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ÖZET 

 

İleri Pasaj Mezenkimal Kök Hücrelerin Aquaporin Profilinin Erken Pasaj 

Mezenkimal Kök Hücrelerle Karşılaştırılmasi Ve Adipojenik Farklılaşma Verimi 

Üzerindeki Etkisinin Belirlenmesi 

 

 

Amaç: Kök hücrelerin ileri ve erken pasajlarında hücre yapılarının farklılık gösterdiği 

bilinmektedir. Hücre yaşamında önemli rolleri olan aquaporinler (AQP), kök hücre yaşam 

döngüsü ve farklılaşmada önemli role sahiptir. Çalışmamızın amacı ileri pasaj kemik iliği 

kaynaklı mezenkimal kök hücrelerde (Kİ-MKH) aquaporin profilini erken pasaj ile 

karşılaştırmak ve adipojenik farklılaşma sonrası aquaporin değişimlerini inceleyerek 

farklılaşma üzerine katkısını belirlemektir. 

Yöntem: Bu amaçla çalışmamızda Kİ-MKH’leri kullanılmıştır. Hücrelerin karakterizasyonu 

flow sitometri ile kök hücre yüzey belirteçleri kullanılarak değerlendirilmiştir. Karakterize 

edilen Kİ-MKH’leri pasaj 3 (P3) ve pasaj 8 (P8)’de kontrol ve farklılaşma gruplarına ayrılarak 

0., 1., 3., 7., 14. ve 21. günlerde AQP1, AQP3, AQP7, AQP9 ve AQP10 düzeyleri Real Time-

PCR, ELİSA ve immunfloresan çalışmaları yapılarak değerlendirilmiştir.  

Bulgular: Flow sitometri ile hücrelerin Kİ-MKH olduğu doğrulanmıştır. Kİ-MKH, P3 ve P8’e 

getirildiğinde farklılaşma başlatılmıştır ve ilerleyen günlerde AQP protein ekspresyonlarının 

önce yükseldiği sonra düştüğü görülmüştür.  P3’teki yükselmelerin P8’e göre daha erken 

günlere denk geldiği gözlemlenmiştir. Gen ekspresyonu analizinde ise protein 

ekspresyonlarının düştüğü günlerde AQP gen ekspresyonu seviyelerinin istatistiksel olarak 

anlamlı bir şekilde arttığı görülmüştür. Ayrıca ileri ve erken pasaj AQP profilleri açısından 

istatistiksel olarak anlamlı farklılıklar bulunmuştur.  

Sonuç: Çalışmamızda pasaja göre aquaporin profili Kİ-MKH’lerde ilk kez incelenmiştir. Gen 

ve protein ekspresyonları arasındaki karşılıklı değişimler bize AQP’lerin farklılaşma sürecine 

katkıda bulunduğunu göstermektedir. Ayrıca çalışmamızda yaşlanma ile farklılaşma 

potansiyeli arasında olan ilişkiye AQP profilinin katkısı olduğu gösterilmiştir. Bu ilişkide 

AQP’lerin rolü hücre yaşlanmasıyla ilgili olası önlemler ve uygulanabilecek tedavi 

yaklaşımlarının geliştirilmesine katkıda bulunabilir. 

Anahtar Kelimeler: Kemik iliği kaynaklı mezenkimal kök hücre, aquaporin, yaşlanma 
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İNGİLİZCE ÖZET 

 

 

Comparison of Early Passage Mesenchymal Stem Cells' Aquaporin Profile with Early Passage 

Mesenchymal Stem Cells and Determination of their Effect on Adipogenic Differentiation 

performance 

Objective: Cell structures are known to be different in the early and later passages of stem cells. 

Aquaporins (AQP), which have important roles in cell life, have an important role in stem cell 

life cycle and differentiation. The aim of our study is to compare the aquaporin profile of bone 

marrow-derived mesenchymal stem cells in later passages with early passage and to determine 

the contribution of aquaporin changes on differentiation while investigating the changes of 

aquaporin after adipogenic differentiation. 

Method: For this purpose, BM-MSCs were used in our study. Characterization of the cells was 

evaluated by flow cytometry using stem cell surface markers. Characterized BM-MSCs are 

divided into control and differentiation groups in passage 3 (P3) and passage 8 (P8) on days 0, 

1, 3, 7, 14 and 21 AQP1, AQP3, AQP7, AQP9 and AQP10 levels were evaluated by Real Time-

PCR, ELISA and immunohisyochemistry studies 

Results: The cells used were bone marrow mesenchymal stem cells (BM-MSCs) confirmed by 

flow cytometry. BM-MSCs were brought to P3 and P8, differentiation was initiated and in the 

following days it was seen that AQP protein expressions were decreased after the initial rise. It 

was observed that the elevations in P3 corresponded to earlier days than P8. On the other hand, 

AQP gene expression levels were found to increase statistically significantly in gene expression 

analysis on the days when protein expressions fall. In addition, there were statistically 

significant differences in AQP profiles for both late and early passages. 

Conclusions: In our study, the aquaporin profile related to the passage was examined for the 

first time in BM-MSCs. Mutual changes between gene and protein expression indicate that 

AQPs contribute to the differentiation process. In addition, the AQP profile has been shown to 

contribute to the relationship between aging and differentiation potential. The role of AQPs in 

this relationship may contribute to the development of possible preventive measures and 

treatment approaches for cell aging 

Keywords: Bone marrow-induced mesenchymal stem cell, aquaporin, aging 
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SİMGELER VE KISALTMALAR DİZİNİ  
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P2  : Pasaj 2 

P3  : Pasaj 3 
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SOD1  : Süperoksit Dismutaz 1 
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1. GİRİŞ 

Su, yaşamı sürdüren birçok fizyolojik süreçte merkezi bir rol oynadığı için canlı 

organizmalar için gereklidir. Temel yaşam birimi hücre, yaklaşık %70-80 sudan oluşur. 

Hücreler, tüm çok hücreli organizmaların temel yapısal ve işlevsel birimleridir. İnsan vücudu 

200'den fazla hücre tipinden oluşur ve bu hücre tiplerinin tamamı, bir yumurtanın bir sperm 

tarafından fertilizasyonu ile oluşan tek bir hücre olan zigottan köken alır. Zigot hücresi, 

tekrar tekrar bölünür ve fertilizasyondan yaklaşık 4 gün sonra blastokist oluşur (Moore 2016) 

Blastokist, fetüs ve eklerini oluşturan 150 ila 200 hücreli boşluk içeren yapıdır (Çizim1.1).  

 

Çizim 1.1. Zigot, blastokist ve fetal gelişimi gösteren çizim. Kaynağı belirtilen web 

sitesinden uyarlanmıştır (https://www.vectorstock.com/royalty-free-vector/stages-human-

embryonic-development-vector-16332839 adresinden alınmıştır). 

https://www.vectorstock.com/royalty-free-vector/stages-human-embryonic-development-vector-16332839
https://www.vectorstock.com/royalty-free-vector/stages-human-embryonic-development-vector-16332839
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Her hücre tipi, kendi büyüklüğüne ve işine uygun bir yapıya sahiptir. Benzer 

işlevselliğe sahip hücreler dokular oluşturur ve dokular organ oluşturmak üzere düzenlenir. 

Hücrelerde ortak olarak bulunan yapılar; nükleus, sitoplazma ve hücre membranıdır.  

Hücre membranı; hücrenin fonksiyon görmesi ve hayatta kalması için gerekli olan 

birçok fizyolojik ve biyokimyasal aktiviteye aktif olarak katılan dinamik çift tabakalı bir 

yapıdır. Plazma zarının toplam kalınlığı yaklaşık 8 ila 10 nm arasındadır. Membran; 

fosfolipit, kolestrol, protein moleküllerinden oluşmaktadır (Çizim 1.2). Fonksiyonlarına 

göre membran proteinleri altı ana kategori şeklinde tanımlanmışlardır: Pompalar, kanallar, 

reseptör proteinleri, enzimler, yapısal proteinler, bağlayıcı proteinlerdir. Aquaporinler 

membranda bulunan kanal proteinleridir. Hücrelere özellikle su olmak üzere gliserol, üre 

gibi maddelerin giriş çıkışını sağlayarak hücre yaşamsal döngüsünde birçok fonksiyonda rol 

alırlar. İnsan organizması için rolleri çok önemlidir.  

 

Çizim 1.2. Hücre membranı şematik gösterimi web sayfasından uyarlanmıştır (cell 

homeostasis - cell membrane processes - maeda hs ap bıology revıew marathon). 

 

1.1. Kök Hücreler 

 

1.1.1. Kök Hücrelerin Tarihçesi, Tanımı ve Özellikleri  

Kök hücre terimi, 1909'da Berlin’de bir kongrede Rus histolog Alexander Maksimov 

tarafından bilimsel kullanım için önerilmiştir (Konstantinov 2000). Hematopoetik kök 

hücrelerin (HKH) varlığından söz ederek, HKH’nin lenfosite farklışarak lenfosit 

morfolojisiyle göründüğünü, kan boyunca çoğalabileceği ve farklılaşabileceği mikro 

ekolojik nişlere geçebileceğini öne süren ilk kişi o olmuştur (de Almeida ve diğ. 2011). 
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Günümüzde kök hücre biyolojisi, hasar görmüş veya kaybedilmiş dokuları sağlıklı bir 

şekilde yenilenmiş doku ile değiştirerek daha iyi sonuçlar elde etmeyi ümit eden bilimin en 

etkileyici alanlarından biridir (Sanchez-Lara ve diğ. 2012). Kök hücreler, hücre bölünmesi 

yoluyla kendilerini uzun süre yenileme potansiyeline sahiptir ve belirli fizyolojik veya 

deneysel koşullar altında, özel işlevlere sahip hücreler haline gelebilirler (Stem Cell Basics 

I. | stemcells.nih.gov n.d.). 

Kök hücreler; farklı hücre tiplerine dönüşme potansiyeline ve kendisini yenileyebilme 

gücüne sahip olan hücrelerdir. Özelleşmemiş ya da farklılaşarak özel işlevler kazanmamış, 

ana hücrelerdir. Vücutta bulundukları yere göre veya farklılaşma potansiyellerine göre 

sınıflandırılabilirler (Can 2014). Kendini yenileme, farklılaşma ve klon oluşturabilme 

yeteneği kök hücre tanımını oluştururken kullanılan en önemli kök hücre özellikleridir  

(Smith ve diğ. 2001). Rejeneratif tıp uygulamalarında tercih edilen kök hücreler, görece fazla 

miktarda bulunurlar, kolay elde edilebilirler, birçok hücre tipine farklılaşarak çoğalabilirler, 

transplantasyon için güvenli ve etkin bir şekilde kullanılabilirler (Can 2008, Fortier 2005). 

Kök hücreler, hem kendi yedek hücrelerini oluştururlar hem de yenilenecek dokunun 

ihtiyacı yönünde farklılaşarak yeni hücrelere dönüşürler. Zigot ilk totipotent kök hücre olup 

bölünerek blastokisti meydana getirmektedir. Blastokistte bulunan hücreler çoğalarak ve 

farklılaşarak embriyoyu ve eklerini oluşturur. Blastokist iç hücre kitlesinde (İHK) yer alan 

hücrelere embriyonik kök hücre (EKH) adı verilir ve bu hücreler embriyonun tamamını 

oluşturabilirler (pluripotent). Embriyo gelişimi ile fetal dönemde ve sonrasında EKH 

bulunmamaktadır. Onun yerine yağ dokusu, kemik iliği gibi bölgelerde embriyonik olmayan 

kök hücreler bulunmaktadır.   

Kök hücreler özellikleri;  

 Dokularda az sayıda bulunurlar, 

 Yaşam boyu belli oranda bölünürler ve bölündükçe sayılarını korurlar, 

 Bölündüklerinde ortaya çıkan iki yavru hücreden en az birisi kök hücre olarak 

mevcut hücre havuzuna katılır, 

 Çoğunlukla bölünerek geçici (transit) hücreleri oluştururlar. Bu hücreler kısa süre 

içinde, dokuya özgü farklılaşmış hücreleri oluşturmak üzere farklılşama yolağına girerler, 

 Doku yaralanması sonrasında artsa da bölünme hızları genellikle yavaştır. Eğer 

yaralanmanın veya doku kaybının şiddeti çok ise, kendi hücre havuzlarının yenilenmesi için 

bölünme hızlarını artırırlar, 

 Yaşla birlikte sayılarının azalmasına rağmen dokularda bulunan en kalıcı ve yaşam 

süresi en uzun olan hücrelerdir, 
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 Büyüme faktörlerine ve sinyal modülatörlerine duyarlılıkları yüksektir ve hızlı cevap 

verirler, sinyal yolaklarını (TGF, Notch, Wnt ve JAK/Stat gibi) aktif bir şekilde kullanırlar, 

 Kök hücrelerin büyük bir kısmı hücre bölünme fazının G0 fazında sessiz olarak 

beklerler. Embriyonik kök hücreler ve yetişkinlerde bulunan geçici hücreler bu süreci hızlı 

geçer ve hücre hücre bölünme siklusunu hızlı tamamlarlar, 

 Diğer hücrelere oranla farklı kromatin örüntüsüne sahiptirler. DNA metilazlar veya 

histon deasetilazların transkripsiyon baskılayıcıları tarafından veya Groucho ailesi 

proteinleri tarafından sağlanan özgün DNA düzenlenişi kök hücrelere özgün DNA özelliği 

kazandırır, 

 Tüm kök hücreler strese karşı dayanıklıdır. Bu özelliklerini çoklu ilaç direnci 

taşıyıcıları (multidrug resistance transporters), özgün protein katlanma mekanizmalarıi 

ubikutin ve detoksifikasyon sistemleriyle başarırlar (Can 2014). 

Kök hücrelerde kendini yenileme, kök hücre havuzunu yenilemesi anlamındadır. Kök 

hücre havuzunun tükenmemesi için hücre bölünmesi sırasında bölünen kök hücrenin en az 

bir yedek ortaya çıkarıyor olması ve kök hücre havuzuna ekliyor olması gerekir. Ama, 

yüksek farklılaşma potansiyeline sahip kök hücreler bile bölündüğü zaman iki farklı hücre 

fenotipi meydana gelir; hücre fenotiplerinden biri kök hücre yedek özelliklerindeyken diğeri 

sonraki aşamaya farklılaşır. Bu bölünme türüne asimetrik bölünme ismi verilir (Watt ve 

Forrester 2006) (Çizim 1.3).  

         Farklılaşma potansiyeli hücrenin gelişim aşamasıyla ilişkilidir ve hiyerarşik olarak 

sınıflandırılabilmektedir. Farklılaşma ileri ve geri farklılaşma olarak ikiye ayrılır; gelişimin 

doğal süreci incelendiğinde görülen kök hücrenin somatik hücreye doğru farklılaşmasına 

ileri farklılaşma olarak tanımlanırken, farklılaşmaya başladığı yere veya kök hücreye doğru 

farklılaşması dediferansiyasyon (geriye doğru farklılaşma) olarak tanımlanır. Daha sonraki 

kısımlarda detaylı bahsededilecek olan uyarılmış pluripotent kök hücreler (uPK) 

dediferansiyasyona örnektir (Can 2014). 
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Çizim 1. 3. Kök hücre bölünmesi. Laperrousaz (2015)‘ten uyarlanmıştır. 

Kök hücrelerin en önemli özelliklerinden klon oluşturma kabiliyeti, bir kök hücreden 

birden çok kök hücre oluşturabilmesidir. Kök hücrelerin stabil farklılaşmış hücrelerin 

kaynağı olup olamayacağını doğrulamak için çeşitli çalışmalar yapılmıştır. Bu çalışmalar, 

embriyonik gelişim ve çoğalma sırasında doku oluşumunu indükleme kapasitelerini, diğer 

tüm dokuları oluşturmak için farklılaşma ile doğruladıklarını göstermiştir. (Chamberlain ve 

diğ. 2007, d’Aquino ve diğ. 2009a, Rosario M Isasi ve Knoppers 2006, LUISI ve diğ. 2007). 

1.1.2. Kök hücrelerin sınıflandırılması 

Kök hücreler, kendini yenileme ve farklı hücre türlerini farklılaşma kapasitesine sahip 

farklılaşmamış hücre grubudur. Kök hücrelerin hiyerarşisi, farklılaşma potansiyellerine göre 

belirlenir. Embriyonik kök hücreler maksimum farklılaşma potansiyeline sahiptirler. 

Hiyerarşide alt kısımlara inildikçe farklılaşma potansiyeli azalmaktadır. Mesela, dokuya özel 

kök hücreler en alta yakındır ve çok sınırlı farklılaşma kapasitesine sahip hücrelerdir. 

Bu kök hücrelerin dışında, normal dokuya özgü kök hücrelerin özelliklerine sahip olan 

ve ağırlıklı olarak tümörlerin nüksetme ve metastazına neden olan kanser kök hücreleri 

olarak adlandırılan özel bir tür kök hücre vardır.  

Kök hücreler elde edildiği kaynağa göre veya farklılaşma potansiyeline göre 

sınıflandırılmıştır. 

 

Farklılaşma potansiyeline göre kök hücreler; 

Kök hücreler farklılaşma potansiyeline göre totipotent, pluripotent, multipotent, 

oligopotent veya unipotent olarak sınıflandırılır (Çizim 1.4). 



6 
 

 

Çizim 1.4. Farklılaşma potansiyeline göre kök hücrelerin hiyerarşik gösterimi. 

(https://aricsgeneticsstudyguide.weebly.com/stem-cells--differentiation.html adresinden 

uyarlanmıştır (Stem Cells &amp; Differentiation - Genetics Stuff)) 

 Totipotent Kök Hücreler 

En az farklılaşmış hücrelerdir ve sadece gelişimin morula aşamasına kadar 

mevcutturlar. Hem embriyonik hem de ekstraembriyonik dokularda farklılaşarak 

fonksiyonel organizmanın tamamını oluşturabilir (Brivanlou ve diğ. 2003).  

 Pluripotent Kök Hücreler 

Hiyerarşide totipotent kök hücrelerin altında yer alır. Bu hücreler vücudun tüm dokularını 

ve organlarını oluşturan üç germ tabakasına (ektoderm, endoderm ve mezoderm) 

farklılaşabilirler ancak ekstraembriyonik dokulara farklılaşma potansiyelini yitirmişlerdir (P. De 

Miguel ve diğ. 2010).  

Pluripotent kök hücreler ilk olarak blastokistin iç hücre kütlesinden izole edilmiştir 

(Evans ve Kaufman 1981). Bu hücreler embriyonik kök hücreler olarak adlandırılmşıtır. 

Oct4, Sox2 ve Nanog transkripsiyon faktörleri pluripotent hücreleri tanımlamak için 

kullanılmaktadır (Liang ve diğ. 2008, Wang ve diğ. 2012). İnsan embriyonik kök hücreleri, 

farklılaşmanın indüklenmesi olmadan uzun süre besleyicisiz ve serumsuz kültür ortamında 

muhafaza edilebildiği görülmüştür (Ludwig ve diğ. 2006). 

Prof. Shinya Yamanaka, 2006 yılındaki keşfi ile pluripotent kök hücreleri elde etmek 

için yeni bir yöntem ortaya koymuştur (Takahashi ve Yamanaka 2006). Bu pluripotent kök 

hücreler “uyarılmış Pluripotent Kök Hücreler (uPKH)” olarak isimlendirilmiştir. uPKH, 

pluripotent EKH'ye yakından benzemektedir. 

https://aricsgeneticsstudyguide.weebly.com/stem-cells--differentiation.html
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 Uyarılmış Pluripotent Kök Hücreler  

Pluripotent kök hücreler embriyolardan (EKH) veya epigenetik yeniden programlama 

yoluyla (uPKH) elde edilebilmektedir. Epigenetik yeniden programlama üç şekilde 

yapılabilir; Somatik hücre nükleer transferi, hücre füzyonu ve tanımlanmış transkripsiyon 

faktörleri kümesinin ektopik ekpresyonu.  2006 yılında Yamanaka transkripsiyon faktörleri 

kümesinin ektopik ekpresyonu ile dokuya özgü somatik hücreleri pluripotent kök hücrelere 

farklılaştırabildiğini gösterdiği uPKH teknolojisini tanıtmıştır (Takahashi ve Yamanaka 

2006) (Çizim 1.5). Bu keşfi için, 2012 yılında Fizyoloji ve Tıp Nobel ödülünü almıştır. 

uPKH teknolojisi, insan embriyonik kök hücrelerinin kullanımıyla ortaya çıkan tüm etik 

kaygıları ortadan kaldırmıştır. Ek olarak, hastaya özgü pluripotent kök hücrelerin 

türetilmesini ve farklılaştırılmış uPKH'nin nakli immün reddi olmadan 

gerçekleştirilebilmesini kolaylaştırmıştır. Kişiselleştirilmiş rejeneratitıp, uPKH 

teknolojisinin kullanımını bulduğu başka bir alandır.  

 

Çizim 1.5. Uyarılmış pluripotert kök hücre çizimi. ISSCR (International stem cell research) 

tarafından hazırlanan el kitabından uyarlanmıştır (2019). 

 Multipotent kök hücreler 

Her dokuda bulunur ve üç germ tabakasından herhangi birinin türevidir. Gelişim, doku 

rejenerasyonu, doku homeostazı ve savunma, multipotent kök hücrelerin başardığı kilit 

rollerdir. Dermis, sinoviyal sıvı, periosteum, kemik iliği, yağ dokusu, Wharton jeli, göbek 

kordon kanı ve periferik kan (Augello ve diğ. 2010), multipotent kök hücrelerin yaygın 
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olarak izole edildiği doku örneklerine birkaç örnektir. Multipotent kök hücreler üç germ 

tabakasından köken almaktadır (Çizelge 1.1). 

Çizelge 1.1. Multipotent kök hücre örnekleri ve bunların köken aldığı germ tabakası 

çizelgesi. 

Germ tabakası orjini Multipotent kök hücreler 

Endoderm 
Pulmoner epitelyal kök hücreler, gastrointestinal sistem 

kök hücreleri, pankreatik kök hücreler, hepatik oval 

hücreler ve prostat bezi kök hücreleri 

Mezoderm 
Hematopoetik kök hücreler, mezenkimal kök hücreler, 

kemik iliği kök hücreleri, kardiyak kök hücreler, kaslardaki 

satellit hücreler 

Ektoderm 
Nöral kök hücreler, dental pulpa kök hücreleri, nöral krest 

kök hücreler, kıl folikülü kök hücreleri 

 

 Oligopotent kök hücreler 

Multipotent kök hücrelerin altında yer alır ve belirli bir doku içinde iki-üç soy 

farklılaştırabilir ve oluşturabilir. Oligopotent kök hücreler, domuzların oküler yüzeyinde 

tanımlanmıştır ve kornea ve konjonktival hücrelere farklılaşabilmektedir (Majo et al. 2008). 

Bronkoalveolar kanal bağlantı hücreleri, bronşiyol epiteli ve alveoler epiteline farklılaştığı 

için oligopotent olarak adlandırılır (Kim ve diğ. 2005). Nöral krista kaynaklı kök hücreler 

de bunlara örmektir. 

 Unipotent kök hücreler 

Sadece tek bir hücre tipine farklılaştığı bilinen kök hücrelerdir. Progenitör (öncül) 

hücreler olarak da isimlendirilir. Osteoprogenitör hücreler, kondroprogenitör hücreler, 

hepatosit progenitör hücreler unipotent kök hücreye örnektir. 

Kaynağına göre kök hücreler; 

Kök hücreler temelde elde edildikleri kaynağa göre embriyonik kök hücreler ve 

embriyonik olmayan kök hücreler olmak üzere ikiye ayrılırlar (Çizim 1.6). Pluripotent kök 

hücreler olan embriyonik kök hücreler, embriyonun  blastokist aşamasında iç hücre 

kitlesinden elde edilmektedir. Embriyonik olmayan kök hücreler ise; erişkin kök hücreler, 

fetal kök hücreler, kadavra kök hücreleri, göbek kordonu ve plasenta kök hücreleridir (Can, 

2014) . 
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Çizim 1.6. Elde edildikleri kaynaklara göre kök hücre sınıflandırması. İnan S., Özbilgin K. 

(2009) Sağlıkta Birikim, Cilt 1 Sayı 5’ten alınmıştır. 

 Embriyonik kök hücreler   

Embriyonun blastokist aşamasında (4-5 günlük) iç hücre kitlesinde yer alan, 

pluripotent kök hücrelerdir. İlk defa 1981 yılında Evans ve arkadaşları tarafından 3.5 günlük 

fare embriyosu blastokist iç hücre kitlesinden izole edilmişlerdir (Evans ve Kaufman 1981). 

1998 yılında Thomson ve arkadaşları, IVF ile elde edilen ve araştırma için aile tarafından 

bağışlanan taze veya donmuş embriyolarla çalışma yapılmıştır. Blastokist aşamasında insan 

EKH elde edilmiştir (Thomson ve diğ. 1998).  

Üç germ tabakasına da farklılaşabilirler. Embriyonik kök hücrelerin in vitro koşullarda 

farklılaşmadan çoğalmaları için uygun kültür ortamının sağlanması gereklidir. Uygun besi 

ortamı ve kültür şartları sağlandığında, indüklenerek farklılaşmasının istenilen yönde kontrol 
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edilebilmektedir (Tekeli ve diğ. 2016).  

 Embriyonik olmayan kök hücreler (Yetişkin kök hücreler, YKH)  

YKH ayrıca stromal hücreler olarak da adlandırılır. Yetişkin kök hücreler, fetal kök 

hücreler, kadavra kök hücreleridir. Yetişkin kök hücreler üzerinde en çok çalışılan kök 

hücrelerdir. Yetişkin kök hücreleri içinde hematopoetik ve MKH’ler en çok çalışılanlar olup 

multipotent özellik gösterirler. Diğer unipotent yetişkin kök hücreleri beyinde, 

kardiyovasküler sistemde, kas ve iskelet sisteminde, sinir sisteminde, gastrointestinal 

sistemde, epitel dokuda, testiste, ovaryumda, kemik iliğinde, karaciğerde, yağda, retinada, 

memede bulunan dokulara özgü kök hücreler ve koku kök hücreleridir (Caplan 1991, Kim 

ve diğ. 2000, Murrell ve diğ. 2005, Tekeli ve diğ. 2016). Bu yetişkin kök hücre tiplerinden 

bazıları aşağıda detaylı olarak tartışılmıştır. 

 Hematopoetik kök hücreler (HKH) 

Hematopoetik kök hücreler, 1963'te Becker ve arkadaşları tarafından keşfedilen ilk tip 

yetişkin kök hücredir (Becker ve diğ. 1963). Bu hücreler kemik iliğinde bulunur ve 

kendilerini yenileyebilir ve izole edilebilirler (Lanza ve diğ. 2001). Asimetrik hücre 

bölünmesi geçirerek yeni bir kök hücre üretebilecekleri gibi farklı hücre tiplerine de 

dönüşebilirler. Kemik iliğinden elde edilen hücrelerle yapılan bir çalışmada, kan hücrelerine 

ek olarak, beyinde kas ve nöron benzeri hücrelere farklılaşabildiğini öne sürmektedir 

(Hasetine 1999). Kemik iliği en az üç çeşit kök hücre içermektedir: HKH'ler, keşfedilen ilk 

çeşit olup her kan hücresi tipine farklılaşabilmektedir. Birkaç yıl sonra keşfedilen ikinci çeşit 

kemik iliği mezenkimal kök hücreleridir (Kİ-MKH); bunlar kemik, kıkırdak, yağ ve lifli bağ 

dokusu üretebilen karma bir hücre popülasyonudur (Chun ve diğ. 2007, Sharon ve Puleo 

2008). Üçüncü çeşit hücreler ise endotel progenitör hücreler (EPH) olarak bilinir ve yara 

iyileşmesi, ekstremite iskemisi, postiyokardiyal enfarktüs sendromu, arteriyoskleroz ve 

tümör gelişimi sırasında postnatal neovaskülarizasyonda rol alan periferik kan mononükleer 

hücre popülasyonu içerirler (Kim ve diğ. 2000, Reubinoff ve diğ. 2000). Hematopoietik kök 

hücrelerin göze çarpan özellikleri, kemik iliğinde sürekli kendi kendini yenileme 

kabiliyetleri ve tüm kan hücrelerine farklılaşma yetenekleridir. HKH normalde kemik 

iliğinde bulunur, ancak bazı koşullar altında diğer dokulara yerleşmek için kandan dokulara 

geçerler. Ayrıca fetal karaciğerde, dalakta, plasenta kanında ve göbek kordonunda 

bulunurlar. Yapılan birkaç çalışmada HKH'lerin karaciğer benzeri bir hücre fenotipine 

dönüşebileceği ortaya konmuştur (da Silva Meirelles ve  diğ. 2008b, Wakayama ve diğ. 

1998). Işınlanmış farelerle yapılan bir çalışmada ise nakledilen HKH'lerin, sadece çeşitli kan 
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hücresi tiplerine (embriyonun mezoderm tabakası) değil, aynı zamanda akciğerde, 

bağırsakta (endoderm tabakası) ve derideki (ektoderm tabakası) epitel hücre fenotiplerine de 

dönüştüğü gösterilmiştir (Betthauser ve diğ. 2000). Bazı bilim adamları, daha önceki gelişim 

aşamalarında, farklı dokulardan gelen HKH'lerin kendi kendini çoğaltma yeteneklerinin 

büyük olduğunu, farklı homing ve yüzey özellikleri gösterdiğini ve bağışıklık sistemi 

tarafından reddedilme olasılığının düşük olduğunu göstermiştir. Bu nedenle, terapötik 

transplantasyon için kullanılabilirler (Solter 2000) ve hayat kurtarıcı rejeneratif tedaviler için 

potansiyelleri gelecekte büyük ölçüde genişletilebilir. 

 Mezenkimal kök hücreler (MKH) 

Kemik iliğinde mezenkimal progenitör hücrelerin varlığı, on dokuzuncu yüzyılın 

sonlarından itibaren, tavşan iliğinin heterotopik nakillerinde osteojenik potansiyeli gösteren 

ilk kişi olan Goujon (GOUJON 1869)' un çalışmaları ile belgelenmiştir ve daha sonra, 

Baikow (Baikow 1870)  tarafından yapılan nakil deneylerinde doğrulanmıştır. 1970 yılında 

yapılan bir çalışmada fare kemik iliği stroması başka bir dokuya nakledilmiş ve burada bu 

hücrelerinin yağ, kıkırdak, kemik ve retikulum hücrelerine dönüşebildiği gösterilmiştir 

(Pittenger ve diğ. 1999). Böylece kemik iliğinde hematopoetik olmayan öncü hücrelerin var 

olduğu anlaşılmıştır. 1990'larda, Caplan MKH'lerin klinik çalışmalarını yayınlayıp 

“mezenkimal kök hücreler (MKH)” ile popüler olurken (Caplan 1991, Tabata 2008) bazı 

araştırmacılar hala bunlara kök hücre olarak kabul etmemeyi tercih etmiştir (Ballas ve diğ. 

2002, Yoove ve diğ. 2011).  

Uluslararası Hücresel Tedavi Derneği (ISCT) Mezenkimal ve Doku Kök Hücre 

Komitesi, 2005'te (McCulloch ve Till 1964) yayınlanan MKH'ler için tanımladığı özelliklere 

göre tek tip bir terminoloji önermiştir: birinci olarak, MKH'ler standart kültür koşullarında 

plastiğe yapışabilir olmalıdır; ikincisi, yüzey moleküllerinden  CD105, CD73 ve CD90 gibi 

yüzey belirteçlerinin pozitif, CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79a, CD19 ve HLA-DR yüzey 

belirteçlerinin negatif olması gerekir; üçüncüsü, in vitro olarak osteoblastlara, adipositlere 

ve kondroblastlara farklılaşabilmeleri gerekmektedir (Caplan ve Bruder 2001, Horwitz ve 

diğ. 2002, Phinney ve Prockop 2007). MKH osteoblastlar, adipositler ve kondroblastlara ek 

olarak, miyositler, tendositler ve ligament hücreleri dahil olmak üzere çok çeşitli özelleşmiş 

hücreler farklılaştığı gösterilmiştir (Jiao ve Chen 2008, Taupin 2006) (Çizim 1.7). MKH' ler 

vücudun farklı yerlerinde, örneğin kemik iliğinde, perisitler gibi kan damarlarının 

çevresinde, yağda, deride, kaslarda, dişlerde ve diğer yerlerde bulunur (Jensen ve diğ. 2008, 

Jiao ve Chen 2008). Yakın zamana kadar, yetişkin kök hücrelerin sadece çeşitli hücrelerin 
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olgun fenotiplerine farklılaştığına inanılıyordu, ancak MKH soyları içinde, kondrositlerin 

osteoblastlara ve adipositlere farklılaştırabildiklerini ve fenotiplerini osteoblastlara 

değiştirebildikleri gösterilmiştir. Bu bulgular MKH'lerin plastisitesi göstermiştir (Altman ve 

diğ. 2014, Crisan ve diğ. 2008, Nagano 2003, Weiner 2008). "Plastisite" terimi, bir yetişkin 

dokusundan türetilen bir kök hücrenin, başka bir dokusundan farklılaştırılmış bir hücre tipine 

farklılaşma kabiliyetini ifade eder  (Devine 2002, Jiang ve diğ. 2002). Bu süreç “ortodoks 

olmayan farklılaşma” veya “trans farklılaşma” olarak adlandırılır (Caplan 2007, da Silva 

Meirelles ve diğ. 2008). Bununla birlikte, birçok örnek, MKH'lerin, hepatosit benzeri 

hücreler gibi endodermal bir fenotipe farklılaşabildiğini göstermiştir (Duan ve diğ. 2007, 

Luttun ve diğ. 2006, Mimeault ve Batra 2008). Ek olarak, MKH'lerin, retina pigment epitel 

hücreleri (Ikeda ve diğ. 2008, Nolen-Walston ve diğ. 2008), sebase kanal hücreleri (in ’t 

Anker ve diğ. 2004), cilt epitel hücreleri (Wilson ve diğ. 2011) ve böbrek içindeki tübüler 

epitel hücreleri gibi epitel hücrelerine farklılaştığı gösterilmiştir (Mizuno 2010). Kemik iliği 

naklindeki donör kemik iliği hücreleri, endotel (Choi 1998, Lin ve diğ. 2000), karaciğer 

(Petersen ve diğ. 1999, Theise ve diğ. 2000), pankreas adacık beta hücreleri (Ianus ve diğ. 

2003, Lee ve Stoffel 2003), kalp (Quaini ve diğ. 2002), beyin (Priller ve diğ. 2001), tip II 

pnömositler (Krause ve diğ. 2001), böbrek (Poulsom ve diğ. 2001), glomerüler mesangial 

hücreler (Masuya ve diğ. 2003) ve diğer organlara (Krause ve diğ. 2001) farklılaşma 

potansiyeline sahip multipotent kök hücreleri içerir. Yetişkin kök hücrelerin genellikle, 

kültürde büyütüldüklerinde farklılaşmamış bir durumda tutulması, izole edilmesi ve 

saflaştırılması zor olduğu ve farklılaşmamış bir durumda tutulması zor olduğu 

düşünülmektedir. Bu nedenle, yetişkin kök hücrelerin vücut dışında büyütülmesi için 

yöntemler geliştirmek, şu anda daha ileri klinik uygulamalarda hedeflenen kök hücre 

araştırmalarının önceliklerinden biridir. 

Kemik iliği kaynaklı mezenkimal kök hücreler (Kİ-MKH), çeşitli hücrelere 

farklılaşabilen majör multipotent mezenkimal kök hücre gruplarından biridir (Hattori ve diğ. 

2006; Keilhoff ve diğ. 2006, Oswald ve diğ. 2004). Kİ-MKH’ nin görevleri sitokinler,  çeşitli 

büyüme faktörleri, ekstraselüler matriks proteinleri gibi maddeleri sentezlemek, 

düzenlemek, hücre-hücre etkileşimleri düzenlemek ve hematopoeze doğrudan ve dolaylı 

olarak destek olmaktır (Tekeli ve diğ. 2016, Tocci ve Forte 2003). Kemik iliği kaynaklı 

MKH’ ler günümüzde kemik iliği aspirasyonuyla fikol veya perkollun yoğunluk 

gradiyentinden faydalanarak toplanan mononükleer hücrelerin plastik yüzeye yapışarak 

çoğaltılması ve pasajlanmasıyla ya da manyetik boncuklar kullanılarak floresan aktive hücre 

ayırma (FACS) ile yapılan taramayla elde edilirler (Harel ve Harel 2013, Tekeli ve diğ. 
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2016).Bu hücrelerin; interlökin 1 alfa, interlökin 1 beta, interlökin 6, 7, 8, 11, 14, 15, 

hepatosit büyüme faktörü, LIF, FGF, tümör nekrozis faktörü gibi kemokin ve sitokinleri 

sentezleyerek ve düzenleyerek hematopoeze destek olmaktadır. İn-vitro olarak çoğalabilirler 

ve immün ayrıcalıklı özelliklere sahip olabilirler (Anjos-Afonso ve diğ. 2004, Nauta ve 

Fibbe 2007, Pittenger ve diğ. 1999). Farklılaşma yeteneklerinin fazla olması, migrasyon 

özellikleri, hasarlı dokunun tamirine yardımcı olması, genetik geçmişlerinin kararlı olması, 

tümör oluşturma riskinin diğer kök hücre türlerine göre düşük olması gibi nedenlerle Kİ-

MKH 'lerin birçok hastalığı tedavi etmek için güçlü bir aday araç olduğu düşünülmektedir 

(Nauta ve Fibbe 2007, Tekeli ve diğ. 2016).  Klinik öncesi çalışmalar Kİ-MKH' lerin 

nörolojik bozukluklar üzerinde yararlı etkilerini göstermiştir (Jing ve diğ. 2014). Kİ-MKH' 

ler sinir rejenerasyonunu (Wang ve diğ. 2009) kolaylaştırır, diyabetik nöropatiyi (Shibata ve 

diğ. 2008), multipl sklerozu (Bai ve diğ. 2009) geliştirir ve inme sonrası fonksiyonel 

iyileşmeye yardımcı olur (Chen ve diğ. 2001). 

 

 

Çizim 1.7. Mezenkimal kök hücre farklılaşma potansiyeli çizimi. Caplan ve Bruder (2001)’ 

den uyarlanmıştır. 

 

 Nöral kök hücreler 

Nöral kök hücreler (NKH) üç ana hücre tipine farklılaşabilir: nöronlar, astrositler ve 

oligodendrositler (Kehat ve diğ. 2001) (Çizim 1.8). Beynin ventriküler bölgesinde tespit 
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edilmiş olan NKH'ler, nöroblastları, öncül hücreleri ve astrositleri içerir. Hepsi, bu hücrenin 

tanımlanmasına izin veren GFAP (glial fibril asidik protein) ve glikoprotein CD133 gibi 

proteinleri eksprese eder. Lateral ventriküllerde (ependimal hücreler) çoğu NKH sessizdir 

ve aktif bölünme gerçekleştirmez. NKH'ler, sinir öncüllerinin spesifik bir belirteci olan 

nestini eksprese eder. Ayrıca, hipokampüsün NKH'leri beynin hafıza fonksiyonunda önemli 

bir rol oynamaktadır. NeuN ve kalbindin gibi nöronal markerleri eksprese ederler 

(Levenberg ve diğ. 2002). NKH'ler glial benzeri hücrelere farklılaşabilmektedir (Assady ve 

diğ. 2001). Bunların, endişe, depresyon, hafıza bozulması ve bazı beyin tümörleri gibi beyin 

hastalıklarını iyileştirme potansiyeline sahip olduğuna inanılmaktadır (Alison ve Islam 

2009). Ayrıca, bu hücrelerin omurilik yaralanmalarına bağlı paralizilerin tedavisinde 

kullanılabilecekleri söylenmektedir (Itskovitz-Eldorve diğ. 2000, Wilmut ve diğ. 1997). 

 

Çizim 1.8. Nöral kök hücre farklılaşması şematik çizimi. Tang ve diğ. (2017)’den 

uyarlanmıştır. 

 

1.2. Aquaporinler 

Membran geçirgenliği 1950'lerden itibaren tanımlanmaya başlanmıştır. Çözünmüş 

moleküllerin zarda bulunan 'porlar' (gözenekler) yoluyla kütle akışı olarak geçişi ozmoz 

olarak tanımlanmış ve çözünmüş molekülün geçirgenlik ve ozmotik etkisinin bariyerin 

yapısına bağlı olduğunu anlaşılmıştır (Mauro 1957). 1950'lerde eritrosit ve böbrek tubül 

geçişlerinin (permeasyonunun) araştırmalarına dayanarak, suyun hızlı hareketine izin veren 

bu porları membran proteinlerinin oluşturduğu düşünülmektedir (Preston ve diğ. 1993). 

Bununla birlikte, bu proteinlerin fonksiyonu aquaporinlerin keşfine kadar anlaşılammıştır ve 
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aquaporinlerin keşfi ile membran geçirgenliğinin değerlendirilmesi değişmiş ve suyun 

hareketinin çözünmüş maddelerden bağımsız olabileceği anlaşılmıştır. 

Peter Agre ve ekibi, eritrositler ve böbrek proksimal tübülerinden hücre membran 

iskeletiyle ilişkili (Denker ve diğ. 1988) yeni 28 kDa bir integral membran proteinini izole 

edip saflaştırmıştır. Başlangıçta, hücre iskeletiyle hücre membranı arasındaki bağlantıya 

dahil olduğu düşünülmekteydi. NH2 amino asit dizisinin, lensin 26 kDa Major İntrensek 

Proteini (MIP) ile % 37 benzeştiği ve özdeşleştiği görüldüğünde bunun gap-junction 

bölgelerinin özel bir bileşeni olduğu düşünülmüştür (Gorin ve diğ. 1984). Daha sonra 

yapılan bazı çalışmalarda 28 kDa protein ile farklı türlerden MIP kanal ailesinin diğer üyeleri 

arasında amino asit sekans özdeşlikleri (benzerliği) tespit edilmiştir (Pao ve diğ. 1991, Smith 

ve Agre 1991), homo-tetramerik kompleks yapısında 28 kDa proteinin varlığını 

doğrulamıştır. 

Preston ve Agre’nin 1991 yılında yaptıkları çalışmada, 269 amino asit kalıntısının 

(rezidüsünün)  amino asit sekansı (dizisi) analiz edilmiştir ve eDNA'yı izole etmişlerdir 

(Preston ve Agre 1991). Şu anda CHIP28 (28 kDa'lık kanal benzeri integral membran 

proteini) olarak adlandırılan 28 kDa'lık bir yapı tanımlamışlardır (Denker ve diğ. 1988, 

Preston ve diğ. 1992, Preston ve Agre 1991). 

Su kanallarının keşfedilmesindeki başarısı için Peter Agre, iyon kanalları üzerindeki 

yapısal ve mekanik çalışmaları nedeniyle ortak olarak Roderick MacKinnon'a da verilen 

2003 yılı Kimya Nobel Ödülü'nü almıştır. 

AQP proteinlerinin suyun biyolojik zarlar boyunca pasif taşınmas ile ilişkisini kesin 

olarak doğrulamakla kalmadı, aynı zamanda birçok araştırmacının da ilgisini çekmiştir ve 

bunun sonucunda da aquaporin ile ilgili araştırmalarda bir patlamaya neden olmuştur. 

AQP1'in keşfedilmesinden önce, su taşınması ile ilgili oldukları bilinmese de aynı protein 

ailesinden; Escherichia coli gliserol kolaylaştırıcısı (Richey 1972) ve sığır mercek lifinin ana 

iç proteini gibi diğer proteinler (Gorin ve diğ. 1984) bilinmekteydi.  

Agre ve diğ. Tarafından 1993'te “Aquaporin” isminin verilmesinden bugüne kadar, 

hayvan, bitki ve mikroorganizmalar dahil olmak üzere tüm yaşam formlarında 

organizmalarda binbeşyüzün üzerinde aquaporin keşfedilmiştir (Agre ve diğ. 1993, Gupta 

ve diğ. 2012). Memelilerde çeşitli fizyolojik işlevlerde yer alan on üç aquaporin izoformu 

(AQP0 - AQP12) bulunmuştur. Filogeni ağacı Çizim 1.9’ da gösterilmektedir (Krane ve 

Goldstein 2007). 

Hidropati grafikleri ve primer sekanslara dayanarak, üç sınıf aquaporin vardır. Birinci 

sınıf, ortodoks AQP’ leri içerir (AQPO, AQP1, AQP2, AQP4, AQP5, AQP6 ve AQP8), 
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AQP6 hariç bunlar ağırlıklı olarak su seçici AQP’lerdir (AQP6 klor iyon kanalıdır). Ayrıca 

AQP8 su dışında hidrojen peroksite (H202) de geçirgendir (Yasui ve diğerleri, 1999). İkinci 

sınıf AQP’ ler AQP3, 7, 9 ve 10' u içeren su ve üre, gliserol, hatta arsenit gibi nötr çözünen 

maddelerin geçişine izin veren aquagliseroporinlerdir (Agre ve diğ. 2002, Ishibashi ve diğ. 

2009, King ve diğ. 2004). Üçüncü sınıf AQP’ ler, AQP11 ve AQP12’ yi içerir; en son 

keşfedilen AQP’lerdir ve bu yüzden daha az anlaşılmışlardır. Farklı NPA motiflerine 

sahiptirler, “süperaquaporinler” olarak adlandırılırlar ve Çizim 1.9 da gösterildiği gibi 

diğerlerine göre farklı bir alt gruptadırlar (Ishibashi ve diğ. 2009). Su geçirgenliği düşük 

ancak gliserol, amonyak, borik asit ve silikon gibi substratlara geçirgenliği yüksek olan 

birçok yeni aquaporin ailesinin keşfedilmesiyle birlikte, “aquaporin” (su taşınan por) isminin 

yanıltıcı olduğu anlaşıldı. Bunun ışığında, pek çok araştırmacı bu sıradışı aquaporinleri 

sınıflandırmak için aquagliseroporin ve süperaquaporin gibi terimler önermişlerdir 

(Ishibashi 2006, Kayingo ve diğ. 2001, Nozaki ve diğ. 2008, Rojek ve diğ. 2008). 

Memelilerde bulunan bu aquaporinlerin vücutta bulundukları yerler değişkenlik 

göstermektedir (Çizelge1.2). 

 

Çizim 1.9. İnsan aquaporin filogeni ağacı; 1. Sınıf – mavi, 2. Sınıf – kırmızı, 3. Sınıf – yeşil 

olarak gösterilmiştir. Ishibashi ve diğ. (2009)’ dan uyarlanmıştır. 

 

Jung ve arkadaşları aquaporin yapısının "Kum Saati modeli" ni önerdi (Jung ve diğ. 

1994). Ek olarak, yüksek çözünürlüklü aquaporin yapıları, her bir monomerin membran 

boyunca bir gözenek oluşturmasıyla birlikte, aquaporinlerin öncelikle homotetramer olarak 

bulunduğunu ortaya koymuştur (Eriksson ve diğ. 2013, Fu ve diğ. 2000, Horsefield ve diğ. 

2008, Kirscht ve diğ. 2016, Törnroth-Horsefield ve diğ. 2006). Aquaporin monomeri, 
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sitoplazmada yer alan hem amino hem de karboksi termini ile beş halkadan (Loop A - Loop 

E) ile birbirine bağlanmış altı transmembran α-heliksten (Heliks 1 - Heliks 6) oluşmaktadır. 

B ve E halkaları (loop), asparajin-prolin-alanin (NPA) aquaporin motifini içermektedir 

(Mitsuoka ve diğ. 1999, Pao ve diğ. 1991). 

Çizelge 1.2. Aquaporinlerin doku dağılımı. Ishibashi ve diğ. (2009)’ dan uyarlanmıştır. 

 

 

Aquaporinlerin genel katlanması ve topolojisi, aquaporin familyası içinde yüksek 

oranda korunmaktadır. Substrat spesifitesi, aquaporinlerin gözeneklerinde iki bölgeden 

oluşan bir seçicilik filtresi ile yönetilir. Birinci bölge protonları gözeneklerden geçmesini 

engelleyen korunan NPA bölgesidir (Murata ve diğ. 2000). NPA bölgesi protonların veya 

pozitif yüklü herhangi bir molekülün geçmesini engelleyen net bir pozitif yük oluşturur. 

Protonların aquaporin gözeneklerinden geçmesi, hücrelerin zar potansiyelinin 

sürdürülmesinde hayati öneme sahiptir (Tajkhorshid ve diğ. 2002). İkinci bölge, aromatik 

arginin (ar/R) bölgesidir (de Groot ve diğ. 2003). Ar/R bölgesindeki bu amino asitler, 

substratın por boyunca geçirgenliğini belirler. Mutasyon çalışmaları, aquaporinlerin substrat 
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seçiciliğini, ar/R bölgesinde nokta mutasyonları oluşturarak değiştirmenin mümkün 

olduğunu göstermiştir (Beitz ve diğ. 2006, Eriksson ve diğ. 2013, Kirscht ve diğ. 2016b, 

Kitchen ve Conner 2015, Wallace ve Roberts 2005). 

Farklı koşullara uyum sağlamak için canlı organizmalar, hücrelerinde bulunan 

aquaporinlerin fonksiyonunu düzenler. Aquaporinlerin düzenlenmesi, ihtiyaca bağlı olarak, 

farklı aquaporin izoformlarının, belirli hücre tiplerinde ifade edildiği transkripsiyon 

seviyesinde başlar. Örneğin, memelilerde, AQP2 ve AQP4 gibi suya özgü aquaporinler, 

böbrek hücrelerinde eksprese edilirler ve idrardan suyun geri emilerek su kaybını 

önlerlerken, AQP7 ve AQP9 gibi aquagliseroporinler adipoz dokularda ve karaciğer 

hücrelerinde eksprese edilir ve bu dokularda gliserolün geçirgenliğini kolaylaştırmaktadırlar 

(Day ve diğ. 2014, King ve diğ. 2004). 

 

Çizim 1. 10. (A) İnsan AQP1'in topolojisi, her biri bir NPA motifini (mavi / mor ve yeşil 

küreler) barındıran korunmuş bir halka ile üç transmembran alanın tandem tekrarlarını 

göstermektedir; turuncu küre, civaya duyarlı sistin kalıntısını temsil eder. (B) AQP1'in 

tersiyer yapısı, (C) Dört monomer tarafından oluşturulan AQP1 tetrameridir. Groot ve diğ. 

(2003) uyarlanmıştır. 

Ozmolaritede değişiklikler gibi diğer dış koşulların (Johansson ve diğ. 1996), pH 

değişiminin (Shelden ve diğ. 2009, Tournaire-Roux ve diğ. 2003) ve Ca+2 gibi iki değerlikli 

katyonların konsantrasyonunun (Gerbeau ve diğ. 2002, Németh-Cahalan ve Hall 2000, 

Verdoucq ve diğ. 2008) bazı aquaporin izoformlarında su geçirgenliğini modüle ettiği 

bildirilmiştir. Kalsiyuma (Ca+2)' ya ek olarak, manganez (Mn+2) ve kadminyumun da (Cd+2) 
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bazı AQPleri inhibe ettiği görülmüştür (Verdoucq ve diğ. 2008). Civanın birçok aquaporini 

inhibe ettiği gösterilmiş olmasına rağmen, bazı aquaporinlerin civa duyarsız olduğu 

bildirilmiştir (Calamita ve diğ. 1995). 

1.1.2.  Aquaporin 1 (AQP1) 

Aquaporin 1, ilk bulunan AQP’dir ve en çok çalışma yapılan AQP’dir. Esasen bir 

endotel AQP'idir, ancak tüm endotellerde eksprese edilmemiştir. İnsanlarda ve 

kemirgenlerde kılcallarda ve venüllerde tanımlanmış, ancak küçük arterlerde bulunmamıştır 

(Devuyst ve diğ. 1998). Vasküler bir bileşen olarak AQP1’in doku dağılımı çok geniştir 

(Çizelge 1.2) AQP1 eksprese eden başka hücre tipleri de vardır; ancak bunların çoğundaki 

işlevi hala belirsizliğini koruyor. Daha önce tarif edildiği gibi, AQPl eritrositlerde, proksimal 

tübüllerdeki apikal ve bazolateral plazma zarlarında, Henle'nin inen ince kolunda ve 

böbreğin vasküler endotelinde bulunur (Preston ve diğ. 1992). Aynı zamanda beynin koroid 

pleksusunda da bulunur (Gunnarson ve diğ. 2004, Nielsen ve diğ. 1995). Safra kanallarının 

apikal membranında eksprese edilir (Tietz ve diğ. 2003) ve son zamanlarda suyun yanı sıra 

nitrik oksite (Herrera ve Garvin 2007) ve karbon dioksite (Cooper ve Boron 1998, Nakhoul 

ve diğ. 1998) geçirgen olduğu gözlenmiştir. Aquaporin 1, anjiyogenezde hücre göçünün 

uyarılmasında rol oynamaktadır (Monzani ve diğ. 2009). Çeşitli türlerde çoğalan tümör 

mikrodamarlarında güçlü bir şekilde eksprese edilir (Endo ve diğ. 1999, Saadoun ve diğ. 

2002). AQP1 null farelerde tümör büyümesi ve metastazı, tümör mikrovasküler gelişiminin 

zayıflamasının sonucu olarak belirgin şekilde azalmıştır (Verkman ve diğ. 2008). AQP1 null 

fareler idrarı konsantre edememektedir; ayrıca bu farelerde proksimal tübülün ve inen vasa 

rektanın su geçirgenliği azalmış olarak bulunmuştur (Agre ve Nielsen 1996). AQP1 null 

insanlarda (Colton-null), toplayıcı kanallarda ve / veya vasa rektada su geçirgenliğinin 

azalması gibi belirgin bir klinik yan etki yoktur (Huebert ve diğ. 2011, King ve diğ. 2001). 

AQP1'nin karaciğer sirozunda aşırı eksprese edildiğini ve anjiyogenez, fibroz ve portal 

hipertansiyonu desteklediği bulunmuştur (Huebert ve diğ. 2011). 

 

1.1.3.  Aquaporin 3 (AQP3) 

İlk defa böbreğin toplayıcı kanalının bazolateral membranında tanımlanmıştır (Ma ve 

diğ. 2000). Gliserol intrinsik protein veya AQP3 olarak adlandırılmıştır ve suya ek olarak 

gliserol ve üre de taşıyabilmektedir. Gastrointestinal hücrelerin epitelinde (Laforenza ve diğ. 

2005) eksprese edilir. Üst solunum yolu bazal hücrelerinde ve alveollerde tip II 

pnömositlerinde, apikal ve bazolateralde bulunur (Kreda ve diğ. 2001). Ayrıca eritrositlerde 
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de ekprese edilmektedir (Roudier ve diğ. 2002). AQP3 ile ilgili araştırma alanlarından biri, 

cilt neminin düzenlenmesindeki rolüdür; keratinositlerin bazal katmanlarında bulunur ve cilt 

yenilenmesini ve tümör gelişimini etkilediği gösterilmiştir (Verkman ve diğ. 2008). AQP3 

null fareler, çok kuru bir cilt geliştirmiştir. Bununla birlikte, gliserol ve / veya artan AQP3 

ekspresyonuna aşırı maruz kalma, bazal cilt kanseri hücrelerini uyarmaktadır. AQP3 null 

farelerin cilt tümörleri önemli ölçüde inhibe edildiği, gliserol ve gliserol kolaylaştırma up-

regülasyonunun keratinokarsinomayı destekleyebileceği hipotezi için kanıtlar sağlanmıştır 

(Verkman ve diğ. 2008). Artmış gliserol taşınması ayrıca kolon kanseri ve pulmoner 

kanserle de ilişkilendirilmiştir (Ishibashi ve diğ. 2009). Kültürde, magnezyumun AQP3 

ekspresyonunu arttırdığı bildirilmiştir. Bu, antasitler, müshiller, diyabet tedavisi ve benzeri 

gibi magnezyum içeren ilaçların, potansiyel olarak tümör büyümesini kolaylaştırabileceğini 

düşündürmüştür (Okahira ve diğ. 2008).  

 

1.1.4. Aquaporin 7 (AQP7) 

AQP7 ilk olarak sıçan testisten klonlanmıştır (Ishibashi ve diğ. 1997) ve gliserolü de 

taşıdığı bulunmuştur. Bununla birlikte, insanlarda ilk önce yağ dokusunda tespit edilmiştir 

(Kuriyama ve diğ. 1997). Bu dokudaki rolü, glukoneogenez için gerekli olan gliserolü 

sağlamaktır (Kuriyama ve diğ. 2002). Ek olarak, Aqp7 null farelerin uzun süreli açlığında, 

gliserolün yağ dokusundan karaciğere mobilizasyonu yetersiz miktarda olmuş ve sonuç 

olarak derin hipoglisemi oluşmuştur. Adiposit büyüklüğü artmış ve karın içi yağ miktarı da 

artmıştır. Vücut yağ kütlesinde ciddi artışa sebep olarak obezitede rol oynadığı gösterilmiştir 

(Hara-Chikumave diğ. 2005). AQP7'nin ayrıca, böbreklerde gliserolü yeniden emdiği (King 

ve diğ. 2004, Skowronski ve diğ. 2009) bulunmuştur. Tartışmalı olmasına rağmen, AQP7 

infertil erkek hastaların spermlerinde üretilmemiştir ve bunu infertilite nedeni olarak 

belirtilmiştir (Saito ve diğ. 2004). AQP7 taşıma fonksiyonunun civa ile inhibisyonu AQP-7 

izoformuna bağlıdır. Xenopus oositlerinde, sıçanlarda ve farelerde eksprese edilen AQP7 

civa tarafından inhibe edilmez (Ishibashi ve diğ. 1997), ancak insanda AQP7 eksprese eden 

oositlerde, fonksiyonunun tamamen inhibe edildiği gösterilmiştir (Kuriyama ve diğ. 1997). 

 

1.1.5. Aquaporin 9 (AQP9) 

Aquaporin 9, lökositlerden (Ishibashi ve diğ. 2009) ve osteoklast farklılaşması 

sırasında ekspresyonda artan osteoklastlardan klonlanmıştır (Aharon ve Bar-Shavit 2006). 
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Üre taşıyıcısı olarak tanımlandığı ve ayrıca gliserol alım mekanizmasına da dahil olduğu için 

karaciğerin hepatositlerin bazolateral membranında bol miktarda bulunmaktadır. 

Memelilerde, AQP7 ve AQP9 üreten maya hücrelerinin arsenik taşınımı gerçekleştirdiği 

görülmüştür (Liu ve diğ. 2013). Karaciğerde gliserol alımının kolaylaştırılması (Maeda ve 

diğ. 2009) ve beyinde glikoz metabolit kanalı olarak çalışmak (Badaut ve diğ. 2014) 

AQP9'un fonksiyonları aradındadır. Karaciğerde AQP9 ekspresyonu değerlendirildiğinde 

erkek sıçanların dişilere göre daha düzgün bir ekspresyon gösterdiği belirtilmiştir (Nicchia 

ve diğ. 2001). Uzun süreli açlık sırasında AQP9, mRNA ve protein seviyesinde 

arttırılmaktadır ve yeniden besleme ile normale dönmektedir. Sıçan karaciğerindeki 

Aquaporin 9 seviyeleri, indüklenen diabetes mellitus ile artar ve insülin ile normalleşir 

(Carbrey ve diğ. 2003, Kuriyama ve diğ. 2002). Yüksek insülin seviyelerine rağmen, obez 

insüline dirençli leptin reseptörü mutant farelerde (Ieprdb / leprdb), AQP9 seviyeleri büyük 

ölçüde artmıştır. Aquaporin 9 null fareler anormal gliserol ve glukoz metabolizması 

göstermemektedir. Plazma gliserol seviyelerinde belirgin bir artış olmasına rağmen, üre ve 

glukoz seviyeleri normal ölçülmüştür (Rojek ve diğ. 2008). Hem AQP7’nin hem de 

AQP9’un arsenik geçirgenliği de görülmüştür (As (OH)3; Liu ve diğ. 2002). AQP7 ve AQP9 

üreten maya hücrelerinin arsenik taşınımı gerçekleştirdiği görülmüştür (Liu ve  diğ. 2013).  

 

1.1.6. Aquaporin 10 (AQP10) 

AQP10 ilk defa Hatakeyama ve arkadaşları tarafından tanımlanmıştır (Hatakeyama ve 

diğ. 2001). Tanımladıkları AQP10 proteini sadece ince bağırsağın proksimal kısımlarında, 

duodenum ve jejunumda gözlenmiştir ancak ince bağırsağın distal kısmı olan ileumda 

gözlenmemiştir.  

İlk zamanlarda AQP10 kanalından sadece su geçişi olduğu, gliserol geçişinin olmadığı 

görülmüştür. Başka çalışmalarda AQP10’un hem su hem gliserol geçişine izin veren daha 

uzun farklı bir izoformu bulunmuştur. Bulunan ilk formun çevreden etkilenerek kısaldığı ve 

bundan dolayı fonksiyonunun değiştirildiği öne sürülerek ilk forma AQP10sv ismi 

verilmiştir ve bulunan ikinci formun gerçek AQP10 olduğu kabul edilmiştir (Morinaga et al. 

2002). Her iki versiyon da ince bağırsağın insan duodenumunda ve jejunum hücrelerinde, 

ince bağırsakta kapiller endotel hücrelerinde AQP10sv ve epitelde AQP10 bulunduğu 

görülmüştür (Li ve diğ. 2005). Aquaporin 10'un fizyolojik önemi henüz tam olarak 

çözülmemiştir. AQP10'un daha yakın bir zamanda, kolera gibi hastalıklarla bağlantılı olarak 

düzenlendiği gösterilmiştir. Vibrio cholerae, koleraya neden olan ajandır ve hala dünyada 
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çok sayıda ölüme neden olmaktadır. Bakteriler, epitel hücrelerini ince bağırsakta kolonize 

eder ve kolera toksini salgılar, bu da kusma ve ishal nedeniyle büyük miktarda vücut sıvısı 

kaybına neden olan bir salgı yanıtına yol açar. Kolera hastalarında akut faz sırasında AQP10 

ve AQP10sv dahil olmak üzere birkaç membran taşıyıcısının ekspresyonu düşük 

bulunmuştur (Flach ve diğ. 2007).  

 

1.3. Yaşlanma 

Yaşlanma sürecinde insan vücudunda doku ve organların rejenere olma yeteneği 

önemli ölçüde azalır. Bazı bilim adamları, dokuya özgü yetişkin kök hücreleri ne kadar 

yaşlıysa insanların o kadar yaşlı olduğunu söylemişlerdir (Peng ve diğ. 2013, Sharpless ve 

DePinho 2007). Yaşlanma, çeşitli dokularda ve organlarda, örneğin bağışıklık sisteminin 

bozulması, cilt kırılganlığı, kardiyak fonksiyon bozukluğu, kemik dejenerasyonu ve artmış 

kanser gelişimi riski gibi fonksiyonel bir azalma ile ilgilidir. Hücresel yaşlanma, etkilenen 

hücrelerin fonksiyonunda ve replikasyon kapasitesinde değişikliklere yol açan karmaşık bir 

fenotiptir. Farklı protokoller, kültür koşulları ve hücre tipleri, farklı yaşlanmaya neden olur. 

Bununla birlikte, in vitro, yaşlanan hücreler genellikle karakteristik olarak genişlemiş, 

düzleşmiş bir morfoloji sergilerler (Sethe ve diğ. 2006). Yaşlılık G1 büyümesinin geri 

dönüşü olmayan bir durması (arrest) ile karakterizedir.  

Bu durma, hücre döngüsünün ilerlemesini indükleyen genlerin baskılanmasına, hücre 

döngüsünü inhibitörlerinin artmasına (Campisi 2005), metilasyonun global artmasına 

(Christensen ve diğ. 2009) ve YKH’ nin multipotensi özelliğinin düşmesine (Sethe ve diğ. 

2006) yol açmaktadır. 

 

1.3.1. SOD1 (Süperoksit Dismutaz 1) 

İnsanlarda, bazı genetik varyasyonların insan ömrü ile ilişkili olduğu rapor edilmektedir. 

Bu genler GH/IGF-1/INS yolağı ile ilişkili IGF1R, GHR ve FOXO3A; DNA hasarı sinyali 

ve onarım yolağı ile ilişkili WRN, MLH1 ve TP53 ve pro/antioksidan yolağı ile ilişkili 

SOD1, SOD2 ve PON1 gibi genlerdir (Castro ve diğ. 2000, Donehower 2005, Flachsbart 

ve diğ. 2009, Van Heemst ve diğ. 2005, Kim ve diğ. 2006, Willcox ve diğ. 2008). Reaktif 

oksijen türleri (ROS) biyomoleküllerde hasar oluşturarak yaşlanmanın hızlanması ve 

yaşam süresinin kısalmasına sebep olmaktadır. Antioksidan ve diğer hücre redoks 

durumunu modüle edici enzim sistemleri, tüm intrasellüler ve hatta ekstrasellüler 
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kompartımanlardaki reaktif oksijen türlerine (ROT) karşı birinci derece savunma olarak 

etki etmekteirr. Bu enzimlerin en önemlileri, süperoksit dismutazlar (SOD), glutatyon 

peroksidaz, katalaz ve peroksiredoksinlerdir. SOD’lar ilk tanımlanan antioksidan 

enzimlerdir (McCord ve Fridovich 1969). İnsan hücrelerinde üç farklı tip SOD ifade 

edilmiştir; ağırlıklı olarak sitoplazmada bulunan SOD1, mitokondriyal mangan SOD2 ve 

hücre dışı SOD3. Bu SOD’ların hepsi oksijen radikalini moleküler oksijene 

ayrıştırabilmektedir (KARIHTALA ve SOINI 2007). Bu SOD’un bilinen tek faaliyetidir. 

SOD1, SOD2 ve SOD3 hücrenin farklı bölümlerinde yer aldıkları için serbest radikal 

detoksifikasyonunda birbirlerinin yerini alamazlar. SOD1, amiyotrofik lateral skleroz 

(FALS), Parkinson hastalığı, Alzheimer hastalığı, dang humması, kanser, Down sendromu, 

katarakt ve çeşitli nörolojik bozukluklar gibi çeşitli hastalıklarda rol oynamaktadır (Noor 

ve diğ. 2002). SOD’lar arasında SOD1 yaygın olarak bulunmaktadır ve toplam SOD’un 

%90’ını kapsamaktadır. Bu her yerde bulunan ve aktivite için Cu ve Zn gerektiren enzim, 

büyük fizyolojik öneme ve terapötik bir potansiyele sahiptir (Noor ve diğ. 2002). SOD1 

aktivitesini artıran genetik manipülasyonlarda bazı türlerde maksimum yaşam süresi 

üzerinde hafif bir artış etkisi olmakla birlikte direk SOD1 düzeylerinin arttırılması, 

maksimum yaşam süresini önemli ölçüde arttırır (Kim ve diğ. 1994). Yapılan çalışmalarda, 

SOD'un yaşlanma karşıtı durumlarda (anti-aging, uzun ömür) ve dejeneratif hastalıklarda 

önemli bir rol oynadığını öne sürmektedir (Noor ve diğ. 2002).  

1.3.2. COL1A1 (Kollajen 1 alfa 1) 

COL1A1 geni, iki tane alfa 1, bir tane alfa 2 zincirinden oluşan üçlü heliksin oluşturduğu 

kollajen tip 1 molekülünün pro-alfa 1 zincirini kodlar. Tip 1 bağlayıcı dokularda fazla 

oranlarda bulunan fibril formlu kollajendir ve kemik, kornea, dermis ve tendonlarda 

yüksek oranda bulunmaktadır. İnsanda 17 kromozomun q21.33 lokusuna lokalize olmuştur 

(Biondi ve diğ. 1976).  

Yapılan çalışmalarda yaşlı hücrelerde COL1A1 ifadesinin, genç hücrelere göre 2,9 kat 

arttığı gösterilmiştır (Han ve diğ. 2018). 

1.4. ADİPOJENİK FARKLILAŞMA VE İLİŞKİLİ GENLER 

LEPTİN 

Gelişim sırasında, multipotent mezenkimal kök hücrelerin adiposit, kas ve kıkırdak 

hücrelerine dönüştüğü görülmüştür (Watt 1991). Yerleşik önceden hazırlanmış hücre 

hatlarının (örneğin, 3T3-L1, 3T3-F442A ve Ob17 hatları) mevcudiyeti, adiposit 
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farklılaşma programının, hücre kültürünün kontrollü koşulları altında incelenmesini 

mümkün kılmıştır. Kültürde uygun şekilde uyarıldığında, bu hücreler farklılaşmaya 

uğrarlar ve adipositlerin biyokimyasal ve morfolojik fenotiplerini kazanırlar (Green ve 

Meuth 1974, Green ve Kehinde 1974, Cornelius ve diğ. 1994, Mandrup ve Lane 1997, 

Hwang ve diğ. 1997). 

Leptin, öncelikle adipositlerde eksprese edilen ob geninin bir ürünüdür. Leptin reseptörleri 

(LEPR'ler) geniş çapta dağılmıştır. Leptinin enerji homeostazı ve nöroendokrin, üreme ve 

immün fonksiyon üzerinde pleiotropik etkileri bulunmaktadır (Procaccini ve diğ. 2012). 

Bir immünomodülatör olarak Leptin, öncelikle yağ hücrelerinde, ayrıca plasenta gibi diğer 

organlarda da üretilir (Gambino ve diğ. 2010). 

İnsanlarda, leptin geni, 7q32 kromozomunda bulunur ve 20 kilobaz (kb) DNA'yı kapsayan 

üç ekzon ve iki introndan oluşur. Gen, 167 amino asidin salgılanan bir proteini kodlar. 

Leptin, sitokin ailesinin bir üyesidir ve reseptörü (LEPR), gp130 sitokin reseptörleri 

grubuyla benzerliklere sahiptir. 

Yapılan çalışmalarda Leptin ekspresyonu ve salımının, kültürde preadipositlerden olgun 

adipositlere farklılaşma sırasında yükseldiği görülmüştür (Salmerón ve diğ. 2015).  

 

ADFP (Adipojenik Farklılaşma İle İlişkili Protein, Perilipin 2, Plin2) 

Hücre içi lipid damlacıklarının (LD'ler) metabolizmasıyla ilişkili bir protein olan ADFP 

(Perilipin 2, Plin2), lipid depolanmasındaki rolünden dolayı üzerinde araştırmalar yapılmış 

bir proteindir. ADFP ekspresyonunun manipülasyonu ile yağlı karaciğer, insülin direnci ve 

tip 2 diyabet (T2D), kardiyovasküler hastalık, ateroskleroz, sarkopeni ve kanser gibi çeşitli 

metabolik ve yaşa bağlı hastalıkların oluşumunda rol oynadığı görülmüştür (Conte ve diğ. 

2016). 

ADFP birçok yerde eksprese edilir ve lipit damlacıklarının oluşumunda önemli bir rol 

oynar (Brasaemle ve diğ. 1997, Imamura ve diğ 2002, Targett-Adams ve diğ. 2003). ADFP 

ekspresyonunun hepatositlerdeki lipit damlacığı içeriği ile körele olduğunu gösteren 

çalışmalar bulunmaktadır (Motomura ve diğ. 2006). Lipit damlacıklarında bulunan, 

adiposit oluşumu ile artan ADFP farklılaşma göstergesi olarak kullanılmaktadır (Junker ve 

diğ. 2010). 
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2. AMAÇ  

Aquaporinler hücre içi olayları doğrudan ve dolaylı olarak etkileyen; aynı zamanda bu 

moleküllerin taşınmasıyla hücrenin anlık olarak değişen fiziksel koşullara cevap vermesini 

sağlayan önemli unsurlardır. Aquaporin çeşitleri ve sayılarındaki değişimler ile hücrenin 

fonksiyonları değişebilmektedir. Bu sebepten ötürü kök hücrelerin farklılaşabilme özelliği 

ile birlikte ele alındığında hücrelerdeki aquaporin tipi ve sayılarındaki değişimler hücre 

işlevlerini değiştirme potansiyeline sahiptirler. Aquaporinlerle ilgili çok sayıda araştırma 

yapılmıştır. Bu değişimin kök hücreler üzerinde ne kadar etkili olacağı ise literatürde açıkça 

yer almamaktadır. Mezenkimal kök hücrelerin aquaporinleri ile ilgili çalışma azdır ve 

mezenkimal kök hücrelerin aquaporin profil değerlendirmesi daha önce yapılmamıştır. 

Aquaporinler ve kök hücre çalışmalarına bakıldığında aquaporinlerle ilgili çalışmaların 

hastalıkların tanısı, ilerleyişi ve tedavisi gibi konularda yoğunlaştığı (Hubbard ve diğ. 2017, 

Soveral ve diğ. 2017); kök hücre ile ilgili çalışmaların hastalıkların tedavisinde yoğunlaştığı 

(Wei ve diğ. 2013) fark edilmektedir. Klinik açıdan umut vaad eden kök hücre tedavilerini 

planlamak gözlemlemek ve yol haritası oluşturmak adına yardımcı olabilecek her adım bilim 

adına çok önemlidir. Hücre yaşamında önemli rolleri olan aquaporinlerin kök hücre yaşam 

döngüsünde, farklılaşmalarında da önemli rolleri bulunmaktadır (Avola ve diğ. 2016). 

Mezenkimal kök hücrelerde ileri ve erken pasajlarda hücre yapıları farklı olmaktadır 

(Kundrotas ve diğ. 2016). iKİ-MKH’nin  farklılaşmasıyla AQP profillerindeki değişimler 

ortaya konmamıştır.  

Hücre kültürü çalışmalarında sürekli olarak aynı hücre hattının kullanılması uzun 

sürede hücreler üzerinde birtakım morfolojik ve biyokimyasal değişikliklere yol açmaktadır. 

Bu değişiklikler hücrelerin işlevlerini etkilemekte ve hatta farklılaştıra-bilmektedir. Hücre 

yaşlanması (senescence) olarak gözlemlenen bu süreç kök hücrelerin temel işlevleri olan 

çoğalma ve farklılaşma özelliklerini etkileyebilmektedir. Sinyal yolakları ve gen 

ekspresyonlarının değişmesi ile ortaya çıkan bu değişikliklerin tanımlanması ve etkilerinin 

ortaya konmasıyla bu süreci değiştirecek etkin yöntemler geliştirilebilir. Yaşlanma ile 

farklılaşma potansiyeli arsında bir ilişkinin var olduğu bilinse de aquaporinlerin bu süreçteki 

değişimi daha önce incelenmemiştir. 

 Bu çalışmada amacımız; kemik iliği kaynaklı mezenkimal kök hücrelerin aquaporin 

profilini değerlendirmek, aquaporinler ve mezenkimal kök hücrelerin farklılaşma 

potansiyeli arasında bir ilişki olup olmadığını incelemek ve ileri pasajda hücrelerin 
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yaşlanması ile aquaporin değişimi arasındaki ilişkiyi değerlendirmektir. Ve elde elde edilen 

bilgilerle literatürdeki büyük bilgi eksikliğinin giderilmesini hedefliyoruz. 
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3. YÖNTEM 

3.1. Hücre Karakterizasyonu- Flow Sitometri 

         Çalışmamızda dondurulmuş hücre koleksiyonunda bulunan insan kemik iliği kaynaklı 

mezenkimal kök hücre kullanılmıştır. Hücreler kullanılmaya başlanmadan önce, 

karakterizasyonu ile ilgili datalar değerlendirilmiştir. MKH karakterizasyonu CD105, CD73, 

CD90, CD44, CD13, CD166, CD29, CD45, CD15, CD5, CD7, CD14, CD34 belirteçleri 

kullanılarak flow sitometri analizi ile yapılmıştır. 

3.2. Hücrelerin Çözülmesi ve Hücre Kültürü 

Hücreler %10 fetal sığır serumu (FBS) ve %1 penisilin/streptomisin antibiyotiği içeren 

DMEM besiyeri içerisinde 37°C sıcaklık ve %5 CO2’li nemli ortamda inkübe edilmiştir. 

Hücrelerin her 3 günde bir besiyeri değiştirilerek ve yaklaşık %70 hücre sıkışıklığına 

ulaştıklarında 0.25% trypsin enzimi yardımıyla yüzeyden kaldırılmış ve uygun boyutlarda 

kültür kaplarına tekrar ekilerek pasajlanmıştır. Her pasajlama işlemi sırasında bir miktar 

hücre dondurulmuş ve diğer hücre grubuyla deneylere devam edilmiştir. Hücre dondurma 

işlemi %35 FBS %60 bazal besiyeri ve %5 DMSO ortamında hücreler direk -152°C 

dondurucuya konarak yapılmıştır. Gerekli olduğu durumlarda tekrar donudurucudan alınan 

hücreleri çözme işlemi 37°C su banyosunda yapılmıştır. Çözünen hücreler FBS içeren 

besiortamına aktarıldıktan sonra 1600 rpm'de 5dk santrifüj edilerek yıkanmış 

ve hızla DMSO'nun (dimetilsülfoksit) uzaklaşması sağlanmıştır. Çözülen hücre sayısı ve 

canlılığı belirlendikten sonra gerekli görülen miktarda ekim yapılmıştır.  

3.3. Adipojenik Farklılaşma ve Oil Red O Boyaması 

İnsan kemik iliği kaynaklı mezenkimal kök hücreleri Pasaj 3 ve Pasaj 8’ e geldiğinde, 

kültür kaplarının cm2’sine 3000 hücre şeklinde hesaplanarak ekilmiştir. Adipojenik 

farklılaşma için literatüre göre besiyeri hazırlanmıştır (Karaöz ve diğ. 2010).  

Adipojenik Farklılaşma Besiyeri: 

 %10 FBS,  

 0,5 mM izobutil-methylksantin,  

 10-6 M deksametazon,  

 10 µg/ml insülin,  

 200 µM indometazin ve  

 %1 penisilin-streptomisin  
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 L-DMEM  

Hücreler, deney planına göre gruplandırılıp isimlendirilmiştir. Farklılaşmanın sıfırıncı 

günü, birinci günü, üçüncü günü, yedinci günü, ondördüncü günü ve yirmibirinci gününde 

plana göre farklılaşma sonlandırılmıştır. Farklılaşması sonlandırılan hücrelerden deney 

planına göre immünfloresan yapılacak grup için paraformaldehit fiksasyonu yapılmıştır. 

Elisa ve Gen Ekspresyonu yapılması planlanan hücreler pellet haline getirilip –80℃ 

dondurucuya kaldırılmıştır.  

Adipojenik farklılaşmaya alınan hücrelerde yaklaşık 7-8. günlerde hücre içi lipit 

birikimi gözlenmeye başlanmıştır. Farklılaşmanın 21. gününde hücre içi biriken lipidlerin 

görüntülenebilmesi için Oil Red O histolojik boyaması yapılmıştır. Önce hücreler %4 

Paraformaldehit (PFA) (Merck) ile 15 dk. oda ısısında inkübe edilmiştir. Sırasıyla PBS ve 

distile su ile yıkanan cam lameller üzerindeki hücreler son olarak %60 2-propanol (Sigma-

Aldrich) ile 5 dk oda ısısında inkübasyona bırakılarak fiksasyon işlemi yapılmıştır. Oil Red 

O (Sigma-Aldrich) İsopropanol ile 0,3 gr/100 ml olacak şekilde stok solüsyon hazırlanmıştır. 

Hücreler, 3:2 oranında distile su ile dilue edilen stok solüsyonda 1 saat 37°C’de inkübe 

edilmiştir. Boyanan hücre içi lipidler mikroskop ile gösterilmiştir. 

3.4. İmmünfloresan Boyama 

Adipojenik farklılaşmanın ilgili gününe gelen P3 ve P8 hücreler ve farklılaşmaya 

alınmayan P3 ve P8 hücreler %4 PFA (Merck) ile 15 dakika oda ısısında inkübe edilerek 

fikse edilmiştir. Fiksasyon sonrası immünfloresan boyama prosedürü uygulanmıştır. 

İmmünfloresan boyamalar için hücreler uygun blok serumda 20 dk inkübe edilmiştir. Blok 

serum sonrasında anti-AQP1 (Santa-Cruz), anti-AQP3 (abcam), anti-AQP7 (Santa-Cruz), 

anti-AQP9 (Santa-Cruz), anti-AQP10 (Thermo) antikorları ile +4 ℃’de gece boyu 

inkübasyona bırakılmıştır. Daha sonra PBS ile yıkanan örnekler floresan boya eklenmiş 

uygun sekonder antikorlar ile oda sıcaklığında 1,5 saat inkübe edilerek işaretlenmiştir. 

Bağlanmayan antikorların uzaklaştırılması için yıkama yapıldıktan sonra, son aşama olarak, 

nükleer boya içeren kapatma medyumu DAPİ (4',6-diamidino-2-fenilindol) (Fluoroshield 

Mounting Medium With DAPI (ab104139) Abcam) ile kapatılmıştır. Örnekler konfokal 

mikroskop ile (DMI 8 Confocal Microscope, Leica) incelenerek fotoğraflanmıştır. 
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3.5. Gen Ekspresyon Analizi 

 Gen ekspresyon analizi için önce hücrelerden RNA izolasyonu, RNA dizisinden 

cDNA sentezi ve sonrasında Real-Time PCR gerçekleştirilmiştir. Hücre kültürü 

işlemlerinden sonra hücreler önce tripsin-EDTA (%0,25) ile yüzeyden kaldırılarak iki kez 

soğuk (4°C) DPBS ile yıkanıp ve 1,5 mL santrifüj tüpünde 300g 5 dakika santrifüj edilerek 

hücre peletleri elde edilmiştir. RNA izolasyonu için GeneJET RNA Purification kiti 

(Thermo Scientific, Dreieich, Almanya) kullanılmıştır. Kit protokolünde belirtildiği gibi 

örneklere liziz tamponu eklenerek hücreler parçalanmıştır. Santrifüj ile çözünmeyen parçalar 

8000g kuvvette 5 dak süre içerisinde çöktürülmüştür. Sıvı kısım alınarak saf etanol ile (3:1) 

karıştırıldıktan sonra sıvı doğrudan saflaştırma kolonuna eklenmiştir. RNA örnekleri filtrede 

immobilize edilmişken kitin yıkama tampon çözeltileriyle yıkanmıştır. Sonra temizlenen 

RNA fragmanlarının kolondan çözünmesi için kolona 30 µL elüsyon çözeltisi (10 mM Tris-

HCl tamponu, pH 7,5) eklenerek RNA sıvı faza aktarılmıştır. Santrifüj (13000g, 2 dakika) 

ile sıvı kolondan ayrıştırılarak RNA çözeltisi elde edilmiştir. Örneklerin saflığı ve miktarı 

Picodrop cihazıyla (Picodrop, Hinxton, İngiltere) ölçülmüştür. Tüm örneklerde saflığın 

istenilen 1,8-2,0 aralığında olduğu saptanmıştır. 

 cDNA sentezi için Maxima H Minus First Strand cDNA sentez kiti (Thermo 

Scientific, Waltham, MA, ABD) kullanılmıştır ve kit üretici firmasının belirttiği protokol 

uygulanmıştır. Üretici firmanın protokolüne uyularak 2 µg RNA örneği, oligo-dT primerleri 

(5 µM), RNase inhibitörü ve reverse transkriptaz enziminin (50 mU/ µL) yardımıyla cDNA 

sentezi termal döndürücü cihaz (Takara, Tokyo, Japonya) gerçekleştirilmiştir. Denatürasyon 

ve priming işlemi için karışım 25°C, 5 dk; reaksiyon için 46°C, 20 dk; ve inaktivasyon için 

95°C, 1 dk tutularak cDNA sentezi gerçekleştirilmiştir. 

 Gen ekspresyon analizi için Bright Green 2x qPCR master (Abcam, Cambridge, MA, 

ABD) çözeltisi kullanılmıştır. Gen ekspresyon analiz yöntemi olarak SYBR floresan boya 

temelli bir ölçüm yaklaşımı tercih edilmiştir. Sentezlenen cDNA örnekleri (100 

ng/reaksiyon) genlere özel primerlerle (30 nM, Çizelge 3.1) birlikte master karışımı 

içerisinde Real Time PCR cihazında (LightCycler480-II, Roche, Rotkreuz, İsviçre) 

çoğaltılmıştır. Çoğalan her çift zincirli banda bağlanan SYBR boyasının artmasıyla ışıma 

artarak bantların çoğalması ölçülmüştür. ActB geni referans geni olarak çalışmada 

kullanılmıştır. Cihaz okumasından ve Cp değerinin cihaz tarafından belirlenmesinden sonra 

ΔΔCp değeri referans genine göre normalize edilerek ve kontrol grubuna göre 
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hesaplanmıştır. Değerler aksi bir durum belirtilmemişse kontrol grubuna göre kat artış ya da 

kat azalış değerlerinde ifade edilmiştir. 

Çizelge 3. 2. Gen ve primer dizileri 

 

Gen Primer Dizisi (5’ - 3’) 

AQP1 
GAGCCCTGGCTGTACTCATC 

ATTTGGGCTTCATCTCCACCC 

AQP3 
CACTCTGGGCATCCTCATCG 

GGGCCCGAAACAAAAAGCTG 

AQP7 
GTCTATGTGCTGGGGCAGTT 

CCACGAGGATGCCTATCACC 

AQP9 
TTCTTGGGAGCCTTTGTGGG 

TGCGTTCGCCAGAGATAGAT 

AQP10 
GTACTCATGCTCCTCACCCAAG 

GGACTCCCTTGTTCCGTCTG 

Leptin 
GCCCTATCTTTTCTATGTCC 

TCTGTGGAGTAGCCTGAAG 

ADFP 
CCGTAAAGACCTCTATGCC 

CTCAGTAACAGTCCGCCTA 

SOD1 
CGGATGAAGAGAGGCATGTT 

CACCTTTGCCCAAGTCATCT 

Col1a1 
CCTTTCTGCTCCTTTCTCCA 

AGCAACACAGTTACACAAGG 

ActB 
TTCTACAATGAGCTGCGTGTG 

GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA 

 

3.6. ELİSA 

 Hücrelerde değişen AQP oranlarının sayısal olarak belirlenebilmesi için ELİSA 

yöntemi tercih edilmiştir. Hücrelerde ifade edilen AQP-1, -3, -7, -9 ve -10 protein miktar 

tayini için sandviç yaklaşımı temelli ELİSA kitleri (Shanghai YL Biotech) kullanılarak 

üretici firmanın önerdiği protokole göre gerçekleştirilmiştir. Kısaca, 40 µL örnek ve 10 µL 

antikor deney sıvısı içerisine eklenerek 37°C’de, 60 dk inkübe edilmiştir. Yıkama ve 

kromojen çözeltisinin eklenmesinden sonra 37°C’de 10 dk inkübe edilmiştir ve asidik çözelti 

eklenerek reaksiyon durdurulmuştur. Oluşan renk değişiminin ölçülmesi için örnekler 450 

nm dalga boyunda soğurması spektrofotometrede (SpectraMax Microplate Reader, 
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Moleculer Devices, Downingtown, PA, USA) belirlenmiştir. Sonuçların normalizasyonu 

için toplam protein miktarı BCA (Bisikoninik asit deney) yöntemiyle ölçülmüştür. 

 ELİSA kitlerinin ölçebileceği asgari protein miktarları AQP-1, -3, -7, -9 ve -10 için 

sırasıyla 0.25 ng/mL, 0.313 ng/mL, 0.5 pg/mL, 0.156 ng/mL, 0.2 pg/mL olarak ve bu kitlerin 

ölçtüğü protein miktarının hassasiyeti AQP-1, -3, -7, -9 ve -10 için sırasıyla 0.09 ng/mL, 

0.126 ng/mL, 0.22 pg/mL, 0.054 ng/mL, 0.12 pg/mL olarak kit üreticisi tarafından 

belirlenmiştir. 

 Toplam protein ölçümü için BCA yöntemi kullanılmıştır. %1 BCA çözeltisi (Sigma) 

ve %4 bakır sülfat (Sigma) çözeltisi 50:1 oranında önceden karıştırılarak yeşil renkli 

solüsyon elde edilmiştir. 20 µL örnek ve 200 µL BCA solüsyonu 96-kuyucuklu platelerde 

37°C 30 dk inkübe edilmiştir. Protein varlığında mor renge dönüşen sıvının 562 nm dalga 

boyunda soğurması VIS-spektrofotometresi (VersaMax, Molecular Devices, ABD) 

kullanılarak belirlenmiştir. Ölçümlerde BSA çözeltisi (0.5 µg/mL - 3.0 µg/mL) standart 

olarak kullanılmıştır. 

3.7. Hücre Sayımı  

P3 ve P8’de günlere göre yapılan AQP1 AQP3, AQP7, AQP9, AQP10 immünfloresan 

boyama sonrası, boyanan antikorun hücre membranında gösterdiği ışıma şiddeti ve 

yaygınlığı değerlendirildi (Furat Rencber ve diğ. 2018, Guzel ve diğ. 2011). Hücrelerdeki 

AQP ekspresyon yoğunluğu deperlendirilirken 6 farklı alanda 100 hücre sayıldı ve sayılan 

hücrelerdeki boyama yoğunluğu; 0, boyama yok; 1, zayıf boyama; 2, orta boyama; 3, yoğun 

boyama olacak şekilde literatüre göre değerlendirildi (Furat Rencber ve diğ. 2018, Guzel ve 

diğ. 2011). Elde edilen sonuçlar istatistiksel olarak karşılaştırıldı. 

  

3.8. İstatistiksel Analiz  

İstatistiksel değerlendirme, IBM SPSS 20.0 (SPSS Inc. Chicago, IL, USA) paket 

programı ile yapıldı. Normal dağılıma uygunluk testi Kolmogorov-Smirnov Testi ile 

değerlendirildi. Normal dağılım gösteren nümerik değişkenler ortalama +/- standart sapma, 

normal dağılım göstermeyen nümerik değişkenler medyan (25. persantil - 75. Persantil) 

olarak verildi. Gruplar arasındaki farklılık normal dağılıma sahip olan nümerik değişkenler 

için tek yönlü varyans analizi ile (ANOVA) testi ile değerlendirildi. p<0,05 istatistiksel 

olarak anlamlılık için yeterli kabul edildi. 
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4. BULGULAR 

4.1. İnsan Kemik İliği Kaynaklı Mezenkimal Kök Hücrelerin Karakterizasyonu  

Çalışmamızda dondurulmuş hücre koleksiyonunda bulunan insan kemik iliği kaynaklı 

mezenkimal kök hücre kullanılmıştır. Kullanılmaya başlanmadan önce, karakterizasyonu ile 

ilgili datalar değerlendirilmiştir. Yapılan flow sitometri analizinde MKH analizlerinde 

beklendiği gibi CD105, CD73, CD90, CD44, CD13, CD166, CD29 belirteçleri pozitif 

bulunurken CD45, CD15, CD5, CD7, CD14, CD34 belirteçleri negatif bulunmuştur (Çizim 

4.1). 

 

Çizim 4.1. iKİ-MKH flow sitometri sonuçları. (+) Belirteçler: CD105, CD73, CD90, CD44, 

CD13, CD166, CD29. (-) Belirteçler: CD45, CD15, CD5, CD7, CD14, CD34 

4.2. Hücrelerin Kültürde Pasaj 3 ve Pasaj 8’e Getirilmesi 

Deneyde kullanılmak üzere çözülen P2 iKİ- MKH’ i sayıldı ve uygun flasklara 

ekilmiştir. Ertesi gün değerlendirildiğinde hücreler yapıştığı ve çoğalmaya başladığı 

görülmüştür. Farklı flasklara ekilen hücrelerin pasajını ilerletmek için uygun yoğunluğa 

ulaşması beklenmiştir (Çizim 4.2, Çizim 4.3, Çizim 4.4, Çizim 4.5). 
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Çizim 4.2. P2 iKİ-MKH’lerin 2. Gün faz-kontrast mikroskop ile elde edilen fotomikrografı 

(40X büyütme). 

 

 

Çizim 4.3. P2 iKİ-MKH’lerin 3. Gün faz-kontrast mikroskop ile elde edilen 

fotomikrografı (40X büyütme). 
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Çizim 4.4. P2 iKİ-MKH’lerin faz-kontrast mikroskop ile elde edilen fotomikrografı (100X 

büyütme). 

 

 

Çizim 4.5. iKİ-MKH’lerin P2 faz-kontrast mikroskop ile elde edilen fotomikrografı (100X 

büyütme). 
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4.3. Adipojenik Farklılaşmanın Gösterilmesi 

4.3.1. Adipojenik farklılaşmanın faz-kontrast mikroskop ile gösterilmesi 

P3 ve P8 olan hücreler adipojenik farklılaşmaya alınmıştır. Farklılaşma 

indüksiyonunun ilk günlerinde hücreler morfolojik olarak değerlendirilmiştir. Hücrelerde 

mezenkimal kök hücre morfolojisi görülmektedir; hücreler uzamış iğsi, fibroblasta benzer 

bir yapıda görünmektedir (Çizim 4.6, Çizim 4.7).  

 

Çizim 4.6. P3 adipojenik farklılaşma grubu 0.gün faz-kontrast mikroskop ile elde edilen 

fotomikrografı (100X büyütme). 

 

Çizim 4.7. P3 kontrol grubu 0.gün faz-kontrast mikroskop ile elde edilen fotomikrografı 

(200X büyütme). 
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iKİ-MKH’ nin adipojenik farklılaşma indüklenmesi 21 gün boyunca devam etmiştir. 

0-7. günler arasında mikroskopik olarak belirgin morfolojik değişiklikler farkedilmemiştir. 

Hücrelerin morfolojisi iKİ-MKH’e benzer bulunmuştur (Çizim 4.8). Adipojenik 

farklılaşmayı gösteren morfojik değişikliklerden olan hücre içi lipit vakuoller 7. Gün 

gözlenmeye başlanmıştır (Çizim 4.9, Çizim 4.10). Hücrelerin morfolojisi daha yuvarlak ve 

poligonal olarak görülmüştür. Adipojenik farklılaşma grubu 14. Günde, 21. Günde adiposit 

ve adiposit içi lipit damlacıklarının miktarı artmıştır (Çizim 4.11, Çizim 4.12, Çizim 4.13, 

Çizim 4.14). 

 

 

Çizim 4.8. iKİ-MKH adipojenik farklılaşma (AF) grubu faz-kontrast mikroskop ile elde 

edilen fotomikrografı (200X büyütme) A) P3-AF 1.Gün, B) P3-AF 3.Gün C) P8-AF 1.Gün 

D) P3-AF 3.Gün. 
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Çizim 4.9. P3 adipojenik farklılaşma grubu 7.gün faz-kontrast mikroskop ile elde edilen 

fotomikrografı (400X büyütme). Sarı ok; adiposit hücresi ve içindeki lipit damlacıkları, sarı 

ok başı; mezenkimal kök hücreyi göstermektedir. 

 

 

 

Çizim 4.10. P3 adipojenik farklılaşma grubu 14.gün faz-kontrast mikroskop ile elde edilen 

fotomikrografı (400X büyütme). Sarı ok; adiposit hücresi ve içindeki lipit damlacıkları, sarı 

ok başı; mezenkimal kök hücreyi göstermektedir. 
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Çizim 4.11. P3 adipojenik farklılaşma grubu 21.gün faz-kontrast mikroskop ile elde edilen 

fotomikrografı (200X büyütme). Sarı ok; adiposit hücresi ve içindeki lipit damlacıkları, sarı 

ok başı; mezenkimal kök hücreyi göstermektedir. 

 

 

Çizim 4.12. P8 adipojenik farklılaşma grubu 7.gün faz-kontrast mikroskop ile elde edilen 

fotomikrografı (200X büyütme). Sarı ok; adiposit hücresi ve içindeki lipit damlacıkları, sarı 

ok başı; mezenkimal kök hücreyi göstermektedir. 
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Çizim 4.13. P8 adipojenik farklılaşma grubu 14.gün faz-kontrast mikroskop ile elde edilen 

fotomikrografı (200X büyütme). Sarı ok; adiposit hücresi ve içindeki lipit damlacıkları, sarı 

ok başı; mezenkimal kök hücreyi göstermektedir. 

 

 

Çizim 4.14. P8 adipojenik farklılaşma grubu 21.gün faz-kontrast mikroskop ile elde edilen 

fotomikrografı (200X büyütme). Sarı ok; adiposit hücresi ve içindeki lipit damlacıkları, sarı 

ok başı; mezenkimal kök hücreyi göstermektedir. 
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4.3.2. Adipojenik farklılaşmanın Oil-Red O boyaması ile gösterilmesi 

Adipojenik farklılaşma indüklenmesi sonucu adiposit oluşumu ve hücre içi lipit 

damlacıkları faz mikroskobuyla görüntülendikten sonra adipojenik farklılaşmayı 

doğrulamak için Oil Red O boyaması yapılmıştır. Pasaj 3 ve pasaj 8 farklılaşmış hücrelerin 

içindeki lipit damlacıkları konfokal mikroskopla görüntülendiğinde kırmızı kesecikler 

olarak izlenmektedir (Çizim 4.15, Çizim 4.16).  

 

Çizim 4.15. P3 adipojenik farklılaşma 21.gün konfokal mikroskop ile elde edilen 

fotomikrografı. Sarı ok; adiposit hücresi içindeki lipit damlacıklarını, sarı ok başı; hücrenin 

nükleusunu göstermektedir. 

 

 

Çizim 4.16. P8 adipojenik farklılaşma 21.gün konfokal mikroskop ile elde edilen 

fotomikrografı. Sarı ok; adiposit hücresi içindeki lipit damlacıklarını, sarı ok başı; hücrenin 
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nükleusunu göstermektedir. 

 

4.3.3 Adipojenik farklılaşmanın gen ekspresyonu ile gösterilmesi 

Adipojenik farklılaşmayı doğrulamak için, RT-PCR ile farklılaşmanın 0, 3, 7, 14 ve 

21 günlerinde adipogenik farklılaşma belirteci olarak düşünülen Leptin ve ADFP gen 

ekspresyonu analizi yapılmıştır. 

Leptin değerlerindeki değişimler, farklılaşma grubunda kontrole göre kıyaslandığında 

P3’te 1. günde, 3. Günde 7. Günde ve 21. Günde istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur 

(p<0,05). P8’de 1. günde, 3. Günde 14. Günde ve 21. Günde istatistiksel olarak anlamlı 

bulunmuştur (p<0,05). P3 ve P8 karşılaştırıldığında farklılaşma grubunda 0. Günde, 1. 

Günde, 3. Günde ve 21. Günde istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (p<0,05) 

(Çizim4.17). Leptin gen ekspresyonu P3 ve P8’de 1. Günde 0. Güne göre düşmüştür. 

Farklılaşma grubunda P3’te 21. Günde istatistiksel bir artış olmuştur ancak en yüksek Leptin 

gen ekspresyonu P8 21. Günde bulunmuştur (Çizim4.18). Leptinin farklılaşma grubunda 

yüksek bulunması farklılaşma olduğunu göstermektedir.  

 

Çizim 4. 17. Zamana göre Leptin gen ekspresyonu grafiği. Açık mavi sütun, P3 kontrol 

grubu; yeşil sütun, P3 farklılaşma grubu; kırmızı sütun, P8 kontrol grubu; mor sütun, P8 

faklılaşma grubu Leptin gen ekspresyonu ölçümleridir. 
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Çizim 4. 18. Leptin gen ekspresyonu ölçümlerinin zamana göre çizgi grafiği. P3 

kontrol grubu mavi çizgi; P3 farklılaşma grubu yeşil çizgi; P8 kontrol grubu kırmızı çizgi; 

P8 faklılaşma grubu mor çizgi ile gösterilmiştir. 

ADFP gen ekspresyonundaki değişimler, farklılaşma grubunda kontrole göre 

kıyaslandığında P3’te 1. günde, 3. Günde 7. Günde; P8’de 1. günde, 3. Günde 7. Günde ve 

14. Günde istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (p<0,05). ADFP gen ekspresyonundaki 

değişimler P3 ve P8 karşılaştırıldığında, farklılaşma grubunda 1. Günde ve 3. Günde 

istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (p<0,05) (Çizim4.19). En yüksek ADFP gen 

ekspresyonu P3 farklılaşma gurubu 21. Günde bulunmuştur (Çizim4.20).  

Farklılaşma grubunda 21. günde adipojenik farklılaşma belirteci olan Leptin gen 

ekspresyonunun P3’te 10 kat, P8’de 70 kat arttığı; ADFP gen ekspresyonunun ise P3’te 

yaklaşık 76,73 kat arttığı bulunmuştur. Hem Leptin hem ADFP gen ekspresyonları 

adipojenik farklılaşmayı doğrulamıştır.  
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Çizim 4.19. Zamana göre ADFP gen ekspresyonu grafiği. Açık mavi sütun, P3 kontrol 

grubu; yeşil sütun, P3 farklılaşma grubu; kırmızı sütun, P8 kontrol grubu; mor sütun, P8 

faklılaşma grubu ADFP gen ekspresyonu ölçümleridir. 

 

 

Çizim 4.20. ADFP gen ekspresyonu ölçümlerinin zamana göre çizgi grafiği. P3 kontrol 

grubu mavi çizgi; P3 farklılaşma grubu yeşil çizgi; P8 kontrol grubu kırmızı çizgi; P8 

faklılaşma grubu mor çizgi ile gösterilmiştir. 
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4.4. ELİSA (Protein Ekspresyonu) Sonuçları 

 

4.4.1. AQP1 protein ekspresyonu 

AQP1 protein konsantrasyonu P3 ve P8’de kontrol ve farklılaşma gruplarında 

yükselme göstermektedir. Bir pik seviyesine ulaştıktan sonra düşmeye başlamaktadır. Bu 

yükselme, mitotik aktivitenin yüksek olduğu günlerde gerçekleşmektedir. AQP1 

fonksiyonel bir su kanalı olduğundan, hücre çoğalma hızının yüksek olduğu zamanlarda 

yüksek görülmüştür.  

P3 farklılaşma grubunda 1., ve 3. günlerde ölçülen AQP1 konsantrasyonu gittikçe 

yükselmiştir ve 7. Günde en yüksek değerine ulaşmıştır. İlerleyen günlerde hızlı bir düşüş 

göstermiştir. P8 farklılaşma grubunda AQP1 konsantrasyonu, 3. Günde en yüksek 

ölçülmüştür. Aynı güne ait kontrol ve farklılaşma gruplarına bakıldığında en yüksek 

konsantrasyon farkı 7. Ve 14. Günde bulunmuştur. P3 kontrol grubu 21. gün AQP1 

konsantrasyonu 0. Güne göre daha düşük bulunmuştur (Çizim 4.21, Çizim 4.22). 

 

Çizim 4.21. AQP1 protein ekspresyonu ölçümleri. Açık mavi sütun, P3 kontrol grubu; 

lacivert sütun, P3 farklılaşma grubu; açık eflatun sütun, P8 kontrol grubu; koyu mor sütun, 

P8 faklılaşma grubu AQP1 değerleridir. 
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Çizim 4.22. AQP1 protein ekspresyonu ölçümleri çizgi grafiği. P3 kontrol grubu mavi çizgi; 

P3 farklılaşma grubu yeşil çizgi; P8 kontrol grubu kırmızı çizgi; P8 faklılaşma grubu mor 

çizgi ile gösterilmiştir. 

 

4.4.2. AQP3 Protein Ekspresyonu 

AQP3 protein konsantrasyonundaki yükselmeler ve düşmeler kısmen AQP1 protein 

eksprsyonuna benzemektedir. P3 ve P8’de kontrol ve farklılaşma gruplarında yükselme 

göstermektedir. Bir pik seviyesine ulaştıktan sonra düşmeye başlamaktadır. Bu yükselme, 

mitotik aktivitenin yüksek olduğu günlerde gerçekleşmektedir.  

AQP3 konsantrasyonu, P3 farklılaşma grubunda 1. ve 3. Günlerde gittikçe 

yükselmiştir ve 7. Günde en yüksek değerine ulaşmıştır. İlerleyen günlerde hızlı bir düşüş 

göstermiştir ve farklılaşmanın 21. Gününde 0. Güne göre daha düşük bir değer ölçülmüştür. 

P8 farklılaşma grubunda AQP3 konsantrasyonu en yüksek 3. Günde ölçülmüştür. P3 kontrol 

grubu 21.gün AQP1 konsantrasyonu kontrole göre daha düşük bulunmuştur (Çizim 4.23, 

Çizim 4.24).  
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Çizim 4.23. AQP3 protein ekspresyonu ölçümleri. Açık mavi sütun, P3 kontrol grubu; 

lacivert sütun, P3 farklılaşma grubu; açık eflatun sütun, P8 kontrol grubu; koyu mor sütun, 

P8 faklılaşma grubu AQP3 değerleridir.  

 

 

Çizim 4. 24. AQP3 protein ekspresyonu ölçümleri çizgi grafiği. P3 kontrol grubu mavi çizgi; 

P3 farklılaşma grubu yeşil çizgi; P8 kontrol grubu kırmızı çizgi; P8 faklılaşma grubu mor 

çizgi ile gösterilmiştir. 

 

4.4.3. AQP7 Protein Ekspresyonu 

AQP7 protein konsantrasyonundaki yükselmeler ve düşmeler kısmen AQP1 ve AQP3 

protein ekspresyonuna benzemektedir. P3 ve P8’de kontrol ve farklılaşma gruplarında 
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yükselme göstermektedir. Bir pik seviyesine ulaştıktan sonra düşmeye başlamaktadır. Bu 

yükselme, mitotik aktivitenin yüksek olduğu günlerde gerçekleşmektedir.  

AQP7 protein konsantrasyonu, P3 farklılaşma grubunda 1. ve 3. Günlerde gittikçe 

yükselmiştir ve 7. Günde en yüksek değerine ulaşmıştır. İlerleyen günlerde düşüş hızı AQP1 

ve AQP3 kadar hızlı olmamıştır, ancak farklılaşmanın 21. Gününde 0. Güne göre daha düşük 

bir değer ölçülmüştür. P8 farklılaşma grubunda AQP3 konsantrasyonu, 14. Günde en yüksek 

ölçülmüştür. 21. Günde bir düşüş olsa da hala yüksek seyretmektedir (Çizim 4.25, Çizim 

4.26).  

 

Çizim 4.25. AQP7 protein ekspresyonu ölçümleri. Açık mavi sütun, P3 kontrol grubu; 

lacivert sütun, P3 farklılaşma grubu; açık eflatun sütun, P8 kontrol grubu; koyu mor sütun, 

P8 faklılaşma grubu AQP7 değerleridir. 

 

7,
51

7,
51

24
,2

6

8
,5

7

11
,9

2

16
,5

7

4,
39

17
,8

2

5,
35

14
,2

6

7,
51

3,
93 5,

68

5,
68

15
,7

1

9
,5

2

10
,0

0

18
,0

9

3,
80

7,
65

6,
33

22
,0

0

5,
68

11
,7

8

0

5

10

15

20

25

30

0K 0F 1K 1F 3K 3F 7K 7F

14
K

14
F

21
K

21
F

0K 0F 1K 1F 3K 3F 7K 7F

14
K

14
F

21
K

21
F

A
Q

P
7 

K
o

n
sa

n
tr

as
yo

n
u

 (p
g/

m
L)

AQP7



48 
 

 

Çizim 4.26. AQP7 protein ekspresyonu ölçümleri çizgi grafiği. P3 kontrol grubu mavi çizgi; 

P3 farklılaşma grubu yeşil çizgi; P8 kontrol grubu kırmızı çizgi; P8 faklılaşma grubu mor 

çizgi ile gösterilmiştir. 

 

4.4.4. AQP9 Protein Ekspresyonu 

AQP9 protein konsantrasyonundaki yükselmeler ve düşmeler kısmen AQP1, AQP3 ve 

AQP7 protein ekspresyonuna benzemektedir. P3 ve P8’de kontrol ve farklılaşma gruplarında 

yükselme göstermektedir. Bir pik seviyesine ulaştıktan sonra düşmeye başlamaktadır. Bu 

yükselme, mitotik aktivitenin yüksek olduğu günlerde gerçekleşmektedir.  

AQP9 protein konsantrasyonu, P3 farklılaşma grubunda 1. ve 3. Günlerde gittikçe 

yükselmiştir ve 7. Günde en yüksek değerine ulaşmıştır. İlerleyen günlerde hızlı bir düşüş 

göstermiştir ve farklılaşmanın 21. Gününde 0. Güne göre daha düşük bir değer ölçülmüştür. 

P8 farklılaşma grubunda AQP9 konsantrasyonu, en yüksek 7. Günde ölçülmüştür. 21. Günde 

bir düşüş olsa da kontrole göre yüksek seyretmektedir (Çizim 4.27, Çizim 4.28).  
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Çizim 4.27. AQP9 protein ekspresyonu ölçümleri. Açık mavi sütun, P3 kontrol grubu; 

lacivert sütun, P3 farklılaşma grubu; açık eflatun sütun, P8 kontrol grubu; koyu mor sütun, 

P8 faklılaşma grubu AQP9 değerleridir. 

 

 

Çizim 4.28. AQP9 protein ekspresyonu ölçümleri çizgi grafiği. P3 kontrol grubu mavi çizgi; 

P3 farklılaşma grubu yeşil çizgi; P8 kontrol grubu kırmızı çizgi; P8 faklılaşma grubu mor 

çizgi ile gösterilmiştir. 
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4.4.5. AQP10 Protein Ekspresyonu 

AQP10 protein konsantrasyonundaki yükselmeler ve düşmeler AQP1, AQP3, AQP7 

ve AQP9 protein ekspresyonuna benzemektedir. P3 ve P8’de kontrol ve farklılaşma 

gruplarında yükselme göstermektedir. Bir pik seviyesine ulaştıktan sonra düşmeye 

başlamaktadır. Bu yükselme, hücre bölünmesinin fazla olduğu günlerde gerçekleşmektedir.  

AQP10 protein konsantrasyonu, P3 farklılaşma grubunda 1. ve 3. Günlerde gittikçe 

yükselmiştir ve 7. Günde en yüksek değerine ulaşmıştır. İlerleyen günlerde hızlı bir düşüş 

göstermiştir ve farklılaşmanın 21. Gününde 0. Güne göre daha düşük bir değer ölçülmüştür. 

P8 farklılaşma grubunda AQP10 konsantrasyonu, en yüksek 3. Günde ölçülmüştür. 21. 

Günde bir düşüş olsa da kontrole göre yüksek seyretmektedir (Çizim 4.29, Çizim 4.30).  

 

Çizim 4.29. Zamana göre AQP10 protein ekspresyonu ölçümleri. Açık mavi sütun, P3 

kontrol grubu; lacivert sütun, P3 farklılaşma grubu; açık eflatun sütun, P8 kontrol grubu; 

koyu mor sütun, P8 faklılaşma grubu AQP10 değerleridir. 
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Çizim 4.30. AQP10 protein ekspresyonu ölçümleri çizgi grafiği. P3 kontrol grubu 

mavi çizgi; P3 farklılaşma grubu yeşil çizgi; P8 kontrol grubu kırmızı çizgi; P8 

faklılaşma grubu mor çizgi ile gösterilmiştir. 

 

4.5. Gen Ekspresyonu Sonuçları 

 

4.5.1. AQP1 gen ekspresyonu 

AQP1 değerlerindeki değişimler, farklılaşma grubunda kontrole göre kıyaslandığında 

P3’te 1. günde, 3. Günde ve 7. Günde istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (p<0,05). 

P8’de 1. günde, 3. Günde 14. Günde ve 21. Günde istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur 

(p<0,05). P3 ve P8 karşılaştırıldığında farklılaşma grubunda 7. Günde istatistiksel olarak 

anlamlı bulunmuştur (p<0,05) (Çizim4.31). P3 ve P8’de hem kontrol hem farklılaşma 

grubunda önce düşmüş sonra yükselmiştir. P3 farklılaşma grubunda en yüksek AQP1 gen 

ekspresyonu 14. Günde bulunmuştur. P8 farklılaşma grubunda en yüksek AQP1 gen 

ekspresyonu ise 21. Günde bulunmuştur (Çizim4.32).  
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Çizim 4.31. Zamana göre AQP1 gen ekspresyonu grafiği. Açık mavi sütun, P3 kontrol 

grubu; yeşil sütun, P3 farklılaşma grubu; kırmızı sütun, P8 kontrol grubu; mor sütun, P8 

faklılaşma grubu AQP1 gen ekspresyonu ölçümleridir. 

 

 

Çizim 4.32. AQP1 gen ekspresyonu ölçümlerinin zamana göre çizgi grafiği. P3 kontrol 

grubu mavi çizgi; P3 farklılaşma grubu yeşil çizgi; P8 kontrol grubu kırmızı çizgi; P8 

faklılaşma grubu mor çizgi ile gösterilmiştir. 
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4.5.2. AQP3 Gen Ekspresyonu 

AQP3 değerlerindeki değişimler, farklılaşma grubunda kontrole göre kıyaslandığında 

P3’te 21. Günde istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (p<0,05). P8’de 1. günde, 7. Günde 

ve 21. Günde istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (p<0,05). P3 ve P8 karşılaştırıldığında 

farklılaşma grubunda 0. Günde ve 21. Günde istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur 

(p<0,05) (Çizim4.33). P3 ve P8’de hem kontrol hem farklılaşma grubunda önce düşmüş 

sonra yükselmiştir. Hem P3 farklılaşma grubunda hem de P8 farklılaşma grubunda en 

yüksek AQP1 gen ekspresyonu 21. günde bulunmuştur (Çizim4.34).  

 

Çizim 4.33. Zamana göre AQP3 gen ekspresyonu grafiği. Açık mavi sütun, P3 kontrol 

grubu; yeşil sütun, P3 farklılaşma grubu; kırmızı sütun, P8 kontrol grubu; mor sütun, P8 

faklılaşma grubu AQP3 gen ekspresyonu ölçümleridir. 
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Çizim 4.34. AQP3 gen ekspresyonu ölçümlerinin zamana göre çizgi grafiği. P3 

kontrol grubu mavi çizgi; P3 farklılaşma grubu yeşil çizgi; P8 kontrol grubu kırmızı 

çizgi; P8 faklılaşma grubu mor çizgi ile gösterilmiştir. 

 

4.5.3. AQP7 Gen Ekspresyonu 

AQP7 değerlerindeki değişimler, farklılaşma grubunda kontrole göre kıyaslandığında 

P3’te 3. günde, 7. Günde ve 21. Günde istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (p<0,05). 

P8’de 14. Günde ve 21. Günde istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (p<0,05). P3 ve P8 

karşılaştırıldığında farklılaşma grubunda 21. Günde istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur 

(p<0,05) (Çizim4.35). P3 ve P8’de hem kontrol hem farklılaşma grubunda önce düşmüş 

sonra yükselmiştir. Hem P3 farklılaşma grubunda hem de P8 farklılaşma grubunda en 

yüksek AQP7 gen ekspresyonu 21. Günde bulunmuştur (Çizim4.36). Protein ekspresyonu 

ile karşılaştırmalı incelendiğinde 21. Günde düşen protein ekspresyonlarının AQP7 gen 

ekspresyonunu indüklediğini düşündürmüştür. P8 farklılaşma grubunda 21. Günde protein 

ekspresyonu, P3 21. Gündeki protein ekspreyonuna göre yüksek bulunmuştur ve korele 

olarak P3 21. Gün AQP7 gen ekspresyonu P8 21. Gün gen ekspresyonuna göre yüksek 

bulunmuştur. Hücrelerde AQP7 protein ekspresyonu düştüğünde AQP7 gen ekspresyonu 

artmış olarak bulunmuştur.  
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Çizim 4.35. Zamana göre AQP7 gen ekspresyonu grafiği. Açık mavi sütun, P3 kontrol 

grubu; yeşil sütun, P3 farklılaşma grubu; kırmızı sütun, P8 kontrol grubu; mor sütun, P8 

faklılaşma grubu AQP7 gen ekspresyonu ölçümleridir. 

 

Çizim 4.36. AQP7 gen ekspresyonu ölçümlerinin zamana göre çizgi grafiği. P3 kontrol 

grubu mavi çizgi; P3 farklılaşma grubu yeşil çizgi; P8 kontrol grubu kırmızı çizgi; P8 

faklılaşma grubu mor çizgi ile gösterilmiştir. 
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4.5.4. AQP9 Gen Ekspresyonu 

AQP9 değerlerindeki değişimler, farklılaşma grubunda kontrole göre kıyaslandığında 

P3’te 1. Günde ve 21. Günde istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (p<0,05). P8’de 1. 

Günde ve 21. Günde istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (p<0,05). P3 ve P8 

karşılaştırıldığında farklılaşma grubunda 0. Günde, 1. Günde ve 21. Günde istatistiksel 

olarak anlamlı bulunmuştur (p<0,05) (Çizim4.37). P3 ve P8’de hem kontrol hem farklılaşma 

grubunda önce düşmüş sonra yükselmiştir. Hem P3 farklılaşma grubunda hem de P8 

farklılaşma grubunda en yüksek AQP9 gen ekspresyonu 21. Günde bulunmuştur 

(Çizim4.38). Protein ekspresyonu ile karşılaştırmalı incelendiğinde 21. Günde düşen protein 

ekspresyonlarının AQP9 gen ekspresyonunu indüklediğini düşündürmüştür. Hücrelerde 

AQP9 protein ekspresyonu düştüğünde AQP9 gen ekspresyonu artmış olarak bulunmuştur. 

Ölçülen değerler incelendiğinde adipojenik farklılaşma ile AQP9 gen espresyonu arasında 

bir ilişki olduğunu göstermiştir.  

 

Çizim 4. 37. Zamana göre AQP9 gen ekspresyonu grafiği. Açık mavi sütun, P3 kontrol 

grubu; yeşil sütun, P3 farklılaşma grubu; kırmızı sütun, P8 kontrol grubu; mor sütun, P8 

faklılaşma grubu AQP9 gen ekspresyonu ölçümleridir. 
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Çizim 4. 38. AQP9 gen ekspresyonu ölçümlerinin zamana göre çizgi grafiği. P3 kontrol 

grubu mavi çizgi; P3 farklılaşma grubu yeşil çizgi; P8 kontrol grubu kırmızı çizgi; P8 

faklılaşma grubu mor çizgi ile gösterilmiştir. 

 

4.5.5. AQP10 Gen Ekspresyonu 

AQP10 değerlerindeki değişimler, farklılaşma grubunda kontrole göre 

kıyaslandığında P3’te 21. Günde istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (p<0,05). P8’de 

21. Günde istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (p<0,05). P3 ve P8 karşılaştırıldığında 

farklılaşma grubunda 0. Günde ve 21. Günde istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur 

(p<0,05) (Çizim4.39, Çizim4.40).  
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Çizim 4.39. Zamana göre AQP10 gen ekspresyonu grafiği. Açık mavi sütun, P3 kontrol 

grubu; yeşil sütun, P3 farklılaşma grubu; kırmızı sütun, P8 kontrol grubu; mor sütun, P8 

faklılaşma grubu AQP10 gen ekspresyonu ölçümleridir. 

 

Çizim 4.40. AQP10 gen ekspresyonu ölçümlerinin zamana göre çizgi grafiği. P3 

kontrol grubu mavi çizgi; P3 farklılaşma grubu yeşil çizgi; P8 kontrol grubu kırmızı 

çizgi; P8 faklılaşma grubu mor çizgi ile gösterilmiştir. 
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4.5.6. SOD1 Gen Ekspresyonu 

SOD1 gen ekspresyonu değerlerindeki değişimler, farklılaşma grubunda kontrole göre 

kıyaslandığında P3’te 1. Günde, 7. Günde, 14. Günde ve 21. Günde istatistiksel olarak 

anlamlı bulunmuştur (p<0,05). P8’de 1. Günde, 3. Günde, 7. Günde, 14. Günde ve 21. Günde 

istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (p<0,05). P3 ve P8 karşılaştırıldığında farklılaşma 

grubunda 1. Günde, 3. Günde, 7. Günde ve 14. Günde istatistiksel olarak anlamlı 

bulunmuştur (p<0,05) (Çizim4.41). P3 ve P8’de hem kontrol hem farklılaşma grubunda önce 

düşmüş sonra yükselmiştir. Hem P3 farklılaşma grubunda hem de P8 farklılaşma grubunda 

en yüksek SOD1 gen ekspresyonu 21. Günde bulunmuştur (Çizim4.42). Farklılaşma sonrası 

SOD1 gen ekspresyonunun pik yapması farklılaşmayı desteklediğini göstermiştir. 

Farklılaşmanın 21. Günü oksidatif strese karşı SOD1 gen ekspresyonu P3’te artarken 

P8’deki artış onun kadar olmamıştır.  

 

Çizim 4.41. Zamana göre SOD1 gen ekspresyonu grafiği. Açık mavi sütun, P3 kontrol 

grubu; yeşil sütun, P3 farklılaşma grubu; kırmızı sütun, P8 kontrol grubu; mor sütun, P8 

faklılaşma grubu SOD1 gen ekspresyonu ölçümleridir. 

1,
00

1,
00

0,
10

0,
16

0,
12

0,
11

0,
03

0
,0

9

0,
05

0,
00

0,
05

4,
27

1,
12

1,
12

0,
08 0,

51

0,
10 0,

32

0,
07 0
,2

0

0
,0

3

0,
01

0
,0

3

3,
71

-1

0

1

2

3

4

5

0K 0F 1K 1F 3K 3F 7K 7F

1
4

K

1
4

F

2
1

K

2
1

F

0K 0F 1K 1F 3K 3F 7K 7F

1
4

K

1
4

F

2
1

K

2
1

F

P3 P8

G
e

n
 E

ks
p

re
sy

o
n

u
 (K

at
 D

eğ
iş

im
/K

o
n

tr
o

l)

SOD1



60 
 

 

Çizim 4.42. SOD1 gen ekspresyonu ölçümlerinin zamana göre çizgi grafiği. P3 kontrol 

grubu mavi çizgi; P3 farklılaşma grubu yeşil çizgi; P8 kontrol grubu kırmızı çizgi; P8 

faklılaşma grubu mor çizgi ile gösterilmiştir. 

 

4.5.7. Col1a1 Gen Ekspresyonu 

Col1a1 (collagen type I alpha 1 chain, kollajen 1 alfa 1) gen ekspresyonu 

değerlerindeki değişimler, farklılaşma grubunda kontrole göre kıyaslandığında P3’te 14. 

Günde ve 21. Günde istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (p<0,05). P8’de 1. Günde ve 

21. Günde istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (p<0,05). P3 ve P8 karşılaştırıldığında 

farklılaşma grubunda 0. Günde istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (Çizim4.43). P3 ve 

P8’de hem kontrol hem farklılaşma grubunda önce düşmüş sonra yükselmiştir. Hem P3 

farklılaşma grubunda hem de P8 farklılaşma grubunda en yüksek Col1a1 gen ekspresyonu 

21. Günde bulunmuştur (Çizim4.44). Farklılaşma sonrası Col1a1 gen ekspresyonunun pik 

yapması farklılaşmayı desteklediğini göstermiştir. Farklılaşmanın 21. Günü oksidatif strese 

karşı Col1a1 gen ekspresyonu P3’te ve P8’de benzer şekilde artmıştır.  
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Çizim 4.43. Zamana göre Col1a1 gen ekspresyonu grafiği. Açık mavi sütun, P3 kontrol 

grubu; yeşil sütun, P3 farklılaşma grubu; kırmızı sütun, P8 kontrol grubu; mor sütun, P8 

faklılaşma grubu Col1a1 gen ekspresyonu ölçümleridir. 

 

 

Çizim 4.44. Col1a1 gen ekspresyonu ölçümlerinin zamana göre çizgi grafiği. P3 kontrol 

grubu mavi çizgi; P3 farklılaşma grubu yeşil çizgi; P8 kontrol grubu kırmızı çizgi; P8 

faklılaşma grubu mor çizgi ile gösterilmiştir. 

 

 

4.6. İmmünfloresan Boyama Sonuçları 
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immünfloresan boyama yapılmıştır. Boyamalarda nükleusu görüntülemek için 4’,6-

diamidino-2-fenilindol (DAPI) uygulanmıştır. Kullanılan sekonder antikora göre kırmızı ya 

da yeşil ışıma görülmüştür. (Çizim 4.45-4.79). Kontrol grubunda yapılan immünfloresan 

boyamada AQP1, AQP3, AQP7, AQP9 ve AQP10 pozitif görülmüştür (Çizim 4.45-4.54). 

Kontrol grubunda ve bazı 7. Gün boyamalarında AQP’ler farklılaşmamış mezenkimal 

hücrelerin membranında görüntülenmiştir (Çizim 4.45-4.56, 59-64, 67, 68, 71-73, 76, 77). 

Farklılaşmanın 14. Günündeki boyamalarda ve bazı 7. Günündeki boyamalarda adiposit içi 

lipit damlacıkları immünfloresan görüntülemede dikkat çekmiştir. Bazı makaleler ve kitaplar 

lipit damlacıklarının etrafında membran olmadığını söylese de bazı makaleler damlacıkların 

etrafında tek tabakalı ve kendi proteinlerini içeren fosfolipit bir membrandan söz etmektedir. 

Bizim fotomikrograflarımızda da lipit damlacıklarının etrafında da pozitif ışıma görülmüştür 

ve bu bize lipit damlacıklarının etrafında membran olabileceğini ve onun da kendine ait AQP 

proteinleri olabileceğini düşündürmüştür (Çizim 57, 58, 65, 66, 69, 70, 74, 75, 78, 79).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.6.1. Kontrol Grubu Fotomikrografları 
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Kontrol grubu AQP1 fotomikrografları; 

 

 

Çizim 4.45. Kontrol grubu P3 AQP1 immünfloresan boyamanın konfokal mikroskobik 

görüntüsü. Ok başı, DAPI ile boyanmış nükleusu; ok, membrandaki AQP1 pozitif bölgeleri 

işaret etmektedir (Ölçüm çubuğu: 50 µm, 400X Büyütme). 

 

 

Çizim 4.46. Kontrol grubu P8 AQP1 immünfloresan boyamanın konfokal mikroskobik 

görüntüsü. Ok başı, DAPI ile boyanmış nükleusu; ok, membrandaki AQP1 pozitif bölgeleri 

işaret etmektedir (Ölçüm çubuğu: 50 µm, 400X Büyütme). 

Kontrol grubu AQP3 fotomikrografları; 
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Çizim 4.47. Kontrol grubu P3 AQP3 immünfloresan boyamanın konfokal mikroskobik 

görüntüsü. Ok başı, DAPI ile boyanmış nükleusu; ok, membrandaki AQP3 pozitif bölgeleri 

işaret etmektedir (Ölçüm çubuğu: 50 µm, 400X Büyütme). 

 

 

Çizim 4.48. Kontrol grubu P8 AQP3 immünfloresan boyamanın konfokal mikroskobik 

görüntüsü. Ok başı, DAPI ile boyanmış nükleusu; ok, membrandaki AQP3 pozitif bölgeleri 

işaret etmektedir (Ölçüm çubuğu: 75 µm, 400X Büyütme). 

 

 

 

Kontrol grubu AQP7 fotomikrografları; 
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Çizim 4.49. Kontrol grubu P3 AQP7 immünfloresan boyamanın konfokal mikroskobik 

görüntüsü. Ok başı, DAPI ile boyanmış nükleusu; ok, membrandaki AQP7 pozitif bölgeleri 

işaret etmektedir (Ölçüm çubuğu: 50 µm, 400X Büyütme). 

 

 

 

Çizim 4.50. Kontrol grubu P8 AQP7 immünfloresan boyamanın konfokal mikroskobik 

görüntüsü. Ok başı, DAPI ile boyanmış nükleusu; ok, membrandaki AQP7 pozitif bölgeleri 

işaret etmektedir (Ölçüm çubuğu: 50 µm, 400X Büyütme). 

Kontrol grubu AQP9 fotomikrografları; 
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Çizim 4.51.Kontrol grubu P3 AQP9 immünfloresan boyamanın konfokal mikroskobik 

görüntüsü. Ok başı, DAPI ile boyanmış nükleusu; ok, membrandaki AQP9 pozitif bölgeleri 

işaret etmektedir (Ölçüm çubuğu: 50 µm, 400X Büyütme). 

 

Çizim 4.52. Kontrol grubu P8 AQP9 immünfloresan boyamanın konfokal mikroskobik 

görüntüsü. Ok başı, DAPI ile boyanmış nükleusu; ok, membrandaki AQP9 pozitif bölgeleri 

işaret etmektedir (Ölçüm çubuğu: 50 µm, 400X Büyütme). 

 

 

Kontrol grubu AQP10 fotomikrografları; 
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Çizim 4.53.Kontrol grubu P3 AQP10 immünfloresan boyamanın konfokal mikroskobik 

görüntüsü. Ok başı, DAPI ile boyanmış nükleusu; ok, membrandaki AQP10 pozitif bölgeleri 

işaret etmektedir (Ölçüm çubuğu: 50 µm, 400X Büyütme). 

 

 

Çizim 4.54. Kontrol grubu P8 AQP10 immünfloresan boyamanın konfokal mikroskobik 

görüntüsü. Ok başı, DAPI ile boyanmış nükleusu; ok, membrandaki AQP10 pozitif bölgeleri 

işaret etmektedir (Ölçüm çubuğu: 50 µm, 400X Büyütme). 

 

4.6.2. Farklılaşma Grubu Fotomikrografları 

Farklılaşma grubu AQP1 fotomikrografları; 
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Çizim 4.55. Farklılaşma grubu 7. gün P3 AQP1 immünfloresan boyamanın konfokal 

mikroskobik görüntüsü. Ok başı, DAPI ile boyanmış nükleusu; ok, membrandaki AQP1 

pozitif bölgeleri işaret etmektedir (Ölçüm çubuğu: 50 µm, 400X Büyütme). 

 

 

Çizim 4.56. Farklılaşma grubu 7. gün P8 AQP1 immünfloresan boyamanın konfokal 

mikroskobik görüntüsü. Ok başı, DAPI ile boyanmış nükleusu; ok, membrandaki AQP1 

pozitif bölgeleri işaret etmektedir (Ölçüm çubuğu: 50 µm, 400X Büyütme). 
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Çizim 4.57. Farklılaşma grubu 14. gün P3 AQP1 immünfloresan boyamanın konfokal 

mikroskobik görüntüsü. Ok başı, DAPI ile boyanmış nükleusu; ok, membrandaki AQP3 

pozitif bölgeleri işaret etmektedir (Ölçüm çubuğu: 50 µm, 400X Büyütme). 

 

 

 

Çizim 4.58. Farklılaşma grubu 14. gün P3 AQP1 immünfloresan boyamanın konfokal 

mikroskobik görüntüsü. Ok başı, DAPI ile boyanmış nükleusu; sarı ok, membrandaki AQP3 

pozitif bölgeleri; gri ok, hücre içi lipit damlacıklarını işaret etmektedir (Ölçüm çubuğu: 50 

µm, 400X Büyütme). 
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Farklılaşma grubu AQP3 fotomikrografları; 

 

 

Çizim 4.59. Farklılaşma grubu 7. gün P3 AQP3 immünfloresan boyamanın konfokal 

mikroskobik görüntüsü. Ok başı, DAPI ile boyanmış nükleusu; ok, membrandaki AQP3 

pozitif bölgeleri işaret etmektedir (Ölçüm çubuğu: 50 µm, 400X Büyütme). 

 

 

Çizim 4.60. Farklılaşma grubu 7. Gün-2 P3 AQP3 immünfloresan boyamanın konfokal 

mikroskobik görüntüsü. Ok başı, DAPI ile boyanmış nükleusu; ok, membrandaki AQP3 

pozitif bölgeleri işaret etmektedir (Ölçüm çubuğu: 75 µm, 400X Büyütme). 
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Çizim 4.61. Farklılaşma grubu 7. Gün P3 AQP3 ve 7. Gün P3 AQP3 immünfloresan 

boyamanın konfokal mikroskobik görüntüsü. Ok başı, DAPI ile boyanmış nükleusu; ok, 

membrandaki AQP3 pozitif bölgeleri işaret etmektedir (Ölçüm çubuğu: 50 µm, 400X 

Büyütme). 

 

 

 

Çizim 4.62. Farklılaşma grubu 7. Gün P3 AQP3 ve 7. Gün P8 AQP3 immünfloresan 

boyamanın konfokal mikroskobik görüntüsü. Ok başı, DAPI ile boyanmış nükleusu; ok, 

membrandaki AQP3 ve AQP8 pozitif bölgeleri işaret etmektedir (Ölçüm çubuğu: 50 µm, 

400X Büyütme). 
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Çizim 4.63.Farklılaşma grubu 7. Gün P8 AQP3 immünfloresan boyamanın konfokal 

mikroskobik görüntüsü. Ok başı, DAPI ile boyanmış nükleusu; ok, membrandaki AQP3 

pozitif bölgeleri işaret etmektedir (Ölçüm çubuğu: 50 µm, 400X Büyütme). 

 

 

Çizim 4.64. Farklılaşma grubu 7. Gün P8 AQP3 immünfloresan boyamanın konfokal 

mikroskobik görüntüsü. Ok başı, DAPI ile boyanmış nükleusu; ok, membrandaki AQP3 

pozitif bölgeleri işaret etmektedir (Ölçüm çubuğu: 50 µm, 400X Büyütme). 
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Çizim 4.65. Farklılaşma grubu 14. Gün P3 AQP3 immünfloresan boyamanın konfokal 

mikroskobik görüntüsü. Ok başı, DAPI ile boyanmış nükleusu; sarı ok, membrandaki AQP3 

pozitif bölgeleri; gri ok, hücre içi lipit damlacıklarını işaret etmektedir (Ölçüm çubuğu: 50 

µm, 400X Büyütme). 

 

 

Çizim 4.66. Farklılaşma grubu 14. Gün P8 AQP3 immünfloresan boyamanın konfokal 

mikroskobik görüntüsü. Ok başı, DAPI ile boyanmış nükleusu; sarı ok, membrandaki AQP3 

pozitif bölgeleri; gri ok, hücre içi lipit damlacıklarını işaret etmektedir (Ölçüm çubuğu: 50 

µm, 400X Büyütme). 
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Farklılaşma grubu AQP7 fotomikrografları; 

 

 

Çizim 4.67. Farklılaşma grubu 7. Gün P3 AQP7 immünfloresan boyamanın konfokal 

mikroskobik görüntüsü. Ok başı, DAPI ile boyanmış nükleusu; sarı ok, membrandaki AQP7 

pozitif bölgeleri; gri ok, hücre içi lipit damlacıklarını işaret etmektedir (Ölçüm çubuğu: 75 

µm, 400X Büyütme). 

 

 

Çizim 4.68. Farklılaşma grubu 7. Gün P8 AQP7 immünfloresan boyamanın konfokal 

mikroskobik görüntüsü. Ok başı, DAPI ile boyanmış nükleusu; ok, membrandaki AQP7 

pozitif bölgeleri işaret etmektedir (Ölçüm çubuğu: 75 µm, 400X Büyütme). 
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Çizim 4.69. Farklılaşma grubu 14. Gün P3 AQP7 immünfloresan boyamanın konfokal 

mikroskobik görüntüsü. Ok başı, DAPI ile boyanmış nükleusu; sarı ok, membrandaki AQP7 

pozitif bölgeleri; gri ok, hücre içi lipit damlacıklarını işaret etmektedir (Ölçüm çubuğu: 50 

µm, 400X Büyütme). 

 

 

Çizim 4.70. Farklılaşma grubu 14. Gün P8 AQP7 immünfloresan boyamanın konfokal 

mikroskobik görüntüsü. Ok başı, DAPI ile boyanmış nükleusu; sarı ok, membrandaki AQP7 

pozitif bölgeleri; gri ok, hücre içi lipit damlacıklarını işaret etmektedir (Ölçüm çubuğu: 50 

µm, 400X Büyütme). 
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Farklılaşma grubu AQP9 fotomikrografları; 

 

 

Çizim 4.71. Farklılaşma grubu 7. Gün P8 AQP9 immünfloresan boyamanın konfokal 

mikroskobik görüntüsü. Ok başı, DAPI ile boyanmış nükleusu; ok, membrandaki AQP9 

pozitif bölgeleri işaret etmektedir (Ölçüm çubuğu: 50 µm, 400X Büyütme). 

 

 

Çizim 4.72. Farklılaşma grubu 7. Gün P3 AQP9 immünfloresan boyamanın konfokal 

mikroskobik görüntüsü. Ok başı, DAPI ile boyanmış nükleusu; ok, membrandaki AQP9 

pozitif bölgeleri işaret etmektedir (Ölçüm çubuğu: 50 µm, 400X Büyütme). 
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Çizim 4.73. Farklılaşma grubu 7. Gün P8 AQP9 immünfloresan boyamanın konfokal 

mikroskobik görüntüsü. Ok başı, DAPI ile boyanmış nükleusu; ok, membrandaki AQP9 

pozitif bölgeleri işaret etmektedir (Ölçüm çubuğu: 50 µm, 400X Büyütme). 

 

 

Çizim 4.74. Farklılaşma grubu 14. Gün P3 AQP9 immünfloresan boyamanın konfokal 

mikroskobik görüntüsü. Ok başı, DAPI ile boyanmış nükleusu; sarı ok, membrandaki AQP9 

pozitif bölgeleri; gri ok, hücre içi lipit damlacıklarını işaret etmektedir (Ölçüm çubuğu: 50 

µm, 400X Büyütme). 
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Çizim 4.75. Farklılaşma grubu 14. Gün P8 AQP9 immünfloresan boyamanın konfokal 

mikroskobik görüntüsü. Ok başı, DAPI ile boyanmış nükleusu; sarı ok, membrandaki AQP9 

pozitif bölgeleri; gri ok, hücre içi lipit damlacıklarını işaret etmektedir (Ölçüm çubuğu: 50 

µm, 400X Büyütme). 

 

Farklılaşma grubu AQP10 fotomikrografları; 

 

 

 

Çizim 4.76. Farklılaşma grubu 7. Gün P3 AQP10 immünfloresan boyamanın konfokal 

mikroskobik görüntüsü. Ok başı, DAPI ile boyanmış nükleusu; ok, membrandaki AQP10 

pozitif bölgeleri işaret etmektedir (Ölçüm çubuğu: 50 µm, 400X Büyütme). 
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Çizim 4.77. Farklılaşma grubu 7. Gün P8 AQP10 immünfloresan boyamanın konfokal 

mikroskobik görüntüsü. Ok başı, DAPI ile boyanmış nükleusu; ok, membrandaki AQP10 

pozitif bölgeleri işaret etmektedir (Ölçüm çubuğu: 50 µm, 400X Büyütme). 

 

 

Çizim 4.78.Farklılaşma grubu 14. Gün P3 AQP10 immünfloresan boyamanın konfokal 

mikroskobik görüntüsü. Ok başı, DAPI ile boyanmış nükleusu; sarı ok, membrandaki 

AQP10 pozitif bölgeleri; gri ok, hücre içi lipit damlacıklarını işaret etmektedir (Ölçüm 

çubuğu: 50 µm, 400X Büyütme). 
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Çizim 4.79. Farklılaşma grubu 14. Gün P8 AQP10 immünfloresan boyamanın konfokal 

mikroskobik görüntüsü. Ok başı, DAPI ile boyanmış nükleusu; sarı ok, membrandaki 

AQP10 pozitif bölgeleri; gri ok, hücre içi lipit damlacıklarını işaret etmektedir (Ölçüm 

çubuğu: 50 µm, 400X Büyütme). 

 

 

4.6.3. Hücre Sayımı  

 AQP1 Değerlendirilmesi 

İF boyamasında AQP1 boyanması skorlama ile değerlendirildiğinde elde edilen sonuçlara 

göre P3 ve P8’de kontrol ve farklılaşma gruplarında yükselme göstermektedir. Bir pik 

seviyesine ulaştıktan sonra düşmeye başlamaktadır.  

Pasajlara göre AQP1 skoru P3 farklılaşma grubunda 7. Günde en yüksek değerine ulaşmıştır. 

İlerleyen günlerde hızlı bir düşüş göstermiştir. P8 farklılaşma grubunda AQP1 skoru, en 

yüksek 3. Günde görülmüştür. Farklılaşma grubunda 7 ve 21. Günde istatistiksel olarak 

anlamlı farklılıklar görülmüştür (Çizim 4.80). 
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Çizim 4.80. AQP1 immünfloresan boyama hücre sayımı (skorlama) grafiği. P‹0.0005 * 7F ve 

21F gruplarında icin, Pasaj 3 ve Pasaj 8 arasında istatistiksel farklılık görülmüştür. 

 

 

AQP3 Değerlendirilmesi 

İF boyamasında AQP3 boyanması skorlama ile değerlendirildiğinde elde edilen 

sonuçlara göre P3 ve P8’de kontrol ve farklılaşma gruplarında yükselme göstermektedir. Bir 

pik seviyesine ulaştıktan sonra düşmeye başlamaktadır.  

P3 farklılaşma grubunda AQP3 skoru, 1. ve 3. Günlerde gittikçe yükselmiştir ve 7. 

Günde en yüksek değerine ulaşmıştır. P8 farklılaşma grubunda AQP3 skoru en yüksek 3. 

Günde görülmüştür. P3 ve P8 arasında farklılaşmanın 7. gününde (7F grubunda) istatistiksel 

olarak anlamlı farklılık görülmüştür (Çizim 4.81). 
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Çizim 4.81. AQP3 immünfloresan boyama hücre sayımı (skorlama) grafiği. P‹0.0005 * 7F 

grubunda Pasaj 3 ve Pasaj 8 arasinda istatistiksel farklılık görülmüştür 

 

AQP7 Değerlendirilmesi 

İF boyamasında AQP7 boyanması skorlama ile değerlendirildiğinde elde edilen 

sonuçlara göre P3 ve P8’de kontrol ve farklılaşma gruplarında yükselme göstermektedir. Bir 

pik seviyesine ulaştıktan sonra düşmeye başlamaktadır.  

P3 farklılaşma grubunda AQP7 skoru, P3 farklılaşma grubunda 1. ve 3. günlerde 

gittikçe yükselmiştir ve 7. günde en yüksek değerine ulaşmıştır. P8 farklılaşma grubunda 

AQP7 skoru, 14. günde en yüksek görülmüştür. P3 ve P8 arasında 7F ve 21F gruplarında 

istatistiksel olarak anlamlı farklılıklar görülmüştür (Çizim 4.82). 
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Çizim 4.82. AQP7 immünfloresan boyama hücre sayımı (skorlama) grafiği. P‹0.0005 * 7F ve 

21F gruplarında Pasaj 3 ve Pasaj 8 arasında istatistiksel farklılık görülmüştür. 

 

AQP9 Değerlendirilmesi 

İF boyamasında AQP9 boyanması skorlama ile değerlendirildiğinde elde edilen 

sonuçlara göre P3 ve P8’de kontrol ve farklılaşma gruplarında yükselme göstermektedir. Bir 

pik seviyesine ulaştıktan sonra düşmeye başlamaktadır.  

P3 farklılaşma grubunda AQP9 skoru, P3 farklılaşma grubunda 1. ve 3. Günlerde 

gittikçe yükselmiştir ve 7. Günde en yüksek değerine ulaşmıştır. P8 farklılaşma grubunda 

AQP9 skoru, 7. günde en yüksek görülmüştür. P3 ve P8 arasında 7F grubunda ve 1K 

grubunda istatistiksel olarak anlamlı farklılıklar görülmüştür (Çizim 4.83). 
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Çizim 4.83. AQP9 immünfloresan boyama hücre sayımı (skorlama) grafiği. P‹0.0005 ++ 1K ve 

7F gruplarında Pasaj 3 ve Pasaj 8 arasında istatistiksel farklılık görülmüştür. 

 

AQP10 Değerlendirilmesi 

İF boyamasında AQP10 boyanması H-skor ile değerlendirildiğinde elde edilen 

sonuçlara göre P3 ve P8’de kontrol ve farklılaşma gruplarında yükselme göstermektedir. Bir 

pik seviyesine ulaştıktan sonra düşmeye başlamaktadır.  

P3 farklılaşma grubunda AQP10 skoru, P3 farklılaşma grubunda 1. ve 3. Günlerde 

gittikçe yükselmiştir ve 7. Günde en yüksek değerine ulaşmıştır. P8 farklılaşma grubunda 

AQP10 skoru, 3. Günde en yüksek görülmüştür. Gruplar kendi içlerinde karşılaştırıldığında 

istatistiksel olarak anlamlı farklılıklar bulunmuştur (Çizim 4.84). 
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Çizim 4.84. AQP10 immünfloresan boyama hücre sayımı (skorlama) grafiği. P‹0.0005 * 7F 

grubunda, Pasaj 3 ve Pasaj 8 arasında istatistiksel farklılık görülmüştür. 
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4. TARTIŞMA  

Çalışmamız, kök hücrelerin yaşlanmasının, farklılaşmasının ve AQP profilinin 

değerlendirildiği ilk geniş kapsamlı çalışmadır. Çalışmamızda Kİ-MKH'lerin yüzey 

belirteçlerine ve AQP'lerine bakılmıştır. Bunlara ek olarak,  farklılaşma protokolü 

kullanılmış ve adipojenik farklılaşma oluşturulmuştur. Amacımız doğrultusunda, Kİ-

MKH'lerin farklı AQP izoformlarını eksprese eden adiposit hücrelerine farklılaşıp 

farklılaşmadıkları araştırılmıştır ve in vitro insan adiposit hücresinde oluşan AQP profil 

değişiklikleri değerlendirilmiştir. Aynı zamanda bu değişikliklerin ilerleyen pasajla yaşlanan 

hücrelerin ve değişen hücre fonksiyonlarının AQP’lerle ilişkisi ve adipositlere farklılaşırken 

değişen AQP miktarları incelenmiştir.   

Çalışmamızda, Kİ-MKH'leri kullanılmıştır ve flow sitometri ile karakterizasyonunda 

CD105, CD73, CD90, CD44, CD13, CD166, CD29 belirteçleri pozitif bulunurken CD45, 

CD15, CD5, CD7, CD14, CD34 belirteçleri negatif bulunarak hücrenin mezenkimal kök 

hücre olduğunu gösterilmiştir. Yapılan bir çalışmada hücre karakterizasyonu için 

Uluslararası Hücresel Tedavi Topluluğu (ISCT) (Dominici ve diğ. 2006), Avrupa Tıp Ajansı 

(EMA) (Herberts ve diğ. 2011) ve Gıda ve İlaç Yönetimi (FDA) (Bailey 2012) tarafından 

önerilen; morfoloji, plastiğe yapışabilmesi, proliferatif kapasitesi, immünofenotipi, 

yaşlanma durumu, karyotip stabilitesi, gen ve miRNA ekspresyon profili değerlendirilmiştir 

(Kundrotas ve diğ. 2016). 

Kemik iliği kaynaklı mezenkimal kök hücreler en çok tercih edilen kök hücrelerdendir. 

Bazı çalışmalar dental pulpa kaynaklı mezenkimal kök hücrelerin da kolay kullanılabilirliği, 

uzun süreler saklanabiliyor olması, çıkarılmasında etik sorunların bulunmaması, kolay 

erişilebilirliği ve multipotensisinden dolayı değerli bir seçenek haline geldiğini 

vurgulamaktadır (Cordeiro ve diğ 2008, G. T. Huang ve diğ., 2006, G. T. Huang 2009, 

Ohazamave diğ. 2004, Saber 2009, Woods ve diğ. 2009). Ancak yapılan birçok çalışmada 

da kemik iliği kaynaklı mezenkimal kök hücrelerinin daha etkili olduğu ve tercih edilebilir 

olduğu söylenmektedir (Gonzaga ve diğ. 2017, Kim ve Park 2017). 

Bulgularımız öncelikli olarak kemik iliği kaynaklı mezenkimal kök hücrelerin 

morfolojik farklılaşma kapasitesini koruduğunu göstermiştir ve doğrulamıştır. Adipojenik 

farklılaşma için literatüre göre protokol hazırlanmıştır ve uygulanmıştır (Karaöz ve diğ. 

2010). Kİ-MKH’lerin farklılaşma kapasitelerinde, farklı hücre pasajlarının kullanılmasının, 

protein veya gen ekspresyonları seviyesinde tespit edilen farklılıklar olup olmadığı 
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araştırılmıştır. Terminal farklılaşma işlemlerinin, hücreye özgü transkripsiyon faktörlerini 

ve çok çeşitli hücresel kinazları, büyüme faktörlerini ve reseptörleri içeren kompleks bir 

etkileşimle düzenlendiği bilinmektedir. AQP’lerin de hücre farklılaşması sırasında 

değişmesinin farklılaşma mekanizmasına katkılarının olduğunu düşündürmüştür (Graziano 

ve diğ. 2018).  

Bununla birlikte, adipojenik indüksiyon ve farklılaşma sonrası Kİ-MKH'ler gen 

ekspresyonu analizi ile doğrulanmıştır. AQP’ler için immünositokimyasal boyama 

yapılmıştır. Her durumda, Kİ-MKH'lerin in vitro farklılaşması hakkında çok sayıda çalışma 

olmasına rağmen, morfoloji ve gen ekspresyonu değişikliklerinin AQP ekspresyonundaki 

modifikasyonlarla ilişkili olup olmadığını gösteren çalışma azdır. Bir çalışmada yağ dokusu 

kaynaklı mezenkimal kök hücrelerin nöral farklılaşması değerlendirilmiş ve nöral 

farklılaşma sırasında  ne tür AQP'lerin ifade edildiğini bilmek için zamana göre AQP1, 4, 7, 

8 ve 9 değerleri incelenerek sistematik bir çalışma yapılmıştır (Avola ve diğ. 2017). 

Lipid damlacık proteini ADFP ile ilgili yapılan çalışmalarda, lipitleri yüksek afinite 

ile bağladığı (Atshaves ve diğ. 2001, Frolov ve diğ. 2000, McIntosh ve diğ. 2012, 2010, 

Serrero ve diğ. 2000)  ve lipit damlacık oluşumunda, trigliserid birikiminde (Fukushima ve 

diğ. 2005, Larigauderie ve diğ. 2006, Listenberger ve diğ. 2007, McIntosh ve diğ. 2012) , 

yağ asidi alımında ve lipoprotein düzenlemesinde rol oynadığı gösterilmiştir (Atshaves ve 

diğ. 2000, Chang ve diğ. 2010, Frolov ve diğ. 2000, Gao ve Serrero 1999, Magné ve diğl. 

2013). Bu bulgulara rağmen, bu süreçleri kolaylaştıran ADFP-lipid etkileşimlerinin yapısal 

ve fonksiyonel gereksinimleri hakkında çok az şey bilinmektedir. Yapılan bir çalışmada 

ADFP, ligand bağlanması ve lipid damlacık hedeflemesi için gerekli yapısal ve fonksiyonel 

özellikler vurgulanmıştır (Najt ve diğ. 2014). Bizim çalışmamızda da adipojenik 

farklılaşmayı doğrulamak için zamana göre ADFP gen ekspresyonu analizi yapılmıştır. P3 

farklılaşma grubu 21. Günde en yüksek seviyesi ölçülmüştür. P8 farklılaşma grubu 21. 

Günde yüksek bulunmaması, diğer grafikler göz önüne alındığında P8’deki yükselmelerin 

muhtemelen yaşlanmaya bağlı P3’e göre gecikmeli olduğu ve ilerleyen günlerde 

yükselebileceğini ancak deney 21. Günde sonlandığı için bu yüksekliğin görülememiş 

olabileceğini düşündürmüştür. Ayrıca zamana göre AQP’ lerin görünüşlerini belirlemek 

için, 0. Gün, 7. Gün ve 14. Günde AQP1, AQP3, AQP7, AQP9 ve AQP 10 antikorları ile 

immünfloresan boyama yapılmıştır. 14. Gün ve 21. Gün boyamalarında adiposit içi lipit 

damlacıkları immünfloresan görüntülemede dikkat çekmiştir. Bazı makalelerde ve 

kitaplarda lipit damlacıklarının etrafında membran olmadığı söylense de bazı makaleler 
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damlacıkların etrafında tek tabakalı ve kendi proteinlerini içeren fosfolipit bir membrandan 

söz etmektedir (Cheung ve diğ. 2016, Cohen 2018, Lee ve diğ. 2013, McIntosh ve diğ. 2010). 

Bizim fotomikrograflarımızda da lipit damlacıklarının etrafında da pozitif ışıma görülmüştür 

ve bu bize lipit damlacıklarının etrafında membran olabileceğini ve onun da kendine ait AQP 

proteinleri olabileceğini düşündürmüştür.  

Çalışmamızda AQP protein ekspresyonları hem farklılaşma grubunda hem kontrol 

grubunda önce artmış sonra azalmıştır. Kondrojenik farklılaşma ile ilgili yapılan bir 

çalışmada AQP1 ve AQP3 protein ekspresyonları bizim çalışmamıza benzer şekilde güne 

göre değerlendirilmiştir. AQP1 bizim bulgularımıza benzer şekilde önce yükselip sonra 

düşerken, AQP3 seviyeleri günler ilerledikçe artmıştır ve 28. Günde en yüksek seviyesine 

ulaşmıştır (Graziano ve diğ. 2018).  Bizim çalışmamızda ise AQP1 ve AQP3 farklılaşma 

grubunda P3’te 7. Gün en yüksek seviyesinde ölçülürken P8’de 3. Günde ölçülmüştür. 

AQP1 bir su kanalı proteinidir ve sadece suyun geçişine izin vermektedir. Retinada 

transepitelyal su hareketinde rol oynamaktadır (Stamer ve diğ. 2003). Farklılaşmamış insan 

embriyonik kök hücrelerinde, indüklenmiş pluripotent kök hücrelerde ve indüklenmiş 

pluripotent kök hücrelerden türemiş retinal pigment epiteli hücrelerinde AQP mRNA 

ekspresyonu (AQP1'den AQP12'ye kadar) kantitatif Real time PCR ile değerlendirilmiş, 

AQP1, AQP3, AQP4, AQP5, AQP6, AQP7, AQP10, AQP11, AQP12 bulunduğu;  AQP2, 

AQP8, ve AQP9’un bulunmadığı gösterilmiştir (Juuti-Uusitalo ve diğ. 2013). Bizim 

çalışmamızda farklılaşma sonrası AQP10 gen ekspresyonu görülmezken; AQP9 gen 

ekspresyonu izlenmiştir. Çalışmamızda AQP1 protein konsantrasyonu P3 ve P8’de kontrol 

ve farklılaşma gruplarında yükselme göstermektedir. Bir pik seviyesine ulaştıktan sonra 

düşmeye başlamaktadır. Bu yükselme, mitotik aktivitenin yüksek olduğu günlerde 

gerçekleşmektedir. AQP1 fonksiyonel bir su kanalı olduğundan, hücre çoğalma hızının 

yüksek olduğu zamanlarda yüksek görülmüştür. Sonrasında çoğalmaya yer kalmadığı için 

AQP1 protein konsantrasyonlarını düşmeye başladığını düşündürmüştür. Ayrıca yapılan 

ölçümler AQP1 protein konsantrasyonu ile adipojenik farklılaşma arasında bir ilişki 

olduğunu göstermiştir. Farklılaşma ile AQP1 potein konsantrasyonlarında değişiklikler 

olması AQP1’in adipojenik farklılaşma üzerinde etkisi olduğunu düşündürmüştür. AQP1 

gen ekspresyonu ile protein ekspresyonu karşılaştırmalı değerlendiğinde 21. Günde düşen 

protein konsantrasyonlarının, AQP1 gen ekspresyonunu indüklediği görülmüştür. Sonuçlar 

incelendiğinde adipojenik farklılaşma ile AQP1 gen espresyonu arasında bir ilişki olduğunu 

göstermiştir. Farklılaşma sonrası AQP1 gen ekspresyonundaki değişiklikler AQP1’in 

adipojenik farklılaşma üzerinde etkisi olduğunu düşündürmüştür.  
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AQP7 ve AQP10, aquaporin ailesine aittir ve fonksiyonel özelliklerine bağlı olarak, 

aquagliseroporinler alt grubuna dahildir (Madeira ve diğ. 2015). Sadece suya değil, aynı 

zamanda gliserol, üre ve diğer küçük çözünenlere de geçirgenlikleri bulunmaktadır. AQP7, 

gastrointestinal sistem, böbrek, iskelet kası, iç kulak ve erkek üreme sistemi gibi çeşitli 

dokularda bulunur, ancak yağ dokusu insanlarda ve kemirgenlerde AQP7 ekspresyonunun 

ana bölgesidir ve gliserol giriş çıkışını desteklediği rapor edilmiştir (Rojek ve diğ. 2008). 

Bizim çalışmamızda da AQP7'nin insan adiposit hücrelerindeki ekspresyonu ve 

lokalizasyonu gösterilmiştir. Ek olarak AQP7 ekspresyonu sadece adiposit hücrelerinde 

değil, farklılaşmaya alınmamış Kİ-MKH’lerde de tespit edilmiştir. Yapılan bir çalışmada 

AQP7'nin, endotel hücresinin iyi bilinen bir göstergesi olan CD34 ile birlikte ko-

lokalizasyonu gösterilerek, AQP7'nin fare adipoz dokusunun plazma zarı ile ilişkili olduğu 

gösterilmiştir (Skowronski ve diğ. 2007). AQP7 membran lokalizasyonu ile ilgili yapılan 

başka bir çalışmada, in-vitro kültürde farklılaşmış adipositlerde ekspresyonu ve 

lokalizasyonu doğrulanmıştır (Laforenza ve diğ. 2013). Yapılan lokalizasyon işaretlemeleri 

ile endotel hücresine ek olarak adiposit membranlarında bir AQP7 ekspresyonu görülmüştür. 

Bizim çalışmamızda da bu çalışmalara benzer bir şekilde farklılaşmış adiposit hücre 

membranlarında AQP7 protein ekspresyonu bulunmuştur.  Adipoz doku ile ilgili yapılan 

çalışmada AQP10'un insan adiposit hücrelerinde eksprese edildiği ve yağ hücrelerinin 

plazma membranında lokalize olduğu gösterilmiştir. Deri altı yağ dokusundan izole edilmiş, 

kültürlenmiş ve farklılaştırılmış adipositlerde AQP10 mRNA ekspresyonu farklı miktarlarda 

olsa bile gösterilmiştir (Laforenza ve diğ. 2013). Ancak bizim çalışmamıza ait sonuçlarda 

AQP10 gen ekspresyonu görülmemiştir. Protein ekspresyonu ile karşılaştırmalı 

incelendiğinde 21. Günde düşen protein ekspresyonlarının AQP10 gen ekspresyonunu 

indüklemediği görülmüştür. AQP 10 gen ekspresyonu değişikliklerinin yaşlanmaya bağlı 

olabileceğini düşündürmüştür. Çalışmamızda elde edilen sonuçlarda AQP7, AQP9 ve 

AQP10 protein konsantrasyonları ile adipojenik farklılaşma arasında bir ilişki olduğunu 

göstermiştir. Farklılaşma ile AQP7, AQP9 ve AQP10 protein konsantrasyonlarında 

değişiklikler olması AQP7’nin adipojenik farklılaşma üzerinde etkisi olduğunu 

düşündürmüştür. Bizim çalışmamızda gen ekspresyonu ile protein ekspresyonu 

karşılaştırmalı değerlendirildiğinde 21. Günde düşen AQP7 ve AQP9 protein 

ekspresyonlarının AQP7 ve AQP9 gen ekspresyonlarını indüklediği görülmüştür. P8 

farklılaşma grubunda 21. Günde AQP7 protein ekspresyonu, P3 21. Gündeki protein 

ekspresyonuna göre yüksek bulunmuştur ve korele olarak P3 21. Gün AQP7 gen 

ekspresyonu P8 21. Gün gen ekspresyonuna göre yüksek bulunmuştur. Hücrelerde AQP7 ve 
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AQP9 protein ekspresyonu düştüğünde AQP7 ve AQP9 gen ekspresyonu artmış olarak 

bulunmuştur.   

AQP gen ekspresyonu analizlerinin yapıldığı çalışmalarda değişen AQP gen 

ekspresyonlarının hücrenin fonksiyonunu etkilediği ve değiştirdiği (Carpentierve diğ. 2016, 

Chaube ve diğ. 2011), hastalıklara neden olabildiği veya ilaçlar için hedef nokta olabileceği 

söylenmiştir (Verkman 2009, Verkman ve diğ. 2014). Obezite, kanser gibi bulunduğumuz 

çağda dünya geneli için sorun oluşturan hastalıkların patogenezinin AQP ile ilişkisi 

araştırılmıştır (Calamita ve diğ. 2018, Huber ve diğ. 2012, Madeira ve diğ. 2015, Ribatti ve 

diğ. 2014, Rodríguez ve diğ. 2011)  

Kemik iliği kaynaklı kök hücreler ile 2016 yılında yapılan çalışmada hücrelerin pasaj 

3 ve P8’ i yaşlanma açısından incelenmiş, 33 miRNA ve 13 genin değiştiği gözlemlenmiştir. 

Yapılan bu çalışma pasaj ilerlemesiyle hücrenin değiştiğini göstermesi açısından önemlidir 

(Kundrotas et al. 2016). Yaşlılığa bağlı cilt kuruluğu ile AQP arasındaki ilişkiye bakılan bir 

çalışmada yaşlılıkta AQP1, AQP3, AQP4, AQP7 ve AQP9 bizim sonuçlarımıza benzer 

şekilde düşük bulunmuştur (Ikarashi et al. 2017). Ancak kalp dokusu ve yaşlılık ile AQP1 

ve AQP4 arasındaki ilişkinin incelendiği 2017’ de yayınlanan çalışmada AQP1 veAQP4’ün 

protein ekspresyonlarının yaşlılıkta arttığı görülmüştür (Bicakci et al. 2016).  

Hücrelerdeki reaktif oksijen radikalleri fazlalığı ve nitrik oksit biyoyararlanımının 

azalması, büyük ölçüde metabolik bozuklukların, kardiyovasküler ve böbrek hastalıklarının, 

kırılganlığın ve yaşlanmanın gelişimi ile bağlantılı hücresel fonksiyon bozukluğuna neden 

olmaktadır (Tamma ve diğ. 2018) . Farklılaşma, proliferasyon veya mobilite gibi çeşitli 

hücresel fonksiyonların altında bulunan sinyal iletim yollarında AQP'lerin fonksiyonunun 

düzensizliği oksidatif strese ve sonunda hücre ölümüne neden olabilir (Tamma ve diğ. 2018). 

Bizim çalışmamızda yaşlanmaya bağlı oksidatif stresi değerlendirmek amacıyla SOD1 gen 

ekspresyonları incelenmiştir. Farklılaşma grubunda P3’te 21. Günde 4,27 kat arttığı, P8’de 

21. Günde 3,71 kat arttığı bulunmuştur. Col1a1 gen ekspresyonları değerlendirildiğinde de 

farklılaşma grubunda P3 21. Günde 5,6 kat artış görülürken, P8 21. Günde 6,17 kat artış 

izlenmiştir. Bulgularımız hücre yaşlanmasına bağlı oksidatif stresin arttığını ancak 

yaşlanmaya bağlı oksidatif strese yanıt oluşturma konusunda hücrelerin zorlandığını 

düşündürmüştür.   

AQP'lerin vasküler, hepatik, testis veya böbrek fonksiyonununu modülasyonu, 

kardiyovasküler (vasküler sertlik / hipertansiyon, ateroskleroz), metabolik ve üreme 
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hastalıklarının (sperm hücre motilite bozukluğu) tedavisinde değerli olabilir. AQP'lerin, 

sağlığı geliştirmek ve yaşlanmayı iyileştirmek için yeni stratejiler geliştirmek amacıyla gıda 

fitokimyasal bileşiklerinin uyguladığı antioksidan ve antienflamatuar etkilere katılımını 

araştırmak için daha fazla çalışmalara ihtiyaç duyulmaktadır.  

AQP’ler kök hücre yaşlanma mekanizması ile ilgili yeni belirteçler olabilir. Potansiyel 

yeni belirteçler; kök hücrelerin yaşlanma mekanizmalarını daha iyi anlamak, temel bilime 

katkıda bulunmak, hücresel tedavi kalite kontrolünün geliştirilmesini kolaylaştırmak, 

hastalık süreçlerinde yeni bakış açıları sağlamak için yeni detaylar sunmaktadır. 
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5. SONUÇ VE ÖNERİLER  

İleri pasaj mezenkimal kök hücrelerin AQP profili erken pasaj ile karşılaştırıldığında, 

anlamlı farklılıklar görülmüştür. P3 ve P8’deki hücreler farklılaştırıldığında oluşan 

hücrelerde değerlendirilen AQP profili farklı bulunmuştur. Hücre yaşlanmasının 

farkılılaşma sürecinde değişikliklere neden olduğu, AQP’lerin hem yaşlanma sürecinde hem 

farklılaşma sürecinde etkilendiği/değiştiği görülmüştür. Yaşlanma ve farklılaşmadaki 

değişen AQP’lerin hücre fonksiyonları üzerine net etkilerinin anlaşılması için ileri 

çalışmalara ihtiyaç duyulmaktadır. 

Farklılaşma süreci çalışmamızda 21 gün gerçekleştirilmiştir. Sonuçlarımızda özellikle 

P8 farklılaşma grubunda yükselmesini beklediğimiz bazı değerler düşük ölçülmüştür. 

Yaşlanmaya bağlı hücre içi ürün ortaya çıkış süresinin uzayabileceği göz önüne alındığında,  

farklılaşma süresinin en az 28 güne tamamlanmasını önermekteyiz.  

AQP'lerin, sağlığı geliştirmek ve yaşlanmayı iyileştirmek için yeni stratejiler 

geliştirmek amacıyla antioksidan ve antienflamatuar etkilere katılımını araştırmak için daha 

fazla çalışmalara ihtiyaç duyulmaktadır.  

Hücre yaşlanma sürecine AQP’ler yeni belirteçler olabilir. Yaşlanma sürecine yeni 

potansiyel belirteçlerin bulunması, hücrelerin yaşlanma mekanizmalarını daha iyi 

anlayabilmek, bilime katkıda bulunabilmek, hücres tedavi kalite kontrolünün geliştirilmesini 

kolaylaştırabilmek, hastalık süreçlerinde yeni bakış açıları sağlayabilmek için yeni 

önemlidir.  

AQP fonksiyonlarını daha detaylı değerlendirebilmek için gen susturma gibi 

moleküler teknikler ve in-vivo çalışmaların birlikte olduğu geniş çalışmalara ihtiyaç 

duyulmaktadır. 
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