farklilagsmasi icin gerekli progenitorleri
saglamak igin, kok hucrelerin kendini yenileme slrecinden gecmesi gerekir. Kok
hdcrelerin korunmasi ve doku yenilenmesi arasindaki denge, birgok farkli faktor
tarafindan hassas bir sekilde duzenlenmektedir. Blylume faktorleri, enflamatuar
mediatorler, hicre disi ortam, hicre-hiicre sinyalizasyonu, hiicresel metabolizma bu
dizenleyici faktérler arasindadir.

Bununla birlikte kOk hicreler hastalikta veya yaslanma sirasinda zararl etkilere
maruz kalmaktadirlar.

Bengal ve arkadaslari 2017 yilinda yaptiklari bir calismada yaslanmanin kok

hicre fonksiyonunda genel bir distise ve kdk hiicre fenotipinde spesifik degisikliklere
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neden oldugunu bununda lokal doku nisleriyle ilgili oldugunu belirtmistir. Simdiye kadar
yapilan ¢alismalarda yaslanma sirasinda, iskelet kasinda (Rossi, Bryder vd 2005), sinir
sisteminin belirli kisimlarinda (Morrison, Wandycz vd 1996) ve epitel dokusunun sag
folikiillerinde kdk hiicre dongusu yavastir ve bu dokularda kok hiicre havuzunda da genel
olarak disuklik oldugu belirtiimektedir. Bizde g¢alismamizda da 17 aylik siganlardan
olusan grup3’ten elde ettigimiz yag doku kokenli kdk hiicrelerde hiicre cogalmasinin gok
dislk oldugu ve cogalmanin ileri pasajlara gidemedigini saptadik. Buna zit olarak
Morrison ve arkadaglar yaptiklari calismada baz dokularda ki kdk hicrelerin érnegin
hematopoetik kok hicreler (HSC'ler) de oldugu gibi, populasyonlarini koruyabildiklerni
veya yaslanmayla birlikte sayilan artirabildikleri gosterilmigtir( Morrison, Wandycz vd
1996). Ancak yaslanma sirasinda HSC'lerin sayilarinin artmasina ragmen, hicre
fonksiyonunda hala bir dists (Sudo, Ema vd 2000) ve hlicrelerin yasam surelerinde de
farklihk odugu baska calismalarda goésterilmistir (Biteau, Hochmuth 2008). Benzer
sekilde, bagirsak kok hlcre yaslanmasinda da hlcre sayisinda artis ve hilcre
fonksiyonunda azalma goértlmektedir (Nakada, Oguro vd 2014). Calismalarda
yaslanmaya karsi kok hicre yanitlarinin ve bunlarin kék hlcre nisiyle ilgisini anlamak
icin ileri dizeyde molekuler arastirmalarin yapiimasi gerektigi belirtiimektedir.

Son yillarda, mezenkimal kdk hicrelerin organogenez ve immunomodilasyona
onemli katki saglamasi bu hcrelerin preklinik ve klinik uygulamalarinin gelistiriimesine
ve uygulanmasina yol agmistir. Ozellikle mezenkimal kok hiicre transplantasyonu
(MSCT), immunomodulasyon ve doku rejenerasyonu elde etmek icin guglu ve umut
verici bir yaklasim olarak kabul edilmistir, ancak MSC'lerin terapétik etkilerinin nasil
uyguladiginin mekanizmalari agikliga kavusturulmamistir. Artan kanitlar, nakledilen
MSC'lerin alicillarda yalnizca kisa bir sire canh kaldiklarini, ardindan konakgi
dolasiminda veya asilanmis dokularda apoptoza maruz kaldiklarini gdstermektedir.
Bizim calismamizda yasa bagli olarak elde edilen mezenkimal kok hlcrelerde apoptotik
molekullerden kaspaz8, kaspaz9 ve bax ve antiapototik proteinlenden BCL-2 qPCR
yontemiyle analiz edildi. Biz pro-apaototik kaspazlardan kaspaz8, kaspaz9, kaspaz3 ve
Bax ekspreyonlarin grup1 de yikse oldugunu goérdik. Grup2 de kaspaz3, kaspaz8 ve
Bax orani duslik anti-apoptotik belitg olan BCI-2 orani ¢ok yiksekti. Grup3 te kaspaz 3
grup1e yakin bir deger gostedi ancak kaspaz8, 9 ve bax grup1den daha disuk grup2’den
daha ylksekti. Kaspaz3'in grup3 teki ylksekligi yasa baglanabilir ancak grup1 deki
yiukseklik tam olarak agiklanamadi. Onceki galismalar Ostrojen reseptorlerinin
embriyonik kék hiicreler, mezenkimal kok hiicreler ve kardiyak kék hiicreler (CSC'ler)
dahil olmak Uzere cesitli kok hicrelerde eksprese edildigini bildirmektedir (Zhou,
Zilberman vd 2001). Ostrojenin embriyonik kék hiicrelerin farklilasmasini dizenledigi

(Brinckmann, Kaschina 2019), mezenkimal kdk hiicrelerde hiicrelerin apoptozunu inhibe
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ettigi bildirilmistir. Grup3teki siganlar (17 aylik) premenopozal dénemde olduklari icin
grup1’deki si¢ganlarda pubertal dénemde olduklari igin &strojen seviyeleri dusuk olabilir
bu da koék hicrelerde apoptozisin diger gruba karsin daha yiksek olmasina neden
olabilir.

Kok hicreler, kendi kendini yenileme ve farklilasmis progenitor hiicreler tGretme
yetenekleriyle doku homeostazini surdurir (Gingras, Raught vd 2000), bu da daha sonra
belirli islevlere sahip farkl hicre tiplerine degisir. Kok hicrenin kendini yenilemesini ve
farklilasmasini yéneten molekiler mekanizmalar bu nedenle ¢ok arastiriimaktadir.

MTOR ¢ok yonlu bir protein molekulidur ve sirasiyla hem serin / treonin kinaz
hem de tirozin kinaz olarak islev gérdugu bilinen Raptor-mTOR (mTORC1) ve Rictor-
mTOR (mMTORC2) komplekslerinin katalitik bir ¢gekirdek bilesenidir ( Martin K, Kirkwood
vd 19998). mTOR'un erken embriyonik gelisimde, 6zellikle pluripotenside ve T-hlcresi
transdiferansiyasyonunda anahtar bir rol oynadigi gésterilmistir (Dorrello, Peschiaroli vd
2006). MTORCL1, cesitli transkripsiyon faktérlerini dizenleyerek metabolik homeostaz,
protein ve lipid sentezinde, glikoliz, mitokondriyal ve lizozom biyogenezinde merkezi bir
rol oynar ve ftranslasyonu dogrudan kontrol eder (Wang, Li vd 2001). Glikoz
metabolizmasini ve nukleotid sentezini metabolik yol proteinleri araciliyiyla modile eder.
Ayrica proteazom duzenegini ve otofajiyi duzenler (Beretta, Gingras vd 1996). MTORC2
esas olarak hucre proliferasyonunu, sagkalimi, sitoiskeletin yeniden dizenlenmesini,
hicre gégunu, glikoz metabolizmasini ve apoptozu duzenler (Brand, Buttgereit vd 1995).

Yukarida bahsedildigi gibi mTOR sinyalizasyonu temel hayati fonksiyonlar
Uzerinde genis bir etkiye sahiptir ve duzensiz sinyalizasyonu insanlarda patogenezle
sonuglanan normal fizyolojik fonksiyonlari degistirir. Ayrica, deregliile mTOR'un néronal
dejenerasyon, obezite, tip 2 diyabet ve kanser dahil olmak tUzere metabolik hastaliklarda
rol alir(Thompson, Ward vd 2012)

Cok sayida hiicre disi ve hiicre ici sinyal, mTORC1 sinyalinin modilasyonunda
rol oynamaktadir. Blyume faktorlerine yanit olarak, mTORC1 PI3K/AKT yolu izerinden
aktive edilir AKT, beyinde zenginlestiriimis kicuk GTPaz RAS homologuna (RHEB)
dogru GTPaz aktive edici bir protein (GAP) gorevi goren tiberkiloz skleroz kompleksini
(TSC1/2) fosforile eder ve inaktive eder (Regufe da Mota, Wang vd 2014). TSC
kompleksinin inhibisyonu mTORC1'in aktivasyonuna yol acan GTPbound RHEB
seviyelerini arttinr. Ek olarak, amino asitler (6zellikle dallanmig zincirleri olanlar),
GTPazlarin RAS ile iligkili GTP baglayici proteinleri (RAG) ailesi araciligiyla mTORC1'e
sinyal verir (40). RAG GTPazlar, mTORC1'in RHEB tarafindan uyarildigi lizozomlara
mTORC1'i ige alir (26,30)ATP / AMP oranindaki bir azalma, TSC kompleksine bagimli
veya bagimh olmayan bir roldeki mTORC71’i baskilamak icin AMP kinazini (AMPK) aktive
eder ( Mayer, Zhao vd 2004 ).


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/mammalian-target-of-rapamycin
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/embryogenesis
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https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/glycolysis
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/mitochondrial-biogenesis
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/glucose-metabolism
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/nucleotide-metabolism
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Aragtirmalarda mTOR sinyalinin bu streglerde nasil bir rol oynadigl anlagiimaya
calisilmistir. Erken calismalar, farklilasmada mTORC1'in bir rolini tanimlanmis ve
rapamisin tedavisinin adiposit olusumunu engelledigini ortaya koymustur (Oh, Jacinto
2011). Sonraki calismalar, memeli gelisiminde embriyonik kok hiicre (ESC) islevi icin
mTOR aktivitesinin gerekli oldugunu (Manning, Tee vd 2003) ve mTOR aktivitesinin
kesin duzenlenmesinin kok hicrenin kendini yenilemesi ve farklilasmasinda énemli
oldugunu gostermistir. ( Fitter, Martin vd 2015 ). Kok hiicrelerde mTORC1 ve
mMmTORC2'nin fizyolojik rollerini anlamak dnemli olsa da, mTOR'un in vivo ¢alismalari,
biyuime ve gelisme icin mTOR sinyalleme gereksinimi nedeniyle bir zorluk tegkil
etmektedir.

Mezenkimal kok hicreler (MSC'ler), cevresel uyaranlara yanit olarak, adipositler,
kondrositler ve osteoblastlar dahil olmak Uzere cesitli hicre tiplerini olusturmak icin
farklilasan puliripotent hicrelerdir (Goraksha-Hicks, Kim vd 2008). Daha once ifade
edidigi gibi fare fibroblastlarinda ve primer insan pre-adipositlerinde rapamisinin
adipojenik farklilasmayi inhibe ettigini gosterilmistir (Phinney, Prockop 2007).
Biyokimyasal ve genetik calismalar, mTORC1'in insllin aracili aktivasyonunun,
transkripsiyon faktorli peroksizom proliferatif aktive reseptér gama (PPARYy) yoluyla
adipogenezi destekledigine dair acik kanitlarla mTORC1'in adipogenezdeki rolinu
vurgulamistir (Bell, Grunder 2009 ). Bununla birlikte, osteoblast farklilasmasinda mTOR
sinyallemesinin rolG ile ilgili ¢eligkili sonuglar vardir (Bierer, Yeh vd 1995). Genetik
calismalar mTORC1'in runt ile iligkili transkripsiyon faktori 2 de dahil olmak Uzere
osteoblastik transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonunu baskilayarak osteoblast
farkhlagmasini dnledigini gostermektedir.

Bir baska calismada ise MTORC1 ve mTORC2’nin hicre farklanmasindaki rolleri
Raptor ve Rictor-nakavt MSC'leri kullanilarak ortaya ¢ikariimistir (Cho, Park vd 2004).
Bu calismalarda da Raptor eksikligi olan MSC'lerin adiposit olusturma kapasitesindeki
azalma adiposit farklilasmasinda mTORC1'in roliini guclendirmektedir. Ayrica Raptor-
nakavt MSC’lerin kemige benzer mineralize bir matris olusturma kapasitesinde
gosterdigi belirtiimektedir (EI-Chaéar, Gagnon vd 2004) Rictor-eksikligi olan MSCl'ler,
Raptor-nakavt MSC'lerinin tersi olan bir farklilasma programi sergilemislerdir, yani
adiposit olusumunun arttigi, mineralize matriks olusumunun azaldigi bulunmustur.
Yukarida bahsedilen tim bu sonuglar mTORC1 aktivitesinin adiposit farklilagsmasini
destekledigini ve osteoblast farklilasmasini inhibe ettigini, mTORC2'nin adiposit
farklilasmasini inhibe ettigini ve osteoblast farklilasmasini tesvik ettigini gostermektedir.
Bununla birlikte, bir baska calismada, osteoblast farklilagsmasi icin mTORC1'in gerekli
oldugu oOne slrtlmistir (Huang, Zhang 2009). MTORCH1'in, sirtuin 4'Un (Sirt4)

transkripsiyonunu bloke ederek, trikarboksilik asit (TCA) dongusu icin ara Urinler
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saglamak igin glutaminin pargalanmasi olan glutamin anaplerozunu dizenledigi
bilinmektedir (Hattori, Isomoto 2007). SIRT4, glutamin anaplerozunda énemli bir enzim
olan glutamat dehidrogenazin pargalanmasina aracilik eden mitokondri lokalize bir ADP -
ribozil transferazdir. Glutamin anaplerozunda da rol oynayan glutaminaz ekspresyonu,
yasla birlikte azalir ve azalmig osteogenez ile iligkilidir (Lee, Yook vd 2010). Glutamin
anaplerozun restore edilmesi, uzun sureli kultirde MSC'lerde osteoblast farklilasmasini
tesvik ettigi ve bu nedenle, mTORC1'in osteojenik farklilasmayi tesvik ettigi belirtilmistir
(Fitter, Martin vd 2015). Bu celigkili sonuglar nedeniyle osteojenik farklilasmada
MTORC1 ve mTORC2'nin daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bizim qPCR sonuglarina goére grup2 ve grup3 sigcanlardan elde edilen kok
hicrelerin grup1’e oranla daha fazla mTORC1 ve mTORC2 eksprese ettigi gorulda.
MTORC1’in adiposit farklilasmasini uyardigi ¢calismalarla gésterilmistir. Buna gére grup2
ve grup3’teki kdk hicrelerde adiposit farklilasmasinin fazla olmasi beklenebilir bir durum
olarak degerlendirildi. MTORC2 osteoblast farklilasmasini uyararak etki gosterir.
Grup3’'te mTORC2 nin daha az olmasi beklenebilen bir durum ancak grup1’deki
mMmTORC2 nin hem grup2 hem de grup3’e nazaran daha az olmasi osteoblast
aktivasyonun ¢ok oldugunu distindtigimuz grup1 icin beklenmeyen bir durumdu ve bu
aciklanamadi.

Hicre ¢cogalmasinda, farklanmasinda énemli rol oynayan mTOR ayni zamanda
hicresel yaglanmayi dizenler ve biyonerjitik altyapiyr yénlendirir.  MTOR’un yasam
suresi ile iligkisini arastiran ¢alismalarda mTOR inhibisyonunun émri uzattigi kabul
edilmektedir, ancak bunun gerceklestigi mekanizma hala belirsizdir. Bazi ¢alismalarda
mTORC1 inhibisyonunun yaslanmanin kendisini geciktirmedigi, ancak yasa bagh
hastaliklari geciktirdigi 6ne surilmustir (Bitto, Ito vd 2016). Bununla birlikte, birgok
arastirmaci mTOR inhibitdrlerinin  uzun Omdurli etkilerini dogrudan yaslanmadaki

azalmaya baglamaktadir.

Yaslanma genellikle fizyolojik batanlugun ilerleyici bir kaybi ile karakterizedir, bu
da fonksiyonlarin bozulmasina yol agar ve bu nedenle dlime karsi savunmasizligi arttirir
ve boylece 6mrl sinirlar (Blasco, Lépez-Otin 2013). Yaslanma genel olarak telomer
yipranmasi, epigenetik degisiklikler, genomik instabilite, proteostaz kaybi, deregile
besin algilamasi, mitokondriyal disfonksiyon, hlicresel yaslanma, kdk hilicre tikenmesi

ve degismis hlicreler arasi iletisimi icerir (Lees, Walters vd 2016)

MTORC1 inhibisyonunun cesitli dokulardaki yetiskin kdk hiicre fonksiyonunun
korunmasinda rol oynadigi bildirilmektedir (Rabinovitch, Johnson vd 2013) Ornegin,
yaslh farelerin rapamisin ile tedavisi, Paneth hiicre nisinde mMTORC1 sinyalini azaltarak

bagirsak kok hlcre fonksiyonunu dolayl olarak arttirdigi ifade edilmistir. (Yilmaz
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Katajisto vd 2012) Ayni sekilde, kalori kisitlamasnin dmri uzattidi ve kalori kisitlamisi
sirasinda mTORC1, bagirsak kék hicrelerinin gogalmasina izin vermek icin indtklendigi
belirtiimektedir (Guarente, Igarashi vd 2016).

MTORCH1, inflamasyonu veya bagisiklik tepkilerini arttirmak veya sinirlamak igin
dogustan gelen ve adaptif bagisiklik sisteminde bircok merkezi ve siklikla farkli
fonksiyonlara sahiptir (Weichhart 2015, Sukhbaatar 2016,). Onemli olarak, mTORC1
inhibisyonu, T hiicre aktivasyonunu sinirlamak ve organ nakli sonrasi transplantasyon
reddini 6nlemek igin immunsUpresif tedavi olarak ta kullaniimaktadir. Buna karsilik,
mTORC1'in inhibisyonu, viral savunma igin kritik olan CD8 + T hticre bellegi yanitlarini
arttinir (Araki, Ellebedy 2011) Bununla birlikte, mMTORC1'in yaglanma sirasinda bagisiklik
hicrelerindeki rolii ve aktivitesi iyi calisiimamistir. Bir ¢alismada, anemiye, zayif
asllamaya veya artmis timér olusumuna katkida bulunabilecek hematopoetik kdk hlicre
(HSC) fonksiyonunda yasa bagl bir dustsun, yasli farelerden HSC'lerde artmis bir
mTORC1 aktivitesi ile iliskili oldugunu bildirmistir (Ogawa, Tokuda vd 1998).

Bizim c¢alismamizda mTORC1 en yilksek ekspresyonu grup2'de endusuk
ekspresyonu ise grup 1’de izlendi. MTORC1 in uzun démirle iliskisi g6z 6niine alindigin
da grup?’in en dusuk olmasi agiklanabilir bir durum ancak grup2’nin grup3’ten yuksek
olmasi oldukga ilgingti. Aslinda mTORC1 protein sentezi, transkripiyon, translasyon,
DNA sentezi otofaji gibi pek ¢ok hlicresel olayda gérev almaktadir. Bu grupta yiksek
olmasi bu olaylarin fazla olmasindan ya da sekil27’'te gosterildigi gibi mTORC1 ve
mTORC2’ nin hiicresel olaylarda etkiledigi son Grinlerin ve yolaklarin ¢ok farkh ve fazla
sayida olmasindan dolayi olabilir. Bununla birlikte mTORC1 inhibisyonu genel édmri
acikca arttirsa da, kok ve bagisiklik hicreleri Gzerinde yaslanmayi farkli sekilde
etkileyebilecek olumlu ve olumsuz islevler gosterebilir. Her ne kadar kok hicre ile ilgili
arastirmalarin gogu mTORC1'in roli Gzerine odaklansada, artan kanitlar mTORC2'nin
kok hiicre kendini yenileme ve farklilasmasi icin de 6nemli oldugunu gostermektedir. Bu
calismalar her iki kompleksin de kdk ve progenitdr hicrelerde siki bir sekilde
dizenlenmesi gerektigini vurgulamaktadir, ¢lnkld anormal aktiviteleri kdk hlcre
fonksiyonunun bozulmasina ve bazi durumlarda insan hastalijina yol acabilir (Regufe,
Wang 2014).
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6. SONUG

Bu tezde hicresel olaylarda 6nemli isleve sahip mTORC1 ve mTORC2 nin geng
(grup1), olgun (grup2)ve yasli(grup3) sican yad dokusundan elde edilen mezenkimal
hicrelerdeki ekspresyonlari gPCR ydntemiyle incelenmistir. MTORC1 en yiksek grup2
de en dustk ise grup1l’de bulunmustur. Grup3’'teki mTORC1’in grup2’den dislk
grup1’den yiksek oldugu saptanmistir. MTORC2 ekspreyonu en dislik grup1’de iken
grup2 ve 3 te birbirine yakin ekspresyon gostermistir. Sonug¢larimiz MTOR’'un donor
yasina bagl olarak kok hiicrelerde farkh eksprese oldugunu gosterdi. Bu farkhligin
islevsel sonuglarini daha iyi anlayabilmek icin ileri duzey arastirmalara gereksinim vardir.
MTOR sinyalizasyonu, kdk hiicrenin kendini yenilemesi, ¢cogalmasi ve farklilagmasinin
dizenlenmesi igin ¢ok dnemlidir. Kok hicrelerde molekiler mekanizmalarin agikliga
kavugturulmasi hem preklinik hem de klinik uygulamalarda kullanimi yayginlasan kok

hicreler icin dnemli olacagini disinmekteyiz.
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